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4 PORTRAIT

Unser Name ist Programm: Am Braunschweiger Helmholtz-
Zentrum fiir Infektionsforschung schaffen etwa 350 Wissen-
schaftler und 350 Mitarbeiter aus Technik und Verwaltung
die Grundlagen fiir neue Praventionsmethoden, Diagnose-
verfahren und Medikamente, mit denen sich Infektions-
krankheiten in Zukunft besser heilen oder wirksamer ver-
hindern lassen. Die Wege, die zu diesem Ziel fiihren, sind
ebenso vielfiltig wie die der Krankheitserreger in unserem
Korper: Mikrobiologen setzen sich damit auseinander, wie
Bakterien und Viren es schaffen, unsere Immunbarrieren
zu iiberwinden, wie sich Bakterien untereinander verstandi-
gen und weshalb sie uns liberhaupt krank machen. Geneti-
ker erforschen unser Erbgut und suchen nach den Griinden,
weshalb ein Mensch beispielsweise an Grippe erkrankt,
sein Nachbar jedoch nicht. Immunologen untersuchen, wie
unser Organismus auf fremde Eindringlinge reagiert und
sie abwehrt. Strukturbiologen erforschen die molekularen
Strukturen von Schliisselmolekiilen bei all diesen Wechsel-
wirkungen. Auf der Basis dieses Wissens untersuchen und
entwickeln Chemiker neue Wirkstoffe, die wir den Krank-
heitserregern entgegensetzen konnen. Einen anderen Weg
gegen Keime haben Impfstoffforscher im Visier: Sie wollen
verhindern, dass diese uns iiberhaupt krank machen.

Neue Diagnoseverfahren, Impfstoffe oder Medikamente
lassen sich nur dann erfolgreich entwickeln, wenn man die
Mechanismen von Infektionskrankheiten richtig verstanden
hat. Einer von vielen Startpunkten, von dem aus sich For-
scher des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung dem
komplizierten Geflecht ,Infektion“ ndhern, ist die Zelle — so-
wohl die des Wirtes als auch die der Bakterien. Ein Beispiel:
Opportunistische Infektionen. Zu einem Problem werden

sie in Krankenhdusern. Da, wo Patienten mit geschwdchtem
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 zusammenschlieBen und
unter Umstidnden chronische Krankheiten verursachen. In
Biofilmen sind die Bakterien von einer Schiitzhiille umgeben,
die sie sehr wirksam vor Angriffen des Immunsystems oder
Antibiotika schiitzt. Aber was muss iiberhaupt geschehen,
damit ein zundchst harmloser Keim zum Angreifer wird? Wie
kommunizieren Bakterien untereinander und wie mit ihrem
Wirt? Erst wenn Wissenschaftler verstanden haben, wie die
Wechselwirkungen zwischen Krankheitserregern und ihren
Wirtszellen aussehen und welche Mechanismen hinter die-
sen Wechselwirkungen stehen, konnen sie gezielt die Kom-
munikation zwischen den Bakterien untereinander storen.

—

Infektionen liegen immer molekulare Wechselwirkungen
zwischen Mensch und Erreger sowie den Erregern unterein-
ander zugrunde. Wichtigstes Element dieses Wechselspiels
sind die an Infektionen beteiligten Proteine. Sie spielen des-
halb eine zentrale Rolle fiir das Verstdndnis von Infektions-
krankheiten. Mit tausenden von Proteinen organisieren

und katalysieren die Mikroorganismen ihr Leben. Das Ziel
der Infektionsforscher ist, all diese Proteine nicht nur zu
beschreiben, sondern ihre Funktion kennen zu lernen.
Insbesondere die Proteine auf der Zelloberfldche sind es,

die fiir den Kontakt mit dem Wirt verantwortlich sind - und
die Frage, die liber der gesamten Forschung steht, ist immer
noch: Wie schaffen es Bakterien, uns zu infizieren? Zwar ist
das Arsenal der verschiedenen Pathogenitétsfaktoren, mit
denen Bakterien, Viren und andere mikrobielle Krankheits-
erreger in die Prozesse der menschlichen Zellen eingreifen,
letztlich tiberschaubar - zu wissen, wo sie zu finden sind,
und diesen Faktoren einen Namen geben zu kdnnen, heift
jedoch noch nicht, sie zu kennen. Proteine sind sehr groBe
Molekiile mit komplexen Strukturen, und in diesen Struktu-
ren liegt das Geheimnis ihres Erfolges. Die Wissenschaftler
am HZI sehen sich die Strukturen genau an — Atom fiir
Atom. Sie suchen nach den Nischen und Haken, mit denen
sie sich aneinander schmiegen, festhalten und auch wieder
voneinander 19sen.

Kennen die Strukturbiologen diese entscheidenden Teile in
der Molekiilstruktur, konnen Chemiker mit diesem Wissen
weiterarbeiten. Ihr Ziel ist es, maBgeschneiderte Molekiile
zu entwickeln, die genau in diese Struktur passen — und
so moglicherweise eine Infektion unterbrechen. Dazu
suchen die Chemiker natiirliche Hemmstoffe oder stellen
synthetische neue her, mit denen die Funktionen der
Erreger-Proteine gezielt blockiert werden konnen.

Die Basis fiir neue Wirkstoffe, die an den Schwachstellen
der bakteriellen Proteine angreifen, sind haufig Naturstoffe.
Sie stammen sowohl aus traditionellen als auch erst neu
entdeckten Heilpflanzen, aus Pilzen oder aus Bakterien.
Eine besondere Rolle spielen am HZI die Myxobakterien.
Sie leben im Erdboden und setzen sich gegen bakterielle
Konkurrenten mit einer Vielzahl chemischer Substanzen
zur Wehr - sehr wirksame Stoffe, wenn sie von Infektions-
forschern genau analysiert und zum Medikament weiter
entwickelt werden. Mikrobielle Wirkstoffe gelten deshalb
als die optimalen Ausgangssubstanzen zur Bekdmpfung
von Infektionskrankheiten, wenn es gilt, neue Therapien in
die Kliniken zu bringen.



Die Aufgabe der Chemie in der Infektionsforschung ist
einfach beschrieben und schwierig gemacht: Chemiker
suchen nach den wirksamen Bestandteilen, mit denen

sich etwa Myxobakterien gegen andere Mikroorganismen
wehren oder die eine Pflanze zu einer Heilpflanze machen.
Und in diesen Molekiilen suchen sie nach den entscheiden-
den Strukturmerkmalen und chemischen Gruppen, um sie
nachzubauen und sogar in ihrer Wirkung zu verbessern.
Naturstoffe zu synthetisieren oder zu modifizieren, damit
daraus potente Medikamente werden, ist eine Disziplin mit
der sich HZI-Forscher zwischen Grundlagenforschung und
medizinischer Anwendung bewegen.

Ein wichtiger Schritt auf dem Weg vom Naturstoff zur An-
wendung ist die pharmazeutische Weiterentwicklung dieser
Stoffe. Neue und oft multi-resistente Erreger erfordern
effizientes Vorgehen bei der Entwicklung neuer Antiinfek-
tiva. Ein Aspekt, der von der AuBenstelle des HZI an der
Universitdt des Saarlandes abgedeckt wird: dem Helmholtz-
Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS).
Die Wissenschaftler am HIPS nutzen gentechnische und
genomanalytische Verfahren, um einerseits Naturstoffpro-
duzenten zu optimieren und andererseits Leitstrukturen
und Wirkstoffkandidaten medizinalchemisch weiter zu
entwickeln. Zudem suchen sie nach Methoden, die Arznei-
stoffe besser iiber biologische Barrieren an ihren Wirkort zu
transportieren, und entwickeln neue, optimierte Formulie-
rungen fiir Arzneien.

Ebenfalls an der Grenze zwischen Grundlagenforschung
und Klinik arbeiten die Impfstoffforscher des HZI. Impf-
stoffe gelten als effektivste und kostengiinstigste Methode,
Infektionskrankheiten bei Mensch und Tier vorzubeugen.
Natiirlich suchen HZI-Wissenschaftler auch nach neuen
Impfstoffen gegen Infektionskrankheiten — eine ihrer Spe-
zialitdten ist jedoch, die Optimierung von Vakzinen durch
verbesserte Adjuvanzien. Diese Stoffe schiitzen selbst nicht
vor den Krankheitserregern, helfen jedoch den Impfstoffen,
ihre Wirkung voll zu entfalten.

Zu einer Infektion gehdren der Erreger, der befallene
Organismus und Umweltfaktoren. Da die Umweltfaktoren
bislang nicht tiberschaubar sind, konzentrieren sich die
Wissenschaftler am HZI zunéchst auf die Wechselwirkun-
gen zwischen Erreger und Wirt. Der Forschungszweig, der
die mit diesem Wechselspiel verbundenen sehr komplexen

Fragen beantworten mochte, entwickelt sich gerade erst: Die
Systembiologie. Ob ein Wirt empfindlich oder unempfindlich
auf eine Infektion reagiert, bestimmt eine ganze Reihe von
Genen. Dabei beeinflussen sich die Gene auch untereinander.
Ein defektes Gen kann durch andere Gene kompensiert wer-
den, Fehler im Erbmaterial konnen sich gegenseitig verstar-
ken. Die systemgenetische Untersuchung solcher Verflech-
tungen wird zu neuen therapeutischen Ansatzen fiihren.

Die Instrumente dafiir sind nicht ausschlieBlich Petrischale,
Mikroskop oder Maus, sondern vor allem Computer.

Der Forschungsbogen, den das Helmholtz-Zentrum fir
Infektionsforschung von den molekularen Interaktionen
zwischen Erreger und Wirt bis zu neuen Wirkstoffen und
der Pravention spannt, soll direkt zum Menschen fiihren. In
Kooperation mit der Medizinischen Hochschule Hannover
ist das TWINCORE in Hannover entstanden — ein Trans-
lationszentrum, das ein Forschungstreffpunkt von Klinik
und Grundlagenforschung ist. Mediziner und Grundlagen-
forscher arbeiten dort unter einem Dach zusammen und ent-
wickeln gemeinsam Losungen fiir die Infektionsprobleme in
den Arztpraxen und Kliniken. Mit dieser und zukiinftigen
Kooperationen starkt das Helmholtz-Zentrum fiir Infekti-
onsforschung die Kompetenzen der Gesundheitsforschung
im Raum Braunschweig-Hannover. Und es néahert sich
schrittweise einem alten und dennoch aktuellen Problem:
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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Gaste bei HZI-Veranstaltungen

Teilnehmer der Erdffnungsveranstaltung des Symposiums "Networking and Technology Transfer", organisiert durch HZI, InWEnt
und das Thaildndische Rote Kreuz (QSMI) ( Bangkok, Juni 2010). Foto: QSMI/HZI

Fotos: HZI



Vorwort | Prof. Dr. Dirk Heinz 7

Prof. Dr. Dirk Heinz | Wissenschaftlicher Geschaftsfiihrer

Die letzten zwei Jahre waren eine Phase der Verdnderung fiir das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI). Nach der
erfolgreichen wissenschaftlichen Neuausrichtung auf das Thema Infektionsforschung verlieB der Wissenschaftliche Geschéfts-
fuhrer Rudi Balling das Zentrum im Jahr 2009 - zuerst fiir einen wissenschaftlichen Forschungsaufenthalt am Broad Institute und
kurz danach dauerhaft flir eine neue Position als Direktor des Luxemburg Centre for Systems Biomedicine. Mit Jirgen Wehland,
dem ehemaligen Leiter der Abteilung Zellbiologie, wurde im Januar 2010 ein ausgezeichneter Nachfolger als Wissenschaftlicher
Geschéftsfihrer berufen. Als langjahriger Kenner der am HZI betriebenen Forschung war er die ideale Wahl fiir die Leitung des
Zentrums und die weitere strategische Ausprégung des wissenschaftlichen Profils. Nach weniger als einem Jahr im Amt bedeutete
sein plétzlicher Tod am 16. August 2010 den Verlust eines in hohem MaB respektierten Kollegen und Freundes fiir viele von uns.
Trotz dieses liberschattenden Ereignisses und mit dem dritten Wissenschaftlichen Geschaftsfiihrer in weniger als drei Jahren im
Amt ist das HZI zunehmend als Zentrum ausgezeichneter Infektionsforschung sichtbar geworden. Ganz im Sinne der Veranderungen,
die von Rudi Balling initiiert und durch Jirgen Wehland weitergefiihrt wurden, sind wichtige Projekte begonnen worden, die wir nun
erfolgreich fortsetzen, sowohl auf dem HZI Campus als auch dariiber hinaus:

* 2009 wurde gemeinsam mit der Universitat Saarbriicken das Helmholtz- Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarbriicken
(HIPS) gegriindet. Das pharmazeutische Know-how am HIPS ergénzt ideal die Expertise im Bereich der Infektionskrankheiten
und in der Natur- und Wirkstoffforschung am HZI.

e Zusammen mit dem Fraunhofer-Institut fiir Toxikologie und Experimentelle Medizin (ITEM), der Medizinischen Hochschule
Hannover (MHH), der Leibniz-Universitat Hannover, der Tierédrztlichen Hochschule Hannover und der Technischen Universitat
Braunschweig griindete das HZI 2008 die , Translationsallianz in Niedersachsen® (TRAIN), um translationale Wirk- und Impfstoff-
forschung zu férdern. Im Mai 2011 begann der Bau des Clinical Research Centre Hannover (CRCH). Das CRCH ist ein Gemein-
schaftsprojekt der TRAIN-Partner ITEM, MHH und HZI und wird als Plattform fir friihe klinische Studien dienen.

¢ Das HZI nahm zusammen mit seinen Partnern in der Region Braunschweig-Hannover erfolgreich an der kompetitiven Auswahl
der Griindungsmitglieder des Deutschen Zentrums fir Infektionsforschung (DZIF) teil, einer Initiative des Bundesministerium fir
Bildung und Forschung. Zusammen mit 26 anderen Forschungseinrichtungen aus ganz Deutschland gestaltet das HZI jetzt aktiv
den Griindungsprozess mit. Das DZIF wird Kréfte in der Infektionsforschung biindeln und legt den Schwerpunkt auf die Uber-
tragung von Erkenntnissen aus der Grundlagenforschung in die medizinische Anwendung. Die zentrale DZIF-Geschéftsstelle wird
am HZ| angesiedelt sein.

* Gemeinsam mit diversen Partnerinstitutionen in Norddeutschland Gbernahm das HZI die Fiihrung in der Entwicklung eines

Konzeptes fir das Zentrum fir Strukturelle Systembiologie (Centre for Structural Systems Biology - CSSB). Das CSSB wird

Expertise in der Strukturbiologie und Systembiologie vereinen, um die Untersuchung der bei Infektionen und anderen Krankheiten

stattfindenden molekularen Prozesse auf einem bisher unerreichten Niveau rdumlicher und zeitlicher Auflésung zu ermdglichen.

Der Griindungsvertrag fiir das CSSB wurde Anfang 2011 unterzeichnet.

Einige neue Gebaude auf dem HZI Campus sind mittlerweile bezogen worden oder stehen kurz vor der Fertigstellung:

- Die neue Tierexperimentelle Einheit (Tierhaus Il) nahm den Betrieb in 2010 auf.

- Das Verwaltungsnebengebédude wurde Ende 2009 errichtet.

- Das neue BSL3-Gebaude ist jetzt komplett und wird 2011 betriebsbereit sein.

- Der Biiro-Anbau fiir Gebdude D hatte im Friihjahr 2011 Richtfest; nach seiner Fertigstellung ist die Einrichtung neuer
Laborplatze im Gebaude D geplant.

Das HZl ist nun dank dieser erfolgreichen Projekte und Kooperationen auf dem richtigen Weg in die nachste Periode der Programm-
orientierten Forderung (PoF Ill) der Helmholtz-Gemeinschaft im Jahr 2013. Das Zentrum ist strategisch gut auf die Herausforde-
rungen in der Infektionsforschung vorbereitet. Zu den Schwerpunkten des HZ| zéhlen dabei die Aufkldrung von Infektionsprozessen,
eine intensivierte Wirkstoffforschung und die stete Translation von in der Grundlagenforschung gewonnenen Erkenntnissen - stets
in enger Kooperation mit unseren akademischen und industriellen Partnern. In der Zukunft werden wir weiter unser wissenschaft-
liches Profil starken, indem wir herausragende Projekte fordern und zuséatzliche wissenschaftliche Expertise heranziehen.

/

Prof. Dr. Dirk Heinz
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NACHRUF | Jiirgen Wehland 9

Wissenschaftlicher Geschaftsfiihrer 2009-2010 | Bereichsleiter Zell- und Immunbiologie 1997-2009 |
Wissenschaftler am HZI seit 1989

Das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung trauert um Jirgen Wehland. Er verstarb plétzlich und unerwartet am

16. August 2010 wahrend eines Urlaubs in Skandinavien.

Jirgen Wehland war fir viele Jahre unter zahlreichen Aspekten eine Schlusselfigur fiir das HZI:

Als exzellenter Wissenschaftler von internationalem Rang leistete er entscheidende Beitréage zu den Feldern der Zell- und
Infektionsbiologie. Anhand des Modellorganismus Listeria monocytogenes konnte er zeigen, wie Pathogene das Aktinzytoskelett
des Wirts nutzen, um Infektionsprozesse voranzutreiben. Zusammen mit anderen fiihrenden Wissenschaftlern legte er den Grund-
stein fiir eine neue wissenschaftliche Disziplin, die zellulare Mikrobiologie, die sich mit den Interaktionen zwischen Pathogenen

und ihren Wirten befasst und ohne die eine moderne Infektionsbiologie schlicht undenkbar ware.

Als herausragender Wissenschaftsmanager hat er nicht nur seine eigene Abteilung zu einer der erfolgreichsten des HZI entwickelt,
er reprasentierte dariiber hinaus die Mission und die Vision des gesamten Zentrums, indem er das Wissenschaftliche Programm

maBgeblich gestaltete, strategische Kooperationen mit unseren Partnerinstitutionen férderte und Berufungen von zentraler Bedeu-
tung fiir das HZI und seine assoziierten Institute vorantrieb. Trotz der Kiirze seiner Amtszeit als Wissenschaftlicher Geschéftsfiihrer

des HZI fiihrte er das Zentrum in Richtung spannender und zukunftstrachtiger Ziele.

Als fursorglicher Vorgesetzter und inspirierender Mentor hat er zahlreiche wissenschaftliche Lebenswege junger Wissenschaftler

am HZI und daruber hinaus aktiv geférdert und begleitet.

Als geschétzter Kollege und Freund fiir viele von uns stand seine Tir jedem offen, der seinen wissenschaftlichen oder persénlichen

Rat suchte.

Jirgen Wehland dachte stets an sich zuletzt - neben seiner Familie folgten die Forschung, die Mitarbeiter, das Zentrum und seine

Arbeit als Gutachter und in zahlreichen Gremien; dafir hat er sich selbstlos eingesetzt, unpratentids, ein Vorbild fir alle von uns.

Wir werden ihn immer vermissen!



FOKUS

Fotos von links nach rechts: Die Vertreter der HZI-Doktorandenvereinigung geben die Preistrdgerin fiir den besten
Doktorandenbetreuer des Jahres 2010 bekannt: Priv.-Doz. Dr. Eva Medina | Thomas Gazlig, Leiter Offentlichkeitsarbeit der HGF,
wdhrend der Ausstellung “Wunderkammer der Wissenschaft” in den Braunschweiger “Schloss-Akarden” | Prof. Dr. Kurt Wiithrich,
Nobelpreistrdger, in einer Diskussion mit Maxi Scheiter tiber Ergebnisse ihres Posters  Fotos: HZI, Hiibner (li) | HZI (mi) | HZI, Hiibner (re)
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12 FOKUS | Das Deutsche Zentrum fiir Infektionsforschung (DZIF) - Eine groBe Chance fiir das HZI - ein Interview

| Prof. Dr. Dirk Heinz | Wissenschaftlicher Geschaftsfiihrer des Helmholtz-Zentrums

fiir Infektionsforschung - HZI

Herr Professor Heinz, im November 2010 ist das HZI als
Partner-Einrichtung fiir das Deutsche Zentrum fiir Infek-
tionsforschung ausgewahit worden. Worum handelt es
sich dabei, und was bedeutet diese Entscheidung fiir das
Braunschweiger Forschungszentrum?

Wir sind sehr stolz darauf, zu der kleinen Grup-
pe fiihrender Forschungseinrichtungen zu gehoren, die
beauftragt wurde, gemeinsam das Deutsche Zentrum fir
Infektionsforschung, kurz: DZIF, zu griinden. Das DZIF ist
Teil einer groB angelegten Initiative des Bundesministeri-
ums fiir Bildung und Forschung. Mehrere Deutsche Zentren
fiir Gesundheitsforschung sind ins Leben gerufen worden,
um gezielter gegen die groBen Volkskrankheiten vorzuge-
hen: Forschungsanstrengungen zu biindeln, den Austausch
zwischen den beteiligten Institutionen zu verbessern und
den Fluss der Innovation aus der Grundlagenforschung in
die Klinik, die so genannte Translation, zu beschleunigen.

Welche Volkskrankheiten will die Bundesregierung damit
ins Visier nehmen?

Im Rahmen dieser Initiative soll ein Deutsches Konsor-
tium fiir translationale Krebsforschung sowie jeweils ein
Deutsches Zentrum fiir Herz-Kreislauf-Forschung, Lungen-
forschung und eben Infektionsforschung gegriindet werden.
Voraussetzung fiir die Auswahl der Standorte war, dass sie
neben ihrer wissenschaftlichen Expertise in der Lage sind,
Translationsforschung intensiv voranzutreiben. Dafiir wer-
den sowohl die infrastrukturellen als auch die personellen
Strukturen dauerhaft finanziert.

Wie kann man sich die Arbeit eines solchen nationalen
Gesundheitsforschungszentrums vorstellen?

Bei den meisten Zentren, auch beim DZIF, handelt es
sich um standortiibergreifende Konstrukte: Es entstehen
hier keine neuen groBen Forschungseinrichtungen, viel-
mehr werden fiihrende Institutionen zusammengefiihrt, um
sich zu vernetzen und unter einem gemeinsamen organisa-
torischen Dach koordiniert zu arbeiten. So ist es auch beim
DZIF mit seinen sieben Standorten Hannover-Braunschweig,
Hamburg-Liibeck-Borstel, Bonn-Koln, Tiibingen, Miinchen,
Heidelberg und GieBen-Marburg-Langen. Die gemeinsame
Geschiftsstelle, die die Arbeit an den verschiedenen For-
schungsprojekten innerhalb des DZIF koordiniert, wird in
Braunschweig auf dem HZI-Campus angesiedelt sein.

Hamburg-Liibeck-Borstel

@

Hannover-Braunschweig

OBDnn-Kt‘oln

@ GieRen-Marburg-Langen

Q@

Heidelberg

—— Miinchen
Tibingen O

Die teilnehmenden Institute/Arbeitsgruppen des DZIF sind
in den angegebenen Stddten / Rdumen beheimatet. Weitere
Details im Text.

An welchen Themen, welchen Erregern soll denn im DZIF
geforscht werden?

Grundsatzliches Ziel ist es, wichtige Gesundheitspro-
bleme in Deutschland und weltweit in Angriff zu nehmen.
Deshalb sind unter anderem chronische virale Erkran-
kungen ein groBes Thema, also etwa HIV und Hepatitis.
Einen weiteren Schwerpunkt bilden gastrointestinale
Infektionen mit Helicobacter und anderen pathogenen
Bakterien — Gebiete, zu denen auch unser Standort einiges
beitragen wird. Auch Tuberkulose und Malaria sind wei-
terhin hochaktuelle Themen in der Infektionsforschung.
Und nattirlich die Krankenhausinfektionen mit den immer
wieder auftauchenden Problemen Antibiotikaresistenz
und Biofilmbildung. Hier spielen insbesondere MRSA und
Pseudomonaden eine Rolle. Dariiber hinaus werden sich
die Forscher im DZIF mit iibergeordneten Fragestellungen
der Infektionsforschung beschéftigen wie der Kontrolle von
Erregern durch das Immunsystem, verbesserten Impfungen
und vor allem auch neuen Wirkstoffen gegen Infektionen.
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Worin liegt der Vorteil eines so groBen Verbundes wie des
DZIF gegeniiber den vielen Kooperationen, die wir ohnehin
schon haben - national wie international?

Es ist ein anderer Ansatz. Wir werden in Zukunft nicht
mehr so forschen und kooperieren, wie wir das bisher
gemacht haben, sondern neue Wege einschlagen. Die starken
Partnerinstitutionen konnen durch die Zusammenfiihrung
im DZIF gemeinsam auf einem ganz neuen Niveau Infra-
strukturen und Expertisen nutzen, um konsequenter den
Weg von den Ergebnissen der Grundlagenforschung bis hin
zur klinischen Studie zu gehen. Das Ziel sind neue Therapeu-
tika oder PraventivmaBnahmen wie neuartige Impfstoffe und
Impfstrategien. Wir miissen jetzt zusammenarbeiten und
unsere jeweiligen Expertisen synergistisch so zur Verfiigung
stellen, dass die bestmoglichen Ergebnisse fiir 6ffentliche
Gesundheit erzielt werden. Das eroffnet natiirlich Moglich-
keiten, die man vorher unter Umstdnden nicht gesehen hat.

Was wird denn die Aufgabe, die besondere Rolle des HZI
innerhalb des DZIF-Verbundes sein?

Aufgrund unserer besonderen Expertise ist die Wirk-
stoffforschung das zentrale Thema der HZI-Forscher im DZIF.
Dabei spielen — neben den Aktivitaten auf dem HZI-Campus
- das TWINCORE und das Helmholtz-Institut fiir Pharma-
zeutische Forschung Saarland (HIPS) eine wichtige Rolle.

...sondern neue Wege einschlagen. Die starken Partnerin-
stitutionen kdnnen durch die Zusammenfiihrung im DZIF
gemeinsam auf einem ganz neuen Niveau Infrastrukturen
und Expertisen nutzen, um konsequenter den Weg von den
Ergebnissen der Grundlagenforschung bis hin zur klinischen
Studie zu gehen... Foto: HZI; Gramann

Gemeinsam erweitern wir standig den Pool an Naturstoffen
aus Myxobakterien, die sich als sehr potente Wirkstoffprodu-
zenten erwiesen haben. Gegenwartig haben 80 Prozent aller
auf dem Markt befindlichen Antibiotika ihren Ursprung in
Naturstoffen. Dies zeigt, dass man auf der Suche nach neuen
Antiinfektiva auf den existierenden aber noch nicht hinrei-
chend erschlossenen Naturstofffundus zuriickgreifen sollte.
AuBerdem konnen neue, bislang unbekannte Verbindungen
durch die gezielte genetische Modifikation von Produzenten-
stimmen erzeugt oder bereits bekannte Verbindungen in
groBeren Mengen hergestellt werden. Die bestehende Natur-
stoffbank am HZI werden wir nun weiter ausbauen und einem
groBen Konsortium von Partnern fiir Forschungen an ganz
unterschiedlichen Pathogenen zuganglich machen. Chemiker
ermoglichen die Wandlung vom Screening-Hit zum Wirk-
stoffkandidaten, auBerdem bedienen wir Themen wie Drug
Delivery-Verfahren. Hier kommt unsere Pharmazie am HIPS
ins Spiel. Ohne pharmazeutische Forschung gelangt man
nicht zu Arzneimitteln, die man dann in klinischen Studien
nutzen kann. Akademische Grundlagenforschung als Basis
fiir die Entwicklung neuer Medikamente: Damit haben wir
innerhalb des DZIF ein zukunftstrachtiges Alleinstellungs-
merkmal. Das war neben unserer Erfahrung in der Trans-
lationsforschung ein Hauptkriterium fiir unsere Forderung.

Und organisatorisch? Sie erwéhnten ja, dass die Geschifts-
stelle nach Braunschweig kommen wird...

Der Bund kann institutionalisiertes Geld nicht direkt
den Universitaten zukommen lassen, da die Universitaten
Landesinstitutionen sind. Das heift, der Bund braucht dafiir
eine Institution, die mehrheitlich eine Bundeseinrichtung
ist, also ein Helmholtz-Zentrum. In allen Deutschen Zentren
fiir Gesundheitsforschung gibt es ein Helmholtz-Zentrum,
iiber das die Gelder in die jeweiligen Konsortien flieBen.
Wir sind damit praktisch Projekttrager und iibernehmen
die Mittelweitergabe und das Controlling. Dieses Forder-
mittelmanagement muss daher auch zwangslaufig am HZI
angesiedelt sein. Die Geschiftsstelle des DZIF wird eng
mit dem Fordermittelmanagement zusammenarbeiten, ein
weiterer wichtiger Grund fiir ihre Ansiedlung hier am HZI.
Die Geschiftsstelle selbst ist aber unabhdangig vom HZI und
unseren eigenen Projekten.

Und von welchen Férdersummen sprechen wir?

In der Endausbaustufe ab 2015 sind fiir das gesamte
DZIF fast 40 Millionen Euro pro Jahr geplant. Die Forderung
beginnt in Ausbaustufen in diesem Herbst, und unser HZI-
Anteil wird - im Endausbau - bei voraussichtlich mehreren
Millionen Euro pro Jahr liegen.
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Die Wissenschaftler, deren Arbeiten in die Bewerbung fiir
das DZIF eingegangen sind, arbeiten ja bereits. Sie arbeiten
teilweise seit Jahren mit voller Kraft an ihren wissenschaft-
lichen Zielen. Nun kommen die Ziele des DZIF noch dazu.
Werden die Ressourcen aufgestockt? Wofiir wird das Geld
aus dem DZIF verwendet?

Zum einen, um Infrastruktur und Expertisen aufzubauen,
um {iberhaupt dem Anspruch, Translation wissenschaftlich
zu leben, gerecht zu werden. Wir werden beispielsweise die
Wirkstoffforschung auf dem HZI-Campus durch Berufungen
verstarken. Das heiBt, Kollegen werden gezielt tiber das
DZIF finanziert. Ebenfalls denkbar wére eine Berufung in
Bioinformatik. Vorwiegend dort investieren wir die neuen
Mittel. Aber das schlieBt natiirlich nicht aus, dass Kollegen
ihre Expertise in die groBen thematischen Handlungsstrange
einbeziehen. Einige Beispiele sind etwa Thomas Pietschmann
mit viraler Hepatitis und Susanne HauBler im Bereich
Antibiotika-resistenter Infektionen. Und dariiber bringen
wir iibrigens auch einen betrachtlichen Anteil an Eigen-
mitteln in das DZIF mit ein.

Noch einmal kurz zum Thema Translation, das ja ein
Hauptanliegen des DZIF ist. Das HZI hat doch hier bislang
schon sehr viel bewegt. Es gibt bereits die Translations-
allianz in Niedersachsen, TRAIN, es gibt das TWINCORE,
Zentrum fiir Experimentelle und Klinische Infektionsfor-
schung. Darin sind Partner, die auch Teil des DZIF sein
werden, bereits in Translationsaktivitaten miteinander
verbunden. Wie werden die Wechselwirkungen mit dem
DZIF aussehen?

Ohne TRAIN hitten wir vermutlich auch nicht das
TWINCORE. Moglicherweise hatten die Gutachter dann
die Grundlagenforschung hier in Braunschweig und die
klinische Forschung in Hannover als isolierte Standort-
aktivitiaten gesehen, die nur in Kleinprojekten kooperieren.
Solchen Einrichtungen Geld zu geben, lieBe nicht erwarten,
dass sie in fiinf Jahren in groBeren Strukturen miteinan-
der forschen. TRAIN und TWINCORE waren also die
Voraussetzung dafiir, dass wir gemeinsam mit der MHH
einen so bedeutsamen Doppelstandort innerhalb des DZIF
bilden. Ich sehe das DZIF als konsequente Erweiterung
unserer Translationsaktivitaten. Wir gehen jetzt tiber die
lokalen Aktivitaten hinaus — mit den Themen, die im DZIF
vorgegeben sind - und nutzen dafiir die starken lokalen
Strukturen. Und TRAIN und TWINCORE bearbeiten ja auch
andere Projekte als im DZIF vorgesehen sind.

...Ich sehe das DZIF als konsequente Erweiterung unserer
Translationsaktivitdten. Wir gehen jetzt iiber die lokalen
Aktivititen hinaus... Foto: HZI; Gramann

Was bedeutet die Arbeit am DZIF ganz konkret fiir das HZI?
Werden die Mitarbeiter hier auf dem Campus merken, dass
es das DZIF gibt?

Ein Teil der Mitarbeiter ja, definitiv nicht alle. In
unserem Antrag zum DZIF haben wir auch nicht alle Ab-
teilungen involviert. Wir haben den Schwerpunkt auf Wirt-
Pathogen-Interaktionen und funktionelle Genomforschung,
vor allem aber auf Wirkstoffforschung gelegt. Kollegen, die
in diesen Bereichen forschen, werden aktiv an den entspre-
chenden thematischen Handlungsstrangen mitarbeiten.
Dort werden sie Teil einer Translationspipeline zu einer
bestimmten Thematik werden.

Und wann geht es los?

Voraussichtlich im Sommer, spatestens wohl aber im
Herbst 2011. Nach der Begutachtung des Gesamtantrages im
April* soll entschieden werden, ob alle konkret benannten
Forschungsprojekte innerhalb des DZIF in vollem Umfang
gefordert werden. Und wenn diese finalen Entscheidungen
gefallen sind, dann koénnen wir starten — wir freuen uns
schon auf die Zusammenarbeit mit unseren Partnern.

Das Interview wurde von Mitarbeitern der Offentlichkeits-
arbeit im Marz 2011 durchgefiihrt.
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Helmholtz-Wanderausstellung in Braunschweig Die
~wWunderkammer Wissenschaft” war vom 8. bis 16. April
2010 in den Braunschweiger Schloss-Arkaden zu Gast.
Uber 335.000 Interessierte besuchten die Wanderausstel-
lung und informierten sich iiber die Forschung innerhalb
der Helmholtz-Gemeinschaft. Rund 500 Bilder und Multi-
media-Angebote in riesigen gedffneten Koffern gewdhrten
Einblick in kleinste Nanowelten und gigantische Grofge-
rate der Helmholtz-Zentren. Das Spektrum reichte von der
Nahaufnahme eines Schimmelpilzes bis zu Fotos ferner
Planeten und sprach ein breites Publikum vom Schiiler bis
zum Erwachsenen an. Die Bilder - teils bewegt, aber immer
bewegend - fiihrten zu intensiven Gesprdchen mit den
Ausstellungsbegleitern aus dem HZI.

Ein Blick auf die Ausstellung “Wunderkammer Wissenschaft”
in den Schloss-Arkaden Braunschweig. Foto: HZI, Ritter

Science Shopping - Wissenschaft bis in die Nacht Beim
»Moonlight Shopping“ in der Braunschweiger Innenstadt
prasentierte das HZI als eine von 13 regionalen Forschungs-
einrichtungen seine ,Wissenschaft bis in die Nacht®. An
vier Lernstationen konnten sich Besucher vom Nachmittag
bis 23.00 Uhr tiber Infektionskrankheiten informieren und
mit Wissenschaftlern experimentieren. Die Themen: Wie
wirkt eine Impfung und wie funktioniert unser Immunsys-
tem? Weshalb kennt eine Grippe keine Grenzen? Was sind
Prionen? Informationstafeln zeigten den Einfluss der
Infektionskrankheiten auf zeitgendssische Kunst. Junge
Forscher konnten selbst ausprobieren, weshalb Rotkohl
auch Blaukraut genannt wird. Organisiert wurde die Veran-
staltung von den Forschungseinrichtungen gemeinsam mit
dem Braunschweiger Stadtmarketing und Geschéaften in
der Braunschweiger Innenstadt.

Inhoffen Medaille 2010 an Herbert Waldmann Inhoffen-
Preistrager des Jahres 2010 war Prof. Dr. Herbert Waldmann
vom Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in
Dortmund. Herbert Waldmann erhielt den vom Forderver-
ein des Helmholtz-Zentrums gestifteten Preis fiir seine
Synthesen neuer Wirkstoffe. Der Biochemiker Herbert
Waldmann sucht in der Natur nach Vorbildern fiir neue
potenzielle Medikamente - kleine, biologisch aktive
Molekiile, die von Pflanzen, Mikroorganismen und Tieren
beispielsweise zur Verteidigung oder als Botenstoffe
zwischen Zellen und Organen produziert werden. Viele
Naturstoffe wirken nicht nur auf ihre urspriinglichen Ziele,
sondern auch auf bestimmte menschliche Stoffwechsel-
prozesse. Fast die Hilfte aller derzeit verfiigharen Arznei-
mittel basiert auf Naturstoffen oder naturstoffdhnlichen
Verbindungen. Herbert Waldmann und seinen Mitarbeitern
ist es in jahrelanger Arbeit gelungen eine Vielfalt an neuen
Substanzen zu synthetisieren. Einige spielen als Hemmstoff
eine maBgebliche Rolle beim Wachstum von Brust-, Eier-
stock- und Magentumoren, andere regulieren den Blutzucker
oder sind an der Reizleitung im Nervensystem beteiligt.

Das HZI nahm an der Veranstaltung “Moonlight Shopping”
in der Braunschweiger Innenstadt als eine von 13 regionalen
Forschungseinrichtungen unter dem Motto ,Wissenschaft bis
in die Nacht*“ teil. Foto: HZI, Morczinietz
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Prof. Dr. Herbert Waldmann (Mitte) mit der Inhoffen-Medaille
2010. Links von ihm Prof. Dr. Jiirgen Wehland (1, seinerzeit
Wissenschaftl. Geschdftsfiihrer am HZI) und rechts Prof.

Dr. Joachim Klein (Vorsitzender des HZI Fordervereins)

Foto: HZI, Gramann

Ferienkurs ,Alles Zucker® Biochemisches Arbeiten durch
eigenes Experimentieren zu erfahren und journalistisch
aufzuarbeiten, war das Ziel eines viertdgigen Sommer-
ferienkurses fiir Schiiler, den das Schiilerlabor BioS und
die Offentlichkeitsarbeit des HZI gemeinsam veranstal-
teten. Das Thema: Zucker in seinen unterschiedlichsten
Formen. Die Schiiler lernten biochemische Nachweis-
methoden fiir alltdgliche Zucker kennen und gewannen
einen ersten Eindruck davon, wie die Arbeit in einem
Labor funktioniert. Im zweiten Teil des Kurses lernten

die Schiiler verschiedene journalistische Formate kennen
und arbeiteten ihr Wissen tiber Themen wie Diabetes und
Laktose-Intoleranz auf. Diese Kombination aus bioche-
mischem Arbeiten und der Reflexion tiber wissenschaftlich
verwandte Themen war sehr erfolgreich - nicht nur, weil es
den Schiilern SpaB an der Arbeit vermittelte, sondern auch,
weil sie iiber den journalistischen Ansatz lernten, die rich-
tigen Fragen zu stellen, um gute Antworten zu erhalten.

Eine Gruppe von Schiilern, die am Ferienkurs des
Schiilerlabors BioS teilnahmen. Auf der rechten Seite
Dr. Iris Eisenbeiser (BioS). Foto: HZI, Fischer

HZI bei NDR Info: GroBe Angst vor kleinen Viren - Den
Krankheitserregern auf der Spur NDR Info, das Infor-
mationsradio des Norddeutschen Rundfunks, startete im

Marz 2010 gemeinsam mit der “Braunschweiger Zeitung”
und dem Haus der Wissenschaft” in Braunschweig die neue
Diskussions- und Sendereihe: “Logo — Wissenschaft aus
Braunschweig”. Braunschweig ist laut einer EU Studie die
forschungsintensivste Region in Europa mit der hochsten
Wissenschaftlerdichte. Mehr als 15.000 Menschen arbeiten
in 26 wissenschaftlichen Organisationen und Forschungs-
einrichtungen und rund 250 Firmen des Hochtechnologie-
Sektors. Zur zweiten Sendung dieser Reihe im Juni disku-
tierte Logo-Moderatorin Regina Methler mit Expertinnen
und Experten des HZI und mit dem Publikum Fragen

rund um Bakterien und Viren, um unsere Angste und die
Moglichkeiten und Grenzen der Infektionsforschung. Wann
kommt die nachste Pandemie? Welche Rolle spielen Bak-
terien in der Krebs- und Immunsystem-Forschung? Sind
Tierversuche in der Infektionsforschung notwendig?

CSSB Unterzeichnung Infektionsforscher und Physiker

in Norddeutschland gehen zukiinftig gemeinsame Wege

bei der Erforschung von Infektionskrankheiten: Auf dem
Campus des Deutschen Elektronen-Synchrotrons (DESY)

in Hamburg-Bahrenfeld entsteht unter der wissenschaftli-
chen Koordination des HZI das neue ,Centre for Structural
Systems Biology“ (CSSB). Das CSSB schlégt die Briicke
zwischen Strukturbiologie und Systembiologie: Hier werden
Biologen, Chemiker, Mediziner, Physiker und Ingenieure die
Wechselwirkung von Krankheitserregern mit ihren Wirten
untersuchen. Dazu stehen ihnen bei DESY deutschlandweit
einmalige Werkzeuge zur Verfligung: die Speicherring-Ront-
genstrahlungsquelle PETRA 111, der Freie-Elektronen-Laser
FLASH sowie der Rontgenlaser European XFEL, der derzeit
gebaut wird. Eine Bund-Lander-Vereinbarung stellt fiir den
Bau des CSSB 50 Millionen Euro bereit.

Nach Unterzeichnung der CSSB-Vereinbarung in Rdumlich-
keiten des DESY in Hamburg. Von links nach rechts: Prof. Dr.
Dr. Helmut Dosch, Vorsitzender des DESY-Direktoriums; Prof.
Dr. Johanna Wanka, Niedersdchsische Ministerin fiir Wissen-
schaft und Kultur; Christoph Ahlhaus, Erster Biirgermeister der
Freien und Hansestadt Hamburg; Prof. Dr. Annette Schavan,
Bundesministerin fiir Bildung und Forschung (BMBF);

Dr. Herling Gundelach, Senatorin der Behdrde fiir Wissen-
schaft und Forschung, Hamburg; Prof. Dr. Dirk Heinz, Wissen-
schaftlicher Geschdiftsfiihrer des HZI. Foto: DESY, Reipka



Peter Seeberger erhilt Inhoffen-Medaille 2011 Fiir seine
vollautomatischen Kohlenhydrat-Synthesen erhielt Prof.

Dr. Peter Seeberger die Inhoffen-Medaille 2011. Dem
Abteilungsleiter und geschéftsfiihrenden Direktor am
Max-Planck-Institut fiir Kolloid- und Grenzflachenforschung
in Golm bei Potsdam gelang es, komplexe Kohlenhydrate
vollsynthetisch herzustellen, die eine wichtige Funktion bei
nahezu allen physiologischen Prozessen spielen. Kohlen-
hydrate, oder auch Zuckermolekiile, erfiillen vielfaltige
Aufgaben in und auf unseren Zellen: Sie liefern Energie, bil-
den die Grundlage fiir Oberflichenstrukturen wie Schleim,
dienen Krankheitserregern aber auch oft als Anker oder
Schleuse. Sie spielen daher eine entscheidende Rolle bei
Infektionen und Immunreaktionen und sind attraktive Ziel-
molekiile fiir die medizinische Forschung. Bisher fehlte aber
eine chemische Synthesemethode, um biologisch wichtige
Zucker in groBeren Mengen herzustellen - eine Liicke, die
Peter Seeberger geschlossen hat.

Prof. Dr. Peter Seeberger (Mitte) mit der Inhoffen Medaille
2011. Links von ithm Prof. Dr. Joachim Klein (Vorsitzender
des HZI-Fordervereins) und rechts Prof. Dr. Dirk Heinz
(Wissenschaftlicher Geschdftsfiihrer am HZI) Foto: HZI, Hiibner

HZI beteiligt am Deutschen Zentrum fiir Infektionsfor-
schung Neue Erkenntnisse iiber Krankheitserreger gewin-
nen und daraus neue Strategien gegen sie entwickeln: Das
werden die zentralen Aufgaben des ,Deutschen Zentrums
fiir Infektionsforschung“ (DZIF) sein, das voraussichtlich
m Sommer 2011 die Arbeit aufnimmt. Die Initiative des
Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung (BMBF)
umfasst mehrere Partner der universitaren und auBeruni-
versitaren Forschung. Das HZI ist mit der Region Hannover-
Braunschweig am DZIF beteiligt. Beim HZI wird auch die
Administration des DZIF liegen. Partner-Einrichtungen in
der Region Hannover-Braunschweig sind — neben dem HZI
- auch die Medizinische Hochschule Hannover (MHH), die
Tierarztliche Hochschule Hannover (TiHo), die Technische
Universitdt Braunschweig (TU BS), die Deutsche Sammlung
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Wihrend der Landespressekonferenz: Am Tisch stehen die
Vertreter der teilnehmenden Institute der Deutschen Zentren
fiir Gesundheitsforschung in Niedersachsen den Journalisten
Rede und Antwort. Zweiter von links: Prof. Dr. Dirk Heinz
(Wissenschaftlicher Geschdiftsfiihrer am HZI). Foto: MHH, Kaiser

von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) und das
TWINCORE, Zentrum fiir Experimentelle und Klinische
Infektionsforschung.

Staatssekretar Dr. Georg Schiitte zu Gast am HZI|

Am Montag, den 17. Januar 2010, war Dr. Georg Schiitte,
Staatssekretdr im Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF), zu Besuch im HZI, um einen Einblick
in die Forschung am HZI zu erhalten. Neben Informationen
iiber die Welt der Viren und Mikroben hatte er in ausfiihr-
lichen Gesprachen mit der Geschéftsfiihrung Gelegenheit,
sich tiber die Forschungsziele am HZI zu informieren. Im
Anschluss besuchte er das vielfach ausgezeichnete Schiiler-
labor BioS und erhielt einen Einblick in die frithe Nach-
wuchsforderung in der biotechnologischen Forschung.

Staatssekretdr Dr. Georg Schiitte (BMBF) im Gesprdich mit
einem Schiiler des Schiilerlabors BioS wiihrend seines Besuchs
am HZI und beim Schiilerlabor. Rechts neben Dr. Schiitte
Prof. Dr. Dirk Heinz (Wissenschaftlicher Geschdiftsfiihrer des
HZI), im Hintergrund Ulf Richter (Administrativer Geschdifts-
fiihrer des HZI). Foto: HZI, Hiibner
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Erster ,North Regio Day on Infection“ am HZI Am 1. und
2. Oktober 2010 trafen sich Wissenschaftler aus Univer-
sitdten und Forschungseinrichtungen Norddeutschlands
anldsslich des ersten ,North Regio Day on Infection* am
HZI: Die Forscher stellten aktuelle Forschungsergebnisse
vor, lernten neue technische Entwicklungen kennen und
diskutierten iiber wichtige Fragen und zukiinftige Heraus-
forderungen der Infektionsforschung. Den Schwerpunkt
bildeten bakterielle Krankheitserreger. Koordiniert wurde
das Treffen vom HZI, der Technischen Universitét (TU)
Braunschweig und dem Robert-Koch-Institut in Wernige-
rode (RKI) im Rahmen der HZI-Graduiertenschule. Ziel
der ,NORDI“-Symposien soll kiinftig sein, den Austausch
zwischen den Forschern Norddeutschlands und dem wis-
senschaftlichen Nachwuchs zu foérdern.

& vewnornz
TENTRUM FOR

Die Organisatoren des Symposiums: Antje Flieder (Robert-Koch-
Institut, Wernigerode), Petra Dersch (HZI) und Michael Steinert
(TU Braunschweig) (von links nach rechts) Foto: HZI, Dornbach

“Day on deadly killers“ Beim ,Day on Deadly Killers*

am 3. Mérz 2011 diskutierten internationale Experten

den aktuellen Stand der Infektionsforschung. Die Erreger
gefiirchteter Seuchen wie Cholera, Milzbrand, Tollwut und
AIDS standen im Mittelpunkt eines Symposiums, bei dem
Experten aus Europa, den USA und Asien ihre Forschungs-
ergebnisse vorstellten — und neue Therapieansitze gegen
Infektionskrankheiten diskutierten.

Zu den Sprechern gehorte der renommierte US-Wissen-
schaftler Dr. Henry F. Chambers vom General Hospital in
San Francisco. Henry Chambers ist Spezialist fiir anti-
biotikaresistente Krankenhauskeime.

Prof. Les Baillie von der Welsh School of Pharmacy der
Cardiff University, Grofbritannien, wihrend seines Vortrags
Foto: HZI, Oumard

Genlabor und Schule Der Workshop Genlabor & Schule
war vom 24.-25. September 2010 am HZI zu Gast. Die Ge-
sellschaft fiir Biochemie und Molekularbiologie (GBM) und
das Braunschweiger BioS-Schiilerlabor luden zum fiinften
Workshop des Netzwerks Genlabor & Schule ein — eine im
deutschsprachigen Raum einmalige Veranstaltung: Seit
2002 treffen sich alle ein bis zwei Jahre die Menschen,

die hinter knapp 40 Schiilerlaboren aus Deutschland,
Osterreich und der Schweiz stehen. Der Workshop bot ein
vielseitiges Programm aus Fachvortragen, Posterprasen-
tationen und Diskussionsrunden. Der Workshop Genlabor

& Schule ist ein Forum fiir all diejenigen, die sich mit dem
naturwissenschaftlichen Nachwuchs auseinandersetzen:
Wissenschaftler, Leiter und Mitarbeiter der Schiilerlabore,
Didaktiker aus dem Fachbereich Biologie sowie Vertreter
der Kultusministerien Hessens und Niedersachsens tausch-
ten Erfahrungen aus, um die Schiilerlabore als auBerschuli-
schen Lernort weiter zu entwickeln.

Dr. Iris Eisenbeiser (links) in der Diskussion mit Teilnehmern
des Workshops “Genlabor & Schule” Foto: HZI



Nobelpreistrager Prof. Dr. Kurt Wiithrich zu Gast am HZI
Ein internationaler Star der Wissenschaft kam zu Besuch
nach Braunschweig: am 4. April 2011 besuchte Prof. Dr.
Kurt Wiithrich das HZI, um mit Forscherkollegen zu dis-
kutieren und Erkenntnisse auszutauschen. Der gebiirtige
Schweizer leitet derzeit ein Labor am Scripps Institute in
LaJolla, USA, sowie ein weiteres an der Eidgendssischen
Technischen Hochschule in Ziirich. Sein Forschungs-
schwerpunkt hat direkten Bezug zur Forschung am HZI:
Die Aufkldrung und Untersuchung der rdumlichen Struk-
tur von biologischen Molekiilen. Kurt Wiithrich entwickelte
gemeinsam mit Wissenschaftler-Kollegen die Technik der
so genannten ,Multi-Dimensions-NMR*® zu einem leistungs-
fahigen Analyseverfahren fiir die Biochemie. Fiir seine
Pionierarbeit wurde Kurt Wiithrich im Jahr 2002 mit dem
Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet.

Besuch des Nobelpreis-Trigers Prof. Dr. Kurt Wiithrich am HZI.
Von links nach rechts: Prof. Dr. Christiane Ritter, Dr. Torsten
Liihrs (beide HZI), Prof. Dr. Kurt Wiithrich (Scripps Institute
Lajolla, USA / ETH Ziirich), Prof. Dr. Dirk Heinz (Wissenschaft-
licher Geschiiftsfiihrer HZI). Foto: HZI, Hiibner

Rolf Miiller mit dem DECHEMA-Preis der Max-Buchner-
Forschungsstiftung ausgezeichnet Fiir seine Forschung an
biologisch aktiven Naturstoffen, die von bodenlebenden Bak-
terien produziert und zur Entwicklung neuer Arzneimittel
genutzt werden, erhielt Prof. Dr. Rolf Miiller am 26. Novem-
ber 2010 den mit 20.000 Euro dotierten DECHEMA-Preis der
Max-Buchner-Forschungsstiftung. Rolf Miiller forscht an der
Saarbriicker AuBenstelle des HZI, dem HIPS, und lehrt an der
Universitdt des Saarlandes. Die von Rolf Miiller geleitete Ab-
teilung konzentriert sich auf die Analyse und die Produktion
von Molekiilen aus Myxobakterien und Aktinomyceten mit
biologischer Aktivitat. Ein Beispiel fiir einen mikrobiellen
Wirkstoff aus Myxobakterien ist Epothilon, das in den USA
erfolgreich in der Krebstherapie eingesetzt wird.
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Prof. Dr. Rolf Miiller, HZI  Foto: HZI, Gramann

Cells meet Surface Im Mai 2010 schauten Wissenschaftler
etwas genauer auf die Oberflache von und fiir Zellen: Am
HZI veranstalteten der Berufsverband Deutscher Transfu-
sionsmediziner, das Fraunhofer Institut fiir Schicht- und
Oberflachentechnik, der SFB 578, das InnoNet-Projekt
LnnoSurf®, das HZI und die DECHEMA das zweitidgige
Symposium ,Cells meet Surface®.

Lange wurde der Interaktion von Zellen mit kiinstlichen
Oberflaichen wenig Beachtung geschenkt. Dabei ist diese
Wechselwirkung entscheidend fiir das Wohlbefinden und
die Kultivierung von Zellen und kann sich positiv oder
negativ auf die Zelle auswirken. Das Ziel des Symposiums
war es, Klinikern und klinisch-orientierten Wissenschaft-
lern die neuesten Entwicklungen in der Oberflachenfor-
schung vorzustellen. Schwerpunkte bildeten dabei die
Modifikation von Oberflichen und die technischen Moglich-
keiten, diese zu verdndern, um Zellen zu beeinflussen.
Auch neue Wege der Analyse, beispielsweise basierend auf
magnetischen Signalen, oder erste Schritte, die Ergebnisse
in die klinische Praxis zu tiberfiihren, wurden vorgestellt.

CELLS MEET SURFACE

Braunschweig, May 5/6, 2010
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Fotos von links nach rechts: Nifia S. Cortina, HIPS, wihrend der Arbeit am “Genetix clone picking robot” | Dr. Maximiliano Gutierrez
beobachtet konfokale Bilder von eukaryotischen Zellen, die von Mykobakterien infiziert wurden | Wiebke Ginter, TWINCORE, wihrend
der Vorbereitung fiir einen neuen Versuch Fotos: HIPS/HZI (li) | HZI, Bierstedt (mi) | Twincore/HZI (re)
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Grenzganger der Hepatitis C Virus-Forschung

KORRESPONDIERENDER AUTOR | Prof. Dr. Thomas Pietschmann | Abteilung fiir Experimentelle Virologie |
TWINCORE | thomas.pietschmann@twincore.de | tpi07@helmholtz-hzi.de

CO-AUTOREN | Dr. Sandra Ciesek | Dr. Eike Steinmann | beide Abteilung fiir Experimentelle Virologie | TWINCORE

Die Ubertragung der Hepatitis C erfolgt durch direkten Blut-Blut-Kontakt: Vor 1990 waren vorwiegend Bluttransfusionen ein
Problem, inzwischen spielt die Transmission durch Blutprodukte zumindest in Deutschland aufgrund hochsensibler Tests keine
Rolle mehr. Risikofaktoren sind heutzutage der unsterile Umgang mit Injektionsutensilien in nichtindustrialisierten Landern sowie
i.v. Drogenkonsum in industrialisierten Lédndern. Auch bei Tatowierungen, Piercings, Akupunktur und bei medizinischen Eingriffen
kann die Verwendung von unzureichend sterilisiertem Besteck zur Virusiibertragung fiihren. Eher selten sind HCV-Infektionen auf
Sexualverkehr mit Hepatitis-C-positiven Geschlechtspartnern zuriickzufiihren. Die Ubertragung der Infektion von einer HCV-
positiven Mutter auf ihr Kind vor oder wahrend der Geburt kommt in bis zu vier Prozent der Félle vor. Bei etwa einem Drittel der

HCV-Patienten ist jedoch nicht mehr nachvollziehbar, wie das Virus ibertragen wurde.

Die Hepatitis-C-Virus (HCV) Infektion ist mit weltweit etwa
130 Millionen Virustragern eine der meist verbreiteten
Infektionskrankheiten. Nach Angaben des Robert-Koch-
Institutes leben in Deutschland etwa eine halbe Million
Virustréager. In den USA und Europa sind schatzungsweise
eineinhalb Prozent der Bevolkerung infiziert, in Agypten
und Zentralafrika ist die Rate mit bis zu 20 Prozent deutlich
hoher. Das Virus ist hochvariabel und kann deswegen dem
Immunsystem immer wieder ausweichen. Anhand von
Sequenzanalysen werden die Viren in sieben Genotypen
eingeteilt, die mehr als 30% voneinander abweichen und
unterschiedlich gut auf Medikamente ansprechen.

Eine Hepatitis-C-Virusinfektion durchliauft zwei Phasen:
eine akute und eine chronische. In den ersten sechs Mona-
ten nach der Infektion durchlauft der Patient die akute,
meist symptomfreie Phase. Ein Teil der Patienten kontrol-
liert die Virusvermehrung in dieser akuten Phase und die
Infektion heilt spontan aus. Bei der Mehrheit der Patienten
(50 bis 90 Prozent) wird das Virus allerdings nicht elimi-
niert, und es kommt zur chronischen Infektion. Bisweilen
treten unspezifische Beschwerden wie Miidigkeit, Depres-
sionen, Ubelkeit, Oberbauchschmerzen und Verdauungs-
probleme auf - oft wird die Infektion erst jetzt (viele Jahre
nach der Ansteckung) bemerkt und nachgewiesen. Von

den chronisch infizierten Patienten entwickeln wiederum
bis zu 40 Prozent eine progrediente Lebererkrankung mit
Ausbildung einer Leberzirrhose (Abbildung 1). Die HCV-
Zirrhose ist auBerdem einer der Hauptrisikofaktoren fiir die
Entstehung eines hepatozelluldren Karzinoms (HCC). Die
Folgen einer chronischen Hepatitis-C-Virusinfektion zdhlen
zu den héufigsten Indikationen fiir eine Lebertransplan- Abb. 1. Vergleich einer zirrhotischen (oben) mit einer gesun-
tation®. Angesichts der weltweiten Verbreitung der HCV- den Leber (unten). Foto: Twincore

Infektion, ihrer groBen Haufigkeit und Morbiditat, kommt

diesem Erreger eine wichtige klinische Bedeutung zu.
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Gegenwairtig stehen nur unzureichende Optionen fiir die
Behandlung der Hepatitis C zur Verfiigung. Seit Anfang der
90er Jahre wird die chronische HCV-Infektion mit Inter-
feron alpha behandelt, einem Botenstoff des angeborenen
Immunsystems, der in der Korperzelle Mechanismen zur
Kontrolle einer Virusinfektion ausldst. Inzwischen wurde
diese Therapie wesentlich optimiert. Der Einsatz von Inter-
feron alpha (IFN-alpha) Derivaten mit lingerer Halbwerts-
zeit (pegyliertes Interferon) sowie die Kombination mit
Ribavirin, einem Nukleosidanalogon, haben die Ansprech-
raten erheblich verbessert. Mit dieser Kombination lasst
sich ein dauerhaftes virologisches Ansprechen bei 50% der
Patienten mit dem HCV-Genotyp 1 erreichen, wiahrend bei
Patienten mit Genotyp 2 und 3 Viren sogar in iiber 80% der
Fille ein dauerhafter Therapieerfolg erzielt wird'?. Neue,
direkt antiviral wirkende Medikamente werden gegen Ende
2011 die Therapieoptionen verbessern. Allerdings sind
diese Wirkstoffe leider nicht fiir die Behandlung aller vira-
len Genotypen geeignet. Da das Virus beim Einsatz dieser
Verbindungen ohne weitere Medikamente (Monotherapie)
sehr schnell resistent wird, ergdnzen diese Praparate die
Standardtherapie, konnen die nebenwirkungsreiche IFN-
Ribavirin-Behandlung allerdings nicht ersetzen. So besteht
weiter Bedarf fiir die Entwicklung neuer Therapieformen
mit moglichst geringen Nebenwirkungen, genotypiibergrei-
fender Wirksamkeit und einer hohen Barriere gegen virale
Resistenz.

In diesem Spannungsfeld zwischen grundséatzlichen Fragen,
die das Virus aufwirft, und den klinischen Therapieanfor-
derungen arbeiten wir am TWINCORE am HCV. Unser Team
besteht aus Naturwissenschaftlern und Medizinern. Wir
arbeiten eng mit der Abteilung fiir Chemische Biologie des
HZI (Dr. Ronald Frank und Dr. Florenz Sasse) und mit der
Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrino-
logie (Prof. Dr. Michael Manns) der MHH zusammen. Durch
diese Zusammenarbeit mit HCV-Experten in der Klinik

und Naturwissenschaftlern am HZI gelingt die Umsetzung
eines translationalen Forschungsprogramms. Hierbei

hilft die rdumliche Nahe zur Medizinischen Hochschule
Hannover, die eine pragmatische Umsetzung des Trans-
lationsgedankens erleichtert — etwa wenn junge Assistenz-
arzte gleichzeitig Forschungsprojekte aus ihrem medizini-
schen Umfeld am TWINCORE betreuen.

Basis fiir die gemeinsame Arbeit ist ein von uns entwickeltes
Zellkultursystem fiir HCV. Auf dieser Grundlage konnen
wir die Mechanismen der Virusreplikation in humanen
Leberzellen in der Petrischale untersuchen, neue Thera-
pieziele identifizieren und Wirkstoffe suchen, welche die
Vermehrung der Viren storen. Wir nutzen dieses Modell
aber auch, um HCV Ubertragungsrisiken beispielsweise im
Klinikumfeld oder im Drogenmilieu besser einzuschétzen
zu konnen und um Desinfektionsmittel und HygienemaB-
nahmen zu definieren, die das Virus sicher inaktivieren.

Die Entwicklung von HCV-Zellkulturmodellen Im Gegen-
satz zu Bakterien oder Pilzen sind Viren obligat intrazellu-
lare Parasiten. Sie haben keinen eigenen Stoffwechsel und
sind deswegen auf geeignete Wirtszellen angewiesen. Die
HCV-Replikation kann also nur in Zellkulturen untersucht
werden - allerdings gelang es liber Jahre hinweg nicht, ein
Zellkultursystem fiir die Vermehrung von HCV zu entwickeln.

Erst zehn Jahre nach der Entdeckung von HCV konnten
Lohmann und Bartenschlager einen wesentlichen Erfolg auf
dem Weg zur Etablierung eines fiir die HCV-Vermehrung
geeigneten Zellkulturmodells erzielen!!. Sie konstruierten
HCV-,Minigenome®, so genannte subgenomische HCV-Repli-
kons. Diese Replikons verfiigen iiber alle viralen Proteine,
die fiir die Vermehrung des Virusgenoms erforderlich sind.
Allerdings tragen sie anstelle der Strukturproteine, welche
fiir die Bildung neuer Viruspartikel benotigt werden, ein
Resistenzgen. Man braucht dieses Resistenzgen, um Zellen,
die Replikons aufnehmen, zu separieren: Nach dem Ein-
schleusen der Replikons in die humane Hepatoma-Zelllinie
Huh-7 wird diese Zelllinie mit einem Zellgift behandelt,

das durch das Resistenzgen unschéddlich gemacht wird. Es
iiberleben nur die Zellen, welche die Replikons aufgenom-
men haben und diese effektiv vermehren (Abbildung 2).

Ein System mit zwei wesentlichen Einschrankungen: Die
Bildung und Freisetzung von Viren sowie der Infektionspro-
zess selber konnten nach wie vor nicht untersucht werden,
da den subgenomischen Replikons die Strukturproteine
fehlten.

Die Entdeckung, dass Retroviren, denen auf gentechni-
schem Wege die eigenen Hiillproteine entfernt wurden, die
HCV-Hiillproteine E1 und E2 in funktioneller Art und Weise
in ihre Virushiille aufnehmen, markierte einen weiteren
wichtigen Meilenstein auf dem Weg zur Etablierung eines
Zellkultursystems fiir HCV: So konnten Bartosch und
Kollegen im Jahr 2003 zeigen, dass diese Mischviren
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Abb. 3. Experimentelles Vorgehen zur Untersuchung der HCV
Replikation mit Hilfe des JFH1 Infektionssystems. I[FM, Immun-
fluoreszenz; qRT-PCR, quantitative Reverse-Transkriptase Poly-
merase Kettenreaktion; RNAi, RNA-Interferenz. Grafik: Twincore

(,HCV-Pseudopartikel“; HCVpp) mit retroviralem Kern

und einer HCV-typischen Virushiille priferenziell Leber-
zellen infizieren'. Da die frithen Schritte der Infektion im
Wesentlichen durch die Proteine in der Virushiille (im Fall
der HCVpp die HCV E1- und E2-Proteine) vermittelt werden,
stand erstmals ein System zur Verfiigung, um den HCV-
Infektionsprozess mit molekularbiologischer Technologie zu
analysieren (Abbildung 2).

Die Entwicklungen der Jahre 2005 und 2006 schlieBlich
waren es, die das HCV endlich den Methoden und Ansitzen
der klassischen Virologie zuganglich machten. Gemeinsam
mit Wakita und anderen Kollegen konnten wir zeigen, dass
ein neues HCV-Isolat aus einem japanischen Patienten mit
einer fulminanten Hepatitis (,Japanese Fulminant Hepati-
tis 1% JFH1) in Huh-7 Zellen nicht nur effizient replizierte,
sondern auch Viruspartikel in das Kulturmedium abgab™.
AuBerdem gelang uns der wichtige Beweis, dass diese
Partikel (,Cell culture grown HCV* HCVcc) nicht nur in
Zellkultur, sondern auch in vivo infektios sind. Durch die
Konstruktion von JFH1-Varianten mit Strukturproteinen
anderer Virusisolate konnten wir die Effizienz des Infekti-
onssystems noch wesentlich steigern'. Inzwischen sind von
uns und auch anderen Arbeitsgruppen weitere HCV-Chi-
mére konstruiert worden. Auf diese Weise sind nun auch
vergleichende Untersuchungen zwischen unterschiedlichen
Isolaten hinsichtlich der Mechanismen der Virusbildung
und -freisetzung sowie des Infektionsweges moglich.

Mit Hilfe der Molekularbiologie konnen wir nun gezielt das
Virusgenom oder die Wirtszelle manipulieren und anschlie-
Bend den Einfluss dieser Verdnderungen auf die Virusver-
mehrung charakterisieren (Abbildung 3). So gewinnen wir
wichtige Erkenntnisse liber essenzielle Interaktionen des
Virus mit der Wirtszelle, seinen Fortpflanzungsweg in der
Zelle, und wir konnen neue Ziele fiir die Entwicklung einer
direkt antiviralen Therapie identifizieren. Dartiber hinaus
konnen neue Therapieverfahren hinsichtlich ihrer Wirk-
samkeit gepriift werden. Damit ist unser HCV-Zellkulturmo-
dell der zentrale Zugang, um klinisch relevante Fragen zu
losen, die in der HCV-Forschung derzeit aktuell sind.

Der Weg des Virus durch die Klinik Ein wichtiger Aspekt
im Spannungsfeld HCV ist die Pravention, denn der Uber-
tragungsweg von Blut zu Blut sollte mit geeigneten Hygien-
emaBnahmen beherrschbar sein. Besonders Ubertragungen
im Krankenhausumfeld und die Stabilitdt und Sensitivitat
von HCV gegeniiber chemischen Desinfektionsmitteln
stehen im Fokus unserer Arbeit. Bisherige Untersuchungen
und Erfahrungen beruhen aufgrund fehlender HCV-in-vitro-
Modelle fast ausschlieBlich auf Studien mit dem bovinen
Diarrho-Virus (BVDV), das ein Verwandter des HCV ist

und bereits seit geraumer Zeit kultiviert werden kann.
Allerdings erlauben diese Studien mit dem Surrogatvirus
fiir HCV nur bedingt zuverldssige Einschatzung tiber die
Infektiositdt des HCV.



—

BERICHTE AUS DER FORSCHUNG | Grenzgénger der Hepatitis C Virus-Forschung 25

Mit Hilfe unseres HCV-Infektionsmodells konnten wir
zeigen, dass HCV bei Raumtemperatur nach 28 Tagen und
bei 4°C sogar nach 150 Tagen noch infektios ist . Da HCV
in vivo mit humanem Serum assoziiert ist, wurde der Ein-
fluss von menschlichem Serum gesunder Patienten auf die
Stabilitat von HCV analysiert. Allerdings hatte die Anwe-
senheit von Serum keinen Einfluss auf die HCV Uberlebens-
dauer. Auch die Inkubation von HCV auf verschiedenen
Oberfldchen wie Plastik, Stahl und Handschuhen zeigte
eine vergleichbare Uberlebensdauer des Virus.

Limitierender Faktor dieser Studie ist, dass bisher unbe-
kannt ist, ob Zellkulturviren und natiirlich vorkommende
Viren wirklich genau die gleichen Eigenschaften besitzen.
Allerdings stellen Zellkulturviren nach heutigem Stand der
Forschung das beste Modell dar, weil in vivo Studien mit
Schimpansen aus ethischen Griinden aber auch aus
Kostengriinden sehr umstritten sind.

Uberraschenderweise konnte in dieser Studie auch
nachgewiesen werden, dass die Detektion von HCV-RNA
nicht mit der viralen Infektiositdt von HCV korreliert.
Verschiedene veroffentlichte Studien basieren jedoch auf
dem Nachweis von HCV-RNA durch eine PCR. Das Wissen
iiber die fehlende Korrelation zwischen der Detektion von
HCV-RNA und der Infektiositat muss bei der Interpretation
solcher Studien deshalb beachtet werden. Des Weiteren
wurden zur Untersuchung der HCV-Inaktivierung unter-
schiedliche Alkohole und sieben kommerzielle Desinfekti-
onsmittel auf ihre viruziden Eigenschaften getestet. Dabei
konnten wir zeigen, dass bestimmte Desinfektionsmittel
nur in unverdiinnter Anwendung zu einer vollstindigen
Virus-Inaktivierung fiihrten *. Zusammenfassend sind
diese Daten fiir den klinischen Alltag und den sicheren
Umgang mit HCV positivem Material von groBer Relevanz.

Derzeit arbeiten wir an weiteren Studien, die sich mit der
Stabilitat von HCV in Korperfliissigkeiten wie Muttermilch
oder Sperma beschéftigen, da auch diese potenziell
viruzide Substanzen oder Viren enthalten konnten.
AuBerdem ist geplant, durch spezielle Carrierversuche das
Verhalten und die Stabilitdt von HCV nach Antrocknung auf
verschiedenen Oberflachen zu untersuchen. Dieses Wissen
wird uns helfen, Ubertragungsrisiken besser einschétzen
und damit neue HCV Infektionen vermeiden zu konnen.

Der Einfluss von Immunsuppressiva auf HCV Kommt es
zu einer Ansteckung mit HCV, durchlauft der Infektions-
prozess in vielen Fillen die oben geschilderten Stadien, an
deren Ende das Hepatitis C-assoziierte chronische Leber-
versagen stehen kann. Es zahlt weltweit zu den hdufigsten
Griinden fiir eine Lebertransplantation 3. Da in der Praxis
weder neutralisierende Antikorper noch potente Medika-
mente zur Verfligung stehen, die den Wiedereintritt des
Virus in die Leber vermeiden, lasst sich eine Reinfektion
der transplantierten Leber derzeit nicht verhindern. Bei
mehr als 95% der Patienten kommt es nach dem Eingriff zu
einer Reinfektion des Transplantats mit dem Risiko der
Entwicklung einer erneuten Leberzirrhose. Die Zeit
zwischen Transplantation und der Entwicklung einer
Leberzirrhose ist dabei in den letzten zehn Jahren immer
kiirzer geworden?. So dauerte es bei Patienten, die im Jahre
1988/89 transplantiert wurden, im Mittel ungefahr 5 Jahre,
bis sich der Zustand der Leber um eine Fibrosestufe
verschlechtert hatte. Bei Patienten, die 1996 transplantiert
wurden, betrug diese Zeitspanne nur noch ein Jahr.
Mehrere mogliche Faktoren, die hierbei eine Rolle spielen,
wurden zwischenzeitlich identifiziert 28°. Hinzu kommt,
dass Patienten mit einer chronischen Hepatitis-C-Virusin-
fektion nach Lebertransplantation einen schlechteren
Verlauf zeigen als Patienten mit anderen Lebererkrankun-
gen. Sie haben im Vergleich zu Patienten mit einer Alkohol-
oder Hepatitis B-assoziierten Leberzirrhose, einer primar
sklerosierenden Cholangitis (PSC; eine Lebererkrankung,
bei der die Gallengdnge zerstort werden) oder einer
Autoimmunhepatitis eine schlechtere Prognose. Hierbei
spielt die Art der nach der Transplantation eingesetzten
Immunsuppressiva eine Rolle. Eine HCV-spezifisch
optimierte Immunsuppression konnte zu einer Verbesse-
rung des Krankheitsverlaufes bei diesen Patienten
beitragen. Ein Ziel unserer Arbeit war, alle derzeit routine-
maBig eingesetzten Immunsuppressiva systematisch auf
ihren Einfluss auf den gesamten Lebenszyklus von HCV zu
untersuchen. Also haben wir den Viruseintritt, die
RNA-Replikation und die Freisetzung mit unserem neuen
HCV in-vitro-System untersucht®.

In Bezug auf die Replikation wirken sowohl Cyclosporin A
als auch Mycophenolsdure und FTY720 hemmend im
Infektionsmodell ¢’. Andere hiufig verwendete Immunsup-
pressiva wie Tacrolimus, Everolimus, Basiliximab und
Prednisolon hatten keinen wesentlichen Einfluss auf die
HCV RNA-Replikation. Bei den Untersuchungen zum
gesamten Lebenszyklus entdeckten wir wichtige Zusam-
menhénge: Es zeigte sich, dass die Inkubation mit hoheren
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Dosen von Prednisolon und anderen Steroiden wéhrend der
Infektion zu einer vermehrten Infektiositdt von HCV fiihrte.
Durch Zeitkinetikexperimente konnten wir nachweisen,
dass HCV unter Steroidbehandlung schneller in die
Leberzelle eindringen kann. Mithilfe retroviraler Pseudo-
typen konnte auBerdem nachgewiesen werden, dass die
Steigerung der Infektiositét spezifisch fiir HCV, jedoch
unabhéngig vom Genotyp war. Zur weiteren Charakteri-
sierung wurde dann der Einfluss von Prednisolon auf die
fiir HCV bekannten Rezeptoren untersucht. Hier zeigte sich
eine Steigerung der mRNA und der Proteinexpression von
SR-BI und Occludin, zwei Proteinen, die essenzielle
Komponenten des HCV-Rezeptorkomplexes sind.

Dieser Steroideffekt konnte durch den Glucocorticoid-
rezeptor-Inhibitor RU-486 aufgehoben werden. Dies belegt,
dass diese Signalkaskade fiir den Einfluss auf die Rezeptor-
expression und den HCV-Zelleintritt verantwortlich ist.
SchlieBlich konnten wir in weiteren Untersuchungen zeigen,
dass die Forderung der HCV-Infektion nicht nur auf die
Hepatoma-Zelllinie Huh7.5 begrenzt ist: so fithrte die
Inkubation von Prednisolon auch zu einer gesteigerten
Infektion von DMSO-differenzierten Leberzellen und
primédren humanen Hepatozyten. Dieses Ergebnis korreliert
somit mit der klinischen Erfahrung im Patienten: denn in
verschiedenen klinischen Studien wurde nachgewiesen,
dass die Gabe von hohen Dosen von Steroiden, beispiels-
weise im Rahmen einer AbstoBungsbehandlung, mit einem
Anstieg der HCV-Viruslast und einer Zunahme der Hepatitis
assoziiert ist 8. Dementsprechend kénnte die Vermeidung
von hoch dosierten Steroiden dazu beitragen, den klinischen
Verlauf nach der HCV-induzierten Lebertransplantation zu
verbessern.

Hepatitis C - nicht nur in der Leber? Bislang hat sich die
Forschung an HCV vorwiegend auf die Leber konzentriert -
eine naheliegende Fokussierung, da sich die Symptome
vorwiegend auf die Schadigung dieses Organs zuriickfiih-
ren lassen. Bei genauerer Betrachtung 16st eine Infektion
mit HCV jedoch auch noch eine Reihe andere Symptome aus,
die nicht unbedingt in einem direkten Zusammenhang mit
der Leberentziindung stehen. Patienten mit einer chroni-
schen HCV-Infektion zeigen vielfach zusatzlich unterschied-
liche Storungen des Nervensystems. Haufig treten das
Chronische Miidigkeits-Syndrom, Depressionen und
kognitive Storungen auf. Allerdings ist unklar, ob diese
Symptome auf eine direkte HCV-Replikation im Gehirn und
den peripheren neuronalen Zellen zuriick zu fiihren ist,
oder auf indirekte Effekte am zentralen und peripheren

Nervensystem. Deswegen haben wir untersucht, ob
Wirtszellen aus diesen Geweben — darunter menschliche
Neuroblastoma- und Glioblastoma-Zelllinien und Mikroglia
Zellen — HCV-Partikel aufnehmen und das Virus vermehren
konnen *. In diesem Zusammenhang sind wir auf die
humane periphere Neuroblastoma-Zelllinie SKNMC
gestoBen, die sdmtliche HCV-Eintrittsfaktoren prasentiert
und effizient von unseren HCV Pseudopartikeln (HCVpp)
infiziert wurde. Allerdings haben unsere Untersuchungen
ebenfalls gezeigt, dass sich das Virus in diesen Zellen nicht
vermehren kann. Dennoch deuten unsere Ergebnisse darauf
hin, dass HCV durchaus in verschiedene nichthepatische
Zelltypen eindringen und mit diesen Reservoirs den
Krankheitsverlauf beeinflussen kann.

Kleine Molekiile gegen ein ungeléstes Problem Die
Therapieoptionen gegen HCV sind derzeit noch unbefrie-
digend. Zwar befinden sich eine Reihe direkter antiviraler
Substanzen in der klinischen Entwicklung, aber uner-
wiinschte Arzneimittelwirkungen, Resistenzbildung und
genotypspezifische antivirale Aktivitét fiihren nach wie vor
zu Einschridnkungen. Aus diesem Grund wird weiter nach
neuen Therapiewegen gesucht. Im Fokus stehen Kombina-
tionen gut vertraglicher Wirkstoffe, die an unterschiedlichen
Stellen des HCV-Replikationszyklus ansetzen. So soll eine
rasche Resistenzbildung vermieden werden.

