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Das Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung

Der Name des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung
ist Programm: hier schaffen etwa 250 Wissenschaftler und
etwa 350 technisches und administratives Personal die
Grundlagen fiir neue Diagnoseverfahren, Medikamente und
Wirkstoffe, mit denen sich Infektionskrankheiten in Zukunft
besser heilen oder effektiver verhindern lassen. Die Wege,
die zu diesem Ziel fiihren, sind ebenso vielfdltig wie die
Wege der Krankheitserreger in unsere Korper. Mikrobiologen
setzen sich damit auseinander wie Bakterien und Viren es
schaffen, in unseren Korper einzudringen, wie sich Bakterien
untereinander verstandigen und wodurch sie uns tiberhaupt
krank machen. Immunologen untersuchen, wie unser Orga-
nismus auf einen Eindringling reagiert und sie abwehrt.
Strukturbiologen erforschen die molekularen Strukturen von
Schliisselmolekiilen bei all diesen Wechselwirkungen. Auf
der Basis dieses Wissens untersuchen und entwickeln
Chemiker neue Wirkstoffe, die wir den Krankheitserregern
entgegensetzen konnen. Den Konigsweg gegen Keime haben
Impfstoffforscher im Visier: Sie wollen verhindern, dass diese
uns tberhaupt krank machen. Und Genetiker gehen noch
einen Schritt weiter, indem sie unser Erbgut erforschen und
nach Griinden suchen, weshalb ein Mensch etwa an Grippe
erkrankt, sein Tischnachbar jedoch nicht.

Die Abwehr von Infektionskrankheiten kann nur iiber ein
tiefes Verstandnis fiir die Mechanismen dahinter gelingen,
und diese Mechanismen sind - bei genauem Hinsehen -
molekulare Interaktionen zwischen Mensch und Erreger
und den Erregern untereinander. Ein Startpunkt, von dem
aus sich Forscher des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsfor-
schung dem komplizierten Geflecht ,Infektion“ ndhern, ist
die Zelle — sowohl die des Wirtes als auch die der Bakterien.
Ein Beispiel: Chronische Infektionen. Zu einem Problem
werden sie in Krankenhdusern. Da, wo Patienten mit ge-
schwdchtem Immunsystem behandelt werden, wandeln sich
unauffallige Lebensbegleiter zu gefahrlichen Angreifern. Im
Extremfall nisten sie sich dauerhaft in unserem Korper ein,
indem sie sich zu so genannten Biofilmen zusammenschlie-
Ben. In ihnen sind die Bakterien von einer Schiitzhiille umge-
ben, die sie sehr wirksam vor Angriffen des Immunsystems
oder Antibiotika schiitzt.

Aber was muss geschehen, damit ein Keim zum Angreifer wird?
Zu welchem Zeitpunkt wird aus vielen einzelnen Bakterien
eine Lebensgemeinschaft? Wie verstandigen sich die Bakterien
innerhalb des Biofilms miteinander? Erst wenn diese Fragen
und Prinzipien der Biofilme verstanden sind, ist der Weg

fiir neue Therapien bereitet. Die Wissenschaftler kénnen
dann gezielt die Kommunikation zwischen den Bakterien im
Biofilm storen — die bakterielle Abwehr bricht zusammen.

Dann haben sowohl das Immunsystem als auch Medikamen-
te wieder eine Chance, die Keime erfolgreich zu bekampfen.

Eine ebenso zentrale Rolle fiir das Verstdndnis von Infektions-
krankheiten spielen die an Infektionen beteiligten Proteine.
Mit tausenden von Proteinen organisieren und katalysieren
die Mikroorganismen ihr Leben. Das Ziel ist, all diese Proteine
nicht nur zu beschreiben, sondern ihre Funktion kennen zu
lernen. Denn besonders diejenigen auf der Zelloberfliche
sind es, die fiir den Kontakt mit dem Wirt verantwortlich
sind - und die Frage, die iiber der gesamten Forschung steht,
ist immer noch: Wie schaffen es Bakterien, uns zu infizieren?
Zwar ist das Arsenal der verschiedenen Pathogenitatsfak-
toren, mit denen Bakterien, Viren und andere mikrobielle
Krankheitserreger in die Prozesse der menschlichen Zellen
eingreifen, letztlich liberschaubar - zu wissen, wo sie zu
finden sind, und diesen Faktoren einen Namen geben zu
konnen, heiBt jedoch noch nicht, sie zu kennen. Proteine sind
sehr groBe Molekiile mit komplexen Strukturen, und genau
in diesen Strukturen liegt das Geheimnis ihres Erfolges.
Sind diese Strukturen bekannt, konnen Chemiker natiirliche
Hemmistoffe identifizieren oder synthetische herstellen, mit
denen die Funktionen der Erregerproteine gezielt blockiert
werden konnen. Eine neue Klasse maBgeschneiderter Wirk-
stoffe wiirde dann genau dort angreifen, wo die Krankheit
entsteht - mit einem Minimum an Nebenwirkungen.

Und neue Strategien gegen Infektionserreger sind dringend
notig. Krankheitserreger nehmen meist den Weg durch die
Hintertiir und die Mechanismen, die sie nutzen, wirken
meist tiickisch und bedrohlich. Ganz hilf- und wehrlos sind
wir nicht. In den Apotheken stehen ganze Schranke voll
Antiinfektiva bereit, die dort weiterhelfen, wo das Immun-
system tiberfordert ist. Doch es ist ein Wettlauf zwischen
Keimen und Menschen — derzeit sind die Krankheitserreger
auf der Uberholspur. Immer héufiger treten Krankheitserre-
ger auf, die gegen viele Antibiotika resistent geworden sind.
Solche Infektionen sind nur schwer zu therapieren — einige
gar nicht mehr. Die Basis fiir neue Wirkstoffe sind haufig
Naturstoffe. Sie stammen aus traditionellen und erst neu
entdeckten Heilpflanzen, aus Pilzen oder aus Bakterien. Eine
besondere Rolle spielen am HZI die Myxobakterien. Und
trotz erheblicher weltweiter Anstrengungen auf der Suche
nach alternativen Quellen fiir Antiinfektiva konnten mikro-
bielle Wirkstoffprinzipien zur Bekdmpfung von Infektions-
krankheiten bislang von keinem anderen Konzept tibertroffen
werden. Aus diesem Grund wurde mit Unterstiitzung des
BMBF und des Saarlandes das Helmholtz-Institut fiir Pharma-
zeutische Forschung Saarland, HIPS, in Saarbriicken als eine
AuBenstelle des HZI in diesem Jahr gegriindet.



Die Aufgabe der Chemie in der Infektionsforschung ist ein-
fach beschrieben und schwierig gemacht: Chemiker suchen
nach den wirksamen Bestandteilen, die etwa eine Pflanze
zu einer Heilpflanze machen. Und in diesen Molekiilen
suchen sie nach den entscheidenden Strukturmerkmalen
und chemischen Gruppen, um sie nachzubauen und sogar
in ihrer Wirkung zu verbessern. Die Arbeit hat etwas vom
magischen Wiirfel: Gelingt es, eine Seite mit einer Farbe zu
vervollstandigen, zerstort man unter Umstdnden dabei eine
andere. Naturstoffe zu synthetisieren oder zu modifizieren,
damit daraus potente Medikamente werden, ist eine Diszi-
plin zwischen Grundlagenforschung und medizinischer
Anwendung.

Ebenfalls an der Grenze zwischen Grundlagenforschung und
Klinik bewegt sich die Impfstoffforschung. Impfstoffe gelten
als effektivste und kostengiinstigste Methode, um Mensch
und Tier vor Krankheitserregern zu schiitzen. Natiirlich
suchen die Wissenschaftler nach neuen Impfstoffen gegen
Krankheiten wie Aids oder Grippe — eine ihrer Spezialititen
ist jedoch, die Optimierung von Vakzinen durch verbesserte
Adjuvanzien. Diese Stoffe haben selbst keine Wirkung gegen
Krankheitserreger, helfen jedoch den Impfstoffen, ihre
Wirkung voll zu entfalten. Lange wurden Adjuvanzien von
Forschern und dem pharmazeutischen Markt stiefmiitterlich
behandelt, obwohl sie ein elementarer Bestandteil jedes
Impfstoffs sind und genauso wichtig, wie der Wirkstoff selbst.

Mit Ausnahme der Vakzinologie — die das menschliche
Immunsystem fit gegen Keime macht — haben alle beschrie-
benen Forschungszweige die Infektionserreger im Visier.
Aber zur Infektion gehoren zwei — also auch der befallene
Organismus. Der Forschungszweig, der die damit verbunde-
nen, sehr komplexen Fragen beantworten mochte, entwickelt
sich gerade erst: die Systemgenetik. Die Erforschung der
genetischen Zusammenhéange ist fiir verbliiffend viele Krank-
heiten relevant. Herz-Kreislauf-Erkrankungen, neurologi-
sche Erkrankungen oder Allergien werden massiv von den

Erbanlagen beeinflusst. Auch ob ein Wirt empfindlich oder
unempfindlich auf eine Infektion reagiert, bestimmt eine
ganze Reihe von Genen. Dabei beeinflussen sich die Gene
untereinander, so dass ein defektes Gen durch andere Gene
kompensiert werden kann oder sich Fehler im Erbmaterial
gegenseitig verstiarken. Die systemgenetische Untersuchung
solcher Verflechtungen wird zu neuen therapeutischen
Ansitzen fithren und die Mittel, mit denen sie durchgefiihrt
werden, sind nicht Petrischale, Mikroskop oder Maus, son-
dern Computer.

Dieser Forschungsbogen, den das Helmholtz-Zentrum

fiir Infektionsforschung von den molekularen Interaktio-
nen zwischen Erreger und Wirt bis zu neuen Wirkstoffe,
Pravention und préklinischen Forschungsansatzen spannt,
soll direkt zum Menschen fiihren. In Kooperation mit der
Medizinischen Hochschule Hannover ist das Twincore in
Hannover entstanden — ein Translationszentrum, das ein
Forschungstreffpunkt von Klinik und Grundlagenforschung
ist. Mediziner und Grundlagenforscher arbeiten dort unter ei-
nem Dach zusammen und entwickeln gemeinsam Losungen
fur die Infektionsprobleme in den Arztpraxen und Kliniken.
Mit dieser und weiteren derzeit entstehenden Kooperationen
starkt das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung die
Kompetenzen der Gesundheitsforschung im Raum Braun-
schweig-Hannover. Und es nédhert sich mit groBen Schritten
der Losung eines alten und dennoch aktuellen Problems:
Dem Schutz der Menschen vor Infektionskrankheiten.

Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung
InhoffenstraBe 7

38124 Braunschweig

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

Fax: +49 (0)531-61 81-2655
info@helmholtz-hzi.de
www.helmholtz-hzi.de
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6 Impressionen vom Tag der offenen Tir 2009 am HZI

Alle Fotos: HZI, Gramann
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Vorwort

Prof. Dr. Jiirgen Wehland | Wissenschaftlicher Geschaftsfiihrer

2008 war fir das Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung ein spannendes Jahr: Nach der wissenschaftlichen Neuausrichtung
des Instituts stand die erste Begutachtung im Rahmen der programmorientierten Forderung (PoF) an. Wahrend der Vorbereitung
dafiir haben wir Wissenschaftler uns mehr als einmal gefragt, ob wir alles richtig gemacht haben: Hatten wir die richtigen Schwer-
punkte gesetzt? Wiirden die Gutachter unsere Meinung teilen, dass wir wirklich sehr gute Ergebnisse erzielt haben? ,Ja“ haben uns
die Gutachter bestatigt und das wissenschaftliche Programm des HZI als Gberdurchschnittlich gut beurteilt. So haben wir griines
Licht fir die weitere Entwicklung in Richtung Spitzenleistung bekommen. Mit dem Ziel, die Grundlagen fiir neue Antiinfektiva und

neue Impfstoffe zu schaffen.

Jetzt geht es weiter: Wir miissen die Leistung halten und ausbauen. Wir wollen beweisen, dass unsere Forschung ganz im Sinne der
Helmholtz-Mission tatsachlich hilft, konkrete Probleme in unserer Gesellschaft zu I6sen. Ein Highlight aus dem Jahr 2007 beweist,
dass ein Zentrum wie das HZ| sehr gut dazu in der Lage ist: Damals hat die FDA in den USA das Krebsmedikament Ixempra zugelassen.

Es basiert auf dem am HZI - damals war es noch die GBF - entdeckten und erforschten Naturstoff Epothilon.

Durch die Neugriindung des Helmholtz-Instituts fir Pharmazeutische Forschung Saarland als AuBenstelle des HZI haben sich die
Voraussetzungen dieses Jahr erneut verbessert, auch in Zukunft solche anwendungsbezogenen wissenschaftlichen Durchbriiche
zu erzielen. Wir haben einen weiteren Meilenstein erreicht, um mit unseren Partnern in der Region die Forschungspipeline von der

Laborbank bis zum Patienten auszubauen:

* Die Technische Universitat Braunschweig und das HZI bauen zusammen das BRICS (das ,,Braunschweiger Integrierte Centrum
flir Systembiologie®) auf. Dort werden Biologen, Mathematiker, Informatiker und Ingenieure gemeinsam lernen, komplexe
biologische Prozesse in ihrer Gesamtheit zu verstehen, sie zu modellieren und zu simulieren. Neue Sequenzierungstechnologien
helfen bei dieser Arbeit. Die daraus resultierende Datenflut und die Tatsache, dass Infektionskrankheiten extrem komplizierte
Prozesse sind, kdnnen wir in Zukunft nur mit solchen Methoden bewaltigen, wie wir sie am BRICS etablieren.

* Ein gemeinsames Wirkstoffzentrum verbindet die Expertise in der chemischen Biologie und der medizinischen Chemie an der
Leibniz Universitdt Hannover und am HZI. Dadurch wollen wir das Potenzial der am HZI vorhandenen Naturstoffsammlung fiir die
Entwicklung neuer Antiinfektiva erschlieBen.

« Die Uberpriifung der in der Grundlagenforschung und in der praklinischen Forschung gewonnenen Erkenntnisse am Menschen
ermoglicht in Zukunft das Hannover Center for Translational Medicine (HCTM), das das Fraunhofer ITEM in Zusammenarbeit mit

der MHH und dem HZI aufbaut. Hier kénnen friihe klinische Studien (Phase I/Ila) durchgefiihrt werden.
All das sichert die wissenschaftliche Leistungsfahigkeit Niedersachsens - und damit auch die Zukunft des HZI. Mindestens

genauso wichtig wie diese Investitionen in Gebaude sind allerdings Investitionen in die Képfe. Wir arbeiten hart daran, aus dem HZI

einen immer besseren Arbeitgeber zu machen. Um auch weiterhin die besten Mitarbeiter fiir exzellente Forschung zu gewinnen.

"rxw LMM

Jirgen Wehland



FOKUS

Abbildungen auf diesen Seiten von links nach rechts: Das neue Maushaus des HZI wurde am 27. August 2009 eingeweiht |

Die neuen Arbeitsgruppenleiter am Twincore, Profs. Ulrich Kalinke, Michael Ott, Tim Greten, Tim Sparwasser, Susanne Hdupler,
Thomas Pietschmann (von links nach rechts) | Dr. Kathrin Westphal wihrend ihrer Arbeit im Labor. Sie wurde mit dem Preis
des “Arbeitskreises Zellbiologie und Biomedizinische Forschung e.V.” fiir ihre ausgezeichnete Doktorarbeit belohnt.

Fotos: HZI, Kramer (Ii) | HZI, Gramann (mi) | HZI, Dornbach (re)




10  Naturstoffforschung im Verbund mit Infektionsforschung:

Interview mit Profs. Drs. Jurgen Wehland und Rolf Miiller

13  Hohepunkte 2007-2009



10 FOKUS | Naturstoffforschung im Verbund mit Infektionsforschung - ein Interview

Forschung Saarland, Saarbriicken

Naturstoffforschung im Verbund mit Infektionsforschung:
Das neue Helmholtz-Institut fir Pharmazeutische Forschung
— HIPS - eine AuBenstelle des HZI im Saarland

INTERVIEW MIT | Prof. Dr. Jirgen Wehland, wissenschaftlicher Direktor des Helmholtz-Zentrums fiir
Infektionsforschung, Braunschweig, und Prof. Dr. Rolf Miiller, Leiter des Helmholtz-Zentrums fiir Pharmazeutische

In Saarbriicken haben das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung und die Universitat des Saarlandes ein neues Helmholtz-

Institut gegriindet: das Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland - kurz HIPS. Im HIPS vereinen sich Infektions-

forschung und Pharmazie. Damit geht das HZI konsequent den beschrittenen Translationsweg weiter. Das Ziel: Die Entwicklung

neuer Arzneimittel gegen Infektionskrankheiten beschleunigen. Einerseits, um den stetig zunehmenden Resistenzen gegen

Infektionserreger zu begegnen und andererseits, um Therapien gegen Krankheiten zu entwickeln, die bislang nicht oder nur

unzureichend behandelbar sind.

Institute und Kooperationen, die die Arzneimittelentwick-
lung im Bereich der Infektionskrankheiten vorantreiben
wollen, gibt es in Deutschland und der ganzen Welt.
Weshalb war es nétig das HIPS zu griinden?

Die Besonderheit des HIPS ist die Kombination
der Infektionsforschung mit der Expertise in der Fachrich-
tung Pharmazie. Pharmazeutische Wissenschaft, wie sie am
HIPS betrieben wird, gibt es in Deutschland bisher nicht
auBerhalb von Universitaten. Somit griinden wir das erste
auBeruniversitdre Institut fiir Pharmazeutische Wissen-
schaften. Bei Forschungskooperationen, die die Pharmazie
nicht einbeziehen, reicht die Entwicklungs-Kette haufig
vom Auffinden der Wirkstoffe bis zu ersten Studien im
Tiermodell, aber nicht bis in die Klinik. Wir verbessern die
Anwendung im Menschen und untersuchen, wie der Wirk-
stoff an seinen Zielort gelangt.

Sina Bonenberger bei der Proteinaufreinigung am Akta
Autopurifier

Damit haben wir durch die Griindung
des HIPS einen Bereich erschlossen, der sonst nur in der
Pharmazeutischen Industrie bearbeitet wird...

...wobei die Pharmaindustrie mit ihren Studien eigent-
lich sogar noch etwas spéter einsetzt. Im Gegensatz zur
Pharmaindustrie wollen wir nicht nur wissen, ob eine neue
Substanz wirkt, sondern schon ihren Weg in den Kérper
optimieren. Dieser Pfad der Wirkstoffentwicklung wird von
der Akademia bisher nur unzureichend bedient. Ein wei-
terer Punkt: Bislang vergehen von der Idee fiir einen neuen
Wirkstoff bis zu seiner Anwendung mindestens zehn Jahre
- egal auf welchem Weg ein Therapeutikum entwickelt
wird. Unser pharmazeutisches Portfolio in Kombination mit
der Expertise der Wissenschaftler des HZI soll und kann
diesen Weg verkiirzen.

Es gibt zahlreiche regionale erfolgreiche Kooperationen
zwischen dem HZI und anderen Forschungseinrich-
tungen wie der Medizinischen Hochschule Hannover,
der Tierdrztlichen Hochschule Hannover, der Universitéat
Braunschweig... Inwieweit profitieren diese Koopera-
tionen von der Griindung eines Helmholtz-Instituts im
Saarland?

Durch die Griindung des Helmholtz-Instituts haben wir
die Saarbriicker Expertise langfristig in der Forschung des
HZI eingebunden. Das HIPS ist ein Institut des HZI - eine
Erweiterung - und ist als solche mit zusétzlichen Mitteln
fiir das Zentrum verbunden. Alle anderen Kooperationen,
die wir eingehen, miissen wir aus unserem bestehenden
Budget finanzieren und das konnen in der Regel nur Lo-
sungen auf Zeit sein.

Der wichtigste Faktor ist jedoch, dass die pharmazeu-
tische Forschung bisher in der Helmholtz-Gemeinschaft
fehlt und durch die Griindung eines Helmholtz-Institutes
diese Expertise in die Gemeinschaft geholt wurde.
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Ole Revermann bei der Isolation von Naturstoffen

Wie wird die Zusammenarbeit praktisch aussehen -
Saarbriicken ist nicht gerade um die Ecke...?

Nun, die Kooperation zwischen Braunschweig und
Saarbriicken funktioniert schon seit vielen Jahren. Ich habe
ja nicht nur meinen Lehrstuhl im Saarland, sondern leite
auch seit vier Jahren die Arbeitsgruppe Mikrobielle Wirk-
stoffe am HZI. Das geht fast reibungslos tiber den Austausch
von Wissenschaftlern und natiirlich moderne Kommunika-
tionsmittel - eine Telefonkonferenz ist schnell geschaltet.

Was wird sich mit der Griindung des Institutes in der
Zusammenarbeit dndern?

Die Kooperation zwischen der Universitit des Saar-
landes und dem HZI betraf bisher nur meine Arbeitsgruppe.
Das HIPS arbeitet deutlich breiter. Meine Kollegen Rolf W.
Hartmann und Claus-Michael Lehr aus dem Fachbereich
Pharmazie der Universitat des Saarlandes werden mit ihren
Arbeitsgruppen ins HIPS iibersiedeln. Zudem sind noch drei
Nachwuchs-Forschergruppen geplant.

e e L TE

Prof. Rolf W. Hartmann und seine Arbeitsgruppe

Ubersiedeln...?

Ja. Wir werden - so schnell die blirokratischen Hiirden
es zulassen - ein neues Gebaude fiir das HIPS auf dem
Campus der Universitat des Saarlandes bauen.

Und damit dann Platz fiir unsere Nachfolger an der
Universitdt des Saarlandes schaffen. Fiir die Zeit ohne eige-
nes Gebdaude kommt auf uns drei Saarbriicker erst einmal
die Doppelbelastung aus Lehrstuhl und HIPS zu.

Welche inhaltlichen Schwerpunkte wird das HIPS
bearbeiten?

Die Entwicklung neuer Antiinfektiva im weiteren Sinn.
Rolf Hartmann ist auf die Optimierung von Leitstrukturen
spezialisiert. Claus-Michael Lehr erforscht den gezielten
Wirkstofftransport an den Zielort und der Schwerpunkt
meiner Gruppe liegt in den mikrobiellen Wirkstoffen - vor-
nehmlich aus Myxobakterien.

So intensiv hat sich das HZI in den letzten Jahren nicht
mehr mit Naturstoffen beschéftigt...

Das stimmt. Und mit diesem Arbeitsschwerpunkt gehen
wir einen bewussten und sehr wichtigen Schritt fiir das
HZI: Wir starken wieder die Naturstoffforschung. In Kombi-
nation mit dem neu entstehenden Wirkstoffzentrum hier am
Standort Braunschweig bekommt die Naturstoffforschung
wieder neuen Schwung.

Damit bedienen wir eine Liicke in der Arzneimittelent-
wicklung der Pharmaindustrie, die in den letzten Jahren
immer groBer geworden ist. In der Pharmaindustrie voll-
zieht sich auch eine Wende - wieder hin zu Naturstoffen.

Durch die Griindung des HIPS ziehen wir jetzt schon
internationales Interesse auf uns. Auch das Interesse der
groBen Pharmaunternehmen...

Prof. Claus-Michael Lehr und seine Arbeitsgruppe
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Stefan Werner mit Streptomyceten

..mit deutlichen Folgen fiir unsere Forschungsmoglich-
keiten. Es gibt bereits BMBF-Projekte, die finanziell zur
Halfte von der Pharmaindustrie getragen werden. Das war
vor ein paar Jahren noch undenkbar!

Und auch direkte Kooperationen mit der Industrie sind
mit diesem Forschungsfokus in Zukunft fiir das HZI durch-
aus wieder moglich.

In Niedersachsen entsteht gerade eine sehr intensive
Translationslandschaft. Die ,Translationsallianz in
Niedersachsen“ will die akademische Arzneimittelent-
wicklung vorantreiben. Nun kénnte das HIPS dieses
interdisziplindre Konsortium mit seiner Expertise in der
Pharmazie wunderbar erganzen - lage denn Saarbriicken
in Niedersachsen.

Das ist der falsche Denkansatz! Das HIPS ist Teil des
HZI und damit auch ein Teil unserer Translationsaktivi-
taten, Entfernungskilometer spielen da keine Rolle.

Zumal in der Entwicklungskette in Niedersachsen die
Elemente des Wirkstoffdesigns und der gezielten Steuerung
zum Krankheitsherd eher unterreprasentiert sind.

Thomas Hoffmann an der LTQ Orbitrap

Wie sehen Sie die Entwicklung des HIPS in den - sagen
wir - nachsten funf Jahren?

Unser Ziel ist, komplementédr zu den Aktivitéten des
HZI, das HIPS in den nachsten Jahren mit renommierten
Projekten aus den Arbeitsbereichen etabliert und in das HZI
eingebunden zu haben. Damit hatten wir dann gleichzeitig
unser Alleinstellungsmerkmal in der internationalen Infek-
tionsforschung herausgearbeitet: die Naturstoffforschung.

Prof. Rolf Miiller und seine Arbeitsgruppe am HIPS

Das Interview wurde von Dr. Jo Schlling durchgefiihrt.
Sie ist Freie Wissenschaftsjournalistin und schreibt fir
verschiedene Wissenschaftsmagazine, Forschungsein-
richtungen und -forderer. Sie ist auf biotechnologische,
medizinische und chemische Themen spezialisiert.
joschilling@t-online.de

Alle Fotos: HIPS
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Inhoffen-Preis an ETH-Forscher Frangois Diederich
Inhoffen-Preistrdager des Jahres 2007 war Prof. Frangois
Diederich von der Eidgenossischen Technischen Hochschu-
le (ETH) in Ziirich. Er erhielt den vom Forderverein des
Helmholtz-Zentrums gestifteten Preis fiir seine wissen-
schaftlichen Arbeiten iiber biologische Rezeptoren — also
Molekiile auf Zelloberflichen, die mit hoher Genauigkeit
jeweils eine ganz bestimmte Substanz erkennen konnen.
Mit ihnen identifizieren Zellen Botenstoffe, chemische
Signale oder die Anwesenheit gefdhrlicher Krankheitser-
reger. Diederichs Verdienst ist es, grundlegend untersucht
zu haben, wie solche Rezeptoren genau funktionieren.
Dazu baute er vereinfachte Varianten solcher Rezeptoren
kiinstlich im Chemielabor nach und studierte ihr Verhalten
unter Modellbedingungen. Diese Forschung liefert wichtige
Erkenntnisse fiir zahlreiche biologisch-medizinische Pro-
zesse, unter anderem fiir das Verstandnis von Krankheiten.

Prof. Frangois Diederich von der ETH Ziirich ist der Inhoffen-
Preistriger des Jahres 2007 Foto: HZI, Hiibner

ASSIST: Hilfe fiir kranke Kinderherzen Seit Marz 2007
koordiniert HZI-Bereichsleiter Singh Chhatwal das deutsch-
indische Kooperationsprojekt ASSIST: Die ASSIST-Forscher
wollen in den kommenden Jahren Erkenntnisse {iber in
Indien verbreiteten Streptokokken-Stimme sammeln. Darauf
aufbauend soll dann der Schnelltest entwickelt werden,

um Infektionen mit besonders gefdhrlichen Streptokokken-
Stammen friihzeitig mit geeigneten Antibiotika bekdmpfen
zu konnen. Der Grund: Eine Streptokokken-Infektion kann
zwar mit einer harmlosen Halsentziindung ausgestanden
sein — sie kann aber auch todliche Gefahr oder lebenslange
Schéadigung bedeuten. Experten schatzen, dass Streptokok-
ken-Infektionen jedes Jahr bei rund 600 Millionen Menschen
auftreten. Teilweise mit gravierenden Komplikationen, zu
denen unter anderem rheumatisches Fieber gehort. Letzteres
zieht oft schwere Herzschdden nach sich. Allein in Indien
leben 6 Millionen Kinder mit rheumatischer Herzkrankheit.

Ein Schnelltest fiir Streptokokken konnte die Zahl der Neu-
erkrankungen drastisch reduzieren.

Das Deutsch-Indische Koopreationsprojet ASSIST wird durch
die Anwendung eines Schnelltests mit dazu beitragen gefihrli-
che Streptokokkus-Stimme, die auch Rheumatisches Herzfieber
erzeugen konnen, friihzeitig zu erkennen, um so eine schnelle
Behandlung der Patienten beginnen zu kénnen. Foto: HZI

Indischer Gesundheitsminister besucht HZI Der indische
Gesundheits- und Familienminister Dr. Anbumani Ramadoss
besuchte im Mai 2007 das Helmholtz-Zentrum fiir Infek-
tionsforschung. Anlass war die Unterzeichnung eines
Kooperationsvertrags, mit dem ein gemeinsames ,Deutsch-
indisches Wissenschaftszentrum fiir Infektionskrankheiten®
gegriindet wurde. In ihm arbeiten indische und deutsche
Wissenschaftler in gemeinsamen Teams. Sie haben sich die
Erforschung und Bekdmpfung von Infektionskrankheiten
zum Ziel gesetzt — ein Schwerpunkt in der Arbeit von
Gesundheitsminister Ramadoss. Begleitet wurde Ramadoss
vom Direktor des Indian Council for Medical Research, Prof.
Nirmal K. Ganguly. Ein weiterer Besuchspunkt der indischen
Delegation war Hannover. Dort besichtigten Ramadoss und
Ganguly die Medizinische Hochschule Hannover (MHH) sowie
das Twincore, das Translationszentrum der MHH und des HZI.

Der Indische Gesundheitsminister, Dr. Anbumani Ramadoss,
und seine Delegation wihrend eines Besuchs im HZI im Mai
2007. Foto: HZI, Krdmer
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Internationaler Kongress zur komplexen Genetik am HZI
Internationale Fachleute der komplexen Genetik kamen

im Mai 2007 an das Helmholtz-Zentrum fiir Infektions-
forschung, um beim 6. Jahrestreffen des ,,Complex Trait
Consortium - CTC* (,Konsortium zur Untersuchung komple-
xer vererbter Eigenschaften®) Erfahrungen auszutauschen
und Forschungsaktivitdten aufeinander abzustimmen: Ein
einzelner Forscher oder auch ein ganzes Forschungsinstitut
kann die Herkulesaufgabe nicht bewéltigen, das hochkom-
plexer Netzwerk der genetischen Abhéngigkeiten in einem
Organismus oder bei einer Infektion zu beschreiben — nur
internationale Zusammenarbeit verspricht Erfolg. Deshalb
haben Komplex-Genetiker aus aller Welt das Complex Trait
Consortium gegriindet. Bei ihrer Zusammenkunft in Braun-
schweig - organisiert vom HZI-Abteilungsleiter Prof. Klaus
Schughart - haben die Forscher aus Deutschland, GroB-
britannien, Japan und den USA beraten, wie sie gemeinsam
die neue Wissenschaftsdisziplin der komplexen Genetik
vorantreiben konnen.

-

Prof. Klaus Schughart war Organisator des Kongresses tiber
Komplexe Genetik, der am HZI im Mai 2007 stattfand. Foto: HZI

Wissen findet Stadt: HZI-impfkampagne auf dem Burgplatz
Aus Anlass des Festjahres ,Braunschweig — Stadt der Wissen-
schaft” informierten im Juni 2007 Experten aus Medizin,
Gesundheitswesen und Wissenschaft in einem ,Impfzelt”
auf dem Braunschweiger Burgplatz bei der Veranstaltung
,Wissen findet Stadt“ iiber Infektionsforschung und die Not-
wendigkeit des Impfens. Das HZI hatte dazu gemeinsam mit
dem Stadtische Klinikum Braunschweig, dem Gesundheits-
amt Braunschweig, der Arbeitsgemeinschaft Braunschweiger
Krankenkassen und der Kassenérztlichen Vereinigung
Niedersachsen (KVN) ein umfangreiches Programm mit
Vortragen, Filmen und Impfberatungen zusammengestellt.
Wissenschaftler des HZI bekamen so Gelegenheit, einem
groBen Publikum ihre Arbeit vorzustellen und zu erklédren,
wie sie Ideen fiir neue Impfstoffe entwickeln.

Anldsslich des Jahres “Braunschweig- Stadt der Wissenschaft”
informierte das HZI in Zelten auf dem Burgplatz tiber die
Bedeutung der Infektionsforschung am HZI.  Foto: HZI

Preise fiir den Kampf gegen Krebs und neue Bildgebungs-
verfahren Der , Arbeitskreis Zellbiologie und Biomedi-
zinische Forschung e.V.“ zeichnete im Juli 2007 zwei junge
HZI-Wissenschaftler aus, die in ihrer Promotionsarbeit
groBe wissenschaftliche Durchbriiche erzielt haben.

Dr. Kathrin Westphal hatte in ihrer Doktorarbeit unter-
sucht, wie krankheitserregende Bakterien als Helfer im
Kampf gegen den Krebs eingesetzt werden konnen. So weifl
man seit tiber hundert Jahren, dass Bazillen sich bevorzugt
in Krebsgeschwiiren ansiedeln. Kathrin Westphal konnte
zeigen, dass Salmonellen in der Ndhe eines Tumors ganz
spezifische Eigenschaften entwickeln, die sich vielleicht in
der Krebstherapie nutzen lassen. Der zweite Preistrager,
Dr. Bin Ma, konnte neue Techniken entwickeln, um in Mau-
sen die dynamischen Prozesse einzelner Organe in Echtzeit
darzustellen.

Dr. Kathrin Westphal wurde mit dem Preis des Arbeitskreises
Zellbiologie und Biomedizinische Forschung e.V. fiir ihre
exzellente Doktorarbeit ausgezeichnet. Von links nach rechts:
Dr. Siegfried Weif, Dr. Kathrin Westphal, Prof. Jiirgen Bode,
Dr. Kurt Dittmar. Foto: HZI, Gramann



Virus trifft Wirtschaft Ein Feld, das bisher 6ffentlich nicht
thematisiert wurde, beleuchteten im Oktober 2007 interna-
tionale Experten am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsfor-
schung: die Schnittmenge zwischen Infektionskrankheiten
und ihren Auswirkungen auf die Wirtschaft. Das Treffen
war eine erste Kontaktaufnahme zwischen den beiden Welten.
LWir Wissenschaftler wollen iiber den Tellerrand schauen
und unsere Zusammenarbeit mit der Wirtschaft verstarken.
Nur so konnen wir die Probleme, die uns Infektionen in
Zukunft noch bereiten werden, im Griff behalten®, war das
Fazit Rudi Ballings zum Abschluss der Veranstaltung.

Infektionen verursachen jahrlich weltweit etwa 17 Millionen
Tote - Tendenz steigend. Das hat neben den sozialen Folgen
auch Konsequenzen fiir die Wirtschaft: Infektionskrank-
heiten erfordern von der Pharmaindustrie immer mehr und
neue Medikamente sowie Impfstoffe fiir Lander, die aber
kaum Geld dafiir haben. Malaria riickt ans Mittelmeer vor
und konnte der Tourismusbranche schaden. Versicherungen
miissen sich auf erhohte Risiken durch den Ausfall mensch-
licher Arbeitskraft einstellen. Beim Kompetenztag am HZI
wurden diese Zusammenhénge erstmals von Experten
thematisiert und ihre Auswirkungen diskutiert.

IRFERTIONEN
VERSTEHEN

Expertendiskussion tiber die Auswirkungen von Infektions-
krankheiten auf die Wirtschaft. Foto: HZI, Gramann

Treffen internationaler AIDS-Forscher am HZI

Im Januar 2008 trafen sich HIV-Experten am HZI, um iiber
den aktuellen Stand der AIDS-Forschung zu diskutieren.
Neben Forschern aus Deutschland und Europa erklarten
auch Fachleute aus Israel und den USA, was den HI-Virus so
besonders macht, welche neuen Therapieansatze existieren
und wie die Fortschritte in der Entwicklung eine HIV-
Schutzimpfung aussehen. Bei dem 6ffentlichen Symposium
konnten alle Teilnehmer mit einem Fachpublikum disku-
tieren, Fragen stellen und sich in Vortragen informieren.
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Das internationale Doktoranden-Programm ,Miditrain®
und Helmholtz International Research School for Infection
Biology (HIRSIB) veranstalteten das Symposium.

Jiirgen Wehland erhalt Descartes-Preis

Die EU-Kommission verlieh im Marz 2008 den mit 1,36
Millionen Euro dotierten Descartes-Preis fiir herausragende
transnationale und kooperative Forschung. Eine der drei
Preistragergruppen - eine Forschergruppe aus Deutsch-
land, Frankreich und Spanien - beschéftigt sich in dem
Projekt ,VIRLIS® mit der Virulenz, das heifBt der Infekti-
onsfahigkeit des bakteriellen Krankheitserregers Listeria
monocytogenes. Jirgen Wehland, Leiter des Bereichs

»Zell- und Immunbiologie®, arbeitet seit Jahren erfolgreich
in dem Konsortium mit. Seine Fragestellungen: Wie dringt
das Bakterium in seine Wirtszellen eindringt, wie nutzt

es dessen Zellskelett fiir die eigene Fortbewegung und wie
iberlebt es im Inneren der befallenen Zellen.

Prof. Jiirgen Wehland wurde mit dem Descartes Preis im Mdrz
2008 ausgezeichnet. Foto: HZI, Gramann

Inhoffen-Medaille 2008 an Naturstoff-Chemiker Steven
Victor Ley Fiir seine herausragenden Beitrdge beim Nach-
bau medizinisch relevanter Naturstoffe erhielt der britische
Forscher Steven Victor Ley im April 2008 die Inhoffen-
Medaille, verliehen vom Forderverein des Helmholtz-
Zentrums fiir Infektionsforschung. Ley ist Chemiker an der
Luniversity of Cambridge“ und beschaftigt sich seit Jahren
mit dem Nachbau komplexer Naturstoffe. Ein Ergebnis dieser
Arbeiten ist der Stoff Azadirachtin, der aus dem indischen
Neem-Baum isoliert wurde und als Insekten-FraBhemmer
eingesetzt wird. Zusitzlich etablierte Ley eine Vielzahl neuer
Methoden, die Einzug in die Labore der modernen synthe-
tischen organischen Chemie gehalten haben. Seine Arbeiten
sind besonders bedeutend, da viele Naturstoffe chemisch
sehr komplex sind, was die kiinstliche Herstellung im Labor
erschwert.
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Prof. Steven Victor Ley von der Universitdt Cambridge wurde
mit der Inhoffenmedaille 2008 ausgezeichnet. Foto: HZI, Dornbach

Kenneth Timmis erhélt hochste akademische Auszeich-
nung der Briten Der Mikrobiologe Professor Kenneth
Timmis vom Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung
in Braunschweig erhielt im Juni 2008 eine der hochsten
Auszeichnungen fiir Wissenschaftler erhalten: Der gebiir-
tige Brite wurde zum Fellow der britischen Royal Society
gewahlt. Er forscht seit 1989 am Helmholtz-Zentrum fiir
Infektionsforschung (frither GBF) und hat in dieser Zeit
durch eine enorme Zahl von Veroffentlichungen und diverse
Preise und Auszeichnungen seine herausragende wissen-
schaftliche Qualifikation belegt. Die Arbeit, fiir die er als
Fellow ausgewdhlt wurde, ist vor allem die Anwendung der
Genetik fiir die Aufklarung komplexer Stoffwechselwege
in Bakterien. Sein Wissen nutzt er beispielsweise, um
Bakterien so zu verdandern, dass sie Umweltgifte biologisch
abbauen konnen. Pramiert wurde seine Technologie mit
der er Quecksilber aus Abwasser entfernen kann. Mit der
Wahl zum Fellow wird der Mikrobiologe aus Braunschweig
Teil einer erlesenen wissenschaftlichen Gesellschaft: Der
Astrophysiker Stephen Hawking, der Entwickler des World
Wide Web Tim Berners-Lee und die Nobelpreistrager Paul
Nurse und John Sulston sowie viele andere wissenschaft-
liche Pioniere sind ebenfalls Mitglieder.

Prof. Ken N. Timmis wurde im Juni 2008 zum Mitglied der
British Royal Society gewdihlt. Foto: HZI, Gramann

Internationaler Genetik-Kongress in Berlin Zum ersten
Mal seit 81 Jahren tagte der 20. Internationale Genetik-
Kongress im Juli 2008 wieder in Deutschland. Vorsitz des
Kongress hatte Rudi Balling. Mehr als 2000 Forscher kamen
nach Berlin, um iiber alle relevanten Themen der Genetik
und ihre neuesten Erkenntnisse zu diskutieren. Unter den
teilnehmenden Forschern waren sechs Nobelpreistréger, die
ebenfalls Vortrage iiber ihre Arbeiten hielten. Fiir Deutsch-
land hatte die Riickkehr des Kongresses eine besondere
historische Bedeutung: Ebenfalls im Juli 2008 jdhrte sich
der Erlass des Gesetzes ,zur Verhilitung erbkranken Nach-
wuchses” zum 75. Mal. Damit missbrauchten die Nazis die
moderne Genetik, um tiber ihrer Meinung nach minderwer-
tigen Rassen zu richten. Die deutsche Gesellschaft fiir Hu-
mangenetik (GfH) bezog in einer Erkldrung Stellung zum
Verhalten damals involvierter Wissenschaftler und gab Aus-
kunft tiber die aktuelle Position der deutschen Humangenetik.

BERLIN

2008

XX INTERNATIONAL
CONGRESS OF GENETICS

Das Logo des XX Internationalen Gentik Kongresses, der in
Berlin im Juli 2008 stattfand.

Twincore geht an den Start Im August 2008 nahm das
Twincore, das Zentrum fiir Experimentelle und Klinische
Infektionsforschung, in Hannover seine Arbeit auf. Das
Zentrum wird gemeinsam vom Helmholtz-Zentrum fiir
Infektionsforschung in Braunschweig und der Medizi-
nischen Hochschule Hannover betrieben. Es kombiniert die
infektionsbiologische Grundlagenforschung des HZI mit
der klinischen Infektionsforschung der MHH. In Deutsch-
land ist es ein einmaliges Modell und beispielhaft fiir die
Zusammenarbeit von universitarer und aueruniversitirer
Forschung. Anspruch des Forschungszentrums ist es, inter-
national an der Spitze der Infektionsforschung zu stehen.
Dadurch wird es eine treibende Kraft bei der Ubertragung
von Ergebnissen der Grundlagenforschung in neue Impf-
stoffe, Diagnostika und Therapien sein.



Prof. Dieter Bitter-Suermann (links), Prdsident der MHH, Prof.
Rudi Balling (Mitte), Wissenschaftlicher Direktor des HZI and
Prof. Ulrich Kalinke (rechts), Wissenschaftlicher Geschiifts-
fiihrer des Twincore Forschungszentrums, vor dem Eingang
von Twincore. Foto: HZI - MHH

HZI und Braunschweiger Zeitung gewinnen Promega-Preis
Das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI) und
die Braunschweiger Zeitung (BZ) erhielten gemeinsam

den mit 10.000 Euro dotierten ersten Preis im Wettbewerb
»,Hauptsache Biologie“ des Biotech-Unternehmens Promega
GmbH. Mit der wissenschaftsjournalistischen Auszeich-
nung wiirdigt Promega besonders gelungene Beispiele

Die Entdeckung des Epothilon, einem Mittel zur Krebsbehand-
lung, und eine spannende Reportage iiber den Weg der Sub-
stanz bis zu seiner Anwendung fiihrten zur Auszeichnung mit
dem Promega Preis 2008 fiir das HZI und die Braunschweiger
Zeitung. Foto: HZI
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fiir die spannende und informative Vermittlung von
Forschungsergebnissen in regionalen Medien. Preistrager
waren die Professoren Gerhard Hofle und Hans Reichenbach
vom HZI sowie der Wissenschaftsjournalist der BZ, Hen-
ning Noske. Ihre Ehrung nahmen sie im November 2008

in Hamburg entgegen. Das Dreierteam erhielt den Preis fiir
die neunteilige Serie ,Ein Krebs-Medikament entsteht®, die
von November 2007 bis Januar 2008 in der Braunschweiger
Zeitung erschienen ist. Darin schildert der Redakteur Hen-
ning Noske die Chronik der Entdeckung des Wirkstoffes
Epothilon — geschrieben wie ein Wissenschaftskrimi.

Inhoffen-Medaille 2009 an Meeresbiologen William
Fenical Der Meeresbiologe William Fenical wurde im Marz
2009 mit der Inhoffen-Medaille geehrt. Fenical ist Professor
fiir Meereskunde an der ,Scripps Institution of Oceanogra-
phy*, einem der altesten und wichtigsten Zentren fiir inter-
disziplindre Meeresforschung mit Sitz in San Diego, USA. Er
sucht im Ozean nach neuen Medikamenten. Dazu kultiviert
er Meeresbakterien und untersucht die Stoffe, die sie pro-
duzieren, nach medizinisch relevanten Eigenschaften. Viele
dieser sogenannten Naturstoffe haben das Potenzial, dem
Menschen bei der Bekdmpfung von Krankheiten zu helfen.
Der vom Forderverein des HZI mit 2500 Euro dotierte Preis
wurde im Rahmen der 6ffentlichen Inhoffen-Vorlesung ver-
liehen, einer gemeinsamen Veranstaltung des Helmholtz-
Zentrums fiir Infektionsforschung und der Technischen
Universitdt Braunschweig.

Prof. William Fenical erhdilt die Inhoffen-Medaille aus den
Hdnden von Prof. Joachim Klein, Vorsitzender des Forderver-
eins des HZI  Foto: HZI
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Griindung des Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische
Forschung Saarland an der Saar-Universitdt Das Helm-
holtz-Zentrum fiir Infektionsforschung in Braunschweig
(HZI) und die Universitdt des Saarlandes haben im August
2009 auf dem Campus der Universitét in Saarbriicken das
gemeinsame Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische For-
schung Saarland (HIPS) gegriindet. Das neue Institut ist die
erste Forschungs-Einrichtung der Helmholtz-Gemeinschaft
mit dem Schwerpunkt Pharmazeutische Wissenschaften.
Das Institut, das als AuBenstelle des HZI dauerhaft einge-
richtet wird, soll aus drei Abteilungen und drei Nachwuchs-
gruppen bestehen. Die Wissenschaftler wollen Wirkstoffe
aus natiirlichen Quellen identifizieren, sie durch Verdnde-
rung ihrer chemischen Strukturen fiir einen pharmazeu-
tischen Einsatz optimieren und den Wirkstofftransport
untersuchen. Geleitet wird das HIPS von Professor Rolf
Miiller; die Professoren Rolf Hartmann und Claus-Michael
Lehr tibernehmen stellvertretende Leitungsfunktionen. Die
Fordermittel fiir das HIPS stammen ab 2010 zu 90 Prozent
aus dem Etat des Bundesministeriums fiir Bildung und
Forschung, die restlichen zehn Prozent werden aus dem
saarldndischen Landeshaushalt erbracht.

Wiéihrend der Unterzeichnung des HIPS-Vertrages: (von links
nach rechts) Herr Heiko Gevers, Nds. MWK, Herr Rippel, Lan-
desregierung Saarland, Ministerin Annette Schavan(BMBF),
Prof. Volker Linneweber, Universitit des Saarlandes, Prof.
Jiirgen Mlynek, HGF, und Prof. Jiirgen Wehland, HZI. Foto: HZI

Einweihung eines der modernsten Tierhduser Europas
am HZI Im August 2009 wurde das neue Tierhaus auf dem
Campus des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung
eingeweiht. Mduse als Versuchstiere spielen bei der wissen-
schaftlichen Arbeit eine entscheidende Rolle. Fiir viele
Untersuchungen reichen Zellschalen und Kulturmedien
nicht aus. Fiir komplexe Vorgange wie Infektionen, Krebs

oder Autoimmunerkrankungen brauchen Wissenschaftler
einen ganzen Organismus, um Krankheiten zu verstehen
und Therapieformen entwickeln zu konnen. Der Spatenstich
erfolgte im Friithjahr 2006, nachdem durch den verdnderten
Schwerpunkt ,Infektionsforschung” verstarkt Versuchstiere
benétigt wurden. Mit dem Bau verfiigt das HZI nun iiber
eines der modernsten Tierhduser Europas. Das neue Gebdude
hat ein Investitionsvolumen von etwa 20 Millionen Euro, die
aus Fordermitteln des Bundesministeriums fiir Bildung und
Forschung (BMBF) stammen.

Das neue Tierhaus Foto: HZI

Biologisches Schiilerlabor in neuen Rdumen im Helm-
holtz-Zentrum fiir Infektionsforschung Im September 2009
bezog das Biotechnologische Schiilerlabor Braunschweig
e.V. (BioS) neue Labore und Seminarraume im Griinderzen-
trum des HZI. ,Schiilern den Forscheralltag vermitteln®,
aus diesem Gedanken entstand 2002 das Biotechnologische
Schiilerlabor Braunschweig e.V. (BioS) auf dem Campus

des Helmholtz- Zentrums fir Infektionsforschung (HZI) in
Braunschweig. Das Labor steht heute allen Schiilerinnen
und Schiilern der Jahrgangsstufen 10 bis 13 offen, die sich
fiir anspruchsvolle, biowissenschaftliche Experimente inte-
ressieren. In Kursen lernen die Schiiler moderne molekular-
biologische, mikrobiologische und biochemische Methoden
kennen. Die Nachfrage ist groB: seit Bestehen haben mehr
als 11.000 Teilnehmer aus der Region in den Kursen experi-
mentiert. Durch den Umzug in die Nahe der Wissenschaft-
ler ist das Arbeiten fiir die Schiiler noch authentischer. Der
kurze Weg zu den richtigen Forschern nebenan stellt einen
entscheidenden Vorteil dar.



Die neuen Labore von BioS im Griinderzentrum werden
besichtigt Foto: HZI

Er6ffnung der Open Access Woche in Miinchen mit HZI-
Beteiligung Vom 19.-23.11.2009 fand in Deutschland die
Internationale Open Access Woche statt. Sie wurde von der
Arbeitsgemeinschaft Open Access in der Allianz der Wissen-
schafts-organisationen organisiert und wurde am Montag,
19.11,, in der Bayerischen Staatsbibliothek, Miinchen, unter
dem Titel ,Open Access — eine Option fiir alle Wissenschafts-
bereiche?” mit Kurzbeitragen und einer anschlieBenden
Podiumsdiskussion eroffnet. Prof. Dr. Rainer Jonas vom HZI
war einer der fiinf eingeladenen Podiumsdiskussionsteil-
nehmer, der zu dem Thema ,,Open Access als Beitrag zur
Internationalen Ausstrahlung der Wissenschaft” referierte.
Moderiert wurde die Podiumsdiskussion durch den Journa-
listen Matthias Spielkamp.

B ﬁ_m'a _
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Prof. Rainer Jonas wéihrend der Erdffnungsveranstaltung der
Open Access Woche Foto: HZI
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Neue Geschaftsfiihrung am Helmholtz-Zentrum fiir Infek-
tionsforschung bestatigt Der Aufsichtsrat des Helmholtz-
Zentrums fiir Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig
bestdtigte im Dezember 2009 die beiden neuen Geschifts-
fiihrer des HZI: Prof. Jiirgen Wehland und Ulf Richter.

Prof. Wehland tritt am 1. Januar 2010 die Nachfolge von
Prof. Rudi Balling als wissenschaftlicher Geschéftsfiihrer
an. Prof. Balling wechselte nach neun Jahren am HZI im
September 2009 nach Luxemburg und baut dort als Griin-
dungsdirektor das ,Luxembourg Centre for Systems Bio-
medicine® auf. Ulf Richter folgt im Friihjahr 2010 Herrn Dr.
Georg Frischmann, der als Geschaftsfiihrer an das Berufs-
forderungswerk Thiiringen wechselte. Jiirgen Wehland kam
1989 an die damalige Gesellschaft fiir Biotechnologische
Forschung. Seit 1997 ist er Leiter des Bereichs ,Zell- und
Immunbiologie“ und leitet das HZI bereits seit September
2009 Jahres kommissarisch. Jiirgen Wehland ist Vizeprasi-
dent der Deutschen Gesellschaft fiir Zellbiologie und erhielt
2007 den Descartes-Preis fiir seine Forschungsarbeiten
iber Listerien als Krankheitserreger.

Ulf Richter war von 2003 bis 2005 Leiter der Abteilung ,Be-
triebswirtschaftliches Controlling“ am HZI und von 2006 bis
Anfang 2009 Personalleiter und Prokurist. Im Marz 2007
erwarb er den ,Master of Business Administration in High-
er Education and Research Management®. AnschlieBend war
er als kaufménnischer Bereichsleiter bei der “Deutschen Ein-
heit FernstraBenplanung und Bau GmbH StraBenbau” tatig.

Prof. Jiirgen Wehland (Mitte), der neue Wissenschaftl. Ge-
schdftsfiihrer des HZI, im Gesprdch mit Frau Annette Schavan
(rechts), Bundesministerin fiir Bildung und Forschung, und
Prof. Ulrich Kalinke(links), Twincore, wihrend eines Besuchs
im HZI Foto: HZI
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Von Mega-Genomen und Mikro-Chemikern: Neue Perspek-
tiven fur die Wirkstoffproduktion in Myxobakterien
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Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland - HIPS | rom@helmholtz-hzi.de |
Institut fiir Pharmazeutische Biotechnologie, Universitdt des Saarlandes, Saarbriicken | rom@mx.uni-saarland.de

CO-AUTOR | Dr. Klaus Gerth | Arbeitsgruppe Mikrobielle Wirkstoffe

Am Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig - vormals GBF - wird seit fast 30 Jahren mit Myxobakte-

rien gearbeitet. Zunachst fasziniert von der fiir Prokaryoten einmaligen Fahigkeit zu komplexen morphogenetischen Prozessen,

die zu fruchtkorperartigen Strukturen fiihren (Abb.1), wurde gezeigt, dass Myxobakterien zudem sehr gute Produzenten ganz

neuartiger niedermolekularer Wirkstoffe sind . Solche Substanzen sind in der Pharmazie und der Agrarwirtschaft weit verbreitet,

z. B. als Antibiotika, Chemotherapeutika oder Fungizide.

Myxobakterien als Wirkstoffproduzenten Naturstoffe aus
Myxobakterien stellen hdufig sehr komplexe Verbindungen
dar, fiir deren Biosynthese die Mikroorganismen besondere
Strategien entwickelt haben. Diese Verbindungen sind
synthetisch oft nur unter groBem Aufwand oder gar nicht
herstellbar, weshalb sie nach wie vor hiufig fermentativ

aus den Mikroorganismen gewonnen werden (Abb. 2). Uber
hundert neue Metabolite wurden bereits aus Myxobakterien
isoliert, fast fiinfzig Prozent davon aus Kulturextrakten von
Vertretern der Gattung Sorangium cellulosum (1,2). Der Ge-
nus Sorangium gehort zur Unterordnung der Sorangiineae,
wahrend Myxococcus xanthus als Modellorganismus fiir das
Studium prokaryotischer Entwicklung zu den Cystobacteri-
neae zahlt. Myxobakterien sind damit einer der wenigen

in den letzten Jahrzehnten entdeckten neuen Wirkstoffpro-

Abb. 1. Fruchtkérper von Myxobakterien Foto: Hz

duzenten und werden zu den ,talentiertesten” Sekundar-
stoffproduzenten tiberhaupt gerechnet. Erstaunlicherweise
besitzen die gebildeten Naturstoffe — bis auf ganz wenige
Ausnahmen - vollig neue Grundstrukturen, oft Kombina-
tionen aus Peptiden und Polyketiden. Sie werden meist als
sDerivat-Familien® produziert.

Abb. 2. Bioreaktor im Technikum Foto: Hzi
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Wirkstoffe aus Sorangien und ihr wirtschaftliches Potential
Fast gleichzeitig mit der Publikation der kompletten Genom-
sequenz von Sorangium cellulosum So ce56 in Nature Bio-
technology (3) wurde ein weiterer Sorangien-Durchbruch be-
kannt. Im Oktober 2007 wurde einem Wirkstoff aus S. cellu-
losum So ce90 — dem Epothilonderivat Ixabepilone - von der
amerikanischen Zulassungsbehorde FDA die Zulassung als
Brustkrebsmedikament erteilt. Er ist mittlerweile auf dem
Arzneimittelmarkt (Abb. 3 Ixabepilone, BMS (4,5)).

Bereits 1985 wurde an der GBF Epothilon in Extrakten
von Sorangium cellulosum So ce90 entdeckt und zunachst
als Wirkstoff gegen pflanzenpathogene Pilze (1) patentiert.
Nachdem bekannt wurde, dass Epothilon ahnlich wie das
Krebsmittel Taxol wirkt, indem es die Zellteilung von ho-
heren Zellen durch Bindung an das Tubulinskelett hemmt
und insbesondere gegen die sich besonders haufig teilen-
den Krebszellen wirkt, arbeiteten Biologen intensiv an der
Stammoptimierung und der Etablierung eines industriell
nutzbaren Fermentationsprozesses. Das gesamte ,Know-how*
wurde in Lizenz an Bristol Meyers Squibb iibertragen,

wo — neben anderen Pharmafirmen - die Entwicklung der
Epothilone als Antitumormittel vorangetrieben wurde und
wird.

Sekundarstoffe aus Sorangien sind also offensichtlich
wirtschaftlich besonders interessant (2). Eines der ersten
Sorangien-Antibiotika war das Sorangicin. Es wirkt genau-
so wie das in der Medizin bereits eingesetzte Rifampicin.
Die Entdeckung kam jedoch seinerzeit zu spit; fiir ein
zweites ,Rifampicin“ war auf dem Arzneimittelmarkt kein
Platz. Heute miissen solche Entscheidungen neu tiberdacht
werden, da die Tuberkulose-Therapie durch Rifamycine
einige Schwachstellen aufweist (z.B. Resistenzentwicklung
und P450-Induktion), die moglicherweise durch die Ein-
fiihrung von Sorangicin in die Therapie umgangen werden
konnten. Als Pflanzenschutzmittel erwies sich Soraphen
lange Zeit als hoch interessant. Dieser Hemmstoff der
Fettsdauresynthese — bevorzugt bei Pilzen — bewédhrte sich
in Feldversuchen hervorragend gegen Erreger von Pilzer-
krankungen, unter anderem bei Reis und Wein und wurde
fast bis zur Produktionsreife entwickelt Erst eine in spdten
Studien nachgewiesene Schadigung von Ratten-Embryonen
beendete die Entwicklung.

Es gibt eine Vielzahl anderer Naturstoffe aus Sorangien, die
unterschiedlichste biologische Aktivititen aufweisen und
in einem kiirzlich erschienen Reviewartikel ausfiihrlich
beschrieben werden (2).

Ixabepilone
(Cancer)

Registration for treatment of
breast cancer in 2007

Abb. 3. Ixabepilon  crafik: Hz1

Besonderheiten des Sorangien-Genoms

Die Gen-Sequenzierung eines Sorangien-Vertreters im
Rahmen des BMBF geforderten Projekts ,GenoMik“ war
wichtig, um das biotechnologische Potenzial fiir weitere
Arbeiten besser zu erschlieBen. Die Erkenntnisse lassen
die Sekundérstoffbiosynthese und auch deren Regulation
besser verstehen und ermoglichen zukiinftig eine gezielte
Expression und Produktionsoptimierung.

Insgesamt wurden im Sorangiumgenom 9367 Gene
annotiert (Abb. 4A). Diese Zahl tibertrifft sogar deutlich
diejenige von eukaryotischen Modellorganismen wie der
Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae). Die GenomgroBe
von Sorangium cellulosum und der hohe GC-Gehalt waren
eine enorme Herausforderung fiir die Sequenzierung und
die bioinformatische Auswertung der Daten, die in enger
Zusammenarbeit mit zahlreichen Forschergruppen im In-
und Ausland durchgefiihrt und von unserer Arbeitsgruppe
koordiniert wurde.

Ein einziges weiteres Myxobakterien-Genom — von
Myxococccus xanthus — wurde kiirzlich sequenziert (6).

Die Vergleichsanalyse beider Gattungen hat gezeigt, dass
wider alle Erwartungen die allgemeine Genomorganisation
und -struktur sehr stark unterschiedlich ist, obwohl die
Genaufteilung in unterschiedliche funktionale Kategorien
dhnlich ist. So sind in der Erbsubstanz beispielsweise

sehr viele Regulatorproteine kodiert. Die Genomanalyse
von S. cellulosum zeigt dabei eine erstaunliche Vielfalt von
Regulatorproteinen auf, die urspriinglich nur aus Eukaryo-
ten bekannt waren - die Serin/Threonin/Tyrosin-Protein-
kinasen (7). Mehr als dreihundert dieser Proteine (kodiert
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Abb. 4 (A+B). Genom von Sorangium cellulosum Foto: Hzr

auf fast IMbp!) wurden annotiert (Abb. 4A) und zeigen
groBteils einen sehr ungewohnlichen oder bisher gar nicht
bekannten Aufbau. In Proteomstudien konnten wir zeigen,
dass ca. 40% der Proteine in S. cellulosum phosphoryliert
vorliegen, woraus sich ableiten ldsst, dass post-translationale
Proteinmodifikationen einen tiberaus wichtigen Anteil bei
der Regulation in Sorangien spielen (3). Die komplexen
globalen Regulationsnetzwerke in S. cellulosum unterschei-
den sich somit signifikant von denen anderer Bakterien.
Auch die Zahl an Zweikomponenten-Regulationssystemen
und EBPs (,enhancer binding proteins*), die ebenfalls bei
der Ubertragung externer und interner Signale und bei

der Koordination des Stoffwechsels eine Rolle spielen, ist
ungewohnlich hoch. Die zahlreichen Regulatorgene konnen
jedoch nicht alleine die auBerordentliche Groe des Genoms
erkldaren. Die Frage nach aufgenommener Fremd-DNA
(beispielsweise von Bakteriophagen oder Plasmiden) ist
derzeit nicht eindeutig zu beantworten, obwohl offensicht-
lich zumindest einige Gene durch horizontalen Gentransfer
iibertragen wurden. Hierzu gehoren mit hoher Wahrschein-
lichkeit auch Gene, die fiir die Biosynthese von Naturstoffen
wie beispielsweise den Epothilonen verantwortlich sind.

Obwohl bereits hunderte bakterielle Genome sequenziert
wurden und ein Vergleich auf viele Gemeinsamkeiten in-
nerhalb der unterschiedlichen Bakteriengruppen schlieBen
lasst, bietet die genetische Information aus S. cellulosum
viel Neues: So zeigen 34,7% aller kodierten Proteine kaum

Ahnlichkeiten mit in Datenbanken hinterlegten Sequen-
zen. Weitere 13% zeigen Ahnlichkeiten mit hypothetischen
Proteinen aus anderen Organismen, deren Funktion jedoch
bisher noch unbekannt ist. Erstaunlicherweise liegt damit
die Anzahl der in S. cellulosum gefundenen ,,neuen” Gene in
der GroBenordnung kompletter bakterieller Genome.

Die Lebensweise der Myxobakterien, eine Erklarung fiir
die GenomgroBe? Vertreter der Gattung Sorangium sind
weltweit verbreitete, hidufige Vertreter der Bodenmikroflora.
Von Okologen bisher kaum wahrgenommen, gehort die Art
Sorangium cellulosum zu den wenigen Vertretern aerober,
gram-negativer Zellulosezersetzer. Charakteristisch ist ihre
Fahigkeit, sich auf Oberflachen gleitend fortzubewegen, und
ein hoher GC-Gehalt des Genoms, der sie von anderen glei-
tenden Zellulosezersetzern — den Zytophagen und Sporozyto-
phagen — unterscheidet. Bei der Mineralisierung pflanzlichen
Materials leben die Sorangien in der Natur in direkter
Konkurrenz mit zelluloseabbauenden niederen Pilzen. Ob
dieser Befund mit der Vielzahl antifungischer Wirkstoffe
aus Sorangien Korreliert, ist derzeit Spekulation.

Sorangien haben, im Vergleich zu den meisten anderen
Myxobakterien wie der Gattung Myxococcus, einen deutlich
vielseitigeren Stoffwechsel. Sie konnen auBer Aminosdauren
auch alternative Kohlenstoff-Quellen, wie Zellulose und
Starke, sowie deren Abbauprodukte verwerten. Neben
Zellulose sind Pektine und Hemizellulosen typische
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Bestandteile der pflanzlichen Zellwand. Mannose oder
Xylose werden ebenfalls als Nahrungsquelle genutzt. Die
ausgepragte genetische Ausstattung (iiber 40 Gene) fir

den Abbau dieser Zucker konnte im Genom von Sorangium
verteilt identifiziert werden. Mittlerweile wurden sehr
einfache synthetische Medien entwickelt — mit Glukose

als Kohlenstoff-Quelle und Ammoniumionen oder Nitrat

als Stickstoff-Quelle - auf denen Sorangien wachsen. Alle
anderen Primdrmetabolite — wie die Aminosduren — konnen
von Sorangien de novo synthetisiert werden.

Myxobakterien sind nur gemeinsam stark: Sie leben in Bio-
filmen (Abb. 5) und schwirmen als ,Rudel”, eine Strategie,
die ihnen auch komplexe und nicht 19sliche Substrate wie
Zellulose oder gar andere Mikroorganismen als Nahrungs-
quelle erschlieBen. Die Zellen eines Isolats erkennen sich
gegenseitig und Schwirme unterschiedlicher Isolate vermi-
schen sich nicht. Myxobakterien kommunizieren offenbar
iiber Signalstoffe miteinander. Diese fiir Bakterien einmalige
Uberlebensstrategie zeigt sich auch unter Hungerbedingun-
gen: Millionen von Einzelzellen der Myxobakterienspezies
sammeln sich, vereinen sich zu Zellaggregaten und bilden
in einer ,kooperativen Morphogenese“ mehr oder weniger

Abb. 5. Biofilme verschiedener myxobakterieller Spezies Fotos: HzI

komplexe, gattungsspezifische ,Fruchtkorper®. Diese beste-

hen bei Sorangien aus Massen von Sporangiolen (Abb.6), in
denen sich die einzelnen vegetativen Zellen in einer ,zellu-

laren Morphogenese® in Myxosporen umwandeln. Das sind

Zellen, in denen der Stoffwechsel zum Erliegen kommt und

die gleichzeitig unempfindlich gegen Austrocknung werden.
Bei geeigneten Bedingungen entstehen aus den Myxosporen
wieder vegetative Zellen, die die Sporangiolen verlassen, so

dass ein neuer gemeinsamer Lebenszyklus beginnt.

Fiir diese morphogenetischen und physiologischen Prozesse
sind ebenso wie fiir die Produktion von Sekunddrmetabo-
liten komplexe Regulationsmechanismen erforderlich, die
in der genomischen DNA kodiert sind und - zumindest
teilweise - die erstaunliche GenomgroBSe der Myxobakteri-
en erkldren konnen.

Auch andere Organismen mit komplexen Lebenszyklen

sind gleichzeitig Sekundarstoffproduzenten. Dazu gehoren
beispielsweise die Cyanobakterien oder die Streptomyceten,
welche als Aktinomyceten zu den erfolgreichsten Wirkstoff-
produzenten tiberhaupt zahlen. Es scheint ein Zusammen-
hang zwischen der Fahigkeit zu morphogenetischen Pro-
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Abb. 6. Fruchtkérper von Sorangium cellulosum  Froco: Hzr

zessen und der zur Sekundarstoffproduktion zu bestehen.
Diese Bakterien besitzen gleichzeitig sehr grofe Chromo-
somen. Jedoch ist dasjenige von S. cellulosum mit 13,1 Mbp
noch einmal um ca. 4 Mbp groBer als alle anderen bisher
sequenzierten bakteriellen Genome. Allein diese Differenz
entspricht fast der GroBe des Escherichia coli-Genoms.

