


GRUSSWORT

Liebe Leserinnen und Leser,

Prof. Dr. Stefan Leible,
Prasident der Universitat
Bayreuth.

n dieser neuen SPEKTRUM-Ausgabe erwartet

sie eine breite Vielfalt von Themen - vielver-
sprechende Forschungsansatze fur die Biomedizin,
Uberraschende Einblicke der Molekularbiologie
und spannende Forschungsvorhaben aus der Mo-
lekularen Okologie, die fiir den Naturschutz und
den Klimawandel bedeutsam sind. Die Beitrage
bieten Einblicke in das vielféltige ,Netzwerk der
Natur’, das — fur das menschliche Auge oft un-
sichtbar — scheinbar weit entfernte Gebiete der
Forschung verknupft.

Diese Zusammenhange spiegeln sich auch im
Profilfeld ,Molekulare Biowissenschaften” an der
Universitdt Bayreuth wider, das unterschiedliche
naturwissenschaftliche Disziplinen verbindet. Hier,
wie in allen Bereichen von Forschung und Lehre,
wollen wir als junge Campusuniversitat Synergien
ermdglichen, aus denen neue Forschungsideen,
grundlegende Erkenntnisse und nicht selten auch
innovative Anwendungen hervorgehen. Dieses in-
spirierende Umfeld tragt wesentlich auch zur inter-
nationalen Sichtbarkeit unserer Universitét bei und
fordert unseren weltweiten Austausch mit namhaf-
ten Partnereinrichtungen.

Eine besondere Herzensangelegenheit ist uns da-
bei die Forderung des wissenschaftlichen Nach-
wuchses. Wir mochten unseren Promovenden
exzellente Voraussetzungen bieten, damit sie
selbststandig und im engen Kontakt mit erfahre-
nen Wissenschaftlern eigene Forschungsinteressen
entwickeln kénnen - sei es im Rahmen einer In-
dividualpromotion oder als Mitglieder eines Gra-
duiertenzentrums, zum Beispiel der Bayreuther
Graduiertenschule fur Mathematik und Naturwis-
senschaften BayNAT. Und auch unsere Studie-
renden in den oft facherlibergreifend angelegten
Masterstudiengdngen konnen sich in aktuelle For-
schungsarbeiten einbringen. Die folgenden Bei-
trége zeigen Beispiele fir diese engen Kontakte
zwischen den verschiedenen Forschergenerationen
auf unserem Campus.

Viel Freude mit unserer neuen SPEKTRUM-Ausgabe
wunscht Ihnen

lhr

Prof. Dr. Stefan Leible
Prasident der Universitat Bayreuth

Weitere SPEKTRUM-Ausgaben

Auf der Homepage der Universitdt Bayreuth finden Sie unter anderem

auch die vorigen SPEKTRUM-Ausgaben zu den folgenden Themen:

1/2016:  Innovationen
2/2015:  Digitalisierung

1/2015:  Kulturbegegnungen und transkulturelle Prozesse

2/2014: Energie

1/2014:  Recht und Moral

1/2013:  Lebensmittel- und Gesundheitswissenschaften

e www.uni-bayreuth.de/de/universitaet/presse/spektrum



rundlagenforschung ist in erster Linie ge-

trieben durch Faszination, Neugierde und
dem Bestreben der Forschenden, bislang unver-
standene Phanomene in ihrer Funktionsweise
aufzuklaren. Jedoch liefert uns die Grundlagenfor-
schung nicht nur bloBen Erkenntnisgewinn. Wie
wir aus vielen Beispielen der Vergangenheit wis-
sen, sind die bedeutendsten technologischen Inno-
vationen und Revolutionen ,zufélligen” Entdeckun-
gen zu verdanken, bei denen die Wissenschaft die
nutzbringenden Anwendungen ihrer Untersuchun-
gen noch nicht vor Augen hatte und diese sich oft
erst Monate oder Jahre spater zeigten. Das trifft in
ganz besonderem Mafe auf die Molekularen Bio-
wissenschaften zu, bei denen die Losungen grofer
Probleme meist nicht die Antwort auf die erste For-
schungsfrage waren und sind. Aus diesem Grunde
fordern Politik und Gesellschaft die Grundlagenfor-
schung dieser Disziplinen mit zum Teil erheblichen
Mitteln - sie tun dies aus Weitsicht und Klugheit.

In Bayreuth bilden die Molekularen Biowissen-
schaften seit vielen Jahren einen Schwerpunkt in
Forschung und Lehre, der Biochemie und Moleku-
larbiologie verbindet. Weitere Kompetenzen sind
darin einbezogen — aus anderen biologischen Dis-
ziplinen, aus der Chemie, der Physik und auch den
Ingenieurwissenschaften. Schon das Inhaltsver-
zeichnis auf der folgenden Seite macht die Vielfalt

der Themen sichtbar, die in diesem multi- und in-
terdisziplindren Profilfeld der Universitat Bayreuth
bearbeitet werden. Diese SPEKTRUM-Ausgabe
mochte Thnen einen Eindruck davon vermitteln,
wie unser junger Campus auf vielen Forschungs-
feldern daran mitwirkt, zu neuen Erkenntnissen
Uber die ,Bausteine des Lebens” vorzudringen.
lhre Lektlre soll einerseits Interesse und Begeis-
terung fUr die kreative Forschung in Bayreuth
wecken, andererseits aber auch deren mégliche
zuklinftige Anwendungen aufzeigen.

Viel Freude beim Lesen winschen lhnen
lhre

Professor Dr. Christian Laforsch
Vizeprasident der Universitat Bayreuth
fur Forschung und wissenschaftlichen Nachwuchs.

Professor Dr. Olaf Stemmann
Sprecher des Profilfelds ,Molekulare
Biowissenschaften” an der Universitat Bayreuth.
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EDITORIAL

Prof. Dr. Christian Laforsch

ist Inhaber des Lehrstuhls
Tierdkologie I an der Universitat
Bayreuth.

Prof. Dr. Olaf Stemmann

ist Inhaber des Lehrstuhls
fiir Genetik an der Universitat
Bayreuth.

Titelseite: Digitale Illustration
der DNA-Struktur (sst).

Abb. links: Abstrakte Illustration
einer Molekiilstruktur (sst).
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An den Schaltern der Gene

RNA IMm FOKUS DER BIOMEDIZINISCHEN FORSCHUNG

Doktorandin lana Kim M.Sc. und Master-Student Martin Kuric B.Sc. bereiten
Experimente vor, bei denen DNA aus Planarien isoliert wird (Foto: Christian Wiler).



eder Mensch besteht aus einer Vielzahl von

Zellen, die sich hinsichtlich ihrer Funktion und
Gestalt unterscheiden. Trotz dieser enormen Unter-
schiede besitzt jede unserer Zellen eine identische
Kopie unserer gesamten genetischen Information.
Theoretisch konnte sich also jede unserer Zellen in
jede andere Zelle verwandeln. Aber in der Praxis
ist dies bei den allermeisten Zellen nicht der Fall.
Denn im Laufe ihrer Entwicklung wird ein einziges
Mal — und zwar unumkehrbar — entschieden, in
welchen Zelltyp sich die jeweilige Zelle entwickelt.
Eine Ausnahme von dieser Regel machen pluripo-
tente Stammzellen, die in vielen unserer Organe
vorkommen. Sie sind in der Lage, sich in verschie-
dene Zelltypen innerhalb eines bestimmten Organs
zu entwickeln. Pluripotente Stammzellen kénnen
sich jedoch nicht in Zellen anderer Organe diffe-
renzieren. Diese Fahigkeit ist embryonalen Stamm-
zellen vorbehalten. Aus ethischen Griinden sind
Forschungsarbeiten an diesen speziellen Stamm-
zellen in Deutschland und vielen anderen Léndern
verboten. Daher greift die Forschung hier auf Mo-
dellsysteme zurtick, um zu einem vertieften Ver-
stdndnis embryonaler Stammzellen vorzudringen.

Die Entscheidung, in welche Kérperzelle sich eine
Stammzelle entwickelt, wird groBtenteils von
Transkriptionsfaktoren bestimmt. Dies sind Prote-
ine (Eiweile), die an die DNA - in der alle Erbin-
formationen des Menschen enthalten sind — an-
docken. Die DNA besteht allerdings nicht nur aus
Genen. Es sind auch andere molekulare Abschnitte
darin enthalten, die sich in unmittelbarer Nahe
der Gene befinden und regulierende Regionen
genannt werden. Sie haben einen entscheidenden
Einfluss darauf, ob und in welcher Weise die Gene
abgelesen werden. Die Transkriptionsfaktoren
binden an genau diese Bereiche der DNA. Damit
|6sen sie einen komplexen Vorgang aus, der die
zur Ablesung der Gene erforderliche Maschinerie
schrittweise aufbaut und fur diese Aufgabe start-
klar macht.

Am Ende dieses Vorgangs werden eine Reihe von
Enzymen — die RNA Polymerasen — aktiviert. Diese
sind dafur zustdndig, die aus der DNA abgelesene
genetische Information in der Zelle zu nutzen, um
Ribonukleinsduren (RNAs) zu produzieren. RNAs
eines bestimmten Typs, die Boten-RNAs, enthalten
die Informationen flr die nachfolgende Herstel-
lung von Proteinen, den Bausteinen des Lebens.
Biochemisch ausgedrtickt: Die Boten-RNAs kodie-
ren. Der gesamte Prozess, der vom Ablesen der
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Nukleosomen (DNA eines
Gens ist darauf aufgewickelt)

Transkriptionsfaktoren

RNA Polymerase

nicht-kodierende RNA

Gene bis zur Proteinsynthese fithrt, wird als Genex-
pression bezeichnet.

D1E TRANSKRIPTIONSFAKTOREN:
ALLEINHERRSCHER UBER DIE GENE?

Viele Jahre lang ist die Forschung davon aus-
gegangen, dass die Transkriptionsfaktoren von
vornherein festlegen, wie die Genexpression ver-
lauft und zu welchen Ergebnissen sie fithrt. Man
glaubte, dass sie allein entscheiden, welche Gene
zu welchem Zeitpunkt und in welcher Stérke abge-
lesen werden. Und dass sie folglich auch dartber
bestimmen, welche Proteine in welcher Anzahl
letztlich in der Zelle entstehen. Diese Lehrmei-
nung wurde durch die Erkenntnis bestérkt, dass
Transkriptionsfaktoren tatsachlich eine wichtige
Rolle bei der Entstehung vieler Krankheiten spie-
len. Doch nach 2007 lief sie sich nicht langer auf-
rechthalten. Denn in jenem Jahr gelang es dank
hochleistungsfahiger Computer- und Big data-Ver-
fahren erstmals, alle Bindestellen von Transkrip-
tionsfaktoren genau zu identifizieren. Der daraus
resultierende enorme Erkenntnisgewinn fithrte zu
einem vertieften Verstandnis der Prozesse, die das
Ablesen unserer Gene steuern, fordern, schwachen
oder verhindern. In ihrer Gesamtheit bilden diese
Prozesse die sogenannte Genregulation (Abb. 1).

Mit den neuen Verfahren, insbesondere dem Next
Generation Sequencing (NGS), wurde sehr bald klar:
Die Bindung von Transkriptionsfaktoren allein er-
laubt nur bedingt Aussagen darlber, wie sich die
Genregulation im Einzelnen gestaltet. Seitdem
steht die Forschung vor der Herausforderung,
nach weiteren Bausteinen zu suchen, die aktiv da-
ran beteiligt sind.

Abb. 1: Nicht-kodierende RNA spielt bei
allen Schritten des Ablesens von mensch-
lichen Genen eine Rolle (Grafik: Claus Kuhn).

Abb. 2: RNA wird auf ein Harnstoff-Gel
geladen (Foto: Christian WiBler).
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Dr. Claus Kuhn ist Leiter der

Nachwuchsforschergruppe
»Genregulation durch nicht-kodieren-
de RNA“ im Elitenetzwerk Bayern an
der Universitat Bayreuth.

Abb. 3 (rechts): Doktorand Felix Klatt
M.Sc. bei der Aufreinigung der Kinase
CDK8 (Foto: Christian WiBler).

Abb. 4: Silke Spudeit BTA bei der sterilen
Arbeit mit Insektenzellen (Foto: Chris-
tian Witler).

NICHT-KODIERENDE RNAS ALS WICHTIGE
BAUSTEINE DER GENREGULATION

Um das Jahr 2000 hatte man entdeckt, dass Bo-
ten-RNAs — auch messengerRNAs (mRNAs) ge-
nannt — nicht der einzige Typ von RNAs sind, die
in der Zelle erzeugt werden. In den Folgejahren
stellte sich heraus, dass es auch RNAs gibt, die
keine genetischen Informationen und mithin keine
Baupléne fur Proteine enthalten. Heute steht fest,
dass diese ,nicht-kodierenden RNAs' die Gene des
Menschen dennoch auf viele unterschiedliche Ar-
ten beeinflussen:

®m microRNAs sind in der Lage, viele verschie-
dene Boten-RNAs zu erkennen und deren Ab-
bau einzuleiten. Dieser Abbau ist fiir die Zelle
wichtig, damit sie schnelle Entwicklungsent-
scheidungen treffen kann.

® Zudem wurden weitere Klassen von nicht-
kodierenden RNAs entdeckt, die offensicht-
lich lebenswichtige Funktionen tGbernehmen.
Wenn man die Entstehung dieser RNAs blo-
ckiert, sterben die betroffenen Zellen oder
der gesamte Organismus.

Die Forschungsgruppe um Dr. Claus Kuhn an der
Universitat Bayreuth hat sich vor diesem Hinter-
grund das Ziel gesetzt, die Wirkungsweise nicht-
kodierender RNAs aufzuklaren — insbesondere sol-
cher RNAs, Uber die man bisher so gut wie nichts
weill." Die Forschungsergebnisse werden dazu

beitragen konnen, neuartige Medikamente gegen
Krankheiten zu entwickeln, die durch Fehlfunktio-
nen von RNAs verursacht sind. Diese Medikamen-
te werden hochstwahrscheinlich nicht klassisch aus
kleinen chemischen Molekiilen oder aus Proteinen
bestehen, sondern selbst RNAs sein. Da in den
nachsten Jahren die Zulassung vieler RNA-basier-
ter Wirkstoffe bevorsteht, sind Fortschritte in diese
Richtung keine ferne Zukunftsmusik, sondern in
unmittelbarer Reichweite.

Die beiden folgenden Bayreuther Projekte veran-
schaulichen das grof3e Potenzial dieser Forschungs-
arbeiten fir die Biomedizin:

TUMORE WIRKSAM BEKAMPFEN

Kinasen sind Proteine, die in der Lage sind, andere
Proteine prazise zu modifizieren. Diese Zielprotei-
ne verandern dadurch ihre Funktion: Thre Aktivitat
wird erhoht oder gesenkt und reguliert wichtige
Vorgéange in der Zelle. Viele Kinasen sind so an
der indirekten Steuerung lebenswichtiger Prozes-
se, zum Beispiel der Teilung von Zellen, beteiligt.
Die Wirkungsweisen der einzelnen Kinasen ist sehr
unterschiedlich, aber hinsichtlich ihrer 3-dimen-
sionalen Strukturen &hneln sich die Kinasen sehr
stark. Diese strukturelle Verwandtschaft macht es
auBerordentlich schwierig, nur eine einzige Kinase
durch einen Wirkstoff zu beeinflussen, ohne dabei
viele andere Kinasen ungewollt zu treffen.
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Eine wichtige menschliche Kinase, CDK8, ist an der
Entstehung von Darmkrebs und anderen Krebsar-
ten beteiligt. Sie scheint zudem eine unrtthmliche
Rolle bei der Ausbildung von Resistenzen gegen
Chemotherapien zu spielen. CDK8 ist Teil eines
groflen Proteinkomplexes, der Mediator genannt
wird und einen direkten Einfluss auf das Zellwachs-
tum hat. An diesen Komplex binden auch Tausen-
de nicht-kodierender RNAs. Die Forschungsgrup-
pe um Dr. Claus Kuhn versucht daher genauer zu
verstehen, wie nicht-kodierende RNAs an CDK8
binden und zusammen mit anderen Proteinen die
Aktivitat von CDK8 beeinflussen. Fur die Untersu-
chung dieser molekularen Zusammenhéange haben
die Techniken und Verfahren der Strukturbiologie
eine zentrale Bedeutung. Die zu erwartenden For-
schungsergebnisse werden eine wertvolle Grundla-
ge bieten, um Wirkstoffe zu entwerfen, welche die
Kinase CDK8 zielgenau hemmen und damit das
Wachstum von Tumoren stoppen.

Di1E REGENERATION VON ORGANEN STEUERN

Fir Menschen und die meisten anderen Lebewe-
sen ist es nach dem Abschluss ihrer Embryonal-
entwicklung nicht mehr moglich, ganze Organe
aus einzelnen Stammzellen neu zu formen. Fir
erwachsene StfBwasser-Planarien ist dies jedoch
kein Traum, sondern Realitat (Abb. 7). Sie verdan-
ken ihre Regenerationsfahigkeit einer Vielzahl von
pluripotenten Stammzellen, die in ihrem ganzen
Korper verteilt sind. Diese sind in der Lage, jed-
wedes Organ des erwachsenen Kérpers nachzubil-
den. Die Regenerationsfahigkeit von Planarien ist
so robust, dass selbst amputierte Fragmente eines
Wurmes, die nur ein Hundertstel des erwachsenen
Organismus ausmachen, zu vollsténdigen Tieren
heranwachsen konnen. Diese wahrhaft mérchen-
haften Fahigkeiten werden durch eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren gesteuert. Im Jahre 2005
wurde zugleich klar, dass auch nicht-kodierende
RNAs, sogenannte piRNAs, bei diesem Prozess
eine entscheidende Rolle spielen.

BIOMEDIZIN

»BRUCKEN ZU SCHLAGEN ZWISCHEN DER DATENFULLE, DIE
WIR MIT BIOCHEMISCHEN HOCHDURCHSATZMETHODEN
ERHALTEN, UND DEN MOLEKULAREN MECHANISMEN, DIE DER
ORGANREGENERATION, DEN GEHIRNFUNKTIONEN UND DER
KREBSENTSTEHUNG ZUGRUNDE LIEGEN — DIES STEHT BEI DEN
PROJEKTEN DER BAYREUTHER NACHWUCHSFORSCHERGRUPPE
IM ELITENETZWERK BAYERN IMMER IM VORDERGRUND. "

Dr. Claus Kuhn

Die Bayreuther Forschungsgruppe will daher her-
ausfinden, wie die piRNAs es schaffen, dass erwach-
sene Planarien ihre Regenerationsfahigkeit nicht
verlieren. Dabei gehen die Wissenschaftler der Hy-
pothese nach, dass die piRNAs eine Vielzahl von
Genen in Stammzellen steuern. Trifft dies zu, dann
tragt diese Steuerung wesentlich dazu bei, dass we-
nige Stammzellen ausreichen, um den gesamten
Koérper nach einer Verwundung oder nach dem
Verlust zahlreicher Korperteile wieder aufzubauen.
Sobald feststeht, welche Gene von den piRNAs ge-
steuert werden, konnen die Erkenntnisse moglicher-
weise in der Biomedizin angewendet werden. Beim
Menschen ist es noch immer sehr schwierig, ein Or-
gan aus einer Uiberschaubaren Zahl an Stammzellen
wachsen zu lassen. Die bisherigen Forschungen zu
nicht-kodierenden RNAs geben aber Anlass zu der
Hoffnung, dass weitere Erkenntnisfortschritte es ei-
nes Tages ermdglichen, die gezielte Organregene-
ration besser steuern zu kdnnen.

Abb. 5 (oben): lana Kim M.Sc. bei der
Datenanalyse von piRNAs aus Planarien
(Foto: Christian WiBler).

Abb. 6 (links): Fluoreszenz-Experimente
mit Insektenzellen (Foto: Christian
WiRler).

Abb. 7: Planarium (Strudelwurm) der Art

Schmidtea mediterranea (Foto: Alejan-
dro Sanchez Alvarado, Wikimedia Commons,
CC-BY-SA-2.5).

1 Bisherige Forschungsergebnisse sind unter anderem hier veréffentlicht: C.-D. Kuhn, RNA flexibility governs tRNA function, in:
BioEssays (2016), Vol. 38, Issue 5, pp. 465-73, doi: 10.1002/bies.201500190. — C.-D. Kuhn et al.: On-Enzyme Refolding Permits Small
RNA and tRNA Surveillance by the CCA-Adding Enzyme, in: Cell (2015), 60(4):644-58, doi: 10.1016/j.cell.2015.01.005. — C.-D. Kuhn
and L. Joshua-Tor: Eukaryotic Argonautes come into focus, in: Trends in Biochemical Sciences (2013), 38(5):263-71, doi: 10.1016/j.
tibs.2013.02.008. - E. Elkayam et al.: The Structure of Human Argonaute-2 in Complex with miR-20a, in: Cell (2012), 150(1):100-10,

doi:10.1016/j.cell.2012.05.017.
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Mafigeschneiderte Proteine

WIE DIE BIOWISSENSCHAFTEN DEN ,BAUKASTEN DER NATUR' WEITERENTWICKELN

Die Struktur des mit atomarer Genauigkeit von Grund auf neu zusammenge-
setzten vierfach symmetrischen TIM-Barrel-Proteins (Abbildung: Birte Hocker).



er Mensch besteht zu einem Grofteil aus

Proteinen. Diese Eiweiflmolekile sind un-
verzichtbar fir unser Leben: Sie halten den Stoff-
wechsel am Laufen, Gbertragen Signale, verleihen
Zellen Form und Stabilitdt und Gbernehmen viele
andere essentielle Aufgaben in unseren Korpern.
Um diese mannigfaltigen Aufgaben verrichten zu
koénnen, besitzen Proteine komplexe dreidimensi-
onale Strukturen. Diese sind — entsprechend den
jeweiligen Funktionen der Proteine — auf3erordent-
lich vielfaltig.

Die Struktur eines Proteins beruht auf seiner Zu-
sammensetzung, genauer: aus der Abfolge (Se-
quenz) der darin verketteten Aminosduren und
der Form dieser Moleklkette (Polypeptidkette).
Der Prozess, der diese Struktur hervorbringt, wird
als Proteinfaltung bezeichnet. Es handelt sich um
einen fein abgestimmten Vorgang, der sich leicht
storen lasst — wie allein schon die hohe Anzahl von
Krankheiten zeigt, die durch Proteinmiffaltung
hervorgerufen werden. Die GesetzméaBigkeiten zu
ergrinden, die der Proteinfaltung zugrunde lie-
gen, ist daher fur die Wissenschaft von grolem In-
teresse. So will die Grundlagenforschung beispiels-
weise aufklaren, welche Interaktionen innerhalb
von Proteinen flr deren Stabilitdt notwendig sind
und welche Interaktionen mit anderen Molekilen
zu bestimmten Stoffwechselprodukten fiithren.
Diese Erkenntnisse kénnen anschlieBend genutzt
werden, um Strategien fur die Herstellung maf-
geschneiderter Proteine zu entwickeln, zum Bei-
spiel fur spezielle Aufgaben in der Biotechnologie
oder der Biomedizin. Das Protein-Design ist noch
eine vergleichsweise junge Forschungsrichtung in
den molekularen Biowissenschaften. Es bildet den
Schwerpunkt der Forschungsgruppe um Prof. Birte
Hocker, die 2016 an der Universitat Bayreuth ihre
Arbeit aufnahm.

DREI STRATEGIEN DES PROTEIN-DESIGNS

Die meisten Ansdtze des Protein-Designs ver-
fahren so, dass sie bereits bekannte Proteine als
Ausgangspunkt nehmen und deren Aminosaurese-
quenz verandern — mit dem Ziel, dass das veran-
derte Protein eine neue Funktion austbt. Eine eta-
blierte Strategie, die in dieser Weise verféhrt, ist
die "gerichtete Evolution”. Hierbei werden zufallig
ausgewdhlte Aminosaure-Veranderungen (Mutati-
onen) jeweils in das gleiche Protein eingefligt, so
dass eine grofle Anzahl von Varianten entsteht.

Durch geschickte Selektion oder Hochdurchsatz-
Tests wird dann das Protein mit der gewlnschten
Funktion herausgefischt.

Ein anderer vielversprechender Ansatz ist das
computergestltzte Protein-Design. Hier wird eine
definierte groBe Anzahl maoglicher Mutationen
theoretisch durchsucht. Dabei werden die erfolg-
versprechendsten Varianten identifiziert, und nur
sie werden anschlielend experimentell getestet.
Dank moderner Computerprogramme sind derar-
tige Verfahren immer leistungsfahiger geworden.
So lassen sich heute zum Beispiel

® natlrliche Proteine mit neuen Funktionen
ausstatten,

m Katalysezentren in natirlichen Proteinen so
verandern, dass sie neue Reaktionsprodukte
herstellen,

m oder vorhandene Bindungstaschen so modi-
fizieren, dass die umgebauten Proteine mit
anderen Partnern chemische Verbindungen
eingehen.

SchlieBlich gibt es Bestrebungen, Proteine von
Grund auf neu zu bauen. Dieser Ansatz wird in
der Forschung als de novo-Design bezeichnet. Die
daftr zur Verfugung stehenden Computeralgo-
rithmen sind in den letzten Jahren effizienter ge-
worden, gleichwohl bleiben die Anforderungen
an die Rechenleistung enorm hoch. Fur ein klei-
nes Protein bestehend aus 100 Aminoséuren gibt
es bei 20 moglichen Aminoséuren bereits 20'%
Kombinationen. Die Zahl der zu durchsuchenden
Varianten erhoht sich zusatzlich dadurch, dass es
unterschiedliche rdumliche Strukturen (Konforma-
tionen) gibt, in die sich die Polypeptidkette falten
kann. Es konnten aber unlangst generelle Design-
Regeln identifiziert werden, die es ermoglichen,
kleine Proteine mit guter Erfolgsrate von Grund
auf neu herzustellen. Freilich handelt es sich dabei
um idealisierte’ Proteine — mit wenig Schleifen
und Ausschmiickungen, wie sie fir komplexe en-
zymatische Funktionen unverzichtbar sind.

AUTORIN

Prof. Dr. Birte Hocker ist

Professorin fiir Biochemie an
der Universitat Bayreuth (Foto: Jorg
Abendroth/MPI fiir Entwicklungs-
biologie).

Abb. 1: Blick in
ein Laborregal
(Foto: Christian WiRler).
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Abb. 2: Dipl.-Biol. Saacnicteh Toledo-

Patino, Dr. Kaspar Feldmeier und
Prof. Dr. Birte Hocker (v.l.) betrachten das
neue TIM-Barrel-Protein am Bildschirm
(Foto: Christian WiBler).

Auf lange Sicht werden die drei Strategien zusam-
menwachsen und sich gegenseitig erganzen. Dann
wird die biowissenschaftliche Forschung noch bes-
ser als heute in der Lage sein,

® neue, theoretisch mogliche Bauplane fir Pro-
teine zu identifizieren,

m besonders interessante und vielversprechen-
de Baupléane auszuwahlen

m und Proteine herzustellen, die diesen Baupla-
nen (fast) vollstandig entsprechen.

DESIGN EINER PROTEINFALTUNG
MIT ATOMARER GENAUIGKEIT

Eine Proteinfaltung, die auBerordentlich haufig in
nattrlichen Enzymen vorkommt, ist das sogenann-
te TIM-barrel. Diese Protein-Architektur erscheint
besonders geeignet, Stabilitat und komplexe Funk-
tionalitt zu vereinen. Das de novo-Design dieser
wichtigen Struktur war seit Jahrzehnten die er-
klarte Absicht von Protein-Ingenieuren. In einem
Konsortium mit Wissenschaftlern aus den USA
und Mexiko hat die Arbeitsgruppe um Prof. Birte
Hocker dieses Ziel vor kurzem erreicht. Aufbauend
auf geometrischen und chemischen Prinzipien ist
es gelungen, ein TIM-Barrel mit einer Ldnge von
184 Aminosauren von Grund auf neu zu bauen
(Abb. 2). Es ist stabil gegenlber Hitze, und seine
Struktur ist nahezu identisch mit dem Design-
Modell." Aufféllig ist: Die Aminoséuresequenz
dieses synthetischen TIM-Barrel-Proteins hebt
sich deutlich ab von den Sequenzen naturlicher
TIM-Barrel-Proteine. So zeigt sich an diesem For-
schungserfolg, dass die Natur nicht alle denkbaren
TIM-Barrel-Sequenzen ausprobiert hat.

»WOMOGLICH LASSEN SICH SCHON BALD

PROTEINFRAGMENTE MIT BEKANNTEN STRUKTUREN

UND FAHIGKEITEN NACH WUNSCH ZUSAMMENSETZEN. "

Das neue TIM-Barrel-Protein stellt einen spannen-
den Ausgangspunkt fur das Design vollig neuer
Enzyme dar. Hierbei geht es langfristig darum,
Enzyme mit mafBgeschneiderten Bindungstaschen
auszustatten, kleine Molekule darin zu platzieren
und somit chemische Reaktionen zu beschleuni-
gen. Trotz der groflen Fortschritte bedarf es dazu
noch weiterer Methodenentwicklung, vor allem
auch um die Vorhersagekraft der Programme ro-

buster zu machen. Und so wird auch weiterhin an
neuen Strategien fur das Design komplexer Prote-
ine gearbeitet.

DER BAUKASTEN DER NATUR

Die Bayreuther Arbeitsgruppe um Prof. Birte
Hocker lasst sich bei ihren Design-Ansétzen von
den Mechanismen der Natur inspirieren. Die Natur
hat ein Repertoire von Proteinen hervorgebracht,
die eine beeindruckende Vielzahl von Funktionen
austben. Bei ndherem Hinschauen féllt auf, dass
die verschiedenen Proteine aus den gleichen Bau-
steinen aufgebaut sind: Dazu zéhlen zunachst ein-
mal die Doménen. Dies sind grofRere molekulare
Einheiten, die innerhalb einer Polypeptidkette in
verschiedenen Variationen vorkommen kénnen.
Darliber hinaus gibt es kleinere Fragmente, die
sich durch Mechanismen wie Duplikationen und
Rekombinationen zu verschiedensten komplexen
Proteinen entwickelt haben.? Solche Fragmente
kénnen durch spezielle Algorithmen identifiziert
werden und stellen interessante Bausteine fir das
Protein-Design dar.

Diese neue Design-Strategie wird in Bayreuth im
Rahmen des Projekts ,Protein-Lego” entwickelt,
das der Europaische Forschungsrat (ERC) mit ei-
nem Consolidator Grant fordert. Mit diesem be-
gehrten Preis werden Nachwuchswissenschaftler
ausgezeichnet, die herausragende Forschungsar-
beiten leisten.



Ganz so passend wie Lego-Bausteine sind die
Protein-Fragmente allerdings nicht. Oft mussen
Anpassungen an deren Grenzflachen vorgenom-
men werden, um die Interaktionen zwischen den
Bausteinen zu optimieren.> In jedem Fall aber
birgt dieser Baukasten-Ansatz einen bedeutenden
Vorteil gegenlber anderen Design-Strategien: Er
nutzt interessante Eigenschaften, die einige Bau-
steine bereits mitbringen — zum Beispiel Interak-
tionen mit anderen Materialien oder die Bindung
von Molekilen oder Molekilgruppen, die fir
spezielle Funktionen von Enzymen unentbehrlich
sind. So hat diese Methode das Potenzial, recht
schnell neue funktionale Proteine durch die Kom-
bination entsprechender Fragmente zu erreichen
(Abb. 3). Womadglich lassen sich also schon bald
Proteinfragmente mit bekannten Strukturen und
Fahigkeiten nach Wunsch zusammensetzen — mit
dem Ergebnis, dass neue Enzyme, Wirkstoffe oder
andere funktionelle Einheiten entstehen.

EIN WERKZEUG DER ZUKUNFT

Das Design von Proteinen hat in den letzten Jahren
enorme Fortschritte gemacht, insbesondere durch
die Entwicklung computergestitzter Methoden. Es
handelt sich zunachst einmal um eine Technik der
Grundlagenforschung. Die bisherigen Forschungs-
arbeiten haben gezeigt, dass die entwickelten
Strategien grundsatzlich funktionieren. Dies zeigt
sich nicht zuletzt darin, dass es im Rahmen der
beschriebenen Forschungsarbeiten gelungen ist,
eine Handvoll malgeschneiderter Proteine herzu-
stellen, die durch eine hohe Stabilitat gekennzeich-
net sind. Vor diesem Hintergrund zeichnen sich
hochinteressante  Anwendungsperspektiven ab,
wie etwa die gezielte Erhohung der Stabilitat von
Enzymen. Auch scheint es kiinftig moglich, die ka-
talytische Effizienz von Enzymen zu steigern. Eine
weitere spannende Perspektive ist die Entwicklung
neuer Bindeproteine, die in der Biomedizin anstel-
le von Antikorpern eingesetzt werden kénnen. Da-
riber hinaus werden sich Biosensoren entwickeln
lassen, die kleine Molekdle in zelluldren Prozessen
fur die Biotechnologie oder die Biomedizin sicht-
bar machen.