Um niedermolekulare Substanzen zu identifizieren, die
unterschiedliche Schritte des HCV-Replikationszyklus
storen, haben wir einen neuen Dual-Reportergen-Assay
entwickelt und gemeinsam mit Wissenschaftlern am HZI
fiir Hochdurchsatz-Screening-Verfahren angepasst
(Abbildung 4). Es bildet den gesamten HCV-Lebenszyklus
ab und ermoglicht deswegen prinzipiell die Identifizierung
von Hemmstoffen gegen jeden einzelnen Schritt der viralen
Vermehrung'. Das System basiert auf einem HCV-Reporter-
virus, das das Gen fiir ein Luziferase-Enzym des Leucht-
kéfers tragt (F-Luc; firefly luciferase). Die Wirtszellen, die
fiir die Vermehrung von HCV verwendet werden, haben wir
ebenfalls mit einem Luziferase-Gen - das des Tiefseekrebses
Gaussia (G-Luc; gaussia luciferase) — ausgestattet. Da die
beiden Luziferasen unterschiedliche Substrate nutzen und
sich nicht gegenseitig beeinflussen, werden in einem
Arbeitsgang gleichzeitig die Vermehrung des HCV und die
Vitalitét der Zellen bestimmt. Auf diese Weise konnen wir
antiviral wirkende Verbindungen von Hemmstoffen des
Zellwachstums und zytotoxischen Molekiilen unterscheiden
- also die Spreu vom Weizen trennen. Zunachst haben wir
das System anhand bekannter HCV-Inhibitoren fiir den
Zelleintritt, die Replikation und den Austritt validiert.
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AnschlieBend haben wir aus der Substanzbibliothek des
HZI niedermolekulare Verbindungen aus Myxobakterien
getestet. Aus diesem Screening sind eine Reihe von Ver-
bindungen hervorgegangen, die entweder den Zelleintritt
des Virus in die Leberzellen verhindern oder deren Ver-
mehrung beziehungsweise Wiederaustritt aus der Zelle.
Aus diesen Molekiilen hoffen wir, gemeinsam mit unseren
Partnern am HZI und den Myxobakteriologen um Rolf
Miiller am HIPS, Leitstrukturen fiir neue HCV-Inhibitoren
entwickeln zu konnen. Parallel wollen wir diese Substanzen
nutzen, um besser zu verstehen, wie sich HCV in Leberzel-
len vermehrt (Abbildung 5). In dieser Hinsicht bieten uns
die myxobakteriellen Naturstoffe einen einmaligen Zugang,
zellbiologische Prozesse zu manipulieren und zu beobach-
ten, wie HCV davon beeinflusst wird. Fiir diese Zwecke sind
durchaus auch die Verbindungen interessant, welche die
Vermehrung von HCV steigern. Verstehen wir erst, welche
Prozesse in der Zelle dafiir verantwortlich sind, konnen wir
in Zukunft Wege finden, dieses Zusammenspiel des Virus
mit der Zelle fiir therapeutische Zwecke zu nutzen.

Firefly HCV Reportervirus \ Virus production

+/- Substance

"F-Luc

oo
\/

Measurement of
reporter activity

)

Deep sea crab Liver cell with Reportergene

Abb. 4. HZI Pipettierroboter im S3* Sicherheitslabor zur Durch-
fiihrung von Hochdurchsatz-Screenings. Grafik & Foto: Twincore

HCV + Solvent

HCV + Inhibitor

Anti ADRP Anti Core

Abb. 5. Einfluss kleiner Molekiile mit antiviraler Wirkung
gegen HCV auf die Bildung von lipid droplets in Leberzellen.
HCV-infizierte Zellen wurden mit Solvens oder einem Inhibi-
tor inkubiert. Lipid droplets wurden mit einem anti-ADRP
Antikorper (links) oder einem Lipidfarbstoff griin geférbt
(kleines Bild). HCV-Core wurde mit einem core-spezifischen
Antikdrper nachgewiesen (rechts und rote Markierung

im kleinen Bild). Inkubation mit dem Inhibitor fiihrt zur
Vergrdferung und Aggregation von lipid droplets sowie zur
Anreicherung von HCV Core an deren Oberfldche.

Grafik: Twincore
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Prof. Pietschmann und seine Arbeitsgruppe. Foto: Twincore/HZI
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Thomas Pietschmann geboren 1971 in Wiirzburg, studierte
Biologie mit Schwerpunkten in Biochemie, Tierphysiologie,
Virologie und Immunbiologie an der Universitat Wiirzburg
und der Duke University (Durham, NC, USA). Nach Abschluss
des Studiums 1996 erwarb er den Grad des Dr. rer. nat. in
Biologie am Institut fiir Virologie der Universitat Wiirzburg
und arbeitete als Postdoc am Institut fiir Virologie in Mainz
und in der Abteilung fiir Molekulare Virologie der Universi-
tatsklinik Heidelberg. Dort etablierte Thomas Pietschmann
eine unabhéangige Forschergruppe, die sich mit der Morpho-
genese und dem Eintrittsmechanismus des Hepatitis-C-Virus
beschéftigte. Ab 2006 wurde seine Gruppe durch ein Emmy
Noether-Stipendium der Deutschen Forschungsgemein-
schaft unterstiitzt. Im Friihjahr 2007 wurde er mit seiner
Arbeitsgruppe an das TWINCORE berufen. Dort leitet er die
Abteilung Experimentelle Virologie.

Sandra Ciesek geboren 1978 in Goslar, studierte in Gottin-
gen und Hannover Medizin und promovierte mit Auszeich-
nung bei Prof. M. P. Manns und Dr. H. Wedemeyer in der
Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrino-
logie der MHH. Fiir ihre Promotion erhielt Sandra Ciesek
diverse Preise und arbeitet seitdem sowohl als Assistenz-
arztin in der Abteilung Gastroenterologie, Hepatologie und
Endokrinologie, als auch als stipendiengeforderte Wissen-
schaftlerin am TWINCORE bei Prof. Thomas Pietschmann.
Mit einer iiber einen DFG-Einzelantrag geforderten Stelle
erforscht sie am TWINCORE den Einfluss von Cyclosporin A
auf das Hepatitis-C-Nichtstrukturprotein NS2.

&

Eike Steinmann geboren 1978 in Bremen, studierte Biologie
an der Leibniz Universitit Hannover — mit dem Fokus auf
Virologie, Mikrobiologie und Molekularbiologie. Nach einem
DAAD (Deutscher Akademischer Austausch Dienst)-Stipen-
dium fiir einen Aufenthalt an der Northeastern University
in Boston fertigte er seine Diplomarbeit bei Prof. Herrler

am Institut fiir Virologie der Tierdrztlichen Hochschule
Hannover an. Fiir die Arbeiten zum PhD wechselte Eike
Steinmann in die Abteilung fiir Molekulare Virologie der
Universitatsklinik Heidelberg und forschte in der Gruppe
von Prof. Bartenschlager an der Funktion des p7-Proteins
im HCV-Replikationszyklus. Mit seinem Betreuer Prof.
Thomas Pietschmann wechselte er dann an das TWINCORE.
Seine Forschung konzentriert sich auf verschiedene
Aspekte des HCV-Zusammenbaus und seiner Freisetzung,
sowie die Suche nach neuen antiviralen Targets. Weiterhin
untersucht er die Umweltstabilitat und Empfanglichkeit des
HCYV fiir Desinfektionsmittel.
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Wie alt ist alt? Wenn man die Menschheitsgeschichte zurlickverfolgt, lag die durchschnittliche Lebenserwartung in der Steinzeit

zwischen 20 und 35 Jahren. Ein Zeitraum, der gerade ausreicht, um sich fortpflanzen und den Fortbestand der Menschheit sichern

zu konnen. Gegen Ende des 19. und zu Beginn des 20. Jahrhunderts stieg die Lebenserwartung in den industrialisierten Landern

rasant an und verdoppelte sich nahezu in den vergangenen 100 Jahren. Die durchschnittliche Lebenserwartung betrégt heute

ca. 75 Jahre bei Mannern und bei Frauen liber 80 Jahre, wobei sich dieser Trend weiter fortsetzt und nicht abzusehen ist, wo diese

Entwicklung hinfiihren wird (Abbildung 1). Auch wenn die langere Lebenserwartung an sich erfreulich ist, bringt diese Entwicklung

jedoch fir den Einzelnen und die Gesellschaft neue Herausforderungen mit sich. Die steigende Zahl dlterer Menschen wird von

einer Reihe chronischer Krankheiten wie Alzheimer, Arthritis, Arteriosklerose und Diabetes begleitet. Ein gemeinsames Merkmal

dieser Krankheitsbilder ist die entziindliche Pathogenese. Sie zeigt, dass sich wahrend des Alterungsprozesses ein Ungleichge-

wicht unter den Immunfunktionen herausbildet, das auch als “I/mmunoseneszenz” bezeichnet wird. Diese altersbedingte Degenera-

tion des Immunsystems ist fiir die erhdhte Prévalenz und den schwereren Verlauf von Infektionskrankheiten, sowie die geringe

Wirksamkeit von Impfungen bei dlteren Menschen verantwortlich. Bekannt ist, dass dltere Menschen gegenuber Krankheiten

anfélliger sind (Gavazzi und Krause, 2002). In den entwickelten Industriel&dndern verursachen Grippe und Lungenentziindung ein

Sechstel aller Todesfélle bei Menschen ab 65 (Stupka et al., 2009). Impfungen kénnten dabei helfen, das erhohte Mortalitatsrisiko

durch Infekte bei dlteren Menschen zu verringern. Jedoch geht bei dlteren Menschen die durch die Impfung bedingte Schutz-

wirkung auch teilweise wieder verloren (Chen et al., 2009). Das Wissen um die grundlegenden Mechanismen der altersbedingten

Immunfehlfunktion kann bei der Entwicklung von Behandlungsmethoden zur Verzégerung oder gar Beseitigung der schadlichen

Auswirkungen der Immunoseneszenz sehr nitzlich sein. Es wird einen Beitrag zur Verbesserung des Gesundheitsschutzes bei

alteren Menschen und damit zur Verbesserung der “Gesundheit im Alter” leisten.

Mechanismen der Immunoseneszenz Der Alterungsprozess
lasst sich als fortschreitender Abbau des homdostatischen
Gleichgewichts eines Individuums beschreiben: Es wird
immer schwieriger, auf Umweltstress zu reagieren und die
Homoostase wieder herzustellen. Daher bendétigt ein Wirt, je
alter er wird, immer mehr Energie und Zeit zur Wiederher-
stellung der Homdostase und ist dadurch weniger wider-
standsfdhig als ein junges Individuum. Systeme, die einem
Individuum die Fahigkeit verleihen, sich stindig an die
Umgebung anzupassen, sind vom Alterungsprozess beson-
ders betroffen. Dazu gehoren etwa das Nervensystem, das die
Anpassung an die unmittelbare physische Umgebung ermog-
licht, oder das Immunsystem, das dafiir sorgt, dass sich der
Wirt an seine mikrobiologische Umgebung anpassen kann.

Dabei lasst sich das Immunsystem in den angeboren Bereich,
der im Wesentlichen die Monozyten, die Neutrophilen, die
natiirlichen Killerzellen und die dendritischen Zellen umfasst,
und in den adaptiven Bereich unterteilen, der die B- und T-
Lymphozyten umfasst. Das angeborene Immunsystem ermog-
licht die sofortige Reaktion auf Pathogene, die mit bestimmten
Molekularstrukturen (PAMP) in Verbindung stehen. Dabei
erfolgt die Abwehr von Infekten durch eine selbstandige Reak-
tion. Das adaptive Immunsystem dagegen reagiert pathogen-

spezifisch und ist in der Lage, sich an neue Pathogengruppen,
die mit einem Infektionserreger in Verbindung stehen, zu erin-
nern und diese bei einer erneuten Infektion sofort wiederzu-
erkennen. Lymphozyten bilden eine Population von Millionen
klonal diversifizierter Zellen, welche jeweils unterschied-
liche wirtsfremde Molekulargruppen identifizieren konnen
(Antigen). Sobald ein junger Lymphozytenklon ein neues
Antigen erkennt, bildet er eine groBe Zellpopulation, die die
Pathogene mit der entsprechenden Molekiilgruppe aufspiirt
und neutralisiert. Nach Ausheilung einer Infektion verbleibt
ein Teil dieser Lymphozytenklone in Form von Gedachtnis-
zellen im Wirt, wodurch der Organismus dann bei einer
erneuten Infektion gegen dieses Pathogen immun ist.

Prinzipiell kann der Alterungsprozess beide Bereiche des
Immunsystems beeintrachtigen, wobei heute lediglich die
Funktionsverluste des adaptiven Bereiches des Immunsys-
tems umfassend dokumentiert sind. Uber die altersbedingten
Veranderungen des angeborenen Immunsystems liegen weit-
aus weniger Forschungsergebnisse vor, die sich zudem teil-
weise widersprechen (Nikolich-Zugich und Cicin-Sain, 2010).
Eine ganze Reihe von Untersuchungen weist eine Verstar-
kung der Aktivitat des angeborenen Immunsystems und der
durch den Alterungsprozess bedingten Entziindungsvorgiange



BERICHTE AUS DER FORSCHUNG | Die Alterung des Immunsystems: Probleme und Perspektiven 31

TRADITIONAL POPULATION DISTRIBUTION

] 2ees [
Jws w9

Jq
53
raz

mrs- v
. 7o - T4
- s - 60 |
e -
B 55 . 50 |
50 - 4 N

I

43 - a5 |
—w A
= .| - 3

o
[ - o |

GERMANY 2035 (projection)

Abb. 1. Die ménnliche (blau) und die weibliche (rot) Alters-
struktur der Bevilkerung eines Landes konnte traditionell in
Form einer Pyramide wiedergegeben werden, in der die Mehr-
heit der Bevilkerung zu den jungen Jahrgdngen gehorte. Fiir
Deutschland ist dies aufgrund von Verdnderungen der Alters-
struktur heute nicht mehr maglich, die Verteilung hat die Form
eines Pilzes angenommen. Falls sich dieser Trend fortsetzt, wird
in 25 Jahren die Zahl der 65-75-dhrigen die grofite Gruppe in
der Altersstruktur der Bevilkerung ausmachen. Grafik: Hzi

nach, ein treffenderweise als “Inflammaging” bezeichneter
Prozess (Franceschi und Bonafe, 2003). Allerdings ist unklar,
ob diese verstarkte Aktivitat auf die Kompensation einer
immer schwicher werdenden Funktion des adaptiven Immun-
systems oder auf eine intrinsische Erhohung der Aktivitat
des angeborenen Immunsystems zuriickzufiihren ist.

Andererseits besteht Einigkeit dartiber, dass der adaptive
Bereich des Immunsystems durch den Alterungsprozess ne-
gativ beeinflusst wird. Das betrifft insbesondere die Immun-
antwort auf Infektionen bei Menschen im fortgeschrittenen
Alter (Nikolich-Zugich und Rudd, 2010). Im Gegensatz dazu
bleibt jedoch das Vermdogen, sich an Pathogene und Impf-
stoffe zu erinnern, das bei jlingeren Organismen vorhanden
ist, auch im fortgeschrittenen Alter weitgehend erhalten
(Ammana et al., 2007). Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass
die klonal diversifizierten, jungen Lymphozyten stiarker als
die klonal begrenzten Gedédchtniszellen durch den Alterungs-
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Abb. 2. Verlust natiirlicher zytotoxischer T-Lymphozyten in
dlteren Personen (modifiziert nach Cicin-Sain et al,

PNAS 2007). Die Population natiirlicher Lymphozyten,
charakterisiert durch einen niedrigen CD95- und einen hohen
CD28-Wert, ist in jungen erwachsenen Rhesusaffen stets grof3,
nimmt aber mit zunehmendem Alter ab. Daraus resultiert ein
relatives Anwachsen von Geddchtniszellsubtypen. Grafik: Hzi

prozess beeintrachtigt werden. Damit ist der Verlust der
klonalen Vielfalt im Bestand der Lymphozyten eine typische
Anderung, die in engem Zusammenhang mit der Immuno-
seneszenz steht.

Die Ursachen der Immunoseneszenz sind vielfaltig und noch
nicht vollstandig erforscht. Zu den bisher geklarten Faktoren
der Immunalterung gehoren die Riickbildung der Thymus-
zellen, der sich daraus ergebende Verlust an neu gebildeten
jungen T-Zellen (Abbildung 2) sowie der metabolische -
insbesondere der oxidative — Stress (Altmeyer und Hottiger,
2009). Bisher wenig erforscht ist die Frage, ob entziindliche
Zustiande die Immunalterung beschleunigen oder lediglich
eine Folge der Inmunoseneszenz darstellen. Und es konnte
bisher noch nicht geklart werden, welche Rolle chronische
Infektionen bei der Immunoseneszenz spielen (Virgin et al.,
2009), ob langere Infektionen zur Immunalterung beitragen
oder ob die Immunoseneszenz an sich chronische Infekti-
onen bedingt. Antworten auf diese Fragen konnten durch
experimentelle Modellierungen von Immunprozessen bei
alternden Tieren geklart gefunden werden.

Die Immunoseneszenz hat eine ganze Reihe klinischer
Folgen. Bei dlteren Menschen besteht eine deutlich erhoh-
te Suszeptibilitdt gegentiiber Infektionen, die durch junge
Lymphozytenpopulationen gesteuert werden, wie z.B. neue
Grippeviren, Infektionen durch das West-Nil-Virus oder
Pneumokokkeninfektionen. Dieses Problem wird dadurch
verscharft, dass junge Zellpopulationen keinen entsprechen-
den Schutz bei der Impfung dlterer Menschen aufbauen.
Andererseits sind dltere Menschen auch anfélliger gegen-
iiber einer Reihe von weiteren Erkrankungen, insbesondere
gegeniiber chronischen Entziindungsprozessen, wozu auch
Arthritis, entziindliche Darmerkrankungen, Arteriosklerose
oder Erkrankungen mit einer ausgepragten entziindlichen
Komponente wie Diabetes oder Alzheimer gehéren. Unsere
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Kenntnisse tiber die Verdnderungen in den Zellen und auf
molekularer Ebene, die mit zunehmendem Alter zu einer
Abnahme der Immunfunktion fiihren, konnten in den letzten
Jahren deutlich ausgebaut werden. Der néachste Schritt besteht
nunmehr in der Durchfiihrung klinischer Versuche, durch
die Methoden entwickelt werden konnen, mit denen sich die
Immunfunktion bei dlteren Menschen verbessern lasst.

Hundertjahrige als Musterbeispiel fiir Gesundheit im
Alter Hundertjdhrige, die per definitionem als sehr alte
Menschen gelten, sind bei der Erforschung der maximalen
Lebensspanne gut geeignete Probanden. Sie sind nicht nur
sehr alt, sondern auch in einem verhdltnismaBig guten
mentalen und korperlichen Zustand. Frither ging man davon
aus, dass nur sehr wenige Menschen das 100. Lebensjahr
erreichen konnen, heute erreichen jedoch wesentlich mehr
Menschen dieses hohe Alter. Publizierten Vorhersagen
zufolge wird in naher Zukunft der Anteil der Menschen,

die alter als 95 bzw. 100 Jahre sind, einen groBen Teil der
Bevolkerung ausmachen (Olshansky et al., 1990; Barinaga
M, 1991). Hundertjahrige sind ein gutes Beispiel dafiir, wie
man auch im Alter weitgehend gesund bleiben kann, denn
diese Menschen konnten die meisten Krankheiten vermeiden
bzw. liberstehen, die fiir die Morbositat und Mortalitit im
fortgeschrittenen Alter verantwortlich sind. Um in der Lage
zu sein, die wesentlichsten, altersbedingten Krankheiten zu
verhindern oder hinauszuzogern, miissen Hundertjahrige
zwangslaufig iber gut erhaltene und wirksame Immun- und
Verteidigungsmechanismen, sowie iiber optimale Kombina-
tionen zwischen einem angemessenen Lebensstil und ent-
sprechenden genetischen Voraussetzungen (Franceschi und
Bonafe, 2003) verfiigen. Durch Untersuchungen an deren
Immunsystemen wurden Parameter gefunden, die mit dem
bei dlteren Menschen in der Regel stattfindenden, fortschrei-
tenden VerschleiB konform gehen (z.B. Verringerung der An-
zahl der B- und T-Lymphozyten), wahrend andere Parameter
weitgehend intakt bleiben (z.B. Chemotaxis, Phagozytose).
Ob anstelle der Umgebungseinfliisse und der genetischen
Voraussetzungen eher diese Parameter dafiir verantwortlich
sind, dass einige Menschen ein so hohes Alter erreichen,
bleibt jedoch noch zu klaren. Daher sind Studien iiber
Hundertjahrige und insbesondere iiber solche, die sich einer
guten Gesundheit erfreuen, nicht nur von groBem biologisch-
medizinischen Interesse, sondern konnen auch einen Beitrag
zur Erforschung der Gene leisten, durch die die beschriebe-
nen, altersbedingten Krankheiten vermieden werden konnen.

Tiermodelle zur Untersuchung der Inmunoseneszenz
Ethische Bedenken schranken die Durchfiihrung von Expe-
rimenten an Menschen erheblich ein. Daher stammen die
meisten altersbezogenen Erkenntnisse aus Experimenten an
Zellkulturen oder Tieren. Es wurden mehrere Tiermodelle
fiir die Untersuchung der altersbedingten Auswirkungen auf
das Immunsystem und die spezifischen Signalwege entwickelt,
die sich nachweislich durch den Alterungsprozess verandern.

Young Aged
(2-3 months-old) (>20 month-old)

Abb. 3. Mausmodelle haben sich als sehr niitzlich fiir das
Studium von Altersprozessen sowie die Aufkldrung der Frage,
wieso es zu einer anwachsenden Anfilligkeit gegentiber
Infektionen in zunehmendem Alter kommt, gezeigt. Fotos: HzI

Wirbellose Tiere erweisen sich fiir solche Studien als sehr ge-
eignet, da sie in der Regel iiber kurze Zeitspannen mehrere
Generationen durchlaufen, sehr kurze Lebensspannen haben
und in groBer Anzahl verfiigbar sind. Jedoch ist die Uber-
tragung der durch Untersuchungen an wirbellosen Tieren
gewonnenen Erkenntnisse problematisch, da diese Tiere nur
iiber ein angeborenes Immunsystem verfiigen und bei ihnen
somit die Komponenten des adaptiven Immunsystems nicht
vorhanden sind. Das Fehlen der adaptiven Immunantwort
hat jedoch den Vorteil, dass sich so die Auswirkungen des
Alterns auf das angeborene Immunsystem untersuchen
lassen - ohne die verwirrenden Interaktionen zwischen den
angeborenen und adaptiven Inmunmechanismen. Die am
haufigsten fiir die Untersuchung von Alterungsprozessen
eingesetzten wirbellosen Tierarten sind Drosophila melano-
gaster und Caenorhabditis elegans (Kurz und Tan, 2004).

Anhand von Mausmodellen (Abbildung 3) konnten hingegen
wichtige Informationen iiber die altersbedingten Anderungen
an den adaptiven Immunmechanismen (Maue et al., 2009)
gewonnen werden. Mit den Immunoseneszenz-Modellen
wurden M#use mit Anderungen in der Telomerase-Aktivitit,
der Tumorsuppressionsfunktion, im oxidativen Stress, der
Hormonexpression sowie in Bezug auf verschiedene andere
Molekiile untersucht, die bei der Entwicklung und Differen-
zierung des Immunsystems und fiir die Lebensdauer eines
Organismus eine Rolle spielen. Dabei wurden eine Reihe
neuer Erkenntnisse zu grundlegenden Immunfunktionen
und Zusammenhdngen zwischen Zellnetzwerken und Signal-
wegen in Verbindung mit der Lebensdauer und der Immun-
funktion gewonnen. Zudem ist das Mausmodell ein sehr
niitzliches Werkzeug zur Bewertung der Strategien gegen
Immunalterungsprozesse, also die Prozesse, die Individuen
im fortgeschrittenen Alter ermoglichen, besser auf Impfungen
zu reagieren bzw. Pathogene erfolgreicher zu bekampfen.
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Eine wesentliche Einschriankung bei der Ubertragung der
mit dem Mausmodell erzielten Ergebnisse tiber die Immunal-
terung auf die Immunoseneszenz beim Menschen ergibt sich
aus der relativ kurzen Lebensspanne von Méusen (~2,5 Jah-
re). Eine geeignetere Alternative bieten Untersuchungen an
alteren, nicht-menschlichen Rhesusprimaten (NHP), die dem
Menschen in phylogenetischer Hinsicht und auch beziiglich
der Lebenszeit (durchschnittliche Lebenserwartung bei Rhe-
susaffen ~25 Jahre) wesentlich dhnlicher sind. Andererseits
sind die Moglichkeiten der Forschung anhand von Primaten-
modellen aufgrund ethischer Bedenken und technischer Ein-
schrankungen begrenzt. Bei einem Experiment lasst sich nur
eine begrenzte Anzahl von NHP unterbringen und einsetzen.
Hinzu kommt, dass die ausgefeilten genetischen Modelle, die
fiir Mausexperimente frei verfiigbar sind, praktisch nicht auf
Wirte mit einer ldngeren Lebensspanne iibertragbar sind. So
bieten verschiedene Modelle unterschiedliche Vorteile bei
der Untersuchung der Immunoseneszenz. Die Ermittlung der
jeweiligen Vor- und Nachteile der einzelnen Untersuchungs-
modelle und deren Einsatz im entsprechenden Kontext sind
fiir den Erfolg der Forschung von groBter Bedeutung.

Immunverjiingung: mehr als nur ein Traum? Ein tieferes
Verstandnis der in den Zellen sowie auf molekularer Ebene
stattfindenden Anderungsvorginge, die die Alterung des
Immunsystems bedingen, ist die Voraussetzung fiir die Ent-
wicklung neuer Methoden zur Umkehrung dieses Prozesses.
Da die Immunoseneszenz im Zusammenhang mit einer ver-
minderten Produktion von jungen B- und T-Zellen steht, kann
eine Wiederbelebung des Immunsystems mit neuen B- und
T-Zellen aus universellen Stammzellen eine Moglichkeit sein,
die Immunoseneszenz bei dlteren Patienten zuriickzubilden.
Voraussetzung dafiir ist, dass sich die adulten Korperzellen
zu universellen Stammzellen umprogrammieren lassen,

um daraus junge Lymphozyten zu bilden. Eine weitere, im
Tiermodell getestete, vielversprechende Strategie besteht in
der Wiederherstellung der Funktionsfahigkeit der Thymus-
zellen im Epithel. Der Abbau der Thymuszellen wird nach
der Behandlung mit Keratinozyten-Wachstumsfaktoren (Min
et al., 2007) verzogert. Eine weitere Moglichkeit zur Verjiin-
gung des gealterten Immunsystems ist die Beeinflussung der
Produktion von Lymphozyten zur Erh6hung der Anzahl der
jungen B- und T-Zellen, die sich in sekundaren lymphoiden
Organen ansiedeln. Die erhohte Anzahl von B- und T-Zellen
im Kreislauf bewirkt bei dlteren Patienten, dass deren Im-
munsystem auf neue oder von friiher her bekannte Antige-
ne besser reagieren kann. Es gibt auch Empfehlungen fiir
verschiedene Eingriffe und Ubungen, die die Inmunfunktion
bei dlteren Patienten wiederherstellen sollen. Die Befunde
einiger, jedoch nicht aller, Studien untermauern die These,
dass die Immunoseneszenz durch Ubungen eingedimmt und
dadurch eine wirksame Therapie fiir die Wiederherstellung
der Immunfunktion bei dlteren Menschen durchgefiihrt
werden kann. Der Immunoseneszenz konnte auch entgegen
gewirkt werden, indem die Belastung durch Antigene, die von

Pathogenen, wie dem Grippevirus oder dem Cytomegalovirus
(CMV) ausgehen, reduziert wird. Damit miissten sich die sys-
tematische Suche nach chronischen viralen Infektionen bei
alteren Menschen sowie die Entwicklung sicherer Verfahren
zur Ausmerzung solcher Krankheiten mit hoher Wahrschein-
lichkeit auch giinstig auf die Lebenserwartung auswirken.

Da es beim Alterungsprozess starke Unterschiede zwischen
den einzelnen Individuen gibt, ist es wichtig, Methoden zu
entwickeln, anhand derer sich die Patienten ermitteln lassen,
bei denen durch eine immunmodulatorische Behandlung die
besten Behandlungsergebnisse erzielt werden konnen. Daher
ware es von Vorteil, wenn einfache Biomarker zur Verfiigung
stiinden, mit denen sich die Wirkung auf die Alterung des
Immunsystems ermitteln lieBen. Auf diesem Gebiet kiindigen
sich bereits die ersten Erfolge an.

Altersforschung am HZI Fiir die Altersforschung am HZI
sind zurzeit zwei Arbeitsgruppen zusténdig: Die Arbeits-
gruppe Infektionsimmunologie (INI) und die Arbeitsgruppe
Immunalterung und Chronische Infektionen (IMCI). Die
Forschungstatigkeit dieser Arbeitsgruppen konzentriert sich
dabei auf die Identifizierung von altersbedingten Anderungen
der Immunfunktionen. Das ist die Basis fiir die Entwicklung
von Behandlungsstrategien zur Verzogerung bzw. Verhinde-
rung des Abbaus der Leistungsfahigkeit des Immunsystems.
Unter Verwendung eines Mausmodells zur Alterungsforschung
haben die Wissenschaftler der Arbeitsgruppe Infektions-
immunologie spezifische Beeintrachtigungen der Immun-
funktion untersucht, die zu einer altersbedingten, erhohten
Suszeptibilitit gegeniiber Infektionen mit Streptococcus
pyogenes (Goldmann et al., 2010) fiihren. Dieses Pathogen ist
die Hauptursache fiir schwere Infektionen, die bei dlteren
Menschen lebensbedrohlich sein konnen. Dabei wurde heraus-
gefunden, dass, ahnlich wie beim Menschen, die Jungtiere
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Abb. 4. Mduse zeigen ebenso wie Menschen einen alters-
bedingten Verlust der Resistenz gegentiber Streptococcus
pyogenes. Die Abbildung zeigt, dass junge Mduse S. pyogenes-
Infektionen gut tiberlebten (offene Symbole), wihrend alte
Tiere sehr empfindlich auf diese Infektion reagierten und alle
Mduse innerhalb von 2 Wochen nach der Infektion starben
(geschlossene Symbole). crafik: HzI




34 BERICHTE AUS DER FORSCHUNG | Die Alterung des Immunsystems: Probleme und Perspektiven

SsC

—

FSC

Abb. 5. Gewebe-Makrophagen sind wichtige Zellen im Kampf
gegen S. pyogenes-Infektionen. Die Abbildung zeigt, dass dltere
Mduse eine signifikant geringe Anzahl an vorhandenen Gewebe-
Makrophagen (s. Pfeil) aufwiesen als junge Tiere. Dies kénnte
einer der Griinde fiir eine erhéhte Empfindlichkeit dlterer
Mduse gegeniiber S. pyogenes-Infektionen sein.  Grafik: HzI

im Alter von zwei bis drei Monaten in der Lage sind, diese
Infektion erfolgreich abzuwehren, wihrend die élteren
Maéuse (alter als 20 Monate) auch dann starben, wenn sie
lediglich mit einer geringeren Menge an Bakterien infiziert
wurden (Abbildung 4).

Ein weiterer Forschungsschwerpunkt der Arbeitsgruppe ist
die Erforschung der von der Immunoseneszenz betroffenen
Immunmechanismen, die dafiir verantwortlich sind, dass
altere Mause gegentiber diesen bakteriellen Infektionen
anfilliger sind. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stehen
Makrophagen, da diese Zellen die vorderste Verteidigungsli-
nie bei der Abwehr bakterieller Infektionen bilden. Es wurde
beispielsweise herausgefunden, dass bei dlteren Mdusen im
Vergleich zu Jungtieren die Anzahl der im Gewebe vorhan-
denen Makrophagen deutlich vermindert ist (Abbildung 5).
Da die Anzahl der Makrophagen in den Organen von der
Produktion eines spezifischen Wachstumsfaktors (M-CSF)
abhdngt, haben die Wissenschaftler postuliert, dass, wenn
durch eine Behandlung mit diesem Wachstumsfaktor eine
Aufstockung der im Gewebe angesiedelten Makrophagen bei
dlteren Mausen erzielt werden kann, sich auch deren Wider-
standsfahigkeit gegeniiber Infektionen verbessern miisste.
Eine Behandlung mit M-CSF hat in der Tat dazu gefiihrt,
dass sie widerstandsfahiger wurden und die Infektion besser
abwehren konnten. Das Ergebnis dieser Untersuchungen
zeigt, dass eine wiederholte prophylaktische Verabreichung
von M-CSF dazu beitragen kann, den Makrophagenbestand
bei élteren Patienten aufrechtzuerhalten und damit die Leis-
tungsfahigkeit des Immunsystems zu verbessern.

Eine neu eingerichtete Arbeitsgruppe fiir Inmunalterung
und chronische Infektionen beschéftigt sich mit den Mecha-
nismen und Auswirkungen der Immunalterung. In einer
vor kurzem durchgefiihrten Gemeinschaftsstudie konnte
die Arbeitsgruppe nachweisen, dass altere Rhesusaffen
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Abb. 6. Eine Impfung mit abgeschwdichten Pockenviren
(modifizierter Vaccinia-Ankara-Stamm) fiihrte bei erwachsenen
Rhesusaffen zu einer messbaren Immunantwort von im Gewebe
vorhandenen zytotoxischen T-Lymphozyten, jedoch nicht mehr
bei alten Tieren. Diese Verminderung der Immunantwort steht
in einem direkten Verhdltnis zu dem Riickgang natiirlicher
Zellen in alten Probanden (s.a. Abb. 2). Grafik: HzI

(~18-25 Jahre) signifikant schwachere Immunreaktionen

auf Impfungen zeigen als Tiere im mittleren Erwachsenen-
alter (~7-10 Jahre). Diese Reaktion war anhand der relativen
und absoluten Anzahl von jungen Zellen im Blut der Affen
vorhersagbar (Cicin-Sain et al., 2010) (Abbildung 6). Die
Impfung wurde mit einem abgeschwiachten Virus (modifizier-
tes Vacciniavirus Ankara - MVA) durchgefiihrt, das auch fiir
Impfungen bei dlteren Patienten in der Praxis geeignet ist.
Interessanterweise korrelierte die Anzahl der jungen Zellen
mit der Reaktion auf den Impfstoff nur dann, wenn der Anteil
der jungen Zellen im Gesamtlymphozytenpool den Schwell-
wert von etwa 20% unterschritt. Damit schien eine Vorher-
sage der Reaktionsintensitit auf den Impfstoff anhand der
klonalen Vielfalt junger T-Zellen nur dann méglich zu sein,
wenn die Klonalitit ein einschrankender Faktor war. In einer
fiir die Veroffentlichung eingereichten Folgestudie zeigen die
Autoren, dass dieselbe Population von Rhesusaffen heftige
Memory-Reaktionen auf Pathogene entwickeln kann, denen
sie in friiheren Lebensabschnitten ausgesetzt waren (Rhesus
Cytomegalovirus - RhCMYV). Die Arbeitsgruppe untersucht
jetzt die Auswirkungen langandauernder Infektionen auf
chronisch infizierte Wirte und ihren Beitrag zum Immun-
alterungsprozess.

Schlussfolgerungen Derzeit gilt der Alterungsprozess
immer noch als unvermeidbare Endphase im Leben eines In-
dividuums. Durch die stindige Erweiterung unseres Wissens
iiber die den Alterungsprozess und die Immunoseneszenz
regulierenden Mechanismen konnen wir viele unterschied-
liche Strategien zur Eindimmung und Verzoégerung dieser
Vorgidnge entwickeln, um jedem ein moglichst langes Leben
in Gesundheit zu ermoglichen.
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Etwa ein Drittel der jahrlichen Todesféalle weltweit sind auf Infektionskrankheiten zuriickzufiihren. Dariiber hinaus sind Krankheits-

erreger auch direkt an der Entstehung von Krebs und anderen chronischen Erkrankungen beteiligt. Patienten, die schon durch

Vorerkrankungen geschwacht sind (z.B. Traumata, Herz-Kreislauf- oder Atemwegserkrankungen), versterben letztlich haufig infolge

von Infektionen.

Strategien zur Vermeidung und Therapie von Infektions-
krankheiten sind folglich von hchster Wichtigkeit. Impfun-
gen sind hierbei immer noch die kostengtinstigste Option.
Die Moglichkeit, Impfungen sowohl gegen infektiose als
auch nicht-infektiose Erkrankungen einzusetzen, macht sie
zu einem therapeutischen Instrument von hochstem Inter-
esse. Bei den heutzutage verwendeten Impfstoffen handelt
es sich um klassische, lebende, abgeschwéchte Erreger und
um inaktivierte Pathogene. Aufgrund der hohen Komplexi-
tat dieser Molekiile kann jedoch die Qualitdt zwischen den
Produktionschargen sehr variabel sein, und sie konnen zu-
dem schwere Nebenwirkungen auslosen. In den letzen Jah-
ren wurde die Gruppe der ,,Subunit“-Vakzine in den Markt
eingefiihrt. Diese Impfstoffe basieren auf einem genau
definierten Bruchstiick des jeweiligen Antigens, das einen
wirksamen Schutz auslost. Weitere Fortschritte im Bereich
der ,Genomics“ und ,Proteomics“ haben eine Vielzahl wei-
terer potenzieller Zielstrukturen und -antigene identifiziert.
Hierzu zdhlen rekombinante Proteine, synthetische Peptide,
Kohlenhydrate, Lipide und DNA.

Die klassischen Impfstoffe 16sen in der Regel eine sehr
starke Immunantwort aus, bedingt durch die komplexe
Molekiilstruktur des Antigens. AuBerdem haben einige
pathogen-assoziierte Bestandteile einen adjuvanten Effekt.
Aufgereinigte Antigene aus ,Subunit“-Vakzinen hingegen
16sen fiir gewohnlich nur eine sehr schwache Reaktion aus,
so dass dem Impfstoff Adjuvantien zur Verbesserung der
Immunantwort zugefligt werden miissen. Diese Adjuvantien
(i) verstarken zum einen die ausgeloste Immunantwort,

(ii) senken damit die benotigte Menge an Antigen und (iii)
verkiirzen die Zeit bis zum Eintreten des Impfschutzes. Zum
anderen kann die Art und Stirke der Inmunantwort beein-
flusst werden. Letztlich kann durch adjuvantierte Impfstoffe
ein lang anhaltendes, immunologisches Gedachtnis geschaf-
fen werden, ohne dass mehrmalige Auffrischimpfungen
notwendig sind.

Impfungen lber die Haut? Gemeinsam ist allen etablierten
und innovativen Antigenen, dass sie instabil und nur sehr
schlecht permeabel sind, wenn sie in ihrer nativen Form

auf die Haut aufgebracht werden. Dies erfordert innovative
Losungen, die den Wirkstofftransport ermdglichen, das
heiBt geeignete Arzneistofftragersysteme, Formulierungen
oder andere Methoden, die eine Stabilisierung und Perme-
ation ermoglichen. Die meisten Impfungen werden heutzu-
tage immer noch iiber eine intradermale oder subkutane
Injektion verabreicht. Allerdings sind hiermit neben der
schlechten Akzeptanz der Patienten auch Sicherheitsrisiken
(z.B. Infektionen) verbunden. Dariiber hinaus muss die
Applikation durch besonders geschultes Personal erfolgen.
Hinzu kommt, dass der Impfstoff die Antigen-prasentieren-
den Zellen (APZ) der Haut durch die Injektion nicht optimal
erreichen kann. Dies sind die relevanten Zielzellen, welche
die naiven T-Zellen induzieren und nachfolgend zur Bildung
eines immunologischen Gedéchtnisses fiihren. In der Mus-

ISOEmI

Abb. 1. Penetration von Methylenblau in Schweinehaut. Der
Farbstoff dringt tief in den Haarfollikel ein. Foto: HipPs/HzZI
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kulatur sind solche Zellen nur in begrenzter Zahl vorhan-
den, wohingegen sie in der Haut in groBer Zahl zu finden
sind. Bei den APZ der Haut handelt es sich um dendritische
Zellen der Dermis, sowie Langerhanszellen, die sich in der
lebenden Epidermis befinden und sich in besonderem MaBe
um die Haarfollikel anreichern. Das Immunsystem der Haut
erscheint somit als sehr attraktives Target, da hier die APZ
mittels chemischer, mechanischer oder nanotechnologischer
Hilfsmittel direkter erreicht werden konnen. Es wurde ge-
zeigt, dass durch intradermale Immunisierung eine starke
mukosale sowie systemische Immunantwort und auch ein
Schutz gegen Virusinfektionen erreicht wurde. 12

Gleichzeitig stellt die Haut, insbesondere die Hornschicht,
einen nahezu perfekten Schutz gegen das Eindringen von
Chemikalien, Pathogenen aber auch von Therapeutika dar,
die topisch auf die Haut appliziert werden. Die hochkompak-
te Struktur des Stratum corneums, bei dem sich hydrophile
und lipophile Bereiche abwechseln, ist nur fiir kleine, nicht
geladene Molekiile mit méBiger Lipophilie bis zu einem
gewissen Grad permeabel. Die Anwendung reiner Antigene
auf der Haut ist nahezu unmoglich, da diese in hohem MaBe
instabil sind. Darum werden dringend innovative Systeme
benotigt (z.B. Transportsysteme oder Formulierungen), die
das Antigen stabilisieren und eine Permeation in die Haut
erleichtern. Verschiedene Transportwege wurden bereits
identifiziert, auf denen diese kleinen Molekiile iber passive
Diffusion in die Haut eindringen konnen.

Dazu gehoren der inter- und der transzellulare Weg wie auch
die Permeation iiber die Hautanhangsgebilde, wie Haarfollikel
und Poren.** Letzterer ist von besonderer Bedeutung fiir die
Invasion von groBeren Molekiilen, da hier eine Umgehung
des Stratum corneums moglich ist. Verhornte Zellen kleiden
lediglich etwa das obere Drittel des Haarfollikels aus, wahrend
der untere Teil lediglich mit einem Epithelium und ,Tight
Junctions“ ausgestattet ist. Die Langerhanszellen, die sich
um die Haarfollikel anreichern, stellen somit in diesen
Bereichen, wo die mechanische Barriere geschwacht ist, eine
zweite immunologische Barriere dar. Obwohl die Langerhans-
zellen nur etwa 1% der gesamten Zellpopulation der Haut
ausmachen, bedecken sie eine Flache von etwa 20%, was
durch ihre horizontale Ausrichtung und ihre langen, mitein-
ander verzahnten Fortsdtze ermdglicht wird.>

Transdermale Vakzination - Innovative Ansétze Derzeit
wird eine Reihe von Ansdtzen verfolgt, um Antigene {iber
die Haut zu transportieren. Neue Technologien, mit denen
Impfstoffmolekiile in die Epidermis und dort gezielt zu den
APZ gebracht werden konnen, befinden sich in der Entwick-
lung. Durch den Einsatz Membran-permeabilisierender Sub-
stanzen konnte zusammen mit hohen Dosen von Antigenen
eine signifikante Immunantwort hervor gerufen werden

- beispielsweise durch Choleratoxin, in Form von Pflastern.®

Abb. 2. Penetration von Methylenblau in Mdusehaut. Der
Farbstoff dringt tief in die lebenden Hautschichten und die
Haarfollikel ein. Foto: HIPS/HZI

Zu den neuen Anséatzen, die die transdermale Verabreichung
von DNA- und Proteinimpfstoffen ermoglichen sollen, zihlen
mechanische Applikationssysteme wie Mikronadeln®, ,Gene
gun“ (Genkanone) oder ,PowderJect“ (Pulverinjektor)’,
sowie auch andere Membran-permeabilisierende Verfahren
wie Elektroporation, Ionotophorese und Dermabrasion.®

In einer klinischen Phase-1-Studie wurden 11 gesunde
Probanden auf zwei Wegen mit dem normalen saisonalen
Grippeimpfstoff immunisiert. Der Grippeimpfstoff wurde
zum einen konventionell intramuskuldr injiziert und zum
anderen nach einer Schwiachung der Hornschichtbarriere
topisch auf einer Flache von 16 bzw. 32 cm? am Oberarm
aufgetragen. Zuvor wurde von der Applikationsstelle ein
GroBteil der Hornschicht sowie der Follikelinhalt mittels
Sekundenkleber sowie Biiroklebefilmabrissen entfernt. Die
Forscher berichteten, dass diese Prozedur insgesamt gut
vertragen wurde und nur bei einer Person zu einer leichten
Rotung fiihrte. Die Immunantwort war vergleichbar mit der
nach intramuskulérer Injektion, wobei die transkutan im-
munisierten Probanden zusétzlich zur CD4+ T-Zellantwort
auch eine CD8+ T-Zellantwort zeigten.” Bei den Probanden,
denen die Impfung auf klassische Weise intramuskular
verabreicht wurde, fehlte die CD8+ T-Zellantwort.

Das gemeinsame Prinzip der genannten Methoden ist, dass
die effektive Stratum corneum-Barriere geschwécht wird
und die APZ leichter zuginglich werden. Es wurde auBer-
dem die Hypothese aufgestellt, dass durch die mechanische
Einwirkung ein zusitzlicher Reiz auf das Gewebe ausgeiibt
wird, der zu einer unspezifischen Aktivierung der Immun-
zellen im Sinne eines leichten adjuvanten Effekts fiihrt.
Dieses Prinzip wurde bereits in der Vergangenheit fir eine
effektive Immunisierung genutzt. Bei der Pockenimpfung
werden Kuhpockenerreger in die Haut eingeritzt, was eine
effektive und ausgepragte Immunantwort auslost.
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Eine Reihe dieser permeabilitiatsverbessernden Methoden
wurde auBerdem zusammen mit innovativen Formulierun-
gen von Vakzinen getestet, um eine zusatzliche Verbesse-
rung der Immunantwort zu erzielen, das Risiko fiir das
Auftreten von Nebenwirkungen zu minimieren und die
applizierten Dosen senken zu konnen. Verschiedene Trans-
portvehikel wie beispielsweise Liposomen, Transferosomen,
Nano- und Mikropartikel, sowie virale Vektoren wurden be-
reits im Méuseversuch getestet.? Es konnte gezeigt werden,
dass Mikropartikel mit einer GroBe von weniger als 5 um in
eine Vielzahl von phagozytoseaktiven Zellen aufgenommen
werden.!” Fiir den Einsatz kleinerer Partikel, deren GroBen
im Submikrometerbereich liegt, liegen — abhdngig von

Art der Partikel, Art des Antigens, Applikationsroute und
Studienendpunkt - widerspriichliche Ergebnisse hinsicht-
lich ihrer Aufnahme durch APZ vor. Es gibt Hinweise, dass
Nanopartikel vermehrt in APZ aufgenommen werden, was
vermuten lasst, dass sie besser fiir die Induktion einer
Immunantwort geeignet sind als Mikropartikel."! Zusatzlich
wurde gezeigt, dass die PartikelgroBe die ausgeloste Im-
munreaktion beeinflussen kann. Viruspartikel induzierten
sowohl eine IFN-y als auch eine zellbasierte Typ-1-Reaktion,
wohingegen groBere Partikel eher fiir eine Typ-2-Reaktion
verantwortlich waren.!?

Abb. 3. Uberlagerung einer Transmissions- und einer
Fluoreszenzaufnahme eines Querschnitts durch Haut vom
Schweineohr. Auf das Ohr wurden zuvor fluoreszenzmarkierte
Nanopartikel (ca. 500 nm, griin) aufgetragen. Diese sammeln
sich in der Offnung eines Haarfollikels an. Foto: izr

Es bleibt festzuhalten, dass Strategien zur transdermalen
Vakzinierung, bei denen die Barrierefunktion der Haut fiir
eine signifikante Zeit herabgesetzt wird, problematisch blei-
ben, da hiermit Eintrittspforten fiir Pathogene geschaffen
werden. Dadurch sind diese Methoden ungeeignet fiir eine
Anwendung in Landern mit problematischen hygienischen
Bedingungen. Gleichzeitig miissen sichere Alternativen ver-
starkt erforscht werden, bei denen die Hornschicht der Haut
intakt bleibt. Hier scheint der Weg tiber die Hautanhangs-
gebilde, insbesondere die Haarfollikel, eine interessante
Méoglichkeit, um das Stratum corneum zu umgehen und die
Langerhanszellen direkt zu erreichen.

Entwicklung von pollenmimetischen Impfstoffpartikeln
Wissenschaftler am HIPS und an der Universitét des
Saarlandes konnten kiirzlich zeigen, dass Nanopartikel
sich selektiv in der Haarfollikel6ffnung anreichern.”® Diese
Nanopartikel bestanden aus dem bioabbaubaren und
biokompatiblen Polymer Polymilchsaure co-Glykolsdure
(PLGA) und enthielten Polyvinylalkohol als Stabilisator.

Sowohl eine wissrige Suspension als auch eine Gelformu-
lierung, die beide in exzidierte Schweineohren einmassiert
wurden, drangen tiefer in die Haarfollikel ein als eine
wassrige Losung, die mit vergleichbarer Intensitat appli-
ziert wurde. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass es
sich hierbei um einen passiven Targetingeffekt handelt, der
auf die GroBe der Nanopartikel zurtick zu fithren ist. Wir
konnten auBerdem zeigen, dass diese Partikel verschiedene
eingeschlossene Verbindungen wieder freisetzen konnen
und diese dann in das Stratum corneum eindringen.

Der Transport der Impfstoffantigene zu den APZ kann tiber
die transfollikuldre Route als sehr attraktiv und sicher
bezeichnet werden. Die Haarfollikel sind auBerdem ein
exzellentes Reservoir, da es nur sehr langsam zu einem
Abtransport der Antigene durch Haarwuchs und Talgpro-
duktion kommt.!

Tatsdchlich ist die Aktivierung der APZ tiber die trans-
follikuldre Route durch Antigene ein alltaglicher Prozess,
der im Rahmen der allergischen Kontaktdermatitis auftritt.
Zum Beispiel handelt es sich bei Bliitenpollen um Mikropar-
tikel, die sich im Bereich der Follikel6ffnung, der Talgdrii-
sen oder der Dermatoglyphen (Hautfalten) anreichern. Die
Antigenfreisetzung aus den Pollen wird schlieBlich durch
Feuchtigkeit (z.B. SchweiB auf der Haut) ausgeldst. Die Idee
ist daher, den pollenvermittelten Transport von Allergenen
zu den Langerhanszellen zu imitieren und fiir die transku-
tane Vakzinierung zu nutzen. Wir arbeiten derzeit an der
Herstellung von pollenmimetischen Arzneitragersystemen,
die Impfstoffantigene und gegebenenfalls auch Adjuvantien
stabil verkapseln, zu den Haarfollikeln dirigieren und am
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Die Forschungsgruppe von Prof. Dr. Dr. Carlos Guzmdn am
HZI Foto: Hzt

Ort des Geschehens freisetzen. So sollen die APZ aktiviert
und eine effiziente humorale und zelluldre Immunantwort
ausgeldst werden. In ersten Experimenten konnten wir
bereits zeigen, dass Modellantigene in PLGA-Partikel ver-
kapselt werden konnen. In gefriergetrockneter Form sind
diese Partikel so stabil, dass sie auch gelagert werden kon-
nen. Sie lassen sich in Wasser redispergieren und kénnen
mittels in vitro- oder in vivo-Assays getestet werden. Die
Partikel sollen spéter in einer kosmetischen Formulierung,

wie beispielsweise einem Gel oder einer Lotion, auf die Haut

aufgetragen werden, so dass sie einfach herzustellen und
fiir den Patienten akzeptabel und sicher zu verwenden sind.

Claus-Michael Lehr studierte Pharmazie an den Univer-
sititen Mainz und Hamburg und verfasste anschlieBend
seine Doktorarbeit in den Niederlanden an der Universitat
von Leiden. 1991 ging er als Postdoc an die Universitat

von Sudkalifornien in Los Angeles, USA, und kehrte im
folgenden Jahr in die Niederlande zuriick. Dort arbeitete er
am Zentrum fiir Arzneimittelforschung Leiden/Amsterdam.
1993 wechselte Claus-Michael Lehr als Professor fiir Phar-
mazeutische Technologie an die Phillips-Universitat Marburg
und iibernahm 1995 den Lehrstuhl fiir Biopharmazie und
Pharmazeutische Technologie der Universitit Saarland in
Saarbriicken. Im Jahr 1998 war er an der Griindung des
Unternehmens Across Barriers GmbH Saarbriicken betei-
ligt, ist Mitgriinder und seit 2000 auch stellvertretender
Direktor des Zentrums fiir Bioinformatik Saarbriicken.
Seine erfolgreiche Forschungsarbeit wurde durch zahl-
reiche Preise ausgezeichnet, zum Beispiel den Internationa-
len Preis der Belgischen Gesellschaft fiir Pharmazeutische
Wissenschaften (2009) und den APV Forschungspreis fiir
herausragende Leistungen in Pharmazeutischen Wissen-
schaften (2006). Im Jahr 2010 wurde Claus-Michael Lehr
zum ,Fellow* der American Association of Pharmaceutical
Scientists (AAPS) gewéhlt. Diese Auszeichnung wurde
bislang erst 5 deutschen Wissenschaftlern zuteil.
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Seit 2009 leitet Claus-Michael Lehr die Abteilung Wirkstoff-
Transport des neu gegriindeten Helmholtz-Instituts fir
Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) und ist Mit-
griinder der PharmaBioTec GmbH in Saarbriicken.

Steffi Hansen studierte Pharmazie an der Ernst-Moritz-
Arndt Universitat in Greifswald und schloss das Studium
dort 2004 mit dem Diplom ab. 2004 erlangte sie auBerdem
die Approbation als Apothekerin. Von 2005 bis 2009 fertigte
sie an der Universitit des Saarlandes unter der Anleitung
von Prof. Claus-Michael Lehr ihre Doktorarbeit mit dem
Titel ,Development of a physiology based diffusion model

to predict dermal absorption using experimental input
parameters” an. Im Anschluss daran ging Steffi Hansen
gefordert durch den Deutschen Akademischen Austausch
Dienst (DAAD) als postdoc an die University of Cincinnati,
USA. Von dort kehrte sie 2010 als Projektleiterin im Bereich
Transdermaler Wirkstofftransport an das neu gegriindete
Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saar-
land (HIPS) zuriick und arbeitet dort nun an der Entwick-
lung von neuen Methoden zur transdermalen Vakzinierung.

Carlos A. Guzman geboren 1959, leitet die Abteilung
Vakzinologie und Angewandte Mikrobiologie am Helm-
holtz-Zentrum fiir Infektionsforschung in Braunschweig
(Deutschland) und ist apl. Professor an der Medizinischen
Hochschule Hannover. AuBerdem ist er externer Dozent fiir
die Promovierenden in Biotechnologie an der Universitat
von Catania (Italien). Carlos Guzmén studierte Medizin an

der Nationalen Universitdt Rosario (1981) und erhielt

1986 seinen Facharzt in medizinischer Bakteriologie in
Argentinien. Als Forschungsstipendiat des italienischen
Ausldnderministeriums wechselte er 1987 zum Institut fiir
Mikrobiologie der Universitidt von Genua. In Italien promo-
vierte er zum Doktor der Medizin und Chirurgie und erhielt
seinen Doktor in Mikrobiologischen Wissenschaften. 1994
zog er nach Deutschland, wo er die Leitung der Forschungs-
gruppe Vakzinologie am deutschen Forschungszentrum

fiir Biotechnologie tibernahm. 2005 wurde er zum Leiter
der neuen Abteilung Vakzinologie am HZI. Auf dem Gebiet
der Vakzinologie arbeitet er seit 1989. Seine Arbeit trug
maBgeblich zur Entwicklung neuer Adjuvantien und zur
Etablierung von Salmonella spp. als Tragersystem fiir DNA-
Impfstoffe und therapeutische Molekiile bei.

Ulrich Schafer studierte von 1971 bis 1974 an der Christian-
Albrechts-Universitét in Kiel Pharmazie und erwarb

dort seine Approbation 1974. 1980 promovierte er an der
Universitit des Saarlandes bei Professor Dr. H. Loth iiber
das Auflosungsverhalten schwer loslicher Arzneistoffe.

Die Anerkennung als Fachapotheker fiir Pharmazeutische
Technologie erhielt er 1994. Seit 1983 ist Ulrich Schéfer
selbstdndig in die Lehre des Faches Biopharmazie und Phar-
mazeutische Technologie an der Universitit des Saarlandes
tatig. Im Dezember 2010 wurde er von der Universitat des
Saarlandes zum apl. Professor ernannt. Als Mitglied gehort
er den folgenden Fachgesellschaften an: DPhG, APV, GD,
AAPS, CRS und EUSAAT. Sein wissenschaftliches Interesse
gilt der Anwendung und Optimierung halbfester dermaler
Arzneiformen und transdermaler Systeme, der Entwicklung
von ex-vivo-Modellen, um die Hautpermeation und Haut-
penetration zu untersuchen und in-silico-Modellierung der
Hautabsorption. Des Weiteren beschaftigt er sich mit Drug-
Targeting im Gastro-Intestinal-Trakt und der Lunge unter
Einsatz von Nanopartikeln als Plattform.
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Obwohl potentielle Pathogene Uberall und sténdig présent sind, 16sen sie nur selten eine Krankheit aus. Die meisten Pathogene

werden durch die in unserem Kérper stattfindenden angeborenen Abwehrmechanismen sofort eliminiert.

Im Jahre 1882 fiihrte llya Metchnikoff ein aufschlussreiches Experiment durch. Er implantierte einer durchsichtigen Seesternlarve

einen Splitter und beobachtete, wie Phagozyten diesen Splitter umschlossen und mit rasanter Geschwindigkeit zu vertilgen

versuchten. Damals postulierte er, dass Phagozyten ein wichtiger Bestandteil des Immunabwehrmechanismus im Wirtsorganismus

sind. Er stellte die Theorie der Phagozytose und der entwicklungsgeschichtlichen Bedeutung der Nahrungsaufnahme zwecks

Ernghrung und Aufbau von Abwehrmechanismen auf. In Anerkennung seiner Leistungen im Bereich Immunologie erhielt er 1908

zusammen mit Paul Ehrlich den Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin. Mit seiner Theorie schuf Metchnikoff die Grundlage

unseres heutigen Wissens uber die Phagozytose und die Reaktionen des angeborenen Immunsystems (Bericht in Tauber, 2003).

Phagozytose Die Phagozytose bezeichnet den Vorgang,

bei dem spezialisierte und nicht spezialisierte Phagozyten
sowie andere Arten von Zellen Partikel vertilgen, die groer
als 1 um sind. Die daraus entstehenden intrazellularen Va-
kuolen, die als Phagosomen bezeichnet werden, durchlaufen
dynamische Veranderungen. In deren Verlauf dndern sich
sowohl die Zusammensetzung der abgrenzenden Membra-
nen als auch deren Inhaltsstoffe. Dahinter steht eine Abfol-
ge von Vorgangen, die den Ausbreitungsmechanismen des
endozytischen Signalwegs dhnelt. Dieser Vorgang wird als
Phagosomreifung bezeichnet. Dadurch wird die Vakuole mit
abbaufordernden Eigenschaften ausgestattet, die fiir ihre
mikrobizide Funktion von zentraler Bedeutung sind. Bei
den Wirbeltieren bildet sie die vorderste Verteidigungslinie
bei der Abwehr von Infektionen (Haas, 2007).

Phagosomenreifung und Immunitat Durch den Einsatz
von Latexkiigelchen konnten bei der Erforschung der
Phagosomen-Biologie groBe Fortschritte erzielt werden.
Dieses Modell wurde in den 60iger Jahren zum ersten

Mal von Weisman und Korn eingefiihrt und zu Beginn

der 90iger Jahre wiederentdeckt (Desjardins et al., 1994).
Der Einsatz von Latexkiigelchen bietet fiir in vitro und in
vivo Analysen vieler phagosomaler Funktionen vielfaltige
Moglichkeiten. Damit lasst sich der hoch komplexe Prozess
der Phagozytose (Abbildung 1) einfach und verstandlich
abbilden. Da das Latex im Saccharosegradienten flottiert,
lassen sich Latexkugelphagosomen wesentlich einfacher in
reinen Fraktionen zur Analyse der Inhaltsstoffe isolieren
(Abbildung 2). Vieles, was wir heute {iber Phagozytose und
die Phagosomen-Biologie bei Zellsystemen wissen, haben
eine groBe Anzahl von Forschergruppen unter Verwendung
des Latexkugel-Phagosomsystems erforscht (Desjardins &
Griffiths, 2003). Desweiteren lassen sich diese Kiigelchen
zur Erforschung der wihrend der Internalisierung statt-
findenden Prozesse mit verschiedenen Proteinen bzw. spe-
zifischen Liganden beschichten, die an den Zellrezeptoren
selektiv binden. Vor kurzem konnte nachgewiesen werden,

dass sich auch bestimmte Substrate an die Kiigelchen kop-
peln lassen, so dass die enzymatische Aktivitit in Echtzeit
iiberwacht werden kann (Yates et al., 2005).

Bei der Aufnahme mikrobieller Pathogene bilden die Phago-
zyten zwei wesentliche Immunfunktionen aus, die von den
Phagosomen kontrolliert werden. Zunéchst leiten die Pha-
gosomen teilweise die mikrobielle Elimination ein, indem
die aufgenommenen mikrobiellen Pathogene durch einen
speziellen Vorgang, der als Phagosom-Reifungssignalweg
bekannt ist, zu den Lysosomen geleitet werden. Danach wer-
den das umwandelte Protein und die Lipid-Antigene durch
die Phagozyten liber den phagozytischen Signalweg in den
Haupthistokompatibilitatskomplex (HLA) der Klasse I, den

Abb. 1. Phagozytose der Latexkiigelchen. RAW 264.7-Makro-
phagen, die Rab34-GFP (griin) exprimieren, das die IgG-
beschichteten Latexkiigelchen (rot) mit rasanter Geschwindig-
keit vertilgten. Der Zellkern ist blau dargestellt. Dieser Vorgang
zeigt eine schematische Darstellung der IgG-opsonierten Bak-
terien, die auch tiber die Fcy-Rezeptoren in die Makrophagen
eindringen (FcyRs). A. Kiigelchen in verschiedenen Eindring-
phasen. B. 3D- Darstellung der Lokalisierung von Rab34 auf
der Phagosommembran. Foto: HzI, Kasmapour
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Abb. 2. Reinigung der Phagosomlatexkiigelchen. Das Schema
zeigt die Reinigung der Phagosomlatexkiigelchen von den
Makrophagen fiir die biochemische und proteomische Analyse.
Die Latexkiigelchen werden unter Nutzung ihrer Eigenschafft,
im Saccharosegradienten zu flottieren, internalisiert und
dann isoliert. Die Aufnahmen mit dem Elektronenmikroskop
zeigen die einzelnen Schritte des Reinigungsprozesses. Die
isolierten LBP werden fiir verschiedene biochemische Assays
und proteomische Untersuchungen verwendet. Foto & Grafik: HZI
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Abb. 3. Der Zusammenhang zwischen Phagosomen und der an-
geborenen und adaptiven Immunreaktion. Das Phagosom von
M. tuberculosis hat zwei Aufgaben. Die erste Aufgabe besteht
in der kontinuierlichen Aneignung bakterizider Eigenschaften.
Dieser wichtige Schritt bei der Ausprdgung der angeborenen
Immunreaktion erfolgt im Wesentlichen durch die Interaktion
der Phagosomen mit den spditen Endosomen und Lysosomen
(links). Andererseits werden Bakterien im Phagosom abgebaut,
wobei Lipide und Peptide in Verbindung mit den HLA Klasse I,
Klasse Il und den CDI-Molekiilen dargestellt werden. Dadurch
werden verschiedene Populationen von Lymphozyten aktiviert,
die an der Ausprdgung der adaptiven Immunitdt beteiligt sind.
Einige dieser Signalwege werden tatsdchlich auf verschiedenen
Ebenen durch M. tuberculosis beeintrdchtigt, sind hier aber
der Ubersichtlichkeit halber nicht mit dargestellt.

HLA der Klasse II und die CD1 positiven Kompartimente
geleitet. Durch das Einbringen von Antigenen in die Plas-
mamembran lassen sich spezifischere, adaptive Immunant-
worten erzielen. Somit haben die Phagosomen eine Doppel-
funktion: sie fungieren als angeborener Immuneffektor und
als Briicke zwischen dem angeborenen und dem erworbe-
nen Immunsystem (Abbildung 3). Die Phagosomenreifung
ermoglicht somit die Bildung von Zellkompartimenten, in
denen die Antigene nach einem exakten Plan abgetotet, ab-
gebaut und verarbeitet werden (Jutras & Desjardins, 2005).
Die Erforschung der Phagosomen-Biologie entwickelt sich in
rasantem Tempo, was anhand der Fortschritte in einer gan-
zen Reihe von Disziplinen deutlich wird. Das betrifft auch
die Zellbiologie, die Proteomik und die Immunologie. Durch
ein besseres Verstandnis der Mechanismen, die der Phago-
sombildung und Phagosomreifung zugrunde liegen, sowie
deren Interaktionen mit intrazelluliren Kompartimenten,
bietet sich die Moglichkeit, neue Strategien in Hinblick auf
eine Modulation der angeborenen und adaptiven Immunant-
wort zu entwickeln.

Mykobakterielles Phagosom: das auBer Kraft gesetzte
Kompartiment Uber 1,5 Millionen Menschen sterben
jahrlich an Tuberkulose (WHO, TB-Bericht von 2008).
Dabei verlagern sich multi- und extrem arzneimittelre-
sistente Bakterienstimme aus Osteuropa immer mehr in
die westeuropdischen Lander (www.eurotb.org). Obwohl
3,2 Milliarden Menschen mit dem Mycobacterium tuber-
culosis infiziert sind, kann diese Krankheit nur bei 10%
der Menschen ausbrechen. Bei den restlichen 90% kommt
sie nicht zum Ausbruch, da angeborene und erworbene
Immunreaktionsprozesse des Korpers dafiir sorgen, dass
sich die Vermehrung der Bakterien in Grenzen héalt (Korbel
et al., 2008). Dies zeigt, dass das angeborene Immunsys-
tem in den meisten Féllen in der Lage ist, die Infektion

mit M. tuberculosis erfolgreich abzuwehren. Ziel unserer
Forschung ist es, diejenigen Wirtsfaktoren zu ermitteln, die
diesen Prozess unterstiitzen. Die genauen Vorginge, die die
anfangliche Keimtotungsreaktion steuern, sind noch nicht
in vollem Umfang bekannt. Daher ist zu untersuchen, auf
welche Weise Wirtszellen Mykobakterien eliminieren, um
neue Therapien entwickeln zu konnen, mit denen dieser
natlirliche Prozess verstiarkt werden kann.

Um in eukaryotischen Zellen iiberleben zu konnen, hat das
Mycobacterium tuberculosis im Verlaufe der Evolution ein
ganzes Repertoire an Mechanismen zur Unterdriickung der
Phagosomreifung entwickelt. Viele klinische Erscheinun-
gen und Probleme, die wahrend einer Tuberkulosebehand-
lung auftreten, sind eine direkte Folge der Besiedlung mit
intrazelluldaren Bazillen (Russell, 2001). Der entscheidende
Vorgang bei einer Infektion mit M. tuberculosis besteht
darin, dass dieses Pathogen in den sich in den Wirtszellen
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Abb. 4. Visualisierung der mykobakteriellen Phagosomen in
Makrophagen. Mit Mykobakterien infizierte RAW264. 7-Makro-
phagen. Die Zellen wurden unter Verwendung der konfokalen
Mikroskopie bildlich dargestellt (Griin: Mykobakterien;

Blau: Zellkern; Rot: Aktinzytoskelett). Dieselben infizierten
Makrophagen lassen sich auch mit dem Elektronenmikroskop
beobachten. Hier sind die Lysosomen mit BSA-Gold besetzt.
Wie man sieht, verschmelzen die Lysosomen nicht mit den
Phagosomen, die die Mykobakterien enthalten. roto: 1z, Gutierrez

befindenden Phagosomen iiberleben kann (Abbildung 4).
Hinzu kommt, dass ein lebendes Pathogen in der Lage ist,
die Phagosomreifung zu manipulieren. Die Strategie, mit
deren Hilfe M. tuberculosis die Mechanismen des Stoffaus-
tauschs in der Zelle manipuliert, hingt hochstwahrschein-
lich von mehreren Faktoren ab und ist sehr komplex. Trotz
der vielen Fortschritte, die in den letzten Jahren auf diesem
Gebiet erzielt wurden, ist ein mechanistisches Verstiandnis
der Art und Weise, wie sich die Infektion mit M. tuberculosis
auf Zellebene ausbreitet und wie der Wirt dieses Patho-

gen in der Anfangsphase abwehrt, immer noch nicht moglich.

Unsere Forschung konzentriert sich dabei auf die Mecha-
nismen, mit deren Hilfe M. tuberculosis die Reifung der
Phagosomen blockiert und die Vernichtung durch Makro-
phagen verhindert. Dazu untersuchen wir den intrazel-
luldren Transport von pathogenen und nicht pathogenen
Mykobakterien in den Makrophagen. Es ist uns gelungen,
neue Faktoren zu ermitteln, die am Stofftransport und

der Proteinverteilung in den Vesikeln beteiligt sind,
insbesondere an der bei einer mykobakteriellen Infektion
stattfindenden Phago-Lysosomfusion. Diese Proteine sind
hochstwahrscheinlich an der lysosomvermittelten Abtotung
von Mykobakterien sowie an den molekularen Vorgdangen
beteiligt, die bei der Kopplung zwischen angeborenen und
adaptiven Immunantworten eine Rolle spielen (Gutierrez et
al., 2009; Gutierrez et al., 2008).

Die vielversprechendsten Proteine sind die Rab-Proteine
und die lysosomalen Rezeptoren. Erstere fungieren als
molekulare Schalter, die fiir die Regulierung des Stoff-
transports durch die Membran und die raumlich-zeitliche
Steuerung des vesikularen Stofftransports zustandig sind
(Stenmark, 2009). Die lysosomalen Rezeptoren sind fiir
einige wichtige lysosomale Komponenten und Enzyme von
Bedeutung, deren Aufgabe der Abbau der Pathogene ist.

Rab-Proteine und Phagosomen Rab-Proteine sind Proteine,
die eine entscheidende Rolle bei der Strukturierung der
Membrankompartimente spielen und den Transport und
den vesikuldren Stoffaustausch regulieren. Ein komple-

xes Netzwerk von Rab-GTPasen ist fiir die Kontrolle der
dynamischen Anderungen bei der Phagosomenreifung
zustandig. Wir haben einige Rabs identifizieren konnen, die
hochstwahrscheinlich bei der Reaktion auf mykobakterielle
Infektionen, die zuvor nicht mit Infektionen mit intrazellu-
laren Pathogenen in Verbindung gebracht wurden, eine Rol-
le spielen (Gutierrez et al., 2008). Bei vielen dieser Proteine
ist jedoch nicht bekannt, welche Aufgabe sie genau bei der
Phagosomreifung spielen. Zur Zeit arbeiten wir daran, die
Funktionen dieser Proteine bei der Phagozytose zu bestim-
men, sowie deren Auswirkung auf die angeborene Immun-
antwort auf Mykobakterieninfektionen zu analysieren.

Lysosomale Proteinrezeptoren und Phagosomen Fiir eines
der ermittelten Proteine, das Sortilin, konnte die Funktion
bei der Phagosomreifung bestimmt werden. Bis heute
besteht die Vermutung, dass ein direkter Transportweg

fiir einige lysosomale Enzyme vom Trans-Golgi-Netzwerk
(TGN) zu den Phagosomen moglich ist. Dabei ist aber noch
nicht bekannt, welche Ubertragungswege an diesem Vor-
gang beteiligt sind und welche Enzyme dabei transportiert
werden. Unsere Erkenntnisse iiber Sortilin in Makrophagen
zeigen, dass dieses Protein eine bisher noch nicht bekannte
und wichtige Funktion beim Transport einer Unterklasse
von lysosomalen Proteinen vom Golgi-Bereich zu den Phago-
somen hat (Wahe et al,. 2010). Somit ergibt sich aus diesen
Beobachtungen die Frage, wie die Regulierung der Sortilin-
Signalwegfunktionen in Verbindung mit den Phagosomen
vonstatten geht, die intrazelluldre Pathogene enthalten.

Ausblick Obwohl in vitro und in vivo Untersuchungen Auf-
schluss liber einige Aspekte der Tuberkulose-Pathogenese
gegeben haben, ist immer noch nicht vollstandig geklart,
wie M. tuberculosis in eukaryotischen Zellen {iberleben
kann und warum Wirtszellen unter bestimmten Umstdnden
in der Lage sind, dieses Pathogen zu vernichten. Daher ist
ein tiefgreifendes Verstandnis der grundlegenden bio-
logischen Vorgange beim M. tuberculosis - das seine Uber-
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lebensstrategie auf den intrazelluldren Bereich ausgelegt
hat - fiir die Entwicklung neuer Therapien zur Bekdmpfung
der Tuberkulose von groBter Bedeutung.

Die Erforschung der Zellbiologie und der zellularen Immun-
reaktion der Makrophagen auf Mykobakterien ist ein sehr
produktives Forschungsgebiet. Das Verstandnis dieser Zu-
sammenhé&nge ist eine Voraussetzung fiir das Verstdndnis
der mykobakteriellen Pathogenese. Diese Untersuchungen
werden zur Losung zentraler Fragen beziiglich der Reaktion
des Wirts auf das Pathogen beitragen und auch neue Er-
kenntnisse tiber die grundlegenden Eigenschaften von Zell-
funktionen und Funktionen des angeborenen Immunsys-
tems liefern. Es ist zu erwarten, dass die Untersuchungen
dazu beitragen, dass man kiinftig besser verstehen wird,
wie die Makrophagen Mykobakterien und andere infektiose
intrazelluldare Pathogene vernichten.

Maximiliano Gabriel Gutierrez wurde 1976 in Mendoza,
Argentinien, geboren. Er ist Leiter der Nachwuchsforscher-
gruppe Phagosomen Biologie am Helmholtz-Zentrum fir
Infektionsforschung in Braunschweig. Sein Studium absol-
vierte er an der Universitat von San Luis in Argentinien und
erhielt dort 2001 seinen Hochschulabschluss in Biochemie
und Molekularbiologie. Im Jahre 2005 promovierte er an der
Universitdt von San Luis in Argentinien. Wahrend seiner
Promotionszeit verbrachte er einige Zeit als Gastwissen-
schaftler in den USA und in Deutschland. Danach arbeitete
er fast drei Jahre lang als promovierter Wissenschaftler

am EMBL in Heidelberg, Deutschland, als Stipendiat der
Humboldt-Stiftung und des EMBO. Seit November 2008

ist er Leiter der Nachwuchsforschergruppe Phagosomen
Biologie. Das Hauptforschungsgebiet seiner Fachgruppe ist
die Untersuchung der Zellbiologie hinsichtlich der Inter-
aktionen zwischen Wirt und Pathogen mit besonderer
Beriicksichtigung der Mykobakterien.
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| Dr. Helmut Blocker | Abteilung fiir Genomanalyse | hbl@helmholtz-hzi.de

Drei Wochen harte Arbeit im Radioaktivlabor, in der Dunkelkammer, an der Laborbank und Ungeduld beim Pausenbrot. Dann war

es geschafft. Gerade als die Kollegen aus der Mensa kamen, konnte ich noch unter flieBendem Wasser den frisch entwickelten,

entscheidenden Réntgenfilm anschauen. Gemeinsam konnten wir tatsédchlich eine Sequenz von 33 Nucleotiden lesen. Ein ganzes

Team von Diplomanden, Doktoranden und Postdocs hatte Anfang der Siebziger Jahre zusammen daran gearbeitet, das weltweit

erste fir ein Polypeptid kodierende Strukturgen chemisch-enzymatisch herzustellen. Rund drei Jahre Arbeit des Teams, und ich

hielt damals den ersten mihevoll erzeugten Beweis fir die Existenz der Zielverbindung in Handen: 33 Banden auf einem Rontgenfilm.

Wie kann es sein, dass man heute ganze menschliche Genome mit Milliarden DNA-Bausteinen sequenziert, wahrend damals -

innerhalb ein und desselben Forscherlebens - das Glick in einer Kurzsequenz von 33 Nucleotiden lag?

Die Entwicklung der Sequenziertechnik (1) Wiéhrend
meiner Promotionsarbeit, also in den Jahren noch vor dem
33-Basen-Erfolg, war das Sequenzierrezept der Wahl die
~wandering-spot-Methode“. Maximale Leseweite etwa 13
Nucleotide. Gerade mal gut genug, um die chemisch syn-
thetisierten Oligonucleotide fiir den Aufbau des erwdhnten
33er-Doppelstrangs analytisch zu tiberpriifen. In Deutsch-
land hatte Hans GroB nach einem Arbeitsaufenthalt am MIT
die Methode am MPI fiir Biochemie in Martinsried fiir RNA-
Analytik etabliert. Gemeinsam erprobten wir dort erfolgreich
die Anwendung auf DNA-Sequenzen.

Zur Uberpriifung lingerer Sequenzen kam uns die Ent-
wicklung der basenspezifischen chemischen Spaltung der
DNA, die Methode von Maxam und Gilbert, zugute. Aber
wie kommt man an die Details der trickreichen und noch
nicht veroffentlichten Methode? Ohne die Existenz von In-
ternet und E-Mail, pdf-Anhéngen und sogar ohne Fax? Als
Antwort auf einen Luftpostbrief von mir an Allan Maxam
am MIT kam ca. 6 Wochen spater die Erlaubnis, eine Kopie
eines noch geheimen Protokolls von Heinz Schaller vom
DKFZ anfertigen zu diirfen. Daher also der 33-Basen-Erfolg.

Auch ein Hardcore-Chemiker arbeitet nicht gerne mit gif-
tigen und instabilen Substanzen wie nach Maxam/Gilbert.
Es ist also nicht verwunderlich, dass diese Methode bald
von der Didesoxymethode nach Sanger (,Kettenabbruch-
Synthese“) vollstdndig abgelost wurde. Bald konnte man
Leseweiten von mehreren hundert Nucleotiden erzielen und
iiber Flachgelelektrophoresegerite viele Proben gemeinsam
analysieren. Wir hatten damals rund ein Dutzend solcher
Gerate, sodass wir einen Raum extra fiir die Vor- und
Nachbereitung der Elektrophoresekassetten (Gele gieBen,
Glasplatten sdubern etc.) inklusive Spezialspiilmaschine
eingerichtet hatten.

Diese Fronarbeit hatte ein Ende, als kommerzielle Sequenzi-
erautomaten zur Verfligung standen, in denen die Trennung
des Sequenzier-Reaktionsgemisches nicht mehr neben-

einander auf Flachgelen, sondern {iber mit Trennmaterial
gefiillte Kapillaren vorgenommen wurde. Zudem wurden die
Kapillaren automatisch aus Mikrotiterplatten mit Proben be-
laden. Diese Generation von Geréten bildete die Basis fiir die
erste Gesamtsequenz eines menschlichen Genoms, wie sie
vom internationalen o6ffentlichen Humangenomkonsortium
unter Beteiligung unserer Abteilung erarbeitet wurde.