Die meisten Sorangien-Wirkstoffe werden mittels hochkom-
plexer und multimodularer Enzymsysteme, den Polyketid-
synthasen (PKS) und den nichtribosomalen Peptidsynthe-
tasen synthetisiert. Diese Multienzymkomplexe sind oft

in Biosynthesegenclustern kodiert, die 100 kb oder sogar
mehr an genetischer Information beinhalten. Meist sind
Sorangien sogar Multiproduzenten, die bis zu zwolf unter-
schiedliche Metabolite gleichzeitig produzieren konnen (2).
Zusatzlich befinden sich noch ,ruhende“ Biosynthesegen-
cluster im Genom, deren Produkte bislang nicht bekannt
sind. Der Modelstamm S. cellulosum So ce56 produziert,
wie viele andere Vertreter der Gattung Sorangium, mehrere
Sekundédrmetabolite gleichzeitig (Abb. 4B). Chivosazol ist
ein zelltoxischer und fungizider Wirkstoff wahrend Etnan-
gien als Nukleinsdurepolymeraseinhibitor antibakteriell
wirkten. Zudem wurden die der Eisenversorgung dienenden
Myxocheline aus Kulturextrakten dieses Stammes isoliert.
Neben den zugehorigen Biosynthesegenclustern zeigt die
Analyse des Genoms, dass es auf dem Chromosom noch
diverse zusétzliche Regionen gibt, die Informationen fiir die
Biosynthese weiterer Naturstoffe beinhalten. Die Befdhigung
zur Biosynthese dieser komplexen Substanzen sowie deren
Regulation erkldrt so einen wichtigen Teil des Sorangien-
genoms und ermoglichten in Zukunft gezielte Eingriffe zur
Herstellung neuer und verdanderter Wirkstoffe.

Neue und optimierte Wirkstoffe aus Myxobakterien:
Zukunftsperspektiven In M. xanthus konnten insgesamt
achtzehn Gencluster fiir die Biosynthese von Sekundarme-
taboliten nachgewiesen werden (9). Die Entwicklung und
Optimierung chemisch-analytischer Methoden erlaubte uns

die Identifizierung von weiteren bisher unbekannten Sekun-

ddrmetaboliten, dhnliches gilt auch fiir S. cellulosum (9-12).

Um das offensichtlich vorhandene genetische Potenzial der
Myxobakterien weiter zu erschlieBen, wird daran gearbei-
tet, auch ,ruhende” Gene zu aktivieren und so zu neuen
Naturstoffen als potentielle Wirkstoffe zu kommen (13).

Die Expression dieser komplexen Gencluster ist eine grofe
Herausforderung fiir die Sekundérstoff-Forschung. Eine
Moglichkeit, an der bereits erfolgreich gearbeitet wurde, ist
die heterologe Expression der Biosynthesegene in anderen,
schneller wachsenden und einfacher zu kultivierenden
Wirtsorganismen. Essentielle Voraussetzung hierfiir sind
detaillierte Kenntnisse des Biosynthese-Mechanismus. Eine
Polyketidsynthase unbekannter Funktion aus S. cellulosum
konnte auf diese Weise in Pseudomonas putida exprimiert
werden und fiihrte zur Produktion von Flaviolin, einer Ver-
bindung, die bei Myxobakterien bisher unbekannt war (13).
GroBe Biosynthesegencluster aus Myxobakterien wurden
auch bereits erfolgreich heterolog exprimiert. Myxochromid,
Epothilon und Myxothiazol konnten in M. xanthus und in

P. putida hergestellt werden, wobei zum Teil signifikante
Steigerungen der Ausbeute erreicht wurden (8,14-17).
Weitere Ansitze, die Biosynthesen zu optimieren, liegen in
der Erforschung der Regulation im Orginalproduzenten; in
S. cellulosum wurde ein wichtiger Regulator der Chivosazol-
Biosynthese durch biomagnetische Abtrennung identifiziert
und experimentell verifiziert; ChiR ist fiir die Transkription
der Biosynthesegene notwendig und eine Uberexpression
dieses Regulators fiihrt zu einer Verflinffachung der Aus-
beute (18). Dieses Beispiel zeigt, wie die Verfligbarkeit der
Genomsequenz direkt biotechnologisch verwertbar ist.

Genetische Information kann sogar die Arbeit der Natur-
stoff-Chemiker bei der Aufklarung neuer Molekiile sowie
deren dreidimensionaler Struktur unterstiitzen. Genaue
Kenntnisse der Stereochemie des Molekiils sind von hoher
Bedeutung fiir die Etablierung von Struktur-Wirkungsbe-
ziehungen und eine unabdingbare Voraussetzung fiir die
Totalsynthese oder eine chemische Derivatisierung. Die
detaillierte Analyse der Biosynthese des Chivosazols und
des Thuggacins erlaubte so Voraussagen zu den absoluten
Konfigurationen beider Molekiile, welche nachfolgend auch
chemisch bestétigt werden konnten (19,20).

Die Verfiigbarkeit der Genomsequenz von S. cellulosum
stellt einen Meilenstein der Naturstoffforschung mit Myxo-
bakterien dar. Sie ermdoglicht die biotechnologische Produk-
tionsoptimierung und das Auffinden neuer Wirkstoffe durch
»genome-mining.“ Mit der geplanten Entschliisselung der
Erbinformation weiterer Stamme von S. cellulosum und von
anderen Vertretern der Myxobakterien wird es bald moglich
sein, sehr viel gezielter nach unbekannten Wirkstoffen in
dieser aussichtsreichen Ordnung der Bakterien zu suchen
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und deren Produktion zu verbessern. Zudem werden diese
Genomsequenzen das vertiefte Studium der oben geschilder-
ten biologischen Prozesse fordern und so ein grundlegendes
Verstdndnis der Biologie der Myxobakterien herbeifiihren.

Ein dritter Schwerpunkt fiir zuk{inftige Arbeiten neben der
Etablierung neuer analytischer Verfahren und der Genom-
analyse zur Ermoglichung von ,genome-mining“ sehen wir in
der Nutzbarmachung des bei weitem noch nicht erschlosse-
nen Potenzials der Biodiversitat; veranderte Isolationsbedin-
gungen und Proben aus bisher nicht untersuchten Biotopen
werden in Zukunft zur Identifizierung neuer Gruppen von
Myxobakterien fiihren (21). Ein Beispiel sind die moderat
thermophilen Myxobakterien, die kiirzlich von uns entdeckt
wurden . Sie bevorzugen fiir ihr Wachstum Temperaturen
von 40-45 °C und kommen vor allem im Mittelmeerbereich
vor. Auf der Suche nach salzliebenden Myxobakterien
konzentrierten wir uns auf terrestrische salzhaltige Biotope
wie Kalihalden oder Regionen, bei denen Salzstocke bis an
die Oberfldche reichen. Beide Biotope sind lokal in unmit-
telbarer Nédhe gut vertreten. Tatséchlich konnten wir bereits
Myxobakterien isolieren, die hohere Salzkonzentrationen
tolerieren oder sogar fiir das Wachstum bendtigten. Wichtig
hierbei war die Bestédtigung der Hypothese, dass diese neuen
Gruppen auch andere als die uns bisher bekannten Sekun-
ddrmetabolite produzieren, was am Beispiel der halophilen
Myxobakterien in der Tat gezeigt wurde.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Aussichten fiir die
Naturstoffforschung mit Myxobakterien nie besser waren
als heute. Durch die Kombination von klassischen Metho-
den mit der Molekularbiologie, der Genomik und verbesser-
ten Screeningmethoden sowie der Weiterentwicklung der
Synthesechemie (22-26) und der Analytik stehen vielfdltige
Moglichkeiten zur Verfiigung, um in Zukunft neue Wirk-
stoffe zu identifizieren und zu entwickeln und parallel alte
Bekannte nutzbar zu machen und zu verbessern.

Die Arbeitsgruppe Mikrobielle Wirkstoffe am HZI photo: izi
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Infektionen im Menschen konnen sich sehr schnell manifestieren, ausbreiten und lebensbedrohlich werden. Behandlungs-

verzégerungen - etwa bei einer Sepsis - verringern die Uberlebenschance des Patienten dramatisch. Besonderheiten der Patho-

gene missen rasch und préazise erfasst werden, um schnell zu geeigneten Therapien zu gelangen. Aber auch weniger schnell ver-

laufende Infektionen missen genauer charakterisiert werden, um Komplikationen und Folgeerkrankungen besser prognostizieren

und damit vermeiden zu kdnnen. Zudem verringert eine diagnostisch indizierte und optimierte Medikation die Entwicklung von Anti-

biotikaresistenzen. Die Vielfalt der pathogenen Mikroorganismen, ihre genetische Diversitat und Plastizitat sind jedoch eine groBe

Herausforderung fiir die mikrobiologische Diagnostik. Innerhalb einer pathogenen Spezies konnen verschiedene Stamme unter-

schiedliche Virulenzfaktoren tragen und so unterschiedliche Erkrankungen verursachen. Zur Entwicklung erfolgreicher Behand-

lungsstrategien ist es fiir den Arzt deshalb wichtig, nicht nur die Spezies des Erregers zu kennen, sondern auch den individuellen

Stamm und seine speziellen pathogenen Eigenschaften. In Zukunft wird daher der Schwerpunkt auf einer gezielten Diagnose liegen,

die den verursachenden Stamm und die mit ihm verbundenen Pathogenitdtsfaktoren identifiziert. Dazu werden verschiedene

Ansétze verfolgt, die alle auf der vorhergehenden funktionellen Charakterisierung von Virulenzfaktoren basieren.

Entwicklungen in der Pathogendiagnostik In der zweiten
Halfe des 17. Jahrhunderts nutzte Antoni van Leeuwenhoek
die damals noch junge Erfindung ,Mikroskop®, um erstmals
Bakterien nachzuweisen. Zweihundert Jahre spater, als
Robert Koch der erste Nachweis eines pathogenen Mikroor-
ganismus - des Erregers der Lungentuberkulose — gelang,
war das Lichtmikroskop das entscheidende diagnostische
Instrument. Weitere Differenzierung ermoglichten die u.a.
von Paul Ehrlich und Hans Christian Gram entwickelten
mikroskopischen Farbemethoden. Mikroorganismen wur-
den und werden auch heute noch anhand morphologischer,
phéanotypischer sowie sensorischer Merkmale (Tabelle 1)
unterschieden und eingeteilt.

sensorisch Geruch
Koloniekonsistenz

makroskopisch Farbe
Kolonieform
Hamolyse

mikroskopisch Form des Organismus
Zellkern: Prokaryot/Eukaryot
BegeiBelung

Sporenbildung

Tabelle 1: Einige morphologische, phénotypische und
sensorische Merkmale von Mikroorganismen

Typisierungen, die bis auf die Ebene verschiedener Subspe-
zies fiihren konnen, erfolgen bis heute durch biochemische
Methoden, die auf unterschiedlichen Umsetzungen chromo-
gener Substrate basieren, und durch immunologische Me-
thoden, die spezifische Oberflachenstrukturen erkennen und
unterscheiden. Durch letztere lassen sich Infektionen in Blut-
proben spezifisch nachweisen - wie der Erreger der Lyme-
Borreliose Borrelia burgdorferii — oder in Sensibilitatstests
wie dem Tuberkulintest fiir Tuberkulose (Mycobacterium
tuberculosis). Immunologische Methoden, das Elektronen-
mikroskop und moderne DNA-basierte molekularbiologische
Methoden erlauben Nachweis und Diagnose von Viren

- leblosen Pathogenen. Die Polymerase-Kettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR) ist eine effiziente und siche-
re Methode fiir Routineuntersuchungen von Spenderblut auf
HIV und Hepatitisviren. Mit ihr werden erregerspezifische
Gene vervielfaltigt und sichtbar gemacht (Abb. 1).

Polymerase-Kettenreaktion und automatisierte DNA-
Sequenzierung erlauben heute einen detaillierten Blick ins
Erbgut der Pathogene. Sie ermdglichen den Nachweis von
pathogenitétsassoziierten Genen (Virulenzgenen) und offen-
baren die Diversitéit und Flexibilitat der Genome. Die darauf
basierende Vergleichende Genomanalyse hilft zu verstehen,
wie Pathogene entstehen, zeigt aber auch die Grenzen der
Pathogendiagnostik auf.

Grenzen der gegenwartigen Pathogendiagnostik und
neue alternative Ansatze Viele der oben genannten
klassischen Methoden der mikrobiologischen Diagnostik
setzen das Isolieren der Krankheitserreger voraus und
das ist bei nichtkultivierbaren Krankheitserregern sehr
aufwendig. Der bislang nicht kultivierbare Lepra-Erreger
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Abb. 1. PCR zur Analyse von emm-Genen aus S. pyogenes
und S. dysgalactiae equisimilis. Agarosegelanlayse der
Polymerasekettenreaktion fiir das emm-Gen von S. pyogenes

Mycobacterium leprae muss nach wie vor von Hautabstrichen
mikroskopisch identifiziert werden . Weil sich die Routine-
diagnostik auf ein gewisses Repertoire an Nahrmedien und
Kulturbedingungen beschréankt, fallen Pathogene mit speziel-
len Anforderungen an Medien und Wachstumsbedingungen
durch das ,,diagnostische Raster®. In gewissen Fillen jedoch
versagen diese Methoden und die Erreger bleiben unzurei-
chend charakterisiert. Die Pathogenitdt enterohdmorrhagi-
scher E. coli (EHEC), die Erreger blutiger Durchfallerkran-
kungen, ist auf den Besitz verschiedener Varianten des
Shiga-Toxins zuriickzufiihren. EHEC konnen durch kontami-
nierte Lebensmittel tibertragen werden, weshalb ihr Nach-
weis in der Lebensmittelkontrolle von erheblicher Bedeutung
ist. Das Tragen des Shiga-Toxins korreliert nun mit bestimm-
ten Serotypen der E. coli-Stimme, die jedoch aufwendig zu
testen sind. Zudem werden Shiga-Toxin-tragende Stamme
mit untypischem Serotyp nicht erfasst. Um die Pathogenitat
von E. coli-Stammen sicher und kostengiinstig einstufen zu
konnen, sind weiterentwickelte Methoden nétig.

PCR-basierte Analysen sind kulturunabhdngige Diagnose-
methoden, mit denen schwer- und unkultivierbare Patho-
gene detektiert und der Zeit- und Kostenaufwand fiir die
Diagnose erheblich reduziert werden konnen. Stabile
Markergene fiir die Speziesbestimmung und solche fiir die
Genotypisierung wurden und werden fiir den Einsatz in
PCR-basierten Tests identifiziert und evaluiert. Diagnosti-
sche Genotypisierungen, die auf pathogenitits-assoziierten
Genen basieren, wie die Shiga-Toxin-Gene der EHEC oder
die emm-Typisierung von Streptococcus pyogenes, sind viel-
versprechende Ansitze, die zu raschen ersten Einblicken

in das Pathogenitdtspotenzial eines Organismus fiihren
konnen. Aber auch die Aussagekraft von Genotypisierungen
hat ihre Grenzen. Vollgenomanalysen und die Entdeckung
mobiler genetischer Elemente zeigen, wie schnell und um-
fangreich sich das Erbgut der Mikroorganismen wandelt.
Neisseria-Bakterien etwa sind sehr rege im Austausch

von Genen. Dies erschwert die Diagnostik von Gonorrho
(Neisseria gonorrhoehae). Der Transfer von Markergenen

auf apathogene Neisseria-Spezies fiihrt haufig zu falsch-
positiven Ergebnissen und der Verlust der Gene in den
pathogenen Spezies verursacht falsche Negativdiagnosen.
Bakteriophagen und Plasmide, die Virulenzgene tragen,
werden ausgetauscht und verleihen ihrem Empfanger -
auch tiber Speziesgrenzen hinweg — entsprechende pathoge-
ne Eigenschaften. Korrelationen zwischen Pathogenitidt und
bestimmten Genotypen losen sich auf und verlieren an diag-
nostischem Wert. Pathogenitdtsassoziierte Gene halten sich
nicht an Speziesgrenzen. Ein Beispiel dafiir sind Hinweise
auf Gentransfer zwischen S. pyogenes und Streptococcus
dysgalactiae equisimilis. Beide Spezies haben eine Reihe von
Virulenzgenen gemeinsam, darunter auch das emm-Gen
(Abb. 1). Emm-Gene sind ein herausragendes Beispiel dafiir,
dass ein Virulenzgen allein einen maBgeblichen Einfluss
auf die Pathogenese haben kann, aber nicht auf eine Spezies
beschrankt ist. Emm-Gene kodieren fiir ein wichtiges patho-
genitdtsassoziiertes Oberflachenprotein von Streptokokken,
das M-Protein . Erst kiirzlich wurde ein kollagenbindendes
Motiv in M-Proteinen charakterisiert (Abb. 2 und 3). Dieses
Motiv lost eine Autoimmunantwort gegen Kollagen aus, die
zu einer schwerwiegenden Folgeerkrankung von Strepto-
kokkeninfektionen, dem Akuten Rheumatischen Fieber,
fiihrt. Das Motiv tragt daher den Namen PARF fiir Peptide
Associated with Rheumatic Fever. Nicht alle M-Proteine
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Abb. 2. Ein mit Rheumatischem Fieber assoziiertes Peptid -
das PARF-Motiv. In einem Peptid-Array-Experiment (untere
Abb.) bindet Kollagen - zu erkennen als runde dunkle
Féirbung - ausschlieflich an die vier PARF-Peptide. Dartiber
ist das PARF-Konsensusmotiv angegeben.
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Abb. 3. Kollagenbindende rheumatogene Streptokokken. Rheumatogene Streptokokken tragen M-Proteine mit PARF-Motiv. Dies
erlaubt ihnen, Kollagen zu binden und zu aggregieren (links). Das rechte Bild zeigt zum Vergleich Streptokokken ohne Kollagen-

aggregation.  Foto: HZI, Rohde

sind in der Lage, eine solche rheumatogene Autoimmunant-
wort auszuldsen. Diese Eigenschaft ist auf PARF-tragende
M-Proteine beschrankt, was PARF zu einem wertvollen
Marker fiir rheumatogene Stimme macht. Der Marker ist
direkt mit dem Mechanismus der Pathogenese verkniipft.
Dies ermoglicht eine Diagnostik, die von der mikrobiellen
Spezies und Genotypen weitestgehend losgelost ist.

Nur selten lieB sich bisher das Pathogenitétspotenzial eines
Erregers an nur einem Faktor festmachen. Durch die starke
genetische Wandlungsfahigkeit pathogener Mikroorganis-
men und weil ihre Virulenz von vielen Faktoren beeinflusst
werden kann, werden kiinftig Tests entwickelt, die vollstan-
dige Virulenzfaktorprofile liefern. Solche Tests basieren
auf DNA-Microarraytechniken, mit denen mehrere tausend
Gene parallel getestet werden konnen. Die Methode basiert
auf der Immobilisierung von Gensonden auf einem Tréger.
Ist ein entsprechendes Marker-, Virulenz-, oder Resistenz-
gen in der Probe, wird dieses durch die Sonde gebunden
und detektierbar (Abb. 4). DNA-Mikroarrays sind fiir Geno-
typisierungen geeignet. Die Kenntnis des Virulenzfaktor-
profils verspricht dartiber hinaus Einblick in den individu-
ellen Charakter des Pathogens und eine maBgeschneiderte
Behandlung. Eine Voraussetzung dafiir ist jedoch Kenntnis
iiber die genauen Funktionen der Virulenzgene und die ggf.
dort ansetzenden Therapeutika.

Ausblick Mit zunehmendem Wissen iiber das Repertoire
von Virulenz- und Resistenzgenen und dartiber, wie ver-
schiedene Genprodukte einander beeinflussen, kann sich
die Diagnostik auf die Detektion solcher Faktoren konzen-
trieren. Die benétigten Methoden sind zurzeit jedoch noch
kostenintensiv und bendtigen ein hohes MaB an Spezialwis-
sen. Es werden noch beachtliche Anstrengungen notig sein,

um diese Methoden routinetauglich zu machen. In einigen
Fallen, wie voraussichtlich im Falle des PARF-Motivs, wird
es moglich sein, das erhaltene Wissen in Schnelltests um-
zusetzen, die vielleicht schon sehr bald eine schnelle und
kostengiinstige Diagnose in der Arztpraxis ermoglichen.

Abb. 4. DNA-Microarray zur Detektion von Streptokokken-
virulenzfaktoren. Im oberen Teil der Abbildung sind die 6400
Oligonukleotidsonden des Arrays visualisiert. Im unteren Teil
ist in einem vergrdferten Ausschnitt die spezifische Detektion
von virulenzassoziierten Streptokokkengenen zu sehen.
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Extremophile Mikroorganismen leben in Habitaten an den Grenzen von Biosphére und Geosphére, in denen lebensfeindliche
physikalisch-chemische Bedingungen vorherrschen. Diese Extremophilen gehdren haufig zu den Archaeen, einer der drei Doma-
nen, in die alle zelluldren Lebensformen eingeteilt werden. Phanotypisch werden sie anhand der extremen Lebensbedingungen un-
tergliedert, in denen sie existieren kdnnen: Thermophile, Acidophile, Piezophile, Halophile, etc.. Extremophile weisen im Gegensatz
zu mesophilen Bakterien definierte physikalische, stoffwechselphysiolgische und strukturelle Besonderheiten auf, die es ihnen
erlauben, die auBerordentlich schwierigen Lebensbedingungen in ihren Habitaten zu tolerieren. Einige Extremophile, beispielswei-
se acidophile schwefeloxidierende Bakterien, kdnnen dabei sogar durch ihre Stoffwechseltatigkeit an der Schaffung der extremen
Bedingungen in ihren Habitaten beteiligt sein. Einige der oben genannten Umweltbedingungen, z.B. hoher/niedriger pH-Wert,
Losungsmittel oder Schwermetalle, konnen durch besondere Anpassungen der Zellwénde und -membranen aus dem Zytoplasma
ausgeschlossen werden. Anderen Faktoren, z.B. extremen Temperaturen, Driicken oder ionisierender Strahlung, miissen Extremo-

phile durch besondere physiologische Anpassungen entgegenwirken.

Die Untersuchung der einzigartigen zelluldaren und biochemischen Anpassungen der Extremophilen im Kontext mit den Umweltbe-
dingungen ihrer lebensfeindlichen Habitate erweitert dabei nicht nur unser Grundlagenwissen: sie ermdglicht es auch, die Grenzen
des Lebens auf dem Planeten Erde und dariiber hinaus auf anderen Planeten zu bestimmen. Dieser Forschungsbereich zeigt den
Beitrag von Extremophilen zu den biogeochemischen Stoffkreisldufen auf, die die Biosphére gestalten, ihre Funktion regulieren
und ein lebenserhaltendes Gleichgewicht fiir alle biologischen Elemente schaffen. Dariiber hinaus stellen Extremophile ein Reser-
voir neuartiger biotechnologischer Anwendungen dar, dessen Ausschopfung gerade erst begonnen hat, obwohl die wirtschaftliche
Bedeutung der von diesen Mikroorganismen produzierten “Extremozyme” weitestgehend bekannt ist. Sehr bekannte Beispiele

hierfir sind unter anderem Enzyme, die in Anwesenheit von Losungsmitteln, Salzen oder bei niedrigen bzw. sehr hohen Tempera-

turen (z.B. Taq Polymerase, die fiir die PCR verwendet wird) wirken (Tab. 1).

Acidophile Saure, lebensfeindliche Habitate sind in der
Natur hdufig anzutreffen. Einer dieser Lebensraume ist
der Mageninhalt von Sdugetieren, von dem bis vor kurzem
angenommen wurde, dass er frei von jeglicher Mikroflora
ist. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass selbst dieser
Lebensraum sdureresistente Bakterien, unter anderem
Helicobacter pylori, enthdlt und zudem die Passage mancher
Bakterien in den Darm ermoglicht.

Weitere saure Lebensrdaume sind geothermale Gewasser,
beispielsweise saure vulkanische Quellen. Einige der
sauersten Habitate sind jedoch Abwasserstrome aus sauren
Erzlaugungen, welche durch schwefeloxidierende Bakteri-
en angesauert werden: Diese konnen einen pH-Wert von 0
erreichen. Acidophile Mikroorganismen, die bei pH-Werten

unter 3 optimal wachsen, spielen eine wichtige 6kologische
Rolle in solchen Habitaten. Vertreter dieser Acidophilen
finden sich dabei in allen drei Domédnen des Lebens, den
Eukarya (Pilzen), den autotrophen und heterotrophen Bakte-
rien (z.B. Helicobacter pylori) sowie unter den Archaea.

Im Gegensatz zur Mehrheit der Mikroorganismen, deren
Zytoplasma neutrale pH-Werte aufweist, haben Acidophi-

le saure Zytoplasmata mit pH-Werten von 5 bis 6 und in
Einzelfdllen sogar noch geringeren Werten. Diese werden
durch Zelloberflichenstrukturen ermoglicht, welche den
Eintritt von Protonen ins Zytoplasma unterbinden, sowie
durch Transportpumpen, die Protonen gegen den Protonen-
gradienten aus der Zelle transportieren. Das funktioniert
selbst, wenn ausserhalb der Zelle ein pH-Wert von 1 vorliegt.
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Halophile * Amylasen 2-5 M NaCl e Chemikalienherstellung
* Proteasen (Pestizide, Herbizide)
* Bioremediation
* Peptidsynthese
Thermophile e Glycosylhydrolasen bis 120°C e Starke
» Xylanasen e Chitin
e Lipasen e Zellulose-Pektin-Prozesse
e Esterasen * Papierbleiche
* Dehydrogenasen * Detergenzien
* Proreasen * Hydrolyse in Lebensmitteln & Futter
* DNA-Polymerasen * Molekularbiologische Anwendungen
(z.B. PCR)
Psychrophile * Glycosylhydrolasen bis 5°C * Detergenzien
* Proteasen * Lebensmitteltechnologie
* Dehydrogenasen * Kosmetika
e Esterasen * Biosensoren
* Lipasen * Bioremediation
* Oxidasen
* Peroxidasen
» Katalasen
Alkaliphile * Glycosylhydrolasen bis pH 11.5  Detergenzien
* Proteasen * Lebensmittelindustrie
* Lipasen * Kosmetika
Acidophile * Glycosylhydrolasen bis pH 1.0 * Starkeproduktion
* Proteasen » Kohleentschwefelung
* Oxidasen e Futterkomponenten
 Esterasen
Piezophile e Glycosylhydrolasen bis130 MPa * Antibiotikaproduktion

* Hydrogenasen
* Dehydrogenasen

Lebensmittelindustrie

Tabelle 1. Extremophile, Extremozyme und einige Beispiele fiir ihre industriellen Anwendungsmaglichkeiten

Ein besonders wichtiger von acidophilen Organismen genut-
zer Mechanismus ist der Aufbau einer positiven Ladung an
der Innenseite der Zellmembran, welche eine Diffusionsbar-
riere fiir Protonen sowie ein Donnan-Potenzial bildet. Ein
weiterer Mechanismus beinhaltet spezielle Chloridtrans-
portproteine, H'/K* (Na)* Antiporter sowie eine Vielzahl von
sekunddren Transportproteinen. Archaeen-Zellmembranen
verfiigen dariiber hinaus noch tiber einen dritten Schutz-
mechanismus: Etherbindungen, die die Membranlipide der
Archaeen verbinden, machen diese resistenter gegen Saure-
hydrolyse. Zudem machen in die Membrane eingelagerte
Isoprenoide diese fiir Protonen undurchdringlich.

Trotz der Homoostase des zytoplasmatischen pH-Wertes be-
notigen acidophile Mikroorganismen mit zytoplasmatischen
pH-Werten unter 6 nicht nur speziell angepasste Enzyme,
sondern miissen auch einer kontinuierlichen Beeintrachti-
gung ihrer Genomstabilitdt entgegenwirken, da niedrige
pH-Werte unweigerlich zu einer Deaminierung, Oxidation

und Depurinierung ihrer Nukleotide und somit zu Mutatio-
nen flihren. Organismen mit niedrigen zytoplasmatischen
pH-Werten haben daher sehr effiziente DNA-Reparaturme-
chanismen entwickelt. So weist die Y-Familie der archae-
abakteriellen DNA-Polymerasen eine geringe Genauigkeit
bei der Kopie von unbeschiadigten DNA-Strangen auf, kann
andererseits jedoch selbst schwer beschadigte DNA-Strange
amplifizieren. Ferner wurde in den Genomen extrem
acidophiler Mikroorganismen eine grosse Anzahl von
Determinanten fiir Chaperone gefunden, was nahelegt, dass
diese Proteine charakteristisch fiir acidophile Lebewesen
sind und fiir ihr Uberleben benétigt werden. In diesem Zu-
sammenhang muss auch erwahnt werden, dass Bakterien
wie E. coli und H. pylori, die normalerweise bei neutralem
pH wachsen, in saurem Milieu tiberleben kdénnen, wenn
chaperonartige Proteine und der Ammoniak-Stoffwechsel
hochreguliert sowie Veranderungen in der Lipopolysaccha-
ridzusammensetzung der Zellmembranen vorgenommen
werden.
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Ferroplasma acidiphilum Ferroplasma acidiphilum (Fa)
wurde in einem experimentellen Bioreaktor isoliert, in dem
die Erzlaugung von Pyriterzen aus Bakyrchik (Kasachstan)
mit Hilfe von saureproduzierenden Bakterien untersucht
werden sollte. Es handelt sich hierbei um einen acidophilen,
mesophilen, eisenoxidierenden, zellwandlosen Mikroorganis-
mus, der namensgebend fiir eine neue Familie innerhalb der
Ordnung Thermoplasmates (einem Zweig der Archaeen) ist -
die Ferroplasmaceae (Abb. 1). Es handelt sich um die einzige
mesophile Familie innerhalb dieser Ordnung (Abb. 2).

Abb. 1. Morphologie von F. acidiphilum Zellen: pleomorphe
Formen typisch fiir Zellwand-lose Mikroben. Foto wurde von Heinrich

Liinsdorf, HZI, aufgenommen und freundlicherweise zur Verfiligung gestellt.
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Abb. 2. Der phylogenetische Stammbaum zeigt die 16S rRNA-
Gensequenzverwandschaft der wichtigsten Stammbaum-
familien von Archaea.

Ferroplasma ist ein chemoautotropher Mikroorganismus,
der Kohlenstoff mittels CO-Fixierung bindet und Energie
durch Oxidation von Eisen(II) zu Eisen(IIl) gewinnt. Dieses
Archaeum ist in zweierlei Hinsicht extremophil, denn es
bendtigt nicht nur einen niedrigen pH-Wert sondern auch
hohe Konzentrationen von tiblicherweise in Eisenerzen
auftretenden Schwermetallen in seinem Habitat. Die
wesentlichen Bestandteile der Membranen von Ferroplasma
sind Caldarchaetidylglycerol-Tetraetherlipide (Abb. 3). Diese
zeigen aufgrund eines Kerns aus ,sperrigen® Isoprenoid-
molekiilen eine geringe Permeabilitét fiir Protonen und sind
somit einer der wesentlichsten Faktoren, die zur Saurebe-
standigkeit dieses zellwandlosen Mikroorganismus beitragen.
Die Mitglieder der Ferroplasmaceae gehoren bislang zu den
am starksten acidophilen Lebensformen. Sie konnen meso-
phil oder moderat thermophil sein und einen autotrophen
oder heterotrophen Stoffwechsel haben. Weltweit sind sie
die zahlenmaéssig signifikanten Mitglieder von mikrobiellen
Konsortien in sauren Habitaten.

Einzigartige acidophile intrazellulare Porteine Acidophile
Proteine finden in vielen biotechnologischen Prozessen
Anwendung (z.B. Xylanasen in der Bleiche fiir Sulfatzellstoff,
Proteasen und Zellulasen in der Verarbeitung von Tiernah-
rung, Amylasen/Glucoamylasen in der Starkeproduktion,
Oxidasen in der Entschwefelung von Kohle, etc.). Ferroplas-
ma misste a priori eine hervorragende Quelle fir sdurebe-
stindige Enzyme sein, da Enzyme, die von Ferroplasma ins
umgebende Medium ausgeschieden werden, zwangslaufig
sduretolerant sein miissen. Um dieses biotechnologische Po-
tenzial zu bestimmen, wurde durch unsere Arbeitsgruppe
eine Anzahl an zytoplasmatischen und membranstandigen
Enzymen von Ferroplasma in E.coli Kloniert und exprimiert.
Im Zuge dieser Untersuchung konnte festgestellt werden,
dass Ferroplasma keine detektierbaren Exoenzyme produ-
ziert, sondern lediglich zytoplasmatische und Membranpro-
teine. Es handelte sich um drei a-Glukosidasen und eine Este-
rase — alles Enzyme, die eine zentrale Rolle im Stoffwechsel
von Ferroplasma spielen: Glukosidasen sind am Kohlenhydrat-
stoffwechsel, an der Glukosylierung von Lipiden (die Mehr-
zahl der Archaea-Lipide ist glukosyliert) sowie an der Energie-
gewinnung beteiligt. Esterasen hingegen spielen eine wich-
tige Rolle bei der Biosynthese von Cofaktoren und Vorlaufern
von Makromolekiilen, sowie in der Energieproduktion der
Zelle. Uberraschenderweise zeigte die Untersuchung dieser
zytoplasmatischen und membranstdndigen Enzyme, dass —
obgleich das Zytoplasma der acidophilen Mikroorganismen
neutral oder leicht sauer ist — alle klonierten Enzyme von
Ferroplasma in vitro Aktivitatsoptima von pH 1.7 bis 4.0
hatten. Sie lagen also bis zu drei Werte auf der pH-Skala
unter denen des Zytoplasmas (Abb. 4). Diese Ergebnisse
sind nicht nur a priori iberraschend, sie stehen in starkem
Gegensatz zu jenen, die filir intrazellulare Enzyme von ande-
ren extremophilen Mikroorganismen (sowohl Bakterien als
auch Archaea) ermittelt wurden, deren pH-Optima nahe den
jeweiligen intrazelluldren pH-Werten liegen.
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Abb. 3. Mikrobielle Membranlipide. Das Hauptunterscheidungsmerkmal von Lipiden in Archaea sind die Etherbindungen
im Gegensatz zu den Esterbindungen bei Lipiden von Eukarya und Bacteria. Tetraetherlipide von Ferroplasma und anderen
acidophilen Archaea sind wahrscheinlich ein Schliissel fiir das Uberleben unter den Bedingungen einer extrem sauren Umgebung.

Neben diesen Enzymen zeigt auch die DNA-Ligase von
Ferroplasma ein extrem niedriges pH-Optimum. Somit besit-
zen finf von fiinf untersuchten Enzymen von Ferroplasma
pH-Optima, die weit unter den ermittelten zytoplasmatischen
pH-Werten liegen. Obwohl dies 100% entspricht, stellen 5 von
3000 Proteinen kein statistisch aussagekréftiges Ergebnis
dar. Dennoch kann davon ausgegangen werden, dass der
iberwiegende Teil der Proteine von Ferroplasma bei sehr
sauren pH-Werten aktiv ist. Obwohl der Grund fiir diese
“pH-Optima-Anomalie” bis dato unbekannt ist, konnte eine
Erklarung dieses Phanomens in einer Heterogenitat des Zy-
toplasmas durch Kompartimentierung der Zellen zu suchen
sein: In Kompartimenten konnen spezifische, lokal konzen-
trierte physikalisch-chemische Umgebungen vorliegen, die
eine optimale Funktion dieser Enzyme ermoglichen. Da int-
razelluldre pH-Wert-Messungen nur einen Durchschnittswert
fiir das Zytoplasma der Zellen wiedergeben, konnten solche
Kompartimente bislang unentdeckt geblieben sein.

Eine weitere Erkldrung konnte in einer hohen Dichte positiv
geladener Aminosduren an der Proteinoberflache zu suchen
sein, zumal Acidophile hédufig ein positives intrazellulires
Potenzial generieren, um dem starken Transmembran-pH-
Gradienten entgegenzuwirken. Hinldnglich bekannte Bei-
spiele fiir saure eukaryotische Zellkompartimente mit einer
positiven Ladung beinhalten u.a. Mitochondrien, Lysosomen,

Erythrozyten, Kollagenfasern und sekretorische Vakuolen.
Hier ist der niedrige pH-Wert von entscheidender Bedeutung
fir die Funktion der Kompartimente, z.B. fiir die Hydrolyse
von Makromolekiilen, die Freigabe von Ligand und Rezeptor,
die Hormonsynthese oder die Proteinsortierung. In Bakte-
rien wurden so genannte Acidocalcisomen nachgewiesen,
deren Funktion die Energiespeicherung und die Regulierung
des Saurehaushalts der Zelle ist. Zu diesem Zeitpunkt kann
nicht ausgeschlossen werden, dass Ferroplasma eben solche
einzigartigen, bislang unentdeckten Mechanismen entwi-
ckelt hat, um in saurem Milieu zu {iberleben.

Alle Proteine anderer Archaea, die eine Homologie zu
a-Glukosidasen von Ferroplasma besitzen, hatten bisher an-
dere Funktionen zugewiesen bekommen. Diese Fehlannotie-
rung unterstreicht wiederum die Unzuldnglichkeiten von
Genomannotationen, die auf Sequenzhomologien beruhen.
So weisst a-GluFa (eine der Fa a-Glukosidasen) eine starke
Ahnlichkeit zu einem “nicht charakterisierten Membran-
protein” (COG1287) auf, welches in fast allen Genomen von
Archaea, in den Pathogenen Helicobacter spp., Camplylobac-
ter spp. sowie in der Hefe Saccharomyces cerevisiae gefunden
werden kann. Somit konnte gezeigt werden, dass a-GluFa
ein neuartiges Mitglied der Familie der Glykosylhydrolasen
ist, das einen bislang unbekannten Mechanismus zur Gly-
kosylierung und Transglykosylierung aufweist.
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AbD. 4. “pH Optimum-Anomalie” von intrazelluldiren Enzymen von Ferroplasma in vitro (s. Environmental Microbiology 2006, 8(3), 416-25).
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Abb. 5. Proteomics in Kombination mit ICP-MS um Metalloproteine in Ferroplasma zu identifizieren und die Metall-Protein-Stochio-

metrie zu bestimmen (s. Nature 2007, 445, 91-94).

Ferroplasma verfiigt Uber eine einzigartige Eisen-Protein-
dominierte Zellmaschinerie Eine weitere Besonderheit der
aufgereinigten Ferroplasma-Proteine ist die Anwesenheit von
Eisen in stochiometrischen Mengen: Keines der verwandten
Enzyme in anderen Organismen enthilt Eisenatome. Die
Entfernung von Eisen fiihrt dabei unweigerlich zum Verlust
der Sekundarstruktur und der Enzymaktivitat: somit ist
Eisen von essenzieller Bedeutung fiir die Erhaltung der
dreidimensionalen Proteinstrukturen und ihrer Funktion.
Multivalentes Eisen spielt eine katalytische Schliisselrolle in
einer ganzen Reihe von Enzymen, beispielsweise in Oxyge-
nasen, in denen es das Cosubstrat des Sauerstoffs aktiviert
und durch strategisch angeordnete Aminosdureliganden

im katalytischen Zentrum des Enzyms fixiert wird. In den
Fa-Proteinen scheint Eisen die genau gegenteilige Rolle

zu spielen, indem es die Aminosdureliganden in strategi-
schen Positionen anordnet und somit die dreidimensionale
Struktur des Proteins organisiert - eine Funktion, die wir als
‘Eisenniet” bezeichnen.

Wie gesagt: fiinf von fiinf Proteinen ergeben zwar 100%,
sind jedoch statistisch nicht aussagekraftig. Um statistisch
gestiitzte Aussagen iiber die eisenhaltigen Proteine machen
zu konnen, wurde das Proteom von Fa mittels 2D-Polyac-
rylamidgelelektrophorese analysiert, isolierte Proteinspots
extrahiert sowie ihre Mengen, Aminosauresequenzen

und Metallgehalte bestimmt (Abb.5). Erstaunlicherweise
konnten 89% der 189 untersuchten zelluldren Proteine als
Eisen-Metalloproteine identifiziert werden, und zwar mit
stochiometrischen Mengen von Eisen. Diese beinhalten
viele “Housekeeping”-Proteine mit strukturellen, stoff-
wechselphysiologischen und Chaperon-Funktionen, deren
Analoga in anderen Organismen weder Eisen noch andere
Metalle enthalten. Die Analyse der Proteome der nachsten
phylogenetischen Nachbarn von Ferroplasma acidiphilum -
des Picrophilus torridus sowie des direkten Habitatnachbarn,

des Bakteriums Acidithiobacillus ferrooxidans — wiesen weit
weniger Metalloproteine auf und wenn, dann nur die typi-
schen, langst bekannten Metalloproteine. F. acidiphilum ver-
fligt somit tiber eine einzigartige Eisen-Protein-dominierte
Zellmaschinerie und biochemische Phylogenie.

Was konnte nun die Erklarung fiir die Einzigartigkeit des
“Eisennietes” in Fa sein? Eisen ist das vierthaufigste Element
der Erde und von entscheidender Bedeutung fiir verschie-
denste physiologische, metabolische und katalytische Funk-
tionen. Es ist jedoch nur schwer wasserldslich und aufgrund
der daraus resultierenden geringen Bioverfiigharkeit oft ein
limitierender Faktor fiir die Primarproduktion (photosyn-
thetische Biomasseproduktion) im Meerwasser; eine Reihe
von Bemiihungen zur Reduktion von Treibhausgasen durch
marine CO,-Fixierung beruhen daher auf grossflachiger
Eisenzufuhr (“Eisendiingung”) zum Meerwasser.

Alle Lebensformen verwenden grosse Energie auf die
Gewinnung und Speicherung von Eisen fiir ihre Stoffwech-
selbediirfnisse. Der Wettstreit um bioverfiigbares Eisen in
der Umwelt ist hart: Er verwendet biochemische Eisenge-
winnungs- und Aufnahmesysteme mit hoher Affinitit zu
diesem Element und beinhaltet “Konkurrenz” innerhalb der
Organismengemeinschaft. Oftmals entscheidet die Eisenauf-
nahme auch den Ausgang der “Schlacht” zwischen Wirt und
Parasit im Laufe einer Infektion. Saure eisenreiche Habitate
stellen im Gegensatz zur eisenlimitierten Biosphire die
einzigen Umgebungen dar, in denen bioverfiighares Eisen

im Uberschuss vorliegt, da die Loslichkeit dieses Elements
mit sinkendem pH-Wert zunimmt. Die simple Annahme, der

“Eisenniet” sei ein bevorzugter Stabilisator der Proteinstruk-
tur und fehle lediglich in Organismen, die eisenlimitiert sind,
kann aber nicht der Fall sein, da Bakterien, die dieselben Ha-
bitate wie Fa bewohnen (z.B. Acidithiobacillus ferrooxidans),
iiber gewohnliche Proteine verfiigen. Somit ist die Hypothese,
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dass ein Vorlaufer von F. acidiphilum einen neuartigen, auf
Eisen basierenden Proteinstabilisator nach Besiedlung
pyritreicher Umgebungen entwickelte, sehr unwahrschein-
lich, zumal dies in anderen Organismen nicht nachgewiesen
werden konnte. Wahrscheinlicher ist die Gegenthese, dass
der “Eisenniet” ein Relikt ist und alle proteinorganisierenden
Elemente — hydrophobe und ionische Wechselwirkungen,
Lleucine zippers“, a-Helices, p-Faltblatt-Strukturen und Di-
sufidbriicken - sich erst spéter als Reaktion auf Eisenmangel
entwickelten. Dies deutet an, dass sowohl “Eisenniet”-Protei-
ne als auch F. acidiphilum bis dato einzigartig sind.

Wir gehen von der faszinierenden Mdoglichkeit aus, dass “Ei-
senniete” eine sehr alte Anpassung sind und lediglich in Fa
bewahrt wurden, einem Mikroorganismus mit einzigartiger
evolutiondrer Herkunft. Diese Moglichkeit basiert auf einer
der Theorien zum Ursprung allen Lebens, die von Giinther
Wachtershduser aufgestellt wurde. Dieser Theorie zufolge,
die auf der Eisen-Schwefel-Chemie fu3t, haben energiereiche
Eisen-Schwefel-Oberfldchen (z.B. Pyrit) die Bildung der
ersten einfachen organischen Molekiile, ihre Diversifizierung
und die folgende Bildung komplexer biologischer Mono- und
Polymere katalysiert. Mit steigender Reaktionsspezifitat
wurden einfache Katalysatoren aus starren, anorganischen
Molekiilen durch flexible Proteinkatalysatoren (Enzyme)
ersetzt, die teilweise Reaktionszentren mit Eisen-Schwefel-
Verbindungen enthielten. Mit steigender Komplexitat der
Enzyme entstand die Notwendigkeit einer Stabilisierung
dieser von Natur aus flexiblen Polypeptidketten. Multivalen-
tes Eisen, das an den Orten der Bildung des ersten Lebens im
Uberschuss vorhanden war, kénnte somit zu einem struktur-
stabilisierenden Element der ersten Proteine und einem
Vorlaufer zukiinftiger strukturstabilisierender Elemente der
Zelle geworden sein. In diesem Zusammenhang soll erwdahnt
werden, dass saure eisenreiche Umgebungen in den ausge-
dehnten vulkanischen Zonen des Archaikums und Protero-
zoikums weit verbreitet waren.

Die folgende Ausbreitung der ersten Formen einzelligen Le-
bens, der prokaryotischen Mikroorganismen, ging daher von
eisen- und schwefelreichen Habitaten mit niedriger Biodiver-
sitdt aus und breitete sich in Lebensrdaume mit einem breiten
Nahrungsangebot und hoheren pH-Werten aus. Eine geringe
Bioverfligbarkeit von Eisen iibte jedoch einen massiven
Selektionsdruck zu einer Proteinmaschinerie aus, die un-
abhdngig von Eisen funktionierte. In der Folge wurde Eisen
nur fiir wenige Funktionen in Proteinen beibehalten, z.B.

fiir die Aktivierung von Sauerstoff, die Koordinierung von
Eisen-Schwefel-Clustern und Ham, welches keine anderen
Elemente zur Erhaltung seiner Funktion verwenden kann.
Dies wiirde andeuten, dass Ferroplasma sich im Gegensatz
zu phylogenetischen und Habitatsnachbarn komplett in
sauren, pyrithaltigen Umgebungen entwickelt hat und seine
Proteine daher eine einzigartige, “relikte” Form des Lebens
darstellen. Andererseits zeigten jedoch 15% der Proteine

von Fa eine Abwesenheit von Eisen, was andeutet, dass
normale Proteinstabilisatoren unter Umstédnden effektiver
sein konnen als Eisenatome. Diese konnten durch horizon-

talen Gentransfer von Habitatnachbarn wie Acidithiobacillus
ferrooxidans, der sich nicht in einer pyritreichen Umgebung
entwickelt hat, tibertragen worden sein.

LigFa: eine purpurne, acidophile und eisenhaltige DNA-
Ligase Acidophile tendieren dazu, neutrale zytoplasmati-
sche pH-Werte zu haben. DNA-Ligasen sind Schliisselenzyme
bei der Genomreplikation, Rekombination und Reparatur.

Sie sind Hauptenzyme in den zentralen Prozessen der
Zellteilung und Erhaltung der Genomintegritét in allen
Lebensformen. Jedoch zeigen alle verfiigbaren Informationen,
dass DNA-Ligasen bei niedrigen pH-Werte nur suboptimal
funktionieren. Es war daher eine umso iiberraschendere Ent-
deckung, dass die aufgereinigte DNA-Ligase von Ferroplasma
(LigFa) ein in vitro-Aktivitdtsoptimum von pH 2.5 bis 3.0,
einen Aktivitiatsbereich von pH 1 bis 4 mit einer 80%igen
Aktivitat zwischen pH 1.5 und 2.0 und kaum messbharer
Aktivitat tiber pH 5.0 aufweist. Keine andere bekannte DNA-
Ligase zeigt diese Eigenschaften. Darliber hinaus hing die
Aktivitat von LigFa weder von Magnesium- noch Kalium-
zugabe — essenziellen Cofaktoren aller anderen bekannten
Ligasen — ab, noch wurde ihre Wirkung durch diese Spuren-
elemente verstarkt. LigFa zeigt eine optisch ansprechende
purpurne Fiarbung (Abb. 6) - wiederum einzigartig unter
den DNA-Ligasen - und ein Absorbtionsspektrum, das auf
Eisen-Tyrosin-Wechselwirkungen hinweist. Eine Mossbhauer-
Spektroskopie-Analyse konnte bestdtigen, dass LigFa zwei
Eisen-(II)-Ionen pro Molekiil enthilt, die lokale Ladungs-
anderungen wahrend der DNA-Bindung durchmachen.

Abb. 6. Gereinigte DNA-Ligase von Ferroplasma acidiphilum
(s. Proceedings of the National Academy of the Sciences of
the USA 2008, 105(26), 8878-8883). Foto: zi

Eine potenzielle unspezifische Bindung von Eisen an die
Proteine von Ferroplasma konnte anhand von zielgerichteter
Mutagenese ausgeschlossen werden. Eisen bildet eine spe-
zifische genetische Basis sowohl als essenzieller Bestandteil
von LigFa als auch fiir die Sduretoleranz des Enzyms. Diese
Studien konnten Phenylalanin-192 und Glutaminsédure-134
als Schliisselaminosduren fiir die Acidophilie des Enzyms
identifizieren. Zudem waren Tyrosin-55 und -129 an den
Fe(Il)-Tyrosin-Interaktionen und der charakteristischen pur-
purnen Farbung der Ferroplasma-Ligase beteiligt. Die letzt-
genannten Aminosduren sowie auch Phe-192 sind vermutlich
die Liganden der Eisen(II)-Atome in LigFa.

Niedrige pH-Werte begiinstigen die Depurination und somit
Mutationen in der DNA. Dariiber hinaus fiihrt Eisen Redox-
reaktionen herbei, in deren Verlauf Sauerstoffradikale ent-
stehen. Diese konnen nicht nur mutagen wirken, sondern
auch die Lipidperoxidation verstarken und das Calcium- und
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Sulfhydrilgleichgewicht der Zellen verdndern. Ein niedriges
pH-Optimum und eine Eisen(Il)abhdngigkeit stehen somit

in krassem Gegensatz zu Eigenschaften, die von einem
Enzym, welches die Genomintegritdt und -stabilitdt erhalten
soll, zu erwarten wiaren. Wie dem auch sei, es steht noch zu
beweisen, dass die in vitro-Aktivitaten von LigFa auch in vivo
vorliegen. Dennoch scheint es sehr wahrscheinlich, dass eine
eingeschriankte Koordination der Eisen(II)-Zentren von LigFa
deren Redoxaktivitat minimiert. In diesem Zusammenhang
sollte erwahnt werden, dass eine Anzahl von Krankheiten,
beispielsweise Tumorbildung, Atheriosklerose, Entziin-
dungen, Herzinfarkte und Schlaganfélle durch Zellazidose
gekennzeichnet sind oder sogar verursacht werden. Das
Wissen um DNA-Reperaturmechanismen bei niedrigen pH-
Werten im Allgemeinen und die auBerordentlichen Fahig-
keiten von Enzymen wie LigFa im Speziellen konnten somit
letztendlich zur Entwicklung neuer Medikamente fiihren,
die DNA-Schéden und damit verbundene Krankheiten durch
zytoplasmatische Ansduerung heilen.

Betrachtet man die aussergewohnlichen Eigenschaften

der LigFa, so stellt sich die Frage, ob die DNA-Ligasen von
phylogenetisch verwandten Mikroorganismen und/oder
acidophilen Habitatnachbarn von Ferroplasma Ahnlichkeiten
zur LigFa aufweisen. Aus diesem Grund wurden die DNA-
Ligasen der hyperacidophilen Mikroorganismen Thermo-
plasma acidophilum und Picrophilus torridus (den néchsten
phylogenetischen Verwandten von Ferroplasma), Sulfolobus
acidocaldarius (einem Archaeum aus dem Stamm der Crenar-
chaeota, welches metall- und schwefelhaltige, heisse, saure
Habitate bewohnt) sowie Acidithiobacillus ferrooxidans (ei-
nem eisenoxidierenden Bakterium, welches nahezu dieselbe
okologische Nische wie Ferroplasma bewohnt) isoliert und
charakterisiert. Im Gegensatz zur LigFa zeigten die DNA-
Ligasen aller oben genannten Mikroorganismen gewohnliche
Charakteristika der DNA-Ligasen: keine niedrigen pH-Optima
(jeweils im neutralen Bereich), kein Eiseninhalt und eine
strikte Abhangigkeit von Mg oder K fiir die Katalyse. Somit
bleibt LigFa bislang einzigartig und ein Musterbeispiel fiir
einen neuartigen Typus von DNA-Ligase. Weitere dieser neu-
artigen Enzyme warten nur auf ihre Entdeckung und werden
voraussichtlich nicht nur neue Einblicke in die Biologie der
Extremophilen bieten sondern auch interessante Anwendun-
gen in Medizin und Biotechnologie finden.

AbschlieBende Bemerkungen Alles in allem stellt
Ferroplasma acidiphilum eine bis dato einzigartige Le-
bensform dar, deren zellulare Stoffwechselmaschinerie
von Eisen-Metalloproteinen dominiert wird, die wiederum
ungewohnlich niedrige pH-Opitma aufweisen. Da Fa nur
sehr langsam wachst und keine Einzelkolonien auf Agarme-
dien bildet, ist die Durchfiihrung von physiologischen und
genetischen Experimenten weitestgehend unmoglich. Viele
der hier beschriebenen Studien beinhalten Proteine, die in
E.coli exprimiert wurden. Auch weiterfiihrende Arbeiten
sind letztlich auf dieses molekularbiologische ,Arbeitstier”
angewiesen. Dennoch eroffnet die kiirzlich am HZI durchge-
fithrte Genomsequenzierung die Moglichkeit, die Physiologie
und Biochemie dieses hochinteressanten Organismus mittels
Jfunctional genomics“ genauer zu untersuchen. Kiirzlich
isolierte ferroplasmaartige Mikroorganismen ermoglichen
dariiber hinaus festzustellen, wie einzigartig dieser Orga-
nismus in Wirklichkeit ist und wie er sich im Verhaltnis zu
seinen Verwandten entwickelt hat.

Die Untersuchung von Ferroplasma und verwandten
Organismen hat unser Verstandnis fiir die Physiologie und
Biochemie acidophiler Schwefel- und Eisenoxidierer bereits
erheblich erweitert. Ferroplasma ist unzweifelhaft eine

»Schatzkiste voller acidophiler und sduretoleranter Enzyme
fiir breit gefacherte biotechnologische Anwendungen.

Danksagungen Herrn Dr. Christoph Gertler wird fiir seine
Unterstiitzung bei der Ubersetzung des Manuskripts ins
Deutsche gedankt.
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Die Strukturbiologie liefert als eine der Schlisseldisziplinen der modernen Biologie detaillierte Informationen tber Biomakro-
molekiile und deren dreidimensionale Struktur. Die auf diese Art gewonnenen Strukturdaten sind wichtig, um die molekularen
Prinzipien und Interaktionen zu verstehen, welche die Grundlage fir in den Zellen und Organismen ablaufende physiologische und

pathologische Prozesse bilden.

Die Forschungstatigkeit des Bereichs Strukturbiologie am HZI konzentriert sich im Wesentlichen auf die Strukturaufklérung von
Proteinen, welche bei Infektionsvorgangen eine zentrale Rolle spielen. Zu den angewandten Techniken gehdrt neben der Réntgen-
kristallographie auch die Kernmagnetresonanz-Spektroskopie (NMR). Von besonderem Interesse ist die Untersuchung der Inter-
aktionen des mikrobiellen Pathogens mit seinem Wirtsorganismus auf molekularer Ebene. Ziel ist es, herausfinden, wie einzelne
mikrobielle Pathogenitatsfaktoren zielgerichtet mit den entsprechenden Wirtszellrezeptoren interagieren und wie diese Wechsel-
wirkungen zellulire Prozesse ausldsen, die fiir das Uberleben und die Ausbreitung des Pathogens und somit fiir die Schadigung des

Wirts von zentraler Bedeutung sind.

Seit einigen Jahren konzentrieren wir uns auf eine bestimmte Familie von Proteinen, die sogenannten Internaline aus dem human-
pathogenen Bakterium Listeria monocytogenes. Durch die Erforschung des komplizierten Wechselspiels zwischen den einzelnen
Mitgliedern dieser Familie von Invasionsproteinen und ihrer humanen Rezeptoren auf atomarer Ebene gelang uns erstmals eine sehr
prazise Beschreibung dieser Proteinkomplexe. Basierend auf diesen Daten konnten wir neue Strategien und Werkzeuge entwickeln,

um die bakterielle Adhdsion und Invasion sowie die beteiligten Rezeptorsignalwege im menschlichen Organismus besser zu verstehen.

Einleitung Der Bereich Strukturbiologie (SB) am HZI ist
fir die Erreichung seines Hauptziels — die Aufklarung

der dreidimensionalen Strukturen der Proteine, die an
Infektionsprozessen beteiligt sind — optimal ausgestattet.
Einer der Forschungsschwerpunkte des Bereichs ist die
Untersuchung der bakteriellen Adhdsion und Invasion. Zu
den weiteren Themen gehdren das Uberleben der Bakterien
in der Wirtszelle, die virale Reifung und die Bildung von
physiologischen und pathologischen Amyloidfibrillen.

Pathogene Mikroorganismen produzieren typischerweise
spezifische Molekiile, sogenannte Virulenzfaktoren, die

im Verlaufe der Infektion in der Lage sind, physiologische
Prozesse der Wirtszelle zu unterminieren. Die Virulenzfak-
toren, die im Wesentlichen Proteine darstellen, modifizie-
ren, lenken, unterdriicken oder ahmen einzelne Wirtszell-
vorgdnge oder vollstindige Signalkaskaden nach, um dem
eindringenden Pathogen Vorteile zu verschaffen. Durch
Einsatz einer begrenzten Anzahl von wirtsspezifischen
Virulenzfaktoren ist das Pathogen oftmals in der Lage, sich
an bestimmte Zellen des Wirts anzuhaften, dort einzudrin-

gen und sich innerhalb des Wirtszellgewebes systemisch
zu verbreiten, was zur Erkrankung oder gar zum Tode des
Wirtsorganismus fiihren kann.

Das Hauptziel von SB ist die Aufklarung der Strukturen
von mikrobiellen Virulenzfaktoren verschiedener Patho-
gene, idealerweise im Komplex mit den entsprechenden
Wirtszellenrezeptoren. Die Kenntnis der Strukturen dieser
Proteine und Proteinkomplexe ermoglicht nicht nur einen
Einblick in die molekularen Mechanismen der Infektion,
sondern bildet auch die Grundlage fiir die Entwicklung von
Kleinmolekiilen, die gezielt in diese Vorgdnge eingreifen
und damit moglicherweise den Weg zu neuartigen patho-
gen-spezifischen Antibiotika ebnen.

Sehen heiBt verstehen: von Kristallen zur atomaren
Struktur Die Urspriinge der modernen Rontgenkristallo-
graphie gehen auf die Entdeckung der Rontgenstrahlen vor
mehr als hundert Jahren und auf die Erkenntnis zurtck,
dass ein Kristall mit dieser Strahlung nach genau definierten
Regeln interagiert und diese entsprechend ablenkt. Aus den
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Abb. 1. Vom Kristall zur Struktur

Beugungsbildern kann dann die Struktur im Kristall abge-
leitet werden. Heutzutage stellt die Rontgenkristallographie
ein leistungsstarkes Verfahren dar, iiber das sich bei hoher
Auflosung die Protein- bzw. Nukleinsdurestrukturen neu
bestimmen lassen. Bevor jedoch das eigentliche Rontgen-
strahlbeugungsexperiment beginnen kann, muss das zu
untersuchende Molekiil bzw. der zu untersuchende Komplex
zunachst moglichst homogen gereinigt und anschlieBend
kristallisiert werden, wobei der Kristallisationsprozess eini-
ge Stunden bis mehrere Monate erfordern kann. Proteinkris-
talle, die in der Regel nur wenige hundert Mikrometer grof
werden konnen, werden aus iibersittigten Proteinlosungen
erhalten, denen zuvor geeignete Salze und andere Fallungs-
mittel beigemengt wurden.

Ein einzelner, typischerweise sehr fragiler Proteinkristall
wird dann in einen Rontgenstrahl iberfiihrt, der idealerwei-
se von einer leistungsfahigen Synchrotronquelle erzeugt
und wahrend der Rontgenaufnahme langsam gedreht

wird. Mit entsprechenden Detektoren werden die dadurch
erzeugten Rontgenstrahlbeugungsmuster aufgezeichnet und
elektronisch gespeichert. Die Muster werden mit speziellen
Computerprogrammen ausgewertet, wobei anhand der Daten
die Verteilung der Elektronen innerhalb der Kristalle rekons-
truiert wird. Anhand dieser Verteilung lasst sich jedes Atom
eines Proteins identifizieren sowie seine genaue Position

im Kristall ermitteln, wodurch eine vollstindige und exakte
Beschreibung der 3D-Struktur des Proteins erzeugt wird.

Der bakterielle Eindringling Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes ist ein Bakterium, das Mensch und
Tier befallen kann. Es verbreitet sich durch verunreinigte
Nahrungsmittel und ist fiir Menschen mit einem geschwéch-
ten Immunsystem, wie z. B. Neugeborene, schwangere
Frauen und dltere Menschen, besonders gefahrlich. L. mono-
cytogenes ist ein gut etabliertes Modellsystem fiir intrazellu-
lare, bakterielle Pathogene und wird haufig verwendet, um
das zelluldre Immunsystem zu untersuchen. Zahlreiche For-
schergruppen - einige von ihnen am HZI - haben iiber viele
Jahre hinweg den Infektionsweg der L. monocytogenes und
die daraufhin ausgeldoste Immunreaktion untersucht. Das
Bakterium ist in der Lage, die Darmbarriere zu iiberwinden,
die im Wesentlichen aus Darmepithel besteht. AnschlieBend
breitet es sich im Korper aus, was die Entstehung einer
Listeriose zur Folge hat, einer systemischen und oftmals
todlich verlaufenden Erkrankung. L. monocytogenes kann in
die Wirtszellen eindringen, dort iiberleben und sich dadurch
der Erkennung durch Antikorper entziehen. Tatsdchlich
verwendet das Pathogen eine bestimmte Anzahl spezifischer
Virulenzfaktoren, um gezielt Vorgange in der Wirtszelle
umzuprogrammieren. Dies fiihrt u. a. dazu, dass sich die
Wirtszelle aktiv an der Aufnahme der Bakterien beteiligt.

Bei L. monocytogenes sind zwei Proteine, die Internaline A
(InlA) und B (InlB), an der Wirtszellinvasion beteiligt. InlA
ist dabei fiir den ersten Schritt der Infektion, die Uberwin-
dung der Darmbarriere, erforderlich. Somit ist InlA ein
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Abb. 2. Infektionsprozess bei Listerien

Invasin fir Epithelzellen. InlB hingegen weist eine wesent-
lich breitere Wirtszellspezifizitdt auf und ist dadurch fir
die Ausbildung einer systemischen Infektion verantwort-
lich. Beide Proteine sind Teil einer groeren Gruppe von ent-
sprechenden Oberflichenproteinen in Listerien, die daher
auch als Internalinfamilie bezeichnet wird. Alle Mitglieder
dieser Familie haben eine zentrale Region gemeinsam, die
durch Tandemsequenzwiederholungen von 22 Aminosduren
entsteht und unter der Bezeichnung ,Leucine-rich repeats”
(LRR) bekannt ist. Diese Wiederholungen bilden eine
gekrliimmte, rohrenformige Struktur, die im Falle von InlA
und InlB auf spezifische Weise mit den Rezeptorproteinen
in der Wirtszelle interagiert. InlA erkennt das humane E-
Cadherin, ein transmembranes Protein, das normalerweise
fiir ein enges Zusammenspiel von benachbarten Zellen im
Darmepithel des Menschen zustdndig ist. InlB bindet das
menschliche Zelloberflichenprotein Met, dessen natiirliche
Aufgabe es ist, die Signale des menschlichen Hepatozyten-
Wachstumsfaktors (HGF) durch die Plasmamembran ins
Zellinnere weiterzuleiten. Der Met-vermittelte Signalweg ist
wahrend der Embryogenese und der Geweberegeneration,
aber auch der Tumormetastasierung von groBer Bedeutung.
Interessanterweise ist InlB ein fast perfekter funktioneller
Nachahmer des Wachstumsfaktors HGF, obwohl sich weder
Sequenz noch Struktur ahneln.

Ein genauerer Blick auf die Bakterieninvasion Im Jahre
2002 gelang es uns, die Kristallstruktur von InlA im Kom-
plex mit der N-Terminal-Domain (hEC1) des menschlichen
E-Cadherins zu klaren. Dadurch erhielten wir ein erstes
detailliertes Bild des Initialschritts der listeriellen Infektion
des Menschen. In dieser Komplexstruktur umgreift die
gekriimmte LRR-Doméne von InlA die kleinere hEC1-
Domain. Interessanterweise ist die Gesamtaffinitiat von
InlA gegeniiber E-Cadherin trotz der vielen direkten und
wasservermittelten Interaktionen, die die beiden Proteine
miteinander verbinden, iiberraschend schwach. Auf Basis
der Komplexstruktur konnte auch auf molekularer Ebene
geklart werden, warum L. monocytogenes auBler Stande ist,
Méuse iiber die orale bzw. intestinale Route zu infizieren.
Diese Frage hat viele Experten auf dem Gebiet jahrelang
beschaftigt. Die Forscher sahen sich schlieBlich gezwungen,
Bakterien intravends zu injizieren, um die menschliche
Listeriose bei Médusen zu simulieren. Eine intravendse
Injektion von Bakterien stellt jedoch ein nur unzureichendes
Modell der menschlichen Listeriose dar, da mit diesem Mo-
dell lediglich die allerletzte Phase der Krankheit nachgebil-
det werden kann. Der Grund fiir die Speziesspezifitat von L.
monocytogenes ldsst sich an der Aminosdure an der Position
16 des E-Cadherins festmachen. Das menschliche Protein
hat ein Prolin an dieser Position, das {iber eine hydrophobe
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Tasche sehr gut auf der konkaven Seite der LRR-Doméne
von InlA eingebettet wird. Beim E-Cadherin in Mdusen hin-
gegen befindet sich dort anstelle des kleinen, hydrophobi-
schen Prolins ein ldngeres, negativ geladenes Glutamat, das
sowohl sterisch wie auch elektrostatisch eine AbstoBung
zwischen beiden Proteinen verursacht und dadurch eine
Interaktion verhindert.

Die Struktur von InlB im Komplex mit der extrazellularen
Domain des menschlichen Rezeptors Met konnten wir

im Jahre 2007 aufkldren. Einige Analogien zum InlA/E-
Cadherin Komplex sind offensichtlich, jedoch sind die Art
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und Weise der Interaktion und Aktivierung bei beiden
Komplexen vollkommen unterschiedlich. Sowohl InlB wie
auch InlA binden den Rezeptor vorrangig iiber die konkave
Seite der gekriimmten LRR-Doméne. Der extrazelluldre
Teil von Met besteht aus insgesamt sechs Doménen, wobei
diejenige Domadne, die von InlB erkannt wird, eine kleine
B-Sandwich-Doméne darstellt, welche vergleichbar mit der
hEC1-Doméne des E-Cadherins ist. Wahrend jedoch die Be-
riihrungsflache zwischen InlB und Met nicht einmal halb so
groB ist wie diejenige beim InlA/E-Cadherin-Komplex, ist
der InlB/Met-Komplex um drei GroBenordnungen stirker.
Wihrend der Bindung an Met wechselwirkt InlB spezifisch

a)

InlA E-Cadherin

Abb. 3. Strukturen der Komplexe zwischen a) InlA/E-Cadherin und b) InlB/Met. Kleine Abbs innen: Kristalle der Komplexe

Listeria

Abb. 4. Schematische Ansicht der von InlA- und InlB-veranlassten Interaktionen zwischen Listerien und Humanzellen
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mit zwei von sechs Doménen des extrazelluldren Teils des
Rezeptors. Dies fiihrt zu einer Anderung der Konformation
des extrazelluldren Teils von Met und damit verbunden zu
einer Aktivierung des Rezeptors. Durch den Vergleich der
Interaktionen zwischen Met und InlB mit denen von Met
und seinem natiirlichen Liganden HGF wird offensichtlich,
dass es unterschiedliche Met-Bindungsstellen fiir InlB und
HGF gibt und der Rezeptor somit auf sehr unterschiedliche
Weise aktiviert werden kann.

