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Proteinkomplex zwischen Internalin und E-Cadherin
Die Listeriose, eine Krankheit mit potenziell todlichem
Ausgang, wird durch das Bakterium Listeria monocytogenes
verusacht. Das Bakterium trigt auf seiner Oberfliche
unter anderem eine grofde Anzahl des Proteins Internalin.
Das Internalin hat die Aufgabe, das menschliche E-Cad-
herin, ein Oberflichenprotein der Darmzellen, zu erken-
nen und quasi in den ,Wiirgegriff” zu nehmen. Auf diese
Weise heftet sich das Bakterium an eine Darmzelle und
zwingt diese, das Bakterium aufzunehmen. Im Inneren
der Darmzelle findet das Bakterium giinstige Bedingun-
gen vor, so dass es sich schnell vermehren, benachbarte
Zellen befallen und sich nachfolgend im ganzen Korper
ausbreiten kann. Forschern der Abteilung Strukturbio-
logie ist es gelungen, die detaillierte Raumstruktur des
Komplexes aus Internalin und E-Cadherin zu erkldren.
Dadurch kann erstmalig der Infektionsprozess eines
Bakteriums im atomaren Detail verstanden werden.

Das GBF-Geldnde von Siiden. Links bis zur Mitte
das FORUM. Dahinter das hohere Gebdude ,D”, in
dem u.a. die Arbeitsgruppen, die iber Pathogenitit
und Vakzinentwicklung forschen, untergebracht sind.
Rechts ist das neue Mausehaus zu sehen. Links aufien
im Hintergrund kann man das Geb4ude der Deut-
schen Stammsammlung fiir Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) erkennen.

® Weitere Bilder des Titels, von links nach rechts: Die Stukturanalyse von Proteinen mittels Rontgen-

kristallographie erfordert grofle Mengen an hochreinem Material. Ein einziges Protein (blaue Bande,

rechte Spalte) wird aus einem anfinglichen Gemisch aller bakteriellen Proteine (viele Banden in der linken

Spalte) isoliert. | Proteinproduktion im Grofimafistab wird mittels rekombinanter Hefen im Fermenter

erreicht. | Kristalle des Internalins.

fiir ein Rontgenexperiment pripariert.

Einzelne Kristalle werden unter dem Mikroskop ausgewdhlt und

Fotos (von links nach rechts): GBE Bierstedt, GBE Bierstedt
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- 4 VORWORT | Prof. Dr. Rudi Balling

VORWORT

e Zweieinhalb Jahre ist es inzwischen her, dass an der GBF die Entscheidung fiel,
sich als ,Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung” zu positionieren. Zwei-
einhalb Jahre, in denen wir auf diesem Weg ein beachtliches Stiick vorange-

kommen sind und viel bewegt haben:

Die GBF beteiligt sich heute an einer groBen Zahl von nationalen und interna-
tionalen Forschungsprogrammen und ist ein begehrter Partner fir renommier-

te Forscher aus dem In- und Ausland. Allein mit der Medizinischen Hochschule

® Prof. Dr. Rudi Balling, Hannover (MHH) kooperieren wir in drei Sonderforschungsbereichen. Im
Wissenschaftlicher
Geschiiftsfiihrer

Nationalen Genomforschungsnetz spielen wir eine ebenso entscheidende

Rolle wie im EU-Projekt ,Eumorphia®”, bei dem wir die Federfiihrung fur das

Themenfeld ,Infections and Allergic Diseases” Ubernommen haben. Unsere
Neuausrichtung fand in Wissenschaft, Wirtschaft, Medien und Politik eine
positive Resonanz und trug wesentlich dazu bei, die Vakzine Projekt Manage-
ment GmbH in Braunschweig zu etablieren, die im Auftrag der Bundesregie-
rung neuen Schwung in die Impfstoff-Entwicklung am Standort Deutschland

bringen soll.
Die Entwicklung ist sehr erfreulich, darf aber kein Grund sein, uns auf dem

Erreichten auszuruhen. Was sind die Aufgaben, die die GBF in naher Zukunft

vor sich hat?
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1. Das Pathogen-Spektrum, mit dem sich GBF-Wissenschaftler in ihren For-
schungsarbeiten auseinandersetzen, muss erweitert werden. Diskutiert wird
zurzeit ein Einstieg in die Analyse humanpathogener Pilze wie Aspergillus

oder Candida oder viraler Infektionserkrankungen, etwa Hepatitis.

2. Die Kooperation mit universitdren und klinischen Partnern muss ausgebaut
werden. Durch die Grindung des ,Zentrums flr Therapieforschung” auf dem
GBF-Campus wurden hierfir die Voraussetzungen geschaffen. Diese Anbin-
dung der Grundlagenforschung an die Klinik realisieren wir gemeinsam mit

der MHH, dem Stadtischen Klinikum Braunschweig und der TU Braunschweig.

3. Die Maus als Tiermodell fur menschliche Infektionserkrankungen wird an
der GBF eine zentrale Rolle einnehmen. Neue Strategien in der Diagnose und
Therapie von Infektionserkrankungen kénnen nur am Gesamtorganismus

entwickelt werden - Zellkulturen reichen daflr nicht aus.

4. ZukUnftige Forschung muss interdisziplinar sein. Die entscheidenden
Erkenntnisse in den Biowissenschaften werden an den Schnittstellen von Bio-
logie, Chemie, Medizin, Physik und Mathematik zu erwarten sein. An diesen
Schnittstellen werden wir verstarkt arbeiten und zum Beispiel die Bioinfor-

matik ausbauen.

Diese Kernaufgaben wollen wir gemeinsam anpacken und in den kommenden
Jahren entschlossen daran arbeiten. Ich bin sicher, dass wir so auf unserem
Weg weiterhin zlUgig vorankommen, selbst wenn finanzielle Engpasse manch-
mal fur rauen Gegenwind sorgen. Ich freue mich darauf, zusammen mit den
Mitarbeitern der GBF, auch in den nachsten Jahren noch manchen wissen-
schaftlichen Meilenstein zu erreichen und gemeinsam viele Erfolge feiern zu

kénnen.

LG

lhr Rudi Balling




FOKUS

links: Den Streptokokken auf der Spur | Mitte: BioS-Labor: Schiilerinnen und Schiiler laden DNA-Fragmente auf ein Agarose-Gel. | rechts: Neu gegriin-
det: Das Zentrum fiir Therapieforschung Braunschweig. Prof. Dr. Bernhard Wiormann, Chefarzt der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Héamatolo-
gie/Onkologie am Stddtischen Klinikum Braunschweig (li) Prof. Dr. Dieter Jahn, Leiter des Instituts fiir Mikrobiologie an der TU Braunschweig (mi) und
Prof. Dr. Rudi Balling (GBF).  Fotos: Bierstedt (1i), Ammerpohl
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8 FOKUS | Die GBF: Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung

Priv.-Doz. Dr. Klaus Schughart | Leiter Planung, Forschung und Entwicklung und des

Bereichs Wissenschaftlich-Technische Dienste

Die GBF strebt an, sich in den nachsten Jahren zu einem international anerkannten Zentrum fur Infektions-
forschung zu entwickeln und damit einen nachhaltigen Beitrag in der Gesundheitsforschung zu leisten. Sie

hat im Jahr 2002 das Forschungsprogramm ,Infektion und Immunitat” im Rahmen der programmorientierten
Forderung etabliert und positioniert sich damit innerhalb der Helmholtz-Gemeinschaft als Zentrum fur Infekti-
onsforschung. Um diese Entwicklung in den kommenden Jahren konsequent fortzuflihren und auszubauen,
werden genetische, immunologische und umweltbedingte Faktoren untersucht, die fur Entstehung und Verlauf
von Infektionen verantwortlich sind. Auf dieser Grundlage werden neue Strategien fur die Pravention, Diagnose

und Therapie von Infektionen entwickelt. Schwerpunkt ist die Suche nach neuen Antibiotika und Impfstoffen.

Die wesentlichen Ziele der Infektionsforschung an der GBF:

Verstandnis der grundlegenden Mechanismen von Infektion und Immunitat

Entwicklung neuer Strategien fur die Diagnose, Préavention und Therapie von Infektionen

Bedeutung der Infektionsforschung Die Erforschung bekdampft werden konnten. Diese Einschitzung hat sich

von Infektionen und Immunitit ist eine der groflen in der Zwischenzeit grundlegend gedndert. Infektions-

gesundheitspolitischen Herausforderungen des 21. Jahr-
hunderts. Bakterielle Infektionskrankheiten galten in

den 60er Jahren als nahezu besiegt. Antibiotika waren die
universellen Medikamente, mit denen solche Krankheiten

Todesfélle weltweit pro Jahr

‘ Infektionskrankheiten 17 Mio

‘ Andere 13 Mio

krankheiten sind wieder auf dem Vormarsch und ver-
ursachen weltweit rund ein Drittel aller Todesfille, etwa
17 Millionen pro Jahr.

Herz-Kreislauf 15 Mio |

Krebs 7 Mio
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Eine der Hauptursachen fiir das vermehrte Auftreten von
bakteriellen Infektionskrankheiten ist die zunehmende
Resistenz von Mikroben gegeniiber Antibiotika. Das 1928
entdeckte Penicillin hat, nachdem es viele Jahre erfolg-
reich eingesetzt werden konnte, in der Zwischenzeit seine
antibakterielle Wirkung fast vollig verloren. Vor allem in
Osteuropa breiten sich multi-resistente Stimme des
Tuberkulose-Erregers immer weiter aus. Kiirzlich wurde
in den USA eine Variante des Bakteriums Staphylococcus
aureus isoliert, die gegen alle bisher bekannten Antibiotika
resistent ist. Diese Bakterien sind fiir Wundinfektionen
nach Operationen verantwortlich und gehoéren zu den
bedeutenden Krankenhauskeimen. Es ist deshalb not-
wendig, immer neue Varianten von Antibiotika und
anderen anti-bakteriellen Substanzen zu entwickeln,

um auch kiinftig gegen Mikroben gewappnet zu sein.

Die durchschnittliche Lebenserwartung ist in den ent-
wickelten Landern stark gestiegen. Allerdings ldsst mit
zunehmendem Alter die Leistungsfihigkeit des Immun-
systems nach, wodurch die Anfilligkeit und damit das
Risiko steigt, an schwereren Infektionen zu erkranken.
Aus diesem Grund ist in den néchsten Jahren in den
Industrienationen mit einem Anstieg der Infektionser-
krankungen und den daraus resultierenden Krankheits-
und Todesfillen zu rechnen.

Viele Therapien, die bei schweren Erkrankungen erforder-
lich sind, schwichen die korpereigenen Abwehrkrifte. So
wird das Immunsystem durch den Einsatz einer Chemo-
therapie bei der Behandlung von Tumorerkrankungen
entscheidend geschwiacht. Nach Organtransplantationen
muss die korpereigene Immunreaktion durch Medika-
mente unterdriickt werden, um eine Abstofiung zu ver-
hindern. In diesen Fillen haben bakterielle und virale
Erreger die Moglichkeit, sich ungebremst zu vermehren.

Die gestiegene weltweite Mobilitdt hat eine Ausbreitung
von Krankheiten in Regionen zur Folge, in denen die ent-
sprechenden Erreger bisher unbekannt waren. Dies wird
vor allem durch die globale Ausbreitung der Immun-
schwiche AIDS, der Lungenkrankheit SARS und der
Tuberkulose deutlich.

Auch werden immer mehr Zusammenhange zwischen
Infektionen und der Entstehung von Tumoren gefunden.
So wird eine Infektion mit dem humanen Papillomavirus
in direkten Zusammenhang mit dem Auftreten von Ge-
barmutterhalskrebs gebracht. Infektionen mit dem Bakte-
rium Helicobacter pylori stellen wahrscheinlich eine we-
sentliche Ursache fiir die Ausbildung von Magenkrebs

Bedeutung von Infektionskrankheiten

Zunehmende Resistenz von Krankheitserregern

Schwéachung der Immunantwort im Alter

GroBere globale Mobilitat

Schwachung des Immunsystems nach Krebstherapien

und Organtransplantationen

Zusammenhang von Infektion, Immunerkrankungen und Krebs

dar. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass Zusam-
menhinge zwischen Infektionen und immunologischen
Krankheiten bestehen. Beispiele sind Asthma, rheuma-
toide Arthritis, bestimmte Formen des Diabetes, Multiple
Sklerose oder Allergien. Auch kénnen bakterielle und
virale Infektionen Krebs- oder Herzerkrankungen aus-
l6sen.

Auf nationaler und internationaler Ebene wurde mittler-
weile erkannt, dass Infektionskrankheiten ein globales
Problem sind. Aus diesem Grund wird von der WHO
und im 6. Rahmenprogramm der EU empfohlen, die
Erforschung und Bekdmpfung von Infektionskrankheiten
besonders zu férdern. Im Rahmen der deutschen Genom-
initiative NGFN (Nationales Genomforschungsnetz) wid-
met sich das Netzwerk ,Infektion und Entziindung” der
Genetik von Infektionskrankheiten. Eine der grofiten pri-
vaten Stiftungen, die Bill und Melinda Gates Stiftung,
stellt die Entwicklung von Impfstoffen als eine der dring-
lichsten Notwendigkeiten heraus. Auch aus wirtschaft-
licher Sicht sind Infektionskrankheiten von hoher Rele-
vanz. In jingster Zeit entwickelt sich in der Biotech-
Industrie ein verstarktes Interesse an Anti-Infektiva und
Impfstoffen. Die Griindung einer Vakzine Projekt Mana-
gement GmbH, die von der GBF und dem BMBF initiiert
wurde, ist ein wichtiger Schritt, um die klinische Entwick-
lung von Impfstoffkandidaten zu beschleunigen und
Deutschland als Standort fiir die Impfstoffentwicklung

zu starken.

= B : g !
! P 2
Epidemien und Seuchen forderten Tausende von

Todesopfern in der Vergangenheit

Quelle: http://mla-hhss.org/gifs/disease.jpg
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Infektionsforschung als Aufgabe der Helmholtz-
Gemeinschaft Die Entstehung, der Verlauf und die
potenziellen Interventionsmaoglichkeiten von Infektionen
sind sehr komplexe Vorginge. Genetische Faktoren be-
einflussen sowohl auf der Seite des Infektionserregers als
auch auf der Seite des infizierten Wirts den Verlauf von
Infektionen. In hohem Mafe spielen aber auch Umwelt-
bedingungen - wie Erndhrung, Medikamente und
Lebensweise — eine wichtige Rolle. Deshalb ist es erfor-
derlich, Forschungsstrategien interdisziplindr anzulegen
und verschiedene Fachgebiete wie naturwissenschaftliche
Grundlagenforschung, angewandte Impfstoffentwicklung
und klinische Forschung miteinander zu vernetzen.
Genomforschung, Strukturforschung, Proteomanalyse,
tierexperimentelle Studien und biotechnologische Pro-
duktion benétigen zunehmend komplexe Infrastrukturen
mit entsprechendem Knowhow. All dies kann von einzel-
nen Forschungsinstituten nur bedingt geleistet werden.
Hingegen sind die Forschungszentren der Helmholtz-
Gemeinschaft in der Lage, eine derartige Konzentration
von Fachgebieten und Infrastrukturen bereitzustellen.
Durch die Fokussierung eines Helmholtz-Zentrums wie
der GBF auf die Infektionsforschung, kann die erforder-
liche kritische Masse geschaffen werden, um eine solche
Aufgabe international voranzubringen und die Vernet-
zung von nationalen und internationalen Forschungs-
aktivititen auf diesem Gebiet zu fordern.

Infektionsforschung an der GBF Da die Therapie und

Priavention von Infektionskrankheiten ein grundlegendes
Verstindnis der Mechanismen von Infektionsprozessen
und der Reaktion des Immunsystems voraussetzt, ist die
Grundlagenforschung ein wesentlicher Bestandteil des
Forschungsprogramms der GBE Den Schwerpunkt bilden
bakterielle Infektionskrankheiten. Dies beinhaltet beson-
ders die Analyse der komplexen Interaktionen zwischen
den Genomen von Infektionserreger und Wirt sowie der
dufleren Faktoren, die Einfluss auf die Entstehung und
den Verlauf von Infektionskrankheiten nehmen kénnen.
Mit ihrer Grundlagenforschung wird die GBF zur Ent-
wicklung neuer Strategien fiir die Diagnostik und Thera-
pie von Infektionskrankheiten beitragen.

Impfstoffe werden auch in Zukunft zu den wichtigsten
Praventivmafinahmen gehoren. Auch sind in jiingerer
Zeit neue Verfahren entwickelt worden, Impfstoffe nicht
nur fiir prophylaktische, sondern auch fiir therapeutische
Zwecke zu nutzen. Die GBF wird sich deshalb in Zukunft
starker in der Impfstoffforschung und -entwicklung enga-
gieren. Dazu gehoren die Identifizierung und die vor-
Kklinische Validierung von Impfstoffkandidaten sowie

die Entwicklung und Optimierung von Vakzinierungs-
strategien.

Die GBF beteiligt sich mafigeblich am deutschen Natio-
nalen Genomforschungsnetz (NGFN). Hier stellt sie im
Kernbereich des NGFN Technologien und Erfahrungen
fiir die verschiedenen Projekte zur Verfiigung. Besonders
relevant ist der Aufbau einer ,Infection-Challenge-Plat-
form”. Die Plattform fiihrt Infektionsexperimente an
Mdiusen durch und stellt verschiedene Mausstimme fiir
diese Experimente im Netzwerk ,Infektion und Entziin-
dung” zur Verfiigung. Im Kontext des europdischen Netz-
werkprojektes ,Eumorphia” tibernimmt die GBF die Aus-
arbeitung von ,Standard Operating Procedures” (SOPs)
fiir die Analyse von Mausmutanten im Rahmen von
Infektionstests. Diese SOPs werden dazu dienen, Ergeb-
nisse aus unterschiedlichen Laboratorien auf internatio-
naler Ebene besser vergleichen zu konnen.

Durch ihre Kompetenz in der Zell- und Immunbiologie,
Chemie, Strukturbiologie, Genomforschung, Umweltfor-
schung und Produktion von biotechnologisch hergestell-
ten klinischen Priifstoffen ist die GBF ideal positioniert,
um Infektionskrankheiten zu erforschen. Gerade an den
Schnittstellen der einzelnen Fachdisziplinen - der Infek-
tionsbiologie mit der Chemie, Okologie und Medizin -
steckt ein besonderes Potenzial, neue Thesen zu
formulieren und zu testen.

Infektion und Immunitat

Chemie Okologie

Infektionsbiologie

Medizin

Ein Programm an Schnittstellen von Disziplinen
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Die infektionsbiologischen Gruppen identifizieren Protei-
ne, die fir die Interaktion des Pathogens mit dem Wirt
essenziell sind. Molekiile, die solche Interaktionen hem-
men konnen, sind die Basis fiir die Entwicklung neuer
Strategien zur Pravention und Therapie von Infektions-
krankheiten. Dabei konnen die zuvor identifizierten
Proteine als Zielmolekiile - Targets - fiir antimikrobielle
Wirkstoffe oder als Antigene zur Entwicklung von Impf-
stoffen dienen. Durch die Fokussierung der strukturbiolo-
gischen Arbeiten an der GBF auf infektionsrelevante Ziel-
molekiile entsteht eine Schnittstelle zur Chemie, die die
Entwicklung neuartiger anti-bakterieller Wirkstoffe
erlaubt. Mit Hilfe von chemisch hergestellten kombinato-
rischen Substanzbibliotheken werden dann Molekiile
gesucht, die die Aktivitit der Proteine im Infektionspro-
zess selektiv verandern konnen. Der Verlauf von bakteriel-
len Infektionen wird haufig nicht nur durch ein einzelnes
Pathogen bestimmt, sondern von der Zusammensetzung
bakterieller Gemeinschaften. Infektionen sind deshalb
auch 6kologische Prozesse, in denen das Gleichgewicht
zwischen pathogenen und nicht-pathogenen Mikroorga-
nismen einen kritischen Parameter darstellt. An der GBF
liegt eine breite Erfahrung in der Analyse mikrobieller
Gemeinschaften vor. Ein Schwerpunkt im kiinftigen
Forschungsprogramm der GBF wird daher das Studium
von medizinisch relevanten Biofilmen sein, wie sie zum
Beispiel in Kathetern oder Rohrchenimplantaten beob-
achtet werden. Ziel ist die Aufklarung der Mechanismen,
die an der Entstehung und Erhaltung von Biofilmen
beteiligt sind. Das schafft die Grundlage fiir potenzielle

Interventionsstrategien. Langfristig soll auch der Einfluss
der Erndhrung auf mikrobielle Gemeinschaften des
Darms und der darin vorkommenden Pathogene unter-
sucht werden. Die Etablierung des Zentrums fiir Therapie-
forschung, das in Zusammenarbeit der Technischen Uni-
versitdt Braunschweig, der Medizinischen Hochschule
Hannover und des Stadtischen Klinikums Braunschweig
auf dem Geldnde der GBF entsteht, wird den Transfer von
Ergebnissen aus der Grundlagenforschung in die Klinik
wesentlich beschleunigen.

Plattformen

Foto: Bierstedt

Technologische Plattformen an der GBF

Tierexperimentelle Einrichtungen (SPF-Zucht, Knock-out-Technologie, Infektionseinheit)

Analytische Instrumente (NMR-Analyse, Rontgenstrukturanalyse, Massenspektrometrie,

Elektronenmikroskopie)

Expressionsarrays

Peptidsynthese und -sequenzierung

Weitere Details hierzu sind in den folgenden Kapiteln dieses Jahresberichts beschrieben.

Zur Unterstiitzung interner Forschungsprojekte sowie fiir die Zusammenarbeit mit externen

Forschungseinrichtungen und Universitdten steht an der GBF eine Vielzahl von technologi-

schen Plattformen zur Verfiigung.
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Das Forschungsprogramm Infektion und Immunitat
Das Ziel des Forschungsprogramms , Infektion und
Immunitit” in der GBF ist, die Mechanismen zu verste-
hen, die der Ausbildung einer Infektionskrankheit zu
Grunde liegen. Dies beinhaltet Grundlagenforschung
sowohl an Modellorganismen als auch an medizinisch
relevanten Krankheitserregern. Die Untersuchungen
werden erlauben zu verstehen, weshalb nur bestimmte
Mikroorganismen Krankheiten verursachen, andere nahe
verwandte aber nicht. Gleichzeitig sollen die Mechanis-
men des Wirtes entschliisselt werden, die zur Kontrolle
oder der Abwehr einer Infektion fithren. Das wird die
Basis fiir die Entwicklung neuer Strategien zur Bekdmp-
fung von Infektionskrankheiten und der Behandlung
anderer chronischer Erkrankungen, wie zum Beispiel
Autoimmun- und Krebserkrankungen. Die GBF hat dieses
Forschungsprogramm federfithrend in Zusammenarbeit
mit dem GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und
Gesundheit in Miinchen entwickelt. Die GSF bearbeitet
dabei komplementire Gebiete, wie Infektionskrank-
heiten, die durch virale Erreger verursacht werden. Das
Forschungsprogramm , Infektion und Immunitit” bein-
haltet die Themen ,Mikroorganismen”, ,Pathogenese”,
,Immunbiologie”, ,Privention und Therapie“sowie den
Aufbau einer nationalen und internationalen Plattform,
die biotechnologisch hergestellte Produkte fur klinische
Studien und fir die Grundlagenforschung zur Verfiigung
stellt.

Infektion und Immunitat

Mikroorganismen

Pathogenese

Immunbiologie

Pravention und Therapie

Bioverfahrenstechnik

Weitere Details zu den Forschungsaktivititen sind in den folgenden

Kapiteln dieses Jahresberichts beschrieben.

Den Streptokokken auf der Spur

Foto: Bierstedt
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Untersuchungen an Modellen: der Fadenwurm C. elegans

Foto: Bierstedt

Mikroorganismen Ziel dieses Themengebietes ist es,
Virulenzfaktoren in Bakterien und Viren zu identifizieren
und zu charakterisieren sowie die Mechanismen der Aus-
bildung von Antibiotika-Resistenzen zu verstehen. Zudem
wird die dreidimensionale Struktur von Virulenzfaktoren
und den hiermit interagierenden Wirtsproteinen auf ato-
marer Ebene aufgeklart.

Ein Beispiel aus dem Forschungsprogramm der GBF
sind Streptokokken-Bakterien, mit denen sich jedes Jahr
schitzungsweise 40 Millionen Kinder zwischen 5 und 15
Jahren infizieren. Die Bakterien verursachen Krankheiten
wie Scharlach oder Mandelentziindungen. Nicht richtig
behandelt, konnen lebensbedrohliche Spitfolgen auftre-
ten: Als Folge einer Infektion leiden rund 15 Millionen
Kinder an rheumatischen Herzerkrankungen, von denen
jedes Jahr eine halbe Million sterben. Neben der Auf-
klarung der Infektionsmechanismen ist die Entwicklung
eines dringend benétigten Impfstoffes ein Ziel der For-
schungsarbeiten in der GBE.

Pathogenese Ein detailliertes Verstindnis der Abliufe
von Infektionsprozessen bildet die Grundlage fiir das
Design neuer Diagnose- und Therapiestrategien. Deshalb
werden im Teilprogramm ,Pathogenese” die vielfiltigen
Interaktionen zwischen Pathogen und Wirt auf zelluldrer
Ebene untersucht. Insbesondere bakterielle Pathogene,
die iiber mukosale Oberflichen des Verdauungstraktes
und der Atemwege eindringen.



Immunbiologie Im Themengebiet ,Immunbiologie”
werden die grundlegenden zelluldren und molekularen
Mechanismen der Immunantwort untersucht. Mit dem
Ziel zu verstehen, wie eine effektive Immunantwort
induziert und aufrecht erhalten wird, welche Entschei-
dungsprozesse kritisch fiir die Entstehung einer Immun-
aktivierung oder der Ausbildung einer Toleranz sind und
wie bestimmte pathogene Erreger das Immunsystem
umgehen.

Pravention und Therapie Im Programmthema
,Pravention und Therapie” werden neue Strategien
entwickelt, um menschliche Erkrankungen zu behandeln
oder zu verhindern. Hierzu werden neue Anti-Infektiva
gesucht sowie geeignete Antigenliefersysteme und Ad-
juvantien fiir die Immunisierung entwickelt und neu-
artige Therapiemaoglichkeiten, die auf der Modulation
des Immunsystems basieren, vorangetrieben. Vakzin-
Prototypen werden entwickelt und in klinischen Studien
getestet.

Bioverfahrenstechnik als nationale Plattform

Die Bioverfahrenstechnik der GBF dient als wichtige
Technologie- und Ressourcenplattform der nationalen
und internationalen Wissenschaftsinfrastruktur. Sie stellt
Verfahren und Technologien der biotechnologischen

Untersuchungen an Mdusen spielen fiir immunbiologische

Antworten eine wichtige Rolle

Foto: Bierstedt
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Produktion fiir die Industrie und fiir wissenschaftliche
Einrichtungen zur Verfiigung. Hier werden Substanzen

fiir klinische Priffungen nach dem Standard ,Good Manu-
facturing Practice” (GMP) und unter dem Geltungsbereich
des Arzneimittelgesetzes hergestellt. Dariiber hinaus wird
die GBF kiinftig als Produzent von kommerziell nicht
erhiltlichen Biomolekiilen fiir die Grundlagenforschung
verstarkt aktiv sein.

GMP ist Voraussetzung fiir die Herstellung von Impfstoffen

Foto: Bierstedt

Klaus Schughart geboren 1956, Studium der Biologie,
Universitit K6ln, 1986 Promotion (Dr. rer.nat.) am Insti-
tut fiir Genetik, Universitit Koln, Postdoktorand bei EH.
Ruddle, Yale University, New Haven, USA (1987-1989),
Leiter einer Nachwuchsgruppe am MPI fiir Immunbio-
logie, Freiburg (1990-1994), 1994 Habilitation im Fach
Genetik, Universitat Freiburg, Forschungsgruppenleiter an
der GSE Miinchen (1995-1996), 1995 Ernennung zum
Privatdozent im Fach Genetik an der Universitit Freiburg,
Leiter der Forschungsabteilung fiir Molekular- und Zell-
biologie, Transgene S.A., Strasbourg, Frankreich (1997-
2001), seit 2002 Leiter Planung, Forschung und Entwick-
lung und des Bereichs Wissenschaftlich-Technische
Dienste der GBF

Ich méchte mich bei allen Kolleginnen und
Kollegen bedanken, die an der Erstellung des Pof-Antrages ,Infektion
und Immunitdt”, des Strategiepapiers 2002 und des F&E Programms
2003 mitgewirkt und damit die Grundlagen zu diesem Artikel gelegt
haben. Besonderer Dank gilt Thomas Gazlig, Prof. Dr. Rainer Jonas
und Dr. Christopher Schippers fiir wertvolle Anregungen und Ver-

besserungsvorschlige.
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Forschung an Keimen in Darm und Lunge Mit der
Wechselwirkung zwischen mikrobiellen Erregern und
menschlichen Schleimhéuten befassen sich zwei neue
Sonderforschungsbereiche (SFB), die die Deutsche For-
schungsgemeinschaft (DFG) kiinftig fordern wird. Der
SFB 1922 - Pathobiologie der intestinalen Mukosa —

untersucht krankhafte Vorgange an der Darmschleimhaut,

aber auch die Wirkungsweise von Probiotika - Bakterien,
die Gesundheit und Abwehrbereitschaft der Darmober-
flache starken. Im Sonderforschungsbereich 1921 - Im-
munreaktionen der Lunge bei Infektion und Allergie

- untersuchen Wissenschaftler aus Braunschweig und
Hannover den Haftmechanismus von Bakterien, Viren
und Pilzen an der Bronchienschleimhaut und wie Ab-
wehrzellen im Atemtrakt gesteuert werden. An den Pro-
jekten beteiligen sich neben der GBF die Medizinische
Hochschule Hannover (MHH), die Tierdrztliche Hoch-
schule Hannover (TiHo), die Universitit Hannover und
die Fraunhofer Gesellschaft.

Impfstoff-Offensive der Bundesregierung Das Bun-
desministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) will
die Entwicklung neuer Impfstoffe in Deutschland be-
schleunigen - und hat die GBF damit betraut, die ,Vak-
zine-Initiative” in die Tat umzusetzen. Forschungsmini-
sterin Edelgard Bulmahn préisentierte das Projekt im
Dezember 2002 in Hannover. Fiir die kommenden fiinf
Jahre stellt das BMBF 25 Millionen Euro zur Verfiigung,
mit denen die Entwicklung von Impfstoffkandidaten
beschleunigt und Deutschland als Forschungs- und Ent-
wicklungsstandort von Impfstoffen gestirkt werden soll.
Dazu arbeitet die gemeinniitzige Deutsche Stiftung Impf-
stoff-Forschung zusammen mit der markt-orientierten
Vakzine Projekt Management GmbH, deren Hauptgesell-
schafter die Stiftung und der Forderverein der GBF sind.

¢

Vakzine Projekt
Management GmbH

Vakzine Projekt Management GmbH

Leiter der Presse- und Offentlichkeitsarbeit

Manfred Braun | Anne Feldmann | Andrea Koch |

Neu gegriindet: Das Zentrum fiir Therapieforschung

Braunschweig. Prof. Dr. Bernhard Wéormann, Chefarzt der
Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hdmatologie/Onko-
logie am Stddtischen Klinikum Braunschweig (1i) Prof.

Dr. Dieter Jahn, Leiter des Instituts fiir Mikrobiologie an der
TU Braunschweig (mi) und Prof. Dr. Rudi Balling (GBF).

Foto: Ammerpohl

Forscher-Know-how fiir die Krankenhduser Konzep-
te fir die Diagnose, Prophylaxe und Therapie von akuten
und chronischen Infektionskrankheiten entwickeln: Das
ist das Ziel des Zentrums fiir Therapieforschung, das die
GBF gemeinsam mit dem Stadtischen Klinikum Braun-
schweig und der Technischen Universitit Braunschweig
gegriindet hat. Ein weiterer Kooperationspartner ist die
Medizinische Hochschule Hannover. Durch die regionale
Kooperation sollen Ergebnisse aus der Grundlagenfor-
schung schneller in die klinische Entwicklung von Medi-
kamenten umgesetzt werden. Forschungsschwerpunkt
werden Untersuchungen zum besseren Verstindnis und
der Therapie von Infektionen in immun-supprimierten
Patienten und zur Rolle von Krankheitserregern bei der
Entstehung von Autoimmunkrankheiten sein.



Mausgenetik fiir die Gesundheitsforschung

Die GBF nimmt am neuen europdischen Forschungspro-
gramm ,EUMORPHIA” teil. Die EU stellt dafiir in den
kommenden drei Jahren insgesamt 12,3 Millionen Euro
bereit, davon flieflen 730 000 Euro nach Braunschweig.
In dem Programm kooperieren Forschungslaboratorien
aus acht Lindern mit dem Ziel, genetisch veranderte
Mause zu charakterisieren, die fiir die Gesundheitsfor-
schung relevant sind. Die GBF wird sich auf infektions-
biologische Fragestellungen konzentrieren: Hier werden
Mause geziichtet und untersucht, die besonders empfind-
lich gegeniiber bakteriellen Infektionen sind oder die
Autoimmun- beziehungsweise allergische Reaktionen zei-

gen. Die GBF wird dabei eng mit dem GSF-Forschungs-
zentrum fir Umwelt und Gesundheit in Miinchen zu-
sammenarbeiten, der zweiten deutschen Einrichtung, die
an EUMORPHIA beteiligt ist.

Im Dienst des Menschen: Auch fiir die GBF-Wissenschaftler

ist die Maus ein wertvoller Modellorganismus, um infekti-
onsbiologische Fragestellungen zu losen. Nur in lebenden
Organismen lassen sich komplexe Krankheitsbilder erfor-

schen.

Foto: Bierstedt
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Suche nach Arzneien aus dem Ozean

Biologisch aktive Verbindungen aus Meeres-Organismen
zu gewinnen war das wichtigste Ziel des niedersichsi-
schen Forschungsschwerpunkts ,Marine Biotechnologie”.
Dieses von der Volkswagen-Stiftung geforderte Verbund-
projekt, an dem 19 Arbeitsgruppen von verschiedenen
Universitdten und Forschungseinrichtungen teilnahmen,
lief tiber fiinf Jahre - Abschluss: 2002. Von der GBF hatte
sich das Team von Dr. Irene Wagner-Déobler beteiligt

und dabei zahlreiche neue Bakterien isoliert und mit
molekularbiologischen Methoden charakterisiert. Thr
besonderes Augenmerk richteten die GBF-Forscher auf
Proteobakterien von der Roseobacter-Gruppe, die als
Toxinbildner bei Algenbliiten beriichtigt sind. Wagner-
Dobler und ihre Kollegen gewannen aus Meeresbakterien
eine Reihe von viel versprechenden Wirkstoff-Kandidaten
mit teilweise medizinisch interessanten Eigenschaften,
die weiter untersucht werden.

Orientierung im Sequenzen-Dschungel

Die Gen-Suchmaschine ,NGFN-BLAST” erleichtert
Wissenschaftlern seit 2002 herauszufinden, welche Infor-
mationen sich hinter ermittelten genetischen Sequenzen
verbergen. Als erster 6ffentlicher Server dieser Art in
Deutschland erlaubt der Dienst Sequenzvergleiche
zwischen Genen verschiedener Siaugetierarten, etwa
zwischen Mensch, Maus und Ratte. Der BLAST-Server
(BLAST = Basic Local Alignment Search Tool) ist Teil der
Forschungsarbeiten der GBF im Nationalen Genomfor-
schungsnetz (NGFN). Mitglieder des NGFN erhalten
einen bevorzugten Zugriff zu den Daten und kénnen
sich nutzerspezifische Untergruppen der Datenbank
zusammenstellen. Dadurch wird die Suche erheblich
beschleunigt, und der Nutzer erhilt nur Ergebnisse, die
fiir seine Anwendung relevant sind.

Arzte-Seminar: Genetik in der Notfallmedizin

Die GBF und die Medizinische Hochschule Hannover
haben fiir junge Arzte einen Intensivkurs in molekularer
Medizin und Genomforschung organisiert. Das Angebot
soll die Arztausbildung erginzen. Bislang gibt es nur
wenige Arzte, die die Methoden der Genomforschung
im Klinikalltag beherrschen. Im Vordergrund des Kurses
stand daher Genetik in der Praxis: Die Nutzung von
Gen-Chips oder PCR fiir eine Schnelldiagnostik in der
Notfallmedizin, etwa fiir den Nachweis pathogener

E. coli-Bakterien bei lebensbedrohlichen Durchfaller-
krankungen von Kindern.
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Trainingsprogramm ,,Vom Gen zum Impfstoff”

Das Ziel des Internationalen Trainingsprogramms (ITP)
an der GBF war, Wissenschaftler aus Entwicklungslandern
mit Spezialwissen auszustatten, damit sie die Infektions-
und Impfstoffforschung in ihren Heimatldndern voran-
treiben konnen. Zwolf promovierte Teilnehmer bildeten
sich vom 5. August bis zum 13. September 2002 in
Braunschweig weiter. In ihrer Heimat sollen sie als Multi-
plikatoren fungieren und ihr Wissen in dhnlichen Fortbil-
dungsprogrammen weitergeben.

Ll

Internationale Experimente im Labor: Teilnehmer des

ITP-Kurses arbeiten an der Entwicklung von Impfstoffen.

Foto: Ammerpohl

Biotech-Kurs fiir Wissenschaftler aus Siidostasien
Bereits zum vierten Mal organisierte die GBF ein Trai-
ningsprogramm fiir junge Wissenschaftler aus Siidostasien
gemeinsam mit dem Weiterbildungstriger Carl Duisberg
Gesellschaft (CDG) - heute: InWEnt -, der BioRegioN
und der Zentralstelle fiir Arbeitsvermittlung (ZAV). An
dem Kurs ,Industrielle Biotechnologie” nahmen 20 For-
scher von Universitdten und Industrieunternehmen der
vier ASEAN-Linder Thailand, Indonesien, Philippinen
und Vietnam teil. Nach einem zweieinhalbmonatigen
Deutsch- und Kulturkurs erhielten sie vom 27. Mai bis
zum 28. Juni 2002 an der GBF eine Einfithrung in die
moderne Biotechnologie. Anschlieflend gingen die Wis-
senschaftler zu einem mehrmonatigen Weiterbildungs-
aufenthalt in Betriebe oder Forschungslaboratorien in
der Region.