Die neuen Techniken des Protein-Designs kommen
zunehmend in der chemischen und pharmazeuti-
schen Industrie zum Einsatz. Die Turen stehen offen
fur eine gezielte anwendungsbezogene Forschung,
die in der Lage ist, Baupléne fur Proteine mit spe-
ziellen biomedizinisch relevanten Eigenschaften zu
entwickeln und umzusetzen. Unsere Arbeitsgruppe
hat sich zum Ziel gesetzt, diese Entwicklung in den
kommenden Jahren weiter voranzutreiben.

BIOMEDIZIN

Abb. 3: Die Kombination von Fragment-
bausteinen erméglicht das Design von

Proteinen mit neuen Funktionen (Grafik: Birte
Hocker).

Abb. 4 (links): Reinigungsapparatur fiir
Proteine im Kiihlraum. (Fotos: Christian

WiBler).

Abb. 5 (rechts): Sooruban Shanmugarat-
nam, TA, an einer Zentrifuge zur Tren-

nung von Proteinen (Foto: Christian WiRler).

1

P-S.Huang et al.: De novo design of a four-fold
symmetric TIM-barrel protein with atomic-level
accuracy, in: Nature Chemical Biology (2015) 12(1),
pp. 29-34, doi: 10.1038/nchembio.1966.

J. A. Farias-Rico et al.: Evolutionary relationship of
two ancient superfolds, in: Nature Chemical Biology
(2014),10(9), pp. 710-715, doi: 10.1038/nchembio.1579.
Hierbei kommen die bereits skizzierten computer-
gestiitzten Verfahren zur Anwendung: S. Eisenbeis
et al.: The potential of fragment recombination

for the rational design of proteins, in: Journal of
the American Chemical Society (202),134(9), pp.
4019-4022, doi: 10.1021/ja211657k.
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Vom Naturstoff zum Wirkstoff

WIE DIE BIOSYNTHESEFORSCHUNG
NEUE ANSATZE IN DER BIOMEDIZIN UND DER BIOTECHNOLOGIE FORDERT

Doktorand Marius Schréder M.Sc. bei der Naturstoff-
synthese im Chemischen Labor (Foto: Christian WiRler).
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as Potenzial von Naturstoffen im therapeu-

tischen Bereich ist dem Menschen seit Lan-
gem bekannt und wird von jeher intensiv genutzt.
Dabei profitiert man davon, dass diese Substanzen
per se biologisch aktiv sind; denn die Organismen,
die sie produzieren, sichern sich dadurch einen
Uberlebensvorteil. Insbesondere Pflanzen, Bakteri-
en und Pilze nutzen Naturstoffe flr so unterschied-
liche Aufgaben wie die chemische Verteidigung
gegen Konkurrenten oder die Kommunikation mit
anderen Organismen in ihrer nahen Umgebung.

Im nattrlichen Kontext &ndern Naturstoffe ihre Ei-
genschaften entsprechend ihrer biologischen Funk-
tion in einem andauernden evolutionaren Prozess.
Diese Anpassung driickt sich in Verdnderungen
ihrer Strukturen aus. Der Mensch hat die Moglich-
keit, diesen Prozess durch sogenannte SAR-Studien
(Structure Activity Relationship Studies) nachzuvollzie-
hen, ihn jedoch gerichteter und deutlich schneller
zu gestalten. Dazu werden gezielt strukturelle Ver-
&nderungen eingeflhrt und deren Effekte in biolo-
gischen Tests untersucht. Wenn es darum geht, auf
der Grundlage dieser Erkenntnisse neue Wirkstoffe
fur die effiziente und zugleich schonende Behand-
lung von Krankheiten zu finden, spielen Naturstoff-
Derivate eine zentrale Rolle. Dies sind chemische
Verbindungen, die hinsichtlich ihrer Strukturen mit
Naturstoffen groBtenteils, aber nicht vollstandig
identisch sind. Die Herstellung solcher Derivate ist
heute eine der groften Herausforderungen im Be-
reich der Wirkstofffindung.

ZUGANGE zZU NATURSTOFFEN
UND NATURSTOFF-DERIVATEN

Traditionell hat man Naturstoffe dadurch gewon-
nen, dass sie aus ihren Produzentenorganismen
extrahiert wurden. Lésst sich der jeweilige Orga-
nismus unter Laborbedingungen kultivieren, er-
halt man in vielen Féllen eine grofere ,Ausbeute’
der zu isolierenden Verbindung. Derivate sind auf
diesem Weg aber nicht direkt zu gewinnen.

AUSGABE 2 -+ 20I6

Zugleich
wurden in den
letzten 150 Jahren
Verfahren stetig weiter-
entwickelt, die darauf abzielen,
Naturstoffe aus einfachen Bausteinen voll-
sténdig im Labor zu erzeugen. In der Forschung
spricht man hier von einer chemischen Totalsynthe-
se. Heutzutage ist es prinzipiell moglich, auf die-
sem Weg jedes gewtlinschte Derivat herzustellen.
Allerdings ist damit oft ein hoher Ressourcenver-
brauch verbunden. Daher ist es ein wichtiges Ziel
der aktuellen Syntheseforschung, die Zielgenauig-
keit und auch die Effizienz ihrer Verfahren weiter
zu verbessern.

Abb. 1: Auswertung eines Enzym-Expe-
riments mit einem Mikroplattenleser
(Foto: Christian WiRler).

Darlber hinaus gibt es kombinierte Anséatze, wel-
che die Vorteile der Naturstoff-Extraktion aus
Organismen und der chemischen Totalsynthese
vereinen. Besonders erwahnenswert ist hier die Se-
misynthese. Dabei werden Naturstoffe oder Natur-
stoff-Fragmente aus einem Organismus isoliert und
anschlieBend chemisch modifiziert. Auf diesem
Weg wird beispielsweise das Chemotherapeutikum
Paclitaxel (Taxol®) gewonnen, das zur Behandlung
von Krebserkrankungen eingesetzt wird (Abb.2).

,,INDUSTRIEKOOPERATIONEN
KONNEN EINE WICHTIGE
BRUCKENFUNKTION
ZWISCHEN UNIVERSITARER

NATURSTOFF-BIOSYNTHESE GRUNDLAGEN- UND

UND WEISSE BIOTECHNOLOGIE ANGEWANDTER FORSCHUNG

In den vergangenen Jahren hat sich das Verstand- UBERNEHMEN.“

nis der Biosynthese — also der Stoffwechselwege,
die zur Bildung von Naturstoffen flhren — enorm
verbessert. Heute weifl man, dass die Produzenten-
organismen den Bauplan der von ihnen gebilde-
ten Naturstoffe in ihren Genen tragen. Diese Infor-
mation wird durch Transkription und Translation

Abb. 2: Aus der

Europaischen Eibe
wird ein Naturstoff ext-
rahiert, der anschlieBend
in einem mehrstufigen
Synthese-Prozess in das
Chemotherapeutikum
Taxol® iiberfiihrt wird
(Grafik: Frank Hahn).
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Abb. 3: Die Gene enthalten die Bauplane

fiir die im Organismus produzierten
Proteine, insbesondere fiir Enzyme, die als
Katalysatoren eine Vielzahl von Stoffwechsel-
Prozessen steuern. Hierzu zahlt auch die
Herstellung von Naturstoffen. Das Wissen iiber
diese Zusammenhange erleichtert es, neue
Derivate fiir Wirkstofftests herzustellen
(Grafik: Frank Hahn).

Abb. 4: Ziichtung von Mikroorganismen.
Re.: Prof. Frank Hahn (Foto: Ch. WiBler).

in (enzymatisch aktive) Proteine Uberfihrt. Dies
sind die eigentlichen Akteure beim Aufbau der
Naturstoffe. Sie sind in der Lage, innerhalb der
Zelle zielgenau die jeweils bendtigten Bausteine
auszuwahlen und schrittweise zu den komplexen
Naturstoff-Molekiilen zusammenzusetzen (Abb. 3).

Aufbauend auf dem Wissen Uber diese Zusam-
menhange, kann man heute die Biosynthese von
Naturstoffen gezielt verdndern. Zudem ist es mog-
lich, Teile dieser ,Maschinerie’ auferhalb des na-
tUrlichen Kontextes zu nutzen. Solche biotechno-
logischen Anséatze gewinnen stark an Bedeutung
und bilden ein Teilgebiet der Biokatalyse, auch
,Weife Biotechnologie’ genannt. Diese beschaftigt
sich allgemein mit der Entwicklung von nachhal-
tigen, biobasierten Prozessen zur Herstellung von
Chemikalien, Biomolekilen und Materialien. Die
industriellen Anwendungen sind &uferst vielfal-
tig: Sie umfassen beispielsweise die Veredelung
von Lebensmitteln, den Einsatz von Enzymen als
Waschmittelzusatze oder Katalysatoren in der or-
ganischen Synthesechemie.

AUF DEM WEG ZU NEUEN
NATURSTOFF-DERIVATEN

Die deutlichen Fortschritte auf dem Gebiet der
Biosyntheseforschung haben zahlreiche innovative
Ansatze zur Herstellung von Naturstoff-Derivaten
ermoglicht. Exemplarisch seien hier die Kombina-
torische Biosynthese und die Chemoenzymatische
Synthese genannt. An der Universitat Bayreuth be-
fasst sich die Arbeitsgruppe von Prof. Frank Hahn
nicht allein mit der chemischen Synthese von
Naturstoffen im Labor, sondern untersucht paral-

Abb. 5: Biosynthese des biologisch aktiven Naturstoffs Borrelidin. Die Aktivierung erfolgt
gleichsam durch einen ,Schalter‘: Die mithilfe des Enzyms BorDH3 entstandene Doppelbindung
(blau) wird aus einer inaktiven Form (E) in die aktive Form (2) tiberfiihrt (Grafik: Frank Hahn).

lel dazu auch deren Biosynthese in Organismen.
Das dabei gewonnene Wissen wird genutzt, um
Naturstoff-Derivate zu entwickeln und so die Fin-
dung effektiver biomedizinischer Wirkstoffe zu un-
terstlitzen.” Ebenso tragen die neuen Erkenntnisse
dazu bei, biotechnologische Produktionsprozesse
zu entwickeln, die nachhaltiger sind als rein che-
mische Verfahren. Zwei konkrete Beispiele sollen
im folgenden einen Einblick in diese Bayreuther
Forschungswerkstatt bieten.

STUDIEN ZUR BIOSYNTHESE DES BORRELIDINS

Borrelidin ist ein Naturstoff, der von verschiedenen
Arten der Bakteriengattung Streptomyces gebildet
wird und auBergewohnlich vielfaltige biologische
Aktivitaten aufweist. Daher kdnnten Borrelidin-De-
rivate in Zukunft als Wirkstoffe gegen eine Vielzahl
von Krankheiten eingesetzt werden. Moglich wére
beispielsweise eine Nutzung als Antibiotikum, als
antivirales Medikament oder auch in der Chemo-
therapie von Tumorerkrankungen.

Um das Wirkstoffpotenzial des Borrelidins voll aus-
schopfen zu kdnnen, wurde dessen Biosynthese in
einer interdisziplinaren Zusammenarbeit mehrerer
Forschungsgruppen aufgeklart. Das Bayreuther
Team zeigte, wie die Z-konfigurierte Doppelbin-
dung (Abb. 5) in das Molekul eingebaut wird. Zu-
nachst wird die Doppelbindung durch das Enzym
BorDH3 in einer inaktiven Form eingefthrt (E-kon-
figuriert). Durch eine Umwandlung in die aktive
Form (Z-konfiguriert) gegen Ende der Biosynthese
wird die biologische Aktivitat der Verbindung ,an-
geschaltet’.? Dieses Wissen hilft dabei, den Wirk-
mechanismus des Borrelidins besser zu verstehen
und neue Derivate herzustellen.

Die Forschungsarbeiten wurden in Zusammen-
arbeit mit der Firma Biotica (jetzt: Isomerase
Therapeutics Ltd.) durchgefthrt. Diese nutzt die
gewonnenen Erkenntnisse, um Wirkstoffkandida-
ten weiterzuentwickeln und in klinische Tests zu
bringen. Hierbei handelt es sich um unentbehrli-
che Schritte auf dem Weg zur Entwicklung neuer
Medikamente — ein Beispiel daftr, dass Industrie-



Abb. 6: Entfernung organischer Losungsmittel
(Foto: Christian WiBler).

kooperationen eine wichtige Brickenfunktion zwi-
schen universitarer Grundlagen- und angewandter
Forschung tibernehmen kénnen.

DiE AMBRUTICIN-BIOSYNTHESE —
EINE QUELLE NEUER BIOKATALYSATOREN

Immer héaufiger verlieren antibiotische Medikamen-
te ihre Wirksamkeit, weil die Mikroorganismen,
gegen die sie sich richten, Resistenzen ausbilden.
Die Forschung ist daher stdndig herausgefordert,
die entstandenen Licken durch Neuentwicklungen
zu schliefen. Daher sind neue Wirkstoff-Kandidaten
hoch willkommen. Dies gilt insbesondere fir anti-
mykotische Wirkstoffe, die sich zur Bekdmpfung von
Pilzinfektionen eignen (mykes: griechisch fir Pilz).
Sie sind erheblich schwieriger zu entwickeln als anti-
bakterielle Wirkstoffe, und somit ist die Zahl verfug-
barer Wirkstoffe deutlich geringer. Als besonders
vielversprechende Naturstoffe gelten heute die von
Myxobakterien gebildeten Ambruticine. Sie wirken
stark antimykotisch und zeichnen sich gleichzeitig
durch eine sehr geringe Toxizitat (Giftigkeit) fur den
Menschen aus. Somit sinkt das Risiko, dass ihr Ein-
satz gegen Pilzkrankheiten zu unerwlnschten Ne-
benwirkungen fithren konnte. Daher besteht seitens
des Pflanzenschutzes und der Medizin ein starkes
Interesse an Derivaten dieses Naturstoffs.

Die molekulare Struktur der Ambruticine ist unge-
wohnlich komplex, so dass Derivate mit traditionel-
len Methoden nur schwierig herzustellen sind. Die
Bayreuther Forschungsgruppe entwickelt derzeit ein
neuartiges Verfahren, das die Herstellung stark ver-
einfacht. Eine Untersuchung der Ambruticin-Biosyn-
these ergab namlich, dass daran Enzyme beteiligt
sind, die als Biokatalysator genutzt werden kénnen.?
Diese Enzyme lassen sich biotechnologisch herstellen
und in verbesserten Herstellungsverfahren einset-
zen. Auf diesem Weg werden Ambruticin-Derivate
nun fur biologische Tests zuganglich, ihr Wirkstoff-
potenzial wird insgesamt besser ausgeschopft.

Dariiber hinaus bieten sich weitere Anwendungs-
moglichkeiten (Abb. 7). Denn einige der in Bay-
reuth analysierten Enzyme eignen sich auch fur
die Synthese anderer Naturstoffe, die gleichfalls
ein vielversprechendes Wirkstoffpotenzial zeigen.
Zudem konnten sie in nachhaltigen Verfahren ein-
gesetzt werden, die der Synthese von Feinchemi-
kalien dienen.

ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Naturstoffe und ihre Derivate sind aus Sicht der
Wirkstoffforschung hochattraktive Kandidaten. Die
ErschlieBung ihres Potenzials wird allerdings hau-
fig durch deren hohe strukturelle Komplexitat er-
schwert. Neuartige Anséatze zu entwickeln, die die-
se Hirden tberwinden helfen, ist auch in Zukunft
ein vorrangiges Ziel von Bayreuther Forschungs-
gruppen im Bereich der Organischen Chemie. Die
Forschungsergebnisse kénnen dazu beitragen,
eine grofere Anzahl von Wirkstoffkandidaten zu-
génglich zu machen und deren Herstellung deut-
lich effizienter zu gestalten. Auf diese Weise wer-
den sie auch die Entwicklung einer nachhaltigeren
Biodkonomie fordern.

1 F.Hemmerling, F. Hahn: Neue Wege in der Naturstoffforschung: Die
erfolgreiche Verbindung von Synthesechemie und Biotechnologie,
in: GIT-Labor-Fachzeitschrift (2014), 5, S. 48-51.

2 N.Kandziora et al.: Uncovering the origin of Z-configured double bonds
in polyketides: intermediate E-double bond formation during borrelidin
biosynthesis, in: Chemical Science (2014), Issue 5, pp. 3563-3567.

3 G.Berkhan, F.Hahn: A Dehydratase Domain in Ambruticin Bio-
synthesis Displays Additional Activity as a Pyran-Forming Cyclase,
in: Angewandte Chemie International Edition (2014), Issue 53, pp.
14240-14244, doi: 10.1002/anie.201407979.
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Abb. 7: Das Enzym

AmbDH3 aus der
Ambruticin-Biosynthese
konnte breite Anwen-
dung in der Synthesetech-
nologie finden. Es lassen
sich viele verschiedene
molekulare Ringe herstel-
len (Grafik: Frank Hahn).
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Auf dem Weg
ZU neuen
Krebstherapien

NEUARTIGE WIRKSTOFFE
LASSEN TUMORE VERHUNGERN
UND ERSTICKEN

Erste Betrachtungen von Fluoreszenzfarbungen am
laboreigenen Fluoreszenzmikroskop (Foto: Christian
WiBler).




n Deutschland zéhlt Krebs nach Herz und Kreis-

lauferkrankungen noch immer zu den haufigs-
ten Todesursachen mit jéhrlich rund 500.000 Neu-
erkrankungen und 224.000 Todesfallen." Krebs ist
die Folge zelluldrer Fehlregulationen, hervorgeru-
fen durch zufallige Mutationen in der DNA. Meist
erkennt das korpereigene Immunsystem deregu-
lierte Zellen friihzeitig und beseitigt sie. Auch ha-
ben die Zellen Schutzmechanismen, die in solchen
Féllen zum programmierten Zelltod (Apoptose) fiih-
ren. Manchmal aber entgehen Krebszellen beiden
Wachtern und vermehren sich unkontrolliert weiter.

DEM TUMOR DEN SAFT ABDREHEN

Tumore ab einer Grofe von etwa 2 mm? benoti-
gen eigene Blutgefédle, um ihren stark erhohten
Nahr- und Sauerstoffbedarf zu decken. Eine erfolg-
versprechende Strategie der Tumorbehandlung ist
es, diese Versorgung des Turmors durch Blutgefa-
Re (Vaskularisierung) zu hemmen. Die molekularen
Mechanismen, die zur Neubildung von Blutge-
faBen (Angiogenese) fuhren, sind heutzutage gut
bekannt; ebenso die Unterschiede zwischen ge-
sunden und tumoralen BlutgefaRen sowie die Mo-
lekiile, an denen medizinische Wirkstoffe ansetzen
kénnen (Targets). Dies erlaubt die Entwicklung von

Wirkstoffen, die speziell den Tumor treffen und
den Gesamtorganismus weit weniger schadigen
als die frither alternativlosen Zytostatika. Dabei
unterscheidet man zwischen antiangiogenen und
vaskular-disruptiven Wirkstoffen.

NEUE BLUTGEFASSE VERHINDERN

Wahrend der Tumor wachst, regen Tumorzellen
Blutgefale im umliegenden Gewebe zur Zellteilung
an. Sie tun dies durch spezielle Wachstumsfakto-
ren, die VEGFs (Vascular Endothelial Growth Factors),
die vor allem das Wachstum der an den Gef&B-In-
nenwanden befindlichen Endothelzellen foérdern.
Antiangiogene Wirkstoffe greifen bereits in diese
Prozesse des GefaBwachstums ein. Sie verhindern
die Ausbildung neuer Blutgefalle im Tumor — sei
es, dass sie die Produktion der Wachstumsfakto-
ren hemmen; sei es, dass sie die entsprechenden
VEGF-Rezeptoren blockieren. Da die Neubildung
gesunder Blutgeféde im erwachsenen Menschen
nur noch eine unbedeutende Rolle spielt, wirken
derartige Wirkstoffe spezifisch auf den Tumor. Im
Labor stehen fur ihre Untersuchung einfache Tests
(Assays) zur Verfugung. Im Tubeformation-Assay
werden Wirkstoffe daraufhin getestet, wie sie die
Ausbildung kapillarer, rohrenférmiger Strukturen
aus Endothelzellen beeinflussen. Diese sind den tu-
moralen BlutgefaRen sehr dhnlich und eignen sich
somit als Modellsystem (Abb. 1).

BESTEHENDE BLUTGEFASSE ZERSTOREN

Vaskular-disruptive Wirkstoffe (VDA) richten sich
gegen die bereits bestehenden Blutgefale eines Tu-
mors. Dabei machen sie sich die morphologischen
Unterschiede zwischen normalen gesunden Blutge-
faBen und den schnell und ,schlampig” verlegten
BlutgefaBen im Tumor zunutze. Letztere sind meist
stark durchlassig (,leck”) und ftr die Blutstrémung
nicht optimal. VDAs destabilisieren diese Blutge-
faBe weiter, indem sie das Grundgerust (Zytoske-

Abb. 1 (links): Antiangiogene Wirkstoffe verhindern

die Neubildung von BlutgefaRen, indem sie die Aus-
bildung kapillarer Strukturen aus Endothelzellen hemmen
(Mikroskopische Aufnahmen: Florian Schmitt).

Abb. 2 (rechts): Entstehung, Wachstum und Metastasierung eines Tumors. Tumore entstehen haufig

aus einer einzelnen deregulierten Zelle (1). Unkontrolliertes Wachstum fiihrt zur Unterversorgung mit
Sauerstoff und Nahrstoffen. Der Mikrotumor regt durch Wachstumsfaktoren nahegelegene BlutgefaBe zur
Sprossung an (2). Durch das Ausbilden eines neuen BlutgefiRsystems wird der Tumor versorgt (3,4). Einzelne
Zellen kénnen sich vom Primdrtumor abldsen, durch das Gewebe wandern und in das Blutgefdsystem des
Korpers gelangen (5) (Grafik: Matthias Rothemund).
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Abb. 3: Der Naturstoff Combretastatin

A-4 und daraus abgeleitete vaskular-
disruptive Wirkstoffe binden an das Protein
Tubulin. So verhindern sie die Ausbildung
eines komplexen Zytoskeletts (unbehandelt)
und destabilisieren so diese Zellen (behandelt)
(Mikroskopische Aufnahme: Florian Schmitt).
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lett) der Endothelzellen sowie deren Verbindungen
untereinander zerstoren. Letztlich kollabieren die
tumoralen BlutgefaBe unter dem Druck des Tu-
mors, und die Blutversorgung wird unterbrochen.
Auf diese Weise wird jedoch nur der sauerstoffar-
me Kern des Tumors angegriffen. Die Tumorrinde
hingegen versorgt sich weiter tber das umliegende
Gewebe mit den nétigen Stoffen. Daher miussen
vaskular-disruptive Wirkstoffe in Kombination mit
anderen Wirkstoffen verabreicht werden.

NATURSTOFFE: AUSGANGSPUNKT
FUR NEUE ANTITUMORALE WIRKSTOFFE

Der Lehrstuhl Organische Chemie | der Universitét
Bayreuth befasst sich schon seit einigen Jahren mit
antitumoralen Wirkstoffen. Diese Forschungsarbei-
ten sind Teil eines breiten Spektrums interdiszipli-
narer Forschungsinteressen. Diese reichen von der
Synthese komplizierter organischer Molekile, fur
die neue Verfahren und Reagentien entwickelt wer-
den, bis hin zur Entwicklung effizienter pharmazeu-
tischer Wirkstoffe. Daher arbeiten Synthesechemi-
ker und Biochemiker am Lehrstuhl eng zusammen.
Ein Schwerpunkt ist dabei die Entwicklung neuer,
von Naturstoffen abgeleiteter Wirkstoffe, die sich
zur effektiven und zugleich schonenden Behand-
lung von Krebserkrankungen eignen.

,,BESONDERS ERFOLG-
VERSPRECHENDE WIRKSTOFF-
KANDIDATEN WERDEN

AN AUSGEWAHLTEN IN-VIVO-
SYSTEMEN UNTERSUCHT.“

Ausgangspunkt dieser Forschungsarbeiten sind in
der Natur vorkommende Stoffe, die von sich aus
eine antitumorale Wirkung haben, deren Aktivitét,
Zielgenauigkeit und Vertraglichkeit aber durch ge-
zielte chemische Modifikationen erhdht wird. Ein
Beispiel ist das Combretastatin A-4 (CA4), ein Na-
turstoff, der in der Rinde der afrikanischen Busch-
weide combretum caffrum enthalten ist. CA4 greift
das Protein Tubulin an, das wichtige Stutzfunkti-
onen fur die Endothelzellen in den BlutgefaBen
hat und auch fur die Zellteilung unentbehrlich
ist. Indem CA4 die Polymerisation von Tubulin
hemmt, kommt es zum Kollabieren der Blutgefa-
Be und folglich zu GefaBverschlissen im Tumor.
Ein rasches Absterben des Tumors ist die Folge
(Abb. 3). Allerdings hat CA4 einige Schwachen,
wie beispielsweise eine geringe Bioverflgbarkeit,
Instabilitat und Nebenwirkungen.

Der Forschungsgruppe um Prof. Rainer Schobert
ist es jedoch gelungen, durch chemische Modifi-
kationen dieses Naturstoffs neue vielversprechen-
de Wirkstoffe zu entwickeln.? Diese haben nicht
die Nebenwirkungen von CA4, greifen aber die
Blutgefdle des Tumors mit einer erhohten Wirk-
samkeit und Zielgenauigkeit an (Abb. 4). Weitere
Effekte lassen sich erzielen, indem man verschiede-
ne Pharmakophore — dies sind Molekiilbausteine,
die eine bestimmte biologische Wirkung haben —
miteinander kombiniert. Auf diese Weise wurden
in Bayreuth hochaktive Verbindungen wie Etacrox
entwickelt, die sich durch neue antitumorale Ei-
genschaften auszeichnen.?

Abb. 4: Naturstoff Combretastatin A-4 und davon
abgeleitete, optimierte Wirkstoffe.



EIN ZELLBIOLOGISCHES LABOR
IN DER ORGANISCHEN CHEMIE

Wie diese Beispiele zeigen, ist eine genaue Erfor-
schung der Wirkmechanismen und Eigenschaften
fur jeden neuen Wirkstoffkandidaten notwendig.
Dafur steht in Bayreuth ein eigenes zellbiologisches
Labor im Bereich der Organischen Chemie | zur
Verfugung. Eine grofe Bibliothek humaner Tumor-
zelllinien bietet bereits im frithen chemischen Ent-
wicklungsstadium die Moglichkeit, das therapeuti-
sche Potenzial neu entdeckter Wirkstoffe, aber auch
mogliche giftige Nebenwirkungen abzuschatzen.
Um die genauen Wirkmechanismen ermitteln zu
kénnen, wurden in diesem Labor zellbiologische
und immunologische Testsysteme etabliert — zum
Beispiel der schon genannte Tubeformation-Assay,
mit dem die antiangiogene bzw. vaskular-disruptive
Aktivitat von Wirkstoffen bestimmt werden kann.

Abb. 5: Doktorand Matthias Rothemund M.Sc. bei

Untersuchungen an einer Zellkultur unter sterilen
Bedingungen in einer Vertikalstromwerkbank. (Foto: Christian
WiBler).

IN-VIVO-TESTS OHNE TIERVERSUCHE

Die Ergebnisse aus solchen In-vitro-Tests erlauben
allerdings nur sehr bedingt Ruckschlisse auf die
Wirkung in Tieren oder gar im Menschen. Die
Bayreuther Forschungsgruppe fuhrt generell keine
Versuche an Tieren im Sinne des Tierschutzgesetzes
durch. Besonders erfolgversprechende Wirkstoff-
kandidaten werden jedoch an ausgewahlten In-
vivo-Systemen untersucht. So lasst sich unter dem
Mikroskop deutlich beobachten, wie sich in einem
Zebrafischembryo neue Blutgefafe bilden und
wie diese Angiogenese durch Wirkstoffe gehemmt
wird (Abb. 6). Im Hihnerei hingegen kann man
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besonders gut die vaskular-disruptive Wirkung von
Wirkstoffen feststellen. Diese werden — durch aus-
geschnittene Locher in der Schale — auf die Chori-
oallantoismembran (CAM) befruchteter Hihnereier
aufgebracht. Diese Membran ist das Huhneraqui-
valent zur menschlichen Plazenta. Sie ist von zahl-
reichen BlutgefaBen durchzogen und sorgt fir den
Gasaustausch mit der Umgebung (Abb. 7).

DAs ZIEL: NEUE WIRKSTOFFE
ZUR VERHINDERUNG VON METASTASEN

Der Bedarf an neuen, selektiveren, schonenderen
und insbesondere auf den einzelnen Patienten
abgestimmten Krebstherapeutika ist unverandert
hoch. Von groflem Interesse sind Wirkstoffe, die
an Krebs erkrankten Patienten verabreicht werden
konnen, um zukiinftige Tumormetastasen zu unter-
driicken. Um entsprechende Wirkstoff-Kandidaten
zuverlassig testen zu konnen, arbeitet der Lehrstuhl
Organische Chemie | gemeinsam mit der SIMFO
GmbH und dem Transfusionslabor Dr. Pachmann
in Bayreuth an der Entwicklung eines innovativen
Testverfahrens. Auch in diesem Forschungsprojekt
spielen die Testsysteme im zellbiologischen Labor
der Universitat eine wichtige Rolle.*

Abb. 6: Antiangiogene Wirkstoffe

verhindern die korrekte Ausbildung der
subintestinalen Venen (mit Pfeilen gekenn-
zeichnet) in Zebrafischembryonen (Mikroskopi-
sche Aufnahmen: Florian Schmitt).

1 Vgl. Statistisches Jahrbuch 2015, hrsg. Vom Statisti-
schen Bundesamt, Wiesbaden.

2 Vgl. Dazu das Patent von R. Schobert, B. Biersack
und T. Mueller: Combretastatin analogs for use in
the treatment of cancer, EP 2 566 851 B1 (2015); WO
2011/138409.

3 K.Mahal et al.: 4-(1-Ethyl-g-anisyl-imidazol-5-yl)-
N-hydroxycinnamide — A new pleiotropic HDAC
inhibitor targeting cancer cell signalling and
cytoskeletal organization, in: Experimental Cell
Research, Vol. 336, Issue 2, pp. 263-275, doi: 10.1016/j.
Yexcr.2015.06.008

4 Das Kooperationsprojekt wird aus dem Zentralen
Innovationsprogramm Mittelstand (ZiM) des
Bundesministeriums fiir Wirtschaft und Energie
gefordert.

Abb. 7: Zerstorte BlutgefaBe und Ausblu-

tungen (re.) auf der CAM befruchteter
Hiihnereier sind die Folge der Behandlung mit
vaskular-disruptiven Verbindungen. Nach nur
6 Stunden sind die intakten BlutgefaRe (li.)
massiv beschadigt (Mikroskopische Aufnah-
men: Florian Schmitt).
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Forschung gegen AIDS

NEUARTIGE WIRKSTOFFE HEMMEN DAS HUMANE IMMUNDEFIZIENZVIRUS (HIV)

Die Struktur der Reversen Transkriptase (RT)
von HIV, gebunden an DNA (sst).




N ach aktuellen Schatzungen der Weltge-
sundheitsorganisation WHO sind derzeit
ungefahr 36 bis 40 Millionen Menschen mit dem
Humanen Immundefizienzvirus (HIV) infiziert, da-
von 26 bis 28 Millionen allein im stdlichen Afrika.
Trotz intensiver Forschung ist es bisher nicht gelun-
gen, einen wirksamen Impfstoff gegen HIV zu ent-
wickeln. Das Virus infiziert eine spezielle Gruppe
von T-Lymphozyten im Blut, die fir das Immun-
system unverzichtbar sind und als T4-Helferzellen
bezeichnet werden. Ohne Behandlung fuhrt die
Infektion im Laufe von einigen Jahren zum erwor-
benen Immunschwéchesyndrom AIDS (Acquired
Immunodeficiency Syndrome). Im Endstadium der
Krankheit ist das Immunsystem soweit zerstort,
dass der Korper sich nicht mehr gegen Infektionen
wie Lungenentziindung oder Tuberkulose wehren
kann und die Patienten daran sterben.