Von Méausen und Menschen Die unerwartet schwache
Affinitit des InlA gegentiber dem menschlichen E-Cadherin
veranlasste uns, zu untersuchen, ob sich die Interaktion
zwischen den beiden Proteinen durch Substitution einzelner
Aminosauren in InlA auf der dem E-Cadherin zugewandten
Seite verstarken lésst. Eine detaillierte Analyse der Beriih-
rungsflache gab Hinweise auf vier mogliche Reste, die den in-
termolekularen Kontakt verstarken konnten, wenn sie durch
besser passende Aminosduren ersetzt wiirden. Durch die
Kombination zweier solcher Substitutionen (Serin192 gegen
Asparagin und Tyrosin369 gegen Serin) konnte tatsdachlich
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die Affinitat beider Proteine zueinander um mehr als drei
GroBenordnungen erhoht werden.

Vielleicht noch erstaunlicher war die Beobachtung, dass

die Affinitdt dieser InlA-Variante (mit InlIA™ bezeichnet)
gegeniiber der N-Terminal-Doméne des E-Cadherins (mEC1)
bei Mdusen vergleichbar zur Affinitdt des InlA-Wildtyppro-
teins zum humanen E-Cadherin ist. Die Kristallstruktur des
Komplexes aus InlA™ und mEC1 zeigte, dass das ungiinstige
Glutamat an der Position 16 von mEC1 (das einen engeren
Kontakt mit InlA verhindert, siehe oben) durch die beiden
zusétzlichen Kontaktstellen zwischen beiden Proteinen wirk-
sam kompensiert werden konnte.

AnschlieBend haben wir das Gen inlA des Wildtyp-Bak-
teriums L. monocytogenes EGDe durch das entsprechend
modifizierte Gen inlA™ ersetzt, um einen veranderten Bak-
terienstamm mit der Bezeichnung Lmo-InlA™ zu erzeugen.
Dieser Stamm zeichnet sich durch eine erhohte Adhasion
und eine verstarkte Aufnahme in die menschliche Epithel-
zelllinie aus - jedoch nur um den Faktor zwei. Eine hohere
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Abb. 5. Studien zur Mausinfektion mit InlA™. A) Der Listerienstamm, der die Mutante InlA (Lmo-InlAm) trdgt, zeigte eine drastische
Zunahme in der Mauslethalitét, wenn er mit dem Wildstamm von Listeria (Lmo-EGD) verglichen wurde, B) Uberwindung der Spezies
Barriere durch rationales Proteindesign, C) Eine Lmo-InlAm Infektion fiihrt zu einer starken Zerstorung des Darmepitheliums.
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Bindungsaffinitdt fiihrt somit nicht automatisch zu einer
hoheren Infektiositét. Der neu generierte Bakterienstamm ist
somit nicht signifikant infektidser fiir den Menschen als der
Wildtypstamm. Von weitaus groBerem Interesse ist jedoch
die Tatsache, dass dieser Stamm nun in der Lage ist, Mduse
zu infizieren, wenn die Bakterien oral bzw. intestinal verab-
reicht werden. Durch Modifizierung bzw. »Anpassung an die
Maus« haben wir somit ein Kleintiermodellsystem mit einem
breiten Anwendungsbereich zur Erforschung der beim Men-
schen vorkommenden Listeriose geschaffen. Die strukturo-
rientierte Einfithrung von lediglich zwei Mutationen in das
Gen, das fiir das Protein InlA kodiert, ist damit ausreichend,
um den Wirtsbereich des menschlichen Pathogens L. mono-
cytogenes auf die Maus zu erweitern. Hier ist das erste Mal
ein derartiges Verfahren erfolgreich durchgefiihrt worden.
Dieses erfolgreiche Experiment ist auch ein Beleg fiir das
auBergewohnliche Potenzial der Strukturbiologie, das weit
tiber die einfache Bestimmung von biomolekularen Struktu-
ren hinaus geht.

Neue Werkzeuge fiir die Untersuchung der Rezeptor-
signalwege Aus der Kristallstruktur des InlB/Met-
Komplexes (siehe oben) allein war noch nicht ersichtlich,
ob der Rezeptor durch Dimerisation, einem gewohnlichen
Aktivierungsmechanismus, der zuvor bereits fiir eine Reihe
anderer Wachstumsfaktorrezeptoren nachgewiesen worden

war, aktiviert wird. Dieses Szenario wiirde die Ausbildung
eines Komplexes aus zwei InlB-Molekiilen und zwei Met-
Molekiilen erfordern. In einer zweiten Kristallform des
InlB/Met-Komplexes wurde eine Anordnung beobachtet,
bei der die InIB-Molekiile zwischen Kopf- und Schwanzen-
de tiber die konvexe Seite ihrer LRR-Domédne dimerisiert
waren. Dadurch entsteht ein physiologisch plausibler Met/
In1B/InlB/Met-Komplex, in dem die C-Termini der Met-Mo-
lekiile in dieselbe Richtung, namlich physiologisch sinnvoll
zur Zellmembran zeigen. Dabei fallt auf, dass diese dimere
InlB-Anordnung auch in mehreren verschiedenen Kristall-
formen des isolierten InIB-Proteins vorhanden ist. Bei einer
genaueren Analyse des InIB-Dimerinterfaces stellte sich
heraus, dass zwischen den beiden InIB-Monomeren zwar
schwache, aber spezifische Interaktionen bestehen.

Zur Bestatigung der potenziellen Bedeutung einer InlB-ver-
mittelten Dimerisation fiir die Aktivierung des Met wurden
zwei InlB-Molekiile durch die Einfiihrung von reaktiven
Cysteinresten auf der konvexen Seite der LRR-Doméne
kovalent miteinander verbriickt, so dass ein kiinstliches
Dimer entstand, was den in den Kristallen beobachteten
InlB-Dimeren nahezu entsprach. Bemerkenswerterweise
verursacht das daraus entstehende, konstitutive InIB-Dimer
eine deutliche Aktivierung von Met und tibertrifft damit
sogar den natiirlichen Met-Liganden HGF. Diese Ergebnisse

Abb. 6. Kiinstliche Dimerisierung von InlB um das Met-Signal in der Gastzelle zu studieren. A) Verbindung von zwei InlB-Molekiilen
durch intermolekulare Disulfidbriicken (InlB_CD), B) Struktur des dimeren InlB/Met-Komplexes, C) Inlb_CD fiihrt zu einer Zellstreu-

ung als Ergebnis der Met-Aktivierung durch die Dimerisierung
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belegen nicht nur, dass das Met durch InlB-vermittelte Di-
merisation aktiviert werden kann, sondern stellen auch ein
elegantes “molekulares Werkzeug» zur Untersuchung des
zellularen Met-Signalwegs dar, der bei der Gewebsregenera-
tion und Krebs eine entscheidende Rolle spielt.

Zusammenfassung Die Strukturanalysen von InlA und
InlB im Komplex mit ihren menschlichen Rezeptoren liefern
nicht nur eine genaue Beschreibung (d.h. bei atomarer Auf-
Iosung) der ersten Schritte der Adhédsion und Invasion der
Listerien, sondern ermoglichen auch neuartige funktionelle
Anwendungen auf der Grundlage strukturorientierten Pro-
teindesigns. Wie gezeigt konnten wir InlA-Varianten und
nachfolgend einen Mutantenstamm der L. monocytogenes
erzeugen, der zur Untersuchung der Invasion der Listerien
unter Verwendung eines bereits seit langem erwarteten
experimentellen Mausmodells genutzt werden kann. Die
kiinstlich miteinander vernetzten dimeren InlB-Varianten
konnen andererseits zur Erforschung der Signalvorgange
des Met-Rezeptors bei physiologischen (d.h. Wundheilung
und Gewebsregeneration) und pathologischen Prozessen
(d.h. Krebsmetastasierung) verwendet werden.
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Infektionen verursachen weltweit ein Drittel aller krankheitsbedingten Todesfélle. Obwohl eine verbesserte Hygiene und die
Verfligbarkeit von Antibiotika und Impfstoffen in den letzten Jahrzehnten dazu gefiihrt haben, dass solche Krankheiten immer
seltener ausbrechen, stehen wir heute vor dem Problem, dass viele Infektionskrankheiten nicht nur gegen Medikamente
resistent werden, sondern auch wieder auftreten. Der weltweite Tourismus und der globale Austausch von Waren haben zu
Epidemien von bis dato unbekannten Krankheiten gefiihrt, deutlich zu zeigen am Beispiel der neuartigen zoonotischen Infektionen,
wie z.B. HIV, SARS und Vogelgrippe. Zudem haben sich Infektionskrankheiten, die als ausgerottet galten, wie z.B. die Tuber-

kulose, erneut zu einer weltweiten Gefahr entwickelt.

In den Industrielandern ist die Bekampfung von Infektionskrankheiten aufgrund der modernen High-Tech-Medizin zu einer
groBen Herausforderung geworden: Patienten, bei denen Transplantationen vorgenommen wurden oder die auf Intensivstationen
behandelt werden, sind infolge einer immunsuppressiven Medikation duBerst anféllig gegenlber opportunistischen Infektionen.
AuBerdem bilden sich standig neue Resistenzen heraus, welche die Aussicht auf erfolgreiche Behandlung nicht nur akuter
Krankheiten sondern auch chronischer und hartnackiger Infektionen deutlich verschlechtern. Diese Situation verdeutlicht, wie
dringend neue Strategien fiir die Diagnose, Pravention und Behandlung von Infektionskrankheiten entwickelt werden missen.
Daher ist es unbedingt erforderlich, dass sich die Grundlagenforschung, die sich mit den bei der Infektion ablaufenden Vor-
gangen befasst, schwerpunktméaBig auf die Mechanismen konzentriert, die den Pathogen-/Wirt-Interaktionen zugrunde liegen.
Um neue innovative Impfstoffe entwickeln zu kénnen, miissen wir untersuchen, wie das Immunsystem des Wirts auf die
Invasion eines Pathogens reagiert und wie eine Immunreaktion ausgeldst wird. Nicht zuletzt missen wir verstehen lernen,
welchen Einfluss die Umgebung, wie z.B. die Nahrung und die pathogenen Reservoirs, auf den Verlauf einer Infektion und die

Abwehr der Krankheitserreger hat.

Opportunistische Infektionen sind nicht nur fir immungeschwachte Patienten ein ernst zu nehmendes Problem, sondern generell
auch eine Gefahr fiir dltere Menschen. Trotz dieser bedrohlichen Entwicklung stehen die Chancen fir die Etablierung neuer
diagnostischer und effizienter therapeutischer Strategien sehr gut. Die systematische Genomanalyse liefert Informationen iiber
potenzielle Medikamenten-Zielstrukturen, die bei der Entwicklung neuer Antibiotika Hilfestellung leisten. Ein besseres Ver-
standnis der Funktionen einzelner Stoffe bildet zusammen mit dem Wissen iiber die Interaktionen von mikrobiellen Faktoren bei
Wirtszellgenen eine ausgezeichnete Grundlage fir das zielgerichtete Design chemotherapeutischer Strategien gegen mikrobielle
Pathogene. Die funktionelle Genomanalyse liefert zudem Erkenntnisse tiber die molekulare Basis von Immunreaktionen sowie

die genetische Suszeptibilitat und Resistenz gegenuber Infektionskrankheiten.

Das zunehmende Wissen lber die molekularen und zelluldren Komponenten des Immunsystems hat uns neue Mdglichkeiten
flr klinische Eingriffe eréffnet. Sie ermoglichen Immuntherapien tber die Prophylaxe hinaus sowie therapeutische MaBnahmen.
Heute geht unser Wissen iber Immunitat weit liber die Erkenntnisse beziiglich der Schutzfunktion gegen Infektionskrankheiten

hinaus. Wir wissen, dass das Immunsystem den Wirt nicht nur gegen Mikroorganismen schiitzt, sondern dass es auch darauf



WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Infektion und Immunitét 55

spezialisiert ist, verdnderte Zellantigene zu Uberwachen und aufzusplren, sowie schadliche Verdnderungen in Kérpergeweben
und -organen zu erkennen und zu beseitigen. Dennoch sind die genauen Mechanismen, durch die das Immunsystem von ver-
schiedenen Mikroorganismen dauerhaft unterminiert wird - wodurch latente und chronische Infektionen auftreten - noch nicht

in vollem Umfang erforscht.

Die Forschungsprogramme des Helmholtz-Zentrums fir Infektionsforschung im Bereich Infektion und Immunitét bauen auf der
Grundlagenforschung im Bereich Infektionskrankheiten und Immunitét auf. An der Schnittstelle dieser beiden Bereiche erwarten
wir das groBte Entwicklungspotenzial fiir neue Substanzen und Strategien zur Prévention und Behandlung von Krankheiten.

Das Hauptziel des Programms besteht darin, die der Ausbildung von Infektionskrankheiten zugrundeliegenden Mechanismen

zu verstehen. Dazu sind Grundlagenforschung an Modellorganismen und ihrer Pathogenitat sowie eine genaue Analyse des
Immunitatsmechanismus erforderlich. Unser Ziel ist das Verstandnis der molekularen und zelluldren Vorgéange, die wahrend
einer Infektion auftreten, der Mechanismen, auf deren Grundlage bestimmte Mikroorganismen eine Krankheit ausldsen, sowie
der Grundprinzipien der Abwehrmechanismen, die der Wirt anwendet, um Infektionen zu widerstehen bzw. diese unter Kontrolle zu
halten. Dieses Wissen wird dann verwendet, um neue Strategien und Werkzeuge zur Behandlung und Verhinderung von Infek-

tionskrankheiten zu entwickeln.

Themen des Forschungsprogramms

Wurmerkrankungen * Mikroorganismen
154.000

Tuberkulose Malaria
1,66 Mio 1,1 Mio

Keuchhusten . Pathogenese
296.000
Tetanus P s
309.000 e Entziindung und Immunitét
Atemwegs-
infektionen Masern

395 Mo 777.000 * Prévention und Therapie

Hepatitis
825.000

Darminfektion
ca. 2,12 Mio

AIDS/HIV
2,95 Mio

Infektionskrankheiten weltweit: Todesflle pro Jahr
Quelle: PathoGenoMik Report 2003
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01 Mikrobielle Pathogenitat

THEMENSPRECHER | Prof. Dr. G. Singh Chhatwal | Abteilung fiir Medizinische Mikrobiologie | gsc@helmholtz-hzi.de

Trotz der Verfligbarkeit einer groBen Anzahl von Antibiotika und antiviralen Wirkstoffen steigt die Belastung durch Infektions-
krankheiten kontinuierlich und beeintrachtigt die Errungenschaften der medizinischen Versorgung. Aufgrund der fortgeschrittenen
medizinischen Methoden treten chronisch persistente Infektionen immer 6fter zutage und stellen eine Hauptherausforderung
flr die Mediziner dar. Darlber hinaus sind die zunehmenden Resistenzen der Erreger gegen Antibiotika ein weiterer Grund zur
Besorgnis. Besonders in Krankenhdusern werden haufig multi- und panresistente Pathogene identifiziert. Wegen der damit ein-
hergehenden Abnahme der therapeutischen Méglichkeiten ist die Entwicklung alternativer Behandlungsstrategien dringend
erforderlich. Um diese Herausforderungen meistern zu konnen, ist ein detailliertes Wissen lber die Pathogenitatsmechanismen
von groBter Bedeutung. Adhérenz, Invasion, intrazelluldres Uberleben, Umgehung der Immunantwort und Persistenz in Biofilmen
sind nur einige der Strategien, die von Mikroorganismen zur Etablierung der Infektion im Wirt angewendet werden. Ein weiteres
Problem ist die Diversitét vieler infektioser Organismen. Viele bakterielle und virale Spezies habe hunderte von verschiedenen
Serotypen mit hoher Antigenvariation, die die Entwicklung effektiver Therapien erschwert. Deshalb muss ein multidisziplindrer

Ansatz angewendet werden, um die Pathogenitdtsmechanismen von Mikroorganismen umfassend zu verstehen.

Hauptziel dieses Themenbereichs ist eine in die Tiefe gehende Studie der Biologie pathogener Mikroorganismen und ihrer Inter-

aktionen mit der Wirtszelle. Er beinhaltet folgende Forschungsthemen:

Untersuchung der Wirt-Pathogen-Interaktionen auf molekularer und zelluldrer Ebene

Im Laufe ihrer Co-Evolution mit dem Wirt haben pathogene Bakterien ausgekliigelte Mechanismen entwickelt, um Wirtszellen
und das Immunsystem fiir ihre Zwecke zu nutzen. Intrazelluldres Uberleben, Dissemination im Wirt und Pathogenpersistenz
erfordern eine komplexe Serie von Interaktionen mit der Wirtszelle. Ein primares Ziel ist das Zytoskelett, das an zahlreichen
zelluldren Funktionen und Prozessen, die von der intrinsischen Dynamik seiner Komponenten, insbesondere dem Aktinsystem,
abhéngen, beteiligt ist. Eine groBe Anzahl aktinbindender Proteine, welche die dynamische Reorganisation des Zytoskeletts
regulieren, sind beschrieben. Dieser Forschungsbereich befasst sich mit der Aufkarung exakter Signalwege und Prinzipien der
Kontrolle der Aktinpolymerisation. Wahrend der zerstdrerische Eingriff in das Aktinsystem durch Pathogene schon lange Gegen-
stand des Interesses ist, ist die Beteiligung des dynamischen mikrotubuldren Systems zur bakteriellen Pathogenitéat als ein auf-

strebendes neues und wichtiges Gebiet der Infektionsforschung Bestandteil dieses Topics.

Analyse der Biofilmbildung und ihre Regulation

Die Biofilmbildung durch Bakteriengesellschaften stellt einen wichtigen Prozess in vielen Infektionskrankheiten dar. Biofilme
kdnnen sich in verschiedenen Organen wie der Lunge, der Mundhd&hle, der Harnblase, den Herzklappen sowie an verschiedenen
Implantaten entwickeln. Mikroben in Biofilmen sind oft wiederstandsféhig gegen die Wirkung von Antiinfektiva und nicht zugang-
lich fiir das Immunsystem des Wirtes. Dies fiihrt zu chronischen und potenziell lebensbedrohlichen klinischen Manifestationen.
In diesem Forschungsgebiet liegt der Fokus auf der Rolle der Biofilmbildung und bakteriellen Kommunikation in chronischen In-
fektionen mit Pseudomonas aeruginosa. Dieses Topic behandelt auch die Rolle des Quorum Sensing in der Biofilmbildung durch

Oralstreptokokken.
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Identifikation neuer Virulenzfaktoren pathogener Bakterien

Pathogene Mikroorganismen produzieren eine Vielfalt von Virulenzfaktoren mit diversen Funktionen in Prozessen wie Adhéarenz,
Invasion, intrazellulirem Uberleben, Umgehung der Immunantwort und bakterieller Kommunikation. Ihre funktionelle Charakteri-
sierung wird nicht nur zum Verstandnis der Pathogenitat beitragen, sondern auch aussichtsreiche Kandidaten fir die Entwicklung
von Impfstoffen, Diagnostika und neuen Therapeutika identifizieren. Fibronektin, Kollagen und Plasminogen sind wichtige Bestand-
teile der extrazelluldaren Matrix und bekannt dafir, direkt an Wirt-Pathogen-Interaktionen beteiligt zu sein. Fibronektin-bindende
Proteine pathogener Bakterien sind wichtige Faktoren in Adhirenz, Invasion und intrazelluldrem Uberleben. Kollagenbindung an
Bakterien spielt eine Rolle in bestimmten Autoimmunmanifestationen, und die durch bakterielle Proteine induzierte Aktivierung
von Plasminogen ist ausschlaggebend in der Gewebsinvasion. Der Hauptfokus dieses Forschungsfeldes liegt auf den Virulenz-

faktoren von Streptokokken, insbesondere denen, die mit extrazellularen Matrixkomponenten interagieren.

Analyse bakterieller Virulenz mittels Proteomics

Der Modellorganismus Listeria monocytogenes wird in diesem Forschungsthema genutzt, um die zeitliche und raumliche Dynamik
von Wirt-Pathogen-Interaktionen auf Proteinebene aufzuklaren. Speziell wird das Effektor-vermittelte Wirtszellsignalling mittels
qualitativer Phosphokinomanalye studiert. Weil das Voranschreiten vom ersten Erwerb von P. aeruginosa bis zur nachhaltigen
Kolonisierung der Lunge von Patienten mit Zystischer Fibrose (CF) direkt mit der Uberlebensrate korreliert, wird in Kooperation
mit der Ambulanz der Medizinischen Hochschule Hannover ein hochsensitiver Immunoproteom-Workflow zur Identifizierung
diagnostischer und prognostischer antigener Marker etabliert. Des Weiteren untersucht das Projekt Signaltransduktionsprozesse,

die fiir das bakterielle Pathogen P. aeruginosa und Epithelzellen von CF-Patienten spezifisch sind.

Strukturelle Analyse von Proteinen, die an Wirt-Pathogen-Interaktionen beteiligt sind

Die Aufklarung von Wirt-Pathogen-Interaktionen unter atomarer Aufldsung liefert mechanistische Einsichten, die der Entwicklung
neuer Ansatze zum Eingriff in den Infektionsprozess dienen. Die 3D-Strukturen mikrobieller Virulenzfaktoren und - wenn bekannt -
ihrer Komplexe mit Wirtszellinteraktionspartnern und Rezeptoren werden mit Hilfe der etablierten Techniken der Rontgenkristallo-
graphie und der NMR-Spektroskopie mit hoher Auflésung bestimmt. Der Hauptschwerpunkt liegt auf Virulenzfaktoren, die zu
mikrobieller Adhdarenz und Invasion und zum Umbau des Wirtszellzytoskeletts beitragen, sowie auf Komponenten und Effektoren

von Type-Ill-Sekretionssystemen, Schliissel-Genregulatoren mikrobieller Virulenz und Hdm- und Eisenaufnahmesystemen.

Die oben genannten Forschungsfelder werden von einem multidisziplindren Team aus 14 Wissenschaftlern auf Projektebene
bearbeitet. Diese Wissenschaftler gehdren zu verschiedenen Abteilungen und Forschungsgruppen des HZI und bringen eine
breitgefdacherte Expertise mit. Die Hohepunkte der auf Projektebene gewonnenen Ergebnisse sind in den folgenden Projekt-

berichten beschrieben.
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Charakteristisch fiir viele pathogene Mikroorganismen ist
die Nutzung sogenannter Virulenzfaktoren, um gezielt die
Kontrolle tiber bestimmte Wirtszellenvorgiange wéahrend der
Infektion zu erlangen. Ziel dieses Projektes ist die Struktur-
analyse mikrobieller Virulenzproteine {iber Rontgenkristallo-
graphie bzw. Kernmagnetresonanzspektroskopie (NMR), um
moglichst genau zu verstehen, wie diese Proteine wahrend
der Infektion mit ihren Wirtszellrezeptoren wechselwirken.
Die auf diese Weise erhaltenen Komplexstrukturen sollten
auch den Weg zu neuen Strategien zur Therapierung mikro-
bieller Infektionskrankheiten eroffnen.

Rezeptor-Tyrosinkinase Signalwege und Bakterieninvasion
Das Bakterium Listeria monocytogenes ist ein Lebensmittelpa-
thogen, das in Neugeborenen, dlteren Menschen und anderen
immungeschwachten Individuen die sogenannte Listeriose,
eine systemische Krankheit mit einer hohen Mortalitdtsrate,
auslosen kann. Die einzigartige Fahigkeit des invasiven Bak-
teriums die verschiedenen natiirlichen Wirtszellenbarrieren
zu iiberwinden, hdngt im Wesentlichen von zwei Invasions-
proteinen ab: den Internalinen A und B (InIB), die sich auf der
Bakterienoberfldche befinden. InIB interagiert dabei spezifisch
mit der Rezeptor-Tyrosinkinase Met, um die Aufnahme des
Bakteriums zu erzwingen. Met ist der endogene Zellrezeptor
fiir den Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), wodurch ihm
eine wichtige Rolle beim Zellwachstum, bei der Zellmigration
und der Krebsmetastasierung zukommt. Die von uns kiirzlich
aufgeklarte Kristallstruktur des Komplexes aus InIB und

Met (Abb. 1) zeigt erstmals bei atomarer Auflosung, wie das
bakterielle Protein den Met-Signalweg nutzt. InIB ermoglicht
eine Met-Oligomerisation und damit eine Rezeptoraktivierung,
indem es die flexible Ektodomain des Rezeptors zur Einnahme
einer starren Konformation zwingt. Obwohl InIB ein funktio-
nelles Abbild von HGF darstellt, interagiert es mit Met auf vol-
lig andere Art und Weise, was dessen Promiskuitat gegeniiber
verschiedenen Proteinliganden demonstriert.

Die exakte Nadellange des Typ IlI-Sekretionssystems
Gram-negative pathogene Bakterien, wie beispielsweise der

Abb. 1. Struktur des InlB-Met-Komplexes. Die Met-Domdinen
sind als Oberfldchenraster (gelb bis rot) und die InlB-Domdinen
als Diagramm (griin bis blau) dargestellt.

Pest-verursachende Erreger Yersinia pestis, verfiigen iiber
ein sogenanntes Typ III-Sekretionssystem (T3SS) oder Injek-
tisom, eine nadeldhnliche Proteinmaschine, welche wiahrend
der Infektion die Ubertragung von Virulenzfaktoren durch
die Wirtszellmembran ermdglicht. Das Innenmembranprotein
YscU ist wichtig fiir den Aufbau des Injektisoms von Yersinia
enterocolitica und erfahrt wihrend dieses Prozesses eine
ungewohnliche Autoproteolyse an einem konservierten
Tetrapeptid-Sequenzmotiv. Mutationen an diesem Motiv ver-
hindern die Autoproteolyse und fiihren zur Einstellung des
Proteinexports und zur Entstehung ldngerer Nadelphdnotypen.
Anhand der Struktur einer ungespaltenen YscU-Variante
(Abb. 2) wird erkennbar, wie das Protein seine Selbstspaltung
katalysiert, indem es fiir eine optimale Reaktionsgeometrie
fiir den nukleophilen Angriff einer reaktiven Asparagin-
Seitenkette auf die zu spaltende Peptidbindung sorgt.

Strukturvergleiche an viralen Virulenzfaktoren Mit NMR
wurde die Struktur des Pferdeandmievirus Gag-Proteins

p9 ermittelt, um sie mit der Struktur des humanen HIV-1
p6 zu vergleichen. Die Strukturunterschiede liegen in den
sogenannten ,Late-Domain“-Motiven, die mit den Proteinen
des fiir die Virusknospung erforderlichen endosomalen
Sorting-Komplexes interagieren. Bei Vergleichsstudien mit
den beiden synthetischen Peptidpaaren von PB1-F2, das
den Influenza-A-Virusisolaten der “Spanischen Grippe” und
der “Vogelgrippe” entspricht, wurden Strukturunterschiede
zu einigen unserer kiirzlich veroffentlichten Daten iiber das
urspriingliche H1N1-Isolat festgestellt. Solche Unterschiede
scheinen die Pathogenese der viralen und sekundaren, bak-
teriellen Pneumonie zu beeinflussen.

Abb. 2. Selbstspaltung von YscU. Die Seitenkette von ?>Asn
ist so angeordnet, dass sie den eigenen Carbonylkohlenstoff
angreifen kann.

Wiesand,U., Sorg,I., Amstutz,M., Wagner,S., van den Heuvel,]., Liihrs,T., Cornelis,G. &
Heinz,D.W.(2009) Structure of the type III secretion recognition protein YscU from
Yersinia enterocolitica. Journal of Molecular Biology 385, 854-866.
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(2007) Structure of the receptor tyrosine kinase Met in complex with the Listeria invasi-
on protein InlB. Cell 130, 235-246.

Bruns,K., Studtrucker,N., Sharma,A., Fossen,T., Mitzner,D., Eissmann,A., Tessmer,U., Henklein,P.,
Wray,V. & Schubert,U. (2007) Structural characterization and oligomerization of PB1-F2, a
pro-apoptotic influenza A virus protein. Journal of Biological Chemistry 282, 353-363.
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Die Erfolge der modernen Medizin werden zunehmend
durch opportunistische bakterielle Infektionen beeintrach-
tigt. Bei chronischen Infektionen schlieBen sich die Erreger
héufig in sogenannten Biofilmen zusammen. So sind sie
sehr wirksam vor Angriffen des Immunsystems oder vor
Antibiotika geschiitzt. AuBerdem verschafft das Leben in
der Population den Bakterien zusétzliche Mechanismen der
Anpassung, die iiber eine tibliche Reaktion auf Stresssitua-
tionen auf Einzelzellebene weit hinausgehen. Sie profitieren

dabei insbesondere von ihrer Diversitiat und von Kooperation.

Diversitit erleichtert das Uberleben Pseudomonas
aeruginosa ist der dominante pathogene Erreger der chroni-
schen Infektion der Lunge von Mukoviszidose Patienten.
Obwohl die meisten Patienten mit nur einem P. aeruginosa
Klon kolonisiert sind, finden wir verschiedene bakterielle
Morphotypen in der Lunge. Diese Diversitat scheint eine
groBe Rolle bei der Persistenz des Keims und der Ausbildung
einer chronischen Infektion zu spielen. Wir wollen die
molekularen Mechanismen aufkldren, die der Generierung
dieser Diversitat zugrunde liegen.

Mutation und Selektion - Schliissel fiir die Entstehung
von Diversitat Bei Mukoviszidose-Patienten mit einer
chronischen P. aeruginosa Infektion der Lunge finden wir
gehéduft sogenannte ,Small Colony Variants” (SCVs), die
besonders effizient Biofilme ausbilden.

Der biofilmbildende SCV Phanotyp ist charakterisiert durch
die Expression des “Chaperone Usher Pathway” (cupA)
Genklusters. CupA kodiert fiir bakterielle Fimbrien und
wird liber eine Modulation eines bakteriellen Signalmole-
kiils, des zyklischen di-GMP (c-di-GMP), reguliert. Um die
Mutationen zu identifizieren, die der Entstehung des SCV
Phéanotyps zugrunde liegen, haben wir in Zusammenarbeit
mit Affymetrix einen P. aeruginosa-Genomarray entwickelt.

Mit diesem Array sind wir durch eine vergleichende Hybri-
disierung chromosomaler DNA zweier P. aeruginosa Stam-
me in der Lage, einzelne Basenaustausche erfolgreich zu
identifizieren. In Zukunft wollen wir so klinisch relevante
adaptive Mutationen identifizieren, die in P. aeruginosa
unter in vitro Biofilmwachstumsbedingungen und in vivo im
Laufe einer chronischen Infektion entstehen. Das Wissen
um die Genotypen, die zu unterschiedlichen Infektionssta-
dien selektioniert werden, soll uns helfen, neue erfolgsver-
sprechende Therapiestrategien zu entwickeln.

Interbakterielle Kommunikation spielt eine wichtige
Rolle bei der Entstehung bakterieller Diversitat P. aerugi-
nosa produziert neben zwei gut charakterisierten Homo-
serinlakton-Signalmolekiilen ein drittes interbakterielles
Signalmolekiil, das Pseudomonas Quinolone Signal (PQS).
PQS reguliert in Abhdngigkeit von der Zelldichte - ebenso
wie die Homoserinlaktone - Virulenzfaktoren und ist essen-
ziell fiir die Etablierung von P. aeruginosa Biofilmen. Wir
haben auBerdem zeigen konnen, dass PQS eine wichtige
Rolle bei der Entstehung der morphologischen Diversitit
unter Biofilmbedingungen spielt. PQS ist ein sekundares
Prooxidant und kann tiber eine Aktivierung der Fentonre-
aktion Sauerstoffradikale produzieren. Diese schadigen die
DNA, es kommt zu Doppelstrangbriichen, die nur unzu-
reichend repariert werden. Die Folge ist die Entstehung

von genetischen Varianten, die unter Biofilmbedingungen
selektioniert werden.

Die Untersuchung der Verbindung von interbakterieller
Kommunikation und der Entstehung von bestimmten
Biofilm-Phdnotypen wird eine interessante zukiinftige
Herausforderung sein.

B

Prof. Susanne Hdupler und Yusuf Nalca analysieren Ergebnisse
des Wachstums von Pseudomonas aeruginosa. Foto: HzI, Gramann
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Gruppe A Streptokokken (GAS) und Pneumokokken
verursachen ein breites Spektrum von akuten Infektionen
und Folgeerkrankungen beim Menschen. Gruppe C und
G Streptokokken werden zudem seit kurzem mit Akutem
Rheumatischem Fieber in Verbindung gebracht. Oralstrep-
tokokken konnen Karies verursachen. Sie konnen aber auch
- trotz Antibiotikabehandlung - zu lebensbedrohlichen
systemischen Infektionen fiihren, besonders bei immun-
supprimierten Patienten. Im Jahr 2008 wurden Streptokok-
keninfektionen und deren Folgeerkrankungen in die Liste
der vernachlassigten Infektionskrankheiten aufgenommen.
Die Identifzierung sowie die strukturelle und funktionelle
Charakterisierung ihrer Pathogenitatsfaktoren ist Voraus-
setzung fiir die Entwicklung neuer Kontrollstrategien.

Mechanismen invasiver Streptokokkeninfektionen Die
meisten invasiven Bakterieninfektionen rufen normaler-
weise nur minimale Symptome hervor. Der global verteilte
GAS-Klon M1T1 verursacht jedoch die seltenen, aber
lebensbedrohlichen Syndrome: Nekrotisierende Fasziitis
und Toxisches Schocksyndrom. Mutationen im control of
virulence regulatory sensor kinase (covRS)-Operon dieser
GAS werden mit diesen schweren invasiven Infektionen in
Verbindung gebracht. Sie verhindern die Expression einer
Cysteinprotease (SpeB) mit breiter Spezifitit und erlauben
die Rekrutierung und Aktivierung humanen Plasminogens
auf der Bakterienoberflache. Die dabei aktivierte Protease
Plasmin spielt eine entscheidende Rolle in der Initiation
invasiver GAS-Erkrankungen. Mit Hilfe eines humanisier-
ten Plasminogen-Mausmodells haben wir gezeigt, dass die
Fahigkeit, Plasminogen zu binden und Plasminaktivitat auf
der GAS-Oberfliche zu akkumulieren, entscheidend fiir die
Virulenz ist.

Identifikation eines Oktapeptidmotives Akutes Rheuma-
tisches Fieber ist eine Autoimmunerkrankung, die als Folge
von Streptokokkeninfektionen entsteht. Ein Mechanismus
der rheumatogenen Streptokokkenstamme ist die Bildung
eines autoantigenen Komplexes mit humanem Kollagen IV.
Wir konnten zeigen, dass die Bildung von Kollagenkom-
plexen wiahrend der Streptokokkeninfektion von einem
Oktapeptidmotiv abhdngt, das in kollagenbindenden M- und
M-dhnlichen Proteinen verschiedener beta-hamolytischer
Streptokokkenspezies vorkommt. Mduse, die mit dem
kollagenbindenen Motiv immunisiert wurden, entwickeln
hohe Serumtiter der Antikollagen-Antikorper. In Seren

von Patienten mit Rheumatischem Fieber ging eine solche
Kollagen-Autoimmunantwort mit einer spezifischen Reakti-
vitdt gegen kollagenbindende M-Proteine einher.

Streptokokkeninduzierte Signaltransduktion in Endothel-
zellen Wir haben die Aufnahme von S. pyogenes Typs M3 in
Endothelzellen aus humaner Nabelschnur analysiert, um die
Signalfaktoren zu identifizieren, die fiir die frithen Schritte
des Aufnahmeprozesses notig sind. Wir haben entdeckt,
dass Protein-Tyrosinkinasen (PTKs) der Src-Familie und die
kleine GTPase Rac1 essentiell fiir die Initialisierung sind.
Src PTKs werden als Antwort auf Typ M3 Streptokokken
aktiviert. AuBerdem konnten wir zeigen, dass die kleine
GTPase Racl in infizierten Zellen aktiviert wird und mit F-
Aktin am Eintrittsort der Bakterien akkumuliert. Zusatzlich
konnten wir erstmalig die Akkumulation des actin nucleation
complex Arp2/3 an der Eintrittsstelle invadierender Strepto-
kokken zeigen.

Diagnostischer Marker fiir Anginosus Streptokokken
Obwohl Streptokokken der Anginosus Gruppe (S. milleri)
als signifikante Humanpathogene bekannt sind, steht die
Aufklarung ihrer Epidemiologie noch aus. Wir haben einen
neuen Marker fiir die Spezies S. anginosus und S. constella-
tus identifiziert und liefern eine schnelle und verlassliche
PCR-Methode zur hochspezifischen Unterscheidung dieser
Spezies von anderen Mitgliedern des Genus. Das Markergen
kodiert fiir ein Oberflachenprotein, das fiir die Entwicklung
eines kostengiinstigen und genauen Schnelltests geeignet
sein kann. Dieser wiirde die Diagnose verbessern und
damit zu gezielter Therapie fiihren.

Ein Oktapeptid, PARF (AXYLZZLN), aggregiert humanes
Kollagen und tréigt damit zur Entstehung von Akutem Rheu-
matischen Fieber bei. Die Abbildung zeigt die Aggregation von
Kollagen auf der Streptokokkenoberfliiche (links) im Vergleich
zu kollagenfreien Streptokokken (rechts). Foto: HZI, Rohde

‘Walker,M.J., Hollands,A., Sanderson-Smith,M.L., Cole,].N., Kirk,J.K., Henningham,A.,
McArthur,).D., Dinkla,K., Aziz,R K., Kansal,R.G., Simpson,A.J., Buchanan,].T., Chhatwal,G.S.,
Kotb,M. & Nizet,V. (2007) Dnase-mediated resistance to neutrophil killing provides selec-
tion pressure for a genetic and phenotypic switch promoting invasive group A streptococcal
infection. Nature Medicine 13, 981-985.

Dinkla,K., Nitsche-Schmitz,D.P., Barroso,V., Reissmann,S., Johansson,H.M., Frick,[.M.,
Rohde,M. & Chhatwal,G.S. (2007) Identification of a streptococcal octa-peptide motif invol-
ved in acute rheumatic fever. Journal of Biological Chemistry 282, 18686-18693.
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Die neuesten Entwicklungen bei der Hochdurchsatzanalyse-
technik ermoglichen uns einen Einblick in die Art und
Weise, wie ein Organismus sein Genom unter unterschied-
lichsten Umgebungsbedingungen nutzt. Wie kdnnen wir
diese Erkenntnisse verwenden, um Interventionsstrategien
gegen Pathogene zu entwickeln und die biotechnologischen
Fahigkeiten relevanter Mikroorganismen zu nutzen? Es ist
zwar wichtig, die Struktur der einzelnen Gene und Proteine
zu verstehen, aber um die Zellfunktionen zu durchschauen
miissen wir jedes Gen in seinem dynamischen Kontext
betrachten. Das erfordert die Betrachtung vieler ineinander-
greifender Komponenten unter Zuhilfenahme von effizi-
enten Modelliersystemen.

Pseudomonaden als Modell-Mikroorganismen Pseudo-
monas aeruginosa ist ein lebensbedrohliches und opportuni-
stisches Pathogen. Die durch dieses Bakterium ausgelosten
Infektionen sind multifaktoriell und kombinatorisch. Es ist
bekannt, dass dieses Bakterium globale, miteinander ver-
flochtene Eigenschaften besitzt, die zu einer guten Vermeh-
rung unter vielen verschiedenen Umgebungsbedingungen
fiihren. Es ist noch nicht bekannt, was fiir ein Genomsatz
fiir diese pathogene Eigenschaft verantwortlich ist. Das
nicht pathogene P. putida ist ein anpassungsfahiger Mikro-
organismus, der fiir die Biotechnologie von groBer Bedeu-
tung ist. Unser Ziel ist es herauszufinden, wie die Genome
des P. aeruginosa und des P. putida deren Eigenschaften im
Kontext der jeweiligen Umgebungs- und Wirtsbedingungen
bestimmen.

Genome bestimmen das Verhalten Um einen Einblick in
die Genomprogramme zu gewinnen, die fiir die Infektion
verantwortlich sind, haben wir eine umfangreiche, verglei-
chende Genomuntersuchung durchgefiihrt und eine sta-
tistisch relevante Anzahl von P. aeruginosa-Genen erzeugt,
von denen anzunehmen ist, dass sie auf spezifische Weise
an der Pathogenese beteiligt sind. Obwohl ein umfang-
reicher Basisgensatz bei verschiedenen Infektionsszenarien
immer vorkam, wurden kleinere Teilmengen differenziell
exprimiert. Zudem wurde durch Computeranalyse eine grofe
Anzahl neuer potenzieller Virulenzgene des P. aeruginosa
entdeckt.

Wir haben eine Computerplattform zum Abruf heterogener
Daten entwickelt. Unter Verwendung annotierter Genom-
sequenzdaten, biochemischer Informationen und abstam-
mungsspezifischen Wissens haben wir ein vorlaufiges
bedingungsabhdngiges Genom-Skalen-Modelliersystem
fiir P. aeruginosa und P. putida entwickelt. Die Netzwerke

Bildliche Darstellung des rekonstruierten Genom-skalierten
metabolischen Netzwerks von Pseudomonas aeruginosa

umfassen zwischen 650 und 950 Gene, entsprechend 10 bis
15% des Genoms dieser Bakterien. Vorlaufige Ergebnisse
zeigen, dass die Anzahl extremer Signalwege, die das
metabolische Potenzial von P. aeruginosa reprasentieren,
bedeutend hoher ist als die fir P. putida. Das ist eindeutig
eine akute Systemeigenschaft, die allein auf der Grundlage
eines linearen Vergleichs von Genlisten nicht hitte vorher-
gesagt werden konnen.

Informative Systeme und Modelle Das Erstellen von meta-
bolischen und regulatorischen Planen liefert eine Grund-
lage zur Untersuchung der Folgen von Verdnderungen am
Genotyp und zur Erforschung der Phenotyp- und Genotyp-
Beziehungen. Letztlich wird mit dieser Analyse der gesamte
metabolische Bereich moglicher Flussverteilungen und
metabolischer Wechselwirkungen innerhalb des Netzwerks
definiert. Ein direkter Vergleich dieses “phenotypischen Be-
reichs” beider Bakterien kann moglicherweise bei der Identi-
fizierung von “Orphan-Genen”, evolutiondren Merkmalen
und genetischen Plastizitdten hilfreich sein. Solche Modelle
werden angewandt, um die informativsten ,knockouts“ und
die sinnvollsten Designs fiir Experimente zu ermitteln, die
fiir die Erforschung des Verhaltens dieser Bakterien in ver-
schmutzter Umwelt und innerhalb ihres Wechselwirkungs-
bereichs mit dem infizierten Wirt von Bedeutung sind.

Puchatka,]., Oberhardt,M.A., Godinho,M., Bielecka,A., Regenhardt,D., Timmis,K.N.,
Papin,J.A. & Martins dos Santos,V.A.P. (2008) Genome-scale reconstruction and analysis of
the Pseudomonas putida KT2440 metabolic network facilitates applications in biotechnolo-
gy. PLoS Computational Biology 4(10), 1-18.

Oberhardt,M.A., Puchatka,]., Fryer,K.E., Martins dos Santos,V.A.P. & Papin,J.A. (2008)
Genome-scale metabolic network analysis of the opportunistic pathogen Pseudomonas
aeruginosa PAO1. Journal of Bacteriology 190(8), 2790-2803.

Bielecki,P., Glik,J. & Martins dos Santos,V.A.P. (2008) Towards understanding Pseudomonas
aeruginosa burn wound infections by profiling gene. Biotechnology Letters 30(5), 777-902.
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Bakterien synthetisieren kleine, frei diffundierende Signal-
molekiile, sogenannte Autoinducer, die wichtige physiologi-
sche Eigenschaften in Abhdngigkeit von ihrer Konzentration
regulieren. Zum Beispiel wird das Leuchten und die Produk-
tion von Toxinen bei Bakterien der Gattung Vibrio nur dann
induziert, wenn die Zelldichte tiber einem bestimmten Wert,
dem sogenannten Quorum, liegt. Diese Art der Kommunika-
tion zwischen Zellen einer Population heiBt daher Quorum
Sensing. Sie steuert bei vielen Pathogenen die Expression
von Virulenzfaktoren und die Bildung von Biofilmen. Das
Verstdandnis der Mechanismen des Quorum Sensing eroffnet
neue Moglichkeiten, Infektionen zu beeinflussen und poten-
zielle Alternativen fiir Antibiotika zu entwickeln.

Quorum sensing und Biofilmbildung bei dem Karies-
bakterium Streptococcus mutans Streptococcus mutans
ist ein Bestandteil von Zahnplaque und einer der wich-
tigsten Ausloser von Karies. Seine Virulenzeigenschaften,
einschlieBlich der Bildung von Biofilmen, werden durch
Quorum Sensing kontrolliert. Wir haben einen Genom-
Microarray fiir S. mutans entwickelt, der alle 1950 Gene des
Bakteriums enthéalt. Durch Profilierung des Transkriptoms
konnten wir zum ersten Mal Gene identifizieren, die durch
das universelle Bakteriensignalmolekiil Autoinducer-2
reguliert werden. Die Funktion vieler dieser Gene ist
unbekannt. Sie werden nun kloniert und exprimiert, um
die kodierten Proteine zu untersuchen, die als neue Targets
fiir die Hemmung von S. mutans Biofilmen und damit der
Kariespravention dienen konnten.

Quorum Sensing in Roseobacter Die Roseobacter Gruppe
ist eine phylogenetisch kohdrente, physiologisch heterogene
Gruppe von Alphaproteobakterien, die bis zu 25% aller Bak-

terien in marinen mikrobiellen Gemeinschaften ausmachen
kann. Sie spielt eine groBe Rolle fiir die globalen Kohlen-
stoff- und Schwefelkreisldufe, die das Klima beeinflussen.
Wir untersuchen die Okologie dieser Organismen durch Ar-
beiten an repréasentativen Vertretern in Kultur, aufbauend
auf der Sequenzierung vollstandiger Genome. Dabei haben
wir viele neue Quorum Sensing Signalmolekiile entdeckt,
deren regulatorische Funktion noch unbekannt ist und
durch funktionelle Genomanalysen aufgeklart werden soll.

Suche nach Inhibitoren fiir Quorum Sensing Mit Hilfe
von Bioassays, die auf Quorum Sensing Signalmechanismen
beruhen, haben wir kleine chemische Molekiile identifi-
ziert, mit denen die mikrobielle Kommunikation gestort
werden kann. Sie wurden aus verschiedenen biologischen
Materialien isoliert: Aus den leicht fliichtigen Verbindungen,
die von Bakterien, Spinnen und Reptilien ausgeschieden
werden, sowie aus den Kulturiiberstanden von Myxobakte-
rien. Hemmstoffe werden auch von Alphaproteobakterien
produziert, die auf den Oberflichen von marinen Seeschei-
den, Moostierchen und Schwammen leben. Wir sind nun
dabei, diese Inhibitoren aus Kulturiiberstinden zu isolieren
und ihre Wirkmechanismen aufzukldren.

Bodor,A., Thiel,V., Schulz,S. & Wagner-Dobler,]. (2008) Potential for [uxS related signalling
in marine bacteria and production of autoinducer-2 in the genus Shewanella. BMC Micro-
biology, 8, 13.

Sztajer,H., Lemme,A., Vilchez,R., Schulz,S., Geffers,R. Yip,C.Y.Y., Levesque,C.M.,
Cvitkovitch,D. & Wagner-Débler,I. (2008) Autoinducer-2 regulated genes in Streptococcus
mutans UA159 and global metabolic effect of the luxS mutation. Journal of Bacteriology 190,
401-415.

‘Wagner-Dobler,l., Thiel,V., Eberl,L., Allgaier,M., Bodor,A., Meyer,S., Ebner,S., Hennig,A., Pu-

kallR. & Schulz,S. (2005) Discovery of complex mixtures of novel longchain quorum sensing
signals in free-living and host-associated marine Alphaproteobacteria. ChemBioChem 6(12),
2195-2206.
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Unterschiede in den Biofilmformationen eines Streptococcus mutans Wildtypstamms (links) und einer Knock-out-Mutante, die im
Al-2 gesteuerten Quorum Sensing System (luxS Mutante) defekt ist. Foto: HzI, Sztajer
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Streptococcus pyogenes, der Gruppe A Streptococcus (GAS),
ist der Hauptverursacher von Streptokokken-Infektionen
beim Menschen. Diese reichen von leichten bis zu schweren,
sogar lebensbedrohlichen Infektionen, wie z.B. der nekroti-
sierenden Fasziitis. Streptokokken kdnnen auch rezidivie-
rende Infektionen, wie z.B. Erysipel und Tonsillitis, verur-
sachen. Dieses Phanomen wurde als ,carrier-Status“ der
Streptokokkeninfektion beschrieben. Es wird davon ausge-
gangen, dass Streptokokken in einer sicheren okologischen
Nische tiberleben konnen, hochstwahrscheinlich innerhalb
der eukaryontischen Zellen. Dies ermdglicht, dass GAS nicht
nur intrazellular Uberleben kann, sondern auch einer linge-
ren Antibiotika Behandlung widerstehen kann. Die Untersu-
chung des ,carrier-Status“ der Streptokokken wurde in der
Vergangenheit mehr oder weniger vernachléssigt. Uber die
beteiligten Mechanismen und Faktoren ist nicht viel bekannt.

Invasions- und Uberlebensmechanismen der Streptokok-
ken der Gruppe A mit Sfbl-Expression Es konnte nachge-
wiesen werden, dass die Fibronektin-bindenden Proteine
der Streptokokken eine wichtige Rolle bei der Adhésion und
Invasion spielen. Das Streptokokken-Fibronektin-Bindungs-
protein (Sfbl) aus Streptokokken der Gruppe A ist z.B. durch
Bildung eines neuen Kompartiments mit der Bezeichnung
Caveosom am intrazelluldren Uberleben der Streptokokken
beteiligt. Sfbl benutzt dazu Fibronektin als Briickenmolekiil
zur Bindung an o, -Integrine. Aufgrund der Bindung von
mehreren Fibronektinmolekiilen an ein einzelnes Sfbl-Prote-
inmolekiil kommt es zur Integrin-Klusterbildung mit darauf
folgender Auslosung einer Signalkaskade, die zur Aggrega-
tion von Caveolae um die adhdrenten Streptokokken fiihrt.
Durch Fusion der Caveolae bildet sich eine groBe Einstiilpung,
durch die die Streptokokken in die Wirtszelle eindringen
(siehe Abb.1, A). Durch die Nutzung dieses Caveolae-ver-
mittelten Weges umgehen die Sfbl-tragenden Streptokokken
den lysosomalen Abwehrmechanismus der Wirtszelle, da es
zu keiner Fusion mit Lysosomen kommt (siehe Abb.1, B).

Invasionsmechanismus des Sfbl-Mutantenstammes Im
Gegensatz zu den Sfbl-exprimierenden Streptokokken, weist
der Sfbl-Mutantenstamm einen anderen, durch die Bildung
von Membranausstiilpungen gekennzeichneten, morpholo-
gisch unterschiedlichen Invasionsmechanismus auf (siehe
Abb.1, C). Im Inneren der Wirtszelle folgen die Streptokok-
ken dann dem klassischen, endozytischen Weg. Das bedeutet,
dass Phagosomen, die Streptokokken enthalten, anschlieBend
mit Lysosomen zu Phagolysosomen verschmelzen (siehe
Abb.1, D). In der Folge bedeutet das fiir die intrazelluldaren
Streptokokken, dass sie jetzt mit dem Abwehrmechanismus
der Wirtszelle konfrontiert werden. Sie miissen dieser mog-
lichen Vernichtung ausweichen, um tiberleben zu zu konnen.

GfbA, das Fibronektin-Bindungsprotein A der Strepto-
kokken der Gruppe G (GGS) Die GfbA-exprimierenden

Streptokokken der Gruppe G verfiigen tiber einen anderen
Invasionsmechanismus als Sfbl-exprimierende GAS-Stamme,
obwohl ahnliche Mengen Fibronektin wie bei den Sfbl-
tragenden Staimmen gebunden werden. Die GfbA-vermittelte
Invasion fiihrt durch die Bildung von Membranausstiilpun-
gen bei bis zu 90% aller eindringenden Streptokokken zur
Aufnahme in die Wirtszelle. Selten lédsst sich die Bildung

von Einstiilpungen beobachten. Die GfbA-exprimierenden
Streptokokken folgen — wie die SfbI-Mutanten-Staimme - dem
klassischen, endozytischen Weg. Daher ldsst sich eine
Fusion mit Lysosomen zu Phagolysosomen feststellen. Die
heterologe Oberflichenexpression des GfbA-Proteins in den
nicht pathogenen S. gordonii hat gezeigt, dass allein GfbA fiir
den andersartigen morphologischen Invasionsmechanismus
verantwortlich ist. Die Sequenzierung der GfbA-Gene hat
ergeben, dass nur der C-terminale Teil eine starke Ahnlich-
keit mit Sfbl aufweist.

Verschiedene Invasionsmechanismen von Streptokokken

A. Sfvl-exprimierende Streptokokken dringen in Wirtszellen
durch die Ausbildung groper Einstiilpungen ein und vermeiden
so die intrazelluldre Fusion mit Lysosomen, B.Streptokokken
sind rot eingefiirbt, wihrend Lysosomen mit Lamp-1 gekenn-
zeichnet griin sind; C.Im Unterschied zur Sfbl-veranlassten
Invasion konnen Sfbl-Mutanten durch die Formation von
Membranausstiilpungen das Eindrigen bewirken und D.Gehen
somit eine Verbindung mit intrazelluldren Lysosomen zu
Phagolysosomen ein. roto: Hzl, Rohde

von Kockritz-Blickwede,M., Goldmann,0., Thulin,P., Heinemann, K., Norrby-Teglund,A.,
Rohde,M. & Medina,E. (2008) Phagocytosis-independent antimocrobial activity of mast cells
by means of extracellular trap formation. Blood 111, 3070-3080

Gillen,C.M., Courtney,H.S., Schulze K., Rohde,M., Wilson,M.R., Timmer,A.M., Guzman,C.A.,
Nizet,V., Chhatwal,G.S. & Walker,M.J. (2008) Opacity factor activity and epithelial cell bin-
ding by the serum opacity factor protein of Streptococcus pyogenes are functionally discrete.
Journal of Biological Chemistry 283, 6359-6366

Goldmann,0., Sastalla,l., Wos-Oxley,M., Rohde,M. & Medina,E. (2009) Streptococcus
pyogenes induces oncosis in macrophages through the activation of an inflammatory
programmed cell death pathway. Cellular Microbiology 11, 138-155
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Pathogene befallen ihren Wirt und fiihren zu Erkrankungen. Dieses einfache, generelle Prinzip ist verbunden mit einer Vielzahl
moglicher Pathogene, seien es Viren, Bakterien oder Parasiten. Diese Variabilitat schldgt sich auch in den unterschiedlichen
Erkrankungen nieder. Ein Pathogen kann einerseits kurzzeitiges Unwohlsein zur Folge haben, kann aber andererseits innerhalb

weniger Tage zum Tode fiihren oder uns bis zum Ende unseres Lebens begleiten.

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

andere Ereignisse zu Krankheiten wie Autoimmunitat oder Krebs fiihren kénnen.

Die Pathogeneseforschung betreiben wir auf den unterschiedlichsten Ebenen. Verdnderungen im Proteinnetzwerk werden in der
Arbeitsgruppe von Lothar Jansch mit Hilfe der Proteomforschung analysiert. Die Signalwege der Infektion werden durch das gezielte
Ausschalten von Genprodukten mit Hilfe der sogenannten Anti-Sense RNA-Technologie in Zelllinien oder aber durch gezieltes
Ausschalten der Gene auf Ebene der DNA untersucht. Die Gruppen von Theresia Stradal und Klemens Rottner verwenden diesen
experimentellen Ansatz. Beide nutzen dabei die neuesten Mikroskoptechnologien, um die Invasion von Pathogenen auf Einzelzell-

niveau in vitro zu beobachten.

Wahrend die oben genannten Arbeitsgruppen auf der Ebene einzelner Zellen arbeiten, basiert die Arbeit der Gruppen von Eva Medina,
Werner Miller und Klaus Schughart auf in-vivo-Modellen. Sie analysieren unterschiedliche Mausmutanten aus verschiedenen
Inzuchtstdmmen, um die Wirkung der Pathogene in einem intakten Organismus zu studieren. Dieser Weg ist wichtig, da in der

Kulturschale immer nur ein sehr kleiner Ausschnitt der komplexen Abldufe der Wirt-Pathogen-Interaktion untersucht werden kann.

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

iber eine Genanalyse in individuelle Risikogruppen einzuteilen und so eine spezifische und optimierte Therapie anzubieten.

Die Arbeitsgruppe von Werner Miiller untersucht Infektionen bei genetisch modifizierten Mausmutanten, bei denen bestimmte
Gene, die bei der Abwehr von Infektionen durch den Wirt eine Rolle spielen, fehlen. Die untersuchten Gene beeintrachtigen die

Funktion von Makrophagen und T-Lymphozyten. Die dabei verwendeten Infektionsmodelle beinhalten Infektionen mit Bakterien



WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Infektion und Immunitdt | Pathogenese 65

und Parasiten. Die Untersuchungen auf der Grundlage dieser Infektionsmodelle sind in eine spezielle Infrastruktur eingebettet, die
sogenannte ,Infection Challenge Platform®. Diese Infrastruktur wurde in Zusammenarbeit mit dem Nationalen Genomforschungs-
netz (NGFN) aufgebaut. Die Abteilung “Experimentelle Immunologie” wird jetzt von Jochen Hiihn geleitet. Seine Arbeitsgruppe

befasst sich derzeit mit dem Thema “Bildungs- und Funktionseigenschaften von Foxp3+-exprimierenden, regulatorischen T-Zellen”

(siehe auch ,Neue Projektgruppen 04°).

Die Arbeitsgruppen von Klaus Schughart und Eva Medina untersuchen sogenannte ,recombinant inbred strains®, um die Anféllig-
keit gegenlber Infektionen zu erforschen. Wahrend die Experimente von Werner Miiller in genetisch einheitlichen Mauskohorten
durchgefiihrt werden, reprasentieren die ,recombinant inbred strains® in ihrer Gesamtheit eine viel gréBere genetische Vielfalt.
Durch diese Vielfalt sind diese Mause viel naher an der Populationssituation des Menschen, in der jedes Individuum seine individu-
elle Genzusammensetzung besitzt - mit Ausnahme eineiiger Zwillinge. Das Ziel dieser Untersuchungen ist die Identifikation so
genannter ,modifier“-Gene. Diese Gene sind nicht direkt an den Signalwegen wahrend der Infektion beteiligt, regulieren aber
mehrere dieser Wege und beeinflussen so indirekt unsere Empfindlichkeiten gegeniiber Infektionserkrankungen. Auf der einen
Seite ist die Analyse der ,recombinant inbred strains® viel aufwendiger als die Analyse von Inzuchtlinien, die Antworten jener
reflektieren jedoch viel besser, was wir in Patienten beobachten. In wenigen Jahren wird die sogenannte zweite Generation der
,recombinant inbred strains“ zur Verfligung stehen, die es den Wissenschaftlern erlauben wird, etwa eine Million unterschiedlicher

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

Die Arbeitsgruppe von Christiane Ritter analysiert strukturelle und mechanistische Aspekte funktioneller Amyloide. Diese faser-
artigen Proteinaggregate stehen sowohl mit schwerwiegenden Erkrankungen durch Protein-Fehlfaltungen als auch mit niitzlichen
Zellfunktionen in Zusammenhang. Als Analyseverfahren zur Ableitung der Faltung der Amyloidfibrillen wenden sie erfolgreich eine
Kombination von Mutagenesestrategien, des ,,Quenched Hydrogen Exchange”, der mit Hilfe des Kernspinresonanzverfahrens

(NMR) gemessen wird, und anderer spektroskopischer Verfahren an.
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02.1 Molekulare Mechanismen von Wirtszell-

Pathogeninteraktionen
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Ziel dieses Projektes ist, die genauen molekularen Mecha-
nismen zu untersuchen, die die Reorganisation des Aktin-
zytoskeletts bei verschiedenen Arten von Motilitatspro-
zessen und Interaktionen verschiedener Pathogene mit
ihren Wirtszellen steuern.

Die Aktinpolymerisation wird durch Proteinkomplexe
katalysiert, die die Nukleation von Aktinfilamenten steuern,
wie z.B. der Arp2/3-Komplex oder die Formine. Zu den
wichtigsten Aktinregulatoren gehoren die Aktivatoren
des Arp2/3-Komplexes, z.B. Komplexe der WASP- und
WAVE-Familie, die ,downstream” der Rho-GTPasen Cdc42
und Racl agieren konnen. Jiingste Untersuchungen haben
gezeigt, welche Rolle diese Molekiile bei der InIB-vermittel-
ten Invasion von Listeria monocytogenes in die Wirtszelle
spielen. Diese benutzen einen Wirtszellsignalweg ,down-
stream” der Aktivierung der Rezeptor-Tyrosin-Kinase c-Met.
Die genetische Deletion von Cdc42 und damit kombinierte
Inhibitoruntersuchungen haben gezeigt, dass sowohl diese
Rho-GTPase als auch die Phospholipid-Kinase PI3-Kinase
bei der Rac1-Aktivierung kooperieren, wobei die Interaktion
von Racl mit dem WAVE-Komplex fiir die InlB-induzierte
Listerien-Invasion essenziell ist. Im Gegensatz dazu war
der Cdc42-Effektor N-WASP nicht an den Cdc42-Funktionen
L~downstream“ des c-Met Signalweges beteiligt. Dies war des-
halb tiberraschend, da N-WASP verschiedene andere Arten
von Pathogen-Wirtszellinteraktionen steuert — wie z.B. die
intrazelluldare Motilitdt von Shigellen oder die durch patho-
gene E. coli induzierte Pedestal-Bildung. Dies verdeutlicht
einmal mehr die selektive Rolle von Cdc42 in der Racl-Akti-
vierung bei der InlB-induzierten Listerieninvasion.

Weiterhin haben wir damit begonnen, raumliche und
zeitliche Aspekte der Nukleation von Aktinfilamenten im
Lamellipodium prazise zu untersuchen. Unter Verwendung
modernster Bildgebungsverfahren wie FRAP (fluorescence
recovery after photobleaching) und Fotoaktivierung (siehe
Abbildung) gelang es uns nachzuweisen, dass das Wachs-
tum und die Nukleation von Aktinfilamenten sowie die
Aktivierung des Arp2/3-Komplexes auf eine raumlich sehr
begrenzte Region an der Schnittstelle zwischen dem schie-
benden Aktinfilamentnetzwerk und der Plasmamembran
beschrankt sind. Diese Befunde widersprechen vor allem
der Vorstellung einer iber das gesamte Lamellipodium

hin verteilten Aktinnukleation, beispielsweise vermittelt
durch ADF/Cofilin, aber auch einer bedeutenden Rolle des
im gesamten Lamellipodium angereicherten Cortactin, dem
auch eine Funktion bei der Arp2/3-Komplexaktivierung
zugesprochen wird.

Representative Beispiele fiir FRAP (fluorescence recovery af-
ter photobleaching — Wiederherstellung der Fluoreszenz nach
Fotobleiche) (oben, Balken: 2 um) von Aktin in Lamellipodia
von motilen BI6-F1 Melanomzellen. Rot im unteren Bild
entspricht RFP-angehdngtem Aktin als Kontrolle. Man beo-
bachte die besondere Wiederherstellung des Aktinnetzwerkes
im Vordergrund (gedndert aus Lai et al., 2008, EMBO Journal
27(7), 982-992).

Dariiber hinaus konnten wir zu Untersuchungen beitragen,
die eine hohe Flexibilitat und Reorganisation des Aktinnetz-
werks im Lamellipodium belegten. Diese Befunde sind
unvereinbar mit dem géangigen Modell eines starren lamelli-
podialen Aktinnetzwerks bestehend aus einer Vielzahl von
Aktinfilament-Verzweigungen (branches).

Bosse,T., Ehinger,J., Czuchra,A., Benesch,S., Steffen,A., Wu,X., Schloen,K., Niemann,H.H.,
Scita,G., Stradal,T.E.B., Brakebusch,C. & Rottner,K. (2007) Cdc42 and PI3K drive Rac-
mediated actin polymerization downstream of c-Met in distinct and common pathways.
Molecular and Cellular Biology 27(19), 6615-28.

Koestler,,S.A., Auinger,S., Vinzenz,M., Rottner,K. & Small,].V. (2008) Differentially oriented
populations of actin filaments generated in lamellipodia collaborate in pushing and pausing
at the cell front. Nature Cell Biology 10(3), 306-13.

Lai,F.P.L., Szczodrak,M., Block,]., Mannherz,H.G., Stradal,T.E.B., Dunn,G.A., Small,J.V. &
Rottner,K. (2008) Arp2/3-complex interactions and actin network turnover in lamellipodia.
EMBO Journal 27(7), 982-92.
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02.2 Analyse der Proteinnetzwerke fraher Wirt- ,.J
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Fokus der Arbeitsgruppe Zelluldre Proteomforschung ist die
Analyse fundamentaler Signaltransduktionsereignisse, die
fiir humanpathogene Infektionsprozesse sowie die Aktivie-
rung und Kontrolle der adaptiven Immunantwort des Wirtes
wichtig sind. Zellbiologische, biochemische, massenspektro-
metrische und bioinformatische Arbeitsmodule werden ent-
wickelt und kombiniert. Das Ziel: Eine quantitative Analyse
der Expression, Lokalisation, Interaktion und insbesondere
der posttranslationalen Modifikation (PTM) von Proteinen in
priméren und immortalisierten humanen Zellen.

Methoden Konzepte der quantitativen und chemischen
Proteomforschung werden zur Identifizierung zellularer
ylargetproteine” und fiir proteomische Studien von Signal-
netzwerken eingesetzt. Hierzu werden niedermolekulare
Molekiile aus der therapeutischen Wirkstoffforschung
optimiert und nach einer Immmobilisierung als ,Fallen® fiir
Bindungspartner genutzt. In Kombination mit Chromato-
graphie- und MS-Verfahren ermoglicht dies die Aufklarung
transienter Strukturmodifikationen an Signalkomponenten,
wie sie im Fall der Phosphorylierung an Proteinkinasen
sowohl deren Aktivitdten als auch die molekularen Inter-

aktionen mit ihren Substratmolekiilen koordiniert. Die stati-

stische Auswertung quantitativer Peptiddaten erfolgt auf
der Basis der iTRAQ™-Technologie, wodurch die Prozesse
auch in primaren humanen Zellen und Geweben quantitativ
beobachtet werden konnen.

Phosphorylierungsabhingige Signalwege im Invasions-
prozess von Listeria monocytogenes Das Bakterium

L. monocytogenes verursacht in immunkompromittierten
Patienten schwere Erkrankungen sowie vorgeburtliche
Infektionen. Die Virulenzfaktoren InlA und InIB induzieren
durch Wechselwirkung mit dem Adhasionsprotein E-Cad-
herin (InlA) und der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Met (InlB)
die Invasion der Wirtszelle. Die Signaliibertragungswege
werden durch Kinase-katalysierte Proteinphosphorylie-
rungen kontrolliert. Durch die Identifzierung und Quantifi-
zierung InlA-abhdngiger phosphorylierter Substratproteine
wurde ein funktionelles Netzwerk von Proteinkinasen im
E-Cadherin-Signalweg abgeleitet. Eine direkte Analyse dy-
namischer Phosphorylierungsvorgidnge an Kinasen konnte
weltweit erstmalig am InlB-aktivierten c-Met-Signalweg
demonstriert werden. Dabei wurden neue Signalkompo-
nenten der listeriellen Invasion entdeckt, die auch in dem
durch den humanen Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF)
kontrollierten physiologischen Met-Signalweg bisher nicht
beschrieben wurden. Funktionelle Studien dieser Kinasen

analysieren daher ihren Beitrag zur Invasion, sowie ihre
Bedeutung fiir motogene und mitogene zelluldre Prozesse.