Infektions-Kongress der Biomediziner Der Einfluss
von Infektionen auf die Entstehung chronischer Krank-
heiten stand im Mittelpunkt eines Symposiums am

22. und 23. Oktober in der GBE Zu der internationalen
Tagung des Verbundes Klinisch-Biomedizinischer For-
schung (KBF) kamen fithrende Wissenschaftler, die sich
mit grundlegender vorklinischer und klinischer Forschung
beschiftigen. Sie diskutierten unter anderem den Zusam-
menhang zwischen Infektionen und Krebs, chronische
Lebererkrankungen, chronische Entziindungen sowie
Kreislauf- und neurologische Erkrankungen.

Weltkongress der Streptokokken-Forscher Erstmals
richtete die GBF gemeinsam mit dem All India Institute
of Medical Science das alle drei Jahre stattfindende inter-
nationale Lancefield-Symposium aus. Zu der Tagung im
indischen Goa trafen sich Streptokokkenforscher aus der
ganzen Welt. Die rund 300 Teilnehmer widmeten sich
dem Thema ,Fight against Rheumatic Fever and Rheuma-
tic Heart Disease”. Streptokokken sind trotz verfiigbarer
Antibiotika-Behandlung weltweit ein ernstes Gesundheit-
sproblem und stellen fiir viele Linder eine enorme soziale
und wirtschaftliche Belastung dar. Gefahrlich sind insbe-
sondere Folgeerkrankungen wie rheumatische Herzerkran-
kungen, an denen allein in Indien rund sechs Millionen
Kinder leiden.

XV Lancefield
International Sy mposium
on Streptococei and

__ Streptococcal Diseases
il]t' ElEaiI"JSI'. RhEI.TI'ﬁEﬁ[ Fever and

Unter Palmen: Die Ankiindigung des Lancefield-

Symposiums in Goa.

Foto: Gazlig



GBF koordiniert Kristallographen-Treffen

Das jahrliche ,Heart of Europe BioCrystallography
Meeting” fand diesmal unter fachlicher Leitung der GBF
statt: Dr. Dirk Heinz, Abteilungsleiter Strukturbiologie,
lud Forscher aus Deutschland, Polen und Tschechien
nach Goslar ein. Das BioCrystallography Meeting bietet
vor allem Doktoranden und Nachwuchsforschern eine
Plattform fiir ihre Arbeiten. Das Team von Dirk Heinz
stellte dabei unter anderem seine Ergebnisse bei der
Strukturaufklarung des Internalins vor, eines Proteins,
mit dem Listerien die Oberfliche menschlicher Darm-
schleimhaut-Zellen erkennen.

Messe fiir Laborbedarf Erstmals gab es im vergange-
nen Jahr eine Messe im GBF-Forum zu besichtigen: Das
Laborbedarfs-Unternehmen Omnilab, Mieter im Griin-
derzentrum auf dem GBF-Campus, organisierte eine bio-
technologische Gerite- und Produktausstellung. An rund
60 Stinden stellten internationale Anbieter Laborausstat-
tungen vom Mikrofilter iiber Chromatographen bis hin
zu Labormébeln aus. Etwa 500 Besucher, vom Instituts-

leiter bis zum Laboranten, besuchten die Labormesse.

. [ A - . r b
Reges Interesse: An den Messestinden im Forum konnten

sich die Besucher ausgiebig informieren.

Foto: Omnilab

Bundesweit am Genomtelefon Unter dem Motto
,The Genome and Behind” diskutierten die Projektleiter
des Deutschen Humangenomprojektes (DHGP) im
Forum der GBF iiber aktuelle Entwicklungen in der
Genomforschung. Ein Hohepunkt der Veranstaltung war
das so genannte Genomtelefon: Unter einer gebiithrenfrei-
en Rufnummer standen an zwei Tagen fithrende deutsche
Genomforscher den Biirgern Rede und Antwort. Organi-
siert wurde das Genomtelefon von DHGP, GBE dem Ver-
ein zur Férderung der Humangenomforschung und der
Braunschweiger Niederlassung der Deutschen Telekom.
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GBF-Genomtelefon: Prof. Dr. Jens Reich.

Foto:Gazlig

Raus aus der Schublade, rein in die Anwendung
Patentierte Erfindungen wurden im wissenschaftlichen
Betrieb bisher selten effektiv verwertet und verursachen
Kosten, statt Geld zu verdienen. Deshalb vermarktet die
Ascenion GmbH seit Mai 2002 im Auftrag der GBF deren
Patentportfolio. Sie ist die 100 prozentige Tochter einer
von den vier Helmholtz-Zentren GBE MDC, GSF und
DKFZ gegriindeten Life-Science-Stiftung. Thr Hauptsitz
ist Miinchen, Auflenstellen gibt es in Braunschweig und
Berlin. Die Gewinne fliefSen iiber die Stiftung an die
Zentren zuriick.

Griinderzentrum fiir Biotech-Start-ups Nach einer
Bauzeit von nur einem Jahr wurde das auf Initiative der
Stadt Braunschweig geplante Griinderzentrum errichtet.
Die Investitionskosten tragen die Stadt sowie das Land

Niedersachsen. Das Labor- und Biirogebdude auf dem
GBF-Campus weist eine Fliche von 4000 Quadratmetern
auf, davon 1400 Quadratmeter Labor- und 2600 Qua-
dratmeter Birordaume fiir Firmengriinder.

Vorderansicht des BioTec Griinderzentrums

Foto: Stadt Braunschweig
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Fordergelder fiir Biotech-Firmen Das ,BioProfil
Funktionelle Genomanalyse”, eine Initiative niedersichsi-
scher Biotech-Unternehmen und Forschungseinrichtun-
gen, hat seine Forderaktivitat aufgenommen. Ziel des Ver-
eins ist es, die praktische Anwendung von Erkenntnissen
aus der Humangenomforschung in der Infektions-,
Stammzell- und Neurobiologie zu férdern. Dafiir stehen
Mittel des Bundesministeriums fiir Bildung und For-
schung BMBF zur Verfiigung. Im Gutachtergremium des
Vereins ist neben anderen Fachleuten aus ganz Deutsch-
land auch GBF-Geschiftsfiihrer Prof. Dr. Rudi Balling ver-
treten. Die ersten beiden Projekte, die Gutachter und Vor-
stand dem Ministerium zur Férderung empfohlen haben,
sind ein Fritherkennungs-System fiir Diabetes (Firma
Mosaiques diagnostics, Hannover) und eine Knock-out-
Methode fiir Maus-Gene (Firma DeveloGen aus Gottin-
gen). Die beiden Biotech-Unternehmen sollen mit insge-
samt einer Million Euro unterstiitzt werden.

Biotechnologie-Tage im GBF-Forum Die 4. Biotech-
nologie-Tage des Bundesministeriums fiir Bildung und
Forschung (BMBF) fanden am 13. und 14. Mai 2002 in
der GBF statt. Uber 400 Besucher — vorwiegend Entschei-
der aus Wirtschaft, Finanzen, Politik, Beh6rden und Wis-
senschaft - trafen sich im GBF-Forum. Im Rahmen der
Veranstaltung wurde auch der Deutsche Biotechnologie-
Report 2002 der Unternehmensberatung Ernst & Young
vorgestellt.

Ausgezeichnete Forscher Auch im Jahr 2002 errangen
wieder mehrere GBF-Wissenschaftler fachliche Preise und
Auszeichnungen: Dr. Hansjorg Hauser wurde mit dem
Boltzmann Award for Cytokine Research geehrt; Dr. Rolf
Muiiller erhielt den Dechema-Nachwuchswissenschaftler-
preis fiir Naturstoftforschung.

Inhoffen-Medaille fiir Peptid-Design Professor

Dr. Horst Kessler von der TU Miinchen wurde im Mai

fiir seine Arbeiten zum Peptid-Design mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie mit der Hans Herloff Inhoffen-Medaille
ausgezeichnet. Die von der Technischen Universitit (TU)
Braunschweig und dem Forderverein der GBF gestiftete
und mit 2500 Euro dotierte Auszeichnung wiirdigte
besonders Kesslers facheriibergreifendes Denken. Die
Arbeitsgebiete von Prof. Horst Kessler umfassen das ratio-
nale Molekiildesign, die Synthese und Struktur von Pepti-
den und peptidiahnlichen Verbindungen.

—

4. BMBF-Biotechtage bei der GBF: Prof. Rudi Balling,
Bundesforschungsministerin Edelgard Bulmahn und der
ehemalige niedersdchsische Ministerprdsident Sigmar
Gabriel bei der Erdffnung.

Foto: Gramann

Den wissenschaftlichen Nachwuchs fordern Der
Forderverein der GBF zeichnete herausragende Doktorar-
beiten aus: Preistragerin Nicole Glaser beschiftigte sich
mit Epothilonen. Im Mittelpunkt ihrer Untersuchungen
an der GBF standen die natiirlichen Varianten, die von
verschiedenen Bakterienarten produziert werden. Edel-
weifd Markworth und Andreas Toman erhielten den Preis
gemeinsam fiir ihre Dissertationen tiber die Struktur und
Wirkung ATP-sensitiver Kalium-Ionenkanile in der Zell-
wand. Diese Kanile koordinieren die Reizweiterleitung,
sind an Muskelkontraktion oder Sekretionsprozessen
beteiligt. Krankheitsbilder wie Diabetes Typ 2 sind auf
defekte Ionenkanile zuriickzufithren. Neben den Forder-
preisen wurde auch der Fritz-Wagner-Preis zur Forderung
der Biotechnologie vergeben. Preistragerin 2002 war Dr.-
Ing. Christina Mundhenke vom Institut fiir Mechanische
Verfahrenstechnik der TU. In ihrer Doktorarbeit hat sie
untersucht, welchen Einfluss das Zerkleinern organischen
Materials, wie Apfel oder Avocado, auf deren Abbau in
Klaranlagen hat.

Quecksilber-Abbau: Verfahren marktreif Drei GBF-
Wissenschaftler haben Ende 2001 den Erwin-Schrédinger-
Preis fiir interdisziplindre Forschung erhalten: Dr. Irene
Wagner-Débler, Prof. Dr. Wolf-Dieter Deckwer und Prof.
Dr. Kenneth Timmis. Sie haben ihre Idee, mit Bakterien
quecksilberbelastete Industrieabwisser zu reinigen, bis zu
einem marktreifen Verfahren entwickelt. Dazu war die
Zusammenarbeit von Okologen, Bioverfahrenstechnikern
und Mikrobiologen erforderlich. Der Stifterverband fiir
die Deutsche Wissenschaft zeichnet solche interdiszi-
plindren Forschungsarbeiten jedes Jahr mit dem Erwin-
Schrédinger-Preis aus, der mit 50 000 Euro dotiert ist.



Mikrobielle Entgiftungs-Trupps: Die elektronenmikroskopische
Aufnahme zeigt stibchenformige Bakterien der Art Pseudo-

monas putida auf Siran, einer keramikartigen Trdgerschicht.

Foto: GBF

GBF-Mitarbeiter im Hochwasser-Einsatz Solidarisch
zeigte sich die GBF mit den Opfern der Hochwasserkatas-
trophen: 50 Mitarbeiter fiillten in Magdeburg Sandsicke
und verstirkten Damme. GBF-Mikrobiologen riickten mit
dem mobilen Umweltlabor in die Uberflutungsgebiete
bei Hitzacker aus: Dr. Wolf-Rainer Abraham und Dr. Dirk
Wenderoth untersuchten Schlamm- und Wasserproben
auf krankheitserregende Bakterien wie Salmonellen und
pathogene E. coli-Stimme. Neben der praktischen Hilfe
sammelten die GBF-Mitarbeiter durch unbezahlte Uber-
stunden auch Geld: Ein Scheck itber 10 000 Euro ging an
das Diakonische Werk Braunschweig fiir die Unterstiit-
zung der Sozial- und Diakoniestation Raguhn (Sachsen-
Anhalt).

- s ™ i - = _
Einsatz: Viele Helfer reichen bei hochsommerlichen

Temperaturen Sandsdcke weiter.

Foto: Gazlig
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Biotech-Labor fiir Schiller Um Schiilerinnen und
Schiiler frithzeitig fiir Wissenschaft und Forschung zu
interessieren, hat die GBF zusammen mit der TU Braun-
schweig und der Bezirksregierung Braunschweig das
biotechnologische Schiilerlabor BioS gegriindet. Das
Vorhaben wird unterstiitzt von der niedersichsischen
Landesregierung und der Helmholtz-Gemeinschaft. Die
Stiftung Nord/LB-Offentliche konnte als Férderpartner
gewonnen werden. Das Biotechnologische Schiilerlabor
steht seit Frithjahr 2002 Schiilerinnen und Schiilern der
Jahrgangsstufen 10 bis 13 offen. Es bietet die Moglichkeit,
durch eigenes Experimentieren grundlegende biotechno-
logische Methoden kennen zu lernen, die in der Schule
nicht gelehrt werden. Das BioS wird von zwei Gymnasial-
lehrerinnen geleitet, die Experimentalkurse fiir Lerngrup-
pen bis zu 24 Schiilern betreuen.

BioS-Labor: Die Schiilerinnen und Schiiler laden DNA-

Fragmente auf ein Agarose-Gel.

Foto: Ammerpohl

Thomas Gazlig geboren 1966, Studium der Biologie
(Dipl.-Biol.) mit Schwerpunkt Biochemie, Biotechnologie
und Genetik (1987-1993, Technische Universitit Braun-
schweig) und Ergdnzungsstudium der Journalistik (Dipl.-
Journ., 1993-1996, Institut fiir Journalistik und Kommu-
nikationsforschung an der Hochschule fiir Musik und
Theater Hannover). Berufliche Stationen: PR-Referent
beim Niedersichsischen Ministerium fiir Wissenschaft
und Kultur (1994-1995) und bei der Offentlichen Versi-
cherung Braunschweig (1995-1998). Seit September 1998
Pressesprecher und Leiter der Presse- und Offentlichkeits-
arbeit der GBE.
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Analyse der Strukturen des Komplexes zwischen Internalin A aus Listeria monocytogenes und humanem E-Cadherin (1i); Dr. Wolf-Dieter Schubert

bei der Montage eines Proteinkristalls auf einem Rontgenmessplatz (mi); Das Arbeiten unter einer sterilen Werkbank ist Vorbedingung fiir viele Arbeits-
schritte, um verldssliche Ergebnisse zu erhalten  Fotos: Bierstedt
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Wechselwirkungen zwischen Mensch und
Bakterien genauer betrachtet

AUTOR | Prof. Dr. Dirk Heinz | Abteilung Strukturbiologie

e Geflrchtete bakterielle Infektionskrankheiten wie Tuberkulose, Keuchhusten und Ruhr sind durch das verstarkte

Auftreten antibiotikaresistenter Keime, den weltweiten Tourismus sowie eine zunehmende Impfmudigkeit —
auch in den Industrienationen — erneut ins Visier der Gesundheitsforschung gertckt. Gleichzeitig er6ffnen die
immensen Fortschritte in der Genom- und Proteomanalyse pathogener Bakterien und des Menschen neue
Maoglichkeiten fur eine zielgerichtete Infektionsforschung. Um gezielt und friihzeitig in den Infektionsprozess
eingreifen zu kénnen, ist es besonders wichtig, die komplexen Wechselwirkungen zwischen Bakterien und
Mensch auf molekularer Ebene zu verstehen. Ein moéglicher Angriffspunkt in den Prozess ist die Eigenschaft
zahlreicher pathogener Bakterien in die Wirtszelle einzudringen und hier, geschitzt vor der Immunabwehr
des Wirts, den Infektionsprozess fortzusetzen. Ziel unserer strukturbiologischen Untersuchungen ist es, die
Wechselwirkungen der am Infektionsprozess beteiligten bakteriellen und humanen Proteine bis auf die atomare
Ebene aufzuschlUsseln. Die auf diese Weise erhaltenen Strukturen der Makromolekile kdnnen als Grundlage

fur die Entwicklung neuer Wirk- und Impfstoffe zur Bekampfung bakterieller Infektionskrankheiten dienen.

Das humanpathogene Bakterium Listeria monocyto-
genes Listeria monocytogenes ist ein human- und tierpa-
thogenes Bakterium, das in der Regel iiber die Aufnahme
kontaminierter Lebensmittel in den Wirt gelangt. Die
Infektion betrifft vor allem Menschen mit geschwichtem
Immunsystem und Schwangere und kann dort zur schwe-
ren Erkrankung Listeriose fithren. Im akuten Stadium tritt
eine haufig todlich verlaufende Hirn- bzw. Hirnhautent-
ziindung auf. Das Gram-positive Bakterium ist in der
Lage, drei essenzielle Barrieren im menschlichen Korper
zu iiberwinden: Darmwand, Plazenta- und Blut-Hirn-
Schranke. In der Zell- und Infektionsbiologie ist L. mono-
cytogenes in den vergangenen Jahren zu einem wichtigen
Modellsystem fiir fakultativ intrazellulare Bakterien
geworden.

®  Elektronenmikroskopische Aufnahme von Listerien,

die an humane Darmzellen anheften.

Foto: GBF



Das Bakterium dringt wihrend der Infektion vollstindig
in die Wirtszelle ein und ist so fiir das humorale Immun-
system mit seinen Antikérpern ,unsichtbar”. In der Wirts-
zelle kann es sich ungehindert fortbewegen, vermehren
und nachfolgend benachbarte Zellen befallen. Zu diesem
Zweck verfiigt das Bakterium {iber ein {iberschaubares
Arsenal von Proteinen, die sogenannten Virulenzfaktoren,
die eine fiir das Bakterium vorteilhafte ,Umprogrammie-
rung” verschiedener Wirtszellprozesse hervorrufen.

So sind zum Beispiel die Proteine der Internalinfamilie
fur die wirtszellspezifische Anheftung und Aufnahme der
Bakterien in die menschliche Zelle verantwortlich und
nutzen fiir den Prozess verschiedene wirtseigene Signal-
transduktionswege. Weitere wichtige Virulenzfaktoren
sind das Listeriolysin und zwei Phospholipasen, mit Hilfe
derer sich die Bakterien nach der Invasion aus Membran-
kompartimenten befreien, sowie ActA, welches das Aktin-
cytoskelett der Wirtszelle umorganisiert und damit die
Motilitdt der geiffellosen Bakterien innerhalb der Wirts-
zelle sicherstellt.

Die Internaline als Schliissel der Bakterien

Listerien sind auf ihrer Oberfliche mit einer Vielzahl

von Proteinen bestiickt, zu denen auch die so genannten
Internaline gehoren. Durch den spezifischen Kontakt mit
Rezeptoren auf der Wirtszelloberfliche vermitteln diese
Proteine die vollstindige Aufnahme der Bakterien in die
Wirtszelle. Da der Prozess der Aufnahme einer Phagozy-
tose dhnelt, die grofiere Restrukturierungen des Wirts-
zellzytoskeletts erfordert, spricht man auch von einer
durch die Bakterien induzierten Phagozytose. Internalin
A (InlA), das fiir die Aufnahme der Listerien iber das
Epithel der Darmzellen verantwortlich ist, wurde im Jahre
1991 entdeckt. Wenig spater wurde mit InlB ein dem
InlA verwandtes Protein identifiziert, das fiir die Invasion
weiterer Wirtszellen wie Leberzellen und Makrophagen
benotigt wird. In der Folge wurden weitere Internalin-
dhnliche Proteine identifiziert, die sich zum Grofiteil
ebenfalls auf der Oberfldche der Bakterien befinden,

wie das Internalin InlH, dessen genaue Funktion aller-
dings noch nicht bekannt ist. Obwohl die meisten dieser
Proteine nur in pathogenen Listeria-Spezies zu finden
sind, konnte ihnen noch keine eindeutige Funktion zuge-
ordnet werden. Beim Betrachten der Aminosduresequenz
wird deutlich, dass Proteine der Internalinfamilie durch
einen modularen Aufbau homologer Sequenzabschnitte,
so genannter Domanen, gekennzeichnet sind. InlA ist mit
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® Infektionszyklus von L. monocytogenes (blau). Gezeigt
ist die Ausbreitung der Bakterien in der Wirtszelle
(beigefarben).

800 Aminosduren der grofdte Vertreter der Internalinfa-
milie. N-terminal besitzt es eine kurze Signalsequenz, die
den Export der Proteine aus der Zelle ermoglicht. Daran
schlieflen sich zwei Bereiche mit sich wiederholenden
Sequenzelementen an, die durch eine ,Interrepeat”(IR)-
Sequenz voneinander getrennt sind. Am C-Terminus
befindet sich ein kurzes Sequenzmotiv (LPXTG), das fur
die kovalente Verankerung des Proteins an der Bakterien-
oberfliche verantwortlich ist, gefolgt von einer hydro-
phoben, transmembanen o-Helix und einem geladenen
cytoplasmatischen Ende. Im reifen Protein fehlen die
beiden letzten Abschnitte.
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® Schematische Darstellung der Aminosduresequenzen

verschiedener Internaline. Die einzelnen Domdnen sind

farblich abgegrenzt.
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Charakteristischstes Merkmal aller Internaline ist das erste
repetitive Sequenzelement, das beim InlA aus 15 Wieder-
holungseinheiten von exakt 22 Aminosauren besteht. Die
periodische Anhdufung von Leucinen bzw. Leucin-dhnli-
chen Aminosduren gibt diesen Wiederholungseinheiten
den Namen ,Leucine-rich Repeat” (LRR). Die Konsensus-
Sequenz des LRR innerhalb der Internaline lautet
xxLxLxxNxLxxLxxLxxLxxL, wobei L und N das Leucin oder
andere aliphatische Aminosauren sowie Asparagin kenn-
zeichnen, x steht fiir beliebige Aminosduren. LRR-Domi-
nen findet man sehr hiufig bei Proteinen eukaryonti-
schen Ursprungs - durch ihre besonderen strukturellen
Eigenschaften sind sie fiir spezifische Wechselwirkungen
mit anderen Proteinen pradestiniert. In allen Internalinen
ist die LRR-Domine von einer Cap-Sequenz und der IR-
Sequenz flankiert, die beide stark konserviert sind. Auch
InlB, das aus 630 Aminosduren besteht, ist an die Bakte-
rienoberfliche assoziiert. Im Gegensatz zum InlA, das
mit einem Peptidoglykan-Anker bindet, umfasst die Bin-
dungsdomine des InlB sdmtliche 232 C-terminalen Ami-
nosduren des Proteins. Und auch N-terminal enthilt InlB
eine LRR-Sequenz, die aus sieben Wiederholungseinhei-
ten besteht. Invasionsstudien mit verkiirzten InlA- und
InlB-Proteinen zeigen, dass der Bereich aus Cap-, LRR-
und IR-Dominen fiir die Invasion der Bakterien aus-
reicht. Sogar Latexkiigelchen, die mit diesen verkiirzten
Proteinen beschichtet wurden, werden von Wirtszellen
aufgenommen. Diese experimentellen Befunde belegen,
dass die Wechselwirkung der Internaline mit Wirtszell-
rezeptoren {iber die LRR-Doménen erfolgt.

Humane Internalin-Rezeptoren Im Jahre 1996 wurde
das humane E-Cadherin als Rezeptor von InlA identifi-
ziert. Es ist ein Oberflichenprotein des Darmepithels,
das fiir den Zusammenhalt der Darmzellen mit verant-
wortlich ist. E-Cadherin gehort zur Superfamilie der Cad-
herine, die sich gegenseitig {iber homophile Wechselwir-
kungen auf Nachbarzellen erkennen und damit unter
anderem fiir den Zellzusammenhalt in verschiedenen
Geweben mit verantwortlich sind. InlB wechselwirkt
spezifisch mit Glycosaminoglycanen und bindet an zwei
unterschiedliche Rezeptoren: gC1g-R, ein Protein des
Komplementsystems und Met, eine transmembrale
Rezeptor-Tyrosinkinase. Gleichzeitig ist Met der Rezeptor
fiir den Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF), der fiir eine
Vielzahl bedeutender physiologischer Vorgiange wie Zell-
wachstum, Wundheilung und Tumormetastasierung
verantwortlich gemacht wird. Met-gesteuerte Signaltrans-
duktionsprozesse betreffen vor allem Reorganisationen
des Aktinzytoskeletts. Eine Reihe von Effekten, die HGF
verursacht, wie etwa das Loslosen von Zellen aus dem
Zellverband, das so genannte ,Cell Scattering”, werden
ebenfalls durch InlB ausgelGst.

Um die Funktionsweise der Internaline und damit des
listeriellen Invasionsprozesses auf atomarer Ebene besser
zu verstehen, haben wir uns in den vergangenen vier Jah-
ren in Kooperation mit Trinad Chakraborty (Universitat
Gieflen) und Jiirgen Wehland (GBF) mit der 3D-Struk-
turanalyse der Listerienproteine befasst. Neben den Struk-
turen der rezeptorbindenden LRR-Domaénen von InlA,
InlB und dem InlH, dessen Funktion noch nicht bekannt
ist, konnten wir kiirzlich auch die Struktur des Komplexes
zwischen der LRR-Domine von InlA und der infektions-
relevanten Domidne des humanen Rezeptors E-Cadherin
aufkldren. Die isoliert betrachteten LRR-Domédnen wer-
den im Gegensatz zu den vollstindigen Proteinen im
Folgenden als InlA', InlB' und InlH' bezeichnet.



BERICHTE AUS DER FORSCHUNG | Wechselwirkungen zwischen Mensch und Bakterien genauer betrachtet ~ 25 -

Strukturanalyse von Proteinen Proteine spielen
bei nahezu allen Lebensprozessen eine bedeutende Rolle.
Dabei ist jedes Protein durch seine charakteristische und
rdumlich definierte dreidimensionale Struktur fiir seine
physiologische Funktion optimiert. Die Aufklirung der
Raumstruktur, also die prazise Lokalisierung der zigtau-
send Atome im Makromolekill, stellt nach wie vor eine
grofde Herausforderung dar. Als Methode der Wahl bei
Proteinen mit einer molekularen Masse von iiber 30 kDa
— dient die Rontgenstrukturanalyse: Aus besonders reinen
und homogenen Proteinlésungen wird zunichst versucht,
— Kristalle zu erzeugen, in denen die Proteinmolekiile mit
hoher Regelmifiigkeit angeordnet sind. Da der Erfolg
einer Proteinkristallisation nicht vorhersagbar ist, gestaltet
sich dieser Prozess hiufig schwierig und zeitaufwindig.
Gelingt es, einen Proteinkristall zu erhalten, wird der
Kristall unter Drehung gebiindelten Rontgenstrahlen aus-
gesetzt. Von gut geordneten Kristallen entstehen so Ront-
genbeugungsbilder mit haufig komplexen Geometrien,

aus denen mehr oder weniger schnell die Information
zur Berechnung der Atomkoordinaten gewonnen werden
kann - je nach Qualitdt und Grofle des Kristalls.

® Vom gereinigten Protein zur Kristallstruktur

Foto: GBF

Kristallstrukturen der Internaline Es ist uns in den
vergangenen Jahren gelungen, gut beugende Kristalle

von InlA', InlB' und InlH' zu erhalten und ihre Strukturen
aufzuklaren. Der auf Aminosiuresequenzebene beobach-
tete modulare Charakter der Internaline setzt sich auch
auf der Ebene der 3D-Strukturen der Proteine fort. Die
Strukturen von InlB' und InlH' zeigen eine zentrale
LRR-Domine, die von einer kleinen aminoterminalen
Cap-Domine und einer carboxyterminalen Immunoglo-
bulin-dhnlichen Domine, einer IR-Region, flankiert ist.
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® Kristalle und daraus erhaltenen Strukturen von InlA', InlB' und InlH'. Die Strukturen bestehen aus der Cap-Domdne (rosa),

LRR-Domiine (violett) und der IR-Domdne (blau) und sind als Binderdiagramm mit den entsprechenden Sekunddrstrukturelementen

(Helices, Loops und f3-Stringe) dargestellt.

Foto: GBF

Im Fall von InlB' besteht die LRR-Doméne aus sieben
Wiederholungseinheiten, diese jeweils aus einem 3-Strang
und einer eng gewundenen 310-Helix, die tiber Schleifen
verbunden sind. In der leicht gebogenen Struktur sind

die spiralférmig angeordneten Wiederholungseinheiten
gestapelt, so dass das parallele f3-Faltblatt die innere,
konkave Seite des Molekiils definiert und die aufeinan-
derliegenden Helices die dufiere, konvexe Seite. Die Leu-
cine und Leucin-dhnlichen Aminosduren der LRRs zeigen
ins Innere der Spirale und bilden den elongierten hydro-

phoben Kern der Domine. Sie sind somit fir ihre Stabi-
litat verantwortlich. Die benachbarten Cap- und IR-
Dominen schirmen diesen hydrophoben Kern gegen
die Umgebung ab und tragen damit zur zusitzlichen
Stabilisierung der LRR-Domaéne bei. Wahrend InlH' mit
acht LRRs dem InlB' sehr dhnlich ist, weist InlA' mit 15
LRRs eine weitaus stirker gekriimmte Struktur auf. Die
IR-Domine, die sich an den C-Terminus anschlief3t, lasst
InlA' wie eine Sichel aussehen.
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Struktur eines Internalin/Rezeptor-Komplexes
Das Aufkldren der Struktur des Komplexes zwischen InlA'

und der N-terminalen Doméne des E-Cadherin Rezeptors
(hEC1) hat uns kiirzlich ermdoglicht, den ersten Schritt
der Listerieninfektion bei atomarer Auflésung zu beob-
achten: Die Adhdsion der Bakterien an die menschliche
Darmwand.

Das sichelférmige InlA' umgreift die kleinere hEC1-
Domine nahezu vollstindig. Physiologisch sinnvoll ist,
dass die C-Termini beider Domiénen in entgegengesetzte
Richtungen weisen, da nur so der erforderliche enge Kon-
takt zwischen Wirts- und Bakterienzellen gewihrleistet ist.
Zahlreiche, vor allem hydrophobe Aminosiuren tragen
zur komplementiren Erkennung der beiden Proteine bei
und die Aminosduren aus nahezu allen LRRs des InlA'
sind an der Wechselwirkung beteiligt. Von besonderem
zellbiologischen Interesse ist ein Prolin an Position 16 in
hEC1, das passgenau in eine hydrophobe Tasche auf der
InlA'-Oberflache bindet.

R168

®  Struktur des Komplexes aus InlA' und hEC1 (griin). Die
Binderdiagramme sind durch die Oberflichendarstellungen
(grau) beider Molekiile unterlegt. Calcium- und Chlorid-
ionen im ,Interface” zwischen beiden Proteinen sind durch
Kugeln dargestellt.

® Wechselwirkung zwischen Prolin 16 von hEC1 (griin)
mit InlA" (violett). Gezeigt ist die in silico-Mutation
der Aminosdure zu einem Glutamat (entsprechend dem
murinen E-Cadherin, gelb), das nicht mehr in die InlA'-

Bindetasche passen wiirde.
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In murinem E-Cadherin befindet sich an dieser Stelle
ein Glutamat, welches durch seine negative Ladung und
Grofie nicht mit InlA wechselwirken kann. Die Struktur
des Komplexes liefert damit eine eindrucksvolle Er-
klarung fiir die Beobachtung, dass Miuse gegeniiber
oral verabreichten Listerien unempfindlich sind. Aller-
dings ist der Komplex aus den beiden Proteinen auf-
fallend schwach. Bindungsstudien mit analytischer Ultra-
zentrifugation - in Kooperation mit Claus Urbanke,
MHH, - zeigen eine Dissoziationskonstante im mikro-
molaren Bereich. Im Falle von starken Protein-Protein-
Komplexen liegen diese Werte meist um Grofienordnun-
gen niedriger. Dennoch heften die Bakterien sich an die
Wirtszelle. Sie bilden wihrend der Adhéision nach und
nach mehrere Komplexe aus, die sich vermutlich - dhn-
lich wie bei einem Reif3verschluss - in ihrer Bindung
unterstiitzen. Zusdtzlich moduliert ein regulatorisches
Calciumion an der Kontaktfliche die Wechselwirkung

zwischen den beiden Proteinen.

e Die Ca’*-Bindestelle im Interface zwischen InlA'
(violett) und hEC1 (griin).

Nach der Invasion erleichtert die Dissoziation des Metall-
ions im Cytoplasma der Wirtszelle vermutlich das rasche
Ablosen der Bakterien von der Wirtszellmembran, so dass
die Bakterien den Infektionsprozess ungehindert fortset-
zen konnen.

E-Cadherin

Zellmembran | !

Zytoplasma

® Modell der InlA-vermittelten Adhdsion von L. monocytoge-
nes (violett) an das humane Darmepithel (griin). Gezeigt
sind die Oberflichendarstellungen der Strukturen von InlA'

und der extrazelluldren Domdnen von E-Cadherin.




Wechselwirkung zwischen InIB und Met Obwohl
die Struktur des Komplexes zwischen InlB und Met
derzeit noch unbekannt ist, konnten wir kiirzlich mit
Hilfe von Mutagenese-Studien zeigen, dass die Wechsel-
wirkung zwischen beiden Proteinen tiber die konkave
Oberfliche der LRR-Domine erfolgt - dhnlich wie beim
InlA/E-Cadherin-Komplex. Uber die gesamte LRR-Domi-
ne des InlB’ erstreckt sich eine Reihe von aromatischen
Aminosduren. Der gezielte Austausch dieser Aromaten
gegen polare Aminosiduren hat gezeigt, dass genau diese
Aminosduren fir die Invasion von Wirtszellen verantwort-
lich sind. Das Wissen um die Struktur der Internaline
erlaubt daher, die Invasion von Listerien auf einzelne

fiir den Infektionsprozess kritische Aminosiuren zu
reduzieren.

Schlussfolgerungen und Perspektiven Wie am Bei-
spiel der Internaline gezeigt, erlaubt die moderne Struk-
turbiologie, Angriffsstellen fiir ein gezieltes Eingreifen in
Infektionsprozesse zu finden und damit neue Moglich-
keiten zur Bekimpfung oder Pravention bakterieller
Infektionskrankheiten zu er6ffnen. Da die bakteriellen
Virulenzfaktoren hiufig wirtseigene Prozesse nachahmen
oder ausnutzen, konnen sie auch als Werkzeuge einge-
setzt werden, um diese Prozesse genauer zu untersuchen.
So ist geplant, auf Basis der Struktur des InlA'/hEC1-Kom-
plexes, InlA'-Varianten mit einer wesentlich hoheren Affi-
nitit zu E-Cadherin herzustellen. Diese Mutanten kénn-
ten anschlieffend dazu genutzt werden, die Signalkaskade
in der Wirtszelle zu untersuchen, die E-Cadherin auslost.
Ein weiterer Ansatz wire, eine InlA'-Mutante zu ent-
wickeln, die murines E-Cadherin erkennt und damit ein
Analysewerkzeug fiir die intestinale Listerieninfektion

im Mausmodell liefert. Da mit Internalinen beschichtete
Latexkugeln effizient von Wirtszellen aufgenommen
werden, konnten {iber diesen Ansatz Wirkstoffe gezielt in
Zellen, wie etwa Krebszellen, eingeschleust werden.
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Bedeutung von Infektionskrankheiten

Infektionskrankheiten stellen eine der gréBten Bedrohungen flr die menschliche Gesundheit dar. Etwa

ein Drittel aller Todesfalle weltweit sind darauf zurickzuftuhren. Mikroorganismen sind fir mindestens

15 Prozent aller neuen Krebserkrankungen, wie Magen-, Leber- und Gebarmutterhalskrebs verantwort-

lich. Zudem scheinen sie an der Entstehung vieler chronischer Erkrankungen beteiligt zu sein, wie neu-

rologische und entzindliche Beschwerden sowie Herz- und GefdaBkrankheiten. AuBerdem ist bei vielen —

nicht durch Infektionen ausgeldsten Primarerkrankungen wie Traumata und chronischen Lungenleiden

die Todesursache letztlich doch eine Infektion. Noch schwieriger wird die Situation durch das Auf-

tauchen neuer Krankheitserreger wie HIV, Helicobacter pylori, Hanta-Virus und dem Hepatitis-C-Virus —

sowie durch das Wiederaufleben von Krankheiten wie Diphtherie und Tuberkulose, welche man bereits

zu kontrollieren glaubte. Globale Klimaerwarmung und zunehmende Mobilitat sorgen zusatzlich fur die

Verbreitung tropischer Krankheiten in gemaBigte Klimagebiete hinein. SchlieBlich sind altere Menschen

und Patienten mit geschwachtem Immunsystem besonders anfallig fur opportunistische Erreger.

Vorbeugung und Therapie Krankheitsvorsorge und
Therapie sind zwei sich erginzende Ansitze, um Infekti-
onskrankheiten zu bekimpfen. Die Therapie infizierter
Patienten wird allerdings erschwert durch sich immer
weiter ausbreitende, antibiotikaresistente Erreger. Auf

der anderen Seite impliziert ein tibermifiiges Vertrauen
in die Therapie, dass menschliches Leiden und potenziel-
le Folgeschdden auf Grund von Krankheiten akzeptiert
werden missen. Dazu kommen die mit der Behandlung
verbundenen hohen direkten und indirekten Kosten. Es
ist deshalb unumginglich, die Suche nach prophylakti-
schen Mafinahmen zur Pravention von Infektionskrank-
heiten zu verstarken. Die Hauptstrategie bei der Krank-
heitspravention ist der Schutz anfilliger Personen und die
Verhinderung der Ausbreitung von Erregern: zum einen
durch hygienische Mafinahmen, wie die Verbesserung
der Wasserqualitit, das Vermindern von Reservoires, in
denen sich die Krankheitserreger vermehren kénnen, und
die Isolierung infizierter Patienten sowie durch Impfung,
die kostengiinstigste Moglichkeit.