Die Sequencer und die Prozeduren um sie herum waren
derart ausgefeilt, dass man durchaus Leseweiten von 1300
Nucleotiden pro Trennkapillare bei bis zu 384 Kapillaren
in einem Gerit erreichen konnte. Fiir Astheten waren die
grauen Késten keine Offenbarung — das hat sich bis heute
nicht geandert. Unsere zahlreichen Besucher konnten wir
hochstens mit den Anschaffungskosten beeindrucken
(mehrere hunderttausend Euro pro Gerat). Kaum einer der
Laborkrifte konnte sich damals Anfang dieses Jahrzehnts
vorstellen, dass die gesamte Sanger-basierte Technologie in
wenigen Jahre hoffnungslos unterlegen und museumsreif
sein wiirde.

Durch Fachkongresse und insbesondere durch internatio-
nale Begutachtungsunterlagen konnten Fachleute schon zur
Bliitezeit der Sanger-Technologie klar erkennen, dass bald
eine vollig neue Generation von Gerdten und Verfahren auf
dem Markt sein wiirde (,nhext generation sequencing®). Heu-
te werden die drei wesentlichen Varianten von Techniken
und Geraten dieser Generation von den Firmen Roche, Life
Technologies und Illumina vertrieben. Wir entschieden uns
2007 fiir die Illumina-Gerate, die heute marktbeherrschend
sind. Erstaunlich ist, dass sich die Produktivitat unserer Ge-
rate durch umfassende Optimierungen innerhalb von rund
zwei Jahren im Sequenz-AusstoB auf etwa 1500 Prozent
verbesserte. Heute kann auf einem einzigen Sequenzierge-
rat die Rohsequenz eines kompletten menschlichen Genoms
erstellt werden — zu moderaten Kosten von einigen Tausend
Euro. Zur Erinnerung: Die ersten Schiatzungen fiir die Kos-
ten des offentlichen Humangenomprojektes lagen bei etwa
zwei Milliarden US-Dollar!



Abb. 1. Automatisierte Cluster-Analyse vom Illumina Sequenzer.

Innerhalb von etwa 2 Jahren konnte die Sequenzierungs-
produktivitidt um 1500 % durch umfassende Optimierungen
gesteigert werden. Rechts: Vergréferte Darstellung. Foto: Hz

Ein erstaunlicher Weg also von ,handgemachten“ 33 Basen-
paaren zu den Maschinen der Jetztzeit. Es gehort aber kein
Tiefenwissen dazu, um anzunehmen, dass die Entwicklung
stiirmisch weiterverlaufen wird. Eine grafische Erklarung
fir Linien der Technologieentwicklung findet sich in
Clayton Christensens Buch “The Innovator’s Dilemma” (2).

Performance

Medium quality us®

Low quality use

| | | ’

Time

Abb. 2. Clayton Christensen. Wie sich ablosende Technolo-
gien aus schwachen Marktsegmenten heraus iiber die Zeit
entwickeln.
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In der Tat kiindigen sich die ersten Gerate auf dem Markt
an, die kleiner, hoch integriert, sehr viel niedriger im
Anschaffungspreis sind und mit extrem niedrigen Betriebs-
kosten arbeiten konnen. Es werden kiinftig routinemaBig
Einzelmolekiile sequenziert werden konnen. Das DNA-
Material wird frei von kiinstlichen Markierungen einge-
setzt, und Leseweiten von mehreren Zehntausend Nucleo-
tiden zeichnen sich ab. Ein Fokus wird hierbei auf Entwick-
lungen in der Nanotechnik und der Mikrofluidik liegen. Die
ersten Sequencer fiir rund fiinfzigtausend Euro sind auf
dem Markt. Eine britische Firma kiindigte fiir die ndchsten
Jahre Einweg-Sequencer in der GroBe eines USB-Sticks an.
Einfach atemberaubend!

Kein Wunder, dass bei solchen Preisperspektiven die
DNA-Sequenzierung sehr bald Eingang in die tagliche
Routineanalyse finden wird. In Krankenhdusern, in der
Pharmaindustrie, der Nahrungsmittelindustrie, der
Zichtungsforschung, in Gesundheits- und Lebensmittel-
iiberwachungsamtern. Sicher bald auch auf Bauernhofen
und in Arztpraxen.

Gegentiber der Zeit vor den jetzigen Geréten ist kaum noch
etwas wie es war. Dies betrifft nicht nur die Effizienz,
sondern vor allem die erheblich gesteigerte Vielseitigkeit
der neuen Geréte und der fiir sie entwickelten Prozeduren.
Es geht nicht mehr bloB um Kontrolle von Klonierungsreak-
tionen oder de novo-Sequenzen von Genomen, sondern zum
Beispiel auch um die Analyse von Transkripten, Metageno-
men, genomweiten Methylierungsmustern, Genduplika-
tionen, SNPs. Es ist gerade diese methodische Ausweitung
der Sequenziertechnologie, die nicht nur die bisherige
Chip-Technologie kannibalisiert und sie zu einer reinen
Nischentechnik reduziert, sondern die auf sehr lange Zeit
Sequenzierautomaten zu einem unverzichtbaren Bestand-
teil jedes molekularbiologischen Labors macht. In Zukunft
wird ein PS (,Personal Sequencer) im Labor so selbstver-
stdndlich sein, wie heute etwa eine PCR-Maschine.

Sicher wire es eine ungehdrige Ubertreibung, wenn man
behauptete, die jetzigen und kommenden Sequencer
konnten von gut trainierten Affen betrieben werden. Aber
zumindest die kommenden Geréte werden den technischen
Kraften weniger abverlangen und werden trotzdem nahezu
unvorstellbare Mengen an Daten produzieren. Wir sollten
uns nachdriicklich und sofort auf die Situation einstellen,
dass wir intelligente Bioinformatiker und auch Experten
mit breitem molekularbiologischem und medizinischem
Wissen brauchen, die mit Massendaten umgehen konnen.
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Bei aller Begeisterung fiir die rasante Entwicklung der
reinen Datengenerierung, war dies liber lange Zeit schon
unsere permanente Mahnung - nicht zuletzt in meinem
HZI-internen Papier von 2006 zur Bestandsaufnahme rund
um Sequenzierung (,Some Remarks Relating to Next
Generation Genetic Analyzers*).

Exkurs Forderpolitik International wére die heutige
Genom-basierte Forschung ohne massive offentliche und
private Investitionen schlichtweg nicht existent. Nachdem
Mitte der 1980er Jahre unser Interesse an Genomforschung
geweckt war, wurde sehr schnell klar, dass es substanzielle
Fortschritte nur mit starken Forderungen geben konnte.
Mein Papier ,Technologieentwicklung und Genomforschung*
wurde zur Basis eines Forderprogramms des deutschen
Forschungsministeriums. Es lief {iber eine Reihe von Jahren
und mobilisierte insgesamt rund 150 Millionen DM fiir die
wissenschaftliche Landschaft in Deutschland. Ein Teil der
hinter dieser und anschlieBenden Forderungen stehenden
Logik erscheint jedoch heute zumindest als diskutabel. Die
Logik lautete etwa so: Erst entwickeln wir Technologie,
dann generieren wir Daten, dann interpretieren wir Daten,
dann entwickeln wir Ansétze fiir neue Diagnosen und neue
Therapien und schlieBlich vermarkten wir die Endresultate.
Schon gedacht, aber weltfremd. In den meisten Spitzenlan-
dern wird bis zum heutigen Tag anders vorgegangen.
Bestes Beispiel sind die USA und China. Dort wird durchge-
hend jedes Glied der Kette von der Technologieentwicklung
bis zur medizinischen Anwendung substanziell gefordert.
Speziell der Technologiesektor diirfte in den USA Milliar-
denumsitze erzielt haben. Friihe und richtungsweisende
Entwicklungen in Deutschland stieBen hierzulande leider
nicht auf nachhaltiges Fordererinteresse. In Abwandlung
des Titels dieses Aufsatzes darf man fragen: Wo konnten
wir in Deutschland mit mehr DNA-Sequenzen sein?!

Vom Nucleinsaurechemiker zum Sequenzierer Nach
Abschluss meiner Diplomarbeit an der damaligen GMBF in
Braunschweig schloss ich mich in Hamburg einem jungen
und dynamischen Team zur Gensynthese an. Es ging
hauptsachlich um den erwdhnten DNA-Doppelstrang von 33
Basen Lange, der die genetische Information fiir das
Peptidhormon Angiotensin II tragt (3).

Mit den in Hamburg gesammelten Erfahrungen und den
erarbeiteten Entwicklungen bauten Ronald Frank und ich
gemeinsam ab 1980 eine Arbeitsgruppe an der GBF auf.
Innerhalb von drei Jahren hatten wir unser Fiinfjahresziel
erreicht. Wir synthetisierten Oligonucleotide und produzier-
ten danach chemisch-enzymatisch ldngere Gene. Fertige

DNA-Doppelstrange weckten unsere Neugier auf optimale
Expressionssysteme. Exprimierte synthetische Gene lieBen
uns von kiinstlichen Proteinen traumen. Am Lernbeispiel
von Proteaseinhibitor- und anderen Genen mussten wir
erfahren, dass selbst bei diesen Proteinfamilien zu wenig
Information iiber die Beziehung von gezielten Genvarianten
zu biologisch aktiven Proteinen zur Verfiigung stand. Es
schien uns sinnvoll, in Richtung eines akzeptablen
Algorithmus zu arbeiten. Dies konnte nach dem Stand der
damaligen Technik nur iiber massenweise DNA-Sequenzie-
rung, die der direkten Peptidsequenzierung haushoch
tiberlegen war, versucht werden.

Mit dem Kapitel oben zur Entwicklung der Sequenziertech-
nik ist klar, dass man nur an der Spitze mitarbeiten konnte,
wenn man sich der Herausforderung von technischen
Innovationen stellte. Wir versuchten dies durch die
Entwicklung der ,,Shortmer“-Technologie sowie fortlaufende
Robotik-, Bioinformatik- und Biochemie-Entwicklungen, die
uns wie bei den Arbeiten mit Gerhard Kauer (4) und Igor
Deyneko auch heute noch ein Alleinstellungsmerkmal
geben. Als Konsequenz wurden die diversen Aktivitdten
rund um die Sequenzierung spatestens ab Beginn der
neunziger Jahre zu einem Schwerpunkt der spéteren
Abteilung Genomanalyse der GBE/des HZI. Gliicklicherwei-
se hatten wir sehr friih die Chance, uns in internationalen
Sequenzierprojekten wie den von der EU geforderten

Hefe- und Arabidopsis-Genomprojekten zu bewdhren.

Das ultimative Projekt war sicherlich das offentliche
Humangenomprogramm (5), an dem wir als eines von 16
weltweiten Genomzentren teilnahmen. Dieses oft als
Mondlandeprojekt der Bioforschung bezeichnete Programm
erzielte ein weltweites Echo in den Medien und in der
Gesellschaft wie kaum ein anderes aus den biologischen
Wissenschaften. Vor ein paar Jahren gab es aus verschiede-
nen Quellen das Geriicht, unser internationales Konsortium
sei fiir die Verleihung eines Nobelpreises vorgeschlagen.
Nun ist erstens ein Geriicht ein Geriicht, und zweitens ist
Helmut Kohl gertichteweise schon einige Male fiir einen
Nobelpreis vorgeschlagen worden, ohne dass er ihn bis
heute erhalten hitte. Ich fand die Idee mit dem Nobel-Ge-
riicht interessant. Als ich in den USA zuerst von einem
britischen Offiziellen davon erfuhr, war meine Spontanre-
aktion: ,Brilliant! I would love to become 0.2 percent of a
Nobel laureate! SchlieBlich waren letztlich einige Hundert
Wissenschaftler an dem Projekt beteiligt. Allerdings gibt es

- anders als etwa fiir die Physik - fiir die Biowissenschaften
die Regel, dass der Preis ohnehin nur an maximal drei
Personen verliehen werden kann.



Man mag Genomforschung mit ihrem Kernelement
Sequenzanalyse als Karrnerarbeit fiir Forschung, Entwick-
lung und Anwendung in den Biowissenschaften und der
Medizin sehen. Aus diesen Bereichen wird sie aber immer
weniger wegzudenken sein. Schon im Jahr 2000 trug die
Zeitschrift ,Science” die Sequenzierung ganzer Genome in
ihre Annalen der interdisziplindren Durchbriiche des
Jahres ein (6). Francis Collins, Berater von Prisident Obama,
Direktor des NIH und vorher Sprecher unseres Humange-
nomprogramms hat es kiirzlich so ausgedriickt: ,Genome
research is really just beginning and it can be dizzying to
live on an exponential curve”. So war es und so ist es.

Zuriick zum Titel Was wiren wir ohne DNA-Sequenzen? So
frage ich im Titel dieses Aufsatzes. Die aller einfachste
Antwort ware (zutreffend, aber ein Diskussionskiller): Wir,
sogar jegliche Lebensformen wiirden gar nicht existieren
ohne DNA-Sequenzen. Aber Forschung und Entwicklung
haben es uns an die Hand gegeben, dass wir iiber die
Stoffklasse der Nucleinsduren abwechslungsreiche Reisen
in das Universum unseres Inneren antreten konnen. Als
Fan der Weltraumforschung interessiert mich diese Art von
innerem Universum wesentlich stirker als das Universum
um unsere Welt herum. Vielleicht egozentrisch gedacht,
aber sicher auch ndher an Entdeckungen, die uns mehr
Wissen tiber uns selbst geben und - verantwortbar
eingesetzt - uns das Leben besser gestalten lassen. Das
erhoffe ich mir insgeheim auch fiir mich selbst. Vor dem
Hintergrund tausender menschlicher Genome, die zurzeit
weltweit analysiert werden, sollte auch meine eigene
Genomsequenz einige interessante Geheimnisse preisge-
ben. Das erwarte ich auch von den Genomsequenzen
meiner drei Braunschweiger Kollegen, die zugleich mit
meiner Sequenz in der Analyse sind.

Fundierte Kenntnisse von DNA-Sequenzen sind der
Schliissel dafiir, um mehr tiber uns und unsere Umgebung
zu wissen, heute und morgen. Als Nukleinsdure-Mensch,
was kann man mehr von seinem Berufsleben erwarten?

Helmut Blécker, geboren 1945, erwarb sein Diplom in
Chemie an der TU Braunschweig 1972. Seine Doktorarbeit
(1972-75) fiihrte er an der Universitat Hamburg durch, wo er
nach der Promotion noch 5 weitere Jahre als Wissenschaft-
licher Mitarbeiter in der gleichen Arbeitsgruppe tatig war.
1980 kam er an die GBF, wo er die Arbeitsgruppe DNA-Syn-
these aufbaute. Von 1994 -2010 war er Leiter der Abteilung
»,Genomanalyse“ an der GBE/dem HZI.
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Abb. 3. Vier Genome in der Analyse: Michael Jarek, Tschong-
Hun Im, Maren Scharfe, Helmut Blicker, alle neben einer
handgearbeiteten DNA (Abschiedsgeschenk an H.B.) Foto: Hzi
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Die Analytikplattform ist die dlteste zentrale Einrichtung am HZI, die mit modernsten Instrumentarien und den besten Kapazitdten

zur strukturellen Untersuchung aller Arten von Biomolekilen ausgestattet ist. Die Plattform stellt detaillierte Strukturdaten in den

unterschiedlichsten Formen bereit. Sie sind fiir das Versténdnis der grundlegenden molekularen Mechanismen und der Wechsel-

wirkungen, die die Zellprozesse bei der Wirt-Pathogen-Interaktion steuern, von groBer Bedeutung.

Die Plattform stellt umfangreiche Instrumentarien zur Bestimmung der dreidimensionalen Struktur aller Arten von Naturstoffen

zur Verfligung und bietet Einsatzmdglichkeiten fiir nahezu alle Bereiche im Rahmen von HZI-Forschungsprogrammen zum Thema

»Infektion und Immunitat”.

Jingste Berichte aus dieser Reihe konzentrieren sich auf den Einsatz der Elektronenmikroskopie und der Réntgen-Kristallographie.

Mit der Elektronenmikroskopie kénnen diverse Super-Makromolekiile, Organellen und Bakterien bildlich dargestellt werden.

Desweiteren gibt dieses Verfahren Aufschluss iiber kleinste Details bezuglich der Art und Weise, wie viele Pathogene sich an die

Wirtszelle haften und in diese eindringen. Die Rontgenkristallographie, eine Ergénzung zur Elektronenmikroskopie, bietet die Mg-

lichkeit, strukturelle Details von Proteinen und deren Molekilkomplexen in Verbindung mit Liganden und anderen Proteinen auf

atomarer Ebene zu untersuchen. Mit dieser Methode konnten viele Informationen dariiber gewonnen werden, in welcher Weise

die Bakterien an der Wirtszelle anhaften, in diese eindringen und sich vermehren und wie der Rezeptorsignalweg beim Menschen

funktioniert. In diesem Beitrag wird der Einsatz der magnetischen Kernresonanzspektroskopie fiir Untersuchungen von Naturstoffen

mit kleinem Molekulargewicht in Losungen genauer beschrieben. Diese Untersuchungen spielen bei der Erforschung und Entwick-

lung von neuartigen Antiinfektiva eine wichtige Rolle. Daraus ergeben sich Informationen, die ber die mit der Réntgenkristallo-

graphie gewonnenen Erkenntnisse hinausgehen.

Einleitung Am Institut wurde bereits in den Anfangsjahren
nach der Griindung erkannt, dass zur Erforschung grund-
legender natiirlicher Prozesse Instrumente erforderlich sind,
mit deren Hilfe die biologischen Strukturen untersucht wer-
den konnen. Durch die rasante Entwicklung auf dem Gebiet
der physikalisch-technischen Grundlagenforschung und die
Nutzung der Vorteile der Computertechnik konnten in den
letzten vier Jahrzehnten enorme Fortschritte verzeichnet
werden. Dabei war fiir die Strukturbiologie die rasante Ent-
wicklung auf dem Gebiet der magnetischen Kernresonanz-
spektroskopie (NMR), der Massenspektrometrie (MS), der
Rontgenkristallographie und der Elektronenmikroskopie
(EM) von besonderer Bedeutung. Diese Verfahren bilden
zusammen das Kernstiick des Instrumentariums am HZI
und bieten die Moglichkeit, kleinste Details des gesamten
Spektrums biologischer Strukturen zu erforschen: von den
kleinsten Mengen natiirlich vorkommender Stoffe (NMR und
MS) tiber Makromolekiile und deren Komplexe (Rontgen)
bis zu den groBten Strukturen, wozu auch Organellen und
Bakterien (EM) gehoren (Abbildung 1). Im vorangegange-
nen Bericht 2008/2009 wurde gezeigt, wie sich durch die
intelligente Nutzung der Rontgenkristallographie detaillierte
Informationen tiber die Interaktionen zwischen mikrobiellen

Pathogenen und dem Wirtsorganismus auf atomarer Ebene
gewinnen lassen. Dank dieser Informationen ist es moglich,
neue Strategien und Werkzeuge zu entwickeln, die unsere
Erkenntnisse liber bakterielle Infektionen erweitern. In die-
sem Bericht wird auf die verwendete NMR-Spektroskopie als
Ergidnzungstechnik und deren Einsatz fiir die Erforschung
biologisch aktiver Naturstoffe ndher eingegangen.

Der Atomkern als Energiequelle Gegen Ende der vierziger
Jahre des 20. Jahrhunderts konnte nachgewiesen werden,
dass die Zellkerne bestimmter Atome elektromagnetische
Strahlung aus einem Magnetfeld absorbieren konnen. Dabei
héangt die Strahlungsfrequenz von der Stirke des Magnet-
feldes, dem beteiligten Atomkern und - was sehr wichtig
ist — vor allem von der speziellen chemischen Umgebung
des Atoms ab. Von den iiblicherweise vorkommenden Ato-
men, tritt diese Erscheinung nur bei 'H, '°C, *N und *'P auf.
Daraus ergibt sich ein groBes Potenzial fiir die Erforschung
von Strukturen organischer Verbindungen und damit

der meisten Naturstoffe. Die Entwicklung energiereicher,
stabiler Magnetfelder machte eine hochauflésende Dar-
stellung von Signalen mdglich, die von ein und demselben
AtomKkern stammten, der sich jedoch in unterschiedlichen
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Réntgenstrukturanalyse

Abb. 1. Analytikplattform Fotos: HzI

chemischen Umgebungen befand. Im Anschluss daran
brachte die Einfiihrung der gepulsten NMR-Spektroskopie
einen wesentlichen Fortschritt in Verbindung mit der sich
rasant entwickelnden Computertechnik. Das brachte eine
betrachtliche Erhohung der Empfindlichkeit der Messmittel
mit sich. Die Entwicklung des zweidimensionalen (2D)-NMR-
Verfahrens in den siebziger Jahren, insbesondere durch R.

R. Ernst (Nobelpreis 1991), leitete den Beginn einer neuen
Ara in der NMR-Spektroskopie ein. Durch den Einsatz dieser
Techniken war es nun moglich, Bindungsstrukturen in Mole-
kiilen entweder iiber die sogenannten ,Through-bond”-Wech-
selwirkungen gleichartiger Kerne (homonukleare 2D-NMR)
bzw. verschiedenartiger Kerne (heteronukleare 2D-NMR)

zu bestimmen, oder durch eine Konformations-, Sequenzbil-
dungs- und Faltungsanalyse von Molekiilabschnitten durch
Beobachtung der ,Through-space“-Wechselwirkungen Eigen-
schaften zu identifizieren.

Seit den friihen siebziger Jahren wurde dieses NMR-
Instrumentarium in unserem Institut konsequent auf die
technischen Neuerungen ausgerichtet, da dieses Verfahren
mittlerweile eine der leistungsfahigsten Techniken fiir

die routinemaBige Erforschung von Strukturen biologisch
aktiver, natiirlicher Substanzen auf atomarer Ebene ist. Bei
pharmakologisch relevanten Substanzen mit einem Moleku-
largewicht von weniger als 2000 Da bietet die neue Technik
gegeniiber dem Rontgenverfahren den Vorteil, dass das zu
untersuchende Material nicht in Kristallform vorliegen muss
und somit auch strukturelle Details sehr schnell ermit-

Réntgenstrukturanalyse

telt werden konnen. Auf der Grundlage der langjahrigen
Erfahrungen wird die NMR-Spektroskopie zur Aufklarung
von Strukturen einer sehr groBen Anzahl von Naturstoffen
verwendet, die von einer Vielzahl von Forschergruppen
innerhalb des HZI und von externen Quellen stammen.

Die Suche nach neuartigen Antiinfektiva: Strukturen
biologisch aktiver Substanzen Das verstarkte Auftreten
neuer wie altbekannter Pathogene stellt auch in den ent-
wickelten Industrielindern eine permanente und ernst zu
nehmende Gefahr fiir die Gesundheit des Menschen dar. Da-
her ist und bleibt die Erforschung neuartiger Antiinfektiva
auf der Basis natiirlicher Substanzen sowie deren Bestim-
mung, Charakterisierung und klinische Entwicklung ein
wichtiges Ziel im Rahmen des HZI-Forschungsprogramms
Jlnfektion und Immunitédt“. Die Untersuchung der Struktur
derartiger Verbindungen bildet die Voraussetzung fiir die
Entwicklung neuer Medikamente und kann am einfachsten
mit der NMR-Spektroskopie und der Massenspektrometrie
erreicht werden.

Im Gegensatz zur chemischen Synthese besteht keinerlei
Vorwissen beziiglich der Struktur einer Verbindung, die

aus Pflanzen, Bakterien oder Pilzen extrahiert wird und die
eine potenzielle Quelle fiir neue aktive Substanzen darstellt.
Daher wird nach der Isolierung des Materials eine geringe
Menge in einem organischen Losungsmittel aufgelost, wo-
von dann ein einfaches Protonenspektrum ('H) aufgezeich-
net wird (Abbildung 2). Dieses Spektrum enthélt bereits
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Abb. 2. 1D-NMR-Spektrum einer unbekannten, in Methanol-d4 geldsten Verbindung Grafi: Hzi
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Abb. 3. Analytisches Verfahren (A), 2D 'H-'H-Spektrum, das den Zuckerbaustein (B) und die gesamte Struktur (C) zeigt Grafik: Hzi
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eine groBe Menge an Informationen {iber die Beschaffenheit einzelnen Puzzleteile zusammengesetzt. So entsteht dann
der im Molekiil enthaltenen Bestandteile. Anhand der ein fertiges dreidimensionales Abbild der Molekiilstruktur.
Anordnung der Signale im Spektrum erhélt man ein Abbild Die genauen Angaben zur Konformationsanalyse dieser
der ortlichen Verteilung des beobachteten Protons, wodurch Struktur erhédlt man durch die Untersuchung der GroBen-
eine Unterscheidung zwischen aromatischen Verbindun- ordnung der Splittings im 1D 'H-Spektrum und anhand der
gen, Zuckermolekiilen und aliphatischen Gruppen moglich »Through-space“-Wechselwirkungen zwischen den Protonen
ist. Wahrend das tiber das Signal berechnete Integral die in den einzelnen Fragmenten. SchlieBlich konnen mit Hilfe
Anzahl der vorhandenen Protonen angibt, konnen aus den der Massenspektrometrie, UV- und IR-Spektroskopie Ver-
Splittings detaillierte Informationen iiber die Anzahl und gleichsdaten zum Molekulargewicht gewonnen werden.
Anordnung von Protonen in der unmittelbaren Umgebung
gezogen werden. Zusatzliche Informationen lassen sich aus Diese Methodik wurde in den vergangenen dreiBig Jahren
dem Kohlenstoffspektrum (3C) gewinnen, das wiederum zur Kldrung der Struktur vieler Naturstoffe intensiv
eine Signalverteilung ergibt, anhand derer sich die Anzahl genutzt und wird auch weiterhin das Mittel der Wahl sein.
und Arten der Kohlenstoffatome problemlos ermitteln lassen. Durch die technische Weiterentwicklung, insbesondere

der Empfindlichkeit und des Auflosungsvermdgens durch
Mit Hilfe der 2D-NMR-Spektroskopie konnen heute die moderne Systeme supraleitender Magneten, ist es heute
Fragmente des jeweiligen Molekiils bestimmt werden moglich, kleinste Mengen von Materialien zu untersuchen
(Teile des Puzzles, Abbildung 3). Das homonukleare 2D (0,2 bis 1 mg), ohne dass eine chemische Abwandlung dafiir
"H-'H-Spektrum zeigt Signale jenseits der Diagonalen, erforderlich ist. Wie aus vorherigen Beispielen hervorgeht,
die den ,Through-bond“-Interaktionen zwischen den hat die NMR-Strukturuntersuchung eine wesentliche Rolle
Wasserstoffatomen entsprechen, die sich im Abstand von bei der Erforschung und Bewertung neuer Antiinfektiva
zwei bzw. drei Bindungsstellen befinden. Anhand dieser gespielt, insbesondere bei der Klarung der Strukturen
Wechselwirkungen werden ganze Serien dieser Interakti- einer Vielzahl von biologisch aktiven Verbindungen, die
onen zuriickverfolgt, durch die die einzelnen Fragmente von Myxobakterien erzeugt werden. Ein aussagefihiges
im Molekiil gekennzeichnet sind. Durch weitergehende Beispiel dafiir ist die groBe Zahl an Basisstrukturen der
heteronukleare 2D "H-"*C-Spektraluntersuchungen werden Sekundédrmetabolite, die allein von dem Bakterium Soran-
die Art der vorhandenen Fragmente bestimmt und die gium cellulosum stammen (Abbildung 4). Bis heute wurden

OH OH OH

o,
g 0 Qve HO. ~ o N
H e N Y ) on
> 01 1 H N
\ on o on Ao e
on V7 ~

- 0
on e i O on N o @ i hE
& ) b . &

Abb. 4. Sekunddrmetaboliten des Myxobakterium Sorangium cellulosum  Grafik: Hzi
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mehr als 600 spezifische myxobakterielle Metaboliten
bestimmt und deren Strukturen erforscht. Im Laufe der
Jahre wurde eine ganze Reihe kleinerer Molekiile ermittelt
und naher bestimmt, die iiber antitumorale, antivirale
(Proteasominhibitoren), antiinfektive (Interferonregulato-
ren) und antibakterielle (Antibiotika, Zytolysininhibitoren,
Biofilminhibitoren) Eigenschaften verfiigen. Darunter war
die wichtigste Entdeckung das Epothilon, eine Verbindung,
die die Grundlage fiir die Entwicklung einer Therapie gegen
aggressiven, metastatischen oder lokal fortgeschrittenen
Brustkrebs bildet.
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Abb. 5. Biosynthetische Prikursoren des Apicularen B Grafik: Hzi

Die NMR-Spektrosokopie ist desweiteren die wichtigste
Methode zur Ermittlung der Struktur synthetischer Derivate
natiirlicher Substanzen, die zur Untersuchung der Struktur-
aktivitaten hergestellt wurden. Sie sind die Voraussetzung
fiir die Entwicklung von Medikamenten und fiir die a priori
Synthese chemischer Substanzen fiir Forschergruppen in
den Bereichen Biochemie und medizinische Chemie. In der
Vergangenheit wurden desweiteren bedeutende Kooperati-
onsprojekte mit Universitidten und anderen Instituten auf
den Weg gebracht, bei denen Untersuchungen von Naturstof-
fen eine Rolle spielen, die aus Bakterien, Pilzen, Pflanzen
und Meeresbewohnern gewonnen wurden.

Biosynthetische Signalwege und Kontrolle biologischer
Systeme Erkenntnisse {iber die Biosynthese von Sekundar-
metaboliten lassen sich auch durch die Kontrolle der Stoffe
nach Verabreichung von mit *C angereicherten Prékursor-
molekiilen an das Erzeugerbakterium gewinnen. Unter
diesen Bedingungen werden die Prakursoren in den
entsprechenden Stoff eingebaut. Infolgedessen treten
verstarkte Signale im 13C-NMR-Spektrum auf, die auf die
Kohlenstoffatome beschrankt sind, die aus dem angerei-
cherten Material stammen. Abbildung 5 zeigt ein Beispiel
fiir Apicularen B, das aus Azetat, Glyzin und Methionin
biosynthetisch hergestellt wurde.

Der Nutzen der NMR-Spektroskopie zur Kontrolle von Ande-
rungen im biologischen System wurde bereits frith erkannt.
Dieses Verfahren wurde fiir die nicht invasive Untersuchung
des Sauredifferenzials in Zytoplasma-Vakuolen und der
Phosphatmetaboliten von Pflanzenzellen in Suspensionskul-

Funktionelle Genomik

Genom >  Proteom  ———— Ze|luldre Funktion & Regulation
Proteomics Protein 3D Struktur
2D Gelelekrophorese
MALDI / ESI MS
Proteinsequenzierung
l Proteingewinnung Strukturelle Methoden
Posttranslationale '\R/Ieelﬁlr:é);:]ante Festbett R6ntgenstrukturana!yse
Modifikation Peptid-  —> NMR Spektroskopie
Klonierung Synthese — —
17 Expression Flexible mcht.-krlstallme
1D Struktur » Proteinfermentation Proteine

Abb. 6. Instrumentarium fiir die funktionelle Genomik Grafik Hz
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turen aus Nicotiana tabacum und Kartoffelkulturen

mit Hilfe der in vivo 31P-NMR-Spektroskopie eingesetzt.

In jlingster Zeit wurden die am biologischen Abbau von
substituierten Aromaten beteiligten Signalwege durch
Zugabe spezifischer Enzyme von bestimmten Bakterien

in situ untersucht, um die Zwischenprodukte zu definieren
und mit der 1H NMR-Spektroskopie die Endprodukte zu
bestimmen. Daraus lassen sich direkte Erkenntnisse fiir die
Rekonstruktion der metabolischen Netzwerke gewinnen,
die in aromatischen Abbauprodukten vorkommen und eine
rationale Nutzung der Eigenschaften der beteiligten Mikro-
organismen ermoglichen.

Strukturbiologie: Einsatz der NMR fiir Proteinunter-
suchungen Die Auswirkungen, die die Entschliisselung
des menschlichen und anderer Genome seit Beginn des
Jahrhunderts auf die Proteinforschung hatte, sind auf

die rasanten Fortschritte zuriickzufiihren, die in vielen
Bereichen der Geritetechnik erzielt wurden. Das wurde
auch durch die Nobelpreise deutlich, die im Jahre 2002 im
Fachgebiet Chemie an Fenn und Tanaka fiir die Entwick-
lung der massenspektrometrischen Analysen biologischer
Makromolekiile und an Wiithrich fiir die Entwicklung der
NMR-spektroskopischen Verfahren zur Bestimmung der
drei-dimensionalen Struktur von geldsten biologischen
Makromolekiilen verliehen wurden. Mit Hilfe der Soft
Desorption Ionization-MS-Methoden (ESI und MALDI MS)
konnen eine eindimensionale Sequenz der Aminosdauren
eines Proteins dargestellt und posttranslationale Modifi-
kationen bestimmt werden. Sie sind die Voraussetzung fiir
die Bestimmung der dreidimensionalen Strukturen und der
sich daraus ergebenden Korrelationen mit der Zellfunktion
und Zellregulierung (Abbildung 6). In diesen Berichten
wurde bereits die Bedeutung der Rontgenkristallographie
fiir die strukturelle Untersuchung von kristallinen Protei-
nen gezeigt. In diesem Zusammenhang wird ein alternati-
ves Verfahren zum Einsatz gebracht, das in beispielhafter
Weise den Nutzen der NMR-Spektroskopie bei der Klarung
von Losungsstrukturen kleiner flexibler Proteine verdeut-
licht. Dabei handelt es sich um Molekiile, die keine Kristalle
ausbilden und sich mit rekombinanten Verfahren nicht
einfach erzeugen lassen.

Das HIV-Genom codiert eine Reihe von Enzymen und
Strukturproteine sowie sechs Hilfsproteine. Davon ist das
HIV-1-spezifische Virusprotein U (Vpu) ein auf der 81-Ami-
nosaure der Klasse I basierendes, integrales Membranphos-
phoprotein, das zum Zerfall des Virusrezeptors CD4 im en-
doplasmatischen Retikulum fiihrt und die Freisetzung von
Viruspartikeln aus den infizierten Zellen verstirkt. Obwohl
dieses flexible Protein keine Kristalle ausbildet, konnten
mit Hilfe der Festkorper-Peptidsynthese ausreichend grofe
Mengen an Proteinen und entsprechenden Fragmenten ge-
wonnen werden. Dadurch wurden Untersuchungen mittels
CD- und NMR-Spektroskopie ermoglicht. Beide Methoden

: 2
a3
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lonenkanal
Aktivitat

7/ \

Oligomeric Formsl ”‘ Host Proteins ‘

Abb. 7. Modell der membrangebundenen Struktur von monome-
rischem Vpu (A) und dessen dynamische Formen (B) Grafik: Hzi

zeigten, dass die Struktur des Molekiils von den Losungs-
bedingungen abhdngig war, wobei das Molekiil lediglich in
einer hydrophobischen, membranartigen Umgebung eine
stabile Sekundérstruktur annahm. Das ist charakteris-
tisch fiir viele kleine Proteine, die sich in Losung befinden.
Detaillierte 2D 'H NMR-Untersuchungen der C-Terminal-
Domain des 50-Aminosdure-Zytoplasmas zeigten, dass in
dem am deutlichsten ausgepriagten Zustand eine genau
definierte Struktur von Helix-Loop-Helix-Verbindungen
vorlag, in die sich die beiden Serinreste nach der posttrans-
lationalen Phosphorylierung zwischen die Helices setzten.
Die Positionierung dieser Strukturen und die Helix der N-
Terminal-Ankerdomain in einer Umgebung, die einer zwei-
schichtigen Membran dhnelt, wurden unter Verwendung
der ®N Festkorper-NMR-Spektroskopie in einer gerichteten
Doppelschicht aus Phospholipiden erzeugt. Anhand dieser
Daten war die Entwicklung eines Modells einer monomeren
Struktur des zu erzeugenden Molekiils (Abbildung 7)
moglich, bei dem die erste Helix (al) der N-Terminal-Do-
main eine membrandurchgidngige Helix bildet, die an die
erste Helix (02) der zytoplasmatischen Domain gekoppelt
ist, die mit ihrer Bindung parallel zur Membranoberflache
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ansetzt. Diese Struktur wird dann an die endgtiltige Helix
(a3) gekoppelt, die nur schwache Wechselwirkungen mit
der Membran aufweist. Eine derartige Struktur ist mit der
Ionenkanalaktivitdt des N-Terminus, der Wechselwirkung
des C-Terminus mit der zytoplasmatischen Domain von CD4
sowie mit den Anforderungen der phosphorylierten Vpu fiir
diese Funktion kompatibel. Ahnliche Untersuchungen
lieferten Erkenntnisse iiber die Struktur des HIV-1-Sekun-
darhilfsproteins Vpr wobei erst vor kurzem die ungewdhnli-
che Wechselwirkung mit einem Hostprotein, dem Zyklophi-
lin A, bekannt geworden ist.

GroBe Proteine und Réntgenkompatibilitdt Es stellt sich
hier die Frage, inwiefern es mit Hilfe der NMR-Spektrosko-
pie moglich ist, Strukturdaten auch fiir gréBere Proteine zu
gewinnen. Und ob die in Losung ermittelten Strukturen
auch mit denen kompatibel sind, die durch den Einsatz der
Festkorper-Rontgenkristallographie ermittelt wurden.
Grundsitzlich kdnnen beide Fragen mit ,,Ja“ beantwortet
werden. Forschungslaboratorien, wie beispielsweise die
Proteinproben-Produktionsanlage am HZI, konnen heute
unter Verwendung rekombinanter Verfahren doppelt
markierte °N,"3C-Proteine herstellen, die fiir eine mehr-

Hig103

Abb. 8. Vergleich der NMR- und Rontgenbilder des Tryparedoxin (A & B), Oberfldchenmodell, das die Ligandenbindungsstellen

zeigt (C& D)




SONDERBEITRAGE | Magnetische Kernresonanzspektroskopie, ein wichtiges Instrument im Arsenal der Technologieplattform 59

dimensionale, heteronukleare NMR-Untersuchung in
Losung geeignet sind. Ein herausragendes Beispiel ist die
Erforschung des Tryparedoxin, eines Virulenzfaktors, der
in Trypanosomatiden vorkommt und der Ausloser der
Trypanosmiase (Schlafkrankheit und Morbus Chagas) und
der Leishmaniase ist. Die Gesamtfaltung der Struktur, die
mit Hilfe der dreidimensionalen NMR-Spektroskopie
ermittelt wurde, dhnelt in groBem MaBe dem Aufbau der
Kristallstruktur, obwohl die Regionen im Bereich der
aktiven Seite in Losung weniger gut ausgepragt waren
(Abbildung 8, A und B). Wenn die Erforschung der Struktur
die einzige Zielstellung des Projektes war, ware verstand-
licherweise die Rontgenkristallographie die bevorzugte
Methode. Mit der NMR konnte jedoch die Bindung des
inhibitorischen Substratanalogons problemlos untersucht
und schwer zugingliche Bereiche auf der Proteinoberflache
mit einer funktionalen Relevanz enthiillt werden (Abbildung
8, C und D), die einen Bezugsrahmen fiir die Konzeption
von starreren und aktiveren Liganden bilden.

Ausblick Aufunabsehbare Zeit werden die Plattformtech-
nologien intensiv genutzt werden. Das wird auch durch die
in der letzten Zeit vorgenommenen groferen Investitionen
in neue Gerite unterstiitzt. Diese neue Technik wird fiir
Untersuchungen am neuen Wirkstoffzentrum von groBer
Bedeutung sein, das sich zur Zeit in der Planungsphase
befindet. Die vielschichtigen Aspekte bei der Erforschung
der Strukturen altbekannter und neuer Naturstoffe aller
Art werden auch weiterhin ein Hauptgebiet in der Infekti-
onsforschung sein, wie die aktuelle Forschungsinitiative
des HZI zeigt. Die weitere Verbesserung der Technologie,
insbesondere der unmittelbaren Verfiigbarkeit von
ultra-hochfrequenten Magnetfeldern (> 1 GHz), eroffnet
neue Moglichkeiten fiir die Untersuchung noch groBerer
Systeme, wie z.B. biomakromolekularer Verbindungen von
hochster Komplexitdat und biomedizinischer Bedeutung mit
Hilfe der NMR-Techniken, die die Rontgenuntersuchungen
erganzen. Es ist zweifellos ein weiteres wichtiges For-
schungsgebiet, mit dem auch kiinftig maBgeblich unser
Wissens iber makromolekulare Strukturen und deren
Wechselwirkungen in der modernen Biologie und Biomedi-
zin bereichert wird.

Victor Wray wurde 1945 geboren und studierte Chemie an
der Universitat Hull, wo er 1966 den Abschluss ,Bachelor of
Science” machte und 1969 den Doktortitel in Chemie erhielt.
Danach arbeitete er als promovierter Wissenschaftler an der
Abteilung Organische Chemie am Imperial College in London
(1969-1973). Dann nahm er seine Tétigkeit in der Arbeitsgrup-
pe fiir physikalische Messungen am Zentrum fiir molekular-
biologische Forschung auf, die ein Vorldufer von GBF und HZI
(1973) war. Er ist seit 1987 Leiter der Arbeitsgruppe NMR-
Spektroskopie und seit 2003 Leiter der Forschungsgruppe Bio-
physikalische Analytik (einschlieBlich der Analyseplattform).
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Mit einem Viertel aller Todesfalle weltweit stellen die Infektionskrankheiten ein ernst zu nehmendes Gesundheitsproblem dar.

Viren und Bakterien brauchen weder Reisepass, Visum noch Flugticket, um von einem Land ins andere zu gelangen. Das SARS-Virus

bendtigte seinerzeit nur 24 Stunden von Hongkong nach Toronto. Zuséatzlich zu ihrer Mobilitat verfiigen die Krankheitserreger tber

eine weitere charakteristische Eigenschaft: ihr Antigenrepertoire unterscheidet sich abhéngig von ihrer geographischen Verbreitung

erheblich. Es ist mittlerweile bekannt, dass Stamme derselben Spezies in ganz unterschiedlichen Varianten z.B. in China, Indien,

Europa oder Nordamerika vorkommen. Daher ist fiir eine effektive Bekdmpfung der Infektionskrankheiten ein globaler Ansatz nétig,

nicht nur um Epidemien vorherzusagen und einzugrenzen, sondern auch um regionsspezifische Interventionsstrategien zu entwerfen

und weiterzuentwickeln. Vor diesem Hintergrund hat es sich die HelImholtz-Gemeinschaft zur Aufgabe gemacht, internationale

Kooperationen auf dem Gebiet der Gesundheitsforschung zu unterstiitzen und zu stérken. Im Rahmen dieser Initiative hat auch das

HZ| seine internationalen Kooperationen in den letzen Jahren weiter ausgebaut. Die folgenden Beispiele illustrieren dies.

Das Indo-German Science Centre for Infectious Diseases
(IG-SCID): ein Paradebeispiel fiir internationale Koopera-
tionen Im Jahre 2006 priasentierten das HZI, die Medizini-
sche Hochschule Hannover (MHH) und das Indian Council
of Medical Research (ICMR) ihre Vision, ein virtuelles
Zentrum fiir Deutsch-Indische Zusammenarbeit im Bereich
der Infektionskrankheiten aufzubauen. Der Schwerpunkt
sollte auf der Entwicklung neuer Diagnostika, Impfstoffe und
Antiinfektiva liegen. Das Ziel war, eine starke, klinisch aus-
gerichtete Forschung in Indien mit neuester Technologie im
Labor und im experimentellen Tiermodell an HZI und MHH
zusammenzubringen. Dieser hohe Grad an Komplemen-
taritdt machte das Konzept zu einer win-win-Situation. Die
Vision wurde im April 2006 Wirklichkeit, als Prof. N.K.
Ganguly, Generaldirektor des ICMR, und Prof. J. Mlynek,
Préasident der Helmholtz-Gemeinschaft, in Gegenwart des
indischen Premierministers Dr. Manhohan Singh und der
deutschen Bundeskanzlerin Dr. Angela Merkel in Hannover
ein Memorandum of Understanding unterzeichneten. Nach
dieser Unterzeichnung ging es ziigig voran und sowohl

die Helmholtz-Gemeinschaft als auch das ICMR sagten die
Finanzierung fiir das geplante Zentrum zu. Im April 2007
fand in Neu Delhi die Einweihung des Zentrum im Beisein
hochrangiger Personlichkeiten der Helmholtz-Gemeinschaft,
des HZI, der MHH, des ICMR und einer Anzahl von Wissen-
schaftlern aus dem Gebiet der Infektionskrankheiten statt. In
der Zentrale des ICMR in Neu Delhi wurde ein IG-SCID-Biiro
eingerichtet. Sechs Monate nach der Einweihung wurde das
IG-SCID um die Jawaharlal-Nehru-Universitat (JNU) erweitert.
Das entsprechende Memorandum of Understanding unter-
zeichneten der Rektor der JNU, Dr. Rajendra Prasad, Dr. N.K.
Ganguly und der Direktor des HZI Prof. Rudi Balling in Neu
Delhi. Bei dieser Zeremonie waren auch Bundesbildungs-
ministerin Dr. Annette Schavan sowie der indische Wissen-
schaftsminister Mr. Kapil Sibal anwesend.

Ein Zentrum mit derart hervorragenden Partnern war zwar
von vornherein auf Erfolg programmiert, aber es hat sich
gezeigt, dass IG-SCID zusatzlich ein Paradebeispiel fiir
internationale Kooperation geworden ist. Das einzigartige
Konzept dieses Zentrums hat maBgeblich zu seinem Erfolg
beigetragen. IG-SCID finanziert gemeinsame Forschungs-
projekte, die ausgezeichnete Wissenschaft und hohe Rele-
vanz fiir beide Lander vereinen. Die beantragten Projekte
werden in schnellen Verfahren von einem gemeinsamen,
hochrangigen Lenkungsausschuss begutachtet. Neben
diesen wissenschaftlichen Projekten fordert das Zentrum
auch gemeinsame Workshops zu wichtigen Aspekten der
Infektionskrankheiten in Indien und Deutschland. Das
Zentrum legt groBen Wert auf das Training junger Forscher
aus beiden Landern. Junge Forscher aus Deutschland profi-
tieren in Indien von praxisnaher Erfahrung mit klinischer
Infektionsforschung und epidemiologischer Feldarbeit, und
indische Forscher sammeln in Braunschweig und Hannover
Erfahrungen in modernen Labor- und neuen Tierversuchs-
technologien. IG-SCID hat kiirzlich ein neues Stipendien-
programm eingerichtet, das Wissenschaftlern aus Indien

Abb. 1. Unterzeichnung der Absichtserkldrung durch Prof. Ganguly
(links) und Prof. Mlynek im April 2006 in Hannover  Foto: Hz
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Abb. 2. Einweihung von IG-SCID im Mai 2007 in New Delhi
(von links: Prof. Balling, Prof. Chhatwal, Prof. Mlynek, Prof.
Ganguly und Prof. Hasnain; Photo: ICMR) Foto: IcMR

Abb. 3. Erweiterung des IG-SCID auf die Jawaharlal-Nehru-Uni-

versitdt wihrend des Besuchs von Prof. Dr. Annette Schavan,
Bundesministerin fiir Bildung und Forschung, in New Delhi
im Oktober 2007  Foto: HzI

Abb. 4. Eine Veranstaltung zur Prdsentation der wissenschaft-
lichen Aktivititen von IG-SCID anldsslich des Besuchs von
David McAllister, Ministerprdsident von Niedersachsen, in Neu
Delhi im September 2010 (Prof. Heinz, Minister McAllister,
Pf’Of. Chhatwal) Foto: Henning Noske

Abb. 5. Deutsch-chinesisches Treffen in Guangzhou, China, im
Dezember 2010. Deutscher Koordinator war Prof. Chhatwal,
chinesischer Koordinator Prof. George Fu Gao, Vizeprdsident
des Beijing Institute of Life Sciences, Chinese Academy of
Sciences. Prof. Han Jianguo, Direktor des Sino-German Center,
nahm ebenfalls an dem Treffen teil.  Foto: HZI

und Deutschland gegenseitige Forschungsaufenthalte von
bis zu drei Monaten ermoglicht. Da beide deutschen Partner
aus Niedersachsen kommen, wurden die Aktivititen von
IG-SCID wéahrend einer Besuchsreise von Ministerprasident
David McAllister im September 2010 in Delhi vorgestellt.
Das Zentrum ist eine sinnvolle Ergdnzung zu den gemein-
samen Aktivitaten zwischen Niedersachsen und Indien auf
dem Gebiet Wissenschaft und Forschung.

Auf beiden Seiten besteht der Wunsch, diese Kooperation
fortzusetzen und nach Moglichkeiten zu suchen, dieses
virtuelle Zentrum in ein reales Zentrum umzuwandeln,
vorzugweise mit Sitz in Indien.

Kooperation mit China: eine wichtige Initiative Infek-
tionskrankheiten stellen auch in China ein bedeutendes
Gesundheitsproblem dar. Im letzten Jahrzehnt wurden die
Forschungsaktivititen auf diesem Gebiet auf chinesischer
Seite massiv verstdrkt. Die Ergebnisse, die aus dieser
Forschung resultieren, zeigen, dass Virenstimme in China
nicht nur beziiglich ihres Virulenzrepertoires variieren,
sondern auch unterschiedliche klinische Manifestationen
verursachen. Um globale Kontrollstrategien gegen Infektions-
krankheiten zu entwickeln, ist eine starke Zusammenarbeit
mit China von groBter Bedeutung. Daher hat das HZI mit

der Chinese Academy of Science eine Initiative zur intensi-
ven Zusammenarbeit gestartet. Diese Initiative hat bereits
zu zwei deutsch-chinesischen Workshops gefiihrt: 2009 in
Goslar und 2010 in Guangzhou. Die Aktivititen wurden voll-
stindig vom Chinese-German Centre for Science Promotion
in Peking finanziert. Das Zentrum hat die Notwendigkeit
einer solchen Zusammenarbeit eindeutig anerkannt. Neben
dem HZI waren auf deutscher Seite auch die Justus-Liebig-
Universitat GieBen, das RWTH Aachen, die TiHo Hannover
und die MHH in den Workshops vertreten. Auf chinesischer
Seite nahmen Vertreter verschiedener Institute der Chinese
Academy of Sciences teil. Die Workshops fiihrten zu einer
Reihe bilateraler Kooperationen, ein Antrag fiir ein groBeres
deutsch-chinesisches Projekt wird gerade gestellt. Wir hoffen,
dass die Zusammenarbeit mit China eine wertvolle Ergdnzung
fiir unsere anderen internationalen Kooperationen sein wird.
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Infektionen sind nach wie vor die dritthdufigste Todesursache weltweit und stellen somit heute und in Zukunft eine ernste
Bedrohung fiir die Menschheit dar. Trotz der Entdeckung und Entwicklung von Antibiotika, Impfstoffen und verbesserter Hygiene-
maBnahmen werden wir mit der Tatsache konfrontiert, dass auch viele fiir kontrollierbar gehaltene Infektionskrankheiten wieder
vermehrt auftreten. Zunehmend vorkommende Antibiotika-Resistenzen, erleichterte Verbreitungswege fir Infektionserreger durch
Globalisierung und Klimawandel sowie einer stetig alter werdenden Bevdlkerung vor allem in den Industrieldandern machen die
Pravention und Therapie von Infektionskrankheiten bei Mensch und Tier zu einer groBen Herausforderung. Der Einfluss dieser
anthropogenen Faktoren wird durch epidemische Ausbriiche vorher unbekannter Krankheiten, beispielsweise neuer zoonotischer
Infektionen wie SARS und Vogel- oder Schweinegrippe, verdeutlicht. Uberdies treten Infektionskrankheiten wie Tuberkulose, die in

der Vergangenheit erfolgreich bekdmpft werden konnten, als globale Bedrohungen wieder auf.

Neben dem vermehrten Auftreten epidemischer Viruserkrankungen stehen die Industrieldnder vor neuen Herausforderungen in der
Bekdmpfung und Einddmmung bakterieller Infektionen. Mit den Fortschritten in der modernen Medizin wéchst die Zahl der
immunsupprimierten Patienten, die flir opportunistische Infektionen besonders empfénglich sind (z.B. Transplantationspatienten
oder Patienten auf Intensivstationen). Die abnehmende Immunabwehr in den wachsenden &lteren Bevdlkerungsschichten fiihrt
zudem zu einer erhdhten Infektionsanfalligkeit. Das Auftreten von Resistenzen gegen nahezu alle momentan auf dem Markt
befindlichen Antibiotika ist dartber hinaus eine immense Belastung fiir die Gesundheitssysteme. Die Entwicklung neuer Strategien
fur die Diagnose, Pravention und Therapie von Infektionskrankheiten stellt daher eine essentielle MaBnahme zur Bekdmpfung

dieser Bedrohungen fir die 6ffentliche Gesundheit dar.

Das HZI bearbeitet gemeinsam mit seinem Tochterinstitut, dem Helmholtz Institut fir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS),
und seinem Partnerinstitut TWINCORE (Zentrum fiir Experimentelle und Klinische Infektionsforschung) einige der wichtigsten Fragen
in der Infektionsforschung. Auf der Basis einer starken Grundlagenforschung werden neue Strategien zur Pravention und Therapie
mikrobieller Infektionen entwickelt und die Translation der neu gewonnenen Erkenntnisse in die klinische Anwendung gemeinsam
vorangetrieben. Zu diesem Zweck hat das HZI das Programm ,,Infektion und Immunitét“ ins Leben gerufen, das flinf wichtige Topics

der Infektionsforschung umfasst:

* Mikrobielle Pathogenese

* Wirt-Pathogen-Interaktionen

¢ Entziindung und Immunitéat

» Strategien fir Prévention und Therapie

* Pharmazeutische Forschung

Das ehemalige Topic ,Translatorische Infektionsforschung® ist zu einer Topic-libergreifenden Aktivitdt geworden, da es fiir alle fiinf
Topics in hohem Grade relevant ist. Die komplette Infrastruktur und die Sachkenntnis, die zur Planung, Vorbereitung und Durch-

fuhrung klinischer Studien notwendig sind, wurden zusammen mit der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) entwickelt.
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Derzeit befindet sich ein Zentrum fiir friihe klinische Studien im Aufbau (Clinical Trial Centre Hannover, CRCH), das als Gemein-

schaftsprojekt des Fraunhofer-Instituts fiir Toxikologie und Experimentelle Medizin (ITEM), der MHH und des HZI realisiert wird.

Das Topic Mikrobielle Pathogenese behandelt die grundlegende Frage, wie bakterielle Erreger Krankheiten verursachen.
Adhérenz an die Wirtszellen, Invasion, intrazelluldres Uberleben, Verbreitung und Immunevasion sind Strategien der Mikroorganismen,
um Infektionen im Wirt zu etablieren. Das Verstandnis dieser komplexen Prozesse wird durch die Erforschung der Pathogenitats-
mechanismen, der Rolle der spezifischen Virulenzfaktoren und Diversitét der Erreger erreicht. In diesem Topic untersuchte
bakterielle Krankheitserreger schlieBen Streptokokken als Ausldser fiir Atemwegserkrankungen und invasive Krankheiten,
Yersinien und Listerien als Enteropathogene und Modellkeime sowie das Mycobacterium tuberculosis, einen Erreger der Tuber-
kulose, mit ein. Moderne Technologien einschlieBlich Strukturbiologie, Elektronenmikroskopie und Proteomikverfahren werden fir

die eingehende Untersuchung der jeweiligen molekularen Prozesse verwendet.

Die Studien im Topic Wirt-Pathogen-Wechselwirkungen konzentrieren sich auf das Versténdnis der Wechselwirkung zwischen
dem infizierten Wirt und den bakteriellen oder viralen Krankheitserregern. Die genetischen und zelluldren Faktoren, welche den
Infektionsprozess steuern, werden in komplexen Modellsystemen wie der Maus erforscht. Dieses schlieBt auch die Diversitat der
Mikrobengemeinschaften innerhalb des Wirtes ein, die fiir die Bildung bestandiger Biofilme auf medizinischen Implantaten oder in
der Lunge von Patienten mit zystischer Fibrose verantwortlich sein kénnen und die auf antimikrobielle Behandlungen in der Regel
nicht ansprechen. Breit angelegte epidemiologische Studien, wie die geplante Nationale Kohorte, die helfen sollen, Wirtskompo-

nenten zu verstehen, welche die Anfélligkeit oder Resistenz gegeniber Erregern vermitteln, sind ebenfalls Teil dieses Topics.

Das Topic Entziindung und Immunitat befasst sich mit der Immunabwehr gegen Erreger. Ein Schwerpunkt ist das Versténdnis der
Regulation des Interferon (IFN)-Systems, das einen wichtigen Bestandteil der friihen Immunantwort darstellt und als Vermittler von
Entziindungsprozessen fungiert. Die T-Zellen als Schliisselzellen der adaptiven Immunantwort werden hinsichtlich ihrer bedeutenden
Rolle beim Aufrechterhalten von Toleranz und Autoimmunitét erforscht. In diesem Topic neu entwickelte Technologien beinhalten u.a.
die Entwicklung neuartiger Zelllinien und humanisierter Mause als Modelle fiir Infektion und Wirtsantwort. Moderne Ansétze der

Systembiologie werden verwendet, um die molekularen Signalwege, welche die Immunitét steuern, als Modelle in silico nachzubilden.

Das zentrale Ziel des Topics Strategien fiir Pravention und Therapie ist die Entwicklung innovativer Werkzeuge und Ideen zur
Vorbeugung, Management und Kontrolle von Infektionen und infektionsassoziierter Erkrankungen. Ein Hauptforschungsschwer-
punkt ist die Entwicklung neuer Antigen-Delivery-Systeme und Adjuvanzien, insbesondere solcher, die fir die Entwicklung von
mukosalen Impfstoffen nutzbar sind. Dies geht einher mit der Etablierung von préklinischen Validierungsmodellen, basierend auf
humanisierten Mausen, fiir Screening, Auswahl und Priorisierung von Wirkstoffkandidaten. Neue flir Reproduktion und Ausbreitung
des Hepatitis C-Virus (HCV) relevante drug targets werden unter Verwendung eines zellbasierten HCV-Modells erforscht. AuBer-
dem werden Faktoren in Virus und Wirt untersucht, die Qualitdt und Quantitat antiviraler Zytokinantworten und den Schutz-

mechanismus von IFN beeinflussen.
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Das Topic Pharmazeutische Forschung strebt an, die Liicke zwischen biologischer und biochemischer Grundlagenforschung und
klinischer Anwendung durch die starkere Integration der Wirkstoffforschung zu schlieBen sowie eine friihe Interaktion mit der
Pharmaindustrie zu initiieren. Schwerpunkt der Arbeiten ist die Identifikation von Naturstoffen und chemisch synthetisierter
Substanzen als bioaktive Leitstrukturen und ihre Weiterentwicklung mit Hilfe von medizinischer Chemie, Totalsynthesen und
biosynthetischer Ansétze. SchlieBlich beinhalten weitere Studien die Optimierung der pharmakokinetischen Eigenschaften, um den

Transport vielversprechender Substanzen an ihre Zielorte zu gewéhrleisten.

Mit dem Programm ,Infektion und Immunitat“ thematisiert das HZI aktuelle und zukiinftige Probleme der Infektionsforschung,
nicht nur durch die bestehende Forschungsaktivitat und Expertise, sondern auch durch die umfangreiche Implementierung neuer,
komplementérer Initiativen zu aktuellen Forschungsthemen. Diese gipfeln in der Bereitstellung einer Pipeline fir die Entwicklung

neuartiger Antiinfektiva und ihrer raschen Translation in die klinische Anwendung.

Momentan werden am HZI die Expertise und Infrastruktur im Bereich der funktionellen Genom- und Proteomforschung signifikant
verstarkt, um neue Ansétze zur Aufkldrung von Wirt-Pathogen-Wechselwirkungen zu verfolgen. Diese werden fir die Identifizierung
und Charakterisierung von neuen drug targets genutzt. Forschungsarbeiten zur Entdeckung und Entwicklung neuartiger Antiinfektiva
werden intensiviert und durch die Nutzung des enormen genetischen Potenzials von Mikroorganismen zur Produktion bioaktiver
Substanzen zudem erheblich erweitert. Diese MaBnahmen werden die Entwicklung therapeutischer Strategien mit dem Ziel einer
schnelleren Translation in die Klinik weiter beschleunigen. Im Rahmen des in Griindung befindlichen Deutschen Zentrums fiir
Infektionsforschung (DZIF) wird das HZI insbesondere seine Stérken in der Naturstoffforschung fiir die Entwicklung neuer
Antiinfektiva und seine Expertise in der Grundlagenforschung bakterieller und viraler Infektionen einbringen. Zusammen mit seinen
Partnern wie der MHH, der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) und der Technischen Universitat
Braunschweig wird das HZI seine Aktivitaten in der translationalen Infektionsforschung in der Region Braunschweig-Hannover und

dariiber hinaus erheblich erweitern, um eine effiziente Verwertung von Ergebnissen aus der Grundlagenforschung zu erméglichen.

AIDS/HIV Erkrankungen der Die wichtigsten Infektionskrankheiten Todesfélle/Jahr
2.8 Mill. Atemwege
3.9 Mill. Erkrankungen der Atemwege 3.900.000 2002
HIV/AIDS 2.400.000-3.300.000 2001-2009
Durchfallerkrankungen/Gastroenteritis 1.800.000-2.600.000 2002-2009
Tuberkulose 1.600.000 -3.000.000 2001-2009
Meningitis Malaria 1.300.000 -2.700.000 2002-2009
170.000
Durchfaller- Tetanus Masern 700.000 2001
krankungen / Keuch- 210.000
Gastroenteritis husten Hepatitis 520.000-700.000 2005
2.6 Mill. 290.000
Hepatitis Pertussis/Keuchhusten 290.000 2002
Masern (40 000
Tuberkulose 700.000 Tetanus 210.000 2002
1.8 Mill. Malaria P—
1.3 Mill, Meningitis 170.000 2002

Infektionskrankheiten weltweit: Todesfdlle pro Jahr Quelle: WHO (2001-2009)
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01 Mikrobielle Pathogenese d

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 erhebliche Herausforderung
fiir die Mediziner dar. AuBerdem 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 einhergehenden
Abnahme der therapeutischen Mdglichkeiten ist die Entwicklung alternativer Behandlungsstrategien dringend erforderlich. Um diese
Herausforderungen meistern zu kdnnen, ist ein detailliertes Wissen iiber die Pathogenitdtsmechanismen von groBter Bedeutung.
Adharenz, Invasion, intrazelluldres Uberleben, Umgehung der Immunantwort - insbesondere der intrazelluldren Immunabwehr -
und Persistenz in Biofilmen sind nur einige der Strategien, die von Mikroorganismen zur Etablierung der Infektion im Wirt angewendet
werden. Darliber hinaus gewinnt die bisher vernachlassigte Tragerphase einiger Mikroorganismen wegen ihrer mutmaBlichen
Beteiligung an latenten Infektionen zunehmend an Bedeutung. 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 Pathogenitatsmechanismen

von Mikroorganismen umfassend zu verstehen.

Hauptziel dieses Topics ist eine in die Tiefe gehende Studie der Biologie pathogener Mikroorganismen und ihrer Interaktionen mit

der Wirtszelle. Das Topic beinhaltet folgende Forschungsthemen:

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

Im Laufe ihrer Koevolution 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 priméres Ziel ist das Zytoskelett, das an zahlreichen zellularen
Funktionen und Prozessen beteiligt ist, die von der intrinsischen Dynamik seiner Komponenten, insbesondere dem Aktin-System,
abhéngen. Eine groBe Anzahl aktinbindender Proteine sind beschrieben, die die dynamische Reorganisation des Zytoskeletts
regulieren. Dieser Forschungsbereich befasst sich mit der Aufkldrung exakter Signalwege und Prinzipien der Kontrolle der Aktin-
polymerisation. Wahrend der zerstorerische Eingriff in das Aktinsystem durch Pathogene schon lange Gegenstand des Interesses
war, ist die Beteiligung des dynamischen mikrotubuldren Systems zur bakteriellen Pathogenitat als ein aufstrebendes neues und
wichtiges Gebiet der Infektionsforschung Bestandteil dieses Topics. Lysteria monocytogenes und Yersinia enterocolitica sind die

Haupterreger, die in diesem Themenbereich behandelt werden.

Identifikation neuer Virulenzfaktoren pathogener Bakterien

Pathogene Mikroorganismen produzieren eine Vielfalt von Virulenzfaktoren mit diversen Funktionen in Prozessen wie Adhéarenz,
Invasion, intrazelluldrem Uberleben, Umgehung der Immunantwort und bakterieller Kommunikation. Ihre funktionelle Charakteri-
sierung wird nicht nur zum Verstandnis der Pathogenitat beitragen, sondern auch aussichtsreiche Kandidaten fiir die Entwicklung
von Impfstoffen, Diagnostika und neuen Therapeutika identifizieren. Fibronektin, Kollagen und Plasminogen sind wichtige Bestand-
teile der Extrazelluldren Matrix und bekannt dafir, direkt an Wirt-Pathogen-Interaktionen beteiligt zu sein. Kollagenbindung an Bak-
terien 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 Virulenzfaktoren

von Streptokokken und Yersinien.
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Analyse bakterieller Virulenz mittels Proteomics

Der Modellorganismus L. monocytogenes wird in diesem Forschungsthema genutzt, um die zeitliche und rdumliche 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 diagnos-
tischer und prognostischer antigener Marker etabliert. Des Weiteren untersucht das Projekt Signaltransduktionsprozesse, die fir

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 Auflosung 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 Réntgenkristallo-
graphie und der NMR-Spektroskopie mit hoher Auflosung bestimmt. Der Hauptschwerpunkt liegt auf Virulenzfaktoren, die zu
mikrobieller Adhdrenz und Invasion und zum Umbau des Wirtszellzytoskeletts beitragen, sowie auf Komponenten und Effektoren

von Type-IlI-Sekretionssystemen, Schliissel-Genregulatoren mikrobieller Virulenz sowie Prionproteinen.

Die oben genannten Forschungsfelder werden von einem multidisziplindren Team auf Projektebene bearbeitet. Die beteiligten
Wissenschaftler gehdren zu verschiedenen Abteilungen und Forschungsgruppen des HZI und bringen eine breitgefacherte Expertise

mit. Die Highlights der auf Projektebene gewonnenen Ergebnisse sind in den folgenden Projektberichten beschrieben.

Genomkarte eines hochinfektiosen klinischen Mycobacterium
tuberculosis-Isolates aus Lateinamerika. Gene verschiedener
funktioneller Kategorien sind in verschiedenen Farben darge-

stellt. (siehe Bericht Seite 80)
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01.1 Strukturelle Analyse von Virulenzfaktoren

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Dirk Heinz | Abteilung fiir Molekulare Strukturbiologie | dih@helmholtz-hzi.de

PROJEKTMITARBEITER | Davide Ferraris | Thomas Heidler | Dr. Christian Kambach | Dr. Bjorn Klink |
Dr. Jorn KrauBe | Dr. Anja Menzel | Nick Quade | Dr. Stefan Schmelz | Ulrich Wiesand

Pathogene Bakterien nutzen ein Arsenal an Virulenzfaktoren,
um natiirliche Barrieren des Wirtes zu iiberwinden, Abwehr-
mechanismen zu blockieren oder zu umgehen und um Wirts-
prozesse zu ihrem eigenen Vorteil umzuprogrammieren. Da
diese Faktoren meist in der Wirtszelle fehlen, sind sie poten-
zielle Zielmolekiile fiir neue Antibiotika. Das Ziel dieses
Projektes ist es, durch Rontgenstrukturanalyse mikrobieller
Virulenzfaktoren im Komplex mit ihren Wirtsrezeptoren ein
maoglichst prazises Bild der Pathogen-Wirt-Interaktionen
wiahrend des Infektionsprozesses zu gewinnen.

Listeria InIB aktiviert die humane Rezeptor-Tyrosin-
Kinase Met durch Dimerisierung L. monocytogenes ist ein
gefahrlicher Lebensmittelkeim, der in Neugeborenen, dlteren
Menschen und immungeschwéchten Individuen Listeriose
auslosen kann - eine systemische Krankheit mit hoher
Sterblichkeitsrate. Die Fahigkeit des Bakteriums, Wirtszell-
barrieren zu tiberwinden, héngt essenziell von zwei Invasi-
nen ab, die an der Oberflache des Bakteriums lokalisiert
sind: den Internalinen A und B (InlB). InlB wechselwirkt
dabei mit der Rezeptor-Tyrosin-Kinase Met, dem natiirlichen
Rezeptor des Hepatozyten-Wachstumsfaktors (HGF). Aus

der Struktur des InIB/Met Komplexes, die wir im Jahre

2007 aufklaren konnten, ging der Mechanismus der Met-
Aktivierung noch nicht zweifelsfrei hervor. In einer zweiten
Kristallform des Komplexes konnten wir ein Met/InlB/InlB/
Met-Dimer identifizieren, das mit einer Rezeptor-Aktivierung
kompatibel ist. Das InlB-Dimer-Arrangement konnte auch in
verschiedenen InlB-Kristallformen gefunden werden. Durch
Disulfid-Crosslinking von InIB (Abb. 1) konnten wir kiirzlich
die Rolle dieser InIB-Dimerisierung fiir die Met-Aktivierung
bestdtigen. Das kovalent verbriickte InlB-Dimer zeigte sogar
eine starkere Met-Aktivierung als HGF. Im Gegensatz dazu
fiihrte die Schwachung der InlB-Wechselwirkungsoberfldche
durch Einfiihrung gegeniiberliegender, positiver Ladungen
zu einer vollstandigen Inaktivierung des Rezeptors.

Abb. 1. Struktur vom InlB Dimer (blau), das durch zwei Disul-
fidbriicken kovalent verbunden ist (gelbe Verbindung in einem
Feld hoher Elektronendichte (graues Netz)).

Eine neue Klasse bakterieller Guanin-Austausch-
Faktoren fiir humane GTPasen Die Dynamik des Aktin-
Zytoskeletts ist essenziell fiir Zellteilung, Motilitdt oder
interzellulire Kommunikation. Sie ist strikt iiber zahlreiche
Signaltransduktionswege reguliert, an denen Hunderte
verschiedener Aktin-bindender Proteine beteiligt sind. Die
meisten Signaltransduktionswege konvergieren auf kleinen
GTPasen der Rho-Familie, die als molekulare Schalter
verschiedene Aktin-Filament-Strukturen induzieren. Rho
GTPasen sind wichtige Ziele von Pathogenen, welche die Si-
gnaltransduktionswege {iber Virulenzfaktoren beeinflussen,
die wiederum die Wirkung Rho-interagierender Proteine
simulieren. Shigella flexneri IpgB1 und IpgB2 sowie Map

aus pathogenen E. coli sind prototypische Mitglieder einer
faszinierenden neuen Familie bakterieller Effektoren, die
urspriinglich als GTPase-Nachahmer klassifiziert wurden.
Sie induzieren Filopodien (Map) oder Lamellipodien und
Stressfasern, was fiir I[pgB1 und IpgB2 jeweils Racl bzw.
RhoA-Aktivitat anzeigt. Wir haben die Kristallstrukturen
von IpgB2 und seines Komplexes mit humanem RhoA gelost
(Abb. 2). Sie belegen, dass IpgB2 ein Aktivator (Guanin-
nukleotidaustauschfaktor, GEF) und kein Nachahmer von
RhoA ist. Strukturen des Komplexes in verschiedenen
Nukleotid-gebundenen Zustanden enthiillten den moleku-
laren Mechanismus der GDP-Dissoziation, der Grundvoraus-
setzung fiir die nachfolgende GTP-Bindung an RhoA.

Abb. 2. Struktur des Komplexes zwischen IpgB2 (blau) und
RhoA (braun). GDP ist orange gefiirbt und das GDP-koordi-
nierende Mg**-Ion als gelbe Kugel dargestellt. Die Switch
(Schalter)-I- Region von RhoA ist als gelber Loop (Schleife)
und die Switch-II-Region als griiner Loop dargestellt. Der
,katalytische Loop“ von IpgB2 ist rot.

Ferraris, D. M., Gherardi, E., Di, Y., Heinz, D. W. & Niemann, H. N. (2010). Ligand-medi-
ated dimerization of the Met receptor tyrosine kinase by the bacterial invasion protein
InlB. Journal of Molecular Biology 395, 522-532.

Klink, B. U., Barden, S., Heidler, T. V., Borchers, C., Ladwein, M., Stradal, T. E., Rottner,
K. & Heinz, D. W. (2010). Structure of Shigella IpgB2 in complex with human RhoA: Im-
plications for the mechanism of bacterial GEF-mimicry. Journal of Biological Chemistry
285, 17197-17208.
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01.2 Virulenzfaktoren von Streptokokken und

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

PROJEKTMITARBEITER | Silva Amelung | Dr. René Bergmann | Dr. Simone Bergmann | Dr. Marcus Fulde |
Angela Hitzmann | Melanie Littge | Dr. Andreas Nerlich | Dr. Patric Nitsche-Schmitz | Priv.-Doz. Dr. Manfred Rohde |

Dr. Vivek Sagar | Dr. Susanne Talay

Nicht nur Streptococcus pyogenes und S. pneumoniae (Pneu-
mokokken) 16sen schwere Infektions- und Folgeerkrankun-
gen im Menschen aus, auch Gruppe C- und G-Streptokokken
wie S. dysgalactiae ssp equisimilis (SDSE), S. anginosus oder
S. canis sind aufstrebende Humanpathogene. So wird SDSE
mit rheumatischen Herzerkrankungen in Verbindung ge-
bracht. Der Begriff ,Oralstreptokokken” umfasst Arten, die
Karies, aber auch lebensbedrohliche systemische Infektio-
nen verursachen. Trotz verfiigbarer Antibiotika bleibt die
Gesundheits- und Lebensgefahrdung durch Streptokokken
sehr hoch und schafft einen Bedarf an alternativen Thera-
pien. Gegenwartige Highlights unseres Projektes, das neue
Pathomechanismen aufklart und Wege zu neuen Therapie-
ansitze aufzeigt, sind:

Vernachlassigte Erkrankungen Wir konnten zeigen, dass
Oralstreptokokken einen Pathomechanismus besitzen, der
bislang nur fiir S. pyogenes und S. pneumoniae beschrie-
ben war. Er beruht auf der Bindung und Aktivierung von
Plasminogen aus humanem Blut. Bakterielle Oberflachen-
proteine vermitteln diesen Prozess, der den Streptokokken
eine gewebezersetzende Eigenschaft verleiht (Abb. 1), ihre
Ausbreitung im Wirt fordert und so ihre Pathogenitét er-
hoht. Besonders effizient sind dabei diverse M-Proteine, die
in S. pyogenes und - wie wir kiirzlich nachweisen konnten
- in SDSE und S. canis vorkommen.

Aktiviertes Plasmin(ogen) auf der Bakterienoberfliche (hier: S.
canis) zersetzt Fibrin und kann so die Verbreitung des Erregers
im Patienten fordern. Foto: Hzi, Rohde

Die Rolle der verschiedenen Gruppe C- und G- Streptokokken
bei Humaninfektionen ist nur unvollstindig untersucht. Wir
haben gezeigt, dass in Stidindien, wo solche Infektionen sehr
héufig sind, 80% der Falle durch SDSE verursacht werden.
Uberraschend war, dass S. anginosus die Ursache fiir die tibri-
gen 20% der Infektionen ist. Deren Diagnose ist bislang schwer,
verdient aber nachweislich mehr Aufmerksamkeit in der
medizinischen Praxis. Unser kiirzlich entwickelter Test fiir
diese Bakterien kann dabei als wertvolles Werkzeug dienen.

Die hohe Rate an SDSE-Infektionen ist alarmierend, denn sie
verursachen rheumatische Herzerkrankungen. Ursache sind
SDSE-Stamme, die Kollagen iiber PARF (peptide associated
with rheumatic fever) binden. Die Haufigkeit solcher Stimme
und der rheumatischen Herzkrankheit in Stidindien weisen
auf eine entscheidende Rolle dieses Pathomechanismus hin.

Endothel-Interaktionen Invasive Infektionen sind haufig
mit einer Verbreitung der Bakterien {iber die Blutbahn
verbunden. Dort sind sie der Immunabwehr ausgesetzt. Um
dieser zu entgehen, dringt S. pyogenes in die innere Zell-
schicht der Blutbahn (Endothel) ein. Dazu 19sen die Bakte-
rien einen Phagozytose-dhnlichen Prozess aus. Wir konnten
zeigen, dass das Protein SpyCep daran beteiligt ist (Abb. 2).
Dieser Faktor wird auch deshalb mit invasiven Infektionen
in Verbindung gebracht, weil er den Botenstoff IL-8 abbaut
und auch so der Inmunabwehr entgegenwirkt.

Invasion von SpyCep-tragendem S. pyogenes (links) und
SpyCep-gekoppeltem Latexpartikel (rechts) in humane Endo-
thelzellen Foto: HzI, Rohde

Pneumokokken verursachen schwere Lungenentziindungen
und beeinflussen das Genexpressionsprofil der Lungenen-
dothelzellen, wie wir mit Hilfe eines Humangenom-Micro-
arrays feststellen konnten. Phosphoglyceratkinase, ein
zytoplasmatisches Enzym der Pneumokokken, das auch auf
ihrer Oberflache vorkommt, wurde auBerdem als Plasmino-
genbinder identifiziert.

Zusammenfassend bietet die Aufkldrung der Interaktionen
von Streptokokken mit humanem Endothel und Plasmino-
gen neue Ansatze fiir Therapien, die invasiven Infektionen
entgegenwirken. Die Untersuchung vernachlissigter Strep-
tokokkenpathogene erweitert den Blick auf die Schliissel-
mechanismen der Streptokokkeninfektionen und gibt neue
Anregungen fiir deren Diagnostik und Behandlung.

Bergmann, R, Dinkla, K, Nitsche-Schmitz, DP, Graham, RM, Liittge, M, Sanderson-
Smith, M, Nerlich, A, Rohde, M, Chhatwal, GS (2010) Biological functions of GCS3, a
novel plasminogen binding protein of Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis.
International Journal of Medical Microbiology. doi:10,1016/j.ijmm.2010.06.007

Itzek A, Gillen CM, Fulde M, Friedrichs C, Rodloff AC, Chhatwal GS, Nitsche-Schmitz DP
(2010) Contribution of plasminogen activation towards the pathogenic potential of oral
streptococci. PLoS One 5: 13826
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Streptococcus pyogenes, ein 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 nekrotisie-
renden Fasziitis. Streptokokken konnen auch rezidivierende
Infektionen, wie z.B. Erysipel und Tonsillitis, verursachen.
Dieses Phdnomen wird als ,carrier-Status® der Streptokok-
keninfektion beschrieben. Es ermoglicht, dass GAS nicht nur
intrazellulir Uberleben kann, sondern auch einer lingeren
Antibiotikabehandlung widerstehen kann. Die Untersuchung
des ,carrier-Status“ der Streptokokken wurde in der Vergan-
genheit mehr oder weniger vernachléssigt. Uber die betei-
ligten Mechanismen und Faktoren ist nicht viel bekannt.