Bis heute gelingt es nicht, das Virus vollstandig
aus dem Korper eines Infizierten zu eliminieren
und AIDS zu heilen. Allerdings wurden zahlreiche
Medikamente entwickelt, die verschiedene Protei-
ne des Virus zielgenau angreifen. Diese Wirkstoffe
hemmen entweder die Aufnahme des Virus in die
Zelle, oder sie unterdrlcken die Aktivitét viruseige-
ner Enzyme. Auf diese Weise hindern sie das Virus
daran, sich immer weiter zu vermehren und im
Korper auszubreiten.

EINE NEUARTIGE KOMBINATIONSTHERAPIE

Nach einer Infektion mit HIV hangt es wesentlich
von der Virusmenge im Blutplasma ab, ob und wie
schnell AIDS-Symptome auftreten. Deswegen be-
handelt man Patienten, wenn moglich, kurz nach
der erfolgten Infektion mit einer neuartigen Kom-
binationstherapie. Hierbei werden drei oder vier
antivirale Préparate gleichzeitig verabreicht, wes-
halb die Therapie auch als HAART (Highly Active
Antiretroviral Therapy) bezeichnet wird. Jeder Wirk-
stoff greift ein anderes virales Zielprotein an und
hemmt dieses. Infolge der gezielten Kombination
der Wirkstoffe wird die Virusvermehrung herab-
gesetzt, so dass beim HIV-Infizierten der Ausbruch
der Krankheit AIDS verhindert oder zumindest ver-
zégert werden kann. Dies gelingt allerdings nur,
wenn die Medikamente vorschriftsmafig und dau-
erhaft eingenommen werden. Bei fehlerhafter oder
unregelmafiger Einnahme treten innerhalb kurzer
Zeit resistente Viren auf, die gegen die verabreich-
ten Substanzen unempfindlich sind und sich daher
ungehindert im Korper vermehren kénnen.

URSACHE FUR DIE HIV-VERMEHRUNG:
DIE REVERSE TRANSKRIPTASE (RT)

Ein Enzym, das fur die Vermehrung des HIV im in-
fizierten Organismus des Menschen eine entschei-
dende Rolle spielt, ist die Reverse Transkriptase
(RT). Nach einer Infektion bindet HIV zunéchst von
auBen an die Zellmembran. Sobald es aber ins In-
nere der Zelle — in das Zytoplasma — eingeschleust
worden ist, wird die RT aktiv. Das Enzym l6st in
der Zelle einen Vorgang aus, der in einer nicht-
infizierten Zelle normalerweise nicht vorkommt:
die Reverse Transkription. In einer nicht-infizierten
Zelle des Menschen findet nur die Transkription
statt. Dabei wird die in den Chromosomen ent-
haltene Desoxyribonukleinsaure (DNA), welche
die Erbinformationen enthélt, in Ribonukleinsaure
(RNA) umgeschrieben; diese wird dann ihrerseits
zur Herstellung von Proteinen verwendet. Bei der
Reversen Transkription, die von der viruseigenen
RT in Gang gesetzt wird, handelt es sich um den
umgekehrten Vorgang: Die nur aus einem einzi-
gen Strang bestehende RNA des Virus, sein Ge-
nom, wird in doppelstrdngige DNA umgewandelt.

Weil das Genom des Menschen aus doppelstrangi-
ger DNA besteht, kann das Virusgenom in seiner
neuen DNA-Form darin eingebaut werden. Diese
Aufgabe Gbernimmt das virale Enzym Integrase. Es
macht das Virusgenom zu einem festen Bestandteil
des Genoms der ,Wirtszelle’. So nistet sich HIV in
den Zellen des menschlichen Organismus ein und
ist imstande, sich kontinuierlich auf einem nied-
rigen Level zu vermehren. Dadurch verursacht es
eine chronische Infektion, die zum Ausbruch von
AIDS zu fithren droht.
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»,UM MULTIRESISTENTE VIRENSTAMME EFFEKTIV

BEKAMPFEN ZU KéNNEN, IST DIE ENTWICKLUNG

NEUARTIGER INHIBITOREN VON GROSSER BEDEUTUNG."

DiE RT ALS ZIELPROTEIN NEUER WIRKSTOFFE

Vor diesem Hintergrund richten sich Therapien, die
diese Erkrankung moglichst verhindern sollen, ins-
besondere gegen die Reverse Transkriptase (RT).
Sie ist Zielprotein von Wirkstoffen, die das Enzym
an seiner Aktivitat hindern sollen und deshalb als
Inhibitoren bezeichnet werden (lat. inhibere: hem-
men). Die Entwicklung solcher Wirkstoffe steht
allerdings vor einer grundsatzlichen Herausforde-
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Abb. 1: Prof. Dr. Birgitta Wohrl in einem

der Laboratorien am Lehrstuhl Biopoly-
mere der Universitat Bayreuth (Foto: Christian
WiRler).

Abb. 2: Die Reverse Transkription: vom
einzelstrangigen viralen RNA-Genom
zur doppelstrangigen DNA.

rung: HIV ist ein sehr variationsfahiges Virus und
hat auf die bisher entwickelten Medikamente mit
der Ausbildung von Resistenzen reagiert. Schon
heute gibt es Virenstdmme, die nicht nur gegen
einen einzelnen, sondern gegen mehrere Inhibi-
toren unempfindlich sind. Solche multiresistente
Viren unterlaufen antivirale Therapien, vermehren
sich ungehindert und sind in grofRer Anzahl im Blut
nachweisbar. Um diese Virenstamme effektiv be-
kampfen zu kénnen, ist die Entwicklung neuartiger
Inhibitoren von grofer Bedeutung.

NEUE INHIBITOREN GEGEN
MULTIRESISTENTE VIRENSTAMME

Dies war der Ausgangspunkt eines von Prof. Bir-
gitta Wohrl geleiteten Forschungsprojekts an der
Universitat Bayreuth. Zunachst wurde die RT eines
multiresistenten Virusstammes untersucht, der zu-
vor aus dem Blut eines AIDS-Patienten isoliert wor-
den war. Das Ergebnis: Die Aminosduresequenz
dieses Enzyms unterscheidet sich drastisch von der
RT eines Virusstammes, der noch nie mit antivira-
len Medikamenten in Kontakt war. Insgesamt 45
Aminoséauren hatte das resistente Virus in seiner RT
ausgetauscht.” Gibt es Inhibitoren, die das Enzym
in dieser neuen Gestalt wirkungsvoll angreifen und
lahmlegen koénnen? Solche Wirkstoffe zu finden,
war das Ziel der Bayreuther Forschungsarbeiten.
Sie fUhrten — in Zusammenarbeit mit Prof. Enzo
Tramontano an der Universitat Cagliari/ Italien —
zu einem vielbeachteten Forschungserfolg.

Zum Verstandnis dieses Erfolgs ist ein genauer
Blick in den Ablauf der Reversen Transkription er-
forderlich. Die Umwandlung der einzelstrangigen
Virus-RNA in doppelstrangige DNA verlauft in drei
Stufen (Abb. 2):

A. Zunéachst wird der erste DNA-Strang herge-
stellt, wobei die Virus-RNA als Matrize dient.
Es entsteht ein Hybrid, das aus einem RNA-
und einem DNA-Strang besteht.

B. AnschlieBend wird die RNA in diesem Hybrid
abgebaut.

C. Jetzt erst wird der zweite DNA-Strang synthe-
tisiert.

Wenn die virale RT diese dreistufige Umwand-
lung bewerkstelligt, kommen nacheinander un-
terschiedliche molekulare Bereiche dieses Enzyms
zum Einsatz. Fur die DNA-Synthese (A und C) wird
die Aktivitat der Polymerase benétigt; beim RNA-

Abbau (C) ist eine Ribonuklease, die RNase H,
aktiv. Ohne diese raumlich klar unterscheidbaren
,Aktivitatszentren’ der RT — sie werden in der For-
schung auch als Doménen bezeichnet — ware die
Reverse Transkription nicht méglich.

Alle bisher entwickelten und in Anti-HIV-Therapien
eingesetzten RT-Inhibitoren zielen darauf ab, die
Polymerase-Aktivitat zu hemmen. Um parallel
dazu auch die RNase H-Aktivitdt zu inaktivieren,
wurden in den letzten zehn Jahren zwar verschie-
denartige Inhibitoren entwickelt; doch keiner
dieser Wirkstoffe steht Patienten in Form von zu-
gelassenen Arzneimitteln zur Verfligung. Die For-
schungsarbeiten an den Universitdten Bayreuth
und Cagliari fiihrten aber nun zu Ergebnissen, die
die Entwicklung wirksamer Anti-HIV-Therapien in
diesem Punkt weiter voranbringen kénnen:

® Eine Reihe kleiner chemischer Verbindungen
ist in der Lage, an die RNase H der RT zu
binden und deren Aktivitat deutlich herabzu-
setzen (Abb. 3).

m Dies gilt sogar flr den in Bayreuth untersuch-
ten Virusstamm. Auch die RNase H der stark
veranderten RT in diesem multiresistenten HIV
wird durch die neu entdeckten Inhibitoren
gehemmt.?

m Dariber hinaus zeichnen sich diese kleinen In-
hibitormolektle durch eine geringe Toxizitat
in Zellkulturen aus: ein Indiz daftir, dass bei
Wirkstoffen die Risiken unerwinschter Ne-
benwirkungen eher gering sein kénnten.

Abb. 3: Kleine Molekiile, die als RNase H-Inhibitoren

wirksam sind. Der Inhibitor RDS 1643 wurde fiir die
NMR-spektroskopischen Untersuchungen an der Universitat
Bayreuth verwendet.



NMR-SPEKTROSKOPIE: SCHLUSSELTECHNOLOGIE
FUR DIE WEITERE FORSCHUNG

Von zentraler Bedeutung fur dieses Forschungs-
projekt war die magnetische Kernspinresonanz-
spektroskopie (NMR) (Abb.5). Diese Technologie
eignet sich besonders gut, um die Wechselwirkun-
gen kleiner Inhibitormolekiile mit Proteinen zu un-
tersuchen. Gibt es also die Moglichkeit zu zeigen,
wo die neu entdeckten Inhibitoren an die RNase H
der RT binden?

Weil die Reverse Transkriptase (RT) des HIV eine
RNase H besitzt, die nicht sehr stabil ist, konzen-
trierten sich die Bayreuther Forschungsarbeiten
zunichst auf ein mit HIV verwandtes Virus.? Spek-
troskopische Untersuchungen, komplexe Analy-
semethoden und ein Modellierungsprogramm
machten sichtbar, wo genau einer der neu ent-
deckten Inhibitoren an die RNase H bindet.* Die-
se hat groBe Ahnlichkeit mit der RNase H in der
RT des HIV. Ein Vergleich der dreidimensionalen
Strukturen der beiden Proteine fiihrte so zu prézi-
sen Erkenntnissen dartiber, welche Aminosduren in
der RNase H des HIV an der Bindung des Inhibi-
tors beteiligt sind (Abb. 4).

Aufbauend auf diesen Strukturanalysen kann man
andere funktionelle Gruppen in dieses und in wei-
tere Inhibitormolekile einfiihren, um deren Bin-
dungsstarke und Spezifitat zu erhohen. Bei diesen
weiteren Schritten, die auf dem Weg zu einem ef-
fektiven Wirkstoff gegen multiresistente HIV-Viren
zurlickgelegt werden mussen, wird sich die gute
Zusammenarbeit der Arbeitsgruppen in Bayreuth
und Cagliari erneut bewahren.

BIOMEDIZIN

Abb. 4: Struktur der RNase H mit Inhibi-
tormolekiil RDS1643. Die dreidimensio-
nale Struktur der RNase H ist grau, das aktive
Zentrum der RNase H griin dargestellt. Die
Aminosauren, die durch die Inhibitorbindung
beeinflusst werden, sind durch verschiede-

ne Rotabstufungen markiert (Grafik: Anna
Schneider-Fuchs).

1 Ahnlich verhielt es sich mit anderen viralen
Proteinen; vgl. M. Kozisek et al.: Mutations in HIV-1
gag and pol compensate for the loss of viral fitness
caused by a highly mutated protease, in: Antimicro-
bial Agents and Chemotherapy (2012), Vol. 56, No. 8,
Pp- 4320-4330, d0i: 10.1128/AAC.00465-12.

2 A.Schneider et al.: Biochemical characterization
of a multi-drug resistant HIV-1 subtype AG reverse
transcriptase: antagonism of AZT discrimination
and excision pathways and sensitivity to RNase H
inhibitors, in: Nucleic Acids Research (2016), Vol. 44,
Issue 5, pp. 2310-2322, doi: 10.1093/nar/gkwo6o.

3 B.leoetal.:Insights into the structure and activity
of prototype foamy virus RNase H, in: Retrovirology
(2012), 9:14, doi: 10.1186/1742-4690-9-14, und B. Leo
et al.: The solution structure of the prototype foamy
virus RNase H domain indicates an important role
of the basic loop in substrate binding, in: Retroviro-
logy (2012), 9:73, doi: 10.1186/1742-4690-9-73.

4 A.Corona et al.: Inhibition of Foamy Virus Reverse
Transcriptase by Human Immunodeficiency Virus
Type 1RNase H Inhibitors (2014), Vol. 58, No. 7, pp.
4086-4093, doi: 10.1128/AAC.00056-14.

Spitzentechnologie auf dem Bayreuther Campus

ZUR PERSON

Die Universitat Bayreuth verfiigt auf dem Gebiet der magnetischen Kernresonanzspektroskopie (kurz: NMR-Spek-

troskopie, von nuclear magnetic resonance) lber herausragende Forschungskompetenzen. Im Nordbayerischen

Zentrum flr hochauflésende NMR, das vom Lehrstuhl Biopolymere und dem Forschungszentrum fir Bio-Makro-

molekiile (BIOmac) verwaltet wird, befindet sich seit kurzem das weltweit leistungsfahigste NMR-Spektrometer.

Dieses ,1-Gigahertz-Spektrometer® eréffnet einzigartige Moglichkeiten fir die Grundlagenforschung wie fir

die anwendungsorientierte Forschung. An der Universitat Bayreuth arbeiten der Lehrstuhl fiir Biopolymere, das

Forschungszentrum BlOmac und die ALNuMed GmbH eng zusammen, um diese Potenziale fiir Wissenschaft,

Produktentwicklung und neue Dienstleistungs-

angebote optimal einzusetzen. Verschiedene Pro-

jektgruppen arbeiten dabei insbesondere auf den

folgenden Forschungsfeldern:

m HIV

m Antibiotika

u Allergene

m Lebensmittelanalytik

Prof. Dr. Paul Rosch ist Leiter

des Forschungszentrums fiir
Bio-Makromolekiile und Inhaber des
Lehrstuhls Biopolymere an der Uni-
versitdt Bayreuth sowie Geschafts-
fiihrer der ALNuMed GmbH.

Abb. 5: Blick in die Halle fiir NMR-Spektroskopie des Lehrstuhls fiir Biopolymere; in der

Mitte das neue 1 GHz-Gerdt. Mit dieser Forschungstechnologie kann man beobachten,
wie bestimmte Atomkerne eines Proteins in einem Magnetfeld frequenzabhangig mit elektro-
magnetischen Wellen in Wechselwirkung treten (Foto: Peter Kolb).

Weitere Informationen zu diesen Schwerpunkten im SPEKTRUM ,,Innovationen 1/2016, S. 50 - 53, und im SPEKTRUM ,,Digitalisierung* 2/201s, S. 81.
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Weif3e Blutkorperchen kultivieren

AUF DEM WEG ZUM BIOARTIFIZIELLEN LYMPHATISCHEN GEWEBE

T-lymphozyten greifen
eine Krebszelle an (sst).
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as Immunsystem des Menschen ist sehr

komplex und bis heute nicht in allen Details
verstanden. Eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
Krankheitserregern, aber auch bei der Bekédmpfung
von Krebszellen spielen die weien Blutkérperchen,
vor allem die B- und T-Lymphozyten. Spatestens
seit der Erfindung der Impfung ist bekannt, dass
sich das Immunsystem auch praventiv nutzen l3sst.
Neuere Ansatze zielen darauf ab, das Immunsystem
von Krebspatienten Uber eine Impfung gegen die
vorhandenen Tumore und Metastasen zu aktivie-
ren, und lassen viele Patienten hoffen. Gegen man-
che Erreger, zum Beispiel das Humane-Immundefi-
zienz-Virus (HIV), konnte man hingegen bis heute
keinen wirksamen Impfstoff entwickeln.

Lymphozyten werden beim Erwachsenen im Kno-
chenmark gebildet und wandern dann zu den
lymphatischen Organen wie der Milz, dem Thy-
mus und den Lymphknoten. Wenn sie mit einem
Erreger oder einer entarteten Zelle in Kontakt
geraten, werden sie aktiviert und durchlaufen
eine Reihe von Reifungsstadien. Am Ende steht
die ausgebildete Immunantwort, die den Erreger
oder auch die Krebszellen bekampft. Gleichzeitig
- und das ist mindestens ebenso wichtig wie die
Bekampfung selbst — werden Informationen tiber
den Ausloser von sogenannten Gedéchtniszellen
abgespeichert. Bei einem erneuten Kontakt mit
dem Erreger ist das Immunsystem dann deutlich
schneller und schlagkréftiger in der Antwort.

DiE EX-VIVO-KULTIVIERUNG
VON HUMANEN LYMPHOZYTEN

Die Kultivierung und Reifung menschlicher Lym-
phozyten auferhalb des Koérpers — kurz: Ex-vivo-
Kultivierung — ist aus einer Reihe von Griinden
von groflem Interesse. Nicht nur die medizinische
Grundlagenforschung wirde davon profitieren, es
gibt Uberdies auch erste therapeutische Ansétze,
bei denen solche Zellen zum Einsatz kommen. Be-
reits sehr weit vorange-

schritten ist die

Adoptive T-Cell

Therapy (ACT)

fur die .

Krebsbekdmpfung. Hierbei werden dem Patienten
korpereigene, speziell gegen seine Krebszellen ge-
richtete T-Lymphozyten entnommen, auferhalb
des Korpers stark vermehrt und anschlieBend wie-
der zugefuihrt. Weitere Anwendungen, die heute
diskutiert werden, sind eine grundlegende Star-
kung des Immunsystems — zum Beispiel vor einer
das Knochenmark zerstérenden Strahlentherapie —
oder Impfungen in Fallen, in denen eine direkte
Injektion des Impfstoffs in den Organismus zu ri-
sikoreich wére.

Die derzeitigen Verfahren, die zur Vermehrung
patienteneigener T-Lymphozyten auflerhalb des
Korpers angewendet werden, haben allerdings er-
hebliche Nachteile: Sie erfordern eine massive Zu-
fuhr von Wachstumsfaktoren, teilweise sogar von
giftigen Stimulanzien. Zusatzlich sind oftmals Fee-
der-Zellen erforderlich; hierbei handelt es sich um
teilweise genetisch modifizierte menschliche Zel-
len oder um Zellen anderer Spezies (zum Beispiel
von Mausen). Noch komplizierter gestaltet sich
die Vermehrung und Reifung von B-Lymphozyten
auferhalb des Korpers. Hier kommt erschwerend
hinzu, dass viele der benotigten Wachstumsfakto-
ren und Stimulanzien nur bedingt im Handel er-
haltlich oder sehr teuer sind.

In dieser Situation sind robuste Verfahren der Ex-
vivo-Kultivierung gefragt, die auf den Einsatz von
Stimulanzien und Feeder-Zellen so weit wie mdglich
verzichten. Ausgangspunkt sind dabei immer pri-
mare Lymphozyten, also Zellen, die direkt aus dem
Gewebe eines lebenden Organismus stammen.

Abb. 1: Patrick Kaiser M.Sc. und Patrick

Wefing M.Sc., Doktoranden am Lehr-
stuhl fiir Bioprozesstechnik, bei der Begut-
achtung verkapselter T-Lymphozyten (Foto:
Christian WiRler).

Abb. 2: Verkapselte T-Lymphozyten im
Zellkulturbeutel (Foto: Christian WiBler).
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Abb. 3: In einem Bayreuther Labor fiir
Bioprozesstechnik entnimmt Dr. Valérie
Jéréme eine Probe aus einer Zellkultur.
(Foto: Christian WiBler).

Abb. 4: Aufbau der

Apparatur zur Verkap-
selung von T-Lymphozyten, die
von Bayreuther Master-Stu-
dierenden entwickelt wurde
(Grafik: Dr. Valérie Jérome/
Patrick Kaiser).

ERFOLGREICHE FORSCHUNGSARBEITEN
IN BAYREUTH UND ERLANGEN

Die Voraussetzungen fiir eine Ex-vivo-Kultivierung
primarer Lymphozyten auszuloten, war der Ansatz
eines von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(DFG) geforderten Projekts auf dem Gebiet der Bio-
prozesstechnik. Forschungsgruppen der Universita-
ten Bayreuth und Erlangen-Nurnberg haben dabei
unter der Leitung von Prof. Ruth Freitag und Prof.
Rainer Buchholz eng zusammengearbeitet. Wéh-
rend sich die Arbeiten in Erlangen hauptsachlich
mit den B-Lymphozyten befassten’, konzentrierte
sich das Bayreuther Team auf die T-Lymphozyten.

Es ist ein grofes Problem bei der Ex-vivo-Kultivie-
rung von B-Lymphozyten, dass diese Zellen ohne
Stimulation nach wenigen Stunden absterben.
Nach einer Stimulation, zum Beispiel durch Kon-
takt mit bakteriellen Zellwandbestandteilen, teilen
sich die Zellen hingegen und durchlaufen dann
rasch mehrere Reifungsstadien. Dieser Vorgang
ist unumkehrbar, und am Ende sterben die Zellen
ebenfalls ab. In Erlangen gelang jedoch ein ers-
ter wichtiger Forschungserfolg: Es konnte gezeigt
werden, dass man durch Kultivierung der B-Lym-
phozyten bei 30 °C, also deutlich unterhalb der
menschlichen Korpertemperatur, die B-Lymphozy-
ten auf bestimmten Zwischenstufen des Reifungs-
prozesses halten und auch stark vermehren kann.
Allerdings erfolgte dieser Nachweis vorerst nur mit
B-Lymphozyten von Mausen; dabei wurden noch
immer Feeder-Zellen von Méausen benétigt.

Auch die Bayreuther Untersuchungen zur Ex-vivo-
Kultivierung von T-Lymphozyten verliefen erfolg-
reich. Dabei wurden die Vorarbeiten mit Zellen
einer menschlichen T-Lymphozyten-Krebszelllinie,
den Jurkat-Zellen, durchgefihrt.

VERKAPSELTE LYMPHOZYTEN

Der Lehrstuhl fir Bioprozesstechnik in Bayreuth
hat ein Verfahren entwickelt, das es ermdglicht,
T-Lymphozyten in halbdurchlassige Polyelektro-
lytkapseln mit einem Durchmesser von weniger
als T mm einzuschliefen. Dazu werden die T-Lym-
phozyten bzw. die Jurkat Zellen in einer Losung
suspendiert, die bis zu 2 Gewichtsprozent eines
negativ geladenen Polyelektrolyten (gut vertrag-
liches Natriumzellulosesulfat) enthalt. Dessen Mo-
lekiile sind negativ geladen. Mittels einer speziel-
len Apparatur (Abb. 4) werden kleine Tropfchen
dieser Suspension gebildet und in ein ,Hartebad”
getropft, das rund 1 Gewichtsprozent eines positiv
geladenen Polyelektrolyten (Poly(diallyldimethyl)-
Ammoniumchlorid, kurzz: PDADMAC) enthélt. Die
beiden Polyelektrolyte ziehen sich elektrostatisch
an und bilden auf der Oberflache der Suspensions-
kiigelchen eine Membran. Je nachdem, wie lange
man wartet, wird die Membran mehr oder weni-
ger dick. Diese Membran hat eine Siebwirkung.
Grofe Molektle, wie EiweiRstoffe oder auch die
T-Lymphozyten selbst, werden zuriickgehalten.
Kleine Molekiile hingegen kénnen die Membran
gut passieren, zum Beispiel Né&hrstoffe (Glukose,
Aminosauren) und Sauerstoff, aber auch Laktat
und andere Abfallprodukte des Stoffwechsels.

» I-LYMPHOZYTEN GESUNDER
SPENDER KONNTEN BEREITS IN
DEN KAPSELN VERMEHRT UND
CHARAKTERISIERT WERDEN.“

So lassen sich die T-Lymphozyten gut von aufen
Uber ein Nahrmedium versorgen. Gleichzeitig wird
es ihnen sehr leicht gemacht, ihre unmittelbare
Umgebung innerhalb der Kapsel zu ihren Gunsten
zu beeinflussen. Denn die fur die Entwicklung der
Zellen wichtigen Signalmolekutle und Wachstums-
faktoren sind fast ausnahmslos Eiweifistoffe. Diese
werden entweder in geringen Mengen schon vor
dem Verkapseln zugesetzt und bleiben auch wei-
terhin in der unmittelbaren Umgebung der Zellen,
weil sie die Kapselmembran wegen ihrer GroRe
nicht passieren kdnnen; oder aber sie werden von
den Zellen selbst produziert. Der Zusatz grofer
Mengen an teuren Signalmolekilen ins Nahrme-
dium ist dann nicht mehr notwendig.



Unter diesen Umstanden wachsen die Zellen in
den Kapseln zu gewebedhnlichen Zelldichten
heran (Abb. 5). Es entstehen dabei mehr als 30
Millionen Zellen pro Milliliter Kapselvolumen. Die
enge raumliche Nahe, die sich in einem Standard-
Zellkultur-Gefall im Brutschrank nicht herstellen
lieBe, aber auch das Eingeschlossensein in einer
Kapsel stimulieren die Entwicklung der Zellen in
die gewlinschte Richtung. Ein anderer grofer Vor-
teil des gewéhlten Kapselmaterials ist, dass sich
die Kapseln relativ leicht mit Hilfe von Enzymen
aufschlieBen lassen.? So lassen sich die Zellen
schonend wieder freisetzen. Sie kénnen dann mit
Standardverfahren zellbiologisch untersucht und
charakterisiert werden.

ANWENDUNGEN IM BIOREAKTOR

Bei Jurkat-Zellen fuhrt die Verkapselung nachweis-
lich zu signifikant hoheren Zellteilungsraten und
einer deutlich verlangerten Wachstumsphase.?
Gleichzeitig ist die Apoptosetendenz — also die
Neigung der Zellen, ein spezifisches ,Selbstmord”-
Programm auszulésen — deutlich verringert. Wie
die Bayreuther Forschungsarbeiten ebenfalls ge-
zeigt haben, wird das starke Wachstum nicht etwa
durch eine unbeabsichtigte Stimulation der Zellen
verursacht. Die gezielte Stimulation der verkapsel-

ten Zellen ist nach wie vor moglich. Auch T-Lym-
phozyten gesunder Spender konnten bereits in
den Kapseln vermehrt und charakterisiert werden.

Verkapselte Zellen lassen sich leichter als freie Zel-
len in einem kontinuierlich betriebenen Bioreaktor
verwenden; beispielsweise in einem Festbettreak-
tor, wo die Kapseln dauerhaft durchstromt wer-
den, oder in einem Wirbelschichtreaktor (Abb. 6).%
Beim Wirbelschichtreaktor wird das Néhrmedium
von unten in den Reaktor gepumpt — schnell ge-
nug, um die Kapseln aufzuwirbeln und dadurch
gut zu durchmischen; aber nicht schnell genug,
um die Kapseln mit der Flussigkeit nach oben aus
dem Reaktor hinauszutragen. In beiden Fallen
werden die verkapselten Zellen stabil im Biore-
aktor gehalten. Jetzt kann man untersuchen, wie
sie beispielsweise auf storende oder stimulierende
Substanzen reagieren.

FAZIT UND AUSBLICK

Primare Lymphozyten lassen sich unter geeigneten
Bedingungen auch aullerhalb des Korpers gezielt
vermehren. Damit ergeben sich spannende Per-
spektiven fur die Forschung und Entwicklung im
Bereich der angewandten Immunologie. Bisher
allerdings wurden T- und B-Lymphozyten meistens
nur isoliert betrachtet. Im Immunsystem arbeiten
sie aber in vielfaltiger Weise miteinander sowie
mit anderen Zellarten zusammen. Die kommende
Herausforderung bei der Entwicklung eines bioar-
tifiziellen lymphatischen Gewebes in Bayreuth wird
es sein, diese Interaktionen in einer gemeinsamen
Kultivierung unterschiedlicher Zellarten abzubil-
den.

Abb. 6: Im Festbettreaktor (li.) kénnen

sich die Kapseln mit den darin einge-
schlossenen T-Lymphozyten nicht bewegen
und werden von einer Nahrfliissigkeit durch-
stromt; im Wirbelschichtreaktor (re.) werden
sie von der Nahrfliissigkeit in standiger Bewe-
gung gehalten (Grafiken: Dr. Valérie Jérdme).
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Abb. 5: Zellwachstum in den Kapseln.

Von Tag 2 bis Tag 10 fiillen sich die Kap-
seln mit Zellen, bis zum Schluss gewebeahnli-
che Zelldichten erreicht werden (Lichtmikros-
kopische Aufnahmen: Patrick Kaiser).

AUTORINNEN

Prof. Dr. Ruth Freitag ist

Inhaberin des Lehrstuhls fiir
Bioprozesstechnik an der Universitat
Bayreuth.

Akad. Oberritin Dr. Valérie

Jéréme ist wissenschaftliche
Mitarbeiterin (Senior Staff Scientist)
am Lehrstuhl fiir Bioprozesstechnik.
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Von
Zellkulturen
bis zu
hochwertigen
Implantaten

EINE BIOMEDIZINISCHE
PLATTFORM FUR DIE
UNIVERSITAT BAYREUTH

Florian Gaudig, TA, und Leiter des Zelllabors setzt einen

Bioreaktor in Betrieb. In der Flasche befindet sich das
rot gefarbte Medium, das den Zellen Nahrstoffe bringt (Foto:
Christian WiBler).




rkenntnisse aus der Grundlagenforschung

fur biomedizinische Anwendungen zu
nutzen und innovative Entwicklungen in der Me-
dizintechnik voranzutreiben, ist das Ziel der ,Ar-
beitsgemeinschaft Regenerative Medizin” an der
Universitdt Bayreuth. Diese Forschungsgruppe
— kurz: AG RegMed — wurde hier 2012 an dem
von Prof. Stefan Schuster geleiteten Lehrstuhl ftr
Tierphysiologie eingerichtet. Die Friedrich-Baur-
Stiftung mit Sitz in Altenkunstadt, die seit vielen
Jahren die anwendungsorientierte Forschung im
Bereich der Medizin unterstutzt, fordert Projekte
der AG RegMed Uber eine Zusammenarbeit mit
der Forschungsgruppe um Prof. Volkmar Jansson
am Klinikum der LMU Munchen.

Die im folgenden vorgestellten Forschungsarbei-
ten stehen beispielhaft fur die Vielfalt und Dyna-
mik der Projekte, die in der AG RegMed bearbei-
tet werden. Sie haben bereits zu vielbeachteten
Ergebnissen gefiihrt. Daran sind nicht zuletzt auch
Bayreuther Studierende beteiligt, die in ihren Ba-
chelor- oder Masterarbeiten spezielle forschungs-
bezogene Fragen untersucht haben.

NERVENZELLEN IM LABOR KULTIVIEREN

Zebrafische besitzen die ungewohnliche Fahig-
keit, abgestorbene oder beschadigte Nervenzellen
durch neue zu ersetzen. Noch die erwachsenen
Tiere besitzen neurologische Stammzellen und
kénnen selbst starkere Verletzungen des Gehirns
reparieren. Es ware fur die neurologische und die
medizinische Forschung eine wertvolle Unterstit-
zung, wenn sich diese Prozesse im Reagenzglas
reproduzieren und untersuchen lieBen. Um im
Labor entsprechende Zellkulturen anzulegen, be-
notigt man aber neuronale Vorlduferzellen, so-
genannte Neuroprogenitoren. Hierbei handelt es
sich um unreife Nervenzellen, die bereits fir einen
bestimmten Funktionsbereich, beispielsweise das
Gehirn oder die Wirbelsaule, vorgepragt sind.