Obwohl Impfstoffe normalerweise genutzt werden, um
das Entstehen von Infektionskrankheiten zu verhindern,
nimmt seit kurzem auch das Interesse an therapeutisch
wirksamen Impfstoffen zu. Die Stimulation des Immun-
systems infizierter Personen durch eine aktive Immunisie-
rung allein oder in Kombination mit konventioneller
Therapie kann zu verbesserten Heilungschancen bezie-
hungsweise verkiirzten Behandlungszeiten fithren. Zudem
konnen Impfstoffe zur Immuntherapie und zur Immun-
prophylaxe von Krebs und zur Behandlung einer Reihe
von nicht-infektiosen chronischen Erkrankungen dienen
sowie zur Geburtenkontrolle bei Mensch und Tier einge-
setzt werden. Nach wie vor gibt es fiir viele Krankheiten
noch keine Impfstoffe oder sie sind in Bezug auf Wirk-
samkeit, Stabilitdt oder Kosten noch nicht ausreichend
entwickelt. Deshalb besteht nach wie vor ein dringender
Bedarf an neuen und verbesserten Impfstoffen.
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Mukosale Impfstoffe Die meisten Krankheitserreger
infizieren die Schleimhiute entweder direkt oder miissen
sie wahrend der ersten Infektionsschritte durchdringen.
Daher ist das Hervorrufen einer lokalen, effizienten Im-
munantwort als erste Verteidigungslinie notwendig.

Vorteile der mukosalen Vakzinierung
- ]

hohe Akzeptanz

geringe Nebenwirkungen

.

Stimulation sowohl der systemischen als auch der

mukosalen Immunantworten

Verstarkte Blockierung der mikrobiellen Besiedlung

Verminderung der mikrobiellen Ubertragung zu

empfindlichen Wirten

.

einfache und kostengunstige Applikation

® Mukosale Aktivierung von B-Zellen. Das Antigen wurde von APC aufgenommen, prozessiert und auf

MHC-II-Molekiilen den T-Zellen prisentiert. Aktivierte T-Zellen unterstiitzen antigenspezifische B-Zel-

len und modulieren die induzierte Immunantwort. Die Sekretion von IL-4 und IL-5 fiihrt hierbei zur

IgG1-Produktion, wohingegen die Sekretion von TGF-f! den Isotypwechsel zu IgA and IgG2b stimuliert.

Sekretorische IgA-Proteine spielen durch ihre neutralisierende Wirkung direkt am Penetrationsort des

Pathogens eine bedeutende Rolle.

Die Stimulation einer spezifischen Antwort gegen den
Krankheitserreger am Ort des Eindringens wird die Be-
siedelung verhindern und damit auch das Risiko einer
weiteren Ubertragung auf andere empfingliche Wirte
verringern. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass Impf-
stoffe, die Giber die Schleimhiute appliziert werden, eine
natiirliche Infektion nachahmen und daher eine effizien-
te mukosale und systemische Immunabwehr hervorrufen.
Impfstoffe, die parenteral verabreicht werden, stimulieren
dagegen hauptsichlich eine systemische Immunantwort.
Mukosale Impfungen kénnen auch Immunantworten an
entfernten Schleimhduten hervorrufen. Auf der anderen
Seite sind Antigene, die tiber diese Route verabreicht wer-
den, leider meist wenig immunogen. Dies beruht unter
anderem auf einer schnellen Degradation durch lokale
Enzyme und schlechter Penetration; das lokale Milieu
vermittelt zudem Immuntoleranz.




Daher wurden verschiedene Strategien entwickelt, um die
Immunogenitdt von mukosal applizierten Antigenen zu
erhohen: durch ihre Expression in lebenden, attenuierten
Bakterien oder viralen Tragern; ihre Inkorporation in
physikalische oder biologische Partikel, Liposome, Viro-
some oder immunstimulatorische Komplexe, so genannte
ISCOMs; ihre Expression in transgenen Pflanzen und
ihre Koadministration mit mukosalen Adjuvantien.
Jedoch reicht die Antigenverabreichung alleine nicht

aus, eine schiitzende Immunantwort zu erzeugen.

Eine erfolgreiche Immunisierung setzt die Auslosung
einer addquaten Art der Immunantwort voraus, wie etwa
Antikorper im Vergleich zu Zell-vermittelter Immunitit.
Eine erfolgreiche Impfung erfordert daher die Auswahl
des geeigneten Antigens wie eine zweckentsprechende
Formulierung und Verabreichungsmethode. In diesem
Zusammenhang haben neue Studien gezeigt, dass es
moglich ist, eine gewiinschte Immunantwort auf systemi-
scher und mukosaler Ebene durch die Kombination
verschiedener Strategien und Technologieplattformen

zu erzeugen, beispielsweise mit dem Verabreichen von
Antigenen in so genannten ,Prime-Boost”-Impfungs-
protokollen.

Lebendimpfstoffe als Antigen-Liefersystem

Sowohl attenuierte als auch kommensale Mikroorganis-
men wurden bisher als Lebendimpfstoffe und Trager

fiir Vakzinantigene eingesetzt. Fur die Nutzung von
kommensalen Mikroorganismen spricht ihr ausgezeich-
netes Sicherheitsprofil und die Mdglichkeit einer langan-
haltenden, lokalen Expression des gewiinschten Antigens.
Auf der anderen Seite sind attenuierte Pathogene sehr
attraktiv, da diese gleichzeitig sowohl einen Schutz gegen
das Pathogen selbst einfiihren als auch eine spezifische
Immunantwort gegen das heterologe Antigen. Indem
Deletionen in Gene eingefiihrt werden, welche entweder
essenziell fiir den Virulenzprozess oder den bakteriellen
Stoffwechsel sind, konnen Bakterien attenuiert werden.

BERICHTE AUS DER FORSCHUNG | Neue verbesserte Impfstoffe zum Schutz vor Krankheiten 33 -

Durch das Einbringen von unterschiedlichen attenuieren-
den Deletionen wird das Risiko einer Umkehrung zum
virulenten Typ vernachlassigbar gering. Dariiber hinaus
wurden Mutationen identifiziert, die sogar fir immun-
geschwichte Wirte sicher und vertraglich sind. Der Ein-
satz dieser Bakterien als Antigen-Liefersystem ist mit allen
generellen Vorteilen einer mukosalen Immunisierung ver-
bunden. Zusitzliche Vorteile ergeben sich aus den gerin-
gen Herstellungskosten, der einfachen Lagerung und
Aufrechterhaltung der Kiihlkette sowie bei den niedrigen
Lieferkosten. All diese Eigenschaften erlauben dieser
Immunisierungsstrategie einen effektiveren Einsatz bei
Massenimmunisierungen. Dies gilt im besonderen fiir
Entwicklungsldnder.

Neueste Studien haben gezeigt, dass diese bakteriellen
Vektoren auch fiir die Lieferung von so genannten
DNA-Vakzinen eingesetzt werden konnen. Statt aufge-
reinigten Antigenen werden eukaryotische Expressions-
vektoren als gereinigte DNA appliziert, die fiir die aus-
gewihlten Antigene kodieren. Die Zielzellen produzieren
dann selbst die Antigene durch ihre Biosynthese. Die
bisherige DNA-Immunisierungsstrategie ist jedoch sehr
ineffizient, da mehrmalige Gaben und hohe Dosen
benotigt werden.

Eigenschaften von Lebendimpfstoffen
|

Replikation im Wirt

limitierte Anzahl von Impfdosen benétigt

keine Adjuvantien notwendig

Prasentation tiber die natirliche Infektionsroute

Ubertragbarkeit auf nicht immunisierte Individuen

variable Sicherheit bei immungeschwachten Wirten

einfache Produktion, Transport und Lagerung
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Der Einsatz von bakteriellen Vektoren als Antigen-Liefer-
systeme benotigt keine DNA-Aufreinigungsschritte und
erlaubt zusitzlich eine gezielte Aufnahme durch Antigen-
prasentierende Zellen (APC). Dariiber hinaus besitzen sie
eine Eigenschaft als natiirliches Adjuvans. Hierbei spielen
die verschiedenen bakteriellen Komponenten wie Zell-
wand-Degradationsprodukte und unmethylierte DNA
eine wichtige Rolle, da diese Komponenten eine unter-
stiitzende Wirkung auf die angeborene Immunitit und
die Reifung der APC durch die Aktivierung von Musterer-
kennungsrezeptoren besitzen. Auf diese Weise wird im
lokalen Umfeld die Antigenprasentation gefordert. Zahl-
reiche Studien belegen, dass der Einsatz von Bakterien
sowohl als Trager von konventionellen Protein-Impfstof-
fen als auch von DNA-Vakzinen einen effizienten Schutz
gegen Infektions- oder Tumorerkrankungen auslost.

Zusitzlich wurde durch den bakteriell vermittelten Trans-
fer von Genen gezeigt, dass dies eine attraktive Alternative
fiir die Therapie von Erkrankungen ist, da Makrophagen,
dendritische Zellen oder Hepatozyten die natiirlichen
Ziele der bakteriellen Vektoren sind.
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® Attenuierte Salmonella-Stimme als Trdger von Protein- oder DNA-
basierten Impfstoffen. Nach der oralen Immunisierung von IFNy-
KO-Moiusen mit Salmonella, die ein Plasmid tragen, welches fiir
das murine IFNy kodiert, waren diese gegen bakterielle Infektionen
geschiitzt. Diese Salmonella-vermittelte DNA-Vakzinierung war
dariiber hinaus in der Lage einen Schutz gegen eine letale Dosis von
Listeria monocytogenes zu stimulieren. Ferner verhinderte die
Immunisierung mit Salmonella, die ein Tumor-assoziiertes Antigen
exprimierten, nach Gabe eines aggressiven murinen Fibrosarcomas
die Tumorentwicklung.

Physikalische und biologische Partikel Antigene
konnen in physikalischen Partikeln wie Mikrosphiren,
virusdhnlichen Partikeln und bakteriellen ,Ghosts”,
verpackt werden. Nach der Inkorporation der Antigene,
durch Adsorption oder chemischer Bindung zu diesen
physikalischen Partikeln, konnen stiarkere Immunantwor-
ten induziert werden, indem die Antigene vor Degradati-
on geschiitzt werden. Dieser Vorgang wird durch die
Aufnahme der Partikel durch APC unterstiitzt.

Rekombinante virusdhnliche Teilchen bilden einen neuen
Ansatzpunkt der Impfstoffentwicklung. Rekombinante
DNA-Methoden erlauben die Anbindung von fremden
Epitopen in Proteine mit Multimerisierungskapazitat —
wie virale Kapside oder Hiillproteine. Diese fordern durch
ihre hohen symmetrischen Strukturen und immunologi-
schen Wirkungen die Stimulation von humoralen und
zelluldren Immunantworten gegen die fremden Epitope.

Einen besonderen Typ von Partikeln stellen die soge-
nannten ,bakteriellen Ghosts” dar. Diese werden durch
die kontrollierte Expression des PhiX174-Gens E in
Gram-negativen Bakterien erzeugt. Das Protein bildet
Trans-Membran-Tunnel durch die Zellhiille. Bakterielle
Ghosts besitzen zwar intakte Hiillstrukturen, zeigen aber
einen kompletten Verlust des Zytoplasmas. Die Ghostpar-
tikel werden spezifisch von APC erkannt und aufgenom-
men. Strukturelle Komponenten - der Ghostpartikel als
potente Gefahrensignale - lassen die APC reifen. Ghosts
konnen nicht nur als Impfstoffe, sondern dariiber hinaus
auch als Antigen-Liefersysteme eingesetzt werden, da sie
direkt mit Antigenen beladen oder rekombinante Anti-
gene vor der Lyse exprimiert werden konnen.



Liposome, ISCOMs und Virosome Liposome sind
bereits vielfach als Antigen-Liefersysteme verwendet wor-
den. Liposome sind Mizellen, die sich bilden, wenn man
Phospholipide mit Wasser mischt. Dabei schlieflen die
Mizellen das in der widssrigen Phase gel¢ste Antigen ein
und schiitzen es gegen Degradation. Somit wirken Lipo-
some auch als Adjuvantien. ISCOMs bestehen aus Chole-
sterol, Lipiden, Immunogenen und Saponinen. Sie iiber-
nehmen die gleichen Funktionen wie Liposome sowohl
bei parenteraler als auch mukosaler Vakzinierung. Viro-
some sind unilamellare Vesikel aus leeren Influenza-
Virushiillen ohne virales Erbgut. Sie besitzen die funktio-
nalen viralen Glykoproteine, die sowohl MHC-I- als auch
MHC-II-Immunantworten stimulieren. Nach Phagozytose
der Virosomen verandert sich in den Endosomen durch
Ansiduerung die Konformation des Hamagglutinins. Dies
16st die Membranfusion und Freisetzung der Virosome
ins Zytoplasma aus. Antigene, die an virosomalen Ober-
flachen sitzen, werden in den APC-Endosomen teilweise
verdaut, so dass die Antigene auf MHC-II-Molekiilen
prasentiert werden. Die Antigene von Virosomen, die
durch Membranfusion aus den Phagosomen in das Zyto-
sol gelangt sind, werden auf MHC-I-Molekiilen prisen-
tiert. Virosome schiitzen Antigene vor verfrithter Degra-
dation, bilden einen Depot-Effekt und besitzen eine
hochrepetitive virusdhnliche Struktur, die selbst stimu-
lierend auf das Immunsystem wirkt.

Transgene Pflanzen Die Gentechnologie hat das
Einbringen einer Vielzahl unterschiedlicher Gene in
Pflanzen ermoglicht. Impfantigene in Nahrungsmitteln
wie Bananen und Kartoffeln erméglichen die Aufnahme
durch den Verzehr rekombinanter Pflanzen. In Getreide
exprimierte Vakzinantigene erweitern die Anwendung auf
die Veterindrmedizin und erleichtern die Lagerung und
Konservierung. Interessanterweise kann diese Strategie
zur Entwicklung immun-kontrazeptiver Impfstoffe fiir
Pflanzenfresser verwendet werden.
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Mukosale Adjuvantien Ein andere Methode, um

eine effiziente Schleimhautimmunantwort zu stimulieren,
basiert auf dem Einsatz mukosaler Adjuvantien. Zum
einen konnen Antigene einfach mit Adjuvantien gemischt
und dann verabreicht werden. Alternativ kann das Adju-
vans auch kovalent mit dem Antigen verbunden werden.
In diesem Fall agiert das Adjuvans als Trager und stabili-
sierender Anteil. Mukosale Adjuvantien kénnen dartiber
hinaus mit anderen mukosalen Liefersystemen wie
Lebend-Vektoren, physikalischen Partikeln oder Liposo-
men kombiniert werden. Einen aufregenden Forschungs-
ansatz stellt die Entwicklung von chimiren Molekiilen
dar, bei dem Anteile verschiedener Adjuvans- und Ziel-
strukturen kombiniert werden. Diese Vorgehensweise
steigert dramatisch die Kapazitit verschiedener Antigen-
Liefersysteme, auf die Immunantwort modulierend einzu-
wirken. Bakterielle Toxine wie das Cholera-Toxin oder
Escherichia coli hitze-labiles Toxin und ihre Derivate waren
die ersten Molekiile, die zu diesem Zweck eingesetzt wur-
den - allerdings durch ihre Toxizitat stark eingeschrankt.
Daher wurden ungiftige Derivate entwickelt, die dennoch
die Eigenschaften eines Adjuvans aufweisen. Auch mehre-
re Komponenten von Gram-positiven und -negativen
Bakterien wurden als Adjuvantien verwendet.
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Unter ihnen das nichttoxische Lipopolysaccharid-Derivat
Monophosphoryl Lipid A, welches sehr starke immun-
stimulatorische Eigenschaften besitzt sowie die Muramyl-
dipeptid-Derivate MDP-Lys!8 und N-acetylglucosaminyl-
N-acetylmuramyl-Dipeptid, die eine verbesserte Biover-
fiigbarkeit und verminderte Toxizit4t aufweisen.

Wir haben kiirzlich gezeigt, dass das von Mycoplasma fer-
mentans abstammende synthetische Makrophagen aktivie-
rende Lipopeptid 2 (MALP-2) zelluldre und humorale
Immunantworten gegen Antigene sehr effizient verstirken
kann - wenn diese entweder iiber die parenterale oder
die Schleimhautroute zusammen mit MALP-2 verabreicht
werden. Wenn MALP-2 intranasal verabreicht wird, fiihrt
es zu einer Rekrutierung und Reifung von APC auf der
Ebene des nasal assoziierten lymphatischen Gewebes.
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e Effiziente Stimulierung des nasal-assoziierten lymphoiden
Gewebes (NALT) durch den Einsatz von MALP-2 als muko-
sales Adjuvans. (A) Freigelegtes NALT-Gewebe (Pfeile) in
der Nasenhohle und (B) Haematoxylin-Eosin-Farbung von
NALT-Gefrierschnitten bei einer Vergroflerung von 2,5x.
(D) Durchflusszytometrische Analyse von Makrophagen
16 h nach intranasaler Administration mit MALP-2 zeigt
eine Rekrutierung von 12,42% MAC-1-positiven Zellen im
Vergleich zu 2,01% bei den Kontrollen (C). (E) Dabei wei-
sen die Makrophagen eine Hochregulation der Expression
von MHC-I-, kostimulatorischen- (CD80) und Adhdsions-
Molekiilen (CD54) auf. (F) Die lokale Rekrutierung und
Aktivierung von APC resultiert in einer verbesserten Immu-
nantwort gegen gleichzeitig verabreichte Impfstoffantigene.
Signifikant verbesserte zelluldre und humorale (sowohl
systemisch und mukosal) Immunantworten gegen das
HIV-1-Tat-Protein wurden nach der intranasalen Immuni-
sierung mit MALP-2 nachgewiesen. Die Resultate sind hier-
bei als Verhdltnis der Messwerte von mit TAT + MALP-2
gegen TAT immunisierte Mduse dargestellt.

Nasale Impfungen mit dem HIV-1-Tat-Protein - zusam-
men mit MALP-2 verabreicht - konnten eine effiziente
humorale und zelluldre Immunantwort auf systemischer
Ebene auslosen. Zudem wurden sehr effektiv Tat-spezifi-
sche Schleimhautimmunantworten sowohl an der Impf-
stelle als auch in entfernteren Schleimhautregionen wie
dem Urogenitaltrakt ausgelost. Dies zeugt von einer effi-
zienten Wanderung und Ansiedlung aktivierter B-Zellen.

Unmethylierte CpG-Motive, die normalerweise nicht in
Saugetier-DNA vorkommen, haben auch direkte immun-
stimulatorische Effekte auf Immunzellen. Viele Basen-
kombinationen mit stimulatorischer Aktivitdt verbessern
die Immunantwort durch Impfung tiber die Schleimhiute
oder die parenterale Route. Auch einige antivirale Wirk-
stoffe wie Imidazoquinoline sind in der Lage, die Im-
munantwort zu verstirken. Ein Molekil, das durch die
Vernetzung des L-alanine-D-isoglutamin-Restes von Mura-
myldipeptid mit Adamantylamiddipeptid entsteht, stellt
ein weiteres effizientes mukosales Adjuvans mit einem
angemessenen Sicherheitsprofil fiir den Gebrauch beim
Menschen dar.

Wir haben kiirzlich gezeigt, dass das Fibronektin-binden-
de Protein Sfbl von Streptococcus pyogenes ein effizientes
Schleimhautadjuvans ist. Es ist in der Lage, die zelluldren-
und humoralen sowie Schleimhaut-Immunantworten
erheblich zu verbessern, wenn es zusammen mit einem
Antigen verabreicht oder an dieses gebunden wird. Ob-
wohl der Gebrauch dieses Molekiils eine dominante Th2-
Antwort fordert, wurden auch zytotoxische T-Lympho-
zyten stimuliert. Funktionsstudien zeigen, dass Sfbl die
antigenprisentierenden Zellen aktiviert und reifen lasst.
Damit erfolgt die Adjuvanswirkung tiber die Fibronektin-
bindenden Domidnen von Sfbl. Dieses interessante Mole-
kil ist auch ein viel versprechender Kandidat fiir ein
Impfstoffantigen, denn immunisierte Miuse sind gegen
eine letale Dosis von virulenten S. pyogenes Bakterien
geschiitzt. Die Koadministration eines mukosalen Adju-
vans ist nicht notig.

Deshalb ist dieser Impfstoffkandidat mit gleichzeitiger
Adjuvanseigenschaft ein vielversprechender Kandidat fiir
die Entwicklung von Multikomponentenimpfstoffen
gegen S. pyogenes.
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® Fibronektin-bindendes Protein 1 (Sfbl): Viel versprechender
Impfstoffkandidat mit Adjuvans-Wirkung gegen S. pyoge-
nes. (A) Schematische Struktur des Sfbl-Proteins und dem
rekombinanten H12-Derivat. (B) Die intranasale Immuni-
sierung von Mdusen mit dem H12-Fragment in der An-
oder Abwesenheit von CTB zeigten einen Schutz gegen eine
letale Dosis mit einem virulenten S. pyogenes-Stamm. (C)
Stimulation einer effizienten Sfbl-spezifischen mukosalen
IgA Immunantwort bei Mdusen, die mit dem Sfbl-H12-
Fragment, allein oder mit CTB als mukosales Adjuvans

immunisiert wurden.

Ausblick Die Entwicklung und Anwendung von Impf-
stoffen ermoglicht es, humane Erkrankungen effizient zu
bekimpfen und damit zu kontrollieren. Trotz ihrer Effek-
tivitit wurde die erste Impfstoff-Generation durch empi-
rische Basisdaten entwickelt. Die in den letzten Jahren
gewonnenen wissenschaftlichen Erkenntnisse in der
mikrobiellen Pathogenese, Immunologie und Vakzino-
logie haben die Entwicklung einer neuen Generation ein-
deutig definierter und damit verbesserter Impfstoffe er-
leichtert. Diese neuen Impfstoffe haben ein optimiertes
Sicherheitsprofil und hohere Effektivitit. Neue Antigen-
Liefersysteme, Adjuvantien und Impfstoffstrategien er-
moglichen zudem eine Feineinstellung der Immunant-
worten. Das Verabreichen von Impfstoffen iiber die
Schleimhiute wird die Akzeptanz in der Bevolkerung ver-
bessern. Die Stimulation der mukosalen Immunantwor-
ten blockiert zusitzlich sehr frith den Infektionsvorgang,
da der mikrobielle Ubertragungszyklus zum Wirt unter-
brochen wird. Diese Entwicklungen werden eine Schliis-
selrolle fiir eine effiziente Krankheitspravention beim
Menschen spielen.

| Neue verbesserte Impfstoffe zum Schutz vor Krankheiten =~ 37

® Faiza Rharbaoui, Thomas Ebensen, Claudia Link, Karina

Watzke, Elena Reinhard, Urte Jiger, Kai Schulze, Carola de

Domenico, Pablo Becker, Carlos A. Guzmdn, Lothar H.
Staendner, Axel Fey, Stefan Borsutzky und Karin-Heide
Planck-Schumacher. (von links nach rechts)

Foto: Schulze, GBF
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Mikrotubuli (rot) bilden einen Teil des Cytoskeletts der Zelle (1i). Die in Myxobakterien gefundenen Tubulysine bewirken einen Abbau dieser Mikrotubuli
(mi). Durch chemische Modifikation sollen solche Verbindungen gefunden werden, die gezielt die Mikrotubuli sich teilender Zellen treffen. Dies fiihrt zur

Ausbildung eines abnormalen Spindelapparats (re), wodurch eine Teilung von Krebszellen verhindert wird (Zellkerne und Chromosomen blau gefirbt).
Fotos: GBF
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Programm ,Infektion und Immunitat”

PROGRAMMSPRECHER | Prof. Dr. Jirgen Wehland | Abteilung Zellbiologie

.Der Kampf gegen Infektionskrankheiten ist gewonnen”. Diese AuBerung des amerikanischen obersten
Sanitatsoffiziers General William H. Stewart spiegelte 1962 die Auffassung der Gesundheitsbehorden
und der Offentlichkeit Gber den medizinischen Stellenwert von Infektionskrankheiten nur zu gut wider.
Man war der festen Uberzeugung, dass Infektionskrankheiten keine Bedrohung mehr darstellten -
anders als zu Beginn des Jahrhunderts. Mit der Entwicklung von Antibiotika und Impfstoffen errang die
medizinische Forschung einen ihrer gréBten Erfolge. Das Beherrschen von Kinderlahmung, Masern und
Pocken schuf eine Atmosphare der Sicherheit. Das fuhrte zwangslaufig dazu, dass die medizinische For-
schung und ebenso die 6ffentliche Meinung diesem Gebiet kaum noch Beachtung schenkten. Zudem
investierte die pharmazeutische Industrie kaum mehr in die Entwicklung neuer antimikrobieller Wirk-

stoffe und Impfstoffe. Deutschland, einst fihrend in der Impfstoffentwicklung, schrankte die industriel-

len Aktivitaten auf diesem Gebiet stark ein.

Alarmierende Entwicklungen Inzwischen hat ein
Paradigmenwechsel stattgefunden. Mehr als 17 Millionen
Menschen sterben weltweit jedes Jahr als Folge von Infek-
tionskrankheiten - ein Drittel aller krankheitsbedingten
Todesfille. Obwohl Entwicklungslander am stirksten
betroffen sind, stellen Infektionskrankheiten inzwischen
auch ein zunehmendes Problem fiir die Industrienatio-
nen dar. Neu auftretende Infektionen wie HIV und SARS
haben verheerende Folgen und werden durch den welt-
weiten Austausch von Blutprodukten und interkontinen-
tale Reiseaktivititen schnell verbreitet. Umweltbedingte
Einfliisse oder Anderungen in der Verarbeitung von Nah-
rungsmitteln in den Industrienationen begiinstigen das
Auftreten neuer infektitser Agenzien, wie das Beispiel
BSE sehr deutlich zeigt. Zunehmende Antibiotikaresisten-
zen lassen viele Infektionskrankheiten wiederaufleben,
die bislang als besiegt galten. Gegen alle verfiigbaren
Wirkstoffe konnen Erreger in der Regel Multiresistenzen
entwickeln, wie im Fall von Tuberkulose und Malaria
sehr deutlich wird.

A : :

Untersuchungen zu Infektionskrankheiten: Halsabstrich bei

einem Mddchen aus Indien

Foto: Gazlig, GBF
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Todesfalle durch infektiése Kranheiten, 2001

Durch Impfung verhutbare
‘ Kinderkrankheiten 9 %

‘ Tuberkulose 11 %

‘ Andere Infektionskrankheiten 13 %

Nach WHO-Report 2002

Dariiber hinaus stellen opportunistische Infektionen ein
erhebliches Problem fiir immunsupprimierte Personen
und fiir die dltere Bevolkerungsschicht dar. Trotz dieser
mebhr als alarmierenden Entwicklungen sind die Moglich-
keiten fiir die Etablierung neuer Diagnostika und effek-
tiver therapeutischer Strategien besser als je zuvor. Die
systematische Genomanalyse kann Informationen iber
potenzielle Wirkstoffziele beziiglich der Entwicklung
neuer Antibiotika liefern. Ein detaillierteres Verstindnis
der Funktionen individueller Gene bildet die Grundlage
fiir die gezielte Entwicklung chemotherapeutischer Ansit-
ze - insbesondere die Interaktionen zwischen mikrobiel-
len und Wirtszellgenen. Die funktionelle Genomanalyse
eroffnet auch die Moglichkeit, molekulare Mechanismen
von Immunreaktionen und die genetische Suszeptibilitit
von Infektionskrankheiten besser zu verstehen. Unsere
Kenntnis der molekularen und zelluldren Bestandteile des
Immunsystems ermoglicht es zudem, Immuntherapien
einzusetzen, die weit tiber die Prophylaxe hinausgehen
und therapeutische Interventionen einschliefien.

Unser heutiges Verstindnis des Immunsystems geht weit
tiber dessen protektive Funktionen bei Infektionskrankhei-
ten hinaus. So schiitzt es den Wirtsorganismus nicht nur
gegen Mikroorganismen, sondern ist auch darauf speziali-
siert, veranderte zellulare Antigene zu detektieren. Wir ver-
stehen hingegen kaum, wie bestimmte Mikrooganismen
das Immunsystem unterwandern oder umgehen. Latente
Infektionen sind die Folge.

Malaria 8 % ‘

Akute Atemwegsinfektionen 27 % |

HIV/AIDS 19 % ‘

Durchfallerkrankungen 13 % |

Infektion und Immunitat Im GBF-Forschungspro-
gramm ,Infektion und Immunitit” liegt der Schwerpunkt
der Grundlagenforschung auf Infektionsmechanismen
und Immunitit. Gerade die Schnittstelle dieser Arbeitsge-
biete stellt ein sehr grofies Potenzial fiir die Entwicklung
neuer Wirkstoffe und Strategien fiir die Pravention und
Behandlung von Infektionskrankheiten dar.

Das Ziel des Programms ist, essenzielle Mechanismen der
Entstehung und Entwicklung von Infektionskrankheiten
zu verstehen. Dazu werden nicht nur Modell-Mikroorga-
nismen und ihr Pathogenitatsverhalten untersucht, son-
dern auch detailliert immunologisch analysiert. Die indi-
viduellen molekularen und zelluliren Schritte im Verlauf
eines Infektionsprozesses sollen aufgeklirt werden, ebenso
wie die Mechanismen, die bestimmte Mikroorganismen
entwickeln, um Krankheiten zu verursachen. Ferner wol-
len wir detaillierte Einblicke in die grundlegenden Ab-
wehrmechanismen gewinnen, die es dem Wirtsorganis-
mus ermoglichen, Infektionen zu kontrollieren und

zu eliminieren.

Die Themenbereiche des Forschungsprogramms

Mikroorganismen

Pathogenese

Immunbiologie

Pravention und Therapie
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Topic 01 — Mikroorganismen

Prof. Dr. G. Singh Chhatwal | Abteilung fiir Mikrobielle Pathogenitédt und Impfstoff-

forschung

Mikrobielle Infektionen gehoren zu den Hauptursachen menschlicher Krankheiten. In diesem For-
schungsthema geht es um die molekulare Analyse von Mikroorganismen mit dem Ziel, bakterielle Viru-
lenzfaktoren zu identifizieren und zu charakterisieren sowie ihre Struktur zu bestimmen. Der Hauptfo-
kus liegt auf pathogenen Streptokokken sowie Listerien. Ebenfalls Thema dieses Topics: Die
Genomanalyse des probiotischen E.coli-Stamms Nissle 1917 und Myxobakterien als bakterielle Wirkstoff-

produzenten.

Streptokokken der Gruppe A verursachen ein breites Spektrum an Krankheiten. Dazu gehéren Invasi-
ons- und Folgekrankheiten wie rheumatische Herzbeschwerden. Pneumokokken verursachen verhaltnis-
maBig harmlose Krankheiten wie Otitis media, aber auch lebensbedrohliche wie Pneumonien und
Meningitis. Vergleichende Genom/Proteom-Studien und Expressions-Profile werden genutzt, um Kandi-
datengene zu identifizieren, die fur Virulenzfaktoren in pathogenen Streptokokken kodieren. Gene, die
nur in bestimmten Subpopulationen vorhanden sind, kénnen mit spezifischen klinischen Darstellungen
assoziiert werden. Besonderes Augenmerk wird der Identifikation potenzieller Streptokokkenrheumatis-
musfaktoren sowie bakterieller EiweiBe gewidmet, die mit der extrazelluldaren Matrix interagieren oder
die an der bakteriellen Adhé&sion und Invasion sowie dem intrazelluldren Uberleben beteiligt sind.
Zudem sollen die Proteine identifiziert werden, die eine wesentliche Rolle fiir das Uberleben und die
Beweglichkeit der pathogenen Bakterien in der Zelle spielen ebenso wie fir ihre Verbreitung von Zelle
zu Zelle. Anhand des Modellsystems Listeria monocytogenes sollen in einem ersten Schritt Anderungen
im Expressionsmuster und post-translationale Modifikationen von Membranproteinen unter verschiede-

nen physiologischen Bedingungen charakterisiert werden.

Ebenfalls Teil des Topics ist die vollstandige Genomanalyse und anschlieBende Annotation des E. coli-
Stamms Nissle 1917. Der Vergleich der Nissle-Genomsequenz mit veréffentlichten Sequenzen pathogener
E. coli-Stamme wird zum Verstandnis der molekularen Grundlagen der probiotischen Aktivitat des

Stamms beitragen.

Die raumliche Struktur von Kandidaten, die als Virulenzfaktoren oder als potenzielle Ziele fir Wirkstoffe
bestatigt werden, wird mittels Rontgen-Kristallographie und NMR genauer untersucht. Die Beschreibung
der rdumlichen Struktur dieser Proteine oder relevanter Wirt-Pathogen-Proteinkomplexe soll die Gestal-

tung von Molekulen ermdglichen, die die spezifische Funktion der Proteine oder Komplexe stéren und

damit die Basis fur die klinische Entwicklung neuer Therapeutika bilden.
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01.1 Genetische Variabilitat bei Streptokokken

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. G. Singh Chhatwal | Abteilung fiir Mikrobielle Pathogenitat und Impfstoffforschung

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Manfred Rohde | Dr. Rebecca Towers | Patricia Wegmeyer

Streptokokken zeigen eine grofie genetische Variabilitit in
den Genen, die fiir die Virulenzfaktoren kodieren. Gleich-
zeitig sind sie in der Lage, eine Vielzahl verschiedener
Krankheiten beim Menschen zu verursachen. Ziel dieses
Projekts ist es, die genetische Variabilitit bei Streptokok-
ken zu untersuchen, um deren Bedeutung im Infektions-
prozess und bei verschiedenen Nachfolgeerkrankungen
wie dem rheumatischen Fieber festzustellen. Das Stepto-
kokken-Fibronektin-Bindungsprotein Sfbl - auch als Pro-
tein F1 bekannt - spielt eine wichtige Rolle bei der Kolo-
nisierung der Streptokokken im Wirt und ist ein wichtiger
Virulenzfaktor. Dieses Protein ist auf der duferen Bakteri-
enmembran exponiert und essenziell fir die Anheftung
der Bakterien an die Wirtszelle. Vergleichende genetische
Untersuchungen zeigen, dass dieser Genlokus viele ,Rear-
rangements” aufweist. Damit ist naheliegend, dass an die-
ser Stelle ein hiufiger Genaustausch stattfindet.

Evolution des Sfbl Um die Mechanismen in der Evo-
lution von Sfbl zu untersuchen, wurde das Gen aus 54
unterschiedlichen Streptokokken-Stimmen sequenziert.
Dabei wurden insgesamt 35 unterschiedliche Allele iden-
tifiziert. Drei Hauptmechanismen scheinen in der Evolu-
tion von Sfbl eine Rolle zu spielen: Die N-terminale aro-
matische Doméne ist die am stirksten variable Region.
Sie ist durch die intergenische Rekombination von hori-
zontal erworbener DNA zustande gekommen. Variatio-
nen in der prolinreichen Region sind durch Punktmuta-
tionen entstanden und zeigen zwei unterschiedliche
Sequenztypen, die nur fiinf Prozent Homologie aufwei-
sen. Die beobachtete Variabilitdt am 3’-Ende des Gens ist
das Ergebnis der Deletion oder Duplikation der repetiti-
ven Einheiten. Die Antigen- und funktionelle Variabilitit
in Sfbl deutet auf einen signifikanten selektiven in vivo
Druck hin und hat damit direkte Konsequenzen fiir die
Pathogenese von Streptococcus pyogenes.

oy
BN

Kleine Streptokokken ganz grofd - Dr. Manfred Rohde und Prof. Singh Chhatwal ana-
lysieren die Wechselwirkung zwischen Streptokokken und menschlichen Zellen mittels

Elektronenmikroskopie

Foto: Bierstedt



01.2 Virulenzfaktoren von

Priv.-Doz. Dr. Sven Hammerschmidt*

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Simone Bergmann

Das Anheften und die Invasion von Streptococcus pneumo-
niae sind wichtige Schritte im Infektionsprozess dieses
pathogenen Bakteriums - und tiber diese Vorginge ist
bisher noch wenig bekannt. Mit der Identifizierung von
Pneumokokken-Adhisinen konnten wir wesentlich zum
Verstaindnis der Wirt-Pathogen-Wechselwirkung beitragen.
Diese Adhiésine binden zelluldre Proteine wie den sezer-
nierten poly-Immunglobulin Rezeptor pIgR, Laktoferrin,
Plasminogen und Fibronektin. Dass Gram-positive Bakte-
rien mit Proteinen der Wirtsmatrix interagieren ist typisch
fiir den Vorgang des Anheftens und der anschlieflenden
Invasion.

Der Weg in die Zelle Die Pneumokokken binden
polymerische Immunoglobulinrezeptoren (pIgR) in der
Schleimhaut tiber das bakterielle Adhésin SpsA. Diese
Rezeptoren werden an der baso-lateralen Oberfliche von
Zellen der Mukosa exprimiert. Dort binden sie polymere
Immunoglobulinkomplexe, die dann zur apikalen Seite
des Epithels transportiert werden. Im Adhésin SpsA wur-
de eine Hexapeptid-Struktur als Bindungsmotiv an den
Rezeptor identifiziert. Dieses Motiv ist essenziell fiir die
Wechselwirkung zwischen Pneumokokken und den re-
zeptorexprimierenden Zellen. Das konnte durch Expe-
rimente mit Bakterien bestitigt werden, die im SpsA-
Protein mutiert sind.

neue Anschrift:

Zentrum fiir Infektionsforschung
Universitdt Wiirzburg
Rontgenring 11

97070 Wiirzburg
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| Abteilung fiir Mikrobielle Pathogenitat und Impfstoffforschung

Dagmar Bracht | Christine EIm

Eine andere Strategie, mit der bakterielle Krankheitserre-
ger die Schleimhaut- und die Blut-Hirn-Schranke iiber-
winden, ist das Aktivieren proteolytischer Funktionen des
Wirtes. Pneumokokken sind in der Lage, in das Gewebe
einzudringen, indem sie Plasminogen binden und zu
Plasmin aktivieren. Unsere Arbeiten konnten zeigen, dass
die an der Oberfliche von Streptokokken liegende a-Eno-
lase (Eno) ein solcher Rezeptor fiir Plasminogen ist. Wei-
tere Bindungsanalysen zeigten ein neuartiges internes
Bindungsmotiv in Eno fiir die Bindung an Plasminogen.
In vitro- und in vivo-Versuche bestdtigten die Bedeutung

dieses Motivs fiir die Virulenz von Pneumokokken.