Invasions- und Uberlebensmechanismen der Streptokokken
Es konnte nachgewiesen werden, dass die Fibronektin-bin-
denden Proteine der Streptokokken eine wichtige Rolle bei
der Adhdsion und Invasion spielen. Das Streptokokken-Fibro-
nektin-Bindungsprotein (Sfbl) aus Gruppe A-Streptokokken
vermittelt eine Adhésion und Invasion durch Einstiilpungen
der Membran (A) in die Wirtszelle. Beteiligt sind Caveolae,
und die Streptokokken verbleiben in einem Kompartiment,
welches als Caveosom bezeichnet wird. Sfbl benutzt dazu Fi-

bronektin als Briickenmolekiil zur Bindung an o3, -Integrine.

Durch die Nutzung dieses Caveolae-vermittelten Weges
umgehen die Sfbl-tragenden Streptokokken den lysosomalen
Abwehrmechanismus der Wirtszelle, da es zu keiner Fusion
mit Lysosomen kommt.

Gruppe C-Streptokokken exprimieren das Protein GfbA an der
Oberflache, das ebenfalls Fibronektin bindet und dann mit
den o -Integrinen interagiert. Jedoch zeigen invadierende
Streptokokken das sogenannte ,membrane ruffling“. Das sind
Umlagerungen des Wirtszellzytoskeletts, obwohl dhnliche
Mengen Fibronektin wie bei den SfbI-tragenden Stimmen ge-
bunden werden (E). Die GfbA-exprimierenden Streptokokken
folgen dem klassischen, endozytischen Weg mit der Fusion
von Phagosom mit dem Lysosom. Die heterologe Oberflachen-
expression des GfbA-Proteins in dem nicht pathogenen S.
gordonii Stamm hat gezeigt, dass allein GfbA fiir den anders-
artigen morphologischen Invasionsmechanismus verantwort-
lich ist. Die Sequenzierung der GfbA-Gene zeigt, dass nur

der C-terminale Teil eine starke Ahnlichkeit mit Sfbl aufweist,
wihrend der N-terminale Bereich nur zu 60% dhnlich ist.

Herstellung von chiméren Sfbl- und GfbA-Proteinen
Anhand der Sequenzierdaten wurde die aromatische Doméne
im N-terminalen Bereich als Vermittler des anderen Inva-
sionsweges vermutet. Deshalb wurde einerseits ein GfbA-
Protein ohne die aromatische Doméne hergestellt (GfbApro).
Andererseits wurde die aromatische Doméne im Sfbl-Protein
durch die aromatische Domane von GfbA ersetzt (SthlGaro).
Die GfbApro vermittelte Invasion zeigte nun wieder die

typische Caveolae-vermittelte Invasion (F) ohne Fusion mit
den Lysosomen (G). Die SfblGaro vermittelte Invasion zeigte
dagegen nun ,membrane ruffling” (B) mit Lysosomenver-
schmelzung (C). Mit Hilfe von SfblGaro-Goldnanopartikeln
konnten wir nachweisen, dass die SfbIGaro-vermittelte
Bindung an Fibronektin, wie ebenfalls die GfbA-vermittelte,
nicht zu einer Integrin-Klusterbildung fiihrt (D). Die GfbApro
vermittelte Bindung jedoch schon (H). Damit wurde erstma-
lig in einem Fibronektin-bindenden Protein eine biologische
Funktion der aromatischen Doméne gezeigt. Weiterhin
gibt es erste Hinweise darauf, dass Streptokokken, die mit
»~membrane ruffling” invadieren, immer mit den Lysosomen
zu einem Phagolysosom fusionieren.

SfbiGaro[H -

-

A) Sfbl-exprimierende Streptokokken dringen in Wirtszellen
durch die Ausbildung von Einstiilpungen der Wirtszellmembran
ein. E) GfbA-exprimierende Streptokokken invadieren in Wirts-
zellen iiber die Ausbildung von ,membrane ruffle, Umlagerun-
gen des Zytoskeletts der Wirtszelle. B) heterologe Expression
von Sfbl mit der aromatischen Domdne von GfbA (SfblGaro)
auf der Zelloberfliche von S. gordonii fiihrt ebenfalls zu einer
Invasion iiber ,membrane ruffle“ und einer nachfolgenden
intrazelluldren Fusion mit Lysosomen, Streptokokken sind rot
eingefiirbt, wihrend Lysosomen mit Lamp-1 griin gekennzeich-
net sind (C). F) die Deletion der aromatischen Domdne in GfbA
(GfbApro) fiihrt zu einer Invasion tber Einstiilpungen wie fiir
Sfbl beschrieben und es erfolgt keine Fusion mit den Lysosomen
(G). D) die Bindung von SfblGaro iiber Fibronektin an Integrine
fiihrt zu keinem Integrin-clustering, nur einzelne Goldpartikel
sind detektierbar (Pfeile), wohingegen GfbApro ein Integrin-clu-
stering aufweist, grofe Goldaggregate (H, Pfeile). Fotos: HzI, Rohde

Nerlich, A., Rohde, M., Talay, S., Genth, H., Just, I., Chhatwal, G.S. (2009) Invasion of endo-
thelial cells by tissue invasive M3 type Group A streptococci requires Src kinase and activa-
tion of Rac1 by a PI3-kinase independent mechanism. J. Biol.Chem., 284, 20319-20328
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Fokus der Arbeitsgruppe Zelluldre Proteomforschung ist
die Analyse fundamentaler Signaltransduktionsereignisse,
die fiir humanpathogene Infektionsprozesse sowie die Ak-
tivierung und Kontrolle der adaptiven Immunantwort des
Wirtes wichtig sind. Zellbiologische, biochemische, mas-
senspektrometrische und bioinformatische Arbeitsmodule
werden hierfiir entwickelt und kombiniert. Das Ziel: Eine
quantitative und zeitaufgeloste Analyse der Expression,
Lokalisation, Interaktion und der posttranslationalen Modi-
fikationen (PTM) von Proteinen in primiren und immortal-
isierten humanen Zellen.

Methoden Quantitative und chemische Proteomanalysen
erlauben die Identifizierung zelluldrer ,Targetproteine“ und
die Aufklarung von Signalnetzwerken. Hierzu werden nie-
dermolekulare Molekiile aus der therapeutischen Wirkstoff-
forschung optimiert und nach einer Immmobilisierung als
yFallen® fiir Bindungspartner genutzt. In Kombination mit
Chromatographie- und MS-Verfahren konnen wir transiente
Strukturmodifikationen an Signalkomponenten aufklaren.
So werden im Fall der Phosphorylierung an Proteinkinasen
sowohl deren Aktivitdaten als auch die molekularen Interak-
tionen mit ihren Substratmolekiilen koordiniert. Die statis-
tische Auswertung quantitativer Peptiddaten erfolgt mit der
iTRAQ™-Technologie. Dadurch kénnen wir auch Prozesse
in primdren humanen Zellen und Geweben quantitativ
beobachten.

Phosphorylierungsabhéngige Signalwege im Invasions-
prozess von Listeria monocytogenes Das Bakterium

L. monocytogenes verursacht in immunkompromittierten
Patienten schwere Erkrankungen sowie vorgeburtliche
Infektionen. Die Virulenzfaktoren InlA und InlB induzieren
durch Wechselwirkung mit dem Adhésionsprotein E-Cad-
herin (InlA) und der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Met (InlB)
die Invasion der Wirtszelle. Die Signaliibertragungswege
werden durch Kinase-katalysierte Proteinphosphorylierun-
gen kontrolliert. Durch die Identifizierung und Quantifi-
zierung InlA-abhéangiger, phosphorylierter Substratproteine
haben wir ein funktionelles Netzwerk von Proteinkinasen
im E-Cadherin-Signalweg abgeleitet. Eine direkte Analyse
zeitaufgeloster Phosphorylierungsvorgidnge an Kinasen
konnte weltweit erstmalig am InlB-aktivierten c-Met-Signal-
weg demonstriert werden. Dabei wurden neue Signalkom-
ponenten der listeriellen Invasion entdeckt, die auch in dem
durch HGF kontrollierten physiologischen Met-Signalweg
bisher nicht beschrieben wurden. Funktionelle Studien
dieser Kinasen analysieren daher sowohl ihren Beitrag

zur Invasion als auch ihre Bedeutung fiir motogene und

“Kinasebaum” aller humanen Kinasen, markiert sind die aktuell
identifizierten humanen Kinasen (rot) und deren Orthologe in
der Maus. Grafik: HZI

mitogene zelluldre Prozesse. Die entwickelten Verfahren sind
auf andere Proteinmodifikationen iibertragbar und werden
bereits fiir die Analyse von Ubiquitinylierungen genutzt.

Charakterisierung von Signaltransduktionswegen in
aktivierten NK- und T-Zellen T-Lymphozyten sind essen-
ziell fiir die Regulation des Immunsystems. Ihre zelluldren
Prozesse und Effektorfunktionen sind dabei unmittelbar
vom Aktivierungsstatus der Signalwege abhdngig. Quanti-
tative Phosphokinom-Analysen an verschiedenen regu-
latorischen T-Zellen zeigten neue Komponenten der CD3/
CD28-abhingigen Signalwege auf. Beim Vergleich von CD3/
CD28-induzierten Signalnetzwerken von effektorischen und
regulatorischen T-Zellen wurden Expression und Phosphory-
lierungsstatus von etwa 150 Kinasen untersucht. Es wurden
neue Signalkomponenten und Phosphorylierungsstellen

in regulatorischen T-Zellen identifiziert. Sie werden nun
hinsichtlich ihrer Rolle zur Bildung und Funktion suppresso-
rischer T-Zellen in Mensch und Maus untersucht. Die an
T-Zellen entwickelten Konzepte werden erstmalig auch zur
Charakterisierung aktivierter NK-(natural killer) Zellen der
angeborenen Immunantwort eingesetzt.

Hemmen, K. Reinl, T.; Buttler, K. Behler, F., Dieken, H. Jaensch, L., Wilting, J., Weich,
H.A. (2010) High-resolution mass spectrometric analysis of the secretome from mouse
lung endothelial progenitor cells. Angiogenesis, in press

Reinl T, Nimtz, M., Hundertmark, C., Johl, T., Kéri, G., Wehland, J., Daub, H. and Jansch,
L. (2009) Quantitative phosphokinome analysis of the Met pathway activated by the
invasin InlB from Listeria monocytogenes. Molecular Cell Proteomics 8(12):2778-95.
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Amyloide sind geordnete Proteinfasern (sog. Fibrillen), die
sowohl mit schweren Krankheiten — durch Proteinfehlfaltung
ausgelost —, als auch mit niitzlichen Zellfunktionen zusam-
menhdngen. In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass viele
Bakterien fibrillire Adhésine ausbilden, die eine Amyloid-
dhnliche Struktur ausbilden. In natiirlich vorkommenden
bakteriellen Biofilmen wiesen bis zu 40 % der anwesenden
Spezies solche Strukturen auf. Einige von ihnen erhthen die
Virulenz der Bakterien, indem sie z.B. fiir die Ausbildung
von Biofilmen wichtig sind, Interaktionen mit dem Wirt
vermitteln oder die Adaptation an verschiedene Umwelt-
bedingungen erleichtern. Im Gegensatz zu Amyloiden,

die mit Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson oder den
Prion-Erkrankungen assoziiert sind, sind diese funktionalen
Amyloide jedoch nicht toxisch.

Der Schwerpunkt unserer Forschung liegt auf der Aufklarung
der strukturellen und mechanistischen Grundlage dieser

Funktionen fiir ausgewéahlte bakterielle und pilzliche Amyloide.

Instrumente zur Bestimmung der Struktur von Amyloid-
fibrillen Hochauflosende, strukturelle Informationen iiber
natiirlich vorkommende Amyloide sind rar, da aufgrund
ihrer GroBe und nichtkristallinen Struktur etablierte Struk-
turanalysetechniken nur eingeschrankt nutzbar sind. Daher
haben wir eine neue, allgemein anwendbare Methode erar-
beitet, bei der die Struktur der Amyloidfibrillen iiber Kern-
magnetresonanz (NMR)-detektierten Wasserstoffaustausch,
Festkorper-NMR und weitere spektroskopische Techniken
ermittelt werden kann. Festkorper-NMR ist eine neue Methode
zur Bestimmung hochaufgeldster Proteinstrukturen mit
hohem Potential fiir fibrilldre Proteine. Wir etablieren diese
Methode am HZI und entwickeln biochemische Ansétze zur
selektiven Isotopenmarkierung der Proteinproben.

Curli: eine Virulenz-verstédrkende Amyloidhiille Curli

ist die wichtigste Proteinkomponente der extrazelluldren
Matrix, die Enterobacteriaceae, wie z.B. E. coli und Salmo-
nella typhimurium, produzieren. Curli-Fibrillen sind an der
Adhésion an biotischen und abiotischen Oberflichen und

an der Bildung von Biofilmen beteiligt. Ihre Interaktion mit
spezifischen Wirtsproteinen ermdéglicht das Eindringen der
Bakterien in die Wirtszellen und fiihrt zu Entztindungen und
Sepsis. In vivo wird die Fibrillenbildung der Hauptkompo-
nente von Curli, CsgA, exklusiv durch das homologe Protein
CsgB initiiert. Um die Funktionalitdten von CsgA und CsgB
zu verstehen, analysieren wir die Strukturen, die Kinetik
der Fibrillenbildung und die thermodynamische Stabilitét
der von beiden Proteinen gebildeten Fibrillen. AuBerdem
untersuchen wir die Struktur und Funktion von Proteinen,
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Modell der Curli-Biogenese. Die Expression der Curli-Unterein-
heiten wird durch den positiven Transkriptionsregulator CsgD
kontrolliert. CsgA ist die strukturelle Hauptkomponente. Um Curli-
Fasern bilden zu kénnen, bendtigt es das homologe Protein CsgB
als Nukleator. CsgG ist ein Membrankanal, der fiir den Export
der Strukturproteine notwendig ist, und CsgE und CsgF sind mole-
kulare Chaperone, die fiir die korrekte Ausbildung der Curli-Fa-
sern notwendig sind. Die Vergriferung zeigt ein Modell eines
einzelnen CsgA Molekiils innerhalb der fibrilldren Curli-Struktur,
das basierend auf Wasserstoffaustauschdaten berechnet wurde.

die in vivo fiir die Biogenese von Curli-Fimbrien essenziell

sind. Ein mechanistisches Verstandnis der Curli-Biogenese
wird es erlauben, neue Ansatzpunkte zu identifizieren, um
die Ausbildung dieser Strukturen zu verhindern und so die
Virulenz der Bakterien zu reduzieren.

HET-s: ein funktionelles Prion aus Fadenpilzen Einige

der heute bekannten Amyloide sind in der Lage, sich in vivo
selbst zu replizieren und sind somit Prionen (infektiose
Proteine). Um die molekularen Grundlagen fiir die Infek-
tiositat von Amyloiden zu verstehen, untersuchen wir die
biophysikalischen Eigenschaften des funktionellen Prionpro-
teins HET-s aus dem Fadenpilz Podospora anserina, sowie
die Eigenschaften eines homologen Proteins aus Fusarium
graminearum. Trotz erheblicher Unterschiede in der Amino-
sauresequenz sind die Amyloide der beiden Proteine fiir den
jeweils anderen Organismus infektios, d.h. es besteht keine
Speziesbarriere. Mit Hilfe von Wasserstoffaustauschexperi-
menten Konnten wir zeigen, dass dieses Verhalten auf einer
hochkonservierten Struktur der Fibrillen beruht.

Wasmer, C., Zimmer, A., Sabate, R., Soragni, A., Saupe, S.J., Ritter, C., and Meier, B.H.
(2010). Structural Similarity between the Prion Domain of HET-s and a Homologue
Can Explain Amyloid Cross-Seeding in Spite of Limited Sequence Identity. Journal of
Molecular Biology 402(2): 311-325.

Greenwald, J., Buhtz, C., Ritter, C., Kwiatkowski, W., Choe, S., Maddelein, M.L., Ness,
F, Cescau, S., Soragni, A., Leitz, D., Saupe, S.J., and Riek, R. (2010). The Mechanism of
prion inhibition by HET-S. Molecular Cell 38: 889-899.
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Wihrend die Ausnutzung des Aktinsystems durch patho-
gene Bakterien bereits detailliert untersucht wurde, ist
derzeit nur wenig liber die Rolle des dynamischen Mikro-
tubulisystems in der bakteriellen Pathogenitat bekannt.
Mikrotubili sind essenziell fiir eine Reihe von Funktionen
eukaryotischer Zellen: Zellteilung, intrazellularer Transport
von Organellen und Vesikeln und verschiedene Formen
zelluldrer Motilitdt. Wahrend der letzten Jahre haben

wir uns auf die Analyse der Wirkung spezifischer post-
translationaler Modifikationen von Tubulin auf spezifische
zelluldre Funktionen konzentriert. Ein einzigartiges Enzym,
die Tubulin-Tyrosin-Ligase (TTL), verantwortlich fiir die
terminale Tyrosinierung von Tubulin, ist dank erheblicher
Beitrage aus diesem Labor nun gut charakterisiert und der
beschriebene Tyrosinierungszyklus in eukaryotischen Zel-
len sehr hoch konserviert. Fiir die Untersuchung der physi-
ologischen Bedeutung des Tyrosinierungszyklus haben wir
zuletzt TTL-defiziente Mduse hergestellt. Die Analyse dieser
TTL-negativen Mause ergab eine starke Desorganisation

der Gehirnstruktur mit einem Verlust von Zellen und der
Kontrolle des gerichteten Wachstums von neuronalen Fort-
satzen, die im Ergebnis zum Tod der Mduse kurz nach der
Geburt fiihrte. Damit wurde die essenzielle Rolle der TTL
und damit des Tyrosinierungszyklus bewiesen.

TTL-negative Mause Konstitutiv TTL-negative Mause
wurden durch konventionellen Gen-Knockout hergestellt.
Neugeborene TTL-negative Mause waren von ihren Wildtyp-

Ein sich bewegender embryonaler Maus-Fibroblast, immun-
gefirbt fiir das Mikrotubuli-Netzwerk (rot) und Aktin-reiche
Strukturen im Lamellipodium (griin). Foto: Hz
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Wurfgeschwistern dauBerlich nicht zu unterscheiden, zeigten
aber gestorte Atmung und Ataxie und starben innerhalb von
24 Stunden nach der Geburt. Die Ursache waren komplexe
Gehirndefekte, wie Storungen der Balance des Wachstums
bzw. der Differenzierung von Neuronen und defekte Kontrolle
des Wachstums und der Differenzierung von Axonen. Unsere
Ergebnisse belegen, dass innerhalb der Zelle der Tubulin-
Tyrosinierungszyklus die Wechselwirkungen von Tubulin
mit Proteinen reguliert, deren CAP-Gly-Doméne das Plus-
Ende von Tubulin bindet. Diese Beobachtung erklart auch
die Beteiligung der TTL an der Etablierung der Zellpolaritat.

Bedingter TTL-Knockout in Madusen Da der konstitutive
TTL-Knockout zum Tod kurz nach der Geburt fiihrt blieb
unklar, ob das Fehlen der TTL auch andere physiologische
Aktivitaten auBerhalb des Gehirns stort und auch erwach-
sene Mduse beeintriachtigt. Um dies untersuchen zu konnen,
haben wir kiirzlich mit dem cre/lox-System bedingte
Knockout-Méuse hergestellt. Erste Ergebnisse zeigten eine
Zelltyp-spezifische Deletion des TTL-Gens, die eine erhohte
Menge an detyrosiniertem Tubulin verursachte. Derzeit
sind wir dabei, die TTL-negativen Mauslinien zu expandie-
ren, um den oben beschriebenen Phénotyp der gestorten
Gehirnentwicklung ndher zu untersuchen. Dariiberhinaus
werden wir den Einfluss des TTL-Zyklus in verschiedenen
blutbildenden Zelllinien untersuchen.

Aussicht Unser Ziel ist ein detailliertes Verstandnis des
Tubulin-Tyrosinierungszyklus. Dies beinhaltet auch die
Aufklarung der Funktion spezifischer Tubulin-bindender
Proteine (z.B. CLIPs) in der Regulation der Tubulin-Dynamik
auf der Grundlage der TTL-Knockouts. Diese Untersuchun-
gen werden in vivo und in vitro sowohl anhand der bedingten
TTL-Knockout-Mause als auch in Gewebekultur verfolgt, mit
den Schwerpunkten Zelladhédsion und -polaritidt. Von beson-
derem Interesse ist dariiber hinaus die zentrale offene Frage
der Zytoskelett-Forschung: wie interagieren Mikrotubuli

mit dem Aktinzytoskelett? Wie funktioniert die Kommu-
nikation zwischen beiden Zytoskelett-bildenden Systemen?
Ein weiteres besonders wichtiges Thema ist die Frage, wie
bakterielle und virale Krankheitserreger das Mikrotubuli-
System zum eigenen Vorteil ausnutzen konnen, indem sie
spezifische Wirtszell-Signalwege manipulieren. Und wie
beeinflussen Krankheitserreger die Wechselwirkungen
zwischen dem Aktin- und dem Tubulinsystem?

Schwan, C., Stecher, B., Tzivelekidis, T., van Ham, M., Rohde, M., Hardt, W.D., Wehland,
J., Aktories, K. (2009) Clostridium difficile toxin CDT induces formation of microtubule-
based protrusions and increases adherence of bacteria. PLoS Pathogens 5, €1000626.

Erck, C., Peris, L., Andrieux, A., Meissirel, C., Gruber, A.D., Vernet, M., Schweitzer, A.,
Saoudi, Y., Pointu, H., Bosc, C., Salin, P.A., Job, D., Wehland, J. (2005) A vital role of
tubulin-tyrosine-ligase for neuronal organization. Proceedings of the National Academy
of Sciences USA 102, 7853-7858.



WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Infektion und Immunitét | Mikrobielle Pathogenese 75

01.7 Funktion und Regulation von Yersinia Virulenzfaktoren A

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Petra Dersch | Abteilung fiir Molekulare Infektionsbiologie | pde08@helmholtz-hzi.de

PROJEKTMITARBEITER | Katja Bohme | Katharina Herbst | Dr. AnnKathrin Heroven | Dr. Annika Kochhut |
Wiebke Opitz | Dr. Fabio Pisano | Rebekka Steinmann | Tatjana Stolz | Tanja Thiermann | Frank Uliczka

Enteropathogene Yersinien 1dsen ein weites Spektrum

von Darm-assoziierten Erkrankungen, wie Diarrhd, akute
Enteritis, Colitis und mesenteriale Lymphadenitis aus. Diese
Krankheiten werden als Yersiniosen bezeichnet und kdnnen
reaktive Arthritis nach sich ziehen. Yersinien sind weit
verbreitet und werden auf den Menschen hauptséchlich tiber
kontaminiertes Schweinefleisch iibertragen. Diese Bakterien
haben spezielle Oberflachenstrukturen evolviert, mit denen
sie sich fest an Wirtszellen binden und in diese aktiv ein-
wandern konnen. Diese AuBenmembranproteine — Adhésine
und Invasine - ermitteln die Bindung an bestimmte Wirts-
zellrezeptoren, wodurch spezielle Signaltransduktionswege
im Inneren der Wirtszelle ausgeldst werden: Das Aktinzyto-
skelett lagert sich um und fiihrt zur Formation von speziellen
Membranausstiilpungen. Diese umwandern die Bakterien
und schlieBen sie in die Zelle ein. So liberqueren die
Bakterien das Darmepithel, wandern in darunter liegende
lymphatische Gewebe ein und breiten sich in tiefer liegenden
Organen aus. Wir charakterisieren die Funktion und Expres-
sion von Yersinia Invasionsfaktoren, um zu verstehen, wie
diese Darmbakterien das Wirtsgewebe besiedeln und dabei
das Immunsystem abwehren.

Molekulare Analyse der Yersinia-vermittelten Signaltrans-
duktion in Epithelzellen Um die fiir die Einwanderung von
Y. pseudotuberculosis essenziellen Signalmolekiile zu identi-
fizieren, wurde die Wirtszellaufnahme durch die Yersinia
Invasionsfaktoren YadA und Invasin studiert. Sie interagieren
indirekt iiber extrazelluldre Matrixproteine oder direkt mit

Adhdirente Y. enterocolitica auf menschlichen Epithelzellen
Foto: HZI, Rohde

den B,-Integrinrezeptoren. Ko-Lokalisationsstudien und Akti-
vierungsassays haben gezeigt, dass die Proteinkinase B (Akt),
Phospholipase C-y und Varianten der Proteinkinase C an die
Zellmembran unterhalb der gebundenen Bakterien rekrutie-
ren und zeitabhangig aktiviert werden. Die Anwendung von
Inhibitoren, ,knock-out“ Zelllinien und RNA Interferenz hat
zudem gezeigt, dass diese Faktoren nach der Aktivierung der
Fokalen Adhésionskinase (FAK), ¢-Src und der PI3 Kinase
aktiviert werden und fiir die Internalisation der Bakterien
essenziell sind. Desweiteren gibt es neue Hinweise darauf,
dass neben der kleinen GTPase Rac-1 noch weitere GTPasen
der Rho-Familie und Aktin-assoziierte Proteine, wie N-WASP
und der Arp2/3 Komplex beteiligt sind. Weiterhin wurden
zwei neu identifizierte Adhdsine von Y. pseudotuberculosis
untersucht. Sie dhneln Invasin und vermitteln eine feste Bin-
dung an Darmepithelzellen. Erste Analysen im Mausmodell
zeigen, dass der Verlust eines dieser Faktoren das Uberleben
der Mduse deutlich verlangert.

Temperatur-abhéngige Expression von Yersinia Virulenz-
faktoren Ein weiteres wichtiges Ziel ist, die Expression von
Yersinia Virulenzgenen wéhrend der Infektion aufzuklaren.
Ein bedeutender Faktor ist der Temperaturwechsel, den die
Bakterien beim Eintritt aus der Umwelt in den Wirt wahr-
nehmen. Die Expression des Invasins reguliert RovA. Wir
konnten zeigen, dass dieses Regulatorprotein bei einer Tem-
peraturverdnderung von 30°C auf 37°C seine Konformation
reversibel verdndert. Damit kann es nicht mehr mit der DNA
interagieren, nicht mehr die Synthese des Invasins kontrol-
lieren, und es wird schneller durch die bakterielle Protease
Lon abgebaut. Weiterhin wurden andere post-transkriptio-
nale regulatorische Mechanismen analysiert. Diese regulato-
rischen Mechanismen werden vor allem dazu verwendet, um
die Synthese von Virulenzfaktoren im Verlauf der Infektion
genau auf die vorhandene Nahrung, Konkurrenz durch
andere und Angriffe durch das wirtseigene Immunsystem
einzustellen.

Herbst, K., Bujara, M., Heroven, A K., Opitz, W., Weichert, M., Zimmermann, A., &
Dersch, P. (2009) Intrinsic thermal sensing controls proteolysis of Yersinia virulence
regulator RovA PLoS Pathogens 5(5):e1000435.

Uliczka, F., Kornprobst, T., Eitel, J., Schneider, D., & Dersch P. (2009) Cell invasion of
Yersinia pseudotuberculosis by invasin and YadA requires protein kinase C, PLC-y 1 and
Akt kinase Cellular Microbiology 11, 1782-1801.

Heroven, A K., Boshme, K., Rohde, M., & Dersch, P. (2008) A Csr regulatory system, inclu-
ding small non-coding RNAs, regulates the global virulence regulator RovA of Yersinia
pseudotuberculosis through RovM Molecular Microbiology 68,1179-1195.
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An der Abwehr von Krankheitserregern nimmt eine Viel-
zahl von Proteinen teil. Die Aufklarung der dreidimension-
alen Struktur von Proteinen durch Rontgenstrukturanalyse
liefert wichtige Informationen {iber ihre Funktionsweise.
Bei vielen menschlichen Proteinen waren Strukturunter-
suchungen bisher nicht moglich, weil die Proteine nicht in
groBeren 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 tiberfiihren.

Proteine aus tierischen Zellkulturen Kultivierte tierische
Zellen sind bei der Herstellung von Proteinen fiir die Ront-
genstrukturuntersuchung eine Alternative zu Bakterien.
Meistens werden Insektenzellen eingesetzt, die mit gen-
technisch verdnderten Baculoviren infiziert werden. Aber
auch Saugerzelllinien leisten gute Dienste, besonders bei
Proteinen, die in ihrer natiirlichen Umgebung aus den Zellen
ausgeschleust werden und sich in der extrazelluldren Fliis-
sigkeit 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.

Beschleunigte Zelllinienerzeugung Nachteilig ist, dass

die Herstellung einer gentechnisch veranderten CHO-Lec
Zelllinie nach Standardmethoden ungefiahr ein Jahr er-
fordert. Durch den Einsatz eines neuen Verfahrens konnten
wir den Zeitaufwand 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 separieren
und anschlieBend zu klonieren.

‘ transfection

‘ 1. selection
(FACS)

w -

2. selection
’ (FACS)

’ \ cloning
\ ’ s-creening

-+-—— Promolor —FRT N EGFEBHFRT »>— - -
master cell line

Klonierung einer stabilen GFP Zelllinie durch Fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung Grafik: HzI

Die Kassettenaustauschtechnologie (RMCE) ermoglicht

es, die Herstellung von Produktionszelllinien noch weiter
zu beschleunigen. RMCE erlaubt es, iiber 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 tiber Zellsortierung mit RMCE kombi-
niert und konnten den Kassettenaustausch in CHO-Lec
Zellen bereits erfolgreich demonstrieren.

Mit dieser Methode haben wir Produktionszellinien fir
verschiedene Lysosomen-assoziierte Membranproteine
(LAMP) hergestellt. Die Zelllinien sekretieren verkiirzte
LAMP Proteine, denen der Membrananker fehlt. Die LAMPs
spielen in den Lysosomen eine wichtige Rolle und sind fiir
Beseitigung von Krankheitserregern durch Phagozytose er-
forderlich. Verschiedene LAMP Proteine konnten in groBen
Mengen hergestellt und kristallisiert werden. Zum ersten
Mal konnte die raumliche Struktur eines LAMPs ermittelt
werden. Allerdings sind weitere Arbeiten notig, um die
Struktur zu verbessern und den molekularen Aufbau dieser
wichtigen Proteine im Detail zu verstehen.

Wilke,S., Krausze,J., Gossen,M., Grobe,L., Jager,V., Gherardi,E., van den,H.J., & Bussow,K.
(2010) Glycoprotein production for structure analysis with stable, glycosylation mutant CHO
cell lines established by fluorescence-activated cell sorting. Protein Science 19, 1264-1271.
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M. tuberculosis ist so erfolgreich, weil es in der Lage ist,
innerhalb der Phagosomen von Makrophagen zu {iberleben.
M. tuberculosis blockiert die Phagosomreifung, insbeson-
dere die Phase, in der Phagosom und Lysosom fusionieren.
Dadurch kann es in den Makrophagen wachsen und tragt
zur Ausbildung des pathologischen Zustands bei. Die Me-
chanismen hinter der blockierten Phagosomreifung durch

M. tuberculosis sind noch unklar. Vermutlich wird die Art der
Manipulation der intrazelluldiren Abwehrreaktion durch das
Mykobakterium von mehreren Faktoren gesteuert und er-
folgt dynamisch. Es wurden verschiedene intrazelluldre An-
griffspunkte, wie etwa die Rab-Proteine, in Betracht gezogen.
Sie konnten die Blockierung der bakteriziden Funktion einer
infizierten Makrophage erkldren. Das zeigt, dass der Eingriff
in den intrazelluldren Stoffaustausch ein wesentlicher
Bestandteil der Uberlebensstrategie dieses Pathogens ist.

Fiir die Vernichtung von intrazellularen Mykobakterien
durch die Makrophagen ist die NF-kB-Aktivierung erforder-
lich (Gutierrez et al., 2008). Wichtiger ist jedoch, dass

die Blockade der NF-kB-Aktivierung die Fusion zwischen
mykobakteriellen Phagosomen und Lysosomen verlangsamt.
Uber Mikroarray-Analyse des gesamten Genoms konnten wir
einige interessante Kandidaten ermitteln.

Die aussichtsreichsten Kandidaten sind dabei Rab34, Rab20
und Sortilin. Obwohl die Funktion dieser Proteine bei der
Phagosomreifung noch nicht bekannt ist, war die erste Aufgabe,
die Proteinfunktion in Verbindung mit der Phagosomreifung
zu charakterisieren. Auf dieser Basis konnen wir dann das
intrazelluldre Verhalten dieser Proteine wiahrend einer myko-
bakteriellen Infektion von Makrophagen besser verstehen.

Abb. 1. RAW 264. 7-Macrophagen, die Rab20-GFP (griin) expri-
mieren und eine starke Infizierung mit Mykobakterien (rot)
aufweisen. Einige der Bakterien befinden sich in grofien Rab20-
GFP positiven Vakuolen. Foto: HzI, Gang Pei

Rab-GTPasen und Phagosomreifung Fiir das Protein
Rab34 haben wir die polyklonalen Antikorper bestimmt
und gezeigt, dass sich Rab34 groBtenteils im Golgi-Apparat
lokalisieren ldsst. Lebendzellbeobachtung, Western-Blot-
Analyse und elektronenmikroskopische Untersuchungen
haben gezeigt, dass das Protein Rab34 mit den Phagosomen
in Verbindung steht. Da dieses Rab-Protein wahrscheinlich
an der Fusion zwischen Phagosomen und Lysosomen betei-
ligt ist, haben wir den Einfluss der Rab34-Mutanten auf die
Akquisition von lysosomalen Markern durch Phagosomen
untersucht. Unsere Daten zeigen, dass die Expression von
konstitutiv aktiven Mutanten die Fusion zwischen Phago-
somen und Lysosomen verstarkt.

Fiir den Test mit Rab20 haben wir Rab20 in pEGFP-C1
geklont und einen negativen Mutanten generiert, der nicht
an GTP binden kann. Das Protein Rab20 steht mit dem Golgi-
Apparat und groBen Vesikelstrukturen in Verbindung, und
vermutlich hat dieses Protein eine bestimmte Aufgabe bei
der Makropinosom-Bildung. Zudem besteht ein Zusammen-
hang zwischen dem untersuchten Protein und den Latex-
kugelphagosomen in der Frithphase der Internalisierung.
Bei der mykobakteriellen Infektion wurde das Protein
Rab20-GFP in die mykobakteriellen Phagosomen eingebaut
(Abb. 1), und wir untersuchen derzeit, ob dieses einen Ein-
fluss auf die Phagosomreifung hat.

Zuordnung lysosomaler Enzyme zu Phagosomen Sortilin
vermittelt den direkten Stofftransport lysosomaler Enzyme
vom Golgi-Apparat zu den Latexkugelphagosomen - ein
weiterer Transportweg fiir Proteine, um wahrend der Pha-
gosomreifung an den Lysosomen vorbei zu den Phagosomen
transportiert zu werden (Wahe et al., 2010). Wir planen,

den mykobakteriellen Stofftransport und die Vernichtung
der Mykobakterien mit einem Sortilin-KO-Mausmodell zu
untersuchen (in Zusammenarbeit mit Dr. A. Nykjaer, Aarhus,
Déanemark). Desweiteren untersuchen wir, welche Aufgabe
das Sortilin bei der mykobakteriellen Phagosomreifung hat.
Wir werden verschiedene Mutanten des Sortilin einsetzen,
die keine Signale an Adapterproteine, Endozytose oder
Retromer-Interaktionen weitergeben.

Fabrino, D. L., Bleck, C. K., Anes, E., Hasilik, A., Melo, R. C., Niederweis, M., Griffiths, G.,
& Gutierrez, M. G. (2009) Porins facilitate nitric oxide-mediated killing of mycobacteria.
Microbes and Infection 11, 868-875.

Gutierrez, M. G. & Griffiths, G. (2009) Phagosome-cytoskeleton interactions. In: Intracel-
lular Niches of Pathogens A Pathogens Guide through the Host Cell, (Schaible, U.; Haas,
A.) Wiley-VCH, Weinheim, Germany.

Wihe, A., Kasmapour, B., Schmaderer, C., Liebl, D., Sandhoff, K., Nykjaer, A., Griffiths,
G., & Gutierrez, M. G. (2010) Sortilin mediates the transport of Acid Sphingomyelinase
and Prosaposin from the Golgi to phagosomes. Journal of Cell Science 123, 2502-11 (Cover).
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Ziel dieses Projektes ist die genaue Untersuchung der mole-
kularen Mechanismen, die den Aktinumbau im Verlauf von
unterschiedlichen Motilitdtsvorgangen sowie die Interak-
tionen verschiedener Pathogene mit ihren Wirtsorganismen
steuern.

Die Aktinpolymerisation wird durch Proteinkomplexe kata-
lysiert, die die Nukleation von Aktinfilamenten verstarken,
wie z.B. der Arp2/3-Komplex oder die Familie der Formine.
Zu den zentralen Aktinregulatoren gehoren somit die
Aktivatoren des Arp2/3-Komplexes, wie z.B. die Mitglieder
der WASP- und WAVE-Familie, die in der Lage sind, unter-
halb der Rho-GTPasen Cdc42 und Racl zu agieren. Zu den
jingeren Mitgliedern dieser Familie von Arp2/3-Komplex-
Aktivatoren gehoren die Proteine der WHAMM/JMY-Unter-
gruppe und WASH (Rottner et al., 2010), wobei erst vor
kurzem nachgewiesen werden konnte, dass das Letztere die
Invasion von Salmonella fordert (Hanisch et al., 2010).

Das Src-Substrat Cortactin ist ein weiteres, zentrales
Arp2/3-Komplex-bindendes Protein, das an dynamischen
Aktin-Reorganisationsprozessen beteiligt ist, wie z.B. an
der Ausbildung von Lamellipodien und moglicherweise
anderen von Pathogenen ausgelosten Zelloberflachen-
veranderungen. Wir haben Zellen hergestellt und Mause
gezlichtet, bei denen eine konditionale Mutation des Cort-
actin-Gens vorliegt. Zu unserer Uberraschung stellte sich
heraus, dass die gentechnische Entfernung von Cortactin in
Fibroblasten nicht zur Ausschaltung der Arp2/3-Komplex-
Aktivierung an der Zellperipherie oder von durch Racl aus-
geloste Aktinpolymerisationprozesse gefiihrt hat. Die Dele-
tion von Cortactin verursachte jedoch beispielsweise eine
Beeintrachtigung der Signaltransduktion zur Aktivierung
der kleinen GTPasen Rac und Cdc42, das heift forderte
eine Rolle bei ,upstream” und nicht ,downstream*“ dieser
kleinen GTPasen zu Tage. Die Verringerung der Signal-
weiterleitung zur Aktinpolymerisation war beispielsweise
nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren oder wiahrend der
Zellmigration evident (Lai et al., 2009).

Diese Daten deckten sich auch mit kiirzlich von uns publizier-
ten Erkenntnissen, die wir aus der mikroskopischen Analyse
des ,turnovers*, also des Aktinumbaus in Lamellipodien
gewinnen konnten. Zudem zeigen neuere Daten, dass Cortac-
tin zum Unterschied anderer Arp2/3-Aktivatoren auch nicht
in der Lage ist, ektopische Aktinpolymerisation im Zytoplas-
ma zu vermitteln (Oelkers et al., eingereicht). Dies bestatigte
einmal mehr, dass die Mehrzahl der Cortactin-Molekiile in

Control Cortactin KO

0.8

0.6-

invasion (a.u.)

0.4-

0.2

m L. monocytogenes EGD WT
® L. monocytogenes AinlA/B

Abb. 1. Die InlB-vermittelte Invasion von Listerien ist abhdngig
von Cortactin, denn Cortactin-defiziente Zellen (Cortactin KO)
kénnen durch Wildtyp-Listerien (L. monocytogenes EGD WT,
schwarz) gleichermayfien schlecht infiziert werden wie Internalin
A/B-defiziente Bakterien (grau). Grafik: HzI

Lamellipodien nicht an der Arp2/3-Aktivierung an der lamel-
lipodialen Spitze beteiligt sein konnen (Lai et al., 2008).

SchlieBlich haben wir in neueren Studien untersucht, welche
Rolle Cortactin bei verschiedenen Pathogen-Wirtszell-
Interaktionen spielt. Interessanterweise scheint Cortactin
zwar fir die InlB-vermittelte Listerieninvasion essenziell
zu sein, zum Unterschied zur aktuellen Literatur nicht
jedoch fiir die durch Shigella flexneri stimulierte Invasion
und auch nicht fiir die Ausbildung von Aktinpodesten, die
von verschiedenen Stimmen von pathogenen E. coli auf

der Zelloberflache ausgeldst werden (Oelkers/Lai et al.,
unveroffentlicht).

Rottner, K., Hanisch, J., & Campellone, K. (2010) WASH, WHAMM and JMY: Regulation
of Arp2/3 complex and beyond. Trends in Cell Biology 20(11), 650-61.

Hénisch, J., Ehinger, J., Ladwein, M., Rohde, M., Derivery, E., Bosse, T., Steffen, A.,
Bumann, D., Misselwitz, B., Hardt, W.-D., Gautreau, A., Stradal, T.E.B., & Rottner, K.
(2010) Molecular dissection of Salmonella-induced membrane ruffling versus invasion.
Cellular Microbiology 12(1), 84-98.

Lai, F.P.L., Szczodrak, M., Oelkers, ].M., Ladwein, M., Acconcia, F., Benesch, S., Auinger,
S., Faix, J., Small, J.V,, Polo, S., Stradal, T.E.B., & Rottner, K. (2009) Cortactin promotes
migration and platelet-derived growth factor-induced actin reorganization by signaling
to Rho-GTPases. Molecular Biology of the Cell 20(14), 3209-23.

Lai, F.P.L., Szczodrak, M., Block, J., Faix, J., Breitsprecher, D., 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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Die Manipulation des Aktinzytoskeletts durch pathogene
Bakterien ist ein zentrales Thema bei der Untersuchung der
bakteriellen Pathogenese. Das Aktinsystem wird umfunk-
tioniert, um sich eine Nische fiir die Replikation zu schaffen,
das Immunsystem zu umgehen, indem man sich im Inneren
von nicht-phagozytischen Zellen verbirgt, oder um die
Phagozytose von professionellen Abwehrzellen zu blockie-
ren. Die Beeinflussung der Aktindynamik erfolgt entweder
direkt iiber die Modifikation von Aktin, oder indirekt iiber
Regulatoren, die die Aktindynamik steuern. Das sind
haufig Mitglieder der Rho-Familie der kleinen GTPasen, die
wichtige Funktionen bei der Regulation Aktin-abhéngiger
Prozesse in der angeborenen oder adaptiven Immunitét
haben. Rho-GTPasen dienen als molekulare Schalter, die
wahrend eines Aktivierungszyklus die Aktinfilament-
bildung aktivieren bzw. herunterregulieren. Bakterielle
Toxine konnen alle Phasen dieses Aktivierungszyklus
beeinflussen. Die Deaktivierung von Rho-GTPasen wird
von bakteriellen Effektoren mit GAP-dhnlichen Wirkungen
bewerkstelligt (z.B. SptP von Salmonella), wohingegen die
Aktivierung durch Faktoren mit GEF-Aktivitat vermittelt
wird (z.B. SopE von Salmonella; [1]). Eine neue Familie
bakterieller Virulenzfaktoren, die als WxxxE-Familie be-
zeichnet wird, zeichnet sich durch bakterielle GEF-Aktivitat
aus. Sie weist Ahnlichkeit mit SopE auf, das strukturell
auch mit einem GEF verwandt ist. Erst vor kurzem gelang es
uns, die Interaktion zwischen dem WxxxE-Faktor IpgB2 von
Shigella flexneri und dem menschlichen RhoA zu charakte-
risieren, die fiir die bakterielle GEF-Aktivitat [2] von zen-
traler Bedeutung ist. Zurzeit arbeiten wir an der Erstellung
von Interaktionsnetzwerken von bakteriellen und zellu-
laren GEFs, GAPs und den zugehorigen kleinen GTPasen.

Ein Beispiel fiir eine direktere Manipulation der Aktin-
filamentbildung sind pathogene E. coli vom Typ EPEC
(enteropathogene E. coli) oder EHEC (enterohdmorrhagische

RhoA a1av

E. coli): Beide Stamme docken fest an die Oberfldche der
Wirtszelle an und l6sen Aktinpolymerisation direkt unter
dem Bakterium aus. EPEC ahmen Rezeptortyrosinkinase-
Signalwege nach, in einer Art und Weise, die dem Vor-
gehen von Pockenviren erschreckend ahnlich ist [3]. Die
von EHEC ausgeloste Aktinfilamentbildung erfordert
eine Translokation von zwei bakteriellen Proteinen, des
Transmembranrezeptors Tir, der als Andockanker fiir die
Bakterien dient, und des N-WASP-Bindungspartners und
-aktivators der zelluldren Aktinpolymerisationsmaschinerie:
EspF, /TccP. Da Tir nicht direkt an EspF ; bindet, miissen
zuséatzliche Faktoren als Briicke zwischen diesen beiden
Komponenten fungieren. Um diesen Faktor zu identifizie-
ren, haben wir durch EspF ; angereicherte Proteinkomplexe
mittels Massenspektrometrie untersucht. Dabei fanden
wir heraus, dass das Wirtszellprotein IRSp53 eine direkte
Verbindung zwischen Tir und EspF herstellt. Weiterhin
konnten wir zeigen, dass EspF; und IRSp53 in den durch
EHEC induzierten Aktinpodesten ko-lokalisieren und dass
der Verlust der IRSp53-Funktion mit dem Verschwinden
von Aktinpodesten einhergeht. IRSp53 stellt somit den
fehlenden Wirtszellfaktor zwischen bakteriellem Tir und
EspF, dar [4]. Weiterfiihrende Arbeiten beschéftigen sich
mit den molekularen Interaktionen zwischen Wirtszell- und
bakteriellen Faktoren, inklusive Analysen bis zur atomaren
Ebene (Zusammenarbeit mit MOSB).

[1] Hanisch, J., Ehinger, J., Ladwein, M., Rohde, M., Derivery, E., Bosse, T., Steffen, A.,
Bumann, D., Misselwitz, B., Hardt, W.-D., Gautreau, A., Stradal, T.E.B., & Rottner, K.
(2010) Cellular Microbiology 12(1), 84-98.

[2] Klink,B.U., Barden,S., Heidler,T.V., Borchers,C., Ladwein,M., Stradal,T.B.*., Rottner,K.,
& Heinz,D.W.*. (2010) Journal of Biological Chemistry 285, 17197-17208.

[3] Rottner,K. & Stradal, T.E.*. (2009) Cell Host and Microbe 6, 497-499.
[4] Weiss,S.M., Ladwein,M., Schmidt,D., Ehinger,]., Lommel,S., Stading,K., Beutling,U.,

Disanza,A., Frank,R., Jansch,L., Scita,G., Gunzer,F., Rottner,K., & Stradal,T.E.*. (2009)
Cell Host and Microbe 5, 244-258.

Embryonale Mausfibroblasten, die konstitutiv aktives RhoA exprimieren, bakterielles IpgB2-Wildtyp oder die attenuierte IpgB2-Mutante
Q116A (modifiziert aus Klink et al., 2010). Der Virulenzfaktor IpgB2 l0st Effekte aus, die phinotypisch einer RhoA-Aktivierung

entsprechen. Fotos: Hzi
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Sequenzanalyseprojekte Die Sequenzierung und Analyse
von DNA ist eine Basistechnik der modernen biologischen
Grundlagenforschung. Unsere Arbeit beinhaltet die verglei-
chende Sequenzanalyse von klinischen Isolaten aus patho-
genen Organismen, wie z.B. M. tuberculosis. Im Fokus stehen
Gene, die an der Virulenz, Persistenz, Antibiotikaresistenz
und Wirtspraferenz beteiligt sind.

Wir haben ferner Genombereiche vom Pferd, Schwein und
Rind analysiert, die unter dem Verdacht stehen, krankheits-
assoziiert zu sein. Die ausfiihrliche Annotation einer Reihe
von Bakteriengenomen ist bereits erfolgt und kiirzlich
sequenzierten wir drei weitere Genome von Myxobakterien.

Durch die Implementierung zweier DNA-Sequencer der
neuesten Generation (Illumina/Solexa) konnen wir die
Genomanalyse sowohl quantitativ als auch qualitativ
ausweiten (Abb. 1). Damit wurden Expressionsanalysen
von Rind, Dachs, Maus und Mensch durchgefiihrt. Fiir ein
RNAi-Screening mit komplexen Bibliotheken, insbesonde-
re negativen Selektions-Screenings, haben wir das “Deep
sequencing” etabliert und groBere Mengen Proben analysiert.
Ein weiterer Schwerpunkt lag bei der ChIP-Seq-Technik.
Hierbei geht es um Wechselwirkungen zwischen Proteinen
(wie z.B. Transkriptionsfaktoren) und DNA. Wir haben vor
allem krankheitsrelevante menschliche Proben untersucht.

Mykogenome Ziel ist die Entwicklung neuer Methoden fiir
Tuberkulose-Diagnostik und -Therapie. Der Schwerpunkt
liegt auf der Identifizierung klinisch mehrfach-resistenter
Mycobacterium tuberculosis-Stamme, sowie auf der Charakte-
risierung Virulenz-assoziierter Proteine.

An der Tuberkulose sterben jahrlich etwa zwei Millionen
Menschen. Ein groBes Problem sind mehrfach-resistente
Erreger (MDR) oder extrem-resistente Erreger (XDR), die nur
mit Reservemedikamenten behandelbar sind. Wir entwickeln
Diagnostika fiir MDR-Tuberkulose.

Im EU-Projekt Fast-XDR-Detect wird ein Farbstoff-basierender
Test im 96-Well-Plattenformat entwickelt, mit dem MDR-Tuber-
kulose detektiert werden kann. Dazu wurden die Genome
zahlreicher klinischer Mycobacterium tuberculosis-Stamme
sequenziert, um Resistenz-assoziierte Mutationen zu identi-
fizieren (s. Abb. 2. S. 68). Sie werden im Test als molekulare
Marker verwendet.

Im EU-Projekt FASTEST-TB suchen wir nach neuen mykobakteri-
ellen Antigenen, also diagnostischen Proteinmarkern fiir Schnell-
tests im 96-Well-Plattenformat. Wir haben bisher tiber 100
neue Kandidatenproteine gefunden, die zurzeit evaluiert werden.

Abb. 1. Verteilung von DNA-Clustern zur Sequenzierung. Unge-
féhr zwei Jahre Technologieentwicklung fiihrten zu einem Anstieg
der Megabasen pro Sequenzierlauf um 1.500 Prozent. Fotos: Hz

Das Enzym Antigen85A synthetisiert das in der Zellwand
am haufigsten vorkommende Glykolipid TDM (Trehalose
6,6-dimycolat; Cord- Factor). Antigen85A ist ein wichtiger
Baustein fiir die Zellwand, kann aber auch als Impfstoff ver-
wendet werden. Das Enzym wurde rekombinant hergestellt
und eine ausfihrliche Untersuchung der immunologischen
Eigenschaften durchgefiihrt. Wir haben zum ersten Mal einen
nicht-radioaktiven Test entwickelt und konnten wichtige enzy-
matische Parameter des Enzyms bestimmen. Der neue Test ist
auch fiir Hochdurchsatz-Experimente geeignet und kann zur
Durchmusterung von Substanzbanken verwendet werden.

Neuartige Bioinformatiktechnologie Wir erforschen die
Anwendungsmoglichkeiten der Signaltheorie auf die funk-
tionsorientierte Analyse von Biomolekiilen. Wir wollen durch
die Untersuchung der physikalisch-chemischen Eigenschaften
Ahnlichkeiten, Homologien und Analogien ermitteln und
die Ergebnisse mit Nasslabor-Daten bestétigen. Die Software
“FeatureScan” ist liber http://genome.helmholtz-hzi/feature-
scan frei erhdltlich. Unser System ermoglicht die Ermittlung
merkmalsabhingiger Ahnlichkeiten, bei denen Systeme
auf Basis von Buchstaben-Codes (A, C, T, G) scheitern. So
konnten wir mit Hilfe unserer Methode beim Vergleich von
Promotoren von Mensch und Schimpanse funktionelle Be-
reiche identifizieren, die uns mit herkommlichen Methoden
verborgen geblieben waren.

Deyneko,L.V., Kalybaeva,Y.M., Kel,A.E., & Blocker,H. (2010) Human-chimpanzee promo-
ter comparisons: Property-conserved evolution? Genomics 96, 129-133.

Von Groll A., Martin A., Stehr M., Singh M., Portaels F., da Silva P.E. & Palomino JC.
(2010) Fitness of Mycobacterium tuberculosis strains of the W-Beijing and Non-W-
Beijing genotype. PLoS One 5, e10191.

Adhikary,T., Kaddatz,K., Finkernagel,F., Schonbauer,A., Meissner,W., Scharfe,M.,
Jarek,M., Blocker,H., Muller-Brusselbach,S., & Miiller,R. (2011) Genomewide Analyses
Define Different Modes of Transcriptional Regulation by Peroxisome Proliferator-Activa-
ted Receptor-beta/delta (PPARbeta/delta). PLoS ONE 6, e16344.
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Die verschiedenen Interaktionen zwischen Pathogen und Wirt haben einen entscheidenden Einfluss auf den Schweregrad einer
Infektionserkrankung. Bisherige Untersuchungen haben sich im Wesentlichen auf die spezifischen Virulenzfaktoren des Pathogens
konzentriert, wahrend unser Wissen lber wichtige Faktoren auf der Wirtsseite sehr begrenzt ist. Hierbei spielen sowohl Umwelt-
faktoren als auch genetische Faktoren des Wirts eine wesentliche Rolle. GleichermaBen ist iber die Zusammensetzung von
bakteriellen Gemeinschaften im Wirt und dariiber, wie diese die Aktivitat von pathogenen Mikroben beeinflussen, nur sehr wenig
bekannt. Auch sind viele Pathogene in der Lage, die Speziesbarriere zu iiberschreiten und so von tierischen Reservoirs auf den
Menschen iiberzutreten. Uber diese Prozesse und iiber die Anpassungsmechanismen der Pathogene an verschiedene Wirts-

organismen ist bislang nur wenig bekannt.

Ziel dieses Themengebietes ist es daher, ein besseres Verstandnis fir die Komplexitat der Interaktionen von Wirt und pathogenen
Mikroorganismen zu erhalten. Die verschiedenen Forschungsprojekte haben zum Ziel, die Wirtsfaktoren zu identifizieren, welche
die Empfindlichkeit oder die Resistenz gegenuber Infektionserkrankungen beeinflussen. Zudem sollen die molekularen Mechanismen
der Uberschreitung der Speziesbarriere untersucht werden, und es soll studiert werden, wie mikrobielle Gemeinschaften die Antwort

des Wirts gegeniiber einem Pathogen veréndern kénnen.

Mikrobielle Gemeinschaften und ihre Bedeutung fiir den Verlauf von Infektionserkrankungen

In der Mundhdhle wurden bislang etwa 500 verschiedene bakterielle Spezies identifiziert. Viele davon sind in der Lage, Biofilme
in sogenannten Dentalplaques auszubilden. Um Biofilme ausbilden zu kénnen, missen die verschiedenen bakteriellen Spezies
miteinander kommunizieren. Daher untersuchen wir die molekularen Grundlagen der bakteriellen Kommunikationswege und M&g-

lichkeiten, diese spezifisch zu stéren.

In der Lunge von Mukoviszidose-Patienten stellt das Bakterium Pseudomonas aeruginosa den am haufigsten vorkommenden Keim

dar. Allerdings wurde beobachtet, dass in Isolaten von diesen Patienten mehrere verschiedene Varianten der Spezies P. aeruginosa
zu finden sind und das Auftreten bestimmter Varianten mit einer schlechten Prognose korreliert ist. Wir untersuchen daher die bio-
logischen und molekularen Mechanismen der phénotypischen Verédnderungen, die zu der beobachteten Diversitéat in den bakteriel-

len Gemeinschaften und in Isolaten von Mukoviszidose-Patienten fiihren.

Biofilme spielen eine wichtige Rolle bei der Kolonisation des Wirts mit pathogenen Bakterien. Bislang ist allerdings nur sehr wenig
Uber bakterielle Gemeinschaften in Biofilmen, deren Biodiversitat und damit verbundene Pathogenitat im Wirt bekannt. Daher un-
tersuchen wir die Biodiversitat in Biofilmen, die sich auf Herzschrittmachern und in Zahn- oder Knochenimplantaten ausgebildet
haben. Basierend auf den Erkenntnissen zu diesen bakteriellen Gemeinschaften in den verschiedenen biologischen Nischen des
menschlichen Kérpers werden neue Anséatze zur Kontrolle oder Verhinderung der Ausbildung von Biofilmen erforscht. Hierbei wird
u. a. nach Mdéglichkeiten gesucht, wie sich durch die gezielte Beeinflussung der Gemeinschaften in Biofilmen pathogenen Bakteri-

en ausschlieBen lassen.



—

82 WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Infektion und Immunitat | Wirt-Pathogen-Interaktionen

Die Nasenhohlen und der Gastrointestinaltrakt beherbergen eine Vielzahl verschiedener bakterieller Spezies. Einige davon sind
von Vorteil fiir den Wirt, wéhrend andere zu schweren Erkrankungen fiihren kdnnen. Wir versuchen heraus zu finden, welche
Bedingungen die Kolonisation dieser Lebensrdaume mit pathogenen Bakterien favorisieren oder verhindern. Ein besonderes Augen-
merk wird hierbei auf das Vorkommen des multi-resistenten pathogenen Bakteriums Staphylococcus aureus in diesen Gemein-

schaften und seine Interaktion mit anderen Spezies gelegt.

Experimentelle Modellsysteme zum Studium der Wirtsantwort gegeniiber viralen und bakteriellen Pathogenen

Gruppe A Streptokokken sind weitverbreitete humane Pathogene, die verschiedene Erkrankungen verursachen kénnen, von einer
einfachen Pharyngitis bis hin zu sehr schweren, oft todlichen Erkrankungen wie nekrotischer Faszitis oder toxischem Schock.

Wir haben zuvor zeigen kénnen, dass Mausstamme mit verschiedenen genetischen Hintergriinden sich sehr stark in ihrer Anfallig-
keit gegenlber einer Infektion mit Streptococcus pyogenes unterscheiden. Nun charakterisieren wir die immunologischen und
molekularen Mechanismen, welche die Empfindlichkeit oder die Resistenz gegeniiber S. pyogenes Infektionen bestimmen, um
letztendlich neue Strategien zu entwickeln, die die Abwehr eines empfindlichen Wirtes stérken. Weiterhin fiihren wir Studien am

Pathogen Staphylococcus aureus durch, das derzeit einer der wichtigsten bakteriellen Keime in den westlichen Industriestaaten ist.

Die Haufigkeit von S. aureus Infektionen hat in letzter Zeit sehr stark zugenommen, sowohl bei Krankenhausinfektionen als auch in
der allgemeinen Bevdlkerung. Trotz groBer Fortschritte im Verstandnis der Persistenz von S. aureus Erregern im Wirt, sind derzeit
nur wenige Studien zum Beitrag von Wirtsfaktoren bei der Etablierung einer S. aureus Infektion durchgefiihrt worden. Die Erforschung
dieser Frage ist vor allem deswegen nur zdgerlich voran gekommen, weil es keine geeigneten experimentellen Tiermodelle gab.
Wir haben daher ein Mausmodell etabliert, welches die wesentlichen Aspekte einer S. aureus Infektion rekapituliert. Unser Maus-
modell erlaubt es, langfristige Infektionen mit S. aureus durchzufiihren und ermdglicht uns auf diese Weise, die verschiedenen

Aspekte der Wirtsabwehr wahrend der unterschiedlichen Phasen einer Infektion zu studieren.

Das Influenza A Virus stellt eine der groBten Bedrohungen fir die menschliche Gesundheit dar. Derzeit ist nur wenig tber die Fak-
toren bekannt, welche die Resistenz oder die Empfindlichkeit des Wirtsorganismus gegeniiber einer Influenza-Infektion beeinflus-
sen. Am HZI haben wir ein experimentelles Modellsystem fiir Infektionen mit verschiedenen Subtypen des Influenzavirus in der
Maus entwickelt. Wir konnten sehr groBe Unterschiede in der LD, Antwort in verschiedenen Mausstdmmen mit unterschiedlichem
genetischen Hintergrund beobachten. Wir fiihren nun vergleichende Studien zur Pathogenese, der Genexpressionsmuster in der
Lunge, der Viruslast und der Immunantwort in verschiedenen Mausstdmmen durch. Diese Erkenntnisse werden dazu verwendet,
sogenannte ,Quantitative Traits“ (QTLs) zu bestimmen, die das genetische Risiko eines schweren Infektionsverlaufs beschreiben.
Potenzielle Kandidatengene innerhalb der QTL-Regionen, die flir den unterschiedlichen Verlauf einer Infektion verantwortlich sein

kénnten, werden dann in Mausmutanten getestet, in denen ein bestimmtes Gen entfernt wurde.
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Molekulare Grundlagen der Speziesspezifitat bei der Transmission von zoonotischen Infektionserregern

Das Prion Protein PrP° aus Sdugern ist in der Lage, seine Konformation von einer monomeren I6slichen Form zu einer aggregierten
unléslichen Form, dem PrPs¢, zu verandern. Sobald ein Prion von einem empfindlichen Wirt aufgenommen wurde, 16st es eine
Kaskade aus, die letztlich in einer Erkrankung resultiert. Verschiedene Prionenstdmme konnen dabei zu verschiedenen patholo-
gischen Veranderungen in einer bestimmten Wirtsspezies fiihren. Auch die Transmission von einer Spezies zu einer anderen wird
wesentlich dadurch beeinflusst, inwieweit eine bestimmte Prionkonformation mit der priméren Sequenz beider Spezies kompatibel
ist. Die Ubertragung von BSE auf den Menschen und die Resistenz des Menschen gegeniiber Prionen aus Schafen sind gut bekannte
Beispiele hierfir. Allerdings sind die zu Grunde liegenden Mechanismen dieser Prozesse bislang nicht verstanden. Das gréBte
Hindernis fiir solche Studien war bislang die sehr begrenzte Moglichkeit, Prionen in ausreichenden Mengen herzustellen. Am HZI
haben wir daher eine neue Technologie entwickelt, die diesen Engpass tberbriickt. Insbesondere verwenden wir die NMR-Spektro-
skopie und andere biophysikalische Techniken, um die strukturellen Grundlagen der Transmissionsbarrieren sowie die Anpassung
von Prionen an einen neuen Wirt zu studieren. Wir werden die 3D-Strukturen im Detail analysieren, um bessere Einsichten in die
biophysikalischen Mechanismen der Konformationsanderungen zu erlangen, die den Ubergang von PrP¢ zu PrPSc erlauben. Weiter-
hin werden wir Untersuchungen zur Analyse von Wirt-Pathogen-Interaktionen bei verschiedenen Proteinen durchfiihren, welche

die Ubertragung von zoonotischen Viren und Bakterien mit beeinflussen.

Epidemiologische Studien zur Untersuchung von genetischen und umweltbedingten Risikofaktoren im Menschen

Die Ursachen menschlicher Erkrankungen beruhen auf einer Vielzahl von Faktoren, wie z. B. Umwelteinflisse, Lebensstil und
genetische Risikofaktoren. Um diese Faktoren besser erfassen zu kénnen, werden wir die Haufigkeit des Auftretens von Infektions-
erkrankungen im Zusammenhang mit verschiedenen Risikofaktoren beim Menschen bestimmen. Hierzu hat das HZI in Zusammen-
arbeit mit anderen Zentren der Helmholtz-Gemeinschaft und weiteren deutschen Universitdten den Aufbau einer nationalen pro-
spektiven Kohortenstudie initiiert. Diese Kohorte wird etwa 200.000 gesunde Freiwillige aus ganz Deutschland rekrutieren. Wir
werden Fragebdgen entwickeln, um akute und chronische Infektionserkrankungen, den Impfstatus und die Exposition zu Haus-
und Nutztieren zu erfassen. Darlber hinaus werden mit Hilfe von Abstrichen aus der Nasenhohle, dem Speichel und dem Stuhl die
mikrobiellen Gemeinschaften untersucht werden. Die Teilnehmer der Kohorte werden {iber die ndchsten 10-20 Jahre weiter beob-
achtet, um die allgemeinen Risiken zu bestimmen, die zur Entstehung einer Infektionserkrankung fiihren, aber auch um sekundére

Erkrankungen zu erfassen, die direkt oder indirekt mit einer Infektion in Verbindung stehen.
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02.1 Pathogenese von chronischen Pseudomonas
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Die Erfolge der modernen Medizin werden zunehmend
durch opportunistische bakterielle Infektionen beeintrach-
tigt. In chronischen Infektionen schlieBen sich die Erreger
hédufig in sogenannten Biofilmen zusammen. So sind sie
sehr wirksam vor Angriffen des Immunsystems oder Anti-
biotika geschiitzt. AuBerdem verschafft das Leben in der
Population den Bakterien zusitzliche Mechanismen der
Anpassung, die weit liber eine tibliche Reaktion der Einzel-
zellen auf Stresssituationen hinausgehen. Sie profitieren
dabei insbesondere von ihrer Diversitat und von Koopera-
tionen untereinander.

Diversitit erleichtert das Uberleben Pseudomonas aerugi-
nosa ist der dominante pathogene Erreger der chronischen
Infektion der Lunge von Mukoviszidose-Patienten. Obwohl
die meisten Patienten mit nur einem P. aeruginosa Klon
kolonisiert sind, finden wir verschiedene bakterielle
Morphotypen in der Lunge. Diese morphologische Diversi-
tat des einzelnen Klons scheint eine groBe Rolle bei der
Persistenz des Keims und damit der Ausbildung einer
chronischen Infektion zu spielen. Wir wollen die moleku-
laren Mechanismen aufkliren, die der Generierung dieser
Diversitat zugrunde liegen.

Mutation und Selektion - Schlissel fiir die Entstehung
von Diversitdt Bei Mukoviszidose -Patienten mit einer
chronischen P. aeruginosa Infektion der Lunge finden wir
gehduft 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 iber eine Modu-
lation eines bakteriellen Signalmolekiils, des zyklischen
di-GMP (c-di-GMP), reguliert. Um die Mutationen zu iden-
tifizieren, die der Entstehung des P. aeruginosa Biofilm-
Phéanotyps zugrunde liegen und die bei der Entwicklung
von Resistenzen gegeniiber Antibiotika eine entscheidende
Rolle spielen, sequenzieren wir die Genome von klinischen
P. aeruginosa Stimmen mittels der sogenannten next
generation sequencing Technologie. Bei der vergleichenden
Analyse der chromosomalen DNA von P. aeruginosa Pools
mit ahnlichen phinotypischen Eigenschaften, suchen wir
nach konsistenten Basenaustauschen und tiberpriifen, ob
diese ursdachlich an der Ausprdagung des Phanotyps beteiligt
sind. In Zukunft wollen wir so klinisch relevante adaptive
Mutationen identifizieren, die in P. aeruginosa unter in vitro
Biofilm-Wachstumsbedingungen und in vivo im Laufe
einer chronischen Infektion entstehen. Das Wissen um die
Genotypen, die zu unterschiedlichen Infektionsstadien

selektioniert werden, soll uns helfen, neue erfolgsverspre-
chende Therapiestrategien zu entwickeln.

Interbakterielle Kommunikation steuert die Entstehung
bakterieller Diversitat und von Biofilmen P. aeruginosa
produziert neben zwei gut charakterisierten Homoserin-
lakton-Signalmolekiilen ein drittes interbakterielles Signal-
molekiil, das Pseudomonas-Quinolone-Signal (PQS). PQS
reguliert in Abhéngigkeit von der Zelldichte - ebenso wie
die Homoserinlaktone — die Produktion von Virulenzfaktoren
und ist essenziell an der Etablierung von P. aeruginosa
Biofilmen beteiligt. Der molekulare Mechanismus der Um-
setzung des PQS Signals in ein bakterielles Verhalten der
einzelnen Zellen ist allerdings weitestgehend unbekannt.
Ein Enzym, das von pgsE kodiert ist, dem letzten Gen auf
dem PQS Biosynthese Operon, scheint dabei eine zentrale
Rolle zu spielen. Die Aufklarung der Funktion von pgsE ist
ein groBer Schwerpunkt in unserer Arbeitsgruppe.

Susanne Hdupler wihrend der Vorbereitung fiir ein neues
Exper iment Foto: Twincore/HZI
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Pseudomnoas aeruginosa Biofilm establishment. Microbiology. 156:431-41
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tional Journal of Medical Microbiology. 300(8):544-8.
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02.2 Entschlisselung der Mechanismen der Wirtsimmun-
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Staphylococcus aureus und Streptococcus pyogenes sind
bedeutende Humanpathogene. Der Fokus der Arbeitsgruppe
Infektionsimmunologie ist es, die Immunmechanismen, die
an der Pathogenabwehr beteiligt sind, aufzuklaren.

Das Mausmodell zur Untersuchung der gentischen
Pradisposition fiir schwere S. aureus Infektionen Eine
der Besonderheiten bei S. aureus Infektionen ist die groBe
Variabilitat der Krankheitsbilder, welche von milden bis zu
letalen klinischen Manifestationen reichen konnen. Gene-
tisch determinierte Variationen des Immunsystems konnten
eine wichtige Rolle in der Heterogenitat der Imnmunantwort
gegeniiber diesem Pathogen spielen. Wir haben die Immun-
mechanismen, die einer genetischen Pradisposition fiir
schwere S. aureus Infektionen zugrunde liegen, im murinen
System untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen signifikante
linienabhdngige Variationen in der Resistenz gegeniiber
diesem Erreger. C57BL/6 Mause zeigten sich resistent und
iiberlebten die Infektion, wahrend A/J, DBA/2 und BALB/c
Mausstamme der Infektion erlagen. Diese Anfalligkeit war
mit der Unfahigkeit der Tiere assoziiert, das bakterielle
Wachstum vor allem in der Niere zu kontrollieren (Abb. 1).

Neutrophilen-Depletion macht resistente Tiere komplett
anfillig gegentiber S. aureus. Dies zeigt, dass diese Zellen
essenziell fiir die beobachtete Resistenz sind. Ferner ist die
Expression der chemoattraktant-Proteine KC und MIP-2
sehr viel frither nach der Infektion in den Nieren von
C57BL/6 zu finden als in denen von A/J Mausen. Dies ist
ein Indiz, dass eine verzogerte Rekrutierung von Neutro-
philen an den Infektionsort die verstarkte Anfalligkeit von
A/]J gegentiber S. aureus Infektionen bedingt. Die bessere
Resistenz von C57BL/6 ldsst sich damit durch die effek-
tivere Leukozyten-Rekrutierung erklaren, welche den Erre-
ger sehr friih im Infektionsprozess unter Kontrolle bringt.

Die Rolle von TLR/MyD88 Signalling in der Pathophysio-
logie von S. pyogenes Infektionen S. pyogenes stellt einen
der hdufigsten Griinde fiir mild verlaufende Infektionen z.B.
der Haut dar. Sie haben jedoch das Potenzial, lebensbedroh-
liche, invasive Krankheitsbilder wie die Nekrotisierende
Fasziitis oder Septikdmien zu verursachen. Wir konnten

in in vitro Studien eine Rolle des sog. ,myeloid differentia-
tion factor 88“ (MyD88) in der Immunabwehr gegeniiber S.
pyogenes zeigen. Im Mausmodell konnten wir zeigen, dass
MyD887 Mause signifikant groBere Bakterienlasten in den
Organen aufwiesen und der Infektion schneller erlagen als
MyD88** Tiere. Die Abwesenheit von MyD88 resultierte in
einer verminderten Produktion inflammatorischer Zytokine,
wie IL-12, IFN-y und TNF-a sowie der chemoattraktant-Pro-
teine MIP-2 und KC. Dies reduziert die Rekrutierung von
Effektorzellen an den Infektionsort, die fiir die Infektions-

Bakterienlast in resistenten C57BL/6 (Maus 2) und anfdlligen
A/] (Maus 3) Mdusen, 24 h nach Infektion mit dem biolumi-
neszenten S. aureus Stamm SH1000 ALC2906. Nicht infizierte
C57BL/6 (Maus 1) und A/] (Maus 4) dienen als Kontrolle.

kontrolle wichtig sind (Makrophagen und Neutrophile). Des
Weiteren zeigten nur MyD887 nicht aber Wildtyp-Tiere eine
massive Infiltration von Eosinophilen in betroffene Organe
(Abb. 2). Durch eine unzureichende Produktion regulato-
rischer Chemokine wie MIG/CXCL9 und IP-10/CXCL10 wird
die Transmigration von Eosinophilen inhibiert. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass MyD88 Signalling Effektorzellen
am Ort einer Streptokokkeninfektion beeinflussen und die
Extravasation von Zellen verhindern, die Gewebeschiaden
verursachen konnen. Daher kann MyD88 Signalling als
wichtiger Faktor zur Modulierung der Qualitit der inflamm-
atorischen Immunantwort angesehen werden, um eine opti-
male Effektorfunktion des Immunsytems sicherzustellen.

Hematoxylin- und Eosin-Fdrbung von Lungenschnitten von

S. pyogenes infizierten MyD88’ Mdusen, 20 h nach subkuta-
ner Inokulation mit S. pyogenes. Links: zelluldre Infiltration.
Rechts: Detailuntersuchungen der inflammatorischen Zellen in
den Lungen von infizierten MyD88” Mdusen zeigen, dass diese
Zellen eine rot-violette Cytoplasmafiirbung sowie einen zweilap-
pingen, blauen Kern aufweisen, die typisch fiir Eosinophile sind.

von Kockritz-Blickwede M., Rohde M., Oehmcke S., Miller L.S., Cheung A.L., Herwald H.,
Foster S., and Medina E. (2008). Immunological mechanisms underlying the genetic predis-
position to severe Staphylococcus aureus infection in the mouse model. American Journal of
Pathology. 173:1657-68.

von Kockritz-Blickwede M., Konrad S., Foster S., Gessner J.E., and Medina E. (2009). Protec-
tive role of complement C5a in an experimental model of Staphylococcus aureus bacteremia.
Journal of Innate Inmunity. 2:87 - 92.




86 WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Infektion und Immunitat | Wirt-Pathogen-Interaktionen

02.3

| Prof. Dr. Irene Wagner-Dobler | Arbeitsgruppe Mikrobielle Kommunikation | iwd@helmholtz-hzi.de

| Dr.Helena Sztajer | Dr. Brigitte Kunze | Dr. Michael Reck | Andre Lemme | Xiaoli Xue |
Ina Buchholz | Jirgen Tomasch | Thomas Riedel | Diana Patzelt | Szymon Safranski | Hui Wang

Bakterien synthetisieren Signalmolekiile, sogenannte Auto-
inducer, die ins Medium ausgeschieden werden und wichtige
physiologische Eigenschaften in Abhangigkeit von ihrer
Konzentration regulieren. Diese wird von speziellen Rezep-
toren in der Membran oder im Zellinneren , gemessen®.
Oberhalb eines Grenzwertes, dem sogenannten Quorum,
induzieren die Signalmolekiile zum Beispiel die genetische
Kompetenz bei dem Kariesbakterium Streptococcus mutans,
was zu verstarktem genetischen Austausch und Biofilm-
bildung fiihrt. Diese Art der Kommunikation zwischen
Bakterienzellen heiit daher Quorum Sensing und spielt

eine zentrale Rolle bei Infektionen und Symbiosen. Das
Verstandnis der Mechanismen des Quorum Sensing eroffnet
neue Moglichkeiten, Infektionen zu beeinflussen und poten-
zielle Alternativen fiir Antibiotika zu entwickeln.

Interkingdom signalling: Das Kariesbakterium Strepto-
coccus mutans hemmt die Hyphenbildung des humanpa-
thogenen Pilzes Candida albicans Streptococcus mutans ist
ein Bestandteil der polymikrobiellen Biofilme auf Zahnen
und stark mit der Bildung von Karies assoziiert. Neben hun-
derten von anderen Bakterienarten kommen in der Mund-
hohle auch Pilze vor, z.B. der humanpathogene Pilz Candida
albicans, der bei immungeschwéchten Patienten, nach
Antibiotikatherapien oder im Alter zu unangenehmen Pilz-
infektionen fiihren kann. Bei Untersuchungen an Signal-

Dinoroseobacter shibae auf seiner Wirtsalge, dem marinen
Dinoflagellaten Prorocentrum lima. Die Bakterien sind
durch CARD-FISH (catalyzed reporter deposition fluorescent
in situ hybridisation) spezifisch angefirbt. Die restliche
Bakterienflora ist unter diesen Bedingungen unsichtbar. Der
orange Punkt ist das sogenannte Pyrenoid, eine Region des
Plastiden, die besonders hohe Konzentrationen des Enzyms
Rubisco enthdlt. Foto: HZI

molekiilen von S. mutans sind wir auf eine fettsdauredhnliche
Verbindung gestoBen, SDSF (Streptococcus diffusible signal
factor). Sie unterdriickt die Bildung von Hyphen von C.
albicans, die fiir die Virulenz und die Biofilmbildung sehr
wichtig sind. SDSF hat starke strukturelle Ahnlichkeit zu
Farnesol, dem Quorum Sensing Signal von C. albicans, so
dass es sich hier um eine Art Quorum Sensing Mimikry
iiber groBe phylogenetische Distanz, d.h. zwischen dem
Reich der Bakterien und dem Reich der Pilze, handelt.

Suche nach Inhibitoren fiir Biofilmbildung Wir haben kleine
chemische Molekiile identifiziert, mit denen die mikrobielle
Kommunikation gestort werden kann. Besonders interessant
ist Carolacton, das von dem Bodenbakterium Sorangium
cellulosum gebildet wird, da es nicht antibiotisch oder
zytotoxisch wirkt, sondern selektiv die Biofilmbildung

bei Streptotoccus mutans hemmt. Carolacton fiihrt zu
Membranschidigung und Zelltod und stort dadurch die
Biofilmentwicklung. Untersuchungen mittels Microarray
lassen vermuten, dass durch Carolacton mehrere der Zwei-
komponentensysteme, die in S. mutans die Anpassung an
Umweltbedingungen und das Quorum Sensing steuern, ge-
hemmt werden. Mechanismus und mogliche Anwendungen
von Carolacton fiir die Kariesprophylaxe werden derzeit in
einem systembiologischen Verbundprojekt untersucht.

