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© Quo vadis GBF?

Fiir die GBF ist das Jahr 2001 mit einer Neuausrichtung ihrer Forschungsaktivititen ver-
bunden. Die GBF entwickelt sich zu einem Forschungszentrum fiir Infektionskrankheiten.
Im Mittelpunkt steht die Analyse bakterieller Infektionsprozesse und deren Abwehr durch
den Wirt, mit dem Ziel, wichtige Beitrdge in der Prophylaxe, Diagnose und Therapie von
Infektionskrankheiten zu leisten. Mit der Entscheidung, sich erheblich stirker in der
Gesundheitsforschung zu positionieren und das Thema der Infektionskrankheiten zur

Prof. Dr. Rudi Balling [ Widmungsaufgabe zu machen, geht die GBF neue Wege. Warum gerade dieses Thema, und

Wissenschaftlicher Geschifts- wohin soll die Reise gehen?
fithrer der GBF [Scientific
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anaging Director of Infektionskrankheiten als globale Her-

ausforderung
Infektionen sind fiir ein Drittel aller
Todesfille verantwortlich. Malaria,
Tuberkulose und HIV wurden von der
World Health Organization (WHO) als
die Krankheiten identifiziert, die hochste
Prioritdt in der globalen Krankheitsbe-
kimpfung erhalten sollten. Aber auch
andere wiederkehrende und neuauft-
retende Infektionserkrankungen stellen
die nationalen Gesundheitssysteme immer
haufiger vor kaum zu bewiltigende
Probleme. Wihrend man noch vor
wenigen Jahren dachte, Infektionskrank-
heiten gehorten in den entwickelten
Landern der Vergangenheit an, erkennt
man jetzt, dass durch zunehmende
Antibiotika-Resistenzen, durch demo-
graphische Verdnderungen in Richtung
alter werdende Gesellschaft sowie durch
wachsende Mobilitit Infektionskrank-
heiten eine immer grofiere Bedeutung
erlangen. Mit der Erforschung von
Infektionskrankheiten widmet sich die
GBF damit einem Forschungsgebiet, das
auf Grund der medizinischen Relevanz
und des grofden wissenschaftlichen
Potenzials eine aufierordentliche Bedeu-
tung fir die deutsche Gesundheitsfor-
schung hat.

Neuausrichtung der GBF erhéht die Wett-

bewerbsfahigkeit
Die GBF ist die einzige Einrichtung
innerhalb der Helmholtz-Gemeinschaft,
die sich auf Infektionskrankheiten
fokussiert. Zwar wird am Deutschen
Krebsforschungszentrum (DKFZ) an
viralen Infektionen gearbeitet, der
Schwerpunkt liegt aber auf den
Entstehungsmechanismen von Krebs.
Auch am Max-Delbriick-Centrum fiir
Molekulare Medizin (MDC) und am GSF-

Forschungszentrum fiir Umwelt und
Gesundheit spielen Infektionserkrankun-
gen hauptsichlich als Pathogenesefaktor
anderer Erkrankungen eine Rolle. Aus
diesem Grunde nimmt die GBF durch ihre
Entscheidung, sich schwerpunktmiflig der
Erforschung von Infektionskrankheiten zu
widmen, eine wichtige Alleinstellung
innerhalb der Helmholtz-Gemeinschaft
ein.

Entwicklungsgeschichte der GBF

Die Konzeption der GBF als ,Nationales
Zentrum fir Biotechnologie” erfolgte zu
einem Zeitpunkt, als die technologischen
Voraussetzungen fiir eine grofd angelegte
Fermentierung und Aufarbeitung von
biologischen Substanzen und Wirkstoffen
sowie das gesamte Methodenspektrum der
rekombinanten DNA-Technologie erst
noch geschaffen werden mussten. Hierin
lagen die Schwerpunkte der GBF-
Forschungsaktivititen von den 70ern bis
in die 90er Jahre. Auch wenn Fragen der
Prozessentwicklung heute noch wichtig
sind, hat sich das Forschungsinteresse in
der Biotechnologie sehr viel stirker bio-
logischen als technologischen Aspekten
zugewandt.

Der Triumphzug der modernen Bio-
technologie

Kaum ein anderes Forschungsgebiet hat in
den letzten Jahren eine derart stiirmische
Entwicklung erlebt wie die moderne
Biotechnologie. Es gibt nur wenige
Fachgebiete, in die biotechnologische
Fragestellungen nicht eingezogen sind.
Zusitzlich ist ein vollig neuartiger
Industriezweig - die Biotech-Industrie -
entstanden, unbestritten eine der
Schliisseltechnologien dieses Jahrhun-
derts. Neue biochemische, zell- und
molekularbiologische Methoden erlauben



Quo vadis GBF?

For the GBF the year 2001 is associated with a reorientation of its research activities. The GBF is
developing into a research centre for infectious diseases. At the focus of research is the analysis of
bacterial infection processes and their combating by the host with the aim of furnishing important
contributions in the prophylaxis, diagnosis and therapy of infectious diseases. With the decision to
position itself much more in health research and devote its efforts to infectious diseases the GBF is
breaking new ground. Why did we choose this topic and where are we going?

Infectious diseases as a global challenge
Infections are responsible for one third of all
deaths. Malaria, tuberculosis and HIV have
been identified by the World Health
Organization (WHO) as those diseases which
should be given the highest priority in the
global fight against disease. But recurring and
newly occurring infectious diseases also
confront the national health systems more and
more frequently with problems that can hardly
be coped with. Whereas it was thought just a
few years ago that infectious diseases were a
problem of the past in the developed countries,
it is now recognized that they are gaining
increasing significance due to rising antibiotic
resistances, demographic changes towards an
ageing society as well as growing mobility.
With research into infectious diseases the GBF
devotes itself to a field of study which is of
exceptional significance for German health
research on account of its medical relevance
and great scientific potential.

GBF’s new orientation increases its
competitiveness

The GBF is the only institution within the
Helmbholtz Association which focuses its efforts
on infectious diseases. Although the German
Cancer Research Centre (DKFZ) is concerned
with viral infections, the focus there is on the
mechanisms of carcinogenesis. Infectious
diseases also play a role mainly as a
pathogenesis factor of other diseases at the
Max Delbriick Centre for Molecular Medicine
(MDC) and the GSF Research Centre for
Environment and Health. For this reason, the
GBF occupies an exclusive position within the
Helmbholtz Association with its decision to give
priority to research into infectious diseases.

GBF development history

The concept of the GBF as a “German
Research Centre for Biotechnology” was
developed at a time when the technological
prerequisites for a large-scale fermentation
and processing of biological substances and

bioactive compounds as well as the whole
range of methods of recombinant DNA
technology still had to be created. This was the
main task of GBF research activities from the
70s to 90s. Even if issues of process
development are still of current interest today,
research in biotechnology has turned much
more strongly to biological rather than
technological aspects.

The triumphal procession of modern
biotechnology

Hardly any other field of research has
experienced such rapid development in recent
years as modern biotechnology. There are only
a few subject areas into which biotechno-
logical issues have not been incorporated. In
addition, a completely novel branch of
industry — the biotech industry — has emerged,
indisputably one of the key technologies of this
century. New biochemical, cytobiological and
molecular biological methods allow us to
better understand the basic mechanisms of
gene expression, cell division, cell
differentiation and metabolic activities today
and are an indispensable prerequisite for
deriving optimum benefit from biotechnology.
However, the research topics have become so
diverse and complex here that one single
research centre can no longer cover many
different topics of biotechnology. This makes it
necessary to focus on just a few issues which,
however, can then be dealt with in greater
depth. Only in this way will it be possible to
maintain GBF's competitiveness in
bioscientific research and to attain an
international top position.

Expertise and future specialization
of GBF

The GBF therefore concentrates on a broad-
based functional analysis of bacterial genes,
because an understanding of infection
processes presupposes basic insights into
specific microbiological processes. This
comprises investigations to elucidate
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Titelbild der Zeitschrift
Nature vom 15. Februar
2001 anlaBlich der
Vero6ffentlichung der ersten
Arbeitsversion des mensch-
lichen Genoms. Das Bild
symbolisiert, worum es den
Wissenschaftlern des
internationalen Konsortiums
geht: Einerseits die Chemi-
kalie DNA, andererseits um
die Menschen aller Konti-
nente, aller Hautfarben und
jeglicher ethnischen
Gruppen. Alle Ergebnisse
des Internationalen
Sequenzanalyse-Konsorti-
ums sind frei verfugbar fur
jeden Interessenten.

Mit freundlicher Genehmi-
gung von Nature und
Macmillan Magazine Ltd.

Cover picture of the 15
February 2001 issue of
Nature on the occasion of
the publication of the first
,working draft* of the
human genome. The picture
symbolizes what the work of
the scientists of the
international consortium is
related to: On the one hand
it is the chemical DNA, on
the other hand it is
mankind, no matter from
which continent, of which
colour or from which
ethnicity. All results of the
International Sequence
Analysis Consortium are
freely available to anybody.
Permission kindly granted by
Nature and Macmillan
Magazine Ltd.

uns heute ein tieferes Verstandnis der
grundlegenden Mechanismen von
Genexpression, Zellteilung, Zelldifferen-
zierung und Stoffwechselleistungen und
sind unabdingbare Voraussetzung dafiir,
den optimalen Nutzen aus der
Biotechnologie zu ziehen. Hier sind aber
die Forschungsthemen so divers und
komplex geworden, dass ein einzelnes
Forschungszentrum nicht mehr viele
unterschiedliche Themenfelder der
Biotechnologie abdecken kann. Dies
macht eine Fokussierung auf einige
wenige Fragestellungen erforderlich, die
dann allerdings vertieft angegangen
werden. Nur so kann die Wettbewerbs-
tahigkeit der GBF in der biowissen-
schaftlichen Forschung aufrechterhalten
und eine internationale Spitzenposition
erreicht werden.

Expertise und zukinftige Spezialisierung
der GBF

Die GBF konzentriert sich deshalb auf
eine breit angelegte Funktionsanalyse
bakterieller Gene, denn ein Verstandnis
von Infektionsprozessen setzt grund-
legende Einblicke in bestimmte mikro-
biologische Prozesse voraus. Dies
beinhaltet Untersuchungen zur Aufkla-
rung von Mechanismen des Zusammen-
lebens von Bakterien als Gemeinschaften,
zum Beispiel in Biofilmen, der Unter-
suchung von Naturstoffen aus Bakterien
sowie der Analyse von Mechanismen, die
fir die Virulenz und Pathogenitit von

iz e ar Faaken
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Bakterien verantwortlich sind.

Schon in den vergangenen Jahren hat
die GBF zunehmend ihre Forschungs-
aktivitdten auf biologische Fragestellungen
in der Gesundheitsforschung erweitert. In
der Mikrobiologie wurde ein Programm
zu den Mechanismen der Pathogenitat
von Bakterien aufgenommen. In der
Zellbiologie wurde der Schwerpunkt auf
Fragen der zelluldren Mikrobiologie gelegt
und beispielsweise Themen aufgegriffen,
wie sich Bakterien nach einer Infektion
innerhalb einer Wirtszelle fortbewegen
und inwieweit bakterielle Proteine und
Proteine des Wirts dabei zusammenwir-
ken. Auch in der Molekularen Biotechno-
logie, der Naturstoffforschung und der
Bioverfahrenstechnik arbeiten bereits jetzt
eine Reihe von GBF-Wissenschaftlern an
infektionsrelevanten Fragen, wie der Iso-
lierung von antibakteriellen Substanzen,
der Expression und Bedeutung einzelner
Interferongene in Signaltransduktions-
prozessen nach Infektionen oder der Pro-
duktion von Impfstoffen und anderen
biopharmazeutischen Wirkstoffen nach
arzneimittelrechtlichen Standards (GMP).

Ausgebaut werden an der GBF
Forschungsaktivitidten tiber grundlegende
molekulare, zellbiologische, immuno-
logische und genetische Mechanismen,
die an bakteriellen Infektionsprozessen
beteiligt sind. Dazu gehoren die
Aufklarung von Interaktionen zwischen
Pathogen und Wirtszellen, Untersuchun-
gen iiber Invasionsmechanismen von
Bakterien, die Identifizierung und
Charakterisierung von Genen und Gen-
produkten, die an Abwehrreaktionen
gegeniiber Infektionen beteiligt sind,
sowie die Aufklarung der raumlichen
Struktur von Virulenzfaktoren und damit
interagierenden Wirtszellproteinen bis hin
zur Identifizierung von Impfstoffkandi-
daten und der Entwicklung von
Impfstoffen.



mechanisms of bacterial cohabitations as
communities, for example, in biofilms, the
investigation of natural products from bacteria
as well as the analysis of mechanisms
responsible for the virulence and pathogenicity
of bacteria.

In recent years the GBF has already
increasingly extended its research activities to
cover biological issues in health research. In
microbiology, a programme on the
mechanisms of bacterial pathogenicity has
been included. In cytobiology, priority has
been given to issues of cellular microbiology
addressing questions, for example, of how
bacteria move after an infection inside a host
cell and to what extent bacterial proteins
interact with proteins of the host. In molecular
biotechnology, natural product research and
biochemical engineering, too, a number of
GBF scientists are already concerned with
infection-relevant questions, such as the
isolation of antibacterial substances, the
expression and significance of individual
interferongenes in signal transduction
processes after infections or the production of
vaccines and other biopharmaceutical
substances according to drug legislation
standards (GMP).

Research activities concerning basic
molecular, cytobiological, immunological and
genetic mechanisms involved in bacterial
infection processes are being extended at the
GBE. This includes the elucidation of
interactions between pathogen and host cells,
the study of bacterial invasion mechanisms,
the identification and characterization of
genes and gene products involved in defence
reactions to infections as well as the
elucidation of the spatial structure of virulence
factors and host cell proteins interacting with
them up to the identification of candidate
vaccines and the development of vaccines.

Expertise and extension of GBF genome

research
Of particular importance in this field is
bacterial and human genome research. The
GBF already participated in the German
Human Genome Project at an early stage, for
example, with its contribution to the sequence
analysis of chromosome 21 as well as
functional analyses on chromosome 9. In the

recently established National Genome
Research Network, the GBF is involved with a
number of projects. This includes the
construction of an “Infection Challenge”
platform, which should help to identify
human genes involved in a genetic disposition
to infections via the model system of mice.
Within the framework of the National
Genome Research Network, a bioinformatics
centre is also being established together with
the TU Braunschweig, which will be
concerned with the knowledge-based
modelling of regulatory networks and the
development of algorithms for the computer-
assisted simulation of infection processes. The
sequence analysis platform of GBF participates
in the sequence analysis of the MHC complex
of rats and rhesus monkeys, projects which are
implemented jointly with the German Primate
Center in Gottingen and institutes in Berlin
and Jena.

Extension of mouse genetics for the

functional elucidation of genes
One of the most successful approaches to the
functional elucidation of genes is genetics. For
this reason, the extension of mouse genetics
and the genetics of other model organisms will
be given particular priority at the GBE The
completion of the new animal house and the
planned construction of an infection unit will
create the necessary infrastructure
prerequisites. It is planned to set up further
working groups who will be concerned with
experimental methods of mouse genetics such
as conditional gene targeting, RNA
interference, the establishment of infection
models in model organisms or the study of
genetic susceptibility to infections.

Focus | 4

Mause, wichtiges Tiermodell
fur die Genetik bei der
Infektionsbiologie

Mice, an important animal
model for genome research
in infectious biology
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Expertise und Ausbau der GBF-Genom-
forschung

Vom isolierten Gen zur komplexen
Analyse aller Gene

Eine besondere Rolle kommt dabei der
bakteriellen und der Humangenomfor-
schung zu. Die GBF hat sich bereits frith
am Deutschen Humangenomprojekt
beteiligt, wie ihre Beitrdge zur
Sequenzanalyse von Chromosom 21 sowie
Funktionsanalysen am Chromosom 9
belegen. Im dem vor kurzem etablierten
Nationalen Genomforschungsnetz ist die
GBF mit einer Reihe von Projekten
beteiligt. Dazu gehort der Aufbau einer
,Infektions-Challenge“-Plattform. Diese
soll tiber das Modellsystem Maus helfen,
menschliche Gene zu identifizieren, die
an einer genetischen Disposition gegen-
iiber Infektionen beteiligt sind. Ebenfalls
im Rahmen des Nationalen Genomfor-
schungsnetzes wird zusammen mit der TU
Braunschweig ein Bioinformatik-Zentrum
eingerichtet, das sich mit der wissens-
basierten Modellierung regulatorischer
Netzwerke und der Entwicklung von
Algorithmen zur computergestiitzten
Simulation von Infektionsprozessen
befasst. Die Sequenzanalyseplattform der
GBF beteiligt sich an der Sequenzanalyse
des MHC-Komplexes aus Ratte und
Rhesusaffe, Projekte, die gemeinsam mit
dem Primatenzentrum in Gottingen und
Instituten in Berlin und Jena durchgefiihrt
werden.

Ausbau der Mausgenetik zur Funktions-
aufklarung von Genen

Einer der erfolgreichsten Ansatzpunkte zur
Funktionsaufklarung von Genen ist die
Genetik. Aus diesem Grund wird der Aus-
bau der Genetik von Miusen und anderer
Modellorganismen an der GBF eine be-
sondere Prioritit erhalten. Durch die Fer-
tigstellung des neuen Tierhauses und der
geplanten Errichtung einer Infektions-
einheit werden dazu die notwendigen
infrastrukturellen Voraussetzungen ge-
schaffen. Es ist geplant, weitere Arbeits-
gruppen einzurichten, die sich mit experi-
mentellen Methoden der Mausgenetik,
wie des konditionalen Gentargeting, der
RNA-Interferenz, der Etablierung von
Infektionsmodellen in Modellorganismen
oder der Untersuchung der genetischen
Suszeptibilitdt gegeniiber Infektionen be-
fassen.

Die Entwicklungen in der Genom-
forschung haben deutlich gemacht, dass
hiufig nicht mehr das isolierte Gen im
Mittelpunkt experimenteller Untersuchun-
gen steht, sondern idealerweise alle Gene
gleichzeitig im Hinblick auf ihre
differenzielle Regulation und die daraus
folgenden Expressionsinderungen und
weitere Parameter analysiert werden miis-
sen. Expression-Profiling mit DNA- oder
Oligonukleotidchips ist ein Weg, um das
ganze Transkriptom zu untersuchen. An
der GBF wurde Anfang des Jahres eine
DNA-Array Expression Profiling Station
aufgebaut. In vielen Experimenten ist
allerdings kein globaler genomweiter
Expressions-Chip notwendig, sondern es
geniigen ,Custom-made-Expression-
Chips”, wie ein Immuno- oder Infektions-
chip. Dieser besteht aus einigen hundert
gezielt fiir das jeweilige Experiment ausge-
suchten Genen, die im Labor selbst ampli-
fiziert und gespottet werden. Auch diese
Technologie wird an der GBF etabliert und
soll damit sowohl GBF-Arbeitsgruppen als
auch fiir Kooperationsvorhaben zur Verfii-
gung stehen.

Proteinforschung zur Target ldentifizie-
rung in Infektionsprozessen

Einen besonderen Stellenwert an der GBF
sollen in den nichsten Jahren die Protein-
forschung und moderne Proteomics-
Technologien erhalten. Neben der
Strukturaufklarung von Proteinen, die an
Infektionsprozessen beteiligt sind, verfiigt
die GBF auch tiber ein betrachtliches
Know-how auf dem Gebiet der Protein-
analytik. Wenn es gelingt, dieses Know-
how und die Ressourcen fiir die Unter-
suchung von Proteinen und ganzen
Proteomen einzusetzen, besitzt die GBF
damit einen Wettbewerbsvorsprung, wie er
in der europdischen Wissenschafts-
landschaft einmalig ist. Dazu gehéren

u. a. die Expertise auf dem Gebiet der
Auftrennung von Proteinen, der Analyse
von Glycoproteinen und der Identifizie-
rung und Charakterisierung von Proteinen
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From isolated gene to complex analysis
of all genes

infection processes, the GBF also has
considerable know-how in the field of protein

The developments in genome research have
clearly shown that the isolated gene is
frequently no longer at the centre of experi-
mental investigations, but that ideally all
genes must be analysed simultaneously with a
view to their differential regulation and the
resulting expression changes and that further
parameters need to be analysed. Expression
profiling with DNA or oligonucleotide chips is
one approach to investigating the whole
transcriptone in 2001. At the GBE a DNA
array expression profiling station was set up
early this year. In many experiments, however,
a global genome-wide expression chip is not
necessary but rather custom-made expression
chips, such as an immuno or infection chip,
are sufficient. The latter consists of a few
hundred genes selectively chosen for the
respective experiment, which are amplified
and spotted in an in-house laboratory. This
technology will also be established at the GBF
and will thus be available both to GBF
working groups and for cooperation projects.

Protein research for target identification
in infection processes

Protein research and modern proteomics
technologies will be given special significance
at GBF in the next years. In addition to the
structure elucidation of proteins involved in

analysis. If this know-how and the resources
can be used to investigate proteins and whole
proteomes, the GBF will have a competitive
leading position unique in the European
science scene. This includes e.g. expertise in
the isolation of proteins, in the analysis of
glycoproteins and the identification and
characterization of proteins by mass
spectrometry and protein sequencing. Methods
of combinatorial chemistry developed at GBF
will help to systematically search for proteins
suitable for the diagnosis and/or therapy of
infectious diseases using the genetically
derived model systems in automated high-
throughput processes.

Construction of an antibody library

Antibodies will be among the most important
tools of future functional genome research. At
the GBE therefore, the capacity of the
antibody laboratory will be expanded with the
aim of selectively producing new antibodies for
proteins involved in infection processes.
Biochemical engineering will integrate the
production of preparative quantities of
monoclonal antibodies into its research
activities. In this field, too, the GBF has
facilities unique in Germany, which can be
excellently used for dealing with questions of
infection, genome and proteome research.

Strukturen der
Rezeptorbildungsdomane
vom Internalin B (links) und
Internalin H (rechts) von
Listeria monocytogenes.

Structures of the receptor-
binding domain if internalin
B (left picture) and the
homologous domain of
internalin H (right picture)
from L. monocytogenes.
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durch Massenspektrometrie und Protein-
sequenzierung. An der GBF entwickelte
Methoden der kombinatorischen Chemie
werden helfen, mit den genetisch erarbei-
teten Modellsystemen in automatisierten
Hochdurchsatzverfahren systematisch
nach solchen Proteinen zu suchen, die zur
Diagnose und/oder Therapie von Infekti-
onskrankheiten geeignet sind.

Aufbau einer Antikérperbibliothek
Zu den wichtigsten Werkzeugen der zu-
kiinftigen funktionellen Genomforschung
werden Antikorper gehoren. An der GBF
wird deshalb die Kapazitit des Antikorper-
labors ausgebaut mit dem Ziel, gezielt
neue Antikorper fiir Proteine, die an
Infektionsprozessen beteiligt sind, herzu-
stellen. Die Bioverfahrenstechnik wird die
Herstellung praparativer Mengen an
monoklonalen Antikérpern in ihre
Forschungsaktivititen integrieren. Auch
hier verfiigt die GBF tiiber in Deutschland

Probenahme bei einem 50 L einmalige Moglichkeiten, die fiir die Bear-
Bioreaktor. . .

beitung von Fragen der Infektions-, Ge-
Taking a sample of a 50 L nom- und Proteomforschung hervorra-
bioreactor. gend genutzt werden konnen.

Neue Strategien fur die Entwicklung von
Impfstoffen

Keine Entwicklung in der Medizin war so
erfolgreich wie die Einfithrung der Vakzi-
nierung. Impfstoffe werden auch in Zu-
kunft zu den wichtigsten Praventivmaf-
nahmen gehoren. In letzter Zeit werden
auch starke Anstrengungen unternom-
men, Impfstoffe fiir therapeutische Zwek-
ke nutzbar zu machen. Die Forschungs-
anstrengungen der GBF sind darauf ausge-
richtet, neue Strategien fiir die Entwick-
lung von Impfstoffen zu entwickeln. Die
Anwendung am Menschen steht damit
eindeutig im Blickfeld der GBF-Forschung,
auch wenn direkt an der GBF keine Klinik
angesiedelt ist. Die GBF wird sich aus die-
sem Grund mit verschiedenen Kliniken
iiber enge Kooperationen in klinisch ori-
entierte Projekte einbringen. Dazu zihlt
die Produktion von Impfstoffen nach
GMP-Standards. Zu unseren klinischen
Partnern gehoren bereits jetzt die Medizi-
nische Hochschule in Hannover und das
Stidtische Klinikum in Braunschweig.

Expertise GMP - ein Wettbewerbsvorteil
fur die GBF

Die GBF ist die einzige nichtindustrielle
Einrichtung in Deutschland, die eine Zu-
lassung nach §13 Arzneimittelgesetz be-
sitzt, um medizinische Wirkstoffe fur den
Einsatz am Menschen nach arzneimittel-
rechtlichen Regeln - den Vorschriften fiir
die Gute Herstellungspraxis (Good
Manufacturing Practice — GMP) herzustel-
len. Auf Grund ihrer langjahrigen Erfah-
rung ist die GBF auch in der Lage, die der
Produktion vorausgehende Prozessent-
wicklung bis in einen halbindustriellen
Mafistab selbst durchzufiihren. Hier liegt
ein Wettbewerbsvorteil, der eine wichtige
Schnittstelle zwischen Grundlagenfor-
schung und klinischer Forschung darstellt.
Nach einem Papillomavirenvakzin und
diversen DNA-Tumorvakzinen wurde zu
Beginn dieses Jahres ein weiteres Projekt
zu dieser Thematik begonnen, das sich
mit der Prozessentwicklung und der Her-
stellung von Malaria-Vakzinen befasst.
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New strategies for the development of a resource centre which makes its key facilities

vaccines available as bases — “platforms” — for process

No development in medicine has been as
successful as the introduction of vaccination.
Vaccines will also be among the most
important preventive measures in future.
Recently, great efforts have also been made to
harness vaccines for therapeutic purposes. The
GBF's research efforts are aimed at developing
new strategies for the development of vaccines.
Application in man is thus clearly the focus of
GBF research, even though there is no clinic
affiliated directly to GBE. For this reason,
GBF will take part in clinically oriented
projects through close cooperations with
various clinics. This will include the
production of vaccines according to GMP
standards. The Medical University in Hanover
and the clinical centre of the city of
Braunschweig are already among the clinical
partners at present.

GMP expertise — a competitive advantage
for GBF

GBF is the only non-industrial institution in
Germany with a licence pursuant to § 13 of
the Pharmaceuticals Act for the production
according to good manufacturing practice
(GMP) of medical substances for application
in man, as stipulated by drug legislation. Due
to many years of experience GBF is also in a
position to perform process development prior
to production up to a semi-industrial scale.
This is a competitive advantage representing
an important interface between basic and
clinical research. After a papilloma virus
vaccine and various DNA tumour vaccines, a
further project on this topic was started early
this year concerning the process development
and production of new malaria vaccines.

The GBF as a regional resource centre

In order to help solve such enumerated
scientific problems, the GBF has close contacts
with other research institutes. Combined
know-how and existing manpower can thus be
optimally used. Moreover, many “platform”
technologies established in the GBF require
considerable investment and highly qualified
personnel. Often it is the case that
universities are not in a position to build up
such resources because of the high costs
involved and because such resources require
continual upkeep. The GBF thus sees itself as

development.

The Technical University of Braunschweig
is an excellent partner both in research and
further education. Cooperation will be
considerably intensified in the future, for
example, in the recently approved “special
research area” as well as in new proteomics
and bio-informatics projects. There is close
cooperation with the Medical University of
Hanover, Max Planck Institutes, Fraunhofer
Institutes and the Veterinary University of
Hanover.

Changes at the Helmholtz Association

Apart from the scientific reorientation
described above, the GBF will also be faced
with a number of organizational and
structural changes. Early in 2003,
programme-oriented funding will replace
current institutional funding in the Helmholtz
Association. The individual Helmholtz centres
will participate in research programmes in the
issue area between cooperation and
competition. Within the field of health
research GBF takes part in the programmes
“Infection and Immunity” as well as
“Genome Research”. Within the field of
environmental research it participates in the
“Biodiversity” programme. Programme-
oriented funding implies a steering of the
research centres according to considerations in
which cost transparency and scientific
controlling will play an important role. It is
not yet clear, however, to what extent public
research institutions constrained by staffing
schedules, government accounting and
collective salary structures can cope with these
requirements. The instruments required for
the implemen-tation of programme-oriented
funding still have to be created. In any case,
by positioning itself in health research and by
its clear decision to focus its activities on the
research of infectious diseases, the GBF has
created the prerequisites for its competitiveness
in the national and international research
scene.



Brennpunkt

Die GBF als regionales Ressourcen-
zentrum

Um die aufgefiihrten wissenschaftlichen
Fragestellungen zu l6sen, ist die GBF eng
mit anderen Forschungseinrichtungen
vernetzt. So kann das gemeinsame Know-
how und das vorhandene Potenzial
optimal genutzt werden. Viele der in der
GBF etablierten Plattformtechnologien
erfordern zudem hohe Investitionen und
qualifiziertes Personal. Aus Kosten-
griinden, aber auch aus Griinden der
erforderlichen Kontinuitat, sind universi-
tdre Institute oft nicht in der Lage,
entsprechende Ressourcen aufzubauen.
Die GBF versteht sich daher als
Ressourcenzentrum, das seine Kernein-
richtungen als Plattformen iibergreifend
zur Verfiigung stellt.

Mit der Technischen Universitiat Braun-
schweig hat die GBF einen hervorragenden
Partner in Forschung und Ausbildung. Die
Zusammenarbeit beispielsweise in einem
kiirzlich bewilligten Sonderforschungs-
bereich sowie neuer Proteomics- und
Bioinformatikprojekte soll in den
nachsten Jahren noch erheblich intensi-
viert werden. Sehr eng ist auch die
Zusammenarbeit mit der Medizinischen
Hochschule Hannover, Max-Planck-
Instituten, Fraunhofer-Instituten sowie der
Tierarztlichen Hochschule Hannover.

Wandel der Helmholtz-Gemeinschaft

Neben der genannten wissenschaftlichen
Neuausrichtung werden auch eine Reihe
von organisatorischen und strukturellen
Anderungen auf die GBF zukommen. An-
fang 2003 wird die programmorientierte
Forderung die bisherige institutionelle
Forderung in der Helmholtz-Gemein-
schaft ablésen. Im Spannungsfeld zwi-
schen Kooperation und Wettbewerb wer-
den sich die einzelnen Helmholtz-Zentren
an Forschungsprogrammen beteiligen. Die
GBF nimmt innerhalb des Forschungsbe-
reiches Gesundheit an den Programmen
,Infektion und Immunitit” sowie
,Genomforschung” teil. Innerhalb des
Forschungsbereichs Umwelt beteiligt sie
sich an dem Programm , Biodiversitat”.
Programmorientierte Férderung beinhal-
tet eine Steuerung der Forschungszentren
nach Gesichtspunkten, in denen Kosten-
transparenz und wissenschaftliches
Controlling eine bedeutende Rolle spielen
werden. Noch ist offen, inwieweit 6ffentli-
che Forschungseinrichtungen im Korsett
von Stellenplan, Kameralistik und BAT-
Gehaltsstrukturen diesen Anforderungen
gewachsen sein kdnnen. Die notwendigen
Instrumente fiir die Umsetzung der
programmorientierten Forderung miissen
erst noch geschaffen werden. Die GBF hat
jedenfalls durch ihre Positionierung in der
Gesundheitsforschung und die klare Ent-
scheidung, den Schwerpunkt ihrer Aktivi-
tdten auf die Erforschung von Infektions-
krankheiten zu legen, die Voraussetzungen
fiir ihre Wettbewerbsfahigkeit in der natio-
nalen und internationalen Forschungs-
landschaft geschaffen.
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Ubersicht des Nationalen
Genomforschungsnetzes:
der Kernbereich und die
funf medizinischen
Netzwerke.
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Titelbild der Zeitschrift
Molecular Microbiology,

Vol. 40 (1), 2001, anlaRlich
der Vero6ffentlichung des
Aufsatzes “The role played
by the group A streptococcal
negative regulator Nra on
bacterial interactions with
epithelial cells” von Molinari
G, Rohde M, Talay SR,
Chhatwal GS, Beckert S,
Podbielski A, S. 1-17. Mit
freundlicher Genehmigung
des Blackwell Publishing
Verlages.
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Cover picture of the
Molecular Microbiology, Vol.
40 (1), 2001, on the occasion
of the publication of the
article “The role played by
the group A streptococcal
negative regulator Nra on
bacterial interactions with
epithelial cells” from
Molinari G, Rohde M, Talay
SR, Chhatwal GS, Beckert S,
Podbielski A, pp. 1-17. The
permission of Blackwell
Publishing is gratefully
acknowledged.

Mit Genomforschung gegen Infektionskrankheiten

GBF Ubernimmt eine Schliusselrolle im

Nationalen Genomforschungsnetz
Bundesforschungsministerin Edelgard
Bulmahn hat die GBF im Mirz 2001 zu
einer von funf Einrichtungen im Kern-
bereich des Nationalen Genom-
forschungsnetz erklart. Mit der vorhanden
Expertise und der Fokussierung auf die

Herz-Kreislauf

Neurologische
Erkrankungen MPI-MG DKFZ

Kernbereich

Gebiete Infektions- und Genomforschung
ist die GBF pradestiniert, eine wichtige
Rolle im Netzwerk zu iibernehmen. In den
kommenden drei Jahren sollen mit
Projektmitteln von 9,4 Mio. DM etablierte
Plattformen aus- und neue aufgebaut wer-
den. Fir die Entwicklung von Plattform-
technologien werden weitere 5,4 Mio. DM
an das von der GBF koordinierte
Kompetenzzentrum Bioinformatik verge-
ben. Braunschweig bekommt somit in den
nachsten drei Jahren einen kraftigen
Schub als Standort der Genomforschung
fiir Infektionskrankheiten. Infektions-
krankheiten sind weltwedit fiir ein Drittel
aller Todesfille verantwortlich. Sie geho-
ren zu den grofien Volkskrankheiten wie
Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder
Allergien.

Das nationale Genomforschungsnetz

Das nationale Genomforschungsnetz wird
sich auf funf Krankheitsbereiche konzen-
trieren: Herz-Kreislauferkrankungen,
Krebs, Erkrankungen des Nervensystems,
Infektionskrankheiten sowie umwelt-
bedingte Erkrankungen. Es besteht aus
einem Kernbereich, der von finf Institu-
ten gebildet wird: dem Deutschen
Krebsforschungszentrum (DKFZ), der Ge-
sellschaft fiir Biotechnologische Forschung
(GBF), dem GSF-Forschungszentrum fiir
Umwelt und Gesundheit, dem Max
Delbriick Centrum fiir molekulare Medi-
zin (MDC) sowie dem Max-Plank-Institut
fiir Molekulare Genetik (MPIMG). Aufier-
dem werden finf krankheitsspezifische
medizinische Netzwerke aufgebaut,

in denen die Erkenntnisse der Genom-
forschung zu einem umfassenden Ver-
stindnis der betrachteten Krankheiten
fithren sollen. Ferner werden zwei
Technologieplattformen Bioinformatik
und Proteomforschung gebildet, die als
Querschnittstechnologien wichtige
Aufgaben und Funktionen im Genom-
forschungsnetz abdecken.



Genome Research Against Infectious Diseases

GBF takes on a key role in the National
Genome Research Network
In March 2001 German federal research
minister Edelgard Bulmahn declared the GBF
to be one of five core institutions of the

National Genome Research Network. With its

expertise and focus on the fields of infection
and genome research the GBF is destined to
take on an important role in the network. In
the coming three years, established platforms
are to be expanded and new ones built up
with project funds of DM 9.4 million. For the

development of platform technologies, another
DM 5.4 million will be allocated to the centre

of competence for bioinformatics coordinated
by GBF. Braunschweig will thus be given a
vigorous impetus in the next three years as a
site of genome research for infectious diseases.
Infectious diseases are responsible for one
third of all cases of death worldwide. They
rank among the major widespread diseases
such as cancer, cardiovascular diseases or
allergies.

The National Genome Research Network
The National Genome Research Network will
concentrate on five fields of diseases:

cardiovascular diseases, cancer, diseases of the

nervous system, infectious diseases as well as
environmentally induced diseases. It consists
of a core unit formed by five institutes: the
German Cancer Research Centre (DKFZ),
the German Research Centre for

Biotechnology (GBF), the Research Centre for

Environment and Health (GSF), the Max
Delbrtick Centre for Molecular Medicine
(MDC) and the Max Planck Institute for

Molecular Genetics (MPIMG). Moreover, five

disease-specific medical networks will be built
up, in which the findings of genome research
are intended to lead to a comprehensive
understanding of the diseases under
consideration. Furthermore, two technology
platforms for bioinformatics and proteome

research will be established to cover important

tasks and functions in the genome research
network in their capacity as cross-sectional
technologies.

Heart and
circulatory
diseases

Neurological
diseases

MPIMG DKFZ

Core centres

GSF GBF

Environmental
diseases
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Overview of the National
Genome Research Network:
core and five medical
networks.

Dr. Helmut Bl&cker, Leiter
der Genomforschung an der
GBF, im Gesprach mit
asiatischen Journalisten.

Dr. Helmut Blocker, head of

genome research at the GBF,
talking with journalists from
Asia.
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pp. 145-154. The permission
of Blackwell Publishing is
gratefully acknowledged.
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Pathogenese

1994 starben in der Grafschaft Gloucester-
shire viele Menschen innerhalb kurzer Zeit
an nekrotisierender Fasziitis als Folge
einer Infektion. Die verursachenden

Prof. Dr. G. S. Chhatwal Bakterien wurden dann von Seiten der
Abt. Mikrobielle Pathogenitit Medien als ,Killerbakterien” oder
und Impfstoffforschung [Dept. ,fleischfressende Bakterien” bezeichnet.

of Microbial Pathogenicity and

Vaccine Meldungen iiber gefrifiige Bakterien

haben die ganz Welt in Schrecken versetzt.
Bei diesen Bakterien handelte es sich
weder um ein neues Phinomen noch um
einen neuen Erreger, sondern um Gruppe
A Streptokokken, die seit vielen Jahrzehn-
ten bekannt sind. Die Streptokokken
bleiben immer noch ein Ritsel fiir
Mediziner, Gesundheitsexperten und die
Wissenschaft. Streptokokken sind in der
Lage, viele verschiedene Krankheiten bei
Mensch und Tier zu verursachen. Die
Pathogenese von Streptokokken ist so
verbliiffend, dass die Infektion durch
Streptokokken bis heute nicht richtig
erklart werden kann. Die Strategien der
Streptokokken, den Wirt auszutricksen,
sind sehr raffiniert. Um die spezifische
Immunabwehr zu umgehen, kommen sie
in Hunderten verschiedener Typen vor; sie
binden Wirtsproteine zum eigenen Vorteil,
um dadurch im Wirt Fuf§ zu fassen; sie
zwingen die Wirtszellen, sie aufzuneh-
men, um dadurch persistieren zu konnen
und die Wirkung der Antibiotika zu
umgehen; sie besitzen Oberflachen-
proteine, die denen einiger Wirtsproteine
so dhnlich sind, dass es zu einer Auto-
immunreaktion kommt; sie sind in der
Lage, genetisches Material horizontal an
andere Streptokokkenserotypen und -
spezies zu transferieren, um epidemiologi-
sche Erfassung zu erschweren; einige von
ihnen sind Kunstler darin, Resistenzen
gegen Antibiotika zu entwickeln. Alle
diese Eigenschaften machen Streptokok-
ken zu einem grofden Gesundheits-
problem und zu einer Herausforderung
fiir Wissenschaftler und Kliniker.
Streptokokken sind kugelartige
Bakterien, die in Ketten wachsen. Erstma-
lig wurden sie 1874 durch Billroth
beschrieben, der auch den Namen
Streptococcus (aus zwei griechischen

Streptokokken — Krankheitserreger mit verbliffender

Wortern: streptos = Kette und kokhos =
Beere) pragte. Am Anfang wurden die
Streptokokken entsprechend der durch sie
verursachten Krankheiten klassifiziert, bis
die grofde alte Dame der Streptokokken,
Rebecca Lancefield, in den dreifliger
Jahren die Klassifizierung der Streptokok-
ken anhand gruppenspezifischer Polysac-
charide einfiihrte. Bis jetzt sind 13
verschiedene serologische Gruppen von
Streptokokken identifiziert, davon sind
Streptokokken der Gruppe A, B, C, G und
S. pneumoniae von grofier gesundheitlicher
Bedeutung. Gruppe A Streptokokken
(Streptococcus pyogenes) sind ausschliefllich
in menschliche Erkrankungen involviert.
Gruppe B Streptokokken (S. agalatiae)
sind fiir schwerwiegende Erkrankungen
bei Neugeborenen verantwortlich. Gruppe
C und G Streptokokken, die haufig bei
Tierinfektionen vorkommen, gewinnen
zunehmend auch fiir menschliche Erkran-
kungen an Bedeutung. S. pneumoniae
zdhlen wegen der sich rasch entwickelnder
Antibiotikaresistenzen zu den wichtigen
humanpathogenen Bakterien.

Gruppe A Streptokokken (GAS)

GAS sind die Hauptverursacher von
Streptokokkeninfektionen beim Men-
schen. Die Erreger siedeln sich in der
Mundschleimhaut, im Atmungstrakt, in
der Schleimhaut der Rachenmandeln
sowie auf der Haut an und rufen eine
Vielzahl fieberhafter Krankheiten hervor,
wie z.B. Tonsillitis, Pharyngitis, Scharlach
und eiternde Hautentziindungen. Obwohl
bekannt ist, dass GAS diese Krankheiten
verursachen konnen, sind die schwerwie-
genden Folgen dieser Infektionen nicht
sehr bekannt. Rheumatisches Fieber und
darauf folgend rheumatische Krankheit
sind die Folgeerkrankungen, bei denen
eine Entziindung der Herzklappen zur
Zerstorung derselben fithrt und den Ersatz
durch kiinstliche Herzklappen erforderlich
macht. Zur Zeit leiden ca. 15 Mio.
zwischen 5 und 15 Jahren an diesen
Nachfolgeerkrankungen, dazu kommen

1 Mio. neue Fille pro Jahr, was die
Bedeutung der Streptokokkeninfektionen



Streptococci — persistent pathogens with perplexing properties

In 1994, many people died in the county of
Gloucestershire within a short period of time
due to necrotizing fasciitis, resulting from an
infection. The causative bacteria were then
labelled by the media as “killer bacteria”. The
whole world was shocked to read about the
flesh-eating bacteria. These bacteria were
neither a new phenomenon nor an emerging
pathogen. The infections were caused by group
A streptococci, which had been identified
many decades before. The streptococci have
continued to be a puzzle for clinicians,
scientists and the public health personnel.
Streptococci can cause a wide spectrum of
diseases in humans and animals. The
pathogenesis of streptococci is so perplexing
that the infections caused by these organisms
have never been completely understood. The
strategy of streptococci to outwit their host is
absolutely genial. They evade host immune
defence by appearing in hundreds of different
serotypes; they bind and exploit host proteins
for their own advantage and for establishing
themselves in the host; they trigger their own
internalization by host cells so that they can
persist and evade the antibiotic reaction; they
express surface proteins with similarity to host
protein, which leads to autoimmune reactions;
they are capable of transferring the genetic
material horizontally to other streptococcal
serotypes and species, making the
epidemiological analysis very difficult; some of
them are real artists in developing antibiotic
resistance. And this list of perplexing
properties is far from complete. Streptococci
therefore remain a big health hazard and a
challenge for scientists and clinicians.

Streptococci are global organisms growing in
chains. They were first described in 1874 by
Billroth, who also used the term streptococcus
(from two Greek words: streptos = chain,
kokhos = berry). In the beginning, the
streptococci were classified according to the
disease they caused, until the grand lady of
streptococci, Rebecca Lancefield, introduced
the classification of streptococci in the 30ties.
This classification was based on the presence
of group specific polysaccharides. 13 different
serological groups have so far been identified,
out of which group A, B, C and G and S.
pneumoniae are most important. Group A
streptococci (Streptococcus pyogenes) are
the major human pathogen, causing a wide
spectrum of diseases. Group B streptococci

(S. agalactiae) are responsible for diseases of
new-born. Group C and group G streptococci,
which very often cause diseases in animals,
are gaining importance for human health. S.
pneumoniae, because of increasing antibiotic
resistance, is becoming more and more of a
health hazard.

Group A streptococci (GAS)

Group A streptococci are the major cause of
streptococcal infections in human beings. The
organisms colonize oral mucosa and skin and
cause a wide spectrum of pyogenic infections,
such as tonsilitis, pharyngitis, scarlet fever,
and skin inflammation. Although it is well
known that GAS can cause these infections,
not many people know about the serious post
infection complications. Rheumatic fever and
subsequent rheumatic heart disease are post
streptococcal infection complications which
involve inflammation of and damage to heart
valves, requiring their replacement. About 15
million children between the age of 5 and 15
are suffering from rheumatic heart disease,
approximately 1 million new cases are
registered every year, which underlines the
importance of streptococci as a serious health
problem. Another complication of streptococcal
infection is glomerulonephritis, which very
often leads to kidney failure.

Research Reports
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Abb. 1. Krankheitsspektrum

der Gruppe A Streptokok-
ken-Infektionen

Fig. 1. Disease spectrum of
group A streptococcal
infections
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als ein grofles Gesundheitsproblem
bestatigt. Dariiber hinaus kann es nach
einer Streptokokkeninfektion zur Entziin-
dung der Nieren und damit verbundenem
Nierenversagen kommen.

Bis 1980 wurden GAS-Infektionen
nicht als ernstes Gesundheitsproblem
gesehen. Bis auf wenige Ausnahmen
wurden sie als unangenehme Kinder-
krankheiten eingestuft. Seit 1980 jedoch
sind GAS-Infektionen zu einer grofsen
Bedrohung geworden. Aus allen Teilen der
Welt mehren sich die Meldungen iiber
eine steigende Zahl von Krankheitsfillen.
Dieser Anstieg ist auch bei Bevolkerungs-
schichten zu beobachten, die medizinisch
ausreichend versorgt werden. Das
Wiederaufleben von Streptokokkeninfek-
tionen wurde von zunehmenden Berich-
ten {iber schwere und lebensbedrohliche
Infektionen begleitet. Viele dieser Berichte
beschreiben Patienten mit nekrotisieren-
der Fasziitis. Diese Krankheit, die mit
kleinen Hautverletzungen beginnt, kann
sich jedoch schnell ausbreiten und
umliegendes Gewebe zerstoren. Trotz
intensiver Behandlung mit Antibiotika
entwickelt sich die Infektion sehr schnell
und kann zu systemischen Erkrankungen
bis hin zum Tod fithren. Eine andere
durch GAS verursachte lebensbedrohliche
Komplikation ist das toxic shock-like
Syndrom. Diese Krankheit beginnt hiufig
mit Fieber und starken Schmerzen und
kann rasch zu multiplem Organversagen,
Schock und Tod fithren. Die
Sterblichkeitsrate bei derartig schweren

Tonsilitis, Pharynagitis,
Otitis media, Sinusitis

Skin lesions, Impetigo,
Scarlet fever

Necrotizing fasciitis, Cellulits,
Osteomalitis, Septic arthritis,
Pneumoniae, Meningitis

*
Rheumatic fever,

Septicemia,
Toxic shock syndrome

» | Reumetic heart disease,
Acute glomerulonephritis

Fillen liegt tiber 30 %, weshalb es zu der
Bezeichnung “Killerbakterien” kam. Die
Griinde fiir das Wiederaufleben der
Streptokokkeninfektion sind noch nicht
klar, sie kann jedoch nicht nur als eine
epidemiologische Kuriositit abgetan
werden. Es erfordert vielmehr die Beach-
tung sowohl durch Mediziner und
Gesundheitsbehorden als auch durch
Personen, die in der klinischen Grundla-
genforschung tétig sind. Das Gesamt-
spektrum der Krankheiten durch Gruppe
A Streptokokken ist in Abbildung 1
beschrieben.

Zelluléare Struktur der Gruppe A
Streptokokken

Die wichtigen strukturellen Komponenten
der Gruppe A Streptokokken kénnen grob
in drei Kategorien eingeteilt werden
(Abb. 2):
¢ Kapsel, gruppenspezifische Kohlenhy-

drate, Peptidoglykan und Lipoteichon-

sdure
¢ an Zelloberflichen verankerte Proteine
¢ sezernierende Faktoren

Einige dieser Komponenten, insbeson-
dere die Zelloberflichenproteine, sind
wichtige Pathogenititsfaktoren und
bestimmen mafigeblich den Infektions-
verlauf. Die Streptokokken sind mit einer
Hyaluronsdurekapsel umbhiillt, was bei der
Pathogenitit eine Rolle durch Resistenz
gegen Phagozytose spielt. Die Streptokok-
ken besitzen auch gruppenspezifische
Polysaccharide. Diese Kohlenhydrate
spielen keiner Rolle bei der Infektion, aber
die Antikorper gegen diese Polysaccharide
finden eine Anwendung bei der Diagnose
und Klassifizierung der Streptokokken.
Die Streptokokken haben auch Peptido-
glycan und Lipoteichonséure als Struktur-
bestandteile, deren Rolle bei Infektion
unklar ist. Neben der Kapsel spielen die
Oberflichenproteine eine wichtige Rolle
bei der Infektion. Zu diesen Proteinen
gehoren u.a. M-, T- und R-Proteine,
Fibronektin bindende und andere Matrix
bindende Proteine, Immunglobulin
bindende Proteine, Opazititsfaktor, C5a-
Peptidase usw. Diese Proteine sind durch
einen Membrananker im C-Terminal-
bereich auf der Oberfliache verankert.
Dieser Membrananker hat eine Anord-
nung von hydrophoben und geladenen
Aminosiuren, wobei der hydrophoben



Until 1980, GAS infections were not
considered a serious health problem and, with
few exceptions, were regarded as an irritation
by the pediatricians. Since 1980, group A
streptococcal infections have re-emerged as a
serious health problem. From all parts of the
world increased numbers of streptococcal
diseases were registered. The increase in
streptococcal infections was also observed in
populations with access to excellent medical
facilities. The resurgence of these infections
was accompanied by reports of serious and
life-threatening diseases. Many of these
reports described patients with necrotizing
fasciitis, a streptococcal disease which starts
with a small skin wound and can spread very
fast, and leads to the extensive damage of the
tissue. In spite of antibiotic treatment the
infection develops rapidly and can lead to
systemic disease and even death. One
complication of invasive streptococcal
infection is toxic shock syndrome. The disease
often starts with fever and intensive pain and
can rapidly lead to multiple organ failure,
shock and death. The mortality rate in these
cases is about 30 %, which explains the
designation of “killer bacteria” for group A
streptococci. The reasons for the resurgence of
streptococcal infections are not completely
understood, but it cannot be taken as an
epidemiologic curiosity. The attention of
clinicians, public health people and the basic
scientists is required to understand this
phenomenon and define the strategies for the
control and management of these infections.
The spectrum of the diseases caused by group
A streptococci is illustrated in Fig. 1.

Cell structure of group A streptococci

Group A streptococci have been extensively

studied and several structural components and

their biological functions have been identified

(Fig. 2). These components can roughly be

divided into three categories:

o capsule, group specific carbohydrates,
peptidoglycan and lipoteichoic acid

e proteins anchored on the cell surface

o secreted factors.
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Many of these components, especially the cell
surface proteins, are important pathogenicity
factors, which determine the progress of the
infection. The streptococci are covered with a
hyaluronic acid capsule, which plays a role as
antiphagocytic factor. The group specific
polysaccharides of streptococci do not play a
role in the infection, but antibodies against
these polysaccharides are extensively used for
the diagnosis and classification. The
streptococci also possess peptidoglycan and
lipoteichoic acid as a part of their structure,
whose role in the pathogenesis is not yet clear.
Beside capsule, the surface proteins are
considered as important pathogenicity factors.
These proteins include M, T and R proteins,
fibronectin and other matrix binding proteins,
immuno-globulin binding proteins, opacity
factors, C5a peptidase etc. These proteins are
anchored on the surface by their C-terminal
end at which the membrane anchor is located.
The membrane anchor consists of hydrophobic
and charged amino acid sequences, with a
highly conserved 6 amino acid sequence. M
protein and fibronectin binding proteins are
the most important virulence factors of group
A streptococci.
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Abb. 2. Strukturelle
Komponenten der Gruppe A
Streptokokken und ihre
biologische Funktion

Fig. 2. Structural
components of group A
streptococci and their
biological functions



Berichte aus der Forschung

Region immer eine kurze, evolutiv kaum
veranderte Sequenz von sechs Aminosau-
ren vorgelagert ist. M-Protein und
Fibronektin bindende Proteine sind
jedoch die wichtigsten Virulenzfaktoren
bei Gruppe A Streptokokken.

Verlauf der Gruppe A Streptokokken-

Infektion
Die Infektion beginnt mit dem Kontakt,
entweder in der Mundhohle oder durch
Wunden auf der Haut. Danach erfolgen
Anheftung und Kolonisierung. Im Mund-
hohlenbereich findet die Anheftung an
Schleimhaut und in Wunden meist an
Fibringerinnseln statt. Die weitere
Vermehrung ist abhédngig von der anti-
phagozytischen Wirkung der Isolate. Die
invasiven Eigenschaften der Streptokok-
ken sowie die genetische Suszeptibilitit
des Wirtes bestimmen den weiteren
Verlauf der Infektion, und es kann zu ver-
schiedenen Krankheitsformen kommen.
Drei bis sechs Monate nach der primaren
Infektion konnen dann bei anfilligen
Personen Nachfolgeerkrankungen wie
rheumatisches Fieber oder Nierenentziin-
dung auftreten. Der Verlauf der Gruppe A
Streptokokkeninfektionen ist in Abb. 3
dargestellt.

Das M-Protein
M-Protein stellt das Hauptoberflachen-
protein der Streptokokken dar und
verleiht den Streptokokken Resistenz

gegeniiber Phagozytose. M-Protein hat die

Fahigkeit, an Wirtsproteine wie Fibrino-
gen oder den Komplementfaktor H zu
binden und damit in die Aktivierung des
alternativen Komplementsystemweges
einzugreifen. Aufgrund ihrer unterschied-
lichen Antigenreaktivitat sind ca. 100
verschiedene Serotypen des M-Proteins
bekannt. Bis auf wenige Ausnahmen wird
pro Stamm nur ein Serotyp gebildet. Die
Antikorper gegen M-Protein bieten einen
effektiven Schutz vor nachfolgenden

Infektionen, aber nur mit dem homolo-
gen M-Typ. Aufgrund dieser Eigenschaften
stellte das M-Protein das schiitzende
Antigen der Wahl dar. Daher stand M-
Protein fiir zwei Jahrzehnte im Mittel-
punkt der Streptokokkenforschung. So
gewann man zahlreiche Erkenntnisse iiber
die Struktur und Funktion des M-Proteins.
Die komplette Sequenz verschiedener M-
Protein-Serotypen ist bekannt, und B- und
T-Zell-Epitope wurden identifiziert. Die
Struktur des M-Proteins beinhaltet
repetitive Sequenzen und einen konser-
vierten Anker. Die vier Repeat-Blocke des
M-Proteins, A, B, C und D, unterscheiden
sich hinsichtlich Grofle und Sequenz.
Beim Sequenzvergleich zwischen M-
Protein und verschiedenen Wirtsproteinen
zeigt sich eine grofie Ubereinstimmung
mit menschlichem Myosin und
Tropomyosin. Diese Ahnlichkeit kann
immunologische Konsequenzen haben,
wenn auch die genaue Rolle des M-
Proteins bei der Entstehung rheumatischer
Herzerkrankung noch nicht geklart ist.

Anheftung der Streptokokken an die
Wirtszelle

Die Anheftung der Streptokokken an eine
Wirtszelle ist ein essentieller Schritt fiir die
Entstehung einer Infektion. Fiir die Anhef-
tung sind die Adhisine auf der Bakterien-
oberfldache und spezifische Rezeptoren auf
der Wirtszelle notwendig. Im Falle der
Gruppe A Streptokokken handelt es sich
um einen besonders interessanten
Anheftungsmechanismus. Die Anheftung
geschieht nicht direkt iber die Bindungs-
adhésine an die Zellwand der Wirtszelle,
sondern wird tiber ein weiteres Wirts-
protein, das Fibronektin, vermittelt. Fibro-
nektin ist ein hochmolekulares Glyko-
protein, das in loslicher Form in Plasma
und verschiedenen anderen Korper-
fliissigkeiten und in nichtloslicher Form in
der extrazelluldren Matrix vorkommt. Es
ist ein multifunktionales Protein, das eine
wichtige Rolle bei der Wechselwirkung
von Zellen mit extrazelluldren Bestandtei-
len spielt. Aufgrund seiner Fihigkeit, an
Epithelzellen des Wirtes und auch an
Streptokokken zu binden, wird es als
wichtiges Bindeglied bei der Anheftung
von Streptokokken angesehen.



Course of group A streptococcal
infections

The infection begins with the contact, either
in the oral cavity, or to a skin wound. This is
followed by adherence and colonization of
bacteria in the oral mucosa or at the fibrin
clots of the wound. The further progression of
the disease depends on the antiphagocytic
capability of the isolates. The form of the
disease which develops is determined by the
invasive capabilities of the isolates and the
genetic susceptibility of the host. Three to six
months after the primary infection, post
infection complications such as rheumatic
fever or glumeronephritis are induced in
predisposed individuals. The course of group A
streptococcal infections is illustrated in Fig. 3.

M protein of group A streptococci

M protein is a major surface protein of
streptococci, which enables the organism to
resist phagocytosis. M protein is capable of
binding to fibrinogen and complement factor
H leading to the activation of alternate
complement pathway. Because of antigen
variation, M protein exists as approximately
100 different serotypes. With a few exceptions,
one strain expresses only one type of protein.
Anti M protein antibodies provide a type-
specific protection against infection in animal
models. Because of these properties, M protein
has been regarded as a choice protective
antigen. M protein, therefore, has been a focus
of interest for the last two decades. These
studies led to the structure and function
elucidation of M protein. The complete
sequence of various M serotypes is known, and
B and T cell epitopes have been identified.
The structural features of M protein include
repetitive sequences and a conserved anchor.
The four repeat blocks of M protein, A, B, C
and D, differ from each other in their size
and sequence. A comparative sequence
analysis between M protein and different
human proteins showed a significant
homology with myosin and tropomyosin.
These similarities can have immunological
consequences, although the exact role of M
protein in the induction of rheumatic heart
disease has not yet been elucidated.
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Adherence of streptococci to host cells

The adherence of streptococci to host cells is
an essential step for the initiation of an
infection. The adhesins on the bacterial
surface and the specific receptor in the host
cells are involved in the adherence. In the case
of group A streptococci, the adherence
mechanism is interesting in the sense that the
adherence does not take place directly with
adhesins and host cell, but is mediated
through a host protein, fibronectin. Fibro-
nectin is a high molecular glycoprotein, which
is present in soluble form in plasma and other
body fluids, and in insoluble form in the
extracellular matrix. It is a multifunctional
protein and plays an important role in the
interactions of cells with extracellular matrix.
Because of its capability of binding to both
host cells and streptococci it is considered as
an essential bridging molecule in streptococcal
adherence.
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Abb. 3. Schematische
Darstellung des Verlaufs von
Gruppe A Streptokokken-
Infektionen

Fig. 3. Course of group A
streptococcal infections
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Abb. 4. Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen
der Streptokokkenan-
heftung und -invasion in
Epithelzellen

Fig. 4. Scanning electron
microscopic image of
streptococcal adherence and
invasion in epithelial cells

Sfbl-Protein als Hauptadhéasin der Gruppe
A Streptokokken

Die Fibronektinbindungsstelle wurde
erstmals in der GBF als ein Oberflachen-
protein identifiziert und als SfbI-Protein
bezeichnet. Durch Sequenzanalyse wurde
die Fibronektinbindungsdomaine bis auf
ein 37 Aminosiuren umfassendes Epitop
eingeschrankt, das als repetitiver Bereich
auf dem SfbI-Protein vorliegt. Protein-
strukturanalysen erlaubten die Zuordnung
weiterer funktioneller Bereiche, wie z.B.
der Signalsequenz des Membranankers
sowie Membran- und Zellwand-assoziier-
ter Epitope. SfbI-Protein spielt eine wich-
tige Rolle bei Pathogenitit und hemmt
kompetitiv die Bindung der Streptokok-
ken an Fibronectin und deren Adhirenz
an kultivierte menschliche Epithelzellen.
Poly- und monoklonale Antikorper gegen
das gereinigte SfbI-Protein blockieren die
Fibronektin-Bindung der Streptokokken
und reagieren mit Oberflichenkom-
ponenten verschiedener Gruppe A
Streptokokken. Das Auftreten des SfbI-
Protein-Gens korreliert sehr gut mit dem
Fibronektin-Bindungsvermégen und der
Epithelzell-Adhirenz der Streptokokken.
SfbI-Protein besitzt eine zusitzliche
Bindungsdomaine, die strukturell anders-
artig ist als die bisher charakterisierten
Fibronektinbindungsrepeats. Die zweite
Bindungsdomaine, Spacer genannt, kann
funktionell auf 30 Aminosiuren einge-
schrankt werden. Diese beiden Doménen
interagieren mit drei verschiedenen Be-
reichen des Fibronektins. Die Sfbl Repeat
Region zeigt eine hoch affine Bindung zu

dem 30 kD N-terminalen Fibronektin-
fragment und eine niedrig affine Bindung
zu dem 120 kD C-terminalen Fibronektin-
fragment. Dariiber hinaus kann die
Bindungsregion der SfbI Spacer Region auf
einem 45 kD Fibronektinfragment
lokalisiert werden, welches sich zwischen
dem 30 kD und 120 kD Fragment des
Fibronektins befindet. Die Bindung der
Spacer Region ist ebenfalls hoch affin.

Gruppe A Streptokokken-Invasion

Gruppe A Streptokokken werden traditio-
nell als extrazellulare Pathogene einge-
stuft. Sie sind in der Lage, verschiedene
Wirtsgewebe zu kolonisieren und
extrazelluldre Infektionen zu verursachen.
Da sie auch invasive Infektionen verursa-
chen konnen, liegt die Vermutung nahe,
dass Streptokokken auch als intrazellulare
Pathogene fungieren konnen. Diese
Eigenschaften kommen in einer Grof3zahl
von Gruppe A Streptokokken-Isolaten vor
(Abb. 4). Es gibt einen Zusammenhang
zwischen Invasion und Herkunft des
Isolates. Die Isolate aus Hals- und
Hautinfektionen sind nicht nur sehr
invasiv, sondern sind auch in der Lage,
intrazelluldr zu tiberleben. Eine Vielzahl
invasiver Streptokokkenisolate zeigen eine
starke, durch Sfbl vermittelte
Fibronektinbindung. Sfbl spielt nicht nur
in der Anheftung, sondern auch bei der
Invasion eine entscheidende Rolle.
Latexkugeln, die mit Sfbl-Protein umman-
telt sind, konnen sehr schnell von HEP2-
Zellen aufgenommen werden, so daf3 Stbl
die Internalisierung von Streptokokken
allein auslosen kann. Die Fibronektin
bindende Spacerdomaine spielt eine
entscheidende Rolle bei der Invasion. Dies
geschieht durch kooperative Bindung von
Fibronektin an beide bindende Doméanen
des SfbI-Proteins. Die Bindung des 30 kDa
Fibronektinfragments an die Repeatregion
des SfbI-Proteins aktiviert die Bindung
von 45 kDa an die Spacerregion. Diese
Aktivierung fithrt dann zur Invasion der
Streptokokken in eukaryontische Zellen.
Die Mechanismen der Sfbl-vermittelten
Anheftung und Invasion sind in Abb. 5
dargestellt.
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Sfbl protein, a major adhesin of group A
streptococci
The fibronectin binding site of streptococci
was identified as a surface protein for the first

eucaryotic
cell

time in the GBF and was designated Sfbl
protein. The sequence analysis shows that the
fibronectin binding domain consists of 37
amino acids, which occurs as repetitive
domain in Sfvl protein. Other functional
epitopes, such as signal sequence, membrane
anchor, etc., were similar to many other Gram
positive surface proteins. Sfvl proteins plays an
important role in the pathogenesis and is
capable of competitively inhibiting the binding
of streptococci to fibronectin and their
adherence to human epithelial cells. Anti Sfbl
antibodies can also block the fibronectin
binding to streptococci and react with many
different group A streptococcal strains. The
presence of Sfbl gene corelates very well with
the fibronectin binding capacity and the
epithelial cell adherence of streptococci. Sfbl
protein also has an additional binding domain
for fibronectin, which is structurally different
from the fibronectin binding repeats. This
binding domain, designated spacer domain,
consists of 30 amino acids. Both binding
domains of Sfbl protein interact with three
different domains of fibronectin. The repeat
region has a high affinity for 30 kD N-
terminal fibronectin fragment, and a low
affinity for 120 kD C-terminal fragment. The
spacer region binds to 45 kD fibronectin
fragment, which is located between 30 kD
and 120 kD fragment. The binding of spacer
region to fibronectin is also a high affinity
binding.

Group A streptococcal invasion

Group A streptococci are traditionally
considered as extracellular pathogens. They
can colonize different tissues to cause
extracellular infections. Because group A
streptococci can also cause invasive infections,
it is assumed that they might also act as
intracellular pathogens. These properties have
now been described for a large number of
group A streptococcal isolates (Fig. 4). The
invasion of streptococci is correlated to the
source of the isolate. The isolates from throat
and skin infections are not only very invasive
but are also capable of surviving intra-
cellularly. A number of invasive streptococcal
isolates show a strong Sfbl mediated
fibronectin binding. Sfbl therefore plays not
only a role in the adherence, but also in the
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invasion of streptococci. Latex beads, coated
with purified Sfbl proteins, are rapidly
internalized by epithelial cells, indicating that
Sfvl per se is sufficient for the invasion. In
this process the fibronectin binding spacer
domain plays a decisive role. This happens
through a cooperative binding of both binding
domains of Sfbl protein to fibronectin. The
binding of 30 kD fibronectin domain to the
repeat region of Sfbl protein activates the
binding of 45 kD to spacer region. This
activation is a prerequisite for the invasion of
streptococci in eukaryotic cells. The
mechanisms of Sfbl mediated adherence and
invasion are depicted in Fig. 5.

Sequelae of streptococcal infections

Rheumatic fever and glomerulonephritis are
important sequelae of group A streptococcal
infections. Although the exact mechanisms of
rheumatic fever are not yet elucidated it is
assumed that this disease results from an
abnormal immune response to an untreated or
not fully treated streptococcal pharyngitis. The
manifestations of rheumatic fever, such as
arthritis, chorea and carditis, are observed in
all parts of the world, although in some
countries the incidence rate is quite high.
Approximately half of all children with heart
disease suffer from rheumatic fever and
rheumatic heart disease. A unique
epidemiological observation is the high
incidence of rheumatic heart disease in
Aboriginal population in Australia and in
Maoris in New Zealand. The reasons for this
are not yet known, but it seems that the

Abb. 5. Mechanismen der
Sfbl-vermittelten Anheftung
und Invasion der Gruppe A
Streptokokken

Fig. 5. Mechanism of Sfbl
mediated adherence and
invasion of group A
streptococci
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Nachfolgeerkrankungen der Streptokok-
keninfektionen

Rheumatisches Fieber und Glomerulo-
nephritis sind die wichtigsten Nachfolge-
erkrankungen der Streptokokkeninfektio-
nen. Obwohl die genauen Mechanismen
des rheumatischen Fiebers noch nicht
aufgeklart sind, ist es anzunehmen, dass
rheumatisches Fieber eine abnormale
Immunantwort als Folge einer Strepto-
kokkenpharyngitis darstellt. Die Manifes-
tierung des theumatischen Fiebers, u.a. in
Arthritis, Chorea und Karditis, kommt in
allen Teilen der Welt vor, obwohl in
einigen Lindern eine sehr hohe Rate
dieser Krankheit festzustellen ist. Uber die
Hilfte aller Kinder mit Herzkrankheiten
leiden an rheumatischem Fieber und
rheumatischer Herzkrankheit(RHD). Eine
einzigartige epidemiologische Beobach-
tung ist die sehr hohe Rate an rheumati-
schem Fieber bei den Aborigines in
Australien und Maoris in Neuseeland. Die
Griinde hierfiir sind immer noch nicht be-
kannt. Wahrscheinlich spielt hier die gene-
tische Suszeptibilitdt eine wichtige Rolle.
Obwohl seit langem bekannt ist, dass
eine enge Beziehung zwischen Gruppe A
Streptokokken und akutem rheumati-
schem Fieber (ARF) besteht, blieb die
genaue Pathogenese von ARF und RHD
trotz intensiver Studien bisher unbekannt.
Es wird angenommen, dass die Wirts-
faktoren, Bakterienfaktoren und eine nicht
normale Immunantwort bei der Entste-
hung von ARF beteiligt sind. Die familiare
Pradisposition fiir ARF wird seit mehreren
Jahrzehnten diskutiert. Obwohl dieses
Thema zur Zeit auch sehr kontrovers
diskutiert wird, weisen viele Studien auf
eine genetische Anfilligkeit fiir ARF hin.
Personen mit ARF und deren Familienmit-
glieder exprimieren bestimmte Antigene
an der Oberfliche einiger Immunzellen.
Der Zusammenhang zwischen ARF und
HLA-Antigenen ist hdufig beschrieben
worden, wobei HLA-DR-Locus beteiligt ist.
Einige B-Zell-Antigene sind auch mit ARF
in Verbindung gebracht worden. Mono-
klonale Antikorper, die durch Immunisie-
rung von Madusen mit B-Zellen eines ARF-
Patienten gewonnen wurden, haben mit
B-Zellen von 100 % der Patienten mit ARF
und nur mit 10 % der Kontrollgruppe
reagiert. Die Proportion der Bevolkerung,
die fiir ARF anfillig ist, ist nicht bekannt.