T-Zell-Antigenrezeptor vermittelte Signaltransduktion
T-Lymphozyten sind essenziell fiir die Regulation des
Immunsystems. Die zelluldren Prozesse und Effektorfunkti-
onen von T-Zellen sind dabei unmittelbar vom Aktivierungs-
status der Signalwege abhdngig. Quantitative Phosphoki-
nomanalysen an verschiedenen regulatorischen T-Zellen
zeigen neue Komponenten der CD3/CD28-abhdngigen
Signalwege auf. Weiterhin vergleichen wir CD3/CD28-in-
duzierte Signalnetzwerke von effektorischen und regulato-
rischen T-Zellen. Expression und Phosphorylierungsstatus
von rund 100 Kinasen wurden bereits untersucht. Es
wurden neue Signalkomponenten und Phosphorylierungs-
stellen in regulatorischen T-Zellen identifiziert, welche nun
hinsichtlich ihrer Rolle zur Bildung und Funktion suppres-
sorischer T-Zellen in Mensch und Maus untersucht werden.

Kirsten Minkhart untersucht Proben unterm Mikroskop.
Foto: HZI, Krdmer

Hundertmark,C.; Fischer,R.; Reinl,T.; Klawonn,F. & Jansch,L. (2009) MS-specific noise model
reveals the potential of iTRAQ in quantitative proteomics. Bioinformatics 25, 1004-1011.

Wissing,J., Jansch,L., Nimtz,M., Dieterich,G., Hornberger,R., Keri,G., Wehland,J. & Daub,H.
(2007) Proteomics analysis of protein kinases by target class-selective prefractionation and
tandem mass spectrometry. Molecular and Cellular Proteomics 6(3), 537-47.

Baumgirtner,M., Karst,U., Gerstel,B., Loessner,M., Wehland,]. & Jansch,L. (2007) Inactiva-
tion of Lgt allows systematic characterization of lipoproteins from Listeria monocytogenes.
Journal of Bacteriology 189(2),313-324.

Reinl T., Nimtz, M., Hundertmark, C., Johl, T., Kéri, G., Wehland, J., Daub, H. & Jansch, L.
(2009) Quantitative phosphokinome analysis of the Met pathway activated by the invasin
InlB from listeria monocytogenes. Molecular and Cellular Proteomics, im Druck.
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02.3 Signaltransduktion und Aktindynamik
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Zahlreiche zelluldre Funktionen und Prozesse sind von
dynamischen Veranderungen des Aktinzytoskeletts
abhangig. Hierzu zahlen alle Arten der Zellbewegung. Der
standige dynamische Umbau dieses Zellskeletts wird durch
eine Vielzahl von Aktinbindeproteinen reguliert. Die ge-
nauen Abldufe der rdumlich und zeitlich streng regulierten
Aktinpolymerisation sowie die Signalwege, die zum Umbau
des Aktinskeletts fiihren, sind jedoch noch weitgehend
unbekannt.

Ein wichtiger Faktor fiir die Neubildung von Aktinfila-
menten ist der Arp2/3-Komplex, der von sogenannten
,2Nucleation Promoting Factors“ (NPFs) aktiviert wird. Die
bekannteste Gruppe der NPFs ist die WASP/Scar-Proteinfa-
milie, welche wiederum {iber Signale wie den sogenannten
kleinen GTPasen gesteuert wird. Die kleinen GTPasen der
Rho-Familie sind fiir die Ubertragung von extrazelluliren
Stimuli bei Aktinneubildungen von groBer Bedeutung. Die
Strukturen, auf die wir uns mit unserer Forschung konzen-
trieren, sind Aktin-basierte Vorschiibe an der Zellperiphe-
rie. Diese werden unterteilt in die eher flachen und breiten
Lamellipodien und 'ruffles’ (kleine Auffaltungen), die durch
die GTPase Rac reguliert werden, sowie die fingerformigen
Filopodien, deren Bildung unter anderem durch die GTPase
Cdc42 ausgelost wird.

Dynamische Veranderungen des Aktinzytoskeletts, die
denen bei der Zellwanderung dhneln, spielen eine wichtige
Rolle bei Wirt-Pathogen-Interaktionen.

Ein wandernder Fibroblast breitet seine verschiedenen Aktin-
strukturen entsprechend seiner Bewegung aus. L (Lamelli-
podium), D (dorsale zirkuldre Auffaltungen), F (Filopodium).

Lamellipodien und WAVE WAVE-Proteine, Mitglieder der
WASP/Scar-Familie, sind fiir die Lamellipodienbildung iiber
die GTPase Rac von groBer Bedeutung. Der Signalweg zur
WAVE-Aktivierung ist jedoch indirekt, da Racl nicht direkt
an WAVE binden kann, um das Signal zu ibertragen. Dies
war fiir uns der Startpunkt, nach den fehlenden Bindeglie-
dern zu suchen. Wir konnten zeigen, dass vier Proteine,
Sra-1 (Spezifisch an Rac-assoziiertes Protein 1), Nap1 (Nck-
assoziiertes Protein 1), Brickl und Abi-Proteine (Abl-kinase
Interaktoren) in der Lage sind, Rac mit WAVE-Proteinen

zu koppeln. Inzwischen steht fest, dass der entstehende
Proteinkomplex, der ubiquitaire WAVE-Komplex, fiir die
Bildung von Lamellipodien durch Rac essenziell ist. Unsere
derzeitige Forschung konzentriert sich auf die molekularen
Regulationsmechnismen des WAVE-Komplexes.

Filopodien sind nicht abhéngig von WAVE- und Arp2/3-
Komplexen Wir konnten zeigen, dass der WAVE-Komplex
fir die Bildung von Filopodien nicht erforderlich ist. Um

zu kldren, ob der Arp2/3-Komplex bei diesem Prozess eine
Rolle spielt, haben wir seine Expression durch RNAi unter-
driickt und festgestellt, dass die Bildung von Filopodien

- wiederum im Gegensatz zu den Lamellipodien - nicht
betroffen ist. Dieser Befund widerspricht fritheren Modellen
der Filopodienbildung, denen ein untrennbares Zusammen-
spiel von Lamellipodien und Filopodien zugrunde lag. Nach-
dem also Filopodien iiber einen anderen Mechanismus der
Aktinpolymerisation gebildet werden, versuchen wir zurzeit,
die beteiligten Molekiile zu identifizieren. Wir konnten
bisher nachweisen, dass das Formin-Protein mDia2/DRF3
grundsétzlich in der Lage ist, Aktin zu filopodienartigen
Strukturen zu polymerisieren. Mit diesem Protein lassen
sich jedoch nicht alle Arten von Filopodien erkldren, da es
nicht in allen Zelltypen vorkommt. Daher haben wir begon-
nen, Proteine mit potenziell ahnlichen Aktivitaten systema-
tisch zu untersuchen.

Block,J., Stradal,T.E., Hanisch,]., Geffers,R., Kostler,S.A., Urban,E., Small,].V., Rottner,K. &
Faix,J. (2008) Filopodia formation induced by active mDia2/Drf3. Journal of Microscopy
231(3), 506-517.

Derivery,E, Fink,J., Martin,D., Houdusse,A., Piel, M., Stradal,T.E., Louvard,D. & Gautreau,A.
(2008) Free Brick1 is a trimeric precursor in the assembly of a functional wave complex.
PLoS ONE. 3(6), e2462.

Beutling,U., Stading K., Stradal,T. & Frank,R. (2008) Large-scale analysis of protein-protein
interactions using cellulose-bound peptide arrays. Advances in Biochemical Engineering,
Biotechnology 110, 115-152.

Weiss,S.M., Ladwein,M., Schmidt,D., Ehinger,J., Lommel,S., Stading,K., Beutling,U.,
Disanza,A., Frank,R., Jansch,L., Scita,G., Gunzer,F., Rottner,K. & Stradal,T.E.B. (2009).
IRSp53 links the enterohemorrhagic E. coli (EHEC) effectors Tir and EspFU for actin pede-
stal formation. Cell Host & Microbe 5(3), 244-258.

Faix,J., Breitsprecher,D., Stradal, T.E.B., & Rottner,K. (2009). Filopodia: complex models for
simple rods. International Journalof Biochemistry & Cell Biology 41(8-9), 1656-1664.
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02.4 Die angeborene Immunreaktion auf Streptococcus
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PROJEKTLEITER | Priv.-Doz. Dr. Eva Medina | Arbeitsgruppe Infektionsimmunologie | eme@helmholtz-hzi.de

PROJEKTMITARBEITER | Oliver Goldmann | Jens Abel | Christina Ziegler | Daniela Bruhn

Streptococcus pyogenes ist ein wichtiges Humanpathogen,
das eine Vielzahl von Krankheiten verursacht, die von
milden Infektionen, z.B. der Haut, bis hin zu schweren
Infektionsverldufen, z.B. Sepsis, reichen. Die Untersuchung
der Immunkomponenten, die fiir die Verteidigung des
Wirts gegen das Pathogen erforderlich sind, ist ein wich-
tiger Bestandteil dieses Forschungsgebiets. Wir haben die
Bedeutung von Makrophagen, einem wichtigen Zelltyp der
angeborenen Immunitét fiir die Kontrolle einer Infektion
mit S. pyogenes, aufgezeigt. Hierbei haben wir die komplexe
Reaktion von Mausmakrophagen auf S. pyogenes auf der
Genexpressionsebene untersucht.

Mehr als 400 Gene wurden als differenziell regulierte

Gene charakterisiert. Viele der hochregulierten Gene
kodierenden Molekiile sind sowohl an der Immunreaktion
und Entziindungsprozessen beteiligt, dariiber hinaus auch
an der Transkription, Signalkaskaden, der Apoptose, dem
Zellzyklus, dem Elektronentransport sowie der Zelladhdsi-
on. Von besonderem Interesse war dabei die Hochregulie-
rung sowohl von entziindungsfordernden Zytokinen, die
typisch fiir die klassisch Aktivierung der Makrophagen
sind (M1 Phénotyp), z.B. Tumornekrosefaktor Alpha (TNF-a),
Interleukin 1 (IL-1) und IL-6, als auch die Induktion von Me-
diatoren, die mit der alternativen Makrophagenaktivierung
(M2 Phanotyp) assoziiert sind, wie dem IL-1-Decoy-Rezeptor
und IL-10. Zudem wurde die Expression der induzierten
Stickoxidsynthase (iNOS) in S. pyogenes infizierten Zellen
nicht induziert. Statt dessen konnten wir eine Induktion der
Arginase, eines Enzyms, welches mit iNOS um das Substrat
Arginin konkurriert und das am alternativen Aktivierungs-
weg beteiligt ist, in mit S. pyogenes infizierten Zellen zeigen.

Mittels der Mikroarray-basierten Genexpressionsanalyse
konnten wir erstmalig nachweisen, dass S. pyogenes in Ma-
krophagen ein atypisches Aktivierungsprogramm auslost,
das tiber einige, jedoch nicht alle Merkmale der klassischen
oder alternativen Phanotypaktivierung verfiigt. Die
Mikroarray-Daten deuten auch darauf hin, dass die bakte-
rizide Wirkung von Makrophagen gegen S. pyogenes durch
die NADPH Oxidase in den Phagolysomen vermittelt wird,
dessen Gen, p4/phox, in infizierten Zellen hochreguliert
war. Tatsdachlich war die in vivo- und in vitro-Eliminierung
von S. pyogenes bei Nichtvorhandensein der funktionalen
NADPH Oxidase (p47phox”") stark vermindert, jedoch
nicht bei Fehlen der iNOS (iNOS”"). Das Verstdndnis dafiir,
wie Makrophagen auf molekularer Ebene auf S. pyogenes
reagieren, kann neue Ansatze fiir die Entwicklung neuer
therapeutischer Konzepte bieten.

Streptococcus pyogenes infiziert eine dendritische Zelle.
Foto: HZI, Rohde

Dendritische Zellen zdhlen ebenfalls zu den Immunzellen,
auf die S. pyogenes in der Schleimhaut des Atmungstraktes
oder in der Haut zuerst trifft. Daher haben wir untersucht,
welche Rolle dendritische Zellen bei der Infektion mit S.
pyogenes spielen. Hierzu wurden CD11c-Diphtherie-Toxin
(DT) Rezeptor transgene Mause (DTR) verwendet, in denen
CD11chigh-Zellen (konventionelle DCs) durch eine Behand-
lung mit geringen Dosen an DT in vivo voriibergehend
eliminiert werden konnen. Durch die Verwendung des
CD11c¢-DTR Mausmodells konnten wir nachweisen, dass
die Ablation von dendritischen Zellen zu einer Verstar-
kung der S. pyogenes-Infektion fiihrt - ein Hinweis auf die
Schutzfunktion dendritischer Zellen bei der Infektion mit
diesem Pathogen. Desweiteren fiihrte die Eliminierung

der dendritischen Zellen zur vollstandigen Aufhebung der
Interleukin-12 (IL-12)-Produktion. Dieses Zytokin bietet in
einem Mausmodell fiir Hautinfektionen nachweislich einen
betrachtlichen Schutz gegen eine todliche Infektion mit

S. pyogenes. Insgesamt belegen unsere Studien nachhaltig,
dass dendritische Zellen eine zentrale Rolle fiir die Verteidi-
gung des Wirts gegen eine Infektion mit S. pyogenes spielen.

Goldmann,0., von Kéckritz-Blickwede,M., Héltje,C., Chhatwal,G.S., Geffers,R., & Medina,E.
(2007) Transcriptome analysis of murine macrophages in response to infection with
Streptococcus pyogenes reveals an unusual activation program. Infection and Immunity 75,
4148-4157.

Loof,T.G., Rohde,M., Chhatwal,G.S., Jung,S., & Medina,E. (2007) The contribution of dendri-
tic cells to host defenses against Streptococcus pyogenes. The Journal of Infectious Diseases
196, 1794-1803.

Loof,T., Goldmann,0., & Medina,E. (2008) Immune recognition of Streptococcus pyogenes by
dendritic cells. Infection and Immunity 76, 2785-2792.
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Ziel unserer Forschung ist die Beschreibung komplexer, gene-
tischer Netzwerke, die fiir die Empfindlichkeit gegentiber In-
fektionskrankheiten oder die Regulation des Immunsystems
verantwortlich sind. Hierzu wurden umfangreiche phanotypi-
sche Untersuchungen an experimentellen Mauspopulationen
durchgefiihrt. Diese genetisch gut definierten experimentellen
Populationen bestehen aus Inzucht-Mausstimmen mit unter-
schiedlichem genetischen Hintergrund. In diesen Untersu-
chungen lassen sich phanotypische Merkmale oder Genex-
pressionsmuster mit genetischen Variationen korrelieren. Auf
diese Weise konnen Genombereiche ermittelt werden, welche
die phanotypischen Merkmale bzw. die regulatorischen Inter-
aktionen von Genen steuern. Diesen Ansatz bezeichnet man als
“Systemgenetik”. Wir wenden sie auf Mduse an, um die grund-
legenden molekularen Mechanismen zweier fiir den Men-
schen wichtige Krankheitsbilder zu verstehen: Schwere Er-
krankungen nach Infektion mit dem Influenza-A-Virus und die
Regulation des Immunsystems mittels regulatorischer T-Zellen.

wir die Rolle und die molekularen Funktionen der fraglichen
Regulatorgene.

Ein weltweites Netzwerk fiir Systemgenetik und Infektions-
forschung Unsere Tatigkeit ist eng in nationale und inter-
nationale Forschungsnetzwerke eingebunden: Das deutsche
Netzwerk fiir Systemgenetik (GeNeSys) wird von unserer
Abteilung koordiniert. Wir sind Mitglied des FluResearchNet,
einem deutschen Netzwerk fiir Influenzaforschung, des Nati-
onalen Genomforschungsnetzwerkes (NGFN), des EU-Projek-
tes CASIMIR, des EU-ESFRI Konsortiums Infrafrontier sowie
des PTR-Programms am Institute Pasteur. Zudem werden
diese Arbeiten durch Forschungsstipendien des Helmholtz-
Chinese-Scholarship-Council und der Georg-Christoph-Lich-
tenberg-Stiftung gefordert.

Empfindlichkeit des Wirts gegeniiber Infektionen mit dem ) E WO TR0 ¢ TN
Influenzavirus Jedes Jahr verursachen Infektionen mit dem b — ¢ : "f 3 ‘L
Influenza-A-Virus deutschlandweit etwa 2 Millionen schwere ‘ : —— .
Krankheitsfille, von denen je nach Saison 8.000 bis 30.000
todlich verlaufen. Wir haben eine Reihe verschiedener
Inzucht-Mausstdimme infiziert und deutliche Unterschiede
bei deren Reaktion auf die Influenza-A-Viren HIN1 und
H7N7 festgestellt. Drei der Inzuchtmausstimme sind stark
empfanglich gegeniiber der Infektion, wihrend die meisten
anderen Stimme das Virus erfolgreich bekampfen kon-

nen. Zurzeit werden umfangreiche Vergleiche anhand der
Pathologie, des Krankheitsverlaufes, der Immunreaktion und
der Genexpression in den Lungen der empfindlichen und we-
niger empfindlichen Mausstimme durchgefiihrt. Zusétzlich

Ny i
dongvani.

Neurogenese

Influeniza’ .o

" enterocolitica

analysieren wir Faktoren der Wirtsempfindlichkeit gegen-
iber Infektionen mit dem Influenzavirus bei verschiedenen
rekombinanten Inzucht-Mausstammen und interspezifischen
rekombinanten kongenen Stammen. Dadurch konnen wir
weitere Genombereiche identifizieren, die zur Empfindlich-
keit oder zur Resistenz beitragen, und die zugrundeliegen-
den Gen-regulatorischen Netzwerke entschliisseln.

Von einzelnen Gen-Interaktionen zu regulatorischen Netz-
werken Wenn das Immunsystem einer Infektion ausgesetzt
ist, muss es seinen Verteidigungsmechanismus streng kon-

Guus Smit, Sabine Spijker (Amsterdam) | Mouse strain resource

Eva Medina (Braunschweig) | Staphylococcus aureus infection susceptibility

Stefan Ehlers (Borstel) | Mycobacterium tuberculosis infection susceptibility

Reinhard Hoffmann (Munich) | Yersinia enterocolytica infection susceptibility

Werner Solbach & Thomas Laskay (Liibeck) | Leishmania major infection susceptibility
Roland Lang (Munich) | Susceptibility to sepsis

Klaus Schughart | Suscptibility to influenza A

Gudrun Brockmann (Berlin) | Susceptibility to obesity G N S
Frank Lammert (Bonn) | Susceptibility to liver fibrosis e e ys

Gerd Kempermann (Dresden) | Adult neurogenesis
German Network

Reinhard Hoffmann (Munich) | Expression analysis
Klaus Schughart | Bioinformatics resource | Coordinator for Systems Genetics

Zehn Partner von deutschen & holldndischen Universitdten und

trolliert aktivieren. Eine Immunantwort, die den Angreifer
unschadlich macht aber das Wirtsgewebe verschont, erfordert
eine komplexe Interaktion zwischen Effektor-T-Zellen und
regulatorischen T-Zellen (Treg). Wir analysieren auf Genom-
ebene die Expressionsprofile in Treg- und naiven T-Zellen in
verschiedenen rekombinanten Inzucht-Mausstimmen und
stellen einen Zusammenhang zwischen der Starke der Gen-
expression und der genetischen Varianz her. Wir haben auf
diese Weise verschiedene ,expression Quantitative Trait
Loci“ (eQTL) identifiziert, die an der Regulation von wichtigen
Genen beteiligt sein konnten und somit den Differenzierungs-
zustand der Tregs aufrecht erhalten. Zurzeit untersuchen

Forschungseinrichtungen haben ein virtuelles Institut — GeNeSys -
etabliert, bei dem Mduse von der gleichen genetischen Referenz-

population, den BXD-Satz von rekombinanten Inzuchtstimmen, auf
verschiedene phdnotypische Eigenschaften hin untersucht werden.

Schughart,K. & Schlender,H. (2007) Das Zusammenspiel der Gene. BIOspektrum - special
edition for the Biotechnica 2007, Vol. 13, 8-10.

Schughart,K. & Churchill,G. (2007), 6th Annual Meeting of the Complex Trait Consortium.
Mammalian Genome 18, 683-685.

Srivastava B., Blazejewska P., HeBmann,M., Bruder,D., Geffers,R., Mauel S., Gruber,A.D., &
Schughart,K. (2009) The genetic background of the host strongly influences the response to
influenza A virus infections in mice. PLoSONE, 4, e4857.
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02.6 Die Biologie der Immunantwort

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Werner Miiller | Abteilung fiir Experimentelle Immunologie |

werner.muller@manchester.ac.uk

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Angela Schippers | Dr. Ursula Frischmann | Nicolas Fasnacht | Marina Greweling |
Annika Kochut | Karina Nawrath | Fabio Pisano | Mandy Reichenbach

Analyse des zytokinen Netzwerks Zytokine bilden die
Hauptelemente der regulatorischen Netzwerke des Im-
munsystems. Sie werden von Zellen des Immunsystems
produziert und beeinflussen seine Entwicklung, Differen-
zierung und Funktion. Die Abteilung fiir Experimentelle
Immunologie analysiert dieses regulatorische Netzwerk
durch konditionelles ,,Gen-Targeting“ in Mausen. Mit dieser
Methode lassen sich Mausgene durch die Verwendung des
von dem P1-Phage abgeleiteten Rekombinasesystems Cre/
Loxp zelltypspezifisch deaktivieren.

Interleukin-10 und regulatorische T-Lymphozyten Inter-
leukin-10 ist ein wichtiges entziindungshemmendes
Zytokin, das die entziindungsfordernde Immunreaktion im
Korper kontrolliert. Die Deaktivierung des Interleukin-10
fiihrt zu einer entzilindlichen Darmerkrankung bei Mausen.
Unldngst wurde nachgewiesen, dass bestimmte Interleukin-
10-Genallele die Suszeptibilitat gegeniiber Morbus Crohn
beim Menschen erhohen. Durch eine konditionelle Gende-
aktivierung haben wir gezeigt, dass Interleukin-10 von den
T-Lymphozyten produziert werden muss, um eine entziind-
lichen Darmerkrankung zu verhindern.

T-Lymphozyten lassen sich in mehrere Untergruppen unter-
teilen. Die Elemente einer der T-Zellenuntergruppen heien
regulatorische T-Lymphozyten. Diese Untergruppe ist durch
die Expression bestimmter spezifischer Zelloberflichen-
marker und eines Haupttranskriptionsfaktors mit der Be-
zeichnung FoxP3 gekennzeichnet. In Zusammenarbeit mit
Alexander Rudensky (Seattle) wurden Mause geziichtet, bei
denen nur die regulatorischen T-Lymphozyten nicht ist der
Lage sind, Interleukin-10 zu produzieren. Solche Mutanten
entwickeln genauso eine entziindliche Darmerkrankung
wie Mausmutanten mit vollstandigem IL-10-Defekt und mit
T-Zellen-spezifischem IL-10-Defekt. Durch dieses Experiment
ist eine eindeutige Verbindung zwischen der regulatorischen
Funktion des regulatorischen T-Lymphozyten und dem
Zytokin Interleukin-10 hergestellt.

Gp 130 und regulatorische T-Lymphozyten Gp130 ist

die Hauptsignalisierungskomponente einer Gruppe von
Zytokinen, die als Interleukin-6-Zytokinfamilie bezeichnet
wird. Sie entfaltet ihre Aktivitdt nicht nur innerhalb des
Immunsystems, sondern hat auch eine groe Auswirkung
auf nahezu alle Organsysteme des Korpers, einschlieflich
des Herzen, Gehirns und der Leber. Innerhalb des Immun-
systems ist das Interleukin-6 an der Differenzierung der
normalen T-Zellen zu einer neuen T-Lymphozytenunter-
gruppe mit der Bezeichnung Th17-Lymphozyten beteiligt.
Wenn wir das gp130-Gen im T- Lymphozyten deaktivieren,
konnen wir die Bildung von Th17-Zellen verhindern und die
Zahl der regulatorischen T-Lymphozyten erhohen. Durch
diese Verschiebung in den T-Lymphozytenuntergruppen
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wird die Reaktion des Immunsystems auf die Infektion
verdndert. Mit Parasiten infizierte Mause mit dem Interleu-
kin-10-Defekt sind nicht in der Lage, die Infektion abzuweh-
ren. Teilweise ist das auf eine sehr starke Immunreaktion
zuriick zu fiihren, da sie eine sehr aktive Th17-Lymphozyte-
nuntergruppe erzeugen.

Gp130, die Leber und Arteriosklerose Gp130, anfinglich
als ein auf Immunzellen exprimiertes Molekiil identifiziert,
wird an allen Korperzellen exprimiert und interagiert mit
vielen Elementen der Interleukin-6-Zytokinfamilie. Durch
Verwendung einer zelltypspezifischen Gendeaktivierung
konnten wir es an Zellen auBerhalb des Immunsystems
entfernen. In Zusammenarbeit mit Bernhard Schieffer
(Hannover) wurde das gp130-Molekiil in Hepatozyten deak-
tiviert, die den Hauptzelltyp der Leber darstellen. Dadurch
sind die Hepatozyten nicht mehr in der Lage, eine akute
Phasenreaktion - d.h. eine Reaktion auf einen entziind-
lichen Prozess im Korper - zu generieren. Solche Mutanten
erkranken nicht mehr an Arteriosklerose, auch wenn sie
mit einer ungesunden, stark fetthaltigen Nahrung ver-
sorgt und in einem genetischen arteriosklerosefordernden
Hintergrund gehalten werden. Durch die Deaktivierung
des gp130-Molekiils in Leberzellen verhinderten wir eine
entzlindliche Reaktion in dem Endothelium der Herzarterie
und die Mause blieben gesund. Betrachtet man das Genom
vieler menschlicher Individuen, kann man tatsachlich eine
Untergruppe von Patienten ausmachen, die ein besonderes
Allel des gp130-Gens in sich tragen und dadurch ein er-
hohtes Arterioskleroserisiko haben.
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funktioneller Amyloide

02.7 Strukturelle und mechanistische Analyse

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Christiane Ritter | Arbeitsgruppe Makromolekulare Infektionen | cri07@helmholtz-hzi.de

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Alexander Eberth | Agnes Zimmer | Madhu Nagaraj

Amyloide sind geordnete Proteinfasern (sog. Fibrillen), die
sowohl mit schweren Krankheiten — durch Proteinfehlfal-
tung ausgeldst — als auch mit niitzlichen Zellfunktionen

in Zusammenhang stehen. In den letzten Jahren wurden
amyloidbildende Proteine in bakteriellen und Pilzpatho-
genen gefunden. Dort stellt die Amyloidkonformation die
natiirliche Form der jeweiligen Proteine dar, und ist die
strukturelle Grundlage fir unterschiedliche zelluldre
Funktionen. Besonders interessant fiir die Infektionsfor-
schung ist dabei die Bildung von Amyloid-“Hiillen” auf den
Zelloberflachen von Bakterien und Pilzen. Sie konnen deren
Uberleben in unterschiedlichen Umgebungen erleichtern,
sowie ihr Anhaften an inerten Oberflachen und Wechselwir-
kungen zwischen den Mikrobenzellen oder mit Wirtspro-
teinen vermitteln. Funktionelle Amyloide haben dieselben
Strukturmerkmale wie Amyloide, die mit Krankheiten

wie Alzheimer, Parkinson oder Prionenkrankheiten in
Zusammenhang stehen. Sie sind jedoch nicht toxisch, und
ihre Funktionen konnen direkt im Ausgangsorganismus
untersucht werden. Sie sind daher vielverspechende, neue
Systeme fiir die Untersuchung allgemeiner Aspekte der
Amyloidbildung. Der Schwerpunkt unserer Forschung liegt
dabei auf der Aufklarung der strukturellen und mecha-
nistischen Grundlage dieser Funktionen fiir ausgewéahlte
bakterielle und Pilzamyloide.

Instrumente zur Bestimmung der Struktur von Amyloid-
fibrillen Hochauflosende, strukturelle Informationen
iiber natiirlich vorkommende Amyloide sind sehr rar, da
aufgrund der GroBe und nichtkristallinen Struktur der
Fibrillen etablierte Strukturanalysetechniken nur einge-

High- and low-resolution structural information

active prion fold in vivo assays for

Bestimmung der 3D-Topologie von HET-s(218-289) Fibrillen. Die
Strukturinformationen wurden erhalten durch Bestimmung der
Wasserstoffaustauschraten mit Losungs-NMR (a), durch Analyse
der sekunddren chemischen Verschiebungen von C* und C* in
Festkorper-NMR Experimenten (b), und durch Fluoreszenzmar-
kierungstudien an Cystein-Varianten (c)

schrankt nutzbar sind. Daher haben wir eine neue, allge-
mein anwendbare Methode erarbeitet, bei der die Struktur
der Amyloidfibrillen iiber Kernmagnetresonanzspektros-
kopie (NMR), Festkorper-NMR, weitere spektroskopische
Techniken sowie mit Hilfe von Mutagenesestrategien ermit-
telt werden kann. Mit dieser Methode haben wir zuvor die
infektiose Topologie des Pilzprionproteins HET-s sowie die
Struktur der Alzheimer-A-beta(1-42)Fibrillen bestimmt.

Curli: eine Virulenz-verstdarkende Amyloidhiille Curli

ist die wichtigste Proteinkomponente der extrazellularen
Matrix, die Enterobacteriaceae, wie z.B. E. coli und Salmo-
nella typhimurium, produzieren. Curli-Fibrillen sind an der
Adhésion an biotischen und abiotischen Oberflachen und
an der Bildung von Biofilmen beteiligt. Ihre Interaktion mit
spezifischen Wirtsproteinen ermoglicht das Eindringen der
Bakterien in die Wirtszellen und fiihrt zu Entziindungen
und Sepsis. Die Biogenese von Curli ist auch mechanistisch
interessant, da in vivo die Fibrillenbildung der Hauptkom-
ponente von Curli, CsgA, erst durch das homologe Protein
CsgB initiert wird. Um die Funktionalitdaten von CsgA und
CsgB zu verstehen, analysieren wir die Strukturen, die
Kinetik der Fibrillenbildung und die thermodynamische
Stabilitdt der von beiden Proteinen gebildeten Fibrillen.

HET-s: ein funktionelles Prion aus Fadenpilzen Einige
der heute bekannten Amyloide sind in der Lage, sich in vivo
selbst zu replizieren, und stellen damit Prionen (infektidse
Proteine) dar. Um die molekularen Grundlagen fiir die
Infektiositdt von Amyloiden zu verstehen, untersuchen

wir die biophysikalischen Eigenschaften des funktionellen
Prionproteins HET-s aus dem Fadenpilz Podospora anse-
rina, sowie die Eigenschaften eines homologen Proteins

aus Fusarium graminearum. Der Zusammenhang zwischen
Struktur und Funktion konnte fiir die HET-s Amyloidfibril-
len bereits aufgeklart werden. Aus unseren aktuellen Daten
geht hervor, dass das funktionelle HET-s Prion eine robuste,
durch die Evolution optimierte Struktur bildet. Das steht in
deutlichem Gegensatz zu krankheitsbezogenen Amyloiden,
bei denen oftmals Punktmutationen zu einer vollig anderen
Fibrillenmorphologie fiihren.

Luhrs,T., Ritter,C., Adrian,M., Riek-Loher,D., Bohrmann,B., Dobeli,H., Schubert,D. & Riek,R.
(2005) 3D structure of Alzheimer’s amyloid (3(1-42) fibrils. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the USA 102(48), 17342-17347.

Ritter,C., Maddelein,M.L., Siemer,A.B., Luhrs,T., Ernst,M., Meier,B.H., Saupe,S. & Riek,R. (2005)
Correlation of structural elements and infectivity of the HET-s prion. Nature 435, 844-848.

Siemer,A.B., Ritter,C., Ernst,M., Riek,R. & Meier,B.H. (2005) High-resolution solid-state NMR
spectroscopy of the prion protein HET-s in its amyloid conformation. Angewandte Chemie
International 44, 2441-2444.
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THEMENSPRECHER | Prof. Dr. Hansjorg Hauser | Bereich Molekulare Biotechnologie | hha@helmholtz-hzi.de

Zu den ersten Reaktionen des Immunsystems auf eine Infektion gehéren die angeborene Verteidigungsaktivierung und die Ent-
ziindung. Diese Vorgénge wiederum sind Voraussetzung fiir die Einleitung der spezifischen, oftmals lang andauernden, adaptiven
Immunantwort. Die Reaktionen werden von den befallenen Zellen selbst ausgeldst und dann durch eine Vielzahl von Leukozyten
und Lymphozyten koordiniert. Dafiir zustédndige Mediatoren bestehen zum einen aus Komponenten mit geringem Molekularge-
wicht, wie z.B. aus Prostaglandinen oder kleinen Proteinen, wie Zytokin en, zum anderen aus Molekdlen, die fir die Interaktionen
zwischen den Zellen zustandig sind. Letztlich sind Zellen des Immunsystems, wie T-Zellen und deren Mediatoren oder Antikdrper-
produzierende B-Zellen, fiir die Beseitigung der Pathogene zustandig. Somit befasst sich das Thema “Entziindung und Immunitét”
mit den Prozessen, die zu unmittelbaren Verteidigungsreaktionen und zu einem langfristigen Schutz fiihren. Dabei geht es auch
um die negativen Auswirkungen solcher Reaktionen, wie den toxischen Schock und die Autoimmunitat, und um einen noch nicht

erforschten Einfluss auf die Onkogenese und die Tumoriiberwachung.

In den“Pathogeninduzierten Wirtsreaktionen” wird das Verhaltnis von Struktur und Aktivitat bei Pathogenrezeptoren und die Rolle
der Lipid Rafts als Eintritts- oder Austrittsstelle fiir Pathogene untersucht. Die Analyse von TLR2,6 und NALP3 mit Rontgenkristallo-
graphie dient dem Verstandnis der Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor. Die untersuchten biologischen Folgevorgange um-

fassen die durch Pathogene, PAMPs oder bei Entziindungsreaktionen ausgeldste intrazelluldre Signalisierung.

Einen Schwerpunkt im Rahmen dieses Themas bildet die Erforschung der Induktion und Signalisierung durch Interferone vom Typ I.
Dabei stellte sich heraus, dass Online-Reporter, die die Uberwachung der IFN-B-Induktion, d.h. der Induktion von IFN-stimulierten
Genen, ermoglichen, und ein Reporter, der den in Mauszellen eingefiihrten positiven Riickkopplungskreis der IFN-Sekretion tiber-
wacht, die Hauptinstrumente zur Entdeckung neuer Merkmale des Systems sind. IFNs werden nicht nur von Viren induziert, sondern
auch in geringerem MaBe durch Bakterien und PAMPs, wie TLR2 und 4. Weiterhin wurde festgestellt, dass IFN-B in nicht infizierten
Mausen in geringen Mengen produziert wird. Mause, bei denen diese konstitutive IFN-Produktion fehlt, sind bei der T-Zellen-Stimu-
lation ineffizient und weisen hohere Angiogeneseraten in Tumoren auf. Diese neuen Methoden ermdglichen auch die Untersuchung
der Lokalisierung und Dynamik von Vorgéngen wahrend der Virus- und Biofilm-induzierten IFN-Produktion. Ein Schwerpunkt der
derzeitigen Untersuchungen ist die Erstellung eines zeitauflésenden Modells des IFN-Netzwerkes. Das wird mit Hilfe von system-
biologischen Methoden erreicht und beinhaltet die Implementierung relevanter mathematischer und bioinformatischer Verfahren
zur Modellierung der regulatorischen Netzwerke. Inhalt der ersten Aktivitaten ist die Untersuchung der Interferonregulierung in

T-Zellen.

Eine unserer Arbeitshypothesen sagt aus, dass die Signalisierungsmediatoren und -mechanismen bei einer Entziindung als Ziel-

struktur fir die Vorbeugung und Therapie von Entziindungs- und Infektionskrankheiten verwendet werden konnen. Daher werden
Signaltransduktionswege, die fiir die Infektion und Entziindung relevant sind, wie z.B. TNF-Alpha, IL-1- und Toll-dhnliche Rezepto-
ren, in Zellkulturen und Tiermodellsystemen untersucht. Wir haben die Funktion des zentralen Mediators fiir Entziindungssignale
TAK1 am inflammatorischen Mausmodell fiir die rheumatoide Arthritis bewertet und konnten zeigen, dass die systemische TAK1-

Targeting-Strategie mit Hilfe der RNAi-Technologie eine nitzliche Funktion zur Linderung von rheumatoiden Arthritissymptomen ist.
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Es wurde auch eine erfolgreiche, Intrabody-vermittelte Strategie zur Beeinflussung von Toll-&hnlichen rezeptorvermittelten Signal-

wegen fir die Behandlung von Entziindungskrankheiten anhand eines Mausmodells demonstriert.

Es bestehen drei Projekte, die sich mit den Wechselbeziehungen von Infektion, Onkogenese und Tumoriiberwachung befassen.

1) Bakterien, die Mausen mit einem Tumor injiziert werden, sammeln sich speziell im Tumor an und lassen den Tumor teilweise
schrumpfen. Der Abbau von Granulozyten, die von der Bakterieninvasion angezogen werden, kénnte dies verstérken. Bei voll-

standiger Tumorriickbildung wurde eine Antitumor-Immunreaktion detektiert.

2) Die Seneszenziiberwachung wird in einem Mausmodell fiir chronische Hepatitis untersucht. Erste Ergebnisse zeigen, dass das

zellulédre Seneszenzprogramm das Tumorwachstum gemeinsam mit dem angeborenen Immunsystem begrenzt. In Folgestudien
wird der Mechanismus, durch den alternde Zellen und genetische Lasionen erkannt und zerstort werden, untersucht. Dabei
wird auch die Bedeutung der “Seneszenziiberwachung” fiir die Suppression der Hepatokarzinogenese untersucht.

3) Infektionen und Entziindungen fiihren zur Stimulierung der IRF-1-Aktivitat. Dieser Transkriptionsfaktor induziert in Tumoren

eine ungewohnlich schnelle Immunreaktion und die Eliminierung des Tumors. Diese Reaktion schiitzt die Mause vor der Genese

durch dieselben Tumore und unterbindet die Metastisierung.

Die Funktion der T-Zellen und Mesenchymzellen bei der Infektion und Autoimmunitat ist Teil der Untersuchungen zur Erforschung
der “immunregulatorischen Netzwerke”. Eine Zielstellung ist die Analyse der Basismechanismen, die der Induktion und Regulierung
der Schleimhaut-T-Zellenreaktionen in Verbindung mit Autoimmunerkrankungen zugrunde liegen. Es wurde mit Untersuchungen zur
Erforschung der Aufrechterhaltung bzw. des Zusammenbruchs der peripheren T-Zellen-Toleranz wéhrend einer bakteriellen oder
viralen Infektion begonnen. Die Aufklarung der Funktion der T-regulatorischen Zellen, von denen die Entscheidungen hinsichtlich

Toleranz, Anergie, Autoimmunitét oder Verteidigung abhangen, ist Teil dieser Untersuchung.

Zu den Verfahren der Systembiologie gehéren die Entwicklung und Implementierung von mathematischen und bioinformatischen
Methoden, die fiir die Modellierung regulatorischer Netzwerke relevant sind. Im vergangenen Jahr wurden mehrere Stipendien-
antrage fir dieses neue Gebiet bewilligt. Damit beginnt der Aufbau eines Netzwerkes zwischen der Helmholtz-Gesellschaft und
dem nahe gelegenen FORSYS Zentrum in Magdeburg und der Européischen Gemeinschaft. Ziel ist die Anwendung auf die Unter-
suchung der Interferonregulierung und der Treg-Zellbiologie sowie die Erforschung der Pseudomonas aeruginosa und putida in
Verbindung mit Umwelt und Wirt. Diese Untersuchungen sollen letztlich dazu verwendet werden, mathematische Beschreibungen,
Modellierungen und Simulationen der wichtigsten Vorgénge zu entwickeln, die an der Infektion und der Immunreaktion beteiligt

sind - mit dem Ziel neue Behandlungsstrategien zu entwickeln.
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03.1 Strukturanalyse des angeborenen Immunsystems
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In der Arbeitsgruppe ,Molekulare Wirt-Pathogen Interak-
tionen® (MHPI) des Bereiches Strukturbiologie (SB) konzen-
trieren wir uns auf die molekularen Aspekte der Verteidi-
gungsstrategien des angeborenen Immunsystems, sowie auf
die molekularen Strategien pathogener Organismen, den
Menschen zu infizieren.

Ein neues Mausmodel zur Untersuchung der mensch-
lichen Listeriose Das Bakterium Listeria monocytogenes
wird durch kontaminierte Nahrungsmittel tibertragen. Es
infiziert den Menschen, indem es die menschliche Darmbar-
riere iiberwindet. Wie und auf welchem Weg es dies erreicht,
blieb lange Zeit unklar, da Infektionen im Menschen zumeist
erst erkannt und diagnostiziert werden, wenn bereits der
gesamte Korper betroffen ist. Zudem fehlte ein geeignetes
Tiermodell, um die Infektion im Menschen zu simulieren.

Vor einiger Zeit haben wir das Invasionsprotein Internalin
(InlA) des Bakteriums L. monocytogenes strukturell unter-
sucht. Dieses Protein ist allein fiir die listerielle Invasion

der menschlichen Darmschleimhaut verantwortlich. Unsere
Raumstruktur dieses Faktors sowie dessen Komplex mit sei-
nem humanen Rezeptor E-Cadherin zeigten unter anderem,
dass der Aminosédurerest Prolin16 des humanen E-Cadherins
fiir die gegenseitige Erkennung ausschlaggebend ist. In
murinem E-Cadherin ist dieser Rest durch ein Glutamat er-
setzt, eine groBere und zudem negativ geladene Aminosaure
gegeniiber dem kleineren und wasserabweisenden Prolin.
Der Austausch verhindert die Erkennung des murinen
E-Cadherins durch InlA und unterbindet folglich den ersten
Schritt der listeriellen Infektion in der Maus.

Die detaillierte Analyse des InlA/E-Cadherin-Komplexes er-
gab, dass nicht alle Aminosduren von InlA optimal mit dem
E-Cadherin wechselwirken. Wir ersetzten folglich ausgewéhlte
Aminosduren mit geeigneteren Resten und untersuchten

den Einfluss auf die gegenseitige Bindungsaffinitit der betei-
ligten Proteine. Fiir alle vorgeschlagenen Punktmutationen
konnten wir eine erhohte Affinitét fiir E-Cadherin feststellen.
Durch die Kombination zweier Punktmutationen (S192N/
Y369S) konnten wir die Affinitét sogar auf das 5000-fache
des Wildtypproteins erhohen.

Interessanterweise ist dieses verdnderte InlA in der Lage,
murines E-Cadherin zu erkennen und zu binden. Die zusétz-
lichen Kontaktstellen kompensieren demnach die ungiinstige
Wechselwirkung des murinen Glutamats16. Durch Integration
der Punktmutationen in das Genom von L. monocytogenes
konnten wir einen Stamm etablieren, der der Theorie nach
die ersten Schritte der humanen Listeriose in der Maus
simulieren sollte.

Entsprechende Infektionsstudien zeigten, dass der neue
L. monocytogenes Stamm nach oraler Verabreichung Liste-
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Verdnderungen am Internalin A (InlA) kénnen seine Affinitdt
zum humanen als auch murinen E-Cadherin (hECI) steigern.

riose- dhnliche Symptome in der Maus auslost. AuBerdem
konnten wir erstmals den Infektionsweg der Listerien im
Menschen aufzeigen: zundchst infiziert L. monocytogenes die
Darmzottenspitzen, bevor tiefere Gewebeschichten befallen
werden. Erst mit einer Verzogerung von zwei Tagen werden
Lymphknoten, Milz und Leber massiv befallen, so dass es
zur systemischen Ausbreitung der Bakterien kommt.

Durch unsere Untersuchungen auf der Ebene einzelner
Atome und die detaillierte Analyse der InlA/E-Cadherin Pro-
tein-Protein-Interaktion sind wir also in der Lage gewesen,
das listerielle Invasionsprotein InlA molekular zu verdandern,
diese Anderung genetisch auf das Bakterium L. monocyto-
genes zu iibertragen und folglich die Infektivitat fiir das
murine System zu etablieren. Uns ist es auf diese Weise
gelungen, ein Kleintierinfektionsmodell zu etablieren und
die frithen Stadien der Darminfektion zu untersuchen. Unser
Modell wird derzeit genutzt, um unser Verstindnis tiber die
Invasionsmechanismen dieses Keims und die Reaktion des
humanen Immunsystems zu vertiefen.

Bublitz,M., Polle,L., Holland,C., Heinz,D.W., Nimtz,M. & Schubert,W-D. (2009) Structural
basis for autoinhibition and activation of Auto, a virulence-associated peptidoglycan hydro-
lase of L. monocytogenes. Molecular Microbiology 71, 1509-1522.

Wollert,T., Pasche,B., Rochon,M., Deppenmeier,S., van den Heuvel,J., Gruber,A.D.,
Heinz,D.W., Lengeling,A. & Schubert,W-D. (2007) Extending the host range of Listeria
monocytogenes by rational protein design. Cell 129, 891-902.

Schubert,W-D., Urbanke,C., Ziehm,T., Beier,V., Machner,M.P., Domann,E., Wehland,].,
Chakraborty,T. & Heinz,D.W. (2002) Structure of internalin, a major invasion protein of
Listeria monocytogenes, in complex with its human receptor E-cadherin. Cell 111, 825-836.
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Das angeborene Immunsystem ist die erste Verteidigungslinie
gegen virale, bakterielle und Pilzinfektionen. Nach der Infek-
tion initiieren spezifische Rezeptoren ein intrazelluldres
Signalnetzwerk, das zur Produktion des Typ I Interferons
(IFN) und der entziindungsfordernden Zytokine fiihrt, die
die angeborene antivirale Inmunreaktion vermitteln. Bei
der Bindung des Typ I IFN vermittelt der aktivierte Rezeptor-
komplex die Tyrosinphosphorylierung der Signalisierungs-
molekiile STAT1 und STAT2, was zur Dimerbildung und
nachfolgender Ansammlung im Nukleus fiihrt. IFN kann
durch angeborene oder adaptative Immunreaktionen direkt
oder indirekt auf Zellen einwirken.

Zur Analyse der IFN-Signalisierungsnetzwerke in Einzel-
zellen haben wir Hauptmarker, die die nacheinander ablau-
fenden Schritte der IFN-Induktion und —Reaktion repréasen-
tieren, mit Reportergenen kombiniert. Wir haben Bacterial
Artificial Chromosomes (BAC) verwendet und die Kodierungs-
abschnitte von verschiedenen Genen durch Gen-enkodie-
rende fluoreszente oder biolumineszente Reporter ersetzt.
So wurden BAC-Konstrukte erzeugt, in denen der gesamte
Folgeabschnitt des Gens intakt bleibt. Mit dieser Technolo-
gie haben wir Reportersysteme zur Online-Uberwachung
der Signaltransduktion und Geninduktion der Reaktion des
Typ I IEN erarbeitet. Durch die Untersuchung dieser Zellen
mit der zeitauflosenden Fluoreszenzmikroskopie haben

wir quantitative Informationen {iber die Kinetik der IFN-
Aktivitdt in Einzelzellen (s. Abb.) gewonnen. Weiterhin wird

Fluarescenca intensity
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NIH313-Zellen, die den rekombinanten BAC Mx2-tdTomato
enthalten, wurden mit I[FN-p stimuliert bzw. mit dem Newcastle
Disease Virus infiziert. Anschlieffend wurde die Expression des
Reportergens tdTomato mittels Time-Lapse-Mikroskopie iiber
einen Zeitraum von 60 Stunden aufgenommen. In Einzelzellen
wurde die tdTomato-Fluoreszenzintensitdt quantifiziert und
grafisch gegen die Zeit aufgetragen.

sie zur Klassifizierung verschiedener Phasen des Infektions-
prozesses und zur Unterscheidung zwischen autokrinen und
parakrinen Aktivitdten des IFN verwendet.

Um die Aktivitat des IFN in vivo zu bestimmen, haben wir
ein transgenes BAC-Mausmodell erstellt, das Interferon-indu-
zierte Mx2 Gen-Loci und Luziferase als Markergene enthalt.
Mit einem biolumineszenten Bildungsgebungssystem wurde
eine makroskopische Analyse der Interferonaktivitit im
gesamten Organismus durchgefiihrt, wobei die in-vivo-Kinetik
der IFN-abhéngigen Induktion der Luziferase-Expression in
der lebenden Maus visualisiert wurde. Durch unsere Arbeit
konnen weiterfiihrende Fragen der raumlich-zeitlichen Dyna-
mik der Interferonreaktion und der Ermittlung der zelluldren
Zielstrukturen dieser Reaktionen innerhalb des gesamten
Organismus bei einer viralen Infektion beantwortet werden.

Zudem wurden neuartige Reporter-Zelllinien fiir die Interfe-
rone vom Typ [ und Typ II erstellt. Diese Zellen werden jetzt
fiir eine exakte Quantifizierung der Typ I Interferone und
Hochdurchsatzscreenings von Bibliotheken verwendet, um
neue Agonisten, Verstarkersubstanzen und Antagonisten des
Interferonsystems zu ermitteln. Bei einem ersten Screening
der Familie der Vioprolide wurde festgestellt, dass sie mit
der Zellreaktion auf das Typ I IFN interferieren. Gemessen
wurde dies durch Mx2-gesteuerte Luziferase-Geninduktion.

Das IFN-Netzwerk ist ein leistungsfahiges, angeborenes
Verteidigungssystem, das wirksam die Virusinfektion in
Sdugetierzellen kontrolliert. Die Integration des Einzelpro-
zesses, der das Gesamtnetzwerk beeinflusst, wurde jedoch
noch nicht erreicht. Die Feinabstimmung der IFN-Induktion
und -Reaktion ist ein Ergebnis verschiedener Riickkopp-
lungskreise. Die induzierten Produkte sind verantwortlich
fiir neue Phenotypen und beeinflussen die néchste Ebene
der IFN-Signalisierung. Die parakrine Kopplung zwischen
den Zellen ist ein wesentlicher, zur Bildung rdumlicher
Muster fiihrender Aspekt. Ziel unseres Verfahrens ist es, die
raumlich-zeitliche Dynamik des Typ I IFN unter Verwendung
genetischer Techniken zu analysieren, die eine genaue
Lebendzellbilddarstellung der IFN-Signalisierung in vitro und
in vivo und eine quantitative Bildanalyse ermoglichen. Damit
wird ein mathematisches Modell der zugrunde liegenden
Reaktions-Diffusions-Prozesse maoglich.

Bochtler,P., Kroger,A., Schirmbeck,R. & Reimann,J. (2008) Type I [FN-induced, NKT cell-
mediated negative control of CD8 T cell priming by dendritic cells. Journal of Immunology
181(3), 1633-1643.

‘Winkel,A., Stricker,S., Tylzanowski,P., Mundlos,S., Gross,G. & Hoffmann,A. (2008) Wnt-
dependent interaction of Ror2 with TAK1 Modulates Canonical Wnt-signalling. Cellular
Signalling 20(11), 2134-2144.

Ramsauer,K., Farlik,M., Zuplpvoitz,G., Seiser,C., Krioger,A., Hauser,H. & Decker,T. (2007)
Distinct modes of action applied by transcription factors STAT1 and IRF1 to initiate tran-
scription of IFN-gamma-inducible gbp2 gene. Proceedings oft he National Academy oft the
Sciences USA 104, 2849-2854
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Unsere Arbeiten beinhalten die funktionale Organisation und
die differentielle Regulation genomischer Loci mit Einfluss
auf Wirt-Pathogen-Interaktionen und Entzlindungsprozesse.
Es handelt sich vornehmlich um die Gencluster der Typ I-
Interferone in Mensch und Maus sowie um das Poly(ADP-
ribose)polymerase (PARP-1)-Gen.

Diese Studien haben das humane IFN-a2-Gen als zweites
Jimmediate-early‘ Interferongen neben hulFN-f} ausgewie-
sen — basierend auf den analogen Signaturen von hulFN-f3
und hulFNa.2 im SIDD-Profil. Die dort identifizierten ,base-
unpairing elements’ (UEs) beinhalten ein funktionelles YY1/
YY2 Konsensusmotiv, dessen biologische Wirkung sich nur
in dieser Kombination entfaltet. Weiterhin haben alle IFN-a
Gene am 3 Ende eine destabilisierte Transkriptions-Termina-
tionsstelle, Teil einer eigenstandigen Chromatindoméne mit
konstitutiven ,scaffold/matrix attachment regions‘ (S/MARs).

PARP-1 ist als Reparaturenzym fiir ss- und dsDNA Strang-
briiche bekannt. Kiirzlich wurden zudem Kontrollfunktionen
der Chromatinstruktur und von Transkriptionsprozessen
entdeckt. PARP-1-Inhibitoren wirken entziindlichen Prozessen
entgegen und beeinflussen Regelkreise, denen wir nachge-
gangen sind: innerhalb eines ,autoregulatory circuit’ bindet
PARP an ein Konsensusmotiv sowie an ein Promoter-nahes
S/MAR-Element, wodurch es seine eigene Expression limitiert.

Die strukturelle Bedeutung von S/MARs erstreckt sich auch
auf Enhancer- und Replikationsfunktionen, die zur Chro-
matin-Offnung und -Aktivitit beitragen. Auf der Grundlage
des S/MAR-Elementes am 5‘Terminus der hulFN-B-Domédne
konnte ein neuartiges Vektorsystem entwickelt werden: selbst-
replizierende, nicht-virale ,Minicircles’ (MCs). Die GroBen-
reduktion des Ausgangsvektors, eines ,Parentalplasmids®,
von 5,4 auf 3,3 kb steigerte nicht nur die Stabilitat, sondern
auch die Klonierungskapazitat des resultierenden Episoms
(>10kb). Verschiedene MCs lieBen sich ,Seite an Seite‘ etab-
lieren und ermoglichen die regulierbare Expression von Anti-
korpern und anderer Proteine aus mehreren Untereinheiten.

Damit, vor allem aber weil MCs dem System durch Herab-
regulierung der Transkriptionsleistung wieder entzogen wer-
den konnen, lieBen sich neue Werkzeuge fiir die Gentherapie,
Biomedizin, zur Herstellung transgener Tiere und fiir die
Grundlagenforschung schaffen. Unsere Arbeiten ermoglich-
ten die Beteiligung am Exzellenzcluster “REBIRTH” und am
SFB738 “Optimierung konventioneller und innovativer Trans-
plantate” - gemeinsam mit Gruppen an der MHH.

Seit 1994 entwickeln wir Tests zur Ermittlung der biologi-
schen Aktivitdten genomischer Isolatoren (,insulators’),
darunter S/MARs. Ein neuartiger Ansatz betrifft ein ,recom-
binase-mediated cassette exchange’ (RMCE-) Verfahren.
RMCE erlaubt die gezielte Integration beliebiger Expressions-
kassetten an definierten genomischen Orten. Junhua Qiao hat
kiirzlich eine neue Variante entwickelt, mit der der Kassetten-
austausch mit 80%iger Ausbeute gelingt. Kombiniert mit

S/MARs lasst sich die Expressionsleistung der Integrate um
eine GroBenordnung steigern. Diese einzigartige Technik
wird nicht von willkiirlichen Integrationsereignissen beglei-
tet und erfordert weder die gleichzeitige Einfiihrung eines
Selektionsgens, noch von Plasmidanteilen. Dadurch wird
Abwehrreaktionen der Wirtszelle vorgebeugt.

Soren Turan hat sieben neue, vollstandig funktionale FRT-
Varianten entwickelt, die Wege zu RMCE- Multiplexing‘-
Protokollen eroffnen: die Methode ermoglicht das parallele
Anlegen unterschiedlicher genomischer ,Adressen’, die je
einen targeting‘-Vektor aufnehmen konnen. Multiplexing-
RMCE ist zu einem weiteren Beitrag fiir das REBIRTH
Programm gereift und ermdglicht die gezielte Anlage von
Zelllinien, die Modifikation von Stammzellen (ES und iPS)
und die rationale Erzeugung transgener Tiere.

Aspekte lentiviraler Resistenz und der Infektiositat von
gamma-Retroviren und Lentiviren bearbeiten wir kontinuier-
lich weiter. Neue Studien behandeln die retrovirale Integra-
tion, den Proteintransport und den Aufbaus der Virushiille,
um Zielstrukturen zu ermitteln, die zu verbesserten thera-
peutischen Ansdtzen und Impfstoffen fiihren kénnen. Viel-
versprechend: das Protein Caveolin, das am Transport und
der Positionierung des retroviralen Gag-Proteins (MLV)
beteiligt ist. Zudem spielt Caveolin eine Rolle bei Prozessen,
die zur Resistenz des HIV-Homologen SIV fiihren, sowie in
der spaten Phase der Replikation des Influenza-Virus.

A

Cav-1 Positionierung an neu synthetisiertem MLV Gag Protein.
Kolokalisierung (D; gelb in der Bedeckung von A-C) von MLV-
Gag (B; griin) und Caveolin-1 (C; rot) in NIH3T3 Zellen, an
Lipid Rafts (Lipidflofe) der Plasmamembran.  Foto: HzI

Linnemann,A K, Platts,A.E., Doggett,N., Gluch,A., Bode,]. & Krawetz,S.A. (2007) Genome-
wide identification of nuclear matrix attachment regions: an analysis of methods. Biochemi-
cal Society Transactions 35, 612-617.

Gluch,A., Vidakovic,M. & Bode,]. (2008) Scaffold/matrix Attachment Regions (S/MARs):
Relevance for Disease and Therapy, Protein-Protein Interactions as New Drug Targets In:
Handbook of Experimental Pharmacology 186 (Klussmann E., Scott JD eds) Springer Verlag,
pp 67-103

Marella,N.R.V., Zeitz,M.]., Malyavantham,K.S., Pliss,A., Matsui,S., Goetze,S., Bode,]., Raska,l.
& Berezney,R. (2008) Organization of the Type I IFN Gene Cluster in the Human Osteosar-
coma Cell Line MG63. Chromosome Research 16, 1177-1192
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Zur Losung komplexer Aufgabenstellungen im Bereich In-
fektion und Immunitit sind haufig komplexe Modellsysteme
mit regulierbaren Eigenschaften erforderlich. Wir entwickeln
solche Modelle durch Kombination verschiedener zuvor
entwickelter Strategien, die eine vorhersagbare genetische
Modifizierung von Zellen und Mdusen sowie eine streng
kontrollierte Expression von Transgenen erlauben.

Stochastische Expression mit Hilfe von autoregulierten
Feedback-Modulen Um zelluldre Genregulierungsmuster
nachzuahmen, haben wir synthetische Module entwickelt, die
eine Kontrolle der transgenen Expression durch Induktoren
wie z.B. Doxyciclin (Dox), ermdoglichen. Es wurden Module
zur graduellen und stochastischen Expression entwickelt.
Die stochastische Expression wurde durch Anwendung eines
neuen, autoregulierten positiven Feedback-Moduls realisiert,
das durch Dox kontrolliert wird. Wir konnten zeigen, dass
die Dox-Konzentration im Medium die Wahrscheinlichkeit
der Expression des Transgens in einer Population von
genetisch identischen Zellen bestimmt, nicht aber die Hohe
der Expression. Diese Module wurden erfolgreich mit Hilfe
stochastischer Werkzeuge mathematisch beschrieben.

Kontrollierte Zellexpansion Die Immortalisierung von
Zellen erlaubt die unbegrenzte Expansion von homogenen
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Stochastische Expression von synthetischen Expressionskas-
setten: Mittels eines Dox-abhdingigen synthetischen Moduls
wurde eine autoregulierte positive Feedback-Schaltung
aufgebaut. Dieses Modul wurde in das Genom von NIH3T3
Zellen integriert. Bei steigender Konzentration des Induktors
Dox schalten die Zellen die GFP Expression stochastisch an,
was mittels Durchflusszytometrie auf Zellebene visualisiert
werden kann. Damit fiihrt dieses autoregulierte positive
Feedback-Modul zu einem bimodalen Expressionsphdnotyp.

Zellpopulationen. Immortalisierte Zelllinien spiegeln jedoch
die Eigenschaften ihrer primédren Ausgangszellen nur teil-
weise wider, was u.a. auf die permanente Expression der
immortalisierenden Gene zuriickgefiihrt wird. Wir haben auto-
regulierte Expressionsmodule zur kontrollierten Expression
von immortalisierenden Genen verwendet. Die Expansion
von verschiedenen Zelltypen aus Maus und Mensch wurde
nach lentiviraler Transduktion von Expressionsmodulen er-
reicht, die die kontrollierte Expression von immortalisieren-
den Genen erlauben. Dabei findet die Vermehrung dieser
konditional immortalisierten Zellen ausschlieBlich in
Anwesenheit von Dox statt, wiahrend die Zellproliferation

in Abwesenheit von Dox komplett zum Stillstand kommt.
Fibroblasten, Endothelzellen und Gingivazellen wurden mit
Hilfe dieser Methode erfolgreich expandiert. Hervorzuheben
ist, dass hierbei die spezifischen Eigenschaften des entspre-
chenden Gewebes erhalten blieben. Fiir die expandierten
Endothelialzellen konnten verschiedene Eigenschaften in
vitro bestatigt werden, so z.B. die Expression von CD31 und
CD34-Oberflachenmarkern, die Fahigkeit, acetyliertes LDL
aufzunehmen und die Ausbildung GefaB-dhnlicher Struktu-
ren in vitro. Derzeit werden die ex vivo expandierten Zellen
hinsichtlich der GefaBneubildung in vivo untersucht.

Modelle fiir die akute und chronische Entziindung Basie-
rend auf den o0.g. Techniken werden Mausmodelle fiir akute
und chronische Entztindungen entwickelt. Dabei wird die
Bildung von Blut- und LymphgefaBen untersucht. Zudem
werden Lymphozyten, die Signalmolekiile zur GefaBneu-
bildung freisetzen, und deren Interaktion mit den Endothel-
zellen analysiert.

Interaktion kontrolliert expandierter Zellen mit mikro-
biellen Biofilmen Wir haben mit Dox kontrolliert expandierte
Zellen eingesetzt, um Interaktionen mit oralen mikrobiellen
Biofilmen zu erforschen. Die Genexpressionsanalyse zeigte
nur geringe Auswirkungen des mikrobiellen Biofilms auf

die Genexpressionsmuster. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass orale mikrobielle Biofilme in vitro eine begrenzt
entziindungsfordernde Wirkung haben.

May,T., Eccleston,L., Herrmann,S., Hauser,Hj., Goncalves,J. & Wirth,D. (2008) Bimodal and
hysteretic expression in mammalian cells from a synthetic gene circuit. PLoS.ONE. 3, e2372

Wirth,D., Gamma Norton,L., Riemer,P., Sandhu,U., Schucht,R., & Hauser,H. (2007) Road
to precision: recombinase based targeting technologies for genome engineering. Current
Opinion in Biotechnology 18, 411-419.

May,T., Hauser,H., & Wirth,D. (2007) In vitro expansion of tissue cells by conditional prolife-
ration. Methods in Molecular Biology 140, 1-15.

Norgall,S., Papousi,M., Roessler,J., Schweigerer,L., Wilting,]. & Weich,H.A. (2007) Elevated ex-
pression of VEGFR-3 in lymphatic endothelial cells from lymphangiomas. BMC Cancer 7, 105.
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Die Arbeitsgruppe Immunregulation beschéftigt sich mit den
Mechanismen der Induktion und Regulation T-Zell-vermittel-
ter Autoimmunitit. Wir haben transgene Mausmodelle fiir
akute und chronische Erkrankung der Lunge, fiir Kolitis und
Typ 1 Diabetes etabliert, mit denen wir diese Krankheits-
bilder immunologisch charakterisieren konnen. Wir wollen
die komplexen zelluldren und molekularen Vorginge bei
Autoimmunerkrankungen besser verstehen und Ansétze zur
therapeutischen Modulation des Immunsystems zu ent-
wickeln. Ein weiterer Aspekt ist der Einfluss von Infektionen
auf den Verlauf von Autoimmunerkrankungen.

Zur Untersuchung CD4* T-Zell-vermittelter Reaktivitat
gegen Selbstantigene in der Lunge haben wir ein transgenes
Mausmodell generiert. Es basiert auf der Expression des
Influenza Hamagglutinins in alveolaren Typ II Epithelzellen
(AECII) der Lunge. Erkennen HA-spezifische CD4" T-Zellen
in der Lunge das Antigen, fiihrt das zu einer chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung. In ihrem Verlauf greifen
Toleranzmechanismen, die eine unkontrollierte Zerstorung
des Lungengewebes verhindern. Die chronische Antigen-
stimulation in der Lungenschleimhaut fiihrt zur Induktion
Foxp3* regulatorischer T-Zellen (Treg). Spater hat sich erge-
ben, dass die Antigen exprimierenden AECII Zellen direkt
sowohl an der Induktion, als auch der Regulation autoreak-
tiver CD4* T-Zellantworten in der Lunge beteiligt sind. AECII
Zellen sekretieren Faktoren, die nicht nur die Proliferation
von CD4* T-Zellen inhibieren, sondern auch in einem z.T.
TGF-B-abhdngigen Mechanismus die Differenzierung naiver
CD4* T-Zellen in Foxp3* Treg unterstiitzen. AECII Zellen
sind aufgrund ihres starken Einflusses auf die Funktion von
T-Zellen ein Bindeglied zwischen angeborener und erwor-
bener Immunitét bei Erkrankung der Lunge (Marcus Gereke).

In einem dhnlichen Mausmodell fiir Autoimmunitit in der
Lunge ignorieren die selbstreaktiven CD8* T-Zellen das HA-
Antigen in der Lungenschleimhaut zundchst. Diese Toleranz
wird durchbrochen, wenn die Mause mit Influenza A infiziert
werden, eine bakterielle Infektion durch LPS Applikation
simuliert wird, CD4* T-Zellhilfe gegeben wird oder die Foxp3*
Treg aus der Maus entfernt werden. Dabei kommt es zu einer
massiven CD8" T-Zell-Aktivierung und Immunpathologie in
der Lunge. Dies zeigt, wann Selbsttoleranz bei einer Veran-
lagung zu Autoimmunitét verloren gehen kann und Auto-
immunerkrankungen initiiert werden konnen.

Vergleiche von Mdusen mit und ohne chronische Lungen-
erkrankungen zeigten, dass Influenzainfektionen in kranken
Maéusen anders verlaufen als in gesunden. Dies ist besonders
interessant, da Atemweginfektionen bei Patienten mit chroni-
schen Lungenerkrankungen wie COPD und Asthma deren

Gesundheitszustand verschlechtern. Infektionen beeinflussen
wesentlich die periphere Toleranz in der Lunge. Zudem domi-
niert das Zulassen einer effektiven adaptiven Immunantwort
iiber dem Schutz vor Autoimmunitét.

Ein weiterer Themenschwerpunkt: chronische Infektion und
Treg. Dazu haben wir aus chronisch mit Bordetella bronchi-
septica und Helicobacter hepaticus infizierten Mausen Treg
isoliert und die Genexpression analysiert. Die Datenanalyse,
deren Ziel die Identifizierung Pathogen-spezifischer Treg-
Marker ist, lauft derzeit. Diese Marker wiirden den gezielten
Eingriff in die T-Zellantwort bei persistierenden Infektionen
erlauben. Pathogen-spezifische Tregs konnten entfernt /
blockiert werden und wiirden eine effiziente Erregerabwehr
wieder zulassen (Andreas Jeron). Ein weiteres Projekt ist
die Entwicklung einer therapeutischen Vakzinierung gegen
Hepatitis C Virus (HCV). HCV Infektionen verlaufen héaufig
chronisch und stellen die Hauptursache fiir das Leberzell-
karzinom dar. Wir etablieren derzeit gemeinsam mit Thomas
Pietschmann, Twincore, eine therapeutische Vakzinierung
gegen HCV, die auf dem in vivo-Targeting von HCV Anti-
genen zu Dendritischen Zellen beruht (Julia Schiller).

Dr. Milena Tosiek untersucht Immunzellen mittels eines
Durchflusszytometer FACSCanto Foto: HZI, Bierstedt

Gereke,M., Jung,S., Buer,]., & Bruder,D. (2009) Type II alveolar epithelial cells present anti-
gen to CD4+ T cells and are capable to induce Foxp3+ regulatory T cells. American Journal
of Respiratory and Critical Care Medicine 179, 344-355.