Quorum Sensing bei Roseobacter Die Bakterien der Roseo-
bacter Gruppe spielen eine groBe Rolle fiir die Stoffkreis-
laufe im Meer, da sie dort bis zu 25% aller Bakterienzellen
ausmachen konnen. Dinoroseobacter shibae, einer der
beiden Modellorganismen im Transregio Roseobacter, lebt
in Symbiose mit einzelligen, marinen Algen. D. shibae
versorgt die Algen mit den lebenswichtigen Vitaminen B12
(Cobalamin) und B1 (Thiamin) und bekommt dafiir Zucker
fiir seinen heterotrophen Stoffwechsel. Wir untersuchen
derzeit die Rolle von Quorum Sensing fiir diese Symbiose
sowie die Bedeutung der Photosynthese fiir den Stoffwechsel
des Bakteriums, das im Licht durch Photophosphorylierung
ATP gewinnt, weniger Kohlenstoff verbrennen muss und
damit CO, ,spart®.

27

Xue, X., Tomasch, J., Sztajer, H., and I. Wagner-Dobler (2010). The delta subunit of RNA
polymerase, RpoE, is a global modulator of Streptococcus mutans environmental adaptation.
Journal of Bacteriology. 192:5081-92.

Kunze B, Reck M, Dotsch A, Lemme A, Schummer D, Irschik H, Steinmetz H, Wagner-Déb-
ler I. (2010) Damage of Streptococcus mutans biofilms by carolacton, a secondary metabolite
from the myxobacterium Sorangium cellulosum. BMC Microbiology. 10:199.

Wagner-Débler, 1., Ballhausen B, Baumgart M, Brinkhoff T, Buchholz I, Bunk B, Cypionka
H, Daniel R, Drepper T, Gerdts G, Hahnke S, Han C, Jahn D, Kalhoefer D, Kiss H, Klenk H-P,
Kyrpides N, Liebl W, Liesegang H, Meincke L, Pati A, Petersen J, Piekarski T, Pommerenke
C, Pradella S, Pukall R, Rabus R, Stackebrandt E, Thole S, Thompson L, Tielen P, Tomasch
J, von Jan M, Wanphrut N, Wichels A, Zech H, Simon M. (2010) The complete genome
sequence of the algal symbiont Dinoroseobacter shibae — a hitchhiker “s guide to life in the
sea. ISME Journal. 4(1):61-77.
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In unserer Arbeitsgruppe untersuchen wir den Einfluss gene-
tischer Faktoren des Wirts, die zur Schwere des Krankheits-
verlaufes bei einer Influenza A Virus-Infektion beitragen.
Hierzu fiihren wir Studien in genetisch definierten Mauspo-
pulationen durch. Diese Populationen bestehen aus Familien,
die unterschiedliche genetische Hintergriinde aufweisen

oder die eine Deletion in einem bestimmten Gen tragen.

Jedes Jahr sterben in Deutschland etwa 10.000 bis 30.000
Personen an den Folgen einer Infektion mit dem Influenza-
virus. Die bislang schwerwiegendste Pandemie im Jahre

1918 fiihrte zu geschétzten 30 bis 50 Millionen Todesfallen
weltweit. Eine Besonderheit des Influenazvirus besteht darin,
dass es seine Oberflaicheneigenschaften schnell andern und
somit einer vorhandenen Immunitét des Wirtes entkom-
men kann. Zudem ist sein Genom segmentiert, und diese
Segmente konnen zwischen verschiedenen Virus-Subtypen
ausgetauscht werden. Letzteres kann in anderen Spezies er-
folgen und Viren, die so neu entstanden sind, konnen sich an
den Menschen anpassen und dann Pandemien hervorrufen.

Es werden beim Menschen genetische Faktoren vermutet,
die die Schwere des Krankheitsverlaufs beeinflussen kon-
nen. Allerdings sind diese genetischen Faktoren aufgrund
der unterschiedlichen Umweltfaktoren, wie z. B. Erndhrung,
Vorerkrankungen oder Medikamentenbehandlung, im
Menschen nur sehr schwer zu erfassen. Deshalb haben wir
ein experimentelles Modellsystem in der Maus etabliert.
Hier studieren wir den Krankheitsverlauf in verschiedenen
Mausfamilien, wie z. B. in Inzuchtlinien oder in Familien,
in denen zwei oder mehr parentale Genome segregieren,
oder in Familien, in denen definierte Bereiche des Genoms
aus Zuchten von Wildméausen in das Genom von Labormau-
sen libertragen wurden. Zusdtzlich untersuchen wir Fami-
lien, die eine Mutation in einem bestimmten Gen tragen.

In unseren bisherigen Studien konnten wir in der Maus
einen klaren Einfluss des genetischen Hintergrundes

fiir die Empfindlichkeit des Wirts nachweisen. Eine der
untersuchten Mausfamilien, der Inzuchtstamm DBA/2], war
extrem empfindlich gegeniiber einer Infektion mit einem
Laborstamm des H1N1-Virus, wahrend eine andere Familie,
C57BL/6], sehr resistent war. Das Influenzavirus vermehr-
te sich viel schneller in der empfindlichen Mausfamilie,

die zudem eine sehr heftige Entziindungsreaktion zeigte.
Unsere bisherigen Daten lassen vermuten, dass sowohl

die starke Virusvermehrung als auch die iiberschieBende
Entziindungsreaktion zum Tod der empfindlichen Mause
fiihrt. Weiterhin konnten wir in Mausmutanten zeigen, dass
die Rag2 und Irf7 Gene fiir eine erfolgreiche Wirtsabwehr
gegeniiber einer H1N1-Infektion essenziell sind.
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(A) Gewichtsverlust und spdter Tod in Mdusen mit einer Dele-
tion des Rag2 Gens. Die Rag2-Mutation fiihrt zur Abwesenheit
von T- und B-Zellen der adaptiven Immunantwort. Rag2-
mutante Mduse tiberleben die friihe Phase der Infektion, da
das angeborene Immunsystem das Virus bis zu einem gewissen
Map kontrolliert, aber die Mduse versterben spdter, weil das
Virus nicht volistindig beseitigt werden kann. (B) Histologische
Schnitte von Mauslungen nach Infektion mit dem Influenza-
virus. In Rag2-mutanten Mdusen sind auch 10 Tage nach
Infektion infizierte Zellen (braune Firbung) nachzuweisen, die
das virale NP-Antigen enthalten, wihrend in den Zellen der
Wildtypmaus (C57BL/6]) keine Virusantigene mehr zu finden
sind. (Reproduktion nach Wu et al., 2010).

Wir flihren derzeit genomweite Expressionsstudien {iber den
gesamten Verlauf einer Infektion durch, um die Aktivierung
spezifischer Gene mit molekularen und zelluldren Kompo-
nenten der Wirtsantwort sowie die damit einhergehenden
pathologischen Verdnderungen in der Lunge zu korrelieren.

Unsere Arbeiten sind in verschiedene nationale und interna-
tionale Forschungsprogramme integriert. Wir koordinieren
die Forschungsnetzwerke GeNeSys (German Network for
Systems Genetics) und SYSGENET (europédisches Netzwerk
fiir System Genetik zum Verstandnis menschlicher Erkran-
kungen), und wir beteiligen uns aktiv in den Netzwerken
FluResearchNet (deutsches Influenzaforschungsnetzwerk),
Infrafrontier (européisches Netzwerk zur Etablierung einer
Phénotpyisierungs- und Archivierungsinfrastruktur), CASIMIR
(européisches Netzwerk zur Integration von Maus-Datenbanken)
und dem CTC (weltweites Konsortium fiir komplexe Genetik).

P. Blazejewska, L. Koscinski, N. Viegas; D. Anhlan; S. Ludwig; K. Schughart, (2011). Patho-
genicity of different PR8 influenza A virus variants in mice is determined by both viral and
host factors. Virology Journal, 412(1):36-45

M. Bahgat, P. Btazejewska, and K. Schughart. Inhibition of lung serine proteases in mice: a
new approach to control influenza infection. Virology Journal, 8:27
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Das Protein des Saugetierprions, PrP¢, kann seine Konforma-
tion von einem monomeren, loslichen in einen aggregierten,
iibertragbaren Prionenzustand, PrP%, andern. Sobald ein
Prion in einen suszeptiblen Wirt eingedrungen ist, 1ost es
eine zu einer Prionenerkrankung fiihrende PrP-Konversions-
kaskade aus (Abb. 1A). Es wurde beobachtet, dass Interspe-
zies-Ubertragungsbarrieren mit der Aminosiuresequenz des
PrP korrelieren. Andererseits wurden multiple Prionenstam-
me derselben PrP-Aminoséuresequenz identifiziert, die bei
der Wirtsspezies charakteristische Erkrankungen hervorru-
fen. Wir untersuchen die 3D-Strukturen der Prionen, um die
Ubertragungsbarriere zwischen Mausen und Hamstern auf
atomarer Ebene und die strukturelle Basis der Prionenstam-
me in Bezug auf den Prionenwirtsbereich zu verstehen. Dazu
haben wir eine neuartige Methode entwickelt, um spezi-
fische aggregierte Prion-Konformationen in vitro herzustellen.
Wir verwenden eine Kombination aus solution-NMR, solid-
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Abb. 1. Fortschritt bei der Prion in vitro-Amplifikation. (A)
Das gutartige zelluldre Prionprotein, PrPc, ist ein hdufig
vorkommendes Sdugetierprotein, das allerdings auch einer
Konformationsdnderung und -aggregation zu einem infek-
tiésen Prion unterliegen kann, PrP%. (B) Wir haben eine neue
Methode entwickelt, die spezifische Scherkrdfte (links) fiir
eine effiziente in vitro-Amplifikation von Prionen benutzt.
Ein Gerdit, der Shear Induced Fragmentation /Aggregation
(ShIF/A) Array, ist von unserer Arbeitsgruppe zur effizienten
Optimierung von vielen parallelen Konvertierungsreaktionen
entwickelt worden. (C) Mittels ShIF/A kénnen wir rekombi-
nante PrP¢in Proteinase K-resistente PrP-Aggregate konver-
tieren, wenn wir natiirliche Hamster Sc237-Prionen als Kerne
benutzen (oben). In Reaktionen ohne entsprechende Kerne
wird keine Proteinase K Resistenz beobachten (unten). Fiir
eine optimale Prion-Amplifikation muss die Rotationsfrequenz
des Rotors innerhalb enger Grenzen kontrolliert werden.

state-NMR und anderen biophysikalischen und chemischen
Verfahren, um strukturelle Aussagen tiber Prionaggregate zu
erhalten.

Ubertragungsbarrieren Zwischen den verschiedenen
Sdugetierspezies besteht in der Regel eine Speziesbarriere:
Mause entwickeln keine Prionenkrankheit, wenn sie Ham-
sterprionen ausgesetzt sind. Transgene Méuse, die zusétzlich
Hamster-PrP exprimieren, konnen mit Hamsterprionen
infiziert werden und bauen dann das Hamster-PrP selektiv in
die Prionenpartikel ein. Die ausschlieBliche Expression von
chimdrem 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 primére Aminosduresequenz 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 wichtiges Verfahren ist die Konversion von mit Isotopen
markiertem (2H, *C und *N) rekombinantem PrP in PrP*.
Fiir eine homogene Partikelvorbehandlung haben wir 2010
ein neuartiges Verfahren entwickelt (Abb. 1B/C), und zur
weiteren Reinigung und Charakterisierung verwenden wir
die asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF4).
Mit diesem chromatographiedhnlichen Verfahren kann man
Partikel nach ihrer GroBe trennen, ohne dass eine stationare
Matrix bendétigt wird. Gleichzeitig werden die absoluten
hydrodynamischen Eigenschaften der einzelnen Partikelfrak-
tionen durch eine vielwinklige und dynamische Lichtstreu-
ung bestimmt. Dieses Verfahren kommt auch zur Charakte-
risierung des Oligomerisationszustandes anderer Proteine
routineméBig zum Einsatz.

Basisverfahren zur Proteinstrukturbestimmung sind die
NMR-Spektroskopie von Losungen und Feststoffen, aber
auch andere biophysikalische Verfahren wie Fluoreszenz-,
FTIR- und CD-Spektroskopie. Der Vorteil ist, dass diese Me-
thode 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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Das Projekt versteht Lebensgemeinschaften von Mikro-
organismen in Biofilmen als funktionelle Einheiten. Wir
verfolgen das Ziel, durch Erkundung der Artenvielfalt von
Mikroben und deren Zusammenwirken neue Wege zu ihrer
Kontrolle zu finden. Dabei steht im Fokus, dass in der Natur
Bakterien zumeist nicht als Reinstimme, sondern fast
immer in Gemeinschaften leben. Besonders interessant ist,
wie sich pathogene Bakterien in ihrem Wirt verhalten und
wie sie mit nicht- oder fakultativ pathogenen Bakterien in
Biofilmen im menschlichen Kérper umgehen.

Entwicklung dentaler Biofilme Eine der Hauptkomplikati-
onen bei klinischen Implantaten ist die Infektion, die meist
mit einer Biofilm-Bildung auf dem Implantat einhergeht.
Solche Biofilme sind schwer zu bekdmpfen, da die Bakterien
in Biofilmen besondere Schutzmechanismen gegen Anti-
biotika und das Immunsystem besitzen. Probleme treten
insbesondere in der Mundhohle auf, die von Natur aus von
einer Vielzahl unterschiedlicher Bakterien besiedelt ist. Wir
wollten wissen, welche Bakterien mit der Besiedlung der
Implantate in der Mundhohle beginnen. Dazu haben wir
zwei Wochen alte Biofilme von Zahnimplantaten verschie-
dener Patienten untersucht. Wir fanden stets komplexe
Gemeinschaften von Bakterien. Durch statistische Analyse
konnten wir zeigen, dass es einige charakteristische Bakte-
rienarten gibt, welche an bestimmten Stellen des Implan-
tats immer wieder vorkommen und somit charakteristisch
fir diese Orte sind. Interessanterweise fanden wir an den
Implantaten hdufiger Streptokokken als an den natiirlichen
Zahnen derselben Patienten, konnten aber keine Haufung
pathogener Bakterien finden.

Metabolische Aktivitaten in Biofilmen Das Wissen,
welche Bakterien in welchen Biofilmen vorkommen - und
an welchen Stellen -, ist aber nur der erste Schritt, um das
komplexe Phdnomen Biofilm zu verstehen. Die Nutzung von
Substraten durch die einzelnen Bakterien in der Biofilm-Ge-
meinschaft ist ein weiterer wichtiger Faktor. Um zu kldren,
wie schnell und wie stark ein Substrat von Bakterien auf-
genommen wird, setzen wir Substrate ein, die mit stabilen
Isotopen, also nicht radioaktiv, markiert sind. Dariiber
verfolgen wir den Einbau dieser Substrate in die einzelnen
Bakterienarten. Wir kdnnen so Kinetiken bestimmen und
den Stofffluss in der Gemeinschaft modellieren. Um nicht
nur Interaktionen der Bakterien untereinander, sondern
auch Wirts-Bakterien-Wechselbeziehungen aufzuklaren, ha-
ben wir begonnen, solche Studien auch in Zellkulturen und
in Tiermodellen durchzufiihren. Da die Materialien nicht
radioaktiv sind, sind hier keine besonderen Sicherheits-
maBnahmen erforderlich. Wir konnen an solchen Modellen
zeigen, dass dieselben Bakterien in unterschiedlichen

Bild einer Biofilm-Gemeinschaft, aufgenommen mit einem
konfokalen Lasermikroskop. Die Zellen wurden mit Nilrot
gefiirbt, wobei leicht hydrophobe Bakterienzellen (rot) von
stark hydrophoben (griin) unterschieden werden konnen

Foto: Ahmed Gebreil/ Maximilliano Gutierrez

Organen unterschiedliche Stoffwechselwege haben und in
einem Organ z. B. die Glukose direkt aufnehmen, wahrend
sie sich in einem Tumor bevorzugt von dessen Stoffwechsel-
produkten erndhren.

Naturstoffe zur Kontrolle von Biofilmen Ziel dieser Unter-
suchungen ist es, Biofilm-Gemeinschaften zu modulieren
und pathogene Bakterien aus ihnen zu verdrangen. Wir set-
zen dazu bekannte Naturstoffe ein, suchen aber auch nach
neuen in Pilzen. Eine erste Untersuchung von Pilzisolaten
ergab, dass eine Reihe recht unterschiedlicher Naturstoffe
in der Lage sind, Biofilme pathogener Bakterien aufzulosen,
ohne aber selbst antibiotisch zu wirken. Noch stehen diese
Untersuchungen am Anfang, wir kinnen aber dennoch
bereits jetzt sagen, dass Pilze eine reiche Quelle fiir Verbin-
dungen sind, die Biofilme modulieren kénnen.

A. B. Estrela, M. G. Heck, W.-R. Abraham (2009) Novel approaches to control biofilm infec-
tions. Curr. Med. Chem., 16, 1512-1530.

A. B. Estrela, W.-R. Abraham (2010) Combining biofilm controlling compounds and antibio-
tics as a promising new way to control biofilm infections. Pharmaceuticals, 3, 1374-1393.

W. Heuer, M. Stiesch, W. R. Abraham (2010) Microbial diversity of supra- and

subgingival biofilms on freshly colonized titanium implant abutments in the human mouth.
European Journal of Clinical and Microbiological Infection Diseases,
http://dx.doi.org/10.1007/s10096-010-1068-y
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Mikroorganismen leben in ihren natiirlichen Lebensrau-
men in komplexen Gemeinschaften, deren Zusammenset-
zung und Funktion stark von den Umgebungsbedingungen
beeinflusst wird. Das Verstdndnis ihrer Funktion mit dem
Ziel einer rationalen Beeinflussung und Nutzung ist nicht
nur in marinen oder terrestrischen Okosystemen wichtig.
Auch der menschliche Korper ist von Bakterien in Mengen

besiedelt, die die Zahl der menschlichen Zellen tibersteigen.

Diese wirtsassoziierten Mikroorganismen konnen fir die
menschliche Gesundheit vorteilhaft sein, stellen aber auch
ein Reservoir fiir opportunistische Pathogene dar.

Gemeinschaften in der Nase Die menschlichen Nasen-
hohlen sind die Hauptquelle und Risikofaktor fiir Infek-
tionen durch Staphylococcus aureus, einen zunehmend
multiresistenten Erreger, der fiir ein groBes Spektrum von
Infektionskrankheiten verantwortlich ist. Uber die Zusam-
mensetzung der nasalen Mikroflora und mogliche Wechsel-
wirkungen zwischen Mitgliedern ist jedoch wenig bekannt.
Wir haben nun die Zusammensetzung der Gemeinschaft
von 40 Freiwilligen mittels neuer kultivierungsunabhén-
giger Methoden untersucht und das Vorhandensein von
bisher nicht als dominant angenommenen Organismen wie

Finegoldia magna, Dolosigranulum pigrum, Anaerococcus sp.
oder bisher nicht kultivierten Actinomyceten nachgewiesen.

Wir haben auch mogliche Wechselwirkungen zwischen
S. aureus und anderen mikrobiellen Arten untersucht
und, als Beispiel, eine statistisch signifikante negative
Beziehung zwischen S. aureus und F. magna beobachtet,
was darauf hinweist, dass diese Arten eine wesentlich
unterschiedliche Verteilung haben und nicht die gleiche
Nische besiedeln konnen. Diese bisher unbeschriebenen
Co-Kolonisierungsmuster und Unterschiede in der Arten-
zusammensetzung liefern Erkenntnisse fiir zukiinftige
Interventionsstrategien zur Bekampfung von Infektionen
durch S. aureus.

Gemeinschaften des Darms Die Struktur der mikrobiellen
Gemeinschaft des menschlichen Darms (Mikrobiom) wird
durch genetische Faktoren des Wirts und Umweltfaktoren
bestimmt, wobei Verdnderungen in der Struktur mit dem
Ausbruch verschiedener Krankheiten in Verbindung ge-
bracht wurden. Die Etablierung eines definierten mensch-
lichen Darm-Mikrobioms in Nagetiermodellen bietet eine
Maoglichkeit, entsprechende Zusammenhédnge zu untersuchen.
Wir haben nun die Effektivitat, Qualitat und Stabilitat des
menschlichen Mikrobioms in keimfreien Ratten sowie Mau-
sen und in mit Antibiotika behandelten Mausen verglichen.
Hierbei wurden bemerkenswerte Unterschiede zwischen
den verschiedenen Modellen beobachtet. Wahrend die
Mehrheit der dominanten menschlichen Spenderbakterien
in keimfreien Ratten etabliert wurde, war nur ein Teil
hiervon in keimfreien Mdusen nachweisbar. Insbesondere
Mitglieder der Clostridien des Clusters IV, wichtige Butter-
saureproduzenten, die zur Gesundheit des Darms beitragen,
konnten die Maus nicht besiedeln. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass die genetische Ausstattung des Empfangers
die Wirksamkeit und Qualitit der Ubertragung der mensch-
lichen Darmflora stark beeinflusst, und kldren die Eignung
der Modelle.

Umwelt-Gemeinschaften und neue Stoffwechselwege
Wir haben auch unsere analytischen Werkzeuge zur Ana-
lyse mikrobieller Gemeinschaften in kontaminierten Um-
welten optimiert. Mittels eines neuartigen Genarrays zur
schnellen Uberwachung der Vielfalt und Menge an Genen
des Schadstoffabbaus in Kombination mit metagenomischen
Screeningmethoden konnte deren Struktur (auf DNA-
Ebene) und Funktion (durch mRNA-Analyse) zuverlassig
beschrieben werden. Diese kulturunabhdngigen Analysen
wurden durch die Aufklarung von neuen Stoffwechselwegen
und neuartigen Enzymen erganzt.

Scheithauer BK, Wos-Oxley ML, Ferslev B, Jablonowski H, Pieper DH. (2009). Characteriza-
tion of the complex bacterial communities colonizing biliary stents reveals a host-dependent
diversity. ISME Journal 3:797-807.

‘Wos-Oxley M, Plumeier I, von Eiff C, Taudien S, Platzer M, Vilchez-Vargas R, Becker K and
Pieper DH. (2010). A poke into the diversity and associations within human anterior nare
microbial communities. ISME Journal 4:839-851.

Brennerova MV, Josefiova J, Brenner V, Pieper DH, Junca H. (2009). Metagenomics reveals
diversity and abundance of meta-cleavage pathways in microbial communities from soil
highly contaminated with jet fuel under air sparging bioremediation. Environmental
Microbiology 11:2216-2227.

Vilchez-Vargas R, Junca H, Pieper DH. (2010). Metabolic networks, microbial ecology and

,omics‘ technologies: towards understanding in situ biodegradation processes. Environmental

Microbiology 12:3089-3110.
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Die Folgen von Infektionen 16sen beim Wirt starke Entziindungsreaktionen aus, welche zu Stérungen des Immunsystems fiihren
und gegebenenfalls groBe gesundheitliche Probleme zur Folge haben. Deshalb ist das Verstédndnis der Mechanismen, die durch die
pathogenen Infektionen im Wirt hervorgerufen werden, von groBtem Interesse. Dabei geht es sowohl um die pathogen-induzierten
Schaden, als auch um das Ausldsen der Abwehrreaktionen. Dieses Versténdnis ist flr die Entwicklung von prophylaktischen und

therapeutischen MaBnahmen wichtig.

Dieses Topic beschéftigt sich mit pathogen-induzierten Reaktionen, zu denen die angeborene Immunabwehr, die Entziindung und
die Aktivierung der erworbenen Immunitét gehdéren. Zunachst werden diese Aspekte zum reinen Versténdnis ihrer Mechanismen
studiert. Des Weiteren wird groBen Wert auf die Verwendung der Erkenntnisse zum Auffinden neuer Angriffspunkte fiir Medikamente

und therapeutische Interventionsstrategien gesucht.

Die Induktion von Interferonen und ihren Aktivitdten

Interferone werden durch Pathogene iiber TLRs und zytosolische Rezeptoren induziert. Eine nachfolgende Signalkaskade fiihrt
zur transkriptionellen Induktion von Interferongenen. Nach der Sekretion der Interferone {iben diese diverse Aktivitaten in ihren
Zielzellen aus. Die Ziele des Topics beinhalten das Versténdnis der beteiligten Wirtsmolekdile, ihre Interaktion mit den viralen

Komponenten, den Mechanismen der Signalweiterleitung und der Dynamik der Induktion in Abhangigkeit vom Zelltyp.

Folgen der Entziindung

Die Folgen von Entziindungen sind meist gutartiger Natur. Sie beinhalten im Wesentlichen Apoptose und Autophagie, um infizierte
oder gestorte Zellen zu eliminieren. Ziel unserer Studien ist das Verstidndnis der zugrunde liegenden Wirtsmechanismen unter
Beriicksichtigung der Einfliisse durch das infizierende Pathogen. Eine der negativen Konsequenzen chronischer Entziindungen ist
die Rheumatoide Arthritis. Eine wichtige Aktivitat in diesem Topic betrifft die Unterdriickung der Rheumatoiden Arthritis durch

Hemmung eines zentralen Signalmolekadils, wie in einem Mausmodell gezeigt werden konnte.

T-Zellen in Autoimmunitéat und Toleranz

T-Zellen sind wichtige Spieler bei der Entziindung und der Abwehr von Pathogenen. Wahrend die gegen infizierte Zellen gerichtete
T-Zell-vermittelte Immunitat in der akuten Phase der Infektion duBerst wichtig ist, kann eine T-Zell-Aktivitat auch zur Autoimmuni-
tat fihren. Verschiedene Populationen von T-Zellen koordinieren die Balance zwischen Schutz und Zerstérung, Toleranz und
(Auto)lmmunitét. Regulatorische T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle dieser T-Zell-lmmunitédt und der Aufrecht-
erhaltung der immunologischen Toleranz. Die Entstehung von T-Zell-Populationen, ihre Homeostase und ihre Aktivitat werden im

Rahmen dieses Topics in Infektionsmodellen und genetischen Mausmodellen untersucht.

Systembiologie: Theoretische Modelle fiirimmunologische Prozesse

In der Vergangenheit haben sich Forscher im Wesentlichen auf das Versténdnis linearer Ablaufen biologischer Aktivitdten konzen-
triert. Mit der Zugénglichkeit und Entwicklung verschiedener Datentypen sowie der Hochdurchsatztechniken ist klar geworden,
dass diese Ablaufe Teile komplexer Netzwerke sind. Es ist deshalb zunehmend schwieriger geworden, diese Daten in versténdlichen
Konzepten zu biindeln. Im Topic werden mathematische Modelle genutzt, um die Dynamik und die Komplexitat immunologischer

Vorgéange, insbesondere der B- und T-Zell-Homd&ostase und des Interferonsystems, zu beschreiben.
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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 wéhrend der Reifung der T-Zellen im
Thymus gebildet und zeigt Eigenschaften einer stabilen
T-Zelllinie. Wir konnten kiirzlich zeigen, dass epigenetische
Modifikationen innerhalb einer evolutiondr konservierten
Region des Foxp3-Gens fiir die Stabilitdt der Foxp3-Expression
von entscheidender Bedeutung sind (Huehn et al., 2009).
Diese epigenetischen Modifikationen werden schon
wahrend der Reifung der Tregs im Thymus initiiert. Erst
durch die epigenetischen Modifikationen wird die evolu-
tiondr konservierte Region aktiviert und kann durch spezi-
fische Transkriptionsfaktoren gebunden werden (Polansky
et al., 2010), so dass diese Modifikationen als eine Art
molekularer Schalter angesehen werden konnen.

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 eine besonders effiziente de novo Induktion in Mukosa-
assoziierten lymphatischen Geweben stattfindet und dass
dabei die Stromazellen der Lymphknoten eine entscheidende
Rolle spielen. Derzeit wollen wir herausfinden, wie es zur
JTolerisierung’ der Stromazellen innerhalb der Mukosa-asso-
ziierten lymphatischen Gewebe kommt. Dariiber hinaus
untersuchen wir, ob die innerhalb der Mukosa-assoziierten
lymphatischen Gewebe de novo induzierten Foxp3*-Tregs
besonders effizient die Entstehung von chronisch-entziind-
lichen Darmerkrankungen verhindern konnen.

Foxp3*-Tregs konnen auch sehr effizient gewiinschte Im-
munreaktionen supprimieren; in einer groBen Zahl von
Tumorpatienten und in verschiedenen in vivo Tumormodellen
konnte eine priferentielle Akkumulation von Foxp3*-Tregs
innerhalb der Tumore beobachtet werden. Derzeit unter-
suchen wir, zu welchem Anteil diese Akkumulation durch
spezifische Rekrutierung, durch lokale Expansion sowie
durch de novo Induktion von Foxp3*-Tregs innerhalb des
Tumors erklart werden kann. In jedem Fall verhindert

die groBe Zahl an Foxp3*-Tregs innerhalb des Tumors

sehr effizient die Entstehung einer tumorspezifischen
Immunantwort. Mit Hilfe einer transgenen Maus, welche
die selektive Depletion von Foxp3*-Tregs erlaubt, haben

Foxp3* -Zellen in der Milz: Die Zellen wurden durch Fluoreszenz-
gekoppelte Antikdrper bestimmt. B-Zellen, T-Zellen und Foxp3*-
Zellen sind jeweils blau, rot und griin gefiirbt.

Foto: Dr. Eberl, Pasteur Institute, Paris, France.

wir zeigen konnen, dass die transiente Eliminierung der
Foxp3*-Tregs unter therapeutischen Bedingungen zu einer
Reaktivierung der tumorspezifischen Immunantwort fiihrt.
Eine besonders starke Regression des Tumorwachstums
konnte beobachtet werden, wenn wir zeitgleich mit der
Eliminierung der Foxp3*-Tregs eine Vakzinierung gegen
Tumorzellantigene durchfiihrten. In zukiinftigen Projekten
werden wir nach Wegen suchen, Foxp3*-Tregs entweder
selektiv zu eliminieren oder ihre suppressorische Aktivitat
transient zu inhibieren. Diese Untersuchungen sind auch
fiir die Entwicklung von Vakzinierungsstrategien gegen
chronische Infektionen von groBem Interesse.

Insgesamt erwarten wir von unseren Untersuchungen nicht
nur ein besseres molekulares Verstandnis von der Entwick-
lung der Foxp3*-Tregs, sondern auch wesentliche Erken-
ntnisse tiber ihre in vivo Eigenschaften. Dies wird uns neue
Moglichkeiten fiir die Induktion und Modulation von Tregs
im Rahmen therapeutischer Ansitze eréffnen.

Klages, K., C.T. Mayer, K. Lahl, C. Loddenkemper, M.W. Teng, S.F. Ngiow, M.J. Smyth, A.
Hamann, J. Huehn*, and T. Sparwasser*. (2010) Selective depletion of Foxp3+ regulatory
T cells improves effective therapeutic vaccination against established melanoma. Cancer
Research 70:7788-7799. *equally contributed

Polansky, J.K., L. Schreiber, C. Thelemann, L. Ludwig, M. Kriiger, R. Baumgrass, S. Cor-
ding, S. Floess, A. Hamann, and J. Huehn. (2010) Methylation matters: Binding of Ets-1
to the demethylated Foxp3 gene contributes to the stabilization of Foxp3 expression in
regulatory T cells. Journal of Molecular Medicine 88:1029-1040.

Huehn, J., J.K. Polansky, and A. Hamann. (2009) Epigenetic control of FOXP3 expression:
the key to a stable regulatory T-cell lineage? Nature Reviews in Inmunology 9:83-89.
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Wir erforschen grundlegende Mechanismen T-Zell-vermit-
telter Entziindung in mukosalen Grenzflachen, die Mechanis-
men der peripheren Toleranzinduktion sowie den Einfluss
von Infektionen auf das immunologische Gleichgewicht
zwischen Toleranz und Autoimmunitét. Weitere Schwer-
punkte sind die Pathogen-induzierte Immunmodulation bei
bakteriellen und viralen Atemwegsinfektionen sowie eine
therapeutische Vakzinierung gegen das Hepatitis C Virus.

Toleranz, Autoimmunitét und Infektion Wir untersuchen
die T-Zell-vermittelte Reaktivitit gegen Selbstantigene in

der Lunge in einem transgenen Mausmodell, das auf der
Expression des Influenza Himagglutinins (HA) in alveolaren
Typ 11 Epithelzellen (AECII) der Lunge basiert. Erkennen
HA-spezifische CD4* T-Zellen in der Lunge das Selbstantigen,
fiihrt das zu einer chronisch obstruktiven Lungenerkran-
kung. Dies geht mit der vermehrten Entstehung Foxp3*
regulatorischer CD4* T Zellen (Tregs) einher, die dann
Immunreaktionen in der entziindeten Lunge dampfen. Diese
Zellen sezernieren immunsuppressive Faktoren wie TGF-B
oder IL-10, die direkt Tregs induzieren. Dariiber hinaus
exprimieren AECII aus der entziindeten Lunge Oberflachen-
molekiile, die komplementdr zu Rezeptoren auf Tregs sind,
sowie vermehrt auch antivirale Gene, welches den Verlauf
von Infektionen beeinflussen konnte.

Wiahrend HA-Antigenerkennung in der Lunge durch CD4*
T-Zellen Tregs induziert, sind selbstreaktive CD8" T-Zellen
aus der entziindeten Lunge weder aktiviert noch regula-
torisch. Einige HA-spezifische CD8" T-Zellen sind jedoch
Memory-Zellen. Die Entfernung der Tregs fiihrt nicht zu
einer effizienten Reaktivierung der CD8" T-Zellen, d.h.
andere Toleranzmechanismen miissen aktiv sein: CD4" und
CD8" T-Zell-vermittelte Erkrankungen werden unterschied-
lich reguliert.

Abb. 1. Alveole einer Mduselunge. Blau: DAPI; rot: Tubulin

Foto: HZI&SySy GmbH, Christian Erck

Abb. 2. Identifizierung von alveolaren Typ II Epithelzellen
(AECII) in den Alveolen einer Mduselunge anhand einer
Surfactant Protein-C Fdrbung (in rot) als typisches A Marker-
protein. Foto: MHH, Christian Hennig&Jana Bergmann

Bei Médusen mit der Veranlagung fiir Typ 1 Diabetes bricht
Diabetes nach einer Listeria monocytogenes-Infektion um-
gehend aus. Vermutlich wird die Funktion regulatorischer
T-Zellen gestort - in Abhangigkeit von Listeriolysin O. Wir
wollen kldren, ob die Infektion selbst fiir den Verlust immu-
nologischer Toleranz verantwortlich ist.

Immunmodulation im Kontext von respiratorischen
Infektionen Pathogene wie Bordetella bronchiseptica
modulieren die Immunantwort des Wirtes und tragen so zur
Entstehung von Persistenz bei. Gemeinsam mit C. Guzman
untersuchen wir den Einfluss chronischer B. bronchiseptica-
Infektionen auf die Plastizitdt von Tregs. Tregs aus chronisch
infizierten Mdusen exprimieren u.a. vermehrt Neuropilin-1,
einen aktivierungsunabhingigen Marker fiir Tregs. Derzeit
untersuchen wir den Zusammenhang mit Unterschieden in
der Treg-Funktion.

In einem Influenza A / Streptococcus pneumoniae Superin-
fektionsmodell der Maus untersuchen wir die Mechanismen
hinter der erhohten Sterblichkeit der Mause durch S. pneu-
moniae induzierte Sepsis — nach einer Primarinfektion mit
dem Influenza-Virus. Die erhéhte Anfélligkeit gegeniiber
Pneumokokkeninfektion entsteht nicht durch eine Toll-like
receptor (TLR)-7 induzierte Lymphopenie. TLR-7 abhdngige
Signalwege regulieren jedoch die antivirale Immunantwort.
In TLR-7 defizienten Mausen beeinflusst dieser Rezeptor fiir
virale RNA den Verlauf der bakteriellen Superinfektion.

HCV Infektionen der Leber sind die Hauptursache fiir das
Leberzellkarzinom. Im HGF-finanzierten Verbundprojekt
L mmunotherapy of Cancers“ entwickeln wir eine thera-
peutische Vakzinierung gegen HCV auf Basis des in vivo
Targeting von HCV Antigenen zu Dendritischen Zellen. Diese
Methode induziert sowohl CD4* und CD8" T-Zellantworten
als auch hohe Antikorpertiter.
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Unser Immunsystem setzt sich aus mehreren Verteidi-
gungslinien zusammen. Eine der ersten Linien sind die Typ-
IHnterferone (IFN), mit ihren wichtigsten Vertretern IFN-o
und IFN-B. Sie haben antivirale Eigenschaften, werden jedoch
auch bei vielen anderen Infektionen induziert und spielen
bei normalen physiologischen Vorgédngen eine wichtige Rolle.
Wir konnten zeigen, dass auch Liganden des Toll-like-recep-
tors 2 (TLR2) Makrophagen IFN induzieren konnen. TLR2
Liganden findet man auf Gram-positiven Bakterien oder

auf Mykoplasmen. Interessanterweise muss der TLR2 von
den Makrophagen endozytiert werden, um IFN-Produktion
auszuldosen. Wird die Endozytose blockiert, so dass der TLR2-
Liganden Komplex an der Zelloberflache bleibt, wird nur die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-c,
aktiviert. Also entscheidet die Fahigkeit einer Zelle, TLRs
nach Ligandenbindung zu endozytieren, dariiber, ob bei der

Zelle IFN-Produktion iiber diese TLRs induziert werden kann.

Wir konnten dabei zeigen, dass Mastzellen entsprechende
TLRs nicht endozytieren und auch keine Bakterien phagozy-
tieren konnen. Dadurch kénnen sie auf Bakterieninfektionen
nicht mit IFN-Produktion antworten — bei Virusinfektionen
dagegen sehr wohl. Mastzellen sind anatomisch haupt-
sachlich unter den verschiedensten Epithelien angesiedelt.
Sie stellen deshalb die ersten Immunzellen dar, die mit
eindringenden Krankheitserregern in Beriihrung kommen.
Bei Bakterieninfektionen ist die Produktion von IFN haufig
schadlich. Dass die Mastzellen unter diesen Umstdnden nur
proinflammatorische Zytokine und kein IFN produzieren
konnen, konnte deshalb einen wohl ausgewogenen Abwehr-
mechanismus darstellen.

Wir haben beobachtet, dass bei Mausen, bei denen das
IFN-B Gen inaktiviert wurde oder bei denen das Gen einer
der Ketten des IFN-Rezeptors (IFNAR) deletiert wurde, die
Bildung von Blutgefdassen verdndert ist. Dies war in schnell
wachsenden Tumoren besonders auffallig: In Mausen ohne
IEN- oder IFNAR wuchsen die Tumore wesentlich schnel-
ler. Der Grund ist eine verstarkte Angiogenese, so dass
mehr und besser ausgebildete BlutgefiBe in den Tumoren
vorhanden waren. Dafiir verantwortlich sind neutrophile
Granulozyten (Abb. 1). Ohne funktionierendes IFN-System
waren wesentlich mehr dieser Granulozyten in den Tumor
eingewandert, und sie produzierten verstarkt Zytokine, die
die BlutgefaBbildung unterstiitzen. Mit Granulozyten aus
den Tumoren konnten wir zeigen, dass bereits geringe
Mengen an IFN-B die Produktion der BlutgefaB-bildenden
Faktoren herunter regulieren. Damit ist IFN ein wesentlicher
Bestandteil des Uberwachungssystems gegen Krebs.

Viele Bakterien, wie auch Salmonella typhimurium, reichern
sich in festen Tumoren an. Wir kdnnen sie somit nutzen, um
therapeutische Molekiile direkt im Tumor zu exprimieren

Ifnar1+B416 -

C57BL/6+B16

Verstdirkte Angiogenese und Tumorwachstum, unterstiitzt durch
neutrophile Granulozyten mit defekter IFN Signaltransduktion.
Mdiusen wurden subkutan B16F10 Melanomazellen injiziert, die
entweder mit Neutrophilen von Tumor-tragenden Ifnar1” Mdusen
(IFNAR-/-+B16) oder mit Neutrophilen von Tumor-tragenden
Wildtyp Mdusen (C57BL/6+B16) gemischt waren. Tumore, die
mit Neutrophilen gemischt waren, deren IFN Signaltransduktion
zerstort war, wuchsen wesentlich schneller als die Kontrolltumore.
Die immunhistologische Analyse fiir die Endothelzellen mit
anti-Laminin (rot) und fiir Zellen mit glatter Muskulatur mit
anti-Aktin (griin) zeigte eine wesentlich verstdrkte Anwesenheit
von glatten Muskelzellen in den IFNAR-/-+B16 Tumoren. Dies

ist indikativ fiir einen hdheren Reifungsgrad der Blutgefiif3e und
damit eine bessere Blutversorgung des Tumors. Foto: Hz

und damit das gesunde Gewebe zu schonen. Notig sind
dafiir bakterielle Promotoren, die die Expression der
therapeutischen Molekiile auf den Tumor beschrénken.
Dazu haben wir mit unseren Salmonellen eine sogenannte
Promotor-Trap-Bibliothek untersucht und dabei mehrere Pro-
motoren gefunden, die Tumor-spezifische Expression zeigten.
Derzeit werden diese Promotoren bioinformatisch und ex-
perimentell charakterisiert. Parallel dazu haben wir Tumor-
spezifische Genexpression mit Hilfe von Expressionsarrays
untersucht. Wir haben tiber 20 bakterielle Gene definiert,
die spezifisch im Tumor und nicht in der Milz exprimiert
werden. Dies sollte zu einem besseren Verstandnis der
Physiologie der Bakterien im Tumor fithren und weiterhin

zu Kontrollelementen, die ermoglichen, dass therapeutische
Molekiile spezifisch im Tumor exprimiert werden konnen.
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Interferone (IFN) sind zentrale Signalmolekiile bei der
Abwehr von Pathogenen und erfiillen essenzielle Funktionen
in der Kommunikation von Zellen des Immunsystems. Das
IFN-System bildet die erste Verteidigungslinie des Korpers
im Kampf gegen Infektionen. Die Wirkung beruht dabei auf
der transkriptionellen Aktivierung einer Vielzahl antiviral
und immunmodulatorisch wirkender Gene. Wir wollen
molekulare und zelluldre Zusammenhénge der Wirtsab-
wehr gegen Infektionen verstehen und den Einfluss des
IFN-Systems auf die Immunitdt untersuchen. Das detail-
lierte Verstandnis der zugrunde liegenden Mechanismen
und deren zeitliche und rdumliche Dynamik konnen zu
neuen Erkenntnissen fiir die Pravention und Therapie von
Infektionen fiihren.

Das IFN-Netzwerk Das Netzwerk aus IFN-Produktion
und -Wirkung ist quantitativ und temporér strikt reguliert,
da eine Deregulation zu gravierenden pathologischen
Bedingungen fiihrt. Wir haben mittels intrazelluldrer
Reporter dynamische Zusammenhénge auf unterschied-
lichen Stufen des Netzwerks auf der Ebene von Einzelzellen
untersucht. Wir konnten zeigen, dass die initiale Induktion
von IFN ein hoch stochastischer Prozess ist, wahrend die
Reaktion auf IFN bimodal verlauft. Basierend auf diesen
Daten wurde ein quantitatives mathematisches Modell zur
Dynamik der IFN-Systems entwickelt. Es erlaubt Voraus-
sagen iiber den Ausgang von Infektionen. Um die koordi-
nierten Funktionen des IFN-Netzwerks in vivo zu untersu-
chen, wurden Reporter-Mause hergestellt, an denen wir die
Ausbreitung des IFN-Signals und das zelluldre Wirkungs-
spektrum untersuchen. So konnten wir zeigen, dass Viren
mit unterschiedlicher Pathogenitét veranderte IFN-Reak-

tionen in Qualitdt, Quantitdt und zeitlicher Abfolge auslosen.

Ausfallsicherung fiir die Abwehr von Virusinfektionen
Viren haben Strategien entwickelt, das I[FN-System zu
umgehen - und dadurch der Bekampfung durch den Wirt
zu entgehen. Wir konnten einen alternativen Mechanismus
der Virusabwehr identifizieren, der unabhdngig vom IFN-
System wirkt. Die zentrale Rolle hierbei spielt der Tran-
skriptionsfaktor IRF-1. Mduse, denen das IRF-1-Gen fehlt,
konnen virale Infektionen schlechter kontrollieren. Wenn
Viren Zellen infizieren, kommt es durch IRF-1 zu einer an-
tiviralen Abwehrreaktion. Mit Viperin konnten wir ein Gen
identifizieren, das an diesem Mechanismus entscheidend
beteiligt ist. Bei viralen Infektionen wirkt IRF-1 einerseits
als Verstarker der IFN-Antwort und andererseits als

Signalprogression wihrend einer Virusinfektion
Time-lapse-Mikroskopie der IFN Induktion (griin) und der Ant-
wort auf IFN (rot) zeigt die rdumliche und zeitliche Dynamik
der IFN-Signalausbreitung. Foto: HzI

Ausfallsicherung des IFN-Systems. Die Wirkung dieses
IFN-unabhingigen Mechanismus soll in weiteren Infek-
tionsmodellen wie HCV untersucht werden.

IRF-1 stimuliert die angeborene und erworbene Immunitat
Neben der antiviralen Abwehr ist das IFN-System wichtig
fir die Stimulation von Immunantworten. Erhohte Immun-
zellaktivitdt spielt bei der Abwehr von Tumoren eine
wichtige Rolle. Die Expression von IRF-1 in einem Lungen-
metastasen-Modell verhindert die Bildung von Metastasen.
Wir konnten dies auf die Anlockung und Aktivierung von
natiirlichen Killerzellen zuriickfiihren. Gleichzeitig fiihrt
die Expression von IRF-1 zur Etablierung einer Tumor-
spezifischen CD8* T-Zell-Antwort, die vor der Entstehung
von sekundédren Tumoren schiitzt. Bei der Induktion und
Aktivierung von Immunzellen spielt die entziindliche Mikro-
umgebung eines Tumors eine wichtige Rolle. Detaillierte
Analysen der Mikroumgebung und der Signalkaskaden der
Immunzellen sollen in Zukunft klaren, wie es zur Induktion
von Immunantworten kommt.

Stirnweiss, A., Ksienzyk, A., Klages, K., Rand, U., Grashoff, M., Hauser, H., Kréger, A.
(2010) IFN regulatory factor-1 bypasses IFN-mediated antiviral effects through viperin
gene induction. Journal of Inmunology 184(9), 5179-5185.

Pulverer, J.E., Rand, U., Lienenklaus, S., Kugel, D., Zietara, N., Kochs, G., Naumann, R.,
Weiss, S., Staeheli, P., Hauser, H., Koster, M. (2010) Temporal and spatial resolution of
type I and III interferon responses in vivo. Journal of Virology 84(17), 8626-8638.

Dietrich, N., Rohde, M., Geffers, R., Kroger, A., Hauser, H., Weiss, S., Gekara, N.O. (2010)
Mast cells elicit proinflammatory but not type I interferon responses upon activation of
TLRs by bacteria. Proceedings of National Academy of the Science USA 107(19):8748-8753.
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Formen des Zelltodes Im Laufe der Evolution haben mul-
tizellulare Organismen verschiedene Zelltodmechanismen
entwickelt. Sie konnen je nach Stimulus und Zelltyp induzi-
ert werden und erlauben Feinabstimmungen der Zellantwort
auf externe Umwelteinfliisse. So ist die Nekrose durch ein
starkes Anschwellen der Zelle gekennzeichnet. Die Zelle
platzt und intrazelluldre Bestandteile werden in das umlie-
gende Milieu freigesetzt. Diese induzieren die Aktivierung
von Immunzellen und 18sen so eine proinflammmatorische
Immunantwort aus. Im Gegensatz zur Nekrose wird bei der
Apoptose die Integritat der Plasmamembran der abster-
benden Zelle gewahrt und so eine Freisetzung intrazelluldrer
Bestandteile und damit eine Uberaktivierung des Immunsys-
tems verhindert. Apoptose spielt eine wichtige Rolle beim
Wechselspiel zwischen Pathogenen und der Wirtszelle. Zum
Beispiel toten Immunzellen infizierte Gewebszellen durch
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Der intrinsische Signalweg kann durch verschiedene Stimuli, wie
zum Beispiel UV-Bestrahlung oder den Entzug von Wachstums-
faktoren, ausgeldst werden. Pro-apoptotische BH3-only Proteine
werden daraufhin aktiviert und kénnen antiapoptotische Bcl-2
Proteine inhibieren. Dies fiihrt zu einer Bak/Bax-vermittelten
Porenbildung in der duferen Mitochondrienmembran, so dass
apoptogene Faktoren wie z.B. Cytochrom ¢ aus dem mitochondri-
alen Intermembranraum freigesetzt werden. Letzteres induziert
durch seine Bindung an monomeres Apaf-1 die Bildung eines
heptameren Multiproteinkomplexes, dem Apoptosom, tiber

das Caspase-9 aktiviert werden kann. Aktive Caspase-9 kann
nun ihrerseits Caspase-3 proteolytisch aktivieren. Durch die
anschlieffend massive Spaltung zelluldrer Todessubstrate wird
letztendlich der Tod der Zelle ausgeldst. Der extrinsische Apop-
tose-Signalweg verlduft tiber die Aktivierung membranstindiger
Todesrezeptoren. Bei Bindung des spezifischen, trimeren Ligan-
den wird eine Oligomerisierung des Rezeptors und die Bildung
des DISCs, bestehend aus der zytoplasmatischen Domdne des
Todesrezeptors, dem Adapterprotein FADD sowie Procaspase-8
induziert. Diese kann direkt Caspase-3 oder iiber die Spaltung
des BH3-only Proteins Bid zu tBid den intrinsischen Signalweg
aktivieren. Die Aktivierung von Caspase-8 am DISC kann durch
C-FLIP Proteine inhibiert werden.

Apoptose ab, um eine weitere Vermehrung der Pathogene

zu unterbinden. Andererseits konnen bestimmte Viren und
Bakterien die Apoptose in der Wirtszelle unterbinden, um
ihr Uberleben zu sichern. Deregulation von Apoptose ist eng
mit dem Auftreten verschiedener Erkrankungen assoziiert.
So sterben bei der viralen Hepatitis zu viele Zellen an Apop-
tose, wohingegen in Tumorzellen die Apoptose inhibiert ist.

Signalwege der Apoptose Es wurden zwei Hauptsignal-
wege der Apoptose beschrieben, der extrinsische und der
intrinsische Signalweg. Der intrinsische Weg involviert das
Mitochondrium und wird durch die Bcl-2-Familie reguliert.
Extrinsische Apoptose wird durch sogenannte Todesrezep-
toren ausgelost, deren prototypischer Vertreter CD95 ist.
CD95 ist fiir eine Reihe von immunologischen Prozessen
wichtig, wie z.B. T-Zell-vermittelte Inmunantworten, aber
auch bei der Tumorentstehung. Uber die Signalmechanismen
der Apoptose bei akuten und chronischen Infektionen ist
wenig bekannt. Wir wollen diese mit Hilfe von verschiedenen
transgenen Mausmodellen und pharmakologischen Apop-
tose-Modulatoren (z.B. Caspase-Inhibitoren) aufklaren. Dabei
werden wir uns u.a. auf die FLICE-inhibitorischen Proteine
(FLIP) konzentrieren, die wichtige Regulatoren von Todes-
rezeptoren sind. FLIP-Proteine wurden in Sdugetierzellen
(zelluldre FLIP = ¢-FLIP) und in bestimmten y-Herpesviren
(v-FLIP) identifiziert. Wir konnten zeigen, dass die c-FLIP-
und v-FLIP-Proteine unterschiedliche biochemische Mecha-
nismen nutzen, um Apoptose zu inhibieren, obwohl sie
strukturell sehr dhnlich sind. Die funktionellen Konsequen-
zen und therapeutischen Moglichkeiten dieser Unterschiede
sollen in Zukunft untersucht werden.

Autophagie Autophagie ist ein lysosomaler Abbaumecha-
nismus und essenziell fiir die zellulare Homoostase, die
embryonale Entwicklung und Immunitat. Einerseits konnen
intrazellulare Pathogene tiber Autophagie eliminiert werden.
Andererseits nutzen bestimmte Pathogene die Autophagie
aus, um dem Immunsystem zu entkommen. Obwohl die
Funktion vieler molekularer Mediatoren der Autophagie

in den letzten Jahren aufgeklart wurde, ist wenig tiber die
Signalmechanismen bekannt, die die Autophagie regulieren.
Wir haben vor kurzem einen neuen Regulationsmechanismus
entdeckt, der die Stresskinase p38 und Atgb involviert, einen
essenziellen Autophagie-Mediator. In Zukunft wollen wir die
Rolle dieses Regulationsmechanismus beim Uberleben von
Staphylococcus aureus in Sdugetierzellen untersuchen.

Ueffing N, Keil E, Freund C, Kiithne R, Schulze-Osthoff K, Schmitz I (2008) “Structural
and mutational analyses of c-FLIPR, the only murine short FLIP isoform, reveal require-
ments for DISC recruitment”. Cell Death and Differ 15(4):773-82.

Ueffing N, Schuster M, Keil E, Schulze-Osthoff K, Schmitz I (2008) “Upregulation of
c-FLIPshort by NFAT contributes to apoptosis resistance of short-term activated T cells”.
Blood 112(3):690-8.
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Die Infektion von Geweben, sowie Sepsis, Trauma und Schock
induzieren teilweise schwere Entziindungen im Organismus.
Solche akuten Entziindungen sollen eigentlich dazu fiihren,
dass infektiose Pathogene wie Bakterien oder Viren elimi-
niert werden, eine Geweberegeneration initiiert und der
Organismus wieder zur normalen Funktion zurtickfiihrt wird.
Héufig gehen akute Entziindungen jedoch in eine chronische
Form iiber — Zellen des Immunsystems zerstoren das Gewebe
am Ort der Entzlindung dann so weit, dass es haufig nicht
mehr regenerierbar ist.

Wir folgen der Hypothese, dass eine Inhibierung entziind-
licher Signalkaskaden die Grundlage neuer antientziind-
licher Strategien zur Therapie akuter und chronischer Ent-
ziindungen werden kann. Dazu untersuchen wir Caveolin-1
als neues Zielprotein - fiir Entziindungen und Infektionen
durch Influenzaviren. Caveolin-1 ist ein Membranprotein, das
vor allem am Molekiltransport und an zelluléren Signal-
transduktionsprozessen beteiligt ist. Es interagiert mit dem
Matrixprotein M2 humaner Influenzaviren und beeinflusst
die Produktion der viralen Nachkommenschaft. Diese
Caveolin-1/M2 Interaktion und ihre Signalwege werden nun
auf ihr Potenzial als neues Target fiir die therapeutische
Intervention hin untersucht.

Als weitere neue antiinflammatorische Strategie stellen wir
spezifische Intrabodies her, die entziindliche Rezeptoren wie
Toll-like Receptor 2 oder 9 (TLR-2/TLR9) inhibieren konnen,
indem sie diese im endoplasmatischen Retikulum inaktiv
zuriickhalten. Wir konnten zeigen, dass der anti-TLR2-In-

In vitro Differenzierung endothelialer Vorlduferzellen (EPCs)
aus der Mauslunge: Bipotenz zur Differenzierung in Blut- und
Lymphendothelzellen. (Prox1, Lymphenendothelzellmarker
(griin); CD31, Blut- und Lymphendothelzellmarker (rot)) Foto: HzI

trabody septischen Schock in Mausen inhibieren kann. Wir
untersuchen nun anti-TLR2 sowie den neu hergestellten anti-
TLRY Intrabody in einem Mausmodell auf ihre Fahigkeit, mit
einer schweren chronischen Entziindung wie rheumatoider
Arthritis zu interferieren.

Die rheumatoide Arthritis ist eine schwere chronische - sehr
schmerzhafte — Autoimmunerkrankung, die langfristig
hiufig die Gelenke zerstort. Die Krankheit betrifft 1% der
Bevolkerung und ist durch Invaliditat und erhohte Mortalitit
gekennzeichnet. Aktuelle Therapien sind nur begrenzt wirk-
sam, damit ist die Suche nach neuen Therapiestrategien ein
wichtiges Ziel der Rheumaforschung. In unserem neuen An-
satz blockieren wir die Funktion eines zentralen inflammato-
rischen Signalmolekiils (TGF-beta-aktivierte Kinase-1; TAK1)
im Gesamtorganismus mithilfe von kleinen, inhibitorischen
Molekiilen, den sogenannten siRNAs. Im Mausmodell zeigte
sich eine hervorragende therapeutische Wirkung dieser
»anti-TAK1 Strategie, die mit stark verminderten Gelenkde-
generationen und Entziindungsreaktionen einherging. Die
Inhibierung von TAK1 hat zudem eine reduzierte Anzahl von
inflammatorischen T-Helferzellen (sog. Th1 und Th17 Zellen)
zur Folge. TAK1 bietet demnach ein potenzielles neues Ziel
in der Behandlung von rheumatoider Arthritis. Diese Er-
gebnisse sollen nun auf andere chronisch-inflammatorische
Prozesse tibertragen werden.

Blut- und LymphgefiaBe sind wichtig fiir die Aufrechterhal-
tung chronischer Entzlindungen aber auch fiir das Abklingen
von Entzlindungen. Um deren Rolle sowie Interaktionen
zwischen Lymphgefdfen und entziindeten Geweben zu
untersuchen, haben wir neue Techniken entwickelt: Wir
isolieren humane Lymphendothelzellen aus gesundem und
erkranktem Gewebe junger Patienten mit einem Lymphangi-
om und charakterisieren das Genexpressionsmuster.

Zusatzlich konnten fiir experimentelle Modelle und Studien
endotheliale Vorlduferzellen aus der Mauslunge isoliert
werden, die in vitro und in vivo zu Blut- und Lymphendothel-
zellen ausdifferenzieren konnen. Wir untersuchen gegenwar-
tig, welche Gene sich als mogliche Targets fiir therapeutische
Entwicklungen anbieten.

Becker, J., Pavlakovic, H., Ludewig, F., Wilting, F., Weich, H.A., Albuquerque, R., Ambati,
J., & Wilting,J. (2010) Neuroblastoma progression correlates with downregulation of the
lymphangiogenesis inhibitor sVEGFR-2. Clinical Cancer Research 16, 1431-1441.

Charbord, P, Livne, E., Gross, G., Haupl, T., Neves, N. M., Marie, P., Bianco, P., & Jorgen-
sen, C. (2010) Human bone marrow mesenchymal stem cells: A systematic reappraisal
via the genostem experience. Stem Cell Review, in press

Courties, G., Seiffart, V., Presumey, J., Escriou, V., Scherman, D., Zwerina, J., Riuz, G.,
Zietara, N., Jablonska-Koch, J., Weiss, S., Hoffmann, A., Jorgensen, C., Apparailly, F., &
Gross, G. (2010) In vivo RNAi-mediated silencing of TAK1 decreases inflammatory Th1
and Th17 cells through targeting of myeloid cells. Blood, in press.
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Im Rahmen dieses Projekts entwickeln wir zellulare Modelle
und transgene Maus-Modellsysteme. Dabei nutzen und
entwickeln wir neue molekularbiologische Strategien zur
vorhersagbaren Expression von Genen. Diese Systeme
setzen wir gezielt fiir verschiedene Fragestellungen im
Rahmen der Infektionsforschung ein.

Gerichtete Integration von Expressionskassetten In der
Vergangenheit haben wir sehr effiziente Verfahren entwickelt,
um Transgene vorhersagbar in Zellen zu exprimieren. Dazu
nutzen wir Verfahren zur gerichteten Integration von Ex-
pressionskassetten in zuvor charakterisierte chromosomale
Orte, die die Transgenexpression optimal unterstiitzen. So
konnen wir die Expressionseigenschaften verschiedener
Kassetten an definierten Integrationsorten untersuchen

und optimieren. Dies wurde am Beispiel der Antikorper-
produktion sowie der Produktion therapeutischer Retroviren
verfolgt und zur Etablierung von entsprechenden Produzen-
tenzellen umgesetzt. Eine optimale Expression kann erzielt
werden, wenn eine an den Integrationsort angepasste
Expressionskassette integriert wird. In verschiedenen Zell-
systemen wurden so Expressionskassetten auf die jeweiligen
Integrationsorte zugeschnittenen, wodurch eine hohe Ex-
pressionsrate erzielt werden konnte.

Strikt regulierte und gewebespezifische Genexpression in
der Maus: Mausmodell fiir induzierte Hepatitis Basierend
auf den Strategien zur vorhersagbaren Transgenexpression
haben wir eine Plattform auf murinen embryonalen
Stammzellen aufgebaut, die die schnelle Generierung von
transgenen Mausen mit gewebespezifischer und strikt
kontrollierter Genexpression erlaubt. Hierfiir verwenden
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Mausmodelle mit induzierter leberspezifischer Alktivierung von
Antigenen.

A. Nachweis der aktivierten Luciferase tiber Biolumineszenz.

B. Die Aktivierung von Ovalbumin fiihrt zur Schédigung von
Hepatozyten und Freisetzung von spezifischen Enzymen (ALT)

wir sowohl transkriptionell als auch posttranskriptionell
regulierte Module. Wir setzen diese nun ein, um Antigene
von Viren (HBV, HCV) leberspezifisch zu exprimieren. Die
Induktion der viralen Antigene in der Leber fiihrt zu einer
spezifischen Erkennung der Antigen-prasentierenden Hepa-
tozyten durch CD8 T-Zellen und wird von einer massiven
Hepatitis begleitet. Mit diesem Mausmodell untersuchen und
charakterisieren wir nun die Interaktion von T-Zellen mit
leberspezifisch-exprimierten viralen Antigenen.

Ein Toxin/Antitoxin-Expressionssystem Um die Gen-
expression in Sdugerzellsystemen zu stabilisieren, werden
normalerweise Selektionssysteme eingesetzt, die die Kulti-
vierung der Zellen in Anwesenheit bestimmter Selektions-
agenzien erlauben. Fiir viele in vivo Anwendungen ist eine
derartige Selektion jedoch nicht méglich. Wir haben daher
ein System entwickelt, das es erlaubt, die Expression selek-
tionsfrei durch ein Toxin/Antitoxin-System zu stabilisieren.
Hierfiir wurde die Expression des gewiinschten Proteins
mit der Expression eines Antitoxins gekoppelt und so ein
in der Zelle exprimiertes Toxin neutralisiert. Mit diesem
System kann eine Stabilisierung der Proteinexpression tiber
mehrere Monate erreicht werden.

Verhinderung von mikrobiellen Biofilmen auf Implantat-
oberflichen Zur Verhinderung von Biofilmen auf medizi-
nischen Implantaten wurden Beschichtungen zur kon-
trollierten Freisetzung von Antibiotika entwickelt. Zwei
unterschiedliche Strategien wurden angewandt. Eine
modifizierte nanopordse Oberflaichenbeschichtung wurde
mit einem Antibiotikum beladen, welches iiber eine langere
Zeitdauer langsam freigesetzt wurde. Alternativ wurde

eine Beschichtung auf Basis eines Sekundiarmetaboliten
entwickelt, welche in vitro fiir ca. eine Woche antibakterielle
Aktivitat gegen P. aeruginosa zeigte.

Sandhu, U., Cebula, M., Behme, S., Riemer, P., Wodarczyk, C., Reimann, J., Schirmbeck,
R., Hauser, H. and Wirth, D. (2011) Strict control of transgene expression expression in a
mouse model for sensitive biological applications. Nucleic Acids Research (in press)

Gama-Norton, L., Herrmann, S., Schucht, R., Coroadinha, A., Low, R., Bartholomae C,
Schmidt M, Alves, P., Baum, C., Schambach, A., Hauser, H., and Wirth, D. (2010) Retro-
viral vector performance upon integration into defined chromosomal loci of modular
packaging cell lines. Human Gene Therapy 21(8):979-91.

Nehlsen, K., Herrmann, S., Zauers, J., Hauser, H. and Wirth, D. (2010) Toxin-antitoxin
based transgene expression in mammalian cells. Nucleic Acids Research 38(5), e32.

May, T., Butueva, M., Bantner, S., Markusic, D., Seppen, J., Weich, H., Hauser, H., and
Wirth, D (2010). Synthetic gene regulation circuits for control of cell expansion. Tissue
Engineering Part A. 6(2): 441-452

Nehlsen, K., Schucht, R., Gama-Norton, L., Kromer, W., Baer, A., Cayli, A., Hauser, H. and
Wirth, D. (2009) Recombinant protein expression by targeting pre-selected chromoso-
mal loci. BMC Biotechnology, 9, 100.
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Ein Drittel der jahrlichen Todesfalle auf der Welt sind direkt auf Infektionskrankheiten zurlickzufiihren. Dariiber hinaus sind Mikro-
organismen fiir wenigstens 15% aller Krebserkrankungen verantwortlich und spielen auch bei der Pathogenese vieler chronischer
Erkrankungen eine wesentliche Rolle. So deutet z.B. eine kirzlich durchgefiihrte Studie darauf hin, dass eine chronische Tuberkulo-
se das Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken, signifikant erhdht. Die von den Krankheitserregern ausgehende Bedrohung wird zudem
noch dadurch verstarkt, dass immer mehr Erreger Resistenzen gegen nahezu alle existierenden Therapeutika entwickeln. Aus diesen
Grinden ist die Entwicklung neuer Anséatze zur Bekdmpfung von Krankheitserregern unbedingt erforderlich. Das Hauptziel dieses
Topics ist es daher, innovative Techniken und Strategien zur Vorbeugung, Behandlung und Kontrolle von Infektionen und Infektions-
assoziierten Krankheiten zu entwickeln. Um dieses Ziel zu erreichen, werden neue Zielstrukturen und bioaktive Molekdile fiir Behand-

lungen identifiziert, neue Immuninterventionen entwickelt und neue Diagnoseverfahren und Biomarker eingefihrt.

In dem Projekt ,,Molekulare Mechanismen der Hepatitis-C-Virus-Infektion und Replikation“ werden die fiir die Replikation des
Hepatitis C Virus (HCV) entscheidenden Interaktionen zwischen Virus und Wirt untersucht. Die hier gewonnenen Erkenntnisse sollen
dazu beitragen, neue Zielstrukturen fiir Medikamente zur Hemmung der HCV-Replikation zu definieren. Dariiber hinaus sollen sie
helfen, Screening-Methoden zur Identifikation von Molekdlen zu etablieren, die in der Lage sind, fiir die Replikation wichtige Prozesse
zu unterbrechen. So sollen mittels zellbasierter Untersuchungen die zellularen Kofaktoren identifiziert werden, die HCV fiir seine
Vermehrung bendtigt. AuBerdem sollen zellbasierte Hochdurchsatzverfahren zur Identifikation HCV-spezifischer Inhibitoren aus der
HZI Naturstoffbank entwickelt werden. In diesem Zusammenhang wurde in Kooperation mit der Abteilung Chemische Biologie ein
Screening-System entwickelt, welches basierend auf dem Enzym Luziferase das Monitoring der HCV-Replikation im 384-Well-Format
ermoglicht. Zeitgleich soll zudem der direkte Einfluss immunsuppressiver Medikamente auf die HCV-Vermehrung bestimmt werden.
Dies ist von besonderem Interesse, da chronische HCV-Infektionen eine Hauptursache fiir Lebertransplantationen darstellen und

die Immunsuppression zur Verhinderung einer AbstoBung des Transplantats zwingend erforderlich ist. Die geplanten Studien kdnn-
ten also dazu beitragen, die Behandlung transplantierter HCV-Patienten zu verbessern. Ein besonderer Fokus der Arbeit liegt auf der
Charakterisierung von solchen Faktoren, die fiir die strikte Wirtsspezifitat verantwortlich sind. Die Aufklarung dieser Faktoren soll bei

der Entwicklung von Kleintiermodellen fir dieses Virus helfen.

In dem Projekt ,,Chronische Infektion und Krebs“ werden innovative Mausmodelle entwickelt, um die Rolle der Zellalterungsprozesse
bei der Immunabwehr wahrend chronischer Leberentziindung und Leberkrebs zu erforschen. Dies ist verbunden mit Untersuchungen
zum onkogenen Potenzial von HBV- und HCV-Strukturproteinen bei der Entstehung von Leberkrebs. Es sollen insbesondere auf funk-
tionaler Genomanalyse basierende Studien durchgefiihrt werden, um die der Leberschadigung, der Leberregeneration, sowie dem
Leberkrebs zugrunde liegenden molekularen Mechanismen aufzuklaren. Zu diesem Zweck wird die auf microRNA basierende shRNA-
Technologie eingesetzt, mit der eine stabile oder auch reversible RNAi-vermittelte Hemmung endogener Gene in kultivierten Zellen
oder in experimentellen Mausmodellen erzielt werden kann. Zur Identifikation neuer therapeutisch wirksamer Substanzen werden
retro- und lentivirale shRNA ,Genome-scale“-Banken des murinen und humanen Genoms eingesetzt. Dariiber hinaus wird die Rolle der
Zellalterungsprozesse bei der Immunabwehr wéhrend chronischer Leberentziindung und Leberkrebs untersucht. Hierbei liegt der

Fokus auf der Wechselwirkung zwischen alternden Zellen und dem Immunsystem.

Das Projekt ,,Die Alterung des Immunsystems* hat zum Ziel, die Auswirkungen anhaltender Infektionen auf die Immunregulation
sowie die ,Vergreisung“ des Immunsystems aufzuklaren. Es besteht Konsens dariiber, dass die adaptive Immunantwort in alten

Menschen beeintrachtigt ist, da mit zunehmendem Alter die Anzahl naiver T-Zellen sowie die klonale Vielfalt abnehmen, wahrend die
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Anfalligkeit gegeniiber Infektionen zunimmt. Die Mechanismen, die diese Prozesse steuern, sind jedoch nicht vollstandig aufgeklart.
Das Cytomegalovirus (CMV) ist allgegenwartig, d.h. die Mehrheit der Menschen auf der Welt ist infiziert. CMV etabliert eine lebens-
lange latente Infektion, welche das Repertoire der T-Gedachtniszellen beherrscht. Aus diesem Grund werden die zellularen und
molekularen Mechanismen aufgeklért, die flr die Induktion der adaptiven Immunantwort wahrend einer CMV-Infektion verantwort-
lich sind. AuBerdem werden sowohl die Auswirkungen auf die Entwicklung des T-Zell-Repertoires als auch auf die Immunantworten
gegen CMV und andere chronische Infektionen untersucht. Es wird erwartet, dass die in diesem Projekt gewonnenen Erkenntnisse

dazu beitragen, die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien zu férdern - insbesondere fiir dltere Menschen.

Das Projekt ,Interaktion zwischen angeborener und adaptiver Immunitat“ untersucht die Rolle des Typ-l Interferons (IFN-I) bei der
Kontrolle der Virusausbreitung sowohl in der Peripherie als auch im zentralen Nervensystem. Dies ist von groBer Bedeutung, da IFN-I
bereits wenige Stunden nach der Infektion gebildet wird und so das Uberleben des Wirtes garantiert, bis nach einigen Tagen die Virus-
spezifische adaptive Immunantwort das Pathogen effizient bekampft. Es wird untersucht, wie DNA- (humanes CMV und Vaccinia
Virus) oder RNA-Viren (HCV und vesikuldres Stomatitis Virus) IFN-I-Antworten stimulieren und welche Mechanismen sie entwickelt
haben, um die antiviralen Eigenschaften von IFN zu hemmen. In diesem Zusammenhang werden die antiviralen Immunantworten
humaner konventioneller und plasmazytoider dendritischer Zellen (DZ) in vitro und die Rolle muriner DZ in in vivo Studien untersucht.
Hierbei sind Gen-Stimulations-Signaturen Virus-stimulierter humaner DZ von besonderem Interesse, da sie mdoglicherweise zur
Identifikation neuer Biomarker beitragen. Interessanterweise haben alle untersuchten Viren Strategien entwickelt, um entweder die
Induktion der IFN-I-Antwort oder aber die Funktion von IFN-I zu hemmen. Daher werden die unterschiedlichen Induktionsmechanis-
men in den verschiedenen anatomischen Nischen genauso analysiert werden, wie der Einfluss des Virus-induzierten IFN auf die
Stimulation Virus-spezifischer CD8* T-Zellantworten, Virus-neutralisierende Antikorperantworten sowie NK-Zellantworten. Die in
diesem Projekt erzielten Ergebnisse werden genutzt, um die auf pegyliertem IFN-a./Ribavirin basierende Therapie von chronischen

HCV Infektionen zu verbessern und um neue Ansatze fiir Immuntherapien basierend auf antiviralen Zytokinen zu etablieren.

Das Projekt ,Antigentransportsysteme und Impfstoffe® ist auf die Entwicklung neuer Werkzeuge und Strategien zur Optimierung der
Anlieferung von Antigenen fokussiert. Im Besonderen werden die mukosalen Applikationsrouten und ihre Nutzung fiir die Impfstoff-
entwicklung gegen spezifische Krankheiten analysiert. Das Projekt ist dabei mit einem Programm zur Etablierung der kostenglinsti-
gen und effizienten préklinischen Validierung auf Basis des humanisierten Mausmodells (HIS) verbunden, um damit ein Auswahl- und
Priorisierungsverfahren zur Bestimmung von Interventionskandidaten zu erhalten. Im Kontext der Impfung spielt die Optimierung des
Antigendesigns eine kritische Rolle. Dies gilt natiirlich besonders, wenn ein Pathogen Mechanismen entwickelt hat, die es ihm erlau-
ben, der spezifischen Immunantwort zu entgehen (,immune escape mechanism®). Im Fall von Trypanosoma cruzi wird zwar eine
starke Immunreaktion als Antwort auf eine Impfung bzw. natiirliche Infektion ausgeldst, jedoch ist diese nicht ausreichend, um den
Parasiten vollstéandig abzutdten. Erste Studien mit rekombinanten Proteinen unterschiedlicher Domanen von Cruzipain (wichtige
Cystein Proteinase von T. cruzi) zeigen, dass die Immunisierung mit dem gesamten Cruzipainmolekiil in einer schwachen Erkennung
der N-terminalen katalytischen Doméne resultiert. Demgegentber wurde gezeigt, dass die Verschleierung der protektiven Determi-
nanten verhindert werden konnte, wenn das Immunogen, die N-terminale Domane, angepasst wurde. Dieser Ansatz erlaubt eine Neu-
ausrichtung der Wirtsimmunantwort, welche nun einen erhéhten Schutz bei akuter und chronischer Infektion gewéhrt. Daneben gibt
es in diesem Projekt Aktivitdten, die zu einer Optimierung der Antigen-Anlieferung lber die mukosalen Routen flihren sollen. Die
Stimulation von spezifischen T-Helfer (Th) Antworten ist kritisch flir den effizienten Aufbau einer spezifischen Immunitat, ohne dabei
Nebenwirkungen auszulésen. Bisher ist das Wissen darlber unvollstandig, welche Effektormechanismen eine mukosale Impfung aus-

|6st. Die Analyse der nach intranasaler Impfung stimulierten Th-Untergruppen zeigte, dass préferenziell Th17-Zellen induziert wurden.
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Das Projekt ,,Therapeutische zelluldre Vakzine“ beschéftigt sich mit den Strategien persistenter Krankheitserreger, die das Immun-
system tauschen und Immunreaktionen umgehen. Dies kann durch die Stimulation professioneller Antigen-prasentierender Zellen
(APZ), wie z.B. DZ, erreicht werden. Allerdings kann eine starke Aktivierung des Immunsystems zu pathogenen Prozessen fiihren, in
deren Verlauf die Reaktion durch immunsuppressive Zellen, wie z.B. mesenchymale Stromazellen, kontrolliert wird. Durch Modifizie-
rung der APZ mittels adenoviraler Vektoren, welche fiir Antigene und immunomodulatorische Molekiile kodieren, wurde die Kapazitat
der Antigenprasentation verstarkt. Dariiber hinaus wurde beobachtet, inwieweit die stimulatorische Kapazitat der DZ durch Infektion
mit Mycobacterium bovis BCG erhdht wird. Um die Translation der Ergebnisse der Grundlagenforschung in Richtung Zelltherapie zu
ermoglichen, mussten flexible und stabile GMP- (Good Manufacturing Praxis) konforme Prozesse fiir die Kultivierung und Modifikation
der unterschiedlichen Zelltypen (z.B. DZ) durch den Einsatz geschlossener Beutel-Systeme (,closed integrated bag system®) etabliert
werden. Durch dielektrische Barriereentladung in Gegenwart oberflachenaktivierender Molekiile werden die Eigenschaften der Beutel-

Systemoberfldchen so verandert, dass eine Kultivierung von adharenten Zellen, wie z.B. mesenchymalen Stammzellen, ermdglicht wurde.

Das Projekt ,Molekulare Diagnostik mikrobieller Krankheitserreger” ist auf die Entwicklung und Applikation von hochauflésenden
molekularen diagnostischen Werkzeugen zum Studium von Lebensmittel- und Trinkwasser-vermittelten Infektionen durch bakterielle
Pathogene fokussiert. Mit diesen Werkzeugen sollte es moglich sein, einzelne Stamme, die fir Infektionen von individuellen
Patienten oder Infektionsausbriiche verantwortlich sind, zu identifizieren. Darliber hinaus ermdglichen diese Werkzeuge, Anwesen-
heit, Virulenz und das MaB der metabolischen Aktivitat der Pathogene in humanen, veterindren und bakteriellen Proben nachzuwei-
sen. Durch die Implementierung neuer Methoden, wie z.B. ,Multi-Loci Variable Number of Tandem Repeats Analysis“ (MLVA), soll das
Versténdnis flr die Infektionsrouten der bakteriellen Pathogene aus Lebensmitteln bzw. Wasser weiter vertieft werden. Weiterhin
sollen die Analysen Aufschluss Uber die Evolution und Epidemiologie der pathogenen Bakterien in der natirlichen und klinischen
Umgebung gewéhren. Die Validierung einer MLVA-Methode, die fiir die Analyse von Vibrio parahaemolyticus mit Hilfe von chilenischen
Isolaten entwickelt wurde, zeigte, dass - neben dem Auftauchen einer Pandemie - eine lokale Evolution einen starken Einfluss auf
die Infektiositat besitzt. Die Adaption der anerkannten MLVA-Methode mit Legionella pneumophila auf die Analyse von Trinkwasser

wird es erlauben, spezifische MLVA-Genotypen zu identifizieren, ohne diese erst kultivieren zu miissen.
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Abb. 2. Infektion von Mauszellen mit retroviralen HCV-Pseudopartikeln. Diese Pseudopartikel tragen entweder die Wildtyp-Hiillproteine
(oben links) oder die an Maus-CD81 adaptierten Hiillproteine (oben rechts). Mit diesen Pseudopartikeln wurden Mauszellen infiziert,
die entweder alle vier humanen oder die entsprechenden Maus-Faktoren tragen (Mitte). Die Pseudopartikel tibertragen ein eGFP Repor-
tergen, so dass sich infizierte Zellen anhand ihrer eGFP-Fluoreszenz identifizieren lassen. Die Anzahl der infizierten Zellen ist angegeben
(unten). (siehe Beitrag ndichste Seite)
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Das Hepatitis-C-Virus (HCV) infiziert neben dem Menschen
nur Schimpansen. Das derzeit einzige Tiermodell sind
LShumanisierte Mause ohne Immunsystem, denen primére
humane Leberzellen transplantiert werden, in denen sich
HCV vermehren kann. Dieses System ist jedoch fiir die
Impfstoffentwicklung ungeeignet, da mit diesen Tieren
wegen des Immundefektes keine immunologischen Studien
durchgefiihrt werden konnen. Wir untersuchen, warum
HCYV sich in murinen Leberzellen nicht vermehrt. Auf
diesem Weg wollen wir verstehen, wie HCV entscheidende
Kofaktoren nutzt und gleichzeitig lernen, welche Barrieren
iiberwunden werden miissen, um ein immunkompetentes
Kleintiermodell fiir HCV zu entwickeln.