R ==
Anbheftung und Invasion der Streptokokken in menschliche
Schleimhautzellen. Die angehefteten Streptokokken sind in
gelb dargestellt, die roten Streptokokken sind gerade dabei,
in die Zelle einzudringen. Die Anheftung und Invasion der
Streptokokken spielt eine grofie Rolle bei Streptokokken-

infektionen.

Foto: Rohde, GBF
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01.3
Virulenzfaktoren

Identifizierung und Charakterisierung bakterieller

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Jiirgen Wehland | Abteilung Zellbiologie

PROJEKTMITARBEITER | Maja Baumgartner | Dr. Sabine Cornelsen | Dr. Oliver Diekmann | Dr. Lothar Jansch

Dr. Uwe Karst | Jessica Schaumburg | Kathrin Thedieck

Der Gram-positive, fakultativ intrazellulare bakterielle
Erreger Listeria monocytogenes kann - besonders bei
immunsupprimierten Personen - zu ernsthaften Infektio-
nen wie Meningitis und Meningoenzephalitis fithren. Sie
werden durch kontaminierte Lebensmittel verursacht. Die
Arbeitsgruppe befasst sich daher schwerpunktmiflig mit
den listeriellen Virulenzfaktoren. Im Vorgrund steht die
Analyse von Proteinexpressionsmustern verschiedener
Gene von Listeria monocytogenes unter Verwendung hoch-
auflosender 2D-Gelelektrophorese und schneller Protein-
identifizierung mittels Massenspektrometrie. Die Basis fiir
diese Analysen ist die vorliegende komplette Genomse-
quenz des Erregers.

Neue Virulenzfaktoren Da fir die Pathogen-Wirts-
zell-Interaktionen Proteine wichtig sind, die auf der
Bakterienoberfliche exponiert sind, liegt der Fokus auf
sekretierten zellwandassoziierten Proteinen und Mem-
branproteinen. Neben der Analyse von Mutanten steht
die Entwicklung von Methoden im Vordergrund, mit

denen sich derartige Subproteom-Fraktionen isolieren

Matthias Trost | Dr. Dirk Wehmhohner

und analysieren lassen. Das Ziel: Potenzielle neue Viru-
lenzfaktoren von Listeria monocytogenes zu identifizieren
und zu charakterisieren. Dies beinhaltet auch Protein-
komplexe und die Suche nach potenziellen Wirtszell-
rezeptorproteinen, die in die Pathogen-Wirtszell-Inter-
aktion involviert sind. Fiir die Isolierung sekretierter
beziehungsweise zellwandgebundener Proteine wurden
Methoden etabliert. Zum einen fiir die serielle Proteinex-
traktion durch Salz und zum anderen fiir die Protopla-
stenbildung durch endolytischen Verdau der Zellwand.
Zusitzlich wurde eine Gel-lose Methode fiir die verglei-
chende massenspektrometrische Analyse etabliert. Sie

ist besonders fiir die Identifizierung von Proteinen geeig-
net, die nur in geringen Mengen vorkommen. Dieses Ver-
fahren wird inzwischen auch fiir quantitative Analysen
eingesetzt. Nahezu 300 Proteine aus L. monocytogenes
konnten identifiziert werden. Hierunter fallen alle schon
bekannten Virulenzfaktoren und zusitzlich Proteine

mit noch unbekannter Funktion, die mit der Zellwand,
Transportsystemen beziehungsweise der Zelloberflache
assoziiert sind.
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©  Detektion bekannter und putativer Virulenzfaktoren von L. monocytogenes. A: Dreidimensionale

Darstellung einer vergleichenden 2D-Gelelektrophorese (Ausschnitt). Detektion eines putativen Viru-
lenzfaktors, kontrolliert durch den Hauptregulator fiir Virulenzgene PrfA (links: prfA-Deletionsstamm,
rechts: Wildtyp) B: Massenspektrometrische Quantifizierung eines Peptides des bekannten Virulenz-
faktors Listeriolysin. Die Markierung der Probe des konstitutiv PrfA exprimierenden Stamms erfolgte
durch Guanidierung der Lysine (MCAT).
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Streptokokkengenome und -proteome

PROJEKTLEITERIN | Dr. Dorothea Zahner | Abteilung fiir Mikrobielle Pathogenitédt und Impfstoffforschung

PROJEKTMITARBEITERIN | Inka Sastalla

Die Erkrankungen, die Streptokokken beim Menschen
hervorrufen konnen, sind sehr vielfiltig. Der Grund dafiir
sind vor allem genetische Unterschiede zwischen den
beteiligten Stimmen. Dieses Projekt beschiftigt sich mit
der Anwendung von genomischen Methoden zur Charak-
terisierung von Streptokokken-Isolaten und deren Asso-
ziation mit den verschiedenen Krankheitsbildern. Hierzu
werden Mikroarrays und Deletionsmutanten hergestellt.
Gemeinsam mit unserem Kooperationspartner innerhalb
des Kompetenznetzwerkes ,Pathogenomik” wurde ein
Gesamtgenomarray von Streptokokken entwickelt. Die
Genomsequenzen stammen von den Stimmen SF370
und MGAS8323. Stamm SF370 wurde aus einem Patienten
mit einer invasiven Infektion isoliert. Stamm MGAS8323
stammt von einem Patienten, der an Streptokokken-Toxic-
Schock-Syndrom erkrankt war. Ein dritter Streptokokken-
Stamm wurde parziell fiir dieses Projekt im Auftrag einer
Firma sequenziert.

©  Moderne molekularbiologische Methoden werden zur Identi-

fizierung neuer bakterieller Virulenzfaktoren eingesetzt.

Foto: Bierstedt

Entdeckung neuer Virulenzgene Bis jetzt sind 80 Pro-
zent der Sequenz aufgeklart, und fiir alle identifizierten
Gene wurden Oligonukleotide auf einem Mikroarray plat-
ziert. Zudem ist ein weiterer Array mit Oligonukleotiden
bekannter oder potenzieller Virulenzgene in der Arbeits-
gruppe entwickelt worden. Dieser ermdoglicht den schnel-
len Nachweis von Virulenzgenen bei einer groflen Zahl
von Streptokokken, die aus unterschiedlichen geogra-
phischen Regionen und Patienten mit verschiedenen
Krankheitsbildern isoliert wurden. Die ersten Hybridisie-
rungsexperimente mit dem Virulenzgen- und dem Ge-
samtgenom-Array werden zur Zeit durchgefiihrt. Dariiber
hinaus hat die Arbeitsgruppe zahlreiche Mutanten kon-
struiert, die Defekte in regulatorischen Genen aufweisen.
Sie sollen neue Erkenntnisse tiber das Anheften und die
Invasion von Streptokokken in eukaryotische Zellen
bringen. Im Mausmodell werden sie auf ihre Virulenz

im Gesamtorganismus untersucht. Um neue Virulenzfak-
toren identifizieren zu konnen, wird die RNA von interes-
santen Kandidaten anschlieflend fiir Expressionsstudien
verwendet.
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PROJEKTLEITER | Dr. Rolf Miller | Arbeitsgruppe Molekularbiologie der Myxobakterien
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Naturstoffe mit biologischer Aktivitit sind herausragende
Quellen fiir Leitstrukturen in der Medizin, der Tierge-
sundheit und im Pflanzenschutz. Die Analyse mikro-
bieller Naturstoffproduzenten ermoglicht damit das Iden-
tifizieren neuer Substanzen und kann so zu alternativen
Therapiestrategien fiir diverse Erkrankungen fithren. Lang-
fristig sollen verbesserte Methoden entwickelt werden,
um das Biosynthesepotenzial bakterieller Naturstoff-
produzenten besser auszuschopfen.

Ungewohnliche Hybride... Zum einen befasst sich

das Projekt mit der funktionalen Analyse des Genoms
von Sorangium cellulosum - einem Myxobakterium aus der
Sorangiumgruppe. Diese Bakterien sind als hervorragende
Naturstoffquelle etabliert. Das Genom von S. cellulosum
wurde in Zusammenarbeit mit der Abteilung Genom-
analyse der GBF sequenziert — im Rahmen des Genomik-
Netzwerks des BMBEF. Daraus resultieren etwa 800 DNA-
Abschnitte, so genannte ,Contigs”, die das gesamte 12,2
Mbp grofle Chromosom reprasentieren. Die dazugehorige
BAC-Genbank wurde auf Hochdichte-Koloniefilter aufge-
bracht und etwa 100 BACs endsequenziert.

Durch Geninaktivierungs-Experimente wurde ein Teil des
Chivosazol-Biosynthese-Genclusters identifiziert. Zusitz-
lich hat die Gruppe einen Transposon-Mutagenesevektor
hergestellt, um eine Transposon-Mutantenbank von S.
cellulosum zu generieren. Da die modularen und makro-
molekularen Polyketidsynthasen und nichtribosomalen
Peptidsynthetasen fiir die Biogenesen der meisten Natur-
stoffe aus Myxobakterien verantwortlich sind, wurden sie
detailliert untersucht. Auffallend war, dass sie hdufig in
ungewohnlichen Hybridformen vorkommen, die fiir die
Biokombinatorik von hoher Bedeutung sind.

| Julia Hovermann | Dr. Herbert Irschik | Dr. Carsten

Olena Perlova | Silke Pradella | Dr. Shwan Rachid |

Stefan Weinig | Silke Wenzel

... und neue Stoffwechselwege Die Arbeitsgruppe
hat die Biosynthesegene fiir die Tubulysinbildung in
Angiococcus disciformis und fir die Melithiazolbildung in
Melittangium gephyra kloniert, sequenziert und analysiert.
Die Transposonmutagenese hat gezeigt, welche der betei-
ligten Gene regulatorische Funktionen iibernehmen. Im
Melithiazol-Gencluster wurde ein neuer Typ von SAM-
abhingigen Methyltransferasen identifiziert und funktio-
nal exprimiert. Der Stigmatellin-Gencluster wurde identi-
fiziert und zur Herstellung neuer Stigmatellinderivate mit
biologischer Aktivitit herangezogen. Zudem wurde in
Stigmatella aurantiaca ein neuartiger Primarstoffwechsel-
weg entdeckt, der zur Bildung von verzweigten Carbon-
sduren fithrt. Diese werden in der Naturstoftbiogenese
und bei der Fettsduresynthese verwendet. Dieser Stoff-
wechselweg ist ein neuer Zweig des Mevalonsaurewegs,
der zurzeit molekularbiologisch charakterisiert wird.

Eine Studie zur Bildung von Steroiden in Myxobakterien
ermoglicht das Identifizieren der ersten bakteriellen
Gene, die an der Steroidbiosynthese beteiligt sind. Inhibi-
tionsexperimente zeigten, dass die korrespondierenden
bakteriellen Proteine andere Eigenschaften als solche aus
eukaryontischen Organismen aufweisen. Daraus sind
moglicherweise Resistenzentwicklungen gegen diverse
Fungizide zu erkldren - das soll durch biochemische
Charakterisierung und Kiristallisation der Proteine geklart

werden.

1

Fruchtkorperbildung bei S. cellulosum So ce56

Foto: Gerth, GBF
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Die vielfiltigen Kontakte von Mikroben zur Umwelt wer-
den meist von einzelnen Molekiilen vermittelt. Signale,
die das Erkennen fremder Molekiile auslosen, erlauben es
den Organismen, auf ihre Umwelt zu reagieren. Die Ab-
teilung Strukturbiologie untersucht u. a. die molekulare
Erkennung - insbesondere zwischen mikrobiellen Erre-
gern und dem menschlichen Wirt - bei atomarer Auflo-
sung. Dieser detaillierte Einblick tragt dazu bei, Schutz-
strategien gegen einzelne Bakterien, Viren oder Parasiten
zu entwickeln.

Adhasion und Invasion von Listeria monocytogenes
Das Bakterium Listeria monocytogenes ist Verursacher der
hiufig tédlich verlaufenden Listeriose. Uber die Nahrung
aufgenommen, erkennt es im Darm spezifisch Zellen der
Schleimhaut, dringt in sie ein und vermehrt sich darin.
Ist das Immunsystem geschwicht, verbreitet es sich im
gesamten Korper und kann zu Fehlgeburten, Gehirnhau-
tentziindung und Sepsis fithren. L. monocytogenes erkennt
das E-Cadherin auf dem Darmepithel tiber das Protein
Internalin A (InlA) auf seiner Oberfliche. E-Cadherin ver-
schweift benachbarte Epithelzellen, indem es seine N-ter-
minale Kopfdomane mit identischen Doméanen auf
benachbarten Zellen verbindet.

Die Struktur eines Enolase-Dimers aus

S. pneumoniae

Die Arbeitsgruppe hat kiirzlich InlA' - den funktionellen
Teil des Internalin A - sowohl allein als auch im Komplex
mit der Kopfdomane des humanen E-Cadherins (hEC1)
kristallisiert und die entsprechenden Strukturen aufge-
klart. Zwei Berithrungspunkte der beiden Proteindomi-
nen sind von besonderer Bedeutung: Die aus der Ober-
fliche des hEC1 herausragende hydrophobe Aminosiure
Pro16 wird in einer Tasche auf der Oberfldche von InlA'
erkannt (violetter Kreis). In murinem E-Cadherin ist die-
ses Prolin durch ein Glutamat ersetzt, was die Maus un-
empfindlich gegeniiber Listerien macht. Dariiberhinaus
bildet ein Calciumion (orange Kugel) eine Briicke zwi-
schen zwei negativ geladenen Aminosauren beider Pro-
teine. Da die CaZ*-Konzentration im Darmlumen etwa
tausendfach hoher ist als im Cytosol, wird die Anheftung
der Bakterien begiinstigt. Befindet sich das Bakterium
innerhalb der Darmzelle in einer Vakuole, sinkt die Ca2*-
Konzentration dramatisch und der Komplex zerfillt.
Neben InlA nutzt L. monocytogenes mit InlB ein zweites,
verwandtes Protein, um die Aufnahme in weitere Zellen
zu erzwingen. Die Struktur der Domiéne InlB' fallt durch
finf auf der konkaven Oberfliache des Proteins prisentier-
ten aromatischen Aminosiuren auf. Sie konnten mit dem
identifizierten InlB-Rezeptor cMet wechselwirken. InlB-
Varianten, in denen diese Aminosduren durch kleinere
polare Aminosaduren ersetzt wurden, zeigten, dass die
Aromaten unmittelbar an der Bindung des dimeren cMet
und damit an der Aufnahme der Bakterien in die Wirts-
zellen beteiligt sind.

Enolase aus Streptococcus pneumoniae Die a-Eno-
lase aus S. pneumoniae ist ein intrazellulédres glykolyti-
sches Enzym, das zudem extrazellular als ein Virulenzfak-
tor auftritt, der humanes Plasminogen aktiviert. Dadurch
wird die Invasion in nicht-phagozytierende Zellen einge-
leitet. Die Kristallstruktur der a-Enolase zeigt Bereiche auf
der Oberfliche des Proteins, die fiir die Wechselwirkung
mit Plasminogen verantwortlich sind. Um dieses genauer
zu untersuchen ist geplant, den Komplex beider Proteine
rontgenkristallographisch zu untersuchen.
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Topic 02 — Pathogenese

TOPICSPRECHER | Prof. Dr. Jirgen Wehland | Abteilung Zellbiologie

Fur die Entwicklung neuer diagnostischer und therapeutischer Strategien sind detaillierte Kenntnisse der
einzelnen Schritte im Infektionsprozess und in der Krankheitsentwicklung essenziell. Die Projekte dieses
Themenbereichs sollen Pathogenitdtsmechanismen analysieren und aufklaren — sowohl von der Seite des Er-
regers als auch der des Wirtssystems. Wirt-Pathogen-Wechselwirkungen stehen im Vordergrund der Forschun-
gen, vor allem die Adhasions- und Invasionsmechanismen von Streptokokken, Listerien und pathogenen E. coli.
Eine ebenso wichtige Rolle fur die Immunabwehr spielen die Wirtsreaktionen im Verlauf der Infektion, denn
Pathogene haben raffinierte Virulenzmechanismen entwickelt, die es ihnen erméglichen, das Abwehrsystem

des Wirts zu umgehen. Ein weiteres wichtiges Werkzeug fur die Analyse der Pathogenitatsmechanismen ist

die Etablierung von Tierinfektionsmodellen.

Von Listerien infizierte Zellen Dr. David Monner bei der tiglichen Routine-Uberwachung

Foto: Rohde, GBF der Mauskifige

Foto: Bierstedt
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Schwerpunkt des Projektes ist die Etablierung und Cha-

rakterisierung von Zelllinien aus Mausstimmen, in denen

ausgewadhlte Zytoskelett-Komponenten genetisch inak-
tiviert wurden. Derartige Zelllinien sind ein geeignetes
Mittel, um die Interaktionen zwischen Pathogenen und
Wirtszellen auf molekularer Ebene zu untersuchen. Die
Arbeitsgruppe hat auf diesem Weg die genaue Funktion
der Ena/VASP-Proteine (Vasodilator Stimulated Phospho-
protein) bei der intrazelluldren Motilitit von Listeria
monocytogenes sowie die Rolle von N-WASP (neuronales
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein) fiir die Aktin-vermit-
telte Bewegung von Shigella flexneri untersucht. Die so
erhaltenen Ergebnisse belegen, dass Ena/VASP-Proteine
wesentlich zur Listerienbewegung beitragen. Sie stimulie-
ren sowohl die Neubildung als auch die Verlingerung
schon existierender Aktinfilamente auf der Bakterien-
oberfldche.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen in
A normale und in B N-WASP-defekte Fibroblasten nach

einer Infektion mit enteropathogenen E. coli. Diese bakteri-

ellen Erreger benutzen das Aktinzytoskelett, um auf der
Oberfliche der Wirtszelle pseudopodienartige Strukturen zu
bilden, auf deren Spitze sie angeheftet sind (A). In N-
WASP-defekten Zellen (B) findet noch eine Anheftung,
aber keine Ausbildung von Pseudopodien statt.

Foto: Rohde, GBF

Im Unterschied dazu konnte durch Verwendung N-WASP-
defekter Zellen eindeutig bewiesen werden, dass dieses
Protein die Rekrutierung und Aktivierung des Arp2/3-
Komplexes und damit die Neubildung von Aktinfilamen-
ten an der Shigellen-Oberfliche vermittelt.

Als Modell-Pathogene dienen inzwischen nicht nur Listeria
monocytogenes und Shigella flexneri, sondern auch enteropa-
thogene und enterohdmorrhagische Escherichia coli (EPEC
und EHEC).

Aktinschweife Burkholderia pseudomallei ist ein fakulta-
tiv intrazelluldres bakterielles Pathogen. Es ist — wie Liste-
rien und Shigellen - in der Lage, das Aktinfilamentsystem
der infizierten Zellen umzufunktionieren. B. pseudomallei
nutzt die modifizierten Aktinfilamente fiir die Bildung
von Aktinschweifen, mit denen es sich innerhalb der Zelle
fortbewegt. Die Arbeitsgruppe hat mit verschiedenen
Methoden Zytoskelettproteine untersucht, die an der Aus-
bildung der von diesem Erreger induzierten Aktinschweife
beteiligt sind. Es konnten verschiedene Zytoskelett-Kom-
ponenten identifiziert werden, die sowohl mit der Ober-
flache als auch den Aktinschweifen assoziiert sind. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich die von B. pseudomallei indu-
zierte Aktinreorganisation von der anderer intrazellularer
Erreger wie Listeria, Shigella, Rickettsia oder Vaccinia-Viren
unterscheidet.
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Die wesentlichen Prinzipien, die hinter einer Infektion
mit Streptokokken stehen, sind die Fahigkeit zur Koloni-
sierung und die Umgehung der Phagozytose. Ein Ergebnis
dieses Projekts ist die Aufklarung eines neuen Kolonisie-
rungsmechanismus von Streptococcus pyogenes auf mole-
kularer Ebene. Diese Bakterien sind in der Lage, humanes
Kollagen tiber Fibronektin auf ihrer Oberfliche zu aggre-
gieren — mit komplexen Rekrutierungsmechanismen und
der Hilfe nur eines Proteins. Diese Interaktion hat bedeu-
tende Konsequenzen im Infektionsgeschehen. Es bilden
sich grofle Aggregate von Streptokokken, die mit mensch-
lichem Kollagen und Fibronektin ummantelt sind. Da-
durch entziehen sich die Bakterien der Erkennung - und
damit Eliminierung - durch Phagozyten des Wirts. Aufler-
dem ermoglicht die Fibronektin-vermittelte Rekrutierung

von Kollagen die Adhirenz an Kollagenfasern.

Caveolae vermittelte Zellinvasion von S. pyogenes

Foto: Rohde, GBF

Dr. Manfred Rohde

Tarnkappe aus Kollagen Ein weiterer Meilenstein die-
ses Projekts ist die Beobachtung, dass das M3-Protein der
Streptokokken und der Hyaluronsaurekapsel als Rezep-
toren fiir menschliches Typ-IV-Kollagen fungieren. Die
Fahigkeit des M3-Proteins ist einzigartig und unterschei-
det den M3-Serotyp von anderen Serotypen. S. pyogenes-
Isolate des Serotyps M3 und stark bekapselte Stimme
konnen tiber diese Interaktion an Kollagenfasern anhef-
ten. Eine fatale Folge ist das Auslosen einer Kollagen-spe-
zifischen Autoimmunantwort, die zur Zerstorung
menschlichen Kollagens und Gewebes fithren kann.

Dariiber hinaus wurden die zellularen Prozesse identi-
fiziert, die zur Umorganisation der Wirtszellmembran
und der sukzessiven aktiven Aufnahme der Bakterien
fithren. Die zelluldren Kompartimente, die die Aufnahme
der Streptokokken steuern, sind die Caveolae. Das Protein
Stbl ist dabei der entscheidende bakterielle Faktor, tiber
den Caveolae an die Zelloberfliche rekrutiert werden. Er
16st die Fusion zu Caveosomen aus und treibt damit die
Internalisierung der Streptokokken voran. Die intrazel-
lular lokalisierten Streptokokken konnen damit dem
Zugriff des Immunsystems und der Wirkung spezifischer
Antibiotika entgehen und stellen ein persistierendes Er-
regerreservoir dar.

Kolonisation von S. pyogenes auf Kollagenfasern

Foto: Rohde, GBF
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Veranderungen der Zellform sind essenziell fiir zellulare
Prozesse wie Zellbewegung und Zellteilung. Aktinpolyme-
risation an der Plasmamembran fithrt zur Ausbildung
von Lamellipodien und Filopodien. Etliche bakterielle
Erreger nutzen diese Vorgidnge, um in Wirtszellen einzu-
dringen. Mit diesem Projekt sollen detaillierte Einblicke
in die molekularen Mechanismen gewonnen werden, auf
denen Aktin-vermittelte Zellformidnderungen beruhen.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer motilen Fibro-

blastenzelle, die am Vorderende (Pfeile) typische Lamelli-
podien ausgebildet hat. Dargestellt ist das Aktinzytoskelett.

Foto: GBF

N-WASP Die Proteine der WASP/Scar-Familie, vor allem
aber N-WASP, wurden schon frither mit der Ausbildung
von Lamellipodien und Filopodien in Verbindung ge-
bracht. Mit Hilfe von N-WASP-defekten Zellen konnte
gezeigt werden, dass dieses Protein - entgegen fritherer
Spekulationen - fiir die oben genannten Prozesse nicht
essenziell ist, sondern Vesikelbewegung im Zytoplasma
vermittelt. In Analogie zur Bildung von Lamellipodien
und Filopodien wird bei der Vesikelbewegung die Aktin-
polymerisation an der Vesikelmembran induziert. Die
Ergebnisse aus diesen Experimenten belegen erstmals
einen definierten zelluldren Phinotyp fiir den Verlust der
N-WASP-Funktion.

Ein neues Protein: PREL1 Das bakterielle Oberfla-
chenprotein ActA ist fiir die Aktin-abhingige intrazellu-
lare Bewegung von Listeria monocytogenes essenziell. Es
rekrutiert in der infizierten Wirtszelle den Arp2/3-Kom-
plex und Ena/VASP-Proteine an die Bakterienoberfliche.
Ena/VASP-Proteine spielen eine wichtige Rolle in der
Regulation der Zellwanderung. Die Erforschung des Bin-
dungsmechanismus von ActA an VASP hat wesentlich
zum Verstandnis der zelluldren Funktion von VASP bei-
getragen. Eine Genexpressionsbank von HeLa-Zellen
wurde auf neue zelluldre Liganden von VASP abgesucht,
deren Bindungsmechanismus dem zwischen ActA- und
Ena/VASP-Proteinen entspricht. Es gelang der Arbeits-
gruppe, ein neues Protein zu identifizieren, welches
PREL1 (,Proline Rich EVH1 Ligand”) genannt wurde.
PREL1 hat ein Molekulargewicht von 73 KDa und gehort
der Adaptorproteinfamilie Grb7/10/14 an. Die Ergebnisse
zeigten, dass PREL1 vornehmlich an lamellipodialen
Spitzen lokalisiert ist und direkt mit Ena/VASP-Proteinen
interagiert. Das legt die Vermutung nahe, dass auch
PREL1 eine wichtige Rolle in der Regulation der dynami-
schen Reorganisation des Aktinzytoskeletts spielt.
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Dringt ein Mikroorganismus in einen Wirt ein, 16st er
dort eine Abwehrreaktion aus. Diese Abwehr richtet sich
gegen die Substanzen, in denen sich Mikroorganismen
und Wirt grundsétzlich unterscheiden, wie etwa Glykoli-
pide oder unmethylierte DNA-Motive. Um lange genug
uiberleben und eine Infektion etablieren zu kénnen,
haben Pathogene wiederum Virulenz-Mechanismen ent-
wickelt, mit denen sie das Abwehrsystem des Wirtes
umgehen. Diese Virulenzfaktoren 16sen hiufig ebenfalls
wieder Signale in den Wirtszellen aus. Komplexe Interak-
tionen zwischen Wirt und Pathogen entscheiden also
letztlich dariiber, ob ein Pathogen aus dem Wirtsorganis-
mus entfernt werden kann oder der Wirt der Infektion
erliegt. Gerade die initialen Interaktionen sind entschei-
dend fiir den Ausgang einer Infektion — daher beschiftigt
sich dieses Projekt mit den besonders frithen Ereignissen
nach einer Infektion durch das intrazelluldre Bakterium
Listeria monocytogenes — an etablierten Mausmodellen und
mit Erreger-Mutanten, denen bestimmte Virulenzfaktoren
fehlen.

Restrukturierung der Architektur der Milz nach Infektion
mit Listeria monocytogenes. In der Milz werden Listerien
nach intravendosen Verabreichung von ERTR-9-Makrophagen
(griin) aufgenommen, die sich am dufleren Rand der Mar-
ginalzone der lymphoiden Regionen befinden. Diese Makro-
phagen produzieren offensichtlich spezielle Chemokine nach
Infektion mit Listerien und bilden die Kondensationskerne
fiir die , Cluster” von Makrophagen und dendritischen Zel-
len, die nach 24 Stunden beobachtet werden kinnen. Im
Gegensatz dazu wandern MOMA-1-Makrophagen (rot), die
normalerweise am inneren Rand der Marginalzone zu fin-
den sind, in die B-Zell-Regionen, die durch den Marker
B220 (blau) gekennzeichnet sind.

Foto: GBF
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Komplexe Chemokinexpression Bei einer intraveno-
sen Infektion bilden Makrophagen in der Marginalzone
der Milz die primiaren Zielzellen fiir L. monocytogenes —
die Marginalzone umgibt die lymphoiden Regionen.
Gegenwirtig ist es nicht moglich, ausreichende Mengen
von diesen Makrophagen zu isolieren, um eine umfassen-
de Analyse der Gene zu ermoglichen, die durch die Infek-
tion reguliert werden. Deshalb hat die Arbeitsgruppe Zel-
len einer etablierten Makrophagenlinie infiziert und mit
Hilfe von Expressions-Arrays untersucht. Die Versuche
zeigten, dass hauptsachlich zytokinkodierende Gene
induziert werden - vor allem Chemokine. Diese Proteine
sind fiir das Anlocken von Effektorzellen zum Infektions-
herd verantwortlich, aber auch fiir die Aktivierung weite-
rer mit der Infektion assoziierter Zellen. Dieses Expressi-
onsmuster haben Experimente mit ,Real Time RT-PCR”
an verschiedenen Typen von Makrophagen bestitigt.

Anschlieffend wurde das in vivo Chemokin- und Zytokin-
muster nach der Infektion etabliert. Dabei zeigten sich
gravierende Unterschiede zwischen den in vitro- und in
vivo-Ergebnissen. Ex vivo-Makrophagen produzierten kein
Interferon-beta, obwohl dieses Zytokin in der Milz stark
exprimiert wird. Histologische Untersuchungen haben
gezeigt, dass die infizierten Makrophagen offensichtlich
plasmacytoide dendritische Zellen anlocken und aktivie-
ren. Diese Zellen sind vermutlich fiir die Produktion der
Typ-I-Interferone alpha und beta verantwortlich. Die
detaillierte Analyse der Chemokinexpression offenbarte
weitere interessante Phinomene: Einige Chemokine wer-
den sehr schnell und in erstaunlicher Menge exprimiert,
aber nach kurzer Zeit wieder fast vollstindig reprimiert.
Dafiir ibernehmen zu diesem Zeitpunkt andere, neu
exprimierte Chemokine. Dieser Verlauf der Chemokinex-
pression — zusammen mit der Expression weiterer Zyto-
kine - ist vermutlich fiir die Restrukturierung der Milz
verantwortlich. Diese Untersuchungen wurden bisher mit
BALB/c-Mdusen durchgefithrt und jetzt auf zwei weitere
Mausstaimme ausgedehnt. Der Stamm C57BI/6 ist resis-
tent gegen Listerieninfektionen und der zweite — DBA/2 -
sehr suszeptibel. In beiden Stimmen wurden von BALB/c
abweichende Chemokinexpressionsmuster detektiert.
Derzeit werden diese Expressionsmuster mit dem Resi-
stenzstatus korreliert.
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02.5 Pathogenese der Streptokokken im Tiermodell

PROJEKTLEITERIN | Dr. Eva Medina | Abteilung fiir Mikrobielle Pathogenitat und Impfstoffforschung

PROJEKTMITARBEITER | Maike Bolm | Dr. Wouter Jansen | Antonia Toppel

Streptokokken der Gruppe A (GAS) wie Streptococcus
pyogenes verursachen ein weites Spektrum verschiedener
Krankheitsbilder, die von einfachen Halsentziindungen
bis zu sehr schweren Infektionen wie Nekrotisierender
Fasciitis oder dem Streptokokken-Toxic-Shock-Syndrom
reichen. Einige Studien zeigen, dass genetische Wirtsfak-
toren fiir den Schweregrad der Infektion von Bedeutung
sind.

Diese Hypothese wird durch Infektionsversuche mit

S. pyogenes in Mausinzuchtstimmen unterstiitzt. Einige
Mausstaimme (BALB/c, DBA/2) zeigten sich resistent
gegeniiber Infektionen mit S. pyogenes, andere hingegen
(C3H/HeN, CBA/J) waren hoch anfillig und entwickelten
schwere Infektionen. Um die genetischen Faktoren

zu bestimmen, die den immunologischen Mechanismen
zu Grunde liegen, die fiir die Resistenz und Anfilligkeit
von Menschen gegeniiber S. pyogenes Infektionen verant-
wortlich sind, kann ein Infektionsmodell in der Maus
einen wesentlichen Beitrag leisten. Die Ergebnisse zeig-
ten, dass der Ausgang der Infektion in resistenten Miusen
mit der Fihigkeit, das bakterielle Wachstum zu kontrol-
lieren, und einer moderaten inflammatorischen Immun-
antwort korreliert ist. Diese ist notig, um das eindringen-
de Pathogen abzutoten. Im Gegensatz dazu konnen
anfillige Miuse das Wachstum der Bakterien nicht kon-
trollieren und zeigen eine massive inflammatorische
Reaktion, die destruktiv ist und Gewebsschdden, Organ-
versagen und den Tod der Tiere verursacht. Daraus lasst
sich schliefden, dass die Anfilligkeit der Mduse gegeniiber
der Infektion mit S. pyogenes auf der Kombination von
zwei Mechanismen beruht: Der Unfihigkeit das bakteriel-
le Wachstum zu kontrollieren, und einer genetischen
Pradisposition mit einer iberschieflenden inflammato-
rischen Immunantwort auf Produkte zu reagieren, die
von S. pyogenes erzeugt werden.

S. pyogenes entkommt der Immunantwort Seit den
spaten 1980er Jahren wird ein weltweiter Anstieg invasi-
ver GAS-Infektionen beobachtet. Der Anstieg schwerer
Infektionsverldufe hat wieder das Interesse geweckt, den
Virulenzmechanismen dieses Pathogens auf molekularer
Ebene auf die Spur zu kommen. Die Zielsetzung dieses
Teils des Projekts war es, das Verstdndnis der Strategien,
mit denen S. pyogenes dem Verteidigungsmechanismen
des Wirts entkommt und im infizierten Wirt iiberlebt, zu
vertiefen. Neutrophile Granulozyten sind als wesentlicher
Teil des Verteidigungsmechanismus gegeniiber S. pyogenes
bekannt. Sie konnen in grofder Zahl lokal am Infektions-
ort nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass
es S. pyogenes moglich ist, dem Abtoten durch diese Zel-
len zu entgehen und in ihnen zu iberleben. Damit schei-
nen GAS eine zusitzliche Moglichkeit zu haben, sich

der Immunabwehr des Wirts zu entziehen und sich ge-
schiitzt innerhalb dieses Zelltyps systemisch vom Infek-
tionsort her auszubreiten. Intrazelluldren Bakterien ist

es dann moglich, aus den kurzlebigen Neutrophilen zu
entkommen und sich an anderer Stelle im Wirtsorganis-
mus zu etablieren. Ein besseres Verstindnis der Pathogen-
Wirt-Interaktion bei einer Infektion mit GAS ist fur die
Entwicklung neuer Therapeutika sowie neuer Behand-
lungsstrategien von grofier Bedeutung.

Die Konfokalmiroskopie in der GBF: Vorteil der Konfokal-

mikroskopie gegeniiber konventioneller Mikroskopie ist die

Maglichkeit Strukturen in Zellen und Geweben drei-dimen-

sional darzustellen.

Foto: Bierstedt
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Topic 03 - Immunbiologie

TOPICSPRECHER | Dr. Werner Miiller | Abteilung Experimentelle Inmunologie

Das Forschungsthema Immunbiologie untersucht grundlegende Mechanismen des Immunsystems.

Diese Mechanismen sorgen im Normalfall dafir, dass der Organismus Erreger abwehren kann. Kommt
es jedoch zu Fehlfunktionen, richtet sich das Immunsystem gegen den Koérper selbst und [6st Allergien,
chronisch entztndliche Prozesse oder Autoimmunitat aus. Die Analyse dieser Mechanismen geschieht in
Maus-Modellen. Gezielt verénderte genetische Informationen in der Maus erméglichen eine ursachen-
orientierte Betrachtung von Krankheitsprozessen. Untersucht werden intrazelluldre Systeme wie die
Signaltransduktion und Genregulation wahrend der Immunreaktion. Interzellulédre Reaktionen wie die
T-Zellen-Toleranz, Schleimhautimmunitat oder die in vivo-Analyse der Dynamik von Zellen des Immun-
systems wahrend immunologischer Prozesse gehéren ebenso zum Forschungsspektrum wie die theore-
tische Analyse — etwa die entwicklungsphysiologische Regulierung von Immunabwehrgenen und eine

vergleichende Sequenzanalyse des murinen IgH-Lokus.

Probenvorbereitung

Maus

Foto: Bierstedt

Foto: Bierstedt
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Dr. Hansjorg Hauser | Abteilung Genregulation und Differenzierung

Dr. Thomas Boldicke | Thomas Frahm | Natali Froese | Dr. Gerhard Gross |

Dr. Andrea Hoffmann | Dr. Mario Késter | Dr. Andrea Kréger | Ina Niedick | Andreas Winkel | Dr. Manfred Wirth

Greifen Pathogene einen potenziellen Wirt an, induzieren
sie Signalwege, die das angeborene Immunsystem aktivie-
ren. Die dabei freigesetzten Zytokine und Entziindungssig-
nale 16sen wiederum Veranderungen in den Expressions-
profilen ihrer Zielzellen aus. Beide, Mikroorganismen und
freigesetzte Zytokine, aktivieren die Genexpression durch
Signalwege. Dabei nutzen sie Proteinfamilien, die sowohl
fiir die Regulation der Pathogenabwehr als auch fiir die
Kontrolle der normalen Zellproliferation, Differenzierung
und den Zelltod entscheidend sind. Viele der zelluldren
Reaktionen auf Zytokine oder Pathogene vermitteln Mem-
branrezeptoren und NF-kB. Sie fithren zur Sekretion ver-
schiedener Modulatoren wie andere Zytokine, Chemokine
und Interferone. Dabei aktivieren sie verschiedene Fakto-
ren Uiber die Kinase TAK 1, Mitglieder des Jak-STAT Signal-
weges sowie Proteinkinasen wie p38, JNK, IKK-f und
PKB/Akt. Die Projektgruppe untersucht die Inter- mediate
in den NF-kB- und Jak-STAT-Signalwegen und die poten-
ziellen Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Signal-
wegen, die durch Mediatoren wie TAK1/SMAD, SMAD/

STAT und NF-kB/TAK1 charakterisiert sind. Ein Ziel ist, das

Netzwerk der Signalmediator-Interaktionen zu beschrei-
ben und die biologischen Funktionen zu analysieren, in
die bestimmte Signalmediatoren verwickelt sind.

IRF-1, NRF und TAK 1 Der Transkriptionsaktivator
,Interferon Regulatory Factor 1” (IRF-1) wird durch viele
Zytokine und Pathogene induziert. Eine wichtige Eigen-
schaft von IRF-1 ist die Reversion des transformierten
Phinotyps von onkogen transformierten Zellen. Das zeigt
sich in einer Normalisierung des Zellzyklus, Anderung

in der Expression von relevanten Proteinen sowie in
phinotypischen Effekten.