Srivatava,B., Btazejewska,P., HeBmann,M., Bruder,D., Geffers,R., Mauel,S., Gruber,A.D. &
Schughart,K. (2009) The genetic background of the host strongly influences the response to
influenza A virus infections in mice. PLoS ONE 4(3), e4857.

Stegemann,S., Dahlberg,S., Kriger,A., Gereke,M., Bruder,D., Henriques-Normark,B. &
Gunzer,M. (2009) Increased susceptibility for superinfection with Streptococcus pneumo-
niae during influenza virus infection is not caused by TLR7-mediated lymphopenia. PLoS
ONE 4(3), e4840.
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03.6 Immuneffektoren: Molekile, Zellen und Mechanismen
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Unser Immunsystem setzt sich aus mehreren Verteidigungs-
linien zusammen. Dabei stellen sogenannte Typ I-Interferone
mit ihren wichtigsten Vertretern IFN-B und IFN-$ eine der
ersten Linien dar. Sie wurden auf Grund ihrer antiviralen
Eigenschaften entdeckt. Inzwischen ist aber klar, dass sie
auch bei vielen anderen Infektionen induziert werden und
auch bei normalen physiologischen Vorgdngen eine wichtige
Rolle spielen. Um dieses hoch komplexe System besser zu
verstehen, haben wir eine Reportermaus generiert. Die
vornehmlichste Eigenschaft dieser Maus ist, dass sie das
Reporterenzym Luziferase unter der Kontrolle des IFN-§
Promoters tragt. Dadurch ist es moglich, die Induktion von
IFN-3 sowohl in Gewebe- oder Zellhomogenaten zu verfolgen
aber auch durch nicht-invasives in-vivo-Imaging. Dabei wird
ausgenutzt, dass sich ein lumineszierendes Gewebe auf der
Haut der Maus abbildet und mit einer sensitiven Kamera de-
tektiert werden kann (Abb. 1). Mit dieser Maus konnten wir
zeigen, dass das [FN-B-Gen auch ohne Infektionen bereits

in einigen Geweben aktiviert vorliegt. Da das IFN-System
iiber einen Feed-forward Loop aktiviert wird, wird dadurch
vermutlich gewidhrleistet, dass das ganze System, wenn notig,
schnell aktiviert werden kann. Uberraschenderweise war die
hochste konstitutive Expression im Thymus zu finden.

Die konstitutive Expression von IFN-§ besitzt offensichtlich

Nichtinvasives in-vivo-Imaging von IFN-}3 Reportermdusen.

a) eine nicht behandelte Reportermaus, die Luziferase unter
dem Promoter von IFN} exprimiert, wurde mit dem Substrat
Luziferin injiziert, betdubt und die spontane Lichtemission mit
dem IVIS 200 Gerdt gemessen. Auffillig ist das hohe Signal im
Thoraxbereich, das vom Thymus emittiert wird. Rechts sieht
man eine Kontrollmaus, die keine Luziferase exprimiert. b)
Expression von IFN-p wurde durch Verabreichung von polyl:C in
einer Reportermaus induziert. Nach sechs Stunden wurde Luz-
iferin injiziert und die Maus im IVIS 200 vermessen. Man kann
eine deutlich stirkere Lumineszenz im Vergleich zur spontanen
Expression feststellen. Die hauptsdchliche Expression scheint
in der Leber und im Darmbereich stattzufinden. Die Sensitivitdit
wurde im Vergleich zu a) um den Faktor 100 reduziert.

auch eine wichtige physiologische Bedeutung. So waren
Dendritische Zellen von IFN-f-ko-Mdusen nicht in der Lage,
T-Zellen effizient zu stimulieren. Wir konnten dies auf einen
Defekt in der Expression der Hitzeschockproteine Hsp70.1
und Hsp70.3 zuriickfiihren, die von IFN-§ reguliert werden.
IFN-Gene spielen auch eine groBe Rolle bei der Abwehr

von Tumoren. Sie werden therapeutisch in der Klinik bei
bestimmten Krebsarten verwendet. Interessanterweise
wuchsen B16 Melanome in den IFN-B-ko-Médusen wesentlich
schneller als in normalen Mdusen. Wir konnten dies auf die
verbesserte Bildung von BlutgefaBen im Tumor in Abwesen-
heit von IFN-§ zuriickfiihren. Dabei konnten wir zeigen, dass
IFN-B die Expression verschiedener BlutgefaB-bildender Fak-
toren inhibiert. Somit stellt IFN einen wesentlichen Bestand-
teil des Uberwachungssystems des Korpers gegen Krebs dar.

Viele Bakterien, wie die von uns benutzten Salmonella typhi-
murium, besitzen die erstaunliche Eigenschaft, sich in festen
Tumoren anzureichern. Sie konnen somit genutzt werden,
um therapeutische Molekiile direkt im Tumor zu exprimie-
ren und damit das gesunde Gewebe weitgehend zu schonen.
Um die Effizienz der Tumorkolonisierung steigern zu konnen,
haben wir das Einwandern der Bakterien in einen festen
murinen Tumor detailliert untersucht. Dabei ergab sich, dass
die Bakterien vermutlich nicht aktiv in den Tumor einwan-
dern, da immobile Mutanten und Mutanten, in denen das
chemotaktische System inaktiviert worden war, ebenfalls
Tumore effizient kolonisieren konnten. Vielmehr zeigte sich,
dass die Bakterien die Sekretion von dem Tumornekrosis
Faktor-a auslosen, was zu einem starken Einstrom von Blut
in den Tumor fiihrt. Dadurch werden die Bakterien passiv
in den Tumor geschwemmt. An der Stelle des Bluteinstroms
sterben die Tumorzellen ab, und es entsteht eine groBe
Nekrose, in der die Bakterien sich vermehren und ausbrei-
ten konnen. SchlieBlich werden durch die Bakterien, aber
vermutlich auch durch die absterbenden Zellen, neutrophile
Granulozyten angelockt, die eine Barriere um die nekroti-
schen Bereiche formieren und eine weitere Ausbreitung der
Bakterien in die noch lebenden Teile des Tumors verhin-
dern. Entfernen dieser Barriere fiihrt zu einer wesentlichen
Verstarkung des therapeutischen Potenzials der Bakterien.
Mit diesen Erkenntnissen sind wir auf dem Weg zu einer
klinischen Anwendung dieser Tumortherapie einen groen
Schritt weiter.

Loessner,H., Endmann,A., Leschner,S., Westphal K., Rohde,M., Miloud,T., Haemmerling,G.,
Neuhaus,K. & Weiss,S. (2007) Remote control of tumor targeted Salmonella enterica
serovar Typhimurium-L-arabinose as inducer of bacterial gene expression in vivo. Cellular
Microbiology 9, 1529-1537.

Gekara,N.O. & Weiss,S. (2008) Mast cells initiate early anti-Listeria host defenses. Cellular
Microbiology 10, 225-236.

‘Westphal K., Leschner,S., Jablonska,J., Loessner,H. & Weiss,S. (2008) Containment of tumor
colonizing bacteria by host neutrophils. Cancer Research 68, 2952-2960.
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03.7 Bioinformatik zellularer Netzwerke
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Modellierung und Analyse genomweiter metabolischer
Netzwerke Bioreaktionsdatenbanken sind eine Vorausset-
zung fiir die Rekonstruktion und Analyse metabolischer
Netzwerke (MN). Wir haben unsere Bioreaktionsdaten-
bank durch Verdopplung der Reaktionsanzahl aktualisiert
und dabei die Daten in Bezug auf Reversibilitat, Verbin-
dungspaare, Umlaufmetaboliten und Spontanreaktionen
griindlich tiberarbeitet. Durch diese Aktualisierung
konnte die Qualitdt der Rekonstruktion metabolischer
Netzwerke deutlich verbessert werden, wie anhand der
drei Beispielorganismen Escherichia coli, Aspergillus niger
und Homo sapiens gezeigt wurde.

Ein genomweites metabolisches Netzwerk ist in der Regel
sehr groB und komplex. Frithere Studien haben gezeigt,
dass solche Netzwerke hierarchisch und modular aufge-
baut sind. Insbesondere wurde eine sogenannte modulare
Kern-Periphrie-Struktur fiir metabolische Netzwerke
postuliert. Wir haben einen Parameter mit dem Namen

“Kernbereichskoeffizient” zur quantitativen Bewertung der
Kern-Peripherie-Struktur des metabolischen Netzwerkes
vorgeschlagen, der auf dem Konzept der ndhebasierten
Zentralitiat von Metaboliten sowie auf einem neu defi-
nierten Parameter, der Netzwerkkapazitat, basiert. Diese
Methode kam bei der Untersuchung genomweiter metabo-
lischer Netzwerke von fiinf reprasentativen Organismen,
Aeropyrum pernix, Bacillus subtilis, E. coli, Saccharomyces
cerevisiae und H. sapiens, zum Einsatz.

Modellierung und Analyse von Regulationsnetzwerken
Eine friither postulierte Methode fiir das ,,Reverse Enginee-
ring“ eines Gennetzwerkes kam bei der Untersuchung

von oxydativem Stress bei Pseudomonas aeruginosa unter
eisenlimitierenden Bedingungen zum Einsatz. Dazu wur-
den dynamische Zeitreihendaten von genomweiten Gen-
expressionen experimentell unter streng kontrollierten
physiologischen Bedingungen ermittelt und analysiert,
um die bei der oxydativen Stressreaktion beteiligten
Hauptregulatoren zu bestimmen.

In Zusammenarbeit mit Dr. M. Wirth untersuchten wir
die Genexpressionsprofile einer menschlichen, mit dem
Simiane Immundefizienz-Virus (SIV) infizierten CD4*
T-Zelllinie, um das regulatorische Netzwerk zu erforschen,
das zur Resistenz der CD4" T-Zellen gegeniiber dem durch
das SIV-induzierten Zellsterben fiihrt. Zu diesem Zweck
wurde eine neue netzwerk- und wissensbasierte Methode
zur Ermittlung von Stoffwechsel- und Regulationswegen
und Unternetzwerken postuliert, die fiir die Resistenz
gegeniiber dem durch das SIV-induzierte Zellsterben mit-
verantwortlich sind. Mit dieser Methode lassen sich stark
betroffene, interaktive Molekiilketten bestimmen, die die
Aktivitaten von nicht differentiell exprimierten Regula-
toren beeinflussen, was eine Identifizierung sogenannter

{i |I. .
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Identifizierung von nicht-differentiellen exprimierten Genen
als ,versteckte“ Schliisselregulatoren durch die Anwendung
einer neuen netzwerk- und wissensbasierten Methode. Dies
konnte fiir humane CD4* T-Zellen mit dem Simian-Immun-
defizient-Virus gezeigt werden.

‘versteckter’ Hauptregulatoren (Abbildung) ermoglicht. Die
Untersuchung hat ergeben, dass die Resistenz gegeniiber
SIV-1-induziertem Zellsterben ein komplexer Mehrkompo-
nentenprozess ist, an dem Unternetzwerke beteiligt sind,
die in unterschiedlich friihen Phasen der Virusreplikation
aktiv sind.

Stochastische Modellierung der Dynamik synthetischer
Gennetzwerke Die Entwicklung synthetischer Genregula-
tionsnetzwerke bzw. -Kreisldaufe stoBt bei der Grundlagen-
forschung und der therapeutischen Anwendung auf immer
groBeres Interesse. Die Kontrolle der Genexpression ist
wesentlich fiir die Anwendung synthetischer Genkreis-
laufe. Die Arbeitsgruppe von Dr. D. Wirth erstellte einen
positiven, selbstregulierenden Feedback-Kreislauf, der
auf dem Tet-System beruht. Uberraschenderweise wurde
bei einzelnen Klonen mit demselben Genregulationskreis-
lauf, die nach dem Zufallsprinzip in das Genom integriert
worden waren, eine stark heterogene Induktionseffizi-
enz beobachtet. Desweiteren war fiir eine vollstandige
Induktion eine lange Induktionszeit erforderlich. Um die
Effizienz und Vorhersagbarkeit des selbstregulierenden
Systems erkliaren und verbessern zu konnen, haben wir
ein stochastisches Modell entwickelt, anhand dessen sich
die Induktionsdynamik von Zellen mit dem synthetischen
Genkreislauf beschreiben ldsst. Bei dem Modell wurde
davon ausgegangen, dass die chromosomalen Positionie-
rungseffekte einen wichtigen Parameter bilden.

da Silva,M.R., Ma,H. & Zeng,A.-P. (2008) Centrality, Network Capacity, and Modularity as
Parameters to Analyze the Core-Periphery Structure in Metabolic Networks. Proceedings of
the IEEE Systems Biology 96(8), 1411-1420.

He,F., Buer,]., Zeng,A.-P. & Balling,R. (2007) Dynamic cumulative activity of transcription
factors as a mechanism of quantitative gene regulation in multi-regulator transcriptional
regulatory motifs. Genome Biology 8, R181.

Sun,J., Liu,X., Rinas,U. & Zeng,A.-P. (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger
disclosed by comparative metabolic genomics. Genome Biology 8, R182.
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Ein Drittel aller jahrlich weltweit auftretenden Todesfalle werden von Infektionskrankheiten verursacht. Zudem sind Mikroorga-
nismen fir mindestens 15% aller neuen Krebserkrankungen verantwortlich und sind in der Pathogenese vieler chronischer nicht-
infektioser Erkrankungen involviert. Weiterhin stellt das weltweite Auftreten multiresistenter Bakterienstdmme ein wachsendes
Problem dar. Daher ist die Entwicklung neuer Anséatze zur Bekdmpfung mikrobieller Pathogene besonders wichtig. Das Hauptziel in
diesen Bereichen ist die Entwicklung neuer Werkzeuge und Strategien, um ansteckenden Krankheiten vorzubeugen, sie zu diagnos-

tizieren und zu behandeln.

Gegenstand des Projektes “Antigentransportsysteme und Vakzine” ist die Entwicklung von Werkzeugen und Strategien, um den
Transport von Vakzinantigenen vor allem tber die Schleimhaute zu verbessern, und die anschlieBende Nutzung dieser Werkzeuge

und Strategien um Impfstoffkandidaten gegen spezifische Krankheiten zu generieren. So wurden neue Adjuvans-Kandidaten
entwickelt, indem bereits existierende Molekiile verbessert wurden oder neue Molekilgruppen entdeckt wurden. Tatsachlich hat

das neu entwickelte pegylierte und wasserldsliche Derivat des alpha-Galaktosylceramid eine starkere Wirkung als Adjuvans als die
entsprechende parentale Verbindung. Weitere Arbeiten haben gezeigt, dass der bakterielle, sekundére Botenstoff Bis-(3,5°)-cyclo-
dimerisches Guanosinmonophosphat eine starke Wirkung als Adjuvans besitzt, wenn er systemisch oder auch iiber die Schleimhaute
verabreicht wird. Desweiteren wurde ein durch Acetylsalicylsdure (ASS) aktivierter Kontrollschalter in abgeschwachten Salmonellen
implementiert, wodurch eine exakt geregelte in vivo-Expression der Zielgene nach der bakteriellen Infektionen mdglich ist. So redu-
zierte sich in Mausen mit Tumoren das Tumorwachstum signifikant, wenn sie Salmonellen erhielten, die ein Expressionsmodul trugen,

das fiir das 5-Fluorocytosin (FC)-konvertierende Enzym Cytosindeaminase kodiert, und dies durch Gabe von ASS aktiviert wurde.

Ziel des Projekts “Therapeutische Zellvakzine” ist die Entwicklung von Strategien, um die bei persistierenden Infektionen und
Krebs vorhandenen Mechanismen, dem Immunsystem zu entkommen, zu durchbrechen. Zu diesem Zweck wurden Werkzeuge zur
Erforschung der Wechselwirkungen zwischen Effektorzellen, regulatorischen Zellen und Zielzellen entwickelt. Zu diesen Techniken
gehdren hochauflésende 3D-Bilddarstellungsverfahren und Mausmodelle, um T-Zellaktivierung, Toleranz und Autoimmunitat zu
untersuchen. Auch wurden Antigen-préasentierende Zellen durch adenovirale Vektoren, die fiir Antigene und immunmodulatorische
Molekiile kodieren, modifiziert, um so die Antigenprisentation zu verbessern. Um die Ubertragung der Grundlagenforschung in
entsprechende Zelltherapien zu erleichtern, wurden unter Verwendung eines geschlossenen, integrierten Beutelsystems flexible

und stabile cGMP-gemé&Be Verfahren zur Produktion von adenoviral modifizierten dendritischen Zellen erarbeitet.

Das Projekt “Intrazelluldrer Phagosomentransport und Immunitét” befasst sich mit dem Mechanismus, durch den das Myco-
bacterium tuberculosis die Phagosomreifung hemmt und die Zerstérung durch Makrophagen verhindert. Dazu wird der intrazellulére
Transport von nicht-pathogenen und pathogenen Mykobakterien in Makrophagen untersucht, um die Proteine zu identifizieren, die
am Vesikeltransport bei einer Infektion mit dem Mykobakterium beteiligt sind. Diese Proteine sind wahrscheinlich an dem durch
die Lysosomen vermittelten Zerstorungsprozess sowie an den molekularen Vorgangen beteiligt, die die Verbindung zwischen ange-
borener und adaptiver Immunreaktion herstellen. Langfristiges Ziel dieses Projekts ist, neue Ziele fir die Entwicklung prophylak-

tischer oder therapeutischer MaBnahmen zu identifizieren.
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Im Rahmen des Projektes “Molekulare Mechanismen der Hepatitis-C-Virus Infektion und HCV Replikation” werden die Wech-
selwirkungen zwischen Virus und Wirt untersucht, die fir die Replikation des Hepatitis-C-Virus (HCV) maBgebend sind. Diese
Untersuchungen sollen dabei helfen, neue Angriffsziele fiir Medikamente zu definieren und Screening-Tests zur Identifizierung
von Molekiilen zu implementieren, die diese Wechselwirkungen storen. Ein spezieller Fokus dieser Arbeit ist die Charakterisierung
der entscheidenden Faktoren, die den engen Wirtstropismus von HCV bestimmen. Weiterhin werden zellbasierte Hochdurchsatz-
Screening-Systeme entwickelt, um HCV-spezifische Inhibitoren unter Verwendung der HZI-Substanzbibliotheken zu identifizieren.
Diese Screenings beziehen sich auf den vollstandigen viralen Replikationszyklus, einschlieBlich des Eindringens des Virus, der

RNA-Replikation und der Produktion neuer Viren.

Das Projekt “Molekulardiagnose von mikrobiellen Pathogenen” befasst sich mit Umweltbakterien und -viren, die Infektionen
ausldsen konnen, und damit, wie das Wachstum dieser Mikroorganismen in der naturlichen und anthropogen veranderten Umwelt
kontrolliert wird. Dabei liegt der Schwerpunkt auf Trinkwasserversorgungssystemen (DWSS) von der Trinkwasserquelle bis zum
Wasserhahn. Mit dem Projekt werden die folgenden Hauptfragen angesprochen: (i) Wie beeinflusst der Wechsel der Jahreszeiten
die bakterielle Mikroflora im Trinkwasser, (ii) Welcher Teil dieser Mikroflora tiberlebt eine Chlorierung, und (iii) Welche speziellen
Gruppen von bakteriellen Pathogenen kommen in einem DWSS vor und wie werden sie vom Wechsel der Jahreszeiten und durch
die Chlorierung beeinflusst. Desweiteren wurde eine Multi-Loci-Variable-Number-of-Tandem-Repeats-Analyse (MLVA) entwickelt.
Diese hoch auflésende Genotypisierungstechnik ermdéglicht eine Hochdurchsatzanalyse von klinischen und Umweltisolaten von

Vibrio parahaemolyticus. Dabei konnen alle wesentlichen Klone einschlieBlich der pandemischen unterschieden werden.

Die Schwerpunkte in der Antiinfektiva-Forschung sind die Identifizierung und Struktur-/Funktionsanalyse von neuen aktiven Sub-
stanzen sowie die Klarung ihrer Wirkmechanismen. Dazu werden mikrobielle Extrakte und kombinatorische Substanzbibliotheken
eingesetzt, um nach kleinen Molekilen mit antiinfektiver Wirkung zu suchen. Diese Arbeiten bilden die “Chemical Pipeline” des
HZI. Im Rahmen des Projektes “Mikrobielle Diversitédt und Erforschung von Naturprodukten” wurde das biosynthetische Potential
neuartiger Gruppen von Myxobakterien untersucht. Durch die Annotation des Genoms von Sorangium cellulosum konnten neue
Gencluster identifiziert werden, die fiir Sekundarmetaboliten kodieren. Durch die Mutagenese von Polyketid- und Peptidsynthasen
konnten Schliisselgene identifiziert werden, die an dem biosynthetischen Stoffwechselweg von Sekundarmetaboliten beteiligt
sind. Es wurden Screenings eingefiihrt, die dazu dienen, Substanzen zu finden, welche in der Lage sind, mit dem Quorum Sensing
und der Biofilmbildung zu interferieren. Die Schwerpunkte der Projekte “Medizinische Chemie der Antiinfektiva” und “Entwicklung
von neuartigen Antibiotika aus natirlichen Quellen” bilden die Synthese von Naturprodukten und das Design von entsprechenden
Analoga. Diese Projekte umfassen die chemische Synthese von neuartigen Antibiotika, wie z.B. Korallopyronin, Chlorotonil und
Chondramid. Zu diesem Zweck wird ein interdisziplindrer Ansatz an der Schnittstelle zwischen organischer Synthese, Biochemie
und Strukturbiologie verfolgt, um die gegenseitige Abhangigkeit zwischen Konformation und biologischer Funktion zu untersuchen.
Die pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften der Leitstrukturen werden dann durch die Gesamtsynthese

von Analoga und Derivaten optimiert.
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Das Projekt “Chemische Biologie von Infektionskrankheiten” erforscht mit Hilfe von niedermolekularen Substanzen die Mechanis-
men der Infektionsabldufe. Mit spezifischen Test- und Screeningtechnologien lassen sich bioaktive Substanzen aus den chemi-
schen Repertoires auswahlen und analysieren. Die Ergebnisse sollen zur Entdeckung neuer Antibiotika, chemotherapeutischer
Modulatoren und Immunmodulatoren fiihren. Protein-Protein-Interaktionen sind wichtige Vorgange innerhalb von Signalwegen und
Proteinkomplexen, sind jedoch fiir die Medikamentenentwicklung schwer zugénglich. Mit Hilfe der Peptid-SPOT-Array-Technologie
lassen sich Peptidfragmente identifizieren, die zentral fiir die Interaktion der Proteine sind. In Hochdurchsatz-Tests konnen dann
niedermolekulare Verbindungen gesucht werden, die mit dem Peptid um die Bindung konkurrieren. Dies wurde erfolgreich einge-
setzt, um Bindungsproteine fiir die RNA-Polymerase des Influenzavirus zu finden - die in der Lage waren, das Viruswachstum zu
inhibieren. Es wurde desweiteren ein zellbasierter Fluoreszenz-Reporter-Assay verwendet, um nach Substanzen zu suchen, die die
intrazellulare Konzentration des Zellzyklusregulators p27 erhéhen. Es wurde ein zyklisches Peptid gefunden, das ein hochselektiver

Proteasomhemmer ist und eine deutliche Antitumorwirkung aufweist.

Candida albicans ist eines der wichtigsten Pathogene in Verbindung mit nosokomialen Pilzinfektionen, insbesondere bei Patienten
mit einer Immunschwache. Deshalb wurden im Rahmen des Projektes “Identifizierung von molekularen Zielstrukturen von Antiin-
fektiva” Histidinkinasen (HK) von C. albicans als potentielle Zielstrukturen ausgewahlt. Untersuchungen mit Einzelgendeletionsmu-
tanten zu chemischen und genetischen Interaktionen haben gezeigt, dass unter den HK lediglich CaNik1 wichtig fir die Aktivitat
der fungizidalen Naturprodukte Ambrutizin VS-3 und Jerangolid war. Eine Deletionsmutante der HK CHK1 zeigte ebenfalls eine
verminderte Virulenz. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse kommen CaNik1 und CHK1 als mdgliche Medikamentenzielstrukturen

bei kiinftigen Untersuchungen in Frage.
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Der Einsatz eines Kontrollschalters basierend auf dem Regulationsmodul nahR/Psal::xylS2 erlaubt eine regulierbare Expression von
Zielgenen in Salmonellen. (A) Schematische Darstellung des Kontrollschalters. (B) Experimentelles Design um die Salicylsiure-ab-
héingige in vivo-Expression des 5-Fluorocytosin (5-FC)-konvertierenden Enzyms Cytoindesaminase (CD) innerhalb von Tumorzellen zu
validieren. (C) Tumorwachstum in unbehandelten Mdusen (PBS) und in Tieren die entweder mit unverdnderten Bakterien behandelt
wurden (SL7207-452), oder mit Bakterien, die zusdtzlich Vektoren kodierend fiir CD trugen. Die Expressionskontrolle von CD erfolgte
dabei tiber Salicylsdure (pMPO16) bzw. iiber Tetracycline (pMPO17) (weitere Details s.u. 04.6, S. 90)
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Im Herbst 2007 zeigte die Markteinfiihrung eines Epothilon-
derivats zur Behandlung von Brustkrebs erneut die Bedeu-
tung der Wirkstoffe aus Myxobakterien fiir die Gesundheits-
forschung. Gleichzeitig beweist sie, dass eine fermentative
Produktion mit Myxobakterien industriell nutzbar und
o0konomisch sinnvoll sein kann. Eine Expression der bio-
synthetischen Gencluster in heterologen Wirten wire eine
alternative Moglichkeit, an der ebenfalls gearbeitet wird.

Fiir die Molekularbiologie der Myxobakterien war die
Sequenzierung und Annotation eines Sorangiengenoms ein
Meilenstein. Dabei wurde das bisher grote bekannte Bakte-
riengenom gefunden. Die Annotation zeigte, dass viel mehr
Gene fiir die Sekundarstoffsynthese vorliegen, als bisher
angenommen wurde. Die Erkundung der Biodiversitéit durch
Isolierung unbekannter Myxobakterien ist ein weiterer wich-
tiger Schwerpunkt fiir die Entdeckung neuer Antiinfektiva in
der Zukunft.

Biodiversitat Mit den Myxobakterien ,verwandte“ Mikro-
organismen kann man durch Vergleiche der 16S rDNA in
Datenbanken finden. Sequenzen aus dem Metagenom
terrestrischer und mariner Standorte bilden neue Aste in
einem gemeinsamen Stammbaum. Wird ein neues Potential
fir die Sekundarstoffproduktion erschlossen, wenn solche
Bakterien isoliert werden? An dieser Fragestellung wird
intensiv gearbeitet. So wurden in den vergangenen Jahren
immer wieder ,Myxobakterien“ isoliert, die nicht in das tra-
ditionelle System passten. Erste chemische Untersuchungen
der Metabolite aus ihren Kulturextrakten bestiatigen nun
diese Erwartung: es wurden neue Antibiotika gefunden und
ihre Strukturen aufgeklirt. Weitere antibakteriell wirksame
Verbindungen befinden sich in der chemischen Bearbeitung.

Molekularbiologie Peptidsynthetasen und Polyketid-
synthasen sind die wichtigsten Enzymkomplexe fiir die
Sekundarstoffsynthese bei Myxobakterien. Um die dafiir
verantwortlichen Gencluster zu finden, wird versucht, die
Biosynthese gezielt zu unterbrechen. Fiir Thuggacin wurden
solche Mutanten durch Transposonmutagenese hergestellt,
wahrend die Leupyrrinsynthese iiber homologe ,knockouts®
ausgeschaltet werden konnte. Myxobakterien besitzen neben
den exprimierten auch sogenannte ,ruhende Gencluster” der
Sekundarstoffsynthese. Wir sind dabei, diese zu detektieren
und zu exprimieren, um so neue Wirkstoffe zu finden.

Screeningmodelle Wihrend sich in der Vergangenheit die
Suche nach Antiinfektiva auf Hemmstoffe des Wachstums
beschrénkte, liegt jetzt der Schwerpunkt auf der Suche nach

Metaboliten, die die Pathogenitat von Krankheitserregern
beeinflussen. Der Schliissel hierbei sind ,,two component
signal transduction® Systeme. Diese komplexen, globalen
Regulationssysteme interferieren mit ,multi drug resistance®,
mit ,quorum sensing“ und so letztendlich auch mit Biofilm-
bildung und Virulenz. Metabolite, die an hochkonservierte
Bereiche dieser Enzymkomplexe binden, konnten Wirkstoffe
mit breitem Wirkungsspektrum sein. Zwei hierfiir interes-
sante Metabolite aus gleitenden Bakterien konnten isoliert
und in ihren Strukturen aufgeklart werden.

Chemie Bei den Arbeiten mit dem Elansolidproduzenten
wurde aus Kulturextrakten ein neues Elansolid isoliert, das
sich in das bekannte Elansolid A irreversibel umwandelt.
Die Strukturaufklarung ergab die gleiche Konstitution fiir
beide Elansolide. Da beide Substanzen sich in identische
Ringoffnungsprodukte umwandeln lassen, haben wir es hier
mit einem ungewohnlichen Fall eines Naturstoffs zu tun, der
in zwei Konformationen existiert. Die strukturellen Details
werden mit Hilfe der NMR-Spektroskopie und durch Model-
lierung der Strukturen untersucht.

Birte Trunkwalter und Prof. Rolf Miiller analysieren Myxobak-
terien unter dem Mikroskop. Foto: HZI, Gramann

Mukhopadhyay,]., Das,K., Ismail,S., Koppstein,D., Jang,M., Hudson,B., Sarafianos,S.,
Tuske,S., Patel,]., Jansen,R., Irschik,H., Arnold,E. & Ebright,R.H. (2008) The RNA Polymera-
se ,Switch Region® is a Target for Inhibitors. Cell 135(2), 295-307.

Feklistov,A., Mekler,V., Jiang,Q., Westblade,L.F., Irschik,H., Jansen,R., Mustaev,A.,
Ebright,R.H. & Darst,S.A. (2008) Rifamycins do not function by allosteric modulation of bin-
ding of Mg2+ to the RNA polymerase active center. The Proceedings of the National Academy
of Sciences of the USA 105, 14820-14825.

Gerth K., Steinmetz,H., Hofle,G.& Jansen,R. (2008) Chlorotonil A, a macrolide with a unique
gem-dichloro-1,3-dione functionality from Sorangium So ce1525. A di
Chemie International Edition 47, 600-602.

Schneiker,S., Perlova,0., et al, (including Gerth K., Sasse,F., Blocker,H., Miiller,R.) (2007)
Complete genome sequence of the myxobacterium Sorangium cellulosum. Nature Biotechno-
logy 25, 1281-1289.
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Im Rahmen dieses Projektes werden chemische Synthe-
sen fiir Antibiotika entwickelt. Uber die Generierung
von Derivaten und Analoga soll das biologische Profil der
Leitstrukturen verbessert werden, um eine detaillierte
Aussage tiber Struktur-Aktivitatsbeziehungen zu erhalten.
Die Identifizierung der pharmakophoren Gruppen iiber
den entwickelten Syntheseweg ist zudem ein Werkzeug
fiir das ,Chemical Genocis“. Zuséatzlich sollen die dabei
entwickelten neuen Synthesemethoden fiir Automatisie-
rungsplattformen wie etwa die SPOT- oder PASS-Flow-
Synthese eingesetzt werden.

Synthese von Corallopyronin, Chlorotonil und Chondra-
mid Zur Generierung verbesserter Antibiotika ist ein
genaues Verstiandnis der molekularen Strukturen uner-
lasslich. Hier spielt die Unterscheidung in pharmakophore
Gruppen und Strukturelemente, die fiir eine selektive
Adressierung des Targets verantwortlich sind, eine zentrale
Rolle. Die Naturstoffe Corallopyronin, Chlorotonil und
Chondramid sind vielversprechende Vertreter potentieller
Antibiotika bzw. anti-Tumorverbindungen. Erste Ergeb-
nisse zeigen, dass bei allen drei Verbindungen Weiter-
entwicklungen notwendig sind, um das medizinische

Larissa Jundt isoliert Sekunddrmetaboliten mittels HPLC.

Foto: HZI, Bierstedt

Potential zu erschlieBen. Dazu ist es sowohl notwendig
eine Totalsynthese zu entwickeln, als auch eingehende
Untersuchungen der Struktur-Aktivitatsbeziehungen
vorzunehmen.

Bei den Chondramiden wurden bereits erste Derivate syn-
thetisiert und zusammen mit den SAR-Daten publiziert.
Diese deuten darauf hin, dass der polyketidische Teil des
Molekiils fiir die Einstellung der aktiven Konformation
des Tripeptides notwendig ist. Weitere Derivate sollen syn-
thetisiert werden, um ein umfassendes Bild der SAR-Daten
zu erhalten.

Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir das Corallopyronin.
Auch hier gibt es erste Vorstellungen vom Wirkmechanis-
mus und den pharmakophoren Gruppen. Ausgehend von
diesen Ergebnissen sollen die in vivo Aktivitaten durch die
Synthese unnatiirlicher Derivate verbessert werden.

Fiir das Chlorotonil stellt sich die Herausforderung,
wasserlosliche Derivate zu synthetisieren, die trotz der
Verdnderungen noch das gewiinschte Wirkprofil enthalten.
Ein weiteres Projekt beschéftigt sich mit der Strukturauf-
klarung und Synthese von Chivosazol. Das Antibiotikum
Chivosazol besal 10 unbekannte Chiralitatszentren.
Nachdem die 10 Chiralitdtszentren aufgekldrt werden
konnten, besteht nun die Aufgabe, die Struktur durch

eine Synthese abzusichern und gleichzeitig einen synthe-
tischen Zugang zu verdnderten Derivaten zu ermoglichen.
Nachdem in diesem Jahr die Synthese des nordlichen Teils
erfolgreich beendet werden konnte, richtet sich unser
Augenmerk auf die Synthese des stidlichen Segmentes und
die Kupplung beider Fragmente.

Janssen,D., Abert,D., Jansen,R., Miiller,R. & Kalesse,M. (2007) Chivosazole A - Elucidation
of the full absolute and relative configuration. Angewandte Chemie 119, 4985-4988.

Eggert,U., Diestel,R., Sasse,F., Jansen,R., Kunze,B. & Kalesse,M. (2008) Chondramide C: Syn-
thesis, Configurational Assignment and First SAR Studies. A dte Chemie Inter [
Ldition 47, 6478-6482.

Rahn,N. & Kalesse,M. (2008) The First Total Synthesis of Chlorotonil. Angewandte Chemie
International Edition 47, 597-599.
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Die auserlesene und vielfaltige Architektur von Natur-
stoffen liefert eine reichhaltige Quelle fiir Entdeckungen
in der Antiinfektionsforschung: ob diese genutzt werden,
um biologische Mechanismen zu untersuchen oder als
Grundlage fiir die Entwicklung pharmazeutischer Wirk-
stoffe dienen — Naturstoffe ziehen besondere Aufmerk-
samkeit auf sich. Forschung innerhalb dieses Projektes
fokussiert auf verschiedene Aspekte der Naturstoffchemie,
von der Naturstoffisolierung und der Entwicklung neuer
Syntheseverfahren bis hin zur Naturstoffsynthese und
dem Design von Analoga.

Polyketide sind eine besonders interessante Klasse von
Naturstoffen mit einer extrem groBen Bandbreite an
biologischen Aktivitaten und pharmazeutischen Eigen-
schaften. Polyketid-Antibiotika, antifungische Substanzen,
Zytostatika, antiparatisch wirkende Verbindungen und
natiirliche Insektizide sind in kommerzieller Nutzung. Zu
bekannten aktuellen Beispielen gehoren die Archazolide,
hochpotente Inhibitoren von ATPasen des Vakuolentyps
(V-ATPasen), Etnangien, ein Makrolid-Antibiotikum, das
RNA-Polymerase inhibiert und Rhizopodin, welches mit
Aktin interagiert und durch spezifische Bindung an einige
kritische Stellen des G-Aktins die Bildung des Aktinzyto-
skeletts verhindert. Ein interdisziplindrer Ansatz an der
Schnittstelle zwischen organischer Chemie, Biochemie
und Strukturbiologie wurde initiiert, um im Detail die
Zusammenhéange von Konformation und biologischer
Funktion dieser potenten natiirlichen Antibiotika zu un-
tersuchen. Auf der Grundlage eines innovativen Ansatzes
haben wir kiirzlich die relative Stereochemie und Grund-
zustandskonformation dieser Polyketide durch Hochfeld-
NMR-Studien in Kombination mit Molekulardynamik-
simulationen aufgekliart. Neben konventionellen Techniken
wie konformationsbasierter Konfigurationsanalyse (von
CH- und HH-dipolaren Kopplungen) und NOE Experi-
menten in Kombination mit ,Molecular Modelling®, wurden
auch die Analyse von residualen dipolaren Kopplungen
sowie Genom-basierte Methoden angewendet. Dieses Ver-
stdndnis der 3D Struktur ermoglicht eine gezielte Total-
synthese und gestattet das Design vereinfachter Analoga
und ein Verstdndnis der SAR-Daten.

Dariiber hinaus haben wir konvergente und insbesondere
modulare Strategien zur Synthese dieser komplexen
Polyketide entwickelt. Dies beinhaltet die Entwicklung
neuer Methoden zum stereoselektiven Aufbau der charak-
teristischen Anordnungen von Methyl- und Hydroxyl-
tragenden stereogenen Zentren. Kiirzlich kulminierte die
Anwendung dieser Methoden in der ersten Totalsynthese
der Archazolide. Dariiber hinaus wurde das Design
equipotenter Analoga mit verbessertem biologischen Profil
und/oder vereinfachter Grundstruktur etabliert. Dies
sollte die weitere Entwicklung dieser vielversprechenden
Makrolid-Antibiotika begiinstigen.

Tatjana Arnold bei der Qualitditskontrolle isolierter und
aufgereinigter Substanzen. Foto: HZI, Bierstedt

Arikan,F,, Li,]. & Menche,D. (2008) Diastereodivergent Aldol Reactions of f-Alkoxy Ethyl Ke-
tones: Modular Access to (1,4)-syn and -anti Polypropionates. Organic Letters 10, 3521-3524.

Menche,D., Arikan,F., Perlova,0., Horstmann,N., Ahlbrecht,W., Wenzel,S.C., Jansen,R.,
Irschik,H. & Miiller,R. (2008) Stereochemical Determination and Complex Biosynthetic
Assembly of Etnangien, a Highly Potent RNA-Polymerase Inhibitor from the Myxobacterium
SorangiumCellulosum. Journal of the American Chemical Society 130(43), 14234-14243.
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Zentrales Ziel dieses Projektes ist die Aufklarung der mole-

kularen Mechanismen infektioser Prozesse durch den Einsatz
niedermolekularer Wirkstoffe. Mittels Entwicklung spezieller
Testsysteme und Screeningtechniken werden bioaktive Sub-

stanzen aus chemischen Bibliotheken selektiert und analysiert.

Die Ergebnisse dieser Analysen sollen zu neuen Antibiotika,
Chemotherapeutika und Immunmodulatoren fiihren. Das
Wissen {iber ihre Wirkmechanismen eroffnet neue therapeu-
tische Wege. Als Teil der “Chemischen Pipeline” haben wir
eine Infrastruktur fiir das HTS (Hochdurchsatzsuche) ein-
gerichtet, die uns eine systematische Suche nach neuen in-
fektionshemmenden Substanzen ermdoglicht. Unser Bestand
von derzeit etwa 90 000 Proben beinhaltet eine einzigartige
Sammlung von Naturstoffen, die aus Myxobakterien (siehe
P04.1) isoliert wurden. Die Infrastruktur steht iiber das
deutsche ChemBioNet (www.chembionet.de) auch externen
Forschern und fiir andere Anwendungen zur Verfiigung.

Inhibitoren von Protein-Protein-Interaktionen Protein-
Protein-Interaktionen sind wichtige Vorgénge bei Signal-
wegen und der Ausbildung von Proteinkomplexen. Thre
selektive Inhibition ist jedoch ein schwieriges Thema bei der
Medikamentenentwicklung. Sie werden durch flache, groBe
Interaktionsflachen vermittelt, die kleine Molekiile nicht

gut binden konnen. Daher nutzen wir unsere Peptid-SPOT-
Untersuchungsmethode, um zundchst Peptidfragmente zu
identifizieren, die jeweils von einem Partner eines Protein-
Protein-Interaktionspaares fiir die Bindung an den anderen
Partner genutzt werden. Diese Peptidbinder werden dann als
Surrogatliganden in Hochdurchsatz-Kompetitionstests ver-
wendet. Auf diese Weise suchen wir nach kleinen Molekiilen,
die mit dem Peptid um die Bindung konkurrieren konnen.
Diese Methode haben wir erfolgreich auf eine Untereinheit
der trimeren RNA-Polymerase des Influenzavirus angewen-
det. Wenn man die Peptidbinder in die infizierten Zellen
einbringt, konnen sie die Virusvermehrung bremsen. Im
Rahmen des integrativen EU-Projektes FLUINHIBIT wurden
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Reduktion der Vermehrung des Influenza A Virus in infizierten
MDCK-Zellen nach Behandlung mit synthetischen Peptiden die
von der PBI1-Untereineit der viralen RNA-Polymerase abgeleitet
sind. Die PBI1-Peptide sind jeweils mit einem kurzen TAT-Peptid
verbunden, welches eine Durchdringung der Zellmembran und
eine zelluldre Aufnahme vermittelt. Ein Peptid mit der gleichen
Zusammensetzung der Aminosduren wie Pep1 aber anderer
Sequenz (Scr.Pep1) dient als negative Kontrolle.

Krebszellen zeigen verschiedene phdnotypische Reaktionen nach
Inhibition der Proteasomen durch Behandlung mit Argyrin A.
Der zentrale Regulator des Zellzyklus, p27kip1, wird nicht mehr
abgebaut, was zu den drei gezeigten Auswirkungen fiihrt; alle
wirken synergistisch dem Wachstum von soliden Tumoren
entgegen.

mit einem peptidbasierten Kompetitionstest im ELISA-For-
mat erste Treffersubstanzen identifiziert.

Ein myxobakterieller zyklischer Peptidmetabolit ist ein
hochselektiver Proteasominhibitor und eine potente
Antitumorleitsubstanz In Zusammenarbeit mit der For-
schergruppe von Prof. Dr. N. Malek an der Medizinischen
Hochschule Hannover wurde ein zellbasierter Fluoreszenz-
Reporter-Assay verwendet, um nach Substanzen zu suchen,
die die intrazelluldre Konzentration des Zellzyklusregulators
p27 erhohen konnen. Neben anderen kleinen organischen
Molekiilen, wurde hierbei eine einzigartige, zyklische
Heptapeptidstruktur mit ungewéhnlichen Aminosdurebau-
steinen (HZ1150006, Argyrin A) entdeckt, die ein potentes,
positives Effektormolekiil darstellt. Weitere Untersuchungen
bestdtigen eine hochspezifische, zu einem verminderten
Abbau von p27-flihrende Hemmung aller drei katalytischen
Aktivitaten des eukaryotischen Proteasoms. Die intrazellu-
lare Verstarkung von p27 bewirkt einen Wachstumsstopp
bzw. eine Apoptose in vielen Tumorzelllinien. HZI150006
bremst das Wachstum von soliden Tumoren in in-vivo-xeno-
transplantierten Mausmodellen bei einer wesentlich niedri-
geren Dosis und Toxizitét als der zugelassene Proteasomin-
hibitor Bortezomib. Eine Weiterentwicklung von HZI1150006
erfolgt im Rahmen des Projektes “TransMedLab”, finanziert
durch eine BioProfile-Forderung. Die zentrale zellulére Funk-
tion des Proteasoms legt andere akademische und therapeu-
tische Anwendungen von HZI150006 nahe, einschlieBlich der
Behandlung von bakteriellen und viralen Infektionen.

Ghanem,A., Mayer,D., Chase,G., Tegge,W., Frank,R., Kochs,G., Garcia-Sastre,A. &
Schwemmle,M. (2007) Peptide-mediated interference with the influenza A virus polymera-
se. Journal of Virology 14, 7801-7804.

Nickeleit,I., Zender,S., Sasse,F., Geffers,R., Brandes,G., Sorensen,l., Steinmetz,H., Kubicka,.,
Carlomagno,T., Menche,D., Buer,J., Gossler,A., Manns,M.P., Kalesse,M., Frank R. &
Malek,N.P. Argyrin A - a p27kip1 stabilizing drug with potent anti-proliferative and anti-
angiogenic activity. Cancer Cell 14, 23-35.
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Infektionskrankheiten werden zunehmend durch resistente,
kommensale oder persistente Organismen verursacht. Bei
kommensalen und persistenten Organismen existieren Wirt
und Pathogen lange Zeit nebeneinander, ohne dass es zu
einer Erkrankung kommt. Treten jedoch besondere Bedin-
gungen auf, wie zum Beispiel eine Krankheit, in deren Folge
die Funktionsfahigkeit des Immunsystems beeintriachtigt
ist, kann es zum Ausbruch von Infektionen durch diese
Organismen kommen. Das aus Wirtszellen und Pathogenen
bestehende Gesamtsystem wird bislang bei der Suche nach
Antiinfektiva kaum berticksichtigt. Seine Analyse verspricht
die Identifizierung neuer molekularer Angriffspunkte fiir
Wirkstoffe, so dass es im Mittelpunkt unserer Untersuchun-
gen steht, die wir derzeit auf Candida albicans als Pathogen
und Makrophagen und Epithelzellen als Wirtszellen fokus-
siert haben.

Histidinkinasen von C. albicans als potenzielle Angriffs-
punkte fiir Wirkstoff Bakterielle Histidinkinasen (HK) sind
die Proteine, mit denen die Organismen Umgebungsbedin-
gungen erkennen und sich an sie anpassen. In einfachen
Eukaryoten (z.B. Pilzen) wurden sie ebenfalls vereinzelt

gefunden, wihrend sie in tierischen Zellen nicht vorkommen.

In C. albicans wurden bislang drei HK beschrieben, von
denen CaSIn1 homolog zur einzigen HK aus Saccharomyces
cerevisiae ist. Diese ist an der Erkennung und Abwehr von
osmotischem Stress beteiligt. C. albicans besitzt als zweite
HK CaNik1, von der es homologe Proteine in pflanzenpatho-
genen Pilzen gibt. Wir konnten durch chemisch-genetische
Interaktionsstudien zeigen, dass von den drei HK nur

diese essenziell fiir die Wirkung der fungiziden Naturstoffe
Ambruticin VS-3 und Jerangolid ist und dass diese Wirkung
tiber den osmotischen Stressabwehr-Signalweg vermittelt
wird. Durch Klonierung des entsprechenden Gens konnten
wir diese Aktivitit auf S. cerevisiae iibertragen und damit
nachweisen, dass CaNik1 essenziell fiir die Wirkung der
ausgewihlten Naturstoffe ist. Uber die dritte HK, CHK1, war
bislang bekannt, dass ihre Deletion zu einer verringerten
Virulenz von C. albicans fiihrt. Wir konnten eine deutlich
hohere Phagozytoseeffizienz von Makrophagen und Neu-
trophilen fiir diese Mutante beobachten und dies auf eine
verdnderte Glukanstruktur der Zellwand zuriickfiihren. Die
Zusammenhange zwischen CHK1 und der Zusammenset-
zung der Zellwand sind jedoch noch nicht bekannt. Auf der
Grundlage unserer bisherigen Daten sollen die Untersu-
chungen zur Eignung der beiden HKs CaNik1 und CHK1 als
Angriffspunkte fiir Wirkstoffe fortgesetzt werden.

Signalwege in Makrophagen und Epithelzellen Makro-
phagen und Epithelzellen stellen eine erste Barriere fiir ein-
dringende Pathogene dar. Sie werden durch Bestandteile der
bakteriellen Zellmembran, aber auch durch Zytokine, die von
anderen Immunzellen abgegeben werden, aktiviert. Diese
Aktivatoren losen iber Wechselwirkungen mit Rezeptoren
auf der Oberflache der Wirtszellen intrazelluldre Signal-

kaskaden aus, die zur Regulation der Immunabwehr durch
Phagozytose der Pathogene und Sekretion weiterer Zytokine
und Stickstoffmonoxid (NO) fithren. Wir analysieren die
Struktur der Reaktionsnetzwerke iiber die Wirkung spezi-
fischer Inhibitoren auf Zytokin — und NO-Konzentrationen,
sowie den Phosphorylierungszustand ausgewdhlter Proteine.
Da einige der Kaskaden iiber die Aktivitat des Transkriptions-
faktors NF-«B reguliert werden, haben wir Reporterzellen
hergestellt, um seine Aktivitit auf einfache Art erfassen zu
konnen. Dadurch sollen die Komponenten der Reaktionsnetz-
werke ermittelt werden, die beim Wechsel vom kommensalen
zum pathogenen Zustand ihren Aktivitatszustand @ndern.

Ambruticin VS-3 osmotic stress

external plasma

Histidin Kinases

Phosph-Transfer
Intermediate

g Skn7
Regulator Protein

formation membrane

of glycerol of the nucleus
\ activation of

gene expression

Signaltransduktionskaskade, die in Candida albicans durch
osmotischen Stress bzw. tiber Fungizide, wie Ambruticin VS-3,
aktiviert werden. Ausgangspunkt sind die Histidinkinasen
CaSinl1 bzw. CaNikl. Die Struktur dieser Kaskade wurde iiber
die Behandlung von Deletionsmutanten mit Ambruticin VS-3
und der Quantifizierung des gebildeten Glycerins ermittelt. Die
verwendeten Deletionsmutanten waren unter anderem die
CaNikI-, CaSIn1-, CHK1-, Ssk1-, Pbs2- und die Hogl-Mutante.

J. Behnsen, P. Narang, M. Hasenberg, F. Gunzer, U. Bilitewski, N. Klippel, M. Rohde, M.
Brock, A.A. Brakhage, M. Gunzer, The environmental dimensionality controls the interac-
tion of phagocytes with the pathogenic fungi Aspergillus fumigatus and Candida albicans,
PLOS Pathogens, 3 (2) (2007) e13

N. Klippel, U. Bilitewski, Phagocytosis assay based on living Candida albicans for the detec-
tion of effects of chemicals on macrophage function, Anal. Lett., 40 (2007) 1400 - 1411

J. Wesolowski, R.Y.A. Hassan, S. Hodde, C. Bardroff, U. Bilitewski, Sensing of oxygen in
microtiterplates: a novel tool for screening drugs against pathogenic yeasts, Anal. Bioanal.
Chem. 391 (2008) 1731 - 1737
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Das Hauptziel dieses Projektes ist die Entwicklung von
Werkzeugen und Strategien zur Verbesserung des Trans-
ports von Impfstoffantigenen, insbesondere {iber die
Schleimhéute, und ihre anschlieBende Nutzung bei der
Herstellung von Impfstoffkandidaten gegen bestimmte
Krankheiten.

Durch Aspirin ausgeldste Genexpression Systeme, die
eine exakt geregelte Expression von prokaryotischen Genen
ermoglichen, sind entscheidend fiir die Erforschung von
Genfunktionen in vivo und die Nutzung rekombinanter
Bakterien fiir die gezielte Expression therapeutischer
Molekiile. Dazu haben wir in abgeschwichte Salmonellen
einen Kontrollschalter eingebaut, der durch Acetylsalicyl-
saure (ASS) aktiviert wird (Abb. s. Seite 84). Damit ldsst
sich eine exakt gesteuerte in-vivo-Expression der Zielgene
nach einer bakteriellen Infektion als Reaktion auf das
Salizylat erzielen, die ex vivo zu 20-150fachen Induktions-
raten fiihrt. Der Kontrollschalter wurde zudem sowohl

in vitro als auch in vivo durch ASS wirksam aktiviert, wenn
sich Bakterien in eukaryotischen Zellen ansiedelten. Um
diesen Kontrollschalter zu iiberpriifen, haben wir mit
einem Tumor befallene Mause mit Salmonellen behandelt,
die entweder auf einem Chromosom oder einem Plasmid
ein Expressionsmodul trugen, das fiir das 5-Fluorocytosin
(FC)-konvertierende Enzym Cytosindeaminase (CD) kodiert.
Die Aktivierung durch ASS vor der Gabe von 5-FC fiihrte zu
einer deutlichen Reduzierung des Tumorwachstums sowohl
im Vergleich zu den Kontrollgruppen als auch im Vergleich
zu Mausen, denen Bakterien verabreicht wurden, in denen
die CD-Expressionskontrolle durch ein Tetrazyklin-aktivier-
tes System erfolgte. Diese Ergebnisse belegen den Nutzen
des Kontrollschalters zur selektiven Aktivierung der
Genexpression wahrend einer bakteriellen Infektion. Diese
Methode soll zum einen funktionelle Untersuchungen
ermoglichen, die die Rolle bakterieller Gene wiahrend des
Infektionsprozesses aufkliaren und zum anderen die Imple-
mentierung von Bakterien-basierten Therapien gestatten.

Verbesserung des Transports von Antigenen lber die
Schleimhaut Der Einsatz von Adjuvanzien stellt eine er-
folgreiche Methode zur Stimulation von Immunreaktionen
nach einer mukosalen Impfung, sprich iiber die Schleim-
héute, dar. Frithere Arbeiten fiihrten zur Entwicklung des
TLR2-Agonisten MALP-2 und entsprechender Derivative als
mukosale Adjuvantien. Allerdings ist ein einziges Molekiil
mit genau definierten immunmodulierenden Eigenschaften
nicht ausreichend, um alle Anforderungen der Vakzinologie

zu erfiillen. Deshalb haben wir unser Forschungsprogramm
mit dem Ziel erweitert neue Adjuvanskandidaten zu identi-
fizieren. Hierflir werden zum einen vorhandene Molekiile
bzw. Adjuvansgruppen verbessert und zum anderen neue
aktive Molekiilgruppen gesucht. So wurde ein pegyliertes
Derivat des alpha-Galactosylceramids (alphaGalCerMPEG)
hergestellt. Dieses ist wasserloslich und behélt sowohl die
Spezifitat fiir CD1d als auch die stimulierenden Eigen-
schaften in Bezug auf dendritische Zellen in vitro bei. Eine
intranasale Impfung hat gezeigt, dass alphaGalCerMPEG
eine stirkere Wirkung als Adjuvans entfaltet als die ur-
spriingliche Verbindung. In Verbindung mit hohen antigen-
spezifischen Antikorpertitern konnten auch Th2- und
sIgA-Antworten sowohl an lokalen als auch an peripheren
Schleimhauteffektorstellen festgestellt werden.

Weitere Arbeiten haben gezeigt, dass der bakterielle, sekun-
dare Botenstoff bis-(3%,5°)-cyclo-di-Guanosinmonophosphat
(cdiGMP) ebenfalls eine starke Wirkung als Adjuvans hat.
Mause, die B-Galactosid (8-Gal) mit cdiGMP erhielten, wiesen
einen Anti-B-Gal [gG-Titer im Serum auf, der 512-fach
hoher als der der Kontrollgruppe war, sowie sIgA in Lunge
und Vagina. Die Profile der sekretierten Zytokine deuten
auf die Induktion einer dominanten Th1-Reaktion hin. Des
Weiteren wurden in vivo CTL-Antworten bei C57B16-Méusen
beobachtet, die mit Ovalbumin und cdiGMP immunisiert
worden waren. Die erzielten Ergebnisse deuten darauf hin,
dass diese beiden neuen Molekiile vielversprechende Werk-
zeuge fiir die Entwicklung von mukosalen Impfstoffen sind.

Royo,].L., Becker,P.D., Camacho,E.M., Cebolla,A., Link,C., Santero,E. & Guzmdn,C.A. (2007)
In vivo gene regulation in Salmonella spp. by a salicylate-dependent control circuit. Nature
Methods 4, 937-942.

Ebensen,T., Link,C., Riese,P., Schulze,K., Morr,M., & Guzmdn,C.A. (2007) A pegylated
derivative of alpha-galactosylceramide exhibits improved biological properties. Journal of
Immunology 179, 2065-2073.

Ebensen,T., Schulze,K., Riese,P., Morr,M., & Guzman,C.A. (2007). The bacterial second mes-
senger c-diGMP exhibits promising activity as a mucosal adjuvant.. Clinical and Vaccine
Immunology 14, 952-958.

Fiorentini,S., Riboldi,E., Facchetti,F., Avolio,M., Becker,P.D., Guzman,C.A., Sozzani,S., &
Caruso,A. (2008). HIV-1 matrix protein p17 induces human plasmacytoid dendritic cells
to acquire a migratory immature cell phenotype. Proceedings National Academy of Sciences
USA 105, 3867-3872.
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Neben der Bekdmpfung akuter Infektionen, erkennt und
eliminiert die zelluldare Immunantwort persistent infizierte
Zellen und Tumorzellen. Persistierende Krankheitserreger
und Tumorzellen haben jedoch Mechanismen entwickelt,
mit denen sie der Immunabwehr entkommen. Unser Ziel ist,
die zelluldre Immuntherapie auch fiir solche Krankheiten
nutzbar zu machen. Ausweich- und Abwehrmechanismen
zu {iberwinden und ein UberschieBen der Immunantwort
zu kontrollieren setzt ein besseres Verstiandnis der Interak-
tionen zwischen regulatorischen Zellen und Effektorzellen
voraus. Ein besonderes Augenmerk liegt dabei auf der
Interaktion zwischen den antigenprisentierenden dendri-
tischen Zellen (DC) und den spezifischen Effektor- und
Memory-T-Zellen. Wenn die Wirksamkeit der Zelltherapie
im Tiermodell erwiesen ist, miissen fiir die therapeutische
Anwendung arzneimittelgerechte Verfahren zur Herstellung
der Zellen entwickelt werden.

Zellulére Interaktionen Die hochkomplexen und dynami-
schen Interaktionen, die zu Aktivierung und Inaktivierung
der zelluldaren Immunantwort fiihren, finden besonders in
spezialisierten Organen statt (z.B. in Lymphknoten, Milz
und im lymphatischen Gewebe der Schleimhéute). Fiir die
gleichzeitige Darstellung verschiedener Zelltypen und die
dreidimensionale Rekonstruktion lymphatischer Organe
haben wir Farbeprotokolle und Software-Tools entwickelt.
Das dynamische Verhalten in normalem und infiziertem
Gewebe wird mit Hilfe konfokaler Laserscanningmikros-
kopie analysiert, Zell- und Gewebsstrukturen mit Elektronen-
mikroskopie (M. Rohde und H. Liinsdorf, HZI).

Funktionelle Analyse in Mausmodellen: Um den Einfluss
der verschiedenen Zellen auf die Immunantwort zu verste-
hen, haben wir ein transgenes Mausmodell etabliert, das
eine detaillierte Untersuchung der Immunantwort gegen
das Modellantigen erlaubt. Die Mduse wurden mit adeno-
viral modifizierten dendritischen Zellen, die Antigenvari-
anten exprimierten, und spezifischen T-Zellen behandelt.
Dendritische Zellen waren nur dann in der Lage die Toleranz
gegen das Modellantigen zu durchbrechen und eine spezifi-
sche Immunantwort auszulosen, wenn T-Zellen mit entspre-
chenden antigenspezifischen Rezeptoren vorhanden waren.

Humane Zellen fiir die Therapie: Fiir die reproduzierbare,
flexible und GMP-konforme Herstellung von genetisch
modifizierten autologen dendritischen Zellen haben wir ein
Verfahren mit Zellkulturbeuteln etabliert. Von der Abnahme
der Patientenzellen durch Apherese iiber Zellisolierung,
Differenzierung, adenoviralen Gentransfer und Ausreifung
bis zum eingefrorenen Endprodukt bleibt das Kultursystem

Beschichtung von Beuteloberfldichen mit dem Atmosphdren-
druck-Plasmaverfahren. Oben: Beutel vor der Beschichtung,
unten: Beutel wiihrend der Beschichtung, Lichtaussendung
durch Plasma. Foto: HzI

komplett geschlossen. Bisher nur fiir die Kultivierung nicht
adhérenter Zellen geeignet, konnten wir gemeinsam mit
dem Fraunhofer Institut fiir Schicht- und Oberflachentech-
nik, Braunschweig, und anderen Partnern (http://www.
vdivde-it.de/innonet/) die Beutel optimieren. Dielektrische
Barrierenentladung (s. Abb.) verdndert die Beuteloberfldche,
so dass auch adharent wachsende Zellen, z.B. immunregula-
torische MSC, in einem Beutelsystem kultivierbar sind. Dies
konnte zahlreiche weitere Anwendungen im Bereich der Im-
muntherapie oder der regenerativen Medizin ermoglichen.

Ma,B., Zimmermann,T., Rohde,M., Winkelbach,S., He,F., Lindenmaier,W., & Dittmar,K.E.J.*.
(2007) Use of autostitch for automatic stitching of microscope images. Micron 38, 492-499.

Ma,B., Lin,Z., Winkelbach,S., Lindenmaier,W., & Dittmar,K.E.*. (2008) Automatic registrati-
on of serial sections of mouse lymph node by using Image-Reg. Micron 39, 387-396.

Spanholtz,T., Maichle,A., Niedworok,C., Stoeckelhuber,B.M., Kruger,S., Wedel,T.,

Aach,T., Middeler,G., Hellwig-Burgel,T., Bader,A., Krengel,S., Muller,0.]., Franz,W.M.,
Lindenmaier,W., & Machens,H.G. (2009) Timing and targeting of cell-based VEGF165 gene
expression in ischemic tissue. Journal of Surgical Research 151, 153-162.
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Die molekulare Diagnostik mikrobieller Krankheitserreger
(Pathogene) stellt ein neues Teilgebiet im Topic ,Pravention
und Therapie“ dar. Im Fokus stehen dabei Bakterien und
Viren aus der Umwelt und die Frage nach den Prozessen, die
diese Pathogene in der natiirlichen und der anthropogenen
Umwelt beeinflussen. Oft sind von Menschen geschaffene
Einrichtungen, wie Klaranlagen, Trinkwasserversorgungs-
systeme und Krankenhéuser, ein entscheidendes Reservoir
fir infektiose Bakterien. Im Projekt untersuchen wir der-
zeit Trinkwasserversorgungssysteme vom Ursprung bis zum
Wasserhahn. Wir konzentrieren uns auf drei Hauptfragen:
1) Wie wirkt sich der Jahreszeitenverlauf auf die Trink-
wassermikroflora aus, 2) Welcher Teil der Trinkwasser-
mikroflora ist nach der Chlorierung noch lebensfahig und
3) Welche spezifischen Pathogene kommen im Trinkwasser-
versorgungssystem vor, und wie werden sie durch Chlorie-
rung und jahreszeitlichen Verlauf beeinflusst.

Bakterielle Pathogene im Wasser Die Hauptursache fiir
unser eingeschranktes Wissen tiber Bakterien im Trink-
wasser ist der unsichere Nachweis durch konventionelle,
kulturabhingige Techniken. Nahezu alle im 6ffentlichen
Gesundheitswesen angewandten Uberwachungssysteme
basieren auf diesen konventionellen Nachweismethoden.
Auch befinden sich viele pathogene Erreger der Umwelt

in einem so genannten VBNC-Zustand (lebend aber nicht
kultivierbar) und konnen, obwohl sie infektios sind, durch
herkommliche Methoden nicht ermittelt werden. Um diese
Einschrankung zu umgehen und Bakterien ohne vorherige
Kultivierung detektieren zu konnen, wurde deshalb im

Epifluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Trinkwasser-
mikroflora nach Fdrbung mit dem Live/Dead BacLight Kit
(Molecular probes, Invitrogen). In Griin: lebende Zellen,

in Rot: geschddigte oder tote Zellen. roto: Hzi

letzten Jahrzehnt aus Umweltproben extrahierte DNA zur
direkten Probenanalyse eingesetzt. Der saisonale Zyklus
des Trinkwasserversorgungssystems der Stadt Braunschweig
wurde tber einen Zeitraum von 2 Jahren mit Hilfe eines
Nukleinsdure- (DNA/RNA)-basierten Ansatzes untersucht.
Unter Verwendung von SSCP community-fingerprints wurde
gezeigt, dass saisonale Veranderungen in der gesamten
Zusammensetzung der Trinkwassermikroflora auftraten.
Einige Spezies kamen dabei nur im Sommer oder im Winter
vor; viele der bakteriellen Schliisselspezies (mehrheitlich
unkultivierte Bakterien) blieben allerdings konstant. Die
Ermittlung des lebend/tot-Status der Trinkwassermikroflora
durch Fluoreszenzfarbstoffe zeigte, dass etwa 50% aller
Zellen nach der Chlorierung noch am Leben waren (siehe
Bild). SSCP-fingerprints der lebenden Bakterien zeigten,
dass diese Fraktion im Jahresverlauf in ihrer Zusammenset-
zung relativ konstant blieb. Zudem konnten zwei pathogene
Bakteriengattungen in mehreren Teilen des Trinkwasser-
versorgungssystems nachgewiesen werden: Legionella und
Helicobacter.

Bakterielle Pathogene in Lebensmitteln Nahrung ist
neben Wasser ein weiterer wichtiger Infektionspfad. Vibrio
parahaemolyticus ist ein Nahrungsmittelpathogen, das
hauptsédchlich durch den Genuss von rohen Muscheln
erworben wird. Es bewirkt schwere Durchfallerkrankun-
gen in dem Pazifik angrenzenden Landern wie z.B. Japan,
Chile und Peru. Wir haben eine Multi-Loci Variable Number
of Tandem Repeat-Analytik (MLVA) entwickelt, mit der eine
Hochdurchsatzanalyse von klinischen und Umweltisolaten
von V. parahaemolyticus moglich ist. Die Methode wurde mit
verschiedenen Stimmen von V. parahaemolyticus aus Klinik
und Umwelt validiert. Wir konnten zeigen, dass diese hoch-
auflosende Genotypisierungsmethode eine Unterscheidung
der wichtigsten, sogar pandemischen Klone ermdglicht.
Dieses neue Diagnostikwerkzeug ermoglicht den schnellen
Nachweis von V. parahaemolyticus-Klonen. Es leistet damit
einen wertvollen Beitrag zur Pravention von Lebensmittel-
infektionen mit pandemischem Potenzial.

Brettar,l., Guzman,C.A. & Hofle, M.G. (2007) Human pathogenic micro-organisms in the
marine environment - an ecological perspective. CIESM Reports No. 31, Marine Sciences
and public health - some major issues. Geneva, September 2006, p. 59-68. (http;//www.
ciesm.org/online/monographs/Geneva.html)

Hofle,M.G. & Brettar,I. (2007) Ein molekularbiologischer Blick in unser Trinkwasser - Mi-
krobielle Diagnostik fiir Umweltproben. Bioforum 3, 2-4

Brettar,l. & Hofle,M.G. (2008) Molecular assessment of bacterial pathogens — a contribution
to drinking water safety. Current Opinion in Biotechnology 19, 274-280

Henne K., Kahlisch,L., Draheim,]., Brettar,]l. & Hofle,M.G. (2008) Polyvalent fingerprint
based molecular surveillance methods for drinking water supply systems. Water Practice &
Technology: Water Supply - WSTWS 8(5), 531-536
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Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist ein sehr variables RNA
Virus, das eine chronische Infektion verursacht, die mit
schweren Leberschaden einhergeht. In Anbetracht von
weltweit etwa 130 Millionen chronisch infizierten Menschen
und alleine in Deutschland ca. 500.000 HCV Virustragern,
ist die HCV Infektion eine der Hauptursachen fiir Leber-
erkrankungen. Zurzeit stehen weder therapeutische noch
prophylaktische Impfstoffe zur Verfligung. Dariiber hinaus
ist die auf Interferon basierende antivirale Therapie durch
eine unzureichende Ansprechrate und starke Nebenwirkung
gekennzeichnet. Klinische Tests mit HCV-Enzyminhibitoren
haben gezeigt, dass Resistenzmutationen die Wirksamkeit
dieser antiviralen Substanzen einschréanken. Daher werden
dringend neue Substanzen mit antiviraler Wirkung, an-
derer Wirkungsweise und genotyptibergreifender Aktivitat
benotigt, um eine Kombinationstherapie zur effektiven Kon-

trolle der Virusreplikation und Resistenz zu implementieren.