Der HCV-Zelleintritt in Mauszellen funktioniert nicht

ohne humane Zelleintrittsfaktoren, da die Proteine auf der
Oberflache des Virus nur schlecht zu den entscheidenden
Mausproteinen auf den Mausleberzellen passen. Damit HCV
in Leberzellen eindringen kann, muss das Virus mit vier
verschiedenen Molekiilen auf der Oberflache der Zielzelle
interagieren. Diese zelluldaren Proteine sind SR-BI, CD81,
Claudin-1 und Occludin. Besonders CD81 und OCLN sind
fiir die Spezies-Spezifitdt verantwortlich. Unsere neuen Er-
gebnisse zeigen, dass Claudin-1 aus der Maus nur bedingt
von HCV fiir den Zelleintritt genutzt wird, so dass auch
Claudin-1 zur HCV Spezies-Spezifitat beitragt.

Adaptation von HCV an murine Zelleintrittsfaktoren

In diesem Kontext haben wir versucht, das Virus an die
Maus anzupassen. Hierfiir wurde zundchst eine Leberzell-
linie hergestellt, die zwar iber humanes SR-BI, Claudin-1
und Occludin verfiigt, der aber das menschliche CD81
fehlt. AnschlieBend haben wir kiinstlich die Mausvariante
des CD81 eingeschleust. Daraufhin lieBen sich die Zellen
wieder infizieren — allerdings war die Effizienz verglichen
mit dem humanen CD81 etwa 100-fach niedriger (Abb. 1).
Durch serielle Passage des Virus in diesen Zellen hat sich
das Virus so gewandelt, dass es die Mausvariante des CD81
genauso effizient nutzen konnte, wie die humane Variante
(Abb.2, siehe S. 101). Allerdings hat diese Verdnderung fiir
das Virus seinen Preis: Das adaptierte Virus ist wesentlich
anfélliger gegeniiber Antikorpern aus Patienten geworden.
Vermutlich hat die Anpassung an das Maus-CD81 besonders
empfindliche Bereiche auf der Virusoberflache freigelegt, so
dass das Virus nun durch Antikorper besser ausgeschaltet
werden kann. Moglicherweise ist diese ,gedffnete“ Struktur,
welche Konformationswechsel erleichtert, entscheidend fiir
die Nutzung nicht-humaner Eintrittsfaktoren.
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Abb. 1. Adaptation des HCV an CD81 aus der Maus. HCV wurde
in humane Leberzellen transfiziert, die murines CD81 anstelle
des humanen CD8I tragen. Der Zellkulturiiberstand dieser
Zellen wurde seriell auf den humanen Zellen mit Maus-CD81
passagiert. Der Erfolg der Adaptation wurde durch Infektion
von Zellen, die entweder humanes oder murines CD81 tragen,
tberpriift (unten). Nach der Adaptation wurde das virale
Genom isoliert und sequencziert. Drei Mutationen im Bereich
der Hiillproteine wurden identifiziert, welche fiir die Adaptation
an Maus-CD81 verantwortlich sind; sie sind mit einem Stern im
Virusgenom markiert (unten rechts).

Perspektive Prinzipiell sollte es also mdoglich sein, das Vi-
rus an weitere nicht-humane zelluldare Replikationsfaktoren
anzupassen. Auf diese Weise konnen wir lernen, wie sich
HCV die entsprechenden Wirtsfaktoren zunutze macht und
warum dies etwa in Mauszellen nicht gelingt. So werden
die Hiirden fiir die Entwicklung eines immunkompetenten
Kleintiermodells erkennbar und es konnen langfristig Wege
gefunden werden, diese zu liberwinden.

Bitzegeio J, Bankwitz D, Hueging K, Haid S, Brohm C, Zeisel MB, Herrmann E, Iken M,
Ott M, Baumert TF & Pietschmann T. (2010) Adaptation of hepatitis C virus to mouse
CD81 permits infection of mouse cells in the absence of human entry factors. PLoS
Pathogens 6:1000978.

Haid S, Windisch MP, Bartenschlager R & Pietschmann T. (2010) Mouse-specific resi-
dues of claudin-1 limit hepatitis C virus genotype 2a infection in a human hepatocyte
cell line. Journal of Virology 4(2):964-75.

Bankwitz D, Steinmann E, Bitzegeio J, Ciesek S, Friesland M, Herrmann E, Zeisel MB,
Baumert TF, Keck ZY, Foung SK, Pécheur EI, Pietschmann T. (2010) Hepatitis C virus
hypervariable region 1 modulates receptor interactions, conceals the CD81 binding site,
and protects conserved neutralizing epitopes. Journal of Virology 84(11):5751-63.
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Nach einer Virusinfektion werden in der Regel innerhalb von
Stunden Typ I Interferon-Antworten induziert, die fiir die
ersten Tage das Uberleben des Wirts sichern. Erst nach un-
gefahr einer Woche wird das adaptive Immunsystem so weit
aktiviert, dass es in der Lage ist, Pathogene zu eliminieren.
In friiheren Arbeiten haben wir gefunden, dass nach einer
viralen Infektion eine kleine Anzahl hoch spezialisierter
Immunzellen, die auch als plasmazytoide dendritische Zellen
(pDC) bezeichnet werden, groBe Mengen an schiitzendem
Typ I Interferon produzieren. Praktisch alle genauer unter-
suchten Viren haben GegenmafBnahmen zur Hemmung der
Induktion oder der Funktion von Interferon entwickelt. Wir
erforschen, wie unterschiedliche Viren Typ I Interferon-Ant-
worten induzieren, welche Strategien sie entwickelt haben,

Nach intranasaler Infektion von Mdusen befillt VSV Riechner-
ven, wandert tiber die Axone bis in den Riechkolben und wird
dort in peripheren Bereichen Typ I Interferon-abhdngig gestoppt.
Bisher ist unklar, ob im Riechkolben gebildetes Interferon eine
kritische Rolle spielt, welcher Zelltyp lokal zur Interferonpro-
duktion angeregt wird und welche molekularen Mechanismen
dabei eine Rolle spielen. In der Abbildung ist die histologische
Analyse des Riechkolbens einer Maus dargestellt, die mit einem
eGFP exprimierenden VSV infiziert worden ist (oben). Es ist
deutlich erkennbar, dass das Virus in der glomeruldren Schicht
des Riechkolbens gestoppt wird (unten). Fotos: Twincore

diese zu unterwandern, und auf welche Weise Interferone
das Uberleben des Wirts sichern.

Mechanismen der Typ | Interferon Induktion und seine
protektive Funktion Die molekularen Mechanismen der
Induktion von Typ I Interferon konnen in verschiedenen Ge-
weben sehr unterschiedlich sein. Wir untersuchen in Maus-
modellen, wie der Eintritt des Vesikuldren Stomatitis Virus
(VSV) tiber das Riechzentrum in das zentrale Nervensystem
Interferon-abhéngig inhibiert wird. Weiterhin analysieren
wir, welchen Einfluss Typ I Interferon Antworten auf die
Funktion von Immunzellen haben. In diesem Zusammen-
hang haben wir gefunden, dass vom Vakziniavirus abgeleite-
te attenuierte Erregervarianten, die starke Typ I Interferon-
Antworten induzieren, auch eine Typ I Interferon-abhéngige
Expansion von Virus-spezifischen T-Zellen zeigen. Dabei
spielt die Typ I Interferon-Stimulation sowohl der Antigen-
prasentierenden dendritischen Zellen als auch der T-Zellen
eine zentrale Rolle. Weiterhin untersuchen wir den Einfluss
von Typ I Interferon auf die Induktion lang anhaltender Anti-
korperantworten. Diese Arbeiten spielen fiir die Entwicklung
neuer Impfstoffe eine wichtige Rolle.

Virus-vermittelte Aktivierung humaner pDC Ein Teil der
Patienten mit einer chronischen Hepatitis-C-Virus (HCV)
Infektion kann erfolgreich mit einer Interferon-alpha/Riba-
virin Kombinationstherapie behandelt werden. Bisher ist
aber nur wenig dariiber bekannt, ob bei einer HCV-Infektion
das korpereigene Interferon-System ausreichend aktiviert
wird. Wir untersuchen, welche HCV und/oder wirtskodierten
Faktoren die Starke und Zusammensetzung von HCV-indu-
zierten Zytokinantworten humaner pDC beeinflussen. Diese
Arbeiten werden in vitro mit primédren pDC durchgefiihrt, die
aus Blutproben von gesunden Spendern isoliert wurden. In
der Zukunft sollen auch Experimente mit pDC von chronisch
HCV-infizierten Patienten durchgefiihrt werden.

Perspektive Ein verbessertes Verstindnis der vielfaltigen
Funktionen von Typ I Interferon kann helfen, Typ I Interfe-
ron-basierte Therapien von Tumorerkrankungen, Autoimmu-
nerkrankungen und Virusinfektionen zu optimieren. Weiter-
hin liefern vertiefte Erkenntnisse tiber virale Mechanismen
der Immun-Stimulation und -Unterwanderung neue Ansatze
fiir die Impfstoffentwicklung.

Frenz, T., Waibler, Z., Hofmann, J., Hamdorf, M., Lantermann, M., Reizis, B., Tovey,
M,G., Aichele, P., Sutter, G., & Kalinke, U. (2010) European Journal of Inmunology 40,
2769-2777.

Waibler, Z., Anzaghe, M., Frenz, T., Schwantes, A., P6hlmann, C., Ludwig, H., Palomo-
Otero, M., Alcami, A., Sutter, G., & Kalinke, U. (2009) Journal of Virology 83, 1563-1571.

Detje, C.N., Meyer, T., Schmidt, H., Kreuz, D., Rose, ].K., Bechmann, I, Prinz, M., &
Kalinke, U. (2009) Journal of Inmunology 182, 2297-2304.
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Das Hauptziel dieses Projektes ist die Entwicklung von
Werkzeugen und Strategien zur Verbesserung des Transports
von Impfstoffantigenen, insbesondere iiber die Schleimhéaute.
Sie sollen anschlieBend bei der Herstellung von Impfstoffkan-
didaten gegen bestimmte Erkrankungen genutzt werden.

Verbesserung des Antigen-Designs Sowohl eine Infektion
mit Trypanosoma cruzi als auch eine Impfung gegen diesen
Parasiten losen eine starke Immunantwort aus. Dass T. cruzi
dennoch im Wirt iiberleben kann, deutet auf unzureichende
bzw. mangelhafte Inmunantworten hin. Eine der Haupt-
cysteinproteinasen von 7. cruzi, das sogenannte Cruzipain,
weist gute Antigenmerkmale auf. Daher produzierten wir
sowohl rekombinantes Cruzipain als auch dessen N- und C-
terminale Doménen. Mduse wurden mit den rekombinanten
Proteinen in Kombination mit CpG-ODN immunisiert und die
Antigen-spezifischen Antikorperantworten analysiert. Die
hochsten IgG-Titer wurden in Mausen nachgewiesen, die mit
der C-terminalen Doméane oder dem vollstindigen Protein im-
munisiert wurden. Im Gegensatz dazu wurden nur schwache

Antikorperantworten durch die N-terminale Domane stimuliert.

>
m

{x10%)

rCzapocific IgG tiors

Parasites {10 /mL at 10 Dpi

(A)Antikorperantwort in Mdusen, die mit rekombinantem
Cruzipain (rCz) oder dessen Domdinen immunisiert wurden. (B)
Parasitenbelastung wiihrend der akuten Phase der Infektion mit
T. cruzi in immunisierten Mdusen. (C) Bilder der Skelettmusku-
latur von Mdusen, die nur mit PBS immunisiert wurden, wiesen
schwere Entziindungen auf (x40), wihrend Mduse, die jeweils
mit rCz (D), der C-terminalen Domdne (E) und der N-terminalen
Domdne (F) immunisiert wurden, moderate Entziindungen mit
Odemen (Pfeile; x10), moderate Entziindungen mit Kollagen-
ablagerung (Pfeile; x40) sowie leichte Entziindungen (x20)
aufwiesen. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

Dies legt einen immune escape-Mechanismus nahe, bei dem
es zu einer reduzierten Antikorperproduktion gegen die
katalytische N-terminale Domdne kommt. Dariiber hinaus
wurde gezeigt, dass die zellularen Antworten in Mausen, die
mit dem vollstdndigen Cruzipain immunisiert wurden, nur
schwach durch die N-terminale Domane restimuliert werden,
wahrend der GroBteil der Antworten durch die C-terminale
Doméne hervorgerufen wird. Allerdings war die zelluldre
Antwort deutlich starker, wenn die N-terminale Doméane fiir
die Immunisierung genutzt wurde. Dies lasst vermuten, dass
die zelluldaren Antworten durch Cruzipain herunter reguliert
werden, um so eine Erkennung der N-terminalen Doméne zu
vermeiden. Diese Maskierung der essenziellen Doméane kann
jedoch umgangen werden, wenn die N-terminale Doméne

als maBgeschneidertes Immunogen genutzt wird. Hierbei
wird die Immunantwort des Wirtes umgelenkt und dadurch
ein erhohter Schutz erlangt. So konnten Mause, die mit der
N-terminalen Doméne immunisiert wurden, eine Infektion
besser kontrollieren. Erkennbar wurde dies durch eine sig-
nifikant geringere Parasitenbelastung wahrend der akuten
Phase, sowie wesentlich reduzierte Gewebeverletzungen
wahrend der chronischen Phase.

Optimierung der Impfstrategien Die mukosale Impfung
stellt eine attraktive Strategie der Antigenadministration dar,
da sie nicht mit Schmerzen oder Stress verbunden ist, nur
eine einfache und kosteneffiziente Administrationslogistik
benotigt und kein hochqualifiziertes Personal erfordert. Auch
wenn viele Besonderheiten des mukosalen Immunsystems
bereits aufgedeckt wurden, ist das Wissen tiber die Effektor-
mechanismen, die durch eine mukosale Immunisierung sti-
muliert werden, nach wie vor liickenhaft. Um eine effiziente
Immunitit ohne Nebeneffekte zu induzieren, ist in diesem
Zusammenhang die Stimulierung spezifischer Th-Zellen
kritisch zu betrachten. Aus diesem Grund untersuchten wir,
welche Th-Zellen nach einer intranasalen Immunisierung
praferenziell stimuliert werden. Im Vergleich zur parente-
ralen Immunisierung entdeckten wir eine Hochregulierung
von CCR-6 auf CD4*Zellen, die mit einer vermehrten Pro-
duktion von IL-17 einherging. Interessanterweise konnten
wir zeigen, dass diese praferenzielle Induktion einer Th17-
Immunantwort unabhangig vom verwendeten Adjuvans ist.

Es ist bekannt, dass Th17-Zellen bei der Inmunantwort gegen
respiratorische Pathogene eine entscheidende Rolle spielen.
Daher hat unsere Entdeckung, dass eine Th17-Antwort spe-
zifisch durch intranasale Immunisierung ausgelost werden
kann, wichtige Bedeutung fiir das rationale Impfstoffdesign.

Cazorla, S. I, Frank, F. M. , Becker, P. D., Arnaiz, M., Mirkin G. A., Corral R. S., Guzmén
C. A*. and Malchiodi E. L.* (2010). Redirection of the immune response to the functional
catalytic domain of the cystein proteinase cruzipain improves protective immunity
against Trypanosoma cruzi infection. Journal of Infectious Diseases. 202:136-144.

*Corresponding authors.

Zygmunt, B. M., Rharbaoui F., Groebe L., and Guzman C. A. (2009). Intranasal immuni-
zation promotes Th17 immune responses. Journal of Immunology. 183:6933-6938.
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Daniel Dauch | Florian Heinzmann | Lisa Honicke | Anja Hohmeyer | Nils Jedicke | Marina Pesic | Ramona Rudalska

Leberkrebs (Hepatozelluldres Karzinom, HCC) ist eine der
héaufigsten und todlichsten Krebsarten weltweit. Pro Jahr
kommen mehr als 700.000 neuen Fillen hinzu, von denen
50.000 in Europa auftreten.

Zur Erforschung der molekularen Mechanismen von Leber-
schiden, Leberregeneration und Leberkrebs wiahlen wir
funktionelle genomische Ansatze. Dabei machen wir uns

den natiirlichen Prozess der RNA-Interferenz (RNAi) zunutze.

In den letzten Jahren haben wir die Mikro-RNA basierte
shRNA-Technologie so weit entwickelt und verfeinert, dass
sowohl die stabile als auch die reversible RNAi-vermittelte
Inhibition aller endogenen Gene, die in kultivierten Zellen
und Leberregenerations- und Leberkrebs-Mausmodellen
vorkommen, ermdglicht wird. Die Nutzung von induzierba-
rer RNAi ermdglicht uns die Einwirkung von Genprodukten
auf regenerierende Lebern und wachsende Tumoren von
Mausen sowohl auf dem Einzelgen-Level als auch durch
aggregiertes Multigen-Screening. Retro- und lentivirale
shRNA-Bibliotheken auf Genomebene, die das Genom von
Saugern und Menschen beschreiben, werden fiir Screens
genutzt, um neue Therapeutika in der regenerativen Medi-
zin und hepatobilidren Onkologie zu identifizieren.

1. Translationale regenerative Medizin und Zielstrukturen
beim Leberzellkarzinom Die Leber hat eine enorme Rege-
nerationsfahigkeit nach durch Toxine und Infektionen ver-
ursachten Gewebeschdden. Es ist einzigartig, dass differen-
zierte Hepatozyten, die normalerweise in der Go-Phase des
Zellzyklus angesiedelt sind, nach dem Leberschaden wieder
in den Zellzyklus eintreten konnen und neue Hepatozyten
erzeugen. Bei chronischem Leberschaden allerdings kommt
es zu einer Uberforderung der regenerativen Kapazitit

der Hepatozyten, die nur partiell durch einen Stammzell-
bereich kompensiert werden kann. Die Konsequenz ist eine
chronische Leberinsuffizienz, eines der groBten Gesund-
heitsprobleme weltweit.

Wir haben ein einzigartiges System etabliert, mit dem wir
in vivo RNAi-Screens durchfiihren, um positive und nega-
tive Regulatoren der Hepatozyten-Vermehrung wahrend
einer chronischen Lebererkrankung zu identifizieren. In
einem kiirzlich beendeten in vivo RNAi-Screen haben wir
eine doppelt spezifische Proteinkinase ermittelt, die fiir die
hepatische regenerative Medizin sehr vielversprechend ist.
Die funktionelle Charakterisierung hat gezeigt, dass der
Knockdown durch verschiedene shRNAs in einem Maus-
modell fiir chronische Leberinfektion zu einer mehr als
tausendfach erhohten Hepatozyten-Proliferationskapazitét
gefiihrt hat. Folge war eine auBerordentlich erhéhte Uber-
lebensrate. Zurzeit arbeiten wir daran, die erhaltenen gene-
tischen Informationen in neue pharmakologische Strategien
fiir die hepatische regenerative Medizin umzusetzen.

2. Translationale Onkologie, ,Mosaic Cancer Mouse
Modeling*, in vivo RNA und Identifizierung neuer inno-
vativer Therapeutika bei Leberkrebs Tumorgenetik kann
die Anwendung bestimmter therapeutischer Strategien
steuern und das Ergebnis der Behandlung voraussagen.
Durch die Kombination von in vivo RNAi-Technologie mit
leistungsstarken ,,Mosaic Liver Cancer Mouse Model“-
Systemen haben wir groBe Fortschritte bei der Lokalisie-
rung neuer Krebsgene und Tumorsuppresionsnetzwerke in
hapatozelluldren Karzinomen (HCC) gemacht. Zusétzlich zu
in vivo-Einzeluntersuchungen von Tumorsuppressorgenen
haben wir in vivo-Screens durchgefiihrt, um diesen Ansatz
zu multiplizieren. Kiirzlich haben wir den ersten in vivo
RNAi-Screen durchgefiihrt, in dem mehr als 10 neue
Tumorsuppressorgene in HCC identifiziert wurden.

Laufende Projekte untersuchen die genetische Anfalligkeit
fiir hepatobildre Malignome. Dieser Ansatz basiert auf dem
Konzept der ,,Synthetischen Letalitdt“, das davon ausgeht,
dass Tumorzellen durch ihre kumulierten genetischen
Modifizierungen Schwachstellen erwerben, die neue thera-
peutische Interventionen ermoglichen. Mehrere vertrauen-
erweckende Zielstrukturen wurden identifiziert, und
zurzeit versuchen wir, diese in neue Behandlungsstrategien
umzusetzen.

Dr. Torsten Wiistefeld (li) und Florian Heinzmann (re)
diskutieren Ergebnisse eines Experiments. Links von ihnen:
Dr. Tetyana Yevsa, rechts: Ramona Rudalska. Foto: Hz1

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 RNA1i screen identifies tumor
suppressors in liver cancer. Cell 135(5), 852-64.

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 restoration in murine liver carcinomas. Nature 445(7128), 656-60.

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. (2007)
Identification and validation of oncogenes in liver cancer using an integrative oncogeno-
mic approach. Cell 125(7), 1253-67.
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04.5 Therapeutische zellulare Vakzine
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PROJEKTMITARBEITER | Dr. Kurt E. J. Dittmar | Dr. Wilhelm Meyring | Dr. Oliver Schén | Dr. Nadia Zghoul |

Claudia PreuB | Ellen Kuppe

Zellbasierte Immuntherapien haben ein groBes Potenzial fiir
die Behandlung von Tumoren und persistierenden Infekti-
onen, da durch die Aktivierung der zelluldren Immunantwort
die infizierten oder verdnderten Zellen unschadlich gemacht
werden. Die persistierenden Pathogene und Tumorzellen ent-
wickeln Mechanismen, mit denen sie der normalen Immun-
abwehr entkommen konnen. Deshalb ist eine Verstairkung der
Immunantwort notwendig, z. B. durch Immunisierung mit
professionell Antigen-prasentierenden Zellen (dendritischen
Zellen (DC)). Dabei besteht jedoch die Gefahr, dass auch eine
pathogene Autoimmunreaktion induziert wird — insbesonde-
re bei Verwendung korpereigener Antigene auf Tumorzellen.
Hier kann durch immunsupprimierende Zellen wie etwa
mesenchymale Stammzellen (MSC) gegengesteuert werden.

Sterile Beutel fiir die zelluldre Therapie Das grofite Hinder-
nis fir eine breitere Anwendung zelluldrer Therapien besteht
darin, dass in der Regel autologe, Patienten-spezifische Zel-
len hergestellt werden miissen und die Herstellung nach den
neuen EU-Gesetzen unter cGMP Bedingungen zu erfolgen hat.

e T I A I SO
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Auch nach Passage 22 zeigen die Zellen noch einen normalen
diploiden Karyotyp. (oben, Koop. K. Miller, MHH).

Adhdrentes Wachstum auf modifizierten Oberfldchen und
Karyotyp-Stabilitit von MSC; Elektronenmikroskopische
Aufnahme der auf der Beuteloberfliche adhdrent wachsenden
mesenchymalen Stammzellen (unten, Koop. und Foto M. Rohde, HZI).

Um dieses Problem fiir die Herstellung adenoviral modifi-
zierter humaner DC zu 16sen, haben wir komplett geschlos-
sene Beutel-Kultursysteme entwickelt. Mit Hilfe von ,sterile
docking® konnen alle Schritte von der Zellgewinnung bis

hin zur Formulierung und Kryokonservierung der DC in
einem modularem Beutelsystem realisiert werden. Zusatzlich
wurde fiir die DC-Vakzine untersucht, ob ihre Stimulationsei-
genschaften durch Infektion mit M. bovis BCG verbessert
werden, und wie in einem transgenen Mausmodell die
Balance zwischen Antitumorimmunitit und Autoimmunitat
beeinflusst werden kann.

Das bisherige Beutelsystem war jedoch nur fiir Suspensions-
zellen geeignet. Fiir Zellen wie mesenchymale Stammzellen
sind modifizierte, Adhdrenz-kompatible Oberfldchen erfor-
derlich. Diese Modifikation des Beutelsystems kann durch
dielektrische Barriere-Entladung (Plasma) erzielt werden.
Plasmabehandlung in Gegenwart geeigneter Vorlaufermo-
lekiile wie Silanen oder aminofunktionale Verbindungen
erlaubt selektive chemische Modifikation der Beuteloberflé-
chen. Wir konnten so geeignete Oberflachenmodifikationen
definieren, die Adharenz und Wachstum der humanen MSC
unterstiitzen, wogegen die Zellen in Beuteln mit unmodifi-
zierten Oberflachen aggregieren und absterben.

Modifizierte Beutel im Vergleich mit Flaschenkultur

Die in den modifizierten Beuteln kultivierten MSC wurden
extensiv mit MSC aus konventioneller Flaschenkultur
verglichen. Zelloberflichenmarker, Gentransfereffizienz, adi-
pogene und osteogene Differenzierung, globale Expressions-
profile und genetische Stabilitat zeigten keine signifikanten
Unterschiede. Mit der Modifikation der inneren Beutelober-
fliche durch Plasmabehandlung stehen somit neue Moglich-
keiten fiir die Kultivierung von therapeutischen Zellen in
geschlossenen Beutelsystemen zur Verfligung.

Dartiber hinaus wurden spezifische, sekundire Modifika-
tionen der Oberflache zur Selektion definierter Zellen (CD
14*- Monozyten) aus peripherem Blut genutzt — durch Kopp-
lung zellspezifischer Antikorper. Durch mikrostrukturierte
Modifikation der Oberfldchen konnen lokale Adhidrenz und
ortsspezifischer Gentransfer realisiert werden und so durch
differentielle Bindung zur Analyse der Interaktion verschie-
dener Zelltypen beitragen.

Garritsen,H.S., Macke,L., Meyring,W., Hannig,H., Pagelow,U., Wérmann,B., Geffers,R.,
Dittmar,K.E., and Lindenmaier,W. (2010). Efficient generation of clinical-grade gene-
tically modified dendritic cells for presentation of multiple tumor-associated proteins.
Transfusion. 50, 831-842.

Macke,L., Garritsen,H.S., Meyring,W., Hannig,H., Pagelow,U., Wormann,B.,
Piechaczek,C., Geffers,R., Rohde,M., Lindenmaier,W., and Dittmar,K.E. (2010). Evalua-
ting maturation and genetic modification of human dendritic cells in a new polyolefin
cell culture bag system. Transfusion. 50, 843-855.
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Die molekulare Diagnostik mikrobieller Krankheitserreger
konzentrierte sich auf die Entwicklung und Anwendung
von hochauflésenden, diagnostischen Werkzeugen zum
Studium wasser- und nahrungsbiirtiger bakterieller Krank-
heiterreger (Pathogene). Diese Werkzeuge dienen der
Identifizierung einzelner Stamme, die fiir die Infektion
einzelner Patienten verantwortlich sind oder Ausbriiche von
Infektionserkrankungen verursachen. Sie basieren auf der
Analyse von Markersequenzen, die mehrfach und variabel im
Genom vorliegen und daher als ,,Varible Number of Tandem
Repeats“ (VNTR) bezeichnet werden. Eine gewisse Anzahl
dieser VNTR Marker wird, tiber das gesamte Genom verteilt,
ausgewahlt und erlaubt dann fiir eine bestimmte Bakterien-
art Staimme auf der klonalen Ebene zu identifizieren. Diese
Methode, Multi-Loci Variable Number of Tandem Repeat
Analytik (MLVA) genannt, ist ein neues Werkzeug zum
Verstdndnis von Infektionspfaden fiir bakterielle Erreger aus
Nahrungsmitteln und Trinkwasser. Dariiber hinaus erlaubt
diese genomische Fingerabdruckmethode, die Evolution und
Epidemiologie von pathogenen Bakterien in Krankenhduser
und in der Umwelt zu verstehen.

Bakterielle Pathogene in Lebensmitteln Wir haben eine
MLVA Methode fiir Vibrio parahaemolyticus entwickelt, die
auf dem Vergleich der beiden sequenzierten Genome basiert.
V. parahaemolyticus ist ein marines Bakterium, das nach dem
Verzehr kontaminierter und unvollstdndig gegarter Muscheln
choleraartige Durchfallerkrankungen verursacht. Dies fiihrte
zu Durchfallepidemien im gesamten pazifischen Raum, in
den USA und in letzter Zeit auch in Europa. Wir haben die
Methode mit einer Reihe von chilenischen Isolaten in Zusam-

menarbeit mit der Universitat von Santiago de Chile validiert.

Klinische Isolate aus dem Siiden und dem Norden von Chile
unterlagen einer gemeinsamen Evolution und nur Isolate
aus dem Norden Chiles wiesen eine evolutiondre Verbindung
zu asiatischen Isolaten auf. Damit ist trotz des pandemischen
Vorkommens von V. parahaemolyticus die lokale Evolution
des Pathogens von Bedeutung und spielt damit auch fiir
seine Infektiositét eine Rolle.

Bakterielle Pathogene im Wasser Legionella pneumophila
ist ein SiiBwasserbakterium, das haufig in Kiihltiirmen,
Klimaanlagen und Trinkwasserversorgungssystemen
vorkommt. Es verursacht atypische Lungenentziindungen,
sog. Legionellosen. Das Einatmen kontaminierter Aerosole
16st die Krankheit aus — mit hoher Letalitdt. Der Nachweis
und die Identifizierung von L. pneumophila ist dadurch
erschwert, dass diese Bakterien nur schwierig auf Agarplat-
ten wachsen und die Tendenz haben, in einen so genannten
sLebend-aber-nichtkultivierbaren Zustand“ (engl. Viable But
Non-Culturable, VBNC) zu verfallen. Wir haben die MLVA

Epifluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Trinkwasser-
bakterien (blaue Zellen) und Immnofluoreszenzaufnahme
von Legionella pneumophila Serogruppe I Zellen (griin) im
Biofilm eines Kiihlturmes. Foto: Leila Kalisch, HZI

Methode zur spezifischen Identifizierung von L. pneumophila
Klonen an gebrauchsfertiges Trinkwasser angepasst. Zudem
wurde ein elektrophoretisches Verfahren entwickelt, das die
Sequenzierung einzelner VNTRs erlaubte. Diese Analytik
erlaubte den Nachweis und die Identifizierung spezifischer
MLVA-Genotypen im Trinkwasser ohne Kultivierung der
einzelnen Stamme. Wir konnten zeigen, dass diese Methode
auf gewohnliches Trinkwasser mit sehr niedrigem Gehalt an
L. pneumophila Zellen (> 1 Zelle/Liter) anwendbar ist. Mit
dieser kultivierungsunabhdngigen Methode konnten auch
mehrere nicht kultivierbare neue Klone (MLVA-Genotypen)
aus dem untersuchten Trinkwasser identifiziert werden.
Diese neuartige Methodik zur in situ-Diagnostik von patho-
genen Bakterien aus der Umwelt eréffnet neue Wege zur
Uberwachung wasserbiirtiger Erreger. Bedeutsam ist hierbei,
dass nun auch retrospektiv die Quelle von Epidemien auf-
gedeckt werden kann. Damit leistet die neue Methode einen
Beitrag zur verbesserten molekularen Epidemiologie von
bakteriellen Erregern mit hoher Relevanz fiir die 6ffentliche
Gesundheitsfiirsorge.

Harth-Chu, E. Especio R. T., Christen, R., Guzman, C.A. & M.G. Hofle (2009) Multiple-
locus variable-number of tandem-repeats analysis for clonal identification of Vibrio
parahaemolyticus isolates using capillary electrophoresis. Applied and Environmental
Microbiology 75, 4079-4088

Kahlisch, L. K. Henne, L. Groebe, J. Draheim, M.G. Hofle & I. Brettar (2010) Molecular
analysis of the bacterial drinking water community with respect to live/dead status.
Water Science & Technology-WST 61.1, 9-14

Kahlisch, L. K. Henne, J. Draheim, I. Brettar & M.G. Hofle (2010) High-resolution in situ
genotyping of Legionella pneumophila populations in drinking water by Multiple-Locus
Variable-Number of Tandem Repeat Analysis (MLVA) using environmental DNA. Applied
and Environmental Microbiology 76, 6186-6195
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| Prof. Dr. Rolf Miiller | Arbeitsgruppe Mikrobielle Wirkstoffe | rom@helmholtz-hzi.de |
Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) | Abteilung fiir Mikrobielle Naturstoffe

Infektionskrankheiten sind eine der haufigsten Todesursachen weltweit und oft Ursache fiir Krankenhausaufenthalte. Die vielféltigen
Faktoren, die bei einer Infektion eine Rolle spielen, verlangen eine enge interdisziplindre Zusammenarbeit in der Antiinfektiva
Forschung. Nur so kénnen Hits aus der Wirkstoffentwicklung zu Arzneistoffen in der klinischen Anwendung weiterentwickelt und
der steigenden antibiotischen Resistenz der Erreger etwas entgegengesetzt werden. Entscheidend fiir das Aufklédren von Infektions-
prozessen ist das Isolieren, |dentifizieren und Optimieren von molekularen Verbindungen, die mit Infektionsprozessen wechsel-
wirken sowie die Modellierung dieser Wechselwirkungen. Die Kenntnis des Transport- und des Wirkstoff-Target-Wechselwirkungs-
mechanismus ist Voraussetzung fiir die Optimierung des Wirkstoffs bei gleichzeitiger Verringerung der Nebenwirkungen. Die
meisten kommerziellen Antiinfektiva sind von Naturstoffen oder deren Derivaten abgeleitet, die deren Pharmakophore nachahmen.
Der Schwerpunkt ,,Pharmazeutische Forschung“ widmet sich diesen Substanzklassen mit modernen chemisch-biologischen

Anséatzen, um neuartige Klassen nachhaltiger Antiinfektiva fiir die Wirkstoff-Entwicklungspipeline bereit zu stellen.

Der Forschungsschwerpunkt wurde nach der Griindung des ,,Helmholtz-Instituts fiir Pharmazeutische Forschung Saarland® (HIPS)
im Spatsommer 2009 neu konstituiert. Ein Ziel des HIPS ist es, durch Vertiefung der bestehenden Kooperation des HZI mit der
Fachrichtung Pharmazie der Universitat des Saarlandes (UdS) neue Wirkstoffe gegen Infektionskrankheiten schneller zu entwickeln.
Das HIPS ergénzt dabei das Gesundheitsprogramm der Helmholtz-Gemeinschaft um die pharmazeutischen Wissenschaften und
schlieBt die Liicke der Naturstoff-basierten Antiinfektiva Forschung in der Translationsforschung. Der Forschungsschwerpunkt
setzt sich aus sieben Gruppen zusammen, die sowohl am Braunschweiger (HZI) als auch am Saarbriicker (HIPS) Standort angesie-
delt sind. Die drei Abteilungen am HIPS ,Mikrobielle Naturstoffe“ (MINS), ,Wirkstoff-Entwicklung und -Optimierung“ (DDOP) sowie
»Wirkstoff-Transport“ (DDEL) bringen nun ihre jeweilige pharmazeutische Expertise in die Infektionsforschung ein. Wahrend MINS
traditionell eine enge Kooperation mit der Forschergruppe ,Mikrobielle Wirkstoffe“ (MWIS) am HZI unterhélt, haben DDOP und
DDEL in 2010 mit Gruppen am HZI Kooperationen aufgebaut, die bereits zur Einwerbung von Drittmitteln und zum Austausch von

Wissenschaftlern gefiihrt haben. Die HIPS-Abteilungen werden an anderer Stelle dieses Berichtes préasentiert.

Die Forschergruppen ,,Chemische Biologie“ (CBIO), ,,Medizinische Chemie“ (MCH) und ,,Biologische Systemanalyse® (BISA) wurden
in den Schwerpunkt ,Pharmazeutische Forschung“ integriert, da sie in stark tiberlappenden Bereichen arbeiten: CBIO entwickelt

verschiedene chemisch-biologische Ansatze, um die Aktivitat und den Wirkmechanismus von Naturstoffen aufzukldren. MCH nutzt
medizinisch-chemische und synthetische Zugange, um Naturstoffe als Leitstrukturen zu optimieren und diese in signifikanten Mengen

zur Verfligung zu stellen. BISA arbeitet an der Identifizierung antifungaler Stoffe, um deren Wirkmechanismen zu entziffern.

Die Abteilung ,,Chemische Biologie“ (CBIO) konzentriert sich auf die Aufklarung molekularer Mechanismen von Infektionskrankheiten
durch niedermolekulare Wirkstoffe. Die Gruppe entwickelt neue, miniaturisierte und betreibt existierende Aktivitdtsassays, um den
Wirkmechanismus von Hits aus Wirkstoffbibliotheken zu bestimmen. Etwa 90.000 Substanzen befinden sich in den Bibliotheken.
Sie enthalten einzigartige Sammlungen an Naturstoffen aus Myxobakterien, Verbindungen, die von Kooperationspartnern zur Ver-
figung gestellt wurden, kommerziell erhéltlichen Bibliotheken und im Hause synthetisierten Substanzen. CBIO hat einen halbauto-
matischen mikroskopischen Assay entwickelt, der basierend auf Anderungen des Phanotyps Hinweise auf den Wirkmechanismus
gibt. Durch eine Software-gesteuerte fotografische Auswertung der Zellen wird ein biologisches Profil der Verbindungen erzeugt,
welche sich in einer hierarchischen Clusteranalyse zu bekannten Verbindungen mit &hnlichem Profil gruppieren. Das Verfahren
konnte erfolgreich validiert werden und gab bereits wertvolle Hinweise auf neue Wirkmechanismen und potenziell neue Wirkstoffe.

Diese sollen nun weiter untersucht werden.
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In einem anderen Projekt wurde ein mikroskopischer Hochdurchsatz-Assay etabliert, um Wechselwirkungen des pathogenen
Bakteriums mit menschlichen Epithelzellen zu untersuchen. Nach dem Screening von 4000 Reinsubstanzen und Mischungen konn-
ten neue vielversprechende Verbindungen identifiziert werden. In weiteren Studien sollen diese mit humanen nasalen Primarzellen

auf ihre Effizienz und in Zell-basierten Assays auf ihre Toxizitat hin untersucht werden.

Die Forschergruppe ,,Biologische Systemanalyse® (BISA) arbeitet mit kommensalen und persistenten Mikroorganismen. Diese
Mikroorganismen wie z.B. Candida albicans und Mycobacterium bovis haben sich an das Uberleben in menschlichem Gewebe
angepasst und erzeugen Infektionen nur dann, wenn die Immunabwehr des Wirtes geschwacht wird. Um neue Angriffsorte fir
Antiinfektiva zu identifizieren, simuliert die Gruppe die beim Menschen vorgefundenen Bedingungen, um mogliche Quellen fir
neue Wirkstoffe wie chemischen Bibliotheken, Extrakte aus Myxobakterien und kommerziell erhaltliche Inhibitoren zu erschlieBen.
In einem Projekt untersucht BISA, ob sich das Entfernen von C. albicans mittels Phagozyten durch Behandlung mit Kinase-Inhibi-
toren beeinflussen lasst. Es konnte gezeigt werden, dass alle fiir den Verlauf der Infektion relevanten Stufen durch chemische
Substanzen kontrolliert werden, die teilweise sogar vom Organismus selbst produziert werden. In einem anderen Projekt zeigte
sich, dass die Histidin-Kinase CaNik1 von C. albicans der Angriffsort fiir bestimmte Fungizide ist. Uberraschenderweise erzeugt
CaNik1 eine Anderung im Metabolismus, nicht aber in der Wachstumshemmung. Das Entfernen verschiedener der 9 HAMP-

Domanen in CaNik1 beeinflusst in Abhéngigkeit von der jeweiligen Substanz die Empfindlichkeit des Fungizids.

Die Forschergruppe ,Medizinische Chemie“ (MCH) arbeitet an der Synthese von Naturstoff-basierten Antiinfektiva sowie mit davon
abgeleiteten Derivaten und Analoga, um deren biologisches Profil zu optimieren und Einblicke in die Struktur-Aktivitatsbeziehungen
zu erlangen. So konnte kirzlich die absolute Konfiguration des Naturstoffes Chondramid C bestétigt werden. Auf dem Syntheseweg
zu Corallopyronin konnte der verwandte Naturstoff Myxopyronin durch eine stereoselektive und konvergente Synthesestrategie her-
gestellt werden. Die erfolgreich durchgefiihrte Synthese von Chivosazol bestétigt den Vorschlag zur Zuordnung von 10 Stereozentren.

Der Schlisselschritt war eine ungewdhnliche Stille-Kupplung, um den Ringschluss zum Makrozyklus durchzufiihren.

Der Forschungsschwerpunkt ,Pharmazeutische Forschung* vertieft die enge Zusammenarbeit der Gruppe ,Mikrobielle Wirkstoffe*
(MWIS) am HZI mit der Abteilung ,,Mikrobielle Naturstoffe“ (MINS) am HIPS, um das Potenzial von gleitenden Bakterien fir die Pro-
duktion von Naturstoffen zu steigern. Die Gruppen entwickeln Methoden der klassischen Mikrobiologie, funktionellen Genomik,
Sekundédrmetabolomik, des fortgeschrittenen Screenings und der Strukturaufkldrung und wenden diese zur Steigerung der Natur-
stoffproduktion an. Zudem werden neue Assays zur Aufklarung der Zell-Zell-Kkommunikation entwickelt. MWIS arbeitet eng mit
den Gruppen CBIO, MCH und BISA zusammen, um die chemischen und biologischen Profile von Stdmmen aus der reichhaltigen

Sammlung an Myxobakterien zu erweitern.
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Eine DAPI-Fiirbung der Epithelzellkerne und eine antikérperbasierte Markierung der Bakterien macht das Adhdsionsgeschehen fiir das
automatische Mikroskop sichtbar. Nach Aufnahme einzelner Bilder (A+B) werden mit Hilfe eines Softwaremoduls fiir jedes einzelne Bild
die Zellkerne sowie die adhdrierenden Bakterien quantifiziert. Inhibiert eine zugegebene Substanz die bakterielle Adhdsion, kann dieser
Effekt anhand der Bilder quantitativ ermittelt werden. Bild B zeigt das Ergebnis nach Inkubation mit Substanz HZI-MW195 (5 uM) im
Vergleich zur Kontrolle A. Die Adhdsionsstdrke in Abhdngigkeit der Konzentration dieser Substanz kann mit dieser Methodik zuverldssig
bestimmt werden (C). (siehe Beitrag S. 112).
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05.1 Mikrobielle Vielfalt und die Entdeckung neuer Naturstoffe
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Nach der Auflosung des Bereichs Naturstoffe in 2006 wurden
Forschungsarbeiten mit dem Schwerpunkt Suche und Bearbei-
tung neuer Wirkstoffe aus gleitenden Bakterien von der neu
gegriindeten Arbeitsgruppe “Mikrobielle Wirkstoffe” weiter-
gefiihrt. Mit der Neuorientierung 2009 liegt der Schwerpunkt
unserer Arbeiten jetzt zunachst in der Rettung der vorhan-
denen Stammsammlung mit etwa 8500 Myxobakterien und
2800 anderen gleitenden Bakterien, sowie der Verwertung des
dort noch ruhenden Potenzials an unbekannten Wirkstoffen.

Stammsammlung: Erstmals konnten wir uns einen Uber-
blick tiber die komplette Sammlung an gleitenden Bakterien
am HZI verschaffen. Wir entwickelten Strategien, wie wir
den wissenschaftlichen Wert der Stammsammlung erhohen
und gleichzeitig die Zahl der in den nachsten Jahren zu re-
aktivierenden Stimme verringern konnen. Bisher wurden
etwa 700 Stimme bearbeitet. Es wurden Kulturextrakte
zum Screening hergestellt und diese nach modernsten
Methoden der HPLC MS/MS analysiert. Es wurde hochmo-
lekulare DNA fiir Genomsequenzierungen und die Suche
nach ruhenden PKS Gen Clustern isoliert und die Stamme
physiologisch charakterisiert.

Naturstoffbiologie: Etwa 50 Myxobakterien unterschied-
licher systematischer Zugehorigkeit wurden aus frischen
Bodenproben neu isoliert und auf Sekundarstoffbildung hin
untersucht. Nach der Sequenzierung der 16 S rDNA zeigte
sich, dass eines dieser Neuisolate nicht in die bisher be-
kannten Gruppen der Myxobakterien eingeordnet werden
kann. Erste Hemmtests des Kulturextraktes gegen unter-
schiedliche Bakterien, Hefen und Pilze zeigten eine gute
antibakterielle und antifungische Wirkung. Screening neuer
bisher unbekannter Gruppen von Myxobakterien erhoht,
wie bereits gezeigt, die Wahrscheinlichkeit, auch neuartige
Antiinfektiva zu entdecken. Die Entwicklung neuer Metho-
den zur gezielten Isolierung unbekannter Myxobakterien
mit andersartigen physiologischen Eigenschaften ist ein
Schwerpunkt unserer Arbeiten.

Naturstoffchemie: Gephyronsdure wurde bereits vor 15
Jahren am HZI aus Archangium gephyra isoliert und seine
Wirkung als Inhibitor der eukaryotischen Proteinsynthese
mit einer im nanomolaren Konzentrationsbereich liegen-
den cytostatischen Wirkung auf unterschiedlich humane
Zelllinien hin untersucht. Mit Hilfe neuer MS Daten und
mittels chemischer Derivatisierung konnte nun die Struktur
revidiert und die absolute Konfiguration aller Asymmetrie-
zentren bestimmt werden.

Y Y CO,H

OH O OMe OH

Gephyronic acid

Elansolid A1 Elansolid A2

Elansolid A1 and A2

Durch ein unorthodoxes Isolationsverfahren fiir ein neues
Elansolid A Isomer zeigte sich liberraschenderweise, dass
es eine gemeinsame Vorstufe fiir die Atropisomere Elanso-
lid A1 und A2 gibt. Molekularbiologische Untersuchungen
konnen moglicherweise einen Hinweis darauf geben, wel-
ches der Elansolid A Isomere das wirkliche Endprodukt der
Biosynthese in Chitinophaga sancti ist, da die Umwandlung
der Isomere A1 und A2 in das neue Elansolid auch unter
milden Bedingungen in vitro erfolgt.

Fermentation: Die Fermentationseinheit bearbeitet schwer-
punktméaBig zwei Themen: 1. die Bereitstellung von ausrei-
chendem Material fiir die Isolierung, Strukturaufklarung
und fiir andere Anforderungen der Pipline bzw. von exter-
nen Partnern, sowie 2. die Optimierung der Fermentations-
prozesse hinsichtlich der Produktausbeute.

Untersuchungen zur Prozessoptimierung wurden mit dem
Elansolidproduzenten Chitinophaga Fx GBF13 durchgefiihrt,
zum Teil im Rahmen einer Masterarbeit. Hier wurde der
Effekt unterschiedlicher Kohlenstoff- und Stickstoffquellen,
sowie die Wirkung unterschiedlicher pH-Werte des Medi-
ums systematisch untersucht und der Einfluss des Sauer-
stoffgehaltes auf die Produktion von Elansolid A1 gezeigt.

Parallele Fermentationen mit FxGBF13 unter verschiedenen
pO,-Bedingungen Foto: 1zi

1. Jansen, R, Irschik, H., Huch, V., Schummer, D., Steinmetz, H., Bock, M., Schmidt, T.,
Kirschning, A., & Miiller, R. (2010) Carolacton -a macrolide ketocarbonic acid reducing
biofilm by the caries- and endocarditis-associated bacterium Streptococcus mutans.
European Journal of Organic Chemistry 7, 1284.

2. Buntin, K., Irschik, H., Weissman, K. J., Luxenburger, E., Blocker, H., & Miiller, R.
(2010) Biosynthesis of Thuggacins in Myxobacteria: Comparative cluster analysis
reveals basis for natural product structural diversity. Chemistry & Biology 17, 342.

3. Irschik, H., Kopp, M., Weissman, K. J., Buntin, K., Piel, J., & Miiller, R. (2010) Analysis
of the sorangicin gene cluster reinforces the utitlity of a combined hylogenetic/
retrobiosynthetic analysis for deciphering natural product assembly by transATPKS.
ChemBioChem 11, 1840.
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05.2 Medizinische Chemie von Naturstoffen
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Im Rahmen dieses Projektes sollen tiber chemische Syn-
thesen Antibiotika entwickelt werden und {iber die Generie-
rung von Derivaten und Analoga sowohl das biologische
Profil der Leitstrukturen verbessert, als auch Aussagen
iiber Struktur-Aktivitatsbeziehungen erhalten werden.

In diesem Zusammenhang konnte iiber die Synthese von
Chondramid C die Konfiguration von Chondramid eindeutig
bestitigt werden. Zusétzlich lieferten die vier Diastereomere,
die fiir das polyketidische Segment dieses Naturstoffs
synthetisiert wurden, eine Erkldarung fiir die Nutzung der
peptidischen und polyketidischen Segmente. Es konnte so-
mit gezeigt werden, dass der polyketidische Teil des Natur-
stoffs ein Strukturelement zur Einstellung des optimalen
Abstandes und Torsionswinkels zwischen den beiden Enden
des peptidischen Segments ist.

Einen dhnlichen Ansatz verfolgen wir bei der Synthese
von Corallopyronin. Hier galt es zunéchst eine Synthese
zu erarbeiten, die sowohl einen stereoselektiven als auch
einen konvergenten Zugang zu diesem Naturstoff zuldsst.
Zunachst konnte der verwandte Naturstoff Myxopyronin
synthetisiert werden. Wir konnten mit dieser Synthese
die beiden angesprochenen Aspekte der Myxopyronin-
Synthese erfolgreich bearbeiten und sind nun dabei, diese
Ergebnisse auf die Synthese von Corallopyronin und dessen
Derivate zu iibertragen. Die im Vergleich zum Myxopyro-
nin unterschiedliche Seitenkette konnte inzwischen
synthetisiert werden, und es steht nun die Kupplung der
Segmente an.

Bei der Synthese von Chlorotonil-Derivaten galt es, wasser-
losliche Derivate zu erzeugen. Dafiir sahen wir vor, den
Dekalin-Teil des Molekiils durch eine einfache Doppel-
bindung zu ersetzen. Diese Synthese zeigte unerwartete
Hindernisse, so dass bis heute noch keine Derivate erhalten
werden konnten. Dieses Projekt wird mit veranderten
Synthese-Konzepten weiter fortgesetzt.

Die Synthese von Chivasozol konnte in diesem Jahr erfolg-
reich abgeschlossen werden und bestitigte den von uns
gemachten Strukturvorschlag und die Zuordnung der
Chiralitdt der 10 Chiralitatszentren. Die Synthese zeichnet
sich durch einen konvergenten Ansatz aus, bei dem eine
ungewohnliche Stille-Reaktion als Makrozyklisierungs-
schritt genutzt wurde.

Als neue Projekte wurden die Synthesen von Pellasoren und
Angiolam begonnen. Fiir beide Synthesen soll eine asym-
metrische Protonierung eines Aldehyd-Enolates als zentrale
Transformation eingesetzt werden.

.
-

Einfluss von Chondramid C auf das Actin-Cytoskelett von
A-498-Nierenkrebs-Zellen nach unterschiedlicher Inkubations-
zeit. F-Actin ist griin, Zellkerne und Chromosomen sind blau
markiert. A,B: Kontrollzellen mit jeweils einer mitotischen Zelle
in der Bildmitte; Metaphase (A) und Telophase (B). Zellen, die
mit Chondramid C (160 nm) inkubiert wurden, zeigen anomale
Metaphasen (C, nach 2 h) und einen verstdrkten kontraktilen
Ring in der spdten Telophase (E, nach 18 h). Punktférmige
Flecken aus F-Actin wurden besonders an den fokalen Adhd-
sionspunkten sichtbar (D, nach 4 h), Stressfasern verstdrken
sich und Actin-Flocken entstehen (E und F, nach 18 h).

Brodmann, T., Janssen, D., & Kalesse, M. (2010) Total synthesis of chivosazole F. Journal
of American Chemical Society 132, 13610-13611.

Schickel, R., Hinkelmann, B., Sasse, F., & Kalesse, M. (2010) The synthesis of novel
disorazoles. Angewandte Chemie 122, 1663-1666; Angewandte Chemie International
Edition 49, 1619-1622.

Biilow, F.L., Nickeleit, I., Girbig, A.-K., Brodmann, T., Rentsch, A., Eggert, U,, Sasse, f.,
Steinmetz, H., Frank, R., Carlomagno, T., Malek, N.P., & Kalesse, M. (2010) Synthesis
and biological characterization of argyrin. ChemMedChem 5, 832-836.
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05.3

Ziel dieses Projektes ist die Aufklarung der molekularen
Mechanismen infektioser Prozesse mit Hilfe niedermoleku-
larer Wirkstoffe. Mit speziellen Testsystemen und Screening-
Techniken selektieren wir bioaktive Substanzen aus chemi-
schen Bibliotheken und analysieren ihre biologischen
Wirkungen. Die Ergebnisse sollen zu neuen Antibiotika,
Chemotherapeutika und Immunmodulatoren fiihren. Das
Wissen iiber ihre Wirkmechanismen erdffnet neue thera-
peutische Wege. Als Teil der ,Chemischen Pipeline” haben
wir eine Infrastruktur eingerichtet, die uns eine schnelle
und effektive Suche in miniaturisierten Testsystemen erlaubt.
Unsere Bibliothek umfasst etwa 90 000 Proben und beinhaltet
eine einzigartige Sammlung von Naturstoffen aus Myxobak-
terien (siehe 05.1), Substanzen von Kooperationspartnern,
kauflich erworbene Sammlungen und Verbindungen aus
eigenen chemischen Synthesen. Die Infrastruktur steht tiber
das deutsche ChemBioNet (www.chembionet.de) auch exter-
nen Forschern und fiir andere Anwendungen zur Verfiigung.

Phanotypen charakterisieren den Wirkmechanismus
Fiir die Aufklidrung des Wirkmechanismus einer biologisch
aktiven Substanz gibt es keinen Standardweg. Jede biologisch
aktive Verbindung verdandert Stoffwechsel- und Signalwege
im komplexen biochemischen Netzwerk einer Zielzelle. Das

0 comelation 0.4 08

Biologisch aktive Substanzen induzieren phdnotypische
Anderungen der Zellen, die charakteristisch fiir ihren Wirk-
mechanismus sind, hier das Beispiel Chivosazol A. Die griin
gefirbten Aktinstrukturen der behandelten Zellen in B unter-
scheiden sich deutlich von denen der Kontrolle A. In C ist das
Ergebnis einer hierarchischen Clusteranalyse mit verschiedenen
Myxobakteriensubstanzen dargestellt. Der Ausschnitt D zeigt,
dass Chivosazol A mit einer zweiten ,blind“ gesetzten Probe der
Verbindung zusammen clustert.

| Dr.Ronald Frank | Abteilung fiir Chemische Biologie | rfr@helmholtz-hzi.de
Dr. Florenz Sasse | Abteilung fiir Chemische Biologie | fsa@helmholtz-hzi.de
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| Saad Shaaban | Galina Sergeev | Dennis Schwab | Dr. Dr. Werner Tegge | Dr. Peter Washausen | Marina W&hl

kann zu auffallenden Verdanderung in der Morphologie der
Zelle und der Zellorganellen fiihren oder auch zu einer an-
deren Proteinverteilung. Diese phanotypischen Veranderun-
gen konnen iiber Antikorper und spezifische Farbstoffe
sichtbar gemacht werden. Einer unserer Wege ist, durch Ver-
gleich von Phénotypen Hinweise auf den Wirkmechanismus
zu bekommen. Diese Methode haben wir nun durch auto-
matische Mikroskopie und statistische Auswertung groBer
Datenmengen verstirkt. Uber automatische Mikroskopie
kann man eine groBe Anzahl Bilder von behandelten Zellen
aufnehmen, durch Software-basierte Bildanalyse auswerten
und so ein Profil der biologisch aktiven Substanz erstellen.
Der Profilvergleich bekannter und unbekannter Verbindun-
gen liefert dann Hinweise auf den Wirkmechanismus der
neuen Verbindung. Durch Software-gestiitzte Methoden, wie
hierarchischen Clusteranalysen gruppieren sich Substanzen,
die den gleichen Wirkmechanismus haben. Dadurch haben
wir fiir unbekannte Substanzen wertvolle Hinweise auf ihre
potenziellen Wirkmechanismen erhalten. Erste Folgeunter-
suchungen konnten die Hinweise bestétigen.

Inhibitoren der Adhéarenz von Staphylococcus aureus an
menschliche Epithelzellen Im Rahmen des vom BMBF
geforderten Projekts “SkinStaph“ wurde ein hochdurchsatz-
fahiger Adhésionsassay fiir die Suche nach neuen Inhibi-
toren der Interaktion zwischen dem human-pathogenen
Bakterium Staphylococcus aureus und menschlichen Epi-
thelzellen etabliert. Wir verwenden eine sehr zuverldssige
neue Methode, die auf automatischer Mikroskopie basiert.
Epithelzellen werden nach Zugabe von Wirkstoffkandidaten
mit den Bakterien inkubiert, die nicht-adhdrenten Bakterien
entfernt und die Zellen fixiert. Dann werden sowohl die
Kerne der Epithelzellen als auch die Bakterien fiir die Fluo-
reszenzmikroskopie sichtbar gemacht. Das automatisierte
Mikroskop nimmt mehrere Bilder pro Wirkstoffkandidat
auf, erfasst quantitativ die Zellkerne und gibt einen Wert
fir die GroBe der Flache der fluoreszierenden Bakterien
aus. Die bakterielle Flache ist proportional zur Anzahl der
Epithelzellen, und es kinnen somit Substanzen identifiziert
werden, die eine Abnahme adharenter Bakterien verur-
sachen. Screening-Durchldufe mit etwa 4.000 Substanzen
und Substanzgemischen lieferten vielversprechende
Kandidaten. Aussichtsreiche Substanzen werden derzeit in
weiteren Studien, z.B. mit humanen nasalen Priméarzellen,
auf ihre Wirksamkeit sowie in zellbasierten Assays auf ihre
Toxizitat iberpriift.

Diestel, R., Irschik, H., Jansen, R., Khalil, M.W., Reichenbach, H., & Sasse, F. (2009)
Chivosazole A and F, cytostatic macrolides from Myxobacteria, interfere with actin.
ChemBioChem 10, 2900-2903.
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Zur Behandlung von Infektionen sind neue Wirkstoffe notig,
die neue Angriffspunkte in den Organismen nutzen, um
bereits bestehende Antibiotika-Resistenzen zu umgehen.
Wir haben fiir unsere Untersuchungen kommensale und
persistente Mikroorganismen ausgewahlt: die Hefe Candida
albicans und das Bakterium Mycobacterium bovis (BCG) als
Stellvertreter fiir den Tuberkuloseerreger Mycobacterium
tuberculosis. Diese Mikroorganismen sind an das Uberleben
in Gegenwart von menschlichen Zellen angepasst, und
Infektionen entstehen vor allem dann, wenn die Immunab-
wehr des Menschen geschwicht ist.

Histidinkinasen als Angriffspunkte fiir Antiinfektiva
Histidinkinasen sind in Bakterien, aber auch in Pilzen zu
finden und fungieren hdufig als Sensorproteine fiir Umge-
bungsbedingungen. In friiheren Untersuchungen hatte sich
die als CaNik1 bezeichnete Histidinkinase von C. albicans
als Angriffspunkt fiir die myxobakteriellen Sekundarme-
tabolite Ambruticin VS3 und Jerangolid A erwiesen. In die-
sem Protein konnten wir neben den fiir die enzymatische
Aktivitat notwendigen Zentren noch 9 seriell angeordnete
sogenannte HAMP-Doménen identifizieren. Durch gezielte
Deletion einiger dieser Domadnen konnten wir zeigen, dass
sie an der Sensitivitat fiir Fungizide beteiligt sind. Fir
weitere funktionelle Studien hatten wir das Gen in der gut
untersuchten Backerhefe S. cerevisiae funktionell expri-
miert und dort Genexpressionsstudien durchgefiihrt. Diese
zeigten, dass durch CaNik1 in Backerhefe der Signalweg
aktiviert wird, der die osmotische Stressabwehr reguliert,
was in der Folge auch die Regulation des Zellzyklus und
damit des Zellwachstums betrifft.

Suche nach neuen Angriffspunkten fiir Antiinfektiva
Candida albicans besiedelt als kommensaler Organismus
vor allem Schleimhaute von Menschen, befindet sich also
in direktem Kontakt mit Epithelzellen. Bei systemischen
Infektionen dringt sie in tieferliegendes Gewebe ein und
wird tiber die Blutbahn verbreitet. Dies ist mit Morpholo-
giewechseln zwischen Hefe- und Hyphenform verbunden.
An der Infektionsabwehr sind vor allem Phagozyten, wie
Neutrophile und Makrophagen, beteiligt. Auch bei der
Abwehr von Lungeninfektionen durch Mykobakterien sind
Makrophagen wesentlich beteiligt. Allerdings konnen die
Bakterien im Innern von Makrophagen als persistierende,
ruhende Organismen iiberleben und sich so antibakteriel-
len Therapien entziehen.

Um neue Angriffspunkte fiir Antiinfektiva zu identifizieren,
ahmen wir im Labor die Bedingungen nach, die die Orga-
nismen im Menschen vorfinden. Wir priifen, ob wir durch
chemische Substanzen die Wirkung der Phagozyten unter-

LL3ITSEHK .

Elektronenmikroskopische Aufnahme der Wechselwirkung
zwischen der Hefe Candida albicans und Epithelzellen (Zelllinie
A 431) in Gegenwart des Peptids LL37 (M. Rohde). LL 37 gehort
zu den antimikrobiellen Peptiden, hemmt das Wachstum von

C. albicans kaum, fordert jedoch die Adhdsion der Hefe an die
menschlichen Zellen. Bei einer Inkubationszeit von 6 h unter
Zellkulturbedingungen bildet C. albicans Hyphen, die auch in
den Epithelzellen zu finden sind und in ihnen weiter wachsen.
Photo: HZI, Rohde

stiitzen, bei C. albicans den Morphologiewechsel und bei
Mykobakterien das Uberleben im Ruhezustand verhindern
konnen. Als Quellen fiir potenzielle neue Wirkstoffe nutzen
wir Bibliotheken chemischer Substanzen, myxobakterielle
Extrakte und kommerziell verfiighare Inhibitoren. Dabei
konnten wir zeigen, dass alle infektionsrelevanten Schritte
durch chemische Substanzen beeinflussbar sind. Diese
Substanzen konnen zum Teil von den Organismen selber
gebildet werden. So bilden menschliche Zellen Peptide, die
die Adhésion von C. albicans auf Oberflachen verandern,
vor allem an Bestandteile der extrazellularen Matrix. Die
Bildung von Hyphen wird unter anderem durch Substanzen
unterdriickt, die fiir C. albicans Funktionen als Quorum
Sensing-Verbindungen haben. AuBerdem entdeckten wir
Genistein, einen bekannten Inhaltsstoff der Sojabohne, als
Phagozytose-aktivierende Substanz.

Wesolowski,J., Hassan,R.Y.A., Reinhardt,K., Hodde,S. & Bilitewski,U. (2010) Antifungal
compounds redirect metabolic pathways in yeasts: Metabolites as indicators of modes of
action, Journal of Applied Microbiology 108, 462 - 471

Klippel,N., Cui,S., Grobe,L. & Bilitewski,U. (2010) Deletion of the Candida albicans hi-
stidine kinase gene CHK1 improves recognition by phagocytes through an increased
exposure of cell wall B-glucans, Microbiology 156, 3432 - 3431

Buschart,A., Gremmer,K., v.d.Heuvel,J. Miiller,P.P. & Bilitewski,U. (2011) Repetitive
HAMP domains at the N-terminus of the CaNik1 histidine kinase of Candida albicans
mediate specific interactions with fungicides, Molecular Microbiology, submitted
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Neue Projektgruppen

Das HZI hat jungen Forschern mit sehr guten Ideen die M&glichkeiten gegeben, ihre Forschung im HZI durchzufiihren, wenn das
Ziel ihrer Forschungsarbeiten im Rahmen der F&E-Ziele des Zentrums gelegen hat. Seit 2009 haben neue Projektgruppen ihre
Arbeit am HZI aufgenommen. 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 2. Generation von neuen

Projektgruppen werden auf den néchsten Seiten vorgestellt.

Neue Projektgruppen prdsentieren Ihre Arbeiten auf der Plattform des Griinderzentrums des HZI. Das Foto wurde wdhrend
eines Besuchs des Nobelpreistrdgers fiir Chemie, Prof. Dr. Kurt Wiithrich, ETH Ziirich (Schweiz)/La Jolla (USA), aufgenommen.
Prof. Wiithrich (links, weifies Hemd) diskutiert mit einem Nachwuchswissenschaftler dessen Ergebnisse. Foto: iz
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| Dr. Bettina Gruhne | Elisa Reimer

Herpesviren Herpesviren etablieren lebenslange, persistie-
rende Infektionen. Immunkompetente Individuen sind in der
Lage, herpesvirale Infektionen zu kontrollieren. Bei immun-
supprimierten Menschen wie Transplantatempfangern oder
AIDS-Patienten kann es jedoch zu schwerwiegenden Kompli-
kationen kommen. Eine Infektion mit dem Betaherpesvirus
Cytomegalievirus (CMV) wéhrend der Schwangerschaft ist
die héufigste Ursache fiir Virus-induzierte Fehlbildungen des
Fotus. Die humanen Gammaherpesviren Epstein-Barr Virus
(EBV) und Kaposi’s Sarkom-assoziiertes Herpesvirus (KSHV)
verursachen Tumorerkrankungen. Um neue prophylaktische
und strategische Therapien gegen herpesvirale Infektionen
zu entwickeln, ist es wichtig zu verstehen, wie Herpesviren
von unserem Immunsystem erkannt werden und wie sie die
Immunantwort des Wirtes modulieren, um ihrer Eliminie-
rung zu entgehen.

Angeborene Immunantwort Das angeborene Immunsystem
erlaubt eine schnelle und potente antivirale Inmunabwehr
und spielt eine wichtige Rolle fiir die Induktion der erlernten
Immunantwort. Eine Familie von Sensoren des angeborenen
Immunsystems sind die sogenannten Toll-like Rezeptoren
(TLR). TLR9 spielt eine wichtige Rolle fiir die Detektion von
Herpesviren und induziert nach Bindung viraler DNA eine
antivirale Immunantwort. Das zellulare Membranprotein
UNC93B ist essenziell fiir die Funktion von TLR9: es eskor-
tiert TLR9 vom Ort seiner Synthese, dem endoplasmatischen
Retikulum, in das endolysosomale Kompartiment. Dort trifft
TLRY auf die DNA invasiver, pathogener Mikroorganismen
und initiiert eine Signalkaskade, die zur Ausschiittung von
Zytokinen und Interferonen fiihrt. Die von TLR9 induzierte

Das Membranprotein UNC93B interagiert mit Toll-like Rezep-
tor 9 (TLRY) im endoplasmatischen Retikulum und eskortiert
TLRY in das endolysosomale Kompartiment. Dort trifft TLR9
auf die DNA invasiver, pathogener Mikroorganismen. Im
Endolysosom wird TLRY proteolytisch gespalten und induziert
anschliefend eine Signalkaskade, die zu einer antiviralen
Immunantwortﬂihrt. Copyright Melanie M. Brinkmann

TLRY lokalisiert in Endolysosomen nach Stimulation mit TLR
Agonisten. Primdre Makrophagen wurden aus TLR9-GFP
transgenen Mdusen isoliert. Lebende Zellen wurden mit LPS
stimuliert und mit einem “spinning disc” konfokalen Laser-
mikroskop in Echtzeit analysiert. Endolysosomen wurden mit
Lysotracker gefarbt (m rot). Copyright Melanie M. Brinkmann

Signalkaskade ist bereits gut charakterisiert, jedoch ist die
Regulation des intrazelluldren Transportes des UNC93B-TLR9
Komplexes in infizierten Immunzellen nicht gut untersucht.

Das Projekt Unsere Forschung fokussiert auf die Mechanis-
men der Herpesviren, mit denen sie der Erkennung durch
das angeborene Immunsystem des Wirtes entgehen. Unsere
Daten zeigen erstmals, dass Herpesviren die Funktion der
Toll-like Rezeptoren inhibieren konnen. Wir wollen die ver-
antwortlichen herpesviralen Proteine identifizieren und den
Mechanismus entschliisseln, mit dem diese Proteine die Toll-
like Rezeptoren auBer Gefecht setzen. Ferner erforschen wir
die Regulation des intrazelluldren Transportes des UNC93B-
TLR9-Komplexes nach Infektion primérer Immunzellen mit
Herpesviren. Mit fluoreszierenden Herpesviruspartikeln
und fluoreszierenden TLR9- und UNC93B- Proteinen werden
wir den intrazelluldren Transport in Echtzeit mit konfokaler
Lasermikroskopie untersuchen. In einem biochemischen An-
satz, in dem wir herpesvirale DNA als Kéder nutzen werden,
wollen wir weitere zellulare DNA-Sensoren identifizieren,
die neben TLR9 fiir die Erkennung von Herpesviren wichtig
sind. Wir haben weitere zelluldre Interaktionspartner des
UNC93B-Proteins identifiziert und werden die Rolle dieser
Proteine fiir die Regulation des intrazelluldaren Transpor-

tes vom endoplasmatischen Retikulum zum Endosom des
UNC93B-TLR9-Komplexes charakterisieren.

Boyoun Park, Melanie M. Brinkmann, Eric Spooner, Clarissa C. Lee, You-Me Kim and
Hidde L. Ploegh, (2008) Nature Immunology, 9 (12), 1407-1414

You-Me Kim, Melanie M. Brinkmann, Marie-Eve Paquet and Hidde L. Ploegh (2008)
Nature, 452 (7184), 234-238

Melanie M. Brinkmann, Eric Spooner, Kasper Hoebe, Bruce Beutler, Hidde L. Ploegh
and You-Me Kim, (2007) Journal of Cell Biology, 177 (2), 265-275



| Prof. Dr. Michael Meyer-Hermann | Abteilung fiir System-Immunologie | mmh 10@helmholtz-hzi.de

| Dr. Marc Thilo Figge | Dr. Valerii Sukhorukov | Dr. Arndt Telschow | Sebastian Binder |

Jaber Dehghany | Harald Kempf

System-Immunologie Was ist System-Biologie und wofiir
brauchen wir sie? Es ist nicht moglich die Funktionalitat
eines Systems aus der bloBen Kenntnis seiner Konstituenten
her zu leiten, die wir aus den ,,omics“-Ansitzen kennen. Die
entscheidende Frage ist, wie diese Konstituenten miteinan-
der wechselwirken und wie sie zusammen ein funktiona-
les Konzept wie einen Organismus entstehen lassen. Der
Schliissel liegt in der Dynamik des betrachteten Systems.
System-Immunologie ist die Wissenschaft, in der mathemati-
sche Modelle von der Dynamik von komplexen Systemen im
Bereich Gesundheit entwickelt werden. Die Zukunft der For-
schung in der Biologie wird auf einer iterativen Diskussion
zwischen Theorie und Experiment fuBen, die uns die Physik
bereits erfolgreich vorgelebt hat.

Methodik Da die Kenntnis der Konstituenten eines biologi-
schen Systems allein seine Mechanismen und Funktionsweise
nicht zu verstehen erlaubt, miissen wir von phdnomenolo-
gischen Beschreibungen des Gesamtsystems starten. Diese
sollten so einfach wie moglich und so komplex wie notig
sein, um den Vergleich mit aktuellen experimentellen Daten
zu ermoglichen. In einem iterativen Optimierungsprozess
werden die Modellannahmen so lange evolviert bis das in si-
lico- und das in vivo-System das gleiche Verhalten aufweisen.
Weichen Theorie und Experiment voneinander ab, wird die
System-Immunologie fiir die Forschung fruchtbar: Entweder
muss das Modell erweitert oder vorhandene Annahmen neu
iiberdacht werden. In beiden Fillen wird das Wissen tiber
die Funktionsweise des biologischen Systems verbessert.
Der Vorteil dieses phanomenologischen Ansatzes ist, dass
die jeweils erreichte mathematische Beschreibung immer die
Funktionalitidt des beschriebenen Systems garantiert. Das
ultimative Ziel dieses Ansatzes ist es, auf der Basis eines
zunehmend komplexen Modells des biologischen Systems
(i) neue Experimente vorzuschlagen, die liber spezifische
Fragen Aufschluss geben, (ii) Ergebnisse von Experimenten
vorherzusagen, um das derzeitige Wissens zu liberpriifen
und (iii) optimierte Behandlungsstrategien in deregulierten
Systemen vorherzusagen.

Beispiel Entwicklung spezifischer Antikérper Das
Immunsystem beinhaltet eine spezifische Umgebung, das
Keimzentrum (GC), in dem B Zellen (BC) zum Mutieren des
Antikorpers angeregt werden. AnschlieBend durchlaufen die
mutierten BC einen Selektionsprozess, um dann die neuen
hochaffinen Antikérper zu produzieren oder das Immunge-
dachtnis aufzubauen.

Man war der Uberzeugung, dass die begrenzte Verfiigbarkeit
von Antigen die Selektion kontrolliert. Wir haben ein mathe-
matisches Modell fiir die Dynamik der GC entwickelt und

vorhergesagt, dass nicht das Antigen sondern eine affinitats-

abhingige TC-Hilfe limitierend sein muss [1]. Diese Vorher-
sage wurde in einer Reihe von Experimenten nachgewiesen
[2] und damit ein neues Modell der GC Reaktion induziert.
Auch Toll-like-Rezeptor-4 (TLR4) beeinflusst die Entwicklung
von GC. Wir haben in silico getestet, wie sich eine Storung
des TLR4 auf die GC Dynamik auswirkt, und vorhergesagt,
dass die Mutationsrate von TLR4 reduziert werden muss.
Diese Vorhersage wurde experimentell bestatigt [3].

Ausrichtung Die neue Abteilung System-Immunologie

am HZI wird sich, neben der Fortfiihrung von etablierten
Forschungsthemen wie der adaptiven Immunantwort und
Diabetes, mit der Modellierung von dynamischen Systemen
im Bereich der Infektions- und Entziindungsforschung und
der Etablierung von neuen Kollaborationen beschéftigen.

In silico-Agenten-basierte Simulation einer Keimzentrums-
reaktion. Ein 20 microns dicker Schnitt durch ein Keimzen-
trum am Tag 5 nach eingesetzter Proliferation. Jedes Objekt
reprdsentiert eine Zelle: Sich teilende und mutierende BC
(blau), nicht-teilende Ig-exprimierende BC (dunkelgriin), BC
mit positiven Signalen von FDC (hellgriin), Plasmazellen
(weif3), T follikuldre Hilfszellen (rot), FDC (gelb) wobei die
Dendriten nicht gezeigt sind. Alle Zellen wechselwirken nach
Regeln, die dem heutigen Kenntnisstand entsprechen, und
bewegen sich in Antwort auf Chemokine (nicht gezeigt) und
in Ubereinstimmung mit den Resultaten von neuen 2-Photon-
intravital Experimenten. Zuvor publiziert in [4].

[1] Meyer-Hermann, M., Figge, M.T., & Toellner, K.M. (2009) Trends in Immunology 30, 157-164.

[2] Victora, G.D., Schwickert, T.A., Fooksman, D.R., Meyer-Hermann, M., Dustin, M.L., &
Nussenzweig, M.C. (2010) Cell 143, 592-605.

[3] Garin1, A., Meyer-Hermann1, M., Contie, M., Figge, M.T., Buatois, V., Gunzer, M., Toellner,
K.-M.,, Elson, G., & Kosco-Vilbois, M.H. (2010) Immunity 33, 84-95. 1: shared first author.

[4] Figge, M.T., Garin, A., Gunzer, M., Kosco-Vilbois, M., Toellner, K.-M., & Meyer-Hermann,
M. (2008). Journal of Experimental Medicine 205, 3019-3029.
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Prospektive Kohortenstudien Der Anstieg chronischer
Krankheiten wie Krebs, Arteriosklerose, Diabetes, Arthrose
und Morbus Alzheimer stellt in den Industrielandern eine
stetig wachsende Herausforderung fiir die Gesundheitsver-
sorgung dar. Die Ursachen dieser Erkrankungen sind durch
Umwelt, Lebensstil und genetische Faktoren bedingt. Epi-
demiologen mochten Strategien fiir die Fritherkennung von
Risikofaktoren und Erkrankungen entwickeln. Prospektive
Kohortenstudien sind hierfiir das wichtigste Werkzeug, da
sie Risikofaktoren und Biomarker schon im préklinischen
Stadium erfassen konnen.

Die Nationale “Helmholtz” Kohorte Die Helmholtz-
Gemeinschaft hat eine deutschlandweite Kohortenstudie
initiiert, um den Herausforderungen des 21. Jahrhunderts
in der Gesundheitsversorgung zu begegnen. Letztlich sollen
200.000 Freiwillige in ganz Deutschland untersucht und
befragt und anschlieBend 10 bis 20 Jahre lang auf die Ent-
wicklung von Krankheiten hin beobachtet werden. AuBer-
dem wird in der Ndhe von Miinchen eine Biobank gebaut
werden. Eine Anschubforderung der Helmholtz-Gemeinschaft
von 20 Millionen Euro wird von den fiinf beteiligten Helm-
holtz-Zentren u.a. genutzt, um die Studienprotokolle fiir
diese groBte Gesundheitsstudie in der deutschen Geschichte
zu planen und zu pilotieren, Studienzentren zu etablieren
und Mitte 2012 mit der Rekrutierung und Phénotypisierung
der Probanden zu beginnen.

Das HZI unterstiitzt die Kohorte u.a. wie folgt:

* Als Mitglied des Rekrutierungs-Clusters Nord-West-
Deutschland werden wir 2012-2017 10.000 Teilnehmer
aus dem Braunschweig-Hannoverschen Raum rekrutieren.