Die mutmafilichen genetischen Marker
kommen hiufig in 15-20 % der Kontroll-
gruppe vor, aber ein Ausbrechen von
Pharyngitis fithrt nur in 2-3 % der Fille in
einer heterologen Bevolkerung zu ARFE.
Die Inzidenzrate von ARF nach sporadi-
scher Gruppe A Streptokokken Pharyngitis
ist viel niedriger als nach verbreitetem
Auftreten. In Bevolkerungsgruppen, die
hiufig Gruppe A Streptokokkeninfektio-
nen ausgesetzt sind, liegt das Vorkommen
von RHD zwischen 2 und 5 %.

Im Gegensatz zu Wirtsfaktoren ist die
Beteiligung von Bakterienfaktoren bei der
Entstehung von ARF wenig kontrovers.
Das Konzept der Rheumatogenitit, dass
nur einige bestimmte Stimme in der Lage
sind, ARF zu verursachen, existiert seit den
30er Jahren. Seit dem haben viele Studien
auf einen Zusammenhang zwischen ARF
und bestimmten M-Typen der Gruppe A
Streptokokken hingewiesen. Die M-Typen
1,3,5,6,14, 18,19, 24, 27 und 29 sind
haufig mit ARF assoziiert. Die Vermutung
der Beteiligung von M-Protein wurde
durch die Beobachtung verstarkt, dass
ARF-assoziierte Stimme M-Protein mit
bestimmten Epitopen exprimieren, starke
M-Protein-spezifische Immunantwort
induzieren und Homologie zwischen M-
Epitopen und Wirtsproteinen zeigen. Es
wurde auch berichtet, dass ARF-assoziierte
Staimme stark gekapselt sind und keinen
Opazititsfaktor exprimieren. Trotz dieser
Studien wird die Assoziation von ARF und
M-Serotyp sehr kontrovers diskutiert. In
vielen Endemie-Gebieten mit hdherer Rate
von ARF sind die Stimme entweder nicht
typisierbar oder exprimieren M-Typen, die
traditionell mit Hautkrankheit assoziiert
sind. In den letzten Jahren neigt man
mehr und mehr zu der Auffassung, dass
Rheumatogenitit eher stammspezifisch ist
und nicht M-Typ-spezifisch. Gruppe A
Streptokokken sind in der Lage, geneti-
sches Material horizontal zu transferieren.
Dadurch konnen die Rheumatogen-
faktoren zwischen verschiedenen Stim-
men transferieren, so dass fast jeder M-
Serotyp mit ARF assoziieren kann. Aufler
M-Protein wurden auch andere Strepto-
kokkenkomponenten mit ARF in Verbin-
dung gebracht. Dazu zihlen Kapsel,
zellwandassoziierte Kohlenhydrate, und
Zellmembran. Diese Komponenten
zeigten Kreuzreaktivitdt mit Wirtsgewebe



environmental factors and genetic
susceptibility might be responsible for the high
incidence.

The relationship between group A
streptococci and rheumatic fever has been
established for many decades, but the exact
pathogenesis, in spite of intensive studies,
remains unknown. The host factors, the
bacterial factors and an abnormal immune
response may all contribute towards induction
of rheumatic fever. The family predisposition
has been a topic of discussion since long. In
spite of controversies there is an evidence that
genetic predisposition plays an important role.
Individuals with rheumatic fever and their
family members express certain antigens on
the surface of the immune cells. A correlation
between rheumatic fever and HLA-antigens
has often been reported, where HLA-DR locus
is involved. Some B-cell antigens have also
been implicated in rheumatic fever. Mono-
clonal antibodies which were raised in mice
against B-cells from rheumatic fever patients
react with B-cells of 100 % of the patients,
but only with 10 % of the control group. The
proportion of the population which is
predisposed to rheumatic fever is not yet
known. Putative genetic markers are often
found in 15 to 20 % of control, but the
outbreaks of pharyngitis result in
approximately 3 % of the cases in a
heterogenous population. The incidence rate of
rheumatic fever following sporadic group A
streptococcal pharyngitis is generally much
lower than the outbreaks. In populations
which are exposed to group A streptococcal
infection the prevalence of rheumatic heart
disease is between 2 and 5 %.

In contrast to the host factors, the
involvement of bacterial factors in the
induction of rheumatic fever is less contro-
versial. The concept of rheumatogenicity that
only some definite strains are capable of
causing rheumatic fever has existed for many
decades. Many studies have shown the
association of certain M types, such as 1,3,5,
6,14,18,19,24,27 and 29 with rheumatic
fever. The involvement of M protein was
underlined by the fact that the strains
associated with rheumatic fever express
definite epitopes, induce a strong M protein-
specific immune response and show
homologies between M epitopes and the host
proteins. The strains associated with
rheumatic fever have a thick capsule and
generally do not express opacity factor. In spite

of these studies the role of M serotypes
remains a matter of controversy. In many
endemic areas with high incidence of
rheumatic fever, the strains are either non-
typable or express M types which are
traditionally associated with skin infections.
In the last few years, there is a growing belief
that rheumatogenicity is rather strain-specific
than M type-specific. Group A streptococci are
very efficient in transferring their genetic
material horizontally, so that theoretically
every strain can be associated with rheumatic
fever. Besides M protein also other
streptococcal components have been associated
with theumatic fever including capsule, cell
wall associated carbohydrates and cell
membrane. These components show cross
reactivity with host proteins such as cardiac
myosin, heart valve glycoproteins and
sarcolemmal membrane.

Besides host and bacterial factors an
abnormal immune response plays an
important role in the induction of rheumatic
fever. Immunological cross-reactivity between
certain streptococcal antigens and the host
tissue leads to the damage of heart, joint and
brain. The cross-reactive antibodies are often
found in the sera of rheumatic fever patients.
Although humoral immunity is presumed to
be an important component of immune
response in rheumatic fever there is an
increasing evidence that the primary damage
is caused by cellular immunity. The cell
infiltrates from the heart tissue of rheumatic
fever patients show a predominance of T
lymphocytes. Furthermore, very often
macrophages are found in the myocardial
lesions. Both cell types are components of
cellular immunity. Moreover, in rheumatic
fever lots of markers are observed that activate
the cellular immune system. Increased
numbers of circulating CD4 lymphocytes,
interleukins such as IL-1 and IL-2, IL-2
receptor positive T cells, TNF-o. receptors etc.
are observed in rheumatic fever. Most probably
the normal mechanism for suppressing the
cellular immunity is not functioning in
rheumatic fever patients, which leads to an
uncontrolled activation and tissue damage.
The induction of rheumatic fever and
rheumatic heart disease is illustrated as a
simple schematic diagram in Fig. 6.

Other immune mechanisms have also been
implicated in the pathogenesis of rheumatic
fever. Some streptococcal antigens, such as
exotoxins, act as super antigens and can
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Abb. 6. Stufen fir die Ent-
stehung des rheumatischen
Fiebers und der rheumati-
schen Herzkrankheit.

Fig. 6. Steps involved in the
induction of rheumatic
heart disease

wie z.B. mit Herzmyosin, Herzklappen-
glykoproteinen, und Sarkolemmembran.
Neben Wirts- und Bakterienfaktoren
spielt die Immunantwort auch eine
wichtige Rolle bei ARE. Immunologische
Kreuzreaktivitdt zwischen bestimmten
Streptokokkenantigenen und Wirtsgewebe
fithrt zu Schiden bei Herz, Gelenk und
Hirn. Die kreuzreaktiven Antikorper
kommen sehr hiufig in Seren von ARF-
Patienten vor. Obwohl humorale
Immunitat eine wichtige Komponente der
ARF-Immunantwort zu sein scheint, gibt
es zunehmend Hinweise, dass primare
Schiden durch zelluldre Immunitat
zustandekommen. Das Zellularinfiltrat
von Herzgewebe der ARF-Patienten zeigte
pradominante T-Lymphozyten. Dariiber
hinaus beinhalten die Myokardlesionen
héufig Makrophagen. Beide Zelltypen sind
an der Zellularimmunantwort beteiligt.
Auflerdem kommen viele Marker, die das
Zellularimmunsystem aktivieren, in ARF
vor. Erh6hte Werte von zirkulierenden
CD4 Lymphozyten, Interleukinen IL-1

S. pytogenes

Rheumatic factors

Genitic susceptibility

Abnormal immune response

Inflammation of tissue

Rheumatic fever

Rheumatic heart disease

und IL-2, IL-2-rezeptorpositiven T-Zellen,
TNF-alpha-Rezeptoren etc. sind bei ARF zu
verzeichnen. Wahrscheinlich sind die
normalen Mechanismen der Unterdriik-
kung von zellularer Immunitat in ARF
nicht funktionsfahig, was zu einer
unkontrollierten Aktivierung und
Gewebeschidigung fithrt. Die Entstehung
der rheumatischen Herzkrankheit ist als
einfaches Schema in Abb. 6 dargestellt.

Andere Immunmechanismen sind auch
in der ARF-Pathogenese impliziert. Viele
Streptokokkenkomponenten, wie z.B.
pyogene Exotoxine, verhalten sich als
Superantigene und konnen die ARF-
Pathogenese beeinflussen. Es ist auch
moglich, dass Gruppe A Streptokokken
nicht die einzigen Verursacher von ARF
sind. Co-Pathogene, wie z.B. der
Coxsackie-Virus, konnen mit Streptokok-
ken zusammenwirken, um ARF zu
induzieren.

Glomerulonephritis ist eine andere
Nachfolgeerkrankung der Streptokokken-
infektion, die aber im Vergleich zu
rheumatischem Fieber nicht sehr hdufig
vorkommt. Obwohl die genauen Mecha-
nismen noch nicht bekannt sind, ist es
klar, dass nur bestimmte Streptokokken-
stimme nephretogen sind und wie bei
rheumatischem Fieber nur die genetisch
anfilligen Personen hieran erkranken.
Eine Hypothese ist, dass die nephreto-
genen Streptokokken Pathogenitits-
faktoren exprimieren, die eine grofie
Affinitat zu Nierenzellen besitzen und
durch Bildung von Immunkomplexen
Nierenentziindungen verursachen.

Lebensbedrohliche Streptokokkeninfek-
tionen

Gruppe A Streptokokken sind in der Lage,
lebensbedrohliche Infektionen wie z.B.
nekrotisierende Fasziitis, Septikimie und
Streptokokken Toxic Shock-Syndrom
auszulOsen. Der Verlauf dieser Infektionen
ist unheimlich schnell und kann mit
keiner anderen Infektionskrankheit
verglichen werden. Nekrotisierende
Fasziitis ist eine tiefsitzende Infektion
subkutanen Gewebes, was zur Zerstérung
der Faszies fithrt (Abb. 7). Nach Auftreten
der initialen Infektzeichen entwickelt sich



influence the disease pathogenesis. It is also
possible that some co-pathogens, e.g. coxsackie
virus, may cause rheumatic fever together
with the streptococci.

Glomerulonephritis is another sequelae of
streptococcal infection, which has a much
lower incidence than rheumatic fever.
Although for glomerulonephritis the exact
mechanisms are not known, it is clear that
some definite streptococcal strains are
nephretogenic and, like in rheumatic fever,
only the genetically predisposed people suffer
from this disease. One hypothesis is that the
nephretogenic streptococci express
pathogenicity factors that have high affinity
for kidney cells and can cause inflammation
by forming immune complexes.

Life-threatening streptococcal infections
Group A streptococci are also capable of
causing life-threatening infections such as
necrotizing fasciitis, septicemia and
streptococcal toxic shock syndrome. The
progression of these diseases is extremly fast
and cannot be compared with any other
infectious diseases. Necrotizing fasciitis is a
deep infection of the subcutaneous tissue
which leads to the destruction of fascia (Fig.
7). After the initial indication of infection the
disease develops at a very high speed. At this
point of time in general the systemic infection
also occurs, which leads to multiple organ
failure and death. Even with aggressive
therapy the mortality rate is about 50 %.
Cellulitis and myositis can also be caused by
invasive streptococci. These infections can lead
to a serious complication, the streptococcal
toxic shock syndrome, often found in young
adults. Typical symptoms of this syndrome are
extreme pain, high fever and finally the septic
shock. The secreted components of
streptococci, such as erythrogenic toxins, and
super antigens, which influence the immune
cells to secrete a large amount of IL-10,/B, IL-
8 and TNFa, are mainly involved in the
development of toxic shock. As with the
streptococcal sequelae, also in invasive
infection the host genetic susceptibility plays
an important role.

Genetic susceptibility of invasive
streptococcal infections
As with rheumatic fever, the genetic
susceptibility is also an important factor in
invasive infections. This susceptibility can also
be observed in mice. Different inbred strains

Research Reports | 26

Abb. 7. Nekrotisierende
Fasziitis durch Gruppe A
Streptokokken im Hals-
bereich ( Bild Dr. Werkmei-
ster, Uniklinikum Munster)
und des Beines (Bild

Dr. Currie, Royal Darwin
Hospital, Australien)

Fig. 7. Group A streptococcal
necrotizing fasciitis of neck
(photo: Dr. Werkmeister,
University Hospital Munster)
and of the leg (photo:

Dr. Currie, Royal Darwin
Hospital, Australia)

of mice show different sensitivity to group A
streptococci. BALB/c, C57BLJc, DBA/2 mouse
strains are highly resistant whereas C3H/HeN
and CBA/j are highly susceptible. Innate
immunity plays a major role in the
susceptibility. The progression of disease in
susceptible mice is quite similar to the invasive
streptococcal disease in human beings, which
underlines the importance of this mouse
model. The identification of the genes
responsible for resistence or susceptibility can
contribute towards the development of
strategies to fight and control invasive
streptococcal diseases.

Therapy and prophylaxis

Penicillin has been mostly used to treat
different streptococcal infections. It is not only
used to treat streptococcal pharyngitis, but also
in the secondary prophylaxis of acute
rheumatic fever. In spite of the fact that group
A streptococci have not yet developed
resistance to penicillin this therapy has not
been successful in controlling streptococcal
infection and the sequelae. Development of a
vaccine against group A streptococci is
urgently needed and is a great challenge in
streptococcal research. In the last few years,
many potential vaccine candidates have been
identified. Because of the protective action of
anti M protein antibodies many groups have
tried to develop M protein based vaccines.



Berichte aus der Forschung

sehr rasch das Vollbild der Erkrankung. Zu
diesem Zeitpunkt bestehen in der Regel
auch systemische Infektzeichen, was zu
einem multiplen Organversagen und Tod
fithren kann. Selbst bei aggressiver
Therapie liegen die Mortalitdtsraten um
die 50 Prozent. Zellulitis und Myositis
konnen auch durch invasive Streptokok-
ken entstehen. Diese Infektionen kénnen
zu einer schwerwiegenden Komplikation,
dem Streptokokken Toxic Shock-Syndrom,
fithren, was bei jungen Erwachsenen
vorkommt. Typische Symptome dieses
Syndroms sind starke Schmerzen, hohes
Fieber und schliefilich der septische
Schock. Fiir die Entstehung des Toxic
Shock sind hauptsichlich die sezernierten
Faktoren der Streptokokken verantwort-
lich, wie z.B. erytrogene Toxine und Super-
antigen, deren Einfluf} auf Immunzellen
eine massiv verstarkte IL-1a/p-, IL-8- und
TNFa-Ausschiittung bewirkt. Wie bei
Nachfolgeerkrankungen spielt auch bei
invasiven Faktoren die Wirtssuszeptibilitit
eine grof3e Rolle.

Genetische Suszeptiblitat bei invasiven
Streptokokkeninfektionen

Wie bei ARF ist die genetische
Suszeptibilitdt auch bei invasiven Infektio-
nen ein wichtiger Faktor. Die genetische
Suszeptibilitit kann man auch bei Mausen
beobachten. Verschiedene Inzuchtmaus-
stimme zeigen unterschiedliche Empfind-
lichkeit gegen Gruppe A Streptokokken.
BALB/c, C57BL/10, DBA/2-Mausstaimme
sind sehr resistent, wogegen C3H/HeN
und CBA/J sehr anfillig sind. Angeborene
Immunitat spielt bei Suszeptibilitit eine
wichtige Rolle. Der Verlauf der Krankheit
bei anfilligen Miusen ist sehr dhnlich wie
bei invasiven Streptokokkenkrankheiten
beim Menschen, was die Bedeutung dieses
Tiermodells unterstreicht. Die Identifizie-
rung der Gene, die fiir Resistenz oder
Suszeptibilitit verantwortlich sind, wird
zur Entwicklung von Bekdmpfungs-
strategien fiir invasive Streptokokkeninfek-
tionen beitragen.

Therapie und Vorbeugung

Die haufigste Strategie zur Bekimpfung
der Streptokokkeninfektionen und der
Nachfolgeerkrankungen ist die Verwen-
dung von Penicillin. Penicillin wird nicht
nur fur die Behandlung von Streptoko-
kkenpharyngitis, sondern auch als
Sekundirprophylaxe fiir ARF angewandt.
Trotz der Tatsache, dass bis jetzt keine
Resistenzen gegen Penicillin bei Gruppe A
Streptokokken zu beobachten sind,
konnte diese Therapie u.a. aufgrund unzu-
reichender Befolgung nicht zur Bekamp-
fung der Streptokokkenkrankheiten
beitragen. Die Entwicklung eines Impf-
stoffes gegen Gruppe A Streptokokken ist
dringend notwendig und stellt eine grofde
Herausforderung dar. In den letzten
Jahren sind viele potentielle Impfstoff-
kandidaten identifiziert worden. Da die
Antikorper gegen M-Protein Schutzwir-
kung zeigen, haben viele Gruppen M-
Protein als Impfstoffkandidaten unter-
sucht. Trotz der Schutzwirkung der M-
Protein-Antikorper wurden die Versuche,
einen effektiven Impfstoff auf Grundlage
des M-Proteins zu entwickeln, durch zwei
grundlegende Probleme behindert. Zum
einen scheint das M-Protein, wenigstens
zum Teil, an Folgeerkrankungen, die eine
Streptokokkenerkrankung nach sich
ziehen kann, beteiligt zu sein. M-Protein
besitzt kreuzreaktive Epitope fiir einige
Wirtsproteine, die fiir die Entstehung der
Nachfolgeerkrankungen verantwortlich
sein konnen. Das zweite Problem liegt
darin, daf} es eine grofie Anzahl von Sero-
typen des M-Proteins gibt und die Immu-
nitdt durch die Antikérper in der Regel M-
Serotyp-spezifisch ist. Einige Fortschritte
zur Losung dieser Probleme sind in den
letzten Jahren erzielt worden. Vakzin-
prototypen, die C-Repeat-Peptide beinhal-
ten, zeigten Schutzwirkung in einem
Mausmodell. Multivalente M-Protein-
Vakzinprototypen, die Peptide verschiede-
ner M-Serotypen beinhalten, haben auch
ermutigende Ergebnisse im Mausmodell
geliefert. Die auf M-Protein basierenden
Impfstoffprototypen befinden sich zur
Zeit in der Optimierungsphase.

Eine alternative Strategie ist die
Verwendung von Streptokokkenadhésinen
als Impfstoffkandidaten. SfbI-Protein, das
Hauptadhisin der Gruppe A Streptokok-



These efforts have not been very successful
because of two basic problems. Firstly, M
protein, or at least a part of it, has been
associated with the sequelae, because it
possesses cross-reactive epitope for certain host
proteins, and secondly, M protein occurs in a
large number of serotypes, and the protection
is generally M serotyp specific. Some progress
has been made to solve these problems.
Vaccine prototypes containing C-repeat
peptides have shown protectivity in mouse
models. Multi-valent M protein vaccine
consisting of the peptides from variable regions
of M serotypes have also yielded promising
results. M protein based vaccine prototypes are
still in the optimization phase.

An alternative strategy for the development
of streptococcal vaccine is the use of
streptococcal adhesins as candidates. Sfbl
protein, the major adhesin of group A
streptococci, is capable of inducing protective
immune response against different
streptococcal strains in a mouse lethality
model. The fibronectin binding domains of
Sfvl proteins represent important protective
antigens. There are many other advantages of
Sfvl protein based vaccines, a) Sfbl protein is
expressed by more than 70 % of the clinical
isolates belonging to different serotypes from
different geographical areas, b) the fibronectin
binding domains of Sfvl protein are highly
conserved, c) antibodies against Sfbl protein
do not show any cross reactivity with cardiac
proteins and d) Sfbl protein acts as a strong
mucosal adjuvant. Therefore, Sfbl protein
seems to be a promising vaccine candidate
that should soon go to phase I trials. Beside M
protein and Sfbl protein, other vaccine
prototypes based on FBP54 protein and C5a
peptidase are also in a developing phase.

Group B streptococci

Group B streptococci, with the only species
Streptococcus agalactiae, were described for
the first time in 1887 when they were isolated
from a case of bovine mastitis. Till 1937, they
were not regarded as human pathogens, but
were then identified as a causative for sepsis
in the new-born. In the last couple of decades,
they have become a serious health problem
and a major cause of bacterial meningitis in
new-borns. The infection of new-borns with
group B streptococci is not only characterized
by high mortality rates, but also a large
percent of survivors suffer from subsequent
neuronal damage. The infection of the new-

borns starts during delivery, when they
swallow the vaginal fluid of the mother, in
which group B streptococci occur as
symptomless flora. Because of the reduced
number of alveolar macrophages and
incomplete immunity in the new-borns these
streptococci can easily colonize the lungs.
From here they invade the blood and form a
systemic infection. The precise mechanisms
how group B streptococci reach circulation
from lung are not yet known. The infection of
the new-born is divided into two different
types of disease. In “early-onset disease” the
symptoms appear between 24 and 72 hours
after birth, the mortality in these cases is 89
% with sepsis, and 62 % with meningitis.
Early-onset disease is also characterised by a
high rate of neurological damage in the
survivors. In “late-onset disease” the symptoms
appear many weeks after birth, and
meningitis is the major manifestation. The
mortality with 10 to 20 % is much lower than
with early-onset disease. Group B streptococcal
infections are also observed in adults, but the
incidence is not as high as in the new-borns.
Group B streptococci are divided into nine
different serotypes, out of which serotype Ia,
Ib, 11 and 111 are most common. Approxi-
mately 40 % isolates from invasive diseases
are la type, and 27 % type 1I1. The major
problem with group B streptococcal infections
is the fast and dramatic progression of the
disease, which cannot be sufficiently treated
with antibiotics. As many women of
childbearing age have been colonized with
group B streptococci in vaginal area, every
pregnant woman is tested for this organism.
In case of positive results, they are normally
treated with antibiotics before delivery to
reduce the risk of transferring the bacteria to
the new-born. Because of increasing resistance
of antibiotics against these bacteria and the
risk of allergic reaction to the mother and the
new-born it is desirable to develop an
alternative to antibiotic therapy. Clinical
studies have shown that the infants whose
mothers have a high titer of anti group B
streptococcal antibodies are rarely infected.
Therefore, vaccination of women in
childbearing age to passively protect the new-
born seems to be a promising strategy. Because
the capsule of group B streptococci is an
important virulence factor, efforts have been
made to use it as a vaccine candidate. These
efforts were unsuccessful because of the
antigen variation and the low immunogenicity
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ken, ist in der Lage, eine Schutzimmun-
antwort gegen verschiedene Strepto-
kokkenstimme in einem Mausmodell zu
erzeugen. Die Fibronektinbindungs-
dominen spielen bei der Schutzwirkung
eine entscheidende Rolle. Weitere Vorteile
von auf Sfbl basierendem Impfstoff sind
a) Stbl-Protein wird von mehr als 70 %
der klinischen Isolate verschiedener
Serotypen exprimiert, b) die Fibronektin-
bindungsdominen des Sfbl-Proteins sind
hochkonserviert, c) Antikorper gegen Sfbl-
Protein zeigen keine Kreuzreaktivitit mit
Herzproteinen und d) SfbI-Protein wirkt
als mukosales Adjuvans. Daher ist Sfbl-
Protein ein vielversprechender Impfstoft-
kandidat, der bald in Phase I gehen wird.
Aufder M-Protein und SfbI-Protein
befinden sich auch FBP54 und C5A-
Peptidase basierte Impfstoffprototypen in
der Entwicklungsphase.

Gruppe B Streptokokken

Die Gruppe B Streptokokken (GBS) mit
der Einzelart Streptococcus agalactiae fan-
den erstmals 1887 als pathogene Erreger
Beachtung, als sie in Verbindung mit einer
Rindermastitis isoliert wurden. Bis 1937
galten Gruppe B Streptokokken nicht als
humanpathogen. Danach erfolgte erstmals
die Identifizierung von Gruppe B Strepto-
kokken als Verursacher einer Sepsis bei
Neugeborenen. Inzwischen sind diese
Streptokokken als Erreger von Lungen-
und Hirnhautentziindungen in Neugebo-
renen von grofSer medizinischer Bedeu-
tung. Sie gelten mittlerweile als Haupt-
verursacher (>30 %) todlich verlaufender
bakterieller Hirnhautentziindungen bei
Neugeborenen mit Sterblichkeitsraten von
ca. 6 % und neuronalen Folgeerscheinun-
gen bei {iber 50 % der Uberlebenden. Die
Infektion des Neugeborenen erfolgt meist
wahrend der Geburt durch Verschlucken
von miitterlichem Vaginalschleim, in dem
GBS als symptomlose Besiedler vor-
kommt. Da bei Neugeborenen die Anzahl
an alveoldren Makrophagen reduziert und
zudem ihre antibakterielle Aktivitdt noch
nicht vollends ausgebildet ist, wird durch
GBS zunichst die Lunge des Neugebore-
nen besiedelt. Anschliefiend erfolgt das
Eindringen der Bakterien in den Blutkreis-
lauf und die Ausbildung einer
systemischen Infektion. Die genauen
Mechanismen, wie die Gruppe B Strepto-

kokken von der Lunge in den Blutkreislauf
gelangen, sind noch nicht aufgeklart. Die
Infektionen von Neugeborenen sind in
zwei getrennt voneinander vorkommende
Krankheitsbilder unterteilt. Im ,early-
onset-disease” treten die Krankheitssymp-
tome innerhalb von 24 bis 72 Stunden
nach der Geburt auf. Die Mortalititsrate
bei early-onset Fillen belduft sich auf

89 % bei auftretender Sepsis und 62 % bei
auftretender Meningitis. Weiterhin treten
bei vielen iiberlebenden Neugeborenen
neurologische Folgeschdden auf. In ,late-
onset” Fillen treten die Krankheitssympto-
me bei Neugeborenen erst nach mehreren
Wochen auf. Hierbei handelt es sich
hauptsiachlich um Meningitis, wobei die
Mortalititsrate mit 10 bis 20 % deutlich
geringer als bei early-onset Fillen liegt.
Gruppe B Streptokokkeninfektionen
konnen auch bei Erwachsenen auftreten.
Die Inzidenzrate aber ist viel niedriger als
bei Neugeborenen.

Die Gruppe B Streptokokken sind in
neun Serotypen unterteilt. Davon
kommen Serotypen Ia, Ib, II und III sehr
hiufig vor. Ca. 40 % der Isolate von
invasiven Krankheiten haben Ia Polysac-
charide, und 27 % Typ III Polysaccharide.
Die besondere Problematik von GBS-
Infektionen liegt insbesondere in dem
sehr schnellen und dramatischen Krank-
heitsverlauf, dem nur ungeniigend mit
einer Antibiotikatherapie begegnet werden
kann. Da zahlreiche Frauen im
gebarfihigen Alter durch GBS im Vaginal-
bereich kolonisiert sind, werden daher
schwangere Frauen auf eine Besiedlung
durch GBS getestet. Bei Nachweis dieser
Bakterien wird derzeit kurz vor der
Niederkunft eine Antibiotika-Therapie
durchgefiihrt, um das Risiko einer
Infektion durch GBS wihrend der Geburt
zu reduzieren. Aufgrund der zunehmen-
den Resistenz dieser Bakterien gegeniiber
herkémmlichen Antibiotika und der
Gefahren einer allergischen Reaktion von
Mutter und Neugeborenem auf die
verabreichten Antibiotika ist es wiin-
schenswert, Alternativen zur Antibiotika-
therapie zu entwickeln. Klinische Studien
haben gezeigt, dass Kinder, deren Miitter
einen hohen Antikorpertiter gegen GBS
besitzen, nur selten durch diese Bakterien
infiziert werden. Eine attraktive Alternative
zur herkdmmlichen Antibiotikatherapie



of capsule polysaccharides. The interest has
therefore shifted towards the surface protein as
vaccine candidate. Major surface proteins of
group B streptococci are o. and B antigen of C
protein complex and different R proteins. In
animal model some of these proteins have
induced protective immune response. Also the
secreted components of group B streptococci
have recently gained importance. A secreted
protein designated SibB is capable of binding
immunoglobulins and can therefore play a role
in pathogenicity. In spite of the urgent need of
a group B streptococcal vaccine the develop-
ment is still in an early phase. Promising
prototypes seem to be conjugate vaccines
consisting of polysaccharides and protein
antigens.

Group C and group G streptococci

Group C and group G streptococci belong to
heterogenous streptococcal species which
include commensals as well as serious disease
causing bacteria. Group C streptococci can be
divided into two morphological groups, the
large and the small colony variants. The small
colony variants, which include Streptococcus
milleri group, form the normal flora in mouth
cavity, gastro-intestinal and urinary tract of
human beings, but are also capable of causing
serious infections. The large colony variants,
which include species like Streptococcus
equi and Streptococcus dysgalactiae are
traditionally considered as animal pathogens,
although they can cause bacteremia, cellulitis,
peritonitis, septic arthritis, pneumonia and
endocarditis in human beings. Although the
incidence rate of human infections by group C
streptococci is much lower than those by group
A and group B streptococci, the mortality of
approximately 25 % is very high. Group G
streptococci were also initially not considered
as human pathogens and were regarded as
normal flora of human skin, throat and
gastro-intestinal tract. In the last few years,
however, the incidence of life-threatening
human infections by group G streptococci have
substantially increased.

As with group A streptococci, the adherence
and invasion also plays an important role in
the pathogenesis of group C and group G
streptococci. They, too, are capable of binding
to many host proteins. Fibronectin binding
proteins, M-like proteins, as well as different
enzymes and toxins are the major
pathogenicity factors. The precise pathogenic
mechanisms of these organisms have not yet

been fully understood.

Group C and group G streptococci have
recently been associated with acute rheumatic
fever. The Aboriginal population of Australia,
where streptococcal pharyngitis is extremely
rare, shows the highest incidence worldwide of
rheumatic heart disease. The antibodies
against group C and group G streptococci,
isolated from this population, show a strong
cross-reactivity to cardiac myosin. This
association between group C and G strepto-
cocci and rheumatic fever might explain a
large number of rheumatic fever cases without
a known history of group A streptococcal
infections. If the studies in other endemic
areas also confirm the involvement of group C
and group G streptococci in rheumatic fever, it
would then be essential to test for their
presence in the throat cultures and to treat
accordingly.

Streptococcus pneumoniae

Another import species of genus Strepto-
coccus is S. pneumoniae. These organisms
are exclusively human pathogens and form the
normal flora in 10 % adults and about 40 %
healthy children. The pneumococci can also
cause life-threatening diseases such as
bacteremia, pneumonia and meningitis. In
the USA alone, 7 million cases of otitis media
and more than half a million cases of
pneumonia are registered every year, with
about 5 to 10 % mortality. Worldwide, more
than 20 million cases of pneumonia with
about 1 million deaths are registered every
year.

Pneumococci are divided into 90 different
serotypes, depending on the composition of
their capsules. The distribution of the serotypes
is different in different geographical areas.
The capsule polysaccharide is an
antiphagocytic factor and plays an important
role in pathogenesis. Other pathogenicity
factors are hyaluronatelyase, neurominidases,
pneumolysin, autolysins, pneumococcal
surface antigen A and a family of choline
binding proteins. Pneumolysin, a cytotoxic
protein, is present in cytoplasm and is secreted
after the action of autolysins. The cytotoxic
activity damages the bronchial epithelial cells
and can directly inhibit the phagocytosis and
the function of immune cells. The proteins
which are anchored on a pneumococcal
surface through a choline mediated
mechanism also play a role in pathogenesis.
Nine such proteins have so far been identified,
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ist daher die Impfung von Frauen im
gebarfihigen Alter, um damit passiv den
Neugeborenen vor einer Infektion durch
GBS zu schiitzen. Da die Kapsel von GBS
wichtig fiir deren Virulenz ist, wurden
bereits Versuche unternommen, Kapsel-
polysaccharide als Vakzin zu verwenden.
Dies scheiterte jedoch an der Antigen-
variabilitit und der geringen Immuno-
genitit der Kapselpolysaccharide. In den
letzten Jahren haben daher die Oberfla-
chenproteine der Gruppe B Streptokokken
als Impfstoffkandidaten an Bedeutung
gewonnen. Wichtige Oberflichenproteine
sind a- und p-Antigen des C-Protein-
Komplexes und verschiedene R-Proteine.
In Tiermodellen konnen einige dieser
Proteine Schutzwirkung zeigen. Auch die
sekretierten Komponenten der Gruppe B
Streptokokken gewinnen zunehmend an
Bedeutung. Ein sekretiertes Protein,
genannt SibB, ist in der Lage, Immun-
globulin zu binden und dadurch eine
Rolle in der Pathogenitit zu spielen. Trotz
grofien Bedarfs an Gruppe B
Streptokokkenimpfstoff befindet sich die
Entwicklung immer noch in der Friih-
phase. Vielversprechend scheint ein
Konjugatimpfstoff aus Polysacchariden
und Proteinantigen zu sein.

Gruppe C und Gruppe G Streptokokken

Gruppe C und Gruppe G Streptokokken
gehoren zur heterogenen Streptokokken-
spezies, die sowohl als Kommensale als
auch als ernst zu nehmende Krankheitser-
reger bei Mensch und Tier vorkommen.
Die C Streptokokken kann man in zwei
morphologische Gruppen, Grof3- und
Kleinkolonie-Varianten, unterteilen. Die
Kleinkolonievarianten, zu denen auch die
Streptococcus milleri-Gruppe gehort, bilden
normale Flora in Mundhohle, Darm und
Harntrakt des Menschen, sind aber auch
in der Lage, ernsthafte Infektionen zu
verursachen. Die Grofikolonie-Varianten
mit Spezies wie Streptococcus equi und
Streptococcus dysgalactiae sind traditionell
als tierpathogen bekannt, obwohl sich
beim Menschen Bakteridmie, Zellulitis,
Peritonitis, septische Arthritis, Pneumo-
niae und Endokarditis verursachen
konnen. Wenn auch die Inzidenzrate der
menschlichen Infektionen durch Gruppe
C Streptokokken viel niedriger liegt als bei
Gruppe A und Gruppe B Streptokokken,

ist die Mortalitdtsrate von ca. 25 % sehr
hoch. Gruppe G Streptokokken wurden
am Anfang ebenfalls als nichtpathogen
bezeichnet und galten als normale Flora
von menschlicher Haut, Hals und
Darmtrakt. In den letzten Jahren hat die
Inzidenz von lebensbedrohlichen
menschlichen Infektionen durch Gruppe
G Streptokokken erheblich zugenommen.

Wie bei Gruppe A Streptokokken spielt
die Anheftung und Invasion bei C und G
Streptokokken eine wesentliche Rolle.
Gruppe C und G Streptokokken sind in
der Lage, mit Wirtsproteinen zu inter-
agieren. Fibronektinbindungsproteine,
M-dhnliche Proteine sowie verschiedene
Enzyme und Toxine sind wichtige
Pathogenititsfaktoren der Gruppe C und
Gruppe G Streptokokken. Die genauen
Mechanismen sowie Beteiligung dieser
Faktoren in der Virulenz sind weitgehend
ungeklart.

Streptokokken der Gruppe C und G
sind kiirzlich auch mit ARF in Verbindung
gebracht worden. Die Aborigines in
Australien, die kaum an Gruppe A
Streptokokken-Pharyngitis erkranken,
dagegen aber hohe Raten an Gruppe C
und G Streptokokken aufweisen, zeigen
weltweit die hochste Rate an ARF. Die
Antikorper gegen C und G Streptokokken-
Isolate von Aborigines sind in der Lage,
mit menschlichem Herzmyosin zu
reagieren. Dieser Zusammenhang
zwischen Gruppe C und G Streptokokken
und AREF liefert einen moglichen Beweis
dafiir, dass manche ungeklirten Fille von
ARF durch Nicht-Gruppe A-Streptokokken
verursacht werden. Falls die weiteren
Untersuchungen in endemischen Gebie-
ten dies bestitigen, werden als Konse-
quenz auch Gruppe C und G Streptokok-
ken in Rachenuntersuchungen erfaf3t
werden.

Streptococcus pneumoniae

Eine andere wichtige Spezies der Gattung
Streptococcus ist S. pneumoniae. Die
Pneumokokken sind ausschliefilich
humanpathogene Bakterien, die den
Atmungstrakt in 10 % der gesunden
Erwachsenen und in mindestens 40 % der
gesunden Kinder asymptomatisch als
Normalflora besiedeln. Auf der anderen
Seite sind sie in der Lage, lebensgefihrli-
che Erkrankungen wie Lungenentziindun-



including pneumococcal surface protein A
(PspA) and secretory IgA binding protein
SpsA. PspA is a strongly immunogenic protein
which specifically binds human lactoferrin.
PspA has been shown to be a protective
antigen in animal models. SpsA, with a
conserved functional domain for binding to
secretory IgA and secretory component, seems
to be a promising vaccine candidate, also
because it is expressed by all serotypes.

Beside proteins, with a membrane anchor
mechanism, pneumococci express and secrete
proteins without such an anchor. One of these
proteins is Eno, an a-enolase of pneumococci,
which is an important enzyme of glycolytic
pathway. After secretion, Eno is capable of re-
association to bacterial surface. An important
property of Eno is its binding to plasmin and
plasminogen, which might allow the bacteria
to invade into the tissues by the degradation of
extracellular matrix. This is a first example of
a metabolic enzyme which also acts as a
possible pathogenicity factor.

The high mortality rate of the S.
pneumoniae infection has remained
constant in the last 30 years, in spite of the
availability of antibiotics. One of the reasons
is the dramatic spread of penicillin resistant
pneumococci in the last few years. The
increase in the antibiotic resistance in
countries like Spain and South Africa, where
60 % of the isolates are resistant, is a matter
of serious concern. To stop the further spread
of resistant pneumococci, it is essential to
understand the molecular events leading to
the development of resistance and the
identification of the factors that allow the fast
spread of these strains.

Another problem to control S.
pneumoniae infection is the sub-optimal
efficacy of the current vaccine, which consists
of 23 polysaccharides. Although these 23
polysaccharide types are present in 90 % of
the isolates from Europe and USA, it does not
offer an effective protection in children and
elderly persons, which are the main risk
groups. The immunogenicity of the capsule
antigens can be increased by their conjugation
with immunogenic proteins. One problem is
the high antigen variability of pneumococcal
proteins. Therefore, the proteins or the peptides
which are conserved in all serotypes will be
required for conjugation. PspA and SpsA,
whose functional groups are highly conserved,
are promising candidates for use as conjugate
vaccine prototype.

Perspectives

Streptococcal infections remain a serious
health problem worldwide. Since antibiotics
alone have not been able to control these
infections, the development of an effective
vaccine and other control strategies will be the
focus of the future research. A prerequisite is
the precise understanding of the pathogenesis
of streptococcal infections. An important
starting point is the understanding of the
pathogenesis of rheumatic fever, the
mechanisms of the association of group C and
group G streptococci in rheumatic heart
disease and the understanding of the process
by which pneumococci convert themselves
from harmless commensals to highly virulent
pathogens. These results can contribute
towards the development of a suitable strepto-
coccal vaccine and an improved pneumococcal
vaccine. In the last few years, alternative
therapeutic strategies, which target the critical
infections mechanisms, are gaining interest.
To control the streptococcal infections, it will
also be essential to study the genetic
susceptibility and identify the genetic markers.
The sequencing of human and streptococcal
genomes will make it easier to identify the
genes involved in pathogenesis and suscepti-
bility as well as to study their regulation. A
bottleneck will be the lack of suitable animal
models. The use of susceptible mouse strains
may solve the problem of invasive infections
models, but the development of a model for
rheumatic heart diseases remains a challenge.
For this, transgenic and knock-out mice may
be helpful. In spite of great expectations, a lot
more research efforts will be required to develop
effective vaccines and alternative control stra-
tegies and to bring them into the clinical phases.
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In diesem Aufsatz sind die Arbeiten der
GBF Gruppen und sehr vieler anderer
Arbeitsgruppen zitiert, so dass es nicht
moglich ist, alle Zitate zu erwahnen. Im
folgenden sind ein paar wichtige Werke
fiir weitere Lektiire und einige Arbeiten
der GBF Streptokokken-Gruppe zusam-
mengestellt.

Research Reports

32



Berichte aus der Forschung

gen, Hirnhautentziindungen und Bakteri-
dmien zu versursachen. Allein in den USA
werden 7 Millionen Fille von Mittelohr-
entziindung und mehr als eine halbe
Million Lungenentziindungen pro Jahr
registriert, von denen 5 % bis 7 % einen
todlichen Ausgang haben. Weltweit
gesehen, sterben an den Folgen einer
Pneumokokken-Pneumonie bei 20
Millionen Fillen pro Jahr ungefihr eine
Million Erkrankte und des weiteren
sterben ungefihr 75000 pro Jahr an den
Folgen einer Pneumokokken-Meningitis.
Aufgrund der unterschiedlichen
chemischen Zusammensetzung der Kapsel
wurden bereits 1932 die Pneumokokken
in 32 verschiedene Serotypen eingeteilt.
Heute werden die Pneumokokken in tiber
90 Serotypen unterteilt, deren Vorkom-
men bei Erkrankungen durch Pneumo-
kokken unterschiedlich hiufig ist. Das
Kapselpolysaccharid schiitzt den Erreger
vor dem Immunsystem, indem es einen
Schutz gegeniiber der Phagozytose durch
Makrophagen, Abwehrzellen des Immun-
systems, darstellt. Weitere bakterielle
Faktoren, die im Infektionsprozess eine
wichtige Funktion haben, sind eine
Hyaluronatlyase, das Pneumolysin, zwei
Neuraminidasen (NanA und NanB),
Autolysine, PsaA (pneumococcal surface
antigen A) und die Familie der Cholin-
bindenden Proteine. Pneumolysin, ein
zytotxisches Protein, kommt im Zytoplas-
ma vor und wird durch Autolysine
freigesetzt. Die zytotoxische Aktivitat
zerstort die bronchialen Epithelien und
kann auch direkt die Phagozytose und
Funktion der Immunzellen inhibieren.
Die Proteine, die durch eine Cholin
vermittelte Interaktion mit den Lipo-
teichonsduren auf der Bakterienoberflache
lokalisiert sind, bilden bei Pneumokokken
die Familie der Cholin-bindenden
Proteine. Neun Cholin-bindende Proteine
sind identifiziert, darunter das Pneumo-
coccal Surface Protein A (PspA) und das
sekretorische IgA bindende Protein SpsA.
PspA ist ein stark immunogenes
Oberflachenprotein, das humanes
Laktoferrin, ein Eisentransportprotein des
Wirtes, bindet. In Immunisierungsstudien
mit PspA konnte das Protein als ein
geeigneter Kandidat fiir einen Protein-
basierten Impfstoff aufgezeigt werden. Ein
anderer wichtiger Pathogenitatsfaktor ist

das sekretorische IgA bindende Protein
SpsA. Funktionelle Studien bewiesen, dass
die Interaktion der Pneumokokken mit
SIgA iiber die Bindung der sekretorischen
Komponente an SpsA erfolgt. Die
funktionelle Domine des SpsA Proteins
stellt somit einen vielversprechenden
Bestandteil eines neuen konjugaten
Impfstoffkandidaten dar, da eine der
wichtigsten Voraussetzungen, die
Konserviertheit der Peptidsequenz in allen
Serotypen der Pneumokokken, erfiillt ist.

Neben Proteinen mit Motiven fiir eine
Verankerung in der Zellwand, sind auch
Proteine vorhanden, die keine derartigen
Motive besitzen. Eines dieser Proteine ist
Eno, eine a-Enolase der Pneumokokken.
Dieses Protein ist ein wichtiges Enzym der
Glykolyse und vor allem auch im Zyto-
plasma der Bakterien zu finden. Nach
Sekretion ist Eno in der Lage, wieder an
Oberflichen der Bakterien zu binden. Eine
wichtige Eigenschaft der Eno ist die
Bindung an Plasminogen und Plasmin.
Die biologische Funktion dieser Interakti-
on konnte die Forderung der Wanderung
der Pneumokokken durch das Epithel
durch eine Plasmin-vermittelte
Degradation der extrazelluldren Matrix
sein. Dies ist ein erstes Beispiel, wo ein
Stoffwechselenzym der Bakterien auch
eine Beteiligung an der Pathogenitit zeigt.

Die hohe Sterblichkeitsrate infolge
einer Infektion mit S. pneumoniae ist trotz
der zur Verfiigung stehenden Antbiotika
und eines Impfstoffes in den letzten 30
Jahren konstant geblieben. Einer der
Griinde ist die dramatische Ausbreitung
der Penicillin-resistenten Pneumokokken
in den letzten Jahrzehnten. Die Ausbrei-
tung und der Anstieg der resistenten
Isolate, der in Landern wie Spanien und
Stidafrika heutzutage einen Anteil von bis
zu 60 % ausmacht, ist besorgniserregend.
Um die weitere Ausbreitung der resisten-
ten Pneumokokken zu verhindern, ist
daher ein besseres Verstindnis der
molekularen Vorgéinge, die zur Entwick-
lung der Antibiotikaresistenz beitragen,
sowie die Identifikation der Faktoren
notwendig, die diese schnelle Ausbreitung
erméglichen.

Ein weiteres Problem bei der Bekamp-
fung von Infektionen durch S. pneumoniae
ist die geringe Wirksamkeit des zur
Verfiigung stehenden Impfstoffes. Der 23-
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Abb. 8. Das Streptokokken-
Team der GBF

Fig. 8. The streptococci-team
of the GBF

valente Pneumokokkenimpfstoff
Pneumovax®, der aus den aufgereinigten
und konjugierten Polysacchariden der 23
Serotypen besteht, die in Europa und den
USA mehr als 90 % der Infektionen
verursachen, vermittelt bei den Haupt-
risikogruppen keinen ausreichenden
Schutz. Eine Strategie, die geringe
Immunogenitat der Kapselantigene zu
steigern, ist die Konjugation mit einem
immunogenen Protein. Ein Problem bei
der Nutzung von immunogenen Protei-
nen von S. pneumoniae ist die antigene
Variabilitdt der Primarstrukturen. Daher
konnen als Trager nur Peptide dieser
Proteine verwendet werden, die in allen
Serotypen hochkonserviert sind. Dies
konnen wie bei PspA und SpsA funktio-
nelle Gruppen sein, deren Konserviertheit
in epidemiologischen Studien gezeigt
werden konnte.

Perspektiven

Streptokokken-Infektionen sind ein
grofles Gesundheitsproblem weltweit. Da
die Antibiotika allein zur Bekimpfung
dieser Infektionen nicht ausreichend
waren, steht die Entwicklung von Impf-
stoffen und anderen Bekampfungs-
strategien im Vordergrund. Eine Vorausset-
zung ist die genaue Aufklarung der
Pathogenese von Streptokokken-Infektio-

nen. Wichtige Ansatzpunkte sind Ver-
stindnis tiber Entstehung des rheumati-
schen Fiebers, die Mechanismen der
Beteiligung von Gruppe C und G Strepto-
kokken an der rheumatischen Herzkrank-
heit, die Aufklarung der Prozesse wie
Pneumokokken sich vom harmlosen
Kommensal zum hochvirulenten Erreger
verwandeln. Diese Ergebnisse konnen zur
Entwicklung neuer Impfstoffe gegen
Streptokokken und eines besseres
Impfstoffes gegen Pneumokokken fiihren.
Dariiber hinaus gewinnen zunehmend
alternative therapeutische Strategien, die
gezielt in verschiedene Infektionsprozesse
eingreifen, an Bedeutung. Zur Bekdmp-
fung der Streptokokkeninfektion wird
auch das Verstindnis {iber genetische
Suszeptibilitit des Wirtes eine grofie Rolle
spielen. Die Entschliisselung des mensch-
lichen sowie des Streptokokken-Genoms
wird sicherlich zur Identifizierung der
beteiligten Gene, ihrer Regulation und zur
Aufklarung der pathogenen Mechanismen
beitragen. Ein Engpafd hierbei ist auch der
Mangel an geeigneten Tiermodellen. Die
Verwendung von suszeptiblen Maus-
stimmen hat wahrscheinlich das Problem
invasiver Infektionsmodelle gelost, aber
die Entwicklung eines Modells fiir
rheumatische Herzkrankheit bleibt eine
Herausforderung. Hierfiir werden
transgene und knock-out-Mause eine
Anwendung finden. Trotz grofer Erwar-
tungen bedarf es noch grofder Forschungs-
anstrengungen, um effektive Impfstoffe
und alternative Bekimpfungsstrategien in
die klinische Phase zu bringen.
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Das Portrait — Prof. Gursharan S. Chhatwal

Studium am G. S. Medical College in Bombay und Doktorarbeit am Haffkine Institute (ge-
nannt nach dem russischen Impfstoffforscher). Danach verschiedene Forschungs-
aufenthalte in Japan, Kanada und Indien. 1980 Humboldt-Stipendiat an der Universitit
Gieflen, dann Wissenschaftler an der Uni Giefien und der GBE Seit 1994 Leiter der Abtei-
lung Mikrobielle Pathogenitit und Impfstoffforschung an der GBE Gewinner der BND
Goldmedaille, Lotus Foundation Prize und Whitehall Fund Prize. Habilitation in Mikro-
biologie, TU Braunschweig. International Advisor to Lancefield Society for Streptococci
and Streptococcal Deseases. 7 Sprachen (Englisch, Deutsch, Japanisch, Hindi, Punjabi,
Urdu, Marathi). Hobby: Magie (wenn neben der Wissenschaft etwas Zeit ibrig bleibt).

Was steht zurzeit im Focus lhrer For-
schungsarbeit?

Streptokokken und Pneumokokken. Beide
stellen ein grofles Gesundheitsproblem
dar. Infektionen mit Streptokokken kon-
nen rheumatische Herzkrankheiten zur
Folge haben, wovon 15 Millionen Kinder
auf der Welt betroffen sind. Bisher gibt es
auch keinen Impfstoff. Unser Schwer-
punkt ist die Grundlagenforschung. Wir
wollen die Mechanismen dieser Krankhei-
ten verstehen, um neue Bekimpfungs-
strategien zu entwickeln.

Wissenschaftlich gesehen sind die
Streptokokken hochinteressant: Es gibt
iiber hundert verschiedene Serotypen, und
sie haben geniale Mechanismen zur Um-
gehung der menschlichen Immunabwehr
entwickelt. An Pneumokokken sterben al-
leine 40 000 Menschen pro Jahr in den
USA. Der Impfstoff ist nicht sehr effektiv,
und Antibiotika wirken oft nicht mehr.

Was sind die Ziele lhrer Arbeit?

Ein Fernziel ist die Entwicklung eines
Streptokokkenvakzins fiir das WHO-
Kinderimpfprogramm. Ein Problem ist die
Diversitdt der Streptokokken. Durch die
Entzifferung des menschlichen und des
Streptokokken-Genoms sind wir in der
Lage zu kldren, ob die Unterschiede im
Krankheitsbild durch die Bakterien, den
Wirt oder ihre Interaktionen verursacht
werden.

Kleine Kinder sind durch den vorhan-
denen Impfstoff gegen Pneumokokken
bisher nicht geschiitzt. Hier suchen wir
nach neuen Strategien. Zum Beispiel brau-
chen die Pneumokokken zur Vermehrung
im Korper Eisen, das sie sich von korper-
eigenen Proteinen stehlen. Wenn wir das
verhindern konnten, wiirde die Krankheit
nicht ausbrechen.

Wie wird sich die Infektionsbiologie in
den nachsten Jahren entwickeln?

Bei der Bekimpfung von Infektionskrank-
heiten wurden bisher vor allem Antibioti-
ka und klassische Impfstoffe eingesetzt.
Die Entwicklung geht zu gezielten prophy-
laktischen und therapeutischen Maf$nah-
men. Durch die Identifizierung von Ge-
nen von Wirt und Bakterien kann man die
genetisch anfillige Population und damit
die Zielgruppe fiir die neuen Impfstoffe
identifizieren. Zunehmend gewinnen
auch alternative therapeutische Strategien,
die gezielt in verschiedene Infektions-
prozesse eingreifen, an Bedeutung. Dies
sind auch einige unserer Schwerpunkte.
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University studies at G. S. Medical College in Bombay and PhD thesis at Haffkine Institute
(named after the Russian vaccine researcher). Subsequently, various research stays in Japan,
Canada and India. In 1980, Humboldt fellow at the University of Gieflen , then scientist at
Gieflen University and GBF. Since 1994 head of the Department of Microbial Pathogenesis and
Vaccine Research at GBE Winner of the BND gold medal, Lotus Foundation Prize and Whitehall
Fund Prize. Habilitation in Microbiology at TU Braunschweig. International Advisor to Lancefield
Society for Streptococci and Streptococcal Diseases. Seven languages (English, German, Japanese,
Hindi, Punjabi, Urdu, Marathi). Hobby: conjuring (if there is time besides science).

What is currently in the focus of your

research activities?

Streptococci and pneumococci. Both represent
a great health problem. Infections with
streptococci can lead to rheumatic diseases of
the heart affecting 15 million children all over
the world. Up to the present, there is no
vaccine. Our priority is basic research. We
want to understand the mechanisms of this
disease to develop new combating strategies.

From the scientific perspective, streptococci
are highly interesting. There are over one
hundred different serotypes, and they have
developed ingenious mechanisms to
circumvent human immune defence. About
40,000 people die annually of pneumococci in
the USA alone. The vaccine is not very
effective and antibiotics often do not act any
more.

What are the goals of your work?

A long-term goal is the development of a
streptococcal vaccine for the WHO children'’s
vaccine programme. One problem is the
diversity of streptococci. Due to the
deciphering of the human and of the
streptococcal genome we are in a position to
clarify whether the differences in the clinical
picture are caused by the bacteria, the host or
their interactions.

Small children are so far not protected
against pneumococci by the existing vaccine.
We are searching for new strategies here. For
example, pneumococci need iron for their
multiplication in the body, which they steal
from the body’s own proteins. If we were able
to prevent this, the disease would not break
out.

How will infection biology develop in the
next few years?

In combating infectious diseases, above all
antibiotics and classic vaccines have hitherto
been used. Development tends towards
selective prophylactic and therapeutic
measures. By the identification of genes of
host and bacteria it will be possible to identify
the genetically susceptible population and thus
the target group for new vaccines. Alternative
therapeutic strategies which selectively
intervene in various infection processes are
also increasingly gaining significance. These
are also some of our priorities.
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Koordinator [Coordinator:

Dr. H. Hauser [Abt. Genre-
gulation und Differenzierung 0
Dept. of Gene Regulation and
Differentiation

Ein zentrales Thema des seit 1999
laufenden Cytomics-Programms betrifft
Arbeiten zur Kultivierung und Charakteri-
sierung von primaren Zellen und ihre
gezielte genetische Verinderung, u.a. fiir
therapeutische Anwendungen. Eine dieser
Entwicklungen fiihrte zu einem spezifi-
schen Immuntherapieansatz von mali-
gnen Tumoren. Mit Hilfe von Adenovirus-
vektoren werden definierte Tumorantigene
in primdren dendritischen Zellen von
Tumorpatienten exprimiert. Die so modi-
fizierten Zellen sollten nach Riickgabe in
die Patienten eine immunstimmulierende

Patient ohne effektive Immunantwort gegen Tumor

Induktion einer effektiven

Immunantwort/

—
—

N

Gentechnisch modifizierte
dendritische Zelle

Genimmuntherapie
maligner Erkrankungen mit
Hilfe von genetisch-
veranderten dendritischen
Zellen.

Gene immunotherapy of
malignant tumors through
the help of genetically
modified dendritic cells.

Vektoren mit

Tumoranti-
— 4 genen und/
IR ) oder immun-

stimulierenden

Gewinnung von
\dendritischen Zellen

Kostimulatoren
MHC /11

Genen

Cytomics - Molekulare Analyse und Engineering
von Zellen (SP 1)

Wirkung ausiiben und durch Aktivierung
von T-Zellen die Tumorzellen angreifen
und eliminieren (vgl. Abb.). Unterstiitzt
durch die bestehende GMP-Einheit wurde
ein Labor fiir die Herstellung von viralen
Vektoren aufgebaut (GMPIII) und darin
die Herstellung der tumorantigentragen-
den Adenoviren unter GMP-Bedingungen
etabliert. In Zusammenarbeit mit externen
Partnern, insbesondere dem Klinikum
Braunschweig (Prof. Wérmann), wurden
die Voraussetzungen fiir Phase I/11
Untersuchungen an Malignompatienten
geschaffen.

Cytomics — Molecular Analysis and Engineering of Cellular
Systems (SP 1)

Initiated in 1999, the Cytomics programme is
dedicated to studies concerning the culture
and characterization of primary cells with the
final goal of their application in therapy
protocols. One of our activities concerns the
development of an immunotherapy of
malignant tumors. The concept is based on
genetically modified dendritic cells. Adenoviral
vectors have been developed to express defined
tumor antigens in primary dendritic cells
recovered from tumor patients. Cells thus
modified exert immunostimulatory actions
subsequent to their re-introduction into the
donor patient. Thereby tumor-specific T-cells
become activated to eliminate the tumor

cells (s. Fig.). With the support of the existing
GMP unit we established a laboratory for the
production of viral vectors (GMPIII).
Tumorantigen-expressing adenoviral vectors
are produced in this facility. These are the
prerequisites for phase I/11 studies on
melanoma patients (together with Prof.
Wormann, Klinikum Braunschweig).
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Zellsysteme flr Therapie und Diagnostik (SP 1.1)

Projektleiter [(Project leader: Dr. H.-S. Conradt [Arb.Gr. Proteinglykosylierung ORes. Group
of Protein Glycosylation

Projektmitarbeiter [(Project members: M. Barthold, T. Behn, H. Bertram, T. Boldicke, M. Brokelmann, H.S. Conradt,
SZ. Czichos, E. Grabenhorst, K. Greger, G. Gross, E. Heil, A. Hoffmann, 1. Hollatz-Rangosch, H. Mayer, M. Nimtz,
B. A. Ojalvo, B. Pawletta, S. Pohl, D. Stellfeld, H. A. Weich, W. Westphal , A. Winkel

Innerhalb dieses Projektes werden zelluldre Systeme untersucht, wobei zum Einen die
Rolle von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren sowie ihr Einfluf} auf die
Rezeptorsignal-wege zum Anderen die Organisation der intrazelluldren Transportwege im
Vordergrund stehen. Zusitzlich zu diesen grundlegenden zellbiologischen Fragestellungen
werden Projekte bearbeitet, die zum besseren Verstindnis des ex vivo Wachstums von
primiren sowie von genetisch verinderten Zellen fiir die Human-Therapie fithren; dies
geschieht in enger Anbindung an klinische Einrichtungen.

Osteogenese Blockierung spezifischer Zelloberflachen-
Die Regeneration von Bindegewebe, rezeptoren eingesetzt. (T. Boldicke).
insbesondere von Knochen, Knorpeln und
Bandern/Ligamenten werden durch G. Posttranslationale Modifikation von
Gross, H. Mayer und ihre Mitarbeiter Polypeptiden im Golgi und in zelluaren
untersucht. Ziel ist hierbei die Aufklirung =~ Membranprotein-Transportkomparti-

und gezielte Veranderung von Signal- menten:

kaskaden (Liganden, Rezeptoren, Signal-
mediatoren, Transkriptionsfaktoren) in
humanen und murinen mesenchymalen
Stammzellen in vitro und in vivo in Maus-
und Rattenmodellen. Mit klinischen
Partnern arbeitet man an einer zell-
vermittelten Therapie von degenerativen
Bindegewebserkrankungen wie z.B.
Osteoporose, theumatoide Arthritis und
Osteoarthritis.

Angiogenese

Innerhalb dieses Projektes wird die
Wechselwirkung angiogener Faktoren und
deren korrespondierenden Rezeptoren
untersucht (H. A. Weich). Die Wechsel-
wirkung rekombinanter und natiirlich
vorkommender l6slicher Wachstums-
faktor-Rezeptoren wird in zelluldren
Systemen und in einem transgenen
Mausmodell untersucht. Dabei wird von
der Arbeitshypothese ausgegangen, dass
natiirlich vorkommende 16sliche
Rezeporen an der Feinregulation der
VEGF-A Bioverfiigbarkeit beteiligt sind.
Weiterhin werden l6sliche rekombinante
Rezeptormolekiile aus der VEGF- und
FGF-Rezeptorfamilie verwendet, um neue
rekombinante Antikorper-Repertoires
mittels Phage-Display Technologie zu
erzeugen. Sie werden zur Erkennung und

Die Arbeiten dieses Teilprojektes
konzentrieren sich auf die Aufklarung der
Regulation der komplexen posttrans-
lationalen Modifikationen von Proteinen
im Sekretionsweg und Membran-
protein-Transportweg tierischer Zellen
(H.S.Conradt/M.Nimtz). Unter Einbe-
ziehung neu entwickelter Mikroiso-
lierungsverfahren sowie MS-Techniken
werden posttranslationalen Verande-
rungen von Polypeptiden in definierten
Differenzierungsstadien von Zellen und
bei Erkrankungen identifiziert. Wir haben
gezeigt, dass der Turnover der in den
verschiedenen Subkompartimenten des
Golgi lokalisierten Glycosyltransferasen
durch spezifische Proteolyse im Bereich
der ,stem region” reguliert wird. Die
Charakterisierung der Glycosylierung,
Acylierung, Sulfatierung und Phosphory-
lierung von Proteinen im sub pMol
Probenbereich erlaubt eine Verfeinerung
der Zellkompartimentierungsmodelle und
ermoglicht das Studium der Verdnde-
rungen von Polypeptiden in Zellen und
Geweben in pathophysiolgischen Situ-
ationen sowie der Krankheits-Diagnostik
in Korperfliissigkeiten.
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Abb.1. Ausschnitt aus einer
2-D-PAGE Auftrennung von
Proteinen aus Cerebro-
spinal-Flussigkeit eines
Gesunden und von 2
Patienten mit angeborenen
Defekten der Glycosylierung
(CDGS-Syndrom). Die
Veranderungen der MW und
der IEP des Transferrins in
Proben aus Patienten

sind durch Pfeile gekenn-
zeichnet (Trf).

Fig. 1. Section of a 2D-
PAGE separation of proteins
from human cerebrospinal
fluid obtained from a
healthy individual and from
2 patients with congenital
disease of glycosylation
(CDG). The different MW's
and IEP’s of the patients
transferrin-forms (arrows:
Trf) is shown.

Osteogenesis

Cellsystems for Therapy and Diagnostics (SP 1.1)

The molecular understanding of cells and the architecture of healty tissues is a prerequisite for the
treatment of diseases and the monitoring of clinical therapy. Multidisciplinary approaches are
required to generate sufficiently detailed know-how which ultimately may lead to the identification
of new targets (diagnostics), the development of new drugs and novel successful therapeutic vectors
based on molecular biology techniques. Within this project cellular models are being explored
where the role of growth and differentiation factors and their receptors, signalling cascades of cells
and the organization of intracellular transport compartments are investigated. This basic research
programme is flanked by investigations aiming at the understanding of reproducible ex vivo
growth of primary cells and genetically manipulated cells destined for clinical application and,
therefore, is performed together with collaborators from clinical institutions. New micro analysis
techniques for the identification of malformed polypeptides in diseases and ex vivo propagated
cells are implemented which are being used for the monitoring of alterations in differentiation and
in pathophysiological situations of cells and tissues.

Angiogenesis

The regeneration of bone, cartilage and
tendon/ligaments is investigated in this project
(G. Gross, H. Mayer and coworkers). The aim
is the elucidation and the intentional
modification of signalling cascades (ligands,
receptors, signalling mediators, transcription
factors) in human and murine mesenchymal
stem cells in vitro and in vivo in animal,
mouse, and rat models. Possibilities for a cell-
mediated therapy of degenerative skeletal
diseases such as osteoporosis, rheumatoid- and
osteoarthritis are assessed in collaboration
with clinical partners.

Hesfilvy induvidusl HENEF

Palient bypa 1

Patiani typa |l

In this project the interaction of angiogenic
factors and their receptors is investigated (H.
Weich). Thereby, the recombinant and natu-
rally occuring soluble growth factor receptors
with their ligand family is analyzed in cellular
systems and a transgenic mouse model.
Furthermore, native soluble receptor molecules
are produced and applied for the generation of
recombinant antibody repertoires recognizing
specific cell surface receptors by the phage
display technology (T. Béldicke). These novel
tools will be used for primary cell sorting,
staining and isolation of progenitor cells.

prl Bid



Highlights from Research and Development Research Area: Cytomics | 56

Posttranslational modifications of
polypeptides in the Golgi and in cellular
membran protein transport compart-
ments:
This project aims at the detailed under-
standing of the regulation of the complex
posttranslational polypeptide modification
within the transport pathway of animal cells.
HS. Conradt and M. Nimtz describe
qualitatively and quantitatively the enzyme
and accessory protein machinery involved.
Technologies are generated allowing for the
identification of changed modification
patterns in secretory and cell membrane pro-
teins in diseases and defined differentiation
states by microisolation techniques and
modern MS/MS-MS technology.

Combined with micro-array technology this
should enable us to identify further
(membrane) protein components and their
modification involved in maintaining the
proper regulation/control of the posttrans-
lational enzyme machinery. Additionally these
techniques allow for large scale screening of
defects of the modification pathways in
pathological situations employing samples at
the sub pmol level.

Publications [Ver6ffentlichungen

Boldicke T, Tesar M, Griesel C, Rohde M,
Grone HJ, Waltenberger J, Kollet O, Lapidot
T, Yayon A, Weich HA (2001) Single chain
antibodies recognizing the human vascular
endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR-
2/flk-1) on the surface of primary endothelial
cells and preselected CD344* cells from cord
blood. Stem Cells 19: 24-36.

Ju W, Hoffmann A, Verschueren K,
Tylzanowski P, Kaps C, Gross G, Huylebroeck
D (2000) The BMP2 Signaling Mediator
Smadl Participates Predominantly in
Osteogenic and not in Chondrogenic
Differentiation in Mesenchymal Progenitors
C3H10T1/2. ] Bone Min Res 15: 1889-1899

Boehme C, Conradt HS, Nimtz M, Eckert R,

Ragg H, .Strathmann A (2001) Glycosylation
pattern of human cofactor Il from plasma and
from recombinant CHO cells. Eur J Biochem

(in press)

Abb. 2. Immunfluoreszenz
Darstellung KDR/VEGFR-2
positiver Zellen in Suspen-
sion nach Dekorierung mit
dem single chain Antikorper
scFvA7. Die Immunfluores-
zenz wurde mit einem Axio-
vert 135TV Mikroskop (Zeiss)
dokumentiert. In dem Aus-
schnitt A werden positive
KDR/PAE Zellen inkubiert
mit dem Antikérper scFvA7
dargestellt. Doppel-Immun-
fluoreszenz Farbung von
KDR-negativen Zellen mit
dem Mitosefarbstoff Mito-
tracker dye (B) und and
Markierung mit dem Anit-
korper scFvA7 (C).

Fig. 2. Immunofluorescence
images with human KDR/
VEGFR-2 positive porcine
endothelial cells in
suspension incubated with
single chain antibody scFv
A7. Immunofluorescences
were analyzed with an
Axiovert 135TV (Zeiss).
Figure A shows the positive
PAE/KDR cells labeled with
scFvA7. Double immuno-
fluorescence staining of KDR
negative cells with FITC-
labeled Mitotracker dye (B)
and and scFvA7 (C).
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Abb. 1. Fluoreszenzmikros-
kopischer Nachweis der
Tetrazyklin-gesteuerten
Genexpression in einer
humanen Zelllinie. Retro/
adenovirale Hybridvektoren
mit einer autoregulierten
Tet-Transaktivator-abhéngigen
Expressionskassette wurden
benutzt, um 293-Zellen zu
infizieren.

A: Regulation der Gen-
expression im retro/adeno-
viralen Transgen (unten)
und in einer LTR-freien
Kontrolle (oben); nur das
retro/adenovirale Konstrukt
ermdglicht eine gute
Regulation.

B: Im induzierten Zustand
(oben) ist eine deutliche
grune Fluoreszenz zu
erkennen. In Anwesenheit
von Tetrazyklin wird die
Expression des GFP-Fusions-
proteins reprimiert. Gezeigt
sind Zellen, die mit dem
retro/adenoviralen
Konstrukt infiziert wurden.

Fig. 1. Fluorescence
microscopic analysis of
tetracycline dependent gene
expression in a human cell
line. Retro/adenoviral hybrid
vectors containing an
autoregulatory Tet-depen-
dent expression cassette
were used for transfecting
293 cells.

A: Regulation of gene
expression within the retro/
adenoviral transgene
(bottom) and in an LTR-free
control (top); only the retro/
adenoviral construct is seen
to switch on expression from
base level (broken and violet
traces, resp). to full activity
(green trace).