NF-kB ist an der transkriptionalen Aktivierung von vielen
Genen beteiligt. Der ,NF-kB Repressing Factor” (NRF) ist
dafiir verantwortlich, dass einige dieser Gene im Ruhezu-
stand vollkommen inaktiv sind. Dazu gehoren die Zyto-
kine IL-8 und IFN-. Neue Arbeiten zeigen, dass dieser
Mechanismus auch fiir die Regulation der NO-Synthetase
iNOS gilt.

TAK1 - die MAP Kinase MAP3K - ist ein zentraler Signal-
mediator, der durch proinflammatorische Zytokine wie
TNF-o und IL-1 sowie durch bakterielles LPS aktiviert
wird. TAK1 ist in der Lage, direkt mit allen SMAD-Protei-
nen iiber eine konservierte SMAD-MH2-Domaine zu inter-

agieren. Dies fithrt zu ernsten biologischen Konsequen-
zen: Durch aktiviertes TAK 1 scheint die BMP-abhingige
Geweberegeneration wihrend Entziindung und Infektion
vollstandig blockiert zu sein.

STAT-Proteine Eine wichtige Komponente der Signal-
weiterleitung nach Zytokin-Stimulation sind die STAT-
Proteine. Forschungsgegenstand sind ihre Aktivierungs-
mechanismen und die Regulation des intrazellularen
Transports. Zur Untersuchung von Protein-Protein- und
Protein-DNA-Wechselwirkungen werden verschiedene
Methoden der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie
angewendet: ,Fluorescence Resonance Energy Transfer”
(FRET), ,Fluorescence Loss in Photobleaching” (FLIP)
und ,Fluorescence Recovery after Photobleaching”
(FRAP). Mit FRAP-Technik wurde die Wechselwirkung
von STAT2 mit p48 untersucht. Zytoplasmatisch veranker-
tes p48 in lebenden Zellen reduziert die intrazelluldre
Mobilitét eines STAT2-GFP-Fusionsproteins. Die Inter-
aktionsmutante p48¢ID hat hingegen keinen Einfluss.

Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen in lebenden
Zellen durch FRAP. Der Einfluss von Membran-verankertem
p48-Protein oder einer nicht-bindenden Mutante (p48DID)
auf die intrazelluldre Mobilitit des STAT2-GFP-Fusionspro-
teins wurde untersucht. Die GFP-markierten STAT2-Mole-
kiile im blauen Kreis wurden ausgeblichen, wihrend die
Molekiile in der rot-markierten Region als Kontrolle dien-
ten. Die Bewegung von fluoreszierenden STAT2-Molekiilen
in beide Regionen wurde iiber die Zeit gemessen und gra-
phisch aufgetragen. Das Membran-verankerte p48-Protein
reduziert drastisch die intrazelluldre Mobilitit von STAT2-
GFP, wihrend die Interaktionsmutante keinen Einfluss

zeigt.
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03.2 Epigenetische Grundlagen der Genregulation

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Jiirgen Bode | Arbeitsgruppe Epigenetische Regulationsmechanismen

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Alexandra Baer | Ellen Ernst

Dr. Angela Knopp | Kristina Nehlsen | André Oumard

Die Verfiigbarkeit der Sequenzen eukaryontischer Geno-
me zeigt, dass Informationen zu hoheren Organisations-
stufen dieser Genome erforderlich sind, um die Leistun-
gen differenzierter Zellen verstehen zu konnen. Eine
Klasse verantwortlicher Sequenzen - die ,Scaffold/Matrix-
Attachment”-Regionen (S/MARs) - zeigt eine deutliche
Tendenz zur Strangtrennung und verfiigt damit iiber eine
Voraussetzung zur Sekundarstrukturbildung. Darauf
basierend wurden biomathematische Regeln abgeleitet,
mit denen sich funktionelle Gendoménen lokalisieren
lassen. S/MARs haben Eigenschaften, die sie zu wertvol-
len Werkzeugen beim Aufbau integrierender und episo-
maler Systeme mit vorhersagbarer Expression werden
lieflen: Sie steigern transkriptionelle Initiationsraten nach
einem von Enhancern unterscheidbaren Mechanismus,
sie schirmen FEinfliisse des genomischen Integrationsortes
ab und sie unterdriicken ,silencing”-Phidnomene.

Die Techniken, die zum Verstindis genomischer Organi-
sationsprinzipien entwickelt wurden, ermdoglichen den
Aufbau transgener Tiermodelle. An geeigneten genomi-
schen Integrationsstellen konnen Markierungen ange-
bracht werden. Diese erlauben, dass die Kassette — etwa
eines Reportergens — durch ,Recombinase-Mediated Cas-
sette Exchange” (RMCE) gegen eine analoge Kassette mit
dem relevanten Gen ausgetauscht werden kann.

S/MAR-Datenbank und -Wirkungsspektrum
Gemeinsam mit der Arbeitsgruppe Bioinformatik wurde
die erste verfiigbare S/MAR-Datenbank aufgebaut. Sie ist
eine Grundlage zur Entwicklung von Algorithmen, mit
denen allgemeine Strukturprinzipien vorhergesagt werden
konnen - getestet am humanen Typ-1-Interferon-Genclu-
ster. Die Studien belegen eine enge Korrelation zwischen
»Stress-Induced Duplex Destabilization” (SIDD)-Minima,
Affinitat zur Kernmatrix und der biologischen Aktivitit in
verschiedenen Testsystemen. In einer ausgedehnten inter-
genischen Region wurden regelmifiig verteilte, hochaffine
S/MARs eines neuen Typs entdeckt. Die Hypothese: Diese
Stellen sind auf Grund eines speziellen Proteinbesatzes
an der Organisation hoherer Organisationsstufen des
Chromatins beteiligt.

Sandra Gotze | Yves Husemann | Martin Klar |

Nichtviraler episomaler Vektor Auf der Basis eines
natiirlichen S/MAR-Elements wurde ein neuartiger episo-
maler Vektor entwickelt, der ohne Selektionsdruck episo-
mal verbleibt. Das primire Bindungsprotein hnRNP-U
wurde tiber eine neue in vivo ,crosslinking”-Strategie be-
stimmt und die Bedeutung aktiver Transkription fiir den
Erhalt des Episoms nachgewiesen. Auf der Grundlage von
Ein- und Zwei-Episomensystemen wurden Antikorper-
Expressionsstudien initiiert.

Fragile genomische Stellen Studien zu retroviralen
Integrationsorten belegen, dass die Integration der Infek-
tions-Vektoren an den S/MARs erfolgt, die gleichzeitig
Marker fragiler Stellen sind. Das unterscheidet sie von
analog aufgebauten Transfektanten. Der Mechanismus
erklart transkriptionelle Eigenschaften von Proviren und
moglicherweise auch aktuelle Fehlschldge gentherapeuti-
scher Ansdtze mit retroviralen Vektoren.

Kassettenaustauschsystem Uber das RMCE-Prinzip
konnten unterschiedliche Konstrukte in Referenz-Integra-
tionsstellen eingefithrt und die Eigenschaften von S/MARs
und genomischen ,insulators” mit neutraler DNA vergli-
chen werden. Die Resultate belegen eine unerwartete Kor-
respondenz zwischen beiden Elementklassen.

Mario Koster und Sandra Gotze beim Studium der Zell-

kernarchitektur im Fluoreszenzmikroskop

Foto: Bierstedt
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03.3 Posttranslationale Proteinmodifikation

PROJEKTLEITER | Dr. Harald Conradt | Arbeitsgruppe Proteinglykosylierung

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Manfred Nimtz

Die Arbeitsgruppe hat das 2D-PAGE/MALDI/TOF-Map-
ping der Proteine aus menschlichen dendritischen Retiku-
lumzellen (DCs) durchgefiihrt. Dabei wurden mebhr als
200 Proteinpunkte identifiziert — einschliefilich Zellober-
flichenlektinen und Kohlenhydrat-Rezeptorproteinen.
Zudem wurden die posttranslationalen Modifikationen

- wie Glycosylierung, Sulfation und Phosphorylierung —
ausgewdhlter Proteine analysiert.

Rekombinante Adenovirusvektoren Gemeinsam mit
der Abteilung Genregulation und Differenzierung wurde
ein rekombinanter Adenovirus-Vektor hergestellt, der die
cDNA des humanen Erythropoetins (EPO) enthilt. Nach
der Infektion einer Reihe humaner und tierischer Primar-
zellen aus verschiedenen Zellen und Zelllinien wurde das
abgesonderte EPO immunopurifiziert und detailliert auf
N- und O-verkniipfte Kohlenhydratketten analysiert —
einschliellich von MS-MS/MS-Techniken. Sowohl die
cDNA-Transfektion als auch die Adenovirus-Infektion
zeigten in allen Zellreihen ein identisches Glykolysie-
rungsmuster fiir das EPO-Produkt. Rekombinante Adeno-
virusvektoren liefern daher ein vielseitiges Werkzeug zur
Studie der posttranslationalen Modifikationsrepertoirs
primadrer Tierzellen und -zelllinien.

Bibliothek fiir Affinitditsmatrizes In einer Oligo-
saccharid-Bibliothek wurden iiber 200 grundlegende
komplexe N-verkniipfte Oligosaccharidstrukturen erfasst.
Diese Bibliothek kann durch in vitro-Glykosylierung
erweitert werden, indem definierte Glycosyltransferasen
an mehr als 1200 verschiedenen Oligosaccharidstruktu-
ren verwendet werden. Die Oligosaccharid-Bibliothek
wird fiir die Herstellung von Affinitdtsmatrizes verwendet.
Diese Matrizes sind fiir die Isolierung von kohlenhydrat-
bindenden Rezeptoren bestimmt, die in der Zellerken-

nung involviert sind. Zudem wird sie fiir eine Studie iiber
die biologische Signifikanz kohlenhydratbasierter Rezep-
tor-Liganden-Interaktionen eingesetzt — als Werkzeug fiir
die Aufklarung der Zelloberflichenproteine und der
Enzymmechanismen des Golgi-Apparates.

F‘E."'.' - &

o Vorbereitung einer Gelelektrophorese

Foto: Bierstedt
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Dr. Hansjorg Hauser | Abteilung Genregulation und Differenzierung

Tobias May | Dr. Peter P. Muller

Dr. Dagmar Wirth | Claas Wodarczyk

Experimente mit Labortieren reflektieren zwar die hohe
Komplexitit des gesamten Organismus - andererseits
sind sie zeitintensiv, schwierig zu reproduzieren und
héufig erlauben solche Studien nicht, Ereignisse auf der
zelluldren oder sogar auf der molekularen Stufe zu erfor-
schen. Um solche Mechanismen im Detail und unter
genau kontrollierten und reproduzierbaren Bedingungen
zu analysieren, dienen primire Zellen oder Zelllinien als
Werkzeug. Von homogenem Versuchsmaterial profitieren
auflerdem die neueren Methoden der Genexpressions-
analyse sowie die Genom- und Proteomforschung. Aus
diesem Grund sind Zellkulturen ein wichtiges Hilfsmittel,
um molekulare Mechanismen der Wirt-Pathogen-Inter-
aktion zu analysieren.

Immortalisierte Zelltypen Zellen der himatopoie-
tischen Linien - etwa Monozyten, Makrophagen und
Dendritische Zellen - konnen einfach isoliert werden.
Zudem ist es oftmals moglich, sie als homogene Popula-
tionen in Kultur zu halten. Dies gilt in der Regel nicht fiir
Zellen, die aus soliden Gewebeverbinden isoliert werden
miissen. Da die Maus das bevorzugte Tiermodell fiir In-
fektionsstudien ist, wurde damit begonnen, Mauszell-
linien zu etablieren und zu charakterisieren. Dazu geho-
ren auch immunrelevante Zelllinien von Mausmutanten
oder embryonale Stammzellen. Die bisher in diesem
Projekt immortalisierten Zelltypen stammen aus Fibro-
blasten oder dem Endothel.

Roland Schucht | Dr. Herbert Weich |

Die Immortalisierung erlaubt die unbegrenzte Vermeh-
rung eines bestimmten Zelltyps fiir experimentelle Zwe-
cke. Ein Nachteil dieser Vorgehensweise besteht jedoch
darin, dass der Prozess der Immortalisierung selbst die
zelluldren Eigenschaften der Zielzelle beeinflussen kann.
Eine Losung dieses Problems wird durch die Reversion
des Immortalisierungsprozesses erwartet. Um eine
Immortalisierung riickgingig zu machen, wird das ver-
antwortliche Gen mit Hilfe eines regulierbaren Promo-
tersystems unterdriickt. Erste Versuche, so genannte
konditional immortalisierte Zellen aus Geweben zu er-
halten, waren erfolgreich und werden in Zukunft mit
verschiedenen Zelltypen weiter verfolgt.

Zwei unterschiedliche Strategien der Endothelzell-Immorta-
lisierung. A: Genetisch verdnderte Mausstamme oder Wild-
typstaimme konnen zur Isolierung der Embryonen verwendet
werden. Die isolierten primdren Zellen des Embryos werden
mit Polyoma-Virus-middle-T-tragenden Retroviren (PymT)
infiziert. Diese Viren immortalisieren vorzugsweise Endo-
thelzellen. Die so entstehenden Endotheliome werden durch
Anwendung spezifischer Zellkulturbedingungen selektio-
niert. B: Alternativ dazu konnen etablierte embryonale
Stammzellen der Maus durch Beeinflussung der Umgebung
differenziert werden. Die Mischung der so entstehenden dif-
ferenzierten Zellen werden wieder mit PymT-Viren infiziert.
Die daraus resultierenden Endotheliome werden auf das
Vorhandensein spezifischer Mausendothel-Oberflichen-
marker analysiert (z.B. CD31, CD34).
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Dr. Andreas Lengeling | Arbeitsgruppe Infektionsgenetik

Jens Bése | Laura Helming

Der Forschungsschwerpunkt der Nachwuchsgruppe Infek-
tionsgenetik liegt in der Identifikation genetischer Wirts-
faktoren, die an der Immunabwehr von bakteriellen
Pathogenen beteiligt sind. Ziel ist es, mit Hilfe von Maus-
modellen Suszeptibilititsgene zu identifizieren und ihre
Funktion - zundchst im Tiermodell - zu entschliisseln.
Die in der Maus gewonnen Erkenntnisse kénnen dann
spater genutzt werden, um gezielt genetische Pradisposi-
tionen fiir Infektionserkrankungen in humanen Patienten
zu untersuchen.

Suppression des Immunsystems durch Phagozytose
apoptotischer Zellen Viele bakterielle und virale
Pathogene induzieren in kritischen Phasen der Infektion
den programmierten Zelltod - die Apoptose - ihrer
Wirtszellen. Sie nutzen diesen Mechanismus, um der
Abwehr des Immunsystems zu entgehen.

Expression des Phosphatidylserinrezeptors auf Thio-

glykolat induzierten Makrophagen aus der Bauch-
héhle der Maus. Die Doppelfdrbung im konfokalen
Mikroskop zeigt in Rot den Phosphatidylserinrezep-
tor und in Griin das Makrophagenoberflichenmo-
lekiil F4/80

Foto: GBF

| Dr. Bastian Pasche

Durch Apoptose getdtete Wirtszellen werden sehr schnell
von Makrophagen aufgenommen, die dann aktiv immun-
suppressive Zytokine ausschiitten und so post-apoptoti-
sche Nekrose und deregulierte Entziindungsprozesse im
Korper verhindern. Ein besonders wichtiges Protein fiir
die Phagozytose von apoptotischen Zellen und die nach-
folgende Immunsuppression durch Makrophagen ist der
Phosphatidylserinrezeptor.

Durch Untersuchungen der Expression dieses Rezeptors
in verschiedenen Mausgeweben und Makrophagenpopu-
lationen konnte gezeigt werden, dass der Phosphatidylse-
rin-Rezeptor geclustert auf der Zelloberflache von Makro-
phagen exprimiert wird. Um die in vivo Funktion des
Phosphatidylserinrezeptors zu entschliisseln, werden
Mausmodelle hergestellt.

Der Vitamin-D-Rezeptor - Suszeptibilitatsgen fiir
Infektionen? Humangenetische Assoziationsstudien
haben eine mogliche Verbindung zwischen dem Vitamin-
D-Rezeptorgen (Vdr) und einer erth6hten Empfindlichkeit
gegeniiber Tuberkulose, chronischer Hepatitis und Den-
gue Fieber aufgezeigt. Die Hypothese: Vitamin D {ibt
wichtige regulatorische Funktionen im Immunsystem
aus. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, verwendet die
Arbeitsgruppe eine Mausmutante mit einem defekten
Vdr-Gen. Damit konnte gezeigt werden, dass Vdr-,Knock-
out”-Miuse eine erhohte Suszeptibilitit gegeniiber dem
intrazelluldaren Bakterium Listeria monozytogenes besitzen.
Diese Versuche dienen nun als Grundlage, um herauszu-
finden, welche Immuneffektorzellen durch Vitamin D
beeinflusst werden.

Empfindlichkeit gegeniiber Streptococcus pyogenes
Infektionen mit Streptococcus pyogenes konnen in der
Maus, wie auch in humanen Patienten, zu einem septi-
schem Schock und Multiorganversagen fithren. Im Maus-
modell ist Ursache dieser Pathogenitit eine verminderte
Fahigkeit, die Bakterien in einer frithen Phase der Infekti-
on zu kontrollieren und abzutéten - allerdings nur in
bestimmten Mausstimmen. Diese erhohte Suszeptibilitit
ist genetisch bedingt. Mit Hilfe von Kopplungsanalysen
liefSen sich Gene, die am Infektionsgeschehen beteiligt
sind, auf den Mauschromosomen 2, 7 und 17 kartieren.
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Die Forschungsaktivititen der Arbeitsgruppe gliedern sich
in die beiden Teilgebiete T -Zell-Toleranz und Mucosale
Immunitit. Im Mittelpunkt steht dabei die molekulare
Erforschung der reziproken Wechselwirkung von mucosa-
lem Immunsystem und Bakterien. Dies erfordert die Ent-
wicklung und Anwendung von Methoden zur dynami-
schen Analyse der Genexpression in vivo. Ziel ist es, im
Tiermodell und am Patienten vollig neue und hocheffek-
tive Therapien fir Erkrankungen mit gestorter mucosaler
Immunfunktion zu entwickeln.

T-Zell-Toleranz Kiirzlich konnte ein neuer molekularer
Marker fiir periphere Immunregulation identifiziert und
seine Relevanz fiir die Aufrechterhaltung der peripheren
Toleranz in vivo gezeigt werden. Durch den Einsatz einer
Multiplex-Einzelzell-RT-PCR konnte erstmals die direkte
Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen in Inselzellen
des Pankreas nachgewiesen werden. Dieses in vivo-Modell
wird von der Arbeitsgruppe intensiv genutzt, um grund-
legende Fragestellungen der peripheren Immunregulation
aufzukldren.

Mucosale Immunitédt Eine zentrale Aufgabe des intesti-
nalen Immunsystems ist die Entwicklung und Beibehal-
tung einer immunologischen Reaktionsunfihigkeit gegen-
uiber zahlreichen Antigenen. Dies driickt sich in der ver-
minderten Stimulierbarkeit mucosaler T-Lymphozyten
durch Antigene und Mitogene aus sowie in der Produkti-
on von Zytokinen mit Suppressoraktivititen. Das Phdno-
men einer antigenspezifischen Suppression der systemi-
schen Immunantworten nach Applikation oraler Antigene
wird als Induktion oraler Toleranz bezeichnet. Systemi-
sche Toleranz wird hierbei entweder aktiv oder passiv
erreicht. Erst in den letzten Jahren wurde die Bedeutung
lokaler immunologischer Reaktionen in der Darmmucosa
fiir die Pathogenese verschiedener intestinaler Erkrankun-
gen erkannt. Untersuchungen an ,Knock-out”-Mdusen
haben gezeigt, dass dafiir besonders eine gestorte Wech-
selwirkung von mucosalen T-Zellen und mikrobieller
Normalflora wichtig ist. Die molekularen Grundlagen
dieser mucosalen Dysregulation und ihre gezielte Beein-
flussung werden bisher nur unvollstindig verstanden und
sind Gegenstand intensiver Forschungsbemiihungen.
Einen wichtigen Schwerpunkt bildet hierbei die thera-
peutische Manipulation der Darmflora.

Astrid Westendorf

Schleimhaut-assoziiertes Immunsystem Tiermodelle,
die der Erforschung des mucosalen Immunsystems des
Darms dienen, haben inzwischen sehr vielversprechende
Ergebnisse geliefert. Zusétzlich wird derzeit in der Arbeits-
gruppe ein TCR-transgenes Mausmodell zur Untersuchung
von Storungen im Bereich des Schleimhaut-assoziierten
Immunsystems der Lunge entwickelt. In diesem Projekt
wird Hemagglutinin als Antigen selektiv im Alveolarepi-
thel von TCR-HA-transgenen Mausen exprimiert. Unter-
sucht wird, ob sich durch Bakterien-vermittelte Antigen-
expression im Gastrointestinaltrakt eine Modulation des
mucosalen T-Zellsystems der Lunge erzielen lisst. Die Eta-
blierung des Modellsystems ist inzwischen abgeschlossen
- zurzeit wird die molekulare Charakterisierung durch-
gefiihrt.

Ein weiterer Schwerpunkt beschiftigt sich mit der mole-
kularen Charakterisierung der komplexen Wechselwir-
kung - dem ,Cross-Talk” - von E. coli 0157 EHEC mit
Wirtszellen. In Kooperation mit dem Institut fiir Medizi-
nische Mikrobiologie der MHH wurde untersucht, wie
EHEC-Toxine auf Endothelzellen wirken.

Zellsortierung von T-Zelllymphozyten

Foto: Bierstedt
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RT-PCR von differentiell exprimierten Genen von Bla-Zel-
len aus der Milz und der Bauchhéhle. Zellen wurden auf
Grund ihrer Expression von IgM und CD5 isoliert und RNA
von ca. 100000 Zellen extrahiert. PCR-Amplifikation
wurde nach reverser Transkription durchgefiihrt mit spezifi-
schen Primern fiir VCAM-1 (, Vascular Cell Adhesion Mole-
cule 1”), CD206 (Mannose-Rezeptor), LPL (Lipoprotein
Lipase), NAD (Hydroxyprostaglandin Dehydrogenase 15),
Spi-C (Transkriptionsfaktor) und CCR3 (Chemokinrezep-
tor). Die ,housekeeping”-Gene CD5 und HPRT wurden als
Kontrolle fiir die Unversehrtheit der cDNA und die geeigne-
te Konzentration verwendet. Als Kontrolle fiir die Spezifitdt

der Amplifikation wurde eine Probe ohne cDNA verwendet.

Antikorper-produzierende Zellen lassen sich in follikulare
B2-Zellen, Bla-, Blb- und B-Zellen der Marginalzone ein-
teilen. Follikuldre B2-Zellen werden kontinuierlich im
Knochenmark adulter Individuen generiert. Sie antworten
spezifisch auf Antigene durch Differenzierung in Plasma-
zellen, Ig-Klassenswitch und somatische Hypermutation.
Sie konnen sich auch zu Gedichtnis-B- Zellen entwickeln.
Die B-Zellen der Marginalzone sind den follikuldren B2-
Zellen nahe verwandt. Allerdings zihlen sie auf Grund
ihrer schnellen proliferativen Antwort und ihrer Lokalisa-
tion in der Milz zur ersten Verteidigungslinie gegen Blut-
stindige Infektionen. Bla- und B1b-Zellen dominieren
die Korperhohlen wie die Bauchhohle, aber Bla-Zellen
sind auch in der Milz zu finden. B1-Zellen sind fiir die
Produktion des grofiten Teils des IgM im Serum und der
natiirlichen Antikorper verantwortlich. Deshalb werden
sie ebenfalls als erste humorale Verteidigungslinie gegen
Infektionen betrachtet. B1-Zellen erneuern sich selbst, sie
werden nur in der fotalen und neonatalen Phase gebildet
und nicht mehr im erwachsenen Organismus.

Biologie der ersten Antikorper-Verteidigungsline
Um die Physiologie der B-Zellen der ersten Verteidigungs-
linie zu verstehen, verwendet die Arbeitsgruppe einen
rekombinanten Mausstamm, der eine Lambda-2-Immu-
noglobulin-leichte Kette exprimiert. Die B-Zellpopulatio-
nen in dieser Maus gehoren ausschliefRlich zur ersten Ver-
teidigungslinie. Die Marginalzone enthilt eine normale
Anzahl an B-Zellen, die Milz und das Peritoneum werden
von Bla-Zellen dominiert und follikulire B2-Zellen sind
nicht detektierbar.

Zunichst wurden die schweren Ketten dieser B-Zellen
unter der Restriktion der transgenen leichten Kette analy-
siert. Das peritoneale Bla-Kompartiment wird von weni-
gen Sequenzen dominiert, die durch unabhingige Rear-
rangements zustande kommen.

Diese Sequenzen wurden bei B-Zellen aus der fotalen
Leber, dem Entstehungsorgan der Bla-Zellen, nicht
gefunden. Der Schluss: Auf diesen peritonealen Zellen
lastet ein extrem hoher Selektionsdruck durch Autoanti-
gene. Um diese Autoantigene zu charakterisieren, wurden
verschiedene Hybridome von dominanten B1la- Zellklo-
nen etabliert. Die Repertoirestudien wurden darauthin
auf Bla-Zellen der Milz ausgedehnt. Eine nur geringe
Uberlappung zwischen Sequenzen aus der Milz und
dem Peritoneum lésst auf einen geringen Austausch von
Bla-Zellen zwischen Milz und Bauchhohle schliefien.
Transferexperimente konnten dies untermauern. Aller-
dings besitzen peritoneale Bla-Zellen die Kapazitit, in
die Milz zu wandern, wenn sie in Mduse transferiert
werden, die keine eigenen Lymphozyten besitzen.

Die einzigartige Situation, dass in einer Maus nur B-Zel-
len der ersten Verteidigungslinie vorhanden sind, erlaubte
auch, das genetische Programm dieser B-Zellpopulatio-
nen zu untersuchen. Sortierte Zellen der verschiedenen
B-Zellpopulationen wurden fiir eine Analyse mit Mikro-
Expressions-Arrays benutzt. Die Ergebnisse lassen Riick-
schliisse auf physiologische Unterschiede zwischen
peritonealen und Milz-Bla-Zellen zu - etwa auf ihre
potenzielle Interaktion mit T-Zellen oder ihren Aktivie-
rungsstatus. Diese Experimente wurden von funktionellen
Tests begleitet, um Eigenschaften dieser B-Zellsubpopu-
lationen, die aus den Arrayanalysen geschlossen wurden,
zu bestdtigen.
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Eine wichtige Funktion des Immunsystems ist die Ab-
wehr von Pathogenen. Es setzt sich aus spezifischen
Organstrukturen zusammen, die entscheidend fiir lokale
Immunantworten sind. Diese Strukturen bestehen aus
unterschiedlichen Zelltypen, die ein ausgepragtes Migra-
tionsverhalten innerhalb des Korpers zeigen. Fiir die Re-
gulation der Interaktionen zwischen diesen Zellen ist
unter anderem das Zytokinnetzwerk verantwortlich. Die
Arbeitsgruppe analysiert, wie Lymphozytenwanderungen
wahrend der Immunreaktion gesteuert werden und wie
spezifische Zytokine das Immunsystem bei der Wirts-
abwebhr regulieren.

Den Ursachen fiir chronische Darmentziindungen
auf der Spur Mittlerweile ist die gesamte Sequenz des
Mausgenoms bekannt. Das erleichtert es, ausgewahlte
Gene spezifisch in der Keimbahn der Maus zu inaktivie-
ren. Dieses kann auf zwei unterschiedliche Arten erreicht
werden. Eine Methode fiihrt zur kompletten Inaktivie-
rung des entsprechenden Gens in der Maus, die andere

- technisch ausgereiftere — bewirkt eine induzierbare und
Zelltyp-spezifische Inaktivierung zu einem definierten
Zeitpunkt. Diese Methode der zielgerichteten Gen-Inakti-
vierung wendet die Arbeitsgruppe auf zwei Gruppen von
Genen an: Auf Zytokingene und ihre zugehorigen Rezep-
toren sowie auf die Gene der sogenannten ,Homing"-
Rezeptoren. Tiermodelle sind besonders wertvoll, da an
ihnen Prozesse studiert werden konnen, die teilweise
auch auf erworbene menschliche Krankheiten iibertragen
werden konnen. Der Fokus der Untersuchungen liegt auf
dem darmassoziierten lymphatischen Gewebe, dessen
Fehlregulation zu schweren chronischen Darmentziin-
dungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa fithren
kann. Zusitzlich zum Einfluss der jeweiligen Mutation
auf die Funktion des darmassoziierten Immunsystems
soll auch die Auswirkung bakterieller Infektionen unter-
sucht werden. Sie konnen ebenfalls starke entziindliche
Reaktionen des Darms auslosen, wie Infektionsprozesse,
die der humanmedizinisch relevante Erreger Yersinia
enterocolitica bewirkt.

MaBgeschneiderte Mutanten Die Arbeitsgruppe
unterstiitzt andere Wissenschaftler in der GBF bei der Er-
zeugung von spezifischen Mausmutanten, die die Infek-
tionsprozesse und die Immunabwehr betreffen. Durch
die systematische Herstellung zielgerichteter Mutationen
wird so eine Kollektion von Mausmutanten erzeugt, die
wertvolle Modellsysteme fiir die Erforschung von Infek-
tionskrankheiten und der Immunabwehr darstellt. Durch
den Einsatz bioinformatischer Werkzeuge wird die Arbeit
komplettiert. Der von der Arbeitsgruppe etablierte und
offentlich zugiangliche Server zur Sequenzanalyse —
http://ngfnblast.gbf.de/ — ermdglicht unter anderem die
vergleichende Analyse von Genen des Menschen und der
Maus. Fiir die Entwicklung von Mausmutanten ist er ein
unentbehrliches Werkzeug. Mit bioinformatischen Me-
thoden wird auflerdem ein grofies Gencluster analysiert,
das fiir die Synthese von Antikérpern verantwortlich ist.
Letztere sind Effektormolekiile der Immunabwehr und
von besonderer Bedeutung bei der Eliminierung von
Pathogenen aus

dem Korper.

Stammzellen der Maus werden unterm Mikroskop

untersucht

Foto: Bierstedt
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Das Immunsystem ist grob in eine humorale und eine
zellulire Komponente aufgeteilt. Den humoralen Anteil
vermitteln l6sliche Faktoren wie Antikorper und Kom-
plement, den zelluldren Anteil T-Zellen, B-Zellen und
dendritische Zellen. Wahrend sich die humorale Immu-
nitit nur indirekt erfassen lasst, konnen Zellen direkt
,bei der Arbeit” beobachtet werden.

Dendritische Zellen auf der Wanderung Als Anti-
gen-prasentierende Zellen stehen dendritische Zellen
(DCs) am Beginn jeder neuen zelluliren Immunreaktion.
In der Peripherie des Korpers nehmen sie ein- dringende
Pathogene auf und transportieren sie zu den drainieren-
den Lymphknoten, um sie dort T-Zellen zu prisentieren.
Obwohl er ein zentraler Bestandteil der zelluldren Immu-
nologie ist, wurde dieser Transportprozess bis heute nicht
direkt beobachtet, und iiber seine Dynamik in vivo ist
nichts bekannt. Bei immuntherapeutischen Ansitzen
gegen Krebs, wird versucht, DCs als Trager von Tumoran-
tigenen zu nutzen. Ein grofies ungelostes Problem dabei
ist die optimale Route der Applikation der Zellen in den
Patienten, ohne dabei ihr internes Migrationspotential zu
storen. Geldnge es, eine Methode zu entwickeln, die die
normale und gestorte DC-Wanderung in vivo analysiert,
wiirde das einen besseren Einblick in diesen grundlegen-
den Prozess zulassen, Vakzinierungsprogramme verbes-
sern oder helfen, die Vorginge des Krankheitsgeschehens

zu verstehen.

J } | *
Eine B-Zelle bindet eine antigenspezifische T-Zelle um ihr
Antigen zu prdsentieren. Die ,Spaghetti”-Strukturen reprdi-
sentieren Fasern kiinstlicher extrazelluldrer Matrix aus

Kollagen.

Foto: GBF

T-APC-Zell-Interaktion Ein anderer intensiv untersuch-
ter Aspekt der zelluldren Immunitit ist die physikalische
Interaktion von T-Zellen mit Antigen-prasentierenden
Zellen (APC). Wiahrend die Mehrzahl der Untersuchun-
gen zur T-APC-Interaktion in vitro durchgefithrt wurde, ist
es kiirzlich gelungen, Einblicke in die Migrationsprozesse
in echtem lymphatischem Gewebe zu bekommen. Bildge-
bungsverfahren gestatten den Blick in die duf3erst dyna-
mischen Migrationsprozesse in explantiertem lymphati-
schem Gewebe. Solche Studien fithren zu einem vo6llig
neuen Verstindnis der T-Zell-Aktivierung in vivo und lie-
fern Erklarungsansitze fiir die Fehler, die dem Organis-
mus im Falle einer Krankheit oder tédlichen Infektion
unterlaufen.

Mikroskopie im lebenden Gewebe Sehen ist verste-
hen. Das iibergeordnete Ziel der Arbeitsgruppe ist die
Visualisierung zelluldrer Immunitét in ihrer natiirlichen
Umgebung - also ein nicht-invasives Verfahren mit mo-
dernen Mikroskopiertechniken. Dadurch soll ein weit-
reichender Einblick in die biophysikalische Dynamik
gewonnen werden, die zelluliren Immunprozessen zu-
grunde liegt. Parallel dazu werden bildgebende Verfahren
aufgebaut. Mit Zeitraffer-Konfokal- sowie 2-Photonen-
Mikroskopie sollen Miusegewebe — zunichst explantiert,
spater in situ — untersucht werden. 2-Photonen-Mikrosko-
pie erzeugt hochaufgeloste Bilder tief in lebendem Gewe-
be. Um ein vollstindiges Bild zu gewinnen, erfolgt die
Bildgebung dort, wo die Immunantworten ausgelost wer-
den - also in Lymphknoten, Milz und Darm - und dort,
wo die Antwort letztlich stattfindet - im Darm, der Haut
und in Tumormetastasen. Um den Einfluss einer Krank-
heit auf zellphysiologische Parameter des Immunsystems
zu analysieren, sollen genetisch manipulierte Mause ver-
wendet werden, die farblich markierte Molekiile wie
MHCII oder CD3 und/oder genetische Defekte tragen.
Standardisierte Tumor-, Infektions- und Allergiemodelle
sollen eingesetzt werden , um den Einfluss einer Krank-
heit auf zellphysiologische Parameter des Immunsystems
zu analysieren.
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Ein Drittel aller weltweiten Todesfalle verursachen infektidose Agenzien. Mikroorganismen sind auch fur min-
destens 15% der neu entstehenden Krebsfélle verantwortlich und zudem an der Pathogenese von chronischen
nicht-infektiosen Krankheiten beteiligt. Die Therapie von infizierten Patienten ist durch das Auftreten von
Mehrfach-Antibiotikaresistenz sehr schwierig. Es ist deshalb duBerst wichtig, neue Werkzeuge zu entwickeln,
um infektiosen Krankheiten vorzubeugen und diese behandeln zu kénnen. Das Entwickeln solcher Werkzeuge

ist das Hauptziel dieses Themenbereichs.

In dem Projekt , Anti-Infective Discovery” werden auf der Suche nach neuen Wirkstoffen Strategien angewen-
det, die auf der Isolierung von Naturstoffen aus Mikroorganismen sowie auf der kombinatorischen chemischen
Synthese basieren. Gesucht: Kleine Molekule, die gegen Infektionen wirken. So wurde aus Sorangium cellulo-
sum ein neuer steroid-artiger Wirkstoff isoliert, der selektiv gegen Mykobakterien wirkt. Epothilon-B-Amine

—in der GBF isoliert und synthetisiert - werden in klinischen Studien als moégliches Antikrebsmittel getestet.

Im Projekt ,Antigen-Liefersysteme und Impfstoffe” werden Werkzeuge zur Immunintervention erforscht, um
mit ihnen Impfstoffe gegen Krankheiten zu entwickeln. Da die meisten infektiosen Agenzien die Schleimhéaute
passieren mussen oder auf diese beschrankt sind, hat die Entwicklung von Schleimhautimpfstrategien héchste
Prioritat. Dabei wurde herausgefunden, dass ein synthetischer Abkémmling des aus Mykoplasma stammenden
Makrophagen-aktivierenden Lipopeptides MALP-2 ein hochwirksames Adjuvans ist. Es wurden auch neue
attenuierte Salmonellenstamme identifiziert, die als Impfstofftragerstimme ein angemessenes Sicherheits-

und Immunogenitatsprofil zeigen.

e,

Vorbereitung von Proben fiir gaschromatographische Untersuchungen

Foto: Bierstedt
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Komplementir zu der Wirkstoffsuche aus natiirlichen
Quellen - wie im Bereich Naturstoffforschung - verfolgt
dieses Projekt einen alternativen empirischen Ansatz.

Er nutzt die simultane und parallele chemische Synthese.
Die entwickelten kombinatorischen Synthese- und
Screeningverfahren fiir Peptid- und andere organische
Substanzbibliotheken werden auflerdem fiir die systema-
tische Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwir-
kungen und deren selektive Inhibition eingesetzt. Sie
werden kontinuierlich fiir die Suche nach neuen Verbin-
dungen mit antibiotischen, chemotherapeutischen und
immunomodulatorischen Aktivititen erweitert.