* Wir entwickeln und optimieren Protokolle (SOPs) fiir
die Gewinnung und Aufbewahrung von Biomaterialien,
insbesondere fiir Nasenabstriche, Speichel, Leukozyten
und Stuhl.

e Wir initiieren und entwickeln das infektiologisch/im-
munologische Programm der Kohorte. Hier verfolgen
wir zwei Wege: erstens geht es um Mikroorganismen

als Risikofaktoren fiir die Entstehung von chronischen
Krankheiten wie kardiovaskuldre und neurodegenerative
Erkrankungen; zweitens geht es um Risikofaktoren fiir
den Erwerb von akuten und chronischen Infektionen und
Immunstorungen.

* Wir fiihren neuartige epidemiologische Forschungsme-
thoden fiir die Untersuchung von Infektionen ein. Zum
Beispiel untersuchen wir, ob Studienteilnehmer Biomate-
rialien fiir diagnostische Untersuchungen (z.B. Nasen-
abstriche und Stuhlproben) zuverlédssig selbst gewinnen
und an das Labor schicken konnen. Hier untersuchen wir
auch die Nutzbarkeit von modernen Kommunikations-
methoden wie SMS und Email, um die Studientreue zu
gewdhrleisten und Informationen tiber symptomatische
Infektionen in Echtzeit zu bekommen.

* Wir beurteilen und adaptieren neuartige Biomarker
(z.B. microRNAs) und biostatistische Methoden.

Netzwerke innerhalb der Kohorte

Wir vertreten das HZI im nationalen Epidemiologischen
Planungskomitee der Kohorte, im Schreibkomitee fir die
2011 anstehende internationale Begutachtung, sowie in den
thematischen Arbeitsgruppen ,Infektion und Immunitét®,
~,Bewegungsapparat®, ,Biobank“ und , Fragebogen®. In der
aktuellen Machbarkeitsphase der Kohorte koordinieren wir
eine Multicentre-Studie tiber neuartige infektionsepidemio-
logische Messinstrumente.

Akmatov, M.K. & Pessler F. (2011) The potential of self-collected nasal swabs to detect
infection and colonization in population-based epidemiological studies. International
Journal of Infectious Diseases (accepted for publication).

Akmatov, M.K., Pessler, F. & Brzoska P. (2011) Attitudes among women in low- and
middle-income countries towards people living with HIV/AIDS - the situation after
three decades of AIDS. BMC Public Health (under review).

Ogdie, A., Li, ., Dai, L., Yu, X., Diaz-Torne, C., Akmatov, M., Schumacher, H.R., & Pessler,
F. (2010) Identification of broadly discriminatory synovial tissue biomarkers with binary
and multicategory receiver operating characteristic analysis. Biomarkers 15(2), 183-90.

Slansky, E., Li, J., Haupl, T., Morawietz, L., Krenn, V., & Pessler, F. (2010) Quantitative
determination of the diagnostic accuracy of the synovitis score and its components.
Histopathology 57(3), 436-443.

2009 2012 2017 2022 2027
| | | | |
== 20+ Jahre?

| | I | 1

L J J\ J\ J

Y Y Y

Planung & Rekrutierung, Folgebesuch #1 Folgebesuch #2 (?)
Beratung; Konstruktion
Machbarkeits- einer
studien Biodatenbank >

Weiterverfolgung
Ermittlung von aufgetretenen Krankheitsféllen
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Die langsame Verschlechterung des Immunsystems bei
alteren Menschen wird als Immunoseneszenz bezeichnet.
Die altersbedingten Veranderungen betreffen dabei sowohl
die angeborene als auch die erworbene (adaptive) Immun-
abwehr und inzwischen ist bekannt, dass die Funktion des
adaptiven Immunsystems mit dem Alter abnimmt. Naive
Lymphozyten besitzen ein breites klonales Repertoire, mit
dem sie eine groBe und divergente Zahl von potenziellen
Pathogenen erkennen. Alterung fiihrt zu einer Reduktion
der naiven T-Zellen und damit auch der Diversitat der
T-Zellklone. Die Folge: eine erhohte Anfilligkeit gegen neue
Infektionen und schlechterer Impfschutz. Somit ist der Ver-
lust der klonalen Diversitit im Pool der T-Lymphozyten ein
charakteristisches Merkmal der Imnmunoseneszenz.

Die Ursachen der Immunoseneszenz sind noch weitgehend
ungeklart, klar ist nur die Bedeutung der Thymusrtick-
bildung. Welche Rolle der oxidative Metabolismus und
Umgebungsfaktoren spielen ist unklar. Verstehen wir
dieses Zusammenspiel, erlaubt uns das, neue Therapien zu
entwickeln, die die Alterung des Immunsystems verlang-
samen oder umkehren.

Das Cytomegalievirus Das Cytomegalievirus (CMV) ist
ein ubiquitdres Pathogen, mit dem weltweit die Mehrheit
der Bevolkerung infiziert ist, und das bei immunsuppri-
mierten Patienten zu lebensbedrohlichen Komplikationen
fithren kann. Die chronisch persistierende CM V-Infektion
stimuliert dauerhaft das Immunsystem durch permanente
Antigen-Belastung. Dadurch wird das Repertoire der der
T-Zell-Gedéchtniszellen vermindert. Erwachsene (und hier
vor allem é&ltere Erwachsene) zeigen eine starke CMV-spezi-
fische T-Zellantwort sowie eine hohe Zahl CMV-spezifischer
CD8-Zellen. Das Verstdndnis der Mechanismen hinter
dieser einzigartigen starken Immunantwort erlaubt uns,
homdoostatische Prozesse zu erforschen, die die Interaktion
eines Wirtes mit seiner mikrobiologischen Umgebung
steuern.

Das Projekt Epidemiologische Langzeitstudien zeigen,
dass dltere Erwachsene einen immunologischen Risiko-
phéanotyp mit einer hheren Sterblichkeitsrate aufweisen
und dass dieser Phdnotyp mit dem serologischer Status fir
CMV koinzidiert. Tragt ein ubiquitiares Pathogen, wie CMV,
zur Alterung des Immunsystems bei, ist das fiir unser
Verstandnis der Inmunoseneszenz von groBer Relevanz.

Vorlaufige Untersuchungen demonstrieren, dass CMV-
infizierte Tiere eine schwachere CD8-Antwort auf Super-
infektionen mit neu entstehenden Pathogenen wie Influenza
H1N1 oder dem West-Nil-Virus zeigen als nicht infizierte
Kontrolltiere. Da die CMV-Infektion zur Alterung des
Immunsystems beitrégt, analysieren wir die Konsequen-
zen einer persistierenden Virusinfektion auf das Wirts-
immunsystem. Wir wollen zum Einen die zelluldaren und
molekularen Mechanismen einer chronischen Herpesvirus-
Infektion und zum Anderen ihre grundséatzliche biologische
Relevanz fiir die Immunalterung untersuchen.

I. Mechanismen: Es ist unklar, ob die schwache CD8-
Antwort aus intrinsischen Veranderungen in der CD8-
Zellpopulation oder einer veranderten immunologischen
Umgebung resultiert. Klarheit sollen adoptive Transfer-
experimente bringen. Die Rolle einer persistierenden
Antigenstimulation wird dabei liber rekombinante Viren
mit konditionierter und/oder spezifischer Expression von
immundominanten T-Zellantigenen untersucht.

II. Relevanz: Es ist unklar, ob die schwache Immunantwort
ausschlieBlich auf die Belastungsinfektionen in CM V-
infizierten Wirten oder auf generelle Defizite zurtick zu
fiihren ist. Wir analysieren, ob chronische Infektionen zu
einer schwéacheren Immunantwort auch auf nicht-virale
Pathogene, wie a) bakterielle Pathogene, wie z. B. Listeria
monocytogenes, Mycobacterium bovis, etc., oder b) Tumor-
antigene, fiihren.

1.Cicin-Sain, L., Bubic, L., Ruzsics, Z., Schnee, M., Mohr, C., Jonjic, S. & Koszinowski, U.H.
(2007) Targeted deletion of regions rich in immune-evasive genes from the cytomegalovirus
genome as a novel vaccine strategy. Journal of Virology 81(24),13825-34.

2.Cicin-Sain, L., Messaoudi, L., Park, B., Currier, N., Planer, S., Fischer, M, Tackitt, S.,
Nikolich-Zugich, D., Legasse, A., Axthelm, M.K., Picker, L.J., Mori, M. & Nikolich-Zugich J.
(2007). Dramatic Increase in Naive T-Cell Turnover is Linked to Loss of Naive T-cells from
Old Primates. PNAS 104(50),19960-5.

3.Cicin-Sain, L., Smyk-Pearson, S., Fisher, M.B., Currier, N., Koudelka, C., Nikolich-Zugich,
D., Legasse, A., Tackit, S., Axthelm, M.K., Mori, M. Lewinsohn, D., & Nikolich-Zugich, J.
(2010) Loss of naive T-cells and repertoire constriction predict poor response to vaccination
in old primates. Journal of Immunology 184(12), 6739-45.
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Das Ziel des Projektes ist die Entwicklung neuer Diagnostika,
Therapeutika und Impfstoffe gegen Tuberkulose und HIV.
Fiir die Diagnose und die Entwicklung eines Impfstoffes
sollen neue, hochspezifische Antigene identifiziert werden.
Die Suche nach Leitstrukturen erfolgt durch das Durchmus-
tern von Substanzbibliotheken gegen Virulenz-assoziierte
Proteine und Enzyme der Erreger.

Die Tuberkulose ist eine bakterielle Infektionskrankheit, mit
der sich jahrlich etwa neun Millionen Menschen infizieren
und an der zwei Millionen Menschen sterben. Von der Tuber-
kulose sind vor allem Afrika und Asien betroffen. In Deutsch-
land ist die Zahl der Tuberkulose-Neuerkrankungen sogar
riickldufig. Jedoch sind vor etwa 15 Jahren neue, mehrfachre-
sistente Stamme aufgetaucht. Die sogenannten MDR- (Multi-
drug-Resistant) und XDR- (Extrem Drug-Resistant) Staimme
verbreiten sich rasant und sind schon weltweit zu finden.

Da gegen die MDR- und vor allem die XDR-Stimme nur
wenige der bekannten Antibiotika wirksam sind, miissen
neue, hochwirksame Substanzen entwickelt werden, um die
Riickkehr der Tuberkulose zu verhindern. Weiterhin werden
viel schnellere Diagnostikmethoden als bisher benotigt, um
die Ausbreitung der Krankheit zu verhindern.

C
Substrate binding

domain

NAD binding
domain

Schematische Darstellung der AlaDH Struktur. Der gebun-
dene Cofaktor NAD+ und Pyruvat sind als ,,Ball-and-Stick”
dargestellt.

Identifikation neuer Leitstrukturen fiir die Entwicklung
neuer Antibiotika Im EU-geforderten Projekt NOPERSIST
identifizieren wir neue Leitstrukturen, die gegen zwei
Virulenz-assoziierte Enzyme des Erregers wirken. Die
Alanin-Dehydrogenase (AlaDH) synthetisiert Bausteine

fiir die Zellwandbiosynthese. Wir haben eine Methode
entwickelt, mit der pro Woche etwa 10.000 Substanzen der
HZI-Substanzbibliothek auf ihre Aktivitdt gegen das Enzym
durchgemustert werden konnen. Bisher konnten wir 50
Hemmstoffkandidaten identifizieren, die zurzeit in Follow Up
Assays weiter analysiert werden.

Weiterhin wird an einem Hochdurchsatzassay gegen die
Thiol-Peroxidase, ein Enzym des mykobakteriellen Peroxid-
Abwehrmechanismus, gearbeitet.

Neue Antigene fiir eine schnelle Diagnose und Impfstoffe
Fiir die Bekampfung der Tuberkulose wird eine moderne und
schnelle molekulare Diagnostik bendtigt. Heutige Methoden
dauern bis zu vier Wochen. Die Hochdurchsatz-Expression
und Klonierung erméglicht die Produktion hunderter myko-
bakterieller Proteine pro Woche. Die zelluldre und humorale
Immunantwort auf diese Kandidatenproteine wird von den
Partnern des NOPERSIST-Konsortiums analysiert, und die
Impfstoff- sowie Diagnostik-Kandidaten werden identifiziert.

Transvac Weitere Probleme der Tuberkuloseforschung und
Impfstoffentwicklung fiir armutsbedingte Krankheiten (PRD)
werden im Rahmen von Transvac bearbeitet. Transvac ist die
europdische Plattform fiir Impfstoffentwicklung fiir HIV, TB
und Malaria.

Rosenkrands, 1., Aagaard, C., Weldingh, K., Brock, 1., Dziegiel, M.H., Singh, M., Hoff, S.,
Ravn, P, & Andersen, P. (2008) Identification of Rv0222 from RD4 as a novel serodiag-
nostic target for tuberculosis. Tuberculosis (Edinb) 88, 335-343.

Agren, D., Stehr, M., Berthold, C.L., Kapoor, S., Oehlmann, W., Singh, M., & Schneider, G.
(2008) Three-dimensional structures of apo- and holo-L-alanine dehydrogenase from
Mycobacterium tuberculosis reveal conformational changes upon coenzyme binding.
Journal of Molecular Biology 377, 1161-1173.

Elamin, A.A., Stehr, M., Oehlmann, W., & Singh, M. (2009) The mycolyltransferase 85A,
a putative drug target of Mycobacterium tuberculosis: Development of a novel assay and
quantification of glycolipid-status of the mycobacterial cell wall. Journal of Microbiologi-
cal Methods 24, 358-363.

Von Groll A., Martin A., Stehr M., Singh M., Portaels F., da Silva P.E., & Palomino J. C.
(2010) Fitness of Mycobacterium tuberculosis strains of the W-Beijing and Non-W-Beijing
genotype. PLoS One 5, e10191.
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Proteomik - ein ideales Werkzeug zur Erforschung
pathogener Mikroorganismen Proteine vermitteln und
regulieren als eigentliche ,Akteure des Lebens“ grund-
legende zelluldre Funktionen. Zudem sind sie haufig auch
direkte Angriffspunkte antimikrobieller Wirkstoffe. Die
Charakterisierung samtlicher exprimierten Proteine eines
Mikroorganismus (“Mikrobielle Proteomik”) ist daher ideal
geeignet, um beispielsweise die molekulare Grundlage
bakterieller Infektionen oder die Anpassung von Mikro-
organismen an Antibiotika zu untersuchen. Wir verwenden
2D-Gelelektrophorese und modernste Gel-freie Techniken
zur qualitativen und quantitativen Analyse mikrobieller
Proteome.

Evaluierung neuer Antiinfektiva Durch das vermehrte
Auftreten multiresistenter Mikroorganismen steigt der
Bedarf an neuen antiinfektiven Wirkstoffen. Bakterielle
Zell-Zell-Kommunikation (Quorum Sensing, QS) ist in vielen
Pathogenen eine zentrale ,Schaltstelle” fiir die Expression
von Virulenzfaktoren und die Ausbildung von Biofilmen.
Damit ist sie ein attraktiver Ansatz fiir die Entwicklung
alternativer Wirkstoffe. Ein Vorteil dieser Strategie ist das
Ausbleiben von Resistenzen. Wir haben spezifische Sensoren
entwickelt, um Substanz-Bibliotheken nach Wirkstoffen zu
durchsuchen, die mit QS zweier wichtiger Pathogene, Pseudo-
monas aeruginosa und Burkholderia cenocepacia, interferie-
ren. Effizienz und Spezifitit der Substanzen untersuchen wir
mit vergleichender Proteom-Analyse. Dariiber hinaus haben
wir in Zusammenarbeit mit Prof. J. Robinson (Universitit
Zirich) die Wirkweise sogenannter ,Peptidomimetika“, die
spezifisch P. aeruginosa inhibieren, entschliisselt.

In situ Proteomik zur Erforschung der molekularen
Grundlagen bakterieller Infektionen 80 Prozent aller
mikrobiellen Infektionen im menschlichen Korper sind mit
der Ausbildung von Biofilmen verkniipft. Da sie sehr resis-
tent gegentiber traditionellen antimikrobiellen Wirkstoffen
sind, ist die Entschliisselung grundsatzlicher Prinzipien
der Biofilm-Entwicklung ein wesentlicher Schritt fiir

das Verstdndnis pathogener Bakterien. Wir haben in situ
Proteom-Analysen von P. aeruginosa in zwei verschiedenen
Pathogenitidtsmodellen etabliert. Mit ihnen identifizieren
wir mikrobielle Virulenzfaktoren, die spezifisch wahrend
des Infektionsprozesses exprimiert werden. Und wir analy-
sieren Veranderungen im Wirtsproteom, die durch die Bak-
terien hervorgerufen werden. Langfristig soll damit in einer
Kooperation mit Prof. M. Givskov (Universitdt Kopenhagen)
die Wirkweise von ,linked multi-drugs” validiert werden,
die mehr als eine Zielstruktur innerhalb der Bakterienzelle
angreifen.

Identification
Quantitation

Extraction Validation

Separation

Ablauf einer typischen Proteom-Analyse beginnend mit der
Proteinextraktion, gefolgt von Auftrennung und Analyse
mittels Gel-basierenden oder Gel-freien Ansdtzen kombiniert
mit Massenspektrometrie und der abschliefenden Daten-
Validierung z.B. durch phénotypische Tests.

Metaproteom-Analysen gemischter Biofilme auf Blasen-
kathetern Harnwegsinfektionen gehoren zu den héufigsten
nosokomialen Infektionen. Da uropathogene Bakterien sehr
schnell Resistenzen ausbilden, sind Biofilme auf Blasenka-
thetern schwer zu bekdmpfen und treten haufig persistent
oder chronisch auf. Jiingste Untersuchungen haben gezeigt,
dass Katheter-Biofilme hochkomplex sind und aus vielen
verschiedenen Spezies bestehen. Unsere Arbeitsgruppe

ist Teil des UroGenOmics-Konsortiums, das regulatorische
und metabolische Strategien wihrend der Katheter-Koloni-
sierung und Infektion untersucht. Derzeit analysieren wir
Zusammensetzung und Funktionen gemischter Biofilme
mit Metaproteom-Analysen; uns interessieren besonders
zeitliche und raumliche Verdnderungen, sowie Stamm-
spezifische Strategien zur Anpassung an spezielle Be-
dingungen im Harntrakt. Unsere Ergebnisse sollen dazu
beitragen, alternative Angriffspunkte fiir Pharmaka zu
identifizieren, neue diagnostische Werkzeuge zu entwickeln
und Katheteroberflichen zu entwerfen, die Biofilmen ent-
gegenwirken.

Srinivas, N., Jetter, P., Ueberbacher, B.J., Werneburg, M., Zerbe, K., Steinmann, J., Van der
Meijden, B., Bernardini, F., Lederer, A., Dias, R.L., Misson, P.E., Henze, H., Zumbrunn, J.,
Gombert, F.O., Obrecht, D., Hunziker, P., Schauer, S., Ziegler, U., Kéch, A., Eberl, L., Riedel,
K., Demarco, S.J., Robinson, J.A. (2010). Peptidomimetic Antibiotics Target Outer-Membrane
Bio, is in Pseud was aer Science 327: 1010-1013.
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Schneider, T., Riedel, K. (2010). Environmental proteomics: Analysis of structure and
function of microbial communities. Proteomics 10: 785-798.

Riedel, K., Kothe, M., Kramer, B., Saeb, W., Gotschlich, A., Ammendola, A., Eberl, L. (2006).
Computer-aided design of agents that inhibit the cep quorum sensing system of Burkholde-
ria cenocepacia. Antimicrob. Agents Chemotherapy 50: 318-323.
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POFII - UNABHANGIGE FORSCHUNG

Einige Projekte am HZI laufen auBerhalb des PoF-Programms. In diesem Forschungsbericht werden 3 Projekte vorgestellt.
Ken Timmis, der in 2011 in den Ruhestand geht, stellt abschlieBende Ergebnisse aus seiner Arbeitsgruppe Umweltmikrobiologie

zum Thema ,,Funktionelle Genomik und Nischen-Spezifitat“ vor.

Inari Kursula koordiniert eine Arbeitsgruppe im neu gegriindeten Zentrum fiir Strukturelle Systembiology (CSSB) am Deutschen
Elektronen Synchrotron (DESY), Hamburg. Dies ist eine neue externe Arbeitsgruppe des HZI, nachdem ein gemeinsamer Koopera-

tionsvertrag in 2010 unterzeichnet wurde. Irina Kursula présentiert Ergebnisse zum Thema ,,Strukturbiologie des Zytoskeletts®.

Wolf-Dieter Schubert war bis 2009 Leiter einer Arbeitsgruppe am HZI bevor er nach Siidafrika zuriickkehrte. Er prasentiert hier
Ergebnisse, die sich noch aus der Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Dr. Dirk Heinz ergeben haben und hier abschlieBend

unter dem Titel ,Strukturanalyse des angeborenen Immunsystems*“ zusammengefasst werden.

Die Luftaufnahme zeigt das Deutsche Elektronen Synchrotron in Hamburg, wo Prof. Dr. Inari Kursula arbeitet. Foto: DESY
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Die Flora des menschlichen Gastrointestinaltraktes (GI)
wurde als weiteres Organ des menschlichen Kérpers und
als Hauptabschnitt des menschlichen “Bioms” definiert.
Damit lasst sich die Vielzahl unterschiedlichster Funktionen
und Aufgaben zum Ausdruck bringen, die das Biom fiir den
Organismus erfiillt. Und es wiirdigt den Umfang, in dem
das Biom den menschlichen Phenotyp beeinflusst. Trotz der
wichtigen Aufgaben bei der Wahrung des Gleichgewichts
zwischen Gesundheit und Krankheit, ist und bleibt dieser
Bereich vielgestaltig, verdanderlich, schwer zu untersuchen
und ist noch wenig erforscht. Aktuelle groBangelegte
Metagenom-Projekte dienen dazu, die Kenntnisse tiber die
Zusammensetzung und die funktionale Genomik dieser
mikrobiellen Okosysteme zu erweitern. Dabei konzentrieren
sich jedoch die Untersuchungen auf die zahlreichen Ele-
mente, die am besten zuganglich sind und vermutlich die
wichtigsten Funktionen haben.

Die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED), zu
denen Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und andere Formen
der Kolitis zahlen, sind komplexe, multifaktorielle Ent-
ziindungszustande. Von ihnen ist bekannt, dass sie durch
verschiedene Genloci bestimmt werden, von denen man an-
nimmt, dass sie durch die mikrobielle Darmflora ausgelost
bzw. manifest werden. Im Rahmen einer Kooperation mit
der Universitatsklinik Kiel (Schreiber, Ott) und der Univer-
sitdt der Balearen (Nogales, Lanfranconi) haben wir fiir die
Suche nach mikrobiellen Korrelationen mit Darmerkran-
kungen Schleimhautbiopsieproben aus den entziindeten
Bereichen des Sigmoids von Patienten erhalten, die an ver-
schiedenen Formen chronisch entziindlicher Darmerkran-
kungen leiden. Daraus haben wir 16S-Ribosomal-RNA-Gen-
klonbibliotheken erstellt, die Klone sequenziert und deren
phylogenetische Zuordnungsparameter bestimmt. Obwohl
die mikrobielle Besiedelung des Dickdarms groBtenteils aus
Bakterien besteht, gehoren dort die methanogenen Archae-
bakterien zu den kleineren Populationen. Daher haben wir
zusdtzlich zu den Bibliotheken der bakteriellen 16S-TRNA-
Gensequenzen auch Bibliotheken der 16S rRNA-Gene der
Archaebakterien erstellt, die durch niedrig stringente
Amplifikation unter Verwendung von Primern der Archae-
domine gewonnen wurden. Uberraschenderweise ergaben
eine Reihe von Biopsien Sequenzen von Elementen der
Halobacteriaceae, zusitzlich zu den erwarteten Sequenzen
von Methanogenen. Dieses Ergebnis war einerseits uner-
wartet, weil der Gastrointestinaltrakt nicht als salziges
Milieu gilt und es zuvor noch keine Hinweise auf eine
Besiedelung dieses Traktes durch halophile Archaebak-
terien gab — und andererseits wegen der auBerordentlich

groBen Vielfalt und der groBen Anzahl neuartiger geklonter
Sequenzen: 269 Halobacteriaceae-spezifische Sequenzen
aus den Biopsien, die in 15 verschiedene Phylotypen unter-
gliedert wurden (die nahezu die gesamte phylogenetische
Breite dieser Familie abdeckten), wobei 9 davon neu waren.

Fiir die Koloskopien waren zunéchst Darmspiilungen mit einer
Losung aus Polyethylenglykol und Salzen erforderlich, so
dass die haloarchealen Sequenzen moglicherweise von der
Spiillésung stammen. Wir erhielten vom Krankenhaus zwei
ungeoffnete Spiillosungspackungen, in denen die Biopsien
aufbewahrt wurden und, zum Vergleich, eine Packung von
demselben Hersteller tiber eine Apotheke in Palma, Mallorca,
und eine andere von einem anderen Hersteller aus derselben
Apotheke. Die DNA-Isolierung, die Amplifikation und die
Sequenzierung der archivierten Klone wurden wiederholt.
Desweiteren wurden 8 Stuhlproben von Patienten mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen untersucht, bei
denen die Darmspiilung nicht durchgefiihrt worden war. Die
Halobacteriaceae-dhnlichen Sequenzen fanden wir in 2 der 8
Stuhlproben (76 Sequenzen) sowie in allen Spiillosungspro-
ben (125 Sequenzen), wobei letztere in 17 Phylotypen einge-
teilt wurden und keiner davon mit den Phylotypen tiberein-
stimmte, die in den Patientenproben gefunden wurden.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die halophilen
Bakterien im menschlichen Darm von dem mit der Nahrung
aufgenommenen Tafelsalz stammen konnten. Das zuvor er-
lauterte Verfahren wurde mit 3 Tafelsalzproben wiederholt,
und wir erhielten 34 Sequenzen von Haloarchaebakterien,
die 11 Phylotypen reprasentierten. Keiner dieser Phylotypen
stimmte mit denen aus den Spiillosungen iiberein, wobei
nur einer der Phylotypen auch bei den Patienten vorkam.

Die verwendete experimentelle Methode ermdoglicht keine
Unterscheidung zwischen toten Zellen/freier DNA und
iiberlebensfahigen, metabolisch aktiven Zellen. Deshalb
wurden Anreichungskulturen fiir halophile Bakterien
angesetzt, die aus der Biopsie eines Patienten stammten.
Als Ergebnis erhielten wir Sequenztypen von Haloarchae-
bakterien, flihrten dann eine Hybridisierungsanalyse mit
Hilfe der in situ Fluoreszenzmethode durch und erhielten
nacheinander iiberlebensfahige Archaebakterienzellen in
diesen Kulturen. Fazit: Wahrend die Haloarchaea iiber die
Nahrung stindig in den Gastrointestinaltrakt gelangen,
konnte aufgrund des fehlenden Zusammenhangs zwischen
Tafelsalz und Magendarmtraktphylotypen nicht ermittelt
werden, ob diese Phylotypen vom Tafelsalz oder von den
Spiilldsungen stammen.
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Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die Haloarchae-
bakterien moglicherweise funktionelle Elemente der
menschlichen Dickdarmflora sind, was einer intuitiven
Vorgehensweise nicht zuganglich ist, da dieses Milieu nicht
als ausgesprochen salzig gilt. Das Dickdarmmilieu ist eher
heterogen: Wahrend der Darminhalt von gesunden Personen
einen durchschnittlichen Salzgehalt aufweist, der dem
Salzgehalt des Plasmas nahe kommt (135-145 mM Natrium),
konnen sich innerhalb der seitlichen Interzellularraume
kleine Taschen von konzentrierten luminalen Ionen (die
Angaben zufolge in Gréfenordnungen von 15 mM iiber dem
der sie umgebenden Fliissigkeiten liegen) und Krypten als
Teilprozess des normalen Fliissigkeitstransports im Darm-
epithel bilden. Bereiche wie die seitlichen Interzellularraume
konnen somit geeignete Mikronischen bereitstellen, die

fir eine Besiedlung durch Haloarchaebakterien giinstig
sind. Wenn die hierbei in den Kolonbiopsien vorgefundenen
Haloarchaebakterien tatsachlich aktiv sind, dann miissen
deren Stoffwechsel und Abbaustoffe einen nicht unwesent-
lichen Einfluss auf die Physiologie der Schleimhaut im
Allgemeinen und den erkrankten Darm im Besonderen und
umgekehrt haben - wie es bereits fiir die Methanogene bei
Kolorektalkrebs und Divertikulose postuliert wurde. In
dieser Hinsicht ist es erwahnenswert, dass eine veranderte
Darmphysiologie ein markantes Merkmal der chronisch
entzlindlichen Darmerkrankung ist. Die Beeintrachtigung
der Absorption von Natrium und organischen gelosten
Substanzen, wie kurzkettige Fettsduren, z.B. Butyrat, fiihrt
zu erhohten Konzentrationen an organischen gelosten
Stoffen und zu einer Erhohung der Osmolaritidt im Darm-
innenraum. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine
Untersuchung der potenziellen physiologischen Basis des
Zusammenhangs zwischen Haloarchaebakterien und der
Darmschleimhaut neue Erkenntnisse iiber den Gesund-
heits- bzw. Krankheitszustand des Gastrointestinaltraktes
bringen wird.

Oxley, A. P. A,, Lanfranconi, M. P., Wiirdemann, D., Ott, S., Schreiber, S., McGenity, T.]J.,
Timmis, K. N. & Nogales, B. (2010), Halophilic archaea in the human intestinal mucosa.
Environmental Microbiology 12,2398-2410
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Wir sind daran interessiert, wie Proteine des Zytoskeletts
einander erkennen und binden und wie die Polymerisation
von Aktin in eukaryotischen Zellen geregelt ist. Insbeson-
dere wollen wir verstehen, wie pathogene Parasiten ihr
Aktinzytoskelett fiir Motilitdt und Invasion der Wirtszelle be-
nutzen, und Wege finden, um diese Prozesse zu storen. Ein
weiterer Schwerpunkt unserer Arbeit sind Histondeacety-
lasen, insbesondere solche mit zytosolischen Substraten. Wir
verwenden Rontgenkristallographie und Kleinwinkelrontgen-
streuung fiir Proteinstrukturbestimmung und ergdnzende
biophysikalische und biochemische Methoden zur funk-
tionellen Charakterisierung von Proteinen und Komplexen.
Wir arbeiten zudem an der Entwicklung neuer Synchrotron-
basierter Methoden zur Visualisierung von groen Komplex-
en des Zytoskeletts bei hoher Auflosung.

Aktin-basierte Motilitat des Malariaparasiten Malaria ist
eine der verheerendsten weltweiten Gesundheitsgefahren.
Jedes Jahr sterben mehr als eine Million Menschen an
Malaria. Bis zu 300 Millionen Menschen sind infiziert, die
meisten von ihnen Kleinkinder und schwangere Frauen.
Malaria ist auch eine bedeutende wirtschaftliche Belastung,
durch die arme Gebiete in einer Abwértsspirale von Armut
gefangen sind. Resistenz gegen bestehende Anti-Malaria-
medikamente ist ein wachsendes Problem in fast allen
malariaendemischen Gebieten. Daher besteht ein dringender
Bedarf an neuen Wirk- und Impfstoffen.

Malaria wird durch Plasmodium spp. verursacht, eine Gruppe
von einzelligen, eukaryotischen, intrazellularen Parasiten.
Sie gehoren zum Stamm der Apicomplexa. Diese Parasiten
nutzen Aktin fiir ihre Motilitat und Invasion der Wirtszelle.
Ihr Zytoskelett unterscheidet sich deutlich von dem der
hoheren Eukaryonten und ist deshalb ein attraktives Ziel fiir
die Anti-Malariaforschung. Die Aktinfilamente der Parasiten
sind extrem kurz, und ihr rascher Umsatz wird durch eine
begrenzte Anzahl von Aktin-bindenden Proteinen geregelt,
die gering mit ihren Sdugetierhomologen konserviert sind.

Plasmodium Aktin-bindende Proteine mit unterschied-
lichen Strukturen und Funktionen Profiline sind allgegen-
wartige, kleine, Aktin-bindende Proteine. Sie vermitteln
gemeinsam mit Forminen die Aktinpolymerisation durch
Konzentration von polymerisierbaren Aktinmonomeren in
der Nédhe des wachsenden Filamentendes. Wir haben die
Kristallstruktur von P. falciparum Profilin (PfPfn) bestimmt
und gezeigt, dass es die Schliisselfunktionen von Profilinen
besitzt und fiir den Parasiten essenziell ist. Strukturell un-
terscheidet sich PfPfn deutlich von allen anderen Profilinen.
Die groBen strukturellen Veranderungen in der Ndhe der
Aktinbindungsstelle deuten auf einen moglicherweise neuen

Bindungsmodus an Aktin hin. Unsere Arbeit konzentriert
sich darauf, die Regionen fiir die Interaktion zwischen Plas-
modium Profilin und Aktin zu finden und die dreidimensio-
nale Struktur des Komplexes zu bestimmen. Sobald uns die
Kristallstruktur zur Verfligung steht, ist es moglich, Verbin-
dungen zu suchen, die spezifisch den Plasmodium Profilin-
Aktin-Komplex storen. Wir arbeiten auch an den beiden
Plasmodium Forminisoformen, um herauszufinden, welche
Rolle sie bei der Regulation der Aktinpolymerisation spielen
und ob sie zusammen mit Profilin in diesen Parasiten wirken.

Plasmodium hat zwei Aktindepolymerisationfaktoren (ADFs),
die sich voneinander in Struktur und Funktion unter-
scheiden. Die Hauptisoform in Apicomplexa, ADF1, ist essen-
ziell, bindet kein F-Aktin und scheint eher als Nukleotidaus-
tauschfaktor anstatt als filamentdestabilisierendes Protein
zu wirken. ADF?2 ist nur in Plasmodium spp. anwesend und
nicht essenziell, aber es ist den kanonischen Mitgliedern der
ADF-Familie strukturell dhnlich.

a) Wir haben die Kristallstruktur von Plasmodium falciparum
Profilin im Komplex mit einem Octaprolinpeptid bestimmt. Die
Struktur enthdilt eine grofie p-Haarnadelinsertion, die in keinen
anderen Profilinen vorhanden ist, wie in der Uberlagerung von
Plasmodium und Maus Profilinen (kleines Bild unten, griin
Plasmodium und grau Maus Profilin) zu sehen ist.

b) Homologiemodellierung schldigt vor, dass die
B-Haarnadelinsertion an Wechselwirkungen mit Aktin beteiligt
sein kénnte.

¢) Eine Nahaufnahme der mutmagflichen Wechselwirkungen der
B-Haarnadelinsertion in Plasmodium Profilin (griin) mit Aktin
(grau). Das tiberlagerte Maus Profilin ist in rosa dargestellt.

Grafiken: Inari and Petri Kursula

Kursula, P., Kursula, I., Massimi, M., Song, Y.H., Downer, J., Stanley, W.A., Witke, W. &
Wilmanns, M. (2008) High-resolution structural analysis of mammalian profilin 2a
complex formation with two physiological ligands: formin homology 1 domain of mDial
and the proline rich domain of VASP. Journal of Molecular Biology 375, 270-290.

Kursula, I., Kursula, P., Ganter, M., Panjikar, S., Matuschewski, K. & Schiiler, H. (2008)
Structural basis for parasite-specific functions of the divergent profilin of Plasmodium
falciparum. Structure 16, 1638-1648.

Huttu, J., Singh, B., Bhargav, S.P., Sattler, J., Schiiler, H. & Kursula, I. (2010) Crystalli-
zation and preliminary structural characterization of the two actin depolymerization
factors of the malaria parasite. Acta Crystallographica Section F 66, 583-587.
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| Prof. Dr. Wolf-Dieter Schubert | ehemalige Arbeitsgruppe Molekulare Wirt-Pathogen-
Interaktionen | jetzt: Department of Biotechnology, University of the Western Cape, Cape Town, South Africa |

wschubert@uwec.ac.za

| Nils Kuklik | Clive Mketsu | Mujaahida Mohammed | Edukondalu Mullapudi | Lilia Polle

| Donné Simpson | Jason Stark

In der Arbeitsgruppe ,Molekulare Wirt-Pathogen Interaktio-
nen“ (MHPI) befassten wir uns mit den molekularen Details
menschlicher Abwehrmechanismen gegen eindringende
Pathogene (angeborene Immunitét) und den molekularen
Strategien der pathogenen Mikroorganismen, die Menschen
infizieren.

Die Virulenzfaktoren Inl) und Auto aus Listeria monocy-
togenes Das Bakterium L. monocytogenes kann Menschen
nach dem Verzehr kontaminierter Lebensmittel infizieren.
Fiir die Uberwindung der Darmschranke, wie auch fiir alle
folgenden Schritte des Infektionszyklus, besitzt L. monocy-
togenes hochspezifische Proteine, die es préazise koordiniert
produziert und sezerniert. Um die Funktionsweise einiger
fiir die Infektion wichtigen Faktoren auf submolekularer
Ebene zu erlautern, haben wir den Zusammenhang zwischen
Raumstruktur und physiologischer Funktion untersucht.

»Auto“ Die bakterielle Zellwand der grampositiven Bakterien
ist eine komplexe duBere Hiille, die Zellen ihre Form verleiht
und dem Innendruck des Zytosols entgegenwirkt. Sie besteht
aus langen, unverzweigten Ketten alternierender Zuckerreste
(N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminséure), die durch
kurze Peptide quervernetzt werden. Zellwachstum, Zelltei-
lung und zahlreiche weitere Prozesse erfordern jedoch einen
stdindigen Umbau der Zellwand. An diesem Prozess beteiligte
Enzyme werden als Autolysine bezeichnet.

Untersuchungen ergaben, dass lediglich ein Autolysin an der
Pathogenese von Listeria monocytogenes beteiligt ist. Dieses
Autolysin, als ,Auto” bekannt, wird fiir die Invasion in zahl-
reiche eukaryotischen Zelllinien bendtigt.

Links: Kristallstruktur des Autolysins Auto aus L. monocyto-
genes als Schleifenmodell mit transparenter Oberfldche. Das
aktive Zentrum des Pro-Enzyms wird durch eine N-terminale
a-Helix (rot) blockiert. Rechts: Kristallstruktur des InlJ (rechts)
mit hervorgehobener Cysteinleiter aus reduzierten Cysteinen
im hydrophoben Kern (links, Schwefel - gelb). Grafiken: HzI

Auto ist eine N-Acetylglucosaminidase, die das Zucker-
riickgrat der Zellwand spaltet, indem es die Verkniipfung
zwischen Zuckereinheiten hydrolysiert. Die Raumstruktur
von Auto zeigt, dass es die Grundstruktur der lytischen
Transglycosylasen und einiger Lysozyme teilt, obgleich sie
unabhédngige chemische Reaktionen katalysieren. Durch den
gezielten Austausch einzelner Aminosdauren konnten wir die
Glutamate Glu122 und Glu156 als katalytisch aktive Ami-
nosduren identifizieren. Zudem wird das native Auto durch
eine eigene N-terminale o-Helix inhibiert. Die spezifische
N-terminale Spaltung von Auto durch eine noch unbekannte
Protease als Folge eines (extrazelluldren) Signals, wiirde da-
her eine rasche und koordinierte Aktivierung dieses Enzyms
erlauben. Dariiber hinaus besitzt Auto ein {iberaus saures
pH-Optimum von 4, wobei es bei einem pH von 7 weitgehend
inaktiv ist. Das legt nahe, dass Auto an der koordinierten
Befreiung des Erregers aus dem angesauerten Phagolyso-
som beteiligt ist. Durch seine Aktivierung und die pordse
Zellwand ermoglicht es die Freisetzung weiterer Virulenzfak-
toren wie Listeriolysin. Deren Aktivitit wiederum wiirde die
phagolysosomale Membran zerstoren, wodurch der pH auf
physiologische Werte ansteigt und Auto inaktiviert wiirde.

Inl) Eine Untergruppe der listeriellen Virulenzfaktoren sind
die Internaline. Wie der Name bereits impliziert, ist Interna-
lin bzw. InlA fiir die erzwungene Aufnahme des Bakteriums
in Epithelzellen des menschlichen Diinndarms ausschlag-
gebend. Erst kiirzlich wurde InlJ als weiteres Mitglied dieser
Familie identifiziert. InlJ vermittelt die Adhasion des Bakte-
riums an die Wirtszelloberflache. InlJ unterscheidet sich von
anderen Familienmitgliedern, durch die Verringerung seiner
16 LRR-Einheiten von 22 auf 21 Aminoséduren. AuBerdem ist
haufig eine die LRR-Einheit definierende hydrophobe Amino-
saure durch ein Cystein ersetzt. Die Kristallstruktur dieses
Proteins zeigt, dass diese Cysteine linear angeordnet eine Leiter
ausbilden. Hier liegt eine Anomalie vor: ein extrazelluldres
(oxidierendes Milieu) Protein enthélt eine groe Anzahl redu-
zierter Cysteinreste. Dies wiederum impliziert, dass die Cysteine
eine deutliche Stabilisierung der Struktur bewirken miissen,
die ein Entfalten und die Oxidation der Cysteine verhindert.

Bréocker, M.J., Schomburg, S., Heinz, D.W,, Jahn, D., Schubert, W.-D., & Moser, ] (2010)
Crystal structure of the nitrogenase-like dark operative protochlorophyllide oxidoreduc-
tase catalytic complex (ChIN/ChlB)2. Journal of Biological Chemistry 285, 27336-27345.

Heinemann, I.U., Schulz, C., Schubert, W.-D., Heinz, D.W., Wang, Y.G., Kobayashi, Y.,
Awa, Y., Wachi, M., Jahn, D., & Jahn, M. (2010) Structure of the heme biosynthetic
Pseudomonas aeruginosa porphobilinogen synthase in complex with the antibiotic
alaremycin. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 54, 267-272.

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 pepti-
doglycan hydrolase of L. monocytogenes. Molecular Microbiology 71, 1509-1522.
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TECHNOLOGIE-PLATTFORMEN

Fir die wissenschaftlichen Projekte des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung wird eine Reihe von technologischen Platt-
formen zur Verfligung gestellt, die fiir die Durchflihrung der Forschungsaktivitdten 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 néher beschrieben.

Dr. Matthias Negri und Jennifer Hermann, HIPS, diskutieren Wirkstoff-Zielmolekiil-Interaktionen anhand von Modellen Foto: HiPS/HZI
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01 Tierexperimentelle Einheit

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

Die zentrale Aufgabe der Arbeitsgruppe ist die Zucht und
Haltung von Labormausen sowie die Bereitstellung von
versuchstierkundlichen Serviceleistungen fiir die Wissen-
schaftler des HZI. Wir arbeiten nach neusten wissenschaft-
lichen Erkenntnissen unter strenger Beachtung aller
geltenden Tierschutzbestimmungen. Die Tierhaltung
besteht aus 24 Tier- und 13 Versuchsraumen und hat eine
Gesamtkapazitdt von 15.000 Kéfigen, was 37.500 Médusen
entspricht. Wir halten Labormé&use als einzige Spezies. Sie
werden in einzeln beliifteten Kéfigen in sieben Haltungs-
einheiten mit fiinf verschiedenen Hygieneniveaus und drei
unterschiedlichen Biosicherheitsstufen gehalten. Fiinf
Haltungseinheiten sind als komplette spezifiziert-pathogen-
freie (SPF)-Barrieren konzipiert, zwei Einheiten sind als S2
Laboratorien und eine als S3 Laboratorium zur Durchfiih-
rung von Infektionsversuchen registriert. Der durchschnitt-
liche Tierbestand liegt bei 15.000 Mausen, die sich auf etwa
450 verschiedene Stimme bzw. gentechnisch verdnderte
Mauslinien verteilen. Der vierteljahrlich untersuchte
Gesundheitsstatus entspricht den FELASA-Empfehlungen.

Die Tierexperimentelle Einheit bietet folgende Service-

angebote:

¢ Grundversorgung der Mause

¢ Zuchtbetreuung und Koloniemanagement

* Mithilfe bei der Durchfiihrung von Versuchen

¢ Gesundheitsiiberwachung

 Tierbestellungen

¢ Organisation von nationalen und internationalen
Tiertransporten

* Tierpflegerausbildung Fachrichtung Forschung und
Klinik

« Tierschutzservice fiir 60 Versuchsvorhaben

¢ Versuchstierkundliche Beratung und Weiterbildung

¢ Quarantidne und Sanierung von 50 importierten
Mauslinien

* Invitro-Fertilisation (IVF) zur Rettung, schnellen
Vermehrung und Sanierung von Mauslinien

* Embryo-Kryokonservierung von Mauslinien und
Betreiben einer Embryonenbank fiir Mause

* Herstellung von knock-out Mauslinien

2010 wurde das neue Tierhaus T2 in Betrieb genommen.
Von Mai bis Juli wurden alle Zuchttiere in die neue Hoch-
hygiene Zucht-Einheit in T2 verlegt. Im Oktober wurde die
neue S2-Infektionseinheit gestartet. Die S3 Einheit soll in
2011 in Betrieb gehen. Nach Auszug aller Zuchttiere wurde
das T1 Gebdude renoviert und fiir seine zukiinftige Nutzung
als experimentelle Haltungseinheit neu organisiert. Ein
Stockwerk steht damit fiir S2-Vorab-Experimente mit Tieren
externer Kooperationspartner zur Verfiigung. Hier befindet
sich eine ,Imaging Unit“, die mit einem IVIS-System aus-
gestattet ist.

Im Jahr 2010 wurden in der Transgeneinheit 30 neue
knock-out Linien hergestellt. 50 Mauslinien von vier

neuen Arbeitsgruppen wurden erfolgreich tiber IVF bzw.
Embryotransfer in unsere Zuchteinheit importiert. Die
2-Stufen Einfriermethode mit Propandiol wurde erfolgreich
implementiert. Diese funktioniert nun auch erfolgreich mit
Embryonen, die durch IVF gewonnen werden.

Tierhaus am TWINCORE Die umgebaute Tierhaltung des
TWINCORE in Hannover wurde im Sommer fertig gestellt
und im September 2010 in Betrieb genommen. Diese Anlage
besteht aus vier Tierrdumen mit einer Flache von 96,5 m?,
einer Kéfigkapazitdt von 2300 IVC Kéfigen und erlaubt die
Durchfiihrung von S1-, S2- und S3-Arbeiten. Die Kernzuch-
ten aller TWINCORE-Linien werden am HZI gefiihrt, so dass
das TWINCORE-Tierhaus iiberwiegend fiir Vermehrungs-
zuchten und experimentelle Haltung genutzt werden kann.
Dadurch weisen alle Mause, die am TWINCORE gehalten
werden, den gleichen Hygienestatus wie am HZI auf. In der
TWINCORE-Tierhaltung arbeiten vier Tierpfleger und bieten
die Dienstleistungen der Grundversorgung, der Zuchtbe-
treuung und der Assistenz bei Tierexperimenten an. Alle
anderen oben aufgefiihrten Dienstleistungen werden durch
die HZI -Tierhaltung angeboten.

Das Maushaus Foto: HZI, Kramer
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| Dr. Joop van den Heuvel | Arbeitsgruppe Rekombinante Proteinexpression | jvh@helmholtz-hzi.de

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

Die als Arbeitsgruppe organisierte Plattform rekombinante
Proteinexpression (RPEX) ist essentiell fiir die Produktion
ultrareiner Proteine fiir die hochauflésende Strukturanalyse.
In der AG RPEX sind die vier wichtigsten Expressions-
systeme etabliert: E. coli, P. pastoris, das Baculovirus-Ex-
pressionssystem in Kombination mit Insektenzellen sowie
verschiedene Saugerzellkulturen.

Die ,Facility“ Die Proteinproduktion umfasst eine neue
Zellkulturanlage fiir die Herstellung von Proteinen aus
Insekten- und Sdugerzellkulturen und eine mikrobiologi-
sche Proteinexpressionsanlage. Die Anlagen mit mehreren
Kultivierungsstationen konnen variabel mit Zellkultur-
reaktoren von 1,6 bis 6 Liter Arbeitsvolumen bzw. 2 bis 5
Liter Bioreaktoren fiir Pichia pastoris und E. coli betrieben
werden. Zur Reinigung endogener, niedrig exprimierter,
(rekombinanter) Multiproteinkomplexe wurde zusatzlich
ein 30-Liter-Bioreaktor in Betrieb genommen. Er ermoglicht
die Herstellung von Proteinen im PilotmaBstab.

Die Downstream-Pilotanlagen erlauben die Konzentrierung,
Diafiltration und Reinigung von Proteinen aus gro8en Volu-
mina bei Flussraten von 25-400 ml/min. Die Anlage wird
eingesetzt um 5-100 mg verschiedener sekretierter Proteine,
wie den humanen Wachstumsfaktor HGF, Varianten des
cMET Rezeptors, den TLR2 Rezeptor sowie lysosomale
Rezeptorproteine (LAMP) zu reinigen. AuBerdem wurden
groBere Mengen natiirlich vorkommender humaner Protein-
komplexe der humanen Zelllinie HeLa hergestellt.

Technologietransfer und Support In Zusammenarbeit mit
dem Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin (MDC)
entstand ein Verbund zur Produktion und Reinigung von
Proteinproben (PSPF, Protein Sample Production Facility).
Dieses Gemeinschaftprojekt der HGF unterstiitzt die Struk-
turbiologen in Deutschland, indem es den wesentlichen
Engpass, die Proteinherstellung, fiir die hochauflosende
Strukturanalyse mit Rontgenkristallographie oder NMR-
Spektroskopie beseitigt.

Supportanfragen konnen direkt auf der Homepage
www.pspf.de gestellt werden. Die Kapazitdt der Anlage wird
zurzeit zu 50% fiir HZI-interne Projekte genutzt. Dartiber
hinaus bietet die Plattform Schulungsmoglichkeiten zum
Thema Proteinexpression in Insekten- und Saugerzellsyste-
men fiir externe Wissenschaftler an.

Infrastrukturen fiir die Strukturbiologie in Europa -
Instruct 2010 wurde die HZI-PSPF in einer europaweiten
Ausschreibung von der EU-Initiative ,Instruct als Zent-
rum fiir die Produktion von Sdugerproteinen ausgewahlt.

PSPF-Trainingskurs zur Proteinexpression in Insektenzell-
kulturen Foto: HZI, Bierstedt

In Kooperation mit Partnern aus Europa wird technischer
und wissenschaftlicher Support in groBen und einzig-
artigen technologischen Anlagen fiir die Unterstiitzung
der strukturbiologischen Forschung angeboten. Dadurch
wird es moglich, neue Methoden zur strukturbiologischen
Untersuchung von humanen Proteinen wie glykolysierten
Rezeptorproteinen, Membranproteinen und Multi-Protein-
komplexen schneller zu entwickeln und zu nutzen.

Forschung Der Schwerpunkt unserer Forschung liegt auf
der Neuentwicklung und Implementierung von schnellen
eukaryontischen Produktionssystemen, die speziell fiir die
Anforderungen strukturbiologischer Fragestellungen geeig-
net sind. Mehrere Kooperationsprojekte zur Analyse von
einzelnen Proteinen und der Multiproteinkomplexe cMET,
tcHGF , TLR1, TLR2, TLR5, ABCB6, LAMP2, LAMP3, GILT
und -Tubulin Small Complex, werden in unserer Gruppe
bearbeitet.

Als Werkzeug fiir die schnelle transiente Expression von
rekombinanten Proteinen wurde die transiente Transfektion
in HEK293 EBNA1 Zellen einlizensiert, etabliert und weiter
optimiert. Dieser transiente Produktionsprozess zeichnet
sich dadurch aus, dass zwischen der Transfektion der Zellen
und der Produktion der rekombinanten Proteine kein
Medienwechsel notwendig ist. Durch spezielle Zufiitterungs-
strategien wahrend der Produktionsphase war es mdoglich,
sc-Antikorper-Fusionsproteine mit Ausbeuten von mehr als
350 mg L' herzustellen.



| 128 WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Technologie-Plattformen

| Dr. Robert Geffers | Arbeitsgruppe Genomanalytik | rog@helmholtz-hzi.de

Diese Plattform ist eine zentrale Servicestelle fiir Wissen-
schaftler am HZI sowie fiir externe Kooperationspartner.
Wir bieten Mikroarraytechnologie fiir die transkriptionelle
und genomische Analytik mit folgenden Applikationen an:

Genexpression Fiir die Genexpressionsanalyse bieten wir
Mikroarrays der fiihrenden Anbieter Affymetrix und Agilent
Technologies an. Zudem stellen wir mit einem GeneArrayer
eigene Arrayformate her. Zum {iberwiegenden Teil kommen
sogenannte ,whole genome“ Mikroarrays zum Einsatz. Mit
rund 40.000 Sonden je Mikroarray wird das gesamte murine
oder humane Transkriptom auf einem Array abgebildet.
Moderne Agilent Mikroarrays erlauben bis zu acht separate
Expressionsanalysen auf einem Chip. Das flexible Proben-
design ermoglicht ohne groBeren finanziellen Aufwand die
Herstellung samtlicher Organismen in der gewiinschten
Komplexitat als Mikroarray. Dabei tibernimmt die Plattform
das Design und tiberwacht den Herstellungsprozess. Gen-
expressionsanalysen konnen auf unterschiedliche , Targets®
zuriickgreifen. Haufig verwendet werden 3~ Expressions-
arrays. Hier werden die Sonden von einer im Transkript 3
gelegenen Sequenz abgeleitet. Solche Mikroarrays erlauben
die Quantifizierung der Transkripte, ohne jedoch vorkom-
mende Splice-Varianten zu erkennen. Auf Exon Arrays
(Affymetrix) sind die Sonden entlang der Exone eines Genes
berechnet, so dass eine quantitative wie auch qualitative
Messung hinsichtlich der Splice-Varianten erfolgen kann.
Auch hier libernehmen wir als Plattform auf Wunsch das
experimentelle Design von Expressionsprojekten und unter-

stiitzen in der bioinformatischen Auswertung der Primardaten.

microRNA Expression MicroRNAs spielen in der Gen-
regulation eine bedeutsame Rolle. Eingebaut in den ,RISC*

-Komplex (RNA inducing Silencing Complex) vermitteln
kleine RNA Molekiile den sequenz-abhangigen Abbau von
mRNA bzw. drosseln die Translation der mRNA an den
Ribosomen. Unsere Plattform bietet zu diesem Themen-
komplex murine und humane microRNA- Expressionschips
an, standig aktualisiert auf die neuesten Releases der
Sanger miRBase. Wir fiihren ebenfalls sowohl microRNA-
Extraktion als auch die Arrayanalyse durch. Komplettiert
wird unser Angebot durch eine systematische Auswertung
der Ergebnisse im Hinblick auf verdnderte microRNA-Ex-
pression und die damit einhergehende regulative Wirkung
auf das Transkriptom.

Tiling-Arrays Tiling-Arrays ermdglichen ein iiberlappendes
Probendesign entlang bestimmter genomischer Zielsequen-
zen. Solche Zielsequenzen im Genom kénnen regulative
DNA-Abschnitte (Promotor, Enhancer) oder epigenetisch
modifizierte Bereiche (CpG Inseln) sein. In einer verglei-
chenden Microarrayanalyse konnen zwei Fragen beantwortet
werden: Zum Einen ermitteln wir in Promotorbindungs-
studien inwieweit diese Zielsequenzen etwa durch Tran-
skriptionsfaktoren erkannt werden. Zum Anderen lassen

sich so liber den Methylierungsstatus unterschiedliche
epigenetische Verdanderung erkennen. Tiling-Arrays konnen
sich aber auch tiber das gesamte Genom erstrecken (aCGH:
Array-basierte, vergleichende Genomanalyse). Die verglei-
chende Analyse, bspw. eines Tumors gegen Normalgewebe,
kann unter Verwendung dieser Arrays die genetische
Instabilitédt einer Tumorentitdt bestimmen. Die Plattform
bietet neben dafiir ausgewiesenen Katalogformaten auch
die Konzeption und Uberwachung der Herstellung individu-
eller Tiling-Arrays an. Damit steht je nach Komplexitét der
Applikation ein passendes Design zur Verfiigung. Und wir
unterstiitzen bei der Auswertung der Primardaten.

Im Laufe zahlreicher interner und externer Kooperationen
wurden Analysen zu unterschiedlichen Bereichen entwickelt:
Tumorentwicklung und -typisierung, Pathogen-Wirt-Inter-
aktionen bei Streptokokken, Pseudomonaden und Mykobak-
terien und Immunbiologie.
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Agilent arrayCGH: Humane, Maus- und Ratten-Microarrays
kdnnen fiir die Agilent SurePrint Systeme angeboten werden.
Interessenten haben die Wahl zwischen den allgemeinen
Katalog-Arrays oder fiir den Anwender zugeschnittene aCGH-
Formate. Links: 244k aCGH, rechts: 105 aCGH Grafik: HZI
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Affymetrix GeneChip® System
25mer Probe (11 ind. measures/Transcript)

Agilent SurePrint® System
B0mer Probe (up to 4 Repl Transcript)

Genom-weite Expression: Humane, Maus- und Ratten-Arrays
auf einem Affimetrix GeneChip oder auf Agilent SuerPrint
Systemen  Grafik: HZI




WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Technologie-Plattformen 129

04 Peptidsynthese

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 loslicher Form
her und immobilisiert sie in Form von Arrays fiir viele
verschiedene HZI-Projekte und externe Kooperationen.
Fiir die Synthese, Charakterisierung und Reinigung der
Produkte werden moderne Spezialgerite eingesetzt. Durch
eigene Forschungsprojekte wird das methodische Reper-
toire kontinuierlich aktualisiert und erweitert.

In diesem Zusammenhang wurden u.a. entwickelt:

* neue Methoden fiir die Erzeugung von Peptid-Arrays
(u.a. die SPOT-Methode)

* Methoden fiir die Herstellung von phosphorylierten und
thiophosphorylierten Peptiden

* die Verwendung von neuen biokompatiblen Synthese-
tragern

* neue, selektiv spaltbare Peptidlinker

» Verfahren fiir die Erzeugung von verzweigten Peptiden

* Methoden fiir die Erzeugung von Bibliotheken aus
linearen und zyklischen Peptiden

* Methoden fiir die Verwendung von loslichen und
immobilisierten Peptiden in biologischen Assays

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

Losliche Peptide Inzwischen wurden in der Plattform
iiber 3.000 16sliche Peptide mit Ldngen von zwei bis iiber
fiinfzig Aminosduren hergestellt. Losliche Peptide werden
standardméaBig durch HPLC und Massenspektrometrie
charakterisiert. Falls erforderlich, werden weitere Unter-
suchungen durch Aminosaureanalyse, Proteinsequen-
zierung, spezielle massenspektrometrische Methoden

und Kernresonanzspektroskopie im HZI-Bereich Struktur-
biologie durchgefiihrt.

In Abhéngigkeit von der geplanten Verwendung und der
benotigten Qualitdt der Produkte werden Reinigungen
durchgefiihrt. Dies geschieht in der Regel durch prapara-
tive HPLC. Fiir spezielle Anwendungen bietet die Plattform
Peptidmodifikationen an, wie Fluoreszenz-Markierung,
Phosphorylierung, Biotinylierung, Fettsdurekonjugation,
PEGylierung, 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 biologischen Fragestellung essenziell.
Dies wird durch einen intensiven Austausch und eine enge
Zusammenarbeit mit den Nutzern gewahrleistet. Die SPOT
Arrays werden durch halb- und vollautomatische Ver-
fahren auf Zellulosemembranen und anderen polymeren
Trégern erzeugt. Pro Jahr werden ca. 15.000 Peptide

und Peptidgemische mit diesen Methoden hergestellt

und beispielsweise fiir Untersuchen von Protein-Protein
Interaktionen - einschlieBlich immunologischer Epitop-
kartierung und Enzym-Substrat Affinitdten — eingesetzt.

Tegge, W., Bonafe, C.F.S., Teichmann, A., & Erck, C. (2010) Synthesis of peptides from
a-and p-tubulin containing glutamic acid side chain linked oligo-Glu with defined length.
International Journal of Peptides, Article ID 189396.

Nickl, C.K., Raidas, S.K., Zhao, Sausbier, M., Ruth, P., Tegge, W. Brayden, J.E. & Dostmann,
‘W.R. (2010) (D)-Amino acid analogues of DT-2 as highly selective and superior inhibitors of
cGMP-dependent protein kinase I-alpha. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and
Proteomics 1804, 524-532.

‘WeiB, S.M., Ladwein, M., Schmidt, D., Ehinger, J., Lommel, S., Stdding, K., Beutling, U.,
Disanza, A., Frank, R., Jansch, L., Scita, G., Gunzer, F., Rottner, K. & Stradal, T.E.B. (2009)
IRSp53 links Tir to EspF,/N-WASP-mediated actin assembly in EHEC pedestal formation.
Cell Host Microbe 15, 244-258.
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| Prof. Dr. Klaus Schughart | Abteilung fiir Infektionsgenetik | kis@helmholtz-hzi.de

| Dr. Verena Haist | Tierarztliche Hochschule, Hannover

Die Histologie-/Pathologie-Plattform wurde am HZI als

zentrale Serviceeinheit eingerichtet. Sie ist Anlaufstelle fiir
verschiedene Projekte und Forschungsgruppen, die histolo-
gische Arbeiten und pathologisches Fachwissen benotigen.

Viele Forschungsprojekte am HZI beschéftigen sich zurzeit
mit der Durchfiihrung von Infektionsexperimenten an
Maéusen 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
in Anspruch nehmen - von der Einbettung, dem Schneiden,
dem Farben und der Archivierung der Gewebsproben bis
hin zur Bewertung durch einen Pathologen - oder die vor-
handene Infrastruktur nutzen und einige Arbeiten selbst
ausfithren.

Zurzeit werden Paraffinschnitte und histochemische Einfar-
bungen routinemaBig durchgefiihrt. Es stehen Kryostaten
zur Verfiigung, und es wird eine Reihe von immunhisto-
chemischen Analysen angeboten, die es ermoglichen, die
Immunzellen wahrend der Infektion und Entziindung bei
der Maus zu ermitteln. Kiirzlich wurde ein Vibratom ange-
schafft, das Schnitte an lebendem Gewebe und damit die
Herstellung von spezifischen Organkulturen fiir weiterfiih-
rende Experimente erlaubt.

Die Einheit wird von Anna Rinkel betreut, und erfahrene
Pathologen aus dem Institut fiir Pathologie der Tierarzt-
lichen Hochschule Hannover (Dr. Verena Haist) und dem
Institut fiir Veterinarpathologie der Freien Universitit
Berlin (Prof. Dr. Achim Gruber) stellen ihr Fachwissen zur
Verfiigung und bieten Hilfe bei der Planung von Experimen-
ten und der Auswertung der Ergebnisse.
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Immunhistochemischer Nachweis des nukledren Proteins des
Influenza A Virus (braune Firbung), welches infizierte Zellen
in der Mauslunge zeigt. Foto: HZI
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Ziehl-Neelsen Firbung eines Leberschnittes, in dem die
Anwesenheit von sdurefesten Bakterien (rote Firbung) nach-
gewiesen wurde. Foto: HZI
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06 Instrumentelle Analytik

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

WISSENSCHAFTLICHE MITARBEITER | Dr. Heinrich Linsdorf | Dr. Manfred Nimtz | Priv.-Doz. Dr. Manfred Rohde

Diese Plattform dient zur dreidimensionalen Strukturauf-
klarung aller Arten von Naturstoffen und setzt dazu das
Instrumentarium der Massenspektrometrie (MS), Kernreso-
nanzspektroskopie (NMR), Rontgenkristallographie (X-ray),
Proteinsequenzierung (PS), Elektronenmikroskopie (EM)
und konfokalen Laser-Mikroskopie ein.

Massenspektrometrie und Kernresonanzspektroskopie
Die Struktur der meisten niedermolekularen Naturstoffe
lasst sich routineméBig durch den Einsatz einer Kombinati-
on aus Massenspektrometrie (MS) und Kernresonanzspekt-
roskopie (NMR) vollstandig aufklaren. 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 kleins-
ten Mengen komplexer Verbindungen detaillierte Informati-
onen liefert. Bei der Identifizierung und Charakterisierung
von Proteinen kommen automatisierte Mikrotechniken der
Massenspektrometrie zum Einsatz. Es werden 2D-Gele

und “gellose” Techniken der “Proteomik” angewendet. Die
Identifizierung von Proteinen erfolgt durch Bestimmung
des Molekulargewichts ihrer proteolytischen Teilpeptide
und deren weitere Fragmentierung mit Hilfe von MALDI/
TOF-MS/MS und HPLC-ESI-MS/MS. Die Sekundér- und
Tertidarstruktur von Peptiden und Proteinen lasst sich
mittels mehrdimensionaler NMR-Spektroskopie aufkldren,
wenn isotopenangereicherte Materialien (**N und '*C) zur
Verfiigung stehen.

Plattform: Instrumentelle Analytik

Niedermolekulare
NMR Naturstoffe

Makromolekiile:

Proteine

X-ray Molekulare Komplexe:
Protein-Ligand
Protein-Protein

Supermakromolekiile:
EM Organellen
Bakterien

Liste und Anwendungsschwerpunkte der Plattformtechniken
zur Erforschung von Naturprodukten Grafik: HzI

Rontgenkristallographie Der Schwerpunkt der Rontgen-
kristallographie liegt auf der Strukturanalyse von Pro-
teinen. Ein Pipettierroboter und ein Rontgengerat mit
Flachendetektor und Drehanode stehen fiir Kristallisations-
versuche und Datenerfassung zur Verfiigung. Die Messung
hochauflésender Daten und die Phasenbestimmung durch
anomale Dispersion erfolgen unter Einsatz externer Syn-
chrotronstrahlungseinrichtungen.

Elektronenmikroskopie Diese Technik ist mit einem Feld-
emissionsrasterelektronenmikroskop (FESEM) mit einem
integrierten EDX-Analysesystem fiir Elementanalysen und
einer Cryo-stage fiir Cryo-FESEM-Studien ausgestattet. Das
Hauptaugenmerk liegt darauf, eine kompetitive Einheit mit
modernem Methodenspektrum zur Verfiigung zu stellen,

um hochauflosende morphologische Analysen und Immun-
lokalisierungen von Proteinen vornehmen zu konnen.
Hochauflosende FESEM-Techniken werden eingesetzt, um
die Adharenz und Invasion in Wirtszellen von verschiedenen
pathogenen Bakterien zu untersuchen. Praparationsprotokolle
wurden an die Wiinsche der verschiedenen Forschungs-
gruppen auf dem Campus angepasst. Des Weiteren wurden
FESEM-Methoden entwickelt, die eine Immunlokalisierung
von Pathogenititsfaktoren nicht nur auf der bakteriellen
Zelloberflache, sondern auch an den Beriihrungsflichen
zwischen bakterieller und Wirtsmembran ermdglichen. Wei-
terhin wurde gezeigt, dass mit Protein-Pathogenititsfaktoren
ummantelte kolloidale Goldnanopartikel ein sehr niitzliches
Werkzeug darstellen, um den ,cross-talk“ zwischen pathoge-
nem Bakterium und der Wirtszelle zu studieren. Zuséatzlich
ist die Plattform mit einem konventionellen und einem
energiefilternden Transmissionselektronenmikroskop (TEM,
EF-TEM) ausgestattet. Sie werden einerseits dazu verwendet,
um die FESEM-Studien vor allem in Hinsicht auf die Immun-
lokalisierung von Pathogenitétsfaktoren in der Bakterien-
oder der Wirtszelle weiter zu erganzen. Und wir untersuchen
mit ihnen die intrazellularen Bewegungen (,trafficking“) von
Pathogenen. Andererseits wird TEM zur Beschreibung der
quartdren Struktur von Proteinen mit Hilfe der Negativkon-
trastierung eingesetzt. Ebenfalls werden hochaufgeloste Ele-
mentanalysen mit Hilfe von , Electron Spectroscopic Imaging*
und ,Electron Energy Loss Spectroscopy“ durchgefiihrt.

Chen, H.-L., Liinsdorf, H., Hecht, H.-J., & Tsai, H. (2010) Porcine pulmonary angiotensin
1-converting enzyme - biochemical characterization and spatial arrangement of the N- and
C-domains by three-dimensional electron microscopy reconstruction. Micron 41, 674-685.

Dietrich, N., Rohde, M., Geffers, R., Kroger, A., Hauser, H., Weiss, S., & Gekara, N. (2010)
Mast cells elicit proinflammatory but not type I interferon responses upon activation of
TLRs by bacteria. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 107, 8748-8753

Ibrahim, S. R. M., Min, C. C., Teuscher, F., Ebel, R., Kakoschke, C., Lin, W., Wray, V., Erada-
Ebel, R., & Proksch, P. (2010) Callyaerins A-f and H, new cytotoxic cyclic peptides from the
Indonesian marine sponge Callyspongia aerizusa. Bioorganic & Medicinal Chemistry 18,
4947-4956.

Zakikhany, K., Harrington, C.R., Nimtz, M., Hinton, J.C.D., & Romling, U. (2010) Unphos-
phorylated CsgD controls biofilm formation in Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Molecular Microbiology 77, 771-786.
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Helmholtz-Institut fir Pharmazeutische Forschung Saarland

ﬁ HELMHOLTZ Oolm UNIVERSITAT
ZENTRUM FUR Pl oes
INFEKTIONSFORSCHUNG SAARLANDES

| Prof. Dr. Rolf Miiller | Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung
Saarland (HIPS) im Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI) | Campus Universitédt des Saarlandes,
Gebiude C2, 66123 Saarbriicken | rom@helmholtz-hzi.de

| Dr. Markus Ehses | David Hofmann | Birgitta Lelarge |

Natja Mellendorf | Claudia Thiele

Das Helmholtz-Institut flir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) wurde im August 2009 gemeinsam vom Helmholtz-Zentrum

flr Infektionsforschung (HZI) und der Universitat des Saarlandes (UdS) gegriindet. Das Ziel der Griindung ist die beschleunigte

Identifizierung neuer Wirkstoffkandidaten fiir Antiinfektiva, deren Optimierung mit den Methoden der Molekularbiologie und der

Medizinalchemie und Verbesserung des Transports an den Wirkort. Gerade das verstarkte Auftreten neuer und oft multiresistenter

Pathogene erfordert eine effizientere Vorgehensweise bei der Entwicklung von Antiinfektiva. Die Griindung des HIPS als AuBen-

stelle des HZI ist eine logische Konsequenz einer Initiative der Helmholtz-Gemeinschaft zur Intensivierung der Translationsforschung

im Bereich der Gesundheitsforschung. Die Blindelung der international anerkannten, hohen Qualitét der Infektionsforschung am

HZI einerseits und der Pharmazie an der Universitat des Saarlandes (UdS) andererseits generiert einen deutlichen Mehrwert.

Kombiniert mit den Forschungsaktivitdten regionaler Partnerinstitute ist es nun an den Standorten Braunschweig und Saarbriicken

gemeinsam mdglich, in der Medikamentenentwicklung das gesamte Spektrum von der frithen Wirkstoffentwicklung bis zu klinischen

Studien institutsintern abzudecken. Die Implementierung der gesamten Entwicklungspipeline wird den Einsatz von Naturstoffen in

klinischen Studien erheblich beschleunigen.

Das Forschungsspektrum des HIPS umfasst gentechnische
und genomanalytische Verfahren zur Optimierung von Natur-
stoffproduzenten und Leitstrukturen sowie zur medizinal-
chemischen Weiterentwicklung von Wirkstoffkandidaten.
Zudem werden Methoden zum verbesserten Transport von
Arzneistoffen iiber biologische Barrieren an ihren Wirkort
erforscht und die Entwicklung optimaler Formulierungen
vorangetrieben. Die drei Abteilungen des HIPS, ,Mikrobi-
elle Naturstoffe* (MINS, Prof. R. Miiller), ,Wirkstoff-Design
und -Optimierung”“ (DDOP, Prof. R. W. Hartmann) sowie
»Wirkstofftransport“ (DDEL, Prof. C.-M. Lehr), sind aus
jeweils einer pharmazeutischen Arbeitsgruppe der UdS
entstanden. In ihnen arbeiten insgesamt etwa 140 Personen,
von denen Ende 2010 30 Mitarbeiter HIPS-seitig finanziert
werden. Im Endausbau sollen etwa 100 Mitarbeiter in das
neue HIPS-Gebaude einziehen, das in drei bis vier Jahren
auf dem Campus der UdS fertig gestellt sein soll.

Die Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses ist
eine weitere Aufgabe des HIPS. Im Aufbau befindet sich

ein Programm zur strukturierten Doktorandenausbildung,
das neben der Vermittlung von fachnahen Fertigkeiten und
Schliisselkompetenzen als Besonderheit einen optionalen
einjahrigen Auslandsaufenthalt beinhaltet. Weiterhin sollen
drei Nachwuchsforschergruppen eingerichtet werden. Die
Helmholtz-Nachwuchsgruppe ,Metabolisches Engineering
von Actinomyceten (AMEG) unter der Leitung von Dr.
Andriy Luzhetskyy nimmt im Januar 2011 ihre Arbeit am
HIPS auf. Durch Nachberufungen auf die vakant werdenden

Die Griindungsabteilungsleiter des HIPS: Claus-Michael Lehr
(DDEL), Rolf Miiller (MINS) und Rolf W. Hartmann (DDOP) roto: iz1

Universitatsprofessuren und neu einzurichtenden Juni-
orprofessuren an der UdS wird die Anzahl der Gruppen

mit pharmazeutischem Arbeitsschwerpunkt am Standort
Saarbriicken somit von derzeit fiinf Vollprofessuren und

2 Nachwuchsforschergruppen auf mittelfristig 14 Grup-

pen anwachsen. Die so entstehende pharmazeutische
Kompetenz soll unter dem Dach des geplanten ,,Zentrums
fiir Pharmazeutische Forschung Saarland“ zukiinftig eng
zusammenarbeiten, um Synergien der unterschiedlichen
Forschungsansatze, Methoden und Geratschaften zu nutzen.

Die enge Anbindung des HIPS an das HZI wird mit Hoch-
druck vorangebracht und erfolgt durch Forschungskoopera-
tionen und Verzahnung der administrativen und infrastruk-
turellen Aktivitaten wie Controlling, Personalverwaltung,
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Rechenzentrum sowie Offentlichkeitsarbeit. Dem Direktor
des Instituts stehen hierfiir jeweils ein Verwaltungsleiter,
ein wissenschaftlicher Referent und eine administrative
Assistentin unterstiitzend zur Seite.

Die Abteilung ,Mikrobielle Naturstoffe* (MINS)

Abteilungsleiter | Prof. Dr. Rolf Miiller | Helmholtz-Ins-
titut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) im
Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI) | Abteilung
fiir Mikrobielle Naturstoffe (MINS) | rom@helmholtz-hzi.de
Wissenschaftliche Mitarbeiter | Dr. Daniel Krug |

Dr. Silke Wenzel

Den Schwerpunkt der Forschung in der Abteilung ,,Mikro-
bielle Naturstoffe” bildet die Untersuchung der chemischen
Eigenschaften, der biologischen Aktivitét, der Produktion
sowie der Regulation von Naturstoffen aus Myxobakterien.
Diese im Boden lebenden Bakterien gehoren ebenso wie die
schon ldnger als Wirkstoffproduzenten bekannten Actino-
myceten zu den wichtigsten Quellen von Naturstoffen. Sie
konnen verschiedenste Aktivitdten aufweisen und zum Bei-
spiel als Antibiotika, Krebstherapeutika, Immunsuppressiva
oder Parasitenbekédmpfungsmittel eingesetzt werden. Myxo-
bakterien bilden eine Vielzahl von Naturstoffen, sogenannte
Sekundarmetabolite, unter anderem um mikrobielle Kon-
kurrenten oder Feinde auszuschalten. Die Erforschung des
enormen Potenzials der Myxobakterien fiir die Herstellung
biologisch aktiver Substanzen erfordert den Einsatz eines
breiten Spektrums unterschiedlicher Methoden aus den
Bereichen Mikrobiologie, Molekularbiologie, Genetik, Bioche-
mie, Verfahrenstechnik und analytische Chemie.

Neu isolierte Myxobakterien aus diversen Lebensraumen
weltweit bilden zusammen mit der historisch gewachsenen
Myxobakterien-Stammsammlung des HZI in Braunschweig
(iiber 8000 Stdimme sind dort eingelagert) die Grundlage fiir
die Suche nach bislang unbekannten Naturstoffen. Dabei ist
es bereits gelungen, neue Bakterienarten, -gattungen und
-familien sowie zahlreiche Kandidaten fiir neue Naturstoffe

Sonja Burkart aus der Abteilung MINS kontrolliert eine Kultur
im Schiittler. roto: HzI, Bellhiiuser

(A) Schwarm von Byssovorax cruenta verldsst ein Cellulose-
stiick auf einer Agar-Platte und (B) lichtmikroskopische
Aufnahme eines Fruchtkérpers von Chondromyces crocatus)

Fotos: R. Garcia

zu identifizieren. Bei der Isolierung eines neuen Myxo-
bakteriums ist es hdufig unumgénglich, eine aufwendige
Optimierung von mikrobiologischen Arbeitsweisen und
Kultivierungsbedingungen zu betreiben, denn Myxobakte-
rien pflegen einen ausgesprochen komplexen ,Lebensstil“:
Sie sind in der Lage sich in Schwarmen gleitend fortzube-
wegen und sich von anderen Mikroorganismen zu erndhren,
indem sie diese regelrecht vertilgen. Unter Hungerbedin-
gungen dagegen bilden Myxobakterien multizellulare
Strukturen, die sogenannten Furchtkorper, in deren Inneren
sie als Myxosporen auch Stress wie z.B. Hitze oder Trocken-
heit tiberdauern konnen.