Charakterisierung der Virus-Wirt-Interaktionen Durch eine
Analyse der Voraussetzungen fiir die HCV-Replikation und
-Infektion in menschlichen Zellen haben wir begonnen, wich-
tige molekulare Interaktionen zwischen viralen Proteinen
und Wirtsfaktoren zu untersuchen. Auf diese Weise sollen
neue Medikamentenzielstrukturen ermittelt und Screening-
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Schematische Darstellung des Viruspartikels und des HCV
Replikationszyklus. Die Interaktion des HCV mit Rezeptoren
auf der Zelloberfldche fiihrt zur Aufnahme des Virus in die
Wirtszelle. Das Virusgenom gelangt mit Hilfe eines durch
einen niedrigen pH-Wert ausgeldsten Fusionsprozesses in das
Zytoplasma der Zelle. Dort etablieren virale Proteine mem-
brangebundene Replikase Komplexe, die das HCV Genom
vermehren. Nachkommenviren werden an intrazelluliiren
Membranen aufgebaut und aus der Zelle geschleust.

tests zur Identifizierung von Molekiilen implementiert wer-
den, durch die sich diese Interaktionen verhindern lassen.

Wie alle Viren ist auch HCV ein rein intrazellularer Parasit,
der sich nur in permissiven Wirtszellen vermehren kann.
Durch seine einfache genetische Struktur und die begrenzte
Kodierungsfahigkeit hangt die Vermehrung des HCV stark
von Proteinen und molekularen Maschinen der Wirtszelle ab.
Einerseits vermittelt ein prizise abgestimmtes Zusammen-
spiel zwischen viralen Proteinen und Wirtszellfaktoren die
Vermehrung in permissiven Zellen; andererseits verhindert
das Fehlen entscheidender Wirtsfaktoren die Ausbreitung
des Virus auf andere Gewebe oder Spezies und bestimmt so
den viralen Tropismus. Ein besonderes Augenmerk legen wir
auf die Charakterisierung solcher Faktoren, die den engen
Tropismus des HCV bedingen. Wir verwenden diesen Ansatz,
um die wesentlichen Mechanismen der Virus-Wirt-Inter-
aktion zu ermitteln und um einen Beitrag zur Entwicklung
von Kleintiermodellen fiir die Analyse der Replikation und
Pathogenese des Virus zu leisten (weitere Abb. s. S. 131).

Identifizierung von neuartigen antiviralen Substanzen
Zusammen mit der Abteilung Chemische Biologie entwickeln
wir unter Verwendung der Substanzbibliothek des HZI zellba-
sierte Hochdurchsatz-Screening-Systeme zur Identifizierung
HCV-spezifischer Inhibitoren. Wichtig ist, dass der Test so auf-
gebaut ist, dass der komplette virale Replikationszyklus unter-
sucht wird. So konnen prinzipiell Wirkstoffe identifiziert
werden, die ein virales oder zelluldres Ziel blockieren und mit
jeder beliebigen Phase des viralen Lebenszyklus interferieren.
Wir haben einen dualen Reportergen-Test entwickelt, mit
dem die Messung der HCV- Replikation, Infektion und
Virusproduktion in kultivierten Hepatomzellen parallel zur
Lebensfahigkeit der Zelle moglich ist. Durch diesen Aufbau
kann man spezifische Hemmungen des HCV von einer in-
direkten Blockade der Virusvermehrung durch Zytotoxizitat
unterscheiden. Die beim Screening identifizierten Leitstruk-
turen werden hinsichtlich ihrer Art der Inhibition und der
angesprochenen Zell- oder Viruszielstruktur charakterisiert.
Die Kenntnis der Wirkmechanismen soll die weitere Ent-
wicklung fiir die klinische Anwendung erleichtern und unser
Verstandnis der HCV-Replikationsmechanismen verbessern.

Steinmann,E., Penin,F., Kallis,S., Patel,A.H., Bartenschlager,R., & Pietschmann,T. (2007)
Hepatitis C Virus p7 Protein Is Crucial for Assembly and Release of Infectious Virions. PLoS
Pathogens 3, e103.

Pietschmann,T., Kaul,A., Koutsoudakis,G., Shavinskaya,A., Kallis,S., Steinmann,E., Abid,K.,
Negro,F., Dreux,M., Cosset,F.L. & Bartenschlager,R. (2006) Construction and characterizati-
on of infectious intragenotypic and intergenotypic hepatitis C virus chimeras. Proceedingsof
the National Academey of the Sciences USA 103, 7408-7413.

Wakita,T., Pietschmann,T., Kato,T., Date,T., Miyamoto,M., Zhao,Z., Murthy,K., Habermann,A.,
Krausslich,H.G., Mizokami,M., Bartenschlager,R. & Liang,T.J.. Production of infectious hepa-
titis C virus in tissue culture from a cloned viral genome. Nature Medicine 11, 791-796.
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Krankheiten sind haufig das Ergebnis des komplexen Wechselspiels zwischen Genen und Umweltfaktoren. Neben genetisch
bedingten Defekten oder Erbanlagen tragen insbesondere Faktoren wie Alter, Lebensweise und Umweltbelastungen zu Krankheits-
prozessen bei. Genomweite Untersuchungen und vertiefte Analysen der genetischen Information sind daher unverzichtbare
Elemente, um die Beziehungen zwischen Genotyp und Phanotyp verstehen zu lernen und zu prognostischen und diagnostischen
Zwecken in der Gesundheitsvorsorge zu nutzen. Von besonderer Bedeutung ist weiterhin die Funktion einzelner Gene in der Zelle,
ihre Wechselwirkungen in Zellverbénden und zelluldren Netzwerken, ihre epigenetische Steuerung, sowie ihre Regulation auf der

Ebene der Translation.

In der vergleichenden Genomforschung werden modellgestiitzte experimentelle Verfahren mit informationsgestiitzten Computer-
verfahren und theoriebasierten Dateninterpretationen verbunden. Diese Techniken kommen u. a. bei der detaillierten Annotation
vollsténdiger Bakteriengenome und dem Vergleich klinischer Isolate des humanpathogenen Bakteriums Mycobacterium tuberculosis

zur Anwendung.

Zudem werden die spezifischen Wechselwirkungen zwischen Genprodukten, d.h. Proteinen und ihren Liganden, tiber chemisch-
synthetische Anséatze untersucht. Hier fiihren das Design und die Herstellung synthetischer Mimetika mit diskontinuierlichen

Bindungsstellen zu neuartigen Inhibitoren, die z. B. Wechselwirkungen zwischen Viren und Wirtszellen unterbinden.

3D-Struktur der Alanin Dehydrogenase, eines der wichtigsten
Zielmolekdiile fiir die Entwicklung neuer Therapeutika gegen
latente Tuberkulose. (J. Mol. Biol. 377:1161-1173 ) (s.S. 96)
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Die spezifischen Wechselwirkungen von Proteinen mit
ihren Liganden sind die molekulare Grundlage der durch
Proteine vermittelten biologischen Prozesse. Die Erfor-
schung dieser Interaktionen auf molekularer und atomarer
Ebene ist ein wichtiger Schritt hin zur Modulation von
Proteinfunktionen durch gezielte Beeinflussung der zu-
grundeliegenden Bindungsereignisse. Das Design und die
Herstellung von Molekiilen, die auf Grund ihrer moleku-
laren Architektur konformationell definierte funktionelle
und Bindungsstellen von Proteinen nachahmen konnen, ist
eine vielversprechende Strategie fiir die Erforschung und
das Verstdndnis von Proteinstruktur und -funktion. Neben
ihrer grundlegenden wissenschaftlichen Bedeutung sind
solche Bindungsstellen-Mimetika auch Kandidaten fiir ver-
schiedene biomedizinische Anwendungen, insbesondere
als Inhibitoren von Protein-Ligand-Interaktionen.

Die funktionellen und Bindungsstellen von Proteinen sind
oft nicht in kurzen, kontinuierlichen Abschnitten der
Aminoséuresequenz lokalisiert, sondern in sequenziell von
einander entfernten Fragmenten, die erst durch Protein-
faltung in rdumliche Nahe zueinander gebracht werden.
Synthetische Mimetika solcher diskontinuierlicher Bin-
dungsstellen sollten daher auch konformationell einge-
schrankt und/oder sequenziell diskontinuierlich sein.

Dieses Konzept beruht auf der Verwendung zusammen-
gesetzter und geriistgestiitzter Peptide, in denen die
Bindungsstellenfragmente der Proteine prasentiert
werden. Wir haben eine Reihe von Synthesemethoden
zur Herstellung strukturell diverser zusammengesetzter
bzw. geriistgestiitzter Peptide entwickelt und fiir die
Herstellung synthetischer Mimetika der Bindungsstellen
unterschiedlicher biomedizinisch relevanter Proteine
angewendet. Beispielsweise von Interaktionsdoméanen
(hYAP WW-und Mena EVH1-Doméne) des Zytokinrezep-
tors gp130 sowie des viralen Hiillproteins HIV-1 gp120.
Diese Molekiile werden nun auf ihre Fihigkeit getestet,
die entsprechenden Protein-Ligand-Interaktionen auch in
einem biologisch relevanten Kontext, etwa in zellbasierten
Tests zu beeinflussen. Zur Erforschung der stukturellen
Mimikry von Proteinbindungsstellen durch die syntheti-
schen Mimetika untersuchen wir auch die Raumstruktur
von Komplexen dieser Molekiile mit den entsprechenden
Proteinliganden.

EWATHHFADj—NPEIKSUiILKY
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Synthetische Nachahmung der Bindungsstelle des Cytokin-
rezeptors gp130 fiir virales Interleukin-6 (vIL-6). Solche mime-
tischen Molekiile sind in der Lage, die Interaktion zwischen
gp130 und vIL-6 sowie die vIL-6-induzierte Proliferation
zytokinabhdngiger gp130-exprimierenden Zellen zu hemmen.

Eichler,]. (2008) Peptides as protein binding site mimetics. CurrentOpinionin Chemical
Biology 12,707-713.

Sudarman,E., Bollati-Fogolin,M., Hafner,M., Miiller,W., Scheller,]J., Rose-John,S. & Eichler,].
Synthetic Mimetics of the gp130 Binding Site for Viral Interleukin-6 as Inhibitors of the
VIL-6 - gp130 Interaction. Chemical Biology & Drug Design 71, 494-500.

Taussig,M.J., et al (including Eichler,]., Frank,R.) Proteome Binders: planning a European
resource of affinity reagents for analysis of the human proteome. Nature Methods 4, 13-17.
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Sequenzanalyseprojekte Die Sequenzierung und Analyse

der Primdrstruktur von DNA ist eine Basistechnik der modernen
biologischen Grundlagenforschung. Unsere Arbeit beinhaltet
die vergleichende Sequenzanalyse von klinischen Isolaten aus

pathogenen Organismen, wie z.B. Mycobacterium tuberculosis.

Im Fokus stehen Gene, die an der Virulenz, Persistenz, Anti-
biotikaresistenz und Wirtspréaferenz beteiligt sind.

Zurzeit fiihren wir eine vollstandige Sequenzierung und
Funktionsanalyse des Schimpansen-X-Chromosoms durch.
Diese Studie fiihrte zu einem niedrigeren Transitions-/Trans-
versionsverhéltnis (3,88), als zuvor geschitzt wurde (4,31).
Wir haben Genombereiche vom Pferd, Schwein und Rind
analysiert, die unter dem Verdacht stehen, krankheitsasso-
ziiert zu sein. Zudem haben wir bakterielle Lebensgemein-
schaften im Mdusedarm und den Einfluss der Erndhrung

auf die Zusammensetzung der Darmflora (Metagenomik)
analysiert. Die ausfiihrliche Annotation einer Reihe von
Bakteriengenomen ist bereits erfolgt. Durch die Implementie-
rung zweier DNA-Sequencer (Illumina/Solexa) der neuesten
Generation, konnen wir genomanalytische Arbeiten sowohl
quantitativ als auch qualitativ ausweiten. Fiir ein RNAi-
Screening mit komplexen Bibliotheken, insbesondere nega-
tives Selektionsscreening, haben wir das “Deep sequencing”
zur Dekonvolution der shRNA in komplexen shRNA-Biblio-
theken etabliert (mit der AG Zender).

Mykogenome Die durch Mycobacterium tuberculosis (Mth)
hervorgerufene Tuberkulose (TB) ist eine Krankheit, die
weltweit jahrlich etwa 2.000.000 Todesfélle verursacht.

Im EU-Projekt ,NEW TB DRUGS” haben wir mehrere Ziel-
strukturen fiir die Therapie und Diagnose der latenten
Tuberkulose und mehrfach-resistenter(MDR) Bakterien-
stimme analysiert. Die Alanin-Dehydrogenase (AlaDH) ist
eine potenzielle Zielstruktur fiir neue TB-Medikamente. Als
Grundlage fiir eine rationelle Wirkstoffentwicklung wurde
die 3D-Struktur der AlaDH gelost. Der Wirkstoffvorlaufer
Pyrazinamid (PZA, wird durch PZase aktiviert) ist eines der
wichtigsten Medikamente fiir die Kurzzeit-Chemotherapie,
da es auch bakterizid gegen dormante Erreger wirkt, und
somit auch gegen latente Tuberkulose wirksam ist. Um eine
PZA-Resistenz der Mtb-Stimme vorherzusagen, haben wir
Mutationen in den PZase-Genen von tiber 100 klinischen
Stammen analysiert und mehrere neue Mutationen identi-
fiziert, die zu einem Verlust der PZase-Aktivitit fiihren. Im
Rahmen des EU-Projektes ,Fastest TB” suchen wir nach
neuen, flir die TB-Diagnose geeigneten Antigenen. Einige
werden zurzeit getestet. Weitere Probleme der Tuberkulose-
forschung und Impfstoffentwicklung fiir armutsbedingte
Krankheiten (PRD) werden im Rahmen der EU-Projekte

In Mycobacterium smegmatis fiihrt die Uberexpression von
85A (links) zur Anderung der Zellmorphologie gegeniiber
dem Wildtyp (rechts). Elektronenmikroskopische Aufnahme
(SEM) von Manfred Rohde, Abt. Mikrobielle Pathogenitiit
(MPAT). Foto: HZI, Rohde

L,FAST-XDR-DETECT* und , Transvac“ bearbeitet. Letzteres ist

die européische Plattform fiir Impfstoffentwicklung fiir HIV,
TB und Malaria.

Neuartige Bioinformatiktechnologie Wir erproben weiter-
hin die Anwendungsmoglichkeiten der Signaltheorie auf die
funktionsorientierte Analyse von Biomolekiilen. Mit Hilfe
physikalisch-chemischer Eigenschaften wollen wir Ahnlich-
keiten, Homologien und Analogien ermitteln und die Ergeb-
nisse im Nasslabor bestitigen. Die Software “FeatureScan”
ist tiber http://genome.helmholtz-hzi/featurescan frei erhélt-
lich. Unser System ermdoglicht die Ermittlung merkmalsab-
hingiger Ahnlichkeiten auch dann, wenn buchstabenbasierte
Vergleiche scheitern.

Bei der Analyse von Klonen aus dem Genom der Salmonella
typhimurium (mit der AG Weif) haben wir Promotoren und
entsprechende Gene identifiziert, die in Dickdarmkrebszellen
in hochregulierter Form vorliegen. Dabei wurde eine signifi-
kante Tendenz in den Funktionsklassen der Gene beobachtet.
Zurzeit lauft eine umfassende Analyse. Bei der Analyse des
menschlichen Genoms haben wir nach sehr kleinen poten-
ziellen Peptiden gesucht. Wir gehen davon aus, dass einige
solcher kleinen Einheiten als Regulatoren in der Protein-
modifizierung oder als adaptive Bausteine funktionieren
konnen. (weitere Abb. s.S. 94)

‘Whelan,A.O., Wright,D.C., Chambers,M.A., Singh,M., Hewinson,R.G., & Vordermeier,H.M.
(2008) Evidence for enhanced central memory priming by live Mycobacterium bovis BCG
vaccine in comparison with killed BCG formulations. Vaccine 26, 166-173.

‘Wang,Y., Bergmeier,L.A., Stebbings,R., Seidl,T., Whittall,T., Singh,M., Berry,N., Almond,N., &
Lehner,T. (2009) Mucosal immunization in macaques upregulates the innate APOBEC 3G
anti-viral factor in CD4(+) memory T cells. Vaccine 27, 870-881.

Wieten,L., Berlo,S.E., Ten Brink,C.B., van Kooten,PJ., Singh,M., van der,Z.R., Glant,T.T.,
Broere,F., & van,E.W. (2009) IL-10 is critically involved in mycobacterial HSP70 induced
suppression of proteoglycan-induced arthritis. PLoS ONE 4, e4186.
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Mikroorganismen sind allgegenwartig. Da sie weitaus extremere Umweltbedingungen tolerieren als héhere Organismen, definieren
ihre Lebensrdaume auch die Biosphére dieses Planeten. Mit ihren Aktivitdten haben Mikroorganismen groBen Einfluss auf globale Pro-
zesse wie Kohlenstoffkreislauf und globale Erwdarmung, aber auch auf lokale Vorgénge wie Pflanzen- und Tierkrankheiten. AuBerdem
liefern sie unentbehrliche Nahrstoffe fiir Pflanzen und Tiere. Mikroorganismen wirken sich vielfaltig - positiv und negativ - auf die
Menschheit aus: Sie sind fiir die Mehrzahl der Krankheiten und Todesfélle verantwortlich, liefern Medikamente zur Behandlung von
Krankheiten, und tragen entscheidend dazu bei, die Umwelt von organischen Abfallstoffen zu befreien. Die Biotechnologie bedient
sich in weiten Bereichen der Mikroorganismen und ihrer Produkte. Um von den positiven Aspekten der Mikroorganismen starker
profitieren zu kénnen und die negativen Auswirkungen so gering wie moglich zu halten, missen wir erforschen, wie sie in ihren

Lebensrdumen existieren und funktionieren und wie ihre Tatigkeiten gesteuert werden.

In der klassischen Mikrobiologie untersucht man Reinkulturen, die unter Laborbedingungen wachsen. In der Natur vermehren sich
die Mikroorganismen in komplizierten, vielgestaltigen, dynamischen Lebensgemeinschaften. Deren Mitglieder treten untereinander in
Wechselbeziehungen und nutzen auf komplexen Wegen gemeinsam die verfligharen Ressourcen. Diese Wechselwirkungen und die
Interaktionen mit anderen Lebewesen und unbelebten Bestandteilen der Umwelt bestimmen die Aktivitat einer Lebensgemeinschaft.

Allgemeine Erkenntnisse Uber solche Wechselbeziehungen besitzen wir bisher nicht.

Mit dem Forschungsprogramm verfolgen wir das Ziel, Lebensgemeinschaften von Mikroorganismen als Funktionseinheiten zu ver-
stehen und die entscheidenden Wechselwirkungen bei der Steuerung ihrer Aktivitaten aufzuklaren. Wir wollen Eingriffsmdglichkeiten
entwickeln und validieren, die zu einer Verstéarkung biotechnologischer Ablaufe fiihren und durch Erkundung der Formenvielfalt neue
Produkte und Stoffwechselprozesse der Mikroorganismen entdecken. Charakterisiert wird das Forschungsprogramm durch Arbeiten
auf verschiedenen Ebenen - Gen, Organismus, Lebensgemeinschaft, Reagenzglas, Chemostat, natirlicher Lebensraum - und
fachiibergreifende Téatigkeiten wie mikrobielle C)kologie, Physiologie, Evolution, Biochemie, analytische Chemie, Genetik /Genomfor-
schung, Bioinformatik und Modellbildung. Die dabei gewonnenen Ergebnisse werden sich zwar prinzipiell auf einen groBen Teil aller
Mikroorganismengemeinschaften anwenden lassen, unsere Forschung konzentriert sich aber auf solche Lebensgemeinschaften, die
entweder beim Menschen Krankheiten auslésen kdnnen oder Umweltgifte verstoffwechseln. Ein wichtiges Ziel dieses Programms

besteht darin, Beitrdge zur nachhaltigen Entwicklung unserer Gesellschaft zu leisten.
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Die Aktivitiit von LigFa und anderen untersuchten Ligasen in Abhdngigkeit vom pH-Wert (Abb. 2 von K. N. Timmis‘ Beitrag,
s. folgende Seite).
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Ferroplasma acidiphilum ist eine azidophile Eisen(II)-oxidier-
ende Mikrobe. Das Archaeon hat eine bemerkenswerte phylo-
genetische Position, spezielle physiologische Eigenschaften
sowie geochemische und biotechnologische Bedeutung. Mit
ihm lassen sich die Mechanismen der Saurebestandigkeit
und, vermutlich am interessantesten, der evolutionare
Ursprung untersuchen. Mit einem pH-Optimum von 1,7 ist

E acidiphilum eine der am starksten azidophilen Mikroben,
die bis heute bekannt sind.

Enzyme aus F. acidiphilum haben in vitro ein niedriges
pH-Aktivitatsoptimum. Durch Screening einer Genom-
expressionsbibliothek von F. acidiphilum haben wir drei
a-Glukosidasen mit pH-Optima zwischen 1,5-3,5 entdeckt.
Die Analyse dieser a-Glukosidasen zeigte keine signifikante
Ahnlichkeit mit bekannten Glykosidhydrolasen und deckte
neuartige Mechanismen fiir die Glycosidierung und Transgly-
cosidierung auf. Zudem ist Eisen fiir die Aktivitat dieser
Enzyme notwendig.

Zelluldre Vorgange von F. acidiphilum sind von dem Eisen-
Protein geprégt: eine genomweite Analyse zeigte, dass 86%
der F. acidiphilum-Proteine Eisenmetallproteine sind. Viele
dieser Proteine sind ,Housekeeping“-Proteine, die normaler-
weise kein Eisen enthalten, und in den meisten Fallen auch
keine anderen Metallionen. Eine Quantifizierung des Metall-
gehalts einzelner Polypeptide hat gezeigt, dass Eisen in
Proteinen von F. acidiphilum auf spezifische Weise gebunden
ist. Eisen ist maBgeblich fiir die Aufrechterhaltung der drei-
dimensionalen Proteinstruktur und somit der Aktivitat der
Proteine von Ferroplasma verantwortlich - eine Funktion, die
wir als “Eisenniet” bezeichnen. F. acidiphilum verfiigt tiber
einen einzigartigen Eisen-Protein-dominierten Zellmechanis-
mus und eine einzigartige biochemische Phylogenik.

Die DNA-Ligase von Ferroplasma hat das niedrigste pH-
Wertoptimum aller Ligasen (2,5-3,0). Gereinigte DNA-Ligase
(LigFa) von Ferroplasma hat eine tiefpurpurne Farbe (Abb. 1)
und enthélt zwei Eisen(IIl)-Zentren. Das sind einzigartige
Eigenschaften fiir einen Organismus. Mit der Erhohung des
pH-Werts der Enzymlosung kommt es gleichzeitig zu einer
Verminderung der Aktivitdt (Abb. 2, s.5.97 ), zum Eisen-
verlust und zum Verlust der tiefroten Farbung (Abb. 1). Die
Reduzierung der Eisen(IlI)-Atome zu Eisen(lI)-Atomen fiihrt
zu einer 80%igen Verringerung der katalytischen Aktivitat
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Abb. 1. Der Eisen (1lI)-Gehalt, die Purpurfarbe und ein
niedriges pH-Aktivitdtsoptimum sind miteinander verbundene
Charakteristika von LigFa.

sowie der DNA-Substratbindung, und zur Verschiebung des
pH-Aktivitatsoptimums (5,0) zum neutralen Milieu. Der
Eisengehalt und das niedrige pH-Wertoptimum sind daher
miteinander gekoppelte Funktionen bei diesem Protein, das
an der Organisation und Stabilisierung der 3-D-Struktur
beteiligt ist.

Durch die besonderen Eigenschaften der LigFa und einiger
anderer Ferroplasma-Proteine, die zur Zeit untersucht wer-
den, und damit auch aufgrund des weitgehend einzigartigen,
Eisen-Protein-dominierten Stoffwechselmechanismus von
F. acidiphilum ergibt sich ein Potential fiir neue biotech-
nologische Anwendungen, neue Einsichten in den Mecha-
nismus der Sdaurevertraglichkeit von Organismen und, was
besonders interessant ist, fiir neue Erkenntnisse auf dem
Gebiet der Evolution des Lebens in der Urzeit und dessen
mogliche Entstehung auf Flachen, die reich an Eisen und
Schwefel sind.

Ferrer,M., Golyshina,0.V., Beloqui,A., Golyshin,P.N. & Timmis,K.N. (2007) The cellular
machinery of Ferroplasma acidiphilum is iron-protein-dominated. Nature 445, 91-94.

Ferrer,M., Golyshina,0.V., Beloqui,A., Bottger,L.H., Andreu,].M., Polaina,]., De Lacey,A.L.,
Trautwein,A.X., Timmis,K.N. & Golyshin,P.N. (2008) A purple acidophilic di-ferric DNA
ligase from Ferroplasma. Proceedings of the National Academy of Sciences the USA 105,
8878-8883.

Hallsworth,J.E., Yakimov,M.M., Golyshin,P.N., Gillion,J.L.M., D’Auria,G., de Lima Alves,F.,

La Cono,V., Genovese,M., McKew,B.A., Hayes,S.L., Harris,G., Giuliano,L., Timmis,K.N. &
McGenity,T.J. (2007) Limits of life in MgCl2-containing environments: chaotropicity defines
the window. Environmental Microbiology 9, 801-813.
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Projekt Metabolische Diversitat Ziel des Projekts ist ein
Verstidndnis der Funktion mikrobieller Lebensgemeinschaf-
ten unter in-situ-Bedingungen. Hierbei konzentrieren wir
uns auf mit dem Menschen assoziierte Gemeinschaften
und Interaktionen mit Pathogenen, basierend auf Kenntnis-
sen und Methoden, die im Rahmen der Charakterisierung
mikrobieller Gemeinschaften in kontaminierten Umwelten
gewonnen wurden.

Von Stammen zu Gemeinschaften Substituierte Furanone
sind natiirliche Produkte, die Molekiile des Quorum Sensing,
entsprechende Inhibitoren und eine Vielzahl sekundérer
Pflanzenmetabolite umfassen, aber auch zentrale Zwischen-

produkte des mikrobiellen Aromatenstoffwechsels darstellen.

Wir konnten nun erstmalig die Funktion eines Proteins einer
bisher nicht charakterisierten Proteinfamilie nachweisen.
Diese metallabhdngige Hydrolase des Stammes Pseudomo-
nas reinekei MT1 Kkatalysiert die Umwandlung von Lactonen
des Aromatenstoffwechsels.

Die Verfiigharkeit vollstandiger Genomsequenzen ermoglicht
die rationale Nutzung von mikrobiellen Fahigkeiten. Wir
haben nun die durch in-silico-Analyse vorhergesagten mit
den aktuellen Abbaueigenschaften des Stammes Cupriavidus
necator JMP134 aber auch von Bordetella petrii verkniipft
und hierdurch neue Erkenntnisse tiber das metabolische
Netz in einzelnen bakteriellen Spezies gewonnen.

Genarrays zur schnellen Kontrolle der Diversitat und Anzahl

Uberblick iiber Abbaufihigkeiten von C. necator JMP134 fiir
aromatische Verbindungen. Aromatische Verbindungen werden
durch eine Vielzahl peripherer Reaktionen zu zentralen
Zwischenprodukten umgewandelt, die wiederum durch zen-
trale Abbauwege zu Intermediaten des Tricarbonsdurezyklus
umgewandelt werden.

katabolischer Gene wurden erfolgreich entwickelt. Hier-
durch konnte das Vorkommen spezifischer Dioxygenasen

in kontaminierten Umwelten nachgewiesen werden. Dieses
wurde durch genetische Fingerprintmethoden sowie einen
~metagenomischen“ Ansatz verifiziert. Diese Analysen
ergaben ein neuartiges Bild der katabolischen Diversitét in
kontaminierten Umwelten, da nach kultivierungsabhéngigen
Studien als wichtig vermutete Unterfamilien von Genen nicht
beobachtet wurden. Die Analyse der Genprodukte wies auf
komplementare metabolische Fahigkeiten und eine gemein-
same Nutzung der Kohlenstoffressourcen durch die Wirte der
entsprechenden Gene hin und ergab somit neue Erkenntnisse
iiber Nahrungsnetze in komplexen Gemeinschaften.

Mit dem Menschen assoziierte Gemeinschaften Gallen-
gangstents sind Katheter, die eingesetzt werden, um
Blockierungen des Gallengangs zu beheben. Typischerweise
verstopfen diese wiederum durch Biofilme und miissen dann
ausgetauscht werden. Unsere Arbeiten ergaben ein detaillier-
tes Bild {iber die Identitit der Organismen, die diese Biofilme
bilden, ihre Ko-Besiedlungseigenschaften und die Variation
in der Zusammensetzung in Abhédngigkeit von Patient und
Hospital.

Die Nasenhohlen stellen das Hauptreservoir fiir Staphylo-
coccus aureus im Menschen dar. Die Ubertragung erfolgt
durch direkten Kontakt mit Trégern. Es ist jedoch erstaunlich
wenig tiber die Zusammensetzung der nasalen mikrobiellen
Gemeinschaft und Interaktionen zwischen deren Mitgliedern
bekannt. Wir haben jetzt diese Zusammensetzung in mehre-
ren Individuen aufgeklart.

Zudem untersuchen wir, inwieweit genetische Faktoren oder
die Erndhrung die Zusammensetzung mikrobieller Gemein-
schaften, z.B. im Darm beeinflussen, und wollen klaren, ob
solche Anderungen die Anfilligkeit gegeniiber Infektionen
beeinflussen. Um die mikrobielle Gemeinschaft des Menschen
darzustellen, haben wir die Effektivitdt ihrer Etablierung

in keimfreien Mdusen und Ratten quantifiziert. Vergleiche
zeigten signifikante Unterschiede zwischen den Wirten,
erlauben aber nun eine detaillierte Untersuchung in spezifi-
schen genetischen Hintergriinden und unter verschiedenen
Umwelteinfliissen.

Pérez-Pantoja,D., De la Iglesia,R., Pieper,D.H. & Gonzdlez,B. (2008) Metabolic reconstruction
of aromatic compounds degradation from the genome of the amazing pollutant-degrading
bacterium Cupriavidus necator IMP134. FEMS Microbiology Reviews 32, 736-794

Cdmara,B., Marin,M., Schlomann,M., Hecht,H.J., Junca,H. & Pieper,D.H. (2008) trans-
Dienelactone hydrolase from Pseudomonas reinekei MT1, a novel zinc-dependent hydrolase.
Biochemical Biophysical Research Communications 376(2), 423-428

Gross,R., Guzman,C.A., Sebaihia,M., Martins dos Santos,V.A.P., Pieper,D.H., Koebnik,R.,
Lechner,M., Bartels,D., Buhrmester,J., Choudhuri,J.V., Ebensen,T., Gaigalat,L., Herrmann,S.,
Larisch,C., Link,S., Linke,B., Meyer,F., Mormann,S., Nakunst,D., Riickert,C., Schneiker-
Bekel,S., Schulze,K., Vorhélter,EJ., Yevsa,T., Engle,).T., Goldman,W.E., Piihler,A., Gobel,U.B.,
Goesmann,A., Blocker,H., Kaiser,0. & Martinez-Arias,R. (2008) The missing link: Bordetella
petrii is endowed with both the metabolic versatility of environmental bacteria and viru-
lence traits of pathogenic Bordetellae. BMIC Genomics 9, 449
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03 Biofilm-Lebensgemeinschaften in Umwelt und

Gesundheit

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

PROJEKTMITARBEITER | Andreia B. Estrela | Ahmed Gebreil | Marcela G. Heck | Dr. Heinrich Liinsdorf |
Dr. Alexandre J. Macedo | Dr. Sonja Pawelczyk | Esther Surges

Dieses Projekt verfolgt das Ziel, Lebensgemeinschaften von
Mikroorganismen in Biofilmen als Funktionseinheiten besser
zu verstehen und durch Erkundung der Artenvielfalt von
Mikroben und deren Zusammenwirken neue Wege zu ihrer
Kontrolle zu finden. Mit unseren Forschungsarbeiten wollen
wir das Wissen iiber mikrobielle Lebensgemeinschaften in
der Umwelt mit Untersuchungen klinischer Biofilm-Gemein-
schaften verbinden.

Stofffliisse in einem mikrobiellen Konsortium ... Das
Wissen, welche Bakterien in einer mikrobiellen Gemeinschaft
vorkommen, reicht gewohnlich nicht aus, die Aktivititen
dieser Gemeinschaft zu verstehen. Ein wichtiger Schritt zur
Beantwortung der Frage, wer welche Aufgabe in der Gemein-
schaft hat, ist die Untersuchung der Nutzung des Substrates
durch die unterschiedlichen Bakterienarten. Wir haben dazu
ein Verfahren optimiert, welches mit dem stabilen, also
nicht-radioaktiven Kohlenstoff-Isotop *C arbeitet. Hierzu
werden der Gemeinschaft *C-markierte Substrate zugesetzt
und der Einbau der Markierung in Biomolekiile, hier Fett-
sauren, untersucht. Fettsduren wurden deshalb gewahlt, weil
diese zur Unterscheidung einzelner Bakterienarten benutzt
werden konnen. Da dies nicht immer der Fall ist, haben wir
eine Methode entwickelt, bei der einzelne Bakterienarten
iiber spezifische Antikorper gefarbt werden. Die so gefarbten
Bakterien werden in einem Zellsorter von den nicht gefarb-
ten Bakterien abgetrennt. Es ist uns gelungen, die Analytik
der Isotopenmarkierung so empfindlich zu machen, dass wir
noch 100 Millionen Bakterienzellen auf ihren Einbau der *C-
Isotops untersuchen kénnen. Das Sortierverfahren ist deut-
lich schneller als die bisher verwendeten Methoden und so
konnten wir nicht nur die Einbaurate des Substrates in die
Fettsauren, sondern auch die Geschwindigkeit des Einbaus

An der Oberfldche eines mit Teerprodukten belasteten Baches

bei Waldau hat sich ein weifer Biofilm gebildet, der aus einer
Gemeinschaft vieler unterschiedlicher, schadstoffabbauender
Bakterien besteht Foto: HZI, Abraham

bestimmen. In einer Schadstoff-abbauenden, mikrobiellen
Gemeinschaft konnten wir zeigen, dass Zwischenpro-

dukte, die fiir eine Bakterienart giftig sind, von einer anderen
genutzt und so entgiftet werden. Interessanterweise zeigten
sich dabei deutliche Unterschiede in der Geschwindigkeit
und der Starke des Einbaus der Markierung in den verschie-
denen Bakterienarten, die die Toleranz der Gemeinschaft ge-
gentiiber hohen Schadstoffkonzentrationen erklaren konnen.

... und in komplexen bakteriellen Gemeinschaften Dieses

Wissen wurde angewandt, um Interaktionen in komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften zu untersuchen. Die Studien
zum Schicksal des Methans in Reisfeldern und in der
sibirischen Tundra wurden fortgesetzt. Hier analysierten wir
Proben des Max-Planck-Instituts fiir terrestrische Mikrobio-
logie in Marburg auf den Einbau des stabilen Isotops *C aus
Methan und konnten so zum Verstindnis des Flusses dieses
schddlichen Klimagases in der Umwelt beitragen. Die Auf-
forstung von Grasland wird als ein Mittel propagiert, um den
CO,-Gehalt der Erdatmosphére durch erhdhte Biomassepro-
duktion zu binden. Innerhalb derselben Kooperation konnte
nun gezeigt werden, dass die mikrobiellen Gemeinschaften
beim Abbau des Methans in aufgeforsteten Gebieten in der
sibirischen Tundra nicht an Aktivitit verlieren. Trotzdem
aber wird dreimal weniger Methan abgebaut als im Grasland.
Wir konnten zeigen, dass die Ursache dafiir der Riickgang der
Methan-abbauenden Bakterien bei den aufgeforsteten Gebie-
ten ist. Insgesamt ist die Kohlenstoffbilanz bei der Aufforstung
positiv, da die Zunahme der Fixierung des Kohlendioxids die
Reduktion des Methanabbaus bei weitem tiberwiegt.

Um die CO,-Fixierung ging es auch bei einem ganz anderen
Habitat, namlich der Ostsee. Hier konnten wir in Zusam-
menarbeit mit der Universitat Rostock nachweisen, dass

in der tiefen Ostsee beim Ubergang vom sauerstoffhaltigen
zu sauerstofflosem Wasser eine signifikante Fixierung des
Kohlendioxids durch Bakterien erfolgt. Die Messung des
BC-Isotopengehalts der Fettsduren von Bakterien entlang
dieses Gradienten erlaubte uns abzuschétzen, dass etwa !/,
des Kohlenstoffs aus dieser CO,-Fixierung kommt. Unseres
Wissens ist es uns hier erstmalig gelungen, solche Effekte
unmittelbar an Umweltproben zu zeigen.

Shrestha,M., Abraham,W.-R., Shrestha,P.M., Noll, M. & Conrad,R. (2008) Activity and
composition of methanotrophic bacterial communities in planted rice soil studied by flux
measurements, analyses of pmoA gene and stable isotope probing of phospholipid fatty
acids. Environmental Microbiology 10, 400-412.

Glaubitz,S., Lueders,T., Abraham,W.-R., Jost,G., Jiirgens,K. & Labrenz,M. (2009) 13C-isotope
analyses reveal that chemolithoautotrophic Gamma- and Epsilon-proteobacteria feed a
microbial food web in a pelagic redoxcline of the central Baltic Sea. Environmental Micro-
biology 11(2), 326-337

Menyailo,0.V., Hungate,B.A., Abraham,W.-R. & ConradR. (2008) Changing land use reduces
soil CH4 uptake by altering biomass and activity but not composition of high-affinity
methanotrophs. Global Change Biology 14, 2505-2419.
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04 Gemeinschaften von pathogenen Bakterien

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

PROJEKTMITARBEITER | Andreia B. Estrela | Marcela G. Heck | Dr. Heinrich Linsdorf | Dr. Alexandre J. Macedo |

Dr. Sonja Pawelczyk | Esther Surges

In der Umwelt kommen Bakterien zumeist nicht als Rein-
stimme vor, sondern leben in Gemeinschaften. Dieses Pro-
jekt geht der Frage nach, wie sich pathogene Bakterien in
der Umwelt verhalten und wie sie mit nicht- oder fakultativ
pathogenen Bakterien im menschlichen Korper umgehen.

Pathogene Bakterien in der Umwelt Bakterien, die Men-
schen infizieren, miissen irgendwann den menschlichen
Korper verlassen und sind dann einer komplett anderen
Umgebung ausgesetzt. Wie leben und tiberleben sie dort?
In Zusammenarbeit mit der Universitat von Sao Paulo
haben wir diese Frage am Rio Tieté untersucht. Er flieBt
durch die 25-Millionen-Stadt Sdo Paulo und nimmt dort
sehr viele ungeklarte, Fakalien enthaltende Abwésser auf.
Daher ist dieser Fluss im Stadtgebiet von Sao Paulo extrem
verschmutzt und enthélt viele humanpathogene Bakterien.
Wir haben Proben unterhalb des Stadtgebietes bis zu einer
Entfernung von 100 km stromabwérts von Sao Paulo ge-
nommen und gefunden, dass die Anzahl humanpathogener
Bakterien stark abnimmt. Bereits 30 km auBerhalb der GroB-
stadt konnen nur noch vereinzelt Pathogene nachgewiesen
werden. Interessanterweise nimmt auch die Antibiotika-
Resistenz aller im Fluss vorkommenden Bakterien {iber
diese 100 km signifikant ab.

In der Mikrobiologie zeigt sich immer deutlicher, dass es
keinen prinzipiellen Unterschied zwischen Bakterien gibt,
die zu Infektionen fiihren und solchen, die in der Umwelt
leben. Wir konnten dies bei einem aus einer Blutprobe in

Schweden isolierten, bisher unbekannten Bakterium zeigen.

Wir haben es als eine neue Art innerhalb der Gattung
Phenylobacterium identifiziert. Diese Gattung ist bisher
lediglich als Schadstoffabbauer und aus Umweltproben
bekannt. Unser neu beschriebenes Bakterium, Phenylo-
bacterium haemophilum, passt aber sehr gut zu ahnlichen
Bakterienarten, die aus SiiBwasserproben in Nordamerika
isoliert wurden, und zeigt damit die enge Verwandtschaft
von Arten aus sehr verschiedenen Lebensraumen.

Diversitat von Biofilmgemeinschaften auf Herzschrittma-
chern Wenn sich Biofilme auf Implantaten bilden, kommt
es zu Infektionen bei Patienten - soweit zumindest das
bisherige Verstindnis von Biofilminfektionen. Wir sind
der Frage nachgegangen, ob sich Biofilmgemeinschaften
auch auf Implantaten von Patienten ohne Infektionsanzei-
chen nachweisen lassen. In Zusammenarbeit mit der MHH
wurden dazu Herzschrittmacher, die Patienten wegen
Erschopfung der Batterien explantiert wurden, auf mikro-
bielle Biofilme untersucht. Mittlerweile haben wir tiber 150
solcher Aggregate untersucht, die im Schnitt etwas iiber 5
Jahre im Patienten waren. Bei 47.2% haben wir bakterielle
DNA nachweisen konnen. In den meisten Féallen wurde -
analog zu Beobachtungen von Umweltproben - nicht nur
eine Bakterienart, sondern es wurden fast immer Bakteri-
engemeinschaften festgestellt. Bei der Untersuchung der
16S rRNA Gensequenzen dieser Bakterien stellten wir fest,
dass die meisten dieser Bakterien untypisch fiir klinische
Aggregatinfektionen sind. Nur bei 3.7% der Patienten wur-
den Staphylokokken gefunden, die dann auch im Untersu-
chungszeitraum Infektionssymptome bei den untersuchten
Patienten auslosten. Offenbar gibt es Biofilmgemeinschaf-
ten im Menschen, die selbst keine erkennbaren Symptome
auslosen, aber Reservoire fiir die Ansiedlung pathogener
Keime bilden, die zu Infektionen fiihren.

Abraham,W.-R. (2006) Controlling the biofilm formation of Gram-positive pathogenic
bacteria. Current Medicinal Chemistry 13, 1509-1524.

Abraham,W.-R. Macedo,A.J., Gomes,L.H. & Tavares,F.C.A. (2007) Occurrence and resistance
of bacteria along the Tieté River in Brazil. CLEAN - Soil, Air, Water 35, 339-347.

Abraham,W.-R., Macedo,A.]., Liinsdorf,H., Fischer,R., Pawelczyk,S., Smit,]. & Vancanneyt,M.
(2008) Phylogeny by a polyphasic approach of the order Caulobacterales, proposal of Cau-
lobacter mirabilis sp. nov. Phenylobacterium haemophilum spec. nov. and Phenylobacterium
conjunctum sp. nov., and emendation of the genus Phenylobacterium. International Journal
of Systematic and. Evolutionary Microbiology 58, 1939-1949.

Pichlmaier,M., Marwitz,V., Kiihn,C., Niehaus,M., Klein,G., Bara,C., Haverich,A.
&Abraham,W.-R. (2008) High prevalence of asymptomatic bacterial colonisation of rhythm
management devices. EUROPACE 10, 1067-1072.

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




—

102  WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Technologie-Plattformen

Technologie-Plattformen

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

Plattformen sind im Folgenden ndher beschrieben.
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01 Tierexperimentelle Einheit

LEITER | Dr. Hermann Riedesel | Arbeitsgruppe Tierexperimentelle Einheit | hri07@helmholtz-hzi.de

Die zentrale Aufgabe der Tierexperimentellen Einheit ist die
Bereitstellung und Sicherstellung einer zeitgemaBen und
bestmdglichen Versorgung der erforderlichen Versuchstiere.
Sie erfolgt unter Beriicksichtigung der wissenschaftlichen
Bediirfnisse des HZI und der giiltigen deutschen und euro-
paischen Tierschutzbestimmungen. Die Tierexperimentelle
Einheit besteht aus 15 Tierraumen mit einer Gesamtkapazitat
von 4000 Kéfigen, was einer Haltungskapazitit von 10.000
Miusen entspricht. Diese Tierrdaume verteilen sich auf 3
Gebaude (K, T und D) und bieten 390 m? Tierhaltungsflache.
Am HZI werden ausschlieBlich Laborméuse gehalten, die in
einzeln beliifteten Kifigsystemen in 3 spezifiziert-pathogen-
freien (SPF)-Barriereeinheiten untergebracht sind. Eine die-
ser Barrieren ist als S2-Tierhaltungseinheit nach dem Gen-
technikgesetz registriert und fiir Infektionsexperimente vor-
gesehen. Momentan haben wir einen Bestand von ungefdhr
10.000 Médusen, die sich auf etwa 350 verschiedene Maus-
stimme bzw. gentechnisch verdnderte Mauslinien verteilen.
Der Gesundheitsstatus der Tiere, der vierteljahrlich mit einem
Anzeigertierprogramm erhoben wird, entspricht vollstandig
den FELASA Empfehlungen. Im Tierhaus arbeiten 1 Tierarzt,
1 Tierhausmanager, 1 Tierpflegemeisterin, 15 Tierpfleger
bzw. -pflegerinnen und 4 Servicekréfte.

Folgende Dienstleistungen werden angeboten:

¢ Grundversorgung der Mause

¢ Zuchtbetreuung und Koloniemanagement (entsprechend
den Anweisungen der wissenschaftlichen Nutzer)

* Mithilfe bei der Durchfiihrung von Versuchen (Substanz-
applikation, Entnahme von Blut- oder Gewebeproben,
Immunisierungen)

¢ Gesundheitsiiberwachung

 Tierbestellungen

¢ Organisation von nationalen und internationalen Maus-
transporten inklusive Quarantinisierung und hygienische
Sanierung importierter Linien

 [n-vitro-Fertilisation zur Rettung, zur schnellen Vermeh-
rung und zur Sanierung von Mauslinien

¢ Kryokonservierung von Mausembryonen und Betreiben
einer Embryobank (momentan 58 Linien)

 Tierpflegeausbildung fiir die Fachrichtung Klinik und
Forschung (9 Auszubildende)

o Tatigkeit des Tierschutzbeauftragten fiir etwa 40 Versuchs-
vorhaben

» Versuchstierkundliche Beratung und Weiterbildung

* Transgene Dienstleistungen wie DNA-Pronukleus- und
ES-Zell-Injektionen (ab 2009 mit Aufbau einer Transgen-
Einheit)

2009 wurde der Tierhausneubau mit 520 m? Tierraumflache
fertig gestellt. Er hat eine Kapazitiat von 8000 Kéfigen und
bietet Platz fiir 20.000 Mause. In dieser Anlage befindet sich

eine S3-Einheit mit etwa 1000 Kéfigen und integrierter Labor-
flache fiir Infektionsexperimente. Alle Tierrdaume sind mit
Gleitregal-Kafigsystemen ausgestattet, die eine hohe Bele-
gungsdichte der Rdume gewéhrleisten. Dieses neue Gebdude
wird die Maushaltungskapazitdt verdreifachen und wird
dringend benotigt, um die derzeitigen Platzprobleme zu behe-
ben, die die Maus-basierte Forschung am HZI derzeit limitie-
ren. Aufgrund technischer Probleme mit der Liiftungsanlage
wird dieses neue Gebdude erst Ende 2009 in Betrieb gehen.

Am Twincore Hannover wurde 2008 mit der Renovierung der
Tierhaltung mit einer Kapazitit von 2100 Kéfigen begonnen.
Die Ubergabe dieser Anlage ist fiir Ende 2009 geplant. Wih-
rend des Umbaus wurde eine Interimstierhaltung geschaffen,
um den wissenschaftlichen Nutzern biomedizinische Dienst-
leistungen anbieten zu konnen

Viele neue Mauskdifige werden fiir ihre neuen Bewohner vor-
bereitet. Foto: HZI, Krimer
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02 Instrumentelle Analytik

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

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

Diese Plattform dient der Aufklarung dreidimensionaler
Strukturen aller Arten von Naturstoffen und verfiigt iber
das Instrumentarium zur Massenspektrometrie (MS),
Kernresonanzspektroskopie (NMR), Rontgenkristallogra-
phie, Proteinsequenzierung, Elektronenmikroskopie und
konfokalen Lasermikroskopie.

Massenspektrometrie und Kernresonanzspektroskopie
Bei den meisten Naturstoffen mit kleinem Molekularge-
wicht ldsst sich die gesamte Struktur routineméBig durch
Einsatz einer Kombination aus Massenspektrometrie und
Kernresonanzspektroskopie aufkliren. Die direkte Analyse
groBer, intakter Biomolekiile, wie Proteine, Oligonukleotide
und komplexer Kohlenhydrate erfolgt routinemaBig mit
MALDI- und ESI-MS. Ein groBer Vorteil der Massenspektro-
metrie besteht darin, dass dieses Verfahren auch bei
kleinsten Mengen komplexer Verbindungen die entspre-
chenden Informationen liefert. Bei der Identifizierung und
Charakterisierung von Proteinen kommen automatisierte
Mikrotechniken der Massenspektrometrie zum Einsatz. Es
werden 2D-Gels und “gellose” Techniken der “Proteomik”
angewendet, wobei die Bestimmung des Molekulargewichts
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Das neue Bruker Ultraschall 600 Plus NMR (links), das neue
Zeiss Libra 120 Transmissionselektronenmikroskop (rechts).

Fotos: HZI

ihrer proteolytischen Fragmente mit Hilfe von MALDI/
TOF-MS/MS und HPLC-ESI-MS/MS erfolgt. Die Sekundar-
und Tertidrstruktur von Peptiden und Proteinen ldsst sich
aufkldren, wenn ordnungsgemas gekennzeichnete Materi-
alien (N und *C) zur Verfiigung stehen. Dabei kommt die
mehrdimensionale NMR-Spektroskopie zum Einsatz.

Rontgenkristallographie Der Schwerpunkt der Rontgen-
kristallographie liegt auf der Strukturanalyse von Proteinen.
Ein Pipettierroboter und ein Rontgengerat mit Flachendetek-
tor und Drehanode stehen fiir Kristallisationsversuche und
Datenerfassung zur Verfiigung. Die Messung hochauflosen-
der Daten und die Phasenbestimmung mittels anomaler
Dispersion erfolgen unter Einsatz externer Synchrotron-
einrichtungen.

Elektronenmikroskopie Diese Technik wird zur Visua-
lisierung der Anhaftung und Invasion einer Vielzahl von
Pathogenen an bzw. in Wirtszellen verwendet. Es wurden
individuelle Probenpraparationsprotokolle fiir die Durch-
flihrung von Untersuchungen mit Hilfe hochauflosender
Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie (FESEM)
erstellt, die bei der Aufklarung bestimmter Invasionswege
von Pathogenen in ein und derselben Wirtszelle zum Einsatz
kommen. Desweiteren wurden FESEM-Methoden entwickelt,
die eine Immunolokalisierung von Pathogenititsfaktoren
nicht nur auf der bakteriellen Zelloberflache, sondern auch
an der Berlihrungsflache zwischen bakterieller und Wirts-
zellenmembran ermoglichen. Es wurden verschiedene
Praparationsverfahren entwickelt, durch die eine Visuali-
sierung der Bindung von extrazellularen Matrixproteinen
an der Zelloberflache moglich ist. Es konnte gezeigt werden,
dass das Kryo-FESEM-Verfahren das Mittel der Wahl fiir die
Untersuchung derartiger Interaktionen ist. Dariiber hinaus
wird die Elektronenmikroskopie fiir die Untersuchung der
Quartérstruktur von Proteinen durch Negativfarbetechniken,
sowie fiir die Untersuchung hochauflésender Elementloka-
lisierungen eingesetzt.

‘Wang,Y., Edrada-Ebel,R., Tsevegsuren,N., Sendker,J., Braun,M., Wray,V., Lin,W., & Proksch,P.
(2009) Dihydrostilbene derivatives from the Mongolian medicinal plant Scorzonera radiata.
Journal of Natural Products 72, 671-675.

Xu,J., Kjer,J., Sendker,J., Wray,V., Guan,H., Edrada,R., Lin,W., Wu,J., & Proksch,P. (2009)
Chromones from the endophytic fungus Pestalotiopsis sp. isolated from the chinese man-
grove plant Rhizophora mucronata. Journal of Natural Products 72, 662-665.

Zelena,K., Zorn,H., Nimtz,M., & Berger,R.G. (2009) Heterologous expression of the msp2
gene from Marasmius scorodonius. Archives of Microbiology 191, 397-402.



WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Technologie-Plattformen 105

03 Genexpressionsanalyse

LEITER | Dr. Robert Geffers | Abteilung fiir Zellbiologie | rog@helmholtz-hzi.de

WISSENSCHAFTLICHER MITARBEITER | Andreas Jeron

Seit nunmehr acht Jahren bietet die Array Facility Mikro-
arraytechnologien an, die sowohl von den Forschungs-
gruppen auf dem Campus des HZIs, als auch externen
Forschungsgruppen im Rahmen wissenschaftlicher Koope-
rationen intensiv genutzt werden. Mikroarrays wurden in
der Vergangenheit hauptsachlich zur Genexpressionsanalyse
eingesetzt. Hierbei stellt die Array Facility sowohl ,State

of the Art“-Technologien wie z.B. die Affymetrix Analyse
Plattform ,,GeneChip“ als auch modernste Gerate zur Her-
stellung eigener Mikroarrays zur Verfligung. Hinsichtlich
der verdnderten Einsatzgebiete der Arraytechnologien fiir
genomische und epigenomische Fragestellungen wurden
neue Methoden in der Array Facility entwickelt und fiir die
Routine etabliert. Gegenwartig kann die Genexpression

von 40-50.000 Transkripten (Genen) mit einem Mikroarray
gemessen werden. Neu hinzugekommen sind sogenannte
DNA Tiling Arrays, mit denen z.B. DNA-Erkennungssequen-
zen DNA-bindender Proteine bestimmt werden konnen.
Ebenso eignet sich der ,Tiling Array“ fiir die Untersuchung
genomweiter DNA-Methylierungsmuster, die nachweislich
einen entscheidenden Einfluss auf die Genregulation bzw.
Dysfunktion bestimmter Gene haben. Insbesondere fiir die
Tumordiagnostik werden SNP-Arrays und Array-CGH (Mikro-
arrays fir die vergleichende Genomanalyse) eingesetzt,

um die Ursachen genetischer Instabilitdten bei der Tumor-
entwicklung zu studieren.

Service Die Array Facility bietet Expressions- und
Genomanalyse als Service fiir Forschergruppen am HZI
sowie fiir deren Kooperationspartner an. Bei der Entwick-
lung und Herstellung der Themenarrays berit die Array
Facility hinsichtlich der Auswahl geeigneter Chemikalien
und bestmoglicher Versandoptionen. Die Herstellung der
Arrays wird durch die Array Facility unter Verwendung von
Qualitdtsstandards sichergestellt. AuBerdem werden fiir die
Anwendung optimierte Protokolle zur Verfiigung gestellt.
Zusatzlich zur Arrayherstellung und Probenverarbeitung
werden bei Bedarf Datenanalyse, Datenaufbewahrung und
Dateninterpretation angeboten, die den internationalen
Standards angepasst sind und somit einen Austausch der
Daten mit anderen Mikroarraydaten gewahrleisten.

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

... und Entwicklung Im Laufe der Entwicklung und Ver-

besserung selbst konfigurierbarer Mikroarrays wurden
mit Forschergruppen des HZI und der MHH mehrere neue
Themenchips entwickelt. Weitere Arrayentwicklungen sind
fiir die Zukunft geplant.

Chips fiir die Array Facility. Foto: HZI

TrehanPati,N., Geffers,R., Sukriti, Hissar,S., Riese,P., Toepfer,T., Buer,J., Kumar,M.,
Guzman,C.A. & Sarin,S.K. (2009) Gene expression signatures of peripheral CD4+ T cells
clearly discriminate between patients with acute and chronic hepatitis B infection. Hepato-
logy 49, 781-790.

Quentmeier,H., Geffers,R., Jost,E., Macleod,R.A., Nagel,S., Rohrs,S., Romani,]., Scherr,M.,
Zaborski,M. & Drexler,H.G. (2008) SOCS2: inhibitor of JAK2V617F-mediated signal trans-
duction. Leukemia 22, 2169-2175.

1Nickeleit,l., Zender,S., Sasse,F., Geffers,R., Brandes,G., Sorensen,l., Steinmetz,H., Kubik-
ka,., Carlomagno,T., Menche,D., Buer,J., Gossler,A., Manns,M.P., Kalesse,M., Frank R. &
Malek,N.P. Argyrin A - a p27kip1 stabilizing drug with potent anti-proliferative and anti-
angiogenic activity. Cancer Cell 14, 23-35.
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LEITER | Dr.Dr. Werner Tegge | Abteilung fiir Chemische Biologie | wte@helmholtz-hzi.de

WISSENSCHAFTLICHER MITARBEITER | Dr. Ronald Frank

Seit ihrer Einrichtung als Serviceeinheit im Jahr 1990 stellt
die Plattform synthetische Peptide in 16slicher Form und
immobilisiert in Form von Arrays fiir viele verschiedene
HZI-Projekte her. Fiir die Synthese, Charakterisierung und
Reinigung der Produkte werden moderne Spezialgeréte ein-
gesetzt. Durch eigene Forschungsprojekte wird das metho-
dische Repertoire kontinuierlich aktualisiert und erweitert.
In diesem Zusammenhang wurden u.a. entwickelt:

neue Methoden fiir die Erzeugung von Peptidarrays
(u.a. die SPOT Methode)

Methoden fir die Herstellung von phosphorylierten und
thiophosphorylierten Peptiden

die Verwendung von neuen biokompatiblen Synthese-
tragern

neue, selektiv spaltbare Peptidlinker

Methoden fiir die Erzeugung von Bibliotheken aus
linearen und zyklischen Peptiden

Methoden fiir die Verwendung von loslichen und immo-
bilisierten Peptiden in biologischen Tests

Losliche Peptide Inzwischen wurden in der Plattform
iber 3.000 losliche Peptide mit Langen von zwei bis tiber
flinfzig Aminoséduren hergestellt. Losliche Peptide werden
standardméaBig durch HPLC und Massenspektrometrie
charakterisiert. Falls erforderlich, werden weitere Unter-
suchungen durch Aminosdureanalyse, Proteinsequenzie-
rung und spezielle massenspektrometrische Methoden und
NMR im HZI-Bereich Strukturbiologie durchgefiihrt.

Methodenentwicklungen fiir parallele Kombinatorische
Chemie Synthese Screens beruhen auf der SPOT-Synthese, die
auf Zellulosemembranen durchgefiihrt wird. Foto: HZI, Bierstedt

In Abhéngigkeit von der geplanten Verwendung und der
bendtigten Qualitéit der Produkte werden Reinigungen durch-
gefiihrt. Dies geschieht in der Regel durch prap. HPLC. Fiir
spezielle Anwendungen bietet die Plattform Peptidmodifika-
tionen an, wie Fluoreszenz-Markierung, Phosphorylierung,
Biotinylierung, Fettsaurekonjugation, Verzweigungen und
Zyklisierungen.

SPOT-Arrays In der Plattform werden immobilisierte Peptide
in Form von Arrays fiir die empirische und systematische
Suche nach Liganden hergestellt. Fiir das erfolgreiche Design
solcher Arrays ist ein tiefgehendes Verstandnis der biologi-
schen Fragestellung essenziell. Dies wird durch einen
intensiven Austausch und eine enge Zusammenarbeit mit
den Nutzern gewahrleistet. Die SPOT-Arrays werden durch
halbautomatische und vollautomatische Verfahren auf Zellu-
losemembranen und anderen polymeren Tragern erzeugt.
Pro Jahr werden ca. 15.000 Peptide und Peptidgemische mit
diesen Methoden generiert und u.a. fiir Untersuchen von
Protein-Protein-Interaktionen und Enzym-Substrat-Affini-
taten eingesetzt.

Tegge,W., Bautsch,W. & Frank,R. (2007) Synthesis of cyclic peptides and peptide libraries
on a new disulfide linker. Journal of Peptide Science 13 (10), 693-699.

Ghanem,A., Mayer,D., Chase,G., Tegge,W., Frank,R., Kochs,G., Garcia-Sastre,A. &
Schwemmle,M. (2007) Peptide-mediated interference with the influenza A virus polymera-
se. Journal of Virology 181(14), 7801-7804.

Sharma, R.K., Reddy, R.P,, Tegge, W. and Jain, R.: “Discovery of Trp-His and His-Arg
Analogues as New Structural Classes of Short Antimicrobial Peptides”; Journal of Medicinal
Chemistry 2009, in press.

Beutling, U., Stading, K., Stradal, T. and Frank, R. (2008) Large-scale analysis of protein-
protein interactions using cellulose-bound peptide arrays. Adv. Biochem. Eng. Biotechnol.
110, 115-152.
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05 Histologie-/Pathologie-Plattform

LEITER | Prof. Dr. Klaus Schughart | Abteilung fiir Infektionsgenetik | kls@helmholtz-hzi.de

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

Die Histologie-/Pathologie-Plattform wurde am HZI als
zentrale Serviceeinheit eingerichtet. Sie ist Anlaufstelle fir
verschiedene Projekte und Forschungsgruppen, die histo-

logische Arbeiten und pathologisches Fachwissen benétigen.

Viele Forschungsprojekte am HZI beschiftigen sich zurzeit
mit der Durchfiihrung von Infektionsexperimenten an
Méusen und mit der Untersuchung der Wirtsabwehr bei
genetisch unterschiedlichen Mausstimmen und Mutanten-
linien. Die Histologie-/Pathologie-Plattform bietet einen
zentralen, maBgeschneiderten Service und die gesamte,
erforderliche Infrastruktur aus einer Hand. Die Wissen-
schaftler des HZI konnen entweder den gesamten Service,
von der Einbettung, dem Schneiden, dem Férben und der
Archivierung der Gewebsproben bis hin zur Bewertung
durch einen Pathologen, in Anspruch nehmen oder die
vorhandene Infrastruktur nutzen und einige Arbeiten
selbst ausfiihren.

Erfahrene Pathologen stellen ihr Fachwissen zur Verfiigung
und bieten Hilfe bei der Planung von Experimenten und der
Auswertung der Ergebnisse an. Sie sind zu festen Zeiten

am HZI vor Ort oder konnen bei Bedarf kontaktiert werden.
Die Einheit arbeitet hier eng mit dem Institut fiir Pathologie
der Tierdrztlichen Hochschule Hannover (TiHo) und dem
Institut fir Tierpathologie der Freien Universitit Berlin
zusammen.

Zurzeit werden Paraffinschnitte und histochemische Einfar-
bungen routineméBig durchgefiihrt. Es stehen Kryostaten
zur Verfiigung, und es wird eine Reihe von immunhisto-
chemischen Analysen angeboten, mit deren Hilfe die
Ermittlung der Immunzellen wahrend der Infektion und
Entziindung bei der Maus moglich ist.

.

)2

SN\ L

Mausleber (50-fach vergrifert) Ki67-angefiirbt. Foto: HZI
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LEITER | Dr. Joop van den Heuvel | Arbeitsgruppe Rekombinante Proteinexpression | jvh@helmholtz-hzi.de

WISSENSCHAFTLICHE MITARBEITER | Dr. Konrad Biissow | Dr. Volker Jager | Prof. Dr. Ursula Rinas

Die als Arbeitsgruppe organisierte Plattform Rekombinante
Proteinexpression (RPEX) ist eine essentielle Einrichtung
des Bereichs Strukturbiologie hinsichtlich der Produktion
ultrareiner Proteine fiir die hochauflosende Strukturanalyse.
In der AG RPEX sind die vier wichtigsten Expressionssysteme
etabliert worden: E. coli, Pichia pastoris, das Baculovirus-
Expressionssystem in Kombination mit Insektenzellen sowie
verschiedene Sdugerzellkulturen. Das ermoglicht nicht nur
die Herstellung von “einfachen Proteinen”, sondern auch von
herausforderenden Proteinen mit komplizierten Modifika-
tionen oder Proteinkomplexen.

Die neue Anlage fiir die Kultivierung tierischer Zellen
Seit 2007 besteht eine neue Zellkulturanlage fiir die Her-
stellung von Proteinen aus Insekten- und Saugerzellkultu-
ren. Die Anlage umfasst mehrere Kultivierungsstationen,
die variabel mit Zellkulturreaktoren von 1,6 bis 6 Liter
Arbeitsvolumen betrieben werden konnen. Hiermit konnen
die steigenden Anforderungen an die routineméBige
Herstellung von Proteinen im Bereich von 10-50 mg erfiillt
werden. Zur Reinigung endogener, niedrig exprimierter,
rekombinanter Multiproteinkomplexe wurde zusadtzlich
ein 30-Liter-Bioreaktor in Betrieb genommen. Er ermoglicht
die Herstellung von Protein im PilotmaBstab durch die
Verwendung mehrerer hundert Liter Nahrmediums im
Perfusionsmodus. Simtliche Systeme enthalten alles, was
fiir einen standigen Medienaustausch (interne Membran-
perfusion oder externe Querstrommikrofiltration) und fiir
die darauf folgenden Proteinreinigungsschritte notwendig
ist. Die neue Downstream-Pilotanlage erlaubt die Reinigung
von Protein aus groBen Volumina bei hohen Flussraten
von 25-400 ml/min. Diese Anlage wurde 2009 erfolgreich
eingesetzt, um mehrere 100 mg des humanen Wachstums-
faktors HGF aus insgesamt 170 Litern Zellkultur fiir die
anschlieBende Kristallisation zu reinigen.

Serviceleistungen In Zusammenarbeit mit dem Max-
Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin (MDC) in Berlin-
Buch wurde im Jahre 2007 ein Proteinproduktionsverbund
zur groB angelegten Produktion und Reinigung von Protein-
proben (PSPF, Protein Sample Production Facility) eingerich-
tet. Dieses Gemeinschaftprojekt der HGF hat als Hauptziel
die Unterstiitzung der Strukturbiologen in Deutschland, in
dem der wesentliche Engpass, die Proteinherstellung, fiir
die hochauflosende Strukturanalyse mit Rontgenkristallo-
graphie oder NMR-Spektroskopie beseitigt wird. Diese war
bislang hdufig limitiert durch das Fehlen geeigneter Ex-
pressionssysteme mit ausreichender Produktivitat, fehlende
apparative Ausstattung und fehlendes Know-how fiir eine
Produktion im halbtechnischen MaBstab. Die PSPF bietet

die Moglichkeit ein schnelles Scale-up mit eukaryontischen
Expressionssystemen bei einer Produktivitat von 0.5-3 mg/L
Kulturvolumen durchzufiihren.

Die unterstiitzenden Leistungen der PSPF werden entweder
auf Basis einer Kompensation der entstandenen Kosten oder
in Form einer wissenschaftlichen Zusammenarbeit ange-
boten. Zurzeit werden 50% der Kapazitét der Anlage fiir in-
terne HZI-Projekte genutzt. Seit 2007 wurden insgesamt 29
externe und 5 interne PSPF-Projekte bearbeitet, von denen
sechzehn bereits erfolgreich abgeschlossen wurden.

Dartiiber hinaus bietet die Anlage Schulungsmoglichkeiten

zum Thema Proteinexpression in Insekten- und Saugerzell-

systeme fiir externe Wissenschaftler. Dieser Technologie-

transfer macht eine praktische Mitarbeit der Wissenschaft-

ler an der ,Upstream“-Phase der Proteinproduktion und
-isolierung moglich.

Forschung Der Schwerpunkt unserer Forschung liegt
zurzeit auf der Neuentwicklung und Implementierung von
schnellen eukaryontischen Produktionssystemen, die spe-
ziell fiir die Anforderungen strukturbiologischer Fragestel-
lungen geeignet sind. Wir haben sowohl unter Verwendung
des Baculovirus-Expressionssystems als auch von rekom-
binanten stabilen Sdugerzelllinien erfolgreich verschiedene
Fragmente des cMet-Rezeptors, verschiedene Formen vom
Hepatozyten-Wachstumsfaktor HGF und den IGF1-Rezeptor
erzeugt. Mehrere Kooperationsprojekte zur Analyse von
einzelnen Proteinen und der Multiproteinkomplexe WAVE
und y-Tubulin Small Complex, werden zurzeit in unserem
Hause bearbeitet.