B: The induced state (top) is
marked by a strong green
fluorescence. In the
presence of tetracycline
expression of the GFP-fusion
protein is suppressed.
Shown are cells which had
been infected with the LTR-
flanked retro/adenoviral
construct.

Vektoren fur die Gentherapie (SP 1.2)

Projektleiter [Project leader: Prof. Dr. J. Bode [Abt. Genregulation und Differenzierung [

Dept. of Gene Regulation and Differentiation

Neuartige genbasierte Therapien erfordern ein vertieftes molekulares Verstindnis
regulatorischer Prinzipien und der entsprechenden Interventionsmoglichkeiten. Unsere
Arbeiten tragen zur Identifikation der beteiligten Faktoren bei, insbesondere solcher, die
an endogenen Abwehrmechanismen des Wirtes beteiligt sind. Wir entwickeln geeignete
Vektorsysteme, die auf die Bediirfnisse des Zelltyps zugeschnitten und fiir die Expression
der relevanten Faktoren geeignet sind. Auflerdem gilt unser Interesse dem Kerntransports

und der Zellkern-Kompartmentalisierung.

Adenovirale Vektoren fur die Genimmun-

therapie

W. Lindenmaier, K. E. J. Dittmar, L. Macke,

C. Wiethe, D. Wirth, J. Unsinger, A.

Kroger
Mafdgebender Ausgangspunkt war die
Herstellung therapeutischer DC-Vakzine.
In diesem Rahmen wurden Vektoren und
Zellkulturbedingungen weiterentwickelt.
Zur Immuntherapie des malignen Mela-
noms wurde ein tricistronischer adeno-
viraler Vektor geschaffen. Zur Ubertragung
dieses Ansatzes auf die individualspezifische
Therapie von Lymphomen haben wir eine
Klonierungsstrategie etabliert, die eine
schnelle Herstellung patientenspezifischer
Adenovirusvektoren ermoglicht. Fiir sechs
Lymphompatienten wurden die Gene
fiir Fab-Fragmente des tumorspezifischen
idiotypischen Immunglobulins in Adeno-
viren kloniert. Darliberhinaus wurden

A
repressed
induced
F — T T
10° 10t 102 10°
repressed .
induced
| I— T T
10° 10t 102 10°

Vektoren fiir den zusitzlichen Transfer von
immunmodulierenden Genen der TNF/
TNF-Rezeptor-Familie mit der Aussicht
etabliert, eine gezielte Verbesserung der
immunstimulatorischen Eigenschaften
von dendritischen Zellen (Uberwindung
von Toleranz/Anergie) zu erreichen.

In vielen Situationen erscheint eine
steuerbare Verinderung von zellularen
Funktionen wiinschenswert. Aus diesem
Grunde wurden Tetrazyklin-abhdngige
Systeme fiir adenovirale Vektoren entwik-
kelt, die eine regulierte Expression in den
Zielzellen und damit auch die Expression
cytotoxischer Gene erlauben. Nach Einbau
von flankierenden, retroviralen LTRs (long
terminal repeats) wird nicht nur eine
homogene Regulierbarkeit der retro/
adenoviralen Hybridvektoren erreicht. Die
LTRs bewirken zusitzlich eine effektive
stabile Integration der Transgene. Damit
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Mechanismen der Signalweiterleitung

durch STAT-Proteine

M. KOster
Interferone spielen nicht nur als Signal-
molekiile bei der Virus-Abwehr eine
wichtige Rolle. Sie sind auch an der

14f3t sich dieser neuartige Vektortyp auch
fiir die dauerhafte Modifikation von
Zellen einsetzen.

Wirt-Pathogen-Wechselwirkungen
M. Wirth, C. Beer

Wirt-Pathogen-Wechselwirkungen wurden
an einem einfachen Modellbeispiel, dem
Mausretrovirus (MLV-A)/Maus-System
untersucht. MLV-A Infektion fiithrt zur
Induktion zahlreicher Reaktionswege in
Maus-NIH3T3-Zellen und betrifft die
Transkription von ca 5% der Gene in
einem 1.2 k Mausarray. Zelluldre Antwor-
ten auf die Virusattacke umfassen sowohl
bekannte Faktoren des angeborenen
Immunsystems, als auch weitere Gene, die
als Kandidaten in der Abwehr einer viralen
Invasion gelten konnen.

Dieser Respons und der retrovirale
Phéanotyp zeigten sich in hohem Grade
abhingig vom Zelltyp und den Zellkulti-
vierungsbedingungen. So dnderte ein
Senken der Kultivierungstemperatur von
37° C auf 32° C die Expression von etwa
10% der Gene in einem 1.2 k Mausarrays.
Dabei sind insbesondere Mitglieder des
Lipid-Biosynthesewegs, sowie entwick-
lungs- und tumorspezifische Gene
betroffen. Gene des Cholesterintransport-
und Biosynthesewegs werden signifikant
aktiviert, was zu einem erhohten Choles-
terineinbau in die zelluldre Plasmamem-
bran und damit in die Membranhtille des
daraus knospenden Virus fiihrt. Entfernen
von Cholesterin aus der Membranhiille
nach Produktion ergab Viren mit verbes-
serter Thermostabilitdt und besserer
Eignung fiir Aufreinigungs- und Trans-
port/Lagerungsprozesse.

-t

%
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STATIAFMN-y

ATATIAFN-y = LME

Aktivierung des adaptiven Immunsystems
und an der Abwehr von Infektionen durch
Bakterien und Parasiten beteiligt. In
Zielzellen wirken sie iiber die Aktivierung
spezifischer Gene. Verantwortlich hierfiir
sind latent im Zytoplasma vorliegende
Transkriptionsfaktoren, die aufgrund ihrer
dualen Funktion als ,Signal Transducer
and Activator of Transcription” (STAT)
bezeichnet werden. Nach ihrer Aktivie-
rung werden homo- oder heterodimere
STAT-Komplexe in den Zellkern transpor-
tiert, wo sie die Transkription ihrer
Zielgene induzieren.

Ausgangspunkt unserer Arbeiten war
die Frage nach der Regulation des
intrazelluldren Transports von STAT-
Proteinen und nach dessen Auswirkungen
fuir die spezifische Geninduktion. Wir
konnten zeigen, dass der Aufenthalt der
STAT-Proteine im Zellkern durch
Deaktivierung und anschlieffenden Export
ins Zytoplasma reguliert wird. Anderun-
gen dieses Gleichgewichts von Import und
Export kdnnen zu einer geinderten
Genaktivierung fithren. Um die Regulati-
on des intrazelluldren Transports besser zu
verstehen, wurden die fiir den Export
verantwortlichen Doméanen innerhalb von
STAT1 und STAT2 charakterisiert. Ziel
laufender Arbeiten ist ein besseres
Verstindnis des Zusammenhanges
zwischen intrazelluldarem Transport und
molekularen Interaktionen.

STATImu/TFM-y

Abb. 2. NIH3T3-Zellen, die
ein Fusionsprotein aus STAT1
und eGFP exprimieren, wur-
den mit IFN-y bzw. IFN-y +
Leptomycin B (LMB) behan-
delt. Wahrend nach 24-
stundiger IFN-y-Stimulation
STAT1-EGFP wieder im
Zytoplasma der Zellen
lokalisiert ist, verhindert
LMB den Rucktransport des
Proteins. Den gleichen
Effekt einer anhaltenden
Kernakkumulation zeigte
eine Mutante von STAT1
(STAT1mu), ohne daf jedoch
LMB verwendet wurde.

Fig. 2. NIH3T3 cells
expressing a fusion protein
from STAT1 and EGFP were
treated with IFN-y or IFN-y +
Leptomycin B (LMB), respec-
tively. Whereas STAT1-EGFP
is present in the cytoplasm
following a 24 h IFN-y treat-
ment, LMB prevents the
back-transport of the
protein. The same effect of
an extended nuclear
accumulation is reflected by
a STAT1 mutant (STAT1mu)
even in the absence of
added LMB.
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Abb 3. Injektion von Tumor-
zellen fihrt in syngenen
Mausen zur Tumorbildung.
Im Gegensatz dazu kann die
Tumorbildung in Anwesen-
heit von Ostradiol verhin-
dert werden, wenn Zellen
injiziert werden, die das
Ostradiol- aktivierbare
Fusionsprotein IRF-1hER
exprimieren. Die so immun-
isierte Maus wehrt erfolg-
reich die erneute Injektion
von Tumorzellen ab.

Fig. 3. In syngenic mice, the
injection of tumor cells leads
to tumor formation. If cells
express the estradiol-
activateable IRF-1hER fusion
protein, tumor formation is
prevented. A mouse
immunized by these modi-
fied cells sucessfully resists
tumor formation after yet
another injection of non-
IRF-expressing tumor cells.

IRF-1 zum Einsatz zur Tumorvakzinierung
A. Kroger

Tumorartig verinderte Zellen werden im
Organismus durch das Immunsystem
eliminiert. Zellen, die durch bestimmte
Mutationen dieser Kontrolle entkommen,
konnen zur Entstehung von Krebs fithren.
Der Interferon Regulatory Factor-1 (IRF-
1), ist ein Faktor, der sowohl tumorsuppri-
mierende als auch immunmodulierende
Eigenschaften aufweist. Wir konnten
zeigen, dass durch die Integration von
IRF-1 in Zellen einer Leberzellkarzinom-
linie die Tumorbildung in Miusen
verhindert werden kann. Die Experimente
wurden mit einem Fusionsprotein durch-
gefiihrt, das es erlaubt, die Wirkung von
IRF-1 differentiell durch Ostradiol zu
aktivieren. In Abwesenheit von Ostradiol
fithrt die Injektion von Leberkarzinom-
zellen in syngenen Mdusen zur Tumor-
bildung. Im Gegensatz dazu verhindert
die initiale Behandlung mit Ostrogen die
Tumorbildung vollstindig bzw. stoppt das
Wachstum bereits etablierter Tumore.
Werden in so vorbehandelte Miuse erneut
Leberkarzinomzellen injiziert, so fithren
diese nicht mehr zur Ausbildung von
Tumoren. IRF-1 beeinflusst also das
Tumorwachstum auf verschiedenen
Ebenen, zum einen durch einen direkten
wachstumsinhibierenden Effekt auf die
Tumorzellen und zum anderen durch die
Stimulation des Immunsystems.

Carcinogene Deletionen
J. Bode, A. Knopp, S. Gotze, K. Nehlsen,
A. Baer, E. Ernst

Der humane Typ 1 Interferon-Gencluster
iiberdeckt 400 kb auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 9. Wie auch der homologe
Bereich auf dem Maus-Chromosom 4
kennzeichnet dieser Cluster eine der insta-
bilsten genetischen Regionen des jeweiligen
Genoms. Hier ansetzende Deletionen, die
Tumorsuppressoren (Prototypen: p16/
ARF) einbeziehen, sind eine der hiufigsten
Ursachen fiir die Immortalisierung von
Zelllinien und die Entwicklung bestimmter
Krebsarten (Leukdmien, Gliome). Die Auf-
klarung der Chromatinstruktur in dieser
Region des humanen Clusters (9p22),
unterstiitzt durch Sequenzanalysen und -
interpretationen, ermoglichte den Nach-
weis, dass Bruchpunkte auf gesetzmiflige
Weise mit Doménengrenzen (scaffold/
matrix-attached regions, S/MARs)
zusammenfallen. Sie werden somit durch
die innere Struktur des Zellkerns
determiniert. In Zusammenarbeiten
wurden diese Untersuchungen auf die
“breakpoint cluster region” (BCR) des MLL
(All-1) Gens und seiner Partnergene (AF4
und AF9) ausgedehnt, wobei sich eine
enge Korrelation mit DNA-Ubergangs-
strukturen, wie sie zwischen B-DNA und
S/MAR-DNA auftreten, bestatigte. Ausge-
dehnte S/MAR-freie Regionen enthalten
keine ‘hotspots of recombination’.

Einige sekundire Leukdmien (tAML)
entstehen offenbar als Folge von Therapien
mit Topoisomerase II Inhibitoren. Die
entsprechenden Bruchpunkte korrelieren
wie oben beschrieben mit S/MARs. Da
Topoll eine Komponente der Kernmatrix
darstellt, scheinen diese Behandlungen die
angesprochenen Mechanismen zu
verstarken. Es wurde ein Verfahren
entwickelt, mit dem ein schneller Test auf
‘drug-related deletions’ durchgefiihrt
werden kann.
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Vectors for Gene Therapy (SP 1.2)

Novel gene-based therapies require an indepth understanding of the molecular principles of gene
regulation and its intervention. We contribute to the identification of the central players which
govern gene expression, in particular those which are involved in the endogenous defense
mechanisms of the host. Appropriate vector systems were developed for the delivery of the relevant
factors and tailored to meet the requirements of the respective cell system. Further interest is on the
role of nuclear transport and nuclear structure.

Adenoviral vectors for gene
immunotherapy

32°C affected 10 % of the genes in
comparative mouse 1.2 k arrays. Among these

Initiated by the aim to develop a therapeutic
DC-based vaccination a tricistronic adenoviral
vector for immunotherapy of malignant
melanoma was developed. In order to apply
such a concept to the individual-specific
therapy of lymphomas, we have established a
cloning strategy enabling the fast generation
of patient-specific adenoviral vectors. Along
these lines we have cloned Fab fragments of
tumor specific idiotypic immunoglobulins for
six lymphoma patients.We have also
established vectors permitting the additional
transfer of immunomodulatory genes,
belonging to the TNF/TNF-R family, in order
to specifically improve the immunoregulatory
properties of dendritic cells.

For many applications it is desirable to
regulate vector-driven expression. It is for this
reason that we developed tetracycline
dependent expression units for adenoviral
vectors which permit the expression of
cytotoxic gene products. Upon addition of
retroviral LTRs (long terminal repeats), a
homogenous regulation of retro/adenoviral
hybrid vectors could be achieved (Fig. 1). The
LTRs further enhance the stable integration of
adenoviral transgenes. Thus, this novel vector
type is well suited for the permanent
modification of target cells.

Host-pathogen interactions

were analyzed, by expression profiling using
the infection of mouse 3T3c cells by murine
leukemia virus (MLV-A)as a model: on a 1.2
k mouse microarray, MLV-A was shown to
induce several pathways affecting the
transcription of about 5% of genes. Cellular
responses involved factors of the innate
immune system as well as new candidate
genes with a possible role in pathogen defense.
These responses and the phenotype of
liberated retroviruses depended, to a large
extent, on cell type and cell cultivation
conditions. A temperature shift from 37°C to

were members of lipid biosynthetic, develop-
mental and tumor induction pathways,
involving central factors of the respective
signal transduction routes. Notably, genes
involved in cholesterol transport and bio-
synthesis were activated leading to increased
cholesterol incorporation into cellular plasma
membranes as well as into the outer shell of
released MLV

Signal transduction pathways mediated
by STAT proteins

Interferons are signalling molecules which are
found to be involved in viral defense. In
addition, they play a role in activating the
adaptive immune system and in the defense of
infections caused by all types of pathogenes.
Within the target cell, interferons activate
particular sets of genes via ‘signal transducer
and activator of transcription’ (STAT-) factors.
STAT factors associate to form a variety of
homo- and heterodimeric complexes wich are
subsequently transported to the nucleus where
they induce a specific set of genes.

Our work was centered around the
intracellular regulation of STAT transport and
the subsequent gene activation mechanisms.
We could demonstrate that nuclear turnover
of STATs is mediated by dephosphorylation
and subsequent export into the cytoplasm.
Alterations of this intracellular equilibrium
between import and export leads to altered
gene expression levels. We characterized the
export domains of STAT1 and STAT2. Our
goal is an indepth understanding of the
interplay between molecular interactions and
intracellular transport.

IRF-1 for tumor vaccination

Tumorigenic cells are usually eliminated by
the immune system. Cells escaping these
control mechanisms can lead to tumor
formation. The Interferon Regulatory Factor-1
(IRF-1) is a factor which mediates both tumor
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Fig. 4. The transition
between nuclear matrix
attachment sites and normal
nucleosomally organized
chromatin is marked by
topoisomerase lI- sensitive
DNA structures. An error-
prone Topo || mechanism
can lead to the deletion of
tumor suppressor genes
under the influence of
certain established thera-
peutic drugs and thereby
cause secondary forms of
cancer.

Abb. 4. Am Ubergang von
Kernmatrix-Haftstellen zu
Chromatin normaler
nucleosomaler Organisation
entstehen Topoisomerase II-
sensitive DNA-Strukturen.
Eine Fehlleitung des
normalen TOPO Il Mechanis-
mus kann, begunstigt durch
in der Krebstherapie
etablierte Therapeutika, zur
Deletion von Tumor-
suppressorgenen und damit
zur Entstehung sekundéarer
Krebsarten fuhren.

suppressive and immune modulatory activities.

We could show that the integration of IRF-1
into a hepatocellular carcinoma cell line
prevents tumor formation in mice. The
respective experiments were performed on an
estradiol reactive fusion protein, which is
differentially activateable by estradiol: While
in the absence of estradiol the injection of
hepatocellular carcinoma cells containing the
IRF-1hER fusion protein mice leads to tumor
formation in syngenic mice, an initial
treatment with estradiol prevents tumor
formation or stops tumor growth of established
tumors. If previously treated mice are injected
a second time with hepatocellular carcinoma
cells they are protected against tumor
formation. This suggests that IRF-1 activity is
mediated by different mechanisms: on the one
hand by an antiproliferative effect directed
toward the tumor cells and on the other by
stimulating the immune system.

Genomic instability: Carcinogenic
deletions

The human type 1 interferon gene cluster
covers 400 kb on the short arm of
chromosome 9. Like the syntenic region on
mouse chromosome 4, this cluster represents
one of the most instable genomic regions
within the respective genome. Deletions which
originate here and which involve tumor
suppressor genes (prototype: p16/ARF) give
raise to immortalization and are the
molecular reason for certain forms of cancer
(leukemias, gliomas). Sequence analyses
together with in vitro assays strongly suggest
that the chromatin structure in this region is
determined by the presence of domain borders
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(scaffold/matrix attached regions, S/MARS).
Therefore, genome fragility is governed by the
internal organization of the cell nucleus. In
various cooperations these studies were
extended to the breakpoint cluster region
(BCR) of the MLL (All-1) gene and its
partner genes (AF4 and AF9) confirming a
tight correlation with DNA-transition
structures as they arise between B-type and S/
MAR-DNA. Extended S/MAR-free regions are
devoid of hotspots of recombination.

Certain secondary leukemias (tAML) arise
subsequent to therapies which are based on
topoisomerase Il inhibitors. As above,
breakpoints coincide with S/MARs. Since
TOPO Il is an established component of the
nuclear matrix, these treatments appear to
fortify the mentioned reaction pathways. We
have developed a protocol permitting the facile
determination of ‘drug-related deletions..
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Zell-, Gewebe- und Organkulturtechnik (SP 1.3)

Projektleiter [Project leader: PD Dr. R. Wagner [Arb. Gr. Zellkulturtechnik [Res. Group of

Cell Culture Technology

Projektmitarbeiter [Project members: A. Bader, M. Barthold, U. Bilitewski, C. Fortmann, C. Griesel, F Hesse, V.
Jager, L. Just, C. Priesner, E. Schmelzer, E Stahl, R. Wagner, A.-P. Zeng

Das Projekt befasst sich seit 1999 mit der in vitro Rekonstitution von organotypischen
Geweben aus Einzelzellen oder Zellverbidnden. Der ex vivo-regenerierte bioartifizielle
Gewebeersatz soll zum therapeutischen Einsatz bei der Behandlung eines Organversagens
sowie zur Reimplantierung eingesetzt werden. Dariiber hinaus dienen die Arbeiten einer
Erweiterung des grundlegenden Verstindnisses vom Zusammenspiel komplexer
Zellsysteme zur Generierung neuer Konzepte bei der Entwicklung von organotypischen
Gewebemodellen. Die Hauptaktivititen fokussieren auf die folgenden Organsysteme:
Leber (Organversagen, Pharmatests), Knochen (Reimplantation), Herz (Herzklappen)
und Nervensystem (Reimplantation, Behandlung der Parkinson-Krankheit).

Kultivierung und Differenzierung von

Stammzellen
Ziel des Projektes ist das Verstindnis des
Mechanismus der Proliferation und
Gewebe-spezifischen Differenzierung in
fotalen Stammzellen bei Leber, ZNS und
Herz ausgehend von Progenitor- oder
Stammzellen aus Nagern. Zur Identifizie-
rung der Expressions- und Differenzierun-
gsmarker wurden entprechende Genexpres-
sions-Microarrays entwickelt. Die Herstell-
ungsprotokolle sowohl fiir neuronale und
hepatische Progenitoren aus fotalem
Gewebe als auch ihre Expansion wurden
etabliert. Der Einfluss verschiedener Matrices
und Kulturmedien wurde untersucht, wobei
die Viabilitdt und die Anheftung an die
Substratoberflache nach der Isolation und
Zellaussaat als der kritischste Schritt im
Hinblick auf die Proliferationskapazitét
identifiziert wurden. Die Zellen konnten
unter definierten Kulturbedingungen nach
7 Tagen bis zum 13-fachen expandiert
werden. Dariliberhinaus wurde ein
Membran-Bioreaktor-Modell zur Standardi-
sierung der Kulturbedingungen untersucht,
das die Matrixgeometrie und die physiolo-
gischen Sauerstoffgradienten rekonstruie-
ren kann. Dieses Konzept wird derzeitig
auf verschiedene Zelltypen adaptiert. Die
Differenzierungsparameter expandierter
Zellen werden durch verschiedene zellbio-
logische und molekulare Methoden unter-
sucht. Weiterhin wurde ein Leber- und ein
Nerven-spezifischer DNA-Chip zur
Verbesserung der Evaluierung von Leber-
und Nerven-Progenitor-Zellen entwickelt.

Zuchtung von Knochengewebe

Die Isolierung, Vermehrung und Differen-
zierung primérer osteogener Zellen fiir die
Generierung hochvitaler Knochen-
implantate in vitro ist Gegenstand
intensiver Untersuchungen. Ein wichtiger
Teilaspekt besteht in der Anheftung und
Ausspreitung der Zellen auf geeigneten
Geriistmaterialien sowie der Zellvermeh-
rung und gerichteten Differenzierung
unter besser definierten Medienbeding-
ungen um somit den Einsatz von auto-
logen Seren oder FKS zu minimieren.
Verschiedene serumfreie oder Serum-
reduzierte Kulturmedien wurden entwik-
kelt um die spezifischen Bediirfnisse der
Zellen wahrend der verschiedenen Phasen
der Osteogenese in vitro zu decken. Diese
Strategie erwies sich iiberlegen gegeniiber
der Verwendung nur eines einzigen
Mediums wahrend Anheftung, Vermeh-
rung und Differenzierung. Die initiale

Abb.1. BrdU-markierte
dopaminerge Neurone

Fig.1. BrdU-labelled
dopaminergic neurones
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Anheftung osteogener Zellen auf dreidi-
mensionalen Tragergeriisten wurde durch
die Entwicklung eines neuartigen Halte-
rahmens substantiell verbessert.

EU-Demostrationsprojekt ,,Protein-free
Medium”

Im Berichtszeitraum konnte das EU-
Demonstrationsprojekt (BIO4-CT97-
2140) erfolgreich abgeschlossen werden.
Ziel dieses Projektes war es, die prinzipiel-
le Anwendbarkeit proteinfreier und
chemisch definierter Zellkulturmedien fiir
die Herstellung biopharmazeutischer
Produkte zu zeigen. Im Rahmen dieser
Arbeiten gelang es an der GBF in einem
Modellprozess die Kultivierung von BHK-
Zellen zur Produktion von Interleukin-2
im Pilot- (20 L) und Produktionsmaf3stab
(1000 L) in Airliftreaktoren zu etablieren.
Weiterhin wurden im Rahmen des
Projektes Untersuchungen zur Auswirkung
von proteinfreien Kultivierungs-
bedingungen auf die Produktqualitét
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden
die Glykosylierungsmuster der mit
proteinfreien Medien hergestellten
Produkte eines Projektpartners analysiert
und mit den Mustern verglichen, die von
den selben Produkten erhalten wurden,
wenn sie unter Einsatz serumhaltiger
Kulturmedien produziert wurden. Diese
Untersuchungen zeigten, dass die
Anwendung proteinfreier Medien in der
Regel nicht zu verdnderten Glykosy-
lierungsmustern fithrt. Manche Zellklone
verhalten sich unter diesen Bedingungen
jedoch anders als in serumhaltigen
Kulturmedien, was dann zu unterschied-
lichen Glykosylierungen der erzeugten
Proteine fiihrt.
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EU-Projekt ,,BioNose”

Die Mehrzahl von Produktionsprozessen,
die tierische Zellkulturen anwenden,
werden zur Herstellung von biopharma-
zeutischen Produkten eingesetzt. Entspre-
chend hoch sind die Anforderungen an
Sicherheit und Qualitit, was eine extrem
leistungsfihige Prozesskontrolle erfordert.
Auch heute sind die meisten dieser
Prozesse noch nicht voll optimiert, da es
zur Zeit keine Moglichkeit gibt, alle
notwendigen Prozessparameter online zu
erfassen. Die Anwendung von “Elektroni-
schen Nasen”, d.h. miniaturisierten Arrays
relativ unspezifischer Sensoren, die
charakteristische Signalmuster erzeugen,
wenn sie mit gasformigen Emissionen in
Kontakt gebracht werden, kann ein
Konzept zur Etablierung einer modernen
Prozesskontrolle sein, das den Anforde-
rungen an biopharmazeutische Her-
stellungsprozesse entspricht. Im Rahmen
eines EU-Projektes untersucht die ZKT zur
Zeit zusammen mit anderen europdischen
Forschungsinstituten und Industrie-
partnern, in wieweit “Elektronische
Nasen” zur Erfassung charakteristischer
und reproduzierbarer Signalmuster aus
Fermentationen von Sdugerzellen
eingesetzt werden konnen. Im Mittelpunkt
der hier durchgefithrten Arbeiten steht
dabei die Optimierung transienter
Transfektionssysteme auf der Basis der
HEK 293 Zelllinie sowie die frithzeitige
Detektion von Kontaminationen mit
Mycoplasmen.

Metabolische Netzwerke

In Zusammenarbeit mit Dr. M. Wirth
(SP1.2) wurde ein auf dem ,immediate
early gene” c-fos basierendes GFP-
Reportersystem zur dynamischen Untersu-
chung von Stress-Reaktionen tierischer
Zellen in Kultur konstruiert und charakte-
risiert. Die destabilisierte GFP-Variante
pd2EGFP erwies sich aufgrund ihres
hohen Expressionsniveaus und einer
schnellen Antwort auf die Verinderungen
von Milieubedingungen als Modellsystem
besonderes gut geeignet.
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Cell, Tissue, and Organ Culture Technology (SP 1.3)

The project was initiated in 1999 and focuses on the reconstitution of organ-like tissues from
single cells or cell compositions. The ex vivo regenerated bioartificial tissue substitute shall be used
for the treatment of organ failure as well as for reimplantation. Moreover, the activities serve to
increase the basic knowledge of the cooperation of complex cell systems to generate new concepts
for the development of organ-like tissue models. The main activities focus on following organ
systems: liver (organ failure, pharmatests), bone (reimplantation), heart (heart valves) and
nervous system (reimplantion, treatment of Parkinson’s disease).

Cultivation and Differentiation

of Stem Cells
Our aim is to understand the mechanisms of
proliferation and tissue specific differentiation
in fetal stem cells including liver, CNS and
heart originating from rodent progenitor or
stem cells. In order to identify expression
and differentiation marker gene expression
microarrays for these tissues were
developed.The preparation protocol of neural
and hepatic progenitors from fetal tissue as
well as their expansion are already
established. We started by investigating the
influence of different matrix and culture
medium components on the proliferation of
progenitor cells. The viability and attachment
on the substrate surface of progenitors after
isolation and cell seeding are a very critical
step with respect to the proliferation capacity.
With defined culture conditions cells could be
proliferated up to 13 fold after seven days in
culture. Furthermore, we investigated a
membrane bioreactor model that reconstructs
matrix geometry and physiologic oxygen
gradients of cultured cells to standardise the
culture conditions. This concept will be now
adapted to different cell types. The
differentiation parameters of expanded cells
are monitored by different cell biological and
molecular methods. In addition, a liver and

neural specific DNA chip is being developed to

improve the evaluation of liver and neural
progenitor cells.

In vitro Generation of Bone Tissue

The isolation, proliferation, and differentiation
of primary osteogenic cells for the generation
of highly viable bone implants in vitro is a
field of intensive investigation. An important
issue within this topic is the attachment and
spreading of cells onto suitable scaffold
materials as well as cell expansion and
directed differentiation under more defined
medium conditions thus minimizing the use
of autologous sera or FBS. Different serum-
free or serum-reduced culture media have
been developed to meet the specific cellular
requirements for each of the different phases
of osteogenesis in vitro. This strategy proved
to be superior to the use of the same media
during attachment, expansion and
differentiation. The initial attachment of
osteogenic cells on three-dimensional scaffolds
has been substantially improved after
development of a novel support screen.
During the last year the EU-Demonstration
Project (BIO4-CT97-2140) was successfully
completed. Main objective of this project was
to demonstrate the applicability of protein-free
and chemically defined cell culture media for
the manufacturing of biopharmaceuticals in
principle. During the work for the project it
was possible to establish a model process at
GBF for the cultivation of BHK cells for the
production of Interleukin-2 on pilot (20 L)
and production scale (1000 L) in airlift
bioreactors. Furthermore, the effects of

Abb.2. 3-Komponenten
Mini-Festbett-Bioreaktor-
Station fur die Kultivierung
mesenchymaler Stamm-
zellen

Fig. 2. 3-Component mini-
fixed-bed bioreactor system
for the cultivation of
mesenchymal stem cells.



protein-free cultivation conditions on product
quality was investigated. For this purpose, the
glycosylation patterns of the products of one
project partner that were produced using
protein-free cell culture media were analysed.
These patterns were compared to those
obtained from the same products when
produced with serum-containing media. These
investigations demonstrated that protein-free
cultivation conditions normally do not alter
the glycosylation patterns of the product.
Nevertheless, some cell clones behave
differently under these conditions than in
serum-containing cell culture media leading
to different glycosylation patterns of the
proteins produced.

EU-Project “BioNose”

A majority of the animal cell culture processes
is used for the production of biopharma-
ceutical products. Accordingly, the
requirements on quality and safety are high,
demanding an extremely efficient process
control equipment. Even today most processes
are sub-optimised since there currently exist
no means to monitor all important process
parameters on-line. The application of
“Electronic Noses”, i.e. miniaturised arrays of
rather unspecific sensors that generate
characteristic signal patterns when exposed to
gaseous emissions, can provide a concept for
the establishment of modern process control
equipment that meets the requirements of
manufacturing processes of biopharma-
ceuticals. In the course of an EU-project ZKT,
together with other European research
institutions and industrial partners, currently
investigates the potential of “Electronic Noses”
for the monitoring of characteristic and
reproducible signal patterns from
fermentations with mammalian cell lines.
This work is focussed on the optimisation of
transient transfection systems (based on the
HEK 293 cell line) as well as the early
detection of contaminations with mycoplasma.
During the first year of the project the
cultivation systems that are intended to be
used were established successfully and the
prototype of the “Electronic Nose” developed
by other project partners was installed. Further
work will first concentrate on the
determination of cell line specific signal
patterns and the influence of different
bioreactor configurations on these patterns.
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Metabolic Networks

A GFP reporter system based on the
“immediate early gene” c-fos for dynamic
investigations of stress reactions of animal
cells in culture was constructed and
characterized in a collaboration with Dr. M.
Wirth (SP1.2). The destabilizing GFP variant
pd2EGFP showed high expression rates and
was selected as a suitable model responding to
changes in culture conditions.
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Zell- und Gewebekulturen (SP 1.4)

Projektleiter [Project leader: Dr. A. Bader [Nachwuchsforschergruppe Organ- und Gewebe-
kulturen [Junior Research Group Organ- and Tissue Culturing

Projektmitarbeiter [(Project members: L. Just, E. Stahl, C. Mauth, E. Schmelzer

Unser Ziel ist es, die Mechanismen zur Proliferation und gewebespezifischen
Differenzierung von fotalen Vorlduferzellen und Stammzellen der Ratte aus der Leber und

dem ZNS zu erforschen. Um die Expressions- und Differenzierungsmarker zu
identifizieren, werden dazu gewebespezifische Microarrays entwickelt. So kbnnen
Microarrays fiir Expressionsanalysen von neuralen und leberspezifischen Proteinen wie
Neurofilamente, Rezeptoren oder Enzyme des Cytochrom P450 und Phase II-Systems
genutzt werden, um Wachstums- und Differenzierungsphasen von neuralen Zellen und
Hepatozyten in Abhingigkeit von ihrer Umgebung bestimmen zu kénnen. Zur
Optimierung der Zellkulturbedingungen und zur Analyse der physiologischen Kapazitit
des generierten Gewebes ist es daher von Vorteil, die traditionellen molekularen und
zellbiologischen Methoden zusammen mit der Microarray-Technologie einzusetzen.

Expansion von neuronalen Vorlaufer-
zellen aus dem ventralen Mesencephalon
der Ratte und ihre Differenzierung zu
dopaminergen Neuronen
Transplantationen von fotalen dopa-
minergen Neuronen werden mittlerweile
als eine therapeutische Moglichkeit bei
der Parkinson’schen Erkrankung ange-
sehen. In diesem Projekt soll die in vitro-
Expansion von neuronalen Vorlduferzellen
der Ratte und ihre anschliefiende
Differenzierung zu Dopaminneuronen
optimiert werden. Weiterhin wollen wir
die individuellen Faktoren, welche die
Differenzierung der expandierten
Vorlduferzellen induzieren kénnen,
analysieren. Zunichst haben wir
begonnen, den Einflufd von verschiedenen
Matrices und Zellkulturmedienkompo-
nenten auf die Proliferation der
Vorlauferzellen zu untersuchen. Die

Proliferierte Vorlauferzellen
differenzieren sich zu
dopaminergenNeuronen.
Zellkerne der proliferierten
Zellen: rot; Dopaminneu-
rone: grun; Balken: 25 pm.

Proliferated precursors
differentiate into dopa-
minergic neurones. Nuclei
of proliferated cells: red;
Dopamine neurones: green;
bar: 25pm.

werden jetzt mittels Transplantationen im
Parkinson Rattenmodell durch die
Forschergruppe von Herrn Guido Nikkhah
an der Medizinischen Hochschule
Hannover untersucht.

Uberlebensrate und das Anheftungs-
verhalten der Zellen ist in Bezug auf die
Proliferationskapazitit dufderst wichtig.

Fotale Hepatozyten und embryonale
Stammzellen — Optimierung der
Proliferation und Differenzierung

Unter definierten Kulturbedingungen
konnten die Vorlduferzellen innerhalb
einer Woche bis zum 13fachen vermehrt
werden. Die Differenzierungsparameter
der generierten Neurone wurden dabei
mittels Immunzytochemie, in situ-
Hybridisierung, RT-PCR, HPLC und
Microarray-Technik bestimmt. Das
physiologische Potential der in vitro-
generierten dopaminergen Neuronen und
ihre Fahigkeit, komplexe sensomotorische
Verhaltenweisen wiederherzustellen,

Fotale Hepatozytenkulturen stellen ein
optimales System fiir Anwendungen in
drug screening Modellen, fiir bioarti-
fizielle Leberorgansysteme und nicht
zuletzt fiir die Grundlagenforschung der
Embryonalentwicklung dar.Unser Ziel ist
daher, fotale Hepatozyten am Modell der
Ratte in vitro zu proliferieren und zu
differenzieren, um einen Pool hoch
differenzierter Hepatozyten zu generieren,
welche die komplexen metabolischen
Funktionen adulter Hepatozyten in vivo



exprimieren. Aus diesem Grund isolierten
wir fotale Hepatozyten bestimmter
Entwicklungsstadien und etablierten
optimale Kulturbedingungen, wie zum
Beispiel Kulturmatrix, Medien, Supple-
mente und Wachstumsfaktoren. Der
Nachweis der komplexen metabolischen
leberspezifischen Funktionen erfolgte
durch Messung der Albuminproduktion,
der Cytochrom-P450-Aktivitit, des
Glukosegehalts und des Laktatumsatzes,
sowie durch in situ Hybridisierung und
Immunzytochemie. Wir sind auf Grund
der optimierten Kulturbedingungen in der
Lage, grofie Zellmengen zu generieren,
wobei die Hepatozyten die komplexen
metabolischen Funktionen von
Leberzellen in vivo exprimieren.

DNA Chiptechnologie

Sowohl durch Variationen in der Erb-
substanz als auch durch Umweltfaktoren
ergeben sich die individuellen
Unterschiede innerhalb einer Population.
Diese Einfliisse konnen sowohl durch die
Analyse von Sequenzvariationen
(Mutationen und Polymorphismen) als
auch durch die Analyse der Genexpression
untersucht werden. Zur Analyse von bio-
logischen Systemen mit 100.000 Genen
mufd die Genexpression quantitativ auf
genomischer Ebene erfafit werden. Bisher
haben wir drei DNA Chips dafiir
entwickelt, einen humanen und einen
Rattenleberchip sowie einen neuralen
Chip der Ratte. Diese Chips enthielten
mehrere 100 Oligonukleotide und wurden
mit fluoreszenzmarkierter cDNA
hybridisiert. Die Vorteile der Chiptechno-
logie gegeniiber den klassischen
molekular-biolgischen Methoden beruhen
auf dem hohen Parallelisierungsgrad und
dem miniaturisierten Format. Die DNA
Chiptechnologie eignet sich besonders fiir
schnelle und effiziente Analysen im
Massenscreening.
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Cell and Organ Tissue Culturing (SP 1.4)

This project aims to investigate the mechanisms of proliferation and tissue specific differentiation
in progenitor or stem cells obtained from foetal liver and CNS of rat. In order to identify
expression and differentiation marker we developed gene expression microarrays for these
particular tissues. For example, microarrays for neural specific proteins, like neurofilaments,
receptors, or neurotransmitter related enzymes as well as for cytochrome P450s and Phase 11
enzymes can be used to evaluate neural cells and hepatocytes in different growth and
differentiation phases. In order to optimise cell culture conditions, and analyse the physiological
capacity of engineered tissue it will be necessary to use traditional molecular and cell biological
methods in combination with microarray technology.

Expansion of neuronal progenitors from
ventral mesencephalon of rats and their
differentiation into dopaminergic
neurones
Transplantations of foetal dopaminergic
neurones from ventral mesencephalon have
become a therapeutic option for patients with
severe Parkinson’s disease. In this project we
seek to optimise the in vitro expansion of
neuronal progenitors and their differentiation
into dopaminergic neurones in the rat animal
model. Furthermore, we want to investigate
the individual factors which induce specific
differentiation of expanded progenitors. We
started by investigating the influence of
different matrix and culture medium
components on the proliferation of progenitor
cells. The viability and attachment on the
substrate surface of progenitors after isolation
and cell seeding was a very critical step with
respect to the proliferation capacity. With
defined culture conditions cells could be
proliferated up to 13 fold after seven days in
culture. The differentiation parameters of
generated neurones were monitored by
immunocytochemistry, in situ hybridisation,
RT-PCR and HPLC analysis, and neural
specific microarrays. The physiological
potential of in vitro generated dopaminergic
neurones and their ability to restore complex
sensorimotor behaviours is going to be
analysed in the rat Parkinson model by the
research group of Guido Nikkhah at the
Medical School Hannover.

Foetal hepatocytes and embryonic stem
cells — optimisation of proliferation
capacity and differentiation

Foetal hepatocytes provide an optimal tool for

research in drug screening models, bioartificial

liver support systems and in basic investi-

gations of embryonic development. Our goal is

to proliferate and differentiate foetal rat

hepatocytes as a model for human cells in
vitro to generate a pool of highly
differentiated hepatocytes with complex
metabolic functions of adult hepatocytes in
vivo. For this reason, we isolated stage specific
foetal hepatocytes and established optimal
culture conditions including extracellular
matrix, culture media, supplements, and
growth factors. Support of metabolic function
was investigated by several liver specific
functions: albumin production, cytochrome-
P450-activity, glucose and lactic acid turn-
over, in situ hybridisation and immuno-
cytochemistry. By using our optimised culture
conditions and application of growth we could
generate great amounts of hepatocytes which
represent complex metabolic functions of liver
cells in vivo.

DNA chip technology

Biological differences among individuals in a
population are due to both genetic and
enviromental factors. These influences can be
understood by studying variability in genomic
sequence (mutations and polymorphisms) and
in how much of each gene product is made in
a given cell or tissue (gene expression). For
the understanding of biological systems with
100,000 genes the measurement of RNA
levels for a complete set of transcripts of an
organism is necessary. We have developed
three specific microarrays for human liver, rat
liver and, rat neurons. These DNA chips,
containing several hundred immobilised DNA
samples, were hybridised with fluorescent
labelled cDNA probes. The power of the
microarrays comes from the highly parallel,
addressable, miniaturised format that provides
significant advantages over traditional
molecular biological methods. Parallel gene
analysis with DNA chips provides a rapid and
efficient method for large-scale and high
throughput applications.
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Koordinator [Coordinator:

Prof. Dr. G. S. Chhatwal

Abt. Mikrobielle Pathogenitit
und Impfstoffforschung [Dept.
of Microbial Pathogenicity and
Vaccine Research

Infektionskrankheiten tibertreffen sowohl
an Haufigkeit als auch gemessen an der
Sterblichkeit alle anderen Arten von
Krankheiten. Weltweit finden pro Jahr
tiber 17 Millionen Menschen durch Infek-
tionskrankheiten den Tod. Trotz Verfiig-
barkeit einer grofden Zahl verschiedener
Antibiotika sind die Infektionskrankheiten
weiter auf dem Vormarsch. Neben
Antibiotikaresistenz zihlten hierzu in den
letzten Jahren auch viele andere Faktoren
als Ursache. Der Mensch versucht, durch
neue Antibiotika, Vakzine und verbesserte
Hygiene die pathogenen Mikroben auszu-
schalten. Die Mikroben reagieren hierauf
mit der Entwicklung neuer Stoffwechsel-
wege, neuer Proteine und anderer
Strategien, die nicht weniger genial sind
als die, welche der Mensch zu ihrer Ver-
nichtung entwickelt hat. Zieht man die
Sterblichkeitszahlen in Betracht, sieht es
so aus, als hatten die Mikroben in dieser
Auseinandersetzung zur Zeit die Ober-
hand. Das Problem wird dadurch ver-
schirft, dass die Menschen immer dlter
werden und durch Globalisierung die
weltweite Mobilitit erhoht wird. Zusitz-
lich gewinnen aufgrund der Verinderun-
gen unseres heutigen Lebensstils, Sozial-
lebens und kommerzieller Interessen vie-
ler Lebensmittelproduzenten ,neue” Erre-
ger und Epidemien, wie z.B. Prionen, HIV,
MKS etc., an Bedeutung. Ein weiteres Pro-
blem sind korpereigene Reaktionen auf
die Infektion, darunter Autoimmun-
erkrankungen, die als Folge vieler Infektio-
nen bei bestimmten genetisch dazu veran-
lagten Personen vorkommen kénnen. Die
Probleme von Infektions- und Folge-
erkrankungen sind also keineswegs gelOst.
Daher gilt die Erforschung von Infektions-
krankheiten und Immunitat als eine der
groféen gesundheitspolitischen Herausfor-
derungen dieses Jahrhunderts.

Pathogenitatsforschung und Vakzinentwicklung (SP 2)

Die Praventivmedizin bietet angesichts der
steigenden Behandlungskosten vielver-
sprechende Perspektiven fiir eine medizi-
nisch und 6konomisch effektive Bekimp-
fung von Infektionskrankheiten. Die Ent-
wicklung neuer Impfstoffe setzt ein detail-
liertes Verstindnis der Abldufe von Infekti-
onskrankheiten voraus. Dieses beinhaltet
die Natur und die Funktionen der
Virulenzfaktoren, ihre Wechselwirkungen
mit Wirtszellkomponenten, die Reaktio-
nen des spezifischen und nicht spezifi-
schen Immunsystems und die genetische
Veranlagung des Wirtes.

Das Ziel des Schwerpunktes ist es,
Pathogenititsmechanismen und Wirtsab-
wehrreaktionen besser zu verstehen.
Schwerpunktmifdig werden pathogene
Keime der Schleimhiute in Verbindung
mit dem Schleimhautimmunsystem bear-
beitet. Sechs Arbeitsgruppen und zwei
Nachwuchsgruppen der GBF arbeiten in
diesem Schwerpunkt zusammen, um ver-
schiedene Aspekte der Pathogenitit und
Immunabwehr zu untersuchen. Die aus
dieser Forschung gewonnenen Ergebnisse
sollen dem besseren Verstindnis der
Wechselwirkungen zwischen Erreger und
Wirt im Verlauf eines Infektionsprozesses
dienen. Unter anderem dienen diese Er-
kenntnisse der Entwicklung und Herstel-
lung neuer effektiver Impfstoffe gegen
Infektionskrankheiten. Dariiber hinaus
wird die genetische Basis der Wirt-Patho-
gen-Wechselwirkung genauer untersucht,
um neue Strategien zur Bekimpfung der
Infektionskrankheiten zu entwickeln.
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Pathogenicity and Vaccine Research (SP 2)

Infections are the major cause of disease and
death, responsible for over 17 Million deaths
per year worldwide. In spite of the availability
of different antibiotics, infectious diseases
remain to be a serious health problem. Beside
antibiotic resistence, many other factors make
it difficult to control the infections. Man tries
to combat pathogens through new antibiotics,
vaccines and better hygiene and sanitation.
The microbes react to this by developing new
metabolic pathways, new pathogenicity factors
and other strategies, which are as sophisti-
cated as those which Man has developed to
destroy the microbes. Considering the
mortality rates it seems that the microbes have
an advantage in this conflict. Another
problem is the increase in life expectancy and
increased mobility due to globalization.
Furthermore, due to changes in our life style,
social life and the commercial interests of food
producers, new infectious agents and
epidemics, e.g. prions, HIV, foot and mouth
disease, etc. are emerging. Another problem
are autoimmune diseases, which are caused by
certain pathogenic bacteria and which affect
especially people who are genetically
predisposed to these diseases. Therefore,
infectious diseases and their sequelae remain
a serious problem and a big burden for health
systems worldwide. The research on infectious
diseases and immunity is considered as a big
challenge for this century.

As a result of increasing costs for the
treatment of infectious diseases, the preventive
medicine, i.e. vaccination, is an attractive
perspective to control infectious diseases both
efficiently and economically. The development
of new vaccines however requires a detailed
understanding of the processes that lead to
infection. This comprises the nature and the
function of virulence factors, their interaction
with host cell components, the respective
host immune response and the genetic
predisposition of the host.

The goal of this research area is a detailed
understanding of pathogenic mechanisms as
well as the host defence system. Our research
is focussed on pathogens of mucosal surfaces
(infections of the respiratory and the intestinal
tract) and the response by the mucosal
immune system. Six research groups and two
young investigator groups working on different
aspects of pathogenicity and immune defence
are contributing to this research area. The
results obtained by our research shall lead to a
better understanding of the interactions
between pathogen and host during the
infection process. This knowledge will be the
basis for the development and production of
new effective vaccines against these infectious
diseases. Furthermore, the genetic basis of
host-pathogen-interaction will be studied in
detail in this research area in order to develop
new strategies for prevention and control of
infectious diseases.
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Mechanismen pathogener Prozesse (SP 2.1)

Pathogenitatsfaktoren von Streptokokken und Pneumokokken

Projektleiter [Project leader: Prof. Dr. G.S. Chhatwal [Abt. Mikrobielle Pathogenitit und
Impfstoffforschung [(Dept. of Microbial Pathogenicity and Vaccine Research

Projektmitarbeiter [Project members: S. Bergmann, K. Dinkla, P. Fagan, A. Haidan, S. Hammerschmidt, W. Jansen,
E. Medina, G. Molinari, M. Rohde, S. Talay, R. Towers

Infektionen sind weltweit die Ursache fiir die meisten Todesfille. Trotz Verfiigbarkeit
verschiedener Antibiotika bleiben die Infektionen durch Streptokokken und Pneumokok-
ken ein ernstes Gesundheitsproblem. Rheumatisches Fieber , an denen Millionen von
Kindern leiden, stellt eine wichtige Nachfolgeerkrankung der Streptokokkeninfektionen
dar. Die genauen Mechanismen dieser Krankheit sind noch nicht bekannt. Eine Vorausset-
zung zur Bekdmpfung der Infektion ist die Aufklarung der Pathogenititsmechanismen
und Etablierung geeigneter Tiermodelle. Ziel dieses Projekts ist, die Infektionsmechanismen
der Krankheitserreger durch Struktur:Funktions-Analyse von Pathogenitatsfaktoren und
durch Untersuchungen der Wirt-Pathogen-Wechselswirkungen zu studieren und ein Maus-
modell zu etablieren. Es wird auch angestrebt, den Fadenwurm C. elegans als
Streptokokkeninfektionsmodell einzusetzen.

Gruppe C und G Streptokokken als
maogliche Ausléser des rheumatischen
Fiebers

Streptokokken verursacht werden. Falls die
weiteren Untersuchungen in endemischen

Das akute rheumatische Fieber (ARF) ist
eine Folgeerkrankung der unbehandelten
Gruppe A Streptokokken-Pharyngitis bei
Kindern zwischen 5 und 15 Jahren. Mit
Millionen von neuen Fillen pro Jahr stellt
ARF auch heute noch ein grofies Gesund-
heitsproblem dar. Die Pathogenese des
ARF ist nicht geklart, es ist aber anzuneh-
men, daf$ es sich hierbei um eine abnor-
male Immunantwort des Wirts handelt.
Streptokokken der Gruppe C und G, die
hauptsichlich bei Tierinfektionen vor-
kommen, wurden bisher nicht mit ARF in
Verbindung gebracht. Wir haben gezeigt,
daf} Gruppe C und G Streptokokken auch
ein Ausldser des rheumatischen Fiebers
sein konnten. Bei den Aborigines in
Australien, die kaum an Gruppe A
Streptokokken-Pharyngitis erkranken,
dagegen aber hohe Raten an Gruppe C
und G Streptokokken aufweisen, zeigen
weltweit die hochste Rate an ARE Wir
konnten zeigen, daf} die Antikorper gegen
C und G Streptokokken in der Lage waren,
mit menschlichem Herzmyosin zu
reagieren. Die Antikorper gegen Gruppe A
Streptokokken-Hautisolate waren dagegen
negativ. Die Ergebnisse liefern einen
moglichen Beweis dafiir, dafd manche
ungeklarten Fille von ARF durch C und G

Gebieten dies bestidtigen, ist als Konse-
quenz auch auf Gruppe C und G Strepto-
kokken im Rachenraum zu untersuchen.

Genetische Suszeptibilitat der Gruppe A
Streptokokken-Infektion

Gruppe A Streptokokken verursachen ein
breites Spektrum an Krankheiten. Wegen
genetischer Heterogenitit der menschli-
chen Bevolkerung ist es notwendig, Tier-
modelle zu etablieren, um die Suszeptibilitits-
mechanismen genauer zu untersuchen.
Wir haben gezeigt, dafd unterschiedliche
Mausstamme auch unterschiedliche
Suszeptibilitit gegeniiber Gruppe A Infek-
tionen zeigen. Den resistenten Maus-
stimmen gelang es, die Streptokokken
schnell zu beseitigen, wohingegen die
anfilligen Mause nicht in der Lage waren,
das Wachstum der Bakterien zu bekamp-
fen und die Infektion zu iiberleben. Die
resistenten Mduse, die B- und T-Zellmangel
aufwiesen, waren genauso resistent wie
immunkompetente Mduse. Diese Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dafd es sich bei
der Suszeptibilitit hauptsachlich um
angeborene Immunitit handelt. Dariiber
hinaus wurde festgestellt, daf$ die mannli-
chen Tiere im Vergleich zu den weiblichen
viel empfindlicher waren. Die Ergebnisse
zeigten erstmals den Einfluf} des genetischen
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Hintergrunds auf Suszeptibilitit gegen-
uiber S. pyogenes-Infektion in der Maus.

Molekulare Mechanismen der Strepto-

kokkeninvasion in eukaryontischen

Zellen
Pathogene Streptokokken adhirieren an
humane Epithelzellen und dringen in sie
ein. Mit Hilfe eines eleganten heterologen
Expressionssystems gelang es, den mole-
kularen Mechanismus des bislang wich-
tigsten Adhasins und Invasins, dem Sfbl
Protein, zu analysieren. Eines der Schliissel-
elemente dieses Proteins, der sogenannte
»Spacer”, wurde durch Ligandeninteraktion
als kooperativ aktivierbar identifiziert und
ist fuir die Invasion essentiell. Immunologisch
gesehen, spielt diese Eigenschaft eine
wichtige Rolle: die geschlossene Konfor-
mation verhindert sowohl die Generie-
rung spezifischer Antikorper, als auch die
Erkennung durch kiinstlich erzeugte spezi-
fische Antikorper. Neben dem Spacer
wurde eine weitere Doméane des Sfbl
Proteins identifiziert, die als ,Enhancer”
die Spacer-vermittelte Invasion unter-
stiitzt. Diese Domadne wirkt als direkter
Effektor auf die Organisation des Wirts-
zytoskelettes und bewirkt lokalisierte
Veranderungen der Wirtszellmembran
(Lamelliopodia Formation). Dies zeigt,
dass die Wirtszelle selbst den bakteriellen
Aufnahmeprozef aktiv unterstiitzt.

Ein neuartiges Immunglobulinbindungs-
protein von Gruppe A Streptokokken
und dessen mégliche Bedeutung bei
rheumatischem Fieber
Immunglobulin bindende Proteine
kommen bei Streptokokken hiufig vor
und sind mit invasiven Krankheiten assoziiert.
Ein neuartiges sekretiertes Immunglobulin-
bindungsprotein, genannt SibA, wurde von
uns identifiziert und charakterisiert. SibA
ist in der Lage, alle IgG Subklassen, Fc- und
Fab-Fragmente als auch IgA und IgM zu
binden. Diese Eigenschaften machen SibA
einzigartig unter den Immunglobulin-
bindungsproteinen. SibA besitzt Regionen,
die Ahnlichkeit zu Myosin schweren Ketten
aufweisen. Da diese Regionen moglicher-
weise an der Entstehung des rheumati-
schen Fiebers beteiligt sind, ist zu erwarten,
dass SibA eine Rolle bei dieser auto-
immunen Nachfolgeerkrankung spielt.

2L niu

Eno, ein Plasminogenbindungs-
protein von Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae verursacht ernsthafte
invasive Infektionen wie Sepsis oder
Meningitis. Eine Wechselwirkung zwi-
schen Pneumokokken-Proteinen und
Wirtsproteinen fiithrt zu einer Trans-
migration der Bakterien durch Epithel-
zellbarrieren. Kiirzlich wurde berichtet,
dass die Bindung von Plasminogen an
Pneumokokken an dieser Transmigration
mafigeblich beteiligt ist. Wir haben einen
bakteriellen Faktor, genannt Eno, identi-
fiziert, der in der Lage ist, Plasminogen
zu binden. Eno-Protein ist ein Enzym
(a-Enolase), das fiir den Metabolismus
von Bakterien notwendig ist. Dieses
Protein wird von Bakterien sekretiert, ist
aber in der Lage, gleichzeitig Bakterien
und Plasminogen zu binden. Die Bindung
von Plasminogen an Eno und die
nachfolgende Aktivierung stellt einen
Virulenzmechanismus dar, der eine Rolle
bei invasiven Infektionen spielen konnte.
Dies ist ein erstes Beispiel bei Pneumo-
kokken, dass ein “housekeeping protein”
als Virulenzfaktor identifiziert wurde.
Immunelektronenmikroskopische Analyse
zeigte, dass Eno-Protein im Zytoplasma
und an Bakterienoberflichen bei
bekapselten und unbekapselten Pneumo-
kokken ubiquitar vorkommt.
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Immunelektronenmikroskopi-
sche Lokalisierung des Eno-
Proteins in Pneumokokken mit
Hilfe spezifischer polyklonaler
Antikdrper und kolloidalen
Goldpartikeln A-C: Lokalisie-
rung des Eno-Proteins auf der
Zelloberflache mit Hilfe der
Feldemissions-Rasterelektro-
nenmikroskopie (weil3e Parti-
kel). In B wurden die Pneumo-
kokken mit isoliertem Eno-
Protein vorinkubiert und man
erkennt die Bindung an die
Pneumokokken Zellober-
flache, da im Vergleich zu vor-
her nicht mit Eno inkubierten
Pneumokokken (A und C)
wesentlich mehr Eno-Protein
nachweisbar ist. D: Lokalisie-
rung des Eno-Proteins am
Ultradunnschnitt; Eno-Protein
ist sowohl an der Zellober-
flache als auch im Zytoplasma
nachweisbar.

Electron microscopic
localization of Eno protein in
pneumococci with specific
polyclonal antibodies and
colloidal gold particles A-C:
Localization of eno proteins
on the cell surface by field
emission electron microscopy
(white particles). In panel B,
the pneumococci were pre-
incubated with isolated eno
protein where a much higher
binding was observed
compared to the pneumococci
which were not incubated
with eno protein (panel A and
C). In panel D, ultra thin
sections show the localization
of eno protein in both cell
surface and in cytoplasm.



73 | Forschungs- und Entwicklungsarbeiten Forschungsschwerpunkt: Pathogenitatsforschung

Mechanisms of Pathogenic Processes (SP 2.1)
Pathogenicity Factors of Streptococci and Pneumococci

Microbial infections are one the major causes of human disease. In spite of the availability of
antibiotics the infections caused by streptococci and pneumococci remain a serious health problem.
Millions of children worldwide are suffering from rheumatic fever and rheumatic heart disease,
the sequelae of streptococcal infections. The exact mechanism for induction of rheumatic fever is
not yet known. A prerequisite for control of streptococcal infections is the elucidation of
pathogenicity mechanisms and the development of suitable animal models. The aim of this project
is the elucidation of infection mechanisms of these bacteria by structure:function analysis of their
pathogenicity factors and by studying host-pathogen interactions and to develop a mouse model.
The nematode C. elegans will also be included as an additional model for streptococcal infections.

The association of Group C and Group G
streptococcal carriage with rheumatic
fever

Influence of genetic background on
susceptibility to streptococcal infections
Clinical manifestation of infection caused by

Acute rheumatic fever (ARF) is a sequelae of
an untreated group A pharyngitis. It mostly
affects children between 5 and 15 years of age
and with millions of new cases registered every
year it represents a big health problem.
Although the pathogenesis of ARF is not yet
fully known, there are evidences that an
abnormal immune response of the host plays a
major role. Group C and group G streptococci
most of which are animal pathogens have not
been associated with ARF. We have now
shown for the first time a correlation between
the carriage of group C and group G
streptococci and ARF. The Australian
Aboriginal population has the highest rate of
ARF although the group A streptococcal
pharyngitis is uncommon. The throat carriage
of group C and group G streptococci among
Aboriginal population, however, is widespread.
We showed that antibodies against group C
and group G streptococcal isolated from an
Aboriginal community cross-react with human
cardiac myosin. Antibodies against group A
streptococcal skin isolates from the same
population were negative. These results
provide for the first time an explanation for
the cases of ARF with no history of group A
pharyngitis. If further studies in other
endemic areas confirm the role of group C and
group G streptococci in the induction of ARF,
it could have a consequence that throat swabs
from pharyngitis patients should also be tested
for group C and group G streptococci and
appropriate steps be taken for their erdication.

group A streptococci can take the form of a
self-limiting pharyngitis or superficial
impetigo to more serious invasive diseases. It
has been suggested that factors associated with
intrinsic properties of the host are critical for
the severity of streptococcal infections. The
main focus of our studies is to investigate the
influence of host genetic factors on severity of
infection caused by S. pyogenes. To achieve
this we undertook the development of a
suitable mouse model of streptococcal
infection using genetically well-defined inbred
strains. With this infection model, we have
shown that different strains of mice exhibited
different capacities to control infection with S.
pyogenes. Resistant mouse strains were able
to clear and survive the infection. In contrast,
susceptible mice were totally unable to control
bacterial growth resulting in progressive
bacterial multiplication and death. In order to
determine mechanisms involved in bacterial
clearance in the resistant mouse strains, we
have performed a set of experiments using B
and T cells-deficient mice from the resistant
background and found that immune-deficient
mice were as resistant to infection as immune-
competent mice. These results suggest that the
effector mechanisms against S. pyogenes
present on the resistant mouse strains are
independent of adaptive immunity. Resistance
was also influenced by sex with males being
much more susceptible than females. These
results demonstrate for the first time the
influence of genetic background on suscepti-
bility to infection with S. pyogenes in mice.
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Molecular mechanisms of streptococcal
invasion in eukarytic cells.

promote the penetration through reconstituted
basement membranes. We have identified a

Group A streptococci adhere and invade
epithelial cells. A fibronectin binding surface
protein, Sfbl protein, has been identified as an
important adhesin and invasin of group A
streptococci. We analysed the molecular
mechanisms of Sfbl protein by using an
elegant heterologous expression system. A key
element of Sfbl protein , the so called “spacer”
that is activated by a cooperative binding
mechanism plays an essential role in the
invasion process. This feature has an
important immunologic role since the hidden
conformation prevents not only the generation
of specific antibodies but also the recognition
by antibodies generated in rabbits. Besides
“spacer” another Sfbl domain was identified
that supports the spacer-mediated invasion.
This domain has direct effect on the
organisation of host cytoskeleton leading to
localized changes in host cell membrane.
These results underline the role of host cells in
uptake of pathogenic bacteria.

pneumococcal factor, designated Eno protein,
which is capable of binding plasminogen. Eno
protein is an enzyme (a--enolase) required for
viability and metabolism. Eno is secreted by
the bacteria but is capable of reassociation to
the bacterial surface. The binding of Eno to
plasminogen and its subsequent activation to
plasmin represents a virulence mechanism
that might play a role in invasive infections.
This is a first example of a pneumococcal
house keeping protein that also acts a a
virulence factor. Immunoelectron microscopy
indicated the presence of Eno protein in the
cytoplasm as well as on the bacterial surface of
both encapsulated and unencapsulated
pneumococci. Eno protein is ubiquitously
distributed among pneumococcal serotypes.

Publications [Ver6ffentlichungen
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streptococci might be associated with acute

A novel immunoglobulin binding protein
from group A streptococci and its
possible involvment in rheumatic fever
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of the Northern Territory of Australia. The
Lancet 356:1167-1169.

Immunoglobulin binding proteins are well
characterized pathogenicity factors which have
been associated with streptococcal invasive
disease. We have now identified and
characterized a novel secreted immuno-
globulin binding protein, designated, SibA.
This streptococcal protein binds all 1gG
subclasses, the Fc and Fab fragments but also
IgA and IgM making it unique among other
immunoglobulin binding proteins. SibA has
regions of local similarity with other coiled
proteins such as human myosin heavy chain
which are of potential significance in the
development of the autoimmune sequelae of
streptococcal disease.

Eno, a plasminogen binding protein from
Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae belongs to the
normal flora of the human respiratory tract
but is also able to cause serious invasive
infections such as sepsis and meningitis. The
interaction of pneumococcal proteins with
human host proteins leads to transmigration
through the epithelial cell barrier. Recent
studies indicate that binding of human
plasminogen to the surface of pneumococci
and its subsequent activation to plasmin

Talay SR, Zock A, Rohde M, Molinari G,
Oggioni M, Pozzi G, Guzman CA, Chhatwal
GS (2000) Co-operative binding of human
fibronectin to Sfbl protein triggers
streptococcal invasion into respiratory
epithelial cells. Cell Microbiol 2:521-535.

Bergmann S, Rohde M, Chhatwal GS,
Hammerschmidt S (2001) a-enolase of
Steptococcus pneumoniae is a
plasmin(ogen)-binding protein displayed on
the bacterial cell surface. Mol Microbiol
40:1273-1287.

Fagan PK, Reinscheid D, Gottschalk B,
Chhatwal GS (2001) Identification and
characterization of a novel secreted
immunoglobulin binding protein from group A
streptococcus. Infect Immun 69:4851-4857.

Medina E, Goldmann O, Rohde M, Lengeling
A, Chhatwal GS (2001) Genetic control of
susceptibility to group A streptococcal infection
in mice. J Infect Dis 184:846-852.



75 | Forschungs- und Entwicklungsarbeiten Forschungsschwerpunkt: Pathogenitétsforschung

Die rasterelektronenmi-
kroskopischen Aufnahmen
zeigen fruhe Phasen der
Phagozytose von opso-
nierten Erythrozyten durch
Makrophagen. (a) nicht
transfizierter Makrophage,
in (b) wurden die Zellen mit
einem Konstrukt transfiziert,
das fir die prolinreichen
ActA”’Repeats” kodiert und
die Rekrutierung von
Ena/VASP Proteinen
“neutralisiert”. Wurde die
Rekrutierung von Ena/VASP
Proteinen unterbunden (b),
konnten die Makrophagen
zwar noch opsonierte
Erythrozyten binden, aber
keine lamellipodialen
Auslaufer (Pfeilspitzen in a)
mehr bilden, womit die
Phagozytose blockiert war.

Scanning electron
microscopy analysis of early
stages of phagocytosis of
opsonized erythrocytes by
macrophages. (a) untrans-
fected macrophages, in

(b) cells were previously
transfected with a construct
coding for the proline-rich
ActA repeats that
”neutralize* targeting of
Ena/VASP proteins. Upon
interfering with recruit-
ment, e.g. the targeting of
Ena/VASP proteins in (b),
macrophages were still able
to bind to opsinized
erythrocytes but did not
form lampellipodia-like
extensions (arrow heads in
a). As a result the phagocytic
process is blocked.

Pathogen/Wirtszell-Interaktionen

Projektleiter [(Project leader: Prof. Dr. J. Wehland [Abt. Zellbiologie [Dept. of Cell Biology

Projektmitarbeiter (Project members: B. Behrendt, S. Benesch, M. Geese, D. Monner, S. Pust, K. Rottner, A. Sechi,

T. Stradal

Die Abteilung Zellbiologie befasst sich schwerpunktmafiig mit Pathogen/Wirtszell-
Interaktionen und bearbeitet primar folgende Teilgebiete: die Invasionsmechanismen
bakterieller Erreger, die von ihnen ausgelosten bzw. modifizierten Signalprozesse inner-
halb der Wirtszelle, und das Aktinzytoskelett als eine zentrale Zielstruktur von
Pathogenen. Bisher haben wir uns auf Listeria monocoytogenes konzentriert, ein ubiquitar
verbreitetes, Gram-positives Bakterium, das aufgrund seines intrazelluldaren Wachstums bei
Mensch und Tier ernsthafte Infektionen hervorrufen kann (s. auch QF2). Mit der
Aufkliarung der bakteriellen Pathogenititsmechanismen beabsichtigen wir lingerfristig,
spezifisch in den Infektionsverlauf eingreifen zu konnen. Andererseits erméglichen die
Befunde detaillierte Einblicke in die Physiologie der Wirtszelle.

Reorganisation des Aktinzytoskeletts
durch Listeria monocytogenes

Pathogene Listerien dringen in das Cyto-
plasma der Wirtszelle ein und rekrutieren
dort Aktinfilamente in Form eines
Schweifes an einem Bakterienpol, was den
Erregern eine beachtliche Motilitat
verleiht. Das auf der Bakterienoberfliche
exponierte listerielle ActA Protein ist
hierfar allein verantwortlich, und diese
Aktivitat konnte auf zwei essentielle
Dominen im ActA eingegrenzt werden:
ein vierfaches E/DFPPPPXDEE Motiv
(ActA-"Repeats”) und eine N-terminal
gelegene positiv geladene Region. Die
ActA-"Repeats” binden mit hoher Affinitit
Proteine der Ena/VASP Familie, die fiir die
effiziente Listerienbewegung innerhalb
der infizierten Wirtszelle ausschlaggebend
sind. VASP ist in Zellen auch an der
Vorderfront sich ausbreitender

Lamellipodien lokalisierbar, Ena/VASP
Proteine sind dariiber hinaus Liganden
von Profilin, einem Aktinmonomer-
bindenden Protein, das die Polymeri-
sation von Aktin, d.h. die Bildung von
Aktinfilamenten, stimulieren kann, und
dessen Rekrutierung an die Listerienober-
flache direkt mit der intrazelluldren
Bewegung der Bakterien korrelierbar ist
(Geese et al. 2000). Der Arp2/3 Komplex,
der an die positiv geladene Region im
ActA bindet, ist der zweite bisher
identifizierte ActA-Ligand. Dieser Protein-
komplex (7 Untereinheiten), der in
Lamellipodien kultivierter Zellen und im
von Listerien induzierten Aktinschweif
lokalisierbar ist, ist fiir die aktinvermittelte
Bewegung von Listerien essentiell. Der
Arp2/3 Komplex initiiert die Nukleation
von Aktinfilamenten, ein Prozess, der
durch die Bindung an ActA gefordert wird
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(Pistor et al., 2000). Diese Ergebnisse be-
legen, dass die Ena/VASP Proteine und der
Arp 2/3 Komplex Schliisselfunktionen in
aktinvermittelten Prozessen einnehmen.
Mit einem breitangelegten Screen nach
Wirtszellproteinen, die ActA-Funktionen
simulieren, identifizierten wir das Fyb/
SLAP Protein, das nur in himatopoeti-
schen Zellen vorkommt. Fyb/SLAP ist ein
neuer Ena/VASP Ligand und akkumuliert
mit T-Zell-Rezeptoren an der Kontaktstelle
zwischen T-Zellen und Antigen-
prasentierenden Zellen. Weiterhin zeigten
wir, dass Ena/VASP Proteine und der Arp
2/3 Komplex in Form eines Proteinkom-
plexes, der auch SLP-76, Nck und das
Wiskott-Aldrich Syndrom Protein (WASP)
enthalt, an diese Kontaktstelle rekrutiert
werden, wodurch die Vorginge initiiert
werden, die essentiell fiir die Reorgani-
sation des Aktinzytoskeletts wihrend der
T-Zellaktivierung sind (Krause et al.,
2000). Wir vermuten daher, dass Fyb/
SLAP und die Ena/VASP Proteine auch in
den aktinvermittelten Prozess der
Phagozytose in Makrophagen involviert

sind, da die raumlich und zeitlich
limitierte Reorganisation des Aktinzyto-
skeletts fiir die Partikelaufnahme ver-
antwortlich ist. Unsere Versuche ergaben,
dass Ena/VASP Proteine nicht nur in
primiren und immortalisierten Makro-
phagen an entstehenden Phagosomen
rekrutiert werden, sondern dass ihre
experimentell induzierte “Neutralisation”
auch den Phagozytoseprozess blockiert
(s. Abb. 1). Die Induktion der Phago-
zytose fithrt zur Bildung eines grofieren
Proteinkomplexes, der neben Ena/VASP
Proteinen und Fyb/SLAP auch SLP-76,
Nck und WASP enthilt. Unsere Befunde
deuten darauf hin, dass die Aktivierung
des Fcy-Rezeptors wihrend der
Phagozytose zwei Signalwege involviert:
einen, der tiber Fyb/SLAP zur Rekrutierung
von Ena/VASP Proteinen und Profilin
fithrt, wihrend der andere iber Nck die
Rekrutierung von WASP fordert, wodurch
wiederum der Arp 2/3 Komplex aktiviert
wird. Beide Signalwege kontrollieren die
fiir den Phagozytoseprozess essentielle
Dynamik von Aktinfilamenten.