Sobald es gelingt, ein Myxobakterium unter Laborbedin-
gungen zu kultivieren, setzt die Abteilung MINS moderne
massenspektrometrische Methoden ein, um das Metaboliten-
profil auf die Anwesenheit bereits bekannter myxobakte-
rieller Sekunddrmetaboliten zu untersuchen. Gleichzeitig
dient eine Reihe mikrobiologischer und zellbiologischer
Aktivitatstest dazu, moglicherweise vorhandene neue
Sekundarmetaboliten mit interessanter Wirkung zu ent-
decken. Deren Produktion wird sodann optimiert und nach
Fermentation des Produzentenstamms im vergroBerten
MaSBstab mit fliissigkeitschromatographischen Verfahren
aufgereinigt und der Strukturaufklarung zugefiihrt. AuBer-
dem folgen haufig weitere zellbiologische Untersuchungen,
um den Wirkmechanismus eines vielversprechenden neuen
Naturstoffs im Detail aufzuklaren. Diese Arbeiten werden
in enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe Mikrobielle
Wirkstoffe (MWIS) am HZI durchgefiihrt.
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Ebenso wichtig wie die Entdeckung neuer Myxobakterien
und Naturstoffe ist MINS die Erforschung der Naturstoffbio-
synthese einschlieBlich der Funktion der einzelnen daran
beteiligten Enzyme. Die resultierenden Grundlagenkenntnis-
se werden dann genutzt, um iiber regulatorische Prozesse
die Ausbeute zu optimieren und gezielt in die Biosynthesen
einzugreifen, um neue und verdnderte Strukturen herzu-
stellen. Zu diesem Zweck sequenzieren die Forscher der
Abteilung MINS die ungewohnlich groBen Genome einer
Reihe von Myxobakterien, nachdem sie vor einigen Jahren
das bislang groBte entdeckte Bakteriengenom des Myxobak-
teriums Sorangium cellulosum vorgestellt haben. Es zeigt
sich dabei regelmaBig, dass Myxobakterien eine auBeror-
dentlich groBe ,genetische Kapazitat“ zur Herstellung von
Naturstoffen haben: jedes einzelne Myxobakterium ist in der
Lage, neben den bereits bekannten Substanzen eine weitaus
groBere Anzahl bisher unbeschriebener Sekundarmetabolite
zu produzieren. Die bioinformatisch entschliisselten Genome
der Mikroben bilden so die Grundlage dafiir, mit hochemp-
findlichen analytischen Methoden, etwa massenspektro-
metrischen Metabolomics-basierten Ansétzen, nach bisher
unbekannten Naturstoffen zu suchen. Weiterhin nutzt MINS
die genetischen Daten, um die Produktion der myxobakteri-
ellen Metabolite in den Bakterien zu optimieren oder deren
Synthese in geeigneten Fremdorganismen mit erhohter Aus-
beute zu veranlassen. Dariiber hinaus ist es moglich, Wirk-
stoffe durch gezielte genetische Veranderungen zielgerichtet
strukturell umzugestalten. Die Erkenntnisse aus der Analyse
der myxobakteriellen Genome helfen nicht zuletzt auch dabei,
die Mikrobiologie dieser Organismen besser zu verstehen.

Die Abteilung ,Wirkstoff-Design und Optimierung® (DDOP)

Abteilungsleiter | Prof. Dr. Rolf W. Hartmann | Helmholtz-
Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS)
im Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI) |
Abteilung fiir Wirkstoff-Design und Optimierung (DDOP) |
rwh09@helmholtz-hzi.de

Wissenschaftliche Mitarbeiter | Dr. Johannes De Jong |
Dr. Jorg Haupenthal | Dr. Matthias Negri | Dr. Anke Stein-
bach | Dr. Christina Zimmer

Aufgrund der stetig steigenden Anzahl an multiresistenten
Pathogenen und deren weltweiter Ausbreitung — insbe-
sondere in Krankenhdusern - stellt die Behandlung von
Infektionskrankheiten mehr denn je ein zunehmendes
Problem fiir das Gesundheitswesen dar. Die Entwicklung
neuer, antibiotisch wirksamer Substanzen besitzt daher
eine wachsende Aktualitdt und hochste Prioritat fir die
Pharmazeutische Forschung. Herkommliche Antibiotika
greifen gezielt in lebensnotwendige Vorgidnge in Bakterien
ein, um so die Krankheitserreger abzutoten. Ein alternativer

Ansatz zielt darauf ab, durch Interferenz des Wirkstoffs
mit dem Kommunikationssystem der Bakterien die Zell-
Zell-Kommunikation der Bakterien zu unterbinden. Dieses
Kommunikationssystem basiert auf dem Austausch von
Signalmolekiilen und reguliert unter Anderem die Produk-
tion von Virulenzfaktoren und die Biofilmbildung. Beide
konnten somit iiber diesen Weg abgeschwécht oder gar
unterbunden werden.

Die Fortschritte in der Erforschung von Mikroorganismen
haben zu einer erhohten Anzahl an Naturstoffen mit anti-
biotischer Wirkung gefiihrt. In der Antibiotikaforschung
werden allerdings oft Naturstoffe als besonders wirksam
identifiziert, die nachteilige pharmakokinetische Eigen-
schaften aufweisen, wie beispielsweise eine geringe Los-
lichkeit oder eine schwierige Synthese in groBem MaBstab.
Die Abteilung DDOP beschéftigt sich mit der Entwicklung
von neuartigen, synthetischen Antiinfektiva. Diese werden
entweder von Naturstoffen abgeleitet und nachfolgend
optimiert, oder sie werden einem rationalen Wirkstoffdesign
folgend neu konzipiert. Verschiedene medizinisch-chemische
Strategien werden hierfiir angewandt, von der Vereinfachung
der chemischen Komplexitdt der Substanzen bis hin zum
Computer-gestiitzten Wirkstoffdesign.

In der Abteilung DDOP werden zwei Hauptprojekte
bearbeitet, die entweder auf das Bakterienwachstum oder
ihr Zell-Zell-Kommunikationssystem abzielen.

Entwicklung von potenten Hemmstoffen der bakteriellen
RNA-Polymerase Dieses Projekt befasst sich mit der
Aufgabe, einen neuartigen, potenten Hemmstoff herzustel-
len, der das Ablesen der genetischen Information in
Bakterien verhindert. Der Angriffspunkt dieses Hemmstof-
fes ist die sogenannte RNA-Polymerase (RNAP), ein Enzym,
das fiir das Uberleben von Bakterien essenziell ist.

Jeannine Jung und Cenbin Lu aus der Abteilung DDOP disku-
tieren die Synthese eines neuen Inhibitors. Foto: HZI, Bellhduser
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RNAP ist das Enzym, das fiir die Bildung von RNA in Zellen
verantwortlich ist. Es ist ein komplexes, sehr groBes Enzym
mit einer Masse von ca. 400 kDa, das aus verschiedenen
Protein-Untereinheiten besteht. Dabei handelt es sich um
das katalytisch aktive Core-Enzym (a23f‘w) und den
Sigma-Faktor. Diese beiden Proteine interagieren wahrend
der Transkription miteinander. Da RNAP essenziell fiir das
Bakterienwachstum ist und dabei spezifisch zwischen
Bakterien wirkt, ist es ein attraktives Ziel fiir die Entwick-
lung eines Breitbandantibiotikums beim Menschen. Die
Hemmung der RNAP hat zur Folge, dass fiir das Bakterium
lebenswichtige Funktionen blockiert werden, die letztend-
lich dessen Tod bewirken. Als Zielbakterien sind solche
besonders interessant, die beim Menschen schwerwiegende
Erkrankungen hervorrufen. Hierzu zahlt insbesondere
Mpycobacterium tuberculosis (Mtb), der Erreger der Tuberku-
lose, der weltweit zwei Millionen Tote pro Jahr verursacht.
Da viele Bakterien eine wirkungsvolle Resistenz gegen
derzeit auf dem Markt erhiltliche Antiinfektiva entwickeln,
steigt der Bedarf an neuen Wirkstoffen kontinuierlich. Ziel
dieses Projektes ist es, neuartige Hemmstoffe der bakteriel-
len RNAP zu entwickeln und deren Wirkmechanismus zu
verstehen. Der Wirkstoff soll nicht nur hinsichtlich seiner
Potenz optimiert werden, sondern dahingehend, dass er in
pathogene Bakterien eindringen kann, um dort letztlich
seine antibiotische Funktion zu entfalten.

Im Rahmen der Wirkstofffindung werden zweierlei Ansitze
verfolgt:

Der erste Ansatz hat zum Ziel, das Core-Enzym direkt zu
hemmen. Da die Struktur der RNAP und verschiedene
Hemmmechanismen weitgehend bekannt sind, nutzt die
Abteilung DDOP intelligente Computer-gestiitzte Methoden,
um potenzielle Hemmstoffe virtuell ausfindig zu machen.
Diese ,virtuellen Hits“ werden in experimentellen Tests auf
ihre Wirksamkeit tiberpriift. Hits, die dabei als aktiv
hervorgehen, werden in einem chemischen Optimierungs-
zyklus weitergefiihrt, aus dem potente RNAP-Hemmstoffe
hervorgehen sollen. Auch dieser Zyklus wird von virtuellen
Designkonzepten und abgeleiteten Strukturwirkungsbezie-
hungen unterstiitzt.

Der zweite Ansatz hat zum Ziel, die Interaktion zwischen
Core-Enzym und Sigma-Faktor, und somit die Bildung des
Holoenzyms zu unterbinden. Deren Interaktionsflache (das
Jnterface“) ist bereits eingehend untersucht und wurde
durch verschiedene Mutagenesestudien charakterisiert.
Diese Informationen werden in der Abteilung DDOP genutzt,
um eine geeignete Region fiir die Bindung und folglich fiir
eine Inhibition durch einen Hemmstoff ausfindig zu
machen. Erste RNAP-Hemmstoffe wurden bereits identifi-
ziert. Das Ziel besteht nun darin, diese Verbindungen, zum

Darstellung der Struktur der RNA Polymerase, die die fiinf
Untereinheiten hervorhebt. Ligand- und Struktur-basierte An-
sditze werden im Design neuer RNAP Inhibitoren verfolgt.

Teil kurzkettige Peptide, hinsichtlich ihrer Hemmwirkung
und verschiedener pharmakologischer Eigenschaften zu
verbessern. Daraus soll letztlich ein Wirkstoff erhalten
werden, der seine antibiotische Wirkung gezielt im
Menschen entfalten kann.

RNAP aus E. coli und Mycobacterium tuberculosis soll
kloniert und fiir biologische Tests der synthetisierten
Verbindungen verwendet werden. Die vermuteten Bindungs-
stellen der neuen potenten Inhibitoren sollen dann durch
Mutagenese charakterisiert werden.

Entwicklung von Verbindungen, die mit dem PQS quorum
sensing Kommunikationssystem in P. aeruginosa inter-
ferieren In diesem Projekt beschéftigen sich die Wissen-
schaftler der Abteilung DDOP mit der Entwicklung von
Verbindungen, die mit dem PQS quorum sensing Kommuni-
kationssystem in Pseudomonas aeruginosa interferieren.
Lungeninfektionen durch dieses opportunistisch pathogene
Bakterium werden als Haupttodesursache fiir Patienten mit
Zystischer Fibrose angesehen. Resistenzen gegen herkomm-
liche Antibiotika sind oft assoziiert mit der Bildung von
Biofilmen, die das Eindringen von eingesetzten Antibiotika
durch diese physikalische Barriere verhindern und die
Immunantwort herabsetzen. Sowohl die Bildung eines
Biofilms als auch die Produktion von Virulenzfaktoren
werden durch ein kompliziertes quorum sensing Kommuni-
kationssystem gesteuert. Dariiber nehmen Bakterien
beispielsweise ihre Populationsdichte wahr und steuern
eine Art Gruppenverhalten. Neben den zwei quorum sensing
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Systemen LasR und RhIR, die in vielen Bakterienarten
existieren, gibt es in P. aeruginosa ein drittes, einzigartiges
Kommunikationssystem, das durch PQS (Pseudomonas
Quinoline Signal, 2-Heptyl-3-Hydroxy-4-Chinolon) als
Signalmolekiil reguliert wird. Das Ziel des Projektes ist die
Entwicklung von Verbindungen, die mit dem PQS quorum
sensing Kommunikationssystem interferieren, um die
Bildung eines Biofilms sowie die Produktion von verschie-
denen Virulenzfaktoren zu verhindern - dieses jedoch,
ohne das Wachstum der Bakterien zu beeinflussen. Zwei
Ansitze werden verfolgt: einerseits soll die Wirkung von
PQS am Rezeptor PqsR antagonisiert werden, andererseits
soll die Biosynthese von HHQ, dem direkten Vorldufer von
PQS, durch die Hemmung des Enzyms PqsD blockiert werden.

Entwicklung von Antagonisten des Transkriptionsregula-
tors PgsR Ein Fokus liegt in der Synthese von Analoga von
PQS, welche an PgsR binden und dieses blockieren sollen.
Der Transkriptionsregulator PqsR steuert nach Aktivierung
durch PQS die Expression von Virulenzfaktoren. Die PQS-
Analoga werden in einem gerade etablierten (3-Galaktosidase-
Reportergen-Assay getestet. Dabei wird die transkriptionale
Aktivierung des PqsA-Promoters als Folge der PQS-Bindung
an PqsR gemessen. Des Weiteren sollen SPR-Methoden zur
kinetischen Charakterisierung von Hits mit dem verkiirz-
ten PgsR (“’PgsR) entwickelt und fiir ein medium-through-
put screening einer Fragmentbibliothek eingesetzt werden.
Daraus resultierende Hits werden mittels ITC (Isothermische
Titrationskalorimetrie) thermodynamisch charakterisiert.

Hemmung des zweiten Enzyms der PQS-Biosynthese PqsD
Um potenzielle PgsD-Inhibitoren biochemisch zu evaluieren,
wurde ein PqsD LC-MS/MS basierter Hemmungsassay
etabliert. Neue PqsD-Hemmstoffe, strukturelle Analoga des
nativen Substrats Anthraniloyl-CoA, wurden bereits
synthetisiert. In einem SPR-basierten medium-throughput
screening werden aktuell eine hauseigene Substanzbiblio-
thek sowie kommerzielle Fragment-Datenbanken getestet.
Daraus resultierende Hits werden nachfolgend kinetisch
charakterisiert. Begleitend zum SPR-Ansatz wird auch ein
virtuelles Screening an PqsD durchgefiihrt. Erste bindende
Fragmente wurden bereits identifiziert und werden in
einem fragment-growing-Ansatz als neue Grundgertiiste
benutzt. Die Identifizierung von Fragmenten und ihren
Bindungsmodi wird mit hoch-auflosender NMR-Spektros-
kopie begleitet. Weiterhin sollen kinetische Studien, die
sowohl computergestiitzt, als auch biochemisch (biologische
Assays, SPR, ITC) durchgefiihrt werden, die Entwicklung von
PgsD-Hemmstoffen vorantreiben. Insbesondere die Uberprii-
fung der kinetischen Mechanismen mittels Molekiildynamik-
simulationen ermdglicht einen Einblick in die Flexibilitét
des Proteins und kann dazu beitragen mogliche induced-fit
Mechanismen aufzudecken und zu erklaren.

Die Abteilung ,Wirkstofftransport“ (DDEL)

Abteilungsleiter | Prof. Dr. Claus-Michael Lehr | Helmholtz-
Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) im
Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI) | Abteilung
fiir Wirkstofftransport (DDEL) / cle09@helmholtz-hzi.de
Wissenschaftliche Mitarbeiter | Dr. Eva-Maria Collnot |
Dr. Nicole Daum | Dr. Steffi Hansen | Dr. Brigitta Loretz

Wirkstofftransport liber biologische Barrieren hinweg
Fortschritte in der molekularen Biotechnologie und der
medizinischen Chemie haben dazu gefiihrt, dass eine
Vielzahl neuer Substanzen entdeckt wurde, die eine
potenzielle Affinitdt zum Zielrezeptor aufweisen. Jedoch
miissen bei der Weiterentwicklung solcher Wirkstoffmole-
kiile zum Medikament mehrere Aspekte beachtet werden.
Sie miissen auf die Durchléassigkeit, ihren Transport und
die Bioverfiigbarkeit durch biologische Barrieren untersucht
werden. Des Weiteren ist die Entwicklung neuer Technologien
erforderlich, um ihren sicheren und effizienten Transport
zum Wirkort zu gewahrleisten. Daher liegt der Forschungs-
schwerpunkt der Abteilung ,Wirkstofftransport“ zum einen
in der Erforschung der biologischen Barrieren selbst,
namentlich der Lunge, des Magen-Darm-Traktes und der
Haut. Zum anderen beschiftigt sich DDEL mit der Entwick-
lung geeigneter Triagersysteme, die in der Lage sind, diese
epithelialen Barrieren zu iiberwinden, um das Wirkstoff-
molekiil an den Zielort zu bringen.

Entwicklung eines neuen in vitro-Modells der Blut-Luft-
Schranke Die so genannte ,Blut-Luft-Schranke®, die vom
Alveolarepithel der Lunge gebildet wird, ist nicht nur von
Bedeutung fiir den pulmonalen Transport von Wirkstoffen,
sondern auch im Rahmen von Krankheiten, die durch
Aerosole libertragen werden, wie z. B. Schweinegrippe und
Tuberkulose. Um die in vivo-Situation nachzuahmen, gibt es
bereits einige in vitro-Zellkulturmodelle (z. B. Tumorzellen,
primare Zellen tierischen Ursprungs), denen allerdings auf
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Nico Mehl bringt Kolben mit Proben zum Gefriertrocknen am
Lyophilisator an. Foto: 1z, Bellhiiuser
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Grund ihrer gednderten Barriereeigenschaften groBtenteils
die biologische Relevanz fehlt. Primdre humane Zellen
spiegeln die in vivo-Situation am besten wider, allerdings
sind sie nur sehr begrenzt verfiighar und ihre Isolation
gestaltet sich zeit- und kostenintensiv.

Daher wird eine neue Zelllinie entwickelt, mit deren Hilfe
ein in vitro-Modell etabliert wird, das nicht von Tumorzellen
abgeleitet ist und intakte Barriereeigenschaften aufweist.
Dieses System wird es ermdglichen, Infektionspfade tiber
den Respirationstrakt aufzukldren und die Entdeckung von
Wirkstoffen zu erleichtern, mit denen solche Infektions-
krankheiten behandelt werden konnen.

Nadelfreie Impfung iiber die Haut Die meisten Impfungen
werden heutzutage iiber eine intramuskuldre Injektion
verabreicht. Allerdings kann mit dieser Applikationsart
der Impfstoff die antigenprisentierenden Zellen der Haut,
die die weitere Immunantwort auslosen, nicht optimal
erreichen. Neue Strategien zur nadelfreien Impfung tiber
die Haut schiadigen die schiitzende Hornschichtbarriere
iiber einen signifikanten Zeitraum und sind daher fiir
flichendeckende Impfungen in Lindern mit kritischen
Hygienebedingungen ungeeignet.

Kiirzlich wurde tiber eine alternative Impfstrategie berichtet,
wobei Nanopartikel iiber die Haarfollikel zum Hautimmun-
system vordringen. Da bekannt ist, dass Pollenantigene die
talggefiillten Follikel schnell durchdringen und bei entspre-
chend sensibilisierten Personen eine allergische Reaktion
auslosen konnen, soll dieser Mechanismus mit kiinstlichen,
partikuldaren Impfstofftragersystemen nachgeahmt werden.
Diese Strategie fiir die Umsetzung der nadelfreien Impfung
iiber die intakte Hautbarriere ist sehr vielversprechend und
wird in der Abteilung Wirkstofftransport nun intensiv weiter
entwickelt.

Nano- und mikropartikuldre Arzneistoffformulierungen
zur Therapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen
Chronisch entziindliche Darmerkrankungen wie die Kolitis
ulzerosa sind Autoimmunerkrankungen des Magen-Darm-
Trakts. Die Patienten leiden schubweise unter starken
Schmerzen, Magen-Darm-Krampfen und heftigem, oft
blutigem Durchfall. Zudem ist das Risiko, an Darmkrebs zu
erkranken, wesentlich erhoht.

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass sich Teilchen
im Nano- bis Mikrometerbereich gezielt im entziindeten
Darmgewebe anreichern. Daher kdnnten nano- und
mikropartikuldre Arzneistoffformulierungen die Therapie
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen in naher
Zukunft verbessern. In der Abteilung ,Wirkstofftransport“

Caco-2 Zelle mit an die Zellmembran adhdrierten Propylstdirke-
Nanopartikeln Foto: HPS / HzI

werden zur Zeit solche neuartigen Formulierungen fiir eine
ganze Reihe unterschiedlicher antiinfektioser Wirkstoffe
entwickelt. Zusatzlich wurde ein neuartiges Zellkulturmo-
dell der entziindeten Darmmukosa etabliert, das Studien
zum Mechanismus der Anreicherung erlaubt.

Design neuer Transportsysteme fiir Nukleinsduren

In der nicht-viralen Gentherapie verschiebt sich der Fokus
von der Behandlung mutationsbedingter Krankheiten hin
zur Anwendung als Schutzimpfung oder Allergiebehandlung.
Das erneut zunehmende Interesse ist auf die Entdeckung der
RNA-Interferenz zuriickzufiihren. Es handelt sich dabei um
einen Mechanismus zur sequenzspezifischen Inhibition
eines Zielgens, der als Therapie fiir viele unterschiedliche
Krankheiten genutzt werden kann. Die physikochemischen
Eigenschaften von Nukleotidketten sowie die epithelialen
Barrieren verhindern jedoch den effektiven Transport zum
Wirkort. Deshalb ist zur Nutzung dieser Therapien ein
geeignetes Transportsystem notwendig, welches effizient,
sicher und klinisch anwendbar ist. Hierzu entwickeln die
Wissenschaftler der Abteilung DDEL aus aktuellen Ansdtzen
der Polymerchemie und Nanotechnologie eigene Formulie-
rungen. In diesen wird der Wirkstoff entweder komplex
gebunden (Polyrotaxane als kationische Partner zur
Komplexierung der anionischen Nukleinsduren) oder in
Nanopartikeln eingekapselt (core-shell Tragerpartikel auf
Basis biodegradierbarer Polymere wie Chitosan-umhiillte
PLGA-Partikel). Ziel ist die Entwicklung von Trégersystemen,
die durch kontrollierbare physikalische und pharmakokineti-
sche Eigenschaften an unterschiedliche Applikationsrouten
anpassbar sind. Zunachst werden diese Transportsysteme fiir
die Aufnahme iiber die Lunge und in spateren Projekten
auch iiber den Verdauungstrakt optimiert werden.
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TWINCORE, das Translationszentrum von HZl und MHH TWINCORE, Zentrum fiir Experimentelle und Klinische Infektionsfor-

schung GmbH ist eine Gemeinschaftseinrichtung des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig und der

Medizinischen Hochschule Hannover (MHH). Ziel von TWINCORE ist es, die herausragenden Expertisen von HZl und MHH im Bereich

der Infektionsforschung in einem gemeinsamen Zentrum unter dem Gesichtspunkt der Translationsforschung zu férdern und

weiterzuentwickeln. Dabei soll die translationale Forschung so interpretiert werden, dass einerseits neueste Erkenntnisse aus der

Grundlagenforschung leichter ihren Weg zum Patienten finden und umgekehrt, dass offene Fragen aus der klinischen Praxis zur

Kenntnis der Forscher gelangen. Ein wichtiger Teil der Arbeit am TWINCORE ist auch die wissenschaftliche Auseinandersetzung mit

regulatorischen Fragen im Zusammenhang mit der Beantragung und Durchfiihrung von klinischen Priifungen. Insbesondere im Vorfeld

friher klinischer Priifungen treten vermehrt komplexe Fragen auf wie z.B. die Aussagekraft von Tierexperimenten fir die Bestimmung

der Sicherheit und Effizienz neuer Arzneimittel. TWINCORE trégt dazu bei, dass neue Behandlungsoptionen zur Prophylaxe und

Therapie von Infektionserkrankungen erarbeitet werden, und dass im Vorfeld der Erprobung neuer Ansatze im Menschen eine solide

wissenschaftliche Basis zur Minimierung von Risiken erarbeitet wird. Die Forschung am TWINCORE fokussiert sich auf die Analyse

von Erreger-Wirt-Interaktionen. Aus diesen Kenntnissen kdnnen sich neue Ansatze zur Hemmung von Erregern und zur Entwicklung

neuer Impfstrategien ableiten. SchlieBlich sollen neue vorklinische Modelle erarbeitet werden. Am TWINCORE finden sich Labora-

torien, in denen Experimente bis zur Sicherheitsstufe S3** durchgefiihrt werden konnen. Weiterhin ist im Rahmen des 2. TWINCORE-

Symposiums 2010 mit dem Titel “Antimicrobials and Vaccines” am 12.08.2010 das frisch renovierte Tierhaus am TWINCORE

eingeweiht worden (siehe Abb. 1). In dem Tierhaus kdnnen mehr als 2000 Mauskaéfige betrieben werden. Auch lassen sich in dem

Tierhaus Experimente bis zur Sicherheitsstufe S3** durchfiihren. Am TWINCORE hat sich neben dem TWINCORE-Symposium ein

vielféltiges Vortragsprogramm etabliert, in dem Translationsforscher und Grundlagenforscher iiber ihre Ergebnisse referieren.

Im Folgenden werden die 4 Forschungsfelder von
TWINCORE skizziert.

1. Analyse der Pathogen-Wirt-Interaktionen Im Rahmen
einer entwicklungsgeschichtlich meist sehr weit zuriickrei-
chenden Koevolution von Erregern und ihrem Wirt haben
sich komplexe Uberlebensstrategien sowohl der Wirts- als
auch der Pathogen-Populationen herausgebildet. Auf der
Zellebene spielen dabei intrinsische Immunmechanismen
eine Rolle. Am TWINCORE untersuchen wir den Einfluss
solcher Mechanismen auf die Wirts- und Gewebespezifitat
von Krankheitserregern. Seit einigen Jahren ist bekannt,
dass zusatzlich zur Erkennung fremdartiger Eigenschaften,
das Wahrnehmen von ,Gefahrensignalen“ durch Muster-
erkennungsrezeptoren (PRR) eine zentrale Rolle bei der
Induktion schiitzender Immunitat spielt. Mechanismen der
PRR-vermittelten Stimulation angeborener Immunmecha-

nismen und die Konsequenzen dieser Aktivierung auf die
pathogenspezifische Immunitit werden intensiv erforscht.
Bei diesen Arbeiten werden sowohl akute als auch chroni-
sche Infektionsverldufe und die damit verbundenen
entzlindlichen Reaktionen untersucht. Pathogene haben
verschiedene Strategien entwickelt, die Wirtsimmunitat zu
unterwandern. Es werden Pathogen-kodierte Faktoren
gesucht, die Immunantworten modulieren. Dariiber hinaus
wird der Einfluss regulatorischer sowie inflammatorischer
T-Zellen auf den Verlauf von Infektionen untersucht.

2. Neue Pathogen-Inhibitionsmechanismen Nach dem
iiberwéltigenden Erfolg von Antibiotika bei der Behandlung
von bakteriellen Infektionen, wurden in den letzten
Jahrzehnten wichtige Durchbriiche bei der Entwicklung
antiviraler Substanzen erzielt. Neue Ansétze zur Hemmung
der Erregervermehrung werden am TWINCORE gesucht. In
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Abb. 1. Im Rahmen des 2. TWINCORE-Symposiums ,Antimicrobials and Vaccines“ wurde am 12.08.2010 das frisch renovierte Tierhaus
am TWINCORE eingeweiht. (linke Abbildung). Der TWINCORE-Haupteingang mit dem Symposiumstransparent. (rechte Abbildung).
Das ,rote Band“ wurde bei der Erdffnung des neuen Tierhauses gemeinsam von Prof. Bitter-Suermann (MHH), Prof. Wehland (HZI),
Herrn Gevers (MWK) und Prof. Kalinke (TWINCORE) durchschnitten (von links nach rechts). Fotos: Hzi/Twincore

Zusammenarbeit mit dem HZI und der Universitit Hannover
werden biologische Substanzbibliotheken hinsichtlich anti-
viral und antibakteriell wirksamer Substanzen untersucht.
Dies beinhaltet die Nutzung neuer Zellkulturmethoden, die
z. B. die gezielte Suche nach Hemmstoffen der Hepatitis C
Virus (HCV) Replikation erlauben. Ein weiterer Schwerpunkt
liegt auf der Suche nach Inhibitoren der Ausbildung
bakterieller Biofilme, die bei chronischen Infektionsverlau-
fen auftreten konnen. Ebenso werden neue Gentherapie-
Ansatze zur Behandlung von Infektionskrankheiten gesucht.
Dartiber hinaus wird gepriift, ob pathogenkodierte Immun-
modulatoren potenzielle Zielstrukturen fiir neue therapeu-
tische Ansétze darstellen.

3. Neue Impfstrategien In der breiten Offentlichkeit
werden ,,Impfungen als eine der erfolgreichsten medizini-
schen Errungenschaften wahrgenommen. Dennoch gibt es
weiterhin zahlreiche Infektionskrankheiten, fiir die keine
Impfstoffe zur Verfiigung stehen. Daher werden am
TWINCORE neue Impfstrategien entwickelt. Neben der
Untersuchung virusdhnlicher Partikel zum Einsatz als
Impfvektoren spielt dabei die in vivo-Beladung spezifischer
dendritischer Zellen mit Antigen eine Rolle. Eine interes-
sante Option ist die Verstarkung von Immunantworten
durch die Beeinflussung regulatorischer T-Zellen. Es gibt
derzeit nur wenige zugelassene Hilfsstoffe zur Verstarkung
von Immunantworten nach einer Impfung. Solche Hilfsstoffe,
die auch als Adjuvanzien bezeichnet werden, werden
zusammen mit Partnern am HZI untersucht. Weiterhin wird
erforscht, ob Zytokine als natiirliche Hilfsstoffe bei ausge-
wiahlten Impfprotokollen eine Rolle spielen. Ein weiterer
Schwerpunkt ist die Analyse der Mechanismen, die die
Induktion lang anhaltender [gG-Antworten unterstiitzen.

4. Neue vorklinische Modelle In der Grundlagenforschung
entwickelte neue therapeutische oder prophylaktische
Ansidtze miissen umfangreichen vorklinischen Tests
unterzogen werden, bevor Studien am Menschen vorgenom-
men werden konnen. Am TWINCORE werden neue Modelle
entwickelt, die eine verbesserte Vorhersage im Hinblick auf
die Reaktionen im Menschen erméglichen. Dabei stellt die

Humanisierung von Mausen einen vielversprechenden Ansatz
dar. Dabei konnen einerseits Mduse mit menschlichen Zellen
behandelt werden, um die Entwicklung von Bestandteilen
des menschlichen Immunsystems oder der menschlichen
Leber in den Tieren zu ermoglichen. Zum anderen wird auch
die genetische Humanisierung von Mausen zum Beispiel
durch bakterielle kiinstliche Chromosomen (BAC)-vermittelte
Transgenese vorgenommen. Auf diese Art werden menschliche
Rezeptoren und in der menschlichen Bevilkerungen gele-
gentlich auftretende Varianten von Rezeptoren exprimiert,
um so ihre Funktion in Tiermodellen zu untersuchen. Eine
weitere Thematik ist die Untersuchung von Effekten, die
durch die konstanten Anteile von Antikorpern vermittelt
werden. Dieses Thema ist insbesondere im Zusammenhang
mit therapeutisch monoklonalen Antikorpern relevant.

Fe e AR

Ein Blick auf das TWINCORE-Gebdiude, Zentrum fiir Experi-
mentelle und Klinische Infektionsforschung GmbH. Neben den
modernen Labors und den hochwertigen Ausstattungen verfiigt
TWINCORE auch tiber optimale Rdumlichkeiten, in denen
wissenschaftliche Besprechungen und Seminare durchgefiihrt
werden konnen. Foto: Hzl/Twincore
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Arbeitsgruppen am TWINCORE TWINCORE ist im August
2008 feierlich eingeweiht worden. Seit 2009 sind alle
wichtigen Leitungspositionen besetzt. Derzeit arbeiten am
TWINCORE Prof. Kalinke als Geschiftsfiihrender Direktor
von TWINCORE und als Direktor des Instituts fiir Experi-
mentelle Infektionsforschung, Prof. Pietschmann als Leiter
der Abteilung fiir Experimentelle Virologie, Prof. Sparwasser
als Direktor des Instituts fiir Infektionsimmunlogie und
Frau Prof. HauBler als Leiterin der Abteilung fiir Pathophy-
siologie Bakterieller Biofilme. Weiterhin ist die von Prof. Ott
geleitete Translationale Forschungsgruppe fiir Zell- und
Gentherapie am TWINCORE beheimatet. Diese Gruppe ist
von Herrn Prof. Manns, Direktor der Klinik fiir Gastroente-
rologie, Hepatologie und Endokrinologie der MHH, an das
TWINCORE entsandt worden. Derzeit arbeiten insgesamt
98 Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter am TWINCORE.

Die Leiter der TWINCORE-Forschungsgruppen (von links nach
rechts): Profs. Susanne Hdiufler, Michael Ott, Thomas Pietsch-
mann, Geschdftsfiihrer Ulrich Kalinke und Tim Sparwasser.

Foto: HZI, Gramann

Theresa Frenz wihrend der Arbeit unter einer sterilen
Werkbank Foto: Twincore/HZI

Die Forschungsgruppe um Prof. Dr. Ulrich Kalinke |
ulrich.kalinke@twincore.de Nach einer Virusinfektion
werden in der Regel innerhalb von Stunden Typ I Interferon-
Antworten induziert, die fiir die ersten Tage das Uberleben
des Wirts sichern. Erst nach ungefahr einer Woche wird das
adaptive Immunsystem so weit aktiviert, dass es in der Lage
ist, Pathogene zu eliminieren. In fritheren Projekten haben
wir gefunden, dass nach einer Infektion mit dem vesikuldren
Stomatitis Virus (VSV) eine kleine Anzahl hoch spezialisier-
ter Zellen, die auch als plasmazytoide dendritische Zellen
(pDC) bezeichnet werden, {iber das Triggering von PRR
aktiviert werden, um groBe Mengen an schiitzendem Typ [
Interferon zu produzieren. Interessanterweise entwickeln
praktisch alle genauer untersuchten Viren GegenmaBBnahmen
zur Hemmung der Induktion oder der Funktion von Typ I
Interferon-Antworten. Ein Schwerpunkt unserer Arbeit
besteht darin herauszufinden, wie unterschiedliche Viren
Typ I Interferon-Antworten induzieren und welche Strategien
sie entwickelt haben, Typ I Interferon-Antworten zu unter-
wandern. Die lokalen Verhaltnisse von Typ I Interferon-Ant-
worten beeinflussen entscheidend den Krankheitsverlauf.
Wir untersuchen, wo Typ I Interferon-Antworten induziert
werden und welche Zelltypen induziert werden miissen,
damit Schutz vermittelt wird. Dabei spielt die Untersuchung
der Mechanismen, die die Ausbreitung von viralen Erregern
im Zentralnervensystem hemmen, ein wichtige Rolle. Neuere
Untersuchungen haben gezeigt, dass Typ I Interferon auch
eine direkte Auswirkung auf die Funktion von Immunzellen
haben kann. Zurzeit untersuchen wir, wie Typ I Interferon,
das bei einer Impfung mit Virus-dhnlichen Partikeln induziert
wird, die Bildung von lang anhaltenden IgG-Antikorper-
Antworten beeinflusst. Antikorper sind vergleichsweise groBe
Molekiile, deren variable Anteile Antigene spezifisch binden,
wahrend ihre konstanten Elemente {iber sogenannte
Fc-Rezeptoren gebunden werden konnen. Diese Fc-Rezeptoren
werden von bestimmten Immunzellen und anderen Korper-
zellen exprimiert. Wir untersuchen, wie Interaktionen von
Fc-Rezeptoren mit IgG Antikorpern verschiedener Subklassen

Claudia Soldner analysiert Ergebnisse aus einem Experiment

Foto: Twincore/HZI
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Die Arbeitsgruppe von Prof. Ulrich Kalinke (v. L. n. r.): Ulrich
Kalinke, Robert Bittorf (hintere Reihe), Linda Semmler, Theresa
Frenz, Marius Déring (Reihe davor), Claudia Soldner, Annett
Kepler, Christian Mers, Jennifer Paijo, Claudia Detje, Lukas
Graalmann, Patrick Bartholomdus; in der ersten Reihe rechts
Sabrina Heindorf, Stephanie Vogel, Julia Heinrich rFoto: Twincore/HzI

interagieren und welche Immunfunktionen so beeinflusst
werden. Diese Frage ist besonders fiir therapeutisch genutzte
monoklonale Antikorper relevant, weil solche Reagenzien
eine immer wichtigere Rolle als innovative Arzneimittel bei
der Behandlung von Tumoren, Autoimmunerkrankungen und
Infektionen spielen. Um die Ergebnisse aus den oben be-
schriebenen Ansdtzen noch besser bei der Beantragung und
Durchfiihrung klinischer Priifungen anzuwenden, werden
gemeinsam mit dem Paul-Ehrlich-Institut Untersuchungen
im Bereich der regulatorischen Forschung durchgefiihrt.

Die Forschungsgruppe um Prof. Dr. Thomas Pietschmann |
thomas.pietschmann@twincore.de Die Infektion mit dem
Hepatitis C Virus, das zur Familie der Flaviviren gehort, ist
eine der Hauptursachen der chronischen Hepatitis. Nach
WHO-Schétzungen sind weltweit bis zu 170 Millionen
Menschen chronisch infiziert. Wir entwickeln und nutzen
neue Zellkulturtechniken fiir die Erforschung der HCV-
Replikation. Ziel dieser Forschung ist es, die molekularen
Mechanismen der HCV-Replikation in Leberzellen zu unter-
suchen. Insbesondere werden dabei die frithen Stadien der
HCV-Infektion untersucht, wahrend der das Virus in die
Leberzellen eindringt. Weiterhin analysieren wir die
Prozesse, die zur Verpackung des Virusgenoms in neue
Viruspartikel sowie zur Ausschleusung der Nachkommen-
viren aus der infizierten Wirtszelle fiihren. Damit versuchen
wir, die Grundlagen der Infektionsstrategie dieses human-
pathogenen Virus zu verstehen, um daraus neue Verfahren
und Perspektiven fiir die Therapie 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. Desweiteren 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. Einen
neuen Schwerpunkt bilden unsere Untersuchungen zum
HCV Spezies- und Gewebetropismus. HCV vermehrt sich in
der Leber und infiziert neben dem Menschen nur Schimpan-
sen. Die Mechanismen, die fiir diesen engen Spezies- und
Gewebetropismus verantwortlich sind, wurden bisher kaum
untersucht und sind nur unzureichend verstanden. Mit
unserer Forschung auf diesen Themengebieten wollen wir
verstehen, wie extrahepatische Virusreservoirs die
Viruspathogenese und das Therapieansprechen beeinflussen
konnen, wie HCV essentielle zelluldre Kofaktoren nutzt und
welche Wirtsfaktoren die HCV Replikation kontrollieren.
SchlieBlich tragen diese Studien zur Entwicklung von
immunkompetenten Kleintiermodellen bei, um in Zukunft
Mechanismen der Immunkontrolle und Pathophysiologie
der HCV-Infektion zu untersuchen.

Die Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Pietschmann (v. L. n. r.):
Kathrin Hiiging, Nikoleta Bodosoglou, Juliane Dirrbecker,
Dorothea Bankwitz, Christina Grethe, Juliane Gentzsch, Sibylle
Haid, Nicolas Menzel, Patrick Chhatwal, Eike Steinmann,
Thomas Pietschmann, Gabrielle Vieyres, Stephanie Pfinder,
Anne Frentzen (es fehlen: Joachim Hain, Martina Friesland,
Sandra Ciesek) Foto: Twincore/HZI

Die Forschungsgruppe um Prof. Dr. Tim Sparwasser |
tim.sparwasser@twincore.de Unser Schwerpunkt liegt
auf der Untersuchung der Bedeutung der PRR - beispiels-
weise aus der Familie der Toll-like Rezeptoren (TLRs) und
der Typ C-Lektine - fiir die Aktivierung der wichtigsten
positiven Regulatoren des Immunsystems und der Initiatoren
der adaptiven Immunitét: des dendritischen Zellsystems
(DC). Einen weiteren Schwerpunkt bilden dabei die
regulatorischen T-Zellen (Tregs), dem wichtigsten Pendant
zu den DCs. Tregs nutzen Mechanismen zur Hemmung
einer iiberschieBenden Immunreaktion und zur Begren-
zung der Proliferation der T- Effektorzellen, die bis jetzt
noch nicht vollstandig verstanden sind. Eine optimale
Impfstrategie gegen Pathogene kann beispielsweise in der
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Nicole Fisch, Venkateswaran Ganesh, Wiebke Ginter, Catharina
Schrauf, Christian Mayer und Ina Lu (v. L. n. r.) bei der gemein-
samen Analyse von Scatter Plots Foto: Twincore/HzI

Aktivierung spezifischer DC-Unterpopulationen bei gleichzei-
tiger Vermeidung der Treg-Expansion oder Induktion
bestehen. Impfstudien zu Tregs und DCs im Mausmodellsys-
tem unterliegen jedoch dahingehend Einschrankungen, dass
in vivo-Analysen von Tregs und DC-Unterpopulationen
auBerst schwierig sind. Zum Beispiel kommen Unterpopula-
tionen von DCs in verschiedenen lymphatischen Organen
nur in sehr kleiner Zahl vor. Diese haben in unterschiedli-
chen Féllen hochspezialisierte Aufgaben, wozu auch die
Induktion der Toleranz gehort. Da diese ,regulatorischen
Immunzellen® 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 unvollstandig.
Eines der Hauptziele ist daher die Entwicklung molekularer
Werkzeuge, mit denen eine genetische Manipulation der DCs
und Tregs moglich ist. Wir wollen diese Modelle zur
Untersuchung der Funktion von Tregs und Unterpopulatio-
nen von DCs bei der Infektion, Allergie und Toleranz
verwenden. In humanisierten Modellen wird die Rolle der
PRRs, wie z.B. des menschlichen TLR7 und DC-SIGN,
analysiert, und es werden auf diese Molekiile ausgerichtete
Impfstrategien in vivo getestet. Am Institut von Prof.

Sparwasser baut Dr. Matthias Lochner derzeit eine Arbeits-
gruppe auf, deren Schwerpunkt auf der Untersuchung der
Rolle von DCs bei der Induktion und Kontrolle von inflamma-
torischen (Th17) und regulatorischen T-Zellpopulationen bei
Infektionen und Entziindungsreaktionen im Darm liegt.

Die Forschungsgruppe um Prof. Dr. Susanne HauBler |
susanne.haeussler@twincore.de Die Erfolge der modernen
Medizin werden zunehmend durch opportunistische
bakterielle Infektionen beeintrachtigt. Bei chronischen
bakteriellen Infektionen konnen sich die Erreger hdufig in
sogenannten Biofilmen zusammenschlieBen und sind dann
besser vor Angriffen durch Zellen des Immunsystems oder
Antibiotika geschiitzt. AuBerdem verschafft das Leben in
der Population den Bakterien zusatzliche Anpassungsme-
chanismen auf Stresssituationen, die {iber die {iblichen
Reaktionen von Einzelzellen hinausgehen. Bei Mukoviszidose-
Patienten mit einer chronischen Lungeninfektion ist
Pseudomonas aeruginosa der dominante pathogene Erreger.
Obwohl die meisten Patienten mit nur einem P. aeruginosa
Klon befallen sind, finden sich in der Lunge verschiedene
bakterielle Morphotypen. Diese Diversitdt scheint eine
groBe Rolle bei der Persistenz des Keims und damit bei der
Ausbildung einer chronischen Infektion zu spielen. Wir
wollen die molekularen Mechanismen aufklaren, die der
Generierung dieser Diversitat zugrunde liegen. Bei Muko-
viszidose-Patienten mit einer chronischen P. aeruginosa-
Infektion der Lunge finden sich gehduft sogenannte ,Small
Colony Variants” (SCVs), die besonders effizient Biofilme
ausbilden. Um die Mutationen zu identifizieren, die zur
Entstehung solcher SCVs fiihren, sequenzieren wir die
Genome von klinischen P. aeruginosa-Isolaten mittels der
sogenannten ,next generation sequencing“-Technologie. Bei
der vergleichenden Analyse der chromosomalen DNA
Sequenz von P. aeruginosa-Isolaten mit dhnlichen phanoty-
pischen Eigenschaften, suchen wir nach typischen Basen-
austauschen, und iiberpriifen, ob diese ursdchlich an der
Auspragung des Phanotyps beteiligt sind. In der Zukunft
wollen wir so klinisch relevante adaptive Mutationen
identifizieren, die in P. aeruginosa unter in vitro Biofilm-
Wachstumsbedingungen und in vivo im Laufe einer
chronischen Infektion entstehen. Das Wissen um die

Die Arbeitsgruppe von Prof. Tim Sparwasser (von links nach rechts): Christina Hesse, Christian Klemann, Amrita Nandan,

Matthias Lochner, Stefanie Pohl, Christian Mayer, Zuobai Wang, Franz Puttur, Catharina Schrauf, Luciana Berod, Christopher van Helt,
Julia Huntenburg, Wiebke Ginter, Nicole Fisch, Martina Thiele, Stephanie Dippel, Christine Jinke, Janika Quindt, Esther Ermeling,
Abdul Mannan Baru, Venkateswaran Ganesh, Siona Hauer, Tim Sparwasser. Foto: Twincore/HZI
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Genotypen, die zu unterschiedlichen Infektionsstadien
selektioniert werden, soll uns helfen, neue erfolgsverspre-
chende Therapiestrategien zu entwickeln. P. aeruginosa
produziert neben zwei gut charakterisierten Homoserin-
lakton-Signalmolekiilen ein drittes interbakterielles Signal-
molekiil, das Pseudomonas Quinolone Signal (PQS). PQS
reguliert in Abhdngigkeit von der Zelldichte - ebenso wie
die Homoserinlaktone — die Produktion von Virulenzfakto-
ren und ist essentiell an der Etablierung von P. aeruginosa-
Biofilmen beteiligt. Der molekulare Mechanismus der
Umsetzung des PQS Signals in ein bakterielles Verhalten
auf Einzelzellebene ist allerdings weitgehend unbekannt.
Ein Enzym, das von pqsE, dem letzten Gen auf dem PQS
Biosynthese-Operon, kodiert ist, scheint dabei eine zentrale
Rolle zu spielen. Die Aufklarung der Funktion von PqsE ist
ein Foschungsschwerpunkt unserer Arbeitsgruppe.

"4 / b
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Prof. Susanne Hdupler wihrend einer Besprechung mit ihren
Mitarbeitern (v. L n. r.): Vera Noding, Kathi Klimmek, Susanne
Hdupler, Mathias Miisken, Andrea Blanka Foto: Twincore/HzI

Die Forschungsgruppe um Prof. Dr. Michael Ott |
ott.michael@mh-hannover.de Wir entwickeln zell- und
gentherapeutische Verfahren fiir die Behandlung von ver-
erbbaren Leberkrankheiten. Ein weiterer Schwerpunkt ist
die Entwicklung eines Mausmodells mit chimarem Leber-
gewebe 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 Mdusen mit einem Immundefekt stellen
weiterhin eine groBe Herausforderung an die Wissenschaft
dar. Um an der alb-uPA-transgenen, immundefizienten
(RAGyc) Maus Impfstrategien erforschen zu konnen, ist der
Einsatz von menschlichen Zellen eines Spenders zur
Repopulation in der Maus erforderlich. Dort, wo Priméarge-
webe als Ausgangsmaterial verwendet wird, ist die
Isolierung der beiden Zellpopulationen nur unter Verwen-
dung von Lebergewebe aus Foten mdoglich. Bei unseren
Transplantationsexperimenten hat sich herausgestellt, dass
die Transplantation von Fotushepatoblasten eindeutig

Die Arbeitsgruppe von Prof. Michael Ott (v. I. n. r.): Johan Waern,
Michael Rothe, Martin Pacher, Michael Ott, Urda Riidrich,
Gesa Riedel, Quinggong Yuan, Ina Rittelmeyer (es fehlt Michael
BOCk). Foto: Twincore/HZI

ineffizienter ist als die Transplantation von priméren
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 Fotuslebergewebe in einen neu
entwickelten Mausstamm sollen bald stattfinden. Aufgrund
der mangelnden Verfiligbarkeit von primdarem menschlichen
Zellmaterial zur Humanisierung des Mausmodells sowie
zur Zelltherapie beim Menschen fiihrt die Forschungsgrup-
pe umfangreiche Untersuchungen zur ErschlieBung alterna-
tiver Quellen fiir die Bereitstellung von Zellmaterial durch.
In Zusammenarbeit mit anderen MHH-Gruppen und
internationalen Partnern wird zurzeit an hepatischen
Differenzierungsprotokollen fiir embryonale Stammzellen
und iPS-Zellen geforscht. Ein anderes Projekt analysiert die
Risiken der Insertionellen Mutagenese 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. Desweiteren leitet die
Forschungsgruppe eine klinische Studie iiber Zelltransplan-
tation bei Patienten mit einer Harnstoffzyklusstorung. Mit
diesem Projekt wird die weltweit erste kontrollierte Studie
iiber die Zelltherapie bei erblich bedingten Leberstoffwech-
selkrankheiten durchgefiihrt.

Schliisselpublikationen von TWINCORE Im Jahr 2010
konnten von Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern am
TWINCORE insgesamt 54 Artikel publiziert werden. In 2011
sind 24 Artikel entweder bereits verdffentlicht oder
befinden sich im Druck (siehe ,Vollstandige Liste aller von
Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern am TWINCORE in 2010
und 2011 veréffentlichter und in Druck befindlicher
Publikationen®). Besonders wichtige Forschungsergebnisse
sind auf den folgenden Gebieten erarbeitet worden:
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1. Regulatorische T-Zellen bei der therapeutischen
Immunmodulation Bisher gegen Tumore erprobte
therapeutische Impfungen haben nur geringe oder keine
Erfolge gezeigt. Nun ist es in einem Mausmodell gelungen,
durch selektive Depletion regulatorischer T-Zellen den
therapeutischen Impferfolg bei der Behandlung des
malignen Melanoms zu verbessern (Klages et al., 2010). In
einem weiteren Projekt konnte ein wichtiger Beitrag fiir ein
besseres Verstandnis der Regulationsmechanismen des
Immunsystems im Darm geleistet werden (Sawa et al., 2010).

2. Mechanismen der Hepatitis C Virus Replikation und
-Immunkontrolle Bei einer Hepatitis C Virus (HCV)-Infek-
tion spielen Spezies-spezifische Interaktionen mit Oberfla-
chenrezeptoren wie CD81 eine zentrale Rolle. Entsprechend
werden natiirlicherweise nur Schimpansen und Menschen
mit HCV infiziert. Nach Adaption von HCV an Maus-CD81
konnten drei Mutationen in den Hiillproteinen von HCV
identifiziert werden, die die Infektion von Zellen mit
murinem CD81 100-fach verstarken (Bitzegeio et al., 2010)
und dadurch den HCV Zelleintritt in Mauszellen ohne Hilfe
humaner Kofaktoren ermoglichen. Diese Arbeiten lassen
hoffen, dass es eines Tages gelingen wird, ein fiir HCV per-

missives, immunkompetentes Kleintiermodell zu etablieren.

3. Pathogenerkennung und Immunstimulation durch
Dendritische Zellen Virus-induzierte Typ I Interferon-
Antworten konnen zytotoxische T-Zellantworten massiv
verstarken. Dieser Befund ist iiberraschend, weil IFN-Ant-
worten innerhalb von Stunden nach einer Virusinfektion
maximale Serumlevel erreichen, wahrend zytotoxische
T-Zellantworten erst nach einer knappen Woche maximal
induziert sind. Die Arbeiten von Frenz et al. haben gezeigt,
dass IFN-Antworten sowohl tiber die Stimulation von
Antigen-prasentierenden Zellen als auch iiber die direkte
Stimulation von T-Zellen ihre immunverstdrkende Funktion
vermitteln (Frenz et al., 2010).

4. Immununterwanderungsstrategien Im Rahmen von
chronischen bakteriellen Infektionen kdnnen sich Biofilme
ausbilden, die sich mit normalen Antibiotika nicht mehr
behandeln lassen. Es ist gelungen, ein neues in vitro-Test-
system zu entwickeln, das die gezielte Suche von neuen
Substanzen erlaubt, die die Biofilmbildung inhibieren
(Pommerenke et al., 2010).

5. Humanisierte Mausmodelle Therapieoptionen fiir
verschiedenste Lebererkrankungen sind dadurch einge-
schrankt, dass syngene Hepatozyten in der Regel nicht zur
Verfiigung stehen. Im Maussystem ist es gegliickt, ein
neues Verfahren zu entwickeln, das die Differenzierung
von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS) in Hepa-
tozyten-dhnliche Zellen erlaubt (Sancho-Bru et al., 2010).

Bitzegeio J, Bankwitz D, Hueging K, Haid S, Brohm C, Zeisel MB,
Herrmann E, Iken M, Ott M & Baumert TF, Pietschmann T (2010)
Adaptation of hepatitis C virus to mouse CD81 permits infection of
mouse cells in the absence of human entry factors. PLoS Pathogens
6:e1000978.

Frenz T, Waibler Z, Hofmann J, Hamdorf M, Lantermann M, Reizis
B, Tovey MG, Aichele P, Sutter G & Kalinke U (2010) Concomitant
IFNAR-triggering of T cells and of DC is required to promote maxi-
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logy 40(10), 2769-2777.

Klages K, Mayer CT, Lahl K, Loddenkemper C, Teng MW, Ngiow SF,
Smyth MJ, Hamann A, Huehn J & Sparwasser T (2010) Selective
depletion of Foxp3+ regulatory T cells improves effective therapeutic
vaccination against established melanoma. Cancer Research 70(20),
7788-7799.
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Shimizu T, Ott M & Verfaillie C (2010) Directed differentiation of
murine-induced pluripotent stem cells to functional hepatocyte-like
cells. Journal of Hepatology 54(1), 98-107.
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Vollsténdige Liste aller von Mitarbeiterinnen und Mit-
arbeitern am TWINCORE in 2010 und 2011 veroffentlichter
und in Druck befindlicher Publikationen

Forschungsgruppe um Prof. Kalinke
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Wiegand J, Hadem J, Suneetha PV, Jaroszewicz J, Wang C, Schlaphoff
V, Fytili P, Cornberg M, Manns MP, Geffers R, Pietschmann T,
Guzman CA, Ljunggren HG & Wedemeyer H (2010) Interferon-alpha-
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CTLA-4 when expanded in vivo. PLoS Pathogens 6(12), e1001221.

17. Engel, D, Koscielny A, Wehner S, Maurer J, Schiwon M, Franken
L, Schumak B, Limmer A, Sparwasser T, Hirner A, Knolle P, Kalff ]
& Kurts C (2010) Th1 memory cells disseminate postoperative ileus
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murine-induced pluripotent stem cells to functional hepatocyte-like
cells. Journal of Hepatology 54(1), 98-107.

6. Asgari S, Pournasr B, Salekdeh GH, Ghodsizadeh A, Ott M &
Baharvand H (2010) Induced pluripotent stem cells: a new era for
hepatology. Journal of Hepatology 53(4), 738-751.
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rituximab. Zeitschrift fiir Gastroenterologie 48(2), 258-263.
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Abt. fiir Wirkstoff-Transport - HIPS | Prof. Dr. Claus-Michael Lehr
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primary cells mimicking the human alveolar epithelial barrier. Euro-
pean Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 77, 398-406.

Leonard,F., Collnot,E.M., & Lehr,C.-M. (2010) A three-dimensional
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Philippi,C., Loretz,B., Schaefer,U.F., & Lehr,C.-M. (2010) Telomerase
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Schneider,M. (2010) Multilayer coating of gold nanoparticles with
drug-polymer coadsorbates. Langmuir 26, 16901-16908.
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formulations. European Journal of Pharmacology and Biopharma-
cology 77, 132-138.
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337-348.
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Abt. fiir Wirkstoff-Design und -Optimierung - HIPS |
Prof. Dr. Rolf Hartmann
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Zahlen und Fakten

Prof. Dr. Rainer Jonas | Abteilung fiir Wissenschaftliche Information und Internationalisierung |

rjo@helmholtz-hzi.de

Das Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI) wurde 1965 als ,,Zentrum fiir Molekularbiologische Forschung, (GMBF) mit

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

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

technologische Forschung mbH“ (GBF) tbernommen. 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 2010 62,9 Mio €.

Kosten nach Programmen (in T€)

Forschnungsbereich Programm Vollkosten
Gesundheit Infektion und

Immunitat 56 460
Technologie-Transfer 580
Sonderaufgaben 3901
Sonstiges 1955
Gesamtsumme 62 896

Drittmittelfinanzierung in der Forschung (in T€)

BMBF 7 041,96
DFG 2 761,78
EU 2 465,56
Industrie 898,9
HGF 3 133,37
DAAD 3,33
Land Niedersachsen 128,33
Sonstige 1105,28
Gesamtsumme 17 538,60

Vollkosten 2010

Infektion und Immunitat 89,8 %

Soneraufgaben 6,2 %

Sonstiges 3,1 %

Technologie-Transfer 0,9 %

Drittmittel-Férderung in der Forschung Mehr als 75% der
Drittmittel kamen aus nationalen F&E-Programmen. Etwa
14% der Drittmittel konnten aus EU-Programmen einge-
worben werden, wiahrend aus der Industrie 5% kamen.

Drittmittelfinanzierung in der Forschung 2010 -
nach Herkunft

BMBF 40,2 %
HGF 17,9 %

DFG 15,8 %

EU 14,1%

Sonstige 6,3 %

Industrie 5,1 %

Land Niedersachsen 0,7 %

DAAD <0,1%

Weitere Drittmittel in Hohe von 2,13 Mio € wurden fiir
InfrastrukturmaBnahmen, einschlieBlich der Errichtung
bzw. des Ausbaus von Gebauden, ausgegeben. Die Gelder
stammten u.a. aus dem Konjunkturprogramm II sowie von
der Stadt Braunschweig.




Patente / Lizenzen Im Jahr 2008 wurden 6 Patente
angemeldet, davon 5 im Ausland.

Patente und Lizenzen 2010

andere

Summe DE Lander
Prioritatsbeglindete 6 1 5
Anmeldungen (2008)
Bestand der lebenden 102 B85 67
Patentfamilien
Erteilte Patente (2010) 16 1 15
Gesamtbestand erteilter 549 45 504
Patente u. lebender
Patentfamilien
Lizenzvereinbarungen, 41 32 9
Gesamtbestand
Lizenzeinnahmen* (in T€) 631 161 470

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

Veréffentlichungen, Berufungen, DFG-Programme, und
Gastwissenschaftler Das HZI konnte seine Bedeutung
durch hervorragende internationale Veroffentlichungen in
den letzten Jahren weiter steigern. Eine Reihe von Auf-
sdatzen wurde in den weltweit anerkannten Zeitschriften der
Science-, Nature- und Cell-Gruppe publiziert (Ndheres siehe
unter der Rubrik ,Veroffentlichungen® im Abschnitt ,Wis-
senschaftlicher Ergebnisbericht®).

Viele HZI-Wissenschaftler sind an wichtigen nationalen wie
internationalen Forschungsprogrammen beteiligt.

Teilnahme von HZI-Wissenschaftlern an bedeutenden
nationalen und internationalen Forschungsprogrammen

Quantitative Art 2008 2009 2010

Parameter
Veréffent- Veréffentlichungenin ISI- 205 239 323
lichungen registrierten Zeitschriften
Aufsétze, Peer-reviewed, 5 11 72
in nicht-I1SI-Zeitschriften
Gesamtzahl 210 250 395
Habilitationen 2 1 4
Dissertationen 40 34 40
Doktoranden 219 223 291
Berufungen Berufungen an 4 7 2
(W2/W3) Universitaten
DFG-Progr. DFG-SFBs, Transregios 8 8 9
DFG-Schwerpunkt- 2 3 3
programme (SPP)
Gesamtzahl 13 14 19
Graduiertenkollegs 3 4 4
Gastwissen- 98 87 123

schaftler
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BMBF

AiF-Dechema

Basisinnovationen Genomforschung
Basisinnovationen Genomforschung
Bioprofile

ERA-Net

ERA-Net

ERA-Net

FORSYS

FORSYS

FORSYS

GenoMik

GenoMik - Transfer

GenoMik - Transfer

GerontoSys

GerontoSys

InnoNet

Innovative Therapien

KMU, innovativ

KMU, innovativ

Medizinische Infektionsgenomik
Medizinische Infektionsgenomik
Medizinische Infektionsgenomik
MedSys

MedSys

NGFN Plus

NGFN Plus

Spitzenforschung Neue Lénder
Empfénglichkeit und Resistenz
Empfénglichkeit und Resistenz
Empfénglichkeit und Resistenz
Empfénglichkeit und Resistenz
SysMO

Zoonosis

Zoonosis

Zoonosis

Zoonosis

Zoonosis

Zoonosis

Zellulére Screeningsysteme
Candida Therapie
Tuberkulose Therapie
TransMedLab

SPATELIS

METAGUT

LISTRESS
Stoffwechselbilanz in E. coli
41 cell Talk”

SysLogics

ProTumor

MiPro

ExpressSys
GerontoMitoSys
GerontoSHIELD

InnoSurf

Bewaffnete Bakterien

De novo -Gencluster-Synthese
Dis-Z-Konjugate

Nasale Metagenomik
Metagenom und Interaktom
LegioProtect

Jekyll & Hyde

BiolnSys

Deutsche Mausklinik
Adipositas Network
Taschentuchlabor
SkinStaph

PROGRESS

»Resistance Susceptibility”
SkinStaph2

PSYSMO

Zoo MAP

PBA-Zoo

Influenza

ZooMAP2

Influenza 2

FBI-Zoo Il

Graduiertenkollegs

Helmholtz Graduiertenschule
fiir Infektionsforschung

Helmholtz-Kolleg fiir Infektionsbiologie

DFG-Graduiertenkolleg GRK 653
DFG-Graduiertenkolleg GRK1273

HIGS

H-IRISIB
“Pseudomonas”

“Chronical Infections”




174  ZAHLEN UND FAKTEN

EU Rahmenprogramme

CA CASIMIR

COST Sysgenet

CP FAST-XDR-DETECT
CP FLUINHIBIT

CP BACSIN

CP HEPTROMIC

CP OPTISTEM

CP MagicPAH

CP CAREPNEUMO
CSA TARPOL

ERC StG RESISTOME

ERC StG CMVAgSTIMULUS
IMI EMTRAIN
Infrastrukturen EATRIS
Infrastrukturen Infrafrontier

Infrastrukturen ProteomeBinders

Infrastrukturen Instruct

Infrastrukturen TRANSVAC
Infrastrukturen EU-Openscreen
IP EUMODIC
Marie Curie IOF  APPI

NoE EuroPathoGenomics EPG
NoE Clinigene

SME driven NOPERSIST
STREP Healthy-Water
STREP ASSIST

STREP Fastest TB
STREP PANFLUVAC

Technologie-Transfer Im HZI besteht ein groBes Poten-
zial an der Entwicklung innovativer Produkte, Verfahren
und Dienstleistungen, insbesondere in Kooperation mit
industriellen 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,
Lizenzvergabe, Service und Dienstleistungen im Rahmen
von Industriekooperationen 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-Wissenschaftscampus Ein neuer Container, in
dem die Administration untergebracht ist, wurde in 2009
aufgestellt. Ebenso ist ein neues S3-Labor zum Bezug fertig
gestellt worden. Das Laborgebdude D bekommt derzeit einen
neuen Anbau fiir Biiroarbeitsplitze fiir die Wissenschaftler,
der Ende 2011 bezogen werden soll.

DFG (Deutsche Forschungsgemeinschaft)

SFB 566 Zytokinrezeptoren

SFB 578 Vom Gen zum Produkt

SFB 587 Lungenimmunitat

SFB 599 Dauerimplantate

SFB 621 Pathobiologie der Darmmukosa

SFB 738 Optimierung konventioneller und innovativer
Transplante

SFB 854 Molekulare Organisation zellularer
Kommunikation im Immunsystem

SFB 900 Chronische Infektionen: Microbielle

Persistenz und seine Kontrolle

SFB/TR 51  Okologie, Physiologie und Molekularbiologie
der Roseobacter-Gruppe

SPP 1258 “Sensory and regulatory RNAs in Prokaryotes”

SPP 1316 Wirtsadaptierter Metabolismus von
bakteriellen Pathogenen

SPP 1394  Mastzellen - Promotoren der Gesundheit
und Modulatoren von Krankheiten

EXC 62 ReBirth

FOR 629 Antikdrper und Proteinanalyse

FOR 1220  PROTRAIN

FOR 1406  Bewertung des Potenzials von Naturstoffen:
Myxobacteria

KFO 250 Genetische und zelluldare Mechanismen

von Autoimmunkrankheiten

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

Die Ascenion GmbH iibernimmt folgende Aufgaben fiir
das HZI:

¢ Erfindungsaquisition und Erfindungsbetreuung am HZI
* Technologiebewertung und Schutzrechtsanmeldung

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




Ein wissenschaftlicher Vortrag wihrend der von OMNILAB
veranstalteten Biotech-Messe im HZI-FORUM im September
2010. Foto: OMNILAB

Biotech-Messe auf dem HZI-Geldnde Zum 6. Mal organi-
sierte die Firma OMNILAB eine kleine Biotech-Messe mit
Symposium am 16. 9.2010 im HZI-FORUM. Es war gleich-
zeitig das 10-jahrige Jubildaum dieser Veranstaltung und
das 75-jahrige Bestehen der Firma OMINLAB. Unterstiitzt
wurde die Messe von HZI und DSMZ. Uber 60 Aussteller
einschlieBlich groBer Forschungsinstitutionen der Region
waren vertreten und mehr als 600 Besucher, ein neuer
Rekord, kamen aus der Region Braunschweig-Hannover—
Magdeburg-Gottingen. Ein spezieller Hohepunkt war der
Bus ,,BIOTechnikum® des BMBF. Die nachste Messe ist fiir
den 20.9.2012 geplant.

ASAG-BioTech-Netzwerk Die Internetplattform des ASE-
AN-South American-German Biotechnetwork (www.asag-
biotech.net) wurde weiter verbessert. Es ist jetzt moglich die
meisten Institute in Deutschland im Bereich Biotechnologie
sensu latu iiber Stichworteingabe zu finden. AuBerdem
kann man auch jeweils tiber 100 Institute in Lateinamerika
und Stidostasien dort finden und nach Industrien und
Events suchen. Die Plattform gibt direkten Zugang zu den
Seiten der wichtigsten deutschen Wissenschaftseinrichtun-
gen, von Stipendiengebern und von ,Calls“ zur Forschungs-
forderung. Die Publikationsdatenbanken der Helmholtz-
Einrichtungen, mehrere Patentdatenbanken und die Seiten
von Universitatsbibliotheken konnen gefunden werden. Im
Juni 2010 organisierte das HZI zusammen mit InWEnt und
anderen Partnern ein Symposium zum Thema ,Arbeiten

in Netzwerken und Technologie-Transfer” in Bangkok,
Thailand. Mehr als 150 Wissenschaftler aus Deutschland,
Stidostasien und dem Mercosur nahmen daran teil.
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Prof. Dr. Yongyuth Yuthavong, ehemaliger Minister fiir
Forschung und Technologie von Thailand und Professor am
NSTDA, Thailand, wihrend seines wissenschaftlichen Erdoff-
nungsvortrags zum Thema ,,Aspekte der Zukunftsentwicklung
in der Biotechnologie“ beim Symposium , Arbeiten in Netz-
werken und Technologietransfer“, Bangkok, Juni 2010.

(Foto: QSMI, Thai Red Cross).

Tag der Offenen Tiir am HZI Am Samstag, den 8. Mai 2010,
offnete das HZI seine Pforten fiir die Bevolkerung um sich
vor Ort iiber die Aktivitdten des Zentrums zu informieren.
Uber 1800 Besucher aus der Region nutzten die Gelegenheit,
sich detailliert tiber Infektionen, Impfstoffe, Biofilme u.v.a.
zu informieren.

Dr. Torsten Liihrs erkldrt Besuchern des Tages der Offenen
Tiir 2010, wie ein Kernmagnetresonanzspektrometer
funktioniert. Foto: HZI

Krippenbetreuung und Kindergarten Seit August 2006
bietet das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung

in Kooperation mit der Kita Sterntaler in Braunschweig-
Stockheim Krippenbetreuung und Kindergartenplatze fir
Kinder ab einem Jahr von 8.00 bis 17.00 Uhr an. Am Ende
des Jahres 2010 besuchten 19 Kinder die Kita, davon 5 die
Krippe und die iibrigen 14 den Kindergarten.
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Audit ,berufundfamilie* Am 27. November 2010 wurde
das HZI fiir weitere 3 Jahre fiir das Programm zertifiziert.

Helmholtz-Mentorenprogramm 2010/2011 Im Jahr 2010
nahmen 3 Mitarbeiterinnen an dem Programm teil und fiir
2011 ist die Teilnahme von weiteren 5 vorgesehen.

Zukunftstag fiir Mddchen und Jungen Im Jahr 2011 haben
rund 100 Schiilerinnen und Schiiler zwischen 12 und 16
Jahren aus den unterschiedlichsten Schulformen das HZI
am Zukunftstag besucht. Fiinfzehn verschiedene Arbeits-
gruppen des HZI mit tiber 60 Mitarbeitern zeigten den
Schulkindern interessante Experimente, zum Teil

zum Mitmachen, oder gaben ihnen Ideen von der Arbeit

am HZI.

D

Jungen und Mddchen sind sehr neugierig zu lernen, was das
HZI in der Forschung macht. Foto: HZI

Personal Der Personalstand betrug am 31.12.2010 ins-
gesamt 731 Personen in Voll- und Teilzeitbeschaftigung.
Hinzu kamen 251 Gastwissenschaftler in verschiedenen
Projekten, deren Bezahlung aus Drittmitteln auBerhalb
des HZI erfolgte. Neben 188 ,Senior“- Wissenschaftlern
waren fast 300 Doktoranden und 22 Ingenieure am HZI
beschiftigt.

Organe und Gremien des HZI Die Organe des HZI sind
die Gesellschafterversammlung, der Aufsichtsrat, das
Wissenschaftliche Komitee und die Geschaftsfiihrung.

Gesellschafterversammlung In der Gesellschafter-
versammlung sind die drei Gesellschafter des HZI, die Bun-
desrepublik Deutschland, das Land Niedersachsen und das
Saarland durch ihre jeweils federfiihrenden Ressorts, das
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF), das
Niedersdchsische Finanzministerium und das Wirtschafts-
ministerium des Saarlandes vertreten.

Aufsichtsrat Der Aufsichtsrat (AR) besteht aus hochstens
11 Mitgliedern. Er iberwacht die RechtméBigkeit, 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
Komitee (WK) besteht aus Mitgliedern des Aufsichtsrats
und extern berufenen Wissenschaftlern. Es berédt den Auf-
sichtsrat in Fragen der wissenschaftlichen Ausrichtung und
Strategie des HZI.

Geschiftsfiihrer Die Geschiftsfiihrer des HZI sind fiir den
Bereich Wissenschaft und Forschung Prof. Dr. Dirk Heinz
und fiir den Bereich Administration Ulf Richter, MBA.

Der Wissenschaftliche und der Administrative Geschdftsfiihrer
des HZI, Prof. Dr. Dirk Heinz (rechts) und Ulf Richter (links).
Foto: HZI
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Mitglieder des Aufsichtsrats (AR) und des Wissenschaftlichen Komitees (WK), Stand: 19.01.2011

Funktion Name, Titel Organisation Ort

Vorsitzender AR Brumme-Bothe, MinDir’in Barbel BMBF Berlin

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

AR Kdépke, OR Heinz-Hermann Finanzministerium, Hannover
Niedersachsen

AR + WK Baum, Prof. Dr. Christopher MHH Hannover

AR Dersch, Prof. Dr. Petra HZI Braunschweig

AR WeiB, Dr. Siegfried HZI Braunschweig

AR + WK Zettlmeissl, Dr. Gerd Intercell AG Wien

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

AR + WK, stellvertr. Vors. WK Schendel, Prof. Dr. Dolores HMGU Miinchen

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

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

AR + WK, Vorsitzender WK

WK Hacker, Prof. Dr. Jorg

WK Rosenthal, Prof. Dr. Walter
WK Brakhage, Prof. Dr. Axel

WK Apweiler, Dr. Rolf

WK Wilmanns, Dr. Matthias

WK Hakenbeck, Prof. Dr. Regine
WK Hammerling, Prof. Dr. Giinter
WK Di Santo, Prof. Dr. James

Pfeffer, Prof. Dr. med. Klaus

Weihenstephan

Universitatsklinikum Disseldorf
Nationale Akademie Halle

der Wissenschaften

MDC Berlin

HKI Jena

EBI Cambridge
EMBL Hamburg

TU Kaiserslautern
DKFZ Heidelberg
Institut Pasteur Paris

Wissenschaftlicher Beirat Der Wissenschaftliche Beirat
(WB) des HZI berét die Geschéftsfiihrung in wissenschaft-
lichen Fragen. Es besteht zur Hélfte aus den Leitern der
Abteilungen und zur anderen Halfte aus gewahlten Mitglie-
dern aus den Reihen der Arbeitsgruppenleitern Nachwuchs-
gruppenleitern. Die Geschéftsfiihrung, die Mitglieder des
Lenkungsausschusses, ein Vertreter des Betriebsrats und
ein Vertreter der Administration, benannt durch den Admi-
nistrativen Geschéftsfiihrer, sind Gaste des WB.

Lenkungsausschuss Der Lenkungsausschuss berit die
Geschiftsfiihrung in allen wichtigen Angelegenheiten des
HZI. Ihm gehoren neben der Geschéaftsfiihrung der Pro-
grammsprechen sowie die Themensprecher an.

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

Gleichstellungsbeauftragte im Berichtszeitraum war Frau
Evelyn Rohn-Stenzel.
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Organisationsdiagramm, Stand 01. Februar 2011
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Wissenschaftliches Komitee (WK) Aufsichtsrat (AR)

Wissenschaftliches

Betriebsrat (BR)

Schwerbehinderten-

Prof. Dr. K. Pfeffer, Vorsitzender — MinDir‘in B. Brumme-Bothe, Vorsitzende Direktorium (DR) J. Aubert, Vorsitzender vertretung (VPS)
MinDirig H. Gevers, Niedersachsisches MWK, stellvertretender Vorsitzender B. Dojka
Wissenschaftlicher Geschiftsfiihrer (GFW) Prof. Dr. D. Heinz Wisenschaftlerver- Gleichstellungs-
Administrativer Geschéftsfiihrer (GFA) U. Richter sammlung (WV.) Dr. W.-R. beauftragte (GB)
Abraham, Vorsitzender E. Rohn-Stenzel
Abt. Molekulare Infek- Abt. Genregulation und Abt. Molekulare Abt. Medizinische Abt. Infektionsgenetik Abt. Medizinsche Infrastru ktur

tionsbiologie (MIBI)
Prof. Dr. Petra Dersch

Differenzierung (RDIF)
Dr. H. Hauser

Strukturbiologie (MOSB)
Prof. Dr. D. Heinz

Mikrobiologie (MMIK)
Prof. Dr. G.S. Chhatwal

AG Chronische Pseudo-
monas Infektionen (CPI)
Prof. Dr. S. HauBler

AG Mikrobielle Kommu-
nikation (KOM)
Prof. Dr. |. Wagner-Débler

AG Molekulare
Immunologie (MOLI)
Dr. S. Wei

AG Modellsysteme fiir
Infektion und Immunitat
(MSYS) Dr. D. Wirth

AG Genomanalytic
(GMAK)
Dr. R. Geffers

NG Chronische Infek-

AG Biophysikalische
Analytik (BA)
Dr. V. Wray

AG Rekombinante Pro-
teinexpression (RPEX)
Dr. J. van den Heuvel

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

AG Mikrobielle Proteomik

AG Infektionsimmuno-
logie (INI)
PD Dr. E. Medina

AG Mikrobielle Interak-
tionen und Prozesse
(MINP) Prof. Dr. D. Pieper

Abt. Vakzinologie u. Ange-
wandte Mikrobiologie (VAC)
Prof. Dr. Dr. C.A. Guzman

AG Chemische Mikro-

(INFG)
Prof. Dr. K. Schughart

AG Tierexperimentelle
Einheit (TEE)
Dr. H. Riedesel

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

AG Systemorientierte Immuno-
logie u. Entziindungdforschung
(SIME) Prof. Dr. I. Schmitz

Abt. Experimentelle

Chemie (MCH)
Prof. Dr. M. Kalesse

AG Mikrobielle Wirkstoffe

(MWIS)

Prof. Dr. R. Miiller

AG Umweltmikrobiologie

(UWM)

Prof. Dr. K. Timmis

Verwaltung und
Infrastruktur (VIN)

U. Richter

Stibe
U. Richter /
Prof. Dr. D. Heinz

Personal (PA)
I~ J. Schinkel

Finanzen (FA)
I~ D.-M. Reinhardt

Einkauf, Gerate- und

Presse- und Offentlich-
I keitsarbeit (OA)
M. Braun

Controlling (CO)

|— - Dr. M. Stratz (DMC) (Prokurist)
- NN (BCO)
- Dr. R--). Miiller (PWC)

Innenrevision (IR)

tionen und Krebs (CHIK) (MPRO) biologie (CMIK) Immunologie (EXIM) | Materialwirtschaft (EM) [ R. Lomberg - Antikor-
Prof. Dr. L. Zender Prof. Dr. K. Riedel Dr. W.-R. Abraham Prof. Dr. J. Hihn B. Balster ruptionsbeauftragter
NG Makromolekulare NG Phagosomen Biologie AG Immunregulation Recht und Lizenzen Fachkraft fiir Arbeits-
Interaktionen (MMIA) (PHAB) (IREG) I (JUR) Dr. C. Kugler- [ sicherheit (FaSi)
Prof. Dr. C. Ritter Dr. M. Gutierrez PD Dr. D. Bruder Walkemeyer Dr. E. Grund

NG Strukturbasierte

NG Immunalterung und

NG Virale Immun-

Abt. Mikrobielle Naturstoffe

Patentstelle (PS)

Wissenschaftliche Informa-

Infektionsbiologie (SBIB) Chronische Infektionen modulation (VIMM) (MINS - HIPS Saarbriicken) I~ D. Meseke —— tion u. Internationalisierung
Dr. T. Lihrs (IMCI) Dr. Dr. L. Cicin-Sain Dr. M. Brinkmann Prof. Dr. R. Miiller (W1) Prof. Dr. R. Jonas
NG, Zentrum fir struk- Abt. System-Immunologie NG Metabolisches Engi- Technischer L Bibliothek (BIB)
tuelle Systembiologie - (SIMM) neering von Actinomyceten I Betrieb (TB) A. Plahn

DESY, Prof. Dr. I. Kursula Prof. Dr. M. Meyer-Hermann (AMEG) Dr. A. Luzhetskyy 0. Rabe

Abt. Chemische
Biologie (CBIO)
Dr. F. Sasse (komm.)

Abt. Wirkstoff-Transport Rechenzentrum (RZ)
(DDEL - HIPS Saarbriicken) I Dr. N. Bedorf (CIO)
Prof. Dr. C.-M. Lehr

Abt. Wirkstoff-Design u. Optimie- Sicherheit und

rung (DDOP - HIPS Saarbriicken) I~ Umweltschutz (SU)
Prof. Dr. R. Hartmann Dr. E. Grund

AG Biologische System-
analyse (BISA) Prof. Dr.
U. Bilitewski (komm.)

Organisation/Ver-

— waltungs-IT (ORG)

H. Ohrdorf - DSB
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