Lizenzierte neuartige Technologien, die die schnelle tran-
siente Expression von rekombinanten Proteinen in entwe-
der Sduger- oder Insektenzellkulturen in Suspension und
ohne Zugabe von Serum ermoglichen, wurden erfolgreich
etabliert und mit Hilfe der Durchflusszytometrie und Flu-
oreszenzmikroskopie sowie diverser weiterer analytischer
Methoden hinsichtlich verschiedener Prozessparameter
(z.B.: KultivierungsgefaBe, Zellkulturmedien, Sauerstoff-
eintrag und diverse andere Parameter) weiter optimiert.

Schliephake,H., Zghoul,N., Jager,V., van,G.M., Zeichen,J., Gelinsky,M., & Wulfing,T. (2008)
Effect of seeding technique and scaffold material on bone formation in tissue-engineered
constructs. Journal of Biomedical Mater. Res A 90A, 429-437.

Visser,R., Arrabal,P.M., Becerra,]., Rinas,U., & Cifuentes,M. (2009) The effect of an rhBMP-2
absorbable collagen sponge-targeted system on bone formation in vivo. Biomaterials 30,
2032-2037.

Wiesand,U., Sorg,l., Amstutz,M., Wagner,S., van den Heuvel,]., Liihrs,T., Cornelis,G.R., &
Heinz,D.W.*. (2009) Structure of the type III secretion recognition protein YscU from
Yersinia enterocolitica. Journal of Molecular Biology 385, 854-866.
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Neue Projektgruppen

Das HZI hat jungen Forschern mit sehr guten Ideen die Mdglichkeit gegeben, ihre Forschung im HZI durchzufiihren, wenn das
Ziel ihrer Forschungsarbeiten sich im Rahmen der kommenden F&E-Ziele des Zentrums lag. Seit 2007 haben einige neue Projekt-
gruppen mit ihrer Arbeit am HZI begonnen. Wahrend der kommenden 5 Jahre werden sie versuchen neue Wege in der Forschung
zu gehen und entsprechend hervorragende Ergebnisse zu prasentieren. Die ersten Resultate und weitere Ideen dieser neuen

Projektgruppen werden auf den néachsten Seiten vorgestellt.

Das Griinderzentrum wdihrend der Erdffnungszeremonie nach der Umgestaltung des Interieurs (Juni 2009). Etliche neue Projekt-
gruppen fiihren in Rdumen des Griinderzentrums ihre Forschungsarbeiten durch.  Foto: HzI, Dornbach
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01 Chronische Infektionen und Krebs

PROJEKTLEITER | Dr. Lars Zender | Nachwuchsgruppe Chronische Infektionen und Krebs | 1ze08@helmholtz-hzi.de

PROJEKTMITARBEITER | Daniel Dauch | Marina Pesic | Ramona Rudalska | Tae-Won-Kang

Das Hepatozelluldare Karzinom (HCC) stellt weltweit den
flinfthaufigsten Tumor dar, ist jedoch aufgrund fehlender
Therapieoptionen die dritthdufigste Krebstodesursache.
Die Ausbildung eines Leberzellkarzinoms (HCC) ist fast
immer mit einer chronischen Hepatitis infolge einer Infek-
tion mit dem Hepatitis B- oder C-Virus, einer Lebensmit-
telvergiftung mit Aflatoxin, Alkoholmissbrauch oder
Stoffwechselstorungen verbunden, die zur Ablagerung
von Kupfer oder Eisen in der Leber fiihren. Eine chro-
nische Entziindung der Leber fiihrt zu Leberzirrhose,
einer Prakanzerose fiir die Ausbildung eines Leberzell-
karzinoms. Das HCC gilt als primér chemoresistenter
Tumor und chirurgische Therapieoptionen kommen nur
fir wenige Patienten in Frage. Um neue, gezielte Therapie-
optionen gegen das HCC zu finden, bedarf es deshalb einer
detaillierten Untersuchung der molekularen Grundlagen
der Hepatokarzinogenese.

Fiir neue therapeutische Strategien ist es dringend er-
forderlich, die molekularen Vorgdnge der Entstehung des
Leberzellkarzinoms genau zu beschreiben. Wir haben ein
neues Mausmodell entwickelt und onkogenomische Trans-
speziesvergleiche als einen neuen Algorithmus fiir eine
schnellere Erkennung und Validierung von Krebsgenen
bei Leberzellkarzinomen etabliert. Durch den beschrie-
benen Algorithmus konnten cIAP1 und Yap als Co-driver-
Gene des menschlichen 11q22 bzw. des murinen 9qA1
Amplikons identifiziert und validiert werden. Vor kurzem
haben wir die Machbarkeit des in-vivo-RNAi-Screening fiir
die Identifizierung neuer Tumorsupressorgene nachgewie-
sen. Wir konnten mehr als zehn neue Tumorsuppressor-
gene identifizieren und funktionell validieren. Zur Durch-
flihrung von Multiplex-RNAi-Screens, insbesondere fir
die Durchfiihrung von Negativselektionsscreens, wurde
[llumina/Solexa Deep Sequencing zur Dekonvolution von
komplexen shRNA-Bibliotheken etabliert.

Mutationen, die zu einer ungehemmten Zellproliferation
fiihren, sind Voraussetzungen fiir die Tumorentwicklung.
Es haben sich jedoch im Verlauf der Evolution eine Reihe
von Tumorsuppressormechanismen entwickelt, die einer
unkontrollierten Proliferation entgegenwirken. Wahrend
die “Intrinsische Tumorsuppression” Ausgleichsvorgange
gegen unkontrolliertes Zellwachstum durch zelleigene

Programme beschreibt (z.B. Apoptose oder Seneszenz), wird
die “Extrinsische Tumorsuppression” auch als “Tumor
Surveillance” bezeichnet. Sie beinhaltet die Erkennung
und Eradizierung von Zellen mit onkogenen Mutationen
durch das angeborene oder adaptive Immunsystem.

Interessanterweise werden viele seneszente Zellen in
zirrhotischen Lebern gefunden, was darauf hinweist, dass
die Seneszenz als anti-Tumorbarriere dem Ubergang von
einer chronischen Leberschiddigung zu einem Leberzell-
karzinom entgegenwirkt. Bisher wurde angenommen,
dass die Seneszenz der Tumorgenese durch Einleitung
eines permanenten Zellzyklusarrestes entgegenwirkt. In
neueren Untersuchungen verwendeten wir konditionale
RNA-Interferenz zur bedingten Regulierung des p53 Tumor-
suppressors in einem Mosaik-Mausmodell des Leberzell-
karzinoms. Die primédre Antwort auf p53 war nicht die
Apoptose, sondern zelluldre Seneszenz, welche mit einer
Differenzierung und der Hochregulierung verschiedener
inflammatorischer Zytokine einherging. Dieses Programm
loste zudem eine angeborene Immunreaktion gegen die
Tumorzellen in vivo aus und fiihrte zu vollstindigen
Tumorremissionen. Somit zeigen unsere Daten, wie das
Seneszenzprogramm mit dem angeborenen Immunsystem
zusammenarbeiten kann, um das Tumorwachstum zu
begrenzen. Ein genaueres Verstiandnis dieses Zusam-
menwirkens hat das Potenzial, neue Moglichkeiten der
Tumorpravention und Therapie zu ermoglichen.

Zender,L., Xue,W., Zuber,J., Semighini,C.P., Krasnitz,A., Ma,B., Zender,P., Kubicka,S.,
Luk,J.M., Schirmacher,P., McCombie, W.R., Wigler,M., Hicks,J., Hannon,G.J., Powers,S. &
Lowe,S.W. (2008) An oncogenomics-based in vivo RNAi screen identifies tumor suppressors
in liver cancer. Cell 135(5), 852-864.

Xue,W.*, Zender,L.*, Miething,C., Dickins,R.A., Hernando,E., Krizhanovsky,V., Cordon-
Cardo,C. & Lowe,S.W. (2007) Senescence and tumour clearance is triggered by p53 restorati-
on in murine liver carcinomas. Nature 445(7128), 656-660. (*=gleicher Beitrag)

Zender,L., Spector,M.S., Xue,W., Flemming,P., Cordon-Cardo,C., Silke,J., Fan,S.T., Luk,J.M.,
Wigler,M., Hannon,G.J., Mu,D., Lucito,R., Powers,S. & Lowe,S.W. (2006) Identification and
validation of oncogenes in liver cancer using an integrative oncogenomic approach. Cell
125(7), 1253-1267.
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02 Strukturelle Charakterisierung von Faktoren der

Pathogenabwehr

PROJEKTLEITER | Dr. Konrad Bliissow | Arbeitsgruppe Rekombinante Proteinexpression | kbuO7@helmholtz-hzi.de

PROJEKTMITARBEITER | Sonja Wilke

An der Abwehr von Krankheitserregern nimmt eine Vielzahl
von Proteinen teil. Die Aufkldarung der dreidimensionalen
Struktur von Proteinen durch Rontgenstrukturanalyse liefert
wichtige Informationen iiber ihre Funktionsweise. Bei vielen
menschlichen Proteinen waren Strukturuntersuchungen
bisher nicht moglich, weil sie nicht in groeren Mengen rein
hergestellt werden konnten. Das ist jedoch die Voraussetzung,
um Proteinkristalle zu ziichten und Rontgenbeugungsdaten
aufzunehmen.

Proteine werden fiir Rontgenstrukturuntersuchungen
meistens in Bakterien hergestellt. Die Bakterien werden gen-
technisch so verdndert, dass sie das jeweilige Zielprotein in
groBen Mengen produzieren. Das Verfahren ist schnell und
preiswert. Allerdings lassen sich viele menschliche Proteine,
die an der Abwehr von Krankheitserregern beteiligt sind,

so nicht herstellen. In Bakterien werden die notwendigen
Prozessierungsschritte nicht ausgefiihrt, die diese Proteine
in ihre biologisch aktive Form tiberfiithren.

Kultivierte tierische Zellen sind bei der Herstellung von Pro-
teinen fir die Rontgenstrukturuntersuchung eine Alternative
zu Bakterien. Meistens werden Insektenzellen eingesetzt, die
mit gentechnisch veranderten Baculoviren infiziert werden.
Aber auch Sdugerzelllinien leisten gute Dienste, besonders
bei Proteinen, die in ihrer natiirlichen Umgebung aus den
Zellen ausgeschleust werden und sich in der extrazelluldren
Fliissigkeit oder auf der ZellauBenseite befinden.

Diese ausgeschleusten Proteine, beispielsweise Antikorper
oder Zytokine, sind oftmals durch Disulfidbriicken stabili-
siert und tragen Kohlenhydratketten auf ihrer Oberflache.
Um sie fiir die Rontgenstrukturanalyse herzustellen, bietet
sich die Hamster-Zelllinie CHO-Lec 3.2.8.1 an. Bei ihr fiihren
Mutationen dazu, dass die Kohlenhydratketten klein und
einheitlich ausfallen und die produzierten Proteine deshalb
gut kristallisierbar sind.

Nachteilig ist, dass die Herstellung einer gentechnisch ver-
anderten CHO-Lec-Zelllinie nach Standardmethoden ungefahr
ein Jahr erfordert. Durch den Einsatz eines neuen Verfahrens
konnten wir den Zeitaufwand schon stark reduzieren. Dieses
Verfahren basiert auf einem fluoreszierenden Reportergen,
GFP, das es ermoglicht, gentechnisch veranderte CHO-Lec-
Zellen mit besonders guten Produktionseigenschaften

mit der Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung (FACS) zu
klonieren. Mit dieser Methode haben wir Produktionszell-
linien fiir den Hepatozyten-Wachstumsfaktor HGF in nur vier
Monaten kloniert. Die Struktur des Komplexes aus HGF mit
seinem Rezeptor, dem Produkt des c-Met Onkogens, ist von

groBem wissenschaftlichen Interesse aufgrund seiner Rolle
bei der Krebsentstehung und weil pathogene Listerien durch
Andocken an den c-Met-Rezeptor in Wirtszellen eindringen
konnen. Unsere Zelllinien schaffen die Voraussetzung, HGF
in der erforderlichen Menge und Form fiir Kristallisations-
experimente herzustellen.

Die Kassettenaustauschtechnologie (RMCE) ermoglicht

es, die Herstellung von Produktionszelllinien noch weiter

zu beschleunigen. RMCE erlaubt es, liber ortsgerichtete
Rekombination ein Markergen wie GFP gegen ein beliebiges
anderes Gen auszutauschen. Ein Verfahren, das nur wenige
Wochen in Anspruch nimmt. Wir haben die Klonierung einer
GFP-Zelllinie tber Zell-Sortierung mit RMCE kombiniert und
konnten den Kassettenaustausch in CHO-Lec-Zellen bereits
erfolgreich demonstrieren.

Nachdem eine verbesserte Klonierungstechnologie fiir CHO-
Lec-Zellen etabliert wurde, soll das Verfahren nun angewandt
werden, um Proteine herzustellen, die bei der Abwehr von
Krankheitserregern eine wichtige Rolle spielen und deren
Produktion bisher ein Hindernis fiir Rontgenstrukturunter-
suchungen darstellte.
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Klonierung einer stabilen GFP-Zelllinie durch Fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung Graphik: HZI

Ergin,A., Biissow,K., Sieper,J., Thiel,A., Duchmann,R., & Adam,T. (2007) Homologous high-
throughput expression and purification of highly conserved E. coli proteins. Microbial Cell
Factories 6, 18.

Manjasetty,B.A., Turnbull,A.P., Panjikar,S., Bussow,K., & Chance,M.R. (2008) Automated
technologies and novel techniques to accelerate protein crystallography for structural
genomics. Proteomics 8, 612-625.

Sievert,V., Ergin,A., & Biissow,K. (2008) High throughput cloning with restriction enzymes.
Methods in Molecular Biology 426, 163-173.



112 WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Neue Projektgruppen

03 Ubertragungsbarrieren fiir Sdugetierprione
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Die strukturelle Basis von Ubertragungsbarrieren fiir
Séugetierprionen Das Protein des Sdugetierprions, PrP¢,
kann seine Konformation von einem monomeren, 1oslichen
in einen aggregierten, iibertragbaren Prionenzustand, PrP*,
andern. Sobald ein Prion in einen suszeptiblen Wirt ein-
gedrungen ist, l0st es eine zu einer Prionenerkrankung
fiihrende PrP-Konversionskaskade aus (Abb. 1A). Es wurde
beobachtet, dass Transspezies-Ubertragungsbarrieren mit
der Aminosduresequenz des PrP korrelieren. Andererseits
wurden multiple Prionenstimme derselben PrP-Aminosaure-
sequenz identifiziert, die bei der Wirtsspezies charakteristische
Erkrankungen hervorrufen. Wir untersuchen die 3D-Struk-
turen der Prionen, um die Ubertragungsbarriere zwischen
Maéusen und Hamstern auf atomarer Ebene und die struktu-
relle Basis der Prionenstimme in Bezug auf den Prionen-
wirtsbereich zu verstehen (Abb. 1B). Um unser Ziel zu errei-
chen, verwenden wir eine Kombination aus NMR von Losun-
gen bzw. Feststoffen und anderen biophysikalischen Verfahren.

Ubertragungsbarrieren Zwischen den verschiedenen Siuge-
tierspezies ist die Primariibertragung von Prionen in der
Regel unwirksam. Dieser Effekt wird gewohnlich als ‘Spezies-
barriere’ bezeichnet. Die Aminosdauresequenz von PrP ist
unter den Sdugetierspezies konserviert: Mduse entwickeln
keine Prionenkrankheit, wenn sie Hamsterprionen ausge-
setzt sind. Transgene Mause, die sowohl Hamster-PrP als
auch Maus-PrP exprimieren, konnen mit Hamsterprionen in-
fiziert werden, und bauen dann das Hamster-PrP selektiv in
die Prionenpartikel ein. Die ausschlieBliche Expression von
chimarem Maus-/Hamster-PrP, mit der Bezeichnung MH2M,
macht Mduse sowohl Hamsterprionen als auch Mausprionen
gegeniiber suszeptibel. Die dabei entstehenden Prionen iiber-
tragen die Krankheit sowohl auf Wildtyp-Hamster als auch
auf Wildtyp-Mause. Somit ist die Speziesbarriere teilweise
durch die primdre Aminosauresequenz des Prionproteins
bestimmt, wobei die Substitution von nur wenigen Amino-
saureresten die Prioneniibertragungsmuster vollstindig ver-
andern kann. Dieses Konzept hat eine groBe Bedeutung, da
ein kausaler Zusammenhang zwischen der beim Menschen
vorkommenden Variante der Creutzfeld-Jacob-Krankheit und
dem Kontakt mit BSE-Prionen von Rindern besteht.

Probenaufbereitung von Prionen und Strukturanalyse

Ein groBeres Problem stellt die Verfligbarkeit von mit
NMR-Isotopen markierten PrP%-spezifischen PrP-Partikeln
(PSSP) dar, bei denen das natiirliche PrP* als Keim und das
rekombinante PrP als Substrat verwendet wird. Ein wichtiges
Verfahren ist die Konversion von mit Isotopen markiertem
(*H, BC und ®N) rekombinantem PrP zu PSSPs. Um eine
homogene Partikelvorbehandlung zu erreichen, haben wir
ein neues Verfahren, die symmetrische Fluss-Feld-Fluss-
Fraktionierung (AF4), entwickelt, das unliangst in der Amyloid-
forschung eingefiihrt wurde (Abb. 1C). Mit diesem chromato-
graphiedhnlichen Verfahren kann man Partikel nach ihrer
GroBe trennen, ohne dass eine stationdre Matrix benotigt

wird. Gleichzeitig werden die absoluten hydrodynamischen
Eigenschaften der einzelnen Partikelfraktionen durch eine
vielwinklige und dynamische Lichtstreuung bestimmt. Dieses
Verfahren kommt auch zur Charakterisierung des Oligomeri-
sationszustandes anderer Proteine routinemaBig zum Einsatz.

Die Basisverfahren fiir die Bestimmung der Proteinstruktur
sind die NMR von Losungen und Feststoffen, aber auch an-
dere biophysikalische Verfahren wie Fluoreszenz, FTIR und
CD-Spektroskopie. Die gesamte Methode beruht auf unserer
fritheren Arbeit an der Ermittlung der Amyloid-3D-Struktu-
ren von Alzheimer Ap(1-42)-Fibrillen (Liihrs et al. 2005) und
der Bestimmung von funktionellen Faltungen des [Het-s]-
Prions (Ritter et al. 2005). Der Vorteil ist, dass diese Methode
gegeniiber geringen strukturellen UnregelmaBigkeiten der
untersuchten Proteinansammlungen unempfindlich ist. So
ist es moglich, zu einer “Konsensusstruktur” zu gelangen,
die wichtige strukturelle Einblicke liefert.
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Konformationelle Umwandlung des Prion Proteins. Das
celluldre PrP ist ein lOsliches globuldres Protein, welches in
vielen Geweben der Sduger vorkommt. Durch eine Konversions-
kaskade wird PrPC in eine aggregierte amyloid-ihnliche
Konformation tiberfiihrt, die dann infektios ist. Im Gegensatz
zu konvetionellen Amyloidosen kann im Falle der Prionen die
Konversionskaskade durch exogenes PrP* angestossen werden.
(B) In vitro Konversion des recombinanten PrP. Wihrend der
,recombinant protein cyclic misfolding amplification“ (rPMCA)
wird rekombinantes PrP° unter dem Einfluss von natiirlichem
PrP% in PrP* spezifische PrP Partikel (PSSPs) umgewandelt.
Auf diese Weise ist es mdglich, isotpenmarkierte PSSPs zu
erhalten, die fiir die strukturell Untersuchung mittels NMR ge-
eignet sind. (C) Asymmetrische Fluss-Feld-Fluss Fraktionierung
(AF4). PSSPs werden auf den Trennkanal aufgetragen, wo sie
dann nach hydrodynamischer Grisse getrennt werden. Die
Bestimmung der exakten Partikeldimensionen erfolgt mittels
eines DLS /MALS Detektors. Einzelne Fraktionen werden fiir
die Strukturuntersuchungen herangezogen.

Vilar,M., Chou,H.T., Liihrs,T., Maji,S.K., Riek-Loher,D., Verel,R., Manning,G., Stahlberg,H., &
Riek,R. (2008) The fold of alpha-synuclein fibrils. Proceedings of the National Academy of
the United States of America 105, 8637-8642.

Wiesand,U., Sorg,I., Amstutz,M., Wagner,S., van den Heuvel,]., Liihrs,T., Cornelis,G.R., &
Heinz,D.W.*. (2009) Structure of the type III secretion recognition protein YscU from
Yersinia enterocolitica. Journal of Molecular Biology 385, 854-866.
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04 Entwicklung und funktionelle Eigenschaften von

Foxp3* regulatorischen T-Zellen
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Regulatorische T-Zellen (Tregs) spielen eine zentrale Rolle
fiir die Kontrolle einer Vielzahl von Immunreaktionen und
die Aufrechterhaltung von immunologischer Toleranz. CD4*
Tregs sind durch die Expression des Transkriptionsfaktors
Foxp3 gekennzeichnet, der sowohl fiir die Entstehung der
Tregs als auch fiir deren suppressorische Eigenschaften eine
wesentliche Bedeutung hat. Die Mehrzahl der Foxp3*-Tregs
wird schon wahrend der Reifung der T-Zellen im Thymus ge-
bildet und zeigt Eigenschaften einer stabilen T-Zelllinie. Wir
konnten kiirzlich zeigen, dass epigenetische Modifikationen
im foxp3-Gen fiir die Stabilitat der Foxp3-Expression von
entscheidender Bedeutung sind (Floess et al., 2007). Ein Ziel
dieses Projektes ist das Verstandnis der zelluldren und mole-
kularen Mechanismen, die zur Entwicklung von stabilen
Foxp3*-Tregs fiihren. Ein besonderer Fokus wird dabei auf
die Ereignisse gelegt, die im Thymus zu der epigenetischen
Modifikation des foxp3-Lokus fiihren.

Foxp3*-Tregs reifen nicht nur im Thymus. Es wurde auch
beschrieben, dass die Antigenerkennung unter tolerogenen
Bedingungen zur de-novo-Induktion von Foxp3*-Tregs aus
konventionellen, naiven T-Zellen fiihrt. Wir konnten zeigen,
dass nach oraler Antigengabe insbesondere in dem Leber-
drainierenden Lymphknoten eine besonders hohe Frequenz
Foxp3*-Tregs induziert wird (Siewert et al., 2008). In diesem
Projekt wollen wir untersuchen, welche Eigenschaften des
Leber-drainierenden Lymphknotens zur effizienten de-novo-
Induktion der Foxp3*-Tregs fiihren. Zusétzlich wollen wir
die Genexpressionsanalyse zur Identifizierung neuer mole-
kularer Marker fiir die Differenzierung von Thymus-gener-
ierten und aus konventionellen T-Zellen de novo induzierten
Foxp3*-Tregs nutzen. Wir wollen herausfinden, zu welchen
Anteilen die Gesamtpopulation der in der Peripherie vorkom-
menden Foxp3*-Tregs aus de-novo-induzierten Tregs besteht.

Uber ihre zentrale Rolle bei der Verhinderung von Au-
toimmunitdt hinaus sind Tregs auch an der Kontrolle von
Immunreaktionen gegen Nahrungsmittelantigene und

die intestinale Mikroflora beteiligt und tragen dadurch
wesentlich zur Aufrechterhaltung mukosaler Toleranz und
intestinaler Homoostase bei. Wir nehmen an, dass gerade
die de-novo-induzierten Tregs eine wichtige Rolle fiir die
Toleranz sowohl gegeniiber Nahrungsmittelantigenen als
auch gegeniiber der kommensalen Mikroflora spielen.
Diese Hypothese wollen wir in diesem Projekt tiberpriifen.
Zusatzlich wollen wir untersuchen, warum Foxp3*-Tregs
gerade in der Darmmukosa und den Mukosa-assoziierten
lymphatischen Organen eine so starke in-vivo-Proliferation
aufweisen. Unsere Beobachtung, dass die Reduktion der
kommensalen Mikroflora durch antibiotische Behandlung
zu einer Reduktion der in-vivo-Proliferation der Foxp3*-
Tregs fiihrt, deutet darauf hin, dass es einen direkten

Foxp3*-positive Zellen in der Milz: Die Zellen wurden durch
Fluoreszenz-gekoppelte Antikérper bestimmt. B-Zellen, T-
Zellen und Foxp3*-Zellen sind jeweils blau, rot und griin
gefiirbt. Foto: Dr. Eberl, Pasteur Institute, Paris, France. The permission of

Dr. Eberl is greatfully acknowledged

Zusammenhang zwischen der kommensalen Mikroflora
und der Treg-Homdoostase gibt.

In zahlreichen in-vivo-Modellen konnte weiterhin gezeigt
werden, dass Foxp3*-Tregs eine wichtige Funktion bei der
Unterdriickung tumorspezifischer Immunantworten spielen.
Mit Hilfe einer transgenen Maus, welche die Detektion und
selektive Depletion von Foxp3*-Tregs erlaubt (DEREG-Maus
= depletion of regulatory T cells; Lahl et al., 2007), wollen
wir die Entstehung und Funktion von Foxp3*-Tregs im Ver-
lauf von Tumorerkrankungen umfassend aufkldren.

Insgesamt erwarten wir von unseren Untersuchungen
nicht nur ein besseres molekulares Verstdndnis von der
Entwicklung der Tregs, sondern auch wesentliche Erken-
ntnisse tiber ihre in-vivo-Eigenschaften, welche uns neue
Moglichkeiten fiir die Induktion und Modulation von Tregs
im Rahmen therapeutischer Anséatze eroffnen.

Siewert,C., Lauer,U., Cording,S., Bopp,T., Schmitt,E., Hamann,A. & Huehn,J. (2008)
Experience-Driven Development: Effector/Memory-Like alphaE'Foxp3* Regulatory T Cells
Originate from Both Naive T Cells and Naturally Occurring Naive-Like Regulatory T Cells.
Journal of Immunology 180, 146-155.

Floess,S., Freyer,]., Siewert,C., Baron,U., Olek,S., Polansky,J., Schlawe K., Chang,H.-D.,
Bopp,T., Schmitt,E., Klein-Hessling,S., Serfling,E., Hamann,A. & Huehn,]. (2007) Epigenetic
control of the foxp3 locus in regulatory T cells. PLOS Biol 5, €38.

Lahl,K., Loddenkemper,C., Drouin,C., Freyer,J., Arnason,J., Eberl,G., Hamann,A., Wagner,H.,
Huehn,J.* & Sparwasser,T.* (2007) Selective depletion of Foxp3* regulatory T cells induces
a scurfy-like disease. Journal of Experimental Medicine 204, 57-63. *equally contributed
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05 Regulation von Virulenzmechanismen, die zur
Pathogen-Wirtszell-Interaktion beitragen
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Pathogene Bakterien haben hochspezialisierte Mecha-
nismen entwickelt, um sowohl ihr Uberleben und ihre
Vermehrung im Wirt als auch ihre Verbreitung auf andere
Wirte zu sichern. Wichtig ist dabei die Fahigkeit, sich fest

an ihre Wirtszellen anzuheften und in diese einzuwandern.
Darmbakterien, wie enteropathogene Yersinien, nutzen
verschiedene Arten von AuBenmembranproteinen, um mit
extrazelluldren Matrixkomponenten oder bestimmten Wirts-
zellrezeptoren zu interagieren und ihren Eintritt ins Innere
der Zelle zu induzieren. So konnen Bakterien die intestinale
Epithelschicht durchqueren, das darunter liegende Gewebe
kolonisieren und sich in tiefer liegenden Organen verbreiten.
Im Rahmen unserer Forschungsprojekte charakterisieren
wir die Struktur, Funktion und Expression von Yersinia
Adhéasionsfaktoren, um zu verstehen, wie Darmbakterien das
Wirtsgewebe wahrend der Infektion besiedeln.

Molekulare Mechanismen der Yersinia-Wirtszellinter-
aktion Unsere Arbeiten zeigen, dass die Y. pseudotuberculo-
sis Kolonisations- und Invasionsfaktoren YadA und Invasin,
die beide mittels 3 -Integrinrezeptoren die Aufnahme der
Bakterien in die Wirtszelle vermitteln, sehr dhnliche Signal-
wege im Inneren der Zelle induzieren. Sie triggern eine
Umorganisation des Aktinzytoskeletts, was zur Ausbildung
von Pseudopodien fiihrt. Diese umwandern das Bakterium
und schliefen es in eine membranumschlossene Vakuole
ein. Durch die vergleichende Analyse der durch Invasin bzw.
YadA induzierten Signaltransduktionswege mit Hilfe pharma-
kologischer Inhibitoren, “knock-out” Zelllinien und RNA
Interferenz konnte gezeigt werden, dass die Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinasen FAK und Src, die kleinen GTPasen Racl,
Cdc42 und Ras, Akt und weitere bedeutende Proteinkinasen
und Zytoskelettkomponenten fiir die Aufnahme durch beide
Adhisine bendtigt werden. Das AusmaB der Aktivierung und
die Reihenfolge der rekrutierten Signalfaktoren sind noch

Yersinia pseudotuberculosis sind in humane Epithelzellen
eingewandert. Foto: HZI, Rohde

unklar und sollen in Zukunft ndher analysiert werden. Es
wurden noch weitere Oberflichen-exponierte Proteine in
enteropathogenen Yersinien identifiziert, die Homologien
zu anderen bakteriellen Adhédsinen aufweisen. Ihr Einflu
auf die Zelladhdsion bzw. Invasion und die Besiedelung von
Geweben unterschiedlicher Wirte wird gerade untersucht.

Regulation der Yersinia Adhasine Ein groBSer Teil unserer
Forschung zielt darauf hin, die Expression der verschiede-
nen Yersinia Adhasine wahrend des Infektionsprozesses
aufzukldren. Bisher haben wir gezeigt, dass das Invasin auf
bestimmte Umweltreize, unter denen die Synthese von YadA
reprimiert ist, erfolgt und umgekehrt. Das deutet darauf hin,
dass beide Adhésine fiir die Besiedelung unterschiedlicher
Gewebe und/oder zu unterschiedlichen Zeiten wahrend der
Infektion bendtigt werden. Wir konnten zudem zeigen, dass
die Invasin- und YadA-Expression durch ein komplexes
regulatorisches Netzwerk miteinander verkniipft ist. Dies
schlieBt Histon-dhnliche Proteine (H-NS, YmoA), Transkrip-
tionsfaktoren (VirF, RovM, RovA) und posttranskriptionale
regulatorische Systeme mit kleinen regulatorischen RNAs
und thermosensitiven RNA Strukturen (Thermoswitches) ein.
Das komplexe Zusammenspiel zwischen den regulatorischen
Komponenten wird auch dafiir benotigt, die Expression der
Yersinia Virulenzfaktoren mit der Adaptation an veranderte
Nahrstoff- und Stressbedingungen wihrend des Infektions-
verlaufs zu koordinieren.

Yersinia pseudotuberculosis haben sich auf humanen Epi-
thelzellen angeheftet. Foto: HZI, Rohde

Heroven,A.K., Bohme,K., Rohde,M. & Dersch,P. (2008) A Csr regulatory system, including
small non-coding RNAs, regulates the global virulence regulator RovA of Yersinia pseudotu-
berculosis through RovM Molecular Microbiology 68, 1179-1195

Heroven,A K. & Dersch,P. (2006) RovM, a novel LysR-type regulator of the virulence activa-
tor gene rovA, controls cell invasion, virulence and motility of Yersinia pseudotuberculosis.
Molecular Microbiology 62, 1469-1483.

Heise,T. & Dersch,P. (2006) Identification of a domain in Yersinia virulence factor YadA
that is crucial for extracellular matrix specific cell adhesion and uptake. Proceedings of the
National Academy of the Sciences of the USA 103, 3375-3380.
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Phagosome Bei der Phagozytose umschlieBen Zellen Partikel
und mikrobielle Pathogene. Der Mechanismus der initialen,
angeborenen Immunreaktion von Makrophagen gegeniiber
intrazelluldren Pathogenen beinhaltet die Phagozytose. Da-
nach erfolgt das Absterben. Durch Membraneinschluss des
Partikels wahrend der Phagozytose entsteht das Phagosom.

Nach der Bildung des Phagosoms, durchldauft diese Organelle
eine Reihe von dynamischen Fusions- und Spaltungsvorgéin-
gen, durch die die Zusammensetzung der sie begrenzenden
Membran und deren Inhalt durch Interaktion mit Komponen-
ten des endozytischen Signalwegs verdandert werden. Durch
Phagosomreifung wird das Phagosom mit degradativen Eigen-
schaften versehen, die fiir seine mikrobizidale Funktion
wichtig sind. Zusitzlich werden die mikrobiellen Antigene

in den Phagosomen verarbeitet und zur Plasmamembran
geleitet, die mit den Molekiilen der Klassen I, Il und CD1

des Haupthistokompatibilitaitskomplexes assoziiert ist, um
dann zu den T-Lymphozyten zu gelangen. Man kann das
Phagosom als intrazellulares Kompartiment betrachten, das
die Verbindung zwischen angeborenem und adaptativem
Immunsystem herstellt. Verschiedene intrazelluldare Patho-
gene haben gelernt, den normalen Phagosomreifungsvorgang
zu ihrem eigenen Nutzen zu unterminieren. Ein Beispiel
dafiir ist das Mycobacterium tuberculosis, der dthiologische
Ausloser der Tuberkulose.

Mykobakterien Das wichtigste Merkmal einer Infektion mit
M. tuberculosis ist die Fahigkeit dieses Pathogens, im Inneren
der Phagosome in den Makrophagen zu tiberleben. Hinzu
kommt mit der Blockade der Phagosomreifung eine weitere
Fahigkeit. Pathogene Mykobakterien iiberleben im Inneren
der Makrophagen, wahrend nicht-pathogene Mykobakterien
von den Makrophagen vernichtet werden. Somit blockieren
pathogene Mykobakterien die wesentlichen Abtétungsmecha-
nismen, die durch nicht-pathogene Mykobakterien aktiviert
werden. Durch die Untersuchung des Vernichtungsvorgangs
nicht-pathogener Mykobakterien wére es moglich, die im
Inneren der Makrophagen aktivierten Vernichtungsmecha-
nismen zu identifizieren.

Das Projekt Unsere Forschung konzentriert sich auf die
Mechanismen, durch die M. tuberculosis die Phagosomreifung
stoppt und damit die Vernichtung der Makrophagen verhin-
dert. Wir untersuchen den intrazelluldren Transport von
nicht-pathogenen und pathogenen Mykobakterien in Makro-
phagen. Wir haben neuartige Proteine identifiziert, die am
Vesikulartransport beteiligt sind, insbesondere an der Phago-
Lysosom-Fusion bei einer Infektion mit dem Mykobakterium.
Diese Proteine sind hochstwahrscheinlich an dem lysosomal
vermittelten Vernichtungsprozess sowie an den molekularen
Vorgéngen beteiligt, die die Verbindung zwischen angeboren-
er und adaptiver Immunreaktion herstellen.

saDurch unsere Studien gelangt man zu einem besseren
Verstiandnis, wie Makrophagen Mykobakterien und andere
infektiose Pathogene vernichten. Langfristiges Ziel dieses
Projekts ist die Identifizierung neuer Zielstrukturen fiir die
Entwicklung von prophylaktischen und therapeutischen
MaBnahmen gegen dieses bedeutende menschliche Patho-
gen.of prophylactic or therapeutic interventions against this
important human pathogen.

Non-pathogenic mycobacteria

Pathogenic mycobacteria

& \_/
l Late endosomes. l
Lysosomes
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SURVIVAL KILLING

Intrazelluldrer Transport von nicht-pathogenen und patho-
genen Mykobakterien innerhalb von Makrophagen. Pathogene
Mykobakterien (rot) konnen nach ihrer Aufnahme in Phago-
somen tiberleben, weil sie die Fusion mit dem endosomalen-
lysosomalen Kompartment blockieren. Im Unterschied dazu
werden nicht-pathogene Mykobakterien (griin), wie M.
smegmatis, abgetotet, weil die Fusion mit dem endosomalen-
lysosomalen Kompartment stattfinden kann.

Knochenmark-Makrophagen infiziert mit dem Bazillus
Calmette Guérin (BCG). Griin: BCG-GFP; rot: Rhodamin-
phalloidin; blau: DAPL.  Foto: HZI
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DAS PROGRAMM ,,INFEKTION UND IMMUNITAT” IN POF II

Die Forschungsaktivitdten der Helmholtzgemeinschaft gliedern sich in sechs Forschungsfelder, die jeweils mehrere Forschungs-
programme beinhalten. Alle fiinf Jahre bewerben sich die HGF-Institute mit den von ihnen konzipierten Forschungsprogrammen in

einem kompetitiven Verfahren um Forschungsgelder.

In der ersten Periode der so genannten ,,Programmorientierten Forderung® (PoF) war das HZI an insgesamt drei Programmen
beteiligt:

1. ,Nachhaltige Nutzung von Landschaften®

2. ,Vergleichende Genomforschung*

3. ,Infektion und Immunitat®

In der zweiten Férderphase der HGF (PoF Il) hat sich unser Institut ausschlieBlich auf das Programm ,Infektion und Immunité&t*
konzentriert, das grundlegend umstrukturiert und optimiert wurde. Ziel des Programms ist es, dazu beizutragen, die groBen Her-
ausforderungen der Infektionsforschung zu I6sen. Basierend auf einer intensiven Grundlagenforschung sollen neue Strategien fir
die Vorsorge und Therapien gegen Infektionskrankheiten erarbeitet und so ein wesentlicher Beitrag zur 6ffentlichen Gesundheit
geleistet werden. Im Rahmen dieser langfristigen Zielsetzung wurden die einzelnen Forschungsprojekte des HZI in fiinf Gibergeord-
nete Themenbereiche gegliedert und zusammengefasst:

* Mikrobielle Pathogenese

* Genetische Suszeptibilitdt und Abwehr des Wirtsorganismus

¢ Entziindung und Immunitat

* Strategien fiir Vorsorge und Therapie

* Translatorische Infektionsforschung

Obgleich die Einteilung in die genannten Forschungsthemen einen wesentlichen konzeptionellen Aspekt des Programms darstellt,
findet ein intensiver Kontakt und Austausch zwischen den einzelnen Themenbereich statt, was wesentlich fiir den Erfolg des Pro-

gramms ist.

Der Themenbereich ,Mikrobielle Pathogenese“ beschéftigt sich mit der Fragestellung, wie Mikroorganismen Infektionskrankheiten
verursachen kénnen. Die Anheftung der Mikroorganismen an die Wirtszellen, das Eindringen und das Uberleben in diesen Zellen,
die Verteilung der Pathogene in Geweben und die Umgehung des Immunsystems stellen Mechanismen dar, die essenziell fir die

Ausbildung einer Infektionskrankheit sind.

Die Arbeiten im Themenbereich ,,Genetische Suszeptibilitdt und Abwehr des Wirtsorganismus® zielen auf den infizierten Wirt.
Hier soll untersucht werden, welche Faktoren bestimmen, ob ein Organismus anféllig oder resistent fiir verschiedene Infektions-

krankheiten ist. Hierzu werden zunéchst genetische und zelluldre Einflussfaktoren in Mausmodellen und spéter in menschlichen
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Populationen (Kohorten) untersucht. Einfliisse wie die Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften auf bzw. in den Wirten oder

die Erndhrung sollen ebenfalls in die Untersuchungen in diesem Themenbereich mit einbezogen werden.

Im Themenbereich ,Entziindung und Immunitat“ stehen die Prozesse der Immunabwehr gegen Pathogene im Vordergrund des In-
teresses. Dariiber hinaus sollen auch die Mechanismen und Auswirkungen von Fehlregulationen des Immunsystems (z.B. Toxischer

Schock, Allergien, Autoimmunerkrankungen) untersucht werden.

Im Themenbereich ,Prévention und Therapie®“ besteht das wesentliche Ziel darin, Angriffspunkte und entsprechende Substanzen
fur neue Antiinfektiva und Impfstoffe zu finden. Hierfiir werden neue Diagnose- und Immunmonitoring-Verfahren etabliert, neue
Impfstrategien entwickelt und neue Substanzen isoliert, charakterisiert und gepriift, die als neuartige Kandidaten flir Antiinfektiva

in Frage kommen.

Im Themenbereich ,Translatorische Infektionsforschung“ werden Aktivitdten des neuen Translationszentrums TWINCORE, das
2008 nahe der Medizinischen Hochschule in Hannover (MHH) etabliert wurde, in das Programm mit eingebunden. In diesem
Zentrum, getragen durch MHH und HZI, werden Wissenschaftler des HZI gemeinsam mit klinischen Wissenschaftlern und Klinikern

der MHH in sog. ,Twinning-Projekten“ an infektionsrelevanten Themen arbeiten.

Um die Ergebnisse der Infektionsforschung moglichst effektiv in greifbare Fortschritte fiir die Gesundheit der Bevdlkerung
umzusetzen, arbeiten innerhalb des Programms verschiedene Forschungsdisziplinen eng zusammen. Grundlagenforscher in

den Bereichen Mikrobiologie, Zell- und Molekularbiologie sowie Immunologie entschlisseln die Vorgéange, die bei einer Infektion
ablaufen, und schaffen das Basiswissen, um gezielt neue Antiinfektva und Impfstoffe entwickeln zu kdnnen. Vor dem Hintergrund
der enormen Komplexitdt der Prozesse, die ablaufen, wenn ein Pathogen mit dem Wirt in Kontakt kommt und auf verschiedensten
Ebenen interagiert, gewinnen systembiologische Ansétze im Programm mehr und mehr an Bedeutung. Die bereits seit einiger

Zeit voranschreitenden Arbeiten an Mausmodellen sollen noch weiter intensiviert und durch epidemiologische Forschungsanséatze

erganzt werden.

Um die Ubertragung der Ergebnisse aus der Grundlagenforschung in die klinische Anwendung zu forcieren, beinhaltet das
Programm eine ganze Reihe von Aktivitaten in den Bereichen Chemische Biologie, Naturstoffchemie, Medizinische Chemie und
Vakzinologie. Eine potente Strukturbiologie unterstiitzt die Entwicklung von Wirkstoffen, ist aber auch ein wesentlicher Faktor fiir
die grundlagenorientierten Arbeiten. Durch das neu gegriindete Translationszentrum TWINCORE, in dem Grundlagenforscher des
HZI direkt mit Klinikern der Medizinischen Hochschule Hannover unter einem Dach zusammenarbeiten, konnte die Komponente

der translatorischen Forschung im Programm signifikant gestarkt werden.
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01 Mikrobielle Pathogenitat

THEMENSPRECHER | Prof. Dr. G. Singh Chhatwal | Abteilung fiir Medizinische Mikrobiologie | gsc@helmholtz-hzi.de

Herausforderungen Trotz der Verfligbarkeit einer groBen Anzahl von Antibiotika und antiviralen Wirkstoffen steigt die Belastung
durch Infektionskrankheiten kontinuierlich. Chronisch persistierende Infektionen treten immer deutlicher zutage und stellen eine
der groBten Herausforderungen fir die Infektionsmedizin dar. Zunehmende Resistenzen der Erreger gegen Antibiotika sind ein
weiterer Grund zur Besorgnis. Wegen der damit einhergehenden Abnahme der therapeutischen Méglichkeiten ist die Entwicklung
alternativer Behandlungsstrategien dringend erforderlich. Um diese Herausforderungen meistern zu kénnen, ist ein detailliertes
Wissen iber die Pathogenitdtsmechanismen von groBter Wichtigkeit. Der Themenbereich ,,Mikrobielle Pathogenitét“ soll dazu

beitragen, diese Aufgaben zu I6sen und umfasst drei Hauptforschungsgebiete.

1.1 Aufklarung von Pathogenitatsmechanismen
Ziele:
1.1.1 Untersuchung der Wirt-Pathogen-Interaktionen auf molekularer und zellulérer Ebene

1.1.2 Analyse der Biofilmbildung und ihre Regulation

Zusammenfassung: Im Laufe ihrer Co-Evolution mit dem Wirt haben pathogene Bakterien ausgekliigelte Mechanismen entwickelt,
um Wirtszellen und Immunsystem fiir ihre Zwecke zu nutzen. Intrazelluldres Uberleben, Dissemination im Wirt und Pathogenper-
sistenz erfordern eine komplexe Serie von Interaktionen mit der Wirtszelle. Wir werden Wirtszell-Pathogen-Interaktionen auf mo-
lekularer und Zellebene anhand von ausgesuchten Mikroorganismen wie Lysteria monocytogenes, Salmonella typhimurium und en-
terohaemorrhagischen E. coli untersuchen. AuBerdem soll der Mechanismus der Biofilmbildung durch Bakteriengesellschaften, wie

Pseudomonas aeruginosa und Streptococcus mutans einschlieBen, aufgeklart werden.

1.2 Funktionelle und strukturelle Charakterisierung von Virulenzfaktoren
Ziele:

1.2.1 Identifizierung neuer Virulenzfaktoren pathogener Bakterien

1.2.2 Analyse bakterieller Virulenz mittels Proteomics

1.2.3 Strukturelle Analyse von Proteinen, die an Wirt-Pathogen-Interaktionen beteiligt sind

Zusammenfassung: Pathogene Mikroorganismen produzieren eine Vielfalt von Virulenzfaktoren mit diversen Funktionen in Prozes-
sen wie Adharenz, Invasion, intrazellularem Uberleben, Umgehung der Immunantwort und bakterieller Kommunikation. lhre funktio-
nelle Charakterisierung wird nicht nur zum Verstandnis der Pathogenitét beitragen, sondern auch aussichtsreiche Kandidaten fir
die Entwicklung von Impfstoffen, Diagnostika und neuen Therapeutika hervorbringen. Wir werden neue Virulenzfaktoren von Strep-

tokokken, Pneumokokken, Listerien und verschiedenen Viren identifizieren und ihre Struktur-Funktions-Beziehung analysieren.
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1.3 Untersuchung der Pathogendiversitat und Epidemiologie
Ziele:

1.3.1 Molekulare Epidemiologie pathogener Bakterien

Zusammenfassung: Ein Hauptproblem bei der Kontrolle von Infektionskrankheiten besteht darin, dass die meisten Pathogene eine
hohe Stammdiversitdt aufweisen. Dies erklart zumindest teilweise die verschiedenen Krankheitsformen, die durch eine Spezies
verursacht werden kdnnen. Eine weitere Schwierigkeit liegt in der Zirkulation von Stdmmen, die oft groBe regionale Unterschiede
im Antigenprofil und in den Virulenzmerkmalen aufweisen. Molekularepidemiologische Studien werden dringend gebraucht, damit
diese Phdnomene verstanden und neue regionsspezifische Kontrollstrategien entwickelt werden kdnnen. Wir werden mehrere
hundert Human- und Tierisolate in verschiedenen geografischen Regionen und mit verschiedenen klinischen Manifestationen
sammeln. Diese Isolate werden mit Hilfe eines low-density DNA-Mikroarrays analysiert. Dieser detektiert Gene, die klassische und

mutmaBliche Virulenzfaktoren kodieren. Von ausgesuchten Stdmmen soll dann das Gesamtgenom sequenziert werden.

Erwartete Ergebnisse / Meilensteine:

¢ Aufklarung der molekularen Mechanismen der Adhadrenz, Invasion, Persistenz, Umgehung der Immunantwort und Biofilmbildung

* |dentifikation und Charakterisierung von molekularen Targets, die die Entwicklung von pathogenspezifischen Interventions-
strategien erlauben

e Strukturelle Analyse von mikrobiellen Virulenzfaktoren, um deren Rolle in der Pathogenese zu verstehen

* Verstehen der Wirtsspezifitdt von Pathogenen

* Aufklaren der molekularen Epidemiologie von Pathogenen um regionsspezifische Bekampfungsstrategien zu entwickeln
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02 Resistenz und Empfindlichkeit des Wirts gegeniliber
Infektionskrankheiten

THEMENSPRECHER | Prof. Dr. Klaus Schughart | Abteilung fiir Infektionsgenetik | kls@helmholtz-hzi.de

Der Verlauf und die Schwere einer Infektion hangen von vielen Faktoren ab. Hierzu zahlen die Virulenz und die Dosis des Patho-
gens sowie der Gesundheitszustand, das Alter, das Geschlecht, das Erbgut und der Erndhrungszustand des Wirts. Die Virulenz
von Pathogenen ist recht gut untersucht. Allerdings sind die immunologischen und molekularen Vorgéange im Wirt, die den Verlauf
einer Infektion beinflussen kénnen, bislang nur wenig untersucht. Noch weniger weiB man tber den Einfluss der Wirtsgene auf den

Verlauf einer Infektion.

Daher besteht das Hauptziel dieses Themenbereiches darin, ein besseres Versténdnis der Wirtsfaktoren zu erlangen, die zur
Etablierung einer wirksamen Immunabwehr gegen Pathogene beitragen. Insbesondere werden Untersuchungen zur Identifizierung
genetischer Faktoren und zur Charakterisierung mikrobieller Gemeinschaften durchgefiihrt, welche die Reaktion des Wirtes auf

das infektiose Pathogen beeinflussen.

GENETISCHE FAKTOREN IN TIERMODELLEN Die Bedeutung der genetischen Faktoren des Wirts fiir den Verlauf von Infektions-
krankheiten wurde fir virale, bakterielle und Parasitenpathogene beim Menschen, bei Nutztieren und in Sdugetiermodellen doku-
mentiert. Die Wirtsfaktoren, wie z.B. angeborene und adaptive Immunreaktionen, Immunschwéachen oder Autoimmunitat, haben
einen direkten Einfluss auf die Effektivitdat der Wirtsabwehr. Dennoch ist ein besseres Versténdnis der genetischen Faktoren, welche
im Wirt die molekularen und zelluldaren Komponenten des Immunsystems beeinflussen, fir die Entwicklung neuer Strategien zur

Vorbeugung und Behandlung von Infektionskrankheiten von groBer Bedeutung.

Um die Wirkmechanismen der genetisch bedingten Suszeptibilitatsfaktoren beim Menschen zu erforschen und zu verstehen, sind
experimentelle Untersuchungen an Tiermodellsystemen extrem wichtig. Die Maus ist hierbei eines der wichtigsten Modellsysteme,
da ihr Immunsystem sehr gut erforscht ist. Weiterhin ist das Genom der Maus sehr gut untersucht und eine Vielzahl von Mutanten-

linien und genetisch varianten Mausstammen steht zur Verfiigung.

Die genetische Resistenz oder Suszeptibilitat des Wirts gegeniiber Infektionen stellt in der Regel ein komplexes System von Ereig-
nissen dar. Hierfiir ist eine Vielzahl von Genen verantwortlich. Sie bilden die Basis fiir die meisten genetisch bedingten Krankheiten
und Pradispositionen beim Menschen. Komplexe Eigenschaften sind beim Menschen schwer zu untersuchen, da die phanotypische

Variabilitat nicht nur auf die Genetik zuriickzufiihren ist, sondern auch durch Umweltfaktoren beeinflusst wird.

Identifizierung von genetischen Faktoren, die die Empfindlichkeit des Wirts bestimmen An Tiermodellen werden die geneti-
schen Faktoren untersucht, die die Reaktion des Wirts auf eine Infektion beeinflussen. Dabei werden Populationen von Mausen, die
sich in ihrem Erbgut unterscheiden, und Mausmutanten mit Defekten an spezifischen Genen mit Pathogenen infiziert. AnschlieBend

wird die primare und sekundare Immunantwort analysiert. Wir konzentrieren uns bei unseren Untersuchungen auf folgende Pathogene:
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Die Streptokokken der Gruppe A sind menschliche Pathogene, die eine Vielzahl von Krankheiten verursachen konnen. Wir haben
nachgewiesen, dass Mausstamme mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund, deutliche Unterschiede in ihrer Empfindlichkeit
gegeniber Streptococcus pyogenes aufweisen. Durch die vergleichende Analyse von resistenten und suszeptiblen Mausstammen
ermitteln wir derzeit die Gene und genetischen Netzwerke, welche die erhohte Empfindlichkeit gegeniiber S. pyogenes beeinflussen.
Wir charakterisieren die immunologischen Vorgéange und die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen und entwickeln neue

Strategien zur Erhdhung der Resistenz bei empfindlichen Wirten.

Staphylococcus aureus ist eine der Hauptursachen fiir lebensbedrohliche, bakterielle Infektionen in den westlichen Industrielandern.
Vor kurzem haben wir stammabhéngige Unterschiede in den Reaktionen auf S. aureus Infektionen bei Laborméusen festgestellt.
Anhand dieser Unterschiede konnen wir nun die genetischen, zelluldren und molekularen Mechanismen studieren, die fir die Ab-

wehrreaktion des Wirts eine wichtige Rolle spielen.

Das Influenza-A-Virus stellt eine der groBten Bedrohungen fiir die Gesundheit des Menschen und die Volkswirtschaft dar. Bislang
weiB man noch nicht viel Gber die Resistenz oder Empfindlichkeit des Wirts gegenuber Influenza-Infektionen. Am HZI haben wir ein
Infektionsmodell fiir das Influenza A HIN1-Virus an Mausen etabliert und Unterschiede zwischen verschiedenen Inzuchtstdmmen
beobachtet. Wir fiihren derzeit Vergleichsstudien zur Pathogenese, zur Genexpression in der Lunge, zur Viruslast und zur Immun-
reaktion bei infizierten Mdusen unterschiedlicher Stdamme durch. Diese Informationen werden verwendet, um ,Quantitative Trait

Loci“ (QTL) zu kartieren, die zur genetisch bedingten Empfindlichkeit beitragen.

Das Prionprotein PrP¢ bei Sdugern ist in der Lage, die Konformation von einer monomeren, l6slichen Form zu einem aggregierten,
transmissiblen Prionenzustand PrPsc zu veréndern. Sobald ein Prion in einen suszeptiblen Wirt eingedrungen ist, 16st es eine PrP-
Konvertierungskaskade aus, die zur Prionenerkrankung fihrt. Um die Ursachen der Transmissionsbarrieren und die Prionenadap-
tationen an neue Wirte zu verstehen, wird eine Kombination von mehreren Techniken eingesetzt. Hierzu wird u.a. die 3D-Struktur
der mit dem Saugetierprion verbundenen PrPs aufgeklért. Diese Studien sollen uns einen detaillierten Einblick in die biophysika-

lischen Mechanismen der Konformationskonvertierung von PrP¢ verschaffen.

Regulatorisches Gennetzwerk Hier untersuchen wir die Reaktion des Wirts in verschiedenen Mauspopulationen. Es werden
Mé&use verschiedener Inzuchtstdmme mit S. aureus und Influenza infiziert. Wahrend des Infektionsverlaufs werden vollstéandige
Genomexpressionsmuster aufgenommen und anschlieBend die Expressionsniveaus mit den Genotypen korreliert. So werden
Lexpression Quantitative Trait Loci” (€eQTLs) ermittelt, die andere Gene regulieren. Auf diese Weise lassen sich genregulatorische

Netzwerke ableiten. Diese Netzwerke werden mit Computermodellen simuliert, danach an der Maus validiert und weiter verfeinert.
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GENETISCHE FAKTOREN BEIM MENSCHEN Beim Menschen wurden mehrere Einzel-Gen-Loci identifiziert, die zur Empfindlich-
keit des Wirtes gegeniiber einer Infektion beitragen kdnnen. Fast alle diese Genorte wurden zuvor als Suszeptibilitits-Loci in Mausen
beschrieben. Die umfangreichen Genkarten beim Menschen ermdéglichen es nunmehr, auch komplexe genetische Loci, die mit
Krankheiten beim Menschen in Verbindung stehen, direkt zu kartieren. Am Menschen wurden bisher nur wenige Genom-weite
Assoziationsstudien durchgefiihrt, bei denen die genetischen Einflisse auf die Infektionssuszeptibilitdt untersucht wurden. In einer

neueren Studie werden drei Genloci beschrieben, die mit dem Beginn und Verlauf von HIV-Infektionen assoziiert sind.

Wir planen, bei groBeren Personengruppen verschiedene immunologische Parameter und individuelle Infektionsverldufe zu unter-
suchen. Um die Genombereiche und die in Frage kommenden Gene zu identifizieren, werden Phanotyp-Genotyp-Assoziations-
studien durchgefiihrt, anhand derer die Pradisposition gegeniiber Infektionskrankheiten ermittelt werden soll. Mit diesen Daten
lassen sich dann Hypothesen iiber die molekularen Mechanismen sowie lber die Gene und Gennetzwerke aufstellen, die an der

Wirtsabwehr beteiligt sind.

MIKROBIELLE GEMEINSCHAFTEN IM WIRT Neben genetischen Faktoren beeinflusst der physiologische Zustand eines Individu-
ums in groBem MaBe seine Fahigkeit, sich erfolgreich gegen ein Pathogen zu verteidigen. Eine genauere Kenntnis der Faktoren,
die die Abwehr des Wirtes gegeniiber dem infektiosen Pathogen bestimmen, ist flir den kiinftigen Gesundheitsvorsorgebedarf

maBgeblich - insbesondere in einer Gesellschaft, in der der Anteil der dlteren Menschen standig wachst.

Mikrobielle Gemeinschaften bilden sich oftmals als Biofilme auf medizinischen Implantaten und sind die Ursache fir Entziindungs-
reaktionen. Dadurch kann es notwendig werden, das Implantat zu entfernen oder zu ersetzen. Uber die Zusammensetzung solcher
mikrobieller Gemeinschaften auf Implantaten ist bisher nur wenig bekannt. Daher analysieren wir im Detail die Zusammensetzung

und die molekularen Interaktionen der mikrobiellen Gemeinschaften in Biofilmen.

Bestimmung von genetischen und Umwelteinfliissen auf mikrobielle Gemeinschaften Komplexe Bakteriengemeinschaften
kommen im Verdauungstrakt und in der Lunge vor. Ziel unserer Untersuchungen ist es zu verstehen, wie genetische Faktoren und
die Erndhrung die Zusammensetzung solcher Gemeinschaften beeinflussen und wie diese Verdnderungen die Reaktion des Wirts
auf Infektionen verandern kénnen. Daher analysieren wir die mikrobielle Vielfalt im Verdauungstrakt der Maus unter verschiedenen
genetischen Bedingungen und unterschiedlichen Umgebungsszenarien. Desweiteren fihren wir Studien durch, die heraus finden

sollen, wie die Zusammensetzung der Nasenmikroflora die asymptomatische Ubertragung von Pathogenen beeinflusst.
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03 Entziindung und Immunitat > 4

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

Eine der groBten Herausforderungen fiir das Immunsystem ist die enorme Diversitat der Pathogene, mit denen sich ein Organismus
auseinander setzen muss. Einerseits ist es notig, dass eine schnelle Immunantwort eine groBe Anzahl verschiedenster Pathogene
abwehrt, andererseits ist es n6tig zwischen selbst- und nicht-selbst-Antigenen zu unterscheiden, um Selbstzerstérung zu vermei-
den. Die exakten Mechanismen, wie diese spezifischen Antworten orchestriert sind, sind wenig verstanden. In unserem Immun-
system spielen verschiedene Zelltypen spezifische Rollen. Im Programm ,Entziindung und Immunitat“ versuchen wir verschiedene
Aspekte des zellularen und molekularen Netzwerks unserer Immunantwort zu verstehen. Das bringt eine funktionelle Analyse
unterschiedlichster Komponenten des Immunsystems, welche bei der Wirt-Pathogen-Interaktion beteiligt sind, mit sich. Wir
konzentrieren uns auf das Studium der verantwortlichen Zellen als auch auf Vorgénge, welche fir interzelluldre Signalweiter-

reichung verantwortlich sind, und versuchen die zugrunde liegenden Mechanismen fiir eine koordinierte Abwehr zu verstehen.

3.1 Pathogen-induzierte Wirtsreaktionen

¢ In-vivo-Analyse des inter- und intrazellularen Interferonnetzwerks

* Charakterisierung des Interferonsystems unter spezifischen pathologischen Bedingungen
o Aufklarung der Struktur und Funktion von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems

 Verstandnis der Rolle von ,lipid rafts“ bei der Infektion

3.2 Immunregulatorische Netzwerke
» Aufklarung der wichtigsten Mediatoren und Signalkaskaden bei Entziindungen und T-Zellaktivierung

¢ B-und T-Zellen bei der Immunregulation

Mit den Ergebnissen unserer Arbeiten erwarten wir, dass trotz Spezifitdt der Fragestellung Aussagen getroffen werden kénnen, die
eine breitere Giiltigkeit haben. So glauben wir, dass durch die Aufklarung einzelner Rezeptoren des angeborenen Immunsystems
prinzipielle Mechanismen uber die Interaktion zwischen auslosenden Pathogenkomponenten und der Aktivierung solcher Rezep-
toren abgeleitet werden kénnen. In dhnlicher Weise erwarten wir von dem Studium des Interferonsystems, dass eine Reihe dieser
Beobachtungen auch fiir andere Zytokine Giiltigkeit haben. Neben der Aufkldrung von derartigen Grundlagenerkenntnissen sollte

es durch Identifizierung der Schliisselereignisse moglich sein, Angriffspunkte fiir neue Medikamente zu finden.

0h 8h 12 h 24 h 72 h

Infektion mit einer VSV-Mutante AV2 (10° pfu) Foto: Hzi
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04 Strategien fur Pravention und Therapie

THEMENSPRECHER | Prof. Dr. Dr. Carlos A. Guzméan | Abteilung fiir Vakzinologie und Angewandte Mikrobiologie |
cag@helmholtz-hzi.de

Keine Volkswirtschaft, einschlieBlich der Volkswirtschaften der Industrielander, kann die Kostenexplosion verkraften, die mit der
Diagnose, der Pravention und der Behandlung von Infektionen verbunden ist. Durch die Entstehung von Pathogenen, die gegen
viele Medikamente resistent sind, wird auch die klinische Versorgung der an Infektionskrankheiten erkrankten Patienten immer
schwieriger. Daher sind die wichtigsten Zielstellungen in diesem Themenbereich: (i) die Etablierung neuer Impfstrategien, (ii) die

Entwicklung stabiler Diagnose- und Uberwachungsmethoden und (iii) die Entdeckung neuer Antiinfektiva.

IMPFSTRATEGIEN Eine Impfung stellt die kostengiinstigste prophylaktische MaBnahme gegen Infektionen dar. Auch nimmt das
Interesse an der Moglichkeit der Verwendung von Impfstoffen als therapeutisches Mittel gegen libertragbare und nicht ibertrag-
bare Krankheiten immer mehr zu. Daher werden Werkzeuge und Strategien zur Immunintervention entwickelt und anschlieBend fiir
die Herstellung von Impfstoffkandidaten gegen bestimmte Krankheiten eingesetzt. Da die meisten Infektionserreger nur Uber die
Schleimhdute eindringen kénnen bzw. auf diese angewiesen sind, ist es in hohem MaBe wiinschenswert, eine lokale Immunantwort
an der Eintrittspforte zu induzieren. Daher wurde ein Forschungsprogramm zur Identifizierung von mukosalen Adjuvanzien aufgebaut.
Bei chronischen Infektionen kann die zielgerichtete Modulation des Immunsystems durch Ubertragung von Antigen-prasentierenden
Zellen, Effektorzellen und regulierenden Zellen neue Ansétze zur immunologischen Kontrolle dieser Krankheiten eréffnen. Um dem
Bedarf an solchen Verfahren gerecht zu werden, werden Zellimmuntherapien entwickelt und etabliert. Weiterhin sind fir die Uber-
fihrung neuer Forschungsergebnisse aus der Grundlagenforschung in die klinische Praxis neue Strategien fir ein schnelles und
kostengiinstiges Screening, Auswahl und Priorisierung der in Frage kommenden Stoffe erforderlich. Die mit Maus-basierten Sys-
temen erzielten Ergebnisse lassen sich nicht immer auf den Menschen lbertragen und Primaten-basierte Modelle sind oftmals zu
teuer oder aufgrund ethischer Bedenken nicht anwendbar. Daher werden kostengiinstige praklinische Validierungssysteme basierend

auf humanisierten Mausen mit einem hohen Vorhersagewert fiir den Menschen entwickelt.

DIAGNOSE Die Diagnose ist fiir die Ermittlung vorhandener Pathogene und Infektionsursachen bei Einzelpersonen und ganzen
Populationen von gréBter Bedeutung. Die Diagnose bildet den Grundstein zur richtigen Bewertung der Art und Atiologie einer
Krankheit, zur Wahl der angebrachten Behandlung und zur Uberwachung der Wirksamkeit der getroffenen MaBnahmen. Dank der
neuesten Fortschritte auf dem Gebiet der molekularen Detektion sind detaillierte Untersuchungen im Hinblick auf taxonomische
Auflésung und in situ Genexpression moglich. Es werden jedoch neue Methoden bendtigt, die eine Kombination der Analysen von
Viren, Bakterien und niederen Eukaryoten ermoglichen. Damit gabe es die Moglichkeit, die komplexen polymikrobiellen Ereignisse
im Verlauf der Infektion eines Individuums bzw. einer Epidemie aufzukliren. Dasselbe gilt auch fiir Methoden zur Uberwachung der

Immunantwort, mit denen eine Auftrennung der Wirtsreaktionen auf natirliche Infektionen bzw. Impfungen maéglich ist.

Daher ist dieser Themenbereich wichtig fiir die Entwicklung schneller und zuverlassiger Verfahren zur: (i) Ermittlung und Quantifi-
zierung wichtiger Pathogene in klinischen oder auch Umweltproben ohne Kultivierung, (ii) Bewertung der Aktivitat und Virulenz von
spezifischen Pathogenen in situ und (iii) Gewahrleistung einer wirksamen Uberwachung der Immunantworten von infizierten oder

geimpften Individuen.
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ANTIINFEKTIVA Die Entwicklung einer neuen Generation von Antiinfektiva ist dringend erforderlich. Eine enge Zusammenarbeit
zwischen Chemikern und Biologen ist eine wichtige Voraussetzung fiir ein derartiges Unterfangen. Daher wurden die Forschungs-
aktivitaten zur Identifizierung, Analyse, chemischen Synthese und biologischen Bewertung von bioaktiven Kleinmolekiilen in ein
chemisches Forschungsprogramm eingebunden. Dies koordiniert alle Phasen der Antiinfektionsforschung von der Entdeckung einer
neuen bioaktiven Substanz, deren Produktion, chemischen Verbesserung, funktionellen Untersuchung bis hin zu deren Bereit-
stellung als biochemisches Werkzeug oder Antiinfektivum. So werden neue chemische Stoffe in die bereits bestehende Bibliothek
chemischer Verbindungen am HZI aufgenommen, indem zum einen nach weiteren mikrobiellen Quellen gesucht wird und zum
anderen die existierenden mikrobiellen Produzentenstamme genetisch manipuliert werden. Die chemische Synthese wird zum
Einsatz kommen, um von ausgesuchten natirlichen Kernstrukturen Derivate zu erzeugen. Bioaktive Molekiile werden fiir die Ver-
wendung als biochemische Werkzeuge oder als Leitstrukturen fiir die Entwicklung von Medikamenten modifiziert. Weiter werden
die aktiven pharmakophoren Teilstrukturen der Stoffe identifiziert werden. Dann kommen chemische Synthesen und spezifische
Modifizierungen der Ausgangsstrukturen zur Anwendung, um die besonderen strukturellen Details zu validieren und die an der
Wirksamkeit beteiligten strukturellen Elemente zu identifizieren. Dadurch wird es moglich, gezielt geeignete Stellen auszuwahlen,
um entweder die Eigenschaften der Molekdle zu verandern, entsprechende Markersubstanzen anzufiigen oder die Strukturen so
zu vereinfachen, dass eine synthetische Produktion der aktiven Derivate erleichtert wird. Durch weitere Untersuchungen wird eine
Aufklarung der Wirkungsweise der entdeckten Substanzen méglich sein. Die bioaktiven Substanzen mit den besten Erfolgsaus-

sichten werden dann als neue Antiinfektiva fir den Einsatz in der klinischen Praxis weiterentwickelt.