Crosstalk Between Bacterial Pathogens and Host Cells

The Department of Cell Biology is focussing on the interactions between bacterial pathogens and
host cells, primarily concentrating on the following aspects: invasion mechanisms, signalling
processes within host cells that are triggered and /or modified by pathogens, and the actin
cytoskeleton as a central target of pathogens. Until now we have mainly been working with

Listeria monocytogenes, a ubiquitous Gram-positive bacterium, that due to its intracellular
lifestyle can cause serious infections in both man and animal (see also QF2). By deciphering
bacterial pathogenicity mechanisms we intend not only to specifically interfere with the infection
processes, but also to gain detailed insights into the host cells’ physiology.

Subversion of the actin cytoskeleton by
Listeria monocytogenes: lessons from the
bacterial world.

Listeria motility in infected cells. VASP also
localizes at the front of spreading

L. monocytogenes invades mammalian cells
and enters their cytosol where it propels itself
by developing a comet-like actin-rich tail.
Generation of the actin tail by Listeria is
exclusively due to the expression of the ActA
protein on their surface. Two major domains
of ActA are essential for its function: a four-
fold E/DFPPPPXDEE motif (ActA repeats)
and an amino-terminal stretch of positively-
charged amino acids. The ActA repeats bind
with high affinity to proteins of the Ena/VASP
family, which are necessary for efficient

lamellipodia. Moreover, Ena/VASP proteins
are ligands for profilin, an actin monomer
binding protein that can stimulate the
polymerisation of actin and whose recruitment
to the Listeria surface directly correlates with
the motility state of this bacterium (Geese et
al., 2000). Another cellular ligand of ActA is
the Arp2/3 complex that binds to the
positively charged cluster. This seven-protein
complex localizes to lamellipodia of cultured
cells and to the actin comet tails of Listeria
monocytogenes and is essential for the actin-
based moatility of this bacterium. The Arp2/3



complex promotes the nucleation of actin
filaments that is enhanced upon interaction
with ActA (Pistor et al., 2000). These
findings clearly indicate that Ena/VASP
proteins and the Arp 2/3 complex are key
players in the actin-based processes.

By screening for host cell proteins mimicking
the functions of ActA, we identified the Fyb/
SLAP protein that is restricted to hematopoetic
cells. We could demonstrate that Fyb/SLAP is
a new ligand for Ena/VASP proteins and that
it localizes to the sites of T-cell receptor (TCR)
clustering when T cells interact with antigen-
presenting cells (APC). Based on these studies
we proposed a model in which Ena/VASP
proteins and the Arp 2/3 complex are linked
to the T cell-APC interface via a molecular
complex formed by SLP76, NcK and the
Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP).
The formation of this molecular complex was
proposed to be essential for the targeting of
Ena/VASP proteins and the Arp2/3 complex
and thus for the initiation of early events that
are essential for the remodelling of the actin
cytoskeleton in T-cell activation (Krause et al.,
2000).

Therefore, we anticipated that Fyb/SLAP
and Ena/VASP proteins might also participate
in the actin assembly process triggered by Fcy-
receptor cross-linking during phagocytosis in
macrophages. Phagocytosis involves the spatial
and temporal reorganisation of the actin-
based cytoskeleton at sites of the particle
ingestion. The local polymerisation of actin
filaments supports the protrusion of
pseudopodia that eventually engulf the
particle. We found that Ena/VASP proteins are
recruited to phagosomes forming around
opsonised particles in both primary and
immortalised macrophages. Not only did the
localisation of Ena/VASP proteins coincide,
spatially and temporally, with the
phagocytosis-induced reorganisation of actin
filaments, but their recruitment to the
phagocytic cup was required for the
remodelling of the actin cytoskeleton,
extension of pseudopodia and efficient particle
internalisation (Fig. 1). Upon induction of
phagosytosis, a large molecular complex
consisting in part of Ena/VASP proteins, Fyb/
SLAP, Nck, and WASP is formed. Our
findings suggest that activation of Fcy-
receptors triggers two signalling events during
phagocytosis: one through Fyb/SLAP that
leads to recruitment of VASP and profilin, and
another one through Nck that promotes the
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recruitment of WASP and the Arp2/3
complex. These converge to regulate actin
polymerisation, controlling the assembly of
actin structures that are essential for the
process of phagocytosis.

Publications Ver6ffentlichungen
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Phosphoprotein (VASP) Proteins and the
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J Cell Sci 113:3277-3287.



Highlights from Research and Development Research Area: Pathogenicity Research

Pathogenitatsfaktoren aus Mykoplasmen

Projektleiter [Project leader: Prof. Dr. P. . MUhlradt [Arb. Gr. Immunbiologie [Res. Group

Immun Biology

Projektmitarbeiter [(Project members: U. Deiters, K. Grote

Mykoplasmen sind kleine, mit einem minimalen Genom ausgestattete Bakterien, die
keine Zellwand besitzen und parasitir Epithelzellen besiedeln. Sie sind nicht nur ein
bekannter Storfaktor bei der Haltung von Zellkulturen, sondern oft iibersehene Erreger
verschiedener Krankheiten, wie z. B. Entziindungen des Urogenitalsystems, der Lunge
sowie der Gelenke. Diese Entziindungen sind primir auf Aktivierung von Makrophagen
zurlickzufithren, wobei die Identitit des aktivierenden Stoffes bisher unbekannt war. Die
Struktur des Makrophagen aktivierenden Mykoplasmawirkstoffs, des “Endotoxins” der
Mykoplasmen, wurde von uns aufgeklart. Das Wirkprinzip sind Lipoproteine und
Lipopeptide, die am N-Terminus mit zwei Fettsduren modifiziert sind (Miihlradt et

al., 1997, J. Exp. Med. 185:1951). Eines dieser Lipopeptide, das MALP-2, wurde synthetisch
hergestellt und diente der Identifizierung der Rezeptoren und des Signalweges (Takeuchi et
al,, 2000). Die Arbeitsgruppe Immunbiologie beschiftigt sich mit der von Mykoplasmen
ausgelosten Makrophagenaktivierung und ihrer Bedeutung fiir Mykoplasmen-induzierte
Entziindungen und Krankheiten sowie mit der Anwendung von MALP-2 in der Wund-
heilung, bei der Prophylaxe von Peritonitis, als Adjuvans, zur Pravention von
Endotoxinschock und als Tumortherapeutikum.

Die Entstehung von trunkierten Lipopro-

teinen bei Mykoplasma fermentans
In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
Kim Wise konnte gezeigt werden, dass das
Makrophagen-aktivierende Lipopeptid
MALP-2 aus M. fermentans ebenso wie das
41 kDa Lipoprotein MALP-404 Produkte
eines Gens malp sind (Calcutt et al., 1999,
Infect. Immun. 67:760).

In Zusammenarbeit mit der Arbeits-
gruppe S. Akira wurde nachgewiesen, dafd
fur die Signaltransduktion von MALP-2
das Zusammenwirken der zwei Toll-Re-
zeptoren TLR-2 und TLR-6 notwendig ist.
(Takeuchi et al., 2001, Int Immunol 13:933)

In vitro und in vivo Aktivitdten von

MALP-2
Das aktive Stereoisomer von MALP-2
wurde an der GBF synthetisiert und gereinigt.
MALP-2 zeigte in verschiedenen experi-
mentellen Modellen starke in vivo Aktivitit:
sowohl nach intraperitonealer und intra-
cutaner als auch nach intranasaler Appli-
kation zeigten sich, dhnlich wie bei natiir-
lichen Mykoplasma-Infektionen, An-
sammlungen von Leukozyten. Dies ist auf
die Freisetzung verschiedener leukotak-
tisch wirkender Chemokine zuriickzufiih-
ren (Deiters & Miihlradt, 1999, Infect.
Immun. 67: 3390).

MALP-2 Wirkung auf Knochenmeta-

bolismus
In der klinischen Forschergruppe von
R. Felix wurde vor dem Hintergrund der
arthritogenen Eigenschaften der
Mykoplasmen getestet, ob MALP-2 die
Knochenresorption beeinflusst. In einem
in vitro System, das die Freisetzung von
Kalzium aus Kalvarienhilften bestimmt,
wurde gezeigt, dass MALP-2 in geringen
Konzentrationen die Kalziumfreisetzung
stimuliert. Dies ist wahrscheinlich auf eine
Stimulation von Osteoklasten zuriickzu-
fithren. (Piec et al., 1999, Infec Immun
67:6281)

MALP-2 induziert Kreuztoleranz gegen-
Uber TNF und Endotoxin
Nach entscheidenden Vorarbeiten von
U. Deiters wurde in Zusammenarbeit mit
Akira in vitro Kreuztoleranz gegeniiber
Endotoxin gezeigt (Sato et al., 2000). Mit
Galanos et al. (2001) wurde bewiesen,
dass MALP-2 Miuse vor TNF und z. T.
auch vor Endotoxinschock schiitzen kann.

MALP-2 in der Wundheilung
Der Prozefd der Wundheilung lasst sich in
fiinf Stadien unterteilen:
1. Blutgerinnung, 2. Infiltration von
Granulozyten und Makrophagen,

78
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Abb. 1. Kreisrunde Wunden
wurden auf dem Rucken
von C57BLKS/J-m+/+Leprd®
Mausen erzeugt. Diese
wurden mit einem durch-
sichtigen Pflaster bedeckt,
durch das an funf aufeinan-
derfolgenden Tagen MALP-
2 (5 nug pro Behandlung)
bzw. Methylzellulose (Kon-
trollen) appliziert wurde.
Die Daten sind Mittelwerte
+ SD aus Gruppen von
jeweils 9-10 Tieren.

Fig. 1. Full excision wounds
were applied to the dorsal
skin of C57BLKS/J-m+/
+Lepr?® mice. Wounds were
covered with transparent
dressing and 5 pg doses of
MALP-2 or control vehicles
(methyl cellulose) were
administered at the times
indicate by the arrows. Data
are means of determination
from groups of 9-0 mice.

3. Angiogenese, 4. Wundkontraktion und
Epithelialisierung, 5. Umwandlung des
Narbengewebes.

In vielen Fillen (wie z. B. bei Diabeti-
kern) ist die normale Wundheilung
gestort, so dass eine beschleunigte
Wundbehandlung von grofder medizini-
scher und auch finanzieller Bedeutung ist.
Nach unserer Hypothese kann das zweite
und dritte Stadium des Wundheilungs-
prozesses mit dem Makrophagen-
stimulierenden Lipopeptid MALP-2
beeinflusst und die Wundheilung
beschleunigt werden, da MALP-2 Makro-
phagen und Hautfibroblasten aktiviert
und diese zur Freisetzung von Mediatoren,
u. a. von Chemokinen, stimuliert (s. 0.).
Die Chemokine induzieren dann das
Einwandern weiterer Makrophagen sowie
Granulozyten, die beide im Fall einer
Waunde fiir deren schnelle und effiziente
Reinigung sorgen. Makrophagen sind
dariiber hinaus vor allem eine wichtige
Quelle von Wundheilungsfaktoren und
somit fiir den Prozess der Wundheilung
von essentieller Bedeutung. Tatsdchlich

Wound healing accelerating acitivity of MALP-2
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konnte sowohl histologisch als auch
durch die Bestimmung des Nukleinsidure-
gehalts nachgewiesen werden, dass MALP-
2 nach intracutaner Injektion in Miuse
eine Infiltration von Zellen am Injektions-
ort induziert. Bei diesen Zellen handelte
es sich drei bzw. sechs Tage nach Appli-
kation in erster Linie um Makrophagen.
Eine entsprechende Einwanderung von
Zellen wurde auch in zirkuldren, MALP-
behandelten Wunden (0,8 cm im
Durchmesser) diabetischer Mduse mittels
Bestimmung des Nukleinsdure- und des
Hydroxyprolingehalts (letzteres als Maf3
fiir die Kollagenbildung durch Fibro-
blasten) ermittelt. Dass MALP-2 dariiber
hinaus tatsachlich die Fahigkeit besitzt,
die Wundheilung diabetischer und
Wundheilungs-gestorter Mause zu
beschleunigen, ist in Abb. 1 dargestellt.

Kooperationen

M. Kief3, M. Morr, W. Tegge, GBF; R. Felix,
Forschungsgruppe Knochenbiologie, Dept.
Klinische Forschung der Universitit Bern;
M. Calcutt, K. Wise, University of
Missouri-Columbia, USA, T. Tschernig,
Anatomie der Med. Hochschule
Hannover; B. Holzmann, Klinikum rechts
der Isar, Minchen; C. Galanos und M.
Freudenberg, MPI fiir Immunbiologie in
Freiburg; S. Akira, Osaka University, Japan.



Highlights from Research and Development Research Area: Pathogenicity Research | 80

Pathogenicity Factors from Mycoplasmas

Mycoplasmas are small wall-less bacteria which reside on epithelial cells of the respiratory or
urogenital tract possessing a minimal genome. They are not only a nuisance in cell culture work
but often overlooked pathogens causing inflammatory reactions of the urogenital tract, the lung
or in the joints. These inflammations are primarily caused by activation of macrophages, the
identity of the macrophage activating agent being unknown until recently. The structure of the
mycoplasma-derived macrophage activator, the “endotoxin” of mycoplasmas was elucidated at
the GBF. The active agent are lipoproteins and -peptides which are N-terminally substituted by
two ester-linked fatty acids (Muhlradt et al.,1997, J. Exp. Med. 185:1951). One of these
lipopeptides, MALP-2, has now been synthesized and served to identify its receptors and signal
pathways (Takeuchi et al., 2000). The Research Group Immunabiology studies the
mycoplasma-mediated macrophage activation and its role in mycoplasma-related inflammations
and diseases, as well as possibilities to use MALP-2 in wound healing, prophylaxis of
peritonitis, as adjuvans, and for preventing endotoxin shock and as an anti tumor agent.

Truncation of lipoproteins in MALP-2 induces cross-tolerance to TNF
Mycoplasma fermentans and endotoxin

It was shown in collaboration with the group
of Kim Wise that the macrophage activating
lipopeptide MALP-2 from M. fermentans as
well as the 41 kDa lipoprotein MALP-404
are products of one and the same gene malp
(Calcutt et al. 1999, Infect. Immun.
67:760).

In collaboration with S. Akira it was shown
that cooperation of the two toll-like receptors
2 and 6 are required for signaling.

In vitro and in vivo activities of MALP-2

The active stereoisomer of MALP-2 was
synthesized and purified at the GBF. MALP-2
shows high in vivo activity in various
experimental systems: leukocyte infiltrations,
similar to those observed in natural
mycoplasma infections, were seen after
intraperitoneal, intracutaneous and intranasal
administration of MALP-2. This was due to
liberation of leukotactically active chemokines
(Deiters & Miihlradt, 1999, Infect. Immun.
67:3390) .

MALP-2 effects on bone metabolism

In the context of the known arthritogenic
properties of mycoplasmas R. Felix and his
R&D group tested whether MALP-2 has an
influence on bone resorption. It was shown in
an in vitro system, where liberation of
calcium from calvaria is determined, that
MALP-2 stimulates calcium release at very
low concentrations. This is likely due to stimu-
lation of osteoclasts.

Following pilot experiments by U. Deiters it
was shown in collaboration with Akira that
MALP-2 induces in vitro cross tolerance to
endotoxin (Sato et al., 2000). These data
were extended with C. Galanos et al. (2001)
to in vivo experiments which indicated that
MALP-2 protects mice from lethal dosis of
TNF or endotoxin.

MALP-2 in wound healing

Wound healing proceeds in 5 stages: 1. blood
coagulation, 2. infiltration of leukocytes, 3.
angiogenesis, 4. wound contraction and
epithelialization, 5. restructuring of the
scarring tissue. In many cases wound healing
is impaired, as e. g. in diabetic patients. It is
thus of great medical and economic
importance to find means of accelerating
wound healing. According to our hypothesis
the second and third stage of wound healing
may be favorably influenced by the lipopeptide
MALP-2, because it activates macrophages
and fibroblasts of the skin to liberate
chemokines and other mediators. These
chemokines lead to increased influx of
macrophages and neutrophils. The leukocytes
provide rapid and effective cleaning of the
wound. Moreover, macrophages are an
important source of growth factors essential for
the process of wound healing. It could be
shown in experiments with mice by histology
and determination of nucleic acid content
that MALP-2 induces after 3 to 6 days an
infiltration of cells at the site of injection.
These cells were identified as macrophages.
A corresponding cellular influx was also
observed when MALP-2 was applied to
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circular wounds in diabetic mice. In this
model there was also a significant increase of
hydroxyproline in the MALP-treated wounds,
indicating an increase in collagen synthesis by
wound fibroblasts. That MALP-2 actually
causes an acceleration of wound closure in
healing-impaired diabetic mice is shown in
Fig. 1.
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Impfstoffforschung (SP 2.2)

Projektleiter [Project leader: PD Dr. Dr. C. A. Guzman [Arb.Gr. Impstoffforschung [

Res. Group of Vaccine Research

Projekmitarbeiter [Project members: S. Borsutzky, T. Ebensen, C. Link, E Rharbaoui, K. Schulze, U. Winckler; in
Zusammenarbeit mit P. Paglia, Instituto Nazionale Tumori Milan, E Ebel, MPI Miinchen

Die Vakzinierung stellt eine duflerst kosteneffektive Strategie als Prophylaxe gegen eine
Vielzahl von Infektionskrankheiten dar. Dabei konnen Impfstoffe als wirkungsvolles
Hilfsmittel bei der Pravention bzw. bei der Behandlung gegen verschiedene Krankheiten
sinnvoll eingesetzt werden. Die Haupttitigkeit der Vakzin-Forschungsgruppe ist auf die
Entwicklung und die Validierung von Technologieplattformen fiir Antigen-Liefersysteme

und Vakzin-Prototypen fokussiert.

Identifikation der minimalen Domane des
Fibronectin-Bindungsprotein | (Sfb I) von
Streptococcus pyogenes die benétigt
wird, um eine schitzende Immunantwort
auszuldsen

Frithere Studien unserer Arbeitsgruppe
erlaubten die Feststellung, dass Sfbl ein
sehr lohnendes Zielantigen fiir die
Impfstoftherstellung gegen S. pyogenes ist.
Die Instabilitdt des nativen Proteins nahm
bisher einen negativen Einfluss auf den
weiterfithrenden Prozess der Vakzin-
herstellung. Verkiirzte Formen des Sfbl-
Proteins weisen dagegen eine verstdrkte
Stabilitat auf, folglich wurden Experimente
durchgefiihrt, die den minimalsten Anteil
des SfbI-Proteins identifizieren sollten, der
in der Lage ist, eine schiitzende Immunitat
gegen S. pyogenes aufzubauen. Die erhal-
tenen Resultate zeigten, dass die intranasale
Immunisierung mit einem 157 Amino-
sduren grofien Sfbl-Fragment, welches die
Wiederholungen der Fibronectin-Bindungs-
stelle umfasste, einen mit den Wildtyp-
Bakterien vergleichbaren Schutz gewéhrte
(80% Uberleben versus 0% der Kontroll-
gruppe). Weitere Studien belegten dariiber
hinaus, dass die Vakzinierung mit diesem
Stbl-Fragment zu einer effizienten Aus-
bildung einer ,Memory”-Immunantwort
fithrte. Die zusétzliche Nutzung verstark-
ender mukosaler Adjuvantien war bei
Einsatz des Sfbl-Fragments tiberfliissig, da
dessen spezifische Wirkung als Adjuvans
vollig ausreichte, um eine schiitzende
Immunitit zu gewihren.

Rolle von SepL wahrend der Pathogenese
von enterohamorrhagischen Escherichia
coli (EHEC)

Das sepl. Gen wird vom Lokus der
Enterozyten-Ausloschung von EHEC
kodiert. Daher ist dieses Gen sehr
wahrscheinlich an den Prozessen der
Anheftung und der Ausléschung beteiligt.
Untersuchungen beziiglich der
Lokalisierung des SepL-Proteins zeigten
ein Auftreten im Zytoplasma und dariiber
hinaus eine Assoziation mit bakteriellen
Membranen. SepL wird dabei in Antwort
auf Stimuli, die charakteristisch fiir die
intestinale Nische sind, monocistronisch
transkribiert. Die Charakterisierung einer
in-frame Deletion (AsepL Mutante von
EHEC) zeigte, dass SepL essentiell fiir die
bakterielle Anheftung an epitheliale Zellen
und fiir die Rekrutierung und Reorgani-
sation der zytoskeletalen Proteine in der
Zielzelle ist. Die AsepL Mutante zeigte
zudem eine gestorte Sekretion der Esp-
Proteine. Allerdings wurde die Biosynthese
dieser Proteine nicht beeinflusst. Diese
Ergebnisse zeigen, dass SepL eine duferst
wichtige Rolle im biologischen Zyklus von
EHEC spielt.

In vivo Korrektur genetischer Defekte
von Makrophagen mit Hilfe attenuierter
Salmonellen als orale Vektoren

Makrophagen sind normale Zielzellen fiir
Salmonella wihrend einer natiirlichen
Infektion. Unsere Arbeitsgruppe zeigte
kiirzlich, dass attenuierte Bakterien zur
Anlieferung von Vakzinen (Nukleinsiure-
konstrukte) an Makrophagen benutzt
werden konnen. Daher untersuchte unsere
Arbeitsgruppe die Moglichkeit, mit Hilfe
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Abb. 1. Uberleben von
intranasal mit Sfb I-Deriva-
ten immunisierten Mausen
nach Infektion mit einem
heterologen S. pyogenes
Stamm.

Fig. 1. Survival of mice
intranasally immunized with
Sfbl derivatives after
challenge with a hetero-
logous S. pyogenes strain.

von attenuierten Salmonella als Uber-
trager von Transgenen genetische Defekte
zu korrigieren, die mit Makrophagen
assoziiert sind. Als Nachweisverfahren
wurden [FNy-defiziente Mduse (GKO)
eingesetzt, die hoch empfinglich gegen-
iiber bakteriellen Infektionen sind (d.h.
sogar attenuierte Mutanten von Salmonella
konnen fir diese Mause letal sein).
Attenuierte Salmonella aroA wurden dabei
als Trager eines eukaryotischen Expressions-
vektor benutzt, der das murine IFNy-Gen
trug. Die Produktion dieses Zytokins in
GKO Miusen wurde nach Infektion mit
Salmonella in vitro oder in vivo wiederher-
gestellt. Die orale Gabe der rekombinanten
Bakterien an GKO Mause stellte zudem
eine naturliche Resistenz gegentiber Infek-
tionen in den immun-geschwiachten Tieren

wieder her (100 % gegeniiber 0 % Uber-
leben). Diese Ergebnisse zeigten erstmalig,
dass attenuierte Salmonella erfolgreich als
DNA Antigen-Liefersystem fiir die
Korrektur eines genetischen Defekts, der
mit Makrophagen assoziiert ist, eingesetzt
werden kénnen.
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Vaccine Research (SP 2.2)

Vaccination is the most cost-effective strategy for the prophylaxis of infectious diseases and it is also
becoming a powerful tool to prevent or treat a broader range of diseases. The main activities of the
Vaccine Research Group focus on the development and validation of technology platforms for
antigen delivery and vaccine prototypes.

Identification of the minimal domain of In vivo correction of genetic defects of
the fibronectin-binding protein | (Sfbl) of macrophages using attenuated
Streptococcus pyogenes required for the  Salmonella as oral vector

elicitation of a protective response
Previous studies from our group allowed to
establish that Sfbl represents a promising
antigen for vaccine formulations against
S. pyogenes. However, the instability of the
protein may constitute a problem for the scale-
up process. Truncated forms of Sfbl exhibit
improved stability, thus, experiments were
carried out to identify the minimal portion of
Stbl able to confer protective immunity. The
obtained results demonstrated that intranasal
immunisation with a fragment of only 157
amino acids, which encompasses the
fibronectin-binding repeats, confers efficient
protection against challenge with wild type
bacteria (80% survival versus 0% in the
control group). Further studies proved that
vaccination with this fragment stimulates
efficient memory and that the use of
additional mucosal adjuvants is rendered
unnecessary due to the intrinsic adjuvanticity
of this Sfbl domain.

Role played by SeplL in the pathogenesis

process of enterohemorrhagic Escherichia

coli (EHEC)
The sepL gene is coded by the locus of
enterocyte effacement of EHEC. Thus, it is
likely to be implicated in the attaching and
effacing process. Protein localization studies
showed that SepL was present in the
cytoplasm and associated with bacterial
membranes. SepL is monocystronically
transcribed in response to stimuli that are
characteristic for the intestinal niche. The
characterization of an in-frame deletion
mutant (AsepL) showed that SepL is essential
for bacterial attachment to epithelial cells and
for the recruitment and reorganization of
cytoskeletal proteins on target cells. The AsepL
mutant also exhibited an impaired secretion
but not biosynthesis of Esp proteins. These
results demonstrate the crucial role played by
SepL in the biological cycle of EHEC.

Macrophages are normal targets for
Salmonella during natural infections. In
addition, we have previously demonstrated
that attenuated bacteria can be used to deliver
nucleic acid vaccine constructs to them.
Thus, we assessed if attenuated Salmonella
can be used to deliver transgenes to correct
genetic defects associated with macrophages.
The proof-of-principle for this strategy was
provided using IFN-y-deficient mice (GKO),
which are highly susceptible to bacterial
infections (i.e. even attenuated mutants can
be lethal). Attenuated Salmonella aroA was
used as carrier for an eukaryotic expression
vector encoding the murine IFN-y gene. The
production of this cytokine was restored in
peritoneal macrophages from GKO mice,
which were infected with Salmonella either
in vitro or in vivo. Oral administration of
recombinant bacteria to GKO mice also
reestablished the natural resistance to
infections in these immunocompromised
animals (100% versus 0% survival). These
results demonstrate, for the first time, that
attenuated Salmonella can be successfully
used as a DNA delivery system for the
correction of genetic defects associated to
macrophages.
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Immunantwort und Antigenprasentation (SP 2.3)

Projektleiter [Project leader: Dr. S. Weil3 [
Molecular Immunology

[JRes. Group

Projektmitarbeiter [(Project members: H. Bauer, S. Diiber, H. Engel, A. Garbe, H. Herrmann, J. Jablonska, A.
Jungebloud, T. Kleinke, K. Kretschmer, S. Krusch, S. zur Lage, R. Lesch, M. Probst-Kepper, J. Stopkopwicz, A.
Zelmer

Die Zellen des Immunsystems, die Antigen-spezifische Reaktionen ausfiihren, lassen sich
in B- und T-Zellen unterteilen. Dabei sind B-Zellen fiir die Produktion von Immunoglobulin
(Ig) verantwortlich, wahrend T-Zellen, die sich in zytotoxische CD8 und regulatorische
CD4 T-Zellen unterteilen lassen, ihre Funktion {iber Zell-Zellinteraktion oder Zytokin-
sekretion ausiiben. Auch bei B-Zellen kann man verschiedene Populationen unterscheiden,
hauptsichlich B1- und B2-Zellen. Die B2-Zell Population ist fiir die hohe Spezifitit von
Antikorpern verantwortlich, da sie die Fahigkeit zur Affinitétsreifung durch somatische
Hypermutation ihrer Ig variablen Regionen und zum Ig-Klassenwechsel (Switch) besitzt.
Diese Differenzierung nimmt jedoch Zeit in Anspruch, deshalb gewinnen sie bei einer
erstmalig auftretenden Infektion erst relativ spit an Bedeutung. Dagegen scheinen B1-Zellen
bzw. das von ihnen produzierte Ig (B1-Zellen produzieren >50% des Serum IgM) eine erste
Antikorper-Barriere gegen Infektionen darzustellen. Welche Selektionskrifte auf das Antikor-
perrepertoire von B1-Zellen wirkt, damit diese Barriere entsteht, ist jedoch noch unklar.

Im Gegensatz zu B-Zellen konnen T-Zellen mit ihrem Rezeptor Antigen nicht direkt
erkennen. Es muss zunichst prozessiert (proteolytisch gespalten) und anschliefSend
gebunden an Molekiile des Haupthistokompatibilititskomplex (MHC) auf der Oberfliche
von Zielzellen prasentiert werden. Dieser Vorgang ist essentiell fiir die T-Zellreaktion.
Folgerichtig haben Pathogene Mechanismen entwickelt, die damit interferieren. So indu-
ziert Listeria monocytogenes einen antagonistischen MHCII/Peptid Komplex, der zur zeit-
weiligen partiellen Inaktivierung von Antigen-spezifischen CD4 T-Zellen fiithrt. Inwieweit
sich diese Inhibition in vivo auswirkt wird derzeit untersucht.

Ein transgenes B1-Zellmodell unterschieden sich aber von denen aus

Kiirzlich konnten wir mehrere Mauslinien
etablieren, die eine A2 leichte (L) Ig-Kette
als Transgen besitzen. In einer dieser
Linien wurde von den B-Zellen nur die
transgene und keine der endogenen L-
Ketten exprimiert. Ferner waren in diesen
Maiusen die B-Zellen fast ausschliefilich
vom B1-Typ. Da durch die Vorgabe der
transgenen L-Kette das Repertoire der
variablen Regionen der schweren Ketten
(VH) eingeschrankt ist, war es moglich,
sinnvolle Sequenzvergleiche von VHs von
B1-Zellen verschiedenen Ursprungs
durchzufiihren. Diese Analysen ergaben,
dass im Peritoneum der transgenen Mause
einige wenige VH-Sequenzen dominieren,
d.h. identische Sequenzen wurden wieder-
holt aufgefunden, auch wenn unterschied-
liche individuelle Tiere analysiert wurden.
Bei der Analyse von B-Zellen aus der
fotalen Leber, dem Organ in dem B1-
Zellen entstehen, wurden ebenfalls
Sequenzen wiederholt aufgefunden. Sie

dem Peritoneum. Um auszuschliefden,
dass diese dominierenden Sequenzen auf
Grund von priferentieller Paarung mit der
transgenen L-Kette selektioniert waren,
wurden pre-B-Zellen in vitro ausdifferen-
ziert und ihre VHs analysiert. Hier wurden
keine wiederholten VH-Sequenzen aufge-
funden, so dass ein Paarungseffekt durch
die transgene L-Kette als Erkldrung aus-
scheidet. Wir interpretieren diese Befunde
s0, dass in der fotalen Leber durch Selbst-
Antigene und im Peritonem durch Selbst-
Antigene moglicherweise zusammen mit
Antigenen von Mikroorganismen aus dem
Darm das Antikorperrepertoire von B1-
Zellen stark beeinflufst wird. Vorldufige
Ergebnisse zeigen, dass auch in der Milz,
einem Organ in dem normalerweise nur
wenige B1-Zellen vorkommen, die aber in
unseren transgenen Miuse die grofite B-
Zellpopulation darstellen, ebenfalls ein
stark selektioniertes VH-Repertoire vor-
liegt. Uberraschenderweise war die Archi-
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Listerien-vermittelte DNA-Ubertragung
Listerien sind geeignet eukaryontische
Expressionsplasmide auf Wirtszellen zu
iibertragen. Sie konnen somit potentiell
als Vektoren fiir die Gentherapie benutzt
werden. Da sie auf Grund ihres Infektions-
zyklus Moglichkeiten aufweisen, die nicht-

tektur dieses lymphoiden Organs weitge-
hend normal, obwohl die B-Zellzonen der
primaren Follikel sonst mit B2-Zellen
bevolkert sind. Offensichtlich besitzen
diese B1-Zellen die Kapazitit die entspre-
chenden Strukturen zu organisieren.

Listerien-Wirt Interaktion

Antigen prasentierende Zellen (APC), die
mit L. monocytogenes infiziert oder mit
Listeriolysin, dem Hamolysin von L.
monocytogenes, behandelt wurden, induzie-
ren bei Antigen-spezifischen CD4 T-Zellen
partielle Anergie. Diese T-Zellen kénnen
nicht mehr proliferieren und IL-2 produ-
zieren, sekretieren aber weiterhin noch
IFNy und IL-3. Die parielle Anergie
verschwindet nach etwa fiinf Tagen und
die T-Zellen werden wieder voll reaktiv.
Um zu untersuchen, ob dieses Phinomen
auch in vivo Relevanz besitzt, wurden
Maiuse mit einer niedrigen Dosis L.
monocytogenes infiziert. AnschliefSend
wurde ihnen an verschiedenen Tagen
Antigen verabreicht. Die Analyse der APC
aus der Milz dieser Mause ergab, dass
schon am ersten Tag die Prasentation
durch phagozytische Zellen beeinflusst
war, wihrend nicht aufgetrennte Milz-
zellen, in denen auch B-Zellen als APC
fungieren kénnen, erst am vierten Tag ihre
stimulatorische Kapazitit verloren. An
diesem Tag wandern die Listerien-spezifi-
schen Killer-T-Zellen in die Milz ein und
beginnen infizierte Zellen zu lysieren.
Dadurch wird vermutlich Listeriolysin von
infizierten phagozytischen Zellen
freigesetz, so dass dann alle Milzzellen
mit Listeriolysin in Kontakt kommen.
Histologische und zytologische Analyse
lieferte eine Erklarung, dafiir warum
phagozytische Zellen bereits am ersten Tag
betroffen sind. Listerien infizieren zu-
ndchst vornehmlich phagozytische Zellen
in der Margialzone der lymphoiden
Follikel (Abb. 1). Diese Zellen sind
vermutlich auch diejenigen, die als erste
mit Antigenen aus dem Blut in Berithrung
kommen, so dass auch ihre Prasentation-
kapazitit am stirksten betroffen sein sollte.

replizierenden Vektoren (z.B. Retroviren)
verschlossen bleiben (z.B. Zell zu Zell-
Ausbreitung), stellen sie eine ernstzuneh-
mende Alternative zu diesen Vektoren dar.
Zunichst wurden DNA Ubertragungen
mit Reportergenen durchgefiithrt. Diese
Ubertragungen wurden dann optimiert
und mit der Ubertragung einer cDNA fiir
CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) erweitert. Funktio-
nalitit des tibertragenen CFTR konnte
nach biochemischer Analyse elektro-
physiologisch sichergestellt werden. Um
diese Transfers auf ein in vivo Modell
iibertragen zu konnen, wurde ein Fusions-
protein zwischen CFTR und GFP herge-
stellt, damit die CFTR Expression in vivo
anhand der Fluoreszenz nachweisbar ist.
Abb. 2 zeigt CHO Zellen, in die mit Hilfe
von Listerien CFTR-GFP iibertragen wurde.

Abb.1. Histologische Analyse
einer Milz von einer mit L.
monocytogenes infizierten
Maus am dritten Tag der
Infektion. Paraffin-Schnitte
wurden einer Gram-Farbung
unterzogen. Zur besseren
Ubersicht wurde mit
Kernechtrot gegengefarbt.
Abb. A zeigt einen priméaren
lymphoiden Follikel in
dessen Marginalzone infi-
zierte Zellen zu finden sind.
Die mit Pfeilen markierten
Zellen reprasentieren Zellen,
die mehrere Bakterien
enthalten und durch die
Gram-Farbung detektiert
werden kdnnen (B). Bei
héherer Auflésung und
weniger intensiver Farbung,
lassen sich dabei einzelne
gefarbte Stabchen unter-
scheiden (nicht gezeigt).

Fig.1. Histological analysis of
a spleen derived from a
mouse infected with L.
monocytogenes for 3 days.
Nuclear fast red and Gram
staining was carried out on
paraffin sections. A primary
lymphoid follicle is shown
(A) in the marginal zone of
which infected cells are
found. Arrows mark cells
that contain several bacteria
detected by the Gram
staining (B). Using a larger
magnification and a less
intensive staining singular
rods would become
detectable (not shown).
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Immune Response and Antigen Presentation (SP 2.3)

The cells of the immune system that are able to react antigen specifically can be divided into B-
and T-cells. B-cells are responsible for the production of immunoglobulin (lg). T-cells which can be
further subdivided into cytotoxic CD8 and regulatory CD4 cells exhibit their function via cell-cell
interaction or cytokine secretion. Also B-cells can be subdivided into different subpopulations,
mainly into B1- and B2-cells. B2-cells are responsible for the exquisite specificity of antibodies
since they are capable of affinity maturation by somatic hypermutation of their Ig variable regions
and to switch their Ig classes. Since this differentiation requires some time such antibodies can
play no role during the initial phase of a primary infection. In contrast, B1-cells or the Ig produced
by them (B1-cells produce >50% of serum IgM) are considered a first antibody barrier against

infections. The selective forces that act on the antibody repertoire of B1-cells to assure a

functioning barrier, however, are still unclear.

In contrast to B-cells, T-cells can not recognize antigen directly with their T-cell receptor.
Antigen needs to be processed (proteolytic digested) and subsequently presented bound to a
molecule of the major histocompatibility complex (MHC) on the surface of an antigen presenting
cell (APC). This process is essential for the T-cell reaction. Consequently, pathogens have
developed mechanisms that interfere with these processes. E.g. Listeria monocytogenes induces
an antagonistic MHCII/peptide complex that results in transient partial inactivation of antigen
specific CD4 T-cells. Whether or not this inactivation is relevant during a listeria infection in vivo

is presently under study.

A transgenic B1-cell model

Recently we established several mouse strains
that contain a A2 light immunoglobulin (1g)
chain as transgene. In one of these lines B-
cells expressed the transgenic light chain only.
Hardly any of the endogenous light chains
could be found. In addition, most of the B-
cells in such mice were of the B1 type. Since
the presence of the transgenic light chain
restricts the repertoire of the variable regions
of the heavy chains (VH) to a large extend, a
sensible comparison of sequences of VH's
derived from B1-cells was possible. These
analyses revealed that in the peritoneum of
the transgenic mice a few VH-sequences
dominated, i.e. identical sequences were found
repeatedly even when different individual
animals were analyzed. The analysis of VH's
of B-cells from fetal liver, the organ where B1-
cells originate from, also revealed several
identical sequences. However, they were
distinct from the ones identified in
peritoneum. To exclude that this finding was
due to a preferential pairing of the transgenic
light chain with a restricted set of heavy
chains we differentiated fetal liver derived
preB-cells in vitro and analyzed their VH
repertoire. Here we could not find identical
sequences. Thus a pairing effect is excluded as
explanation. We interpret our findings in such
a way that self-antigens in fetal liver and self-
antigens together with exogenous antigens
possibly derived from microorganisms of the

gut in the peritonem are strongly influencing
the antibody repertoire of B1-cells.
Preliminary data suggest that a similar
mechanism also acts on B1-cells in spleen, an
organ in which B1-cells normally represent
only a minor percentage, while in our
transgenic mice they constitute the major B-
cell population. Interestingly, the architecture
of this organ was quite normal, although the
B-cell zones of the primary follicles normally
contain B2-cells. Obviously, B1-cells have the
capacity to organize such structures.

Listeria-host interaction

Antigen presenting cells (APC) that are
infected with L. monocytogenes or APC that
are treated with listeriolysin, the hemolysin of
L. monocytogenes, induce partial anergy in
antigen specific CD4 T-cells, i.e. such T-cells
do not longer proliferate and produce 1L-2 but
are still able to secrete IFNy and IL-3. Anergy
resolves after 5 days and the T-cells become
fully responsive. To find out whether this
phenomenon has also relevance in vivo we
infected mice with a low dose of L.
monocytogenes. Subsequently antigen was
injected at different days and antigen
presenting capacity of cells from spleen was
revealed. Already at the first day isolated
phagocytic cells were affected while total
spleen cells in which B-cells also can act as
APC still could present antigen. These cells
only lost their stimulatory capacity after 4
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days. At this time listeria specific cytotoxic
cells are known to migrate into the spleen and
lyse infected cells. During this period most
likely listeriolysin is liberated and all spleen
cells are exposed to it. Histological and
cytological analysis suggested also an
explanation for the early effect on phagocytic
cells. Listeria mainly infects phagocytic cells of
the marginal zone of the lymphoid follicles
(Fig. 1). Such cells are most likely also
exposed first to antigens that are transported
via the blood stream. Therefore, their
presenting capacity should be affected first.

Listeria mediated DNA transfer

Listeria are also capable of transferring
eukaryotic expression plasmids to mammalian
host cells and can, therefore, potentially be
used as vectors for gene therapy. Due to their
particular infection cycle they posess features
(like cell to cell spreading) that are not
available to none-replicating vectors such as
replication defective retroviruses. Thus, they
represent a serious alternative to such vectors.
Initially DNA transfers were carried out
with reporter genes. An optimized system then
was used to transfer a cDNA encoding CFTR
(cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator). Functionality of the transferred
CFTR was analyzed biochemically and by
electrophysiology. To be able to use this
transfer system also in vivo, we established a
fusionprotein between CFTR and GFP which
should allow the detection of a transferred and
expressed CFTR in vivo by its fluorescence.
Fig. 2 shows CHO cells that were transfected
with CFTR-GFP using L. monocytogenes.
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Abb.2. Expression eines GFP-
CFTR Fusionproteins in CHO
Zellen nach Listerien-
vermittelter Transfektion.
Die Zellkerne der Transfek-
tanten wurden mit DAPI
detektiert, das hier mit roter
Falschfarbe dargestellt ist.

Fig. 2. Expression of a GFP-
CFTR fusion protein in CHO
cells after listeria-mediated
DNA transfer. Nuclei were
revealed using DAPI wich
here is indicated in a red
false color.
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Experimentelle Immunologie (SP 2.4)

Projektleiter [(Project leader: Dr. W. Muller [Abt. Experimentelle Immunologie [1Dept. of
Experimental Immunology

Projektmitarbeiter [(Project members: S. Beissert, M.Hafner, A. Hollnagel, R. Hithne, C. Neffgen, A. Samuels, G. Wessel

Die neu gegriindete Abteilung fiir experimentelle Imnmunologie nahm ihre Aktivititen im
November 2000 auf. Thematisch befasst sich die Abteilung mit grundlegenden Mechanis-
men des Immunsystems, die einerseits fiir eine Abwehr von Erregern notwendig sind,
andererseits aber bei Fehlfunktionen zu Erkrankungen des Korpers in Form von Allergi-
en, chronisch-entziindlichen Prozessen und Autoimmunitat fiuhren konnen. Die
Mechanismen werden in der Maus als Modellsystem analysiert. Durch gezielte Verdnde-

rung von genetischer Information in der Maus, in sogenannten Mausmutanten, wird
eine ursachenorientierte Betrachtung von Krankheitsprozessen moglich.

Die Funktion von Zytokinnetzwerken in
der Maus

Zytokine sind Botenstoffe des Immun-
systems, die die Funktion und den Aktivier-
ungszustand des Immunsystems sowohl
lokal als auch im ganzen Kérper regulieren.
Kontinuierliche Ausschiittung bestimmter
Zytokine fiihrt zu chronischen Entziindun-
gen mit zum Teil erheblichen Einbuflen
der Lebensqualitit. Wir beschiftigen uns
mit zwei Klassen von Zytokinen: Zytokinen,
die eine anti-entziindliche Wirkung haben,
die also in der Lage sind, Entziindungen
zu hemmen, und solchen, die eine entziin-
dungsfordernde Wirkung haben, also einen
Entziindungsprozess beginnen und aufrecht
erhalten konnen. Zytokine, die Entziin-
dungen ausldsen, haben Nebenwirkungen,
z.B. Fieber oder Gelenkschmerzen. Warum
schaltet man diese Zytokine nicht einfach
aus und braucht Entziindungen nicht mehr
zu fiirchten? Fehlen namlich diese Zytokine,
so wird der Korper anfillig gegentiber
Erregern und kann selbst einfache bakteri-
elle und virale Infekte nicht mehr abwehren.

Wanderung von Lymphozyten

Das Immunsystem ist gegliedert in einzel-
ne abgeschlossene funktionelle Einheiten
(Kompartimente), die durch Gefifisysteme
miteinander verbunden sind. Lymphozy-
ten wandern durch die verschiedensten
Gefafdsysteme im Korper und gelangen so
an fast jeden Ort. Die Wanderung der
Lymphozyten wird kontrolliert durch eine
Gruppe von Molekiilen, die auf der Ober-
fliche der Lymphozyten ausgeprigt werden
und die fiir die Einwanderung in die ver-
schiedensten Kompartimente verantwortlich
sind. Die Funktion dieser Molekiile unter-

suchen wir in Mausmutanten. Fehlen diese
Molekiile, so verandern sich die verschie-
denen Kompartimente in der Grofde und
in der Zusammensetzung der unterschied-
lichsten Zellarten. Die Kompartimente,
wie die am Darm gelegenen lymphati-
schen Strukturen, haben eine besondere
Bedeutung fiir die Abwehr von Bakterien.
So ist das Darmsystem von einer Vielzahl
von Bakterien und Hefen besiedelt, die bei
der Verdauung mithelfen. Das Immun-
system muss verhindern, dass diese
Bakterien und Hefen eine Infektion im
Korper auslosen. Andererseits werden
stindig Nahrungsmittelbestandteile aus
dem Darm in den Korper aufgenommen,
und das Immunsystem muss dafiir sorgen,
dass gegen diese Nahrungsmittelbestand-
teile keine Immunantworten erfolgen.

Gene des Immunsystems

Die Methode der DNA-Sequenzierung von
Genen erlaubt es uns, die Abfolge der
einzelnen DNA-Basen der Gene zu bestim-
men. Gene, die fiir die Funktion des
Immunsystems wichtig sind, konnen wir
in ihrer Struktur und Funktion beschrei-
ben. Durch bioinformatische Methoden
konnen wir analysieren, wie wihrend der
Evolution einzelne Genfamilien entstan-
den und wie sich diese Genfamilien weiter
entwickelt haben. Die stindige Auseinan-
dersetzung mit Krankheitserregern hat in
der Vergangenheit zu einer sehr hohen
Sterblichkeit gefiihrt, und nur die Perso-
nen, deren Immunsystem die Krankheits-
erreger bekimpfen konnten, pflanzten
sich fort. Wir sehen also in den Genen das
Ergebnis einer sehr langen Auseinander-
setzung zwischen Erreger und Wirt.
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Experimental Immunology (SP 2.4)

The newly installed Department of Experimental Immunology started its activities in November
2000. The Department studies fundamental mechanisms of the immune system, which on the one
hand are necessary for the elimination of pathogens, but on the other hand, when not functioning
accordingly, can lead to diseases in the form of allergies, chronic inflammatory processes and
autoimmunity. The mechanisms are analysed in mice which are used as a model system. The cause

and the process of a disease can be examined by specifically modifying the genes in mice and

generating so called mouse mutants.

The function of cytokine networks in mice

Cytokines are messengers of the immune
system that regulate the function and the
performance of the immune system in the
entire body and not just certain parts.
Continuous production of a certain cytokine
may lead to chronic inflammation which
results in a considerable loss in the quality of
life. We study two classes of cytokines:
cytokines that have an anti-inflammatory
effect, i.e. are capable of slowing down the
inflammation, and those that aid the
inflammatory effect, i.e. can trigger off and
maintain an inflammatory process. Cytokine
that cause inflammation have side effects, e.g.
fever or pain in the joints. Why doesn’t one
just eliminate these cytokines and need not
worry about inflammation? If these cytokines
are inactive then the metabolism becomes
susceptible to pathogens and is unable to fend
off bacterial and virus infections.

The migration of lymphocytes

The immune system is divided into small
functional units (compartments), which are
connected by vascular systems. Lymphocytes
pass through the different vascular systems
and by doing this they reach almost every part
of the body. The migration of lymphocytes is
controlled by a group of molecules, which are
present on the surface of the lymphocyte and
are responsible for the immigration into the
different compartments. We study the function
of these molecules in the mouse mutants. If
the molecules are missing the different
compartments change in size and in the make
up of the cellular composition. For example,
the compartment containing the lymphatic
structures in the intestine are very important
for fending off bacteria. A large number of
bacteria and yeasts are present in the
intestinal system. The immune system has to
prevent these bacteria and yeasts from causing
an infection in the body. On the other hand,
food ingredients in the intestines are
constantly being absorbed by the body and the

immune system has to ensure that these food
ingredients do not cause an immune reaction.

Genes of the immune system

The DNA-sequencing methods of genes allow
us to determine the sequence of the individual
DNA bases of the gene. We can describe the
function and structure of genes which are
important for the functioning of the immune
system. With the help of bioinformatical
methods we can analyse how in the process of
evolution single gene families originated, and
how they have continued to develop to the
current state. The constant fight of the
pathogens responsible for infections led to a
high mortality rate in the past and only
individuals capable of fighting off these
pathogens could reproduce. So in the genes
today we see the result of very long fights
between pathogen and hosts.

Publications DVer6ffentlichungen

Leuker CE, Labow M, Miiller W, Wagner N
(2001) Neonatally induced inactivation of
the vascular cell adhesion molecule 1 gene
impairs B cell localization and T cell-
dependent humoral immune response. J Exp
Med 193:755-768.

Kanwar JR, Harrison JE, Wang D, Leung E,
W. Miiller, N. Wagner, Krissansen GW
(2000) Beta? integrins contribute to
demyelinating disease of the central nervous
system. J Neuroimmunol 103:146-152.

Vosshenrich CA, Sharara LI, Guy-Grand D,
Rajewsky K, Mdiller W, Di Santo JP (2000)
Common cytokine receptor gamma chain
(gamma c)-deficient B cells persist in T cell-
deficient gammac-mice and respond to a T-
independent antigen. Eur J Immunol
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Dr. W. Muller organisierte
den EMBO-Kurs (s. S. 96)

Dr. W. Muller organized the
EMBO course (see p. 96).
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Mucosale Immunitat (SP 2.5)

Projektleiter [Project leader: Dr. J. Buer INachwuchsforschergruppe Mucosale Immunitét [
Junior Research Group Mucosal Immunity

Projektmitarbeiter (Project members: S. Bayrak, D. Bruder, P. Gatzlaff, W. Hansen, J. Lauber, O. Lechner, A.
Matussek, A. Schrader, B. Stormann, T. Topfer, M. Templin, G. Tettweiler, A. Westendorf, Dr. rer. nat. U. Walter
(Hopital Necker Enfants Malades, Paris)

Die Forschungsaktivititen unserer Nachwuchsforschergruppe gliedern sich in die beiden
Teilgebiete T-Zell-Toleranz und Mucosale Immunitat. Im Mittelpunkt steht dabei die
molekulare Erforschung der reziproken Wechselwirkung von mucosalem Immunsystem
und Bakterien (,Flora”). Dies erfordert die Entwicklung und Anwendung von Methoden
zur dynamischen Analyse der Genexpression in vivo. Ziel ist es, im Tiermodell und am

Patienten vollig neue und hocheffektive Therapien fiir Erkrankungen mit gestorter

mucosaler Immunfunktion zu entwickeln.

T-Zell-Toleranz

Wir konnten vor kurzem differentielle
Expressionsprofile von ,anergen” CD4+ T-
Zellen erstellen und hierbei eine Reihe
von Genen identifizieren, die fur die
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz
wesentlich sind (siehe auch EA.Z. 20. Juni
2001, Nr.140/Seite N2). Einige der
identifizierten Gene wurden bisher nicht
mit T-Zellregulation in Verbindung
gebracht und stellen vollig neue Ansatz-
punkte fiir eine gezielte Beeinflussung der
T-Zellfunktion in vivo dar.

Durch Einsatz einer Multiplex-
Einzelzell-RT-PCR konnte erstmals der
direkte Einfluf von Rezeptoren der TNF-
Rezeptor Familie auf die Entstehung des
Autoimmundiabetes nachgewiesen
werden. Dieses in vivo Modell wird von
uns zur Zeit intensiv genutzt, um grundle-
gende Fragestellungen der peripheren
Immunregulation aufzukliren.

Weitere Forschungsarbeiten beschifti-
gen sich mit funktionellen und molekula-
ren Analysen zur Entwicklung von pra-T-
Zellen. Es konnten hierfiir verschiedene
,Knock-out”-Modelle und in vitro
Systeme an der GBF etabliert werden, und
erste Ergebnisse zur pra-T-Zell-Rezeptor
(pra-TCR) Signaltransduktion liegen vor.

Mucosale Immunitét

Eine zentrale Aufgabe des intestinalen
Immunsystems ist die Entwicklung und
Beibehaltung einer immunologischen
Reaktionsunfihigkeit (Toleranz bzw.
mucosale Anergie) gegeniiber zahlreichen
Antigenen. Dies driickt sich in der
verminderten Stimulierbarkeit mucosaler
T-Lymphozyten durch Antigene und
Mitogene aus, sowie in der Produktion
von Zytokinen mit Suppressoraktivititen.
Das Phianomen einer antigenspezifischen
Suppression von systemischen Immun-
antworten nach Applikation oraler
Antigene wird als Induktion oraler
Toleranz bezeichnet. Systemische Toleranz
wird hierbei entweder aktiv (Suppression)
oder passiv (klonale Anergie oder
Deletion) erreicht. Die Bedeutung lokaler
immunologischer Reaktionen in der
Darmmucosa fiir die Pathogenese
verschiedener intestinaler Erkrankungen
ist erst in den letzten Jahren zunehmend
erkannt worden. Untersuchungen an
Knock-out-Miusen haben gezeigt, dass
insbesondere eine gestorte Wechselwir-
kung von mucosalen T-Zellen und
mikrobieller Normalflora hierbei eine
besondere Bedeutung zukommt. Die
molekularen Grundlagen dieser
mucosalen Dysregulation und ihre
gezielte Beeinflussung werden bisher nur
unvollstindig verstanden und sind
Gegenstand intensiver Forschungsbemii-
hungen. Einen wichtigen Schwerpunkt
bildet hierbei die ,Therapeutische
Manipulation der Darmflora”.
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Aktuelle Ergebnisse zur Mucosalen
Immunitét: Es konnte ein universelles
bakterielles Antigen-Carriersystems zur
mucosalen Immunmodulation unter
Verwendung von E.coli Bakterien vom
Stamm NISSLE 1917 generiert werden.
NISSLE Bakterien zeichnen sich durch ihre
Fahigkeit zur Kolonisierung aus und sind
sowohl in der Maus als auch im Menschen
apathogen. Als Antigenprasentations-
system wird ein AIDA Typ I Autotranspor-
ter von uns eingesetzt. Erste in vivo
Versuche wurden bereits gestartet.
Zusitzlich zur Etablierung von Model-
len, die der Erforschung des mucosalen
Immunsystems des Darms dienen, wird
ein TCR transgenes Mausmodell zur
Untersuchung von Stérungen im Bereich
des Schleimhaut-assoziierten Immun-
systems der Lunge entwickelt. In diesem
Projekt wird Hemagglutinin als Antigen
selektiv im Alveolarepithel von TCR-HA
transgenen Mdusen exprimiert und
untersucht, ob sich durch Bakterien-

Mucosal Immunity (SP 2.5)

vermittelte Antigenexpression im Gastro-
intestinaltrakt eine Modulation des
mucosalen T-Zellsystems der Lunge erzie-
len lasst. Die Etablierung des Modell-
systems konnte inzwischen von Frau Dr.
Bruder weitgehend abgeschlossen werden.
Ein weiterer Schwerpunkt beschiftigt
sich mit der molekularen Charakterisie-
rung der komplexen Wechselwirkung von
Chlamydia trachomatis mit Wirtszellen
(,Cross-Talk”). In Kooperation mit
Andreas Klos vom Institut fiir Medizini-
sche Mikrobiologie der MHH wurde
untersucht, wie Chlamydien Host-Zellen
,umprogrammieren”.

Funktionelle Expressionsanalyse
Unter der Projektleitung von Jorg Lauber
wird von unserer Nachwuchsforscher-
gruppe zur Zeit eine Einheit zur funktio-
nellen Expressionsanalyse fiir Infektions-
biologie etabliert und bereits von vielen
verschiedenen Arbeitsgruppen an der GBF
und in der Region erfolgreich genutzt.

The research activities of our “Junior Research Group” are divided into two main areas, T-cell
tolerance and mucosal immunity. The emphasis is on molecular research into mutual interactions
between the mucosal immune system and bacteria (“flora™), which requires the development and
application of methods of dynamic analysis of gene expression in vivo. The aim, with animal
models and patients, is to develop completely new and highly effective therapies for diseases
involving disturbance of the mucosal immune function.

T-cell tolerance
We have recently been able to produce
differential expression profiles of “anergic”
CD4+ T-cells, and thereby could identify a
number of genes essential for maintaining
peripheral tolerance (see also F.A.Z 20
June 2001, No. 140/Page N2). Several of
the identified genes have not previously
been associated with T-cell regulation, and
thus present the possibility of completely
novel approaches to influencing T-cell
function in vivo.

Using a multiplex single-cell RT-PCR, it
was possible to demonstrate for the first
time the direct influence of receptors of the
TNF receptor family in causing
autoimmune diabetes. Currently, this in
vivo model is being intensively used in our
laboratories to elucidate fundamental

questions related to peripheral immune
regulation.

Other research involves functional and
molecular analysis of the development of pre-
T-cells, for which various knock-out models
and in vitro systems have been established at
the GBF. Investigations into pre-T-cell receptor
(pre-TCR) signal transduction have already
yielded initial results.

Mucosal Immunity
A central task of the intestinal immune system
is to develop and maintain an immunological
non- response capability (tolerance, or
mucosal anergy) towards numerous antigens,
revealed in a reduced sensitivity to the
stimulation of mucosal T-lymphocytes by anti-
gens or mitogens, as well as in the production
of cytokines with suppresser activity. The
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phenomenon of antigen-specific suppression of
systemic immune responses following
application of oral antigens is referred to as
the induction of oral tolerance, whereby here
systemic tolerance is achieved either actively
(by suppression) or passively (by clonal anergy
or deletion). Only in recent years the
significance of local immunological reactions
in the intestinal mucosa for the pathogenicity
of various intestinal diseases has been
increasingly recognised. Studies with knock-
out mice have shown that disturbed
interaction between mucosal T-cells and the
normal microbial flora are particularly
important. The molecular basis of such
mucosal dysregulation and deliberate attempts
at influencing it are poorly understood at
present, but they are the object of intensive
current research, whereby an important focus
of attention involves “therapeutic
manipulation of the intestinal flora”.

Current results of mucosal immunity
research: using E. coli bacteria (strain
NISSLE 1917), it has been possible to create
a universal bacterial antigen carrier system for
the purpose of mucosal immunomodulation.
NISSLE bacteria are characterised by their
ability to colonise and are non-pathogenic in
both mice and humans. We use an AIDA Typ
| autotransporter as antigen presentation
system. Initial in vivo experiments have
already begun.

In addition to our work on establishing
models for the study of the intestinal mucosal
immune system, we are also developing a TCR
transgenic mouse model for studying
disturbances in the area of the pulmonary,
mucosa-associated immune system. In this
project, haemagglutinin as antigen is
expressed and studied selectively in the
alveolar epithelium of TCR-HA transgenic
mice, to see whether modulation of the
pulmonary mucosal T-cell system through
bacteria-mediated antigen expression in the
intestinal tract is possible. Dr. Bruder has
finished to establish the model system and is
now focusing on its cellular and molecular
characterisation.

Another focus of our research is the
molecular characterisation of the complex
interactions between Chlamydia
trachomatis and the host (“cross talk™). In
co-operation with Andreas Klos from the
institute for Medical Microbiology from the
Medical University of Hannover we have
studied how Chlymdia reprograms the host.

Forschungs- und Entwicklungsarbeiten Forschungsschwerpunkt: Pathogenitatsforschung

Functional Expressionprofiling

Under the project leadership of Joerg Lauber
our group aims to established a unit for
functional expressionprofiling for the biology
of infections. Several groups at the GBF and
in the area are already successfully applying
this system for the study of host-pathogen
interaction.

Publications B/er6ffentlichungen
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treatment of metastatic renal cell carcinoma.
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Identifizierung von Zellulose als einer extrazellularen Ma-
trixkomponente von Biofilm bildenden Salmonellen (SP 2.6)

Projektleiter (Project leader: Dr. U. Romling INachwuchsforschergruppe Klonale Variabili-

tat [unior Research Group Clonal Variability

Projekmitarbeiter [Project members: W. Bokranz, D. Dinesh, J. Flof3dorf, U. Gerstel, A. Kresse, X. Zogaj

Kooperationen mit: M. Nimtz, M. Rohde

Besiedelung von Oberflichen durch
Biofilm bildende Bakterien verursacht im
medizinischen Bereich schwer zu bekamp-
fende Infektionen sowie Kontamination
von Produkten in industriellen Anlagen.
Die Familie der Enterobacteriaceae gehort
zu den hiufigsten Verursachern noso-
komialer Infektionen (Krankenhaus-
Infektionen), die in vielen Fillen, wie bei
der durch Katheter verursachten Zystitis,
durch Biofilm bildende Bakterien ausge-
16st werden. Eine Analyse der Biofilm-
bildung auf regulatorischer und struktu-
reller Ebene schafft die Voraussetzung fiir
rationale Strategien zur Bekimpfung von
Biofilm bildenden Bakterien. Ein Ziel der
Nachwuchsforschergruppe ist es, die
Strukturkomponenten von Biofilm
bildenden Salmonella typhimurium und
Escherichia coli aufzuklaren.

Bakterien in Biofilmen sind in einer
selbstproduzierten extrazelluliren Matrix
eingebettet, durch die sie an der Ober-
flache anheften sowie ihre eigene multi-
zelluldre Gemeinschaft aufbauen. Die
Bildung von Matrixkomponenten von
Biofilm bildenden S. typhimurium kann
man durch das Wachstum der Zellen auf
einer mit dem Farbstoff Kongorot
versehenen Agarplatte {iber die Kolonie-
morphologie kombiniert mit der unter-
schiedlichen Farbgebung durch die
Absorption von Kongorot leicht
detektieren. Genetische und phino-
typische Analysen hatten gezeigt, dass es
mindestens zwei extrazelluldre Matrix-
komponenten gibt, von denen die eine, die
diinnen, aggregativen Fimbrien, schon
bekannt war. Uber Transposonmuta-
genese wurden die Gene des bcsABZC
(bacterial cellulose synthesis) Operons als
notwendig fiir die Bildung der bislang
unbekannten extrazelluldren Matrix-
komponente identifiziert. Ausgehend von
der Homologie mit dem Zelluloseoperon

in Acetobacter xylinus konnte mit geneti-
schen und chemischen Analysen gezeigt
werden, dass Zellulose der zweite Bestand-
teil der extrazelluldren Matrix von Biofilm
bildenden S. typhimurium ist (Abb. 1).
Zelluloseproduktion konnte neben S.
typhimurium auch fiir Biofilm bildende
Salmonella enteritidis, E. coli Stimme

sowie Klebsiella pneumoniae nachgewiesen
werden.

Bisher war man der Meinung, dass
Zellulose nur von wenigen Boden-
bakterien wie z.B. Agrobacterium tumefa-
ciens und Rhizobien synthetisiert wird. Mit
unserer Arbeit konnten wir zum ersten
Mal Zelluloseproduktion in pathogenen
und kommensalen Mikroorganismen
nachweisen, die eine bedeutende Rolle in
der Humandokologie spielen.

Abb.1. Salmonella
typhimurium MAE97
exprimiert Zellulose. Im
Gegensatz zum Ausgangs-
stamm MAE52 wurde in
MAE97 die Biosynthese der
dunnen, aggregativen
Fimbrien durch Inaktivie-
rung der Strukturgene
ausgeschaltet. Der Farbstoff
Calcofluor bindet selektiv
an die Zellulosefibern.
VergroRerung x 600.

Fig.1. Salmonella typhimu-
rium MAEQ7 expresses
cellulose. In contrast to the
wild type MAE52 the bio-
genesis of thin aggregative
fimbriae had been
inactivated in MAE97. The
dye Calcofluor binds
selectively to cellulose fibers.
Magnification x 600.ht).
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Identification of cellulose as an extracellular matrix component
of biofilm-forming Salmonella typhimurium

Surface colonization by biofilm producing
bacteria causes hard to fight infections in
medical settings as well as contamination of
products from industrial fermenters. Members
of the Enterobacteriaceae belong to the
microorganisms that frequently cause noso-
comial infections. In many cases nosocomial
infections are caused by biofilm producing
bacteria, for example, in catheter-related
cystitis. The analysis of biofilm formation with
respect to regulation and structural compo-
nents is a prerequisite to develop rational
strategies against biofilm-forming bacteria. It
is one of our goals to elucidate the structural
components of biofilm-forming Salmonella
typhimurium and Escherichia coli.
Bacteria in biofilms are embedded in a self
produced extracellular matrix. The matrix is
used by the bacteria for adherence on surfaces
as well as a structural component in the own
multicellular community. Production of
matrix components by biofilm-forming S.
typhimurium can be followed by the growth
of the cells on agar plates containing the dye
Congo red. Colony morphology and
differential absorption of Congo red detects
different matrix components. Genetic and
phenotypic analyses had already shown that
there are at least two extracellular matrix
components, thin aggregative fimbriae being
one of them. Using transposon mutagenesis
genes of the bcsABZC (bacterial cellulose
synthesis) operon were identified to be
necessary for the biogenesis of the so far
unknown second extracellular matrix
component. Based on the homology with the
cellulose biosynthesis operon in Acetobacter
xylinus we could show by genetic and
chemial analysis that cellulose is the second
component of the extracellular matrix of
biofilm-forming S. typhimurium (Fig. 1).
Besides S. typhimurium we could show that
also Salmonella enteritidis, E. coli as well
as Klebsiella pneumoniae produce cellulose.
According to common knowledge, cellulose
was considered to be produced only by few soil
bacteria such as Agrobacterium tumefaciens
and rhizobia. We could show for the first time
that cellulose is also produced by pathogenic
and commensal microorganisms playing an
important role in the ecology of human beings.

Publications [Veroffentlichungen
Rémling U, Tummler B (2000) Achieving
100% typeability of Pseudomonas
aeruginosa by pulsed-field gel electrophoresis.
J Clin Microbiol 38:464-465.

Rémling U, Rohde M, Olsen A, Normark S,
Reinkdoster J (2000) AgfD, the checkpoint of
multicellular and aggregative behaviour in
Salmonella typhimurium regulates at least
two independent pathways. Mol Microbiol
36:10-23.

Rémling U (2001) Genetic and phenotypic
analysis of multicellular behaviour in
Salmonella typhimurium. In: Methods
Enzymol 336:48-59.

Zogaj X, Nimtz M, Rohde M, Bokranz W,
Rémling U (2001) The multicellular
morphotypes of Salmonella typhimurium and
Escherichia coli produce cellulose as the
second component of the extracellular matrix.
Mol Microbiol 39:1452-1463.
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Neue Wirkstoffe (SP 3)

Fiir die Bekimpfung von Krankheiten und
zum Schutz von Mensch, Tier und Nutz-
pflanzen vor Mikroorganismen, Parasiten
und anderen Schidlingen steht uns heute
eine Vielzahl von Wirkstoffen zur Verfiigung.
Dessen ungeachtet gibt es noch zahlreiche

Koordinator [Coordinator: Krankheitsbilder, die nicht oder nur unzu-
Prof. Dr. G. Hofle Abt. Natur- reichend behandelt werden kénnen, wie
stoffchemie [Dept. of Natural z.B. Krebs oder bestimmte Trypanosomen-

Product Chemist . . e .
! sy Infektionen. Die Antibiotikatherapie hat

zunehmend mit Resistenzentwicklung zu
kdmpfen, wie z.B. bei Tuberkulose und
Lungenentziindung. Ahnliches gilt fiir Proto-
zoeninfektionen, vor allem Malaria. Auch
im Pflanzenschutz ist diese Entwicklung
zu beobachten, wo ebenfalls Pilze und
Insekten zunehmend gegen etablierte Wirk-
stoffe resistent werden. Dies und der gestei-
gerte Anspruch an Effektivitit und Sicher-
heit von Medikamenten sowie Umweltver-
traglichkeit von Pflanzenschutzmitteln
erfordern eine stindige Suche nach und
Entwicklung von neuen Wirkstoffen.