Bei Forschungsarbeiten fur seine Bayreuther Master-
arbeit ist es Georg Welzel gelungen, ein leicht hand-
habbares und kostengiinstiges Verfahren fur die
Isolierung dieser Zellen zu etablieren (Abb. 1). Die
Pointe liegt darin, dass die Zellen mithilfe eines spe-
ziellen Erkennungsmolekils, genannt PSA-NCAM,
aus einer Zellsuppe herausgefiltert werden, die
durch Zerkleinerung von Fischeiern hergestellt
wird (Abb. 2). Die Verwendung von Fischeiern ist —

im Vergleich zu neugeborenen Mausen — nicht nur
in ethischer Hinsicht ein Fortschritt. Sie bietet auch
wissenschaftliche Vorteile, weil die Isolierung der
Zellen aus Hunderten von Eiern wesentlich zuver-
lassiger ist.

Die aus den Vorléuferzellen entstandenen Nerven-
zellkulturen kénnen nun als Modell fur eine breite
Palette von Forschungsarbeiten dienen — sei es in
der Molekularbiologie, der Neurophysiologie oder
der Biomedizin.

BAUSTEINE DES TISSUE ENGINEERING

Ein Arbeitsschwerpunkt der AG RegMed ist das
Tissue Engineering. Bei dieser biomedizinischen
Technik macht man sich die Wachstums- und Ent-
wicklungsprozesse lebender Zellen zunutze, um
gezielt neues Gewebe neu aufzubauen. Forschun-
gen auf diesem Gebiet sind daher insbesondere fur
die regenerative Medizin von hohem Interesse. Bei
der Kultivierung der Gewebezellen kommen vor al-
lem vier Faktoren zum Einsatz:

m Zellkulturmedien: spezielle N&hrstoffmischun-
gen als Ersatz fur das Blutserum

®m Wachstumsfaktoren: aus dem Korper extra-
hierte Signalstoffe

m Scaffolds: GerUste, die sowohl die Form des
Gewebes als auch seine innere Struktur vor-
geben und Uber die Wechselwirkung mit den
Zellen deren Entwicklung direkt steuern

m Physiologische Umgebung: Sauerstoff, Nahr-
stoffe und die Stromung des Mediums beein-
flussen die Entwicklung der Zellen

Die Gerlste bestehen idealer Weise aus Materi-
alien, die zuerst die Entwicklung der Zellen hin
zum gewlinschten Gewebe (zum Beispiel Knorpel,

AUTOREN

Dipl.-Biol. Daniel Seitz ist

Principal Investigator der Ar-
beitsgruppe Regenerative Medicine
am Lehrstuhl fiir Tierphysiologie und
Geschéftsfiihrer des Friedrich-Baur
BioMed Center in Bayreuth.

Prof. Dr. Stefan Schuster ist Inha-
ber des Lehrstuhls fiir Tierphy-
siologie an der Universitat Bayreuth.

Abb.1 (links): Aus Zebrafischeiern isolierte

Vorlaufer haben Nervenzellen gebildet,
die sich in der Zellkultur vernetzen (Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme: Georg Welzel).

Abb. 2 (rechts): Ein hochmodernes Gerat
hilft bei der Isolierung empfindlicher
Zellen (Foto: FB BioMed Center).
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Abb. 5 (rechts): Knochenzellen (rot)

wachsen in die Zwischenrdume des
gedruckten Knochenersatzmaterials ein - so
richtig wohl fiihlen sie sich aber nur am Rand
des Porenkanals (links) (Mikroskopische Auf-
nahme: Maria Schroder).

Abb. 3: Boneplan® Knochenmodelle
werden im 3D-Drucker realisiert (Foto:
FB BioMed Center).

Abb. 4: Ein individuelles Implantat aus

resorbierbarer Keramik (blau) wurde
in einen Modellschédel eingepasst (Foto: FB
BioMed Center).

Knochen oder Nervengewebe) beglnstigen und
danach spurlos abgebaut werden, sobald die Re-
generation abgeschlossen ist.

KNOCHENERSATZMATERIALIEN NACH MASS:
NEUE IMPLANTATE AUS DEM 3D-DRUCKER

Wenn es darum geht, gesundes Knochengewebe
neu aufzubauen, verwendet man als Geriste so-
genannte Knochenersatzmaterialien. Diese werden
in den Korper eingesetzt, wenn schief gewachse-
ne Knochen korrigiert oder fehlendes Knochen-
gewebe nach Tumorerkrankungen neu gebildet
werden soll. Am haufigsten werden sie vor dem
Setzen von Zahnimplantaten bei der ,,Augmentati-
on’, dem Aufbau des Kieferknochens, verwendet.
Die Friedrich-Baur BioMed Center gGmbH (vgl.
S. 35) verflgt Uber eine Anlage, mit der Knochen-
ersatzmaterialien im 3D-Druck hergestellt werden
kénnen. So ist es moglich, dass die GerUste exakt
diejenige Struktur haben, die fur den individuellen
Patienten jeweils bendtigt wird (Abb. 3 und 4). Die
beim 3D-Druck verwendeten Materialien bestehen
aus dem gleichen Mineral wie der Knochen selbst
und konnen vollsténdig abgebaut werden, wenn
neu gebildeter Knochen sie ersetzt.

Kanale im Knochen sind verantwortlich fur seine
Durchblutung und ermdéglichen so dessen sténdi-
gen Ab- und Aufbau sowie die zahlreichen weiteren
Funktionen. Entsprechende Strukturen sind daher
eine Grundvoraussetzung flr den Erfolg eines Kno-
chenersatzmaterials. Das im FB BioMed Center pro-
duzierte Material enthalt Kandle, die gezielt darin
eingedruckt werden, und — dies ist eine Besonder-
heit — auch kleine Poren. Diese Poren sind Gegen-
stand spezieller Forschungsarbeiten der AG RegMed.

In ihrer Masterarbeit untersuchte Maria Schroder,
wie sich Knochenzellen aus Vorldufern entwickeln
— und zwar einerseits in den Kanélen, andererseits
in den Poren. Fir diesen Vergleich nutzte sie die
in der Arbeitsgruppe von Daniel Seitz entwickel-
ten Bioreaktoren. Nach 28 Tagen Kultivierung un-
ter sténdiger Durchstrémung waren die Zellen in
den grofen Kanalen wesentlich starker gewachsen
(Abb. 5). Die schwache Bildung neuer Knochen-
substanz in den kleinen Poren war schon bekannt,
unklar aber war der Grund hierfir — denn bisher
galten Poren mit einer GroBe zwischen 100 und
150 Mikrometern als gro3 genug fiir das Einwach-
sen von Knochen. Sollte es geometrische Griinde
haben, dass die Zellen sich nicht weiter entwi-
ckeln? Die Bayreuther Studentin konnte zeigen,
dass die Zellen auch in den engen Poren durchaus
zur Knochenbildung bereit sind. Aber eine unzu-
reichende Versorgung mit Néhrstoffen hindert
sie am Wachstum, so dass sie keine stabile Kno-
chenmatrix bilden kénnen. Diese wichtigen Be-
funde zeigen, dass feine Poren durchaus fir die
Feinstrukturierung von Knochenersatzmaterialien
genutzt werden kdnnten, wenn das Problem der
Versorgung gel6st wird.

In der AG RegMed wird aber nicht nur am Ver-
halten der Zellen geforscht. Es steht zugleich eine
hochmoderne Technologie zur Verfligung, um neu
entwickelte Knochenersatzmaterialien zu testen.
Hierbei kommen sogenannte Bioreaktoren zum
Einsatz, die Gber Pumpen den Blutkreislauf simu-
lieren. Sie kénnen sogar Uber Motoren und Stem-
pel die natirliche Belastung nachempfinden. Die-
ser mechanische Druck, der zum Beispiel auf die
Gelenke beim Laufen ausgelbt wird, ist wichtig fir
die Entwicklung von Knorpel und, wie man heute
weil3, auch fur Knochen. In der kompliziertesten
Variante sind die Reaktoren mit Biosensoren aus-
gestattet, die zum Beispiel den Sauerstoffverbrauch
der Zellen messen und so wertvolle Informatio-



nen liefern. Viele Bayreuther Forschungsarbeiten
auf diesem Gebiet sind aus dem Verbundprojekt
JIndividuelle Knochenregeneration mittels Tissue-
Engineering (IK-TE)” hervorgegangen, das vom
Bundesministerium fir Bildung und Forschung
gefordert wurde.

DAs WACHSTUM VON KNORPELGEWEBE
GEZIELT STIMULIEREN

Knorpelgewebe wird - &hnlich wie lebende
Schwémme — in einem weichen GerUst geziichtet.
Lasst sich dabei die Bildung von Knorpelzellen
durch mechanische Stimulierung beeinflussen?
Diese Frage haben Studierende der Universitét
Bayreuth in einer Reihe von Bachelorarbeiten un-
tersucht. Nachdem zunachst gezeigt wurde, wie
wichtig eine Druckbewegung fir die Entwicklung
der Zellen ist, konnte mit dem System ein neu-
es Material getestet werden, das die Bildung von
Knorpel hervorragend unterstitzt. Infolge einer
mechanischen Bewegung des Gerlstmaterials
wird Flussigkeit durch das Gewebe gedriickt. Dies
entspricht der natirlichen Versorgung von Knor-
pel, der ja auch im menschlichen Koérper keine
BlutgefaBe enthélt und im Wesentlichen durch die
Bewegung der Gelenke versorgt wird. Die Knor-
pelzellen nehmen den Druck, der von der Flis-
sigkeit ausgeht, wahr und reagieren mit der ver-
mehrten Bildung einer Matrix. Darin kénnen sich
weitere Knorpelzellen schnell und wohlstrukturiert
entwickeln.

Die Wechselwirkung der Knorpelzellen mit der
Matrix lasst sich optimieren, indem man beson-
ders geeignete Geriststoffe wahlt. Im Fokus der
Arbeiten in der AG RegMed stehen Vielfachzu-
cker (Polysaccharide). Sie sind als Biomaterialien
besonders gut geeignet, weil sie keine Proteine
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enthalten. Die Ausbildung einer Immunreaktion
Uber Antikorper ist dadurch sehr unwahrschein-
lich, die Ubertragung von Krankheiten ist aus-
geschlossen. Einem Team der AG RegMed ist es
gelungen, Zellen der knorpelbildenden Zell-Linie
ATDC5 innerhalb von nur 28 Tagen zu einer aus-
gepragten Bildung von Knorpelmatrix anzuregen
(Abb. 7). Dieser Erfolg ermutigt zu weiteren For-
schungsarbeiten auf diesem Gebiet und ist auch
ein Verdienst der Friedrich-Baur-Stiftung, die das
Projekt in Zusammenarbeit mit der LMU Munchen
gefordert hat.

DAs LEID VON TIEREN VERRINGERN

Ein weiterer Forderer ist die Schweizer Stiftung
AnimalFreeResearch, die das Projekt ,InvitroBone-
Spec” unterstiitzt. Hierbei geht es um ein neuar-
tiges, standardisiertes System flr das Testen von
Knochenersatzmaterialien. Viele Tierversuche in
diesem Bereich werden sich damit kinftig vermei-
den lassen. In diesem System werden Knochen auf-
bauende (Osteoblasten) und Knochen abbauende
Zellen (Osteoklasten) zuerst getrennt und dann
zusammen in einem kinstlichen Knochensystem
gezlchtet. In ihrem Zusammenspiel sind die Kno-
chenzellen fur den stdndigen Umbau des menschli-
chen Skeletts — das Bone Remodelling — verantwort-
lich. Fur die Kultivierung der Gewebe kommen die
Bioreaktoren zum Einsatz. Hier kann man mit ho-
her Genauigkeit verfolgen, wie das jeweils getes-
tete Material und die Zellen interagieren. So lasst
sich beispielsweise auch feststellen, wie Blutgefale
in das Knochenersatzmaterial einwachsen (Abb. 8).

Abb. 6: Florian Gaudig, TA (li.), und
Masterstudent Alexander Lubosch
B.Sc. bereiten unter der sterilen Werkbank ein
Bioreaktorsystem fiir den nachsten Einsatz vor
(Foto: Christian WiBler).

Abb. 7 (links): Innerhalb von 28 Tagen

hat sich im Labor Knorpelgewebe in
den neuen Geriistschwimmchen (Scaffolds)
aus Polysacchariden unter Druckstimulierung
gebildet (Mikroskopische Aufnahme: Vanessa
Strobel).

Abb. 8: BlutgefdRe wachsen in die

Porenkanile eines gedruckten Knochen-
ersatzmaterials ein und versorgen die Zellen
ringsum (Mikroskopische Aufnahme: Universi-
tat Bayreuth).
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Abb. 9: Siliziumnitrid-Keramik hat

eine fiir das Anwachsen von Zellen
besonders geeignete Oberflache (Raster-
elektronenmikroskopische Aufnahme: FCT
Ingenieurkeramik).

Abb.10: Solche Cages werden als

Implantat zur Versteifung von Wirbeln
eingesetzt, wenn die Bandscheibe nicht mehr
zu retten ist (Foto: Orthobion GmbH).

,,DIE BEIM 3D-DRUCK
VERWENDETEN
MATERIALIEN BESTEHEN
AUS DEM GLEICHEN
MINERAL WIE DER
KNOCHEN SELBST UND
KONNEN VOLLSTANDIG
ABGEBAUT WERDEN,
WENN NEU GEBILDETER
KNOCHEN SIE ERSETZT.“

Am Ende der Tests steht eine Vorauswahl von Ma-
terialien, die im Hinblick auf mégliche medizini-
sche Anwendungen besonders attraktiv scheinen.

Damit diese Materialien eines Tages tatsachlich als
Implantatwerkstoffe genutzt und Patienten einge-
pflanzt werden konnen, lassen sich Tierversuche
nicht véllig vermeiden. Allerdings hilft das Testsys-
tem, das Leid von Tieren zu verringern — und zwar
in doppelter Hinsicht. Zu oft werden Knochener-
satzmaterialien und Implantatwerkstoffe bereits
in frihen Forschungsstadien im Tier getestet. Vor
allem Versuche an Kleintieren (bis zum Kaninchen)
und Beagle-Hunden sind hier kritisch zu sehen, da
die Ergebnisse flr den Einsatz im Menschen nicht
einmal besonders relevant sind. Tests im Bioreak-
tor sind daher sowohl unter ethischen wie unter
wissenschaftlichen Aspekten die bessere Alter-
native. Hinzu kommt, dass erfolgreich getestete
Materialien mit groer Wahrscheinlichkeit gut ein-
wachsen. So ersparen sie den Tieren komplikati-
onsreiche Heilungsprozesse.

GESUNDHEITSRISIKEN FUR PATIENTEN SENKEN

Mit einer Weiterentwicklung dieses bereits sehr
fortschrittlichen Tierversuchsersatzsystem befasst
sich das neueste Projekt der Bayreuther Forscher.
Es wird von einem Forschungsverbund getragen.
Die Leitung hat die Firma FCT Keramik (Rauen-
stein), weitere Mitglieder sind der Implantat-
hersteller Orthobion in Konstanz, das Priflabor
Endolabs in Rosenheim sowie das Fraunhofer
Institut IWM in Freiburg. Gemeinsam wollen die
Partner Implantatwerkstoffe fir den Rlcken aus
Siliziumnitrid-Keramiken entwickeln (Abb. 9). Die-
se Hochleistungskeramiken, die bisher vor allem in
technischen Bereichen vom Automobilbau bis zur
Raumfahrt eingesetzt werden, eignen sich grund-
satzlich hervorragend als lasttragende Implantate.
Wichtig ist, dass die Oberflache der Keramiken gut
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mit dem Knochen interagiert und zugleich das
Bakterienwachstum hemmt.

Um diese Prozesse zu untersuchen, entwickelt die
AG RegMed ein neues Bioreaktorsystem. Hier
werden zunéchst auf bekannten Referenzmateri-
alien Knochenzellkulturen etabliert, anschliefend
bringt man die Zellen in direkten Kontakt mit dem
neuen Werkstoff. Nach einer gewissen Zeit wird
geschaut, wie der Knochen an das Implantat ange-
wachsen und wie weit er eingewachsen ist. Ein sol-
ches Verfahren fur Tests im Labor existiert bisher
nicht und ist daher eine Innovation,

die Uber das Tierversuchersatz-
system hinausgeht.

Materialien, die fur Im-
plantate verwendet wer-
den, sollten so beschaffen
sein, dass das Risiko spate-
rer Infektionen fur die Pa-
tienten moglichst gering ist.
Selbst wenn Implantate vor Ope-
rationen grindlich gereinigt und steri-

lisiert werden, kommen sie doch manchmal

mit Bakterienzellen in Kontakt. Dass das Material
diese Bakterien von sich aus abtdtet, ist nicht zu er-
warten, denn es soll ja keine Wirkstoffe freisetzen.
Aber Implantatwerkstoffe konnen moglicherweise
verhindern, dass sich an ihrer Oberflache ein bak-
terieller Biofilm bildet. In dieser Hinsicht gibt es
bereits vielversprechende Materialien. Fur sie ist
bisher kein geeigneter Test anerkannt, so dass sie
trotz fortschrittlicher Eigenschaften nicht zugelas-
sen werden. Vor diesem Hintergrund entwickelt
die AG RegMed ein Testverfahren weiter, mit dem
sich zuverlassig ermitteln lasst, wie gut potenzielle
Implantatwerkstoffe imstande sind, eine Besied-
lung mit Bakterien zu verhindern. Bei diesem Ver-
fahren werden einerseits nur Bakterien, anderer-
seits Bakterien und Séugerzellen gleichzeitig auf
den Materialien diinn ausgesiedelt und kultiviert.
Mit dem Rasterelektronenmikroskop wird dann
untersucht, inwieweit das Material das Wachs-
tum der Sdugerzellen beglnstigt und das der
Bakterien hemmt. Die Bayreuther Wissenschaftler
sind zuversichtlich, dass sie auf diesem Weg neue
Implantatwerkstoffe identifizieren kénnen, die
mit keinen oder nur geringeren Infektionsrisiken
verbunden sind. Insbesondere wollen sie die spe-
zielle Eignung von Siliziumnitrid herausarbeiten
und so dazu beitragen, dass Patienten kiinftig ein
optimiertes Material fUr die Behandlung schwerer
Bandscheibendefekte erhalten (Abb. 10).
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Innovationen fiir die medizinische Praxis

as Friedrich-Baur BioMed Center ist eine

von der Friedrich-Baur-Stiftung getrage-
ne gemeinnitzige GmbH, die Forschungsprojekte
fordert, selbst mit durchfiihrt und die Umsetzung
von neuesten Forschungsergebnissen in die An-
wendung vorantreibt. Es wurde 2012 von Daniel
Seitz und Prof. Dr. Stefan Schuster gegriindet. Im
Vordergrund der Forschungs- und Entwicklungsar-
beiten steht die verbesserte Versorgung von Pati-
enten, nicht die kommerzielle Verwertung. Weitere
Ziele sind die Aufklarung und Information der Of-
fentlichkeit und die Unterstltzung der Lehre an der
Universitat Bayreuth.

Das FB BioMed Center vereint Labore aus der
Material- und Verfahrenswissenschaft sowie der
Biologie unter einem Dach. Auf dem Gebiet der
biologischen Forschung kooperiert es in zahlrei-
chen Projekten mit dem Lehrstuhl fir Tierphysiolo-
gie. Mit seinen Anwendungskompetenzen schlagt
es Briicken zwischen Wissenschaft und Praxis und
unterhalt dabei ein breites regionales, nationales
und internationales Netzwerk mit kooperierenden
Medizinern. So bildet das FB BioMed Center eine
Plattform fir anwendungsnahe Entwicklungsarbei-
ten im Bereich der Medizin und Medizintechnik
direkt in Oberfranken.

In einem Kompetenzzentrum fiir Rapid Prototyping
wird an der biologisch und medizinisch korrekten
Umwandlung von Bilddaten von Patienten gear-
beitet — der Weg flhrt dabei beispielsweise von
einer Computertomografie Gber virtuelle Modelle
zum Ausdruck im 3D-Drucker. So werden aus ei-
nem Material, das auf Gips und Kunststoffen ba-
siert, individuelle Knochenmodelle hergestellt.
Damit kénnen Arzte Operationen so vorbereiten
und durchfiihren, als ob es sich um einen echten
Knochen handeln wirde. Diese Boneplan® Model-
le werden zum Beispiel in internationalen Schulun-
gen am renommierten Krankenhaus BGU Murnau
verwendet. Vor allem aber unterstitzt die gGmbH
damit frihkindliche Operationen am Katholischen
Kinderkrankenhaus Wilhelmsstift in Hamburg.
Wenn zu frih zusammengewachsene Schadelkno-
chen im Alter von 10 Monaten operativ wieder ge-
trennt werden mdussen, ist ein Modell wichtig um
die Operationsstrategie zu planen und somit den
Eingriff wesentlich kiirzer und sicherer zu machen.
Auch neue, verbesserte Techniken wurden anhand
von Modell-OPs entwickelt. Damit tritt die gezielte
Planung und Vorbereitung an die Stelle eines im-
provisierten Handelns im OP. Sie entlastet die Arzte
und erhoht die Sicherheit der Patienten.

Geht man einen Schritt weiter und verwendet im
3D Drucker das mineralische Material, aus dem
die Knochen des Korpers selber bestehen, so erhalt
man im Drucker hergestellte Knochen. Das FB Bio-
Med Center kann ganze Knochenstiicke, die etwa
nach einer Tumorentfernung fehlen, am Computer
modellieren und dann mit inneren Porenkandlen
ausdrucken, in die der Knochen samt Blutgefal3en
einwachsen kann. Die biologische Eignung wird
dabei im Zelllabor des FB BioMed Center mit dem
InvitroBoneSpec-System zuverlassig getestet.

Abb. 1 (links): Daniel Seitz, Geschafts-

fiihrer der FB BioMed Center gGmbH,
vergleicht ein Schadelmodell fiir die Vorberei-
tung einer OP wegen friihzeitiger Nahtverkno-
cherung mit Exemplaren aus dem Archiv. Die
Aufbereitung der Daten erfolgt unter sorg-
faltiger Berlicksichtigung der anatomischen
Gegebenheiten (Foto: Christian WiRler).

Abb. 2 (rechts): Ein frisch gedrucktes

Testblockchen von Knochenersatzma-
terial wird aus dem Pulverbett genommen. Es
hat bis zum fertigen Implantatwerkstoff noch
einige Arbeitsschritte vor sich (Foto: Christian
WiBler). Dieses 3D gedruckte Knochenersatz-
material bringt zudem besondere Eigenschaf-
ten mit, denn nicht nur die biologische Eignung
und der vollstandige Abbau im Kérper nach
Ersatz durch neu gebildeten Knochen sind
optimiert. Sehr wichtig fiir die Eignung zur An-
wendung ist auch die Mdglichkeit, Schrauben
direkt in das Implantat an beliebiger Stelle
setzen zu kénnen bei guter mechanischer
Stabilitat. Das Skelett des Menschen besteht
nicht einfach nur aus ,,Knochen“, dieser ist an
jeder Stelle anders, an seine spezielle Funktion
angepasst und individuell. Das Friedrich-Baur
BioMed Center hat hierzu den individuell
druckbaren Knochenersatz entwickelt.
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Optogenetik:
Licht revolutioniert die Biologie

PHOTOREZEPTOREN ERMOGLICHEN INNOVATIVE ANWENDUNGEN
IN DEN LEBENSWISSENSCHAFTEN

Zellen werden anhand ihrer Fluoreszenz charak-
terisiert und sortiert. (Foto: Christian WiRler).



ass Licht einen groBen Einfluss auf biolo-

gische Prozesse hat, ist seit Jahrhunderten
bekannt. Licht dient als Energiequelle ftr die Pho-
tosynthese und ist fir photosynthetisch aktive Or-
ganismen — vor allem Pflanzen, Algen und einige
Bakterien — Uberlebenswichtig. Licht transportiert
aber nicht nur Energie, sondern auch raumliche
und zeitliche Informationen, die von Organismen
genutzt werden konnen. So ist einer der am bes-
ten dokumentierten Einfliisse von Licht auf Pflan-
zen der Phototropismus, das Wachstum hin zum
Licht. Allerdings sind hohe Lichtintensitaten fur
viele Lebewesen schéadlich. Diese entwickeln daher
sensorische Systeme, um derart unglnstige Le-
bensbedingungen zu erkennen und maoglichst zu
vermeiden.

Diese Beispiele stehen stellvertretend fir eine Viel-
zahl lichtabhangiger Anpassungen, die sich in der
Natur beobachten lassen. Sie werden durch Pho-
torezeptoren in den Lebewesen vermittelt. Hier-
bei handelt es sich um Proteine, die mittels eines
Farbstoffmolekils Licht verschiedener Wellenlan-
gen erkennen und daraufhin biologische Effekte
auslosen. Bedingt durch die Vielseitigkeit der Or-
ganismen, die sich solcher Rezeptoren bedienen,
kommen diese in grofer Zahl und Diversitét vor.
Tatsachlich werden das gesamte Spektrum des
sichtbaren Lichts sowie die Nah-UV- und Nah-Inf-
rarot-Bereiche von verschiedenen Photorezeptoren
abgedeckt.

EIN NEUES FORSCHUNGSFELD:
DIE OPTOGENETIK

Wéahrend photosensorische Prozesse bereits seit
Jahrzehnten erforscht werden, kommen Photore-
zeptoren seit ungefahr 15 Jahren in der Neuro-
und Molekularbiologie mit beeindruckenden Er-
gebnissen zum Einsatz: ein Forschungsfeld, das als
Optogenetik bezeichnet wird. Grundgedanke der
Optogenetik ist es, durch die Bestrahlung mit Licht
definierte Effekte in lebenden Zellen oder auch in
ganzen Organismen auszuldsen. So kann man mit-
tels geeigneter Photorezeptoren bestimmte Gene
ein- und ausschalten, um deren Funktionen und
Auswirkungen auf den Organismus zu erforschen.
Auch die Rolle von Signalmolekiilen l&sst sich im
Labor mit hoher Genauigkeit bestimmen, wenn
durch ein Lichtsignal die Ausschlttung dieser Bo-
tenstoffe ausgelost wird.

Herkdmmliche Ansatze zum Studium biologischer
Prozesse haben oft Nachteile: Sie erfordern meist
die Verwendung von Chemikalien oder physischen
Reizen, die sich mitunter schwierig kontrollie-
ren lassen und héufig zellschadigend wirken. In
manchen Fallen ist es sogar nétig, die zu unter-
suchenden biologischen Systeme vorher zu fixie-
ren und damit abzutdten. Wenn hingegen in der
optogenetischen Forschung Lichtsignale eingesetzt
werden, so hat dies den Vorteil, dass das Licht le-
bendes Gewebe bis zu einer gewissen Tiefe durch-
dringt und raumlich sowie zeitlich kontrollierbar
ist. Infolgedessen ist es moglich, eine Vielzahl von
Zusammenhangen zu untersuchen, ohne den Or-
ganismus dabei zu schadigen. So kann mithilfe
optogenetischer Methoden zum Beispiel beob-
achtet werden, wie einzelne Neuronen im Gehirn
auf Lichtreize reagieren. Photorezeptoren haben
auferdem den Vorteil, dass sie reversibel aktiviert
werden kénnen: Sie kehren nach Lichtbestrahlung
wieder in ihren Ausgangszustand zurlick und be-
sitzen keine Signalwirkung mehr. Dadurch lassen
sich negative Effekte, wie sie etwa durch eine dau-
erhafte Ausschittung von Botenstoffen ausgelost
wirden, verhindern.

BAUSTEINE FUR NEUE PHOTOREZEPTOREN

Genaue Erkenntnisse Uber molekulare Struktu-
ren und Funktionen nattrlicher Photorezeptoren
versetzen die Forschung in die Lage, veranderte
oder sogar ganz neue Rezeptoren zu entwickeln.
Erleichtert wird der Bau kinstlicher Photorezepto-
ren durch ihren modularen Aufbau. Sie bestehen
nédmlich aus unterschiedlichen Proteinstrukturen,
die als Domanen bezeichnet werden:

AUTOREN

Prof. Dr. Andreas Moglich ist
Professor fiir Biochemie an der
Universitat Bayreuth.

Jennifer Nack M.Sc. ist Dokto-

randin und wissenschaftliche
Mitarbeiterin am Lehrstuhl fiir
Biochemie. Zudem ist sie Mitglied
der University of Bayreuth Graduate
School.

Abb. 1: Masterstudentin Julia Henne-

mann reguliert die Lichtintensitat fiir
die Kultivierung von Bakterien (Foto: Christian
WiRler).




MOLEKULARBIOLOGIE

Abb. 2: Vor dem Experiment wird das

dabei verwendete Protein gereinigt und
aufkonzentriert. Im Labor: Doktorand David
Golonka M.Sc. (Foto: Christian WiRler).

Photo-
sensor

Effektor

Abb. 3: Der Photorezeptor YF1 wurde im

Labor aus einem Sensor- und Effektorteil
zusammengesetzt. Die blaulicht-empfindli-
chen Chromophore sind in pink hervorgehoben
(Bild: Arbeitsgruppe Prof. Andreas Méglich).

m Die Sensordoméne ist fur die Lichtabsorption
und Weiterleitung des Lichtsignals zustandig.

m Die Effektordomane lost in der Zelle eine
physiologische Antwort aus, beispielsweise
die eingangs beschriebenen Anpassungsleis-
tungen des Organismus an die jeweiligen
Lichtverhéltnisse.

Die rdumliche Trennung dieser ,Bausteine’ ermdg-
licht es, sie im Labor durch andere Proteinstruktu-
ren auszutauschen. Wird die Sensordomane durch
eine andere ersetzt, ist es beispielsweise mdglich,
die physiologische Antwort durch Lichtsignale an-
derer Wellenléngen zu erzeugen. Wird hingegen
die Effektordoméne ausgetauscht, kénnen durch
Lichtsignale ganz andere physiologische Prozesse
gesteuert werden — sogar solche Prozesse, die in
der Natur Uberhaupt nicht von Lichtsignalen ab-
hangen. Die im Labor erzeugten, kinstlichen Pho-
torezeptoren erweitern daher den Anwendungsbe-
reich der Optogenetik betrachtlich.

EIN NEUES MOLEKUL
ZUR STEUERUNG DER GENEXPRESSION

Ein Beispiel ist ein Photorezeptor, den die For-
schungsgruppe unter der Leitung von Prof. And-
reas Moglich neu konzipiert hat. Das Signalprotein
YF1 wurde im Labor aus Komponenten zusam-
mengesetzt, die zuvor den Proteinen verschiede-
ner Bakterienarten entnommen worden waren:
Die blaulichtempfindliche Sensordoméne stammt
aus dem Protein YtvA von Bacillus subtilis, die Ef-
fektordomane aus dem Protein FixL von Bradyrhi-
zobium japonicum (Abb. 3)." Das daraus gebildete
YF1-Protein erlaubt es nun, in bakteriellen Syste-
men die Expression von Genen lichtabhangig zu
steuern: Die Bestrahlung mit Blaulicht flihrt zur
Produktion von Proteinen.

Rontgenkristallographische Untersuchungen  for-
derten ein detailliertes atomares Bild der Struktur

von YF1 zutage. Zusammen mit biochemischen
Experimenten flhrten sie zu dem Ergebnis: Die
Lange der ,Briicke’, welche die Sensor- und die Ef-
fektordomane in diesem Signalmolekl verbindet,
hat einen ganz entscheidenden Einfluss darauf, in
welcher Weise die Proteine auf Licht reagieren.
Diese Erkenntnisse lassen sich auch auf andere Re-
zeptoren Ubertragen.

,DIE IM LABOR ERZEUGTEN,
KUNSTLICHEN PHOTOREZEPTOREN
ERWEITERN DEN
ANWENDUNGSBEREICH DER
OPTOGENETIK BETRACHTLICH.

Um den Einsatz des Signalmolekils in Forschung
und Biotechnologie zu erleichtern, hat die Bay-
reuther Arbeitsgruppe ein System entwickelt, das
es auf einfache Weise ermdglicht, durch Bestrah-
lung mit Blaulicht die jeweils gewiinschten Prote-
ine herzustellen. Die Systeme zur lichtregulierten
Genexpression erfreuen sich nicht allein bei Stu-
dierenden im Rahmen von Praktika groRer Beliebt-
heit. In den knapp funf Jahren seit der entspre-
chenden Veroffentlichung wurden sie weltweit an
rund 100 Forscher weitergegeben.