Voraussichtliche Ergebnisse

* Entwicklung hochaufldsender, molekularer Genotypisierung und Methoden zur Quantifizierung bzw. Ermittlung der Virulenz

* Etablierung einer praklinischen Plattform auf der Grundlage von humanisierten Mausen fiir die Validierung von Impfstoffen und
Antiinfektiva

* Nachweis des Prinzips flir mindestens einen Impfstoffkandidaten

* Entdeckung von neuen antimikrobiellen chemischen Gruppen und die Uberfiihrung von mindestens einer in die klinische

Entwicklung
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05 Translationale Infektionsforschung

THEMENSPRECHER | Prof. Dr. Ulrich Kalinke | Twincore | Kalinke.Ulrich@mh-hannover.de

Bei der translationalen Infektionsforschung wird bereits bei der Bearbeitung von wissenschaftlichen Fragestellungen die Umsetzung
von Erkenntnissen in neue Therapieformen oder neue Diagnoseverfahren berlicksichtigt. Umgekehrt spielt auch die Weiterleitung
wichtiger Fragestellungen aus der Arbeit mit Patienten zu den Grundlagenforschern eine wichtige Rolle. Fiir einen méglichst ver-
lustarmen Translationsprozess ist es notwendig, mdgliche Hindernisse friihzeitig zu identifizieren, um diese bei dem Fortgang der
Arbeiten entsprechend zu umgehen oder zu iberwinden. Diese Art der Forschung kann zu einer effizienteren Umsetzung neuer
Erkenntnisse in reale Vorteile fiir das Gesundheitswesen fiihren. Zu einem vollstédndigen Translationsprozess von einer guten Idee
zu einem fertigen neuen Arzneimittel missen sehr viele Partner mit unterschiedlichsten Expertisen beitragen. Derzeit werden im
Bereich Hannover - Braunschweig Partnerschaften zwischen verschiedenen Einrichtungen etabliert, um Translationsprozesse zu
optimieren. Grundlage fiir eine moglichst verlustarme Translation ist eine ,interdisziplindre Arbeitskultur” zwischen Experten der

unterschiedlichsten Fachbereiche.

Das Forschungsgebiet ,Gesundheit” der Helmholtz-Gesellschaft férdert die Umsetzung von Forschungsergebnissen aus der
Grundlagenforschung in die klinische Praxis. Derzeit besteht die fir eine erfolgreiche Translation notwendige Infrastruktur nurin
Teilen. Weiterhin existieren bei den Experten der unterschiedlichen Bereiche voneinander abweichende Karrierestrukturen und
Pramierungssysteme. Dieser Umstand erschwert die Zusammenarbeit zum Beispiel zwischen Grundlagenforschern und klinischen
Forschern. Das hat zur Folge, dass Grundlagenforschung, klinische Forschung und andere Gebiete der Translation oftmals schlecht
in Gesundheitsforschungsprogrammen integriert sind. Die meisten Grundlagenforscher leiten ihre Forschungsthemen uber die
Grenzen der Erkenntnis in der Literatur ab, nur selten werden Themen aus realen Problemen in der klinischen Praxis abgeleitet.
Daraus resultiert, dass ein Grundlagenforscher, der zum Beispiel eine vielversprechende, neue Medikamentenzielstruktur entdeckt
hat, nur unzureichende Kenntnisse von dem Prozess hat, der notwendig ist, um von der erfolgreichen Entdeckung tiber die Ent-
wicklung eines Medikaments bis zu klinischen Versuchen zu gelangen. Andererseits finden klinische Forscher ohne das entspre-
chende Umfeld oftmals nicht ausreichend Zeit, um Forschungsthemen die notwendige Aufmerksamkeit zu widmen. Folglich behindern
die ,translationalen Liicken“ eine rasche Umsetzung von Ergebnissen der Grundlagenforschung in die klinische Praxis. Neben diesen
allgemeinen Hindernissen gibt es eine Reihe von Problemen, die sich innerhalb der translationalen Forschung speziell auf den
Bereich der Infektionskrankheiten beziehen. Dazu gehoren der Mangel an gut strukturierten Karriereplanen fir klinische Wissen-

schaftler und der Riickgang des Engagements der Industrie in diesem Bereich.

Um diese Probleme Uberwinden und ein wirksames translationales Forschungsprogramm fir Infektionskrankheiten entwickeln

zu kdnnen, ist das HZI eine langfristige, strategische Allianz mit der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) eingegangen.
Gemeinsam griindeten beide Institutionen TWINCORE, Zentrum fiir Experimentelle und klinische Infektionsforschung GmbH mit
Sitz in Hannover. In den kommenden Jahren entwickelt TWINCORE in Zusammenarbeit mit der MHH und dem HZI ein translationales
Forschungsprogramm im Bereich Infektionsforschung. Diese Arbeit beginnt 2009 mit zwei Projekten, die sich mit HCV-Infektionen
befassen. Die Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie der MHH ist eines der fiihrenden Zentren fiir die klinische

Behandlung von HCV-Infektionen und koordiniert viele der klinischen Spatphasenversuche fiir neue therapeutische MaBnahmen.
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Die Medikamentenresistenz gegeniiber antiviralen HCV-Mitteln stellt ein groBes Problem bei der Behandlung von HCV-Infektionen
dar, zumal die verfligbaren Medikamente starke Nebenwirkungen aufweisen. Deshalb werden neue praventive und therapeutische
Verfahren dringend bendétigt. Die Zielstellung des ersten Projektes ist die Identifizierung der wesentlichen Molekdlinteraktionen
zwischen viralen Proteinen und Wirtsfaktoren bei einer HCV-Infektion sowie die Implementierung von Screeningsystemen zur
Identifizierung von inhibitorischen Substanzen. Das zweite Projekt befasst sich mit der Erforschung der Funktion des Typ | Inter-
ferons im Zusammenhang mit der Infektion und Therapie von HCV. Dabei wird unter anderem der Frage nachgegangen, warum
chronische Infektionen mit HCV-Erregern verschiedener Genotypen unterschiedlich gut mit einer Kombinationstherapie aus
Ribavirin und Typ | Interferon behandelbar sind. Weiterhin werden Mechanismen von Typ | Interferon zur Viruskontrolle innerhalb

des zentralen Nervensystems und als Verstarker von endogenen Immunantworten untersucht.
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TWINCORE, Zentrum fur
experimentelle und klinische
Infektionsforschung GmbH

TWINCORE

Zentrum flr Experimentelle
und Klinische Infektionsforschung

GESCHAFTSFUHRER | Prof. Dr. Ulrich Kalinke

LEITER DER ABTEILUNG FUR EXPERIMENTELLE INFEKTIONSFORSCHUNG | Prof. Dr. Ulrich Kalinke

LEITER DER ABTEILUNG FUR EXPERIMENTELLE VIROLOGIE | Prof. Dr. Thomas Pietschmann

LEITER DER ABTEILUNG FUR INFEKTIONSIMMUNOLOGIE | Prof. Dr. Tim Sparwasser

LEITER DER ABTEILUNG FUR ZELL- UND GENTHERAPIE | Prof. Dr. Michael Ott

LEITER DER ABTEILUNG FUR INFEKTION UND KREBS | Prof. Dr. Tim Greten

LEITERIN DER ABTEILUNG FUR PATHOPHYSIOLOGIE BAKTERIELLER BIOFILME | Prof. Dr. Susanne H&uBler

TWINCORE, das Zentrum fiir translationale Forschung des HZI und der MHH TWINCORE, das Zentrum fiir experimentelle und
klinische Infektionsforschung GmbH, ist ein Joint-venture zwischen dem Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung (HZl), Braun-
schweig, und der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH). Das ehemalige Geb&dude des Max-Planck-Instituts wurde 2005 vom
HZ| tbernommen. Danach wurde der Innenbereich renoviert, und das neu eingestellte Personal bekam seine Aufgabenbereiche
zugewiesen. Am 1. August 2008 wurde Prof. Dr. Ulrich Kalinke zum Geschaftsfiihrer bestellt. Die offizielle Einweihung fand dann
am 29. August 2008 statt. Seit dem 17. Oktober 2008 ist die TWINCORE GmbH im Handelsregister eingetragen. Ziel der Griindung
von TWINCORE ist die Forderung und Weiterentwicklung der hervorragenden Kompetenzen des HZI und der MHH im Bereich Infek-
tionsforschung innerhalb eines gemeinsamen Forschungszentrums mit Schwerpunkt auf der translationalen Forschung. Dabei hat
die translationale Forschung eine Doppelfunktion: Einerseits sollen die neuesten Erkenntnisse der Grundlagenforschung Eingang in
die Therapie beim Patienten finden, zum anderen sollen die Grundlagenforscher offene Fragen der klinischen Praxis klaren. Einen
Schwerpunkt der Arbeit bei TWINCORE bildet auch die wissenschaftliche Untersuchung von Belangen der Regulierung in Bezug auf
die Genehmigung und Durchflihrung von klinischen Tests. Vor der Durchfiihrung klinischer Tests missen oftmals komplexe Fragen
geklart werden, beispielsweise Fragen zur Relevanz von vorklinischen Experimenten, um die Sicherheit und Wirksamkeit neuer
Arzneien fir die Anwendung beim Menschen zu gewahrleisten. TWINCORE unterstiitzt die Entwicklung neuer Behandlungsméglich-
keiten fir die Prophylaxe und Therapie von Infektionskrankheiten durch Erarbeitung einer fundierten wissenschaftlichen Basis fiir

die Risikominimierung im Vorfeld der Tests von neuen Methoden am Menschen.

FORSCHUNGSPROFIL VON TWINCORE Die Forschung

bei TWINCORE hat vier Schwerpunkte: die Analyse von
Pathogen-Wirt-Interaktionen, neue Mechanismen der
Pathogenhemmung, die Untersuchung neuer Impfstrategien
und neue vorklinische Modelle. Im Folgenden werden die
wichtigsten Themen innerhalb dieser Schwerpunkte kurz
beschrieben.

1. Analyse der Pathogen-Wirt-Interaktionen Uber lange
Zeitrdaume der gemeinsamen Evolution haben Pathogene
und Wirte komplexe Strategien entwickelt, um sowohl das
Uberleben der Wirtspopulation als auch der Pathogenpo-
pulation zu sichern. Auf zelluldrer Ebene spielen dabei in-
trinsische Immunmechanismen eine Rolle. Bei TWINCORE
werden Untersuchungen durchgefiihrt, mit denen ermittelt
werden soll, welchen Einfluss solche Faktoren auf die Wirts-
und Gewebsspezifitdt von Pathogenen haben. Seit einigen
Jahren gilt es nunmehr als gesichert, dass zusatzlich zur
Kommunikation von “Foreign Signals” eine Kommunikation

von “Danger Signals” iiber Mustererkennungsrezeptoren
(PRR) eine wichtige Rolle bei der Induktion der Schutzim-
munitdt spielt. Gegenstand umfangreicher Untersuchungen
ist die Analyse der Mechanismen, iiber die die angeborene
Immunitdt durch eine Stimulation der PRR gesteuert wird
und deren Auswirkungen auf die Pathogen-spezifische
Immunitét. Dabei wird sowohl der akute als auch der
chronische Verlauf der Infektion untersucht. Pathogene
haben verschiedene Strategien zur Umgehung des Immun-
systems des Wirts entwickelt. Die Suche richtet sich dabei
auf Pathogen-encodierte Faktoren, die den Immunprozess
beeinflussen konnen. Des Weiteren wird auch der Einfluss
von regulatorischen Zellen auf den Verlauf der Infektion
analysiert. Ein wichtiges Thema ist dabei die Untersuchung
von Pathogen-vermittelten Tumorbildungen, wie man es
beispielsweise in Verbindung mit einer chronischen Infekti-
on mit dem Hepatitis-C-Virus (HCV) beobachten kann, was
héaufig zur Ausbildung eines Leberkarzinoms fiihrt.
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2. Neue Mechanismen der Pathogenhemmung Nach dem
triumphalen Einzug der Antibiotika in die Behandlung von
bakteriellen Infektionen wurden in den letzten Jahrzehnten
bahnbrechende Erfolge bei der Entwicklung von antiviralen
Substanzen erzielt. Bei TWINCORE wird nach neuen Verfah-
ren zur Hemmung der Pathogenreproduktion gesucht. In
Zusammenarbeit mit dem HZI und der Universitait Hannover
werden Bibliotheken von biologischen Substanzen tiberpriift,
die eine antivirale und antibakterielle Wirkung haben. Das
erfordert den Einsatz neuer Zellkultivierungsmethoden, mit
Hilfe derer man beispielsweise gezielt nach Inhibitoren der
HCV-Replikation suchen kann. Ein weiterer Schwerpunkt ist
die Suche nach Inhibitoren der bakteriellen Biofilmbildung
bei chronischen Infektionen. Analog dazu werden neue
Gentherapiemethoden fiir die Behandlung von Infektions-
krankheiten erforscht. Des Weiteren wird auch untersucht,
ob Pathogen-encodierte Immunmodulatoren potentielle
Zielstrukturen fiir neue therapeutische Verfahren darstellen.

3. Neue Impfstrategien Fiir die Allgemeinheit ist das
Impfen einer der groten medizinischen Fortschritte. Es gibt
aber immer noch viele Infektionskrankheiten, fiir die keine
Impfung zur Verfiigung steht. Daher werden bei TWINCORE
neue Impfstrategien mit virusdhnlichen Partikeln zur An-
wendung als Impfstofftrager zusammen mit der spezifischen
In-vivo-Beschickung von spezialisierten kreuzprasenten
dendritischen Zellen mit Antigenen untersucht. Eine interes-
sante Moglichkeit ist dabei die Verstarkung der Immunreak-
tionen Uber die Beeinflussung der regulatorischen T-Zellen.
Zurzeit gibt es vergleichsweise wenige erprobte Adjuvanzien
zur Verstarkung der Immunreaktionen nach einer Impfung.
Deshalb werden am HZI zusammen mit den Kooperations-
partnern neue Adjuvanzien erforscht. In ahnlicher Weise

i

wird untersucht, ob Zytokine geeignete nattirliche Adjuvan-
zien fiir bestimmte Impfprotokolle sind. Ein weiterer Schwer-
punkt ist die Analyse von Mechanismen, die die Induktion
von lang andauernden IgG-Reaktionen fordern.

4. Neue vorklinische Modelle Neue therapeutische oder
prophylaktische Verfahren, die in der Grundlagenforschung
entwickelt werden, miissen umfangreichen vorklinischen
Tests unterzogen werden, bevor man sie am Menschen testen
kann. Bei TWINCORE werden neue Modelle entwickelt, die
dazu dienen sollen, genauere Vorhersagen in Bezug auf die
Reaktionen beim Menschen zu treffen. Ein wichtiger Punkt
in dieser Hinsicht ist die Humanisierung von Mausmodellen.
Zu diesem Zweck werden einerseits Mause mit menschlichen
Zellen behandelt, damit sich Komponenten des mensch-
lichen Immunsystems in den Tieren entwickeln konnen.
Andererseits werden auch Mausmodelle entwickelt, in denen
menschliche Vorlauferzellen zur Bildung von Lebergewebe
beitragen. Ein weiterer Aspekt ist die genetische Anpassung
des Mausmodells an den Menschen, beispielsweise tiber
eine Transgenese, die durch das bakterielle kiinstliche Chro-
mosom (BAC) vermittelt wird. Mit dieser Methode lassen
sich menschliche Rezeptoren und allelische Formen davon,
die beim Menschen vorkommen, exprimieren. Dadurch kann
ihre Funktion in einem Tiermodell untersucht werden. Ein
weiterer Punkt ist die Untersuchung der Wirkungen, die
durch konstante Mengen von menschlichen Antikorpern
vermittelt werden. Parallel zur experimentellen Forschung
werden auch Studien iiber die Belange der Regulierung
durchgefiihrt, um mehr dariiber herauszufinden, welchen
Einfluss die in der Européischen Gemeinschaft in Kraft
befindlichen Lizensierungsverfahren auf die Entwicklung
neuer medizinischer Produkte haben.

Haupteingang von TWINCORE, Zentrum fiir Experimentelle und Klinische Infektionsforschung GmbH. Neben den modernen Labors und
den hochwertigen Ausriistungen verfiigt TWINCORE auch iiber optimale Rdumlichkeiten, in denen wissenschaftliche Besprechungen

und Seminare durchgefiihrt werden konnen. Foto: TWINCORE, Gramann
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Die Leiter der TWINCORE-Forschungsgruppen (von links nach
rechts): Profs. Susanne Hdufler, Tim Greten, Michael Ott,
Thomas Pietschmann, Geschdftsfiihrer Ulrich Kalinke und
Tim Sparwasser. Foto: TWINCORE, Gramann

FORSCHUNGSGRUPPEN BEI TWINCORE Im Jahr 2008
wurden drei TWINCORE-Forschungsgruppen gebildet, die
jeweils von Prof. Kalinke, Prof. Pietschmann und Prof.
Sparwasser geleitet werden. Des Weiteren bietet TWINCORE
eine optimale Forschungsumgebung fiir translationale
Forschungsgruppen der MHH-Kliniken. Die translationalen
Forschungsgruppen von Prof. Ott und Prof. Greten der Klinik
fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie,

die von Prof. Manns geleitet wird, sind zurzeit bei TWIN-
CORE angesiedelt. Nachfolgend sind Kurzberichte dieser
finf Forschungsgruppen aufgefiihrt. Am 1. Januar 2009
wurde auch Prof. HauBler berufen, der die translationalen
Forschungstitigkeiten bei TWINCORE auf dem Gebiet

der chronischen bakteriellen Infektionen unterstiitzt. Die
TWINNING-Projekte bilden ein wichtiges Instrument bei
der Einbindung einzelner Forscher aus den MHH-Kliniken
bzw. den HZI-Abteilungen in die Arbeit der TWINCORE-
Forschungsgruppen. Bei TWINCORE laufen zurzeit mehrere
dieser TWINNING-Projekte, und es ist geplant, kiinftig noch
weitere solcher Projekte aufzulegen.

Die Forschungsgruppe um Prof. Kalinke |
Kalinke.Ulrich@mh-hannover.de Nach einer Virus-
infektion werden in der Regel innerhalb von Stunden
Interferon-Reaktionen vom Typ I induziert, die zunéchst
das Uberleben des Wirts sichern. Erst nach einigen Tagen
wird das adaptive Immunsystem so weit aktiviert, dass es
in der Lage ist, die Pathogene zu vernichten. In friitheren
Projekten haben wir gezeigt, dass nach einer Infektion mit
dem vesikuldren Stomatitis-Virus (VSV) eine kleine Anzahl
hochspezialisierter Zellen, die man auch als plasmazytoide
dendritische Zellen (pDC) bezeichnet, {iber das PRR-Trigge-
ring aktiviert werden, um gro8e Mengen von schiitzendem
Interferon vom Typ I zu produzieren. Interessanterweise
entwickeln praktisch alle genauer untersuchten Viren Gegen-
maBnahmen zur Hemmung der Induktion der Interferon-
Reaktionen dieses Typs I. Ein Schwerpunkt unserer Arbeit
besteht darin herauszufinden, wie unterschiedliche Viren
die Interferon-Reaktionen vom Typ I induzieren und welche
Interferon-Hemmungsfaktoren sie encodieren. Die drtlichen
Bedingungen der Interferon-Reaktionen vom Typ I beein-
flussen den Krankheitsverlauf in entscheidender Weise. In
diesem Zusammenhang untersuchen wir, wie das Interferon
vom Typ I die Ausbreitung der Pathogene im Zentralnerven-
system hemmt. In neueren Untersuchungen haben wir
herausgefunden, dass das Interferon vom Typ I auch direkte
Auswirkungen auf die Funktionen der Immunzellen haben
kann. Zurzeit untersuchen wir, wie das Interferon vom Typ I,
das bei einer Impfung mit virusdhnlichen Partikeln indu-
ziert wird, die Bildung von lang andauernden IgG-Antikorper-
reaktionen beeinflusst. Antikorper sind vergleichsweise
groBBe Molekiile, deren variable Teile Antigene spezifisch
binden, wahrend ihre konstanten Teile iiber sogenannte Fc-
Rezeptoren gebunden werden konnen, die durch bestimmte
Immunzellen und andere Korperzellen exprimiert werden,
durch die sie die Funktion von Antikorpern erhalten. Bis
jetzt konnte jedoch nur teilweise geklart werden, welche Fc-
Rezeptoren Antikorper der einzelnen Unterklassen binden
und welchen Einfluss die Bindung auf die Immunfunktionen
hat. Diese Frage wird zurzeit auch fiir monoklonale Anti-
korper untersucht, weil solche Reagenzien eine immer
wichtigere Rolle als innovative therapeutische Substanzen
bei Behandlung von Tumoren, Autoimmunerkrankungen
und Infektionen spielen. Die Vorhersagbarkeit der Funktio-
nen neuer Medikationen im Korper des Menschen ist dabei
ein Schwerpunktthema. Zusétzlich zur Anwendung klassi-
scher Zellkultur- und Gewebstechniken versuchen wir,
menschliche Immunzellen in Mdusen mit einem Immun-
defekt heranzuziichten, um die komplexen Interaktionen
menschlicher Immunzellen besser untersuchen zu konnen.
SchlieBlich fiihren wir auch in Zusammenarbeit mit dem
Paul-Ehrlich-Institut, Langen, Studien {iber die Belange der
Regulierung durch.
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Die Forschungsgruppe um Prof. Pietschmann |
tpi07@helmholtz-hzi.de Die Infektion mit dem HCV-Virus,
der zur Familie der Flaviviren gehort, ist eine der Haupt-
ursachen der chronischen Hepatitis. Schitzungen der WHO
zufolge sind weltweit bis zu 170 Millionen Menschen mit
dem HCV-Virus in Beriihrung gekommen. Man geht davon
aus, dass davon etwa 100 bis 130 Millionen Menschen
chronisch infiziert sind. Wir entwickeln neue Zellkultur-
techniken fiir die Erforschung der HCV-Replikation. Ziel
dieser Forschung ist es, die molekularen Mechanismen der
HCV-Replikation in Leberzellen zu untersuchen. Insbeson-
dere werden dabei die frithen Stadien der HCV-Infektion
untersucht, wihrend der das Virus in die Leberzellen
eindringt. Des Weiteren analysieren wir die Prozesse, die
zur Verpackung des viralen genetischen Materials in
Nachkommenviren und dessen Ausschleusung aus der
Wirtszelle fiihrt. Damit versuchen wir, ein Verstandnis von
den Grundlagen der Infektionsstrategie dieses humanpatho-
genen Virus zu erlangen, um daraufhin neue Verfahren
und Perspektiven fiir Therapien zu entwickeln. Bei den
TWINNING-Projekten mit den Partnern an der MHH und
dem HZI verwenden wir das HCV-Zellkultursystem zur
Identifizierung neuer Substanzen, die die HCV-Replikation
hemmen. Des Weiteren beteiligen wir uns im Rahmen der
Helmholtz-Allianz fiir Krebsimmuntherapie an der Entwick-
lung neuer Immuntherapieverfahren fiir die Behandlung
der chronischen HCV-Infektion und des mit dem HCV in
Zusammenhang stehenden Leberzellkarzinoms.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme HCV infizierter human-
er Leberkrebszellen. Die Virusproteine sind griin angefirbt, die
Zellkerne sind blau markiert. Die granuldren Strukturen sind
virale Replikasekomplexe, welche das Virusgenom vermehren.
(Abb. 2 von Prof. Pietschmann’s Beitrag, s.S. 93) Foto: TWINCORE

Prof. Sparwasser und sein Team. rFoto: TWINCORE, Gramann

Die Forschungsgruppe um Prof. Sparwasser |
sparwasser.office@mh-hannover.de

Unser Schwerpunkt liegt auf der Untersuchung der Bedeu-
tung der PRR, beispielsweise aus der Familie der Toll-like
Rezeptoren (TLRs) und der Lektine vom Typ C fiir die Akti-
vierung der wichtigsten positiven Regulatoren des Immun-
systems und der Initiatoren der adaptiven Immunitat, des
dendritischen Zellsystems (DC). Einen weiteren Schwer-
punkt bilden dabei die regulatorischen T-Zellen (Tregs), die
man als die wichtigsten Pendants zu den DCs betrachten
kann: Tregs nutzen Mechanismen, die bis jetzt noch nicht
vollstdndig geklart sind, zur Hemmung einer {iberschie-
Benden Immunreaktion und zur Begrenzung der Prolife-
ration der T- Effektorzellen. Eine optimale Impfstrategie
gegen Pathogene kann beispielsweise in der Aktivierung
von spezifischen DC-Unterpopulationen bei gleichzeitiger
Vermeidung der Treg-Expansion oder Induktion bestehen.
Impfstudien zu Tregs und DCs im Mausmodellsystem unter-
liegen jedoch dahingehend einigen Einschrankungen, dass
in-vivo-Analysen von Tregs und DC-Unterpopulationen duBerst
schwierig sind. Zum Beispiel kommen Unterpopulationen
von DCs in verschiedenen lymphatischen Organen nur in
sehr kleiner Zahl vor. Diese haben in unterschiedlichen
Fallen hochspezialisierte Aufgaben, wozu auch die Induktion
der Toleranz gehort. Da diese ,regulatorischen Immun-
zellen® gewohnlich hoch sensibel auf eine ex-vivo-Isolierung
reagieren und sich bis heute noch nicht gut genug in-vivo
handhaben lassen, ist das Wissen iiber die Funktion und
Bedeutung der Tregs und DC-Unterpopulationen fiir die
adaptiven Immunreaktionen immer noch unvollstiandig.
Ein weiterer erschwerender Faktor ist die Expression von
unterschiedlichen Mustererkennungsmolekiilen oder unter-
schiedlichen Expressionsprofilen der PRRs gegeniiber den
DC-Unterpopulationen zwischen Mensch und Maus. Eines
der Hauptziele ist daher die Entwicklung molekularer Tools,
mit denen eine genetische Manipulation der DCs und Tregs
moglich ist. Wir wollen diese Modelle zur Untersuchung der
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Funktion von Tregs und Unterpopulationen von DCs bei der
Infektion, Allergie und Toleranz verwenden. In humanisierten
Modellen wird die Rolle der PRRs, wie z.B. des mensch-
lichen TLR9 und DC-SIGN, analysiert, und es werden auf
diese Molekiile ausgerichtete Impfstrategien in vivo getestet.
In der Forschungsgruppe von Prof. Sparwasser hat Dr. Jan
Dudda die Aufgabe, ein Juniorforschungsteam fiir die
Analyse der Interaktion zwischen dermalen DCs und Tregs
zusammenzustellen.

Die Forschungsgruppe um Prof. HauBler |
sus@helmholtz-hzi.de Der hdufigste Erreger einer chro-
nischen Infektion der Lunge von Mukoviszidose-Patienten
ist Pseudomonas aeruginosa. Obwohl die meisten Patienten
mit nur einem oder wenigen P. aeruginosa-Klonen koloni-
siert sind, finden wir typischerweise viele verschiedene
Morphotypen. Ein Forschungsschwerpunkt liegt auf der
Untersuchung der molekularen Mechanismen, die der Ent-
stehung dieser Diversitit zugrunde liegen. Bei chronisch mit
P. aeruginosa infizierten Mukoviszidose-Patienten isolieren
wir aus dem Respirationstrakt regelméBig sogenannte
»small-colony - variants (SCV)“. Durch die Expression eines
bestimmten Genclusters, welches durch das intrazelluliare
Signalmolekiil ¢-di-GMP reguliert wird, bilden diese SCVs
besonders effektiv Biofilme. Da das c-di-GMP-Signalmolekiil
eine fundamentale Rolle bei der Ausbildung von bakteriellen
Biofilmstrukturen spielt, ist es unser Ziel, zu verstehen, wie
verschiedene Umweltbedingungen Einfluss auf den intrabak-
teriellen c-di-GMP-Spiegel nehmen und welche molekularen
Mechanismen der ¢-di-GMP-Signaltransduktion tiber Effek-
torproteine zugrunde liegen. In der Zukunft werden wir uns
auBerdem mit klinisch relevanten Mutationen beschaftigen,
die in P. aeruginosa in vitro unter Biofilm-Wachstumsbedin-
gungen und in vivo im Verlaufe einer chronischen Infektion
auftreten. Das Wissen um die Genotypen, die bei den ver-
schiedenen Stadien einer chronischen Infektion selektioniert
werden, kann fiir die Entwicklung von neuen, vielverspre-
chenden alternativen Antibiofilm-Therapiestrategien von
groBer Bedeutung sein.

P. aeruginosa produziert drei verschiede interbakterielle
Signalmolekiile, von denen eines als Pseudomonas-Quinolon-
Signal (PQS) bezeichnet wird. PQS spielt eine Rolle bei der
Zelldichte-abhdngigen Regulation der Expression von Viru-
lenzfaktoren und der Ausbildung von Biofilmen. Wir haben
auBerdem zeigen konnen, dass PQS die Generierung von
morphologischer Diversitdt unter Biofilm-Wachstumsbedin-
gungen beeinflusst. Die Untersuchung des Zusammenhangs
von interbakterieller Kommunikation und der Generation
von Biofilm-spezifischen Phdnotypen wird eine spannende
und groBe Herausforderung sein (Details s. Seite 59).

Prof. Ott und sein Team. Foto: TWINCORE, Gramann

Die Forschungsgruppe um Prof. Ott | ott-mhh@gmx.de
Wir entwickeln zell- und gentherapeutische Verfahren fiir
die Behandlung von vererbbaren Leberkrankheiten. Ein
weiterer Schwerpunkt ist die Entwicklung eines Maus-
modells mit chimerischem Lebergewebe vom Menschen/
von der Maus und dem menschlichen Immunsystem zur
Erforschung von Impfstrategien gegen HIV und HCV. Die
Repopulation der Leber mit menschlichen Leberzellen und
die Transplantation von menschlichen Stammzellen in
Mause mit einem Immundefekt stellen weiterhin eine groBe
Herausforderung an die Wissenschaft dar. Um an der alb-
uPA-transgenen, immundefizienten (RAGyc) Maus Impfstra-
tegien erforschen zu konnen, ist der Einsatz von menschli-
chen Zellen eines Spenders zur Repopulation in der Maus
erforderlich. Dort, wo Primdrgewebe als Ausgangsmaterial
verwendet wird, ist die Isolierung der beiden Zellpopula-
tionen nur unter Verwendung von Lebergewebe aus Foten
moglich. Bei unseren Transplantationsexperimenten hat
sich herausgestellt, dass die Transplantation von Fotushepa-
toblasten eindeutig ineffizienter ist als die Transplantation
von primaren Hepatozyten von Erwachsenen. Alternativ
dazu konnte die Forschungsgruppe zum ersten Mal die
Transplantation von Lebergewebe menschlicher Foten
unter die Kapsel der zu testenden Leber des Empfangers
durchfiihren. Die ersten kombinierten Transplantationen
von menschlichen Blutstammzellen und von Fotusleber-
gewebe in einen neu entwickelten Mausstamm sollen bald
stattfinden. Aufgrund der mangelnden Verfiigbarkeit von
primdrem menschlichen Zellmaterial zur Humanisierung
des Mausmodells sowie zur Zelltherapie beim Menschen
fiihrt die Forschungsgruppe umfangreiche Untersuchun-
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gen zur ErschlieBung alternativer Quellen fiir die Bereit-
stellung von Zellmaterial durch. In Zusammenarbeit mit
anderen MHH-Gruppen und internationalen Partnern wird
zurzeit an hepatischen Differenzierungsprotokollen fiir
embryonische Stammzellen und iPS-Zellen geforscht. Ein
anderes Projekt befasst sich mit der Analyse der Risiken in
Verbindung mit der Insertionsmutagenese beim lentiviralen
Gentransfer. Durch eine Serientransplantation von ex vivo
genetisch modifizierten Hepatozyten ldsst sich die Inzidenz
von Lebertumoren in Abhdngigkeit von der Anzahl der
lentiviralen Insertionen untersuchen. Des Weiteren leitet
die Forschungsgruppe eine klinische Studie tiber Zelltrans-
plantation bei Patienten mit einer Harnstoffzyklusstorung.
Mit diesem Projekt wurde die weltweit erste kontrollierte
Studie tiber die Zelltherapie bei erblich bedingten Leber-
stoffwechselkrankheiten durchgefiihrt.

Die Forschungsgruppe um Prof. Greten |
greten.tim@mbh-hannover.de Das Ziel der Forschungs-
gruppe ist die Entwicklung von immunologischen Therapien
zur Behandlung von Tumoren im Gastrointestinaltrakt.
Dabei konzentrieren wir uns auf die Untersuchung von
Patienten mit Tumoren, die in Zusammenhang mit Infek-
tionen stehen. Weltweit sind fast ein Viertel aller Tumorer-
krankungen auf Infektionen zuriickzufiihren. Ein typisches
Beispiel dafiir ist das hepatozelluldre Karzinom, das sich
infolge einer chronischen viralen Hepatitis ausbilden kann.
Diesbeziiglich untersuchen wir, wie das Immunsystem

auf die Bildung von Tumoren beim Patienten reagiert. Um
die einzelnen Verfahren auf Zellebene und Molekiilebene
genauer untersuchen zu konnen, entwickeln wir auch Maus-
modelle, die so genau wie moglich die Tumorerkrankung

Prof. Greten und sein Team. Foto: TWINCORE, Gramann

der Patienten simulieren sollen. Anhand der Befunde, die
wir durch diese Studien erhalten, entwickeln wir neue
Therapieprotokolle, die wir dann im Rahmen kontrollierter
klinischer Studien an Patienten mit einem Karzinom im
Gastrointestinaltrakt testen.
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® Arikan,F, Li,J., & Menche,D. (2008) Diastereodivergent aldol reac-
tions of beta-alkoxy ethyl ketones: modular access to (1,4)-syn and
-anti polypropionates. Organic Letters 10, 3521-3524.

® Fares,C., Hassfeld,]., Menche,D., & Carlomagno,T. (2008) Simultane-
ous determination of the conformation and relative configuration of
archazolide a by using nuclear overhauser effects, J] couplings, and
residual dipolar couplings. Angewandte Chemie International Edition
47, 3722-3726.

® Horstmann,N. & Menche,D. (2008) Configurational assignment of
rhizopodin, an actin-binding macrolide from the myxobacterium
Myxococcus stipitatus. Chemical Communications 5173-5175.

® Menche,D., Arikan,F., Perlova,O., Horstmann,N., hlbrecht,W.,
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Hépatites, Virales. Dardilly, France; 2009 May 13.

Baumann, Frank, Dr. In vivo Dissection of functional Domains of PrP:
New Lessons thaught by Transgenic Mice; Hertie-Institut fiir klinische
Hirnforschung, Universitit Tiibingen. T{ibingen, Germany; 2008
December 5.

BaumgraB, Ria, Dr. Impaired TcR signaling promotes Treg cell dif-
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tion (SIDD) in DNA, and its roles in regulation; Dpts. of Mathemtics
and of Biomedical Engineering, UC Davis, USA 2009 March 26.

Bernhard, Frank, Prof. Dr. Protocol development for the preparative
scale synthesis of difficult proteins in high quality by cell-free expres-
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cytotoxicity; Center for Infectious Medicine (CIM), Karolinnska Insti-
tute. Stockholm, Sweden; 2009 April 24.

Broker, Barbara M., Prof. Dr. The antibody response against Staphylo-
coccus aureus in health and disease; Abt. fiir Immunologie, Univer-
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perial College, Faculty of Medicine, Hammersmith Hospital. London,
UK; 2009 Nov 6.
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proteasome: Crystallographic knowledge in drug design strategies; TU
Miinchen. Miinchen, Germany; 2008 April 7.



WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Vortrage 2008 -2009 157

Gurgel, Patrick, Dr. Removal of prion infectivity from blood and plasma
products using affinity ligands; Prometic Biosciences Inc., Raleigh,
North Carolina, USA; 2009 December 16.

Hall, Brian. Imaging Flow Cytometry; Amnis Corp. 2008 September 22.

Hallsworth, John, Dr. Water: microbial-cell interactions: limits of life
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process development; University of Bielefeld, Cell Culture Technology.
Bielefeld, Germany; 2008 March 7.
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Pasupuleti, Mukesh, Dr. Structure and functional studies of
antimicrobial peptides; Center for Innate Immunity, Lund University.
Lund, Sweden; 2009 May 13.

Peschel, Andreas, Prof. Dr. Staphylococcus aureus colonization,
infection and immune evasion; University of Tiibingen, Tiibingen,
Germany, 2009 May 27.

Pessler, Frank, Dr. Transcript Profiling of Crystal-Induced Inflammation
and Innate Immunity in a Minimal Tissue; Twincore, Zentrum fiir
Experimentelle und Klinische Infektionsforschung GmbH. Hannover,
Germany; 2008 November 10.

Philipp, Bodo, Dr. Cell-cell interaction of Pseudomonas aeruginosa,
University of Konstanz, Konstanz, Germany, 2009 May 7.

Piehler, Jacob, Prof. Dr. Dynamics of the type I interferon receptor
complex: Biophysical analysis and functional implications; Johann
Wolfgang Goethe University . Frankfurt, Germany; 2008 May 16.

Preissner, Klaus, Prof. Dr. Inflammation, degeneration and defence in
the cardio-pulmonary system: new players, new games; University of
GieBen. GieBen, Germany; 2009 March 12.

Prusov, Evgeny, Dr. Drug Candidates from the Sea: Total Synthesis
of Natural Products with Potential Anticancer Activity; ETH Ziirich,
Institute of Pharmaceutical Science . 2009 Oct 13.

Quentmeier, Hilmar, Dr. JAK2V617F activating mutation and silencing
of JAK inhibitor SOCS2 pathogenic mechanisms for myeloproliferative
disorders; DSMZ. Braunschweig, Germany; 2008 May 30.

Rausch, Sebastian, Dr. Tregs control pathology and effector responses
induced by an intestinal nematode infection; Institut fiir Biologie,
Lehrstuhl fiir Molekulare Parasitologie, Humboldt-Universitét zu
Berlin. Berlin, Germany; 2009 April 17.

Rippe, Karsten, Dr. Dissecting epigenetic networks for making and
maintaining heterochromatin; Deutsches Krebsforschungszentrum &
Bioquant, Univ. Heidelberg. Heidelberg, Germany ; 2009 Oct 2.

Réhrs, Sonja, Dr. Epigenetic alterations in lymphomas; DSMZ.
Braunschweig, Germany; 2008 June 10.

Rudolph, Lenhard, Prof. Dr. Teleomeres, stem cells and aging;
Institute of Molecular Medicine and Max-Planck Research Group;
University of Ulm, Ulm, Germany, 2009 June 12

Saftig, Paul , Prof. Dr. An acidic life: Lysosomes in health and
(infection)-disease; University of Kiel. Kiel, Germany; 2008 May 16.

Sarkar, Arup, Dr. Multiple facets of neutrophil apoptosis modulation
by intracellular pathogens: Anaplasmaphagocytophilum, Chlamydia
pneumoniae and Leishmania major; Institute for Medical
Microbiology and Hospital hygiene at the University of Liibeck.
Liibeck, Germany; 2009 Sep 7.

Schambach, Axel, Dr. From retroviral biology to retroviral therapy;
MHH Hannover. Hannover, Germany; 2008 February 12.

Schmitt, Manfred, Dr. High-Throughput Integration Site Analyses by
(Non-Restrictive); Nationales Zentrum fiir Tumorerkrankungen, DKFZ
. Heidelberg, Germany; 2009 Nov 11.

Schwab, Martin, Prof. Dr. Repair of the injured spinal cord or brain: A
biomedical approach; Brain Research Institute, University of Ziirich
and ETH Ziirich, Ziirich, Switzerland, 2008 June 25.

Schwille, Petra, Prof. Dr. Creating to understand: The Virtues of bottom-
up Biology; Institut fiir Biophysik, TU Dresden. Dresden, Germany;
2009 February 6.

Sensen, Christoph, Prof. Dr. From 2D to 4D bioinformatics; Dept.
Biochemistry and Molecular Biology, University of Calgary, Calgary,
Alberta, Canada, 2008 January 24 .

Sixt, Michael, Dr. Cytoskeletal dynamics of chemotactic leukocytes;
Max Planck Institute of Biochemistry, Martinsried. Martiensried,
Germany; 2009 Aug 31.

Skokowa, Julia, Dr. Congenital neutropenia — What can we learn
from this disorder of hematopoiesis for myeloid differentiation and
leukemogenesis; Molekulare Hamatopoese, MHH. Hannover,
Germany; 2009 Sep 25.

Soll, Dieter, Prof. Dr. The genetic code revisited: Four decades after
Francis Crick; Yale University, USA. 2008 November 10.

Steinert, Michael, Prof. Dr. Die Legiondrskrankheit: Ein Bakterium
geht fremd; TU Braunschweig. Braunschweig, Germany; 2008
December 10.

Stockinger, Silvia, Dr. Synthesis of type I interferons in mice cells
infected with Listeria monocytogenes; MHH Hannover, Germany; 2009
Oct 16.

Trauner, Dirk, Prof. Dr. Pericyclic Reactions in Natural Product
Synthesis; Ludwig-Maximilians-Universitdt, Dept. Chemie und
Biochemie. Miinchen, Germany; 2008 November 28.

Uphoff, Cord . The neglected menace of mycoplasma contamination of
cell cultures; DSMZ. Braunschweig, Germany; 2008 May 20.

Vallan, Claudio, Dr. Flow Cytometry Analysis; Celeza GmbH, Germany,
2008 March 6.

Van der Gast, Christopher, Dr. Spatial and temporal scaling of
bacterial taxa; NERC Centre for Ecology and Hydrology. Oxford/UK;
2008 February 20.

van der Linden, Mark, Dr. Effekte der generellen Pneumokokken-
Impfempfehlungen auf die Epidemiologie der invasiven Pneumokokken-
Erkrankungen; Universitdtsklinikum Aachen. Aachen, Germany;
2009 Jul 10.

Vock, Dr. New Concepts for Medicinal chemistry based on Natural
Products, Organic and Bioinorganic Chemistry; University of
Saarbriicken. Saarbriicken, Germany; 2009 Sep 23.

Welte, Tobias, Prof. Dr. Networks of Excellence - Results and
Advantages for Translational Research; Medizinische Hochschule
Hannover. Hannover, Germany; 2008 July 4.

Wendt, Ulrich, Dr. Biostructural Research in drug Discovery; Sanofi-
Aventis GmbH, Frankfurt, Germany, 2008 January 11.

Wessler, Silja, Dr. Heliobacter plyori: Disruption of the epithelial barier
function; Paul-Ehrlich-Institut, Berlin, Germany, 2009 May 29.

Wienands, Jiirgen, Prof. Dr. Activation signals for naive and class-
switched memory B cells; Cellular and Molecular Immunology, Georg-
August-University. Gottingen, Germany; 2009 Nov 13.

Wilting, Jorg, Prof. Dr. Development and malformation of lymphatic
vessels; Universitatsmedizin Gottingen. Gottingen, Germany; 2008
April 8.

Winkler, Thomas, Prof. Dr. Protective antibody responses by virus
specific memory B cells; Universitdt Erlangen, Lehrstuhl fiir Genetik,
Inst. fiir Mikrobiologie, Biochemie und Genetik. Erlangen, Germany;
2008 January 18.

Wittinghofer, Alfred, Prof. Dr. Nucleotide-dependent molecular
switches and how they function; Max Planck Institute of Molecular
Physiology. Dortmund, Germany; 2008 December 3.

Wittmann, Valentin, Prof. Dr. Combinatorial approaches to probe
carbohydrate-protein and carbohydrate-RNA interactions; Department
of Chemistry, University of Konstanz. Konstanz, Germany; 2008
February 22.

Yusibov, V. M., Dr. Plant based production of vaccine antigens;
Fraunhofer Center for Molecular Biotechnology. Newark / Delaware,
USA; 2008 December 4.

Zeilinger, Carsten, Dr. Development of functional assays with ion
channels als targets — from bench to appliance; Institute of Organic
Chemistry, Leibniz University Hannover. Hannover, Germany; 2009
February 20.
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Eindriicke vom...

...Besuch der Bundesministerin fiir Bildung und Forschung,
Frau Schavan, im HZI Fotos: HZI

... HZI-InWEnt-Berlin Workshop, Oktober 2009 Foto: HZI




Abbildungen auf diesen Seiten, von links nach rechts: Eva Zimmermann erkldrt I[T-Programme Schiilerinnen und Schiilern wihrend
des Zukunftstags am HZI | Diskussion wdihrend eines Besuchs des Indischen Gesundheitsministers und seiner Delegation mit
HZI Wissenschaftlern und Politikern im HZI FORUM | Wdihrend eines Workshops iiber Technologietransfer und Arbeiten in

Netzwerken in Biotechnologie. Der Workshop wurde von HZI, InWEnt und BPPT organisiert und fand im BPPT-Gebdude in Jakarta,
Indonesien, statt. | Fotos: HZI, Krimer (li) | HZI, Krimer (mi) | HZI, Jonas (re)
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Zahlen und Fakten

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

Das Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung (HZl) wurde 1965 als ,,Zentrum fiir Molekularbiologische Forschung ,, (GMBF) mit

finanzieller Unerstiitzung durch die Volkswagen-Stiftung gegriindet. 1976 wurde sie durch das Bundesministerium fiir Forschung

und Technologie (BMFT) sowie das Land Niedersachsen als GroBforschungseinrichtung unter dem Namen ,Gesellschaft flr Bio-

technologische Forschung mbH* (GBF) Gibernommen. Seit dem erfolgt die Finanzierung durch das BMFT/BMBF sowie dem Land

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

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

Forschungsfinanzierung Die Gesamtausgaben des HZI
betrugen im Jahr 2008 54,4 Mio €, wovon Uiber 75%,
41,8 Mio £, in das Programm ,Infektion und Immunitat*
investiert wurden.

Kosten nach Programmen (in T€)

Forschungsbereich Programm Vollkosten

Gesundheit Infektion und Immunitat 41586
Genom- und Gesundheitsforschung 2 207
Umwelt und
Gesundheit Gene, Umwelt und Gesundheit 5253
Technologie-Transfer 802
Sonderaufgaben 4 442
Sonstiges 140
Gesamtsumme 54 430

Drittmittel Einwerbung Mehr als 75% der Drittmittel
kamen aus nationalen F&E-Programmen. Etwa 11% der
Drittmittel konnten aus EU-Programmen eingeworben
werden, wahrend aus der Industrie 6% kamen.

Drittmittelfinanzierung (in T€)

BMBF 7 747.91
DFG 2 620.75
EU 1834.02
Industrie 995.55
HGF 2 403.21
Niedersachsen 249.64
Sonstige 813.31
Gesamtsumme 16 664.38

Vollkosten 2008

Sonstiges 0,2 %

Technologie-Transfer 1,5 %

Sonderaufgaben 8,2 %

Genom- und Gesund-
heitsforschung 4 %

Gene, Umwelt und
Gesundheit 9,7 %

Infektion und Immunitét 76,4 %

Drittmittelfianzierung 2008 - nach Herkunft

Niedersachsen 1,5 %

Sonstiges 4.9 %

Industrie 6.0 %

EU 11,0%

HGF 14.4 %

DFG 15,7 %

BMBF 46.5 %




Patente / Lizenzen Im Jahr 2008 wurden 11 Patente
angemeldet, davon 10 im Ausland. Alle Patentanmeldungen
kamen aus dem Bereich ,,Gesundheitsforschung®.

Patente und Lizenzen, Berichtsjahr 2008

Insgesamt Deutschland

Prioritatsbeglindete 11 1 10
Anmeldungen (2008)

Bestand der lebenden 96 43 558
Patentfamilien

Erteilte Patente (2008) 130 9 121
Gesamtbestand erteilter Pa- 523 47 476
tente u. lebender Patentfamilien

Lizenzvereinbarungen, 368 26 342
Gesamtbestand

Lizenzeinnahmen* (in T€) 500 140 360

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

Veroéffentlichungen, Berufungen, DFG-Programme, und
Gastwissenschaftler Das HZI konnte seine Bedeutung
durch hervorragende internationale Verdffentlichungen in
den letzten Jahren weiter steigern. Eine Reihe von Aufsitzen
wurden in den weltweit anerkannten Zeitschriften der
Science- und Nature-Gruppe publiziert (Ndheres siehe unter
der Rubrik ,Veroffentlichungen“ im Abschnitt ,Wissen-
schaftlicher Ergebnisbericht*).

Viele HZI-Wissenschaftler sind an wichtigen nationalen wie
internationalen Forschungsprogrammen beteiligt.

Teilnahme von HZI-Wissenschaftlern an bedeutenden
nationalen und internationalen Forschungsprogrammen

DFG (Deutsche Forschungsgesellschaft)

SFB 431 Membranproteine

SFB 566 Zytokinrezeptoren

SFB 578 Vom Genom zum Produkt

SFB 587 Lungenimmunitat

SFB 599 Dauerimplantate

SFB 621 Pathobiologie der Darmmucosa

SFB 738 Optimierung konventioneller und innovativer
Transplante

SSP 1150 Signalwege zu Zytoskelett und bakterieller
Pathogenitat

SSP 1160 Kolonisierung und Infektion durch
humanpathogene Pilze

SSP 1230 Bakterielle DNA-Vektoren

Exzellenz-  REBIRTH

cluster 42

FOR 119 Leberzellkarzinom

FOR 471 Zelldifferenzierung

FOR 629 Antikorper und Proteinanalyse
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BMBF

Grundforschung
Genomforschung

Grundforschung
Genomforschung

ERA-Net

FORSYS

FORSYS

Genomic

Genomic

MEDSYS

MEDSYS

NGFN 11

NGFN 11

NGFN II

NGFN I

NGFN 11

NGFN 11

NGFN 11

NGFN Plus

NGFN Plus

Suszeptibilitat & Resistenz
Suszeptibilitat & Resistenz
Suszeptibilitat & Resistenz
Zoonosen / Systembiologie
Zoonosen / Systembiologie
Zoonosen / Systembiologie
Zoonosen / Systembiologie

Candida Therapie

Tuberkulose Therapie

SPATELIS
Stoffwechselbilanz in E. coli
LT cell Talk”

Metagenom von Biofilmen
Sorangium cellulosum
Jekyll & Hyde

BiolnSys

Infektion und Entziindung
Okologische Genome
Saugetiermodelle

Protein

DNA

Zellen

Antikorperfabrik
Deutsche Mausklinik
Adipositas Netzwerk
SkinStaph

PROGRESS

Resistenz und Empfindlichkeit
SysMo

ZooMAP

PBA-Zoo

Influenza

Quantitative Art
Parameter

Veroffent-
lichungen

2006 2007 2008

Veroffentlichungen in ISI- 247 240 205
registrierten Zeitschriften

Aufsétze, Peer-reviewed, 7 10 5)
in nicht-ISI-Zeitschriften

Biicher, sonstige

18/3 9 4

Veroffentlichungen

Gesamtzahl 275 259 214
Habilitationen 0 3 2
Dissertationen 15 25 40
Doktoranden 97 181 219
Berufungen  Berufungen an 4 B 4
(W2/W3) Universitaten
Spezielle DFG-SFBs, Transregios,
DFG-Pro- Exzellenzcluster 6 8 8
programme DFG-Research Focus 5 4
Graduiertenkollegs 8 3
Gesamtzahl 14 15 13
Gastwissen- 132 121 98
schaftler
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EU Rahmenprogramme

CA CASIMIR

CP FAST-XDR-DETECT
CP FLUINHIBIT

CP BACSIN

CSA TARPOL
Infrastruktur EATRIS
Infrastruktur Infrafrontier
Infrastruktur ProteomeBinders
Marie Curie IOF  APPI

Marie Curie EST ~ MIDITRAIN

Marie Curie RTN  IMDEMI

NoE Marine Genome

NoE EUROPATHOGENOMICS
NoE MUGEN

NoE CliniGene

NEST PROBACTYS

NEST EMERGENCE

STREP Gesundes Wasser
STREP ASSIST

STREP EPI-VECTOR

STREP FPLFEX

STREP Neue Mittel gegen TB
STREP Fastest TB

STREP PANFLUVAC

Graduiertenkollegs

Int. Doktorandenprogramm
Marie Curie Graduiertenkolleg
Int. Graduiertenkolleg
DFG-Graduate School GRK 653
DFG-Graduiertenkolleg GRK1273

“Infektionsbiologie”
“MIDITRAIN”
“Molekularkomplexe”
“Pseudomonas”
“Chronische Infektionen”

Technologie-Transfer Im HZI besteht ein grofes Potenzial
an der Entwicklung innovativer Produkte, Verfahren und
Dienstleistungen, insbesondere in Kooperation mit indus-
triellen Partnern. Ein wichtiges Ziel des HZI ist es daher,
die im Rahmen der Forschung erbrachten Ergebnisse durch
Technologietransfer zur Anwendung zu bringen. Deshalb
sind fiir das HZI Ausgriindungen von Firmen, Lizenzver-
gabe, Service und Dienstleistungen im Rahmen von Indus-
triekooperationen wichtige Parameter fiir die Umsetzbarkeit
ihrer F&E-Ergebnisse. Aus diesem Grund ist das HZI Mitglied
in Vereinigungen wie BioRegioN und dem Transferkolleg
Biotechnologie e.V..

Der HZI-Wissenschafts Campus Im Jahr 2006 begann das
HZI mit dem Bau eines zweiten groBeren Maushauses, um in
Zukunft das Mausmodell noch besser fiir die Untersuchung
von Infektionsmechanismen nutzen zu konnen. Das Gebdude
verfiigt tiber ein besonderes Hochsicherheitslabor fiir Erreger
der biologischen Sicherheitsklasse 3 und bietet Platz fiir

die Zucht und Haltung von 25000 Mausen. Es wurde am 27.
August 2009 feierlich eingeweiht.

Technologieverwertung Seit 2002 bietet die Ascenion
GmbH ihre Dienste in erster Linie vier Zentren der Helm-
holtz-Gemeinschaft im Bereich Gesundheitsforschung,
DKFZ, GSF, HZI und MDC, an. Die Hauptgeschéftsstelle
befindet sich in Miinchen, ein Biiro mit zwei standigen
Mitarbeitern auf dem HZI-Campus.

Die Ascenion GmbH {libernimmt folgende Aufgaben fiir
das HZI:

* Erfindungsaquisition und Erfindungsbetreuung am HZI
» Technologiebewertung und Schutzrechtsanmeldung

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

Biotech-Messe auf dem HZI-Gelande Zum 5. Mal organi-
sierte die Firma OMNILAB eine kleine Biotech-Messe mit
Symposium am 18. 9.2008 im HZI-FORUM. Unterstiitzt
wurde die Messe von HZI und DSMZ. Uber 60 Aussteller
zeigten ihre Produkte, die groBen Forschungsinstitutionen
der Region waren vertreten und mehr als 550 Besucher, ein
neuer Rekord, aus der Region Braunschweig — Hannover —
Magdeburg waren anwesend. Mehr als 220 Personen nahmen
an den 16 Vortrdgen zu neuen biotechnologischen Entwick-
lungen teil. Die ndchste Messe ist fiir den 16.9.20010 geplant.

Lindriicke wiihrend der von OMNILAB organisierten Biotech-
Messe im HZI Forum im September 2008 Foto: OMNILAB

ASAG-BioTech-Netzwerk Die Internetplattform des
ASEAN-South American-German Biotechnetwork
(www.asag-biotech.net) wurde mit Beginn des Jahres 2008
neu gestaltet. Es ist jetzt moglich die meisten Institute in
Deutschland im Bereich Biotechnologie sensu latu iber
Stichworteingabe zu finden. AuBerdem kann man auch
jeweils tiber 100 Institute in Lateinamerika und Stidost-
asien dort finden und nach Industrien und Events suchen.
Die Plattform gibt direkten Zugang zu den Seiten der
wichtigsten deutschen Wissenschaftseinrichtungen, von
Stipendiengebern und von ,Calls“ zur Forschungsforde-
rung. Die Publikationsdatenbanken der Helmholtz-Einrich-
tungen, mehrere Patentdatenbanken und die Seiten von




Universitatsbibliotheken konnen gefunden werden. Durch
eine Kooperation mit dem Internationalen Biiro Bonn kann
man auch auf viele Seiten dieser Organisation zugreifen. In
2008 organisierte das HZI zusammen mit InWEnt mehrere
Workshops zum Thema , Arbeiten in Netzwerken® sowie
slechnologie-Transfer” in Bangkok, Hanoi, Jakarta, Kuala
Lumpur, Manila und Sao Paulo. Diese wurden mit Ausnah-
me der Jakarta und Sao Paulo Workshops durch das MWAV,
Hannover, finanziert.

Die Teilnehmer des InWEnt-HZI-Kurses 2008/9 fiir Industri-
elle Biotechnologie vor dem Reichstagsgebdude in Berlin. Der
Hauptanlass dieses Besuchs in Berlin war, Einblicke in die
Arbeit des Bundestages durch eine Diskussion mit der Braun-
schweiger Bundestagsabgeordneten, Dr. Carola Reimann, die
auch Biotechnologin ist, zu bekommen.  Foto: HZI, Jonas

Tag der Offenen Tiir am HZI Am Samstag, den 9. Mai
2009, offnete das HZI seine Pforten fiir die Bevolkerung, um
den Gésten vor Ort die Aktivitdten des Zentrums zu zeigen.
Uber 1400 Besucher aus der Region nutzten die Gelegenheit,
sich detailliert tiber Infektionen, Impfstoffe, Biofilme u.v.a.
zu informieren.

Prof. Kalesse zeigt Schiilern, was man mit fliissiger Luft
machen kann. Foto: HZI, Gramann
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Krippenbetreuung und Kindergarten Seit August 2006
bietet das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung

in Kooperation mit der Kita Sterntaler in Braunschweig-
Stockheim Krippenbetreuung fiir Kinder ab einem Jahr von
8.00 bis 17.00 Uhr an. Am Ende des Jahres 2008 besuchten
11 Kinder die Kita, davon 4 die Krippe und die iibrigen den
Kindergarten.

Initiative ,Haus der kleinen Forscher“ Seit Februar 2008
fiihren 2-3 Doktoranden einmal im Monat kleine anschauliche
Experimente im Kindergarten Sterntaler durch. Insgesamt
10 Doktoranden sind an diesem Programm beteiligt. Die
Kinder bekommen so spielerisch Einsicht in die Welt der
Naturwissenschaften.

Audit “berufundfamilie” Der erste Jahresbericht zum Audit
Lberufundfamilie“ wurde am 25. November 2008 prasentiert.
Seit dem 1. Januar 2009 gibt es ein Biiro dafiir am HZI. Die
Maoglichkeit einer Kinder-Notfall-Unterbringung von Kindern
von HZI-Mitarbeitern wurde damit ermoglicht.

Helmholtz-Mentorenprogramm 2007/2008 Am 29. April
2008 fand die Abschlussveranstaltung des 3. Helmholtz-
Mentorenprogramms in Koln statt. Das 4. Programm
begann einen Monat spater. Von Seiten des HZI sind eine
Mitarbeiterin als ,Mentee“ sowie 3 Mentorinnen und 1
Mentor beteiligt. Bislang haben seitens des HZ1 7 ,Mentees*
und 9 MentorInnen teilgenommen.

Zukunftstag fiir Maddchen und Jungen In 2008 und 2009
haben jeweils 78 Schiilerinnen und Schiiler zwischen 12
und 16 Jahren aus den unterschiedlichsten Schulformen das
HZI am Zukunftstag besucht. In 2008 waren es 49 Madchen
und 29 Jungen, wihrend es in 2009 43 Madchen und 35
Jungen waren.

Mddchen und Jungen sind sehr neugierig zu lernen, was das
HZI in der Forschung macht. Foto: HZI, Krimer
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Personal Der Personalstand betrug am 31.12.2008 insge-
samt 639 Personen in Voll- und Teilzeitbeschiftigung. Hinzu
kamen 178 Gastwissenschaftler in verschiedenen Projekten,
deren Bezahlung aus Drittmitteln auBerhalb des HZI erfolgte.
Neben 103 ,Senior“- Wissenschaftlern waren 219 Doktoran-
den fast 100 Gastwissenschaftler und 18 Ingenieure am HZI
beschaftigt.

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

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

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

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

Geschiftsfiihrer Prof. Dr. Rudi Balling hat als Wissen-
schaftlicher Geschaftsfiihrer seit 2001 kontinuierlich das
HZI von der GBF als biotechnologisch ausgerichteten For-
schungsanstalt in ein auf Infektionsforschung fokussiertes
Helmholtz-Zentrum gewandelt. Dadurch hat er nicht nur das
HZI, sondern auch die gesamte Region maBgebend gepragt.
Seit dem 01.09.2009 ist Prof. Dr. Rudi Balling als Direktor
des Luxembourg Centre for Systems Biomedicine an die Uni-
versitit Luxemburg gewechselt. Seitdem leitet Prof. Dr. Jiirgen
Wehland das HZI als Wissenschaftlicher Geschéftsfiihrer.

Der bisherige Administrative Geschdftsfiihrer Dr. Georg
Frischmann (li) und der zukiinftige Administrative Geschdifts-
fiihrer Ulf Richter (re). Fotos: HZI

Dr. Georg Frischmann hat in den vergangenen dreizehn
Jahren als Kaufmannischer Geschéftsfiihrer die Verwaltung
des HZI neu strukturiert und zu einer Serviceeinheit fiir die
Wissenschaft transformiert. Zum 01.11.2009 ist Dr. Georg
Frischmann als Geschéftsfiihrer an das Berufsforderungs-
werk Thiiringen gewechselt, welches sich der Aus- und
Weiterbildung von behinderten Menschen widmet.

Wissenschaftler-Versammlung Die Wissenschaftler-Ver-
sammlung berét die Geschaftsfithrung in Angelegenheiten
von grundsatzlicher wissenschaftlicher Bedeutung. Ihr ge-
horen 33 gewahlte Mitglieder aus dem Kreis der angestell-
ten Wissenschaftler an. Die Geschaftsfiihrung, Bereichs-
leiter, Arbeitsgruppenleiter der Nachwuchsgruppen und ein
Doktoranden-Vertreter sind Gaste in der Wissenschaftler-
Versammlung. Vorsitzender ist Dr. Wolf-Rainer Abraham
(seit Mai 2003), Stellvertreterin ist Dr. Ute Pagelow.

Direktorium Das Direktorium beréat die Geschaftsfiihrung
in allen wichtigen Angelegenheiten des HZI. Thm gehoren
neben der Geschéftsfiihrung die Bereichsleiter, ein Ver-
treter der Nachwuchsgruppen und der Vorsitzende der
Wissenschaftler-Versammlung an.

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

Gleichstellungsbeauftragte im Berichtszeitraum war Frau
Evelyn Rohn-Stenzel gewesen.
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Der neue Wissenschaftliche Geschdftsfiihrer des HZI, Prof. Jiirgen Wehland (re) im Gesprdch mit dem Aufsichtsratsvorsitzenden des
HZI, Dr. Peter Lange (li), und dem scheidenden wissenschaftl. Geschdftsfiihrer, Prof. Rudi Balling (mi) Foto: HZI

Mitglieder des Aufsichtsrats (AR) und des Wissenschaftlichen Komitees (WK), Stand: 15.06.2009

Funktion Name, Titel Organisation Ort

Vorsitzender AR Lange, MinDir. Dr. Peter BMBF Berlin

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

AR Warmuth, MR Dr. Ekkehard BMBF Berlin

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

AR Strétz, Dr. Michael HZI Braunschweig

AR WeiB, Dr. Siegfried HZI Braunschweig

AR + WK Zettlmeissl, Dr. Gerd Intercell AG Wien

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

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

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

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

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

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

WK Hacker, Prof. Dr. Jorg Universitat Wiirzburg

WK Hackenberg, Prof. Dr. Regine Technische Universitat Kaiserslautern

WK Apweiler, Dr. Rolf EBI Cambridge

WK Wilmanns, Dr. Matthias EMBL Hamburg

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

WK Hémmerling, Prof. Dr. Giinter DKFzZ Heidelberg
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Wissenschaftliches Komitee (WK)
Prof. Dr. K. Pfeffer, Vorsitzender

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

Wissenschaftlicher Geschaftsfithrer (GFW) Prof. Dr. J. Wehland
Administrativer Geschéftsfiihrer (GFA) U. Richter (ab 1.4.2010)

Wissenschaftliches
Direktorium (DR)

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

Betriebsrat (BR)
Vorsitzender J. Aubert

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

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

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

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

AG Zytoskelett
Dynamik (CYD)
Dr. K. Rottner

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

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

AG Immunregulation
(IREG)
PD Dr. D. Bruder

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

NG Chronische Pseudo-
monas Infektionen (CPI)
PD Dr. S. HauBler

NG Chronische
Infektionen (CHIK)
Dr. L. Zender

Bereich Molekulare
Biotechnologie (MBIO)
Prof. Dr. H. Hauser

Abt. Genomanalyse
(GNA)
Dr. H. Blocker

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

AG Molekulare
Immunologie (MOLI)
Dr. S. WeiB

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

AG System- u. Synthe-
tische Biologie (SSBI)
Prof. Dr. V.A.P.
Martins dos Santos

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

Abt. of Molekulare
Strukturbiologie (MOSB)
Prof. Dr. D. Heinz

AG Biophysikalische
Analytik (BA)
Dr. V. Wray

NG Makromolekulare
Interaktionen (MMIA)
Prof. Dr. C. Ritter

NG Strukturbasierte

Infektionsbiologie (SBIB)

Dr. T. Lihrs

AG Recombinante
Proteinexpression (RPEX)
Dr. J. van den Heuvel

Abt. Medizinische
Mikrobiologie (MMIK)
Prof. Dr. G. S. Chhatwal

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

AG Biodegradation
(DEG)
PD Dr. D. Pieper

Abt. Vakzinologie und an-
gew. Mikrobiologie (VAC)

Prof. Dr. Dr. C.A. Guzmén

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

NG Phagosomen

Biologie (PHAB)
Dr. M. Gutierrez

NG Immunalterung u. chro-
nische Infektionen (IMCI)
Dr. L. Cicin-Sain

Abt. Infektionsgenetik
(INFG)

Prof. Dr. K. Schughart
(Prokurist)

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

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

AG Tierexperimentelle
Einheit (TEE)
Dr. H. Riedesel

Abt. Experimentelle
Immunologie (EXIM)
Prof. Dr. J. Hihn

AG Umweltmikro-
biologie (UMW)
Prof. Dr. K. N. Timmis

AG Gezielte Genprodukt-
optimierung (DirEv)
Prof. Dr. J. Collins

AG Biologische System-
analyse (BISA)
Prof. Dr. U. Bilitewski

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

AG Systemorientierte
Immunologie u. Entziin-
dungsforschung (SIME)
Prof. Dr. I. Schmitz

Abt. Molekulare Infek-
tionsbiologie (MIBI)
Prof. Dr. P. Dersch

Schwerbehinderten-
vertretung (VPS)
B. Dojka

Gleichstellungs-
beauftragte (GB)
E. Rohn-Stenzel

Wiss. Technische
Dienste (WTD)

Prof. Dr. J. Wehland

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

L Bibliothek (BIB)
A. Plshn

Rechenzentrum (RZ)
I~ Dr. N. Bedorf

Sicherheit und

— Umweltschutz (SU)
Dr. E. Grund

Infrastruktur

Verwaltung und Infra-
struktur (VIN)
U. Richter (ab 1.4.2010)

Personal (PA)

I~ J. Schinkel

Finanzen (FA)

I~ H. Ohrdorf

Einkauf, Geréate- und
Materialwirtschaft (EM)
B. Balster

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

Patentstelle (PS)
D. Meseke

Technischer

—— Betrieb (TB)

0. Rabe

Presse- und Offent-
lichkeitsarbeit (OA)
S. Thiele

Controlling (CO)

— - Dr. M. Stratz (DMC)
- H. Ohrdorf (BCO)

- Dr. R-J. Miiller (PWC)

Organisation (ORG)
I N.N.

Innenrevision/SAP

— (IR/SAP)
R. Lomberg (DSB)
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Tag der offenen Tiir 2009 HZI-InWEnt Workshops 2008

Fotos: HZI, Jonas
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Foto: HZI, Kluge
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