Viele der heute eingesetzten Wirkstoffe,
besonders in der Humanmedizin, sind
Naturstoffe, Derivate von Naturstoffen
oder synthetische Analoga. Mikroorganis-
men waren und sind eine reiche Quelle
fiir Antibiotika, liefern aber auch mehr
und mehr Substanzen mit pharmakologi-
schem Potential. Deren Entdeckung wird
durch eine grofde Zahl inzwischen entwik-
kelter biochemischer und molekularbiolo-
gischer Tests ermoglicht. Im Projekt Biologie,
Chemie und Genetik mikrobieller Wirkstof-
fe werden neue Mikroorganismen als Pro-
duzenten gesucht, Sekundarstoffe isoliert,
ihre Struktur und ihr Wirkmechanismus
aufgeklart. Nach Entwicklung geeigneter
Produktions- und Aufarbeitungsverfahren
werden die Substanzen an Industriepartner
abgegeben, um dort auf Anwendung in
Medizin und Pflanzenschutz gepriift zu
werden. Weitere Ziele sind die Aufklarung
der Biosynthese sowie die chemische Modi-
fikation und Synthese analoger Strukturen
mit verbesserten Eigenschaften.

Durch die Verkniipfung genetischer und
biochemischer Ansitze soll der Zugang zu
Naturstoffen bzw. , Quasi-Naturstoffen”
ermoglicht werden. So sollen z. B. soge-
nannte stille myxobakterielle Biosynthe-
secluster aktiviert werden, indem Bakterien-
stimme genetisch verindert werden.
Alternativ konnen komplette Stoffwechsel-
wege in andere Wirtsorganismen tiibertra-
gen werden. Eine als Biokombinatorik
bezeichnete Strategie soll ebenfalls zur
Bildung einer Vielzahl von neuartigen,
moglicherweise biologisch aktiven
Substanzen fiihren.

Ganz andere Wege zu neuen Wirkstof-
fen werden im Projekt Kombinatorische
Molekiilrepertoires beschritten. Grundlage
ist hier das biologische Prinzip der empi-
rischen Suche in einer grofien Vielfalt an
moglichen Wirkstoffstrukturen mit Hilfe
evolutiver und kombinatorischer Verfah-
ren. Auf molekularbiologischem Weg
konnen durch stochastische oder gezielte
Mutagenese sehr viele (um 10°) Peptid-
varianten erzeugt werden. Mittels der an
der GBF weiterentwickelten Phagemid-
Display-Genbanken lassen sich daraus
Varianten mit besonders fester Bindung an
wichtige Zielstrukturen aussondern. Die
kombinatorische chemische Synthese ist
ebenso in der Lage sehr grofie Zahlen von
Molekiilvarianten (insbesondere Peptide
und Oligonucleotide) zu erzeugen. In
diesem Fall sind auch unnatiirliche Vari-
anten mit Bausteinen, die in der Natur
nicht vorkommen, zuginglich. Diese
Molekiilsammlungen (Bibliotheken)
werden auf biologische Aktivitat hin
durchsucht aber auch fiir systematische
Studien tiber die Gesetzmaifligkeiten
molekularer Wechselwirkungen und zur
Identifizierung unbekannter zelluldrer
Zielmolekiile eingesetzt (funktionelle
Genom- und Proteomanalyse). Die
chemische Herstellung umfangreicher
Molekiilbibliotheken nutzt das Prinzip
der Festphasensynthese und dafiir werden
auch neue Verfahren und Trigermateriali-
en entwickelt.



Highligts from Research and Development Research Area: Bioactive Compounds

Bioactive Compounds (SP 3)

A large number of bioactive compounds are
available today to combat diseases and for the
protection of man, animals and cultivated
plants from microorganisms, parasites and
other pests. This notwithstanding, there are
still a very large number of diseases which
either cannot or can only inadequately be
treated, for example cancer and certain
trypanosome infections. Antibiotic therapy is
increasingly being hindered by the development of
resistance, such as in the case of tuberculosis
and lung infections. The same problem effects
protozoan infections, in particular malaria.

A similar picture is apparent in agriculture,
where fungi and insects are increasingly
becoming resistant to established active
ingredients. This together with growing
demands on the effectivity and safety of
pharmaceuticals, as well as on the environ-
mental compatibility of pesticides, drive the
continuous search for and development of new
active substances.

Many of the active substances used today,
in particular in human medicine, are natural
products or from these chemically synthesised
derivatives. Microorganisms have been and
still are a rich source of antibiotics, but are
also capable of delivering more and more
substances with pharmacological potential.
Their discovery is made possible by a large
number of recently developed biochemical and
molecular-biological tests. The Project Biology,
Chemistry and Genetics of New Bioactive
Compounds from Microorganisms focuses on
the search for new microorganisms as
producers, as well as on the isolation of
secondary metabolites and elucidating their
structures and mechanisms of action.
Following development of suitable production
and isolation methods the substances are
transferred to partners in industry in order to
have them tested for applications as medicines
and pesticides. Other objectives are the
elucidation of the mode of action and the
biosynthesis including molecular genetics.
Structure-acitivity relationships are investi-
gated for compounds of practical interest by
chemical modification and synthesis of
analogs with the aim of optimisation of useful
properties.

The employment of a combination of genetic
and biochemical approaches raises the hope to
increase the availability of new natural
products and/or their derivatives. One
possibility is to activate silent biosynthetic
gene clusters of myxobacterial origin, either by
genetically engineering producer strains or
by expressing biosynthetic pathways in foreign
hosts. Another strategy, known as
combinatorial biosynthesis, should lead to the
formation of a variety of new substances with
modified structures and possibly novel
biological activity.

Complementary to this classical approach,
the project Combinatorial Molecular
Repertoires is taking different paths to arrive
at novel active substances. Based on the
biological principle of empirical search, a
large diversity of molecular structures is
produced and screened for biological activity
using evolutive and combinatorial procedures.
In the molecular-biological approach, the use
of stochastic and targeted mutagenesis is able
to generate plenty of (around 10°) peptide/
protein variants. By using phagemid-display
gene banks, further developed at the GBF,
those variants with particularly high affinity
of binding to important biological target
molecules can be selected. Combinatorial
chemical synthesis is also capable of producing
very large numbers of molecular variants (in
particular peptides and oligonucleotides). In
this case, access is gained also to unnatural
structures containing chemical components
which do not occur in nature. These molecular
collections (compound libraries) are tested for
their biological activity and are also used in
systematic investigations of the priniciples of
biomolecular interactions as well as for the
identification of unknown cellular target
molecules (functional genome- and proteome-
analysis). The chemical generation of large
molecular libraries is based on solid phase
synthesis and in this regard new processes and
carrier materials have also been developed.
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Biologie, Chemie und Genetik mikrobieller Wirkstoffe
(SP 3.1)

Biologie mikrobieller Wirkstoffe

Projektleiter [Project leader: Prof. Dr. H. Reichenbach [Abt. Naturstoftbiologie [Dept. of
Natural Product Biology

Projektmitarbeiter [(Project members: Y. Elnakady, E. Forche, K. Gerth, H. Irschik, B. Kunze, H. Reichenbach,
F. Sasse

Im Berichtszeitraum wurden 600 Stimme von Myxobakterien fiir unser Screening neu
isoliert. Aufder Tests mit verschiedenen Bakterien, Pilzen und tierischen Zellen wurden
auch Enzym- und Rezeptortests durchgefiihrt. Die Tests mit lebenden Zellen haben den
Vorteil, dass sie die Wechselwirkungen mit tausenden von Enzymen und Zellstrukturen
anzeigen. Auflerdem wurden Kulturextrakte durch HPLC-Analysen charakterisiert und
solche Verbindungen isoliert, die durch neuartige Peaks auffielen. Alle neu gefundenen

Verbindungen wurden in ausreichender Quantitat isoliert und gingen in Sekundar-
screenings bei Industriepartnern. In einigen Fillen fithrten positive Resultate zu einer

weiteren Bearbeitung.

Neue Verbindungen

Wir konnten wieder eine Reihe neuer
Substanzen isolieren. Produzenten waren
hauptsichlich Sorangium-, Cystobacter- und
Archangium-Stimme, aber auch bei
Polyangium und neuerdings bei
Nannocystis- und Corallococcus-Stimmen
treten interessante Verbindungen auf. Die
letzten beiden Gattungen waren bisher
nicht sehr ergiebig, was insofern bedauer-
lich war, als wir von beiden um 1500
Stimme besitzen. Durch ein direktes
Screening auf Apoptose-Inhibitoren
wurden bei diesen Organismen einige
neue Aktivititen gefunden, die aber noch
genauer charakterisiert werden miissen.
Fertige Strukturen liegen vor von
Chlotonil, einer extrem lipophilen
chlorierten Verbindung aus einem
Sorangium; den Cyrmeninen aus einer
neuen Cystobacter-Art, die Hefen und
Hyphenpilze hemmen sowie die Zellat-
mung blockieren; der Ferruginsiure aus
einem anderen Cystobacter. Tichunal aus
einem Sorangium ist bemerkenswert durch
seinen Aufbau aus Isopren-Einheiten, was
bei Bakterien selten vorkommt. Die
Aurofurone kommen bei Archangium und
Stigmatella vor. Aus der neuen Myxobak-
terienart Byssophaga cruenta wurde nach
Cruentaren und Fulmenon noch eine dritte
Verbindung, ein Peptolid isoliert. Aus
Nannocystis wurden zwei Substanzen mit

ungewOhnlichen Strukturelementen
erhalten, aus Sorangium ein neues Disorazol
(2), ein Pyrazin-Derivat und eine
Myxalamid-Variante. Letztes ist insofern
bemerkenswert, als Myxalamide bisher
nur bei Stimmen der Unterordnung
Cystobacterineae gefunden wurden, und
wir mit Ausnahme von Pyrrolnitrin nie
eine Uberlappung der Sekundarstoff-
muster der beiden Unterordnungen beob-
achtet haben. Bei einem Cystobacter wurde
ein neues Rhizopodin entdeckt. In
Bearbeitung ist unter anderem eine hoch-
aktive antibakterielle Substanz aus einem
neuen Cystobacter, eine Aktivitit gegen
Mycobacterium aus einem Sorangium, zwei
Komplex I Inhibitoren aus Polyangium.

Wirkmechanismen

Fiir einige Myxobakteriensubstanzen
konnten sehr interessante Wirk-
mechanismen nachgewiesen werden.
Apicularen hemmt spezifisch die Wirbel-
tier-V-ATPase, ebenso Archazolid; beide
Verbindungen zeigen in Zellkulturen ein
identisches Schadbild, so dass man diesen
Wirkmechanismus anscheinend daran
erkennen kann (Abb. 1, A, B, C). Ratjadon
blockiert wie das Leptomycin selektiv den
CRM1-Proteintransporter, der fiir den
Export aus dem Zellkern in das
Cytoplasma verantwortlich ist. Die
Substanz ist extrem toxisch: Der IC, -Wert
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in Zellkulturen liegt um 40 bis 100 pg/ml.
Ratjadon fiihrt in Zellkulturen zu einer
starken Vergroflerung der Zellkerne, ein
Effekt, der moglicherweise fiir diesen
Wirkmechanismus typisch ist und
erlauben wiirde, weitere solche Substan-
zen zu entdecken (Abb. 2). Disorazol
erwies sich als Hemmstoff der Tubulin-
Polymerisation und fithrt auch zu einer
Depolymerisation existierender
Mikrotubuli.

Weitere Aktivitaten

Die Biosynthese von Epothilon wurde mit
biochemischen Methoden untersucht.
Dabei wurde festgestellt, dass das in
anderen Labors aus Sequenzanalysen
abgeleitete Syntheseschema in die Irre
fithrt. Details finden sich in zwei Publika-
tionen (Gerth et al., 2000, 2001).

An Chemikalienfirmen wurden fiir
wissenschaftliche Zwecke Stigmatellin und
Myxothiazol abgegeben. Wir sind die
einzige Quelle fir diese wichtigen
Forschungschemikalien. Hilfreich fiir die
Produktion von Myxobakteriensubstanzen
erwies sich die Beobachtung, dass viele
Stimme bei 25° besser produzieren als
bei 30°.

Abb. 1. A, B, C. Archazolid,
eine Verbindung, die aus
Myxobakterien isoliert
wurde, fuhrt bei Sauger-
zellen zu den gleichen Veran-
derungen wie Concanamycin,
einem bekannten Inhibitor
der V-ATPase. Nach Immun-
fluoreszenzfarbung von
GRP-94, einem Markerpro-
tein des Endoplasmatischen
Reticulums, erkennt man in
den behandelten Beutel-
rattenzellen Vesikel, die teil-
weise runde Schollen dieses
Proteins enthalten. Die
Zellkerne wurden mit einem
DNA-Farbstoff blau geféarbt.
Abb. 1, A: Kontrolle;

Abb. 1, B: Archazolid;

Abb. 1, C: Concanamycin

Fig. 1. A, B, C. The
myxobacterial compound
archazolid causes the same
structural changes in
mammalian cells as
concanamycin known as an
inhibitor of V-ATPase. In
potoroo cells the marker
protein of the endoplasmatic
reticulum, GRP-94, was
immunofluorescence stained.
Vesicles, which sometimes
contain clods of that protein,
can be seen in treated cells
but not in the control. The
cell nuclei are stained blue
with a DNA stain.

Fig. 1, A: control;

Fig. 1, B: archazolid treated;
Fig.1, C: concanamycin
treated cells.

Biology and Chemistry of Microbial Bioactive Compounds

(SP 3.1)

Biology of Bioactive Compounds

Over the past 12 months 600 strains of myxobacteria have been isolated for our screening. Beside
tests using various types of bacteria, fungi and animal cell lines, enzyme and receptor tests were
performed. The use of living cells has the advantage that interactions with thousands of enzymes
and cell components can be seen at the same time. Culture extracts were further characterized by
HPLC analyses allowing to isolate compounds that produced new peaks. All new compounds
discovered by us were produced in sufficient quantities to be included in secondary screenings with
industry partners. In several cases positive results led to further research

New compounds

Again we were able to isolate a series of new
substances. The producers were mainly
Sorangium, Cystobacter and Archangium
strains, but also Polyangium and, since

recently, Nannocystis and Corallococcus
strains yielded interesting compounds. The
latter two genera were not particularly
productive so far, which was regrettable
because we have 1500 strains of each. In a
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Abb. 2. Ratjadon induziert
bei Saugerzellen eine
VergroRerung der Zellkerne.
Mausfibroblasten (L929)
wurden mit steigenden
Konzentrationen von
Ratjadon A inkubiert. Nach
Fixierung der Zellen wurden
die Zellkerne mit DAPI
angefarbt und Uber eine
digitale Bildauswertung
vermessen.

Fig. 2. Ratjadon induces in
mammalian cells an
enlargement of the cell
nuclei. Mouse fibroblast-like
cells (L929) were incubated
with increasing concen-
trations of ratjadon A. After
fixation of the cells the
nuclei were stained with
DAPI and their size was
determined by digital image
analysis.
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direct screening for inducers of apoptosis we
found several new activities with those
organisms, which, however, are still to be
characterized. Established structures are
available of chlotonil, an extremely lipophilic,
chlorinated compound from a Sorangium
strain; of the cyrmenins isolated from a new
Cystobacter: they inhibit yeasts and hyphal
fungi and interfere with cellular respiration;
ferruginic acid from another Cystobacter
strain. Tichunal, obtained from a Sorangium,
is unusual by its composition of isoprene units,
which is rare among bacteria. The aurofurons
are found in Archangium and Stigmatella.
In addition to cruentaren and holmenon, a
third new compound, a peptolide, was isolated
from one strain of the new myxobacterial
species, Byssophaga cruenta. Two new
substances with unusual structural elements
were obtained from Nannocystis; a new
disorazol (Z) from a Sorangium; a pyrazine
compound and a new myxalamid, again from
Sorangium. The latter case is of interest
because myxalamids up to now were always
found only in strains of the suborder
Cystobacterineae and, with the exception of
pyrrolnitrin, we never observed an overlap of
the patterns of secondary metabolites between
the suborders of myxobacteria. A new
rhizopodin was discovered in a Cystobacter.
Presently we work on a highly active anti-

bacterial substance from a new Cystobacter,
an activity against Mycobacterium from a
Sorangium, and two complex | inhibitors
from a Polyangium.

Mechanisms of action

Very interesting mechanisms of action have
been demonstrated for several myxobacterial
compounds. Apicularen blocks specifically V-
ATPase of vertebrates, as does archazolid. Both
compounds lead in cell cultures to an identical
damage (see Fig. 1, A, B, C), so that this
mechanism of action appears to be reliably
recognizable by this phenotype. Ratjadon, like
leptomycin, blocks selectively the CRM1
transporter, which is responsible for the export
of proteins from the nuclear space into the
cytoplasm. The substance is extremely toxic,
with IC_ values in cell cultures between 40
and 100 pg/ml. Ratjadon results in cell
cultures in a substantial increase in size of the
cell nucleus (Fig. 2), which effect is possibly
typical for that mechanism of action and
could allow to discover more compounds of
that type. Disorazol is a new inhibitor of
tubulin polymerisation and also results in
depolymerisation of microtubuli.

Other activities

The biosynthesis of epothilone was investi-
gated by biochemical methods. It was found
that the scheme of synthesis derived by other
people from sequence analyses of the gene was
erroneous. Details can be found in two
publications (Gerth et al., 2000, 2001).

Stigmatellin and myxothiazol were
produced for scientific purposes and supplied
to drug companies. We are the only source for
those important research tools. The
observation that many myxobacterial strains
synthesize secondary metabolites better at
25°C than at 30° may be helpful for
production processes.

Publications [Veroffentlichungen

Gerth K, Steinmetz H, Hofle G, Reichenbach
H (2000) Studies on the biosynthesis of
epothilones. The biosynthetic origin of the
carbon skeleton. J Antibiot 53:1373-1377.

Gerth K, Steinmetz H, Hofle G, Reichenbach
H (2001) Studies on the biosynthesis of
epothilones. The PKS and epothilone C/D
monooxygenase. J Antibiot 54:144-148.
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Chemie mikrobieller Wirkstoffe

Projektleiter (Project leader: Prof. Dr. G. H6fle [Abt. Naturstoffbiologie [Dept. of Natural

Product Biology

Projektmitarbeiter [(Project members: H. Augustiniak, N. Glaser, R. Jansen, U. Karama, Th. Leibold, M. Schinner, U.
Soker, H. Steinmetz, L. Vollbrecht, P. Washausen, S. Wassmann

Die chemische Bearbeitung mikrobieller Wirkstoffe konzentrierte sich im Berichtsjahr
2000/2001 auf die Tubulinhemmstoffe, Epothilon und Tubulysin, die Fungizide vom
Melithiazoltyp und die immunsupressiv wirkenden Argyrine. Von den aus Myxobakterien
neu isolierten Substanzen konnten sieben in der Struktur aufgeklart werden. Cyrmenin,
Haprolid, Pyrronazol und Salidien stellen neue Grundstrukturen dar, die Pyrazinone aus
So cel052, die Aurafurone und Cyferinsdure neue Strukturvarianten bereits bekannter

Naturstoffe.

Argyrine
Die im GBF-Jahresbericht 1996 erstmals
beschriebenen Argyrine wurden kiirzlich
als Immunmodulatoren erkannt. Dies
veranlafite uns, Struktur, Stereochemie
und chemische Reaktivitit dieser
cyclischen Heptapeptide eingehender zu
untersuchen. Hochaufgeloste C,H-
korrelierte NMR-Spektren, sowie Partial-
hydrolyse und MS/MS-Sequenzierung
ergaben iibereinstimmend, dafl Methoxy-
tryptophan in der Sequenz der Amino-
sauren bisher falsch angeordnet war. Bei

Thiaz

Trp1
Sark j/

|
o

DeAla W‘('\a /U\/ %/

Argyrin A

der Ozonolyse der Argyrine und
anschliefdenden Totalhydrolyse wurden
die beiden Tryptophanbausteine und die
Aminoethylthiazolcarbonsadure zu
Asparaginsdure bzw. Alanin abgebaut, so
daf$ ihre Konfiguration durch GC-Analyse
leicht ermittelt werden konnte. Nach
NMR-Untersuchungen nimmt Argyrin A
eine bevorzugte Losungskonformation
ein, in der die NH-Protonen von Ala, Trp
und Thiaz stabil in Wasserstoftbriicken
eingebunden und die beiden Indolreste
gestapelt angeordnet sind. Neben den

bereits frither isolierten Hauptkomponenten
Argyrin A und B wurden in groferen
Fermenteransitzen auch Strukturvarianten
gefunden, die an C-6 des Thiazolbausteins
statt einer Methylgruppe Wasserstoff oder
eine Hydroxymethylgruppe tragen, denen
die Methoxygruppe im Tryptophan fehlt
oder die eine zusitzliche Methylgruppe im
angrenzenden Pyrrolring tragen. Die
Derivatisierung der Argyrine mit nukleo-
philen und elektrophilen Reagenzien
greift erwartungsgemafs am Dehydro-
alanin bzw. Methoxytryptophan an.

Varnalamide

Aus dem Archangium Stamm Ar 3468
wurden zwei Haupt- und zwei Neben-
metabolite isoliert, die aus biogenetischer
Sicht aus einem N-Acyldipeptid hervor-
gehen. Wihrend die Hauptkomponenten
A und B Alaninol bzw. 2-Aminobutanol
am Carboxyterminus tragen, ist bei C und
D in einer offenbar nachgeschalteten
Reaktion die endstindige Methylgruppe
hydroxyliert worden. Totalhydrolyse und
GC-Analyse ergab fiir beide Amino-
alkoholbausteine (S)-Konfiguration.

R AN

N
© H
Varnalamid R' =H, R*=H
R'=H, R?=CH,
R' =OH, R = H
R' =OH, R® = CH,
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Maltepolide

Die Maltepolide A - E bilden eine aus dem
Sorangium cellulosum Stamm So ce1485
isolierte Gruppe von 20-gliedrigen
Makroliden. Sie werden abhingig von den
Kulturbedingungen in unterschiedlichen
Verhiltnissen gebildet. Biogenetischer

Maltepolid B

Maltepolid E

Vorlaufer fur alle Maltepolide scheint das
Bisepoxid E zu sein, das zum Haupt-
produkt wird, wenn bei der Kultivierung
und Isolierung schwach basische
Bedingungen eingehalten werden. Bei der
Kultivierung des Organismus bei pH 6,5
wird das C-11,C-12 Epoxid durch eine
intramolekulare vinyloge Addition der 17-
OH Gruppe geoffnet, wobei als Haupt-
produkte Maltepolid A und B entstehen.

Epothilonderivate

Bei der semisynthetischen Abwandlung
der Epothilone haben wir uns in den
vergangenen Jahren zunehmend auf die
Thiazolseitenkette konzentriert, in der
eine Vielzahl von funktionellen Gruppen
ohne Aktivitatsverlust toleriert wird.
Neben einer Verbesserung der pharma-

Forschungs- und Entwicklungsarbeiten Forschungsschwerpunkt: Neue Wirkstoffe

kologischen Eigenschaften, strebten wir
auch Derivate als Sonden fiir
biochemische Unterschungen, z. B. zur
Photoaffinititsmarkierung der
Tubulinbindestelle an. Da die iiblichen
photoreaktiven Gruppen einen zu hohen
Raumanspruch haben, mufiten wir den
bereits vorhandenen Thiazolring zum
Aufbau eines geeigneten Chromophors
heranziehen. Ausgehend von Epothilon B
konnten wir in fiinf Stufen tiber Epothilon
F das 21-Aldehydhydrazon erhalten.
Dieses ergibt bei der Oxidation mit
Nickelperoxid 21-Diazoepothilon B (1),
das zum Teil zum tautomeren Triazolo-
thiazol 2 cyclisiert. Das Gleichgewichts-
gemisch der beiden Verbindungen besitzt
eine hohe cytotoxische Aktivitit, mit )»max
285 nm einen ausreichend langwelligen
UV-Chromophor und zerfillt beim
Belichten vermutlich iiber das C-21
Carben.

Kulkenon

Aus dem Sorangium cellulosum Stamm So
ce1426 wurde eine miflig toxische,
Kulkenon genannte Substanz isoliert und
als neuartiges 26-gliedriges Makrolid
identifiziert. Nach Fiitterungsexperi-
menten mit *C-angereicherten Vorlaufern
wird das Polyketid aus 7-Acetat- und 5-
Propionateinheiten und einem vermutlich
aus dem Leucinabbau stammenden 3-
Methylbutyrat-Starter aufgebaut.
Bemerkenswert ist, daf3 C-25 in diesem
Starter auch signifikant durch [1,2-13C |
Acetat angereichert wird. ’

e a2V

HO 0. 25

OH ]

Kulkenon
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Chemistry of Bioactive Compounds from Microorganisms

In the research period 2000/2001, work focused on the chemistry of the tubulin inhibitors,
epothilone and tubulysin, the fungicides of the melithiazol type and the immunosuppressively
acting argyrins. In addition, we isolated and elucidated the structure of seven groups of secondary
metabolites from new strains of myxobacteria. Cyrmenin, haprolid, pyrronazol and salidien
represent new basic structures, whereas the pyrazinones from So ce1052, the aurafurones and
cyferinic acids are new structural variations of already known natural products.

Argyrins

The argyrins described for the first time in the
GBF Annual Report 1996 have recently been
identified as immunomodulators. This
induced us to investigate the structure,
stereochemistry and chemical reactivity of
these cyclic heptapeptides more thoroughly.
High-resolution C,H-correlated NMR spectra
as well as partial hydrolysis and MS/MS
sequencing unanimously showed that
methoxytryptophane has been wrongly
arranged in the sequence of the amino acids
in the past. In the ozonolysis of the argyrins
and subsequent total hydrolysis, the two
tryptophane building blocks and the
aminoethyl thiazole carboxylic acid are
degraded to aspartic acid and alanine, so that
their configuration was easily determined by
GC analysis. According to NMR
investigations, argyrin A prefers a solution
conformation in which the NH protons of Ala,
Trp and Thiaz are stably incorporated into
hydrogen bonds and the two indole residues
are stacked. In addition to the major
components, argyrin A and B, already isolated
earlier, structural variations were also found
in larger fermenter batches, which carry
hydrogen or a hydroxymethyl group instead of
a methyl group at C-6 of the thiazole building
block. Others lack the methoxy group in the
tryptophane or carry an additional methyl
group in the pyrrole ring of tryptophane. As
expected, the derivatization of the argyrins
with nucleophilic and electrophilic reagents
attacks preferentially the dehydroanaline and
metoxytryptophane residues.

Varnalamides

From the Archangium strain 3468 two major
and two minor metabolites were isolated
which, from biogenetic considerations,
originate from an N-acyl dipeptide. Whereas
the major components A and B carry alaninol
and 2-aminobutanol at the carboxy terminus,
respectively, the terminal methyl group has
been hydroxylated in C and D in an obviously

subsequent step. Total hydrolysis and GC
analysis proved (S) configuration for both
amino alcohol building blocks.

Maltepolides

The maltepolides A-E form a group of 20-
membered macrolides isolated from the
Sorangium cellulosum strain So ce1485.
They are formed in different proportions
depending on the culture conditions. The
biogenetic precursor of all maltepolides seems
to be bisepoxide E, which is predominantly
found when weakly basic conditions are
maintained during cultivation and isolation.
Cultivating the organism at pH 6.5, induced
ring opening of the C-11,C-12 epoxide by an
intramolecular vinylogous addition of the 17-
OH group producing maltepolide A and B as
the main product.

Epothilone Derivatives

In the semi-synthetic modification of the
epothilones, we have increasingly concentrated
on the thiazole side chain in the past few
years, in which a large number of functional
groups are tolerated without loss of activity.
Apart from an improvement of the
pharmacological properties we also aimed at
derivatives as probes for biochemical
investigations, e.g. for photoaffinity labelling
of the tubulin binding site. Since the usual
photoreactive groups require to much space,
we had to use the already existing thiazole
ring for construction of a suitable
chromophore. Starting from epothilone B, we
obtained the 21-aldehyde hydrazone in five
steps via epothilone F. Oxidation of the
hydrazone with nickel peroxide, produced 21-
diazoepothilone B (1), which cyclizes into
tautomeric triazolothiazol (2). The
equilibrium mixture of the two compounds
shows high cytotoxic activity, a sufficiently
long-wave UV chromophore of A, 285 nm,
and is degraded on irradiation presumably
through the C-21 carbene.
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Kulkenon
From the Sorangium cellulosum strain So
cel426 a moderately toxic substance named
kulkenon was isolated and identified as a
novel 26-membered macrolide. After feeding
experiments with 3C-enriched precursors, the
polyketide is constructed of 7 acetate and 5
propionate units and an isobutyrate starter
presumably originating from leucine
degradation. It is also remarkable to note that
C-25 in this starter unit is significantly
enriched by [1,2-*C_Jacetate.

Publications [Vero6ffentlichungen
Jansen R, Kunze B, Reichenbach H, Héfle G
(2000) Antibiotics from Gliding Bacteria
LXXXVI, Apicularen A and B, Cytotoxic 10-
membered Lactones with a Novel Mechanism
of Action from Chondromyces Species
(Myxabacteria): Isolation, Structure
Elucidation, and Biosynthesis. Eur J Org
Chem 6:913-919.

Hardt IH, Steinmetz H, Gerth K, Sasse F,
Reichenbach H, Hofle G (2001) New
Natural Epothilones from Sorangium
cellulosum, Strains So ce90/B2 and So
ce90/D13: Isolation, Structure Elucidation,
SAR-Studies. J Nat Prod 64:847-856.
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Kombinatorische Molekilrepertoires (SP 3.2)

Projektleiter [(Project leader: Dr. R. Frank [Arb.Gr. Molekulare Erkennung [Res. Group

Molecular Recognition

Projekmitarbeiter [Project members: K. Bialek, J. Butz, S. Daenicke, A. Dikmans, R.. Frank, C. Hultschig, B. Kornak,
Y. Melberg, K. Michaelis, M. Morr, S. Pilawa, W. Tegge, N. Zander; J. Eichler, V. Klaukien, H. Overwin, G. Hofle, J.
Niggemann, J. Collins, N. Horn, D. Stellfeld, W. Westphal

Ein neuentwickelter hochspezifischer

Inhibitor fur das Enzym cGPK ist aktiv

in vivo
Der in der letzten Ausgabe vorgestellte
peptidische membrangingige Inhibitor fiir
die cyclo-GMP-abhingige Proteinkinase 1”
(cGPK) wurde jetzt fiir die Untersuchung
der physiologischen Bedeutung dieses
wichtigen Enzyms eingesetzt. Das inhibi-
torische Peptid unterdriickt zum Beispiel
die durch cGPK bewirkte Relaxation von
glatten Muskelzellen, die aus der Harn-
blasenwand einer Ratte prapariert wurden.

Entwicklung neuer Hochdurchsatz-
Methoden zur Bestimmung genomischer
Methylierungsmuster
Die AG Molekulare Erkennung ist Partner
in einem mit 5,3 Mio. DM vom BMBF
geforderten Verbundprojekt mit der Firma
Epigenomics AG. In diesem Projekt soll
eine neue diagnostische Methode

entwickelt werden, mit der das individuell
spezifische Muster von Methylcytosinen
(der ,fiinften DNA-Base”) kompletter
humaner Genome erfasst, dokumentiert
und interpretiert werden kann. Ein
internationales Konsortium, the Human
Epigenome Consortium, hat bereits
begonnen die Methylierungsmuster von
DNA aus gesunden Gewebeproben zu
bestimmen. Wir werden unsere Erfahrun-
gen in der miniaturisierten parallelen
chemischen Synthese einbringen. Insbe-
sondere wird ein neuentwickeltes, das
CompactDisc-Format nutzendes Synthese-
gerit (s. Abb. 2) eingesetzt werden. Damit
sollen systematische Anordnungen
(Arrays) von so genannten Fan-
germolekiilen auf Basis von PNA (Poly-
amid-Nucleinsdure) fiir den Analyse-
prozess zur Verfiigung gestellt werden.

Neue Nachwuchsgruppe ,,Konformatio-

nelle Protein-Ligand-Interaktionen*
Protein-Ligand-Interaktionen sind die
molekulare Grundlage praktisch aller
biologischen Prozesse. Das Design und
die Herstellung synthetischer Molekiile,
die aufgrund ihrer molekularen Architek-
tur in der Lage sind, konformationell
definierte Proteinbindungsstellen
nachzuahmen, ist eine aussichtsreiche
Strategie fiir die Erforschung von Protein-
struktur und -funktion. Mit diesem
Projektkonzept hat Frau Dr. Jutta Eichler
den Zuschlag fiir eine der begehrten
Biofutur-Forderungen erhalten. Seit 1. Juli
2001 wird dieses Projekt im Rahmen einer
eigenstindigen Nachwuchsgruppe an der
GBF durchgefiihrt.

Neben der grundlegenden Bedeutung
fiir das Verstdndnis von Protein-Ligand-
Interaktionen sind die konzipierten
synthetischen Proteinmimetika auch
Kandidaten fiir neue therapeutische und
diagnostische Strategien und andere
biomedizinische Anwendungen.

Abb.1. Peptid-induzierte
Kontraktion einer glatten
Muskelzelle: vor (A) und
30 sec nach (B) Zugabe des
Peptids.

Fig.1. Peptide-induced
contraction of a smooth
muscle cell: prior to (A) and
30 sec after (B) addition of
the peptide
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Abb. 2. CD-Scheibe mit 2500
kleinen Reaktionstropfen
fur die parallele chemische
Synthese.

Fig. 2. CD-body with 2500
small droplets for the
parallel chemical synthesis.

A novel highly specific peptidic inhibitor
for the enzyme cGPK is active in vivo

The last report presented a newly developed
membrane-permeable peptide which inhibits
highly specifically the cyclo-GMP dependant
protein kinase 1 (¢cGPK). This inhibitory
peptide was now utilized for the investigation
of the physiological role of this important
enzyme. As shown in Figure 1, the peptide
can suppress the relaxation effect mediated
by the cGPK in smooth muscle cells from rat
urinary bladder, resulting in a rapid cell
contraction.

Development of a new high-throughput
technology for mapping genomic
methylation patterns

GBF’s research group for Molecular
Recognition is a partner in a new joint project
together with the company Epigenomics AG,
funded with about 5.3 Mio. DM by the
German ministry for science and education
(BMBF). The project’s aim is to develop a
novel medical diagnostic method which will
enable to detect, document and interpret the
individual patterns of methylated cytosines
(,,DNA’s fifth base*) of complete human
genomes. An international consortium of
high-ranking scientists, the Human
Epigenome Consortium, has already started to
reveal the methylation patterns of DNA from
healthy tissues. To this project we will
contribute our expertise in the miniaturized
parallel chemical synthesis. In particular, a
newly developed synthesizer will be utilized to
provide CompactDisc-formatted arrays of so
called capture molecules based on PNA
(polyamide nucleic acids) (Fig. 2.).

Combinatorial Molecular Repertoires (SP 3.2)

New junior research group for ,,Con-
formationally defined Protein-Ligand-
Interactions*

Protein-ligand interactions are the molecular
basis for almost all bioclogical prosesses in
living cells and organisms. Many of these
interactions involve binding sites that are
defined by the three dimensional structure of
the folded protein chain. The design and
preparation of synthetic molecules that are
able to mimic such conformationally defined
protein binding sites through their special
architecture is a promising strategy for the
investigation of protein structure and
function. For this project concept, Dr. Jutta
Eichler recently received one of the very
prestigious and well funded Biofuture awards.
Since 1%of July 2001, this project is the topic
of an independent junior research group.
Besides the importance for the basic
understanding of protein-ligand interactions,
the conceptual synthetic protein mimics are
valuable candidates for the development of
new diagnostic and therapeutic principles as
well as for other biomedical applications.

Publications [Ver6ffentlichungen

Dostmann WRG, Taylor MS, Nickl CK,
Brayden JE, Frank R, Tegge WJ (2000)
Highly specific, membrane-permeant peptide
blockers of cGMP- dependent protein kinase |
alpha inhibit NO-induced cerebral dilation.
Proc Natl Acad Sci U S A 97:14772-14777.

Hawlisch H, Miiller M, Frank R, Bautsch W,
Klos A, Kohl J ((2001) Site-specific anti-C3a
receptor single-chain antibodies selected by
differential panning on cellulose sheets. Anal
Biochem 293:142-145.
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Molekularbiologie der Sekundarstoffbildung in

Myxobakterien (SP 3.3)

Projektleiter [(Project leader: Dr. S. Beyer [Priv. Doz. Dr. R. Muller [(Nachwuchsforscher-
gruppe Molekularbiologie der Myxobakterien [Junior Research Group Molecular Biology of

Myxobacteria

Projekmitarbeiter [(Project members: H. Blocker, N. Gaitatzis, A. Hans, J. Knauber, B. Kunze, G. Nordsiek, A.

Sandmann, B. Silakowski, S. Weinig

Myxobakterien wurden an der GBF bereits iiber Jahre als effiziente Quelle fiir Naturstoffe
mit biologischer Aktivitat etabliert. Dartiber hinaus weist diese Bakteriengruppe einen
komplexen Lebenszyklus auf und besitzt eine Reihe von Eigenschaften, die sonst nur
vielzelligen Organismen zugeschrieben werden. Wir befassen uns mit der Molekularbiolo-
gie der Naturstoffbiosynthese sowie deren Regulation. Ferner stellt sich die Frage der
Funktion solcher Sekundarstoffe innerhalb des Lebenszyklus von Myxobakterien. Diese
Substanzen spielen wahrscheinlich nicht nur als ,biologische Abwehrstoffe”, sondern
auch bei der Aufnahme von Spurenelementen und wahrscheinlich auch bei Kommuni-
kationsprozessen eine Rolle. Durch ein Genomprojekt soll die Grundlage gelegt werden,
um diese komplexen Netzwerke untersuchen zu konnen. Als Modellorganismus wurde
dafiir der Stamm Sorangium cellulosum So ce56 ausgewahlt.

Werkzeuge fur die Untersuchung des

Sekundérstoffwechsels
Mittlerweile konnten 8 potenzielle
Biosynthesegencluster fiir Sekundarstoffe
in dem Genom von S. cellulosum So ce90
identifiziert werden. Offensichtlich
schopft dieser Stamm nicht sein komplet-
tes Potenzial zur Bildung von Sekundar-
stoffen aus, denn bisher sind nur zwei
Substanzgruppen, die Epothilone und die
Spirangiene, beschrieben worden. Um die
nicht exprimierten Sekundarstoftbiosyn-
thesegencluster aus diesem Stamm sowie
aus anderen Myxobakterien auf ihre
Funktionalitit hin Giberpriifen zu kénnen,
werden zur Zeit heterologe Systeme fiir die
Expression von Stoffwechselwegen in
verschiedenen Wirtsstimmen entwickelt.
Zum Beispiel lassen sich mit Hilfe einer
von uns aus Stigmatella aurantiaca klonier-
ten Phosphopantetheinyltransferase
(MtaA) typische Sekundarstoffwechsel-
enzyme wie Polyketidsynthasen (PKS)
und Polypeptidsynthetasen (NRPS)
posttranslational in ihre entsprechenden
Holo-Formen iiberfithren. Auf diese Weise
konnen PKSs und NRPSs verschiedenen
Ursprungs auch in E. coli in enzymatisch
aktiver Form exprimiert werden. Dariiber
hinaus wurde St. aurantiaca DW4/3-1
genetisch so verdndert, dass das Einkreu-
zen von Fremdgenen mit Hilfe gdngiger
Plasmidvektoren einfacher vonstatten

geht. Dieser Stamm wird nun u. a. fir
Promotorstudien und fiir die Uberpriifung
neuer Resistenzgenkassetten fiir
Myxobakterien eingesetzt.

Molekulare Grundlagen des Eisen-
transports in Myxobakterien

Die Verfiigbarkeit von Eisen ist fiir ver-
schiedene Stoffwechselprozesse in Mikro-
organismen essentiell. Deshalb produzie-
ren sie sogenannte Eisenchelatoren, die
als niedermolekulare Substanzen ausge-
schieden werden, hochspezifisch
extrazellulédres Eisen (Fe**) binden und
dann als Komplex aktiv wieder in die Zelle
aufgenommen werden. Die Biogenesen
von Eisenchelatoren werden hiufig von
typischen Sekundirstoffenzymen (PKS
und/oder NRPS) bewerkstelligt. Wahrend
unseres genetischen Screenings auf

solche Enzyme in St. aurantiaca fanden wir
ein hypothetisches Eisentransport-
Regulon. Anhand des Aufbaus der von

der DNA-Sequenz abgeleiteten Enzyme
konnte ein Strukturvorschlag fiir das
dazugehorige Biosyntheseprodukt
vorgenommen werden. So wurde an-
genommen, dass dieses Regulon fiir die
Synthese eines Siderophors vom
Catecholtyp, wie z. B. Myxochelin, verant-
wortlich ist. Diese Hypothese wurde
nachfolgend in Kooperation mit der AG
Hofle bestatigt. Mutanten des zugehorigen
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Biosynthese-Regulons verlieren die
Fahigkeit, Myxochelin zu produzieren
und miissen mit Eisen supplementiert
werden. Von besonderem Interesse bei der
Biosynthese dieser Substanz ist hier ein
neuer, reduktiver Mechanismus zur
Abtrennung des Syntheseprodukts vom
Enzym MxcG. Zur biochemischen
Charakterisierung der dafiir verantwort-
lichen Enzymdomaéane wurde der aus
insgesamt sieben Modulen bestehende
Myxochelin-Synthetase-Multienzym-
komplex zusammen mit MtaA heterolog
in E. coli exprimiert. Aktivitatstests
zeigten, dass die drei Proteine MxcEFG
ausreichend sind, um auch in vitro diese
aufwendige Mehrstufensynthese aus-
zufithren.

Biosynthese des Elektronentransport-
Inhibitors Myxalamid

Eine dhnliche Reduktionsdomane wie in

MxcG fanden wir in der Hybrid-PKS/

NRPS, die fiir die Biosynthese der
Myxalamide verantwortlich ist. Dieses
System reprasentiert eine der wenigen

bislang charakterisierten Biogenesen, bei

denen PKS und NRPS eng miteinander

wechselwirken miussen. Es stellt damit

einen idealen Kandidaten zum Studium
der Interaktion zwischen diesen beiden
Proteintypen dar. Zudem werden fiir den
Start der Biosynthese ungewo6hnliche
Bausteine verwendet. Die dafiir verant-

wortlichen Enzymdoménen bzw. Gene
werden nun fur kombinatorische Ansatze

mit Genen aus Actinomyceten verwendet.

Molecular Biology of Secondary Metabolites in Myxobacteria

(SP 3.3)

Myxobacteria have been established as a valuable source for natural products with biological
activity at the GBF. In addition, these bacteria are characterised by a very complex life cycle and
resemble multicellular organisms. We are working on the molecular biology of natural product
biosynthesis and its regulation. In many cases, the function of secondary metabolites in their
natural context remains obscure. Some are obviously used as ,,biological protecting agents*, others
are needed for the uptake of essential nutrients. They might even play a role in communication
processes. A genome project has been started in the middle of 2001 in order to lay the groundwork
to study such complex regulatory networks, which connect the various cellular processes in
myxobacteria. Sorangium cellulosum So ce56 is used as model organism.

Development of tools for the study of

secondary metabolism
Eight different biosynthetic gene clusters
potentially encoding machineries for
secondary metabolite formation have been
found in the genome of S. cellulosum So ce90.
Obviously, this strain does not use its complete
potential to produce natural products, because
only two substance groups (spirangiens and
epothilons) have been described from S.
cellulosum So ce90 so far. In order to test the
functionality of non-expressed gene clusters,
heterologous expression systems for different
host strains are currently being developed. For
example, the enzyme MtaA can be used to
activate secondary metabolic enzymes like
polyketide synthases (PKS) and non ribosomal
polypeptide synthetases (NRPS) via
phosphopantetheinyl transfer in E. coli. The
corresponding gene mtaA was originally

cloned from Stigmatella aurantiaca.
Additionally, St. aurantiaca DW4/3-1 was
genetically altered in a way that facilitates the
introduction of foreign genes via cross-over
using standard cloning plasmids. The
generated strain is now being used for
promoter activity studies and to test new
resistence markers for myxobacteria.

Molecular basis of iron transport in
Myxobacteria

The availability of iron is essential for a
number of biochemical processes in micro-
organisms. The need to secure a constant iron
supply makes the cells produce so called iron
chelators. These are low molecular mass
substances, which are secreted and specifically
bind extracellular iron. The chelator-Fe®*
complex is then actively transported back into
the cell. The biosynthesis of iron chelators is
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often achieved by proteins typical for Publications Veroffentlichungen

secondary metabolism (PKS; NRPS). During
our genetic screening for such systems in St.
aurantiaca, we isolated a hypothetical iron
transport regulon, which was analysed
bioinformatically resulting in a molecule
structure prediction for the chelator.
Subsequently, the predicted myxochelin-type
iron chelator was identified from this strain in
a collaboration with Drs. Kunze (NBI) and
Hofle (NCH). Mutants of the gene cluster
cannot produce myxochelins and have to be
fed with iron or myxochelin in order to grow
under iron limiting conditions. A new type of
reductive chain release from the NRPS
involved is of special interest, because it seems
to be a general mechanism used in PKS and
NRPS. In order to biochemically characterise
the responsible domain within the
myxochelin-megasynthetase, the complete
complex, comprising seven active domains,
was heterologously co-expressed with MtaA in
E. coli (see above). Activity assays show that
the three proteins MxcEFG alone are sufficient
to produce myxochelin in vitro.

Biosynthesis of the electron transport
inhibitor myxalamid

A comparable chain release mechanism is
performed during the biogenesis of the
myxalamids. A reduction domain similar to
the one in MxcG was identified in the hybrid
PKS/NRPS responsible for myxalamid
biosynthesis. The system is one of the few
examples known to date, in which PKS and
NRPS interact to form a natural product,
which makes it an ideal candidate to study
communication between both protein types. In
addition, unusual starter units are used for
myxalamid biosynthesis, which are currently
under investigation for combinatorial
biosynthesis with genes from actinomycetes.

Silakowski B, Kunze B, Nordsiek G, Blécker
H, Hofle G, Miller R (2000) The
myxochelin iron transport regulon of the
myxobacterium Stigmatella aurantiaca Sg
al5. Eur J Biochem 267:6476-6485.

Gaitatzis N, Hans A, Muller R, Beyer S.
(2001) The mtaA gene of the myxothiazol
biosynthetic gene clusterfrom Stigmatella
aurantiaca DW4/3-1 encodes a
phosphopantetheinyl transferase that activates
polyketide synthases and polypeptide
synthetases. J Biochem 129:119-124.

Silakowski B, Nordsiek G, Kunze B, Blécker
H, Mdller R (2001) Novel features in a
combined polyketide synthase/non-ribosomal
peptide synthetase: The myxalamid
biosynthetic gene cluster of the myxobacterium
Stigmatella aurantiaca Sg al5. Chem Biol
8:59-69.



111

N

Koordinator [Coordinator:
Prof. Dr. K. N. Timmis [Abt.
Umweltmikrobio-logie [Dept.
of Environmental Microbiology

Umweltbiotechnologie (SP 4)

Mikroorganismen sind ubiquitdr; indem
sie Umweltbedingungen tolerieren, die fiir
hoéhere Organismen viel zu extrem sind,
definiert ihr Lebensraum die Biosphire.
Mikrobielle Aktivititen beeinflussen in
hohem Mafle sowohl globale Prozesse
(z.B. den Kohlenstoffkreislauf und die
globale Erwarmung) als auch lokale
Prozesse (z.B. verursachen sie Krankheiten
bei Mensch und Tier; stellen essentielle
Nahrung fiir Pflanzen und Tiere zur
Verfiigung). Mikroben tiben, positiv wie
negativ, auf vielfiltige Weise einen
kritischen Einfluf auf den Menschen und
seine Aktivititen aus: einige von ihnen
sind verantwortlich fiir den Grofiteil der
menschlichen Krankheiten und Sterblich-
keit, wohingegen andere uns wiederum
Antibiotika zur Verfiigung stellen um
Krankheiten zu behandeln, wieder andere
spielen eine wichtige Rolle bei der
Reinigung unserer Umwelt von organi-
schen Abfallprodukten. Ein grofier Teil der
Biotechnologie basiert auf Mikroben und
ihren Produkten. Unsere Fahigkeit,
mikrobielle Aktivitdten zu beeinflussen,
um grofieren Nutzen aus den positiven zu
ziehen und die Auswirkungen der
negativen zu verringern, setzt ein Ver-
stindnis dafiir voraus, wie Mikroben in
ihren Habitaten leben und funktionieren
und wie ihre Aktivititen gesteuert werden.

Die klassische Mikrobiologie befafst
sich mit dem Studium von Reinkulturen,
die unter Laborbedingungen wachsen. In
der Natur jedoch wachsen Mikroben in
komplexen, diversen und dynamischen
Gemeinschaften, deren Mitglieder
interagieren und die verfiigbaren Ressour-
cen auf komplexe Weise teilen. Es sind
diese Interaktionen sowie die Interaktio-
nen mit anderen biotischen und
abiotischen Komponenten des Habitats,
die die Aktivititen der Gemeinschaft
bestimmen. Zur Zeit haben wir kein
allgemeines Verstindnis dieser Interaktio-
nen. Die Ziele des Forschungs-
schwerpunktes Umweltbiotechnologie
bestehen darin, mikrobielle Gemeinschaf-
ten als funktionelle Einheiten zu verste-
hen, kritische Interaktionen, die die

Forschungs- und Entwicklungsarbeiten Forschungsschwerpunkt: Umweltbiotechnologie

Aktivitaten von Gemeinschaften steuern,
aufzudecken, Interventionen zu entwik-
keln und zu validieren, die zu substantiel-
len Erh6hungen von biotechnologisch
interessanten Aktivititen fithren, sowie,
durch Exploration der mikrobiellen
Diversitat, neue mikrobielle Produkte und
Stoffwechselaktivitaten zu entdecken.
Multiskaliger (Gen, Organismus, Gemein-
schaft; Reagenzglas, Chemostat, natiirli-
ches Habitat) und multidisziplinarer
Ansatz (mikrobielle Okologie, Physiolo-
gie, Phylogenetik, Biochemie, analytische
Chemie, Genetik/Genomik, Bioinformatik
und Modellbildung) charakterisieren den
Forschungsschwerpunkt. Wenn die
gewonnenen Erkenntnisse auch allgemein
fur die meisten Arten mikrobieller
Gemeinschaften anwendbar werden, so
fokussiert sich unsere Forschung auf
mikrobielle Gemeinschaften, die Umwelt-
schadstoffe verstoffwechseln konnen, so
daf? ein wichtiges Ziel des Schwerpunktes
darin besteht, einen Schliisselbeitrag zur
nachhaltigen Entwicklung unserer
Gesellschaft zu leisten.



Highlights from Research and Development Research Area: Environmental Biotechnology

Enviromental Biotechnology (SP 4)

Microorganisms are ubiquitous and, because
they can tolerate environmental conditions far
too extreme for higher organisms, their
habitats define the biosphere. Microbial
activities profoundly influence both global
processes (e.g. the carbon cycle and global
warming) and local ones (e.g. they cause
diseases in plants and animals; provide
essential nutrients for plants and animals).
Muicrobes critically impact human beings and
their activities positively and negatively in a
multitude of ways: some are responsible for
the greater portion of human disease and
mortality, whereas others provide us with
antibiotics to treat disease, and yet others play
a critical role in cleansing our environment of
organic wastes. Much of biotechnology is
based on microbes and their products. Our
ability to influence microbial activities, in
order to obtain greater benefit from positive
ones and to diminish the effects of negative
ones, requires an understanding of how
microbes live and function in their habitats,
and how their activities are regulated.
Classical microbiology focusses on the study
of pure cultures growing under laboratory
conditions. However, microbes in nature grow
as complex, diverse and dynamic
communities, the members of which interact

and share available resources in complex ways.

It is these interactions, and interactions with
other biotic and abiotic components of their

environment, that determine community
activities. At present we have no general
understanding of such interactions. The goals
of the Environmental Biotechnology research
programme are to understand microbial
communities as functional units, to elucidate
the critical interactions that regulate
community activities, to develop and validate
interventions that result in substantive
increases in activities of biotechnological
interest, and to discover new microbial
products and metabolic activities by exploring
microbial diversity. A multi-scale (gene,
organism, community; test tube, chemostat,
natural habitat) and multi-disciplinary
(microbial ecology, physiology, phylogeny,
biochemistry, analytical chemistry, genetics/
genomics, bioinformatics, and modelling)
approach characterises the research
programme. Though the results obtained will
be generally applicable to most types of
microbial community, our research focusses on
microbial communities that metabolise
environmental pollutants, and an important
goal of the programme is to make key
contributions to the sustainable development
of our society.
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Biodegradation organischer Schadstoffe (SP 4.1)

Projektleiter [(Project leader: Dr. D. Pieper [Arb. Gr. Biodegradation [Res. Group of

Biodegradation

Projekmitarbeiter (Project members: H.-A. Arfmann, H. Gorres, . Hinner, B. Hofer, P. Nikodem, K. Pollmann,

P. Rapp, P. Rosenbrock, C. Strompl,

Ziel des Projektes ist die Aufklarung metabolischer Wege und Netzwerke und somit der
mikrobiellen Diversitit zum Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe. Das Verstindnis
mikrobieller Fihigkeiten auf molekularer Ebene erlaubt die Identifizierung und experi-
mentelle Uberwindung von Engpissen des Abbaus und die Entwicklung molekularer
Werkzeuge zur Bestimmung von metabolischem Potential und Aktivitat in situ (Pieper und

Reineke, 2000).

Abbau von polychlorierten Biphenylen
(PCBs)

Biphenyldioxygenasen (BDOs) sind
Schliisselenzyme des aeroben PCB-
Abbaus. Wir konnten zeigen, dass die
BDO aus Burkholderia sp. LB400 verschie-
dene 2,2’-substituierte Biphenyle (Fluor-,
Chlor-, Brom-, Nitro-, Hydroxy-) bevor-
zugt in den Positionen 2 und 3 angreift,
welches zur Eliminierung jeweils eines
dieser Substituenten fiihrt (Seeger et al.,
2001). Der elektronenziehende Effekt
dieser Substituenten scheint die
Dioxygenierung zu begiinstigen, was fiir
einen nucleophilen Charakter des Angriffs
spricht. Die Ergebnisse stiitzen ferner die
Ansicht, dass die Oxidationen von Pheno-
len durch aromatische Ringe hydroxy-
lierende Dioxygenasen nicht das Resultat
einer Mono-, sondern einer
Dioxygenierung sind. Ein von 2,2’-
Dihydroxybiphenyl ableitbares Derivat
stellt Dibenzofuran dar. Die angulare
Dioxygenierung von Dibenzofuran, die
zum weiteren Abbau dieses Schadstoffes
fithrt, entsprache dem bei 2,2'-
Dihydroxybiphenyl gefundenen 2,3-
Angriff. Tatsdchlich werden Dibenzofuran
sowie auch Dibenzodioxin von dieser
BDO analog angegriffen. Dies zeigt, dass
auch einige Biphenyl Dioxygenasen zur
anguldren Dioxygenierung fihig sind.

Abbau geringer Schadstoffkonzen-
trationen

Schadstoffe sind in der Umwelt oft in
geringen aber 6kologisch relevanten
Konzentrationen vorhanden, und es
wurde beschrieben, dass sogenannte
Grenzkonzentrationen vorhanden sind,
unterhalb derer oft kein mikrobieller
Abbau erfolgt. Wir charakterisierten nun
detailliert den Abbau geringer Konzentra-
tionen an 1,2,4-Trichlorbenzol durch
Burkholderia sp. PS14, ein Stamm, der
sogar nanomolare Konzentrationen dieses
Stoffes ohne signifikante Rest-
konzentration verstoffwechseln kann. Bei
so geringen Konzentrationen an 1,2,4-
Trichlorbenzol wurde eine Beziehung
1.0rdnung zwischen der Umsatzrate und
der Substratkonzentration mit einer
spezifischen Affinitit von 0,32 | pro mg
bakterieller Trockenmasse und Stunde
beobachtet. Bei hoheren Substrat-
konzentrationen wurde eine Beziehung
erster Ordnung mit hoherer Affinitét
ermittelt. Dieses 143t vermuten, dass
Burkholderia sp. PS14 zwei unterschiedli-
che Aufnahme- oder Transformations-
systeme fiir Chlorbenzole besitzt (Rapp,
im Druck).
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Biofilme in Abwasserkanalen der Kaffee-
produktion

Metabolische Netzwerke in Chloraroma-
ten abbauenden Mikroorganismen

Es wird generell angenommen, dass der
mikrobielle Abbau von Chloraromaten
durch lineare Abbauwege erfolgt und nur
wenige speziell angepasste katabolische
Operons fiir das Einschleusen dieser
Verbindungen in zentrale Stoffwechsel-
wege verantwortlich sind. Neue Untersu-
chungen des pJP4-Plasmides des Chlor-
aromaten verstoffwechselnden Stammes
Ralstonia eutropha JMP134 zeigten, dass
neben den dokumentierten Genen zum
Abbau zentraler Chlorbrenzcatechine (tfd
Modul 1), auf diesem Plasmid ein zweites
Set entsprechender Gene lokalisiert ist
(tfd Modul II). Die von uns entwickelten
Derivative von JMP 134, die sich in der
vorhandenen Anzahl an Modulen unter-
schieden, wiesen deutlich verschiedene
Phinotypen auf und differierten sogar im
Spektrum an mineralisierbaren Substraten
(Perez-Pantoja et al., 2000). Dieses
verdeutlicht, dass fiir unterschiedlich
substituierte Chloraromaten verschiedene
»Gendosierungen” notwendig sind. Bei
Lokalisierung auf einem multi-copy
Plasmid fithrte sowohl die Ubertragung
des Moduls I als auch des Moduls 1T in
geeigneten Empfiangerstimmen zu 3-
Chlorbenzoat mineralisierenden Deriva-
ten. Allerdings unterschieden sich, auf-
grund der verschiedenen kinetischen
Parameter der kodierten Schliisselenzyme,
die Derivate signifkant hinsichtlich
Wachstumsgeschwindigkeit und Ausbeute.
Die Akkumulation von Zwischenproduk-
ten bewirkt die zusétzliche Induktion
chromosomal lokalisierter Gene des
Aromatenstoffwechsels, so dass die
Mineralisierung eines Teils des Substrates
durch ein Wechselspiel zwischen plasmid-
und chromosomal kodierten Enzymen
erfolgt. Dieses zeigt, dass ein komplexes
metabolisches Netzwerk fiir die
Mineralisierung von Chloraromaten in R.
eutropha JMP 134 verantwortlich ist.

In Zusammenarbeit mit dem Colegio de
la Frontera Sur, Mexico, untersuchten wir
die am in situ Abbau des Abwassers der
Kaffeeproduktion beteiligte mikrobielle
Gemeinschaft. Hierzu wurden Proben des
sich in den Abwasserkanilen entwickeln-
den Biofilms entnommen und Mikroorga-
nismen, die zentrale Komponenten des
Abwasser abbauen konnen, isoliert.
Reprisentative Abbauer, von denen einige
bisher unbeschriebene katabolische
Fahigkeiten aufweisen, wurden durch
Sequenzierung der 16S rRNA Gene und
“fingerprinting” (T-RFLP) charakterisiert.
Nahezu alle Chlorogenat abbauenden
Organismen gehorten zum Genus
Acinetobacter, und die meisten Proto-
catechuat- und Gallat-Abbauer zum Genus
Klebsiella. Von beiden Genera ist bekannt,
dass sie pathogene Organismen beinhal-
ten. T-RFLP-Analyse der direkt aus dem
Biofilm extrahierten 16S-rDNA zeigte,
dass mit Klebsiellen verwandte Stimme
generell in Biofilmen, die von verschiede-
nen mit Abfall der Kaffeeproduktion
belasteten Standorten gewonnen wurden,
dominant sind. Die unkontrollierte
Entwicklung solcher Biofilme kann somit
als Quelle potentiell pathogener Mikroor-
ganismen betrachtet werden.

Abb. 1. Abwasserkanal, der
sowohl das Abwasser aus
der Separation der Kaffee-
bohnen von der Schale als
auch Fermentationsab-
wasser erhalt. Ein mehrere
Zentimeter dicker Biofilm,
der Hefen und Bakterien
enthalt, ist zu erkennen.

Fig. 1. Wastewater channel
receiving both depulping
and fermentation waste
water during processing of
coffee beans. A biofilm, a
few centimeters thick and
consisting of yeasts and
bacteria, is visible.
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Biodegradation of organic pollutants (SP 4.1)

The goal of the project is to elucidate metabolic pathways and networks and thus the microbial
diversity for the degradation of aromatic hydrocarbons. Understanding microbial capabilities at the
molecular level allows identification and experimental alleviation of bottlenecks and the
development of molecular tools to assess metabolic activities and potential in situ (Pieper and
Reineke, 2000).

Degradation of polychloronated
biphenyls (PCBs)
Biphenyl dioxygenases (BDOs) are key
enzymes of the aerobic degradation of PCBs.
We have shown that the BDO of
Burkholderia sp. LB400 attacks various 2,2’-

This indicates the presence of two different
substrate uptake and/or transformation systems
in Burkholderia sp. PS12 (Rapp, in press).

Metabolic networks in pure cultures of
chloroaromatic degraders

substituted biphenyls (fluoro-, chloro-, bromo-,
nitro-, hydroxy-) preferentially at C-2 and C-
3 (Seeger et al., 2001). This unusual attack
results in unstable intermediates, which
spontaneously rearomatize with concomitant
elimination of the substituent. Obviously, the
electron withdrawing effect of the substituents
favours this kind of dioxygenation, supporting
the notion of a nucleophilic dioxygenation
mechanism. The results further indicate that
the oxidation of phenols by dioxygenases is
actually the result of a di- rather than a
monooxygenation. The angular dioxygenation
of dibenzofuran can be regarded to be similar
to the dioxygenolytic attack at an unsubstituted
and a hydroxysubstituted neighboured carbon
atom. Indeed, we could prove angular attack
at dibenzofuran and dibenzo-p-dioxin by
LB400 BDO, showing that members of the
biphenyl dioxygenases can perform such a
reaction.

Degradation of low concentrations of
pollutants

Pollutants in the environment are often
present in low but ecologically relevant
concentrations and often threshold concen-
trations, i.e. concentrations below which no
degradation occurs, have been described. We
analyzed in detail the kinetics of degradation
of low concentrations of 1,2,4-trichlorobenzene
by Burkholderia sp. PS14, a strain capable to
transform even nanomolar concentrations of
this pollutant. We could observe a first order
relationship between transformation rate and
the substrate concentration with a specific
affinity of 0.32 I / mg (bacterial dry
weight)/h at substrate concentrations in the
nanomolar range. At higher substrate
concentrations we observed a first order
relationship with a higher specific affinity.

Bacterial mineralization of chloroaromatics is
usually assumed to be achieved by linear
pathways where just a few adapted catabolic
operons are responsible for channeling the
substrate into the central Krebs cycle. Recent
analysis of plasmid pJP4 of the chloroaromatic
degrading Ralstonia eutropha JMP134
revealed, beside well described chlorocatechol
genes (tfd module I), the presence of a second
set of chlorocatechol genes (tfd module 11).
Derivatives of JIMP 134 could be obtained,
which differed in the amount of “modules”
present and exhibited clearly distinct
phenotypes, even in the range of substrates
that can be mineralized, evidencing that
different “gene dosages” were necessary to
degrade differently chlorosubstituted aromatics
(Perez-Pantoja et al., 2000). Like module I,
module 11 was capable to equip recipient
organisms with a 3-chlorobenzoate
mineralizing phenotype when supplied in
multi-copy. However, growth yield and rate
varied significantly, which can be explained by
the different kinetic parameters of the key
enzymes encoded on the modules. Significant
accumulation of pathway intermediates, is
assumed to trigger the induction of
chromosomal genes involved in aromatic
degradation. Mineralization of part of the
substrate is then achieved by interplay
between chromosomal and plasmid encoded
enzymes. Those results evidence that a
complex metabolic network is responsible for
chloroaromatic degradation in R. eutropha
IJMP 134.
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Biofilms in channels receiving coffee-

processing waste water 2,2-Dichloro-

biphenyl

2,2-Dinitro-
biphenyl

2,2-Dihydroxy- Dibenzo-
biphenyl furan

In collaboration with Colegio de la Frontera
Sur, Mexico, we analyzed the microbial
community involved in degradation of coffee
waste in situ. Samples of biofilms were taken
from a waste channel and microorganisms
capable to degrade central components of the
wastewater were isolated by direct plating to
avoid enrichment artifacts. Typical
representatives, some of them exhibiting not
yet described catabolic properties, were
characterized by sequencing of the 16S rRNA
genes and fingerprinting (T-RFLP) based on
analysis of the intergenic 16S-23S-spacer
region. Nearly all chlorogenate degraders
could be shown to belong to the genus
Acinetobacter, whereas most protocatechuate
and gallate degraders belong to subgroups of
the genus Klebsiella. Both genera are known
to comprise pathogenic organisms. T-RFLP-
analysis of 16S-rDNA directly isolated from
the biofilm showed, that Klebsiella related
organisms were generally dominant in
biofilms sampled from different coffee waste
locations. The uncontrolled development of
such biofilms could be thus a source of
potentially pathogenic organisms.

Cl 02N OH
c1 NO,. OH = ©
Js Us Us 2Us
Cl OZN OH 0
O OH O OH O OH OH O
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Abb. 2. Produkte des
Umsatzes von 2,2 -disubsti-
tuierten Biphenylen und von
Dibenzofuran durch die
Biphenyl Dioxygenase aus
Burkholderia sp. LB400.

Fig. 2. Products formed
during transformation
of 2,2"-disubstituted
biphenyls and of
dibenzofuran by
Burkholderia sp. LB400
biphenyl dioxygenase.
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Mikrobielle Entsorgungsverfahren (SP 4.2)

Projektleiter [Project leader: Dr. V. Hecht [Arb.Gr. Umweltbioverfahrenstechnik [Res. Group
Environmental Biochemical Engineering

Projekmitarbeiter [(Project members: E. Belal, H. Biebl, L. Bischoff, T. Gibel, R.-J. Miiller, J. Nothnagel, S. Rithe,
A. Samuels, H. Schrader, M. Shalaby, K. Welzel

Ziel dieses Projektes ist die Entwicklung von Verfahrensstrategien fiir effektive biologische
Abbauprozesse. Dies beinhaltet auch die Entwicklung neuer bioabbaubarer Materialien
und die Verwertung von Reststoffen. Im Schwerpunkt des Interesses stehen grundlegende
Aspekte wie die Aufklarung von Abbaumechanismen, die Untersuchung der Substrat-
struktur/Mikroorganismus-Wechselwirkung (bei Polymeren) sowie die Erkennung
limitierender Teilschritte des Gesamtabbaus.

Abbau von Schadstoffen wirkungen der beteiligten Stimme und

Der Abbau aromatischer Verbindungen
erfolgt oft iiber ein komplexes metaboli-
sches Netzwerk, in dem Parallelreaktionen,
Transportlimitierungen und verschiedene
Inhibitionen (feed foreward, feed back) auf-
treten konnen. Die Entwicklung effizienter
Abbaustrategien fiir einzelne Kompo-
nenten erfordert nicht nur die Kenntnis
des genauen Abbauweges, sondern auch
der Dynamik aller die Geschwindigkeit
der Gesamtreaktion bestimmenden Schritte.
Neben experimentellen Techniken kommt
der dynamischen Modellierung besondere
Bedeutung zu, um das komplexe System-
verhalten beschreiben und vorhersagen zu
konnen. Fiir den Chinolinabbau (Cuma-
rin-Weg) durch Comamonas acidovorans
konnten wir ein mathematisches Modell
entwickeln, dass den Abbau unter verschie-
denen Kultivierungsbedingungen und -tech-
niken einschlief3lich der unter bestimmten
Bedingungen temporar auftretenden Abbau-
wegintermediate gut beschreiben kann.
Da hierzu eine Vielzahl von moglichen
Modellstrukturen zu priifen waren, wurde
auf der Basis genetischer Programmierung
ein spezieller Algorithmus zur Strukturer-
kennung und Datenanpassung entwickelt.
Weitere laufende Projekte umfassen
Untersuchungen zum Einflufd leicht-
verwertbarer Substrate auf die Effizienz
und Vollstandigkeit des Schadstoffabbaus.
Als Modellsystem dient hier der simultane
Abbau von Phenol, Benzoat und Azetat.
In Zusammenarbeit mit dem Bereich
Mikrobiologie wird der Abbau von 4-
Chlorsalicylsdure durch ein Konsortium
von 4 Bakterienstimmen untersucht. Ziel
ist die Erstellung eines mathematischen
Reaktionsmodells, um synergistische Wechsel-

die Dynamik dieses Abbaus aufzuklaren.

1,3-Propandiol

Als Rohstoff fiir die 1,3-Propandiol-
gewinnung wird zunehmend das bei der
Alkoholgirung als Nebenprodukt anfal-
lende Glycerin diskutiert. In Zusammenar-
beit mit einem Industriepartner konnten
wir verschiedene, z. T. stark verunreinigte
Rohglycerine aus der Ethanolproduktion
mit hoher Ausbeute mikrobiell zu
Propandiol umsetzen.