EIN NEUARTIGES WERKZEUG
ZUR BEEINFLUSSUNG DES STOFFWECHSELS

Ein weiteres Beispiel fur die Forschungsarbeiten
der Bayreuther Optogenetik ist das Design durch
Rotlicht aktivierter Enzyme, die fur Stoffwechsel-
prozesse in Bakterien, Tieren und Menschen eine
wesentliche Rolle spielen. Die rotlichtaktivierte
Phosphodiesterase LAPD ist ein neuartiges opto-
genetisches Werkzeug, das es mdglich macht, in-
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nerhalb der Zelle die Konzentration bestimmter
Botenstoffe zu steuern — beispielsweise des Signal-
molekuls cAMP, das den Energiestoffwechsel beein-
flusst (Abb. 4).2 Wahrend in Bayreuth hauptsachlich
an bakteriellen Systemen gearbeitet wird, wurde
LAPD inzwischen auch in eukaryotischen Zellkultu-
ren und Zebrafischen erfolgreich eingesetzt.

In einem anderen Projekt gelang es der Arbeits-
gruppe um Prof. Andreas Moglich, Varianten der
DNA-Endonuclease Cas9 herzustellen, die sich
durch Licht und Temperatur steuern lassen. Auf
diese Weise konnen beliebige Gene in Bakterien
durch Licht und Temperatur geschaltet werden.?

MOLEKULARBIOLOGIE

Abb 4: Die kiinstlich erzeugte Phosphodiesterase LAPD vermittelt den Abbau wichtiger biologischer

Botenstoffe. Die Absorption von Rotlicht I6st weitreichende Strukturveranderungen aus, die eine erhohte
enzymatische Aktivitat bewirken. Durch Bestrahlung mit Licht im Fern-Rot Bereich kann das Protein wieder inak-
tiviert werden. Auch im Absorptionsspektrum sind die Unterschiede zwischen aktivem und inaktivem Zustand

zu erkennen (Bild: Arbeitsgruppe Prof. Andreas Maglich).

ZUKUNFTSPERSPEKTIVEN

Die vielfaltigen Forschungsprojekte an der Uni-
versitat Bayreuth auf dem Gebiet der Optogenetik
verfolgen das gemeinsame Ziel, die molekularen
Mechanismen der Aktivierung verschiedener Pho-
torezeptoren zu verstehen und universelle Prinzi-
pien zu identifizieren. Hierfir werden die Aktivitat
sowie die Strukturzusammenhdange von Modellpro-
teinen mit modernsten Forschungstechnologien
untersucht. Bei der Suche nach neuartigen Pho-
torezeptoren kommen auch bioinformatische Ver-
fahren zur Anwendung, die ftr die Analyse grof3er
anfallender Datenmengen unverzichtbar sind.

Die aus diesen Forschungsarbeiten resultierenden
Erkenntnisse tragen langfristig dazu bei, vielfaltig
einsetzbare Photorezeptoren zu entwickeln. Diese
sollen in Zukunft nicht nur in Bakterien, sondern
auch in tierischen Zellen und verstérkt in ganzen
Organismen verwendet werden. Vor allem im
Bereich der Neurowissenschaften wird der Ein-
satz von Photorezeptoren schon heute wegen der
Uberlegenen raumlichen und zeitlichen Aufl6sung
geschatzt. Aber auch in anderen Bereichen der
biologischen Forschung, insbesondere der Zellbio-
logie, bewahren sich die vielseitigen Proteine. Die
rasant fortschreitende Entwicklung neuer optoge-
netischer Werkzeuge, seit Sommer 2015 auch an
der Universitat Bayreuth, verspricht fur die Zukunft
zahllose innovative Anwendungsmaglichkeiten.

Abb 5: Das optogenetische System
pDusk und das daraus abgeleitete

pDawn vermitteln Lichtkontrolle iiber die
Produktion beliebiger Proteine in bakteriel-
len Zellen. Wie hier beispielhaft fiir ein rot
fluoreszierendes Protein gezeigt, sind die
Unterschiede in der Produktion mit bloRem
Auge erkennbar (Bild: Arbeitsgruppe Prof.
Andreas Moglich).

1

A.Moglich et al.: Design and signaling mechanism
of light-regulated histidine kinases, in: Journal

of molecular biology (2009), Vol. 385, Issue 5, pp.
1433-1444, doi: 10.1016/j.jmb.2008.12.017.

C.Gasser et al.: Engineering of a red-light-activated
human cAMP/cGMP-specific phosphodiesterase, in:
Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, Vol. 111, No. 24, pp
8803-8808, doi: 10.1073/pnas.1321600111.

F.Richter et al.: Engineering of temperature- and
light-switchable Casg variants, in: Nucleic Acids
Research (2016), doi: 10.1093/nar/gkwg3o.

Abb 6: Gerit zur Proteinreinigung
(Foto: Christian WiBler).
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Biochemische Physik

MIT PHYSIK UND CHEMIE DEN MOLEKULEN DES LEBENS AUF DER SPUR

Oxana Kempf, Doktorandin und Mitglied der Arbeitsgruppe Biomolekulare Kinetik an der Univer-
sitdt Bayreuth, bereitet ein Experiment an einer Stopped-Flow Apparatur vor, um die Kinetik einer
chemischen Reaktion spektroskopisch zu verfolgen (Foto: Norbert Achtelik).
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it Sicherheit macht im Augenblick kein

Wissenschaftsgebiet an so vielen Fronten
mehr Fortschritte als die Biologie, und wenn wir
eine der erfolgreichsten Annahmen nennen sollen,
die mehr und mehr hilft, das Leben zu verstehen,
so ist es die, dass alle Dinge aus Atomen bestehen
und dass alles, was lebende Dinge tun kdnnen,
durch das Rutteln und Wackeln von Atomen er-
klart werden kann.”! Dies sagte schon vor mehr
als 50 Jahren der Physik-Nobelpreistrager Richard
Feynman in seinen berthmten Vorlesungen zur
Physik. Immer noch ist dieser Satz gultig, heute
vielleicht sogar mehr als damals. Jetzt beginnen
wir zu verstehen, wie sich — bestimmt durch die
Gesetze der Physik — Atome zu den Molekilen
und Aggregaten zusammenfiigen, die in einem
faszinierenden Zusammenspiel die Vielzahl von Le-
bensprozessen hervorbringen.

Vom MOLEKUL ZUM BIOCHEMISCHEN PROZESS

Wahrend Nukleinsduren wie DNA und RNA die
Trager der biologischen Information sind, set-
zen Proteine diese Information in biochemische
Prozesse um und fithren die verschiedensten
Aufgaben durch: Sie geben Zellen und Organis-
men Form; sie helfen den Organismen, die un-
terschiedlichsten Bewegungen auszufihren; sie
transformieren unterschiedliche Energieformen in
biologisch verwertbare Energie; und sie arbeiten
als Katalysatoren im Stoffwechsel und bei der Bio-
synthese fast aller biologischer Substanzen. Um zu
verstehen, wie ein Protein all diese verschiedenen
Aufgaben ausfiihren kann, setzt die Forschung ein
breites Spektrum unterschiedlicher Technologien
und Verfahren ein. Interdisziplindre Kooperatio-
nen sind dabei fir den Forschungserfolg oftmals
entscheidend. Ein Beispiel hierftr ist der Verlauf
eines Projektes aus der Arbeitsgruppe Biomoleku-
lare Kinetik, das von der DFG geférdert wurde,
aber noch nicht abgeschlossen ist.

Im Mittelpunkt des Projekts steht ein spezielles
Enzym. Enzyme sind Proteine und fungieren im
Organismus als Katalysatoren. Wie alle Katalysato-
ren arbeiten sie in einem Zyklus. Zunachst bindet
ein umzusetzendes Molekil, das Substrat, an das
Enzym. Dieses Substrat wird dann meist in mehre-
ren Schritten Uber verschiedene Zwischenproduk-
te (Intermediate) chemisch verandert. SchlieBlich
trennt sich das Enzym vom Reaktionsprodukt, und
der Zyklus kann von neuem beginnen (Abb. 1).

Das Enzym, das im Rahmen

des Projektes untersucht wird,

ist die Phytochelatin-Synthase

(PCS), die zur grofRen Familie

der Peptidasen gehort. Dies

sind Proteine, die die Peptid-

bindungen anderer Proteine

spalten. PCS hat jedoch nicht

nur die Fahigkeit, Peptidbin-

dungen zu spalten, sondern ist

auch imstande, neue Bindungen zu

kntpfen. Diese sogenannte Transpepti-
dase-Aktivitdt macht PCS fur die Biotech-
nologie und Biomedizin hochinteressant, weil
sie grundsétzlich die Maoglichkeit bietet, Enzyme
fur die Herstellung von Peptiden einzusetzen. Die
Funktionsweise von PCS auf molekularer Ebene
detailliert zu verstehen, war daher von vornherein
das Ziel des Projekts. Gerade in der Anfangsphase
bewéhrte sich dabei die interdisziplinare Zusam-
menarbeit auf dem Bayreuther Campus:

m Prof. Stephan Clemens vom Lehrstuhl fur
Pflanzenphysiologie stellte der Arbeitsgrup-
pe das Gen zur Verfugung, das man fur die
Herstellung des Proteins PCS benétigt.

m Bei der biotechnologischen Herstellung von
PCS, der Expression, leistete Prof. Wulf Blan-
kenfeldt vom Lehrstuhl fir Biochemie wert-
volle Unterstlitzung. Seine Forschungsgruppe
stellte Uberdies neue Kristallstrukturen zur
Verfligung (Abb. 2), die detaillierte Erkennt-
nisse Uber die Wechselwirkungen zwischen
PCS und seinem Substrat ermoglichten.

m Die chemischen Prozesse, die an dem Zyklus
von PCS beteiligt sind, sind in ihrer raschen
Abfolge von einer starken Dynamik gepragt.
Einen ersten Eindruck davon lieferten enzym-
kinetische Analyseverfahren, die mit Hilfe
der magnetischen Kernresonanzspektrosko-
pie (NMR) angewendet wurden. Hier war die
Expertise der Arbeitsgruppe von Prof. Paul
Rosch am Lehrstuhl fur Biopolymere von
grofRem Nutzen.

Abb. 1: Schematische Darstellung eines

enzymatischen katalytischen Zyklus. Ein
Substratmolekiil (S) bindet an ein Enzym (E)
und bildet einen Enzym-Substrat-Komplex (ES).
Das Enzym modifiziert das Substrat meist
tiber einen oder mehrere Intermediate (I) zum
Produkt (P), das schlieBlich vom Enzym disso-
ziiert. Das Enzym ist dann frei fiir einen neuen
katalytischen Zyklus (Grafik: Elisa Bombarda).

,DIE MODERNEN BIOWISSENSCHAFTEN SIND INTERDISZIPLINAR."

Doch so wichtig diese enzymkinetischen Einsich-
ten auch waren, sie erlaubten keine detaillierte
mechanistische Interpretation biochemischer Pro-
zesse. An diesem Punkt war es die Fluoreszenz-
spektroskopie, die Fortschritte in diese Richtung
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Abb. 2: Ausschnitt aus der Kristallstruk-

tur des Enzyms Phytochelatin-Synthase
mit einer Auflésung von 0.95 Angstrom. Die
hohe Auflésung der Struktur erlaubt es, indi-
viduelle Atome im Molekiil zu identifizieren
(Aufnahme: Dr. Elisa Bombarda).

AUTORIN

Dr. Elisa Bombarda ist Grup-

penleiterin der Arbeitsgruppe
Biomolekulare Kinetik und zur Zeit
Mitglied in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Andreas Moglich (Biochemie).

Abb. 3: FRET-basierte-Strategie

zum Verfolgen der enzymatischen
Reaktion von Phytochelatin-Synthase (PCS)
(Grafik: Elisa Bombarda).

ermoglichen sollte. Allerdings macht es diese
Technologie erforderlich, die zu analysierenden
Molektle chemisch zu modifizieren. So wurde
auch das Molekdl, das durch PCS gespalten wird,
mit zwei Farbstoffen markiert, um es fluoreszenz-
spektroskopisch zu untersuchen. Ein FRET-basiertes
Experiment sollte genaueren Aufschluss Uber das
Verhalten dieses Molekils geben (Abb. 3). Doch
das Experiment fithrte zunéchst nicht zu den er-
warteten Erkenntnissen. Bei der Suche nach der
Ursache halfen erneut enzymkinetische Untersu-
chungen mittels NMR. Es stellte sich heraus, dass
die farbliche Markierung des Molekuls eine dra-
matische Verlangsamung der chemischen Reaktion
bewirkt hatte.

Um diese Schwierigkeit zu Gberwinden, wurde ei-
ner der verwendeten Farbstoffe, der weit verbrei-
tete Fluoreszenz-Loscher Dabcyl, néher untersucht.
Die Ergebnisse gaben zu der Vermutung Anlass,

dass die Loslichkeit dieses Farbstoffs verbessert
werden misse, was durch chemische Modifikati-
onen erreicht werden konnte. Der neu syntheti-
sierte Farbstoff erhielt den Namen Hydrodabcyl
(Abb. 4). Bei diesen Arbeiten bewahrte sich der
enge Kontakt zur Forschungsgruppe von Prof. Rai-

Abb. 4: Fluoreszenzquench-Farbstoffe Dabcyl und die

neue Modifikation Hydrodabcyl. Die eingefiihrten
Modifikationen verbessern die Wasserléslichkeit des Farb-
stoffs, was gerade fiir biologische Anwendungen von groBer
Wichtigkeit ist.

ner Schobert am Lehrstuhl fir Organische Che-
mie. Weitere Untersuchungen ergaben, dass der
modifizierte Farbstoff Hydrodabcyl tatsachlich in
der Lage ist, Dabcyl in vielerlei Hinsicht zu erset-
zen. Er stellt mithin eine sehr attraktive Alterna-
tive zu diesem héufig verwendeten Farbstoff dar.
Deshalb hat die Bayreuther Forschungsgruppe die
Synthese und die Anwendung von Hydrodabcyl
zum Patent angemeldet, das im Sommer 2016 of-
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fengelegt wurde.? Seither wird der neue Farbstoff
mit Erfolg fir FRET-basierte Experimente einge-
setzt, die nicht langer durch eine Verlangsamung
der chemischen Reaktion beeintrachtigt werden.
Sie fordern schrittweise neue Erkenntnisse Uber
den Mechanismus des Enzyms PCS zutage.

Neben den experimentellen Untersuchungen wer-
den auch eine Reihe von theoretischen Untersu-
chungen durchgefiihrt. Hierbei besteht eine enge
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof.
Matthias Ullmann auf dem Gebiet der Computer-
gestiitzten Biochemie. Elektrostatische Berech-
nungen und Simulationen sowie eine Kombination
quantenchemischer und molekularmechanischer
Modelle machen es moglich, biochemische Prozes-
se auf unterschiedlichen Zeit- und GréRenskalen zu
beschreiben und nachzustellen.? Die Untersuchun-
gen zum Enzym PCS sind noch nicht abgeschlossen
und halten sicherlich noch weitere Uberraschun-
gen bereit. Am bisherigen Verlauf dieses Projekts
lasst sich aber bereits ablesen, wie facettenreich
und zugleich herausfordernd Untersuchungen
sind, die Licht in das Wechselspiel von Struktur
und Funktion der Biomolekdle bringen wollen.

PHYSIK ALLEIN IST NICHT GENUG

Die Biophysik ist ein weites Gebiet, das zwischen
den traditionellen Wissenschaftsdisziplinen an-
gesiedelt ist. Die Fragestellungen sind biologisch
motiviert. Ziel ist es, die héaufig sehr komplex
scheinenden biologischen und biochemischen Pro-
zesse durch einfache physikalische Prinzipien zu
erklaren. Oft ist der Weg zu diesen Erklarungen
nicht direkt und bedarf der Wechselwirkung nicht
nur mit der Biologie, sondern auch und gerade mit
der Chemie und Informatik. Die modernen Biowis-
senschaften sind interdisziplinar. Dabei sollte man
unter Interdisziplinaritat nicht nur die Kooperati-
on mit Wissenschaftlern aus anderen Disziplinen
verstehen, auf deren Expertise man sich verlassen
kann. Vielmehr ist es notwendig, sich selbst eine
Expertise in den Nachbardisziplinen aufzubauen,
um Starken und Schwéchen der verschiedenen
Methoden besser einschatzen zu kdnnen und kre-
ativ neue Zugénge zu ungelosten Fragestellungen
zu entwickeln. Dieses Ziel kann man langfristig nur
erreichen, wenn man das Denken in Schubkésten
aufgibt, dass trotz gegenteiliger Bekundungen oft
noch in den Koépfen verankert ist.

MOLEKULARBIOLOGIE
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“Certainly no subject or field is making more
progress on so many fronts at the present moment
than biology, and if we were to name the most
powerful assumption of all, which leads one on
and on in an attempt to understand life, it is that
all things are made of atoms, and that everything
that living things do can be understood in terms
of the jigglings and wigglings of atoms.” Richard
Feynman, The Feynman Lectures on Physics, 1964
Oxana Kempf, Karl Kempf, Rainer Schobert,

G. Matthias Ullmann, and Elisa Bombarda:
Hydrodabcyl. Internationale Patentanmeldung
PCT/EP2015/077982; WO 2016/083611, Veroffentli-
chungstag: 02.06.2016.

G. Matthias Ullmann and Elisa Bombarda: pKa
values and redox potentials of proteins. What do
they mean? Biol. Chem., 394: 61-619, 2013.- G.
Matthias Ullmann et al.: Theoretical Analysis of
Electron Transfer in Proteins: From Simple Proteins
to Complex Machineries. In Advances in Photosyn-
thesis and Respiration Vol. 41: Cytochromes and
Cytochrome Complexes: Structure and Function.
(William A. Cramer and Toivo Kallas eds), Springer
Verlag. pp.99-127,2016.

Der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)

Eine besonders wichtige experimentelle Technik, die Auskiinfte (iber die Zustande von Molekilen geben kann, ist die optische Spektroskopie, zum Bei-

spiel die Fluoreszenzspektroskopie. Ein interessantes Phanomen in diesem Zusammenhang ist der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET). Er wird

nach dem Wissenschaftler Wilhelm Forster (1832 — 1921), der fiir dieses Phdnomen erstmals eine mathematische Beschreibung lieferte, auch Forster-

Resonance-Energietransfer bezeichnet. Beim FRET erfolgt eine Energielibertragung zwischen zwei Licht absorbierenden Molekiilen,den Chromophoren

(Abb. 5). Dabei Uibertragt ein Donor-Chromophor seinen elektronisch angeregten Zustand auf ein Akzeptor-Chromophor. Dieser Energietransfer ge-

schieht strahlungsfrei und nicht durch Fluoreszenz.

Ob zwei Chromophore ein Donor-Akzeptor-Paar bilden konnen, hangt davon ab, inwieweit

sich ihre Emissionsspektren lberlappen. Die Effizienz der Energielibertragung ist umge-

kehrt proportional zur sechsten Potenz des Abstands zwischen Donor und Akzeptor. Da-

durch ist FRET extrem empfindlich gegentber relativ kleinen Abstandsanderungen. FRET

fuhrt zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitat und Lebensdauer des Donors, und, wenn

der Akzeptor fluoreszierend ist, erhoht FRET die Fluoreszenz des Akzeptors. Aus der Mog-

lichkeit, Abstande zu messen, ergeben sich viele Anwendungsmoglichkeiten. Zum Beispiel

kann FRET in lebenden Zellen eingesetzt werden, um Proteine zu lokalisieren oder Wechsel-

wirkungen zwischen Proteinen und zelluldren Strukturen aufzuklaren. Ein weiteres Beispiel

ist die Vielzahl neuer chemischer Sensoren und Biosensoren, die auf der Basis des FRET ent-

wickelt wurden.

Abb. 5: Abstandsabhingigkeit der Energietransfereffizienz eines griinen Fluoreszenzdonors auf einen roten Fluoreszenzakzeptor (Férster-Radius 10 A). Wenn beide
Molekiile sehr nah beieinander sind, sieht man nur die Fluoreszenz des roten Akzeptors. Je weiter sich die beiden Molekiile voneinander entfernen, desto schwacher
wird die Fluoreszenz des Akzeptors und desto intensiver wird die Fluoreszenz des Donors (Grafik: Elisa Bombarda).
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Elektronenmikroskopie

EINBLICKE IN DIE NANOWELT DER ZELLEN

Chloroplasten sind die Zellorganellen, die in pflanzlichen Geweben aus Sonnenlicht Stoffwechsel-
energie erzeugen. Im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) wird die Organisation der Thylakoid-
membranen sichtbar, die die Photosysteme enthalten (Bild: Maximilian Humm und Stefan Geimer).
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er Botaniker oder Zoologe werden will

ohne Mikroskop, ist mindestens ein
ebenso grofler Thor, als wer den Himmel beobach-
ten will ohne Fernrohr.” Mit diesem Satz hat der
Botaniker Matthias Schleiden vor rund 150 Jahren
in Jena den Mechaniker und Unternehmer Carl
Zeill davon Uberzeugt, Mikroskope zu produzieren
und kommerziell zu vertreiben. Gemeinsam mit
seinem Kollegen Theodor Schwann hatte Schlei-
den die Gewebe von Tieren und Pflanzen mikro-
skopisch untersucht und dabei erkannt, dass alle
Organismen aus einer oder mehreren Zellen beste-
hen, und dass die Zelle die grundlegende Struktu-
reinheit aller Organismen ist. Mit dieser Erkenntnis
haben Schleiden und Schwann im Jahr 1839 die
Zelltheorie begriindet. Damit gehdren sie ohne
Zweifel zu den Vétern der modernen Biologie.

VON DER LICHTMIKROSKOPIE
ZUR ELEKTRONENMIKROSKOPIE

An der grundsatzlichen Wahrheit von Schleidens
Aussage hat sich bis heute nichts geadndert: Wer
den Aufbau und die Funktionsweise von Pflanzen
und Tieren — oder auch von Mikroorganismen,
Pilzen und menschlichen Geweben - verstehen
will, braucht dazu Mikroskope. Je tiefer und de-
taillierter diese Einblicke sein sollen, desto kom-
plizierter und aufwendiger konstruiert mussen die
Mikroskope sein. Jedoch gibt es dabei eine durch
die Physik des Lichts bedingte Grenze. Ernst Abbe
war ein Physiker, der zusammen mit Carl Zeif an
der Entwicklung von Mikroskopen gearbeitet hat.
Er erkannte, dass das Auflésungsvermogen eines
Mikroskops — vereinfacht gesagt — der halben
Wellenlange des sichtbaren Lichts entspricht, also
auf etwa 200 Nanometer begrenzt ist (ein Nano-
meter ist ein Millionstel Millimeter). Diese Auflo-
sungsgrenze — auch Abbe-Limit genannt — hatte
Uber 130 Jahre Gultigkeit und wurde erst in unse-
rem Jahrhundert mit der Entwicklung der Super-
Resolution-Microscopy mit einigen physikalischen
Tricks Gberwunden.

Viele Objekte und Strukturen, die von Biologen
untersucht werden, sind jedoch viel kleiner als das
Abbe-Limit. Dazu gehodren beispielsweise Viren,
Zellorganellen oder Strukturelemente von Bakte-
rien. Mit der Einflhrung der Elektronenmikrosko-
pie in die zellbiologische Forschung wurde es ab
der Mitte des 20. Jahrhunderts moglich, diese und
andere Strukturen mit bis dahin ungeahnter Auflo-

sung abzubilden. Im Elektronenmikroskop wird
statt Licht ein Elektronenstrahl auf das Préaparat
gelenkt und anschliefend detektiert. Da die Wel-
lenldnge eines Elektrons sehr viel kleiner ist als die
eines Photons, lasst sich eine mehr als 1000-fach
hohere Auflésung erzielen. So kdnnen zellulére
Strukturen im Nanometerbereich problemlos ab-
gebildet werden, wie zum Beispiel zelluldre Mem-
branen oder Elemente des Zytoskeletts.

Abb. 1: Mit einfachen

Farbetechniken und
Lichtmikroskopen konnten
Biologen im 19.Jahrhundert
bereits einzelne Strukturen
in Zellen darstellen. Die Ab-
bildung zeigt ein Mikroskop-
Stativ von Carl Zei von 1872
(ausgestellt im Abbe-Zentrum
Beutenberg in Jena) und die
Entwicklungsstadien einer
Spermienzelle, wie sie im
Buch ,,Aligemeine Biologie*
von Oscar Hertwig von 1912
dargestellt sind. Durch die
Transmissionselektronen-
mikroskopie (TEM) kénnen
sehr viel kleinere Strukturen
dargestellt werden, wie zum
Beispiel die Elemente des Zy-
toskeletts und die Membranen
der Zellorganellen. Zu sehen
sind das TEM JEOL JEM-2100 im
Labor fiir Elektronenmikrosko-
pie der Universitdt Bayreuth
und eine TEM-Aufnahme der
Mitochondrien im Mittelstiick
von Spermienzellen (Fotos:
Benedikt Westermann; TEM-
Aufnahme: Stefan Geimer).

,DAS HOHE AUFLOSUNGSVERMOGEN DES

ELEKTRONENMIKROSKOPS ERLAUBT FASZINIERENDE

EINBLICKE IN KLEINSTE BIOLOGISCHE STRUKTUREN.

Es gibt zwei unterschiedliche Arten von Elektro-
nenmikroskopen: das Rasterelektronenmikroskop
(REM) und das Transmissionselektronenmikroskop
(TEM). Im REM wird ein biologisches Objekt, das
zuvor mit einer sehr diinnen Edelmetallschicht be-
dampft wurde, im Vakuum mit einem Elektronen-
strahl bestrahlt, der die Oberflache abtastet. Dabei
konnen beispielsweise Details von Bliten, Insekten
oder planktonischen Organismen hochaufgeldst
mit groBer Tiefenschérfe abgebildet werden.

Im TEM wird der Elektronenstrahl durch die Pro-
be hindurchgeschickt und anschlieend mit einem
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Prof. Dr. Stefan Geimer ist Lei-
ter des Labors fiir Elektronen-
mikroskopie der Biologie.

Prof. Dr. Benedikt Westermann

ist Inhaber der Professur fiir
Zellbiologie, der das Labor fiir Elek-
tronenmikroskopie zugeordnet ist.

Leuchtschirm detektiert. Daftir muss die Probe vor-
her fixiert und in sehr diinne Scheiben von 60 bis
200 Nanometer Dicke geschnitten werden, was
etwa einem Zehntausendstel Millimeter entspricht.
Dadurch koénnen beispielsweise Zellbestandteile
wie Mitochondrien oder Chloroplasten mit hochs-
ter Auflosung abgebildet werden. Bei der Elektro-
nentomographie wird die Probe im TEM gekippt
und aus verschiedenen Winkeln abgebildet. Ahn-
lich wie bei der Computertomographie in der Me-
dizin kann man aufgrund dieser Daten ein dreidi-
mensionales Bild der Probe erhalten. So lassen sich
zellulére Strukturen in allen drei Dimensionen mit
hochster Auflésung im Nanometerbereich rekon-
struieren. Bei der Immunoelektronenmikroskopie
werden mit Goldpartikeln beladene Antikérper
verwendet, um bestimmte Proteine in der Probe
zu lokalisieren. Auf diese Weise kdnnen Proteine
in der Zelle sehr viel genauer lokalisiert werden,
als es beispielsweise mit der Fluoreszenzmikrosko-
pie oder anderen lichtmikroskopischen Methoden
moglich ist.

DAs LABOR FUR ELEKTRONENMIKROSKOPIE
DER BIOLOGIE

Das hohe Auflésungsvermdgen des Elektronenmi-
kroskops erlaubt faszinierende Einblicke in kleins-
te biologische Strukturen. Dies hat jedoch seinen
Preis: die Elektronenmikroskope sind aufwendig
konstruiert und dementsprechend teuer in der
Anschaffung. Sie sind wartungsintensiv im Unter-
halt, und die Proben mussen aufwendig prapariert
werden, wozu einiges an Geduld, Geschick und
Training gehort. Daher ist es notwendig, die Ge-

Abb. 2: Raster-

elektronenmi-
kroskopische (REM)
Aufnahme eines
Kopfes der Taufliege
Drosophila melano-
gaster (Bild: Magdale-
naJiinger und Stefan
Heidmann).

rate und das Knowhow in einem zentralen Labor
zu vereinen und den interessierten Arbeitsgruppen
zur Verfigung zu stellen.

Das Labor fur Elektronenmikroskopie an der Uni-
versitat Bayreuth bearbeitet eine Vielzahl von Pro-
jekten aus dem Bereich der Lebenswissenschaften.
Insbesondere im TEM-Bereich konnte mit Unter-
stiitzung der Universitat Bayreuth, des Freistaats
Bayern und des Grof3gerateprogramms der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft (DFG) eine hervor-
ragende Geréateausstattung etabliert werden. Im
Jahr 2008 wurde durch die Beschaffung eines TEM
mit 200 kV Beschleunigungsspannung die Technik
der Elektronentomographie ermdglicht. Im Okto-
ber 2016 wurde ein weiteres TEM beschafft, mit
dem die Analyse von tiefgefrorenen Proben mog-
lich ist (Cryo-TEM). An Peripheriegeréten sind un-
ter anderem eine Hochdruckgefrieranlage und ein
Cryo-Ultramikrotom verfligbar.

Die gute apparative Ausstattung und die im Labor
vorhandene technische Expertise ermdglichen die
Bearbeitung einer grofen Vielzahl von Projekten
zusammen mit zahlreichen Partnern. Neben Bay-
reuther Arbeitsgruppen aus der Biologie und den
Ingenieurwissenschaften kooperiert das Labor mit
externen Partnern im In- und Ausland, aktuell unter
anderen mit Instituten der Max-Planck-Gesellschaft
und der University of California at Davis/USA.

STRUKTUREN VON ZELLORGANELLEN

Die Untersuchung von Zellorganellen, wie zum
Beispiel Chloroplasten und Mitochondrien, bildet
einen besonderen Schwerpunkt unserer Arbeit.’
Ohne Chloroplasten gabe es kein hoheres Leben
auf der Erde. In diesen Zellorganellen, die in al-
len Pflanzen vorkommen, findet die Lichtreaktion
der Photosynthese statt. Dadurch wird die Ener-
gie des Sonnenlichts in Stoffwechselenergie um-
gewandelt, so dass die Pflanze Zellbestandteile
synthetisieren und wachsen kann. Die so gebildete
pflanzliche Biomasse wiederum ist die Grundlage
fur die Nahrungsketten, durch die sich Tiere und
Menschen erndhren. Die Lichtsammelkomplexe
und Photosysteme befinden sich in den Thylako-
idmembranen der Chloroplasten. Dabei handelt es
sich um die komplexesten energieumwandelnden
Membranen, die man kennt. Sie bilden ein zusam-
menhéngendes Lamellensystem und sind an eini-
gen Stellen zu geldrollenéhnlichen Strukturen, den
Grana, Ubereinandergestapelt.



Abb. 3: Transmissionselektronenmikroskopische (TEM)
Aufnahme von Mitochondrien in einer Hefezelle (Bild:
Rita Grotjahn und Benedikt Westermann).

Wahrend die Struktur und Funktion der Thylako-
ide relativ gut bekannt ist, weill man kaum etwas
dariiber, wie sie gebildet werden. Die molekularen
Mechanismen der Biogenese von Thylakoidmem-
branen werden seit 2014 von einer DFG-Forscher-
gruppe untersucht. In diesem Verbund mit dem
Titel ,Biogenesis of thylakoid membranes: Spatio-
temporal organization of photosynthetic protein
complex assembly” kooperiert das Bayreuther La-
bor fur Elektronenmikroskopie mit Arbeitsgruppen
der Humboldt-Universitat Berlin, der Ruhr-Universi-
tat Bochum, TU Kaiserslautern, der LMU Minchen
und des Max-Planck-Instituts fiir Molekulare Pflan-
zenphysiologie in Potsdam-Golm. Das Bayreuther
Labor spielt dabei eine Schlisselrolle, da die Mem-
branstrukturen der Chloroplasten, die untersucht
werden, so klein sind, dass sie nur durch die Elekt-
ronenmikroskopie dargestellt werden konnen.

Mitochondrien kommen in praktisch allen Zel-
len hoherer Organismen vor und werden auch
als ,Kraftwerke der Zelle” bezeichnet, da sie eine
zentrale Rolle im Energiestoffwechsel spielen.
Fehlfunktionen der Mitochondrien flihren zu
neurodegenerativen Erkrankungen, zum Beispiel
Parkinson, und sind eine wichtige Ursache fiir das
Altern von Geweben und Organismen. Mitochon-
drien sind Zellorganellen, die von zwei Membranen
umgeben sind. Die Innenmembran bildet dabei
Einstilpungen in die Matrix, die Cristae. Diese be-
herbergen die Atmungskettenkomplexe, die letzt-
lich daftr verantwortlich sind, die in der Nahrung

enthaltene Energie fir unseren Stoffwechsel ver-
fiigbar zu machen. Ahnlich wie die Thylakoide der
Chloroplasten sind auch die Membranen der Mito-
chondrien und die Architektur der Cristae nur mit
der Technik der Elektronenmikroskopie sichtbar
zu machen. In mehreren von der DFG geférderten
Projekten und in verschiedenen Kooperationen auf
nationaler und internationaler Ebene untersuchen
wir die molekularen Mechanismen, die die Archi-
tektur der Mitochondrien bestimmen.