Inhibitoren der zelluldren Invasivitat Streptococcus
pyogenes, ein pathogenes Bakterium der Gruppe A Strepto-
kokken (GAS), kann sich sowohl dem Immunsystem als
auch Arzneimitteln entziehen, indem es in Epithelzellen
eindringt. Ein Projekt in Zusammenarbeit mit der Abtei-
lung Mikrobielle Pathogenitit und Impfstoffforschung
hat die Einwirkung auf diesen Pathogenititsmechanismus
zum Ziel. Ein Hochdurchsatz-Test ermoglicht die paralle-
le Evaluierung des inhibitorischen Potentials von Hun-
derten bis Tausenden unterschiedlicher chemischer Ver-
bindungen. Er basiert auf einem entscheidenden Schritt
im Invasionsprozess: Der Anbindung von nicht-pathoge-
nem S. gordonii an Fibronektin. Peptide mit definierten
Sequenzen und umfangreiche Peptidbibliotheken wurden
getestet und kleine Peptidsequenzen identifiziert. Sie sol-
len als Ausgangsverbindungen fiir die Entwicklung von
spezifischeren und in vivo einsetzbaren Verbindungen

dienen.
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Synthetisches MALP-2 - ein viel versprechendes
Adjuvans fiir die nasale Impfung Die meisten Krank-
heitserreger greifen den Menschen iiber seine Schleim-
haut, die Mukosa, an. Eine frithe Immunabwehr in die-
sem Gewebe wire daher besonders wirksam. Bisher gibt
es aber keine geeigneten Adjuvantien, um eine ausrei-
chende Immunantwort gegen extern verabreichte Antige-
ne in der Mukosa zu stimulieren. Das an der GBF ent-
deckte Makrophagen-aktivierende Lipopeptid MALP-2 aus
Mykoplasmen konnte hier zu einem Durchbruch fithren.
Der chemisch-synthetische Zugang zu dieser Substanz-
klasse bildet die Grundlage fiir detaillierte Struktur-Akti-
vitdtsuntersuchungen. In der Maus konnte kiirzlich eine
starke mukosale immunstimulatorische Wirkung von syn-
thetischem MALP-2 nachgewiesen werden. Durch chemi-
sche Synthesen werden jetzt gezielt Analoga von MALP-2
mit verbesserten Eigenschaften entwickelt.

Die ,,Drug-Discovery”-Maschine Im Rahmen des

von der Firma Evotec OAI AG geleiteten Verbundprojekts
»Diagnose und Therapie mit den Mitteln der molekularen
Medizin” wurde ein Syntheseprogramm entwickelt, das
besonders auf die miniaturisierte Hochdurchsatz-“Scree-
ning”“-Technologie von Evotec — das EVOscreen - ausge-
legt ist. Aus dem selektiven Abbau von 14 Naturstoffen
wurden 34 origindre neue Bausteine erhalten, die mit der
SPOT-Synthesetechnologie zu neuen Verbindungen ver-
kniipft wurden. Durch die entsprechende Hochdurchsatz-
Logistik konnten {iber 55000 Substanzen fiir das Projekt
hergestellt werden.

Inhibition der Bindung von Streptokokken
an markiertes Fibronektin durch syntheti-
sche Peptide und durch kompetitives
unmarkiertes Fibronektin. Die Peptidse-
quenzen stammen aus dem bakteriellen
Fibronektin-bindenden Protein Sfbl.

-
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PROJEKTMITARBEITER

Dr. Ursula Bilitewski

| G

Dr. Bjérn Henze

Janine Wendler

Die bestehende Sammlung von 6000 Myxobakterien und
iiber 100 Neuisolaten bildete die Basis fiir die Suche nach
neuen antibakteriellen, antifungischen und cytotoxischen
Naturstoffen. Eine derzeit besonders wichtige Gruppe von
solchen Naturstoffen sind die Tubulin-Inhibitoren Epo-
thilon, Tubulysin und Disorazol. Thr Wirkungsmechanis-
mus wurde im Hinblick auf eine Anwendung als Krebs-
therapeutika weiter im Detail untersucht. In Kooperation
mit unterschiedlichen Industriepartnern wurde die prakli-
nische Entwicklung der Substanzen vorangetrieben. Die
Phase II der klinischen Priifung von Epothilon-B-Lactam
durch Bristol Myers Squibb konnte erfolgreich abge-
schlossen werden.

nicht marines salzhaltiges Biotop als Quelle fiir halophile

Myxobakterien

Foto: Gerth, GBF

Dr. Abass Yasser Elnakady |
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Biologie mikrobieller Wirkstoffe

offbiologie
Dr. Klaus Gerth
I

Dr. Meike Genrich |

Dr. Hans Reichenbach

aber Mersal Dr. Florenz Sasse

Neue Produktionsorganismen Frither wurden sie als
schwierige Organismengruppe eingestuft — heute werden
Myxobakterien routinemafig isoliert, und es sind welt-
weit bereits mehrere kleine Stammsammlungen verfiig-
bar. Kurzlich gelang es, aus bislang nicht explorierten
Habitaten unter Verwendung unkonventioneller Kulturbe-
dingungen neue Gruppen von Myxobakterien zu isolie-
ren. Diese neuen Isolate haben bisher unbekannte phy-
siologische Eigenschaften. So wurden in salzbelasteten
Erdproben zahlreiche halotolerante und einige halophile
Stimme entdeckt. Sie bendtigen 2% Natriumchlorid fiir
ein optimales Wachstum. Die 16S-r-DNA-Sequenzierung
zeigte, dass diese Organismen einer neuen Gattung von
Myxobakterien angehoren. Auflerdem wurden pH-tole-
rante Stimme isoliert, die noch bei pH 5 und 9 wachsen.
Und es gelang zum ersten Mal, mesothermophile Myxo-
bakterien zu isolieren, die bei 42 bis 43°C optimal wach-
sen. Mit Generationszeiten von 2 bis 3 Stunden sollten
sich diese Stimme besonders gut zur Expression von Bio-
synthesegenen eignen.

Schwarmbkolonie eines halophilen Myxobakteriums isoliert

aus einer Bodenprobe vom Haldenfufd

Foto: Gerth, GBF
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Prof. Dr. Gerhard Hofle | Abteilung Naturstoffchemie

Dr. Nicole Glaser | Dr. Thorsten Jahn | Dr. Rolf Jansen | Dr. Usama Karama | Dr. Thomas
Leibold | Dr. Jutta Niggemann | Heinrich Steinmetz | Larissa Vollbrecht | Dr. Peter Washausen
Aus Myxobakterienkulturen konnten im vergangenen Jahr Aufgrund der unterschiedlichen Biogenese - Polyketid
sieben neuartige Substanzgruppen isoliert werden. Thr gegeniiber Peptid - handelt es sich bei dem f-Methoxy-
Wirkungsschwerpunkt liegt auf Gram-negativen und/ acrylat-Pharmakophor der Cyrmenine um eine eigenstian-
oder Gram-positiven Bakterien. Vorldufige Strukturen dige Erfindung der Myxobakterien. Die antifungische
wurden fiir Byssochloren, ein komplexes chlorhaltiges Aktivitit von Cyrmenin B und die Hemmung des Elektro-
Polyketid, und ein ungewohnliches Steroid-Antibiotikum nentransports im bc;-Komplex der mitochondrialen
mit selektiver Wirkung gegen Mykobakterien aufgeklart. Atmungskette liegen in der Groflenordnung der Stro-
bilurine.

Cyrmenine Bei der Suche nach antifungischen Verbin-
dungen wurden ein Cystobacter armeniaca- und ein Ar-

changium gephyra-Stamm entdeckt, die beide eine neue ©/\VI
Gruppe von ungesittigten N-Acyldipeptiden bilden, die weooe” M
so genannten Cyrmenine. Nach den spektroskopischen Strobilurin
Daten und der Kristallstrukturanalyse einer synthetischen .
Modellverbindung handelt es sich bei den Cyrmeninen NG n\n)kw
NG
Cyrmenin B
Kristallstruktur einer syn-
thetischen Modellverbin-
dung fiir Cyrmenin. Sie Semisynthese Uber einen oxidativen und hydroly-
zeigt die fiir den (Z)-f5- tischen Abbau von komplexen Naturstoffen wurde eine
Methoxyacrylat-Pharma- Bibliothek von chiralen Bausteinen gewonnen und fiir die
kophor typische orthogo- kombinatorische Synthese bereitgestellt. Alternativ dazu
nale Konformation, eine wurde erstmals die Olefin-Kreuzmetathese zum Abbau
Voraussetzung fiir anti- von ungesittigten Naturstoffen eingesetzt. Exemplarisch
fungische Aktivitdt. wurde dazu die C12,C13-Doppelbindung von Epothilon
C mit Ethylen in Gegenwart von Grubbs Metathesekataly-
um (Z)-B-Methoxyacrylate, die in a-Position durch ein sator gespalten. Nach Austausch der Thiazol-Seitenkette
Stickstoffatom mit dem Rest des Molekiils verbunden durch einen Synthesebaustein mit Dreifachbindung lief3
sind. Somit konnen die Cyrmenine als Aza-Analoge der sich der Makrocyclus durch Olefinmetathese wieder
Strobilurine aufgefasst werden, einer Verbindungsklasse, schlieflen. Auf diesem Wege wurden erstmals 16,17-Al-
die in den letzten Jahren zu erfolgreichen Fungiziden fiir kin-Analoga von Epothilon A und C in nur sechs bezie-
den Pflanzenschutz entwickelt worden ist. hungsweise funf Synthesestufen zuganglich.
Ethylen s.

|

0.

Epothilon C ‘

Ethylen

Epothilon C
C16,C17-Alkin-Analogon
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04.4 Antigen-Liefersysteme und Impfstoffe

PROJEKTLEITER | Priv.-Doz. Dr. Dr. Carlos A. Guzman | Arbeitsgruppe Impfstoffforschung

PROJEKTMITARBEITER | Heike Bauer | Stefan Borsutzky

Dr. Thomas Ebensen | Dr. Claudia Link | Dr. Faiza Rharbaoui

Dr. Siegfried WeiB3

Impfung ist die kosteneffektivste Methode zur Prophylaxe
infektioser Krankheiten, und sie wird zunehmend zu
einem duflerst effizienten Werkzeug bei der Vorbeugung
oder Behandlung einer breiten Palette von Krankheiten.
Die Entwicklung und Validierung von Impfsystemen und
Strategien fiir die Verabreichung von Protein-Antigenen
oder DNA-Impfstoffen ist ebenso das Hauptziel des Pro-
jekts wie die anschlieflende Verwendung solcher Systeme
zur Entwicklung von geeigneten Impfstoffkandidaten ge-
gen spezielle Krankheiten. Die Optimierung der Immu-
nogenitat von Antigenen, die iiber die Schleimhaute ver-
abreicht werden, ist dabei besonders wichtig, da es iiber
die Schleimhaut-Immunisierung maoglich ist, gezielt an
den Stellen des Korpers eine Immunantwort hervorzuru-
fen, die eine erste Barriere im Kampf gegen Infektionen
sind.

MALP-2 als Schleimhaut-Adjuvans Das Adjuvans-
Potenzial des synthetischen Derivats (S-[2,3-bispalmi-
toyloxypropyl] cysteinyl-GNNDESNISFKEK) des aus
Mycoplasma stammenden Macrophagen-aktivierenden
Lipopeptids MALP-2 wurde ndher untersucht. Die Stu-
dien haben gezeigt, dass MALP-2 ein dufierst effektives
Adjuvans ist, wenn es zusammen mit einem 16slichen
Antigen tiber die intranasale oder parenterale Route ver-
abreicht wird. Dabei wurden nach der Impfung bis zu
3560-fach erh6hte Antigen-spezifische Serum-IgG-Titer
und verstarkte zellulare Antworten beobachtet. Auch das
Schleimhautimmunsystem wurde nach intranasaler Imp-
fung sehr effizient stimuliert - 36% beziehungsweise
23% Antigen-spezifischer IgA-Antikorper in Abwaschun-
gen aus der Lunge und der Vagina. Funktionsstudien zeig-
ten, dass in den nasalen Lymphgeweben MALP-2 behan-
delter Mduse Antigen-prasentierende Zellen rekrutiert
wurden, die vermehrt MHC-Klasse-I- und kostimulieren-
de Molekiile exprimierten.

Dr. Dunja Bruder | Dr. Jan Buer |

Dr. Kai Schulze | Dr. Lothar H. Staendner |

Stimulierung eines langanhaltenden Impfschutzes
gegen Streptococcus pyogenes Durch Impfung mit
der Fibronektin-bindenden Domine des Proteins Sfbl
(H12-Fragment) - zusammen mit der B-Untereinheit des
Cholera-Toxins (CTB) als mukosalem Adjuvans - kann
ein Impfschutz gegen S. pyogenes induziert werden. Aller-
dings konnen bakterielle Toxine oder deren Derivate
schwere Nebeneffekte hervorrufen, wenn sie intranasal
verabreicht werden. Da das isolierte Protein Sfbl ebenfalls
iiber Adjuvanseigenschaften verfiigt, wurde untersucht,

ob eine Immunisierung mit dem H12-Fragment alleine
ausreicht, um einen langanhaltenden Impfschutz zu
stimulieren. Die immunisierten Mduse waren unabhingig
von dem CTB-Anteil sowohl 36 als auch 110 Tage nach
der ersten Impfung vor den Auswirkungen einer letalen
Dosis von S. pyogenes geschiitzt. Die beobachteten Adju-
vanseigenschaften der Fibronektin-bindenden Domine
des Proteins Sfbl verdeutlichen das Potenzial dieses Anti-
gens fiir die Verwendung in Mehrfach- Komponenten-
Impfstoffen gegen S. pyogenes.

Dr. Carlos Guzman analysiert das Wachstum von klonierten

Salomellen-Stimmen auf einer Agarplatte.

Foto: Bierstedt
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04.5 Therapeutische zellulare Vakzine

PROJEKTLEITER | Dr. Werner Lindenmaier | Abteilung Genregulation und Differenzierung

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Kurt E.J. Dittmar |

Bei der Entwicklung zelluldrer therapeutischer Impfstoffe
wird eine Doppelstrategie verfolgt. Einerseits sollen die
Arbeiten die Voraussetzungen fiir eine Genehmigung
Klinischer Studien schaffen. Andererseits werden Zellkul-
turen und Mausmodelle genutzt, um Fragen der Zell-Zell-
Interaktion und der Kostimulation zu untersuchen.

Interaktion zwischen antigenprasentierenden und
Effektor-Zellen Neben den immunologischen Tests
wurden in Kooperation mit der Abteilung fiir Mikrobielle
Pathogenitit und Impfstoffforschung Verfahren zur elek-
tronen- und fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung
von Zellen in lymphoiden Organen entwickelt. Mit hoch-
auflosender konfokaler Mikroskopie wurden die Wande-
rung und die Interaktion der Zellen in vivo und in vitro
verfolgt. Zusammen mit anderen Arbeitsgruppen der GBF
wurde der Einfluss von Infektion und genetischer Modifi-

kation analysiert.

Wanderung lebender Zellen im Lymphknoten der Maus

Mit Hilfe von konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie wur-
den Zeitserien aufgenommen. Auswandernde (*) und ein-
wandernde (») Lymphozyten bzw. Makrophagen (®) sind
markiert. Zellkerne (blau), Zytoplasma (rot) und Retikulin-

fasern (griin) wurden angefdrbt.

Foto: GBF

Dr. Andrea Kréger | Lars Macke | Carsten Wiethe

Einfluss des adenoviralen Gentransfers auf zellulare
Funktionen Mit rekombinanten Adenoviren, die
Tumorantigene, immunmodulierende Gene und unter-
schiedliche Reporter-Gene kodieren, kann ein effizienter
Gentransfer und kontrollierte Expression in priméren
Zellen erreicht werden, insbesondere in professionell
antigenprasentierende Zellen wie dendritische Zellen und
Makrophagen. Dabei werden die posttranslationalen
Modifikationen, die Muster der Zelloberflichenproteine
und die Genexpression durch die Infektion mit rekom-
binanten Adenoviren nicht gedndert. Das konnte durch
die Analysen des Proteoms und mit DNA-Arrays gezeigt
werden.

Vom Mausmodell zur klinischen Anwendung Die
strukturellen und funktionellen Eigenschaften modifizier-
ter dendritischer Zellen und der Einfluss immunmodula-
torischer Gene wurden ex vivo in humanen Zellen und in
vivo in einem murinen Modell untersucht. In Kooperation
mit einer Arbeitsgruppe vom Sir Albert Sakzewski Virus
Research Centre, Brisbane, Australien, wurde eine Verstar-
kung der Immunantwort gegen HPV E7 gezeigt, wenn die
dendritischen Zellen aufier mit dem E7-exprimierenden
Adenovirus noch mit Viren fiir kostimulatorische Mole-
kiile infiziert waren.

In einem zweiten Modell wird nach Transplantation eines
Tumors mit aktivierbarem IRF1 eine protektive Antwort
induziert. Um diesen IRF1-spezifischen Effekt auf die
Immunantwort auch mit anderen Zelllinien untersuchen
zu konnen, wurden adenovirale Vektoren etabliert. Tu-
morzellen, die mit IRF1-exprimierenden Adenoviren in-
fiziert wurden, zeigten den gleichen Phanotyp wie die
stabil IRF1 exprimierenden Linien: Inhibition der Zell-
teilung, Verstirkung der MHC-Klasse-I-Expression und
Ifn-B-Expression.

Fir die Produktion von adenoviralen Vektoren fiir klini-
sche Anwendungen in der GBF-S2/GMP-Anlage wurden
Standardprotokolle (SOPs) und Validierungen erstellt.
Die Bedingungen fiir eine standardisierte Produktion
genetisch modifizierter dendritischer Zellen aus Mono-
zyten, die mit Hilfe von Leukapherese in ausreichender
Menge aus dem menschlichen Blut gewonnen werden
konnen, wurden in Zusammenarbeit mit industriellen
und klinischen Partnern erarbeitet.
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Programm ,Vergleichende Genomforschung”

PROGRAMMSPRECHER | Dr. Helmut Blocker | Abteilung Genomanalyse

Ziel des Programmis ist die Aufklarung zellularer Funktionsanomalien, wie sie bei menschlichen Krank-
heiten auftreten. Die Entstehung von Erkrankungen héngt von den genotypischen, beziehungsweise
phanotypischen Bedingungen ab. Dazu gehéren die angeborenen genetischen Defekte oder Veran-
lagungen, aber auch Faktoren wie das Alter, die Lebensweise, Interaktionen zwischen Wirt und Erreger
sowie Umweltstress. Vergleichende Analysen von Genominformationen sind ein duBerst wichtiges Ele-
ment der Untersuchung genotypischer und phanotypischer Zusammenhange in der Gesundheitsversor-
gung — sowohl fur prognostische als auch diagnostische Zwecke. Darlber hinaus ist Gber die Rolle ein-
zelner Gene innerhalb der Zelle und ihre Interaktion im Zellverband wenig bekannt. Dies gilt ebenso fur
ihre translationalen und post-translationalen Regelmechanismen. Um diese Fragestellungen zu Iésen,
lassen sich mit Modellorganismen menschliche Genvarianten — die im Zusammenhang mit der Genfunk-
tion stehen — zu molekularen Ereignissen in Beziehung setzen. Die Forschungsthemen des Programms

sind die funktionelle Genomanalyse sowie die Bioinformatik.

Chemical Imterference

Chamibcal Ligand

Carola Berg bereitet 96 Proben fiir die simultane Analyse Drei komplementdre systematische Ansditze zur funktionel-

der DNA-Sequenz in einer Kapillarsequenziermaschine vor. len Genomanalyse.

Foto: Bierstedt
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Dr. Helmut Blécker | Abteilung Genomanalyse

Dr. Michael Bécher | Frank GoBling | Michael Jarek | Bernard Neelen | Dr. Gabriele

Nordsiek | Rosalila Peneido | Maren Scharfe |

Ziel dieses Projektes ist es, Phinotyp-getriebene Genom-
forschung zu unterstiitzen und Genotyp-getriebene funk-
tionsorientierte Genomforschung zu betreiben. Letztere
beginnt normalerweise mit einer breiter angelegten Ana-
lyse von genomischen Sequenzen und fiihrt {iber die Ver-
wendung bioinformatischer Methoden schlief}lich zu
Laborexperimenten. Aus den Experimenten verifizieren
sich Hypothesen oder lassen sich neu entwickeln. Die drei
prinzipiellen Stufen - Sequenzanalyse, Bioinformatik und
Laborexperimente — werden im Rahmen dieses Projektes
oder in Wechselwirkung mit anderen Projekten realisiert.

Sequenzanalyseprojekte Das Genomlabor der GBF
deckt alle Arbeitsginge von der Erstellung der Klonbiblio-
theken bis zur bioinformatischen Tiefenanalyse ab und
war an mehreren internationalen Sequenzanalyseprojek-
ten beteiligt. Zurzeit konnen bis zu 6.000 Klone pro Tag
analysiert werden. Die Jahreskapazitit liegt bei weit tiber
10 Megabasen bioinformatisch detailliert untersuchter
Sequenzinformation. Aus den analysierten neuen Genen
werden einige ausgewihlte Gene, nachdem sie zellfrei
oder in E. coli exprimiert werden, auf ihre Funktion
analysiert.

Nach Beendigung der EU-Projekte zu Listerien und Ara-
bidopsis thaliana laufen weiterhin grofiere Beteiligungen
am Humangenomprojekt des BMBE Bislang wurden etwa
8 Megabasen aus den Chromosomen 21 und 9 sequen-
ziert und annotiert. Herausragende Ergebnisse waren die
Ver6ffentlichung der Sequenz des humanen Chromosoms
21 und seine bioinformatische Analyse, das Ende der
»working draft”-Phase des Humangenomprojektes und
schlief’lich das Erstellen der gesamten menschlichen
Genomsequenz in Abschlussqualitit. Aufierdem wurden
von der Gruppe fast 3.0 Mb an neuer humaner cDNA aus
organ- oder stadienspezifischen Banken analysiert. Kiirz-
lich konnte die ,Shotgun”-Phase der Analyse der gesamten
Genome mehrerer Bakterien erfolgreich abgeschlossen
werden. Im Rahmen des BMBF-Projektes ,Krankheits-
bekdmpfung durch Genomforschung” (NGFN) wurden
ausgewihlte Bereiche des Rattengenoms und des Chro-
mosoms 22 des Schimpansen untersucht.

Neue Technologie Durch Eigenentwicklungen ist die
Roboterstrafie zur automatischen DNA-Praparation und
anschlieflenden automatischen Sequenzierung weiter aus-
gebaut worden. Dieser Ausbau ermdoglicht eine schnelle

Dr. Oliver Schén | Harold Stiege | Dr. Maoyuang Yang

Allgemeines Schema fiir den Vergleich von DNA-Sequenzen
liber einen Detektionsfilter

zu durchsuchende Sequenz Suchmotiv
FASTA FASTA
Importer Importer

1D Primarstruktur
(DNA-Sequenz)

1D Primérstruktur
(DNA-Sequenz)

Signaltransformation Signaltransformation

(z.B. mit Schmelz- Ortsbereich (z.B. mit Schmelz-
enthalpie) enthalpie)
1D Signal 1D Signal
DFFT DFFT
Frequenzbereich
komplexe konjugiert
Multiplikation komplexe Zahlen
komplexe
Multiplikation
DIFFT DIFFT

Ortsbereich

komplexe auf reale komplexe auf reale
Zahlen Zahlen

Signalenergie des Suchmotivs finden

Erweiterung, Umgestaltung oder auch Umnutzung der
Anlage. Fiir eine Weiterentwicklung der Software-Umge-
bung fiir die farbbasierte digitale Bildverarbeitung werden
Prinzipien der Signaltheorie genutzt, um in komplexen
und auch gestorten Bildern - exakter als dies bisher mog-
lich gewesen ist — automatisch Objekte beliebiger Klassen
zu erkennen. Auf einem ebenfalls signaltheoretischen
Ansatz beruht eine vollig neuartige Bioinformatik-Tech-
nologie zur Analyse informationstragender Biomolekiile.
Die Vorteile: Die Analysen beruhen auf physikochemi-
schen Eigenschaften und nicht auf Buchstaben-Ahnlich-
keiten oder Haufigkeiten und ermoglichen daher einen
neuen Blickwinkel auf alte Probleme. Es ist moglich, ein-
fache Fragestellungen zu komplexen mehrdimensionalen
Fragen zu kombinieren, ohne an Geschwindigkeit zu ver-
lieren. Und die Hardware ist glinstig — etwa einfache
Intel-basierte Rechner. Diese Technologie wird weiterent-
wickelt fiir vergleichende Protein- und DNA-Analyse,
Mustererkennung in komplexen Bildern und Modellie-
rung von Infektionsprozessen in Echtzeit-Nahe.
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Prof. Dr. Edgar Wingender* | Arbeitsgruppe Bioinformatik

Dr. Torsten Crass | Frank Gossling

Potapov | Tilman Sauer | Dr. Klaus Seidl | Ekaterina Shelest

Die Arbeitsgruppe Bioinformatik entwickelte computerge-
stiitzte Methoden zur Modellierung regulatorischer Netz-
werke durch die Integration von Signaltransduktions- und
Genregulationsprozessen.

Signaltransduktionswege und regulatorische Netz-
werke Im Rahmen des vom BMBF geforderten Deut-
schen Human Genom Projektes 2 (DHGP2) wurden neue
Methoden zur formalen Beschreibung von Signaltransduk-
tionswegen und regulatorischen Netzwerken erarbeitet.
Zudem wurde ein Computersystem zur Modellierung regu-
latorischer und metabolischer Netzwerke auf den verschie-
denen Ebenen biologischer Organisation entwickelt. Dieses
PheGe (Phenotype-Genotype)-System wurde als Plattform
zur Verkniipfung von Genotypen und molekularen und kli-
nischen Phinotypen entworfen. Als Anwendungsbeispiel
wurde die Erfassung der genetischen und molekularen
Grundlagen von Diabetes Typ II (MODY) und ihrer klini-
schen Erscheinungsbilder gewidhlt - gemeinsam mit den
Verbundpartnern an den Universititen Magdeburg, Koln
und Tiibingen/Reutlingen sowie der GSF in Neuherberg.

Promotoranalysen Im Rahmen des BMBF-Projektes
»Intergenomics” wurden Beitrage zur Erarbeitung und Ver-
feinerung von Methoden zur bioinformatischen Promotor-
analyse geliefert. Die Gene, deren Promotoren analysiert
wurden, sind an den Immunreaktionen nach Infektionen
mit Pseudomonas aeruginosa beteiligt. Mit den entwickelten
Verfahren lassen sich Genexpressionsdaten, die durch
Microarray-Ansitze gewonnen wurden, in biologische
Zusammenhidnge bringen und erkldren.

Dr. E. Wingender ist einem Ruf auf die C4-Professur fiir
Bioinformatik an der Georg-August-Universitit Gottingen
gefolgt:

Medizinische Fakultit, Abt. Bioinformatik
Georg-August-Universitdt Gottingen

Goldschmidtstrafie 1

37077 Gottingen

Dr. Ines Liebich | Dr. Holger Michael | Dr. Anatolij

Datenbank-Entwicklungen Der Abschluss der syste-
matischen Annotation von bekannten regulatorischen
Elementen des Hefegenoms und der daran bindenden
Transkriptionsfaktoren war das Ergebnis des EU-Projektes
CYGD (Comprehensive Yeast Genome Database). Daraus
entstand eine eigenstandige und o6ffentlich zugangliche
Datenbank, deren Struktur sich an der der bekannten
TRANSFAC®-Datenbank anlehnt (TSM, TRANSFAC Sac-
charomyces Module). Im Internet zu finden unter http://
transfac.gbf.de/homepage/databases/tsm/index.html. Als
Teil des Helmholtz-Netzwerkes fiir Bioinformatik (HNB)
hat die Arbeitsgruppe weitere Datanbankprojekte durch-
gefithrt. Hierzu gehoren die S/MARt DB, eine Datenbank
iiber ,Scaffold/Matrix Attached Regions” - Kernmatrix-An-
heftungsregionen - eukaryoter Genome, und ReAlSplice,
eine Datenbank {iber regulierte alternative Spleifistellen
und die an diesen wirkenden Spleif3faktoren.

Dariiber hinaus war die Arbeitsgruppe verantwortlich fiir
die zentralen WWW-Services des HNB und hat das in der
Bioinformatik iibliche Tool-orientierte Serviceangebot
durch einen nutzerfreundlichen Task- beziehungsweise
Problem-orientierten Zugang zu bioinformatischen Pro-
blemlosungen ergidnzt. Insbesondere konnten gemeinsam
mit den Verbundpartnern eine Reihe von ,Task-Kaskaden”
definiert werden, die den Nutzer automatisch durch eine
Abfolge von Programmen leiten. Diese laufen auf den
verschiedenen angeschlossenen Servern der beteiligten
Institutionen und erzeugen so eine integrierte Ergebnis-
ausgabe.
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03 Ligand-basierte Entdeckung biologischer Zielmolekile

PROJEKTLEITER | Dr. Ronald Frank | Arbeitsgruppe Molekulare Erkennung

PROJEKTMITARBEITER | Ulrike Beutling | Krzystof Bialek | Dr. Antonius Dikmans |

Varsha V. Gupte | Dr. Jutta Niggemann | Dr. Rene Ribenhagen | Andrzej Swistowski | Dr. Werner Tegge

Zufillige und gezielte Mutagenese sowie mRNA-Inaktivie-
rung durch Antisense- und RNAi-Methoden sind die
Ansitze der klassischen und reversen Genetik. Mit ihnen
wird die Funktion von Genen gestort und tiber die pha-
notypische Auswirkung der Stérung analysiert. Hierzu hat
sich in den letzten Jahren ein attraktiver komplementarer
Ansatz entwickelt. Mit chemischen Verbindungen werden
die Genprodukte - im wesentlichen Proteine - direkt in
ihrer Funktion beeinflusst. Die Proteine werden durch die
Bindung der chemischen Liganden aktiviert oder inhi-
biert. Ein solches chemisches Interferenzkonzept ist mit
entsprechend kompetenten und vielseitig konstruierten
Molekiilbibliotheken ebenso global-genomisch und syste-
matisch angelegt wie die derzeit verwendeten Methoden
der molekularen Genetik.

Human brain cDNA
library cloned and
expressed in T7-phages

Array of peptides
on SPOT membrane

Elutidg E on and labeling i the inserts

DMNA microarrays

Verfahren zum genomweiten Kartieren von Protein-Peptid-

Interactionen.

Chemische Interferenz Das Konzept der chemischen
Interferenz fiir die Genomanalyse impliziert, dass gegen
fast jedes Genprodukt ein selektiv bindender Ligand
erzeugt werden kann. Die Machbarkeit dieses Konzeptes
stiitzt sich auf die groflen Erfolge kombinatorischer Syn-
these- und Selektionsverfahren, welche hochaffine Ligan-
den gegen viele komplexe biologische Zielstrukturen
empirisch, also durch systematische Suche aus umfangrei-
chen Substanzsammlungen, entwickelt haben. Chemische
Kombinatorik und funktionelle Genomanalyse kommen
hier zusammen und entwickeln gemeinsame experimen-
telle Ansitze.

Hirnspezifische Protein-Protein-Wechselwirkungen
Das menschliche Gehirn wird mit neuen Bio-Chip-Verfah-
ren fiir die funktionelle Proteomanalyse untersucht - ein
Forschungsvorhaben, das vom BMBF gefordert wird. Das
Ziel ist ein automatisiertes Verfahren, das ausschliefilich
auf Hochdurchsatz-,Screening”-Methoden mit Chip-Tech-
nologie basiert. Mit ihm sollen die Interaktionen zwi-
schen Protein-Dominen und Peptidliganden genomweit
kartiert werden. Eine auf Bakteriophagen présentierte
cDNA-Expressionsbibliothek aus Hirn-mRNA dient als
Quelle fiir die Protein-Dominen. Die Peptidliganden wer-
den chemisch synthetisch hergestellt und als Arrays mit
103 bis 106 Elementen eingesetzt. Nach multipler Affi-
nitdtsanreicherung der peptidspezifischen Phagen auf
dem Peptid-Array erfolgt eine ortsgerichtete Elution, Ver-
mehrung und letztlich Identifizierung der gebundenen
Phagenpopulationen mit Hilfe von DNA-Mikroarrays. Als
Ergebnis erwarten wir ein umfangreiches Datennetz tiber
hirnspezifische Protein-Protein-Wechselwirkungen und
potenzielle Targets fiir die pharmazeutische Wirkstoffent-
wicklung.

Mit kombinatorischer chemischer Synthese werden auch
Verbindungsbibliotheken entwickelt, deren Grundstruktu-
ren von Naturstoffen abgeleitet sind. Solche Bibliotheken
werden intern fiir Screeningprojekte vorgehalten, aber
auch im Rahmen einer Forderung durch das NGEFN fiir
die von der GBF initiierte Plattform ,Chemische Geno-
mik” hergestellt. Die GBF ist hier die zentrale chemische
Syntheseeinheit und interagiert mit bis zu zehn Partnern
aus den krankheitsorientierten medizinischen Netz-
werken.
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Dr. Jutta Eichler | Arbeitsgruppe Konformationelle Protein-Ligand Interaktionen

Numan Akyol | Dr. Christian Doll

Biologische Prozesse basieren auf spezifischen Bindungs-
ereignissen, die durch molekulare Erkennung zwischen
Proteinen - Rezeptoren, Antikorpern oder Enzymen -
und ihren Liganden - Antigenen, Hormonen oder Sub-
straten - eingeleitet werden. Die systematische Erfor-
schung dieser Erkennungsmechanismen auf molekularer
und submolekularer Ebene ist sowohl ein wichtiger Bei-
trag zum strukturellen Verstindnis von Protein-Ligand-
Interaktionen als auch eine Voraussetzung fiir die gezielte
Beeinflussung biologischer Funktionen, die durch die ent-
sprechenden Interaktionen vermittelt werden. Syntheti-
sche Molekiile, die auf Grund ihrer spezifischen moleku-
laren Architektur in der Lage sind, Proteinbindungsstellen
nachzuahmen, ertffnen eine aussichtsreiche Strategie fiir
die Erforschung und das Verstandnis von Proteinstruktur
und -funktion. Neben ihrer grundsitzlichen Bedeutung
fiir das Verstandnis von Protein-Ligand-Interaktionen
sind solche synthetischen Proteinmimetika auch aus-
sichtsreiche Kandidaten fiir vielfiltige biomedizinische
Anwendungen.

D

Cyclische Peptide als Geriistmole-
kiile fiir diskontinuierliche Pepti-
de. Schwarz: Riickgrataminosdu-
ren zur Variierung der Ringgrifle.
Gelb: Diaminosduren als regiose-
lektiv adressierbare Ankniipfungs-
stellen fiir Peptidfragmente. Rot,

griin, blau: Aus der Proteinstruk-
tur abgeleitete Peptidfragmente,

die eine diskontinuierliche Pro-

teinbindungsstelle bilden.

Raimo Franke | Cornelia Hunke | Enge Sudarman

Biomimetische Synthese Die Bindungsstellen vieler
biomedizinisch relevanter Proteine sind nicht in konti-
nuierlichen Sequenzabschnitten des Proteins lokalisiert,
sondern in Fragmenten, die in der Proteinsequenz weit
auseinanderliegen. Sie werden erst durch Proteinfaltung
in rdumliche Ndhe gebracht. Das Ziel der Arbeitsgruppe
ist es, ein generelles Konzept fiir die Mimikry solcher dis-
kontinuierlicher Proteinbindungsstellen durch syntheti-
sche Molekiile zu implementieren. Diese Molekiile wer-
den entweder auf der Grundlage der bekannten Struktur
der Proteinbindungsstelle, durch so genanntes ,rational
design”, entworfen oder durch das ,Screening” spezifisch
gestalteter kombinatorischer Peptidbibliotheken identifi-
ziert, in denen Peptidfragmente nichtlinear und diskonti-
nuierlich iber ein molekulares Gertist prasentiert werden.
Das bisher entwickelte Methoden-Repertoire ermdglicht
die Synthese vielfiltiger Geriistmolekiile mit unterschied-
licher konformationeller Flexibilitit fiir die Herstellung
diskontinuierlicher Peptide als potentielle Proteinmime-
tika. Diese Geriistmolekiile sind zyklische Peptide, deren
Ringgrofie zwischen 13 und 33 Atomen variiert. Das wird
durch den Einbau von Aminosiuren unterschiedlicher
Riickgratldnge erreicht. Orthogonal geschiitzte Diami-
nosduren dienen als regioselektiv adressierbare Ankniip-
fungsstellen fiir bis zu drei verschiedene Peptidfragmente.
Targets sind Protein-Ligand-Interaktionen, deren Struktu-
ren und Bindungsspezifititen ausfiihrlich untersucht und
aufgeklart sind. Dazu gehoren die diskontinuierliche
Bindungsstelle der Mena-EVH1-Domaine fiir Polyprolin-
Liganden, die Interaktion des bakteriellen Oberflachen-
proteins Internalin A mit dem Wirtszell-Rezeptor E-Cad-
herin beziehungsweise von viralem Interleukin-6 mit dem
Rezeptor gp130 sowie die diskontinuierliche Bindungs-
stelle des viralen Hillproteins gp120 fiir den CD4-Rezep-
tor auf T-Zellen.

Sequenziell kontinuierliche (links) und diskontinuierliche
(rechts) Proteinbindungsstellen (Aminosdurereste der Bin-

dungsstelle sind rot).
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PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Dirk Heinz | Abteilung Strukturbiologie

PROJEKTMITARBEITER | Isabell Astner | Dr. Wolf-Dieter Schubert | Jorg Schulze

Vielschichtige Parallelen zwischen dem menschlichen
und dem bakteriellen Metabolismus unterstreichen die
Darwinsche Hypothese eines gemeinsamen, evolutiona-
ren Ursprungs aller Lebensformen. Untersuchungen an
Bakterien liefern folglich haufig vereinfachte Spiegelbilder
des menschlichen Organismus und seiner Funktionswei-
se. Aber auch die offensichtlichen Unterschiede zwischen
Mensch und Bakterium sind fiir die Forschung von Inter-
esse. Abweichende Routen bei der biologischen Synthese
wichtiger Stoffe bieten beispielsweise Angriffspunkte fiir
die Entwicklung von Antibiotika, die spezifische Schwi-
chen der Bakterien nutzen, ohne dabei den Menschen

zu schidigen.