Bioabbau von Kunststoffen

Grundlagenuntersuchungen zum Mecha-
nismus des biologischen Abbaus von Kunst-
stoffen standen im Mittelpunkt der Unter-
suchungen. Systematische Abbaustudien
verschiedenster definierter Modell-Polyester
mit Lipasen zeigten, dass noch vor struktur-
spezifischen Aspekten der Esterbindungen
selber die Mobilitdt und Flexibilitit der
Polymerketten eine ausschlaggebende
Rolle hinsichtlich der Abbaubarkeit der
Materialien spielt.

Mit der Zielrichtung einer Optimierung
von Abbauuntersuchungen speziel fiir
langsame Abbauprozesse war es moglich
durch Einsatz von Nanopartikeln (Durch-
messer 100-200nm ) den Abbau von
Polyestern mittels Lipasen im Bereich von
Minuten und Sekunden zu bestimmen. Im
Bereich anaerober Mikroorganismen konnte
eine Reihe polyesterabbauender Stimme
isoliert und identifiziert sowie in opti-
mierten Abbautestverfahren eingesetzt
werden. Weiterhin war es erstmals mog-
lich, ein anaerobes, polyesterspaltendes
Enzymsystem zu lokalisieren und in den
Grundlagen zu charakterisieren.
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Microbial Degradation Processes (SP 4.2)

The research activities of this project intend to recognize design strategies for efficient microbial
degradation processes. This includes the development of new biodegradable materials as well as the
conversion of residues to valuable products. The work is mainly focused on basic research topics

such as elucidation of degradation mechanisms, the investigation of substrate surface /
microorganism relationships (polymers) and the identification of rate limiting steps.

Degradation of toxic compounds

Microbial conversion of aromatic compounds
is often embedded in a complex metabolic
network, involving parallel reactions, transport
limitations, and different kinds of inhibition
(feed back, feed foreward). Design of efficient
degradation strategies requires knowledge of
the routing of substrates and pathway
intermediates as well as the dynamic of each
single rate limiting step. Kinetic modeling in
addition to experimental techniques is a
powerful tool to describe and predict the
complex system behaviour. We investigated
quinoline degradation (coumarin pathway) by
Comamonas acidovorans and developed a
dynamic reaction model. This model is able to
describe quinoline conversion under various
culture conditions and different cultivation
techniques including the temporary
accumulation of pathway intermediates under
certain culture conditions. To cope with the
large number of possible model structures,
which had to be tested, an algorithm for
structure elucidation and data fitting was
developed which is based on genetic
programming.

Other projects include investigating the
influence of easy degradable compounds on
the mineralization of toxic compounds.

This work is carried out using the
simultaneous degradation of phenol, benzoate
and acetate as a model system. In close
cooperation with the division of Microbiology,
the degradation of 4-chlorosalicylate (4CS) by
a community of 4 strains is investigated. The
goal is to develop a mathematical reaction
model to elucidate the synergistic interactions
of the different strains and to predict the
dynamics of 4CS degradation.

1,3-Propanediol

As a feedstock for microbial production of 1,3-
propanediol by-product glycerol from ethanol
fermentation processes is presently discussed.
In cooperation with an industry partner we
were able to convert several crude glycerols
originating from alcohol distilleries sucessfully
to propanediol.

Biodegradation of polymers

The main goal of the research on
biodegradable plastics was to gain more basic
information about the degradation
mechanism of polyesters. Systematic
degradation studies on different, well defined
model polyesters with lipases showed, that
beside the ester structure, the mobility and
flexibility of the polymer chain itself plays a
dominant role in controlling biodegradation.
Degradation testing could be speeded up in a
range of time of some seconds by using
polyester nano-particles in enzymatic
degradation.

Under anaerobic conditions it was possible
to isolate and identify a number of polyester
degrading strains and, for the first time, to
identify an anaerobic, polyester-cleaving
enzyme.
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Molekulare mikrobielle Okologie (SP 4.3)

Projektleiter [(Project leader: Dr. W.- R. Abraham [Arb. Gr. Chemische Mikrobiologie [

Res. Group of Chemical Microbiology

Projekmitarbeiter [Project members: M. Abang, W.-R. Abraham, I. Buchholz, S. Hermann, R. Huppmann,

T. Jeschke, E. Surges, P. Wolff, all Research Group Chemical Microbiology; D. Bludau, J. Botel, 1. Brettar,
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Die wenigsten Bakterien in der Umwelt
lassen sich als Reinkulturen im Labor
kultivieren und kénnen daher mit den
Methoden der klassischen Mikrobiologie
untersucht werden. Zudem leben Mikro-
ben in der Natur in komplexen Gemein-
schaften und ihre Aktivitit resultiert aus
vielfaltigen Interaktionen zwischen deren
einzelnen Mitgliedern. Die Mikrobielle
Okologie befafit sich mit dem Studium
natiirlicher, mikrobieller Gemeinschaften.
Sie identifiziert die Mitglieder der Gemein-
schaft, bestimmt deren Aktivititen und
untersucht deren physiologische Rollen.
Zusammen werden diese Informationen
ein Verstdndnis ergeben, wie komplexe
mikrobielle Gemeinschaften in natiirli-
chen Habitaten funktionieren, und welche
Parameter die Aktivititen der Gemeinschaf-
ten regulieren.

Die Verwertung hydrophober Substrate
stellt fiir Mikroorganismen eine besondere
Schwierigkeit dar, da diese Verbindungen
wegen ihrer Unloslichkeit in Wasser nicht
bioverfiigbar sind. Einige Bakterien produ-
zieren daher Losungsvermittler (Biotenside),
welche wie Waschmittel die Oberfldachen-
spannung des Wassers herabsetzen. Mit
dem Lichenysin A, einem zyklischen
Lipoheptapeptid, haben wir den bisher
wirksamsten Vertreter dieser Naturstoff-
klasse entdeckt. Die Verbindung wird
nicht-ribosomal synthetisiert und das
dafiir verantwortliche Enzym enthilt
Dominen, welche die einzelnen Amino-
sauren des Lichenysin A zusammenfiigen.
Durch den Austausch einiger dieser
Dominen und der Expression des so
neukombinierten Gens in Bacillus subtilis
gelang es uns, neue Biotenside zu produ-
zieren, welche verinderte Tensidaktivititen
und Toxizitiaten aufweisen.

Bakterien verstoffwechseln nicht nur die
unterschiedlichsten Substrate, sondern
unterliegen ihrerseits wiederum dem Fraf3-
druck durch andere Mikroben. Wir haben
in einem Modellsystem untersucht, welche
unterschiedlichen Mechanismen Umwelt-
bakterien entwickeln, um sich vor dem
Fraf§ durch Protozoen zu schiitzen. Einige
Stimme verdndern ihre Zellform und
wachsen zu langen Faden aus, welche von
den Protozoen nicht geschluckt werden
konnen, andere wiederum schlieflen sich
zu Verbanden zusammen, welche dann

zu grofd sind, um von den Protozoen
gefressen zu werden.

Die Bildung von grofieren Zellaggregaten
dient aber nicht nur dem Schutz vor Fress-
feinden, sondern hat viele Vorteile fiir
die Mikroben. Daher lebt der weit iiber-
wiegende Teil der Mikroorganismen in
Aggregaten, sogenannten ,Biofilmen”,
zusammen. Zu Biofilmen organisiert
weisen Bakterien in der Regel vollig
andere Eigenschaften auf als in der
planktonischen Form. Hier akkumulieren
und tauschen sie Nahrstoffe aus, weisen
Resistenz gegeniiber Fressfeinden,
Schwermetallen oder Antibiotika auf, um
nur einige Beispiele zu nennen. Die Struktur
und Funktion solcher interagierenden
Systeme zu verstehen, erfordert den Einsatz
verschiedener, auf einander abgestimmter
Techniken, die zusammen ein Bild des
komplexen Systems Biofilm ergeben. Wir
haben einen integrierten, multidisziplindren
Ansatz zur Untersuchung von Biofilmen
entwickelt, welche hydrophobe Verbin-
dungen verstoffwechseln. Aus Boden- oder
Sedimentproben werden auf hydropho-
ben Substraten (z. B. PCB) autochthone
Biofilme angezogen und elektronenoptisch
charakterisiert. Hier lassen sich die raum-
liche Struktur der Biofilme sowie die



Highlights from Research and Development Research Area: Environmental Biotechnology

Elementverteilungen in ihnen untersuchen.
Dariiber hinaus wird die organismische
Struktur der bakteriellen Gemeinschaft des
gleichen Biofilms mittels der 16S rDNA
Gensequenzen ermittelt, welche tiber SSCP
aufgetrennt und deren Hauptbanden se-
quenziert werden, um eine eindeutige
Artzuordnung zu erreichen. Von den
Biofilmen werden Isolate unter selektiven
Bedingungen gewonnen, die dann
wiederum zur Untersuchung von Ergeb-
nissen aus der Biofilm-Analyse herangezo-
gen werden. Schlief$lich wird der Grad
und die Geschwindigkeit des Substrat-
abbaus mittels organisch-chemischer
Analyse bestimmt. Die so erhaltenen
Informationen iiber die Struktur, die
Biodiversitit und die metabolische
Aktivitit des Biofilms ergibt ein vollig
neues Bild der Interaktion von Bakterien
mit hydrophoben Substraten.
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e In einem sauren Tagebau-
restsee, dessen Wasser durch
den hohen Eisengehalt rot
gefarbt ist, wird ein
Schwimmkdrper ausge-
bracht. Nach ein paar
Monaten hat sich ein Biofilm
auf den Objektragern ge-
bildet (kleines Bild unten
rechts). Die elektronenmi-
kroskopische Untersuchung
an Ultraduinnschnitten zeigt
Gruppen verschiedener
Bakterien und dazwischen
feine Nadeln von Mineral-
aggregaten, welchen von
den Bakterien des Biofilms
gebildet wurden (Bild oben

rechts).

A device to grow biofilms is
set into an acidic mining
lake which is red colored by
high concentrations of iron
ions. After several month a
biofilm was formed on the
substrata (small insert, lower
right). Electron microscopy
of ultra-thin sections
revealed groups of different
bacteria interspersed with
fine needles of mineral
aggregates formed by
bacteria of the biofilm
(insert, upper right).

In einer Anwendung dieses polypha-
sischen Ansatzes wurden in Feldversuchen
in sauren Tagebaurestseen (pH 2,7) Auf-
wuchskorper eingebracht und wihrend
mehrerer Monate im Wasser zur Ausbil-
dung autochthoner Biofilme exponiert
(Abbildung). Unsere Untersuchungen
ergaben, dass die entstandenen Biofilme
eine hohe Biodiversitit aufweisen und
sich im wesentlichen aus Bakterien der
Gattungen Acidocella, Acidiphillium,
Paenibacillus, Mycobacterium und einigen
weiteren Stimmen zusammensetzen, die
zu bislang unbekannten Bakterien-
gattungen gehoren. Die Bakterien
reagieren mit den Ionen des Seewassers,
denn in den Biofilmen wurden von uns
Mineralaggregate gefunden, welche sich
morphologisch von denen im See-
sediment unterschieden und die durch
Elementanalyse im Elektronenmikroskop
als Schwertmannit identifiziert wurden.
Wir konnten damit erstmals nachweisen,
dass die Bakterien im Biofilm zur
Mineralienneubildung in sauren Tagebau-
restseen beitragen.
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Most bacteria from the environment cannot be
grown as pure cultures in the laboratory.
Therefore, the methods of classical
microbiology to study them cannot be applied.
Furthermore, in nature microbes live in
complex communities and their activities
result from a multitude of interactions
between the different members. Microbial
ecology deals with the investigation of natural
microbial communites. The different members
of the communities are identified, their
activities determined and their physiological
roles elucidated. Together, these information
will give an understanding of how complex
microbial communities function in the
environment and which parameters control
the activities of the communities.

The utilization of hydrophobic substrates
offers a special problem for microbes because
the insolubility of these compounds in water
prevents their bioavailability. Some bacteria
react to this challenge by producing
biosurfactants which like washing powder
reduce the surface tension of water. We
discovered Lichenysin A, the currently most
active member of this class of natural
compounds, a cyclic lipoheptapeptide. Its has a
non-ribosomal biosynthesis and the responsible
enzyme contains domains which add the
individual amino acids to the growing peptide
chain. Exchanging some of these domains and
expressing the newly combined gene in
Bacillus subtilis we succesfully produced the
new biotensides which possess different tenside
activities and altered toxicities.

Bacteria do not only metabolize very diffent
substrates but are themselves subject to grazing
by other microbes. We investigated what types
of mechanism bacteria from the environment
developed to protect themselves from grazing
by protozoa in a model system. Some strains
changed their cell forms and grew to large
filaments which cannot be swallowed by pro-
tozoa, others aggregated to groups which are
as well too large to be fed by other microbes.

The formation of larger cell aggregates does
not only protect the bacteria from grazers but
has many more advantages for the microbes.
Therefore, most microbes live in aggregates, so
called biofilms. Organized to biofilms bacteria
usually display a completely different behavior
than the planctonic form. Here they
accumulate and exchange nutrients, escape

Forschungs- und Entwicklungsarbeiten Forschungsschwerpunkt: Umweltbiotechnologie

Molecular Microbial Ecology (SP 4.3)

grazers, or are resistent against heavy metals
or antibiotics, only to mention some aspects.
To understand structure and function of such
interacting systems requires the application of
different and well matched techniques which
combined give a picture of the complex biofilm
system. We developed an integrated and
multidisciplinary approach to study biofilms
metabolizing hydrophobic substrates. Soil and
sediment samples were used to grow auto-
chthonous biofilms on hydrophobic substrates
(e. g. PCB) which were then analysed by
electron microscopy. Here, the spatial structure
of the biofilm and the distribution of chemical
elements can be analysed. With the same
biofilm the taxonomic composition of its
microbial community is determined using 16S
rDNA gene sequences which are separated on
SSCP gels with subsequent sequencing of the
important bands to achieve an unambiguous
identification of the bacterial species. Strains
are isolated under selective conditions from
the biofilm which are used to analyse results
obtained from the investigations of the biofilm.
Finally, the extent and rate of substrate
degradation is determined applying organo-
chemical analysis. The combined informations
concerning the structure, the biodiversity and
the metabolic activity of the biofilm revealed a
completely new picture of the interaction of
bacteria with hydrophobic substrates and the
composition of the microbial community could
be correlated with the three-dimensional
structure of the biofilm and the degradation of
the substrate.

This polyphasic approach was applied in field
studies in acidic mining lakes (pH 2,7) where
autochthonous biofilms formed on substrata
exposed in the water column for several month
(Figure). Our analysis revealed that the
biofilms formed possessed a high biodiversity
and were mainly composed of bacteria of the
genera Acidocella, Acidiphillium,
Paenibacillus, Mycobacterium and some
other strains belonging to hitherto unknown
genera. The bacteria react with ions from the
lake water because mineral aggregates were
found in the biofilm and identified as
schwertmannite applying elemental analysis
in the electron microscope. With this result
we could demonstrate for the first time that
bacteria in biofilms contribute to the de novo
formation of minerals in acidic mining lakes.
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Koordinator [Coordinator:

Prof. Dr. W.- D. Deckwer [0
Abt. Prozessentwicklung [Dept.
of Process Development

Zu den Aufgaben dieser Querschnitts-
funktion, die die GBF als nationales
Forschungszentrum iiberregional wahr-
nimmt, gehort die Durchfiihrung biotech-
nologischer Prozesse bis in den Kubikme-
termaf3stab sowie die Abtrennung und
Bereitstellung biologisch aktiver Substan-
zen. Dies kann gegebenenfalls auch unter
GMP-Bedingungen erfolgen. Neben der
Abwicklung von Auftragen und praxisna-
hen Prozessentwicklungen durch die
Abteilung Produktionstechnik konzentrie-
ren sich die Aktivitdten auf die Weiterent-
wicklung des verfahrenstechnischen
Methodenspektrums, insbesondere in
Bezug auf verbesserte Kultivierungsme-
thoden und Produktreinigungsverfahren
auf Basis eines quantitativen Verstindnis-
ses der Zellmaschinerie. Dazu werden in
zunehmendem Mafle auch die Methoden

The task of this function is to perform bio-
technological processes with various organisms
up to the scale of several cubic meters. This
includes the separation and production of
biologically active substances, also under GMP
compliances if desired. Production orders and
process developments were carried out for a
number of scientific and industrial partners.
Otherwise, the activities concentrated on the
development of improved product purification
methods, quantitative cell physiology and
metabolic engineering. Mammalian
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Bioprozessentwicklung und -validierung (QF 1)

des Metabolic Engineering verwendet.

Als biologische Systeme werden die
bekannten Sduger-Produktionszelllinien
(CHO, BHK), Insektenzellen sowie
bakterielle Systeme wie E. coli und
eukaryontische Expressionssysteme
(Hefen, Pilze) eingesetzt. Damit soll eine
Basis geschaffen werden, um die geneti-
schen und metabolischen Netzwerke
sowie deren Regulation und Interaktion in
ihren wesentlichen Grundziigen zu
verstehen und fiir die Produktion von
Genprodukten, Antikérpern und anderen
biologischen Metaboliten unter verfah-
renstechnischen Gesichtspunkten zu
nutzen. Letztlich ist es Ziel, validierbare
Modelle fiir Herstellverfahren technisch
und medizinisch einsetzbarer Bioprodukte
zu schaffen und effektive Prozessfithrungs-
und Regelungsstrategien bereitzustellen.

Bioprocess Development and Validation (QF 1)

production cell lines, insect cells as well as
microbial strains were applied for these
purposes. A major objective is to improve the
understanding of the genetic and metabolic
networks as well as their regulation and
interaction. The results will form a rationale
for models of biological production systems
which will contribute to safe, robust, fast and
economic transfer of technologies into larger
scale and to provide efficient process and
control strategies.
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Expressions- und Produktionssysteme (QF 1.1)
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Microbial Systems
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Hoffmann, S. Marten, H. Schillig, J. Schumacher, L.E Vallejo, J. van den Heuvel, J]. Weber, U. Widow

Proteine aus rekombinanten Mikro-

organismen
Erkennung und Uberwindung von
Engpiéssen in der Erzeugung von
biologisch aktiven Proteinen mit Hilfe
rekombinanter Mikroorganismen: Die
Arbeiten umfassten zellphysiologische
Untersuchungen an proteinprodu-
zierenden Zellen, die mathematische
Beschreibung und modellmifiige
Vorhersage der zelluldren Vorginge in
Reaktion auf die erzwungene Fremdpro-
teinsynthese (z.B. Proteom- und
Stoffflussanalysen) sowie die Entwicklung
von Prozessfiihrungsstrategien zur
effizienten Synthese, gegebenenfalls
Renaturierung, und Reinigung biologisch
aktiver (Pharma)proteine von
mikrobiellen Expressionssystemen.

B-Galaktosidase als Biosensor fur die
Detektion von anti-HIV Antikodrpern in
humanen Seren

Im Rahmen eines von der GBF koordi-
nierten und von der Europdischen Union
geférderten Projekts wurde ein auf Basis
des bakteriellen Enzyms p-Galaktosidase
basierendes chimeres Protein (Insertion
des antigenen Peptids P1 des gp41-
Proteins des HIV Virus in p-Galaktosidase)
entwickelt, dass erfolgreich fiir die
Detektion von anti-HIV-Antikorpern in
HIV-infizierten Patienten in einem
homogenen Assay eingesetzt werden
konnte (Abb. 1). Das Detektionsprinzip
beruht auf einer partiellen Inaktivierung
der enzymatischen Aktivitat der f3-
Galaktosidase durch die Insertion des
antigenen Peptids und einer partiellen
Riickgewinnung der Enzymaktivitdt durch
Bindung von Antikérpern an das chimare
Protein.

%
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Abb. 1. Modulation der p-
Galaktosidaseaktivitat der
chimaren rekombinanten
Proteine mit HIV-Epitop-
Insertionen in verdiinnten
Seren (1:40) von funf
verschiedenen HIV-1 (graue
Balken) und einem HIV-2
infizierten Patienten (ge-
streifte Balken) im Vergleich
zur Modulation in Anwesen-
heit von Anti-P1 monoklo-
nalen Antikorperen, 25 ng/ul
(schwarze Balken). Eines der
chimaren Proteine mit einer
Insertion des antigenen
Peptids P1 mit einer Lange
von 35 Aminosauren an der
Position 795 der nativen f3-
Galaktosidase aus E. coli
konnte fir die selektive
Detektion von Antikdrpern
in den Seren von HIV-1
infizierten Patienten
genutzt werden. Der Hinter-
grund der Abbildung zeigt
einen Ausschnitt aus einem
3D Modell der chiméren -
Galaktosidase mit einer
Insertion eines antigenen
Peptids (in rot) an der
Position 795 der nativen f3-
Galaktosidase aus E. coli.

Fig. 1. Modulation of the §-
galactosidase activity in the
chimeric recombinant
proteins containing HIV
epitopes using diluted sera
(1:40) from five different
HIV-1 (gray bars) and one
HIV-2 infected patient
(hatched bars) in com-
parison to the modulation in
the presence of anti-P1
monoclonal antibody at 25
ng/ul (black bars). One of
the chimeric proteins
containing an insertion of
the antigenic peptide P1
with the length of 35 amino
acids at position 795 of the
native E. coli f-galactosidase
was proven to selectively
detect antibodies in the sera
of HIV-1 infected patients.
The background of the
figure represents a part of a
3D model of the chimeric -
galactosidase with an
antigenic peptide insertion
(in red) at amino acid
position 795 of the native

E. coli p-galactosidase.
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Abb. 2. Darstellung der
Wechselwirkungen zwischen
Untereinheiten des Poly-
acrylats (Gafquat; in ball-
stick-Darstellungen) mit der
Peroxidase aus Meerrettich
(semitransparente Ober-
flache mit C_-Kette und
Kohlehydratresten und
Ham-Gruppe). Die Stickstoff-
atome des Polymers sind
blau, Sauerstoffatome rot
und Kohlenstoffatome
schwarz. Der Blick ist auf das
aktive Zentrum in der Mitte
des Molekdils.

Fig. 2. Superposition of
subunits of the acrylate-
polymer Gafquat (ball and
stick representation) on
horseradish peroxidase
(semitransparent surface
with C, trace and ball stick
representation for
carbohydrate and heme
group). Nitrogen atoms are
coloured blue, oxygen
atoms red and carbon atoms
black (Gafquat). The view is
to the active site in the
middle of the molecule.

Stabilisierung von Proteinen

Am Beispiel der Peroxidase aus Meer-
rettich wurde im Rahmen eines von der
EU geforderten Projektes die Stabili-
sierung von Proteinen sowie die Verbesse-
rung der elektrischen Kommunikation
zwischen Protein und Elektrode durch den
Zusatz von Polymeren untersucht. Die
beim Einsatz des Enzyms in Enzym-
elektroden und Enzymaktivitatsassays
gewonnenen experimentellen Daten
wurden durch Untersuchungen zu
Veranderungen der Proteinstruktur und
durch Modellierung der Wechselwirkung
zwischen Protein und Polymerunter-
einheiten bzw. Elektrodenoberfldche
(Zusammenarbeit mit Abt. SE Dr. Hecht,
Dr. Reichelt, Dr. Schmidt) ergdnzt. Bei
einigen Polymeren, wie zum Beispiel
Polyethylenimin, ergaben die Modell-
rechnungen Wechselwirkungen mit
einzelnen Proteinregionen, die wahr-
scheinlich vor allem auf Coulomb-Kriften
beruhen, wihrend andere Polymere, wie
zum Beispiel DEAE-Dextran oder die
eingesetzten Methacrylate, eher
unspezifische Wechselwirkungen mit dem
gesamten Protein zeigten (Abb. 2). Damit
konnten diese Polymere in der Art einer
Paketschnur die Proteinstruktur bewahren
und somit das Protein stabilisieren. Eine
Enzymstabilisierung wird experimentell
tatsdchlich vor allem durch die beiden
letzteren Polymere beobachtet, wobei
insbesondere das eingesetzte Acrylat auch
vor der Inaktivierung des Enzyms durch

sein Substrat Wasserstoffperoxid schiitzte.
Da der Zusatz des Substrates erst bei sehr
hohen Konzentrationen zu Veranderungen
der Proteinstruktur fiihrt, ist die
Stabilisierung hier moglicherweise auf
einen eher chemischen Schutz durch das
Polymer zuriickzufithren.

Expressionsdiagnostik rekombinanter
Produktionsstamme mit DNA-Chips

Die heterologe Proteinproduktion mit
rekombinanten Mikroorganismen
(Escherichia coli) fithrt zu veranderten
Stoffwechselprozessen der Zellen, die sich
zum Beispiel auch in einer erhohten
Produktion von Stressproteinen dufern.
Bislang wurde die veranderte Zellphysio-
logie ausschlief3lich tiber Proteinunter-
suchungen analysiert. Da DNA-Chips
zunehmend verfiigbar werden, sollten als
Ergianzung die Methoden fiir zukiinftige
quantitative Expressionsanalysen etabliert
werden. Dazu wurde ein E. coli-
Produzentenstamm fiir hbFGF (humaner
basischer Fibroblastenwachstumsfaktor)
ausgewdhlt. Vorgesehen ist die Analyse der
Expression insbesondere des heterologen
Proteins zusammen mit der der
Stressproteine. Daher mufsten zunachst
geeignete Oligonukleotide fiir den
Nachweis der Ziel-mRNAs von z.B. hbFGE
Heat-shock-Proteinen, und einer
geeigneten Kontrol-mRNA gefunden bzw.
bestdtigt und ihre Immobilisierung
etabliert werden (Abb. 3). Der Einsatz
eines kommerziellen E. coli-Chips erlaubt
prinzipiell die Analyse der Expression
etlicher Stressproteine. Allerdings werden
quantitative Aussagen und damit auch
Aussagen zur Kinetik der Expression erst
mit der Integration von internen
Standards moglich.
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Expression and Production Systems (QF 1.1)

Proteins from recombinant micro-
organisms

enzyme, this general stabilizing effect could be
explained by wrapping the polymer round the

Identification and overcoming of bottlenecks
associated with the production of biologically
active proteins with recombinant
microorganisms: The work included
investigations of the cell physiology of protein
producing cells, the mathematical description
and prediction of the cellular reactions caused
by the forced synthesis of the foreign protein
(e.g. proteom and metabolic flux analysis) as
well as the development of process strategies
for efficient synthesis, if necessary
renaturation, and purification of biologically
active (pharma) proteins from microbial
expression systems.

polymer like a string. Hydrogen peroxide acts
as a suicide substrate for horseradish
peroxidase, these inactivating effects were also
minimized by the addition of the poly-acrylate
(Fig. 2). However, the addition of hydrogen
peroxide lead to structural effects only at high
substrate concentrations and thus
maintainance of the protein structure cannot
be used as an explanation for the observed
protection. Probably chemical effects from side
chains of the poly-methacrylate are more
important.

Expressionanalysis of recombinant
production strains with DNA-Chips

Abb. 3. Der von uns verwen-
dete kommerziell verfiigba-
re E. coli-Chip enthélt
Oligonukleotide, die fur die
Gene vor allem von
Stressproteinen spezifisch
sind. Bereits 5 Min. nach der
Induktion der Protein-
produktion (hier: hbFGF-
Produktion) ist eine deutli-
che Erhdéhung der Expressi-
on einzelner Stressproteine

p-Galactosidase as biosensor for anti-HIV
antibody detection in human sera

The production of heterologous proteins in
recombinant microorganisms, e.g.

zu sehen. In dieser Abbil-
dung sind die Ergebnisse

In the framework of a project coordinated by
the GBF and financed by the European
Union, a molecular biosensor based on the

E. coli enzyme B-galactosidase (carrying an
insertion of the antigenic peptide P1 of the
gp41 protein of the HIV virus) has been
generated that can be used for the detection of
anti-HIV antibodies in the sera of HIV
infected humans using a homogeneous assay
system (Fig. 1). The principle of detection is
based on the partial deactivation of the
[-galactosidase activity through the insertion
of the antigenic peptide followed by a partial
recovery of the enzyme activity upon antibody
binding to the chimeric protein.

Stabilization of proteins

Within the framework of an EU-project the
influence of polymers on the stability of
proteins and their electrical communication
to electrodes was investigated using the
example of horseradish peroxidase. In addition
to experimental data obtained with enzyme
electrodes and enzyme activity assays changes
of the protein structure were investigated and
the interaction of polymer subunits with the
protein was modeled (cooperation with Dept.
SF, Dr. Hecht, Dr. Reichelt, Dr. Schmidt).
Modeling showed that some polymers, such as
polyethyleneimine, have distinct binding sites
for the polymers, whereas others, such as
DEAE-dextran or the used poly-acrylate, offer
more unspecific binding sites. As mainly the
latter showed stabilizing effects for the

Escherichia coli, changes the cell physiology
leading for example to an increased
production of stress proteins. Up to now
mainly changes in the pattern of cellular
proteins were analysed. The increased
availability of DNA-chips is to be utilized to
complement these investigations with the
transcriptional analysis. The kinetics of the
stress response can only be elucidated if
quantitative analysis of the mRNAS is
possible. An E. coli-strain for the production
of the human basic fibroblast growth factor
(hbFGF) was chosen to establish suitable
methods. As the hbFGF gene expression was
followed in comparison to the heat shock
response, probes suitable for the detection of
the hbFGF - mRNA together with a control-
mRNA had to be defined and a suitable
immobilization procedure was established
(Fig.3). The application of a commercially

dargestellt, die mit mRNA-
Proben 10 Min. nach der
Induktion erhalten wurden.
Jeder der gezeigten Spots ist
fur ein Gen spezifisch, wobei
die Fluoreszenz-Intensitat
hier in Falschfarben wieder-
gegeben ist und nach Stan-
dardisierung quantitative
Aussagen zulésst. Die ge-
samte Gruppe der unter-
suchten Gene ist im Duplikat
dargestellt.

The used commercially
available E. coli-chip
contained oligonucleotides
which are specific mainly for
genes of heat shock
proteins, each gene being
represented by one oligo-
nucleotide. Already 5 min.
after the induction of the
heterologous protein
production (here: hbFGF-
production) a significant
increase in the expression of
some of the heat shock
proteins was observed. The
picture shows the results
obtained from samples 10
min. after the induction.
Each of the spots
represented the expression
of one specific gene, the
fluorescence intensity is
represented by colouring
(yellow to white is highest
intensity) and allows
quantitative analysis when
standards are considered.
The whole group of
investigated genes is shown
in duplicate.



available E. coli-DNA-chip for some of the
heat shock protein genes showed that
quantification of the response, and thus the
analysis of the kinetics will only be possible, if
standards are integrated in the analysis.
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Metabolic Engineering der mikrobiellen Produktion von 1,3-Propandiol
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van den Heuvel, A. Walter

Im Rahmen eines von der GBF koordinier-
ten EU-Projekt ,1,3-Propanediol - A
versatile bulk chemical from renewable
resources by novel biocatalysts and
process strategies” wurde fiir die beiden
Produktionsstimme Klebsiella pneumo-
niae und Clostridium butyricum ein neues
Fedbatch-Verfahren entwickelt, das zu einer
signifikanten Erhohung sowohl der Endpro-
duktkonzentration (>86 g/1) als auch der
Produktivitit fithrte. Weiterhin wurde die
Produktion von 1,3-Propandiol aus Glucose
untersucht, sowie die Moglichkeit einer

PEP-utilizing enzymes dhaD orfW  dhaT

dhak dhakK1l dhaR orfX orfY

q

dhakK2

dhaBl dhaB3 glpF

direkten enzymatischen Umwandlung des
Glycerins. Fiir das Metabolic Engineering
des Prozesses haben wir anhand von
kiirzlich veroffentlichten genomischen
Daten das komplette dha Regulon von K.
pneumoniae rekonstruiert und mit den dha-
Regulon von 3 anderen Organismen
verglichen. Mehrere regulatorische und
sensorische Proteine sowie wichtige
Interaktionsdomainen wurden identifi-
ziert (Abb. 1), die Targets fiir eine globale,
genetische Optimierung des Prozesses
darstellen.

hdeD evgS hdeB

dhaB2 orfz hdeB pir3 evgA

Metabolic Engineering of the Microbial Production of 1,3-propanediol

Within the GBF-coordinated EU project “1,3-
Propanediol — A versatile bulk chemical from
renewable resources by novel biocatalysts and
process strategies” a new fed-batch process was
developed for both Klebsiella pneumoniae
and Clostridium butyricum that achieved a
significant increase of both the final
production concentration (>86 g/l) and
volumetric productivity. We also studied the
conversion of glucose to 1,3-propanediol and

the possibility of a direct enzymatic conversion
of glycerol. For metabolic engineering of the
process we reconstructed and expanded the
dha regulon of K. pneumoniae from recently
published genomic data and compared it with
the dha regulon of other production strains.
Several regulatory and sensory proteins and
interaction domains were identified which
should be the targets for a global genetic
optimisation of the process.

Abb. 1. Anhand von
genomischen Daten rekon-
struiertes und erweitertes
dha-Regulon mit zuséatz-
lichen regulatorischen
Genen von K. pneumoniae.

Fig. 1. On the basis of
genomic data the dha-
regulon of K. pneumoniae
has been reconstructed and
extended with additional
regulatory genes.
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Mitarbeiter (Members: V. Jiger, W. Kessler, R. Kriitzfeldt, H. Schiiler

Zentrales Thema dieses Projektes ist ange-
wandte Prozessentwicklung auf den Ge-
bieten Kultivierung von Mikroorganismen
und Zellkulturen sowie Aufkonzentrierung
und Reinigung biotechnologischer Pro-
dukte. Fiir diese Aufgabe stehen umfang-
reiche moderne Ressourcen, die stindig
weiter entwickelt werden, zur Verfiigung:
¢ insgesamt 25 Bioreaktoren vom Labor-
maf3stab bis zu 2000 1 Arbeitsvolumen
firr die Mikroorganismenkultivierung
¢ Reaktoren fiir den Batch- und Per-
fusionsbetrieb zur Ziichtung von
Zellkulturen bis zu 100 1 Arbeitsvolumen
e Aufarbeitungsgerite, wie z.B. Zentrifu-
gen, Zellaufschlufigerite, Filtrationsan-
lagen, Verdampfer und Gefriertrock-
nung, die sowohl klassische Aufarbei-
tungsrouten fiir niedermolekulare Pro-
dukte ermoglichen wie auch moderne
Prozesstrategien fiir die Reinigung
rekombinanter Proteine.
Alle Arbeiten dieses Projektes werden mit
Partnern aus Forschungsgruppen der GBE
Universitaten, 6ffentlichen Forschungs-
einrichtungen und der Industrie durchge-
fiihrt. Eine wichtige Aufgabe ist die Unter-
stiitzung von GBEF-Forschungsgruppen
durch Bereitstellung von Anlagen, Bera-
tung und Durchfithrung von Untersu-
chungen zu verschiedenen Themen:

Arbeiten fiir und mit Partnern aus Uni-
versititen und 6ffentlichen Forschungs-
einrichtungen werden als originare
Querschnittsaufgabe der GBF betrachtet.
In 2000/2001 wurden solche Arbeiten fiir
Forschungsgruppen der Universititen
Aachen, Braunschweig, Frankfurt, Liibeck,
Diisseldorf und Stuttgart sowie das EMBL
in Heidelberg durchgefiihrt. Etwa 25 %
der Projekte wurden mit Industriepartnern
durchgefiihrt.

Einige im Berichtszeitraum bearbeitete
Themen seien hier exemplarisch genannt:
e Herstellung von Carotenoiden als

Futtermittelzusatz
e Herstellung rekombinanter Proteine

mit P. pastoris, insbesondere eine Scale-

up-Studie zur Herstellung von Insulin
e Rekombinante Proteine in E. coli fiir

die Ganzzellbiotransformation zur Her-

stellung chiraler Substanzen.
Ausbildung von Studenten und Wissen-
schaftlern auf dem Gebiet Bioverfahrens-
technik ist ein wichtiger Aspekt der
Projektaktivititen (Durchfithrung von
Kursen im Rahmen des ITP-Programms,
Praktika, experimentelle Arbeiten fiir
Diplom- und Doktorarbeiten).

Projekt Themen

1.1 Aufkonzentrierung von Patientendialysat zur Isolierung von EPO-Varianten
Herstellung verschiedener Wachstumsfaktoren mit dem Baculovirus-
Expsessionssystem

1.3 EU- Demonstrationsprojekt zur Zellkultivierung im Airliftreaktor

3.1 Kultivierung von Myxobakterien zur Herstellung niedermolekularer Produkte

4.3 EU- Demonstationsprojekt zur Hg- Entfernung aus Abwassern



Highlights from Research and Development Networking Task: Bioprocess Development

Process Development (QF 1.2)

The focus of this project is applied process
development for cultivation of microorganisms
and cell cultures and isolation of
biotechnological products. For this task state-
of-the art equipment is available:

« 25 bioreactors from laboratory scale up to
2000 I working volume for cultivation of
microorganisms

< hioreactors for batch and perfusion
operation for cultivation of mammalian
cells up to 100 I working volume

= downstream processing equipment like
centrifuges and separators, homogenizers,
filtration plants, evaporator and freeze
dryer enabling classical DSP routes for low
molecular weight products as well as mo-
dern processes for isolation of recombinant
proteins.

Any work of this project is done in cooperation

with partners from research groups of GBF,

universities, public research institutes and
industry. An important task is support of GBF
research groups by provision of equipment,
consulting and experimental research for
many different topics:

Project Subject

Support of research groups from universities
and public research institutes have always
been an original networking task of GBF. In
2000 / 2001 those projects have been done
with partners at the universities Aachen,
Braunschweig, Frankfurt, Lubeck, Dusseldorf
and Stuttgart and the EMBL in Heidelberg.
About 25 % of the projects are performed with
industrial partners.
Some of the projects in the report period
will be mentioned as example:
= Production of carotenoids for animal
nutrition use
« Recombinant proteins from P. pastoris,
especially a scale up study for production of
insulin
* Recombinant enzymes in E. coli to be used
in whole cell biotransformation for chiral
compounds.
Training of students and scientists in bio-
chemical engineering is an important part of
the project activities (ITP-courses, experimen-
tal work for diploma and PhD thesis etc.).

1.1 Concentration of dialysate from patients for isolation of EPO derivatives
Production of several growth factors using the baculovirus expression system

1.3 EU-demonstration project on cultivation of CHO-cell line in an airliftreactor

3.1 Cultivation of gliding bacteria for production of low molecular weight compunds

4.3 EU-demonstration project on Hg-remediation from industrial waste water

130



131 | Forschungs- und Entwicklungsarbeiten Querschnittsfunktion: Bioprozessentwicklung

GMP-Verfahrensentwicklung (QF 1.3)

Projektleiter[Project leader: Dr. H. Ziehr [Arb. Gr. GMP- Technikum [Res. Group GMP Pilot
Plant

Projektmitarbeiter [(Project members: J. Berlin, M. Bittner, B. Borner, E Biinstorf, S. Duvar, M. Homeier, H. Hustedt,
S. Kluger, K. Korner, R. Kraume-Fliigel, K. H. Kroner, C. Mollenschott, N. Papamichael, J. Paulsen, B. Randel,
I. Schuma, W. Stach. U. Willig

Aufgabe der Arbeitsgruppe GMP-Technikum ist es, auf der Basis von Kooperationsvor-
haben mit Dritten biotechnologische Wirkstoffherstellungsverfahren bis in einen solchen
Pilotmafistab zu entwickeln, dass ausreichend Material fiir die vorklinische und klinische

Forschung erzeugt werden kann. Dies schliefst Verfahrensvalidierungsstudien ein und
geschieht — wenn erforderlich - unter dem Reglement der Guten Herstellungspraxis
(GMP), dem Qualitdtssicherungssystem der pharmazeutischen Industrie.

GMP-Technikum der GBF - die einzige
HGF-GMP-Pilotanlage in Betrieb

Seit mehreren Jahren verfuigt die GBF tiber
eine Erlaubnis gem. § 13 des Arzneimittel-
gesetzes zur gentechnischen Herstellung
von Wirkstoffen. Damit war und ist sie als
einziges HGF Forschungszentrum in der
Lage, Herstellungsverfahren fiir neue
Wirkstoffe vom Labor bis zur wirklichen
Anwendungsreife zu entwickeln. Dies
bedeutet, dass die dabei anfallenden Wirk-
stoffsubstanzen anschlief}end in Form von
klinischen Priiffungen am Menschen zum
Einsatz kommen.

Seit 1998 verfiigt die Arbeitsgruppe
tiber eine hochkompartimentierte Mehr-
zweckbiotechnikumsanlage (GMP 1), die
aus diversen lufttechnisch von einander
getrennten und separat zuganglichen
Reinrdumen besteht. Die Arbeitsbereiche
sind nach aktuellem Stand der Technik fiir
die Bearbeitung komplexer biopharma-
zeutischer Prozesse ausgestattet. Die luft-
technische Trennung der Arbeitsraiume
ermoglicht ein zeitparalleles Arbeiten an
verschiedenen Prozessen ohne die poten-
zielle Gefahr von Kreuzkontimationen.

Im Berichtszeitraum wurde eine neue
GMP-Biotechnikumsanlage (GMP II)
geplant (und wird gegenwdrtig in Betrieb
genommen), die eine Kultivierung in
grofleren Volumina (bis 400 1) ermoglicht
und zudem nach dem neuesten Qualitits-
standard der européischen- und US-
amerikanischen Arzneimittelbehorden
(EMEA und FDA) ausgelegt ist.

Zudem wurde im Berichtszeitraum eine
GMP-Kleinstanlage, basierend auf
Isolatortechnologie (GMP III) konzipiert,

die gemeinsam mit SP 1.2 fiir die GMP-
gerechte Herstellung von viralen Wirkstof-
fen fiir die Gentherapie und die Abfiillung
vorgesehen ist.

Fiir mehrere pharmazeutische Unter-
nehmen wurden F&E-Projekte bearbeitet.
Dabei wurde insbesondere die wichtige
Querschnittsfunktion fiir junge Biotechno-
logieunternehmen offenbar, die in der
Regel weder tiber eigene Erfahrung in
GMP-gerechtem Arbeiten, geschweige
denn iiber eigene GMP-Anlagen verfiigen
und ohne die Zugriffsmoglichkeit auf die
GMP-Optionen der GBF in der vorgegebe-
nen Fristigkeit gesetzte Projekt-Meilenstei-
ne nicht hitten erreichen kénnen.

Erfolgreiche Kooperationsvorhaben

Gemeinsam mit der Unilever-Tochter BAC
b.V. (Bussum, Niederlande) wurden grof3-
technische (praparative) Chromatographie-
verfahren zur Isolation von technischen
Enzymen und Antikorperfragmenten ent-
wickelt und anschliefend routinemaiflig
durchgefiihrt.

Fiir das Biotech-Unternehmen
MediGene AG (Martinsried) wurde eine
komplette Verfahrensentwicklung auf Basis
von Baculovirusinfektionen und Insekten-
zellkultur zur Herstellung eines Wirkstof-
fes gegen Papillomviren durchgefithrt und
abgeschlossen. Der dabei hergestellte
Wirkstoff befindet sich gegenwirtig in der
klinischen Priifung.

Fiir die hessischen Biotech Firmen
BRAIN AG und Viscum AG (Zwingenberg)
wurden Verfahrensentwicklungs- und
Validierungsstudien fiir den Herstellungs-
prozess eines rekombinanten Pharma-
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proteins durchgefiihrt. Fiir das Gemein-
schaftsunternehmen von der GBF und
dem Gottinger Institut fiir Bioanalytik der
Fa. IBA Biologics wurden diverse
Verfahrensentwicklungsstudien bearbeitet.

Fiir das Merckle Ratiopharm-Tochterunter-
nehmen Biogenerix AG, Mannheim,
wurde eine Prozessentwicklungsstudie fiir
einen rekombinanten Pharmawirkstoff
durchgefiihrt.

GMP Process Development (QF 1.3)

The task of the GMP Pilot Plant group is to develop biotechnological processes for novel active
substances from laboratory to pilot scale in cooperation with third parties, so as to produce
adequate volumes of material for preclinical and clinical trials. This entails considerable process
development and validation studies carried out — when required — under Good Manufacturing
Practice rules, the quality assurance system of the pharmaceutical industry.

The GMP Pilot Plant at GBF — the only
such plant in operation within the HGF

GBF was licensed according to § 13 of the
German Drug Act for the production of
genetically engineered substances. As such
GBF is the only HGF research centre which
can develop production processes for novel
active substances from laboratory to maturity.
The active substances thus produced can then
be applied on clinical testing.

Since 1998 the group has had a highly
compartmented multipurpose pilot plant
(GMP 1) at its disposal, comprising diverse
rooms served by separate HVAC systems and
accessed separately. They are built to provide a
suitable environment for handling complex
biopharmaceutical systems. The separate
HVAC systems allows concurrent work on
different processes without the potential
danger of cross-contamination.

During the last year work on a new GMP
pilot plant (GMP II) was carried out and is
currently being commissioned. It will enable
us to perform cultivation at larger scale (400
L) according to current European and US
authority regulations.

In addition a small GMP plant based on
isolator technology was planned (GMP I11) to
be used for production of viral substances for
gene therapy and final filling under GMP
rules.

Several R&D projects were carried out for
clients in the pharmaceutical industry,
revealing the important linking function for
young biotech companies which neither have
know-how in GMP nor their own GMP plant.
Without the utilisation of the GMP facilities
at GBF the project milestones would not have
been achieved within the time schedule set.

Successful Cooperations

Scaled-up (preparative scale) chromatography
processes for the isolation of industrial
enzymes and antibody fragments were
developed and subsequently executed routinely
for BAC b.v. (Bussum, The Netherlands), a
Unilever subsidiary.

A complete process development based on
Baculovirus infection of insect cells for the
production of a substance against Papilloma
virus was carried out for MediGene AG
(Martinsried), a biotechnology-based
company. The substance produced in the
project is currently in clinical trials.

Process development and validation studies
for production of a recombinant pharma
protein was carried out for BRAIN AG and
Viscum AG (Zwingenberg). A number of
development studies were realized for IBA
Biologics, a subsidiary of GBF and the
“Institut fur Bioanalytik” in Gottingen.

Process development studies on a
recombinant pharmaceutical active substance
were carried out for Biogenerix AG (Mann-
heim), a subsidiary of Merckle Ratiopharm.
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Koordinator [Coordinator:
Dr. H. Blécker [Abt. Genom-
analyse [Dept. of Genom Analysis

Struktur und Funktion biologischer Makromolekitle (QF 2)

Fortschritte in Medizin und Biotechnik sind zu einem guten Teil von einer Vertiefung des
biologischen Verstindnisses abhingig. Der rationale Weg, dies zu erreichen, fiithrt
heutzutage iiber Globalstrategien. Mit ihrer Hilfe lassen sich ganze Verbindungsklassen der
biologischen Zelle entdecken oder niher untersuchen. Dies wird im vorliegenden
Schwerpunkt mit den Methoden der Genom- und Proteomforschung, der Bioinformatik
sowie der Strukturanalyse angegangen. Es werden Beitrdge geleistet, die zur vollstindigen
Beschreibung aller zelluldren Potenziale zur Synthese, Regulation und Kommunikation

fithren werden.

Die Genomsequenzanalyse ist das
klassische Beispiel fiir Globalstrategien.
Durch die modernen Genomzentren wie
die GBF wire heute die serielle Analyse
einiger oder vieler Gene eines Organismus
eine Verschleuderung von Ressourcen. Mit
Hilfe starker Automatisierung und
Parallelisierung hat die GBF in den
vergangenen Jahren eine exzellente Infra-
struktur zur kostengiinstigen Sequenz-
analyse geschaffen und erfolgreich
eingesetzt. Sie reicht von der Anlage der
Klonbibliotheken bis zur bioinformati-
schen Funktionsanalyse. Die gegenwirtige
Kapazitat betrdgt iiber 10 Megabasen
interpretierter Sequenz pro Jahr. Derart
massiv anfallende Sequenzinformationen
haben den Blick wieder stirker auf die
Untersuchung der Funktion und Wechsel-
wirkung von Proteinen gerichtet. Die
globale Strategie der Proteomanalyse
bereitet dabei den Boden fiir die
detaillierte biochemische und struktur-
analytische Untersuchung der Funktion
einzelner Proteine und ist essentiell fiir
die Aufklarung regulatorischer Zusam-
menhidnge in der Zelle.

Die fiir die Proteomanalyse iiblicher-
weise eingesetzten Basistechnologien,
Massenspektrometrie, Proteinsequenzie-
rung und 2D-Gelelektrophorese, bediirfen
jedoch in der GBF wie andernorts starker
Innovation in Richtung Geschwindigkeit,
Kosten, Zuverlassigkeit und Vollstindig-
keit der Erfassung des Proteoms.
Methodische Fortschritte in der Struktur-
analyse ermoglichen einen breiteren
Einsatz dieser Methoden. Dies betrifft die
Anwendung von MAD- und Cryotech-
niken unter Nutzung von Synchrotron-
strahlung in der Proteinkristallographie,
multidimensionale Hochfeld-NMR sowie
hochauflésende Massenspektroskopie.

Effiziente Genom-, Proteom- und Protein-
strukturanalyse ist in starkem Maf3e
abhingig von funktionierender Daten-
verarbeitungsinfrastruktur und Verfahren
der molekularen Bioinformatik. Aus der
Datenmenge miissen sinnvolle
Informationen gewonnen und intelligent
gespeichert werden. Aus diesem Grund
wird auch an der GBF aktive Forschungs-
und Entwicklungsarbeit auf dem Gebiet
der Bioinformatik geleistet. Bisher bezog
sich dies auf Datenbank- und algo-
rithmische Arbeiten zur Sequenzinterpre-
tation regulatorischer Potentiale. Im
Rahmen von ,functional genomics” wird
sich die Bioinformatik zunehmend auf
Genexpressionsdaten und -mechanismen,
auf biologische Vernetzungen und deren
medizinische Implikationen konzentrie-
ren. Alle hier beschriebenen Aktivititen
der GBF sind stark international vernetzt
und haben ihren eigenen Stellenwert
nachgewiesen.
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Structure and Function of Biological Macromolecules (QF 2)

It is now widely accepted that progress in medicine and biotechnology is very much dependent on
a deeper insight into biology. The most efficient way of achieving this is by appling global
strategies. This enables researchers to discover new classes of biological compounds or to study them
in greater detail. In the current major research and development areas of the GBF this is being
achieved by concerted activities in the fields of genome and proteome research, bioinformatics as
well as structural analysis. We contribute to the complete description of all synthesis, regulation

and communication potentials of the biological cell.

Genome sequence analysis is the classical
example for global strategies. With modern
genome centres (such as the GBF), the serial
analysis of a few or many genes of any
organism would be a waste of resources. Over
the past few years the GBF has built up an
excellent infrastructure for the efficient
sequence analysis, mainly by extended
automation and parallelisation. The
infrastructure stretches from the generation of
all clone libraries to the functional analysis by
bioinformatic tools. The current annual
capacity is above 10 megabases of interpreted
sequence. Such large amounts of genomic
sequence information has now drawn more of
our attention towards the investigation of
protein function and interaction.

The global strategy of proteome analysis
lays the basis for the detailed biochemical-
structural investigation of the functioning of
individual proteins and is essential for
attempts to unravel regulatory links within the
biological cell. Basic technologies in proteome
analysis are mass spectrometry, protein
sequencing and 2D gel electrophoresis. At the
GBF and elsewhere these technologies must be
improved substantially with respect to speed,
cost, reliability and completeness of proteome
coverage. Recent methodological progress in
3D-structural analysis (structural genomics)
has led to a much broader application of this
general technology. This applies particularly to
MAD and cryo techniques during the use of
synchroton radiation in protein
crystallograghy, multi-dimensional high-field
NMR spectroscopy as well as high resolution
mass spectrometry.

Efficiency in genome, proteome and protein
structure analysis depends to a large extent on
a competent data handling infrastructure and
procedures for molecular bioinformatics.
Useful information must be gained from the
large quantities of data and made accessible
in an intelligent fashion. Therefore, the GBF
also has ongoing research and development
activities in bioinformatics. Until recently this
was related to database and algorithm
development for the sequence interpretation of
regulatory potentials. In the framework of
“functional genomics” there will be a stronger
bioinformatics focus on gene expression data
and mechanisms, on biological networks and
their medical implication. All GBF activities
as described here have strong international
links and have demonstrated their
importance.

134



135 | Forschungs- und Entwicklungsarbeiten Querschnittsfunktion: Strukturen biologischer Makromolekiile

Genomics und Proteomics (QF 2.1)

Projektleiter [Project leader: Dr. H. Blocker [Abt. Genomanalyse [Dept. of Genome Analysis

Projektmitarbeiter (Project members: Genomics: M. Bocher, M. Czubayko, K. Hornischer, M. Kalisz, G. Kauer,
B. Neelen, G. Nordsiek, M. Scharfe, O. Schon, M. Yang; Proteomics: M. Baumgirtner, O. Diekmann, L. Jansch, U.
Karst, C. Krantz, R. Munder, J. Schaumburg, J. Wehland

In den letzten Jahren hat sich die Sequenzanalyse von sehr grofden Bereichen genomischer
DNA oder gar von kompletten Genomen als Startpunkt und lohnender Ansatz fiir
biotechnologische Forschung und Anwendung durchgesetzt. In einem Wechselspiel von
methodischen Entwicklungen und der Generierung grofier Datenmengen stellen wir die
spezifischen Chancen der Globalstrategien Genomsequenzanalyse und Proteomanalyse

sowie der zugehorigen Bioinformatik in den Dienst einer biologischen Wissens-

vermehrung.

Genomics

An der GBF existiert ein funktionierendes
Genomlabor mit internationalem
Anspruch. Die etablierte Infrastruktur
deckt alle Arbeitsgdnge von der Erstellung
der Klonbibliotheken bis zur bioinfor-
matischen Tiefenanalyse ab. Dies konnte
durch die Beteiligung an mehreren
erfolgreichen internationalen Kooperatio-
nen gezeigt werden (humane Chromoso-
men 9, 21 u.a.m.). Zur Zeit kdnnen bis zu
ca. 4.000 Klone pro Tag analysiert werden.
Die Jahreskapazitit liegt bei tiber 10
Megabasen bioinformatisch detailliert
untersuchter Sequenz. Ferner werden aus
den von uns analysierten neuen Genen
einige ausgewdhlte Gene zellfrei oder in
E. coli exprimiert und der weiteren
Funktionsanalyse durch Laborexperimente
zugefiihrt.

Nach Beendigung unseres Beitrages
zum Listerien-Genomprojekt der EU (ca.
3,5 Megabasen an Rohdaten) und am EU-
Projekt Arabidopsis thaliana, laufen
weiterhin groflere Beteiligungen am
Humangenomprojekt des BMBE In
letzterem wurden ca. 8 Megabasen aus
den Chromosomen 21 und 9 sequenziert
und annotiert. Herausragendes Ergebnis
war hier die Veroffentlichung der Sequenz
des humanen Chromosoms 21 und seine
bioinformatische Analyse (deutsch-
japanisches Konsortium) sowie der
Abschluf} der ,working draft”-Phase des
Humangenomprojektes (internationales
Konsortium, ,G16"). Auflerdem wurden
von uns fast 2.0 Mb an neuer humaner
c¢DNA aus organ- oder stadienspezifischen
Banken analysiert (deutsches Konsorti-

um). Kiirzlich wurde damit begonnen, die
gesamten Genome mehrerer Bakterien
(z.B. apathogener E. coli-Stamm) zu
analysieren. Im Rahmen des BMBF-
Projektes ,Krankheitsbekimpfung durch
Genomforschung” wurde zudem begon-
nen, ausgewdhlte Bereiche des Ratten-
genoms und das Chromosoms 22 des
Schimpansen (entspricht dem von uns
bereits analysierten menschlichen
Chromosom 21) zu untersuchen.

Durch Eigenentwicklungen (diverse
Patentanmeldungen) ist die Roboterstrafie
zur automatischen DNA-Priparation und
anschlieflender automatischer
Sequenzierung weiter ausgebaut worden.
Das objektorientierte Design und die
Implementierung der Software geben uns
die Moglichkeit einer schnellen Erweite-
rung, Umgestaltung oder auch Um-
nutzung der Anlage. Weitere grofiere
methodische Entwicklungen betreffen
eine komplette Software-Umgebung fiir
die digitale Bildverarbeitung und einen
vollig neuen Ansatz zur Speicherung,
Filterung und Sinnanalyse jeglicher
sequenzbasierter Information.

Proteomics

Ziel unserer Arbeit ist die Analyse der
Expressionsmuster verschiedener Proteine
von Listeria monocytogenes — einem
humanpathogenen Bakterium - mittels
hochauflésender 2D-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (2D-PAGE) und
schneller Proteinidentifizierung durch
Massenspektrometrie anhand der vollstin-
dig bekannten Genomsequenz. Als erster
Schritt werden Proteine der wichtigen
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Subproteome (sekretorische, Zellwand-
gebundene und Membranproteine) des
Wildtyps nach Anzucht unter Standard-
bedingungen kartiert und identifiziert,
weil die Interaktion mit Wirtszellen
wihrend der Infektion durch externe
Proteine vermittelt wird. Auf dieser Basis
wird die differentielle Genexpression
unter verschiedenen Umweltbedingungen
untersucht, wobei das besondere Interesse
den anhand der in silico-Analyse des
Gesamtgenoms als wahrscheinlich
Virulenz-assoziierten Proteinen gilt. Die
so erhaltenen Daten werden dann mit
denen klinischer Isolate des Serovars 4b
und der Spezies L. innocua und L. ivanovii
verglichen.

Besondere Aufmerksamkeit gilt den
Oberflachenproteinen von L. monocyto-
genes nicht nur, weil die meisten bekann-
ten und vermuteten Virulenzproteine hier
auftreten, sondern auch deshalb, weil
dieses Bakterium nach den Ergebnissen
der Genomanalyse {iber einen ungewohn-
lich grofien Satz - etwa 11% - an Protei-
nen mit Transportfunktionen verfiigt.

Parallel zur Proteinidentifizierung
werden Methoden zur Isolierung von
Subproteomen, zur quantitativen Analyse
von Proteinmustern, zur Extraktion und
Auftrennung von hydrophoben Membran-
proteinen und zur Erh6hung der Em-
pfindlichkeit der massenspektrometri-
schen Identizierung weiter und neu
entwickelt.

Die mit verschiedenen Verfahren
extrahierten Proteine wurden durch
denaturierende 2D-PAGE - fiir Membran-
proteine oder native Proeinkomplexe
durch Blue Native-PAGE - aufgetrennt.
Ausgeschnittene Proteinflecken aus 2D-
Gelen wurden durch MALDI-MS anhand
der Massen tryptischer Peptide oder durch
ESI-MS/MS anhand kurzer Sequenzab-
schnitte identifiziert, Banden aus 1D-
Gelen durch N-terminale Sequenzierung.

Das sekretorische Subproteom von
L. monocytogenes EGD weist nach
Fluoreszenzfirbung 160 Proteinflecken
auf; von denen bisher 39 - entsprechend
28 verschiedener Proteine, die teilweise in
mehr als einem Flecken auftreten -
identifiziert wurden; darunter befinden
sich neben einer Reihe von Proteinen
unbekannter Funktion auch die Virulenz-
proteine Internalin A, B und C, mpl und

Listeriolysin O. Es ist beabsichtigt, das
sekretorische Proteom moglichst vollstdn-
dig zu kartieren, um damit eine
Vergleichsbasis fiir die Analyse unter-
schiedlicher Umweltbedingungen und zur
Charakterisierung von Mutanten zu
erhalten; dariiberhinaus werden auch die
zum mehrfachen Auftreten einzelner
Proteine fithrenden Modifikationen
identifiziert.

Zellwandgebundene Proteine wurden
entweder durch serielle Extraktion (mit
Puffern, Salzen und Detergentien) oder
nach Herstellung von Protoplasten aus
dem Uberstand isoliert. Bisher wurden
hier 82 Flecken oder Banden (aus 1D-
Gelen) identifiziert, die 74 unterschiedli-
chen Proteinen entsprechen. Neben fast
allen in diesem Subproteom zu erwarten-
den Virulenzproteinen und einer Reihe
von Proteinen unbekannter Funktion
wurden auch ein neues, wahrscheinlich
Virulenz-assoziiertes Protein - vermutlich
ein an Transportprozessen beteiligtes
Lipoprotein - und eine neue Muramidase
identifiziert.

Membran- und Membran-assoziierte
Proteine wurden mit 1D-, 2D- und Blue
Native PAGE analysiert. 50 Proteine, die
meisten davon Membran-assoziiert,
wurden bisher identifiziert. Wegen der
besonderen Schwierigkeit, sehr hydropho-
be integrale Membranproteine
repoduzierbar aufzutrennen sind hier
weitere Entwicklungsarbeiten notwendig,
wobei weitere Verfahren wie z. B. die Free
Flow-Elektrophorese getestet und einge-
setzt werden sollen, um die Limitierungen
der derzeit verfiigbaren Trenntechniken zu

uberwinden.
e Schema der Oberflache
anchored Cell wall Gram-positiver Bakterien
protein associated B
protein (© M. Baumgartner)
Secretory Lipoteichoic
protein acid |
Scheme of the surface of
. Gram-positive bacteria

(© M. Baumgartner)

Integral
membrane
protein

Membrane
associated protein
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Titelbild der Zeitschrift
Nature vom 15. Februar
2001 anlaBlich der
Vero6ffentlichung der ersten
Arbeitsversion des mensch-
lichen Genoms. Das Bild
symbolisiert, worum es den
Wissenschaftlern des
internationalen Konsortiums
geht: Einerseits die Chemi-
kalie DNA, andererseits um
die Menschen aller Konti-
nente, aller Hautfarben und
jeglicher ethnischen
Gruppen. Alle Ergebnisse
des Internationalen
Sequenzanalyse-Konsorti-
ums sind frei verfugbar fur
jeden Interessenten.

Mit freundlicher Genehmi-
gung von Nature und
Macmillan Magazine Ltd.

Cover picture of the

15 February 2001 issue of
Nature on the occasion of
the publication of the first
,working draft* of the
human genome. The picture
symbolizes what the work of
the scientists of the
international consortium is
related to: On the one hand
it is the chemical DNA, on
the other hand it is
mankind, no matter from
which continent, of which
colour or from which
ethnicity. All results of the
International Sequence
Analysis Consortium are
freely available to anybody.
Permission kindly granted by
Nature and Macmillan
Magazine Ltd.

Genomics and Proteomics (QF 2.1)

The sequence analysis of large stretches of genomic DNA or even of complete genomes has recently
found wide acceptance as a basic and profitable approach to biotechnological research and
development. In an interplay of the development of methods and mass data production we are
demonstrating the specific benefits of the two global strategies, genomics and proteomics, including

accompanying bioinformatics.

Genomics

The GBF houses an active genome laboratory
of high international standard. Its infra-
structure covers all necessary steps from the
generation of BAC libraries down to the in-
depth analysis by bioinformatics. This was
shown in a number of successful international
collaborations (human chromosomes 9, 21
etc.). Currently the GBF lab has a throughput
of up to 4,000 clones per day. The annual
capacity is above 10 megabases (Mb), inclu-
ding detailed analysis with bioinformatics
tools. Selected genes (from the pool of new
genes analysed here) are submitted to gene
expression experiments, either in cell-free
systems or in E. coli. Isolated proteins are
then further analysed for various functional
aspects.

After our contribution to the Listeria
genome project of the EU (about 3.5 Mb of
raw data) and the Arabidopsis thaliana EU
project, we are how running a major
contribution to the German human genome
project (BMBF). 8 Mb of chromosomes 21
and 9 have been sequenced and annotated.
The outstanding result in the frame of this
activity was the publication of the sequence of

Pz b ar Tasken

B o rrad :'

the human chromosome 21 and its
bioinformatical analysis (German-Japanese
consortium) as well as the finishing of the
working draft phase of the human genome
project (international consortium, “G 16”).
In addition, we analysed almost 2 Mb of new
human cDNAs from various organ- and
development-specific libraries (as part of a
German consortium). Recently, we started the
analysis of the complete genomes of a few
bacterial genomes (for example a non-
pathogenic strain of E. coli). Moreover, in the
frame of a national programme (“Fighting
disease by genome resarch™) we have recently
begun to analyze selected regions of the rat
genome and the chimp chromosome 22
(equivalent to the human chromosome 21
which was analysed by us).

The robotic environment for DNA
preparation and subsequent automatic
sequencing was substantially enhanced. This
is mainly due to in-house developments
(several patent applications). The object-
oriented design and the implementation of the
software enable us to expand or rearrange
quickly the current robotic environment or
even to use it for entirely different purposes.
Further method developments were a complete
software environment for image analysis and
a novel approach to storage, filtering and
conceptual analysis of sequence-based
information.

Proteomics

The objective of this work is to analyse the
protein expression patterns of the different
genes of the human pathogen Listeria
monocytogenes using high resolution 2D-gel
electrophoresis and rapid protein identification
by mass spectrometry based on the completed
genome sequence. The first step is to map and
identify proteins from the major subproteomes,
secretory, cell wall-associated, and membrane
from the wild type strain grown under
standard conditions because the interactions
with host cells are mediated through external
proteins of the pathogen. Building on this firm
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basis differential gene expression related to
environmental conditions is being addressed:;
based on the in silico analysis of the L.
monocytogenes genome new proteins under
prfA control are being identified. Information
gathered with the EGDe strain will be
compared to clinical isolates of serovar 4b and
L. innocua and L. ivanovii.

Particular attention is paid to the surface
proteins of L. monocytogenes not only
because most of the known and putative
virulence factors are expected to be found in
these fractions but also because, based on the
genome analysis, this organism harbours an
unusually large set of proteins — about 11% —
with putative transport functions.

In parallel method development for
improved subproteome isolation protocols,
quantitative analyses of 2D gels based on
fluorescent dyes, extraction and separation of
hydrophobic membrane proteins, and
increasing the sensitivity the peptide
identification by peptide mass fingerprinting
and sequence tag generation is being
addressed.

Extracted proteins were separated by
standard denaturing two-dimensional
electrophoresis (2D-PAGE) and - for the
isolation of membrane proteins and protein
complexes - Blue Native PAGE. 2D gels were
evaluated, spots selected, cut out, digested,
and subjected to MALDI-TOF-MS for
identification by peptide mass fingerprinting
and/or ESI-MS/MS (Q-TOF) for
identification through sequence tags from
fragments. Proteins separated by 1D
SDS-PAGE were identified mainly by Edman
protein sequencing.

The secretory subproteome of the L.
monocytogenes EGDe strain shows 160
spots upon fluorescent dye staining. Of these,
39 (corresponding to 28 proteins) have been
identified, including the virulence factors
Internalin A, B, and C, mpl, and Listeriolysin
O, and several proteins of unknown function.
Our intention is to identify as many spots as
possible, then use this known pattern to
analyse the differences seen under different
growth conditions or with mutants, and
identify the types of posttranslational
modifications that cause several proteins to
produce more than one spot on 2D gels.

Cell wall associated proteins were isolated
by two approaches, (i) serial extraction with
buffer, salts, and detergents, and (ii)
preparing defined cell fractions by making

protoplasts to isolate cell wall proteins from
the supernatant. So far, 82 spots or bands
(from 1D SDS-PAGE) were identified
corresponding to 74 proteins. Among these a
new PrfA-regulated protein — a putative
transport-associated lipoprotein - was detected
which is a candidate for mutagenesis, as well
as a new putative muramidase and most of
the known virulence-associated proteins
expected in this fraction, e.g., Internalin B,
hly, ActA, and PIcA.

Membrane and membrane-associated
proteins were analysed by 1D, 2D, and Blue
Native PAGE electrophoresis to develop
procedures for reproducible separations. 50
peptides that are mainly membrane associated
have been identified so far but further method
development is necessary. New techniques
such as Free Flow Electrophoresis are being
tried to improve on the current methodological
limits.

Publications Veroffentlichungen
European Union Chromosome 3 Arabidopsis
Sequencing Consortium, The Institute for
Genomic Research & Kazusa DNA Research
Institute (2000) Sequence and analysis of
chromosome 3 of the plant Arabidopsis
thaliana. Nature 408:820-823.

International Human Genome Sequencing
Consortium (2001) Initial Sequencing and
Analysis of the Human Genome. Nature
409:860-921.
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Zweidimensionale Auf-
trennung von Membran-
proteinen durch Blue
Native-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

2D separation of membrane
proteins by Blue Native
PAGE
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Bioinformatik (QF 2.2)

Projektleiter [Project leader: Dr. E. Wingender [Arb. Gr. Bioinformatik [Res. Group of
Bioinformatics

Projekmitarbeiter (Project members: A. Potapov, K. Seidl, 1. Liebich, M. Christensen, T. Crass, R. Gohla, H. Michael,
E Schacherer, V. Drewes, A. Bischoff

Regulatorische Netzwerke: Die regulatorischer Netzwerke geschaffen und
Genotyp-/Phénotyp-Plattform die Bedeutung einzelner Netzwerkbausteine
K. Seidl fiir die Genesis und Aufrechterhaltung des
Viele erworbene oder angeborene Krank- jeweiligen Phanotyps niher beleuchtet. In
heiten konnen auf Fehlfunktionen von der immensen Anhiufung von Informa-
Genen zuriickgefithrt werden, die schon tionen beziiglich Genotyp-/Phanotyp-
wiéhrend der Embryonalentwicklung poten- Beziehungen soll die computergestiitzte
tiell gestorte Regelkreise manifestieren. Simulation von regulatorischen Netzwer-
Mit der Zielsetzung, den Einfluss geneti- ken innerhalb der Grundlagenforschung
scher Variationen sowohl auf zellspezifische neue Impulse liefern sowie bei der Her-
als auch auf systemische Netzwerke zu stellung von neuen Medikamenten ein
modellieren, wurde eine Genotyp-/Phino- effektives Werkzeug sein.
typ-Plattform etabliert, die pathologisch
relevante Daten erfasst, bewertet und Regulatorische Netzwerke: Modellierung
schliefilich in Beziehung mit den entspre- ~ A. Potapov, V. Drewes
chenden Regelkreisen setzen kann. Zur Modellierung der Architektur regula-
Mit dem Einbringen von pathologisch torischer Netzwerke und ihrer Module
Vom experimentellen zum relevanten Daten und ihren Effekten in wurde ein neuer Ansatz vorgeschlagen. Es
bicinformatorischen Ansatz die virtuelle Abbildung der Signaltrans- wurde ein auf Boolscher Logik basierender
From the bench to duktion wird eine neue Qualitit fiir die Formalismus entwickelt, der Prozesse
bioinformatics Bewertung der Reaktionsmuster innerhalb unterschiedlicher Komplexitit als mehrfach

konditionale Ereignisse behandelt. Mit
diesem Formalismus kdnnen regulatorische
Kaskaden und ihre Netzwerke in einer
algebraischen Form ausgedriickt werden,
die fiir ihre Speicherung sowie computer-
gestiitzte Analyse geeignet ist.