Dies sind nur einige wenige Beispiele, die bele-
gen, dass die Elektronenmikroskopie eine beson-
ders leistungsfahige Methode ist, um faszinierende
Einblicke in die Nanowelt der Zellen zu erhalten.
Sie liefert nicht nur wichtige Beitrdge fur die For-
schung, sondern ist auch fiir die Ausbildung des
wissenschaftlichen Nachwuchses in der Molekular-
und Zellbiologie unverzichtbar.

MOLEKULARBIOLOGIE

Aus diesen Forschungsarbeiten ist eine Vielzahl
von Publikationen hervorgegangen, u.a.:
Mackinder, LC.M. et al. (2016). A repeat protein
links Rubisco to form the eukaryotic carbon-
concentrating organelle. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
113:5958-5963. doi: 10.1073/pnas.1522866113.
Schneider, A. et al. (2016). The evolutionarily
conserved protein PHOTOSYNTHESIS AFFECTED
MUTANT71 is required for efficient manga-

nese uptake at the thylakoid membrane in
Arabidopsis. Plant Cell, 28:892-910. doi: 10.1105/
tpc.15.00812.

Klecker, T. et al. (2013). The yeast cell cortical
protein Num1 integrates mitochondrial dynamics
into cellular architecture. J. Cell Sci., 126:2924-
2930.d0i:10.1242/jc5.126045.

Connerth, M. et al. (2012). Intramitochondrial
transport of a phosphatidic acid in yeast by a
lipid transfer protein. Science, 338:815-818. doi:
10.1126/science.1225625.

Abb. 4: Masterstudentin Romina
Bachstein B.Sc. bei Forschungsarbeiten

am Transmissionselektronenmikroskop (TEM)
(Foto: Peter Kolb).




M OLAF STEMMANN

Das Ballett der
Chromosomen

NEUE ERKENNTNISSE
ZUR CHOREOGRAPHIE
DER ZELLTEILUNG

Kiinstlerische 3D-Darstellung
von Chromosomen (sst).




hromosomen sichtbar zu machen und zu

beobachten - dies wurde infolge der Ent-
wicklung vergrofernder Linsen und primitiver Mik-
roskope erstmals in der Mitte des 19. Jahrhunderts
moglich. Seitdem haben sie mit ihrem extremen
Formenwandel und ihren dramatischen Bewegun-
gen in sich teilenden Zellen die Forscher stets fas-
ziniert. Tatsachlich fuhrte der Vergleich zwischen
dem ,Chromosomenballett’ bei der Keimzellenbil-
dung (Meiose) und den Vererbungsregeln von Gre-
gor Mendel bereits Anfang des 20. Jahrhunderts
zu der Erkenntnis, dass die Chromosomen die Tré-
ger unserer Erbanlagen/Gene sind. Ein Verstandnis
der Chromosomenbiologie auf molekularer Ebene
blieb jedoch fir weitere rund 100 Jahre vollig aus,
bis unser Wissen um die Jahrtausendwende plotz-
lich rasant zunahm. An dem seither unvermindert
anhaltenden Erkenntniszuwachs in diesem For-
schungsfeld sind auch Bayreuther Wissenschaftler
um den Genetiker Prof. Olaf Stemmann beteiligt.

DER ZELLZYKLUS:
HOCHSTLEISTUNGEN EN SCENE

Die Erbanlagen einer menschlichen Korperzelle
sind auf 46 Chromosomen verteilt und in der Ab-
folge von 6,5 Milliarden DNS-Bausteinen gespei-
chert. Diese Information wird zunéchst innerhalb
des Zellkerns identisch verdoppelt (Replikation). Die
dann vorliegenden 92 DNS-Doppelstrénge wer-
den in Vorbereitung auf die Zellteilung zunéchst in
Transportformen verpackt (Kondensation). Schlief3-
lich werden sie so verteilt, dass die beiden entste-
henden Tochterzellen von jedem Chromosom je
eine Kopie erhalten (Segregation). Diese Vorgange
mussen sich millionenfach fehlerfrei wiederholen,
damit sich aus einer befruchteten Eizelle ein aus
rund 10" Zellen bestehender, gesunder Erwachse-
ner entwickeln kann.

Dass die Replikation, Kondensation und Segrega-
tion der Chromosomen schier unglaubliche Leis-
tungen unserer Zellen darstellen, kénnen folgen-
de Vergleiche ansatzweise deutlich machen: Die
Replikation entspricht dem Abschreiben von drei
Millionen Buchseiten — innerhalb weniger Stunden
und praktisch fehlerfrei! Denkt man sich 1.000
Kilometer Drachenschnur in einen Hupfball ge-
stopft, so wiirde die Kondensation bedeuten, dass
man daraus innerhalb von wenigen Minuten 92
Spulen aufwickelt, ohne dass sich die Schire ver-
knoten oder verheddern. Und bei der Segregation

ist es so, als wirde man aus einem Haufen von 92
Socken die 46 Paare richtig identifizieren — wieder
innerhalb weniger Minuten und mit verbundenen
Augen, denn die Zelle ist ja blind.

DER CHROMOSOMENZYKLUS:
VOM PAS-DE-DEUX ZUR ZELLTEILUNG

Dank intensiver Grundlagenforschung ist es heute
teilweise moglich, diese beeindruckenden zellula-
ren Leistungen in ihren Mechanismen zu erklaren.
So liegt die DNS nicht als chaotisches Knéuel vor,
sondern wird von Proteinen aufgewickelt und in
Schlaufen organisiert. Knoten, die zwangslaufig
entstehen, werden einfach entfernt, indem DNS-
Faden vortbergehend zerschnitten und dann
wieder ohne Ruckstande repariert werden. Fur
die DNS-Verdopplung verfiigt die Zelle Gber sehr
schnelle molekulare Kopiermaschinen, die etwa
1.000 DNS-Bausteine pro Sekunde abschreiben.
Dennoch ist die DNS-Replikation nur dadurch
schnell genug, dass Tausende dieser Kopierma-
schinen gleichzeitig arbeiten.

Ferner werden die identischen Kopien eines jeden
Chromosoms, die sogenannten Schwesterchroma-
tiden, schon bei ihrer Entstehung miteinander ge-
paart. So ist sichergestellt, dass das Problem der
spateren Zuordnung gar nicht erst entsteht. Der
Zusammenhalt der Schwesterchromatiden wird
dabei durch Kohésin vermittelt, einen aus mehre-
ren Proteinbausteinen bestehenden Molekilkom-
plex. Dieser umschlieft die beiden DNS-Faden der
Schwesterchromatiden ringférmig und hélt sie so
verpaart. Damit die DNS-Faden dann wahrend der
Zellteilung — der Mitose — getrennt werden kon-
nen, ist das Enzym Separase unerlasslich. Einmal
aktiviert, wirkt dieses Enzym als Protease, die ge-

Abb.1und 2:
Doktorandin
Kristina Seel M.Sc. bei der

Mikroskopie einer fluo-
reszenzmarkierten Probe
(Foto und mikroskopische
Aufnahme: Lehrstuhl

fuir Genetik, Universitat
Bayreuth).
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Abb. 3: Die Chromosomentrennung

lasst sich im Reagenzglas nachahmen
und studieren. Werden Chromosomen (blau
gefarbt, mit Kinetochoren in rot) mit aktiver
Separase inkubiert, so trennen sie sich in
ihre Schwesterchromatiden (rechts). Dies
geht einher mit der Spaltung von Kohdsin
in kleinere Bruchstiicke (unten). (Bild: LS fir
Genetik, Universitat Bayreuth).

AUTOR

Prof. Dr. Olaf Stemmann ist
Inhaber des Lehrstuhls fur
Genetik an der Universitat Bayreuth.

Abb. 4 (rechts): Fluoreszenzmikrosko-

pische Aufnahme von menschlichen
Krebszellen in verschiedenen Zellzyklusstadi-
en. In sich teilenden Zellen (v.l.n.r.: Prometa-,
Ana- und Telophase) wurden die Chromoso-
men rot gefarbt. Eine Zelle, die ihre Chromoso-
men gerade verdoppelt (S-Phase, oben) wurde
griin angefarbt. In allen Zellen wurden die
Kinetochore, die Anheftungsstellen fiir Mik-
rotubuli auf den Chromosomen, gelb gefarbt.
(Bild: LS fiir Genetik, Universitat Bayreuth).

zielt die chromosomengebundenen Kohasinringe
zerschneidet. Daraufhin trennen sich die beiden
Schwesterchromatiden und werden zu entgegen-
gesetzten Enden der Zelle transportiert (Abb. 3).

DER ZENTROSOMENZYKLUS:
ENTREE DES SPINDELAPPARATS

Der Transport der Schwesterchromatiden wird von
zwei Zellorganellen organisiert, die bereits Ende
des 19. Jahrhunderts von dem deutschen Zellbio-
logen Theodor Boveri beschrieben und Zentro-
somen getauft wurden. Von ihnen strahlen viele
winzige réhrenartige Fasern aus, die miteinander
und mit den Chromosomen verbunden werden.
Dadurch entsteht der sogenannte Spindelapparat
(Abb. 6). Die Zentrosomen bilden die zwei Pole
dieses Apparats, in dessen Mitte die zu trennenden
Chromosomen angeordnet werden. Sobald die
Kohasion durch die Tatigkeit der Separase aufge-
hoben ist, entfernen sich nicht nur die Schwester-
chromatiden, sondern auch die Zentrosomen in ei-
nander entgegengesetzte Richtungen. Dies gelingt
auf folgende Weise: Die Spindelfasern, die mit
den Chromosomen interagieren, werden verkurzt;
gleichzeitig werden die Spindelfasern, die von ent-
gegengesetzten Polen kommend miteinander im
Kontakt stehen, verlangert und von molekularen
Motoren gegeneinander verschoben. Schlieflich
schnurrt sich die Zelle in der Mitte durch, so dass
zwei Tochterzellen mit identischer Chromosomen-
ausstattung und je einem Zentrosom entstehen.

Damit sich bei der nachsten Zellteilung wieder
eine bipolare Spindel bilden kann, muss das Zen-
trosom — dhnlich den Chromosomen - vor der
nachsten Zellteilung zunachst verdoppelt werden.
Jetzt kommen die Zentriolen ins Spiel, zwei ton-
nenformige Strukturen im Innern des Zentrosoms.
Vor der Zellteilung stehen sie in engem Kontakt
rechtwinklig aufeinander, unmittelbar danach ver-
lieren sie aber ihre enge Kopplung. Tatsachlich
stellt diese Entkopplung die Voraussetzung fur die
spatere Verdopplung des Zentrosoms dar. Diese
findet zeitgleich mit der DNS-Replikation statt und
besteht darin, dass an den beiden existierenden
Zentriolen jeweils ein neues Zentriol auswachst.

EXAKTE CHOREOGRAPHIE

Die sehr komplexen Einzelvorgdnge im Zellzyklus
mussen nicht nur duBerst exakt ablaufen; die ver-
schiedenen Prozesse mussen auch zeitlich sinnvoll
aufeinander abgestimmt werden. Gelingt dies
einmal nicht, kommt es zu einer DNS-Schadigung
oder einer Fehlverteilung von Chromosomen:



Alterung, Tod oder Entartung von Zellen kénnen
die Folgen sein. Um diese Herausforderungen zu
meistern, bedient sich die Natur immer wieder der
folgenden vier Mechanismen:

Separase freigesetzt wird, um dann ihrerseits Ko-
hasin zu spalten. Beide Vorgange sind unumkehr-
bar; zerstortes Securin und Kohésin kénnen erst im
néchsten Zellzyklus durch Neusynthese ersetzt wer-
den. Die andere Eigenschaft biologischer Schalter,
also die, binar zu sein, wird typischerweise da-
durch sichergestellt, dass die von ihnen ausgels-
ten Vorgénge sich selbst verstarken. Durch eine
solche positive Ruckkopplung wird zum Beispiel
der Securinabbau, wenn er einmal begonnen hat,
immer schneller und effektiver. Dies fuhrt dazu,
dass er rasch bis zur Vollstandigkeit ablauft.?

3. Wichtige Zellzyklus-Ubergange werden von (iber-
geordneten Kontrollmechanismen zusatzlich Gber-
wacht. Ist die Zelle noch nicht bereit fir den néchs-
ten Schritt, halten diese sogenannten checkpoints
den Zellzyklus an, um Zeit fur die Fehlerkorrektur
zu geben. Ein entsprechender Kontrollmechanismus
in der Mitose verhindert zum Beispiel den Abbau
von Securin so lange, bis alle Chromosomen ord-
nungsgemal mit den Fasern des Spindelapparates
interagieren und zur Segregation bereit sind.

»WICHTIGE SCHRITTE IM ZELLZYKLUS WERDEN DURCH

BIOLOGISCHE SCHALTER AUSGELéST, DIE NUR IN EINE RICHTUNG —

NAMLICH VON ,AUs‘ NACH ,EIN‘ — FUNKTIONIEREN.“

1. Wichtige Zellzyklus-Ubergénge sind redundant
reguliert. Infolgedessen laufen sie selbst dann noch
robust ab, wenn ein Kontrollmechanismus mal aus-
fallt. Eine verfrihte Trennung der Schwesterchro-
matiden wird zum Beispiel normalerweise dadurch
verhindert, dass Separase zunachst gemeinsam mit
dem Inhibitor Securin vorliegt, also mit einem Pro-
tein, das die Separase hemmt. Dennoch sind Mé&u-
se, denen Securin fehlt, lebensfahig und gesund,
weil ihre Zellen es schaffen, Separase durch andere
Eiweile zu inhibieren. Manche dieser alternativen
Regulationsmechanismen sind inzwischen aufge-
klart worden." Genetische Befunde deuten aber an,
dass es noch weitere Geheimnisse zu liiften gilt.

2. Wichtige Schritte im Zellzyklus werden durch
biologische Schalter ausgeldst, die nur in eine
Richtung — namlich von ,Aus’ nach ,Ein" - funkti-
onieren und keine Zwischenzusténde haben (nicht
,ein bisschen an’ sein kdénnen). Anders gesagt:
Sie sind unidirektional, irreversibel und bindr. Die
Schwesterchromatidtrennung wird zum Beispiel
dadurch ausgel6st, dass Securin abgebaut und

4. Um die vielen im Zellzyklus ablaufenden Ereig-
nisse sinnvoll aufeinander abzustimmen, werden
oft die gleichen Eiweifle mehrmals in unterschied-
lichem Kontext verwendet. So vermittelt Kohésin
nicht nur die Paarung der Schwesterchromatide,
sondern tragt gleichzeitig auch zur Kopplung der
Zentriolen bei. Wenn dann Separase in der Mitose
aktiv wird und Kohasin schneidet, 16st dies folglich
nicht nur die Trennung der Schwesterchromatiden
aus. Gleichzeitig wird durch Entkopplung der Zen-
triolen auch die spétere Zentrosomenduplikation
vorbereitet.? Auf diese Weise werden der Chromo-
somen- und Zentrosomenzyklus zeitlich miteinan-
der koordiniert.

Auch wenn alle diese Erkenntnisse uns helfen,
manche der faszinierenden Aspekte des Zellzyklus
besser zu verstehen, so bleiben doch viele beein-
druckende zelluldre Leistungen weiterhin ratsel-
haft. Diese zu entschlisseln und dabei zu klaren,
welche Kontrollen bei schweren Erkrankungen wie
Krebs ausfallen, bleiben wichtige Aufgaben zu-
kunftiger Forschungen.

MOLEKULARBIOLOGIE

Abb. 5: Doktorand Philip Kahlen M.Sc.

bei einem Arbeitsschritt des Klonierens,
einer Technik, die die funktionelle Charakteri-
sierung von Genen erméglicht (Foto: Lehrstuhl
fiir Genetik, Universitat Bayreuth).

1 S.Hellmuth et al.: Positive and negative regulation
of vertebrate separase by Cdki-cyclin Bt may exp-
lain why securin is dispensable (2015), in: The Jour-
nal of Biological Chemistry 290(12), pp. 8002-8010,
doi:10.1074/jbc.M114.615310. - S. Hellmuth et al.:
Human chromosome segregation involves multi-
layered regulation of separase by the peptidyl-
prolyl-isomerase Pin1,in: Molecular Cell (2015), 58(3),
pp- 495-506, doi: 10.1016/j.molcel.2015.03.025.

2 S.Hellmuth et al.: PP2A delays APC/C-dependent
degradation of separase-associated but not free
securin (2014), in: EMBO J. 33(10), pp. 1134-47.

3 Schockel Let. al.: Cleavage of cohesin rings coordi-
nates the separation of centrioles and chromatids
(20m), Nat Cell Biol. 10;13(8):966-72. doi: 10.1038/
ncb228o.

Abb. 6: Bild des Spindelapparats in

einer menschlichen Zelle wahrend der
Zellteilung (Metaphase). Die réhrenformigen
Spindelfasern (Mikrotubuli) sind griin, die
Chromosomen blau dargestellt; rot markiert
sind die Kinetochore, die Anheftungsstellen
fiir Mikrotubuli auf den Chromosomen (Bild:
Wikimedia Commons).



M GERRIT BEGEMANN

Fisch und Mensch

EIN KLEINES MOLEKUL STEUERT DIE ENTWICKLUNG VON EXTREMITATEN

Ausgewidhlte Zellen des Embryos leuchten unter dem Fluoreszenzmikroskop
und ermoglichen so die Identifizierung bestimmter Gewebe (Foto: Peter Kolb).



Angeborene Fehlbildungen der Gliedmafen
treten bei 0,1 bis 0,2 Prozent aller Gebur-
ten auf. Haufig betroffen sind Finger oder Zehen,
in seltenen Féllen kommt es zu schweren Defek-
ten bei Armen und Beinen. Auch in der Evolution
spielt der Verlust von Gliedmafen eine wesentliche
Rolle. Bei Wirbeltieren hat die Evolutionsgeschich-
te dazu gefuhrt, dass die Beine bei Schlangen und
Blindschleichen verschwunden sind. Wale und Del-

Transparenz kann man ohne Eingriffe von auflen
beobachten, wie Vorgénge bei der Entstehung
eines Organs, des Blutgefal- oder Skelettsystems
ablaufen. Noch wichtiger ist, dass es eine grofe
Anzahl unterschiedlicher Zuchtformen von Zebra-
barblingen mit genetischen Defekten der Gliedma-
enentwicklung gibt (Abb. 1).

fine verloren ihre funktionslosen Hinterextremita- »WILL MAN FEHLENTWICKLUNGEN VON MENSCHLICHEN

ten, und bei vielen der flugunfahigen Vogel sind
die Flugel, wie bei den Kiwis, zu unscheinbaren

GLIEDMASSEN VERSTEHEN, KANN MAN DIE ZU GRUNDE
LIEGENDE GENETIK AN FISCHFLOSSEN ERFORSCHEN. "

Stummeln verkimmert. Tatsachlich stammt auch
der Mensch, wie alle Sdugetiere, letzten Endes von
den Fischen ab. Deshalb verwundert es nicht, dass
unsere Arme und Beine aus den Brust- und Bauch-
flossen jener Fische entstanden sind, die erstmals
das Wasser verlieBen und fortan amphibisch oder
ganz an Land lebten. Fische haben wéhrend der
Evolution so haufig die hinteren Extremitéten ver-
loren, dass Carl von Linné die Klassifizierung der
Fische 1894 nach den Bauchflossen vornahm. Er
wurdigte das Phdnomen mit einer eigenen Ord-
nung innerhalb der Fische, den ,fufllosen’ Fischen
(Pisces Apodes).

Scheinbar sind die Bauchflossen entbehrlich und
die Brustflossen nicht — aber warum ist das so? Das
Skelett der vorderen Extremitaten untersttzt bei
Fischen die Kiemenatmung und das Verschlucken
von Beute. Dadurch kénnten schon kleine evolu-
tive Veranderungen der Brustflossen zu schweren
Beeintréachtigungen bei der Atmung und Nah-
rungsaufnahme fuhren. Das Skelett der hinteren
Extremitaten dagegen dient ausschlieBlich der
Verankerung der Bauchflossen. Dass deren Verlust
hinnehmbar ist, zeigen etliche Familien von Fi-
schen, unter ihnen die Aale. Sie kommen ganzlich
ohne Bauchflossen, nie aber ohne Brustflossen aus.

FISCHE ALS MODELLORGANISMEN

Um auf den Ebenen von Zellen und Genen zu ver-
stehen, wie die GliedmafBen von Wirbeltieren ge-
bildet werden, untersucht man diese komplexen
Prozesse an Modellorganismen. Der Zebrabarbling
ist ein kleiner tropischer Fisch, der in der biome-
dizinischen Forschung hohe Wellen schlagt. Er
eignet sich hervorragend, um Embryonen beim
Wachsen zuzuschauen, denn die Fischeier sind
zahlreich, entwickeln sich auferhalb der Mut-
ter und sind komplett durchsichtig. Infolge ihrer

Ausschlaggebend fur die Forschung mit Zebra-
bérblingen ist die Erkenntnis, dass sich sehr viele
Erkrankungen des Menschen im Fisch simulieren
lassen. Denn die meisten der beteiligten Me-
chanismen sind so tiefgreifend in der Evolution
verankert, dass sie in Fischen und im Menschen
annéhernd gleich ablaufen. Will man Fehlentwick-
lungen von menschlichen Gliedmafen verstehen,
kann man die zu Grunde liegende Genetik an
Fischflossen erforschen.

RETINSAURE: UNENTBEHRLICH
FUR DEN KONTROLLIERTEN ABLAUF DER
EMBRYONALENTWICKLUNG

Es gibt eine groBe Anzahl von Genen, die bei der
Entwicklung der Gliedmalen eine Rolle spielen.
Einige von ihnen sind nur in den Hinterextremita-
ten aktiv, wie beispielsweise das Tbx4-Gen in den
Bauchflossen (Abb. 2). Die meisten Gene werden
aber in beiden Gliedmafen benétigt und sind auch
an weiteren Prozessen der Embryonalentwicklung
beteiligt. Ein Beispiel hierfur spielt in der Arbeits-
gruppe von Professor Gerrit Begemann eine zent-
rale Rolle: Retinsaure ist ein kleines Molekul, das
in der Entwicklung aller Wirbeltiere wie ein Ein/
Aus-Schalter fir bestimmte Gene funktioniert.’

Abb. 1: An Schulter-

blatt und Schliissel-
bein einer Zebrabarblings-
larve (in der Form eines
Bumerangs) hangt eine fla-
che Knorpelscheibe, aus der
sich die Knochen der Brust-
flosse entwickeln. Rechts:
Bei einer mutanten Linie
ohne Retinsdure entwickeln
sich die Brustflossen nicht
(Mikroskopische Aufnahme:
Gerrit Begemann).

Abb. 2: Farblicher Nachweis fiir die

Aktivitat des Tbx4-Gens in einer sich
entwickelnden Bauchflosse (Mikroskopische
Aufnahme: Gerrit Begemann).
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Abb. 3: Vor der Untersuchung von

Embryonen werden unbefruchtete Eier
der Zebrabarblinge unter dem Mikroskop aus-
sortiert, am Mikroskop: Doktorandin Heidrun
Draut M.Sc. (Foto: Peter Kolb).

Abb. 4 (rechts): Ein Zebrabarblingsweib-

chen kann bis zu 100 Eier legen. Eizellen
und Embryonen sind transparent und somit
gut zu beobachten (Foto: Peter Kolb).

Abb. 5: Die Larve eines Zebrabarblings,
6 Wochen alt und 1cm lang (Mikrosko-
pische Aufnahme: Gerrit Begemann).

Der Korper kann Retinsaure nicht selber herstellen,
sondern gewinnt sie Uber die Nahrung aus dem
Vitamin A oder als Embryo aus dem Vitaminvorrat
des Dotters. Im Embryo stellen spezialisierte Zellen
in sich entwickelnden Organen ein Enzym her, das
aus Vitamin A Retinsaure gewinnt. Von dort aus
kann Retinsédure wie ein Funksignal auf umliegen-
de Zellen abgestrahlt werden, in deren Zellkerne
eindringen und dort gezielt eine Reihe von Genen
aktivieren. Diese kontrollieren zum Beispiel in den
Gliedmalen, aber auch im Herz und Zentralen
Nervensystem, wichtige Entwicklungsschritte.

Die Arbeitsgruppe Entwicklungsbiologie hat ent-
deckt, dass eine Mutation im Enzym, das Retinsaure
zur Verflgung stellt, zu schweren Entwicklungsde-
fekten dieser Organe fuhrt. Ohne Retinsdure bildet
sich kein Skelett in der Schulterregion, und die Vor-
derextremitaten fehlen. Durch eine zeitlich genau
abgestimmte Blockade der Retinséureproduktion
in gesunden Embryonen konnte die Arbeitsgrup-

pe herausfinden, dass Retinsaure von der Rumpf-
muskulatur produziert wird und von dort auf die
Vorléuferzellen der Brustflossen wirkt.? Retinséure
blockiert hier die Wirkung eines anderen Signalmo-
lekils, das die Entwicklung der benachbarten Herz-
vorlauferzellen unterstltzt. Die Wechselwirkung
der konkurrierenden Signale teilt den gemeinsa-
men Zellpool so auf, dass Herz- und Brustflossen-
entwicklung gemeinsam aus ihm gespeist werden.

Neuere von der DFG-geforderte Studien haben au-
Rerdem gezeigt, dass Retinsaure fiir die Regenera-
tion ausgewachsener Flossen mitverantwortlich ist.
Verletzt sich ein Zebrabarbling an der Flosse, so
wachst das amputierte Gewebe innerhalb von zwei
Wochen komplett nach. Dabei kontrolliert Retinséu-
re die Zellteilung im nachwachsenden Gewebe und
sorgt Uberdies dafir, dass sich Knochenzellen ver-
mehren und wieder so verteilen, dass die Gesamt-
struktur des Flossenskeletts wieder hergestellt wird.?

ENTWICKLUNGSPROZESSE SICHTBAR MACHEN

Wie unterscheidet sich die Entwicklung von Vor-
der- und Hinterextremitdten? Hier liegt der ak-
tuelle Schwerpunkt der entwicklungsbiologischen
Forschung in Bayreuth. Jetzt, da bekannt ist, wie
Retinsdure die vorderen Gliedmafen kontrolliert,
stellt sich die Frage, ob das in den Bauchflossen
des Zebrabarblings genauso funktioniert. Die Fra-
ge ist weder trivial, noch ist sie im Hinblick auf
den derzeitigen Stand der Forschung einfach zu
beantworten. Denn einerseits haben Untersuchun-
gen an Mausen ergeben, dass sich die Hinterbeine
anscheinend auch ohne Retinsaure bilden; ande-
rerseits widerspricht dieser Befund dem gegenwar-
tigen Modell, wie sich Extremitaten bei Wirbel-
tieren grundsatzlich entwickeln: namlich entlang
einer raumlichen Achse, die auf der Rumpfseite
von Retinséure kontrolliert und an der Spitze der



auswachsenden Extremitdt von einem anderen
Wachstumsfaktor gesteuert wird. Wenn dies zu-
trifft, wirde Retinsaure auch die Entwicklung der
Hinterextremitaten beeinflussen. Die geplanten
Untersuchungen an Fischen als Modellsystem kon-
nen also dazu beitragen, diesen grundlegenden
Entwicklungsprozess bei Wirbeltieren aufzukléren.

Die Bauchflossen bei Zebrabarblingen entstehen
erst nach 3 bis 4 Wochen in jungen Larven von 1
cm Lange (Abb. 5). Die Beobachtung der Bauch-
flossenentwicklung gelingt am lebenden Tier durch
Zuchtlinien, bei denen bestimmte Zelltypen durch
farbige Proteine sichtbar gemacht werden. Diese
Molekile leuchten unter schwachem UV-Licht rot
oder griin (Abb. 6), ohne die Fischlarve zu beein-
trachtigen. Auf diese Weise ist es moglich, einzelne
Zellen unter dem Mikroskop zu identifizieren und
sie Uber einen Zeitraum zu beobachten, wéhrend
sie sich zu Knorpelzellen entwickeln und schlief3lich
das Skelett der Bauchflossen anlegen. Um die Funk-
tionen von Retinsdure zu untersuchen, lasst sich die
Flossenentwicklung an den leuchtenden Zellen ver-
folgen, wahrend man ihnen entweder zu viel oder

Abb. 6: Das Skelett der Bauchflossen einer Zebrabarb-

lingslarve. Ausgewachsene Knorpelzellen sind rot
markiert, Bindegewebszellen mit Knorpelvorlaufern leuch-
ten griin (Mikroskopische Aufnahme: Gerrit Begemann).

zu wenig Retinsdure anbietet. Letzteres ist moglich,
indem man das Enzym Cyp26al, das Retinséure
abbaut, gezielt in den Zellen der Bauchflossen ak-
tiviert. Hierfur werden genetisch gezielt veréanderte
Linien von Zebrabarblingen bendtigt, bei denen
Cyp26al ausschlieBlich in den Bauchflossen akti-
viert werden kann. Gleichzeitig gibt es genetische
Tricks, mit denen sich auch die zeitliche Kompo-
nente der Aktivierung kontrollieren lésst. Sobald
ein solches System eingerichtet und erfolgreich ge-
testet worden ist, kénnen prézise Veranderungen
am Retinsdurevorrat vorgenommen werden, ohne
dass andere Organe davon betroffen sind.

MOLEKULARBIOLOGIE

WAs FISCHE UND MENSCHEN VERBINDET

Trotz der Komplexitat und relativen Haufigkeit erb-
licher Defekte bei der Entwicklung von GliedmaRen
sind die zu Grunde liegenden zelluldren Vorgange
noch immer nicht ausreichend verstanden. Unter-
suchungen an geeigneten Tiermodellen bieten die
Chance, ganz gezielt einzelne Faktoren in der Ent-
wicklung an- oder auszuschalten. Fische und Men-
schen stammen von gemeinsamen Vorfahren ab,
die — auch wenn es schon sehr lange her ist — be-
reits paarweise angeordnete Gliedmafen zur Fort-
bewegung besalen. Gesteuert wurde die Entwick-
lung dieser Gliedmafen von Genen, die auch heute
noch in Fisch und Mensch die Baupléane fir Arme,
Beine und die dazu homologen Flossen umsetzen.

Zebrabarblinge gewéhren der Forschung prazise
Einblicke in die hochkomplexe Entwicklung des
Embryos zum erwachsenen Tier. Sie bieten die
Moglichkeit, die an dieser Entwicklung beteiligten
Wechselwirkungen zwischen Zellen, Geweben und
Organen sowie deren genetische Steuerung gezielt
zu untersuchen. Dadurch kénnen wir auch etwas
Uber den Menschen lernen, bei dem uns solche
direkten Einblicke verwehrt bleiben.

Abb. 7: Masterstudentin Marlene

Schmidt B.Sc. untersucht DNA-Sequen-
zen, die fiir die Regulation der Flossenent-
wicklung notwendig sind (Foto: Peter Kolb).

Prof. Dr. Gerrit Begemann ist
Professor fiir Entwicklungsbio-
logie an der Universitat Bayreuth.

1 Vgl.dazu N.Blum, G. Begemann: 2013. The roles of endogenous retinoid signaling in organ and appenda-

ge regeneration. Cellular and Molecular Life Sciences. doi:10.1007/500018-013-1303-7.
2 Y.Gibert et al.: 2006. Induction and prepatterning of the zebrafish pectoral fin bud requires axial retinoic

acid signaling. Development 133: 2649-2659.

3 N. Blum, G. Begemann: 2015. Retinoic acid signaling spatially restricts osteoblasts and controls ray-interray

organization during zebrafish fin regeneration. Development 142:2888-2893, doi: 10.1242/dev.120212,
N. Blum, G. Begemann: 2015. Osteoblast de- and redifferentiation are controlled by a dynamic response to
retinoic acid during zebrafish fin regeneration. Development 142:2894-903. doi: 10.1242/dev.120204.
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Mikroben mit Kompass

WIE BAKTERIEN MAGNETISCHE ORGANELLEN HERSTELLEN

Theresa Zwiener M.Sc., Doktorandin am Lehrstuhl fiir Mikrobiologie,
fiihrt einen Routine-Schnelltest mit dem Wiirfelmagneten durch:
Sind die Bakterien im Kulturréhrchen magnetisch? (Foto: Christian WiBler).