Tetrapyrrole wie Hime, Chlorophylle und Vitamin B12
sind als Kofaktoren vieler Enzyme unverzichtbar fiir alle
Organismen. Aber auch als Energie- und Elektronentrager
in der Photosynthese und Respiration sowie als Sauer-
stofftransporter im Blut sind sie von Bedeutung. Der erste
gemeinsame Vorldufer aller Tetrapyrrole ist das Porphobi-
linogen, das von der Porphobilinogensynthase (PBGS)
aus zwei asymmetrisch miteinander verkniipften Amino-
lavulinsdaure-Molekiilen synthetisiert wird. Die PBGS ist
in allen Organismen zu finden, zeigt jedoch beziiglich
ihrer Aminosduresequenz und Metallionenabhingigkeit
deutliche Unterschiede.

1999 gelang es der Arbeitsgruppe, die Struktur der PBGS
aus dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa bei hoher Auf-
16sung aufzukliren. Dennoch blieb trotz dieser und wei-
terer Kristallstrukturen der katalytische Mechanismus des
Enzyms unklar. Durch die Kokristallisation der PBGS mit
dem Inhibitor 5-Fluoroldvulinsdure - ein Analogon des
natiirlichen Substrats Aminolavulinsiure - gelang es nun,
ein Reaktionsintermediat einzufangen und dariiber einen
plausiblen Reaktionsmechanismus zu formulieren. Erst-
mals zeigte diese Kristallstruktur eine Besetzung beider
Bindungstaschen im aktiven Zentrum. Beide Inhibitoren,
die mit dem natiirlichen Substrat bis auf wenige Atome
identisch sind, werden tiber Schiffsche Basen kovalent an
zwei Lysinreste gebunden. Eines der beiden Inhibitor-
Molekiile wird dabei durch die Proteinumgebung in eine
planare Konformation gebracht. Der dadurch angedeutete
Ubergangszustand unterstiitzt deutlich einen bereits pos-
tulierten Reaktionsmechanismus. Die Metallionen, die
ebenfalls im aktiven Zentrum gebunden werden, scheinen
fiir die korrekte Ausrichtung der Substratmolekiile verant-
wortlich zu sein. Weitere Untersuchungen sollen kliren,
weshalb die PBGS unterschiedlicher Organismen unter-
schiedliche Ionen-Spezifititen besitzen.

Deckel

2 (Lys-Inhibitor)

Monomer 1

Die Kristallstruktur eines funktionellen PBGS-Dimers.
Monomer 1 ist farbig dargestellt, Monomer 2 in gelb. Im
aktiven Zentrum sind zwei Inhibitor-Molekiile (rot und

griin) iiber Schiffsche Basen an zwei Lysinreste gebunden.
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PROJEKTLEITER | Priv.-Doz. Dr. An-Ping Zeng

PROJEKTMITARBEITER | Marcio Rosa da Silva | Eun-Jin Kim

Eine Gen-Enzym-Reaktionsdatenbank wurde im Rahmen
des Projektes erweitert und von 81 Organismen wurden
die metabolischen Netzwerke {iber Genomdaten auf-
gestellt. Zur topologischen und funktionalen Analyse

der Netzwerke wurde die Stoffwechselweglinge - ,path
length” (PL) - neu definiert. Bei dem Vergleich der durch-
schnittlichen PL-Werte verschiedener Organismen zeigte
sich, dass Eukaryoten und Archaebakterien generell eine
hohere PL aufweisen als Bakterien. Dies deutet auf struk-
turelle und evolutionédre Unterschiede der metabolischen
Netzwerke hin.

Zur in silico-Rekonstruktion metabolischer Netzwerke aus
nicht annotierten Sequenzdaten ist eine neue Methode
entwickelt worden. Statt offene Leseraster (ORF) zur
Abfrage in 6ffentlichen Datenbanken zu nutzen, werden
Sequenzen aus 6ffentlichen DNA- und Protein-Datenban-
ken als Abfrage in einer lokalen Datenbank verwendet.
Mit den rohen Genomsequenzen fiir einen bestimmten
Organismus werden ORF-dhnliche Sequenzregionen
(ORF-SRs) identifiziert. Sie kodieren metabolische Enzy-
me. Das Genom von Salmonella typhimurium LT2 wurde
zur Demonstration der Methode herangezogen. Mit den
Datenbanken SWISS-PROT und TrEMBL wurden 99%
der 1050 ORFs als Enzyme mit einer EC-Nummer identi-
fiziert und den gleichen Funktionen zugeordnet. Zwei
Versionen der rohen Genomsequenzen von Kiebsiella
pneumoniae wurden zur Identifizierung von OFR-SRs mit-
einander verglichen. Mehr als 98% der Enzyme, die aus
den 7,9fachen Genomdaten identifiziert wurden, konn-
ten auch aus den nur 3,9fachen Genomsequenzen identi-
fiziert werden. Diese Methode ist daher besonders gut
geeignet fur eine frithzeitige Analyse der metabolischen
Netzwerke bei Genomsequenzierungsprojekten.

Modellierung und Analyse metabolischer Netzwerke

| Vergleichende Genomforschung 77

| Abteilung Genomanalyse

| Dr.Hong Wu Ma | Dr. Wael Sabra | Jibin Sun

Modellierung metabolischer und genetischer Netz-
werke Bei diesem Teilprojekt des BMBF-Projektes
,Intergenomics” wird angestrebt, mathematische Modelle
fir die Analyse und Simulation metabolischer und geneti-
scher Netzwerke von Pseudomonas aeruginosa PAO1 zu
entwickeln, die an der Bildung von Virulenzfaktoren und
von Faktoren des Stressmetabolismus beteiligt sind. Die
dazu notwendigen Daten wurden durch Kultivierung
unter definierten physiologischen Bedingungen generiert.
Dabei ist die Arbeitsgruppe auf einen moglicherweise
neuen Abwehrmechanismus gegen reaktive O,-Spezies
gestoflen, fiir den in der Literatur bislang hauptséchlich
die Bildung von bestimmten Enzymen wie etwa Katalase
diskutiert wurde. Es konnte zum ersten Mal gezeigt wer-
den, dass P. aeruginosa den Transport von O, in die Fliis-
sigkeitsphase blockiert und dabei eine starke O,-Limitie-
rung verursachen kann. Dadurch steht nicht geniigend

O, fur die Bildung von reaktiven Spezies zur Verfiigung.
Unter diesen Bedingungen wichst P. aeruginosa besser und
bildet verstarkt bestimmte Virulenzfaktoren wie Elastase.

& N

A mew approach from raw sequences

Finding enzyme-coding regions

it v hnbdol nfo defe nrymees._med abolsm et el Setup exe

Rekonstruktion metabolischer Netzwerke aus genomischen Informa-
tionen. Die blauen Pfeile zeigen den konventionellen Weg der Nut-
zung von annotierten Sequenzdaten tiber die Vorhersage von ORF.
In der von uns entwickelten neuen Methode (rot markierte Pfeile
und Texte) wurde der Abfragevorgang umgekehrt und der Annota-
tionsprozess durch die einfachere Identifizierung der Enzyme kodie-

renden Sequenzenregionen vereinfacht.
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Prof. Dr. Kenneth N. Timmis | Abteilung Umweltmikrobiologie

Mikroorganismen sind ubiquitar. Ihr Lebensraum definiert die Biosphare, indem sie Umweltbedingungen
tolerieren, die fur héhere Organismen viel zu extrem sind. Mikrobielle Aktivitdten beeinflussen in ho-
hem MaBe sowohl globale Prozesse wie den Kohlenstoffkreislauf und die globale Erwarmung als auch
lokale Prozesse. Sie verursachen Krankheiten bei Mensch und Tier und stellen essenzielle Nahrung fur
Pflanzen und Tiere zur Verfigung. Mikroben Uben - positiv wie negativ — auf vielfaltige Weise einen
kritischen Einfluss auf den Menschen und seine Aktivitaten aus: Einige von ihnen sind verantwortlich fur
einen GrofBteil der Krankheiten und Todesfalle, andere stellen uns Antibiotika zur Verfiigung, mit denen
sich genau diese Krankheiten behandeln lassen. Wieder andere spielen eine wichtige Rolle bei der Reini-
gung unserer Umwelt von organischen Abfallprodukten. Ein groBer Teil der Biotechnologie basiert auf
Mikroben und ihren Produkten. Unsere Fahigkeit, mikrobielle Aktivitaten zu beeinflussen, um gréBeren
Nutzen aus den positiven Aktivitdten zu ziehen und die Auswirkungen der negativen zu verringern,
setzt ein Verstandnis daftir voraus, wie Mikroben in ihren Habitaten leben und funktionieren und

wie ihre Aktivitaten gesteuert werden.

Die klassische Mikrobiologie befasst sich mit dem Studium von Reinkulturen, die unter Laborbedingun-
gen wachsen. In der Natur wachsen Mikroben jedoch in komplexen, diversen und dynamischen Gemein-
schaften. Ihre Mitglieder interagieren und teilen die verfiigbaren Ressourcen auf komplexe Weise. Es
sind diese Interaktionen sowie diejenigen mit anderen biotischen und abiotischen Komponenten des

Habitats, die die Aktivitdten der Gemeinschaft bestimmen.

Die Ziele des Forschungsprogramms ,Mikrobielle Diversitat” bestehen darin, mikrobielle Gemeinschaf-
ten als funktionelle Einheiten zu verstehen und kritische Interaktionen aufzudecken, die die Aktivitaten
von Gemeinschaften steuern, und desweiteren Interventionen zu entwickeln und zu validieren, die zu
substanziellen Erhéhungen von biotechnologisch interessanten Aktivitaten fuhren sowie neue mikro-
bielle Produkte und Stoffwechselaktivitaten durch Exploration der mikrobiellen Diversitat zu entdecken.
Das Forschungsprogramm ist charakterisiert durch zwei Ansatze: Den multiskaligen Ansatz, der Gen,
Organismus, Gemeinschaft, Reagenzglas, Chemostat und naturliches Habitat umfasst. Und den multidis-
ziplinaren Ansatz, der mikrobielle Okologie, Physiologie, Phylogenetik, Biochemie, analytische Chemie,

Genetik/Genomik, Bioinformatik und Modellbildung beinhaltet.
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Dr. Andreas Felske | Olga Golyshina

| Filip Kamenski | Dr. Matthias Labrenz |

Dr. Alexander Neef | Daniela Regenhardt | Dr. Vitor Dos Santos | Massimo Strocchi | Dr. Roland Weller |

Dr. Dirk Wenderoth

In Zusammenarbeit mit den Firmen TIGR (USA) und
Qiagen sowie dem Deutschen Krebsforschungsinstitut
(DKFZ) und der Medizinischen Hochschule Hannover
(MHH) konnte das gesamte Genom vom Sicherheits-
stamm Pseudomonas putida KI2440 identifiziert und
annotiert werden. Diese Untersuchungen brachten eine
ungewohnlich hohe Anzahl an Genen hervor, deren Pro-
dukte in die Transkriptionsregulation, Transportmecha-
nismen, Reaktion auf Umweltsignale und den Katabolis-
mus involviert sind. Diese Ergebnisse bestatigen, dass

P. putida umfangreiche zelluldre Mechanismen besitzt,
die es den Zellen ermdglichen, in diversen Habitaten
erfolgreich mit anderen Mikroorganismen zu konkur-
rieren. Genomvergleiche zwischen dem saprophytisch
lebenden Stamm KT2440 und einem pflanzen- und tier-
pathogenen Pseudomonas Stamm zeigten, dass KT2440
Schliisselgene fehlen, die die Virulenz gegeniiber einem
potenziellen Wirt betreffen. Diese umfassen Gene fiir
Exotoxine, spezifische hydrolytische Enzyme, Typ III
Sekretionssysteme sowie Faktoren fiir spezifische hyper-
sensitive Antworten des Stammes auf Umwelteinfliisse.
Die genetischen Vergleiche zwischen KT2440 und dem
pathogenen Stamm zeigten weiterhin, dass bestimmte
Eigenschaften tatsichlich nur fiir eine effektive Kolonisie-
rung und das Uberleben auf Oberflichen nétig, jedoch
nicht obligatorisch fiir die Pathogenitit sind. Die Genom-
analyse bestitigte die Nicht-Virulenz von KT2440 und
stellte somit die genetische Basis fiir die biologische

Sicherheit dieses Bakteriums dar.

Um Bakterien aus der Umwelt studieren zu kinnen, werden
Kultur-unabhdingige Verfahren eingesetzt, denn die meisten
von ihnen kénnen bisher nicht im Labor kultiviert werden.
Die Klonierung der Gesamt-DNA aus Umweltproben in
Metagenom-Bibliotheken erschliefit auch die nicht-kulti-

vierten Bakterien biotechnologischen Anwendungen.

P. putida und P. aeruginosa - ein Vergleich In silico-
Modelle, die die Genotyp-Phinotyp-Interaktionen fiir

P. putida und P. aeruginosa beschreiben, wurden von den
entsprechenden Genomsequenzen, dem biochemischen
Wissen und der stammspezifischen Information abgelei-
tet. Ein Vergleich des zentralen Stoffwechsels dieser Bakte-
rien bestdtigte, dass die Zahl der elementaren Abbauwege
bei P. aeruginosa zwei bis sechs Mal hoher ist als von

P. putida. Zusitzlich verfugt P. aeruginosa insgesamt iiber
zwei zusdtzliche Abbaureaktionen. Dies beweist die hohe-
re Flexibilitit im Stoffwechsel von P. aeruginosa verglichen
mit P. putida. Dies ist offensichtlich eine Eigenschaft die-
ser Art von Genomanalyse, die mit herkdmmlichen linea-
ren Korrelationen auf Basis der Genlisten nicht

moglich war.

Eine Proteinkarte von KT2440 wurde erstellt und die spe-
zifische Antwort des Proteoms auf Umwelteinfliisse wie
Adhision an Oberflachen, Eisenmangel und Wasserstress
untersucht. Eine Vielzahl von verschiedenen exprimierten
Proteinen konnte identifiziert werden. Eine Bibliothek
mit Mini-Transposonmutanten wurde aufgebaut, um die
in silico-Vorhersagen iiber das 6kophysiologische Verhal-
ten von P. putida zu beweisen.

Im Rahmen des Genomik-Netzwerks Bielefeld wird zur-
zeit die Genomsequenz von dem universell oligotrophen
Bakterium Alcanivorax borkumensis bestimmt, eine Mutan-
tenbank aufgebaut und das Proteom analysiert. Das ge-
samte Genom soll annotiert und ein in silico-Modell des
Stoffwechsels - dhnlich wie bei den Pseudomonas-Stim-
men - erstellt werden. Vergleiche mit dem universell
copiotrophen P. putida Genom sollen Schliisselfunktionen
der unterschiedlichen Lebenszyklen zeigen, welche dann
experimentell bestatigt werden kénnen.
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Eine komplexe Biofilm-Lebensgemeinschaft, die aus
einem mit polychlorierten Biphenylen (PCB) belasteten
Boden stammt, konnte auf PCB-Tropfen gezogen werden.
Sie enthilt eine Vielzahl von Burkholderia-Stimmen, die
auch in Reinkultur isoliert werden konnten. Diese Isolate
sind zwar in der Lage, niedrig chlorierte PCB-Kongenere
abzubauen, aber nur die Biofilm-Gemeinschaft kann tri-
und tetrachlorierte PCBs verwerten. Um die Organismen
zu identifizieren, die die hoher chlorierten PCBs abbau-
en, wurden der PCB-Mischung 3C-markierte Kongenere
zugesetzt und in Mikrokosmen-Versuchen der Einbau der
13C-Markierung in die bakterielle Biomasse durch Isoto-
pen-Massenspektrometrie verfolgt. Um zwischen den ver-
schiedenen Bakteriengruppen unterscheiden zu kénnen,
mussten spezifische Biomarker identifiziert werden. Es
wurde eine Methode entwickelt, um taxaspezifische 23S-
ribosomale RNA (rRNA) zu isolieren. Aber die 23S rRNA
erwies sich als ein Zielmolekiil, das einen nur sehr lang-
samen Isotopen-Einbau zeigte. Gleichzeitig wurden die
Fettsduren der Phospholipide aus demselben Experiment
isoliert und eine gute Markierung fiir sie gefunden. Die
Fettsduren mit den hochsten Einbauraten in diesem Ex-
periment waren dieselben, die auch in den Burkholderia-
Isolaten gefunden wurden. Damit miissen die Burkholde-
ria-Arten fir den Abbau der hoher chlorierten Kongenere
zustandig sein. Durch den Einsatz der ,Tracer”-Techno-
logie konnte gezeigt werden, dass durch die komplexe
Biofilm-Gemeinschaft Verbindungen abgebaut werden
konnen, die nicht durch ihre Reinkulturen verwertet wer-
den konnen. Um einen weiteren Einblick in das metabo-
lische Potenzial der Biofilm-Gemeinschaft zu bekommen,
wurde deren Gesamt-DNA - das sogenannte Metagenom
- kloniert. Es wird zur Zeit in dem Projekt ,Funktionale
Genomik” weiter untersucht.

Katheter-Biofilme Um den ungehinderten Abfluss des
Gallensaftes sicherzustellen, wird Patienten mit entspre-
chenden Problemen ein Gallengang-Katheter eingesetzt.
Durch den Aufwuchs von Bakterien im Katheter entsteht
ein dicker Biofilm, der schliefilich den Katheter verstopft
und zu schweren Koliken fithrt, weshalb der Katheter
ersetzt werden muss. Die Arbeitsgruppe untersuchte
Katheter verschiedener Braunschweiger Patienten und ver-
glich die Biofilm-Gemeinschaft mit denen von Patienten
aus Kiel und Italien. Das Ergebnis war, dass einige Bakte-
rienstimme in allen Proben vorkommen und jede Probe
zusitzlich ihre eigenen spezifischen Stimme hatte. Bio-
filme aus Kathetern von Patienten einer Region waren
untereinander dhnlicher als zu denen entfernterer Regio-
nen. In Mikrokosmen-Experimenten wurde mit dem
Katheter-Inokulum eine ausgeprigte Sukzession bei der
Kolonisierung beobachtet. Erstbesiedler war immer Pseu-
domonas aeruginosa, der auch in allen bisher untersuchten
Katheter-Biofilmen nachgewiesen wurde. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass der Gallensaft einer der Haupt-
faktoren ist, der die mikrobielle Lebensgemeinschaft

bestimmt.

Ein auf einem Mikrotropfen PCB aufge-

wachsener Biofilm. Die griin fluoreszieren-

den Bakterien leben, gelb gefirbte sind
geschddigt und die wenigen rot gefirbten
sind tot. Man beachte die verschiedenen
Morphologien der Bakterien (z. B. die

Gruppe im Zentrum).

Foto: GBF
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03 Metabolische Diversitat

PROJEKTLEITER | Priv.-Doz. Dr. Dietmar Pieper | Arbeitsgruppe Biodegradation

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Hans-Adolf Arfmann | Wera Bode | Dr. Heike Gérres | Dr. Bernd Hofer |

Howard A. Junca | Anna-Maria Kicinska | Patricia Nikodem | Dr. Peter Rapp | Carsten Strompl | Sabine Wittrock

Mikroorganismen zeichnen sich sowohl durch ihre Viel-
falt an metabolischen Leistungen als auch durch ihre Fle-
xibilitdt in der Anpassung an neue Umweltbedingungen
aus. Zur Charakterisierung mikrobieller Netzwerke ist
sowohl ein detailliertes Verstindnis des Stoffwechsels in
Reinkulturen und Modellgemeinschaften als auch die
Verfiigbarkeit kultivierungsunabhingiger Werkzeuge zur
Analyse komplexer mikrobieller Systeme notwendig. Das
Projekt konzentriert sich auf den Stoffwechsel hydropho-
ber Aromaten, die Diversitdt metabolischer Reaktionen in
Umweltgemeinschaften und deren molekulare Determi-
nanten. Um Struktur-Funktionsbeziehungen in Dioxy-
genasen, die den aromatischen Ring aktivieren und somit
den Abbau einer Vielzahl an Schadstoffen einleiten, zu
untersuchen, wurden Gene aus neuen bakteriellen Isola-
ten analysiert, Hybrid-Gene erzeugt und zielgerichtete
Mutagenese durchgefiithrt. So konnten Mutanten mit
neuen Spezifititen zum Umsatz von Chlortoluolen und
polychlorierten Biphenylen gewonnen werden. Durch
Sequenzvergleiche konnten Enzymregionen identifiziert
werden, die von besonderer Wichtigkeit fiir die Interak-
tion von Substraten mit dem aktiven Zentrum sind.

Modell der Tetrachlorbenzol Dioxygenase, welches den Ein-

fluss von Mutationen in Position 272 und insbesonders in

Position 366 auf die Form der Substratbindungstasche zeigt.

Enzymaktivitaten in der Balance Pseudomonas MT1
stammt aus einer Chlorsalicylat abbauenden definierten
Mischkultur, in der komplexe metabolische Interaktionen
stattfinden, welche diese Gemeinschaft fiir Abbauprozesse
robuster macht als Einzelstimme. Fiir den Abbau von
Chlorsalicylat durch P. MT1 wurde vermutet, dass dieser
iiber das hochtoxische Protoanemonin erfolgt. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass der Stamm einen neuen
Mechanismus zur Verhinderung der Bildung dieses Stoffes
entwickelt hat. Der Abbau von Chloraromaten setzt somit
ein gut ausbalanciertes Netz an Enzymaktivititen voraus.
Da solch eine Balance nur ausnahmsweise in Einzelstim-
men vorkommt, ist offensichtlich, dass komplexe mikro-
bielle Gemeinschaften bei Abbauprozessen von Vorteil
sind.

Chloraromaten aus verschiedenen Habitaten Das
Potenzial fiir den Abbau von Chloraromaten wurde in
verschiedenen Habitaten untersucht. Hierzu wurden
sowohl die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemein-
schaften als auch das Vorhandensein von Abbaugenen
mittels PCR-Amplifikation mit spezifischen Primern an
drei Klassen von Schliisselgenen bestimmt. Die Analyse
der Zusammensetzung wahrend der Biostimulation zeig-
te, dass sich unterschiedliche Chloraromaten abbauende
Gemeinschaften entwickeln. Allerdings dominieren in
allen Mikrokosmen nach der Stimulation Organismen,
die Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase-Aktivitat aufwei-
sen. Das konnte sowohl durch genetische als auch neue
biochemische Methoden nachgewiesen werden. Damit
wird deutlich, dass die Untersuchung der Funktion mi-
krobieller Gemeinschaften eine Analyse der Zusammen-
setzung an katabolischen Genen erfordert. Eine reine
Bestimmung der beteiligten Arten reicht nicht aus.

Sowohl Pseudomonaden, die direkt aus den Bodenpro-
ben isoliert werden konnten, als auch Acidovorax-Stimme
aus biostimulierten Anreicherungen zeigten PCR-Ampli-
fizierungssignale mit spezifischen Primern fiir Chlorben-
zol Dioxygenasen und Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygen-
asen. Das deutet darauf hin, dass diese Stimme einen
klassischen Chlorbenzol-Abbauweg aufweisen, der auch
fiir den Abbau unter Umweltbedingungen verantwortlich
1st.
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04 Naturstoffe

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Kenneth N. Timmis

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Tatiana Chernikova

Dr. Gabriella Molinari | Dr. Bjérg Pauling |

Einerseits nimmt die Resistenzbildung pathogener Keime
gegen die gebriuchlichen Wirkstoffe immer mehr zu,
andererseits ist die Vielfalt der Mikroorganismen in der
Umwelt enorm, und noch immer ist nur ein winziger
Bruchteil von ihnen auf bioaktive Verbindungen unter-
sucht worden. In diesem Projekt werden deshalb neu-
artige Umweltisolate auf die Bildung bioaktiver Substan-
zen untersucht, um so neue Wirkstoffe mit neuen
Wirkmechanismen zu finden.

Ein neuer Metabolit aus 140 Extrakten Wihrend der
ersten Phase dieses Projektes wurden 140 Extrakte mit
biologischer Aktivitit zur weiteren Charakterisierung aus-
gewdhlt. Von diesen Extrakten hatten 78 antibakterielle
und antifungale Aktivititen und 27 waren cytotoxisch fiir
Humanzellen. Die Extrakte wurden aufgereinigt, mittels
HPLC-UV-MS analysiert und die erhaltenen Spektren

mit denen von bekannten Verbindungen verglichen, um
so bereits bekannte Verbindungen zu identifizieren. In
Extrakten, die antibakterielle und antifugale Aktivitat
zeigten, wurden 55 Substanzen als bekannte Derivate von
Actinomycin, Amicoumacin, Bacillaene, Bacyllomycin,
Bogorol, Difficidin, Fungichromin, Filipin, Moenomycin
und Quinolonen identifiziert. Mehrere antibakterielle
Peptide werden gegenwirtig charakterisiert. Weiterhin
wird ein potenzieller neuer Metabolit, welcher zu der
Gruppe der Makrolactine gehort, momentan weiter unter-
sucht. Bereits bekannte Verbindungen, welche aber neue
Aktivititen besonders gegen Vancomycin-resistente En-
terococci und Pseudomonas aeruginosa sowie Burkholderia
cepacia zeigen, erfordern weitere Studien, um ihre Struk-
turen zu bestitigen und ihre Nutzbarkeit zu bewerten.

Neue Herbizide und Insektizide Eine Chlorophyll-
Fluoreszenz-Analyse des Pflanzenwuchses in Gegenwart
der Extrakte erbrachte sechs herbizide Substanzen, welche
gegenwartig charakterisiert werden. 100 Extrakte wurden
aufSerdem gegen Anopheles albimanus, einen Miickenvek-
tor von Humankrankheiten, Spodoptera frugiperda und
Tenebrio molitor, zwei landwirtschaftlich relevante Schad-
insekten, und Musca domestica, einem biologischen Vektor
zahlreicher Infektionskrankheiten, getestet. Zwanzig der
getesteten Extrakte zeigten larvizide Aktivititen gegen
Anopheles albimanus und acht zeigten insektizide Aktivitat
gegen Musca domestica.

Magally Romero-Tabarez |

Wanda Fehr |

Nachhaltige Nutzung von Landschaften

| Abteilung Umweltmikrobiologie

Dr. Manuel Ferrer | Dr. Christa Hoch |

Dr. Irene Wagner-Débler | Kerstin Wilke

Extreme Standorte wie diese heiflen Quellen auf dem chile-

nischen Altiplano sind Lebensrdume fiir ungewéhnliche
Bakterien. Hier finden sich bisher unbekannte Bakterien,
aus denen wir neue Wirkstoffe isolieren michten.

Foto: Prof. Chong, Universidad Catdlica de Norte, Antofagasta, Chile,
und Abraham, GBF

Um Caenorhabditis elegans als mogliches Wirtssystem zur
Identifizierung und Charakterisierung neuer Verbindun-
gen zu testen, wurden 20 Extrakte aus dem primaren
Screen ausgewdhlt und in ihrer Aktivitit gegeniiber dem
Nematoden getestet. Fiinf dieser Extrakte toteten den
Wurm und werden genauer charakterisiert.

Ein wichtiges Ziel des Projektes ist die Identifizierung von
Substanzen, die gegeniiber den momentan eingesetzten
Verbindungen abweichende Wirkungsmechanismen
haben. Es werden daher ,Screening”-Systeme aufgebaut,
die es erlauben werden, Verbindungen zu identifizieren,
die kritische Schritte im Prozess der Krankheitsbildung
inhibieren wie etwa die bakterielle Anheftung oder die
Fahigkeit von Mikroorganismen, Biofilme zu bilden.
Diese Substanzen konnen zu wichtigen alternativen
chemotherapeutischen Strategien fiihren.
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Technologie-Plattformen

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

beschrieben.

N

©  Unser interner Synthese-Service nutzt auch neue, an der GBF entwickelte Verfahren. Hier priift Dr. Norbert

Zander die Qualitdt einer aus Polypropylen spritzgegossenen CD-Scheibe, die als Triger fiir die Herstellung von

Peptid-Arrays eingesetzt werden soll.

Foto: Bierstedt
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01 Tierexperimentelle Einheit

LEITER | Dr. David Monner | Arbeitsgruppe Tierexperimentelle Einheit

WISSENSCHAFTLICHER MITARBEITER | Dr. Werner Muller

Die zentrale Aufgabe ist die Haltung und Bereitstellung
von Versuchstieren — vorwiegend Mausen - fiir die Wis-
senschaftler der GBF unter Beachtung geltender Tier-
schutzbestimmungen. Sdmtliche Tiere werden unter
modernsten Bedingungen in einzeln beliifteten Kifigen
gehalten. Es werden die Erhaltungszuchten unter spezi-
fisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen oder in der
Quarantine betreut. Dazu umfassen die Arbeiten Riick-
kreuzungen und experimentelle Verpaarungen zur Gene-
rierung von neuen Mauslinien, Stammsanierungen durch
Embryotransfer, die Aufrechterhaltung von Kernzuchten
und die Archivierung von Mauslinien durch Kryokonser-
vierung von Embryonen. Eine weitere Aufgabe ist die
Zucht und Bereitstellung von Spendertieren und Ammen
fiir die Generierung neuer genetisch-modifizierter Maus-
linien durch ES-Zell-Injektionen in Blastozysten.

Umsetzen und Kontrolle von Mdusen

Foto: Bierstedt

Serviceangebote Im Laufe des Jahres 2002 hat sich
die Zahl der belegten Kifige im Tierhaus fast verdoppelt,
auf ca. 2000 am Ende des Jahres. Uber 100 verschiedene
Mauslinien werden zur Zeit betreut. Neben der tiblichen
Versorgung und Umsetzung der Miuse fithren die Tier-
pfleger simtliche Zuchten und experimentelle Verpaarun-
gen durch - inklusive Datenbankpflege sowie Services
wie Biopsien, Blutentnahmen, Immunisierungen und ver-
schiedene Applikationen. Die Techniken der Mikromani-
pulation von Mausembryonen wurden im Herbst erfolg-
reich in der Einheit etabliert. Seit September wurden
mehrere Mauslinien saniert und seit November einige
Linien durch Kryokonservierung archiviert. Im August
wurde ein Ausbildungsprogramm fiir Tierpfleger und
Tierpflegerinnen etabliert.

Ausbau der Infektionsplattform Unter der Leitung
der Arbeitsgruppe wurde der Gebdude-D-Anbau zu einer
zweckbestimmten Infektionstierhaltung der Sicherheits-
stufe 2 umgebaut. Die Anlage wurde im September 2003
in Betrieb genommen, und die Infektionsplattform wird
nun in vollem Umfang ausgebaut.
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Dr. Jorg Laubert, Dr. Robert Geffers | Arbeitsgruppe Mucosale Immunitat

Gesamte Ansicht eines
Affymetrix-Arrays mit
ca. 400000 auf Glas
synthetisierten Oligo-

nukleotiden

Die der Serienfertigung von Affymetrix-Arrays zu Grunde
liegende Methodik erlaubt die parallele Analyse der Ex-
pression von Tausenden von Genen. Gleichzeitig ermog-
licht sie auf Grund ihrer Reproduzierbarkeit auch den
Vergleich zeitlich auseinander liegender Experimente.
Dem Umfang des einzelnen Arrays entsprechend konnen
so bis zu 40000 Gene von Mensch-, Maus- und Ratten-
genom hinsichtlich ihrer Expression auf RNA-Ebene
untersucht werden. Fiir die Kunden der GBF-,Array Faci-
lity” - Universitaten, Krankenhduser, GBF und andere
Forschungsinstitutionen - stehen etwa 500 Gene huma-
nen oder murinen Ursprungs zur Verifizierung von Array-
Daten mit ,Real Time PCR” zur Verfiigung. Die GBF-
»Array Facility” tibernimmt auch die Identifizierung
neuer Oligos fiir Gene, fiir die noch keine Primer vor-
handen sind.

Bioinformatik Da die Versuche zunehmend komplexer
werden, miissen vermehrt Programme und Algorithmen
verwendet werden, die helfen, Versuchsergebnisse zu
interpretieren. So wurde eine ganze Reihe von ,Cluster-
software” eingesetzt, die es erlaubt innerhalb der regulier-
ten Gene Gruppen zu finden, die in einem bestimmten
Signalweg wirken konnen. Dazu gehort auch das Beriick-
sichtigen von so genannten GO (,Gene Ontology”)-
Annotationen, die eine Einteilung der regulierten Gene
nach Funktionsmechanismen und -orten innerhalb der
Zelle erlauben. Um Signalwege und funktionelle Zusam-
mengehorigkeiten zu verdeutlichen, wird eine Software
verwendet, die die Expressionsdaten graphisch auf der
Ebene der beteiligten Proteine illustriert.

Es wurde eine Access-Datenbank programmiert und auf-
gebaut, die nicht nur den Zugriff auf samtliche in der
,Array Facility” produzierten Daten erlaubt, sondern mit
den entsprechenden Daten auch die dazu gehorige Soft-
ware startet. Ferner kann durch die Datenbank ein Pro-
zess gestartet werden, der die automatische Zusammen-
stellung versuchsrelevanter Daten nach dem MIAME-
Format (,Minimal Information About Microarray Expe-
riments”) ausfiihrt.

Themenschwerpunkte Die Thematik der einzelnen
Arrays verteilt sich entsprechend der Auftraggeber und
Kooperationspartner auf verschiedene Themen der Biolo-
gie und Medizin. Den Hauptanteil bilden Experimente,
die die Wirt-Pathogen-Wechselwirkung und ihre Immu-
nologie betreffen.

Im Bereich der Wirt-Pathogen-Wechselwirkung wurden
in vitro unterschiedliche Pathogene wie EHEC, Mykobak-
terien, Salmonellen, Chlammydien, Yersenien oder Lyste-
rien auf verschiedenen Zelllinien kultiviert, die unter-
schiedlichen Zielgeweben der Pathogene entsprechen.

Es wurden aber auch Miuse mit bestimmten Erregern
infiziert, um aus ihnen nach definierten Zeitraumen
bestimmte Zelltypen zu entnehmen und zu untersuchen.

Im Bereich Immunologie wurden hauptsachlich T-Zellen
mit regulatorischen Eigenschaften untersucht. Hierunter
fallen CD4*CD25%, CD4*CD45low oder anerge Zellen
aus verschiedenen transgenen Mausmodellen. Diese regu-
latorischen Zellen spielen unter anderem bei der Autoim-
munitat, aber auch bei der Regulation der Immunantwort
im Verlaufe einer Infektion eine Rolle. Es wurden Zellen
nach Sortierung aus Miusen beziehungsweise Menschen
miteinander verglichen, um die Gene zu finden, die an
regulatorischen Eigenschaften beteiligt sind. Zurzeit wird
ein Teil der betreffenden Gene in Uberexpressions- und
,Knock-out”-Versuchen niher untersucht.

tDr. Jérg Lauber verstarb im Mai 2003. Mit ihm verliert
die GBF einen hoch engagierten und verdienten Wissen-
schaftler.

=
-
—
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Dr. Victor Wray | Arbeitsgruppe Biophysikalische Analytik

Dr. Heinrich Lansdorf | Dr. Manfred Nimtz | Dr. Manfred Rohde

Aufgabe dieser Plattform ist es, die drei-dimensionale
Struktur aller Arten von Naturstoffen aufzuklaren, und
umfasst Massenspektrometrie (MS), Kernresonanzspek-
troskopie (NMR), Rontgenstrukturanalyse, Proteinse-
quenzierung, Elektronenmikroskopie und konfokale
Laser-Mikroskopie. Die vollstandige Struktur der Mehr-
zahl kleinerer Naturstoffe wird durch eine Kombination
von MS und NMR aufgeklirt.

Routinemiflig wird die direkte Analyse grofer intakter
Biomolekiile wie Proteine, Oligonukleotide und komple-
xer Kohlenhydrate mit MALDI- und/oder ESI-MS ange-
boten. Ein wichtiger Pluspunkt der Massenspektrometrie
ist die Moglichkeit, auch kleinste Mengen komplexer
Gemische bearbeiten zu konnen. Die Sekundir- und Ter-
tidrstruktur von Peptiden und Proteinen in Losung wird

durch multidimensionale NMR-Spektroskopie untersucht.

Voraussetzung ist allerdings ein mit stabilen Isotopen
(>N and 13C) angereichertes Probenmaterial. Ein weite-
rer Schwerpunkt auf dem makromolekularen Arbeitsge-
biet stellt die massenspektrometrische Strukturaufklarung
von Glykoproteinen dar, insbesondere die Charakterisie-
rung der ans Protein gebundenen Oligosaccharidketten
mittels MALDI- und ESI-MS/MS-Techniken und hydro-
lytischer Mikroderivatisierungsmethoden.

Dr. Victor Wray kontrolliert ein Réhrchen fiir eine NMR-

Messung

Foto: Bierstedt

Grofde Anstrengungen wurden fiir eine Automatisierung
von massenspektrometrischen Mikromethoden zur Iden-
tifizierung und Charakterisierung von Proteinen aus 2D-
Gelen aufgewandt. Neben der klassischen Identifizierung
anhand des tryptischen Peptid-Fingerprints wurden auch
die automatische Aufnahme und Identifizierung von
Proteingemischen mit HPLC ESI-MS/MS-Spektren eta-
bliert.

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

Edman-Abbau N-terminale Proteinsequenzierung
wird mittels automatischem Edman-Abbau durchgefiihrt.
Anwendungen dieser Technik bestehen in der Sequenz-
aufklarung neuer Proteine, der Identifizierung von be-
kannten Proteinen durch Ansequenzieren als auch der
Reinheitskontrolle rekombinanter Proteine. Sowohl gelo-
ste als auch an PDF-Membran gebundene Proteine/Pep-
tide konnen im niederen picomolaren Bereich analysiert
werden.