HNB: Datenbanken
M. Christensen, I. Liebich
Im Berichtszeitraum wurde eine neue
Ausgabe der ,S/MAR transaction database”
& (S/MARt DB), die in Kooperation mit
« LUTEATHT S : — ' Prof. Bode (AG Epigenomics) entwickelt
rm::" wurde, veroffentlicht. Dabei wurde die
etz Eih“'% Datenbankprasentation um zwei Formulare
= zur direkten Eingabe relevanter Daten
durch den wissenschaftlichen Benutzer
erganzt. Wihrend S/MARt DB Informationen
zu DNA-Abschnitten bereitstellt, die das
Genom in funktionelle Bereiche unterteilen,
sammelt die gerade im Aufbau befindliche
Datenbank TRANSsplice Daten zu regu-
liertem Spleifien.
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HNB: Zentale WWW-Koordination
T. Crass, R. Gohla

Vero6ffentlichungen [Publications

Als technische Voraussetzung fiir die ange-
strebte Vernetzung der heterogenen HNB-
Bioinformatik-Ressourcen wurden zunachst
ein zentraler HNB-Server mit Nutzer-
authentifizierung installiert. Weiterhin
wurden abstrakte Beschreibungen der
verfligbaren Software in einer Datenbank
gesammelt, um - darauf aufbauend -
komplexere Arbeitsabldufe (Tasks) zu
definieren. Derzeit wird an den fiir

die Task-Automatisie-rung notigen
Ablaufsteuerungs- und Datenaustausch-
mechanismen gearbeitet. Als erstes HNB-
Web-Interface fiir Nicht-Fachleute wurde
der ,Question Based Navigator” entwickelt
(http://www.hnbioinfo.de).

Wingender E, Chen X, Hehl R, Karas H,
Liebich I, Matys V, Meinhardt T, Praf§ M,
Reuter I, Schacherer F (2000) TRANSFAC:
an integrated system for gene expression
regulation. Nucl Acids Res. 28:316-319.

Kel AE, Kel-Margoulis O V, Farnham PJ,
Bartley SM, Wingender E, Zhang, MQ
(2001) Computer-assisted Identification
of Cell Cycle-related Genes: New Targets
for E2F Transcription Factors. ] Mol Biol
309:99-120.

Hehl R, Wingender E (2001) Database -
assisted promoter analysis. Trends Plant

Sci 6:251:254.

Wingender E, Chen X, Fricke E, Geffers R,

CYGD: Comprehensive Yeast Genome Hehl R, Liebich I, Krull M, Matys V, Dr. Edgar Wingender in der

Database Michael H, Ohnhiuser R, Priif} M, Diskussion mit Mitarbeitern
H. Michael Schacherer E Thiele S, Urbach S (2001) b .
.. 8 r. Edgar Wingender
Im Februar 2000 wurde mit einer grof3- The TRANSFAC system on gene expression discussing problems with
angelegten Aktualisierung der Hefedaten regulation. Nucl. Acids Res. 29:281-283. colleagues

der TRANSFAC Datenbank begonnen.
TRANSFAC enthailt Daten {iber Transkript-
ionsregulatoren und ihre Bindungsstellen.
Die gesammelte Information wird als
separates Datenbankmodul Teil der
Comprehensive Yeast Genome Database
(CYGD) werden. CYGD ist ein
multidisziplindres europaisches Projekt
zur Erstellung einer umfassenden
Datenressource fiir das Genom der Hefe
Saccharomyces cerevisiae.
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Bioinformatics (QF 2.2)

Regulatory Networks: The Genotype-
Phenotype Platform

genome into fuctional regions, our newly
developed database TRANSsplice collects data

Many of the acquired or innate diseases can
be traced back to malfunctions of particular
genes and the subsequent disarrangement of
biological circuits during embryonic
development. In order to model the effects of
genetic variations on cell specific as well as
systemic networks, a genotype-phenotype
platform was generated, which enables
recording and evaluation of pathologically
relevant data and finally to allocate of the
aberrant genes and gene products within the
network of correpsonding regulatory
components.

The inclusion of pathologically relevant
data and their downstream effects into the
virtual representation of signal transduction
creates a new quality for the evaluation of
reaction patterns within regulatory networks.
It will light up the meaning of individual
network components for genesis and
maintenance of particular phenotypes. Within
the huge accumulation of information
concerning genotype-phenotype correlations
the computational simulation of regulatory
networks will give new stimuli for basic
sciences. Moreover, the genotype-phenotype
platform will serve as a useful tool for the
design of new medical and therapeutic drugs.

Regulatory Networks: Modelling

To model the architecture of regulatory
networks and their modules, a new approach
has been suggested. The necessary formalism
has been developed which treats processes of
different complexity as a multiple conditional
event and is based on a variant of Boolean
logic. By using this formalism, regulatory
pathways and their networks could be
expressed in an algebraic form suitable for
their storage and computer-assisted analysis.

HNB: Databases

A new release of the S/MAR transaction
database (S/MARt DB), which was developed
in cooperation with Prof. Bode (Research
Group EPI), has been made available.
Thereby, S/IMARt DB has been complemented
by two forms that allow direct submission of
relevant data by the researcher. While S/
MARt DB provides information about
elements of the DNA that subdivide the

on regulated splicing.

HNB: Central WWW-Coordination

As a technical prerequisite for the intended
integration of the HNB'’s heterogeneous
bioinformatics resources, a central HNB server
(including user authentication) was installed.
Furthermore, abstract descriptions of the
available software tools were collected within
a database, in order to allow for the definition
of more complex work flows (tasks).
Currently, the flow control and data exchange
mechanisms required for task automation are
under development. Finally, a “question based
navigator” has been developed as a first HNB
web interface suitable for non-expert users.

CYGD

In February 2000 we have started a massive
update of the TRANSFAC database on
transcriptional regulators and their respective
binding sites with data on the yeast
Saccharomyces cerevisiae. This information
will form a separate database module
intended as an integral part of the Compre-
hensive Yeast Genome Database (CYGD).
The CYGD project is a multidisciplinary
European effort to build a comprehensive data
resource for information on the yeast genome.
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Strukturanalyse (QF 2.3)

Projektleiter [Project leader: Dr. H.-J. Hecht [Abt. Strukturforschung [Dept. of Molecular

Structure Research

Projekmitarbeiter [Project members: K.-D. Aumann, K. Bruns, A. F. Bickmann, B. Hoffmann, H. Kalisz, M. Kalisz,

D. Krumme, M. Nimtz, J. Reichelt, V. Wray

3D Strukturen der Tryparedoxine aus

Crithidia fasciculata
Als Beitrag zur Entwicklung von Wirkstoffen
gegen pathogene Trypanosomatide wurden
die 3D Strukturen zweier Tryparedoxine
aus Crithidia fasciculata in Zusammen-
arbeit mit der Abteilung von Prof. Dr. L.
Flohé (TU BS) untersucht. Die Thioredoxin-
dhnlichen Tryparedoxine sind Teil des erst
kiirzlich aufgeklarten speziellen Peroxid-
stoffwechsels in Trypanosomatiden und
gelten als indirekt validierte Zielmo-
lekiile fir Wirkstoffe. Die Wechselwirkung
mit dem fiir Trypanosomatide spezifischen
Redoxmetaboliten, Trypanothion, wurde
anhand von Strukturvergleichen modelliert.
An diesem Modell wurde die enzymatische
Aktivitdt von Tryparedoxinvarianten, die
an einzelnen Aminosiuren in der Umge-
bung des aktiven Zentrums gezielt veran-
dert waren, untersucht. Die Strukturanalyse
eines kovalenten Reaktionsintermediats
der Cys44Ser Tryparedoxin II-Variante mit
dem Teilsubstrat Glutathionylspermidin
bei 1.4 A Aufldsung bestitigt die in der
unmittelbaren Umgebung des aktiven
Zentrums modellierten Enzym Substrat-
wechselwirkungen. Zusammen mit den
Strukturen des oxydierten und reduzierten
Tryparedoxins ermoglicht dies eine
detaillierte Beschreibung der molekularen
Vorginge wihrend der Reaktion.
Die strukturellen Unterschiede zwischen
Tryparedoxin und Thioredoxin, dem
homologen Enzym beim Menschen, lassen
die Entwicklung Tryparedoxin-spezifischer
Inhibitoren als moglich erscheinen, die
zur Bekimpfung der Chagas Krankheit
und Schlafkrankheit verursachenden
Parasiten beitragen konnen.

Struktur von extrazellularen Glutathion-

S-Transferasen
Etwa 20 Millionen Menschen, iiberwiegend
in Afrika, leiden unter der durch den Befall
von Wurm-Parasiten ausgeldsten Krankheit
Onchozerkose, die bei einem Teil der
Infizierten zur vollstindigen Erblindung
fithrt. In Zusammenarbeit mit dem
Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropen-
medizin in Hamburg wurde die Struktur
von zwei extrazelluldren Glutathion-S-
Transferasen mit 4 oder 5 N-Glycosylier-
ungsstellen aus dem humanpathogenen
Wurm-Parasiten Onchocerca volvulus
aufgeklirt. Die Glykosylierungsmuster
dieser sekretorischen Enzyme, die eine
wichtige Rolle bei der Verteidigung des
Parasiten gegen die Immunantwort des
Wirts spielen, konnten mittels HPLC-MS,
MALDI-MS and ESI-MS/MS fiir jede
einzelne Glykosylierungsstelle bestimmt
werden. Die hohe Relevanz der Glykane
fiir die Antigen-Erkennung durch das
menschliche Immunsystem wurde durch
Vergleich der Immunantwort auf natiirlich
glykosyliertes und rekombinantes ungly-
kosyliertes Protein nachgewiesen. Dieses
Ergebnis belegt die grofie Bedeutung der
korrekten posttranslationalen Modifikation
von Proteinen, die als Ziele fiir Impfstoffe
in Frage kommen.

Modell der Wechselwirkung
von Trypanothion mit der
Oberflache von Trypare-
doxin vor Abschluss der
Reaktion durch Knupfung
der intramolekularen
Trypanothion-Disulfidbricke

Model of the interaction of
trypanothione with the
surface of tryparedoxin
before the completion of
the reaction through coup-
ling of the intramolecular
trypanothione disulphide
bridge
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Structure Analaysis (QF 2.3)

3D Structure of Tryparedoxins from
Crithidia fasciculata

glycans for the antigen recognition of the

The structure of two tryparedoxins from
Crithidia fasciculata have been investigated
as a contribution to the development of drugs
against pathogenic trypanosomatids in
collaboration with the Department of
Physiological Chemistry, TU Braunschweig.
The thioredoxin-like tryparedoxins are an
indispensible component of the recently
elucidated peroxide metabolism in these
organisms and may be considered as indirect
validated drug targets. Their interaction with
the trypanosomatid specific redox metabolite,
trypanothione, was modelled through structure
comparisons. This model was verified through
investigation of the enzymatic activity of
tryparedoxin mutants that had single amino
acid exchanges in the vicinitiy of the active
site. The structural analysis of a covalent
reaction intermediate of the Cys44Ser
tryparedoxin-I1-mutant containing the partial
substrate glutathionylspermidine at a
resolution of 1.4A confirmed the structural
characteristics of the active site of the
modelled enzyme-substrate interaction. In
combination with the structure of the oxidized
and reduced tryparedoxins it was possible to
formulate a detailed molecular description of
the reaction process. It seems likely that the
structural differences between tryparedoxin
and thioredoxin, the homologous human
enzyme, will allow the development of
tryparedoxin-specific inhibitors that could
combat Chagas disease and sleeping sickness
originated through parasitic infection.

Structure of extracellular Glutathion-
S-Transferases

Some 20 million people, predominantly living
in subsaharan Africa are infected by the
filarial parasite Onchocerca volvulus, the
causative agent of onchocerciasis, which may
lead to irreversible blindness. In cooperation
with the Bernhard-Nocht-Institute for Tropical
Medicine in Hamburg, the structure of two
extracellular glutathion-S-transferases from
the parasite with 4 or 5 N-glycosylation sites
have been elucidated. The glycosylation
pattern of these secretory proteins was
characterized for each individual glycosylation
site using HPLC/MS, MALDI/TOF-MS and
ESI-MS/MS. The high relevance of the

human immune system was demonstrated by
comparison of the immune response for
natural glycosylated and recombinant non-
glycosylated proteins. The results show the
importance of the correct posttranslational
modification of proteins with are candidates
for the development of vaccines.

Publications Ver6ffentlichungen
Hofmann B, Budde H, Bruns K, Guerrero S
A, Kalisz H M, Menge U, Montemartini M,
Nogoceke E, Steinert P, Wissing JW, Flohé L,
Hecht HJ (2001) Structures of tryparedoxins
revealing interaction with trypanothione, Biol
Chem 382:459-471.
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Strukturelle Charakterisierung mikrobieller Pathogentitats-
faktoren (QF 2.4)

Projektleiter [Project leader: Priv.-Doz. Dr. D. Heinz [(INachwuchsforschergruppe Struktur
Mikrobieller Pathogenititsfaktoren [Junior Research Group Structure of Pathogenic Microbial
Factors

Projekmitarbeiter (Project members: I. Astner, M. Barzik, V. Beier, S. Ehinger, S. Frese, M. Machner, K. Schober,
W.-D. Schubert, J. Moser (Gastwissenschaftler - TU Braunschweig)

Die Nachwuchsforschergruppe ,Strukturelle Charakterisierung mikrobieller
Pathogenititsfaktoren” beschiftigt sich mit der Aufklarung der Raumstruktur von
Biomakromolekiilen mittels Rontgenstrukturanalyse. Der Schwerpunkt der Untersu-
chungen liegt auf Virulenzfaktoren aus humanpathogenen Bakterien sowie ihrer
Interaktionspartner in der Wirtszelle. Dartiberhinaus beschiftigen wir uns mit der
Strukturaufklarung von Enzymen der bakteriellen Tetrapyrrolbiosynthese und Proteinen
des eukaryontischen Zytoskeletts. Die Strukturen sollten unsere Erkenntnisse iiber
bakterielle Infektionen auf molekularer und atomarer Ebene entscheidend vergrofiern
sowie eine Grundlage fir die Entwicklung neuartiger Wirkstoffe zur gezielten Bekamp-
fung pathogener Keime schaffen.

Internalin-Strukturen erlauben die Identi-
fikation von Oberflichenbereichen,

Virulenzfaktoren aus Listeria
monocytogenes

Listeria monocytogenes ist ein human-
pathogenes Bakterium, das auf Grund
intensiver Erforschung inzwischen als
Modellsystem fiir fakultativ intrazelluldre
Erreger etabliert ist. Die Infektion erfolgt
meist iiber kontaminierte Lebensmittel
und kann zu schweren Erkrankungen
(Listeriose) fithren. Das Bakterium verfiigt
iiber eine begrenzte Anzahl von Proteinen,
sogenannter Virulenzfaktoren, die das
Eindringen und die Fortbewegung der
Bakterien in der Wirtszelle ermoglichen.
Ziel einer Kooperation mit J. Wehland
(GBF) und T. Chakraborty (Univ. Giessen)
ist die Strukturbestimmung listerieller
Virulenzfaktoren.

Wir konnten kiirzlich die Kristall-
strukturen der funktionellen Domiénen
mehrerer Internaline (InlB, InlE und InlH)
bei hoher Auflésung aufkldren (Abb. 1).
Internaline vermitteln das Eindringen der
Bakterien in die Wirtszelle. Charakteristi-
sches Strukturmerkmal aller Internaline ist
eine einzigartige ,Internalin-Super-
domine”, die eine neuartig fusionierte
Immunoglobulin-Domine enthilt. Die

welche wahrscheinlich fiir die
zellspezifische Invasion verantwortlich
sind. Durch gezielten Aminosdureaus-
tausch mittels gerichteter Mutagenese und
Verwendung von Invasionsassays sind wir
nun erstmals in der Lage, die Rolle einzel-
ner Aminosauren fiir die Invasion und
Stabilitédt der Proteine zu ermitteln.

Abb. 1. Struktur der
Rezeptor-Bindungsdoméne
von Internalin B aus L.
monocytogenes.

Fig. 1. Structure of the
receptor-binding domain of
internalin B from L.
monocytogenes.
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Das Protein ActA ist ein weiterer wichtiger
listerieller Virulenzfaktor. Es ermoglicht
die Bewegung der geissellosen Bakterien
innerhalb der Wirtszelle durch spezifische
Rekrutierung von Aktin aus dem Zyto-
skelett der Wirtszelle. Die zentrale Domai-
ne des Proteins enthilt vier repetitive
prolinreiche Regionen (Konsensussequenz
FPPPP), die spezifisch mit den EVH1-
Dominen der eukaryontischen Ena/VASP-
Proteinfamilie interagieren. Diese Wech-
selwirkungen fithren zu einem signifikan-
ten Anstieg der Aktinrekrutierung. Im
Rahmen einer Kooperation mit C.
Urbanke (MHH Hannover) konnte
erstmals eine 1:4-Stochiometrie fiir den
ActA-EVH1-Komplex experimentell unter
Verwendung einer analyzischen Ultra-
zentrifuge ermittelt werden. Desweiteren
konnte gezeigt werden, dass ActA, im
Gegensatz zu frither publizierten Berich-
ten, als monomeres Protein aktiv ist.

Es gelang uns auflerdem einen weiteren
listeriellen Virulenzfaktor, Listeriolysin,
der fiir das Entkommen der Bakterien aus
dem Phagulosom unmittelbar nach der
Invasion verantwortlich ist, zu produzie-
ren und zu reinigen. Erste Kristallisations-
versuche sind im Gange. PrfA ist der
zentrale transkriptionelle Aktivator des
listeriellen Virulenzgenclusters. Das
Protein wurde ebenfalls gereinigt und fiir
Kristallisationsversuche eingesetzt.

Enzyme der bakteriellen Tetrapyrrol-
biosynthese

Die Tetrapyrrolbiosynthese ist ein
ubiquitédrer und zentraler anaboler
Stoffwechselweg, der zur Bildung
wichtiger Tetrapyrrole, wie z. B. Ham,
Sirohdam, Chlorophyll und Vitamin B,
aus einfachen Vorlaufermolekiilen fiihrt.
Im Rahmen einer Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von D. Jahn (TU Braun-
schweig) interessieren wir uns fiir die
Strukturanalyse von Enzymen dieses
wichtigen Stoffwechselweges. Kiirzlich
gelang es uns die erste Kristallstruktur
einer Glutamyl-tRNA-Reduktase (GIuTR)
aufzukliren. Das Enzym katalysiert den
ersten Schritt der Tetrapyrrolbiosynthese
in Pflanzen und den meisten Bakterien,
die Reduktion von tRNA-aktiviertem
Glutamat zu Glutamat-Semialdehyd. Der
Aldehyd wird anschliefiend durch eine
Aminomutase (GSAM) transaminiert, was

: Strukturen biologischer Makromolekiile

zur Bildung des ersten gemeinsamen
Vorldufermolekiils aller Tetrapyrrole,
Aminoldvulinsdure (ALA), fiihrt.

Die dimere GIuTR weist eine ungewohn-
liche V-formige Struktur auf, in der eine
lange a-Helix jedes Monomer durchlauft
(Abb. 2). Das aktive Zentrum konnte
durch Kokristallisation des Enzyms mit
dem kompetitiven Inhibitor Glutamycin
lokalisiert werden, was uns in die Lage
versetzte, den katalytischen Mechanismus
des Enzyms bei atomarer Auflésung
abzuleiten. Die Modellierung des Substrats
Glutamyl-tRNA auf das Enzym zeigt eine
hohe strukturelle Komplementaritat
zwischen Substrat und Enzym, welche
auch die Anticodon-Region der tRNA mit
einschliefdt. Die Struktur der GIuTR legt
aufSerdem nahe, dass vermutlich ein ternirer
Komplex aus GluTR, GSAM und Glutamyl-
-tRNA fiir die effiziente Bildung von ALA
verantwortlich ist.

Da sowohl GIuTR als auch GSAM in
Mensch und Tier nicht vorkommen, besteht
ein betriachtliches Interesse an beiden
Proteinen fiir die Entwicklung neuer Anti-
biotika und Herbizide.

Weitere Projekte

Das Enzym Tubulin-Tyrosin-Ligase (TTL)
katalysiert die ribosomenunab-

héngige Tyrosinierung des C-Terminus des
zytoskelettalen Proteins o-Tubulin. Da diese
Tyrosinierung die Entwicklung eukaryon-
tischer Zellen in kritischer Weise beein-
flusst, ist die Strukturaufklarung des Enzyms
von grofem Interesse. TTL aus Schwein
wurde rekombinant in E. coli produziert,
gereinigt und kristallisiert. Eine Optimie-
rung der Kristallisationsbedingungen ist
im Gange.
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Structural Characterization of Bacterial Virulence
Factors (QF 2.4)

The junior research group “Structural characterization of bacterial virulence factors” aims to
determine the three-dimensional structure of biomacromolecules using X-ray crystallography. In

particular we focus on virulence factors from human pathogenic bacteria as well as their
interacting partners in the host cell. In addition we are interested in enzymes involved in the
bacterial tetrapyrrole biosynthesis and selected eukaryotic cytoskeletal proteins. The three-

dimensional structures should broaden our knowledge about bacterial infections at the atomic level

and lay the foundation for the development of novel drugs against pathogenic bacteria.

Virulence factors of L. monocytogenes

Listeria monocytogenes is a human
pathogen, and an established model system to
study facultative intracellular bacteria.
Infection through food contamination can
lead to listeriosis, an often fatal disease. The
bacteria produce a limited number of proteins,
so-called virulence factors, that are responsible
for the penetration of the host cell and
movement within the host. In collaboration
with the groups of J. Wehland (GBF) and T.
Chakraborty (Univ. Giessen) we aim to
elucidate the structures of these proteins.
We were able to determine the high resolution
crystal structures of the functional domains of
several internalins (InIB, InlE and InlH)
(Fig. 1). Internalins mediate the invasion of
the host cell by the bacteria. Common to all
internalins is a structurally unique “internalin
superdomain” that contains a novel domain
fusion involving an immunoglobulin domain.
We also identified regions at the surface of
internalins that may be responsible for host-
cell specific invasion. The use of site-directed
mutagenesis and invasion assays will allow us
to determine the role of individual amino
acids in the invasion process and the stability
of the proteins.

ActA is another critical virulence factor of
L. monocytogenes. It allows for the
movement of the otherwise immobile bacteria
in the host cell by recruiting the host’s
cytoskeletal actin. A central domain of the
protein contains four repetitive proline-rich
regions (sequence FPPPP), that interact with
the EVH1-domains of the Ena/VASP-family of
proteins. These interactions lead to a dramatic

increase in actin recruitment. In a
collaboration with C. Urbanke (MHH
Hannover) a 1:4 stoichiometry of the ActA-
EVH1-complex was experimentally
determined using analytical ultracentrifu-

gation. Furthermore we were able to show that

ActA is a monomeric protein in contrast to
previously published reports.

We were also able to produce and purify
another listerial virulence factor, listeriolysin,
responsible for the escape of the bacteria from

the phagosome after invasion. Crystallizations

trials are in progress. PrfA is the central
transcriptional regulator of the listerial
virulence gene cluster. The protein was
purified and subjected to first crystallization
trials.

Enzymes of the bacterial tetrapyrrole

biosynthesis
The tetrapyrrole biosynthesis is a ubiquitous
and central anabolic pathway leading to the
formation of essential tetrapyrroles such as
heme, siroheme, chlorophyll and vitamine B,
from simple precursors. In collaborating with
the group of D. Jahn (TU Braunschweig) we
focus on the elucidation of the 3D-structures
of enzymes belonging to this pathway.
Recently, we have solved the first crystal
structure of a glutamyl-tRNA-reductase
(GIUTR). This enzyme catalyzes the first step
of tetrapyrrol biosynthesis in plants and most
bacteria, the reduction of a tRNA-activated
glutamate to glutamate-semialdehyde. The
aldehyde is subsequently transaminated by an
aminomutase (GSAM) to yield the common
precursor of all tetrapyrrols, aminolevulinic
acid. The dimeric GIUTR has an unusual V-

like shape dominated by a long curved a-helix

running through each monomer (Fig. 2). The
active site was located by cocrystallizing the
enzyme with the competitive inhibitor
glutamycin. We were thus able to derive the
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Abb. 2. Struktur der
Glutamyl-tRNA-Reduktase
aus Methanopyrus kandleri.

Fig. 2. Structure of glutamyl-
tRNA-reductase from
Methanopyrus kandleri.

catalytic mechanism at atomic resolution.
Modeling of the substrate glutamyl-tRNA
showed a striking structural complementarity
between the large substrate and the enzyme
that also includes the anticodon region of the
tRNA. Based solely on the structure of GIUTR,
we also hypothesize that GIUTR, GSAM and
glutamyl-tRNA form a ternary complex to
efficiently catalyze the first two steps of
tetrapyrrole biosynthesis. As humans and
animals do not have GIUTR and GSAM, these
proteins are of considerable interest as targets
for the development of novel antibiotics and
herbicides.

Other projects

The enzyme tubulin-tyrosine ligase (TTL)
catalyzes the non-ribosomal tyrosination of the
C-terminus of cytoskeletal a-tubulin. Because
of the critical correlation between tubulin
tyrosination and cell development, structure-
function studies on this unusual enzyme are of
great interest. Porcine TTL was recombinantly
produced from E. coli and purified. We are
presently optimizing crystallization conditions
to produce larger crystals of the protein.

Publications Ver6ffentlichungen

Barzik M, Schubert W-D, Carl UD, Wehland
J, Heinz DW (2000) Crystallization and
preliminary X-ray analysis of the EVH1
domain of Vesl-2b. Acta Crystallogr Section D
56:930-932.

Barzik M, Carl UD, Schubert W-D, Frank R,
Wehland J, Heinz DW (2001) The N-
terminal domain of Homer/Vesl is a new class
Il EVH1 domain. J Mol Biol 309:155-169.

Schubert W-D, Gébel G, Diepholz M, Darji
A, Kloer D, Hain T, Chakraborty T, Wehland
J, Domann E, Heinz DW (2001) Internalins
from the human pathogen Listeria
monocytogenes contain a fused superdomain
structure. J Mol Biol 312:783-793.

Schubert W-D, Gébel G, Kloer D,
Chakraborty T, Wehland J, Domann E, Heinz
DW (2001) Crystal strukture of the conserved
core of internalins from the human pathogen
Listeria monocytogenes. Nova Acta Leopold
Supp 16:29-31.

Machner MP, Urbanke C, Barzik M, Otten S,
Sechi A'S, Wehland J, Heinz DW (2001)
ActA from Listeria monocytogenes can interact
with up to four Ena/VASP homology domains
simultaneously. J Biol Chem, in press

Moser J, Schubert W-D, Beier V, Bringemeier
I, Jahn D, Heinz DW (2001) V-shaped
structure of glutamyl-tRNA-reductase, the first
enzyme of tRNA-dependent tetrapyrrole
biosynthesis. EMBO J, in press

Co-operations [Kooperationen

Prof. Dr. G. S. Chhatwal, Dr. S.
Hammerschmidt, Dr. M. Probst-Kepper, Prof.
Dr. J. Wehland, Dr. S. Weiss (GBF); Prof.
Dr. D. Jahn, Prof. Dr. B. Jockusch (TU
Braunschweig); Prof. Dr. T. Chakraborty
(Univ. Giessen); Prof. Dr. C. Urbanke
(MHH Hannover); Prof. Dr. R. Seckler
(Univ. Potsdam).
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Abb. 1. Selen, das Element
des Mondes, im Zentrum der
katalytischen Triade der
Glutathion-Peroxidasen
[nach L. Flohé: Biospektrum
(2) 2000, 112]

Fig. 1. Selenium, the
element of the moon, in the
center of the catalytic triad
of glutathione peroxidases
[adapted from L. Flohé:
Biospectrum (2) 2000, 112]
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TU Lehrstuhl fur Physiologische Chemie in der GBF

Mitarbeiter (IMembers: M. Bittner, H. Budde, M. Comini, B. Hofmann, T. Jager, H. Kollmus, U. Menge, S. Pilawa,
K. Plank-Schumacher, M. Singh, H. Sztajer, S. Tschurz, J. Wissing, C. Wylegalla

Die Abteilung Biochemie der Technischen Universitdt Braunschweig, die von der GBF
beherbergt und teilfinanziert wird, beschaftigt sich im Wesentlichen mit der Identifizie-
rung, Herstellung, Charakterisierung und Validierung molekularer Targets fiir die
Wirkstoffsuche. Konkret werden Enzymsysteme untersucht, die der Utilisation oder
Detoxifikation von Peroxiden dienen. Die Zielfelder umfassen die Steuerung der méannli-
chen Fertilitdt und die Therapie von Infektionskrankheiten.

Selenbiochemie: Sex und Selen
Projektleiter
Prof. Dr. Dr. h.c. L. Flohé

Im vorangegangenen Band berichteten wir
iiber unsere iiberraschende Entdeckung,
dass die Mitochondrienkapsel im Mittel-
stiick von Spermatozoen bis zu 50 % aus
dem Selenprotein Phospholipidhydrope-
roxid-Glutathionperoxidase (PHGPx)
besteht. Wihrend der letzten Schritte der
Spermienreifung wird PHGPx aus einer
16slichen aktiven Peroxidase in ein enzym-
atisch inaktives Strukturprotein umgewan-
delt (Ursini F et al. (1999) Science
285:1393-96). Der Mechanismus dieser
Metamorphose konnte zwischenzeitlich
zum Teil aufgeklart werden: In der Endpha-
se der Spermatogenese oxidiert PHGPx
mit Hilfe von Peroxiden Proteinthiole
anstatt Glutathion und bildet so ein dreidim-
ensionales Netz oxidierter Proteine. Die

Relevanz der PHGPx fiir die mannliche
Fertilitat wurde erhirtet durch inverse
Genetik bei Mdusen (berichtet von M.
Brielmeier, GSE, anldflich ,Selenium
2000" in Venedig) und Studien zur Korre-
lation von PHGPx-Gehalt und Fertilisatio-
nskapazitat menschlicher Spermien
[Kooperation mit F. Ursini, Universitit
Padua]. (Abb. 1)

Oxidationsschutz in pathogenen Protozoen
Projektleiter
Prof. Dr. Dr. h.c. L. Flohé

Das Trypanothion-vermittelte Oxidations-
schutzsystem, das wir 1997 in dem
Insektenpathogen Crithidia fasciculata
entdeckten, wurde in human- und
tierpathogenen Trypanosomatiden wie
Trypanosoma cruzi, T. brucei brucei, T. brucei
rhodesiense, Leishmania donovani, L. major
und L. infantum nachgewiesen. Der
Stoffwechselweg wurde anderenorts als
essentiell fiir die Vitalitit und Virulenz
von T. brucei belegt.

Eine repriasentative Auswahl beteiligter
Enzyme, z. B. Tryparedoxine und Trypare-
doxin-Peroxidasen, wurde gentechnisch
fiir funktionelle und strukturelle Studien
hergestellt, um rationales Inhibitor-Design
vorzubereiten. Die molekulare Interaktion
von Tryparedoxinen mit Trypanothion
wurde durch gezielte molekulare
Mutagenese, Modellierung und Réntgen-
Strukturanalyse aufgeklart. Mit dhnlichen
Vorgehensweisen wurde die katalytische
Triade der Tryparedoxin-Peroxidasen, in
der ein Cystein durch ein Arginin und
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Wasserstoftbriicken-Bindung mit der
Hydroxylfunktion eines Threonins oder
Serins aktiviert wird, aufgeklart [Koopera-
tion mit H. J. Hecht, GBE A. Tomas,
Universitat Porto, und W. Colli, Universi-
tit Sdo Paulo]. (Abb. 2)

Ein Gen des Malariaparasiten Plasmodi-
um falciparum, das nach Sequenzho-
mologie fiir eine typische Glutathion-
Peroxidase kodieren sollte, wurde in E. coli
exprimiert. Die Untersuchung von
Effizienz und Spezifitit des Enzyms ergab
ein weiteres Beispiel funktioneller Diversi-
fikation in der molekularen Evolution:
Das vermeintliche Glutathion-Peroxidase-
Gen kodierte fiir ein Thioredoxin-Peroxi-
dase [Kooperation mit Ch. Slomianny,
Institute Pasteur, Lille].

Antigene und Virulenzfaktoren pathoge-

ner Mykobakterien

Projektleiter

Prof. Dr. M. Singh
Putative Komponenten des Antioxi-
dationssystems von Mykobakterien wie
AhpC und Mykothiol-Reduktase wurden
kloniert und in E. coli exprimiert. Die
Reinigung von Mykothiol und der
Mykothiol-Reduktase wird zur Zeit durch-
gefiihrt (DFG-Projekt). In einem EU-
Projekt (TB-Vakzinentwicklung) wuden
drei Protein- und zwei DNA-Vakzin-

Kandidaten aufgereinigt und als Endotoxin-
freie Praparate hergestellt. Diese Vakzinkan-

didaten werden zur Zeit von unseren
Partnern in Mdusen getestet.

Veroffentlichungen [Publications

da Fonseca DP, Frerichs J, Singh M, Snippe

H, Verheul AF (2000) Induction of
antibody and T-cell responses by
immunization with ISCOMS containing
the 38-kilodalton protein of
Mycobacterium tuberculosis. Vaccine
19:122-131.

Flohé L, Andreesen J R, Brigelius-Flohé R,
Maiorino M, Ursini F (2000) Selenium,

the Element of the Moon, in Life on Earth.

[UBMB Life 49:411-420.

Guerrero SA, Lopez JA, Steinert P,
Montemartini M, Kalisz HM, Colli W,
Singh M, Alves MJM, Flohé L (2000) His-
tagged tryparedoxin peroxidase of
Trypanosoma cruzi as a tool for drug
screening. Appl Microbiol Biotechnol
53:410-414.

Lopez JA, Carvalho TU, de Souza W, Flohé
L, Guerrero SA, Montemartini M, Kalisz
HM, Nogoceke E, Singh M, Alves MJM,
Colli W (2000) Evidence for a
Trypanothione-dependent Peroxidase
System in Trypanosoma cruzi. Free Rad
Biol Med 28:767-772.

Hofmann B, Budde H, Bruns K, Guerrero
SA, Kalisz HM, Menge U, Montemartini
M, Nogoceke E, Steinert P, Wissing JB,
Flohé L, Hecht H-J (2001) Structures of
Tryparedoxins Revealing Interaction with
Trypanothione. Biol Chem 382:459-471.

Jepson A, Fowler A, Banya W, Singh M,
Bennett S, Whittle H, Hill AV (2001)
Genetic regulation of acquired immune
responses to antigens of Mycobacterium
tuberculosis: a study of twins in West
Africa. Infect Immun 69:3989-3994.

Sztajer H, Gamain B, Aumann K-D,
Slomianny C, Becker K, Brigelius-Flohé R,
Flohé L (2001) The Putative Glutathione
Peroxidase Gene of Plasmodium
falciparum Codes for a Thioredoxin
Peroxidase. ] Biol Chem 10:7397-7402.

Abb. 2. Die neuartige
katalytische Triade von
Peroxiredoxinartigen Peroxi-
dasen. In der N-terminalen
Domaine der Tryparedoxin-
Peroxidase von L. donovani
bildet Cys 52 eine Wasser-
stoffbriicke mit Thr 48 und
wird elektrostatisch durch
Arg 128 aktiviert. In dieser
Triade wird Cys 52 durch
H,0, zu einem Derivat der
unterschwefligen Saure oxi-
diert, das dann mit Cys 172
einen zweiten Untereinheit
zur oxidierten Peroxidase
reagiert [unveroffentlicht].

Fig. 2. A novel catalytical
triad as is typical of
peroxiredoxin-type peroxi-
dases: In the N-terminal
domain of tryparedoxin
peroxidase of L. donovani
Cys 52 is hydrogen-bonded
to Thr 48 and electro-
statically activated by Arg
128. In this triad the Cys 52
is oxidized by H,O, to a
sulfenic acid derivative
which then reacts with Cys
172 of a second subunit to
form the oxidized
peroxidase [unpublished].
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Beobachtung des automati-
sierten Reinigungsprozesses
wahrend der Entwicklungs-
phase der Reinigungs-
routinen.
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Observation of the
automated cleaning-in-place
process during cleaning
routine development.

GBF Hosted Department of Physiological Chemistry of TU

Braunschweig

The Department of Biochemistry of the Technical University of Braunschweig, which is hosted and
partially financed by the GBF, is essentially engaged in identification, production, characterisation
and validation of molecular targets for drug discovery. More precisely, enzymatic systems in charge
of utilisation and detoxification of peroxides, are investigated. The fields of potential applications
comprise the manipulation of male fertility and the therapy of infection diseases.

Selenium Biochemistry: Sex and Selenium

Project leader

Prof. Dr. Dr. h.c. L. Flohé
In the 1999/2000 issue we had reported on
our surprising finding that the mitochondrial
capsule in the midpiece of spermatozoa
consists up to 50 % of the selenoprotein
phospholipid hydroperoxide glutathione
peroxidase (PHGPX). During the final steps
of sperm maturation PHGPXx is tranformed
from a soluble active peroxidase into an
enzymatically inactive structural protein.
(Ursini F et al. (1999) Science 285:1393-
1396). The mechanism of this “moon-
lighting” process could meanwhile be partially
elucidated: During late spermatogenesis
PHGPx oxidizes protein thiols instead of
glutathione at the expense of hydroperoxides
to generate a threedimensional network of
oxidatively cross-linked proteins. The relevance
of PHGPx to male fertility could be supported
by inverse genetics in mice (reported by M.
Brielmeier, GSF, at Selenium 2000 in Venice)
and studies on the correlation of PHGPx
content and fertilisation capacity of human
sperm [cooperation with F. Ursini, Universita
di Padova]. (Fig. 1)

Antioxidant defense in pathogenic

protozoa

Project leader

Prof. Dr. Dr. h.c. L. Flohé
The trypanothione — mediated antioxidant
defense system that had been discovered by us
in 1997 in the insect-pathogen Crithidia
fasciculata was demonstrated to be operative
in trypanosomatids pathogenic to man and
life stock such as Trypanosoma cruzi, T.
brucei brucei, T. brucei rhodesiense,
Leishmania donovani, L. major and L.
infantum. The pathway has elsewhere been
validated as to be pivotal for vitality and
virulence of T. brucei brucei.

A representative set of involved enzymes,

in particular tryparedoxins and tryparedoxin
peroxidases, were prepared by recombinant

techniques for functional and structural
studies to pave the road for rational inhibitor
design. The molecular interaction of
tryparedoxins with trypanothione was
elucidated by combination of site-directed
mutagenesis, molecular modelling and x-ray
crystallography. By related techniques the
catalytic triad of tryparedoxin peroxidases was
shown to be built up by a cysteine residue
activated by a neighbouring arginine and by
hydrogen bonding of the hydroxyl function of
a threonine or serine residue [cooperation
with H. J. Hecht, GBF, A. Tomas, University
of Porto, and W. Colli, University of Sao
Paulo]. (Fig. 2)

A gene of the malaria parasite
Plasmodium faciparum gene presumed,
according to sequence homology, to encode a
typical glutathione peroxidase was expressed
in E. coli: Investigation of efficiency and
specificity of the enzyme revealed another
example of functional diversification in
molecular evolution: The putative glutathione
peroxidase gene encoded a thioredoxin
peroxidase [cooperation with Ch. Slomianny,
Inst. Pasteur, Lille]

Antigens and virulence factors of

pathogenic mycobacteria

Project leader

Prof. Dr. M. Singh
Several putative components of mycobacterial
anti-oxidative defense system have been
cloned and expressed in E.coli. Prominent
among these are AhpC and mycothiol
reductase. Purification of mycothiol and
mycothiol reductase is in progress (DFG-
funded). In an EU-funded project, several
vaccine candidates have been identified for
nasal vaccination against tuberculosis. DNA
and proteins of the vaccine candidates have
been purified as highly homogeneous,
endotoxin-free preparations which are
currently being tested in mice by our partners.
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Biotechnikum

Leiter (Head: Dr. A. Rof3 [Arb. Gr. Bioreaktionstechnik [Res. Group BioreactionTechniques

Biomasse von rekombinantem E. coli
oder HelLa-Zellmasse fiir Forschungs-
laboratorien, Proteine fiir die Struktur-

Spektrum wissenschaftlicher Dienstlei-
stungen Biotechnikum/BRT und ZKT
¢ Design und Optimierung von Prozes-

sen zur Kultivierung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen und zur Isolie-
rung biotechnologischer Produkte, u.a.
e Scale-up von der Laborvorschrift in
den Produktionsmaf$stab (bis zu 2000 |
Kulturvolumen bei Mikroorganismen)
¢ Analyse und Verbesserung einzelner
Prozef3schritte wie Kultivierung,
Zellabtrennung, Zellaufschlufd oder
jegliche Art von Filtrationsprozessen

» Adaption von Zellkulturen an
serumfreie Medien

Produktion biotechnologischer
Produkte fiir die Forschung oder zur
Verwendung als Testmaterial wie z.B.

forschung, Enzyme oder nieder-
molekulare Produkte
Validierungsstudien wie z.B. zur Frage
der Sterilisierbarkeit von Gerédten und
Anlagen

Beratung in jeder Frage, die im Zusam-
menhang steht mit biotechnologischen
Prozessen fiir die Produktion von
Proteinen und anderen Produkten aus
Mikroorganismen und Zellkulturen.
Tiefgehende Erfahrungen liegen vor mit
Produktionssystemen wie rekombinan-
tem E. coli, P. pastoris und Baculovirus;
sie sind jedoch nicht auf diese Systeme
begrenzt.

Bio Pilot Unit
Scientific Services Bio Pilot Plant Unit and = Validation studies like sterilisability of
Cell Culture Plant equipment
e Design and optimisation of processes for e Consulting in case of any question referring

cultivation of microorganisms and cell
cultures and the recovery of bioproducts,
which includes i.a.

< scale-up from laboratory recipes to
production scale (up to 2000 I cultivation
volume in case of microorganisms)

< analysis and improvement of single
process steps like cultivation, cell
separation, cell disruption or any type of
filtration process

= adaptation of cells to serumfree media
Production of bioproducts for research or
use as test material like recombinant E.
coli-biomass or HeLa-cell mass for research
labs, proteins for stucture research,
enzymes or low molecular weight
compounds

to biotechnological processes for production
of proteins and other products from
microorganism and cell cultures. Indepth
experience is available, but not limited to,
for recombinant E. coli, P. pastoris and
Baculovirus as production systems.
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Services

Leiter (Head: Dr. H. Ziehr [Arb. Gr. GMP-Technikum [Res. Group GMP Pilot Plant

Die Arbeitsgruppe GMP Technikum (s.a.
QF 1.3) fithrt weitestgehend im Unterauf-
trag fiir Klienten aus der pharmazeutisch
chemischen- und Biotech-Industrie F&E-
Projekte durch. Dabei handelt es sich um
die Bearbeitung vornehmlich bioverfah-
renstechnischer- und arzneimittelrecht-
licher Fragestellungen, die im Rahmen der
Herstellung neuer zumeist rekombinanter
Pharmawirkstoffe auftreten. Es gilt dabei
die arzneimittelrechtlichen Anforderungen,
insbesondere aber das Qualitatssiche-
rungssystem , Gute Herstellungspraxis”
(GMP) auf Herstellungsprozesse abzubil-
den. Das Leistungsspektrum beinhaltet

¢ die Optimierung und Mafistabsver-
groflerung von Kultivierungsverfahren
mit Mikroorganismen und tierischen
Zellen,

e die Entwicklung priaparativer Reini-
gungsverfahren fiir rekombinante
Proteine und Nukleinsduren,

¢ die Entwicklung und Validierung von

GMP Unit

The GMP pilot plant group (s. a. QF 1.3)
carries out R&D projects predominantly for
clients in the pharmaceutical and biotech
industries. Generally, these projects focus on
biochemical engineering and regulatory
questions encountered in the production of
novel, usually recombinant pharmaceutical
substances. Such projects are carried out
within the legal requirements for
pharmaceutical development, especially with
respect to “Good Manufacturing Practice®
(GMP). The service spectrum includes

= optimisation and scale up of cultivation
steps with microbial and animal cells,

« development of preparative purification
schemes for recombinant proteins and
nucleic acids,

« development and validation of analytical
methods for in-process and final product
controls,

analytischen Verfahren fiir InProzess-
kontrollen sowie Produktfreigabe,
¢ die Validierung von einzelnen Prozess-
schritten innerhalb von Biotech-
Herstellungsverfahren sowie
e die entsprechende Validierung des
Gesamtprozesses (Konsistenz).
Soweit erforderlich erfolgen die Arbeiten
unter der Beriicksichtigung des GMP-
Reglements mit einer Herstellungs-
erlaubnis gem. § 13 des Arzneimittelgeset-
zes (AMG). So hergestellte Wirkstoffe
konnen anschlieffend damit zu klinischen
Priifmustern weiterverarbeitet werden.
Mit dem Institut fir pharmazeutische
Technologie der Technischen Universitdt
Braunschweig besteht eine enge Zusam-
menarbeit, iiber die es moglich ist, auch
Fragestellungen der Stabilitatstestung,
Formulierung und galenischen Entwick-
lung zu bearbeiten. Kleinstmengen von
Darreichungsformen (Klinikpriifmuster)
koénnen hergestellt werden.

< validation of single steps within the
production process, and
« validation of the whole process

(consistency).

The work is done unter GMP rules when
required. The substances produced can
subsequently be formulated and used within
clinical studies.

Strong contacts exist between the group and
the “Institut fir pharmazeutische Technolo-
gie* at the Technical University of Braun-
schweig which enable questions on stability,
formulation and galenic development to be
addressed. Smale volumes of substances for
clinical trials can be produced.
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Instrumentelle Analytik

Leiter [Leader: Dr. V. Wray [Abt. Strukturforschung [(Dept. of Structure Research

Mitarbeiter (Members: U. Beutling, R. Christ, H.-]J. Hecht, H. Kalisz, M. Nimtz

Im Rahmen der analytischen Arbeiten wurden Massenspektrometrie (MS), Kern-
magnetische Resonanzspektroskopie (NMR), Rontgenstrukturanalyse (RSA) und Protein-

Sequenzierung eingesetzt.

NMR-Spektroskopie und Massen-
spektrometrie:

Die Strukturen sowohl von nieder-
molekularen als auch hochmolekularen
Naturstoffen kénnen mittels der Kombi-
nation moderner massenspektrometrischer
Techniken mit multidimensionalen NMR
Verfahren aufgeklart werden. Im Allgemei-
nen wird folgende Vorgehensweise gewahlt:
Die komplette Struktur von nieder-
molekularen Naturstoffen wird routine-
miflig mittels einer Kombination von EI/
CI/ESI-MS mit 1D und 2D 'H und “C
NMR Spektrometrie aufgeklart. Die
Identitdt von Molekiilteilen und deren
Verkniipfung kann im Normalfall von
dem 2D 'H COSY/TOCSY und 'H
detektiertem *C-'H Korrelationen
abgeleitet werden. 'H Kern-Overhauser-
Effekt Experimente liefern zusitzliche
Informationen tiber Konfiguration und
Konformation. Die Massenspektrometrie
liefert das Molekulargewicht und das
Fragmentierungsverhalten des jeweiligen
Molekiils. Diese Informationen bestéitigen
und erweitern die Daten, die von den
NMR Experimenten geliefert werden.
Zudem sind auch extrem geringe Substanz-
mengen sowie Substanzgemische massen-
spektrometrischen Untersuchungen
zuganglich.

Die direkte massenspektrometrische
Analyse grofier intakter Biomolekiile wie
Proteine, Oligonukleotide und komplexe
Kohlenhydrate ist routinemaf3ig mittels
MALDI/TOF und ESI moglich. Die
Sekundar- und Tertidrstruktur von
Peptiden und Proteinen bis zu einem
Molekulargewicht von 20 kDA kann durch
eine Kombination von 2D/3D homo- und
heteronuklearer Korrelations-NMR
erhalten werden, wenn geniigend iso-
topenmarkiertes (>N, *C) Proteinmaterial
vorhanden ist.

Ein Schwerpunkt der makromolekularen
Forschung liegt auch auf der massenspek-
trometrischen Untersuchung von Glyko-
proteinen, deren Oligosaccharidanteil
mittels von in der Abteilung entwickelten
ESI-MS/MS-Techniken und hydrolytischen
Mikroderivatisierungsmethoden, die die
Kohlenhydratzusammensetzung und die
Aufkliarung der Verkniipfung der verschie-
denen Monosaccharidbausteine (,Methyl-
ierungsanalyse”) erlauben, charakterisiert
wird. Derzeit wird an der Miniaturisierung
der genannten Techniken gearbeitet, um
selbst mit dem aus 2D Gelen isolierten
Glykoproteinmaterial noch strukturelle
Daten des Oligosaccharid-Anteils zu
erhalten. Als weiterer Schwerpunkt wurde
im vergangenen Jahr die massenspektro-
metrische Mikrotechnik zur Identifizie-
rung und Charakterisierung von Proteinen
aus 2 D Gelen (,Proteomics”) anhand des
Molekulargewichts ihrer proteolytischen
Fragmente mittels MALDI/TOF-MS weiter
intensiv genutzt und die Automatisierung
der Arbeitsabldufe vorangetrieben. Falls
durch diese Technik keine eindeutige
Identifizierung von Gel-Spots moglich
war, wurde die massenspektrometrische
(Partial)-Sequenzierung dieser Peptid-
fragmente aus der ungereinigten proteoly-
tischen Mischung mittels ESI-MS/MS
routinemaissig eingesetzt (Qtof 2), was
insbesonders fiir nicht homogene Protein-
Spots bzw. modifizierte Proteine die beste
Maoglichkeit zur Charakterisierung
darstellt.



Roéntgenstrukturanalyse:

Meist in Ergdnzung oder als Bestdtigung
von mittels NMR und Massenspektrometrie
erhaltenen Ergebnissen kann im nieder-
molekularen Bereich eine Strukturbestim-
mung bei Vorliegen geeigneter Kristalle in
der Regel mit Hilfe der direkten Methoden
routinemiflig durchgefithrt werden, wobei
bei Anwesenheit von Atomen mit
anomaler Streuung auch die, speziell bei
Naturstoffen wesentliche, absolute
Konfiguration der untersuchten Verbin-
dung erhalten wird.

Der Schwerpunkt der Rontgenstruktur-
analyse lag jedoch eindeutig bei der
Strukturanalyse von Proteinen (QF 2.3).
Zur Durchfithrung der bei Proteinen
wesentlich aufwendigeren Arbeiten zur
Kristallisation und Strukturlésung mittels
molekularem oder isomorphen Ersatz
stehen in der Abteilung ein Pipettier-
roboter sowie ein Mef3platz mit Flachen-
zdhler und Drehanodengenerator zur
Verfiigung, ergianzt durch die von Max-
Planck-Instituten und GBF gemeinsam
betriebene Mefistation BW6 am DESY, die
die Messung von hochaufgelosten Daten
und die Phasenbestimmung {iber anomale
Dispersion ermoglicht. Zur Datenaus-
wertung und Analyse der Strukturen sowie
zur Modellierung homologer Strukturen
stehen in der Abteilung 5 Grafikrechner
sowie umfangreiche Rechenmoglichkeiten
auf Rechnern des Rechenzentrums zur
Verfligung. Die Weiterentwicklung des
Modellingprogramms Bragi ermdglicht
dabei eine flexible Anpassung an neu
auftretende Fragestellungen.

Proteinsequenzierung:

Die N-terminale Sequenzierung erfolgt
mittels automatischem Edman-abbau mit
Sequenzern von PE-Applied Biosystems
(Procise 494A und 473A). Die Sequenz-
ierung wurde eingesetzt zur Aufklarung
neuer Proteinsequenzen, zur Gewinnung
von Oligonucleotid-Sonden, fiir die DNA-
Sequenzierung bzw. Klonierung, fiir die
Identifizierung von Proteinen in Daten-
banken, sowie zur Kontrolle von Identitit
und Reinheit rekombinant hergestellter
Proteine. Proben kénnen sowohl in
Losung als auch auf PVDF-Membranen
gebunden im unteren Picomolbereich
analysiert werden. Die durchschnittliche
Sequenzlinge betrigt dabei 17 Aminosau-

ren. Proteine, die N-terminal blockiert
sind bzw. von denen zusitzliche interne
Sequenzen beno6tigt werden, werden
enzymatisch oder chemisch gespalten, die
erhaltenen Peptide tiber Kapillar-HPLC
getrennt und zur Sequenzierung bzw.
Aminosdureanalyse eingesetzt.

Die Aminosiureanalysen von Proteinen
und Peptiden werden zusitzlich mit dem
Aminosdureanalysator PE-ABI 420 A/H im
pmol-Bereich durchgefiihrt. Anwendun-
gen sind die Quantifizierung von Protein-
mengen, die Uberpriifung der Reinheit
bzw. der Stochiometrie von synthetischen
Peptiden aus der Peptidsynthese, die
Identifizierung von Peptiden aus
proteolytischen Maps anhand ihrer
Aminosdurezusammensetzung, und der
Nachweis N-terminaler Blockierungen.
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Instrumental Analytics

The instrumental methods available are mass spectrometry (MS), nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR), X-ray crystallography, and protein sequencing.

NMR Spectroscopy and Mass
Spectrometry:

The structures of both small and large
molecular weight natural products are
accessible through the combination of modern
mass spectrometric and multi-dimensional
NMR spectroscopic techniques. In general, for
the majority of small natural products the
total structure is elucidated in a routine
manner from the combination of EI/CI/ESI
MS and 1D and 2D homonuclear and
heteronuclear *H and *C NMR spectroscopy.
The identity of fragments in the molecule and
their sequence is normally deduced from 2D
H COSY/TOCSY and *H-detected multiple-
bond 3C-tH data, respectively. Additional *H
nuclear Overhauser enhancement data affords
configurational and conformational
information. Mass spectrometric data provides
explicit information on the mass and
fragments present that are used to extend and
confirm that gained during NMR studies, and
has the added advantage of providing
information for very small amounts of
compound.

The direct analysis of large intact
biomolecules such as proteins, oligonucleotides
and complex carbohydrates is routinely
available through the use of MALDI- and
ESI-MS. While in solution the secondary and
tertiary structure of peptides and proteins,
with molecular weights up to at least 20,000
Daltons, can be elucidated when appropriately
labelled material (**N and *3C) is available
through the application of a combination of
2D/3D homo- and heteronuclear correlation
NMR spectroscopy. Currently, the emphasis
in the macromolecular field has been concen-
trated on the MS elucidation of glycoproteins,
in particular the characterisation of
oligosaccharides using ESI-MS/MS techniques
and hydrolytic micro-derivatisation methods
developed in the department that allow
determination of the carbohydrate composition

and the linkages of the various mono-
saccharide units (methylation analysis). The
miniaturisation of the above techniques to
allow the extraction of information about the
oligosaccharide moiety of glycoproteins even
with the minute amounts of material
extracted from 2 D gels was a major target in
2000. Furthermore, a pronounced effort for
the automatisation of MS micro-techniques
for the identification and characterisation of
proteins from 2D gels (“Proteomics™) through
the determination of the molecular weight of
their proteolytic fragments using MALDI/
TOF-MS has been initiated. In those cases
where unambiguous identification of the gel-
spots was not possible, partial MS-sequencing
of these from unpurified proteolytic mixtures
has been routinely performed using ESI-MS/
MS (Qtof 2). This is the best way for the
identification and characterisation of
heterogenous or modified protein spots.

X-ray Crystallography:

Structure determinations of low molecular
weight compounds, mostly as a completion or
confirmation of NMR/MS studies, can usually
be routinely performed on suitable crystals
using direct methods. The absolute configu-
ration of such compounds, valuable especially
for natural products, can be determined
provided atoms with anomalous scattering are
present.

The main emphasis in X-ray crystallo-
graphy lies clearly in the structural analysis of
proteins (see section QF 2.3). In the
department a pipette-robot as well as a X-ray
unit with an area detector and rotating anode
are available for crystallisation and data
collection. The joint Max-Planck-Institutes/
GBF managed beamline BW6 at DESY allows
in addition the measurement of high
resolution data and phase determination using
anomalous dispersion. Data processing and
structural analysis, as well as modelling of
homologous structures, can be performed on 5
graphic workstations in the department and
on the numerous facilities available in the
computer centre. Further development of the
programme Bragi offers flexibility in the
addressing of specific problems.



Protein Sequencing:

N-terminal protein sequencing is performed by
automated Edman degradation on PE-Applied
Biosystems sequencers (Procise 494A and
473A). Applications include elucidation of
new protein sequences, identification of
proteins in data banks as well as the control of
the identity and purity of recombinant proteins.
Samples may be analyzed in solution as well
as bound to PVDF membranes in the low
picomole range. The average sequence length
obtained is 17 amino acids. Proteins, that are
N-terminally blocked or for which internal

Statistical Analysis 2000

sequences are required, are cleaved
enzymatically or chemically. The resulting
peptides are separated by capillary-HPLC and
subsequently subjected to sequencing as well
as amino acid analysis.

Amino acid analyses of peptites and proteins
are performed on an Applied Biosystems 420A/H
analyzer in the picomole range. Applications
include protein concentration determination,
checking of purity as well as stoichiometry of
synthetic peptides, identification of peptides
from proteolytic maps through the amino acid
composition and proof of N-terminal blocking.

2000 NMR MS SEQ
Untersuchte Proben 3267 6480 646°
No. of samples analysed
% Auslastung durch GBF 711 99.4 98.6
% Internal GBF useage ' ' '
% Auslastung durch Kunden 28,9 0,6 1,4
% External useage
Anzahl der GBF-Kunden 41 75 61
No. of GBF customers
Anzahl externer Institute
—— 12 5 2
No. of External Institutes
Instrumentation available Bruker DPX 300 QTOF II (Micromass) Applied Biosystems
Bruker ARX 400 Finnigan GCQ 420A
Bruker DMX 600 Finnigan MAT 95 Applied
Finnigan TSQ 700 Biosystems 473A
Bruker REFLEX Applied
Jeol IMS HX 110/110A Biosystems 494

*Proteinsequenzierung 461 Proben mit 7627 Abbauschritten, sowie 185 Proben mit
1106 Aminosaureanalysen. [Protein sequencing of 461 samples with 7627 cleavages, as well as

185 samples with 1106 amino acid analyses.

b Proben folgender Institute wurden 1999 untersucht: [Samples from the following institutes
were investigated in 2000: Berlin Technische Hochschule, Humboldt-U. Institut fiir
Biochemie, Institut fiir Pharmazie; Braunschweig TU-Institut fiir Anorganische Chemie,
Institut fiir Biochemie und Biotechnologie, Institut fiir Botanik, Institut fiir Lebensmittel-
chemie, Institut fiir Organische Chemie, Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Lehrstuhl
fiir Physiologische Chemie, DSM, Zucker Institut; Dresden U-Klinikum-Institut fiir
Immunobiologie; Diisseldorf U-Institut fiir Pharmazeutische Biologie; Giessen U-
Veterinar-Institut fir Biochemie/Endokrinologie; Greifswald U-Institut fiir Pharmazie;
Halle Institut fiir Pflanzenbiochemie; Hamburg Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedi-
zin, Heinrich-Pette-Institut; Hannover MHH, Tierarztliche Hochschule; Miinster Institut
fiir Pharmazeutische Biologie u. Phytochemie; Paderborn U-Gesamthochschule; Wiirzburg

U-Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Biologie.
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Rechenzentrum

Leiter (Head: Dr. N. Bedorf

Mitarbeiter (IMembers: K.-D. Aumann, R. Christ, W. Lehnberg, U. Leuner, D. N. Lincoln, J. Reichelt, E. Zimmermann

Internetzugang

Anfang Juli 2000 wurde das neue deutsche
Forschungsnetz (Gigabit-Wissenschafts-
netz; kurz G-Win) in Betrieb genommen.
Der Anschluss der GBF an diese dem
amerikanischen Internet-2 vergleichbare
Infrastruktur erfolgte im August 2000.

Zur Zeit nutzt die GBF eine Uber-
tragungsrate von 34 Mbit/sec bei einem
maximalen Volumen von 330 Gigabyte/
Monat.

Zur Realisierung des Anschlusses
wurden samtliche Komponenten der
Internet-Anbindung, Wanrouter, Firewall,
Mailserver, externer und interner
Webserver und Modemserver, schrittweise
durch aktuelle Hard- und Software ersetzt.
Als Betriebsystem dieser Server setzen wir
Suse Linux ein. Die Webserver-, die
Proxyserver- und die Mailserver-software
sind ‘open Source’ Produkte.

Die Netzwerkanbindung der beteiligten
Systeme untereinander erfolgt per Fast-
Ethernet mit einem FDDI-Uplink zum
Backbone der GBE

Zentralserver

Die zentralen Fileserver (Neon) waren
nach 6 Jahren Betrieb der gestiegenen
Auslastung nicht mehr gewachsen. Als
Ersatz wurde eine Doppelprozessor Alpha
- Compaq ES40 - mit 2 GByte Arbeitsspei-
cher und 500 GByte Plattenkapazitit in
einem RAID-Subsystem beschafft. Als
Betriebssystem wird zur Zeit VMS 7.2 mit
den PC-Diensten Pathworks eingesetzt.
Auf dieser Hardware ist aber auch ein
Wechsel des Betriebssystems zu Tru64
Unix oder Linux moglich.

Datenbankserver

Zwei der Terminalserver fiir die PC
Datenbanken - Current Contents,
Medline, Rompp, Duden u.a. - wurden
gegen Doppelprozessor PCs PIII 500
512MB Arbeitsspeicher ausgewechselt, bei
zwei weiteren Terminalservern wurde der
Pentium Pro Prozessor 200 MHz gegen
Celeron 500 getauscht. Gleichzeitig wurde
die Plattenkapazitit aller Terminalserver
vergrofiert, so dass fast alle Datenbanken
jetzt von schnellen Festplatten und nicht
mehr von CDs betrieben werden.

Das Antwortverhalten dieser Server, ins-
besondere unter der Last simultaner
Zugriffe, konnte hiermit deutlich
verbessert werden.

Schulungsraum

Im letzten Jahr konnten wir einen neuen
Raum fiir das hausinterne (Computer)-
Schulungsprogramm beziehen. Der Raum
ist mit 13 Pentium III PCs, LCD-Monito-
ren, einem Beamer und einem interakti-
ven Lernsystem (Schiiler-Lehrer Display
Steuerung) ausgestattet.
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Computing Centre

Internet access Database Server

The new German Research Network (Gigabit-
Wissenschaftsnetz, abbrev. G-Win) was put in
operation in July 2000. This network is
similar to the American internet-2. The
connection of the GBF followed in August
2000.

Currently the GBF uses a transfer rate of
34 Mbit/sec with a maximum volume of 330
Gigabyte/month.

To implement the connection, various
internet components - the wan router,
firewall, mail server, external and internal
web servers, and modem server were replaced
stepwise. Suse Linux was installed as the
operating system in these servers. The web
server, the proxy server, and the mail server
are open-source products. These components
are interconnected by fast-ethernet with a
FDDI uplink to the GBF backbone.

File Server

After 6 years of operation the central file
server (Neon) was unable to meet the
increasing demand. As a replacement, a
double-processor Alpha computer was acquired
- a Compaqg ES40 - with 2 Gbyte main-
memory and 500 Gbyte disk capacity in a
RAID-subsystem. The operating system is
currently VMS 7.2 with the PC server
Pathworks installed. On this hardware it is
also possible to change the operating system to
Tru64 Unix or to Linux.

Two of the terminal servers for the PC
databases — Current Contents, Medline,
Rompp, Duden, etc. — were upgraded to
double-processor Pentium 111 PCs with 512
Mbyte memory. On two other terminal
servers, the 200 MHz Pentium Pro processors
were upgraded to 500 MHz Celeron
processors. At the same time the disk capacity
of all the terminal servers was increased so
that almost all databases are new accessed
from fast disks rather than from CDs. The
response time of these servers, especially with
simultaneous access load, was thereby
significantly improved.

In-house Training
In the last year we were able to obtain a new
room for the in-house (computer) training
programme. The room is equipped with 13
Pentium Il PCs, LCD monitors, a beamer,
and an interactive study system (student-
teacher display control).

Herr Aumann bei der
Uberprufung des Zentral-
rechners.

Mr Aumann controlling the
Computer Systems.
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Leiter (Head: Prof. Dr. Jonas

Wissenschaftliche Information und Bibliothek

Mitarbeiter (IMember: K. Eckhoff, M. Hermes, M. Kirchner, A. Plihn, J. Scriven, H. Steinke

Bibliothek

Leiter (Head: A. Plahn

Mitarbeiter Members: M. Hermes, H. Steinke

Die wesentlichen Aufgaben der Bibliothek
sind:

1. Beschaffung und Bereitstellung der
gedruckten Literatur in Form von Zeit-
schriften, Serien und Monographien fiir
die wissenschaftlichen Bereiche und
samtliche Infrastruktureinrichtungen der
GBF;

2. Beschaffung der nicht im Hause
vorhandenen bendétigten Literatur iiber
elektronische und konventionelle
Dokumentliefersysteme

3. Betrieb eines integrierten
Bibliotheks-Informationssystems als
Online-Benutzerkatalog der Bibliotheks-
bestinde und zur Bibliotheksverwaltung;

4. Bereitstellung von elektronischer
Information wie Literatur- und Fakten-
datenbanken tiber das CD-ROM-Netz der
GBF oder iiber die Digitale Bibliothek im
Intranet sowie von elektronischem Zugang
zu Zeitschriftenvolltexten.

Die Bibliothek wird als Prasenzbiblio-
thek gefiihrt und steht neben den Mitar-
beitern der GBF auch Wissenschaftlern aus
anderen Forschungseinrichtungen und der
Wirtschaft zur Verfiigung. Mit den
Bibliotheken der Region und den anderen
HGEF-Bibliotheken steht die GBF-Biblio-
thek in engem Kontakt und stindigem
Gedankenaustausch.

Bestandszahlen

Die Bibliothek umfasste zum Ende des
Jahres 2000 13.160 Monographien, 21.950
gebundene Zeitschriftenbande, 5.000
Patentschriften, Dissertationen und Sonder-
drucke sowie 294 Zeitschriftenabonnements,
88 fortlaufende Serien, 102 Loseblattsamm-
lungen sowie 30 CD-ROM/Disketten-

Abonnements. Der Zuwachs betrug bei den
Monographien 598 und bei den Zeitschrif-
ten 895 Binde.

Fernleihe

Durch die Nutzung elektronischer
Dokumentenliefersysteme wie Subito oder
GBV-direkt wurden die Lieferzeiten fiir die
tiber die Fernleihe zu beschaffende
Literatur drastisch verkiirzt. In deutschen
Lieferbibliotheken nicht vorhandene
Literatur wird von der Bibliothek tiber den
Dokumentenlieferdienst der British
Library beschafft. Von den insgesamt

ca. 5.000 Fernleihbestellungen wurden

ca. 60% tiber die Bibliothek aufgegeben.
In der aktiven Fernleihe wurden 240
kopierte Artikel an andere Bibliotheken
versandt.

Bibliotheksinformationssystem

Das integrierte Bibliotheksinformations-
system Bibliotheca2000 wurde im
Berichtszeitraum vollstindig etabliert, so
dass heute alle Module, also Katalog,
Erwerbung, Verbuchung und Periodika-
verwaltung, fiir die Bibliotheksverwaltung
eingesetzt werden.

Bibliotheca2000 lduft auf einem NT-
Server und setzt auf der Centura-SQL-Base
auf. Neben den (Client-)Arbeitsplitzen
und Benutzerkatalogen (OPACs) in der
Bibliothek sind die Daten auch iiber das
Intranet abfragbar.

Intranet der Bibliothek

Die Bibliothek hat im Berichtsjahr ein
umfassendes Intranet-Angebot aufgebaut
und bereitgestellt, das von den Mitarbei-
tern sehr gut angenommen wurde. Neben



aktuellen Hinweisen und Informationen
zur Bibliothek wird hier eine Liste der
Online-Zeitschriften angeboten, die
Zeitschriftenliste der Bibliothek steht zur
Verfiigung, Informationen zum elektroni-
schen Dokumentlieferdienst Subito stehen
bereit, der WebOPAC ermoglicht die
Recherche in den Bibliotheksbestinden
und zahlreiche Links auf bibliographische
und Faktendatenbanken im Internet
ermoglichen einen direkten Zugriff auf
interessante Informationen im www.