AN NERsm
BAYREUTH

ie Fahigkeit, sich in magnetischen Feldern
zu orientieren, beschrénkt sich nicht auf
hohere Organismen wie Zugvogel, einige Fische,
Insekten oder Fadenwlrmer. Sie findet sich auch
in manchen Mikroorganismen. Diese sogenannten
magnetotaktischen Bakterien kommen zahlreich
im Schlamm von Gewassern vor und besitzen im
Inneren besondere Organellen, die Magnetoso-
men. Diese bestehen aus Nanokristallen eines
magnetischen Eisenminerals, die von einer Mem-
bran umgeben sind (Abb. 1). Jeder einzelne dieser
Partikel stellt einen winzigen Magneten dar, der
je nach Bakterienart eine genau definierte Form
und GroBe besitzt. Die molekularen Mechanismen,
die an der Biosynthese und Funktion dieser einzig-
artigen Magnetsensoren beteiligt sind, stehen im
Mittelpunkt der Forschungsarbeiten am Lehrstuhl

suchung von bakteriellen Zellorganellen sowie fiir

die Analyse von molekularen Prozessen, die an der

Biomineralisation — also der Bildung von Minera-
len durch Organismen - beteiligt sind.

ZELLULARE KOMPASSNADELN FUR DIE
NAVIGATION IM NATURLICHEN LEBENSRAUM

Magnetische Bakterien schwimmen mit Hilfe von
rotierenden Geifleln. Wenn sie sich im naturlichen
Lebensraum bewegen, ist die Ausrichtung jeder
einzelnen Zelle, &hnlich der einer Kompassnadel,
durch die vertikal geneigten Feldlinien des Erdma-
gnetfelds vorgegeben. Jedoch kann die Zelle auf
Umweltsignale in der Weise reagieren, dass sie die
Richtung ihrer Schwimmbewegung umkehrt. Wie

fir Mikrobiologie.
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Besonders gut untersucht ist inzwischen das Bak-
terium Magnetospirillum gryphiswaldense. Als eines
der wenigen natirlich vorkommenden Magnet-
bakterien lasst es sich im Labor zichten und auch
genetisch manipulieren. M. gryphiswaldense dient
als Modell fur die Erforschung der Magnetfeld-
orientierung von Mikroorganismen, flr die Unter-

\ .
\‘Geomagnetlsche

das Forschungslabor am Lehrstuhl fur Mikrobio-
logie herausgefunden hat, wird dies ermdoglicht
durch ein Zusammenspiel mit weiteren komplexen
molekularen Sensorsystemen fur die Wahrneh-
mung von Sauerstoff. Die Bakterien bevorzugen
zwar etwas Sauerstoff fiir die Zellatmung, werden
aber in ihrem Wachstum gehemmt, sobald der
Sauerstoffgehalt in ihrer Umgebung zu hoch wird.
Daher richten sie ihr Schwimmverhalten stets so
aus, dass sie entlang der geomagnetischen Feldli-
nien sehr effizient in Regionen gelangen, in denen
die Sauerstoffkonzentration optimal niedrig ist.
Solche Bedingungen finden sie vor allem in tiefe-

ren Sedimentschichten am Grund von naturlichen
Gewassern (Abb. 2).

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Auf-

nahme des magnetischen Bakteriums
Magnetospirillum gryphiswaldense. Die Zellen
enthalten eine Kette von Magnetosomen, die
als dunkle Strukturen sichtbar sind und eine
GroRRe von bis zu 45 Nanometer haben. Die
Aufnahme links oben zeigt eine VergréRerung
der Magnetosomenkette. An den Zellpolen ist

jeweils eine GeiBel erkennbar (Aufnahme: Dirk
Schiiler).

EXAKTE STEUERUNG KOMPLIZIERTER

Abb. 2: Schema der magnetischen
SYNTHESE-PROZESSE

Navigation im natiirlichen Lebensraum:
Ahnlich einer magnetischen Kompassnadel
richten sich die Bakterien entlang des nach
unten geneigten Erdmagnetfelds aus. Durch
aktive Schwimmbewegungen finden sie mit
Hilfe eines aerotaktischen Sensorsystems auf
sehr effektive Weise die von ihnen bevorzug-

ten sauerstoffarmen (mikroaeroben) Sedi-
mente am Grund von natiirlichen Gewassern.
Darin nimmt die Sauerstoff-Konzentration in
einem Gradienten nach unten hin ab (Grafik:
Dirk Schiiler/Christian Goppner).

Ein Schwerpunkt der Bayreuther Forschungsarbei-
ten besteht darin, den Mechanismus der Biosyn-
these von Magnetosomen zu ergriinden. Damit
eine optimale magnetische Sensorfunktion erreicht
wird, muss die Anzahl, GréBe, Form und Magne-
tisierung der Magnetosomenpartikel prézise re-
guliert werden. Wie sich herausgestellt hat, fuhrt
die mikrobielle Biosynthese tatsachlich zu Mag-
netosomen mit beeindruckend genau definierten
Eigenschaften:! Jeder einzelne Partikel besteht
aus einem Einkristall des magnetischen Eisenoxids
Magnetit (Fe;0,) und ist im reifen Zustand nahezu
exakt 45 Nanometer grof8. Um diese Kristalle her-
zustellen, bilden die Bakterienzellen winzige ,Nan-
oreaktoren”, spezielle Membranvesikel, in denen
die optimalen Bedingungen fir die Bildung von
Magnetit genau eingestellt werden kénnen.
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Abb. 3: Vereinfachtes Schema der

Magnetosomen-Biosynthese in
einem magnetischen Bakterium. Durch
spezifische Transportproteine werden groRRe
Mengen Eisen von auBerhalb der Zelle in die
Magnetosomen-Vesikel aufgenommen. Diese
dienen gewissermafen als ,Nanoreaktoren’, in
denen die Herstellung der Magnetitkristalle
durch bestimmte Proteine genau gesteuert
wird. Die Kristalle werden dann entlang dem
Magnetosomen-Cytoskelett in regelmaRigen
Ketten angeordnet. Hierbei handelt es sich
um eine Struktur, die aus fadenférmigen
Zellstrukturen (Filamenten) aufgebaut ist und
aus dem Protein MamK besteht. Dieses Protein
fungiert moglicherweise selbst als molekula-
rer Motor, der fiir die richtige Positionierung
und Weitergabe der Magnetosomenketten bei
der Zellteilung sorgt (Grafik: Dirk Schiiler).

Wie die Forschungsarbeiten am Lehrstuhl far Mi-

krobiologie weiterhin zeigen konnten, unterliegt

nicht nur die Bildung der einzelnen Magnetitkris-

talle, sondern auch deren Anordnung innerhalb

der Zelle einer exakten biologischen Steuerung. Bis

zu hundert Kristalle missen zu einer linearen Kette

hintereinander angeordnet werden, damit ein ma-

gnetisches Dipolmoment entsteht, das stark genug

ist, die Zelle im relativ schwachen Erdmagnetfeld

auszurichten. Zudem mussen die

Magnetitkristalle bei der

Zellteilung ~ moglichst

gleichmaBig an die

Tochterzellen  wei-

tergegeben  wer-

den. Auch fir diese

Prozesse nutzen die

vermeintlich primi-

tiven  Bakterienzel-

len einen unerwartet

komplizierten Mechanis-

mus. Eine zentrale Funktion

hat dabei ein Protein namens MamK?, das dem

aus hoheren Organismen bekannten Cytoskelett-
Protein Aktin dhnelt (Abb. 3 und 4).

ZAHLREICHE GENFUNKTIONEN STEUERN
DIE BIOSYNTHESE DER MAGNETOSOMEN

Bisher konnte die Bayreuther Forschungsgruppe
rund 50 verschiedene Genfunktionen identifizie-
ren, die im Zusammenspiel die Bildung der hoch-
geordneten Magnetosomenketten steuern. Die
wichtigsten Magnetosomen-Gene sind in enger
Nachbarschaft hintereinander auf der DNA der
Bakterien angeordnet. Sie kodieren Proteine, die

Abb. 4: Cryo-Elektronentomographische 3D-Rekonstruktion einer M. gryphiswaldense-Zelle mit den Mag-

netitkristallen (rot) und den Vesikeln (gelb). Die Vesikel werden von der Magnetosomenmembran gebildet
und entstehen durch Abschniirung aus der Zellmembran (blau). Die reifenden Magnetitkristalle werden entlang
den Filamenten (griin) des Magnetosomen-Cytoskeletts zu Ketten angeordnet (Aufnahme und Bildbearbeitung:
Mauricio Toro-Nahuelpan, UBT/MPI f. Biochemie, Martinsried).

eine Vielzahl spezieller Funktionen tbernehmen:
den Transport von Eisen, dessen Oxidation und
Reduktion, die Bildung der Membranvesikel, die
Steuerung des Kristallwachstums, die intrazellulére
Anordnung und vieles mehr.

Die gerichtete Inaktivierung oder Modifikation
der Magnetosomen-Gene half nicht nur dabei,
diese Funktionen aufzukléren. Sie fihrte Uberdies
zu interessanten Mutanten mit veranderter Form,
Grofe und Anordnung der Magnetosomenparti-
kel und somit zu deren unterschiedlichen magne-
tischen Eigenschaften. So gelang es vor kurzem,
einen ungewohnlich leistungsfahigen Bakterien-
stamm zu erzeugen. Dieser ist imstande, mehr
als doppelt so viele und zudem deutlich gréBere
Magnetkristalle zu synthetisieren. Damit ist er fur
deren biotechnologische Herstellung hochinteres-
sant.

MASSGESCHNEIDERTE MAGNETNANOPARTIKEL
FUR VERSCHIEDENE ANWENDUNGEN

Bakterielle Magnetosomen sind aber nicht nur
wegen ihrer biologischen Funktion als Magnet-
feldsensoren fur die Forschung interessant. Im
Laufe der Evolution wurden ihre Eigenschaften op-
timiert, ihr Zusammenbau ist fein reguliert, und so
weisen sie besondere Merkmale auf, die sie auch
fur eine Reihe biotechnologischer oder biomedizi-
nischer Anwendungen sehr attraktiv machen. Auf
rein technischem Wege ist es namlich bisher noch
nicht gelungen, Magnetnanopartikel von &hnlich
einheitlicher GroBe, struktureller Perfektion und
Formenvielfalt sowie nahezu idealen magneti-
schen Eigenschaften herzustellen.

Magnetosomen, die aus Bakterien isoliert wur-
den, haben sich in ersten Versuchen gegentber
chemisch hergestellten Kristallen als Uberlegen
erwiesen — zum Beispiel als Kontrastmittel fur
bildgebende Verfahren wie MPI (magnetic partic-
le imaging) und MRI (magnetic resonance imaging),
oder auch bei der Erzeugung von Warme durch
Magnetfelder (Magnetische Hyperthermie). Fur die
Zukunft sind daher interessante biomedizinische
Anwendungen denkbar. So kdnnten bakterielle
Magnetosomen zum Beispiel fir die gleichzeitige
Diagnose und Bekampfung (Theranostik) von Tu-
morzellen eingesetzt werden. Ebenso kdnnten sie
als Vehikel genutzt werden, um beispielsweise
Medikamente magnetisch exakt an ihren Bestim-
mungsort zu dirigieren.



Fur fast alle Anwendungen von Magnetosomen
mussen deren Eigenschaften jedoch optimiert
oder erweitert werden. Die Forschungsgruppe um
Prof. Dirk Schiler hat in den letzten Jahren damit
begonnen, je nach Anwendung mallgeschneiderte
magnetische Nanostrukturen herzustellen — und
zwar durch zielgerichtete genetische Verédnderung
der Bakterien. So kénnen Form und GrofRe der
Magnetitkristalle gezielt so modifiziert werden,
dass sich daraus unterschiedliche magnetische Ei-
genschaften ergeben. Darliber hinaus ist es mog-
lich, zellfremde bioaktive Molekile — zum Beispiel
fluoreszente Molekiile, Enzyme oder sogar tieri-
sche Antikorper — Uber die Magnetosomen-Mem-
bran an die Magnetitkristalle anzukoppeln. Diese
gewinnen dadurch ganz neue Eigenschaften und
zusatzliche Funktionen.

GENETISCHE MAGNETISIERUNG
VON FREMDEN ORGANISMEN?

Fur die Analyse, Veranderung und Anwendung der
Magnetosomen entwickelt die Bayreuther Mikro-
biologie Verfahren, die eine Anzucht der Bakterien
auch in groferem

es, in den nachsten finf Jahren den genetischen
Bauplan der Biosynthese von Magnetosomen
vollstandig zu identifizieren und schlief3lich zu
modifizieren. Dabei sollen genetische Module aus
M. gryphiswaldense, sowie aus anderen — bisher

nicht im Labor kul-

MalBstab  ermog-
lichen.  Besonders ,,BAKTERIELLE MAGNETOSOMEN WEISEN
vielversprechend

. . BESONDERE MERKMALE AUF, DIE SIE AUCH
erscheint  jedoch

die Idee, die gene-
tischen Grundlagen
aus den urspriing-
lichen schlammbe-
wohnenden  Bak-
terien in  andere
Mikroorganismen zu tbertragen, die sich im Labor
leichter handhaben lassen. Dies ist ein keineswegs
triviales Unterfangen. Kurzlich ist es dem Team am
Lehrstuhl fur Mikrobiologie jedoch erstmals gelun-
gen, die Féhigkeit zur Magnetosomenbildung in
ein fremdes Bakterium zu ,transplantieren”. Somit
war der Beweis erbracht, dass es prinzipiell moglich
ist, eine so komplexe Struktur in einem fremden
Organismus herzustellen.?

Dieser Erfolg ist die Grundlage fur ein groBeres
Forschungsvorhaben am Lehrstuhl fiir Mikrobio-
logie, das seit September 2016 vom European
Research Council (ERC) mit einem Advanced Grant
gefordert wird. Ziel des Projekts ,Syntomagx” ist

FUR EINE REIHE BIOTECHNOLOGISCHER
ODER BIOMEDIZINISCHER ANWENDUNGEN
SEHR ATTRAKTIV MACHEN.“

tivierbaren — Ma-
gnetbakterien in
das Genom von
fremden,  zuvor
unmagnetischen
Mikroorganismen
eingeschleust wer-
den. Der Transfer
soll diese Mikroor-
ganismen dazu be-
féhigen, Magnetosomen mit mafgeschneiderten
Eigenschaften herzustellen.

Langfristig konnte so ein molekularer Baukasten
fur die Herstellung von ,Designer-Magnetnano-
partikeln” entstehen. Durch die Ubertragung von
ausgewéhlten bakteriellen Genen kdnnte es in Zu-
kunft moglicherweise sogar gelingen, Zellen hohe-
rer Organismen mit magnetischen Eigenschaften
auszustatten. Daraus wirden sich spannende Per-
spektiven fur die Magnetogenetik, ein noch junges
Teilgebiet der biomedizinischen Grundlagenfor-
schung, ergeben — zum Beispiel im Hinblick auf
die Sichtbarmachung von Zellstrukturen oder die
Untersuchung zellulérer Prozesse.
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Abb. 5: An der Sterilwerkbank:

Dr. Marina Dziuba, Wissenschaftlerin
am Lehrstuhl fiir Mikrobiologie, entnimmt
Bakterienkolonien aus einer Kulturschale.
Die keimfreie Arbeitsatmosphare verhindert
ungewollte Verunreinigungen
(Foto: Christian WiRler).

Prof. Dr. Dirk Schiiler ist

Inhaber des Lehrstuhls fiir
Mikrobiologie an der Universitat
Bayreuth.
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BMC Biology (2016),14:88. doi: 10.1186/512915-016-
0290-1.

3 I.Kolinko et al.: Biosynthesis of magnetic nano-
structures in a foreign organism by transfer of
bacterial magnetosome gene clusters, in: Nature
Nanotechnology (2014) 9, pp.193-197, doi: 101038/
nnano.2014.13.



M THOMAS SCHEIBEL
JOSCHKA BAUER

Die
Schwarze
Witwe
und ihre
Kiinste

BAYREUTHER WISSENSCHAFTLER
ENTSCHLUSSELN MOLEKUL-
STRUKTUREN UND TEILE DES
ASSEMBLIERUNGSMECHANISMUS
DER SPINNENSEIDE

Europdische Schwarze Witwe (Latrodectus
tredecimguttatus) (Foto: Wikimedia Common:s).




pinnenseide ist ein faszinierendes Material:

Belastbarer als Stahl, dehnbarer als Nylon,
und dunner als ein menschliches Haar. Sie lasst
sich ohne Ruckstande biologisch abbauen, 16st
keine Allergien aus und kann bis zu einem Viertel
ihres Eigengewichts an Wasser aufnehmen. Wie
gelingt es der Spinne, dieses einzigartige Material
herzustellen, das wie keine andere Faser derartige
Vorziige vereint? Die molekularbiologischen For-
schungen am Lehrstuhl fir Biomaterialien der Uni-
versitdt Bayreuth haben in den letzten Jahren ent-
scheidend dazu beitragen kénnen, Licht in diese
Kinste der Spinne zu bringen. Fir deren Verstand-
nis ist es zunachst wichtig, sich den allgemeinen
Bauplan der Spinnenseide vor Augen zu fuhren.

Der Spinnenseidenfaden besteht aus einem Netz-
werk an Seidenproteinen, die sich jeweils aus drei
Abschnitten zusammensetzen, sogenannte Domé-
nen: Eine grofle Kerndomane besteht aus kurzen,
sich wiederholenden Aminosduresequenzen ahn-
lich einem molekularen LEGO-Gebilde, das sich aus
immer wiederkehrenden Einzelbausteinen (die alle
gleich aussehen) zusammensetzt. Die Kerndoméne
wird an beiden Enden von einzigartigen Doménen
(sozusagen von ,Sonder-Bausteinen’) flankiert. Die-
se werden in Bezug auf eine freie Aminogruppe
als ,N-terminale Doméne’ und in Bezug auf eine
Carboxyl-Gruppe als ,C-terminale Domane’ be-
zeichnet. Wahrend sich verschiedene Seidenpro-
teine hinsichtlich der Aminoséuresequenz in den
Kerndomanen unterscheiden, weisen sie eine hohe
Identitat in ihren End-Domanen auf.

Die Bayreuther Forschungsgruppe um Prof. Tho-
mas Scheibel hat herausgefunden, dass die auf3er-
ordentlichen Eigenschaften der Spinnenseide we-
sentlich den Strukturen zu verdanken sind, die aus
diesen ,dreiteiligen’ Proteinen gebildet werden.
Die Entstehung des Spinnenseidenfadens ist ein
fein differenzierter Prozess, der sich in verschiede-
nen Abschnitten der Spinnendrise abspielt.

IMm DRUSENSACK DER SPINNE:
PROTEINE IN WASSRIGER LOSUNG

Zundchst einmal finden sich die einzelnen, im Dru-
sengewebe synthetisierten Proteine im Drisensack
der Spinne zusammen. Hier bilden sie, wie die Bay-
reuther Wissenschaftler herausgefunden haben,
kugelformige Strukturen (Mizellen), die Eigen-
schaften von Flussigkristallen aufweisen. Bereits in

diesem Stadium beginnt die Vernetzung: Jeweils
zwei Proteine lagern sich parallel zueinander an
und verklammern sich tber ihre C-terminalen Do-
manen. Diese Klammer wird durch eine chemische
Bindung (Disulfidbriicke) noch verstarkt. So ent-
stehen jeweils Dimere: Paare von Seidenproteinen,
die an ihrem einen Ende zusammengebunden sind
und an den zwei losen Enden von den zunéchst
partnerlosen N-terminalen Doménen begrenzt
werden. Dies gewahrleistet, dass die Proteinketten
sich in der wassrigen Losung frei bewegen kénnen
und nicht verklumpen. Diese gute Loslichkeit wird
durch die wasserliebenden C- und N-terminalen
Domaénen vermittelt, die sich auf der Oberflache
der Mizelle befinden.

IM SPINNKANAL:
UBERGANG ZUM REISSFESTEN MATERIAL

Der Ubergang von einer Proteinlésung zu einem
Seidenfaden wird forciert, sobald die Spinne die
Dimere in den Spinnkanal driickt. Jetzt andert
sich die chemische Umgebung der Proteine: Der
pH-Wert sinkt schrittweise von 7.2 auf 6.0, und
der Salzgehalt verringert sich. In einer kirzlich
verdffentlichten Studie’ hat die Bayreuther For-
schungsgruppe herausgefunden, dass diese neuen
Umgebungsbedingungen in den N-terminalen Do-
manen Umstrukturierungsprozesse auslosen, die
fur die Entstehung eines reif3festen und elastischen
Seidenfadens ganz entscheidend sind. Die N-ter-
minalen Doménen weisen namlich zwei rdumlich
getrennte Bereiche auf ihrer Oberflache auf. Diese

Abb. 1: Mit Hilfe von molekularbiologi-
schen Methoden konnten die Gene der
Seidenproteine von der Schwarzen Witwe auf
Darmbakterien iibertragen werden. Im Labor:
Doktorand Joschka Bauer M.Sc. und Doktoran-
din Vanessa Trossmann M.Sc.
(Foto: Christian WiBler).

Abb. 2: Die Spinnenseidenproteine

werden rekombinant in Bakterien
hergestellt. Um an die Proteine zu gelangen,
schlieBt Joschka Bauer M.Sc. die Zellen mit
Hilfe eines Hochdruck-Homogenisators auf
(Foto: Christian WiBler).
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Abb. 3: E. coli in der Tieftemperatur-

Elektronenmikroskopie. (Foto: United
States Department of Agriculture, Agricultural
Research Service, ID K11077-1, Quelle: Wikime-
dia Commons).

AUTOREN

Prof. Dr. Thomas Scheibel ist

Inhaber des Lehrstuhls fiir
Biomaterialien an der Universitat
Bayreuth (Foto: © AMSilk GmbH).

Joschka Bauer M.Sc. ist

wissenschaftlicher Mitarbeiter
und Doktorand am Lehrstuhl fiir
Biomaterialien.

Abb. 4: In der wéssrigen Losung der
Spinndriise sind die N-terminalen
Doménen noch partnerlos (die C-terminalen

Domanen sind in der Driise schon dimerisiert).

Beim Ubergang in den Spinnkanal dimeri-
sieren auch die N-Termini, und es entsteht
dadurch eine sehr lange Kette quervernetzter
Proteine, die im Prinzip endlos fortgesetzt
werden kénnte (Grafik: Joschka Bauer).

enthalten saure Aminoséureseitenketten, die bei
neutralem pH-Wert (pH 7) eine negative Ladung
aufweisen — und zwar deshalb, weil sie im Dri-
sensack Protonen an ihre Umgebung abgegeben
haben. Im Detail lassen sich innerhalb der Domé-
ne eine Glutaminsaure an Position 114 (,E114")
sowie eine rdumlich davon entfernte Gruppe von
Asparagin- und Glutaminsauren an den Positionen
,D39’, ,E76" und ,E81" unterscheiden. Das Absen-
ken des pH-Wertes im Spinnkanal bewirkt, dass
die zunachst negativ geladenen Aminoséurereste
mit positiv geladenen Protonen bestiickt werden.
Anders gesagt: Sie werden ,protoniert’, und ihre
negative Ladung wird neutralisiert.

Die Bayreuther Wissenschaftler haben nun am Bei-
spiel einer Seidendomane der Schwarzen Witwe
im Detail aufgeschlisselt, wie diese Vorgange die
N-terminalen Domanen beeinflussen. Daflr haben
sie zunachst die genetische Information fur die N-
terminale Domane eines Seidenproteins aus der
Schwarzen Witwe gewonnen. Mit Hilfe von mole-
kularbiologischen Techniken wurde das zustandige
Gen an den interessantesten Positionen (Amino-
sauren) mutiert. AnschlieBend wurden sowohl das
originale Wildtypgen wie auch die neu designten
(mutierten) Gene auf Darmbakterien des Stammes
Escherichia coli Ubertragen (Abb. 3). In Bioreakto-
ren wurden die E. coli anschlieBend kultiviert; da-
bei produzierten sie die N-terminale Doméane und
ihre Varianten. Solche Proteine, die mit gentech-
nisch verdnderten Organismen biotechnologisch
hergestellt werden, nennt man in der Forschung
,rekombinante Proteine’.

Nachdem die bakterieneigenen Proteine von den
Spinnenseidenproteinen abgetrennt waren, konnten
die rekombinanten N-terminalen Doméanen nun mit
Hilfe biochemischer Methoden charakterisiert wer-
den. Dabei stellte sich folgendes heraus (Abb. 4):

m Die Protonierung von Aminosaure E114 be-

wirkt, dass jede N-terminale Domane eine
zweite N-terminale Doméne als Partner fin-
det. Dabei stabilisieren elektrostatische und
hydrophobe Wechselwirkungen die antipa-
rallel zueinander ausgerichteten Domanen.
Da in der Drise der Spinne bereits jeweils
zwei Proteine Uber die C-terminale Doméne
verbunden sind, fihrt die Dimerisierung der
N-terminalen Doméane zur weiteren Querver-
netzung der Seidenproteine. Dies ist der Start-
punkt fur eine Verkntipfung zu einem langen
Molekdl, im Prinzip kénnte die Verknipfung
endlos fortgesetzt werden.

Damit die Bindung zwischen den zwei N-ter-
minalen Domaénen stabilisiert wird, bedarf es
eines zusatzlichen unabhéngigen Prozesses,
der von einer raumlich entfernten Gruppe
aus Aminosauren kontrolliert wird. Die Proto-
nierung der Seitenketten D39, E76 und E91
[6st einen Strukturwechsel — die Forschung
spricht von einer Konformationsanderung
— der N-terminalen Doméne aus. Durch die
Strukturanderung kénnen zusétzliche Bindun-
gen zwischen beiden N-terminalen Domanen
ausgebildet werden.



Diese Erkenntnisse wurden unter anderem durch  Seidenfaden zusammen, der schlieflich von der
den Einsatz der magnetischen Kernresonanzspek-  Spinne aus der Spinndise herausgezogen wird.
troskopie (NMR) in enger Zusammenarbeit mit
der Gruppe von Prof. Stephan Schwarzinger am
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Lehrstuhl fur Biopolymere gewonnen. Mittels
NMR-spektroskopischer Untersuchungen konnte

»MITTELS NMR-SPEKTROSKOPISCHER UNTERSUCHUNGEN

die Proteinstruktur der N-terminalen Domane pra- KONNTE DIE PROTEINSTRUKTUR DER N-TERMINALEN

zise bestimmt werden. So lie3en sich zielgenau die
Aminosauren identifizieren, die einerseits an der
Dimerisierung, andererseits an der Strukturdnde-
rung beteiligt sind. Dass die Quervernetzung der Proteine, ihre Assem-

blierung, von der N-terminalen Domane prézise
Das Netzwerk aus quervernetzten Seidenproteinen  kontrolliert wird, ist entscheidend fur die Entste-
wird im engen Spinnkanal in Léngsrichtung auf-  hung eines Seidenfadens mit einer in der Natur
grund von Scherkraften aneinandergepresst. Die  unUbertroffenen Kombination von Reifl3festigkeit
entstehenden Proteinstrange lagern sich zu einem  und Elastizitét.

Spinnen wie die Spinne: Biomimetische Anwendungen

Auf der Grundlage der bis dahin erzielten molekularbiologischen Erkenntnisse ist es dem
Forschungsteam um Prof. Thomas Scheibel im Jahr 2013 erstmals gelungen, Seidenfaden
herzustellen, welche die gleiche mechanische Belastbarkeit wie natirliche Spinnenseide
aufweisen.? Bei dieser biotechnologischen Herstellung der Seidenproteine im Labor wurden
keine Spinnen, sondern speziell praparierte E. coli-Bakterien eingesetzt. Heute verfligt der
Lehrstuhl tiber eine Spinnanlage, mit der mit Hilfe der Bakterien im Labor hergestellte Sei-
denproteine in stabile Fasern versponnen werden konnen.

Damit wurde die Tir zu einer noch unabsehbaren Vielfalt neuer Materialien und neuer
Produkte aufgestofen, die nicht zuletzt fiir die Biomedizin von groBem Interesse sind. Die
Bayreuther Wissenschaftler haben mit Hilfe einer weiteren Verarbeitungstechnologie bereits
eine Biotinte aus Seidenproteinen entwickelt. Damit kénnen zukiinftig im 3D-Drucker komplexe
Gewebe produziert werden, die zum Beispiel bei Organtransplantationen angewendet werden kdnnen.
Des Weiteren wurden Ummantelungen fiir Brustimplantate entwickelt, die geeignet sind, schmerzhafte
entzlindliche Gewebeverkapselungen zu vermindern. Cremes aus Seidenproteinen, die bereits im Handel
erhaltlich sind, sorgen fiir eine ausreichende Feuchtigkeit der Haut, schiitzen diese vor Umwelteinfliissen
und verleihen ihr einen naturlichen Glanz.

Abb. 6: Ein hochleistungsfahiges Produkt: Spinnenseidenfasern aus biotechnologisch hergestellten Proteinen
mit naturidentischen mechanischen Eigenschaften (Bild: Fa. AMSilk, Planegg/Martinsried).

DOMANE PRAZISE BESTIMMT WERDEN.“

Abb. 5: 3D-gedrucktes Ohr auf
der Basis von Spinnenseide
(Foto: Universitat Wiirzburg).

1 J.Bauer et al.: Residues Control the Dimerization
of the N-terminal Domain of Black Widow Spiders’
Major Ampullate Spidroin 1, Scientific Reports 6, no.
34442 (2016), doi:10.1038/srep34442.

2 Aniela Heidebrecht et al.: Biomimetic Fibers Made
of Rekombinant Spidrions with the same Tough-
ness as Natural Spider Silk, Advanced Materials
(2015), 27/13, doi:10.1002/adma.201404234.




M StePHAN CLEMENS

Den ,guten”
und , bosen”
Metallen auf
der Spur

BAYREUTHER FORSCHUNG AN
MIKROELEMENTEN IN PFLANZEN

Doktorandin Nicole Nagler M.Sc. bei der Infiltration
von Tabakpflanzen. Die natiirliche ,,Genfahre“ Agro-
bacterium tumefaciens wird in die Blatter eingebracht und
sorgt fiir die transiente (voriibergehende) Expression von
Proteinen. Diese konnen dann biochemisch und zellbiolo-
gisch untersucht werden (Foto: Christian WiRler).




edes Lebewesen bendtigt eine Reihe verschie-

dener Metalle. So ist zum Beispiel im mensch-
lichen Korper Sauerstofftransport ohne Eisen nicht
moglich, kénnen Verdauungsenzyme ohne Zink
nicht arbeiten. Etwa ein Drittel aller Proteine in
Pflanzen und Tieren (zu denen natirlich auch der
Mensch zahlt) enthalten fur ihre jeweilige Funktion
essentielle Metallatome. Tiere nehmen diese Me-
talle durch den Verzehr von Pflanzen oder von an-
deren Tieren auf, welche sie wiederum durch das
Fressen von Pflanzen aufgenommen haben. Letzt-
lich héngt also praktisch die gesamte Versorgung
mit Metallen wie Zink und Eisen von der Fahigkeit
der Pflanzen ab, diese aus dem Boden aufzuneh-
men und in alle Gewebe und Organe zu transpor-
tieren. Da etwa die Halfte der Weltbevolkerung
nicht gentigend Eisen und Zink mit der Nahrung
aufnimmt, ist ein wichtiges Ziel der Pflanzenwis-
senschaften die Entwicklung von Nutzpflanzen mit
hoéheren Eisen- und Zink-Gehalten. Dies wird Bio-
fortifikation genannt.’

Leider nehmen Zellen nicht nur die haufig auch als
Mikroelemente bezeichneten essentiellen Metalle
auf, sondern auch solche, die den Mikroelementen
&hnlich sind. Das hochgiftige Schwermetall Cad-
mium zum Beispiel kann mit Zink ,verwechselt”
werden. Da es durch jahrhundertelange industri-
elle Aktivitdten wie Bergbau oder Erzverarbeitung
groBflachig in die Umwelt ausgebracht worden ist,
findet es sich auch in Béden und wird von Pflanzen
aufgenommen. Zwar sind die Raten verglichen mit
Zink gering, doch fthrt diese Aufnahme dennoch
zu einer relevanten Cadmium-Belastung unserer
Nahrung. Da der menschliche Kérper Cadmium
praktisch nicht ausscheiden kann, akkumuliert
das Schwermetall fur Jahrzehnte und kann zu ge-
sundheitlichen Risiken fithren. Die European Food
Safety Authority (EFSA) hat deshalb empfohlen,
die erlaubten Grenzwerte fir Cadmium in Nah-
rungsmitteln zu senken.?