FESEM-Techniken Die Elektronenmikroskopie wird zur
Sichtbarmachung der Anheftung und Invasion von einer
grofien Vielzahl von Pathogenen in Wirtszellen einge-
setzt. Spezielle Probenpriparationsprotokolle wurden
entwickelt, die den Einsatz der Hochauflosungsfeldemis-
sions-Raster-Elektronenmikroskopie (FESEM) fiir die
Charakterisierung der verschiedenen Invasionswege von
Pathogenen in Wirtszellen erlauben. Weiterhin wurden
FESEM-Techniken entwickelt, um Pathogenititsfaktoren
durch an Antikorper gebundene kolloidale Goldpartikel
nicht nur auf der bakteriellen Zelloberflache oder der
Beriihrungsfliche zwischen bakterieller und Wirtszell-
membran sichtbar zu machen, sondern auch innerhalb
der Wirtszelle.
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LEITER | Dr. Werner Tegge | Arbeitsgruppe Molekulare Erkennung

WISSENSCHAFTLICHE MITARBEITER | Dr. Ronald Frank

Diese Plattform ist organisatorisch der Arbeitsgruppe
Molekulare Erkennung des Bereichs Zellbiologie und
Immunologie angegliedert. Sie stellt — in enger Absprache
mit den Nutzern - synthetische 16sliche Peptide, Arrays
mit immobilisierten Verbindungen und spezielle, kom-
merziell nicht erhdltliche chemische Verbindungen her.
Fur die Synthesen stehen eine Reihe moderner Geridte
zur Verfiigung. Losliche Peptide werden durch HPLC und
Massenspektrometrie routinemifig direkt in der Platt-
form charakterisiert und bei Bedarf auch durch Amino-
sdureanalyse, Sequenzierung, spezielle Massenspektrome-
trie und NMR in der Abteilung Strukturbiologie.

Abhingig von der geplanten Verwendung und der Qua-
litat der Rohprodukte werden Reinigungen durchgefiihrt,
in der Regel durch priparative HPLC. Fiir spezielle Unter-
suchungen werden modifizierte Peptide benétigt und in
entsprechender Form hergestellt. Die von der Plattform
angebotenen Modifikationen beinhalten Phosphorylie-
rungen, Biotinylierungen, Lipid-Additionen, Verzweigun-
gen und Zyklisierungen.

Susanne Frese | Dr. Michael Morr

SPOT-Arrays Die Synthese von Peptidarrays fiir die
systematische und empirische Suche nach Peptidliganden
erfolgt ebenfalls in enger Absprache und Kooperation mit
entsprechenden Nutzern. Besonders bei dem Design die-
ser Arrays ist ein gutes Verstindnis der biologischen Fra-
gestellung essenziell. Die SPOT-Arrays werden nach der
durch Dr. Ronald Frank entwickelten SPOT-Methode auf
Papierblittern oder anderen polymeren Trigern halbauto-
matisch - und zukiinftig mit Hilfe von neuen Synthese-
gerdten vollautomatisch - erzeugt. Im Jahr werden etwa
15.000 Peptide und Peptidgemische im Array-Format her-
gestellt und von den Nutzern fiir die Untersuchung von
Protein-Protein-Wechselwirkungen und Enzym-Substrat-
Erkennung eingesetzt. In einer 20-stufigen Synthese
wurde das Galactosylceramid hergestellt und an ein syn-
thetisches Peptid gekoppelt. Diese Verbindungsklasse
wird in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Impfstoft-
forschung fiir die Entwicklung von mukosalen Impfstof-
fen verwendet.

Seit ihrer Einrichtung wurden in der Serviceeinheit an die 2000 lisliche Peptide hergestellt und

charakterisiert. Essenziell ist dabei eine moderne apparative Ausstattung und personliche Erfahrung.

Foto: Bierstedt
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Programm ,Bioverfahrenstechnik”

PROGRAMMSPRECHER | Dr. Holger Ziehr | Arbeitsgruppe Qualitéts- und Projektmanagement

Die bioverfahrenstechnischen Einrichtungen der GBF wurden im Laufe des Jahres 2002 weiter zu einer

Technologieplattform umgebaut, die Dienstleistungen fur Klienten innerhalb und auBerhalb der Helm-

holtz-Gemeinschaft durchfiihren kann. Diese Dienste bestehen aus der Entwicklung und dem Scale-up

von Kultivierungsprozessen fur Mikroorganismen und héhere Zellen sowie aus Aufreinigungsprozessen

zur Isolation von Biomolekulen wie Proteinen, Nukleinsduren oder Antikérpern aus Zellmasse und Kul-

turtberstanden. Fur die Durchfihrung der Arbeiten stehen verschiedene biotechnische Pilotanlagen

mit Bioreaktoren sowie Zentrifugen, Chromatographie- und Filtrationsanlagen zur Verfligung. Zudem

verfugt die Bioverfahrenstechnik seit 1997 Uber eine Herstellungserlaubnis gem. §13 des Arzneimittel-

gesetzes (AMG). Sie ist damit in der Lage, neue pharmazeutische Wirkstoffe herzustellen, die fur den

spateren Einsatz in klinischen Prtifungen geeignet sind. Fur alle in den Regelungsbereich des AMG fal-

lenden Arbeiten steht seit 1999 eine hoch kompartimentierte Biotechnikumsanlage (GMP I) auf der Basis

von Reinrdumen zur Verflgung. Zur Ausweitung der Kapazitat und Anpassung an gesteigerte Qualitats-

anforderungen wurde im vorausgegangenen Jahr eine Neuanlage (GMP IlI) errichtet. Qualifizierung und

Inbetriebnahme von GMP Il waren fur 2002 vorgesehen; die Arbeiten mussten aber im Herbst 2002 vor-

laufig unterbrochen werden. Im Jahr 2002 wurden fur internes und externes Klientel im Biotechnikum

insgesamt 240 Kultivierungen durchgefihrt, davon 90 fir externe Auftraggeber. Hiervon kamen 37 von

Auftraggebern aus dem universitaren und akademischen Umfeld und 53 aus der Industrie.

GMP-gerechte Wirkstoffherstellung Die Anzahl der
auf GMP-gerechte Wirkstoftherstellung ausgerichteten
Projekte ist auf Grund der Komplexitit solcher Vorhaben
weitaus niedriger — der Umfang der Arbeiten gemessen
am Personaleinsatz jedoch weitaus hoher: Far das ZMBH
in Heidelberg wurde ein Kultivierungsprozess auf Grund-
lage von E. coli fiir die Herstellung von zwei Vakzin-Wirk-
stoffkandidaten (MSP-1(K1), MSP-1 (3D7)) gegen Ma-
laria entwickelt. Die hergestellte Zellmasse wurde zur
weite- ren Prozessierung an das Walter-Reed Army Insti-
tute of Research (WRAIR) in Silver Springs, MD, USA
abgegeben. Bedingt durch die wirtschaftliche Entwicklung
in Deutschland und insbesondere den damit verbunde-
nen Kapitalmangel von Biotech Start-Up Unternehmen ist
die Nachfrage an GMP-Prozessentwicklungen und Wirk-
stoftherstellungen von diesen Firmen riicklaufig. Dieser
Riickgang wird jedoch durch eine gesteigerte Nachfrage
in der pharmazeutisch-chemischen Industrie kompen-
siert. Im Berichtszeitraum wurden vermehrt Projekte fiir
Unternehmen durchgefiihrt, die auf generische Produkte

ausgerichtet sind. Die Projekte bestehen vorwiegend aus
Prozessentwicklungen und Machbarkeitsstudien und hat-
ten ausnahmslos die Entwicklung von Herstellungsverfah-
ren fiir rekombinante biopharmazeutische Wirkstoffe
zum Inhalt.

Stefan Kluger kontrolliert den 500-L-Bioreaktor in der
Anlage GMP I1

Foto: Bierstedt
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Proteine aus rekombinanten Mikroorganismen Das
Erkennen und Uberwinden von Engpissen bei der Erzeu-
gung von biologisch aktiven Proteinen mit Hilfe rekom-
binanter Mikroorganismen ist Ziel dieses Projektes. Die
Arbeiten umfassen einerseits zellphysiologische Unter-
suchungen an proteinproduzierenden Zellen und die
mathematische Beschreibung sowie die modellhafte Vor-
hersage von Reaktionen auf die erzwungene Fremdpro-
teinsynthese etwa mit Proteom- und Stoffflussanalysen.
Andererseits beschiftigt sich die Gruppe mit der Entwick-
lung von Prozessfithrungsstrategien zur effizienten Syn-
these, gegebenenfalls Renaturierung, und Reinigung bio-
logisch aktiver Pharmaproteine mit mikrobiellen
Expressionssystemen.

Erfolgreiche Proteinsynthese durch Kenntnis der
Physiologie der produzierenden Zellfabrik Der
Energiebedarf der produzierenden Zelle ist stark von den
Umgebungsbedingungen der produzierenden Organis-
men und den spezifischen Eigenschaften des Zielproduk-
tes abhdngig. Bei der Synthese eines Proteins, das zur
Bildung von Einschlusskorpern neigt und zudem proteo-
lytisch sensitiv ist, kann ein erhohter Energiebedarf ein-
treten. Das zeigt sich nicht nur in einer erhchten respira-
torischen Aktivitit, sondern auch in einer Reorganisation
der Synthese der metabolischen Enzyme aus dem Ener-
giestoffwechsel.

Auf diesen Erkenntnissen basierend wurde ein Hochzell-
dichteverfahren fiir die Herstellung von humanen Kno-
chenwachstumsfaktoren wie beispielsweise hBMP-2 mit
Hilfe rekombinanter E. coli-Stimme entwickelt. Dieses
Verfahren fiithrt zu einer Produktausbeute von 8 bis 9 g/L
rhBMP-2 in Form von biologisch inaktiven Einschlusskor-
pern in der Hochzelldichtekultur. Eine fiir die Herstellung
von biologisch aktivem hBMP-2 etablierte Renaturie-
rungs- und Reinigungsstrategie fithrt zu einer Produktaus-
beute, die 750 mg aktivem Wachstumsfaktor pro Liter
Kulturbriihe entspricht.

Luis Felipe Vallejo
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Die Analyse des zelluldren Proteinsynthesemusters mittels
zweidimensionaler Gelelektrophorese zeigt eine erhohte Syn-
these der cAMP-CRP kontollierten Enzyme aus dem Zitro-
nensdurezyklus (1: SdhA Succinatdehydrogenase, 2: LpdA
Dihydrolipoamiddehydrogenase, Dehydrogenaseuntereinheit
aus dem Multienzymkomplex der Pyruvatdehydrogenase und
der Ketoglutaratdehydrogenase) nach der temperaturindu-
zierten Produktsynthese (Linke Seite: Proteom vor der
Induktion; rechte Seite: Proteom nach der Induktion; 35S-
Markierung). Die hdufigen Dehydrogenasen aus dem Zitro-
nensdurezyklus (3: Icd Isocitratdehydrogenase, 4: Mdh
Malatdehydrogenase) zeigen eine leicht verringerten Syn-
these nach Induktion. Auffallend ist die verstirkte Synthese
der Hitzeschockproteine nach der Induktion (rot markiert;
DnaK und GroEL hervorgehoben).
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Waihrend in der Vergangenheit die Entwicklung von Ver-
fahrensstrategien fiir effektive biologische Abbauprozesse

im Mittelpunkt des Interesses stand, haben sich die Arbei-

ten in der letzten Zeit stirker in Richtung systembiologi-
scher Fragestellungen orientiert. Im Vordergrund steht die
Aufklarung biologischer Reaktionsmechanismen, wobei
experimentelle Methoden und mathematische Modellie-
rung kombiniert werden. Auf der Basis mechanistischer
Vorstellungen werden mathematische Modelle generiert,
die die Systemdynamik beschreiben. Durch Diskriminie-
rung verschiedener Modelle werden dann Riickschliisse
auf Reaktionsmechanismen und -wege gezogen.

Protoanemoninbildung bei Alcaligenes euthrophus
In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Biodegrada-
tion wurde an der Aufklarung eines neuen mikrobiellen
Stoffwechselweges von Alcaligenes euthrophus gearbeitet.
Er fihrt von der 2-Chlormuconséure zu Protoanemonin.
An dieser Reaktion sind zwei Enzyme beteiligt, eine
Muconatcycloisomerase (MCI) und eine Muconolactoni-
somerase (MLI). Als Produkte entstehen neben Protoane-
monin cis- und trans-Dienlacton, als Zwischenprodukte
wurden 2- und 5-Chlormuconolacton (2CML und 5CML)
identifiziert. Ein mathematisches Modell unterstiitzte die
Aufklarung des Reaktionsmechanismus. Basierend auf der
,Steady-state”-Methode wurden die Differentialgleichun-
gen der einzelnen Reaktionen aufgestellt und numerisch
mit der Software ,Matlab” gelost. Experimentelle Er-
kenntnisse sowie eine gute Ubereinstimmung zwischen
Modell und Experiment fithrten schliefilich zu einem
Reaktionsmechanismus, der zunachst iiber MCI zu einem
Gleichgewicht zwischen dem Edukt und den zwei Zwi-
schenprodukten fithrt. Wahrend 2CML zu Protoane-
monin abreagiert, entstehen aus 5CML cis- und trans-
Dienlacton iiber irreversible Reaktionen. Das Modell
beschreibt ebenfalls die Produktverhiltnisse bei in vitro
Versuchen, bei denen unterschiedliche Mengen der
beiden Enzyme eingesetzt wurden.

Kinetik von Mischsubstratsystemen Fiir die gezielte
Auslegung von Anlagen zur Dekontamination industriel-
ler Abwisser auf reaktionskinetischer Grundlage ist es von
grofler Bedeutung, dass die Kinetik das System sowohl
unter stationdren als auch unter dynamischen Bedingun-
gen beschreiben kann. Aulerdem miissen die fiir einzelne
Schadstoffe ermittelten Kinetiken auch auf Substratgemi-
sche tibertragbar sein. Es konnte anhand des Modellsys-
tems ,Abbau von Phenol, Benzoat und Acetat durch Burk-
holderia cepacia G4" gezeigt werden, dass Gemische der
drei Verbindungen vollstindig und simultan mineralisiert
werden. Unter stationdren Bedingungen lassen sich die
aus dem Einzelsubstratabbau ermittelten stochiometri-
schen und kinetischen Parameter auf das Gemisch iiber-
tragen.

Die Anwesenheit mehrerer Kohlenstoffquellen fiithrt

zu einer Erhohung der kritischen Durchflussrate, bei der
Substratakkumulation im Reaktor auftritt, so dass die
Prozessleistung gesteigert werden kann. Unter dynami-
schen Bedingungen wurde eine Entkopplung der katabo-
lischen und anabolischen Fliisse festgestellt. Es konnte
gezeigt werden, dass sich die Mikroorganismen langsam
an sich andernde Umgebungsbedingungen adaptieren.
Die Zeitkonstanten dieser Adaptation deuten auf eine
genetische Regulation hin, etwa die Anderung des Enzym-
pools der Zelle, nicht jedoch auf eine enzymatische
Regulation. Makroskopisch fiihrt dies dazu, dass unter
dynamischen Bedingungen die kinetischen und st6chio-
metrischen Parameter nicht konstant sind und dass auch
die ,Kulturhistorie” einen Einfluss auf die Kinetik hat.
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Eine der wesentlichen Herausforderungen der Zellkultur-
technik ist die verldssliche und reproduzierbare Kultivie-
rung von tierischen Zellen unter vollstindig definierten
Kulturbedingungen. Das Ziel ist dabei der Verzicht auf
Komponenten tierischer Herkunft. Dabei sollen moglichst
neue wirtschaftliche und kompetitive Prozesse eingesetzt
werden.

Optimierung der Produktivitat von HEK293-Zellen
Der zeitaufwendigste Teil bei der Proteinexpression in
Sdugerzellen ist die Herstellung der stabil produzierenden
Zelllinie. Dagegen erlaubt die transiente Genexpression
sofort nach dem Gentransfer die Proteinsynthese. Der
Nachteil der transienten Transfektion: Eine geringe Menge
Serum ist zum effizienten Gentransfer notig.

Zur Optimierung von transient transfizierten HEK293s-
Zellen wurde gemeinsam mit der Abteilung Genregula-
tion und Differenzierung ein Modellproduktionssystem
etabliert. Es wurden anfangs zwei verschiedene bicistro-
nische Plasmide konstruiert, die das Zielgen in der ersten
Position und ein Reportergen in der zweiten Position und
umgekehrt enthielten. Auf Basis des Polykationen-vermit-
telten Gentransfers wurde ein Transfektionssystem ent-
wickelt, dass unter vollstindig definierten serumfreien
Kulturbedingungen bis zu 70 % Transfektionseffizienz
erreicht.

Arbeiten im Zellkulturlabor: vor Beginn einer Fermentation

Foto: Bierstedt

Perfusionssystem in Sdugerzell-Bioreaktoren Alle
bisherigen Zellseparationssysteme sind nur eingeschrankt
fiir die Verwendung als Perfusionssystem in Zellkulturpro-
zessen anpassbar — bei der notwendigen Mafsstabvergrofie-
rung zur Produktproduktion. Daher wurde ein spezieller
Hydrozyklon fur die Trennung von Siugerzelllinien in
kontinuierlich perfundierten Bioreaktoren entwickelt.

Der Hydrocyclon wurde nur drei Minuten in einer insge-
samt zweistiindigen quasi-stationdren Kulturperiode in
einem 6-L-Bioreaktor mit HelA-Zellen betrieben - mit
einer Flussrate von einem Liter pro Minute. Das entsprach
einer Verweilzeit der Kulturbrithe von weniger als 0,2 s im
Hydrozyklon. Die Zellviabilidt war stets hoher als 90 Pro-
zent. Wird die Verweilzeit nicht signifikant gedndert, kann
eine Hydrozyklon-Leistung mit jedem anderen Perfusions-
system bis zu Bioreaktorvolumina von 1000 L aufrechter-
halten werden.

Immortale Zellen fiir die Expression gewebespezi-
fischer Funktionen In vitro-Modelle sind von grofier
Bedeutung fiir das Verstindnis von Gewebefunktionen,
Pharmakologie und Toxikologie und auch als Gewebeer-
satz. Geeigneter sind Standard-Dauerzelllinien. Solche Zel-
len verlieren jedoch den grofiten Teil ihrer gewebespezi-
fischen Funktionen bereits bei der Immortalisierung - sie
dedifferenzieren dhnlich wie Tumorzellen.

Daher wurden mit dem Fraunhofer-Institut fiir Toxikolo-
gie und Experimentelle Medizin in Hannover verschiedene
immortalisierte Hepatocyten aus transgenen und ,Knock-
out”-Mdusen untersucht. Im Fokus: Ihr Potenzial hinsicht-
lich der Konservierung physiologischer Eigenschaften,
wenn ein chemisch definiertes, serumfreies Nahrkulturme-
dium verwendet wird. Die transgenen Zelllinien zeigten
Cytochrom-P450-Aktivitit, verbrauchten Lactat und sekre-
tierten Albumin mit einer zellspezifischen Rate, die in der
Grofienordnung primérer Hepatocyten lag. Eine tumor-
ahnliche Zelllinie aus einer neonatalen p53-,Knock-out”-
Maus zeigte dagegen keine leberspezifischen Eigenschaften
mehr. Das zeigt, dass transgene immortalisierte Zellen
durchaus gewebespezifische Expressionsmuster konser-
vieren kénnen.
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Richard Radloff macht die Teilnehmer des InWEnt-GBF-Kurses 2003 aus Siidostasien mit der GBF vertraut (1i). Ein Vortrag im Rahmen des Workshops
des Niedersdchsischen Verbundprojekts ,Marine Biotechnologie” im GBF-FORUM (mi). Eine entspannte Atmosphdire am GBF-FORUM (re).
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1. Daten zur Forschungsfinanzierung

Die Gesamtkosten der GBF beliefen sich in 2002 auf
47,8 Mio €, wovon mehr als die Hilfte, 27,3 Mio €, auf
das Programm ,Infektion und Immunitit” entfielen. Die
drei tibrigen Programme ,Vergleichende Genomfor-
schung”, ,Nachhaltige Nutzung von Landschaften” und
,Bioverfahrenstechnik” wiesen mit etwa 6 Mio. € dhnli-
che Kosten auf.

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

Forschungsbereich Programm Vollkosten
Gesundheit Infektion und Immunitat 27 275

Vergleichende Genomforschung 6220
Gesamt 33 495
Erde und Umwelt Nachhaltige Nutzung von Landschaften 5804
Gesamt 5804
Leistungskategorie Il Bioverfahrenstechnik 6 932
Sonderaufgaben 1604
Gesamt 47 836

Vollkosten 2002
]

T Sonderaufgaben 3%

Nachhaltige Nutzung
T von Landschaften 12 %

Vergleichende
T Genomforschung 13 %

? Bioverfahrenstechnik 14%

T Infektion und Immunitat 58 %

Drittmittelfinanzierung Bei der Drittmittelfinan-
zierung entfiel der grofite Anteil mit mehr als 60%

auf national ausgeschriebene Projektférderungen. Mittel
aus der EU und der Industrie wurden zu etwa gleichen
Teilen eingeworben (je 14%).

Drittmittelfinanzierung (in T€)
-~ -

Quelle Summe
BMBF 7 290,67
DFG 1117,05
EU 1 851,21
Industrie 1733,07
Land NS 109,39
Sonstige 731,25
Gesamt 12 832,64

Drittmittelfinanzierung 2002

Land NS 1%

Sonstige 6%

DFG 9 %

Industrie 14 %

—e —e—o o

EU 14 %

—e

—e

BMBF 56 %
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Veroffentlichungen, Berufungen, DFG-Programme
und Gastwissenschaftler Die Gesamtzahl der Ver-
offentlichungen blieb in den vergangenen Jahren kons-
tant, wobei sich fiir 2002 Verschiebungen zugunsten von
veroffentlichten Arbeiten in Zeitschriften ergab. In 2002
und 2003 hat es dabei eine Reihe von Verdffentlichungen
in namhaften Zeitschriften wie ,Nature” und ,Cell”
gegeben (s. u. Veroffentlichungen im Teil Wissenschaft-
licher Ergebnisbericht)

L
Patente/Lizenzen Im Berichtszeitraum 2002 wurden

Quantitavie Art 2000 2001 2002
insgesamt 8 Patente neu angemeldet, davon 4 in Deutsch- =
arameter
land und 4 in Europa. Sieben dieser Patentanmeldungen
erfolgten fiir den Forschungsbereich Gesundheit. Im VR s ReSieneicuogocalinioy 206 205 222
lichungen registrierten Zeitschriften

gleichen Zeitraum wurden 7 Patente erteilt, alle fiir den

Bereich der Gesundheitsforschung. Die Anzahl der AT e SR a7 38z

Lizenzvereinbarungen erhoéhten sich gegeniiber dem gen in anderen Zeitschriften

Vorjahr um 2. Gesamtzahl 253 243 249
Habilitationen 2 4 3

Dissertationen 26 29 14

Patente und Lizenzen, Berichtsjahr 2002 e @ w0l @ Ea e o 0 3 3

|
Universitaten

Insgesamt Inland  Ausland

Spezielle DFG- Sonderforschungsbereiche, 2 9 13
Prioritatsbegrindende Anmel- 8 4 4 .

Programme Transregios
ELTgEn DFG-Schwerpunkt 6 7 6
Prioritatsbegrindende Anmel- 129 107 22 Graduiertenkollegs 1 3 1
dung insgesamt (Ifd. Verfahren) Gesamtzahl 9 19 20
Erteilte Patente ! ! 6 Gastwissen- 16 94 107
Gesamtbestand gehaltener 74 16 58

schaftler
Patente*
Lizenzvereinbarungen (Gesamt- 38 24 14
bestand)
Lizenzeinnahmen** (in T€) 308 243 65
*Die stark verdnderte Zahl des Gesamtb des der gehalt Patente (im Vergleich

zu fritheren Angaben) ergibt sich aus einer Neubetrachtung der Angaben zu den
Patenten: Alle als Europdisches Patent angemeldeten Patente wurden als ein Patent
gewertet und nicht mehr wie friiher fiir jedes einzelne Land gezihlt (es gibt hierfiir
auch nur eine Patenterteilung).

**Einschliefllich Einnahmen aus sonstigen ,Know-how"-Vertrigen
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2. Schaffung innovativer Strukturen

In der GBF besteht ein grofes Potenzial an der Entwick-
lung innovativer Produkte, Verfahren und Dienstleistun-
gen, insbesondere in Kooperation mit industriellen Part-
nern. Ein wichtiges Ziel der GBF ist es daher, die im
Rahmen der Forschung erbrachten Ergebnisse durch Tech-
nologietransfer zur Anwendung zu bringen. Deshalb sind
fiir die GBF Ausgriindungen von Firmen, Lizenzvergabe,
Service und Dienstleistungen im Rahmen von Industrie-
kooperationen wichtige Parameter fiir die Umsetzung
ihrer FuE-Ergebnisse. Aus diesem Grund ist die GBF Mit-
glied in Vereinigungen wie BioRegioN und dem Transfer-
kolleg Biotechnologie e.V. und beteiligt sich aktiv in der
BioRegioN GmbH und dem BioProfil ,Funktionelle
Genomanalyse”.

Das GBF-Existenzgriinderzentrum Es stehen in der
3. und 4. Etage des Y-Gebdudes der GBF rund 1900 gm
Labor- und Biirofliche fiir Existenzgriinder zur Verfiigung,
wobei einige Rdume mit Gerdten iiber eine Forderung
durch das Niedersdchsische Wirtschaftsministerium als
Infrastrukturrdume dienen. Trotz des Wegzugs einiger
Firmen ist der zur Verfiigung stehende Raum vollstindig
belegt, da neben den Neuansiedlungen auch ansdssige
Firmen expandierten. Das BioTec-Griinderzentrum der
Stadt Braunschweig direkt neben dem GBF-Geldnde ist
seit Ende 2002 bezugsfertig (offizielle Einweihung war
Ende August 2002).

Technologieverwertung Im Jahr 2002 wurde die
Ascenion GmbH, eine Technologieverwertungsgesell-
schaft von Helmholtz-Zentren mit Hauptsitz in Miin-
chen, gegriindet. Sie unterhilt ein Biiro auf dem GBF-
Campus.

Ascenion wurde von den tiberwiegend im Bereich der
Gesundheitsforschung tatigen Helmholtz-Zentren gegriin-
det. Sie soll die Erfindungen und Forschungsergebnisse
(»Intellectual Properties”) sowohl der vier beteiligten
Zentren als auch anderer interessierter Forschungseinrich-
tungen im ,Life Science”-Bereich vermarkten.

Zum 1. April 2002 hat die Ascenion GmbH ihre Arbeit in
einem Biiro in der Existenzgriinderetage auf dem GBF-
Campus aufgenommen. Das Biiro ist mit zwei naturwis-
senschaftlich ausgebildeten Mitarbeiterinnen besetzt,
deren Schwerpunkte auf Forschung und Entwicklung bzw.
auf Vermarktung und Unternehmensfithrung liegen.

Die Ascenion GmbH iibernimmt folgenden Aufgaben

fir die GBF:
]

¢ Erfindungsaquisition und Erfinderbetreuung an der GBF vor Ort

* Technologiebewertung und Schutzrechtsanmeldung

* Konzeption von Verwertungsstrategien fur angemeldete bzw.

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

GBF-FORUM  Die Belegung des GBF-FORUMs nahm
im 3. Jahr des Bestehens weiter zu. In 2002 wurden an
252 Tagen im Jahr insgesamt 1002 Veranstaltungen
durchgefiihrt.



Liste der auf dem GBF-Gelande ansassigen Firmen (Stichtag: 30.09.2003)

Firma

Ascenion GmbH

Geschaftsfuhrer und/oder

Ansprechpartner

Dr. Sabina Heim/

Tina Damm

Telefon/Fax

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

E-Mail

she@ascenion.de

tda@ascenion.de
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Internet

www.ascenion.de

Hartmann Analytic GmbH

Dr. Ursula Hartmann

0531-26028-0; Fax: -28

hartmann@hartmann-

analytic.de

www.hartmann-analytic.de

Cosmix GmbH

Dr. Ralf Kaufmann/
Ute Heidrich (Sekretariat)

0531-12086-0; Fax: -99

rka@cosmix.de

uhe@cosmix.de

www.cosmix.de

AIMS Scientific Products

Dr. Norbert Zander

0531-2602-865; 0177-

nza@aims-scientific-

www.aims-scientific-

GmbH 7637299; Fax: 2602-866 products.de products.de
RELIATech GmbH Dr. Bernhard Barleon 0531-260-1832; Fax: -1833 info@reliatech.de www.reliatech.de
Lionex GmbH Dr. Ralf Spallek/ 0531-6180-653/-652; msi@lionex.de www.lionex.de

Dr. Eva Gebhardt-Singh

Fax:2601159

IBA Biologics GmbH

Dr. J. Bertram/Dr. Garke

0551-50672118; GBF: 170

AMODIA Biosciences GmbH

Dr. Ulrich Krause/

Dr. Sabine Peters

0531-260-1764; Fax: -1766

sabine-peters@amodia.de

ulrich.krause@amodia.de

www.amodia.com

Eugene GbR

Dr. Werner Muller

0531-6181-687

wmu@gbf.de

BIOS- Biotechnologisches

Schulerlabor

Dr. Iris Eisenbeiser/

Arntraud Meyer

0531-6181-945; Fax: -949

Bios.lab@gbf.de

Liste der Firmen im Biotec-Zentrum der Stadt Braunschweig (Stichtag: 30.09.2003)

Firma

Forschungsgruppe Wund-
heilung der TU Braun-

schweig

Geschaftsfuhrer und/oder

Ansprechpartner

Prof. Dr. Peter Muhlradt

Telefon/Fax

0531-1217-954; Fax: -958

E-Mail

Internet

Vakzine Management
GmbH

Dr. Albrecht Laufer

0531-2850-40; Fax: -429

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

BioRegioN

Dr. Albrecht Laufer/

Hannes Schlender

0531-2850-415/-416;
Fax: -428

braunschweig@

bioregion.de

www.bioregion.de

GlycoThera GbR

Dr. Harald Conradt

0531-7996-785;
0531- 6181-287

hco@gbf.de

www.glycothera.de

Forum Funktionelle
Genomanalyse

in der BioRegioN

Hannes Schlender

0531-2850-416; Fax: -428

Hannes.schlender@

bioregion.de

www.forum-

genomanalyse.de
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3. Personal, Struktur und Organisation

Personal Der Personalstand betrug am 31.12.2002 ins-
gesamt 636 Personen mit Voll- und Teilzeitbeschiftigung.

Hinzu kamen 101 Géste in Projekten, deren Bezahlung
durch Dritte auflerhalb der GBF erfolgte. An der GBF
waren zum 31.12.02 255 Wissenschaftler beschiftigt.
Darunter befanden sich 86 Postdocs und 75 Doktoran-
den, die tiber institutionelle Mittel oder Drittmittel

bezahlt wurden.

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

Gesellschafterversammlung

In der Gesellschafterver-

sammlung sind die beiden Gesellschafter der GBE die
Bundesrepublik Deutschland und das Land Niedersach-
sen, durch ihre federfithrenden Ressorts, das Bundesmi-

nisterium fiir Bildung, Forschung und Technologie und

das Niedersiachsische Ministerium der Finanzen vertreten.

Aufsichtsrat Der Aufsichtsrat besteht aus hochstens

15 Mitgliedern. Er tiberwacht die Rechtmifligkeit, Zweck-
mifligkeit und Wirtschaftlichkeit der Geschiftsfithrung
und entscheidet tiber die allgemeinen Forschungsziele

sowie die wichtigen forschungspolitischen und finanziel-

len Angelegenheiten der Gesellschaft.

Wissenschaftliches Komitee Das Wissenschaftliche
Komitee besteht aus Mitgliedern des Aufsichtsrats und

extern berufenen Wissenschaftlern. Es beriat den Auf-

sichtsrat in Fragen der wissenschaftlichen Ausrichtung

und Strategie der GBE

Mitglieder des Aufsichtsrats und des Wissenschaftlichen Komitees (Stand 30.5.2003)
I —————————————————————————

Funktion Name, Titel Organisation Ort

Vorsitz AR Lange, MinDirig Dr. Peter BMBF Bonn
Stellvertreter Vorsitz AR Weise, MinDir Dr. Dr. Christian NMWK Hannover

AR Warmuth, MinR Dr. Ekkehard BMBF Berlin

AR Kuhny, RD Corinna NMF Hannover
WK Apweiler, Dr. Rolf European Bioinformatics Cambridge
WK Pfeffer, Prof. Dr. Klaus Universitat Dusseldorf
AR + WK Daniel, Prof. Dr. Hannelore TU Munchen

WK Winterfeldt, Prof. Dr. Ekkehard Universitat Hannover

AR Bilitewski, Prof. Dr. Ursula GBF Braunschweig
AR Bode, Prof. Dr. Jurgen GBF Braunschweig
WK Schendel, Prof. Dr. Dolores GSF Muanchen
WK Birchmeier, Prof. Dr. Walter MDC Berlin-Buch
WK Mann, Prof. Dr. Matthias Universitat Odense/Danemark
AR + WK Jockusch, Prof. Dr. Brigitte TU Braunschweig
AR + WK Schiebler, Dr. Werner Forderv. Humangenomforschung  Frankfurt

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

AR + WK stell. Vorsitz WK Grummt, Prof. Dr. Ingrid DKFZ Heidelberg
AR + WK Vorsitz WK Jackle, Prof. Dr. Herbert MPI Gottingen
WK Réllinghoff, Prof. Dr. Martin Universitat Erlangen

WK Wittinghofer, Prof. Dr. Alfred Universitat Dortmund
AR + WK Pfeiffer, Dr. Dorothea BST Berlin

AR + WK Muller-Kuhrt, Dr. Lutz AnalytiCon AG Potsdam
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Wissenschaftler-Versammlung Die Wissenschaftler-
Versammlung berit die Geschiftsfithrung in Angelegen-
heiten von grundsitzlicher wissenschaftlicher Bedeutung.
Thr gehoren 22 gewidhlte Mitarbeiter aus dem Kreis der
angestellten Wissenschaftler an. Die Geschiftsfithrung,

Geschaftsfiihrer Die Geschiftsfithrer der GBF Bereichsleiter, Arbeitsgruppenleiter der Nachwuchsgrup-

im Berichtszeitraum sind: pen und Doktoranden-Vertreter sind Giste in der Wissen-

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

schaftler-Versammlung. Vorsitzender im Berichtszeitraum
waren Dr. Anton Rof (bis Mai 2003) und Dr. Wolf-Rainer
Abraham(seit Mai 2003), Stellvertreter ist Dr. Siegfried
Weif2.

Direktorium Das Direktorium berit die Geschifts-
filhrung der GBF in allen wichtigen Angelegenheiten des
Zentrums. Thm gehoren neben der Geschiftsfithrung die
Bereichsleiter, ein Vertreter der Nachwuchsgruppen und
der Vorsitzende der Wissenschaftlerversammlung an.

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

Frauenbeauftragte in diesem Zeitraum war Evelyn

Rohn-Stenzel.

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

Foto: Bierstedt
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Organisationsdiagramm, Stand 01. Oktober 2003

Aufsichtsrat (AR)

—1 MinDirig Dr. P. Lange, BMBF, Vorsitzender
MinDirig Dr. Dr. Weise, Niedersdchsisches MWK,
Stellvertretender Vorsitzender

Wissenschaftliches
Komitee (WK)

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

Abt. Umweltmikro-
— biologie (UMW)
[ Prof. Dr. K. N. Timmis

AG Biodegradation
 (DEG)
PD Dr. D. Pieper

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

Abt. Mikrobielle Pathogenitat
| u. Impfstoffforschung (MPAT)

Prof.Dr.G.S.Chhatwal

AG Impfstoff-
forschung (VAC)
PD Dr. Dr.C. A.Guzman

NG Infektionsgenetik
— (ING)
Dr. A. Lengeling

Abt. Naturstoff-
I— chemie (NCH)
Prof. Dr. G. Hofle

Abt. Naturstoff-
— biologie (NBI)
Prof. Dr. G. Hofle*

NG Molekularbiologie
— der Myxobakterien
(MX) Dr.R.Muller

WISSENSCHAFT

Abt. Experimentelle
— Immunbiologie (El)
Dr. W. Muller

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

AG Molekulare
— Erkennung (MERK)
Dr. R. Frank

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

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

NG Konformation, Protein-
— Ligand Interaktionen (KPLI)

Dr. J. Eichler

NG Immundynamik
— (D)
Dr. M. Gunzer

Abt. Genomanalyse
— (GNA)
Dr. H. Blocker*

Abt. Genregulation u.
L Differenzierung (RDIF)
[ Dr. H. Hauser

AG Proteinglykosy-
 lierung (PGL)
Dr. H. Conradt

AG Epigenetische Regulations-
— mechanismen (EPI)

Prof. Dr. J. Bode

AG Molekulare Immun-
— biologie (MOLI)
Dr. S. Wei3

AG Qualitats- u.
— Projektmanagement
(QPM) | Dr. H. Ziehr

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

AG Aufarbeitungs-
— technik (ABT)
K. Kroner

AG Qualitatskontrolle
— (QQ)
Dr. J. Berlin
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Wissenschaftliches
Direktorium (DR)

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

Abt. Strukturbiologie
(SB)
Prof. Dr. D. Heinz

AG Biophysikalische
Analytik (BA)
Dr. V. Wray

Betriebsrat
J. Aubert

Gleichstellungs-
beauftragte
E. Rohn-Stenzel

Wiss. Technische
— Dienste (WTD)
PD Dr. K. Schughart

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

Bibliothek (BIB)
A. Plahn

Rechenzentrum (RZ)
— Dr. N. Bedorf

Sicherheit u. Umwelt-
— schutz (SU)
Dr. E. Grund

Verwaltung und Infra-
— struktur (VIN)
Dr. G. Frischmann

Personal (PA)
— M. Kaczmarek
(Prokurist)

Finanzen (FA)
— G. D. Beutin

Einkauf, Gerate- u.
— Materialwirtschaft (EM)
B. J. Scherer

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

Patentstelle (PS)
— D. Meseke

Technischer Betrieb
— (TB)
O. Rabe

— Stabe

Presse- u. Offentlich-
I— keitsarbeit (OA)
T. Gazlig

Stabsabteilung

— Controlling (CO)
PD Dr. K. Schughart
U. Richter
Dr. M. Stratz

Innenrevision u. Orga-
— nisation (IRO)
H. Ohrdorf

®  Abkiirzungen:

Abt.  Abteilung
AG  Arbeitsgruppe

NG  Nachwuchsgruppe

®  * mit der Wahrnehmung beauftragt
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