Elektronische Zeitschriften

Die HGF-Bibliotheken haben sich im
Berichtsjahr zu einem Konsortium
zusammengeschlossen, um mit den

grofien wissenschaftlichen Zeitschriften-
verlagen Vertriage iiber die Nutzung der
Online-Ausgaben abschliefien zu kénnen.
Mit Academic Press und Elsevier Science
wurden inzwischen Vertrage unterschrie-
ben. Durch den Cross Access hat die GBF
somit auch Zugriff auf zahlreiche nicht
abonnierte Zeitschriften, so dass die
Online-Zeitschriftenliste der Bibliothek
im Intranet ca. 600 fachlich relevante
Zeitschriften verzeichnet.

Die Nutzung der Online-Zeitschriften
ist sehr intensiv. Auf dem Server von
Academics Press war die GBF im Berichts-
zeitraum bei der Anzahl der herunter
geladenen Artikel fithrend unter allen
HGF-Einrichtungen.
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Scientific Information and Library

Library

Interloan

The main tasks of the library are:

1. To obtain and provide printed scientific
literature to the staff

2. To offer interloan services to the staff

3. To operate a library automation system
for providing an online library catalogue

4. To provide electronic information by way
of CD-ROM-network, digital library on the
intranet or access to fulltext of electronic
journals

Though a reference library, the GBF-library
is also accessible for external users, scientists
or students from their research institutes or
companies. The library is in close contact with
other HGF-libraries and the scientific libraries
of the region.

Stocks

The collection contains about 13,160
monographs, 21,950 journal volumes, 5,000
patents, dissertations and offprints as well

as 294 journal subscriptions, 88 serial
subscriptions, 102 loose-leaf subscriptions and
30 CD-ROM/diskette-subscriptions. In 2000
598 monographs were acquired and 900
journal volumes were bound.

The GBF-library uses electronic document
delivery systems like Subito and GBV-direkt
for interloan. Most of the interloan documents
were received within three days. There were
nearly 5,000 interloan orders in 2000. About
60 % were processed by the library staff. 240
articles were copied for external interloan
requests.

Libray Information System

Bibliotheca2000 is the new library infor-
mation system which has been established to
replace URICA. There was an update to an
32-bit version in Autumn. Data conversion
from URICA did not cause any problems.
Bibliotheca2000 is NT-server-based and runs
a Centura-SQL-base. The library catalogue
can be accessed by way of intranet WebOPAC
or by client workstations in the library.

Intranet Services

The intranet services of the library have been
widely extended. A digital library has been
launched beneath services like lists of the
online-journals and the printed journals, the
WebOPAC for catalogue searches and a news
section.
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Online Journals
GBF library provides electronic access to about
80 of the subscribed journals to the staff. The
HGF-libraries have merged to a consortium to
make contracts with the most important
scientific journal publishers for accessibility of
online journals on a fulltext basis. Contracts
have been signed with Academic Press and
Elsevier Science. By way of cross access there
are many journals accessible, which are not
subscribed in printed form. The current online
journals list shows about 600 subject relevant
journals.

The online journals are heavily used by the
GBF staff. By the number of article downloads
the GBF was on top of HGF institutes on the
Academic Press IDEALibrary server.

Die Bibliothek als
Informationsquelle fur
wissenschaftliche
Neuigkeiten.

The library as source for
latest scientific information.




GBF-FORUM

Ende August 2000 wurde das GBF-FO-
RUM nach knapp zehn Monaten Bauzeit
eroffnet. Damit wurde einem seit langem
bestehenden Bedarf der GBF Rechnung
getragen, ein multiflexibles Konferenz-
zentrum, das auch fiir Ausstellungen
geeignet ist, Rechnung zu tragen. Das
GBF-FORUM wurde seitens der verschie-
denen Arbeitsgruppen der GBF sehr gut

GBF-FORUM

The GBF-FORUM was inaugurated after
nearly 10 months construction time at the end
of August 2000. This was an important step
as the GBF hadn’t possessed such an
infrastructure. Now it has become possible to
use this multiflexible conference centre for
meetings, presentations as well as exhibitions.
The various groups at the GBF immediately

angenommen. Auflerdem fanden bereits
etliche internationale Tagungen und
Veranstaltungen von Wirtschaftsunter-
nehmen der Biotech-Branche statt. Das
GBF-FORUM kann fiir Vortrage, Tagungen,
Ausstellungen von Wissenschaft und
Wirtschaft, Prasentationen, etc. genutzt
werden (Frau Claudia Krone, eMail:
ckr@gbf.de).

started to use the FORUM. But also
international meetings and events from
biotech-industries took place since its
inauguration. The GBF-FORUM can be used
for lectures, meetings, exhibitions,
presentations, events, etc. (Mrs. C. Krone,
eMail: ckr@gbf.de).

Nutzung des GBF-FORUMS [WUse of GBF-FORUM

Zeitraum [Period
Arbeitstage (Working days
Tage der Nutzung [Days of use

Veranstaltungen [Events

IX —XII 2000 1-VI 2001
82 123
72 (87,8%) 119 (96,7%)

163 (2,26/d) 298 (2,5/d)
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Vortrag im GBF-FORUM
wahrend des Symposiums
,.Biokonversion von
Nachwachsenden
Rohstoffen*, Sept. 2000

Page 167/168

Lecture in the GBF-FORUM
during the Symposium
”Bioconversion of Raw
Materials*, Sept. 2000
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Tagungen, Kurse und Lehrveranstaltungen [(Meetings, Courses and

Lectures

Die wesentlichen Elemente der wissenschaftlichen Zusammenarbeit und des Erfahrungs-
austausches zwischen Mitarbeitern der GBF und denen anderer Forschungseinrichtungen
und aus der Industrie waren im Berichtszeitraum weiterhin die Durchfithrung von
Tagungen und Kolloquien, eigene Vortragstatigkeit, Aus- und Weiterbildungsfunktionen,
Lehrtitigkeit von GBF-Mitarbeitern, Kooperationsprojekte und Technologietransfer.

Die internationale Zusammenarbeit wurde in 2000/2001 insbesondere mit Instituten,
Universititen und Industrien aus den Landern Argentinien, Australien, Belgien, Brasilien,
Chile, China, Ddnemark, Finnland, Frankreich, Grofibritannien, Israel, Italien, Kanada,
Mexiko, Neuseeland, Niederlande, Osterreich, Portugal, Schweden, Schweiz, Spanien,

Tschechien und USA durchgefiihrt.

The essential elements of scientific cooperation and the exchange of experience between staff of the
GBF and external research institutions as well as industry were the holding of meetings and
lectures, training courses, teaching by the GBF staff, cooperation projects and technology transfer.
In 2000/2001 international cooperation was realised with groups from institutes, universities
and industries from the following countries: Argentina, Australia, Belgium, Brazil, Chile,
Denmark, Finland, France, Great Britain, Israel, Italy, Canada, Mexico, New Zealand, The
Netherlands, Austria, Portugal, Sweden, Switzerland, Spain, Czek Republic, and USA.

Kurse [Courses

ITP OTP
International Training Programme in
Biotechnology (ITP): Der 14. Kurs des
“International Training Programme in
Biotechnology” fand vom 23. Oktober
2000 bis 6.12.2000 in der GBF statt.
Schwerpunkt des Kurses, der unter der
Leitung von Dr. Ross mit Unterstiitzung
seiner Kollegen aus der Bioverfahrens-
technik und anderen Bereichen der GBF
durchgefiihrt wurde, war eine Einfithrung
in die industrielle Biotechnologie.
Teilnehmer waren 15 Wissenschaftler aus
Asien, Afrika und Lateinamerika. Ziel des
Kurses ist es, jungen Wissenschaftlern
dieser Regionen mit der biotechnolo-
gischen Forschung in Deutschland
bekannt zu machen und auf diese Weise
die Grundlage fiir Kooperationen in
Forschung und Anwendung in und mit
den jeweiligen Herkunftslindern zu
fordern.

International Training Programme in
Biotechnology (ITP): The fourteenth ITP
course “Introduction to Industrial

Biotechnology” took place in the GBF from 23

October - 6 December 2000 under the
directorship of Dr. Ross. He was supported by
scientists from the biochemical engineering
division and by leading scientists of the GBF.

There were 15 participants from Asia, Africa
and Latin America. One of the purposes of the
course is to enable participants to become
acquainted with biotechnological research in
Germany. The course also acts as a starting
point for scientific collaboration in both basic
and applied research.

CDG-Kurs fur junge Wissenschaftler aus
ASEAN-Landern [CDG-Programme:
Training for Biotechnologists from
ASEAN Countries
Im Jahr 2000 fand zum zweiten Mal im
Rahmen eines gemeinsamen Forder-
programms der Carl Duisberg Gesellschaft
(CDG), der GBE der BioRegioN, und der
Zentralstelle fiir Arbeitsvermittlung (ZAV)
ein Trainingsprogramm fiir Biotechno-
logen aus den ASEAN Lindern (Thailand,
Malaysia, Indonesien, Philippinen,
Vietnam) an der GBF statt. 19 junge
Wissenschaftler von Universititen und aus
der Industrie erhielten nach einem
intensiv-Deutschkurs eine ,Einfithrung
in Moderne Methoden in der Biotechno-
logie”. Der Kurs dazu wurde vom 19.
Juni-14. Juli 2000 an der GBF gehalten.
Anschlieflend gingen die Wissenschaftler
zu einem mehrmonatigen Weiterbildungs-
aufenthalt in Biotech-Industrien und
Forschungslaboratorien im Raum der
BioRegioN. Im Herbst 2000 erhielten sie
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dann noch einen 14-tigigen Intensivkurs Fortbildung [nternal Training Pro-
in Technologietransfer an der GBF sowie grammes

eine Finfithrung in Biotech Management
an der CDG. Ein Besuch auf der EXPO im
Rahmen der Konferenz - Bioconversion of
Renewable Raw Materials — fand auch
statt.

Im Jahr 2001 startete der 3. Kurs im
Rahmen dieses Forderprogramms. Vom 2.
Mai bis 1. Juni 2001 fand hierzu der Kurs
,Einfithrung in die Moderne Biotechno-
logie” an der GBF statt.

This training programme is a joint venture
with the Carl Duisberg Gesellschaft (CDG),
the GBE BioRegioN and the Central
Placement Office (ZAV); it was held for the
second time in 2000. 19 young scientists from
universities and from industry in Thailand,
Malaysia, Indonesia, the Philippines and
Vietnam took part. A course entitled “Modern
Methods in Biotechnology” was held at the
GBEF as a theoretical introduction to industrial
biotechnology from 19 June-14 July 2000.
There were lectures, seminars, demonstrations
and excursions. After the course the
participants undertook practical training in
firms in the BioRegioN or in research
institutes. In September 2000 the participants
had the opportunity to take part in the
conference “The Bioconversion of Renewable
Raw Materials” which was held jointly at
EXPO and in the GBE The participants also
underwent a 2-week training course in
technology transfer at the GBF and the
training programme ended with a manage-
ment workshop dealing with aspects of
management competence at the CDG in
Cologne.

The third programme in the series started
in March 2001 with a 6-week intensive
German course and this was followed by an
Introduction to Modern Biotechnology Course
at the GBF from 2 May-1 June 2001.

Das interne Fortbildungsprogramm
erscheint in zwei Ausgaben pro Jahr. Ein-
gebunden in das Fortbildungsprogramm
der GBF sind zahlreiche Schulungen aus
dem IT-Bereich. Neben der Vielzahl von
IT-Seminaren werden u.a. Kurse aus den
Bereichen Kommunikation, Sprachen und
GBF-Spezifisches angeboten. Alle
Seminare finden ausschliefdlich in den
Rdumlichkeiten der GBF statt. Fiir die IT-
Schulungen steht ein eigener fest einge-
richteter Schulungsraum mit 12 Arbeits-
plitzen zur Verfiigung. Fiir die Schulungen
im Umgang mit Standard-Software sowie
vertiefende Kurse wird iiberwiegend
eigenes Personal eingesetzt, fiir speziellere
Themen meist externe Dozenten verpflich-
tet. Das Seminarangebot orientiert sich
z. T. an der Nachfrage der Mitarbeiter und
z.T. an der Notwendigkeit der Durch-
fiihrung bestimmter Schulungen.
Grundsitzlich dient das Schulungs-
konzept dazu, die Lernfihigkeit und
Motivation der Mitarbeiter zu verbessern
sowie die Flexibilitat und Mobilitat der
Mitarbeiter zu erhohen.

The internal training programme is published
twice a year. Incorporated into the GBF's
training programme are numerous activities
from the IT domain. In addition to a large
number of IT workshops, courses in the fields
of communication, languages and specific
GBF activities are also offered. All workshops
take place exclusively on the premises of GBF.
For the IT training courses, a specially
equipped room is available with 12
workstations. The training courses in handling
standard software as well as in-depth courses
are mainly held by GBF staff, whereas
external instructors are generally engaged for
more specific topics. The workshops offered are
in part oriented to the demand by staff
members and in part to the necessity of
organizing certain training courses.

The training concept basically serves to
improve the learning ability and motivation of
staff members and to increase their flexibility
and mobility.
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Lehrveranstaltungen von GBF-

Mitarbeitern [Teaching Engagements by

GBF Employees
Einige der Bereichsleiter der GBF sind in
gemeinsamen Berufungsverfahren mit der
TU Braunschweig und der GBF berufen
worden und damit in das Vorlesungs-
angebot der TU Braunschweig eingebun-
den. Eine Reihe von weiteren Wissen-
schaftlern der GBE darunter viele
habilitierte, halten Vorlesungen, Seminare
und Praktika an der TU Braunschweig und
anderen Universitidten oder Fachhoch-
schulen ab. Im Berichtszeitraum waren

dies tiber 30 wissenschaftliche Mitarbeiter
der GBE.

Several of the division heads at GBF were
nominated in a joint appointment
arrangement between the Technical University
of Braunschweig and the GBF and, therefore,
are involved in giving lectures at the TU
Braunschweig. In addition, other GBF
scientists give lectures and/or hold practicals
at the TU Braunschweig and other universities
or technical colleges. During the reported
period more than 30 scientific employees were
involved in those teaching engagements.

Tagungen und Kolloquien [Meetings and Lectures
Mit der Inbetriebnahme des neuen GBF-FORUMSs im September 2000 wurden Tagungen,
Kolloquien und Bereichsseminare in verstirktem Mafie wieder durchgefiihrt.

From September 2000 after the inauguration of the GBF-FORUM meetings, lectures and internal

seminars were held more regularly.

23.-25.05.00 1* International Symposium on Synthesis, Screening and Sequencing,
Special Event at the ACHEMA 2000 in Frankfurt. DECHEMA, R. Frank,
member of international scientific committee

09.-12.07.00 2" International Symposium: Biotechnology for Conservation of the
Environment (Registered Project of the World Exposition, Germany),
Munster (D. Blohm, W.-R. Abraham, R. Dierstein)

18./20.09.00 BMBF-ICMR Joint Project: Indo-German Workshop on Tuberculosis

(Prof. Dr. G. S. Chhatwal, GBF)

25.-28.09.00 Internationales Symposium ,Biokonversion von Nachwachsenden
Rohstoffen/Bio-conversion of Renewable Natural Resources”, gefordert
durch Carl Duisberg Gesellschaft und UNESCO. Eréffnung am 25.9. auf
der EXPO2000 in Hannover, anschlieflend Fortsetzung im GBF-FORUM.
Teilnehmer aus 24 Lindern (Prof. Jonas, GBF)

Workshop INCO Projekt ,PHA production from sugar cane derivatives”,

gefordert durch EU (Profs. Steinbiichel, Universitdt Miinster; Jonas, GBF)

Fortbildungsveranstaltung ,Gentechnik-Sicherheitsverordnung” (GenTSV),

Workshop: Microarray, Bioinformatics and Lab-on-a-Chip Technology,

Institute of Genome Research), Braunschweig, Germany (S. Heim, GBF)

29.09.00
06.-08.00

(Dr. E.Grund)
10.01.01

Agilent Technologies Europe and R. Frank
19.-21.03.01 Workshop: Submit 3 - The Annotation software used by TIGR (The
13.06.01 Workshop: Microarrays und Bioinformatik bei MWG-Biotech
13.08.01

Workshop: National Health and Medical Research Council Australia und

GBF: NHMRC-GBF Workshop on Streptococci (Prof. Dr. G. S. Chhatwal)

GBF-Kolloquien und Seminare [GBF Colloquia and Seminars

Dr. Wolfram Gronwald, Universitdt Regensburg: ,Auf dem Weg zur auto-

matischen Zuordnung von NMR-Spektren, das Programm AUREMOL”

18.01.00
10.02.00

design in pharma research”
16.02.00

death in the fly embryo”
14.03.00

chromosome 5”

Dr. H. Wolfgang Hoffken, BASF Aktiengesellschaft: ,Structure based drug
Arno Miiller, Institut fur Genetik, Diisseldorf: ,Dying early: analysis of cell

Andreas Lengeling, GSE Miinchen: ,Functional genomics on mouse
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Uwe Knippschild, Heinrich-Pette-Institut, Hamburg: ,Characterisation of
functions of the protein kinase casein kinase 1 delta, an important
regulator of the tumour suppressor p53”

Dr. Yvonne Genzel, Univ. Marseille:Epoxide Hydrolases: ,Enantioselective
biohydrolysis of pyridyloxiranes”

Mary Beckerle, University of Utah, ,Signaling at sites of cell adhesion: A
role for zyxin”

Marius Sudol, Mt. Sinai School of Medicine: ,Role of the WW Domain in
Signaling and Disease”

Gareth Griffiths, EMBL, Heidelberg: ,Latex bead phagosomes and the links
between actin nucleation, fusion and membrane signaling”

Dr. Michal Lebl, Illumina Inc. San Diego: ,Fibre-optic-based DNA-giga-
arrays as next generation tools for the large-scale analysis of genetic
variation and function”

Dr. Klaus Maskos, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried:
+Metalloproteases: Structure, function and inhibition”

Yu-Li Wang, University of Massachusetts: ,How fibroblast propel and
guide their movements”

Stefan Ehlers, Borstel: ,Mechanismen der Granulomnekrose in
mykobakterien-infizierten Mdusen”

Dr. Jakob Pernthaler, Max-Planck-Inst. fiir Marine Mikrobiologie, Bremen:
,Culturability and growth strategies of pelagic bacteria from the German
Bight”

Dr. Francis Mulaa, Univ. of Nairobi: ,Cell cycle regulation in the malaria
parasite Plasmodium falciparum”

Prof. Dr. Anil Grover, Postgraduate Institute for Medical Education and
Research, Chandigarh, Indien: ,Rheumatic fever and rheumatic heart
disease in children of North India”

Silvia Lommel, Institut fiir Genetik, K6In: ,Generation of conditional N-
WASP und Arp2/3”

Stefan Lindner, Institut fiir Kreislaufkrankheiten, Miinchen: ,Regulation
podosomaler Adhisionsstrukturen durch WASP und Arp2/3”

Prof. Solomon Victor, Director of The Heart Institute, Madras/Indien:
,Genes and God”

Dr. Holger Heuer, BBA: ,Reservoirs of gentamicin resistance genes in the
environment”

Dr. Holger Rheims, DSM: ,Mikrobiologische Unterschungen zur
Charakterisierung bisher nicht kultivierbarer Aktinobakterien aus
Bodenproben”

Prof. Dr. Wolfram Bode, MPI Martinsried: ,Crystal structures of blood
clotting factors: interesting targets for the design of antithrombotics”
Prof. Dr. Robert Seckler, Universitat Potsdam: ,The parallel 3-helix in P22
tailspike protein: Structure, function, stability and folding”

Dr. Wulf Blankenfeld, University of St. Andrews, UK: ,Ein interessantes
Drug-target in bakteriellen Infektionen”

Dr. Oliver Ohlenschliger, Institut fiir Molekulare Biotechnologie, Jena:
,Structural studies of proteins affecting haemostasis”

Harald Mischak, MHH: ,Protein Kinase C: mehr als nur eine Familie von
Kinasen”

Dr. Ulrich Wendt, Abt. Strukturbiologie, Aventis Pharma, Frankfurt: ,The
structure of squalen-hopene cyclase: Unraveling the complexity of
cholesterol and triterpene formation”

Charles Parkins, Mount Vernon Hospital Northwood: ,Tumour
endothelium as a target for chemotherapy-progress with the tubulin-
binding agent Combretastatin A4"
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Dr. Michael Geissler, Univ. Hospital, Freiburg: ,Immuntherapeutische
Ansitze gegen das hepatozellulidre Karzinom”

Monique Arpin, Institut Curie: ,Role of ezrin in epithelial cell
morphogenesis and signaling”

Prof. Dr. Edward L. Kaplan, University of Minnesota Medical School,
Minneapolis/USA: ,Rheumatic fever and rheumatic heart disease”

Prof. Dr. Udo Heinemann, Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare
Medizin, Berlin: ,High throughput structure analysis, structural genomics
and protein structure factory”

Dr. Michael Weyand, MPI Dortmund: ,The alpha-active site of tryptophan
synthase: One end of the allosteric communication”

Helmut Ponta, Institut fiir Toxikologie und Genetik: ,CD44, a key
regulator of cellular growth”

Dr. Andreas Ehlich, Universitit Koln: ,How does recombination of
immunoglobin genes regulate B lymphocyte develompent”

Prof. Dr. A. Wittinghofer, MPI Dortmund: ,Studies of Ras, a molecular
switch involved in signal transduction, and their implications for drug
development”

Dr. Rhodri Ceredig, Laboratoire d'Immunochemie INSERM, Grenoble: ,B
cell development in young mice: in vivo und in vitro studies”

Dr. Alex Steinkasserer, Universitatsklinikum Erlangen: ,Dendritic Cells -
from bench to bedside”

Dr. Heinz Jacobs, Basel Institute for Immunology: ,Secondary
Diversification of Immunoglobulin Genes”

Prof. Dr. Brigitte Schlegelberger, Inst. fiir Molekulare Pathologie, MHH:
»Genetic classification and risk stratification in non-Hodgkin's
lymphomas”

Prof. Dr. Georgii Georgiev, Inst. of Gene Biology, Moscow: ,The upper
level: transcription tuning meCpG binding, insulators and long-range
interactions”

Dr. Rolf Apweiler, EMBL-EBI, Hixton Hall, Cambridge/UK: ,Databases for
functional genomics and proteomics: New developments around SWISS-
PROT/TrEMBL/InterPro”

Prof. Dr. R. Amann, Max-Planck-Inst. fiir Marine Mikrobiologie, Bremen:
,Genomics of Marine Biogeochemical Cycles”

Prof. Francis T. F. Tsai, Dept. of Biochemistry & Molecular Biology, Baylor
College of Medicine, Houston/Texas/USA: ,Form follows function - What
do crystal structures tell us about protein function”

Prof. Dr. Heidrun Herrmann, Universitit Greifswald: ,Regulation des
Phenolabbaus bei Pseudomonas putida”

Giorgio Scita, The European Institute of Oncology, Mailand: ,Integration
coordination of signaling through Eps8"

Prof. Dr. Bernhard Ryffel, Institut Transgenose, Orleans/France: ,Role of
TNF and Lymphotoxin in host resistance to mycobacterial infection”

Guy Cornelis, Universite Catholique de Louvain, Brussels: ,Molecular and
cell biology of the Yersinia infection”

Prof. Dr. D. Soll, Yale University Connecticut: ,Aminoacyl-tRNA synthesis
in the postgenomic era”

Dr. Christian Mielke, Universitat Wiirzburg: ,Dynamics of Human DNA
Topoisomerases Ila and B in Living Cells”

Dr. Rolf Hithne, Institut fiir Genetik, Universitit zu Koln: ,AraC operator
network at the araBAD promoter of E. coli”

Dr. Ingo Autenrieth, Universitat Tiibingen: , Yersinia enterocolitica: mucosal
invasion strategy and host responses”

Dr. Ilya N. Shindyalov, San Diego Supercomputer Center, La Jolla/USA:
~Combinatorial Extension (CE) Structure Alignment Algorithm”
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Dr. Stefan Rose-John, Christian-Albrechts-Universitat Kiel: ,Coordination
of Cytokine Biology by Membrane Bound and Soluble Receptors”

Dr. Benjamin Callen, Adelaide University/Australia: ,Topic: Interference
between face-to-face promoters of bacteriophage: the mechanism of a
moving repressor”

Prof. Dr. Hans R. Scholer, University of Pennsylvania: ,Gene Function and
Regulation in Pluripotent Stem Cells of Mammals”

Dr. Barbara Bertram, DKFZ Heidelberg: ,Frauenforschung-Frauengesund-
heit. Forschen Frauen anders?”

Dr. Stefan Beissert, Universititsklinikum Miinster: , Uber die Bedeutung
von Langerhanszellen bei der Entwicklung von Autoimmunitit”

Dr. Thorsten Buch, Institut fiir medizinische Mikrobiologie, TU Miinchen:
,Secondary Rearrangements in a TCRalpha Insertion Model”

Dr. Ramnath Maniduth, Royal Vet. & Agric. University of Copenhagen/
Denmark: ,The use of two dimensional SDS PAGE to monitor gene
expression of class Ila bacteriocin Listeria monocytogenes”
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Technologietransfer, Lizenzen und Patente [Technology Transfer,
Licences and Patents

Prof. Dr. R. Jonas (seit [from 2001), Dr. D. Lobas, C. Schrader (bis Gintil 2000) (Technolo-
gietransfer [Technology Transfer); Dr. C. Kiigler-Walkemeyer (Recht und Lizenzen [Legal
Affairs and Licenses); D. Meseke (Patente [Patents)

Aufgaben [Tasks Wirtschaftserldse und Drittmittel aus

In der GBF besteht ein grof3es Interesse an
der Entwicklung innovativer Produkte,
Verfahren und Dienstleistungen, insbeson-
dere in Kooperation mit industriellen
Partnern. Ein wichtiges Ziel der GBF ist es,
die im Rahmen der Forschung erbrachten
Ergebnisse durch Technologietransfer zur
Anwendung zu bringen. Deshalb sind fiir
die GBF
e Ausgriindung von Firmen
e Lizenzvergabe
¢ Service und Dienstleistungen im
Rahmen von Industriekooperationen
wichtige Parameter fiir die Umsetzbarkeit
ihrer FuE-Ergebnisse. Allen Ansatzen liegt
eine Sicherung des Know-how’s zugrunde.
Diese erfolgt in der Regel im Rahmen von
Patenten, die dann im Zuge des Technolo-
gietransfers lizenziert werden. Aus diesem
Grund ist die GBF Mitglied in Vereinigun-
gen wie BioRegioN und dem Transfer-
kolleg Biotechnologie e.V..

The GBEF is increasingly interested in the

development of innovative products, processes

and services, especially in cooperation with

industrial partners. The aim is to rapidly and

effectively apply the research results obtained

by means of technology transfer. There are

three approaches with the same priority at

GBF:

o services within the framework of industrial
cooperations

e granting licences

e establishing spin-out companies.

All approaches are based on safeguarding
the know-how involved. This takes place, as a
rule, by means of patents for which licences
are then granted within the framework of
technology transfer. For this reason the GBF is
member of BioRegioN and Transferkolleg
Biotechnologie e. V..

Forschungsférderung [(Proceeds from

industries and Third Parties
Die Gesamterldse waren in 2000 um 1451
TDM (6%) niedriger als im Vorjahr.
Grund dafiir waren geringere Einnahmen
(-1114 TDM) aus F&E Tidtigkeiten mit der
Wirtschaft und aus sonstigen Erlosen
(-1161 TDM). Mehreinnahmen gab es
dagegen bei Lizenzerlosen (+386 TDM),
nationaler (+357 TDM) und internatio-
naler (+81 TDM) Forschungsférderung.

The proceeds were less (-1451 TDM) in
2000 than in 1999. Reasons for this were
less receipts from R&D projects with industry
(-1114 TDM) and further proceeds (-1161
TDM). Additional receipts were obtained
from licenses (+386 TDM) and projects
grants (+438 TDM).
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Erlése aus F&E Vorhaben und Drittmittel Forschungsforderung O Deutschland O Ausland 0 Gesamtsumme [
Receipts from R&D activities with industries and third parties Germany (TDM) | Exterior (TDM) |total sum (TDM)
F&E-Auftrage aus der Wirtschaft [R&D projects with industry 2.044 1.561 3.605
F&E-Auftrage staatl. Stellen [R&D projects with public institutions 37 0 37
Lizenzvertrage [icence contracts 362 1.652 2.014
Weitere Erlése [further receipts 234 0 234
Zwischensumme [Subtotal 2.677 3.213 5.890
Drittmittel Forschungsforderung [Project grants from third parties

BMBF und EU [(BMBF and EU 6.061 3.877 9.938
Sonstige [others 3.298 24 3.322
Zwischensumme Drittmittel (3ubtotal third parties 9.359 3.901 13.260
Erloseund Drittmittel insgesamt [total receipts 12.036 7.114 19.150

Von den Erlésen aus F&E Tatigkeiten wur-
den 88 TDM in der Umweltforschung und
5569 TDM in der Gesundheitsforschung

The proceeds from R&D projects were gained
nearly exclusively by the sector of health
research (5569 TDM), the environmental

research received 88 TDM. Grants from third
parties supported the environmental research
with 3675 TDM and the health research with
9585 TDM.

erzielt. Bei der Forschungsforderung erhielt
der Bereich Umwelt Zuwendungen in Hohe
von 3675 TDM, wihrend die Gesundheits-
forschung mit 9585 TDM unterstiitzt wurde.

Drittmittelertrage 1998-2000 [(Proceeds
from Third-Party Funds 1998-2000

1998 (in TDM) | 1999 (in TDM) | 2000 (in TDM)

F&W-Tatigkeiten [R&D Activities

F&E-Vorhaben/F&E-Auftrage [(R&D Projects, R&D Contracts 3.784 4.756 3.642
Lizenzvertrage [License Contracts 1.050 1.275 2.014
Summe [bum 4.834 6.031 5.656
Erlose aus dem Infrastrukturbereich (Proceeds from the Infrastucture 1.168 1.395 0.234
Erl6se aus nationaler Quelle [Proceeds from National Sources 8.174 9.003 9.358
Erlose aus dem Ausland/Supranationalen Einrichtungen [Proceeds 3.106 3.820 3.901
from Exterior/Supranational Organisations

Drittmittel insgesamt [Total Proceeds from Third-Party Funds 17.282 20.249 19.150
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HGF-Strategiefonds [(Fonds for strategic
research within the Helmholtz Centres

(HGF)

Die GBF war im Jahr 2000 an den
folgenden HGF-Strategiefonds Projekten

Weitere Aktivitaten und Informationen

beteiligt. Mit den Projekten werden
mehr als 5,2 Mio DM eingeworben.

In 2000 the GBF received support for the

following HGF-strategic research projects.
The overall gain is more than 5.2 mio DM.

Leiter [Coordinator | Laufzeit (term Thema [Title Summe O
von-bis (from-until sum (TDM)

Dr. H. Hauser 1.7.98-30.6.01 GMP Virus Produktion [GMP virus production 597,5
Prof. Dr. J. Wehland 1.7.98-30.6.01 Listerien Expression HPV-Antigene [Lesterial expression HPV-antigenes 168,6
PD Dr. C. Guzman 1.7.98-30.6.01 Salmonellen HPV-Antigene [3almonella HPV-antigenes 168,6
Dr. S. Weil3 1.7.98-30.6.01 DANN-Immunisierung gegen HPV [DANN immunization against HPV 168,6
Dr. W. Lindenmaier, 1.7.98-30.6.01 HPV-induzierte Tumore [(HPV induced tumours 168,6
Dr. K. Dittrich

Dr. H-J. Hauser 1.7.98-30.6.01 HPV-Vakzinierung [HPV vaccination 168,6
PD Dr. M. Hofle 1.7.98-30.6.01 Systernintegr. Umweltbiologie [integrated environmental biotechnology 1.546,0
PD Dr. J. Buer 1.7.00-30.6.03 Immuntherapie Il immune therapy I

Dr. S. Weil3 1.7.00-30.6.03 Krebs Immuntherapie [€ancer immune therapy 500,0
Dr. W. Abraham 1.7.00-30.6.03 Bodenfunktion $oil functions 1.500,0

Patente

Patente und Lizenzen [Patents and

licenses

bei tiber 100 Anmeldungen und die

Gesamtzahl der gehaltenen Patente bei

einigen Hunderten.

Um zu einer klareren Ubersicht zu

gelangen wurden in der folgenden Tabelle
nur die Erstanmeldungen von Patenten
beriicksichtigt. Die Zahl der der Erstan-
meldungen folgenden Anmeldungen, vor

To get a clearer overview the following table
only considers the first application of patents.
The number of follow-ups of a first patent
application was more than 100 in 2000, and

Patents 1998-2000

allem im Ausland, lag fiir das Jahr 2000

the total number of holdings several hundreds.

Zahl der Erfindungsmel-
dungen und Patentanmel-
dungen [First submission
of patents

Zahl der gehaltenen
Patentfamilien [
Holdings of patent families

Erteilte Patente O
Patent granted

Zahl der validen erteilten
Patente [
Holdings of patents granted

1998 15 120 8 90
1999 13 133 5 94
2000 11 144 & 96
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1998 1999 2000
Einnahmen [Proceeds 1.050 TDM 1.275 TDM 2.014 TDM
Aufwendungen [Expenditure 710 TDM 1.293 TDM 1.140 TDM

Lizenz- und Know-how-
Vertrage

Die Einnahmen erreichten im Jahr 2000
einen Hochststand mit 2014 TDM. Durch
leicht riicklaufige Aufwendungen konnte
hier ein Uberschuss von fast 900 TDM
erzielt werden.

2002 zunehmen, da dann geniigend
weitere Nutzfliche durch das neue BioTec-
Zentrum zur Verfiigung stehen wird. Licences and Know-how-
contracts 1998-2000

The following spin-out companies were
established in 2000/2001: Bionethos GmbH

In 2000 the proceeds reached the highest
value up to now. As the expenditures were
slightly below the 1999 value, a surplus of
nearly 900 TDM could be achieved.

(PD Dr. A. Bader), Eugene GbR (Dr. W.
Miiller), and Verein Forum Funktionelle
Genomanalyse e.V. (H. Schlender). As the
following companies VoxnaBioMed, BioBase,
and SciNet left the GBF Bio Tec Campus in

Ausgrindungen und Existenz-
grunderzentrum [Bpin-out Companies
and Firms on the GBF Biotec Campus

2000/2001, 16 companies continue their
activities at the GBF Bio Tec Campus and in
the DSMZ-building.

In 2000/2001 gab es erneut Ausgriin-
dungen aus der GBF: Bionethos GmbH
(PD Dr. A. Bader), Eugene GbR

(Dr. W. Miiller) und der Verein Forum
Funktionelle Genomanalyse e.V. ( H.
Schlender). Da die Voxna BioMed in 2000
sowie BioBase und SciNet in 2001 das
GBF-Existenzgriinderzentrum verlassen
haben, sind es weiterhin 16 Biotech
Vereine und Firmen auf dem GBF-Campus
und im DSMZ-Gebiude.

Am 5. Dezember 2000 wurde das GBF-
Existenzgriinderzentrum offiziell einge-
weiht. Der Ausbau der 3. und 4. Etage des
Y-Gebdudes der GBF wurde im wesentli-
chen abgeschlossen. Es stehen rund 800
gm Laborfldche und ca. 1050 gm Biiro-
und Lagerflache zur Verfigung. Durch die
Anschaffung von Geriten {iber die Forde-
rung durch das Niedersichsische Wirt-
schaftsministerium konnten die Infra-
strukturrdume fast fertig gestellt werden.
Es steht zu erwarten, dass es in 2001/02 zu
Engpéssen beim Raumbedarf der bereits
existierenden Firmen kommen wird, da
die Stadt Braunschweig erst in der 2.
Jahreshilfte 2002 mit dem Bau des neuen
BioTec-Zentrums fertig werden wird.
Andererseits wird damit der schon vor
langer Zeit geplante BioTech-Park neben
dem GBF-Geldnde Realitit. Die Anzahl
der neu geschaffenen Arbeitsplitze durch
das Existenzgriinderzentrum betrug Ende
2000 rund 130. Diese Zahl diirfte erst ab

The GBF Bio Tec Campus was officially
inaugurated at 5 December 2000. The
completion of the 3" and 4™ floor of the Y-
building of the GBF was nearly finished.
There are about 800 sqm of laboratories and
some 1050 sqm of offices. Various laboratory
equipment were acquired with a support from
the Ministry of Economics of the State of
Lower Saxony to fit out several rooms as
infrastructure labs for common use. It is
expected that there will be a bottle neck with
regard to the space required by the firms in
2001/2002, because the new BioTec building
of the City of Braunschweig which is under
construction will be only ready in the 2" half
of 2002. On the other hand this new building
is the first step in the direction of a Bio Tec
Park that has become necessary for the region.
The number of new jobs created through the
new spin-out companies reached 130 at the
end of 2000. It should considerably increase
after the new Bio Tec building will be ready.
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Liste der auf dem GBF-Geléande
ansassigen Firmen [List of the firms on
the GBF Bio Tec Campus

Firma [Company Geschaftsfuhrer/An- Telefon/Fax O e-Mail Internet
sprechpartner [ Phone/Fax
Person for contact
OMNILAB Laborzen- M. Kling/U. Kurzina Tel. 05108-91 67 0 Webmaster@cms- www.omnilab.de
trum GmbH & Co. KG Tel. 61 40-900 online.de

Fax 05108-91 67 67

mkling@omnilab.de

TRACE Biotec AG Dr. Wolfgang Kuinnecke | Tel. 26 13 30 info@trace-ag.de www.trace-ag.de

ASA Spezialenzyme Dr. Arno Cordes Tel. 26 13 10 cordes@asa-enzyme.de | www.asa-enzyme.de

Hartmann Analytic Dr. Ursula Hartmann Tel. 260280 hartmann@hartmann- | www.hartmann-
analytic.de analytic.de

Bioinformation Dr. Edgar Wingender Tel. 6 18 14 27

Cosmix molecular Prof. Dr. J. Collins/ Tel. 12 08 60 msz@cosmix.de www.cosmix.de

biologicals GmbH

Dr. Szardenings

Fax 2 60 12 99

jco@cosmix.de

AIMS Scientific
Products GmbH

Dr. Norbert Zander

Tel. 2 60 28 65
Tel. 0177-7 63 72 99
Fax 2 60 28 66

nza@aims-scientific-
products.de

www.aims-scientific-
products.de

RELIATech GmbH

Dr. Bernhard Barleon

Tel. 2 60 18 32
Fax 2 60 18 33

info@reliatech.de

www.reliatech.de

Lionex GmbH Prof. Dr. Mahavier Singh | Tel. 2 60 12 66 msi@lionex.de www.lionex.de
Tel. 0175-5 94 22 91
Fax 2 60 11 59
Affymetrix Dr. Bernd Haase Tel. 61 81-570 Bernd_Haase@ www.affymetrix.com

Tel. 05181-82 66 10
Tel. 0172-8 16 22 00
Tel. 08847-69 75 75

affimex.com

IBA Biologics GmbH

Dr. J. Bertram/
Dr. Garke

Tel. 0551-50 67 21 18
Tel. 61 81-170

GF: Rudolf-Wissell-

Str. 28, 37079 Gottingen

Joachim.Bertram@
iba-go.de
garke.iba_biologics@
gbf.de

AMODIA Biosciences

Dr. Ulrich Krause/

Tel. 2 60 17 64

sabine-peters@

www.amodia.com

GmbH Dr. Sabine Peters Fax 2 60 17 66 amodia.de
ulrich.krause@
amodia.de
Glyco Thera GbR Dr. Harald Conradt Tel. 7 07 28 01 glycothera.hsco@
Fax 7 07 28 03 t-online.de
Blro: Okerstr. 11,
38100 Braunschweig
Bionethos GmbH Dr. Augustinus Bader Tel. 61 81-122 abd@gbf.de www.bionicor.de
Eugene GbR Dr. Werner Muller Tel. 61 81-687/-487 wmu@gbf.de
Forum Funktionelle H. Schlender Tel. 61 81-738 has@gbf.de www.lifegen.de

Genomanalyse e.V.

GBF Ausgriinder in der
Region:

BIOBASE

Biologische
Datenbanken GmbH

Dipl.-Chem. Holger
Karas/Dr. Edgar
Wingender/Peter Lotz

Tel. 05331-85 84 0

Fax 05331-85 84 70
Halchtersche Str. 33,
38304 Wolfenbuttel

webmaster@biobase.de
plo@biobase.de

www.biobase.de
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Wissenschaftliche Bilanz in Zahlen [Bcientific Balance in Figures

Im folgenden S]nd Vel’schiedene Ergebnis- Various Tesults from R&D Of the GBF are
se aus dem F&E-Bereich der GBF als presented here as a scientific balance for the
Wissenschaftliche Bilanz zur besseren years 1998-2000/2001.

Ubersicht seit 1998 tabellarisch aufge-
fihrt: Veroffentlichungen, erfolgreich
durchgefiihrte Diplom- und Doktor-
arbeiten.

Veroffentlichungen (Publications 1998-2000

Jahr Index. Nicht index. Bucher, Sonstige Ver- Veroffentlichungen
Year Zeitschriften Zeitschriften Proceedings offentlichungen insgesamt
Index Non Index Books, Other Total number of
journals journals proceedings publications publications

1998 188 14 38 8 248

1999 226 7 41 - 274

2000 197 8 24 3 228
1998/2000 611 29 103 11 750

Diplomarbeiten, Dissertationen, Habilitationen [J
Master thesis, PhD thesis, Habilitations 1998-2001

Diplomarbeiten mit Aus- sehr gut gut befriedigend ohne Summe
Master thesis zeichnung very good good satisfactory Notenangabe | Total Number
with Result not
distinction available
1998 18 3 8 24
1999/2000 24 4 - 28
2000/2001 27 3 1 4 85
insgesamt [fotal 69 10 1 7 87

Dissertationen
Dissertations

1998 5 12 8 3 21

1999/2000 8 20 3 1 - 32

2000/2001 2 19 2 1 4 28

insgesamt [(fotal 13 51 8 2 7 81
*Neun Wissenschaftler/innen der GBF *Nine GBF scientists concluded their Ubersicht tiber an der GBF
habilitierten sich seit 1998: zwei 1998, habilitations since 1998: two in 1998, one in angefertigte Diplomarbei-

) . o . ten, Dissertationen und
einer 1999, je drei in 2000 und 2001. 1999, three in both years 2000 and 2001. Habilitationen®

Overview of Master thesis,
PhD thesis and habilitations
that were elaborated at
the GBF*
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Pressekonferenz anlasslich
der Tagung des Niedersach-
sischen Landeskabinetts im
GBF-FORUM.

Press conference on the
occasion of the Cabinet’s
meeting of Lower Saxony in
the GBF-FORUM.

(Prof. Dr. Rudi Balling (2.v. L),
Sigmar Gabriel (2.v.r.))

Prasentation der GBF auf
der Science Street im Leipzi-
ger Hauptbahnhof anlasslich
des Jahres der Lebens-
wissenschaften 2001.

Presentation of the GBF on
the Science Street at Leipzig
Mainstation on the occasion
of the year of the Life
Sciences 2001.

Presse- und Offentlichkeitsarbeit

Leiter [Leader: Th. Gazlig

Mitarbeiter LMembers: R. Barthel, A. Koch, R. Radloff

Die Presse- und Offentlichkeitsarbeit beruht auf den Siulen Presse- und Medienarbeit,
interne Kommunikation, Internet und allgemeine Offentlichkeitsarbeit mit den Teilberei-
chen Ausstellungen, Veranstaltungen, Messen und Besucherwesen. Alle vier Bereiche
wurden im vergangenen Jahr weiterentwickelt und ausgebaut. Ziel der Kommunikationsar-
beit ist es, die GBF mit ihrer neuen Ausrichtung als Forschungszentrum fiir Infektions-
krankheiten zu positionieren sowie fiir die Akzeptanz der Forschungsarbeiten zu werben.
So konnte die hohe Medienprasenz regional auf dem hohen Niveau gehalten werden und
iiberregional sowie in der Fachpresse ausgebaut werden. Auch die Internet-Prasenz wurde
in einem ersten Schritt {iberarbeitet. Dabei wurde auf die Bediirfnisse der Nutzer geachtet:
1. zielgruppenspezifische Ansprache, 2. Orientierung und Navigation und 3. Aktualitit
und Funktionalitit. Angesichts der enormen Bedeutung des Internets wird der Auftritt der

GBF konsequent weiterentwickelt.

Wissenschaft im Dialog

Kontinuierlich engagiert sich die GBF fur
den unmittelbaren Dialog mit einer
breiten Offentlichkeit. Beispielhaft
standen hierfiir in der zweiten Jahreshilfte
2000 die Ausstellungen Fut[o]ur, eine
Initiative der regionalen Forschungs-
einrichtungen im Braunschweiger Landes-
museum, und ,Lebendige Wissenschaft”
der Helmholtz-Gemeinschaft im Deut-
schen Museum Miinchen.

Eine besondere Bedeutung fiir die Offent-
lichkeitsarbeit der GBF hat die Teilnahme
am Jahr der Lebenswissenschaften, das
vom Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung fiir 2001 ausgerufen wurde. Die
GBF engagierte sich bei der Auftakt-
veranstaltung in Berlin und prisentierte
sich auf der Science Street im Leipziger
Hauptbahnhof (19. bis 28. April 2001)
unter anderem mit einer millionenfachen
Vergrofierung eines Tuberkel-Bakteriums
im Sitzkissenformat und einer Reinigungs-
anlage fiir quecksilberverseuchtes Abwas-
ser. Zudem beteiligte sich die GBF im
besonderen Mafie als Mitorganisator am
Wissenschaftstag auf dem Opernplatz in
Hannover am 15. Juni 2001. Zahlreiche
Aussteller der Biotech-Szene prasentierten
in anschaulicher Weise neueste Forschung
aus der gritnen und roten Biotechnologie.
Diskussionen zu aktuellen Themen mit
Politik und Wissenschaft rundeten das
Programm ab.

Die rund 51 Besuchergruppen im Jahr
2000 dokumentieren das Bediirfnis vieler
regionaler und iiberregionaler Interessen-
gruppen, sich vor Ort iiber die GBF zu
informieren. Auch in der ersten Hilfte
2001 haben bereits iiber 279 Besucher die
GBF besucht: Das Spektrum reichte von
Vertretern wissenschaftlicher Einrichtun-
gen aus dem In- und Ausland, aus der
lokalen, Landes- oder Bundespolitik bis zu
Vereinen, Verbanden, Schulklassen und
Leistungskursen sowie Studierenden.
Dartiber hinaus lockte der traditionelle



,Tag der offenen Tiir” rund 1.500 Braun-
schweiger an. Prominenteste Giste waren
in diesem Jahr die Bundesministerin fiir
Bildung und Forschung Edelgard
Bulmahn, aus Niedersachsen Ministerpra-
sident Sigmar Gabriel, Wissenschafts-
minister Thomas Oppermann sowie der
russische Forschungsminister Professor
Michail Petrowitsch Kirpitschnikow.

Anwendungen prasentieren
Auf der Hannover Messe 2001 prasentierte
sich die GBF zusammen mit anderen
Hochschulen und Unternehmen auf dem
niedersdchsischen Gemeinschaftsstand.
Die GBF stellte den BioDisk-Synthesizer
aus, ein Testverfahren zur Suche nach
Molekiilen fiir Diagnostik und Therapie.
Auf der ,BIOTECHNOLOGY 2000” in

Press and Public Relations
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Edelgard Bulmahn, Bundes-
ministerin fur Bildung und
Forschung (BMBF) zu Besuch
in der GBF.

Edelgard Bulmahn, Federal
Minister of Education and
Research, visits the GBF.

Berlin zeigte die GBF vom 3. bis 8. Sep-
tember 2000 ein Testverfahren zur Suche
nach biologisch aktiven Molekiilen fiir
Diagnostik und Therapie und aktuelle
Forschungsergebnisse aus der Umweltbio-
technologie.

Press and public relations activities rest on the pillars of press and media activities, internal
communications, Internet and general public relations work with subactivities relating to
exhibitions, events, trade fairs and visitors. All four domains were further developed and expanded
in the past year. The aim of communication activites is to establish the GBF with its new
orientation as a research institution for infectious diseases and to gain acceptance for its research
work. It has been possible to regionally maintain the high level of media coverage and to expand
this coverage nationwide and in the trade press. Presence on the Internet was also revised in a first
step, complying with user needs by: 1) addressing target groups, 2) orientation and navigation and
3) up-to-dateness and functionality. In view of the enormous significance of the Internet, GBF's

appearance is being consistently further developed.

Science in Dialogue
GBF continuously commits itself to conducting
a direct dialogue with the public at large.
Examples in the second half of 2000 were the
exhibitions “Fut[o]ur”, an initiative by the
regional research institutions in the
Braunschweig state museum, and “Lebendige
Wissenschaft” by the Helmholtz Association
in the German Museum, Munich.

Of particular significance for GBF's public
relations work is its participation in the Year
of the Life Sciences proclaimed by the Federal
Ministry of Education and Research for 2001.
GBF took part in the opening event in Berlin
and presented itself on the Science Street at

Leipzig main station (19 to 28 April 2001)
inter alia with the million-fold enlargement of
a cushion sized tubercle bacterium and a
clean-up system for mercury-contaminated
waste water. Moreover, GBF was particularly
involved as a co-organizer in the Science Day
at Opernplatz in Hanover on 15 June 2001.
Numerous exhibitors from the biotech scene
gave a lively presentation of their latest
research in green and red biotechnology.
Discussions on current topics with politicians
and scientists rounded off the programme.
Roughly 51 groups of visitors in the year
2000 document the need of many regional
and supraregional interest groups to inform
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Der Wurm im Visier. GBF-
Wissenschaftler Dr. Wounter
Jansen erklart dem russi-
schen Forschungsminister
Prof. Michail Petrowitsch
Kirpitschnikow Infektions-
versuche mit Streptokokken
am Fadenwurm C. elegans.

The worm in focus. GBF-
Scientist Dr. Wounter Jansen
explains Prof. Michail
Petrowitsch Kirpitschnikow,
Russia’s research minister,
experiments concerning

C. elegans nematodes
“infected” by streptococci.

Niedersachsens Wirtschafts-
ministerin Dr. Susanne
Knorre am GBF-Stand auf
der Hannover Messe.

Dr. Susanne Knorre, Lower
Saxony’s Minister of
Economics, visited GBF at
the Hannover fair.

themselves on the spot about GBE. Also in the
first half of 2001 more than 279 visitors have
already visited GBE, ranging from
representatives of scientific institutions at
home and abroad, through local, federal state
and government politicians up to clubs,
associations, school classes and advanced level
courses, and university students. Furthermore,
the traditional “Open Day” attracted roughly
1,500 inhabitants of the region. The most
prominent guests this year were Edelgard
Bulmahn, Federal Minister of Education and
Research, Sigmar Gabriel, Govenor of Lower
Saxony, Thomas Oppermann, Lower Saxony's
science minister, and Professor Mikhail
Petrovich Kirpichnikov, Russia’s research
minister.

- .__.."'HI'[ #=3. Presenting Applications

At Hanover Trade Fair 2001 the GBF
presented itself together with other universities
and companies at Lower Saxony’s joint stand.
GBF exhibited the BioDisk synthesizer, a

test system used in searching for molecules
for diagnosis and treatment. At
“BIOTECHNOLOGY 2000" in Berlin, from
3 to 8 September 2000 GBF presented a

test system used in searching for biologically
active molecules for diagnosis and treatment
as well as current research results from
environmental biotechnology.
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Auszeichnungen

Gewinn des BioProfile-Wettbewerbs
2001

Im BioProfile-Wettbewerb des Bundesmi-
nisteriums fiir Bildung und Forschung ist
die Region Braunschweig, Gottingen,
Hannover mit ihrem Beitrag ,Funktionelle
Genomanalyse - Plattform fiir Diagnostik
und Therapie” zu einem der drei Sieger
gekiirt worden. Das von der GBF koordi-
nierte Konzept ist Bestandteil der Landes-
initiative BioRegioN. Damit wird in den
kommenden fiinf Jahren die Umsetzung
Erfolg versprechender Ideen aus der
medizinischen Biotechnologie in innova-
tive Produkte, Verfahren und Dienstlei-
stungen im Stddtedreieck mit 15 Millio-
nen Euro gefordert.

Die funktionelle Genomanalyse
gewinnt zunehmend an Bedeutung: Mit
ihr konnen Krankheiten ursidchlich geheilt
werden, bei denen heute nur die Behand-
lung von Symptomen moglich ist. Beson-
ders in den Bereichen Infektions-,
Stammzell- und Neurobiologie besitzen
die Forschungseinrichtungen und Unter-
nehmen in Siidniedersachsen das
Potenzial, in den kommenden Jahren
Ansitze fiir neue Diagnoseverfahren und
Medikamente zu erarbeiten. Zusammen
mit den Universitdtskliniken in Gottingen
und Hannover sowie dem Stadtischen
Klinikum in Braunschweig verfigt Stid-
niedersachsen zudem tiiber die wissen-
schaftliche Expertise und technische
Ausstattung, um siamtliche Aufgaben bei
der Produktentwicklung bis zu klinischen
Pritfungen zu erfillen.

Zur Umsetzung ihres erfolgreichen
BioProfile-Konzeptes haben Wissenschaft-
ler und Unternehmer aus der Region
bereits Anfang Mai den Verein ,Forum
Funktionelle Genomanalyse e.V.” gegriin-
det. Er wird regelmif3ig Foren organisie-
ren, in dem Forscher Projekte vor allem
aus der medizinischen Genomforschung
vorstellen. Ein Kuratorium aus namhaften
Wissenschaftlern und Unternehmern
identifiziert Vorhaben mit wirtschaftli-
chem Potenzial, um sie dann fir eine
weitere Forderung zum Beispiel mit
Mitteln aus dem BioProfile-Wettbewerb
vorzuschlagen. Eine gewinnorientierte
Management GmbH wird anschlieféend

den Forschern helfen, ihre Erfolg verspre-
chenden Ideen in Firmengriindungen zu
tberfiihren. Sie soll den Prozess der
Produktentwicklung begleiten, bis sich die
Unternehmen am Markt durchgesetzt
haben.

BioFuture-Preis fir Dr. Jutta Eichler

Im Wettbewerb BioFuture des Bundesmi-
nisteriums fiir Bildung und Forschung
wurde im Mai 2001 GBF-Wissenschaftlerin
Dr. Jutta Eichler fiir ihr Forschungsvorha-
ben ,Synthetische Nachahmungen von
Proteinbindungstaschen” ausgezeichnet.
Die Nachwuchsforscherin setzte sich in
der Endrunde gegen mehr als 80 Mitbe-
werber aus dem gesamten Bundesgebiet
durch. In dem Forschungsprojekt werden
verschiedenste dreidimensionale Taschen
kiinstlich aus Peptiden nachgebildet.
Diese Peptide werden an Tragermolekiile

rofei
sind die madekil

Die Gewinner im BioProfile-
Wettbewerb des Bundesmi-
nisteriums fur Bildung und
Forschung (BMBF).

Winning the BioProfile-
Conception of the Federal
Ministry of Education and
Research.

(Prof Dr. Rudi Balling (GBF),
Parlam. Staatssekretar

Dr. Thomas Catenhusen,
Prof. Dr. Karl Molitor

(IPF PharmacCeuticals),

Dr. Georg Forsmann
(Vorsitzender der BioProfile
Jury) (v. l.n.r))

Dr. Jutta Eichler, Preistrage-
rin im BioFuture-Wettbe-
werb des Bundesministeri-
ums fur Bildung und For-
schung (BMBF).

Dr. Jutta Eichler, winner of
the BioFuture competition
of the Federal Ministry of
Education and Research
(BMBF).



185 | Weitere Aktivitaten und Informationen

Prof. Dr. Hans Reichenbach:

Trager der Bergey Medaille
2001

awarded with the Bergey
Medal in 2001

(Scaffolds) gebunden, die Eichler eben-
falls entwickelt. Die nachgeahmten
Taschen (Mimikry) dhneln dabei den
natiirlichen Proteinbindungsdomaénen.
Diese bestehen hiufig aus Bausteinen, die
an verschiedenen Orten der Aminosaure-
kette angeordnet sind, in der rdumlichen
Struktur des Molekiils jedoch nah
beieinander liegen.

,,OCC Science and Humanity Prize* 2001
far Prof. Dr. Flohé

Den mit 30.000 US-Dollar dotierten
»OCC Science and Humanity Prize” 2001
teilen sich Leopold Flohé, Professor an der
Technischen Universitit in Braunschweig
und Leiter der Gastforschergruppe an der
GBF und Professor Lester Packer von der
Universitit von Kalifornien, Berkeley,
USA. Die jahrlich vom ,Oxygen Club of
California” (OCC) vergebene Auszeich-
nung ehrt Personlichkeiten, die sich durch
bahnbrechende Innovationen in der
biomedizinischen Forschung und ihr
Engagement fiir die Wissenschaft verdient
gemacht haben.

Bergey Medaille fur Prof. Dr. Hans
Reichenbach

Prof. Dr. Hans Reichenbach hat am 1.
Februar 2001 die Bergey Medaille erhalten,
die seit 1994 durch den Bergey’s Manual
Trust in Georgia, USA, an herausragende
Forschungspersonlichkeiten vergeben
wird. Geehrt wird Reichenbach fiir sein
Lebenswerk ,taxonomische Forschungs-
arbeiten an Myxobakterien”. Die
gleichnamige Stiftung gibt auch das
Standardwerk Bergey's Manual of

Systematic Bacteriology heraus, an dessen
Neuausgabe Reichenbach zum
wiederholten Male beteiligt sein wird.

Kooperationspreis des Landes
Niedersachsen

Den Kooperationspreis des Landes
Niedersachsen 2000 haben die GBF und
die Biobase GmbH gewonnen.
Gemeinsam haben sie Datenbanken und
Programme etabliert, die zum Beispiel die
Suche nach medizinisch relevanten Genen
erleichtern und so die Entwicklung
pharmazeutischer Wirkstoffe unterstiitzen.
Diese Aufgabe wird angesichts der
Datenberge aus der Genomforschung
immer wichtiger.

Inhoffen-Medaille und Forderpreise

Der franzosische Wissenschaftler Professor
Dr. Pierre Potier wurde 2001 fiir seine
herausragenden Arbeiten zur Bekimpfung
von Krebs mit der Inhoffen-Medaille der
TU Braunschweig und der GBF ausge-
zeichnet. Auf seinen Forschungen basieren
mehrere Medikamente gegen Tumore in
Brust, Lunge oder Blase. So ist es dem
Direktor des Institut de Chimie des
Substances Naturelles in Gif sur Yvette bei
Paris gelungen, den Wirkstoff Taxol auf
umweltvertrdgliche Weise halbsynthetisch
herzustellen.

Der Forderverein der GBF zeichnete
zudem herausragende Doktorarbeiten aus:
Preistrager 2001 waren Dr. Oliver Pabst
und Dr. Stefan Hiittelmaier. Pabst hat sich
mit Genen auseinander gesetzt, die in der
Embryonalentwicklung wichtig sind. Im
Mittelpunkt seiner Untersuchungen am
Institut fiir Biochemie und Biotechnologie
der TU Braunschweig stand ein Gen, das
in der Maus an der Entstehung des Immun-
systems und des Verdauungstraktes beteiligt
ist. Hiittelmaier hat sich mit den moleku-
laren Eigenschaften von Kontaktstellen
tierischer und menschlicher Zellen
beschiftigt. Seine Arbeit liefert wichtige
neue Aspekte zu einem besseren Verstind-
nis des Aufbaus und der Funktion
normaler Zellkontakte und erweitert die
bisherigen Kenntnisse tiber pathologische
Vorginge zum Beispiel bei der Tumor-
bildung und bei Muskelerkrankungen.
Preistrager des Fritz-Wagner-Preises war in
diesem Jahr Jan Henrik Enf vom Institut
fiir Bioverfahrenstechnik der TU. Enf3 hat



in seiner Diplomarbeit Methoden
untersucht, mit denen sich Biofilme auf
metallischen Oberflichen analysieren und
zerstoren lassen.

Der Arbeitskreis fiir Zellbiologie und
Biomedizinische Forschung e. V. der
Gesellschaft fiir Biotechnologische
Forschung (GBF) vergab die Forderpreise
fiir die Jahre 2000 und 2001. Der Forder-
verein versteht seinen Preis als unbiiro-
kratische Motivationsspritze fiir erstklassige
Grundlagenforschung. Dr. Carsten Hornig
hat seine Doktorarbeit iiber die Entstehung
von Blutgefafien an der TU Braunschweig
angefertigt. Hornigs Untersuchungen
beschiftigten sich mit einer Variante des
VEGEFR-1-Rezeptors. Der Rezeptor ist eine
wichtige Schaltstelle im Wachstumsprozess
neuer Blutgefifle. Karsten Kretschmer
forscht im Rahmen seiner Doktorarbeit an
der GBF an speziellen Zellen des Immun-
systems, den antikorperproduzierenden
B1-Zellen. Sie spielen offenbar bei der
Krankheitsabwehr von Kindern (bis zum
8. Lebensjahr) eine wichtige Rolle.

Die Dr.-Wilhelm-Kempe-Stiftung des
Blutspendedienstes des Deutschen Roten
Kreuzes (DRK) Niedersachsen, Sachsen-

Awards

Winning the BioProfile Competition 2001
In the BioProfile competition of the Federal
Ministry of Education and Research, the
Braunschweig-Gottingen-Hanover region was
one of the three winners with its presentation
“Funktionelle Genomanalyse — Plattform fiir
Diagnostik und Therapie” (functional genome
analysis — a platform for diagnosis and
treatment). The concept coordinated by GBF
is part of the BioRegioN federal state
initiative. In the next five years it will serve to
promote the conversion of promising ideas
from medical biotechnology into innovative
products, processes and services in the above
triangle of cities with funds amounting to
Euro 15 million.

Functional genome analysis is increasingly
gaining significance. It may serve to cure
diseases for which today only the treatment of
symptoms is possible. Especially in the fields of
infections, stem cells and neurobiology, the
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Anhalt, Oldenburg, Bremen hat seine
Stipendien 2001 fiir Forschungsprojekte
iiber hamatopoetische Stammzellen
vergeben. Das Projekt von Lars Macke,
Doktorand an der GBE beschiftigt sich
mit der ,Qualitdtskontrolle von dendri-
tischen Zellen fiir die Immuntherapie”.

Forderpreis des ,,Arbeitskrei-
ses fur Zellbiologie und Bio-

medizinische Forschung* als
unburokratische Motivation

fur erstklassige Forschung.

Promotion prize of the ,,Ar-
beitskreis fur Zellbiologie
und Biomedizinische For-
schung* as an unbureau-
cratic motivation for first
class basic research.

(Prof. Dr. Jurgen Bode, Preis-
trager Karsten Kretschmer,
Dr. Carsten Hornig (v. I. n. r.))

research laboratories and companies in
southern Lower Saxony have the potential for
evolving approaches for new diagnostic
methods and drugs in the coming years.
Together with the university hospitals in
Gottingen and Hanover as well as the clinical
centre of the town of Braunschweig, Lower
Saxony moreover has the scientific expertise
and technical equipment to fulfil all tasks
from product development up to clinical
testing.

For the implementation of their successful
BioProfile concept, scientists and
entrepreneurs from the region founded the
association “Forum Funktionelle Genom-
analyse e.V.” (functional genome analysis
forum) in early May. This association will
regularly organize platforms at which
researchers will present projects above all from
medical genome research. A supervisory board
composed of established scientists and
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Prof. Dr. Leopold Flohé er-
hielt fir bahnbrechende In-
novationen in der biomedi-
zinischen Forschung den
“OCC SET Science and
Humanity Prize” 2001.

For his groundbreaking
innovations in biomedical
research Prof. Dr. Leopold
Flohé was awarded the
“OCC Science and Humaning
Prize” 2001.

entrepreneurs will identify projects with a
scientific potential and propose them for
further support, for example, from funds of the
BioProfile competition. A profit-oriented
Management GmbH will then help the
researchers to turn their promising ideas into
start-up companies. Its function is to
accompany the process of product development
until the companies have gained acceptance
in the market.

BioFuture Award for Dr Jutta Eichler

In the BioFuture competition of the Federal
Ministry of Education and Research, Dr Jutta
Eichler, a GBF scientist, was awarded a prize
in May 2001 for her research project
“Synthetische Nachahmungen von Protein-
bindungstaschen” (synthetic imitations of
protein binding pockets). The young scientist
was successful in the final round against more
than 80 competitors from all over Germany.
In the research project, a variety of three-
dimensional pockets are artificially reproduced
from peptides. These peptides are bound to
carrier molecules (scaffolds) also developed by
Eichler. The imitated pockets (mimicry)
resemble the natural protein binding domains
which frequently consist of building blocks
arranged in different locations of the amino
acid chain, which are, however, close to each
other in the spatial structure of the molecule.

“OCC Science and Humanity Prize” 2001
for Prof. Dr Flohé

The “OCC Science and Humanity Prize”
2001 endowed with US $ 30,000 is shared by
Leopold Flohé, professor at the Technical

University in Braunschweig and head of the
guest scientists group at GBE, and Professor
Lester Packer from the University of
California, Berkeley, USA. The prize awarded
annually by the “Oxygen Club of California”
(OCC) honours personalities of outstanding
merit due to groundbreaking innovations in
biomedical research and their commitment to
science.

Bergey Medal for Prof. Dr. Hans
Reichenbach

Professor Reichenbach was awarded the
Bergey Medal on 1 February 2001. This
award has been given to outstanding scientists
by the Bergey Manual Trust in Georgia, USA,
since 1994. Professor Reichenbach was
honoured as a result of his lifelong
contribution to “taxonomic research work on
myxobacteria”. The Bergey's Foundation also
publishes the standard work “Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology”; Professor
Reichenbach was once again involved with the
latest version of this publication.

Cooperation Prize of the Federal State of
Lower Saxony

The Cooperation Prize 2000 of the federal
state of Lower Saxony was won by GBF and
Biobase GmbH. They jointly established
databases and programmes which, for
example, facilitate the search for medically
relevant genes and thus enhance the
development of active pharmaceutical
ingredients. This task is becoming more and
more important in view of the mountains of
data from genome research.

Inhoffen Medal and Promotion Prize

Professor Dr Pierre Potier, a French scientist,
was awarded the Inhoffen Medal of TU
Braunschweig and GBF in 2001 for his
outstanding work on combatting cancer.
Several medical drugs for tumours of the
breast, lung or bladder are based on his
research. Thus, for example, the director of the
Institut de Chimie des Substances Naturelles



in Gif-sur-Yvette near Paris succeeded in
producing the active ingredient taxol semi-
synthetically in an environmentally
compatible manner.

The GBF “Forderverein” (promotion
association) moreover awarded prizes for
outstanding PhD theses. The 2001 prize
winners were Dr Oliver Pabst and Dr Stefan
Hiittelmaier. Pabst worked on genes of
importance in embryo development. His
investigations at the Institute of Biochemistry
and Biotechnology of TU Braunschweig
focused on a gene which in mice is involved in
the development of the immune system and
the digestive tract. Hiittelmaier concerned
himself with the molecular properties of
contact sites of animal and human cells. His
work provides important new aspects for a
better understanding of the structure and
function of normal cell contacts and extends
previous knowledge on pathological processes,
for example, in tumour formation and
muscular diseases. The winner of the Fritz
Wagner prize this year was Jan Henrik Enf
from the Institute of Biochemical Engineering
of the Technical University. In his diploma
dissertation, Enf{ investigated methods with
which biofilms on metallic surfaces can be
analysed and destroyed.

The “Arbeitskreis fiir Zellbiologie und
Biomedizinische Forschung e. V.” (working
group for cell biology and biomedical research)
of the German Research Centre for
Biotechnology (GBF) awarded the
“Forderpreise” (promotion prizes) for the years
2000 and 2001. The “Forderverein” regards
its prize as an unbureaucratic motivation for
first-class basic research. Dr Carsten Hornig
made his PhD thesis on the formation of
blood vessels at TU Braunschweig. Hornig's
studies were concerned with a variation of the
VEGFR-1 receptor. The receptor is an
important switching point in the growth
process of new blood vessels. Within the
framework of his PhD thesis, Karsten
Kretschmer is conducting research at GBF on
special cells of the immune system, the
antibody-producing B1 cells. They apparently
play an important role in children’s defence
against diseases (up to the age of 8).

Further activities and information

The Dr Wilhelm Kempe Foundation of the
blood transfusion service of the German Red
Cross (DRK) in Lower Saxony, Saxony-
Anbhalt, Oldenburg, Bremen has awarded its
2001 scholarships for research projects on
haematopoietic stem cells. The project of Lars
Macke, doctoral student at GBE relates to the
quality control of dendritic cells for
immunotherapy.
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7 - 11 October 2002

ORGANIZED BY
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GBF GERMAN RESEARCH CENTRE FOR
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Topic of 15" Course:

From Gene
to Vaccine g

From 5 August to 13 September, 2002, the 15t Course will take place at the GBF.

Interested candidates from Developing Countries should contact

either

Mrs. Jeannie Scriven - MA (Univ. Dublin) Mphil (Univ. Bath) - Administrator — International Training

Programme in Biotechnology of the Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH - German Research Centre for Biotechnology
Mascheroder Weg 1 - 38124 Braunschweig/Germay - E-mail: jsc@gbf.de - Phone 00 49 531 61 81 272 - Fax 00 49 531 61 81 278

or
the GBF Website: www.abf.de
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