DREI FORSCHUNGSSTRATEGIEN

Forschungsarbeiten am Lehrstuhl ftr Pflanzen-
physiologie verfolgen das Ziel, die molekularen
Mechanismen der Aufnahme und Verteilung von
Metallen wie Zink und Cadmium in Pflanzen aufzu-
kldren. Hunderte von Genen und Proteinen wirken
zusammen, um in jeder Zelle, in jedem Gewebe
und in jedem Organ fir die richtige Zink-Konzen-
tration und -Verteilung zu sorgen. Viele dieser

Gene und Proteine beeinflussen auch die Akkumu-
lation von Cadmium. Das grundlegende Verstand-
nis der Mechanismen soll dabei helfen, Pflanzen
mit hoheren Mikroelementgehalten und weniger
Cadmium zu entwickeln.

Drei Strategien der Bayreuther Forschungsgruppe
lassen sich unterscheiden:

® Mutanten mit gestorter Zink-Homoostase
werden im molekulargenetischen Modellsys-
tem Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand)
isoliert und untersucht. So sollen beteiligte
Gene gefunden und molekular verstanden
werden (Abb. 1).

® Eine Pflanzenart mit der erstaunlichen Féahig-
keit, Zink und Cadmium in Konzentrationen
zu akkumulieren, die hundert- bis tausend-
fach hoher sind als bei normalen Pflanzen,
ist Gegenstand zahlreicher Studien. Diese
Spezies zéhlt zu den metallhyperakkumulie-
renden Pflanzen und heif8t Arabidopsis halleri
(Hallersche Schaumkresse) (Abb. 2), ist also
nahe verwandt mit A. thaliana.

m Andere Untersuchungen befassen sich mit
Gerste als Modell fir Getreide, die mit Ab-
stand wichtigsten Nahrungspflanzen. Von
besonderem Interesse ist dabei der Transport
von Zink, Eisen und Cadmium in den Gerste-
Samen. Jede Pflanze versorgt ihre Nachkom-
men, die im Samen befindlichen Embryonen,
mit allen fir den Start ins selbstandige Leben
notwendigen Stoffen, also auch den Mikro-
elementen. Wie das geht, will die Arbeits-
gruppe Clemens in Bayreuth herausfinden.

Abb. 1: Die Lokalisierung eines Proteins

der Metallhomdostase im Kern von
Arabidopsis thaliana-Wurzelzellen. Das Protein
wurde in transgenen Pflanzen fusioniert, mit
dem Green Fluorescent Protein exprimiert
und leuchtet griin. Die Zellwande sind durch
Propidiumiodid rot gefarbt (Mikroskopische
Aufnahme: Michael Weber).

Abb. 2: Von besonderem Interesse

fiir die Erforschung des pflanzlichen
Metallhaushalts: die Hallersche Schaumkresse
(Arabidopsis halleri) (Foto: Lehrstuhl fir Pflan-
zenphysiologie).
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AUTOR

Prof. Dr. Stephan Clemens ist

Inhaber des Lehrstuhls fiir
Pflanzenphysiologie an der Universi-
tat Bayreuth.

Abb. 3: Dr. Michael Weber, Akademischer

Rat am LS Pflanzenphysiologie, bei der
Elementanalytik mittels Inductively coupled
plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES).
In Pflanzenproben werden so nach Saureauf-
schluss die Konzentrationen wichtiger Metalle
wie Eisen oder Zink bestimmt (Foto: Christian
WiRler).

VERGLEICHE ZWISCHEN MUTANTEN
UND WILDTYP-PFLANZEN

Metalle liegen in ionischer Form in der Bodenlo-
sung vor und werden als lonen in Zellen aufge-
nommen. Da geladene Teilchen und Molekdle
die Membranen, die eine jede Zelle umschlieflen,
nicht passieren konnen, ermoglichen spezielle
Transporter-Proteine die Aufnahme. In der Zelle
mussen Metallionen dann entweder in Proteine
eingebaut oder in die Zellorganellen transportiert
und dort in ihre Zielmolekile eingebaut werden.
Zudem mussen die Mikroelemente aus der Wurzel
in alle oberirdischen Organe Uber zum Teil sehr
grofe Distanzen transportiert werden. Auch mus-
sen die Konzentrationen maéglichst konstant gehal-
ten werden — selbst dann, wenn das Angebot im
Boden je nach Standort und Bedingungen stark
schwankt. Dies ist deshalb unerlésslich, weil auch
essentielle Mikroelemente getreu der Erkenntnis
von Paracelsus — ,Alle Dinge sind Gift, und nichts
ist ohne Gift" — sehr leicht toxisch wirken kénnen,
wenn die Konzentrationen nur etwas Uber den
physiologisch erforderlichen liegen. Im Bayreuther
Labor flr Pflanzenphysiologie wurden zahlreiche
Mutanten isoliert, die in Gegenwart erhéhter Zink-
Konzentrationen groBere Wachstumsschwierigkei-
ten haben als Wildtyp-Pflanzen. Die betroffenen
Gene werden isoliert und ihre Funktion studiert.
Dartiber koénnen molekulare Mechanismen der
Zinkhomoostase aufgeklart werden.

WELTMEISTER IN DER AKKUMULATION
VON METALLEN

In Pflanzen, wie auch im menschlichen Korper
oder in den meisten anderen Organismen, liegt
der Zinkgehalt bei etwa 50 Mikrogramm pro
Gramm Trockengewicht, also bei rund 0.005 Pro-
zent des Trockengewichts. Metallhyperakkumu-
lierende Pflanzen wie Arabidopsis halleri erreichen
weit hohere Gehalte. Feldstudien im Rahmen ei-
nes DFG-Schwerpunktprogrammes zusammen mit
Kooperationspartnern an der Ruhr-Universitat Bo-
chum (Prof. Ute Kramer und Mitarbeiter) haben
Werte von bis zu 5 Prozent des Trockengewichtes
ergeben. Dies ist, wie es aussieht, ein Weltrekord.
Die hochsten Cadmiumkonzentrationen, die im
Rahmen dieser Studien an naturlichen Standorten
gemessen wurden, liegen mit bis zu 0,3 Prozent
ebenfalls um mehrere GroRenordnungen Uber de-
nen normaler Pflanzen.

Die molekulare Analyse dieser Eigenschaften bie-
tet die Chance, Mechanismen der Metallaufnah-
me und -speicherung an einem extremen Beispiel
aufzukléren. AuBerdem lassen sich an diesem Mo-
dell die Wege der Evolution von Anpassungsleis-
tungen sehr gut studieren. Die Untersuchungen
in Bayreuth sowie Arbeiten weiterer Forschungs-
gruppen haben ergeben, dass zahlreiche Gene
der Metallhomoostase in metallhyperakkumulie-
renden Pflanzen anders reguliert sind als sonst in
Pflanzen.

UNTERSUCHUNGEN zU NICOTIANAMIN

Zinktransporter zum Beispiel sind in A. halleri nicht
nur aktiv, wenn Zinkmangel herrscht, sondern je-
derzeit. Dies geht zurlick auf wahrend der Evolu-
tion selektierte Veranderungen in der Kopienzahl
und der Regulation entsprechender Zinktranspor-
ter-Gene.> In Bayreuth wurde dies vor allem fir
die Synthese von Nicotianamin nachgewiesen.
Dieses Molekdl ist in Pflanzenzellen wichtig fur die
Pufferung der schwankenden Zink- und Eisenge-
halte. Nicotianamin sorgt auflerdem fiir die Mo-
bilitat dieser Metalle in der Pflanze. Ohne diesen
Stoff gelangen auch weniger Mikroelemente in
den Samen. Pflanzen wie A. halleri synthetisieren
besonders viel Nicotianamin in ihren Wurzeln und
erreichen so mehr Transport Gber lange Strecken
in die Blatter hinein.*



EISEN UND ZINK:
STUDIEN zZU GETREIDEKORNERN

Wenn wir durch den Verzehr von Getreideproduk-
ten, Hulsenfrichten oder anderen Gemusen Eisen
und Zink aufnehmen, ist fir uns nicht nur wichtig,
wie hoch die Mikroelementgehalte sind (Spinat ist
Ubrigens entgegen hartnackiger Gertichte und der
erstaunlichen Effekte auf Popeye nicht besonders
reich an Eisen). Es kommt ebenso darauf an, wo
und in welcher chemischen Umgebung sich die-
se Mikroelemente in den von uns konsumierten
pflanzlichen Organen befinden. Nur etwa 5 Pro-
zent des aufgenommenen Eisens wird in die Darm-
zellen hineintransportiert. Der Rest wird von den
Transportern nicht ,erkannt’, da sich das Eisen in
Komplexen mit anderen in der Nahrung enthal-
tenen Molekilen befindet. Vollkornmehl enthalt
mehr Eisen und Zink als weiles Mehl, da die Mikro-
elementkonzentrationen in den &uferen Schichten
des Korns groBer sind als im starkehaltigen Teil,
dem Endosperm.

Im Dienste einer besseren Mikroelementversor-
gung ist es notwendig zu verstehen, welche mo-
lekularen Prozesse verantwortlich sind fir die Be-
ladung von Getreidekérnern mit Eisen und Zink.
In Bayreuth werden diese Prozesse in der Gerste
analysiert, die genetisch sehr viel besser zugang-
lich ist als der fur die Erndhrung wichtigere Wei-
zen. Untersuchungen der genetischen Vielfalt
haben dabei ergeben, dass Gerstesorten sich in
den Mikroelement-Konzentrationen der Kérner
stark unterscheiden. In der Zusammenarbeit mit
internationalen Partnern koénnen die Orte der
Akkumulation verschiedener Mikroelemente in

einem Samen bestimmt werden (Abb. 5), wobei
hochauflésende physikalische Verfahren wie die
durch Partikelbeschuss ausgeldste Rontgenfluo-
reszenz (micro-PIXE in der englischen Abkurzung)
zum Einsatz kommen. Auch die Bindungsumge-
bung der Mikroelemente wird in Sorten mit kon-

MOLEKULARBIOLOGIE

Abb. 4: Christiane Meinen (re.), Techni-

sche Assistentin am LS Pflanzenphysio-
logie, erklart Andrea Monroy Licht (li.), Gast-
doktorandin von der Universidad de Cartagena
in Kolumbien, die Bedienung des Gaschroma-
tographie-Massenspektrometers. Mit dieser
Methode lassen sich fiir die Metallhomdostase
wichtige Molekiile, zum Beispiel organische
Sauren, quantifizieren (Foto: Christian WiRler).

,HUNDERTE VON GENEN UND PROTEINEN WIRKEN ZUSAMMEN,

UM IN JEDER ZELLE, IN JEDEM GEWEBE UND IN JEDEM ORGAN FUR DIE

RICHTIGE ZINK-KONZENTRATION UND -VERTEILUNG ZU SORGEN.“

trastierenden Gehalten analysiert. In Zukunft wird
es hoffentlich moglich sein, auch die diesen Un-
terschieden zugrundeliegenden Genvarianten zu
identifizieren und so die Ziichtung von Getreide
voranzubringen, das zu einer besseren Mikroele-
mentversorgung beitragt.

Abb. 5: Die Mikroelemente Zink, Eisen

und Mangan in einem geschnittenen
Korn:li.in einer Gersten-Sorte mit geringer
Akkumulation, re. in einer Gersten-Sorte
mit starkerer Akkumulation (Micro-PIXE-
Aufnahme: Lehrstuhl fiir Pflanzenphysiologie
in Kooperation mit dem Jozef Stefan Institut,
Ljubljana, Slowenien).

1 M.G.Palmgren et al.: Zinc biofortification of cereals:
problems and solutions, Trends in Plant Science
(2008),13: 464-473,10.1016/j.tplants.2009.01.001.

2 S.Clemens et al.: Plant science: the key to preventing
slow cadmium poisoning, Trends in Plant Science
(2013),18,92-99, doi: 10.1016/j.tplants.2012.08.003.

3 M.Hanikenne et al.: Hard selective sweep and
ectopic gene conversion in a gene cluster affording
environmental adaptation., PLoS Genetics (2013),
doi:10.1371/journal.pgen.1003707.

4 U.Deinlein et al.: Elevated nicotianamine levels
in Arabidopsis halleri roots play a key role in Zn
hyperaccumulation (2012), Plant Cell, 24, 708-723, doi:
10.1105/tpc.111.095000.



M ALFoNs WEIG

Molekulargenetische Analysen

WAS FORSCHUNGSRICHTUNGEN VERBINDET — VON DER PHYSIOLOGIE BIS ZUR OKOLOGIE

Moderne molekulargenetische Technologien kommen zunehmend auch bei Analysen

von Freilandproben zum Einsatz. Im Keylab Genomanalytik & Bioinformatik wurden
zum Beispiel Organismengemeinschaften in Biofilmen analysiert, die sich in Bichen der
Frankischen Schweiz gebildet hatten. Die farbigen Balken zeigen die relative Haufigkeit von
Organismengruppen in verschiedenen Proben an (Foto: Lili Nahapetian, Grafik: Alfons Weig).



ie viele Arten von Lebewesen gibt es

auf unserem Planeten? Welche sind
vom Aussterben bedroht oder bereits geféhrdet?
Wie reagieren Lebewesen auf die zunehmende
Belastung durch Chemikalien und andere men-
schengemachte Stoffe? Wie reagieren Okosysteme
auf menschliche Aktivitadten in Landwirtschaft und
Industrie? Diese Fragen stellen sich nicht nur Wis-
senschaftler, Landwirte und Gewerbetreibende, sie
betreffen heute die Gesellschaft insgesamt.

Auch wenn sich Lebewesen in ihrer Form, GroRe
und Gestalt erheblich unterscheiden, arbeiten sie
alle mit &hnlichen zelluldren Maschinerien, um zu
wachsen und sich zu vermehren. Die grofite Ge-
meinsamkeit aller Organismen ist der genetische
Bauplan in Form der Erbsubstanz (der DNS, oder
bei einigen Viren der RNS). Hier ist die Anweisung
fur den Aufbau von Zellbestandteilen, beispiels-
weise der Proteine, gleichsam in einer Bibliothek
hinterlegt. Fir die Forschung ist das Vorkommen
der Erbsubstanz in allen zelluldren Organismen
natlrlich ein Glucksfall, denn dadurch kénnen
analytische Verfahren und Gerate in allen bio-
wissenschaftlichen Disziplinen eingesetzt werden.
Wahrend in vielen Laboren der Biowissenschaften
die einfachen Techniken der DNS-Analyse heu-
te zur Routine gehéren, gibt es auch analytische
Verfahren, die flr viele Bereiche der molekularge-
netischen Forschung unentbehrlich, aber nur mit
groBeren und wesentlich teureren Geréten durch-
fuhrbar sind.

Deshalb hat die Universitdt Bayreuth vor rund
einem Jahrzehnt auf ihrem Campus das zentrale
Labor fur ,Genomanalytik & Bioinformatik” einge-
richtet. Es berdt und unterstltzt Forschende und
Studierende aus verschiedensten biowissenschaft-
lichen Disziplinen dabei,

m das beste Analyseverfahren fir ihre jeweilige
Fragestellung auszuwéhlen,

m wissenschaftliche Experimente zu konzipieren
und durchzufthren und

m die Daten anschlieBend nicht nur auszuwer-
ten, sondern auch hinsichtlich der Fragestel-
lung zu evaluieren.

Die folgenden Beispiele geben einen Einblick in
die vielféltigen Forschungskompetenzen und Ar-
beitsbereiche dieses Keylab.

HOCHDURCHSATZ-SEQUENZIERUNGEN

Das komplette Genom des Menschen oder einer

Pflanze wie der Ackerschmalwand zu entschlls-

seln, hat jeweils rund zehn Jahre gedauert und

schatzungsweise 3 Mrd. Dollar (Mensch) bzw. 100

Mio. US-Dollar (Pflanze) verschlungen. Inzwischen

wurden aber &uferst leistungsfahige DNA-Sequen-

zierungstechniken entwickelt, die es heute erlau-

ben, vergleichbare Genome innerhalb weniger

Wochen zu entschlisseln — und dies fur weniger

als 10.000 Euro. Der Trend zu immer glnstigeren

Analysen scheint sich auch in Zukunft fortzusetzen.

Diese Hochdurchsatz-Sequenzierungen — sie wer-

den auch als Next Generation Sequencing (NGS) be-

zeichnet — liefern mittlerweile mehrere Tera-Basen

Sequenzinformation (1.000.000.000.000 Basen)

pro Lauf. So wére es theoretisch innerhalb weniger

Tage moglich, mit einem Analyselauf das gesamte

menschliche Genom mehrere hundert Male gleich- AbD.1: Hochleistungsfahige Rechner
ermoglichen die Analyse von Next

zeitig zu analysieren. In der Praxis hingegen wer-  Generation Sequencing-Daten (Foto: Christian

den die Gerdte meist dazu genutzt, um weniger ~ WiBler).

komplexe Proben zu analysieren, daftr aber meh-

rere Proben parallel. Das Keylab Genomanalytik &

Bioinformatik arbeitet fir derartige Projekte mit

externen Firmen zusammen, die die Sequenzie-

rungen auf ihren GroRgeraten durchfiihren. Die

Probenvorbereitung sowie die Auswertung und In-

terpretation der Daten geschieht in solchen Fallen

aber im Keylab auf dem Bayreuther Campus.

Keylab Genomanalytik & Bioinformatik

Das Keylab erganzt mit ausgewahlten Analyseplattformen die molekulargenetische For-
schung in den verschiedenen biologischen Disziplinen an der Universitat Bayreuth — von der
Okologie bis zur Physiologie, von der Grundlagen- bis zur angewandten Forschung. Dazu wer-
den Nukleinsaure-basierte Analysen auf eigenen GrofRgeraten durchgefiihrt oder bei Bedarf
mit Analysen bei externen Firmen erganzt. AnschlieRend werden sie mit der im Keylab vor-
handenen Bioinformatik-Infrastruktur ausgewertet. So tragt das Keylab dazu bei, dass For-
schungsprojekte mit modernsten molekulargenetischen Verfahren auf dem Campus effizient
bearbeitet werden kénnen.

Genom: die gesamte DNS-Sequenz (Erbsubstanz) eines Organismus

Gen: kleinste Funktionseinheit eines Genoms, codiert den Bauplan fir ein
bestimmtes Protein und enthalt Regulationsfunktionen fiir dessen Auspragung

Transkriptom: die Gesamtheit der transkribierten (aktiven) Gene

Eukaryontische Mikroorganismen: z.B. Einzeller, Pilze und andere mikroskopisch
kleine Organismen (nicht nur Tiere und Pflanzen)
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Abb. 2: Biogasbildende Gemeinschaft

von Mikroorganismen. Links: lichtmik-
roskopisches, rechts: fluoreszenz-mikroskopi-
sches Bild (Bilder: Agnes Weiss).

ANWENDUNGEN IN
BIOPROZESSTECHNIK UND OKOLOGIE

Mikroorganismen sind allein schon auf Grund ihrer
GroBe schwer fassbar. Um sie dennoch zu identi-
fizieren — beispielsweise in Bodenproben, Biofil-
men oder Biogasanlagen —, werden seit einigen
Jahren kurze, aber fir jede Organismenart még-
lichst eindeutige Genom-Abschnitte analysiert.
Diese Sequenzabschnitte sind den Strichcodes
auf den Waren im Supermarkt vergleichbar und
werden als DNA-Barcodes bezeichnet. Durch Mu-
tation verandern sie sich im Laufe der Evolution.
Deswegen sind sie oft zwischen nah verwandten
Arten bereits so verschieden, dass anhand dieser

,»MIKROARRAYS DER NEUESTEN GENERATION SIND IN DER

LAGE, IN NUR EINEM EXPERIMENT VIELE HUNDERTTAUSEND

TRANSKRIPTEN GLEICHZEITIG AUSZULESEN.

Abb. 3: Dieser Ausschnitt aus anein-

andergereihten Transkripten zeigt
farbig (rot, blau) die Werkzeuge an, die in
verschiedenen Gewebeproben einer Wildbiene
unterschiedlich stark ausgepragt sind (Bild:
Alfons Weig).

Barcode-Sequenzen beschrieben werden kann, aus
welchen Mikroorganismen-Arten sich eine Probe
zusammensetzt. Dies ist sogar dann méglich, wenn
die Probe mehrere tausend unterschiedliche Arten
enthélt. Zwei Bayreuther Forschungsprojekte ma-
chen die Vorteile dieses Verfahrens deutlich:

® In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Ruth Freitag (Bioprozesstechnik) hat

das Keylab Genomanalytik & Bioinformatik in
Proben aus Biogasanlagen rund 2.000 unter-
schiedliche bakterielle Sequenztypen nachge-
wiesen. Erstaunlicherweise &nderte sich die
Zusammensetzung der Organismengemein-
schaft in den ersten sechs Monaten nach In-
betriebnahme der Biogasanlage signifikant."
Diese Erkenntnisse konnen beispielsweise ge-
nutzt werden, um Prozesse in einer Biogasan-
lage zu optimieren.

m Gemeinsam mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Christian Laforsch (Tierokologie) untersuchte
das Keylab die Gemeinschaft von Bakterien
und eukaryontischen Mikroorganismen (Al
gen, Pilzen und einzelligen Tieren) in einem
,Biofilm’. Dieser natlirliche Belag hatte sich
auf Plastikpartikeln gebildet, die einen Monat
lang in einem oberfrankischen Bach gewas-
sert worden waren. Es wurden rund 3.000
verschiedene bakterielle und rund 1.000
eukaryontische  Sequenztypen identifiziert.
Das Besondere: das Organismenspektrum
unterschied sich deutlich auf den verschiede-
nen Arten von Plastik. Wenn also Plastikmdill
in unserer Umwelt zersetzt wird, sind daran
verschiedenste Lebewesen beteiligt. Diese Er-
kenntnis eréffnet grundlegende Einblicke zum
Beispiel in die Zersetzungswege von Plastik.

ORGANISMEN BEI ANPASSUNGEN
AN IHRE UMWELT BEOBACHTEN

Welche Fahigkeiten helfen einem Organismus da-
bei, in der Umwelt zu Uberleben? Wie stellt er sich
auf veranderte Lebensbedingungen ein? Welche
Fahigkeiten gewinnen oder verlieren Individuen
im Laufe ihres Lebens? Diese Fragen lassen sich
heute beantworten, indem man sich nicht nur
die theoretisch verfligbaren Baupléne (Gene) in
einer Bibliothek (Genom), sondern vor allem die
tatsachlich genutzten Bauplane ansieht. Die Ge-
samtheit der tatséchlich genutzten Bauplane ist das



Transkriptom. Dies stellt die Summe der zu einem
bestimmten Zeitpunkt aktiven Gene dar und kann
mit Hilfe der Hochdurchsatz-Sequenzierung ent-
schliisselt werden. Uber die Transkriptomanalyse
kann man einen Organismus dabei beobachten,
welche und wie viele Werkzeuge — beispielswei-
se Proteine — er jeweils bendtigt und herstellt,
um sich auf Bedingungen im Wandel einzustellen
(Abb. 3). Dazu zahlen die sich dndernden natlr-
lichen Gegebenheiten in der Umwelt ebenso wie
Krankheit oder menschliche Einflisse. Man kann
mit dieser Methode verfolgen, wie ein Organismus
den ,Werkzeugkasten’ seiner Gene nutzt, um bei-
spielsweise Stressfaktoren abzumildern oder ihnen
entgegenzuwirken.

Der Vorteil von Transkriptom-Analysen mit Hilfe
der Hochdurchsatz-Sequenzierung besteht vor al-
lem darin, dass sie mit jedem Organismus durch-
gefiihrt werden kénnen — unabhéngig davon, ob
bereits frither an ihm geforscht wurde oder ob es
sich um einen bislang vollig unbekannten Organis-
mus handelt. Damit er6ffnen sich Forschungsmog-
lichkeiten mit Organismen, die nicht zu den in der
Grundlagenforschung vorwiegend bearbeiteten
Modellorganismen gehéren.

MICROARRAYS: KOSTENGUNSTIGE ALTERNA-
TIVEN ZUM NEXT GENERATION SEQUENCING

Fur die Transkriptom-Analysen setzt das Bay-
reuther Keylab nicht allein Verfahren der Hoch-
durchsatz-Sequenzierung, sondern auch Mikroar-
rays der neuesten Generation ein (Abb. 5). Diese
sind technisch sehr ausgereift und verhéltnismaRig
kostenglnstig. Sie sind in der Lage, in nur einem
Experiment viele hunderttausend Transkripten
gleichzeitig auszulesen und somit die Auspragung
von Genen zu analysieren. So fand das Keylab zu-
sammen mit Arbeitsgruppen an der Universitat
Haifa und dem US-amerikanischen Joint Genome
Institute heraus, wie ein Pilz sich anpasst, um im

MOLEKULARE OKOLOGIE

Toten Meer nicht nur zu Uberleben, sondern sich in
dieser fur andere Lebewesen todlichen Salzlake so-
gar zu vermehren.? Wie die Transkriptom-Analyse
unter anderem offenbarte, produziert der im Toten
Meer isolierte Pilzstamm bestimmte Transportpro-
teine. Diese konnen die lonenkonzentration im
Zellinneren beeinflussen und dafir sorgen, dass
der Salzgehalt im Zellinneren noch vertraglich ist.

ANDERN SICH
ORGANISMENGEMEINSCHAFTEN?

Die Prozesse in einem Okosystem sind mannig-
faltig miteinander vernetzt und dadurch hochdy-
namisch. Nicht nur der Wechsel der Jahreszeiten,
klimatische Veranderungen und die wechselnde
Verflgbarkeit von Néhrstoffen, sondern auch die
vom Menschen eingebrachten Veranderungen
konnen sich auf einzelne Organismen oder die
Interaktion zwischen den Organismen - ob for-
derlich oder hinderlich — auswirken. Die Wissen-
schaftler im Keylab Genomanalytik & Bioinforma-
tik sind in der Lage, selbst feine Anderungen in der
Zusammensetzung einer Organismengemeinschaft
zu erkennen. Sie bedienen sich dabei sogenann-
ter Fingerprinting-Methoden, die ebenfalls auf der
Analyse von DNS beruhen. So konnte in Zusam-
menarbeit mit der Bayreuther Arbeitsgruppe von
Dr. Marie Spohn (Bodendtkologie) gezeigt werden,
wie sich bakterielle und pilzliche Gemeinschaften
in Boden andern — je nachdem, wie sie mit Kohlen-
stoff, Stickstoff und Phosphor versorgt werden.?
Die Analysen ermdglichen somit einen weitaus
detaillierteren Blick darauf, welche Organismen-
gruppen fur die Nahrstoffumsetzung im Boden im
Wesentlichen beteiligt sind.

Abb. 5: Microarrays der neuesten Generation tragen Hun-

derttausende von kurzen Gen-Sonden auf einer Flache
von wenigen Quadratzentimetern, mit deren Hilfe die Auspra-
gung eines Gens gemessen werden kann (Bild: Alfons Weig).

Abb. 4: Kiistenstreifen am Toten Meer.
Der Pilz Eurotium rubrum kann sich so

anpassen, dass er trotz des hohen Salzgehalts
des Wassers darin tiberlebt (sst).

AUTOR

PD Dr. Alfons Weig ist Leiter

des Keylab Genomanalytik &
Bioinformatik an der Universitat
Bayreuth.
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Kulturpflanzen
fur den
Klimawandel
fit machen

WIE DIE GENETIK DAZU
BEITRAGT, DASS PFLANZEN
UBERFLUTUNGEN UBERSTEHEN

Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana) in der Klima-
kammer am Lehrstuhl fiir Pflanzenphysiologie (Foto:
Christian WiBler).
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flanzen koénnen im Allgemeinen ihren

Standort nicht verlassen. Sie mussen sich
daher auf wechselnde Gegebenheiten in ihrer un-
mittelbaren Umgebung einstellen, besonders auf
starke Schwankungen von Temperatur und Nie-
derschlagen. Weltweit wird daher erforscht, wie
Pflanzen auf Diirreperioden oder Uberflutung re-
agieren. Dabei kommen sogenannte Modellpflan-
zen zum Einsatz, die genetisch gut charakterisiert
und zugénglich sind. Das prominenteste Beispiel
ist die Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana), de-
ren Genom als erste Pflanzenart sequenziert wur-
de. Neben den etablierten Modellpflanzen gibt es
aber auch Pflanzenarten, die daran angepasst sind,
an extremen Standorten, wie etwa in Wstenregi-
onen oder in Stmpfen, zu Uberleben. Die mole-
kulare Untersuchung dieser Anpassungsleistungen
ist sehr spannend, steckt derzeit aber noch in den
Kinderschuhen.

Angesichts des globalen Klimawandels gewinnt
dieses Forschungsfeld aber an Bedeutung. Klima-
modelle und tatséchliche Beobachtungen lassen
befiirchten, dass Extremwetterereignisse wie Hitze-
und Durreperioden oder Starkregen in den kom-
menden Jahren immer haufiger vorkommen. Dies
stellt insbesondere die Landwirtschaft vor neue He-
rausforderungen. Denn Kulturpflanzen zeigen ihre
hochsten Ertrdge nur bei optimalen Wachstumsbe-
dingungen, und jedes Abweichen davon fihrt zu
Ertragsverlusten (Abb. 1). So entwickelt sich eine
bedrohliche Liicke: Einerseits steigt der Bedarf an
Nahrungsmitteln, weil die Weltbevolkerung zu-
nimmt; andererseits fallen die Ertrage infolge extre-
mer Wetterereignisse. Eine bessere Anpassung der
Kulturpflanzen an solche Stressfaktoren ist also von
grofBter Bedeutung fir die Zukunft der Menschheit.

SAUERSTOFFMANGEL BEI UBERFLUTUNGEN

Die Arbeitsgruppe fur Pflanzengenetik an der Uni-
versitat Bayreuth befasst sich mit den Reaktionen
von Pflanzen auf Uberflutungen, wie sie zum Bei-
spiel nach Starkregen oder beim Frithjahrstauwetter
auftreten. Obwohl Pflanzen durch Photosynthese
Sauerstoff selbst produzieren, sind ihre unterir-
dischen Organe wie Knollen und Wurzeln darauf
angewiesen, dass sie sich von auflen mit Sauer-
stoff zur Energieproduktion versorgen konnen.
Das Hauptproblem Uberfluteter Boden besteht fur
Pflanzen darin, dass in diesem Fall die nétige Sau-
erstoffzufuhr gestort ist. Denn Gase haben in Was-

Abb. 1: Schaden fiir die Landwirtschaft
durch Uberﬂutungen, hier: Staundsse in
einem Rapsfeld (Foto: Angelika Mustroph).

ser eine geringere Diffusionsgeschwindigkeit, und
so gelangt weniger Sauerstoff in den Boden.

Umso wichtiger werden Erkenntnisse Uber die
molekularen Mechanismen, mit denen sich Pflan-
zen an Uberflutungen anpassen und ihre Uber-
lebenschancen erhdhen. In Bayreuth untersucht
ein Team unter der Leitung von Prof. Angelika
Mustroph einzelne Gene, deren Funktionen bisher
nicht oder nur wenig bekannt sind. Das Ziel ist es,
durch das Ausschalten oder das verstarkte Aktivie-
ren dieser Gene mehr dartiber zu erfahren, welche
Aufgaben sie tibernehmen — zum Beispiel bei der
Bewaltigung von Sauerstoffmangel. Die dabei ge-
wonnenen Erkenntnisse kdnnen dazu beitragen,
die Uberflutungstoleranz von Kulturpflanzen zu
verbessern und sie damit auf die Folgen des Kli-

mawandels vorzubereiten.

Abb. 2: Beschriftung
von Reiskulturen
(Foto: Christian WiBler).

WIE BEMERKEN PFLANZEN
SAUERSTOFFMANGEL?

In den letzten Jahrzehnten haben
Forschergruppen weltweit Erkennt-
nisse dartiber gesammelt, wie Pflan-
zen auf Uberflutung und den damit
verbundenen Sauerstoffmangel reagieren.

Viele Pflanzen versuchen, ein Durchliftungsgewe-
be aufzubauen und damit Sauerstoffmangel im Ge-
webe zu vermeiden. Wenn dies nicht gelingt,
wird der Stoffwechsel an den geringeren Sau-
erstoffgehalt angepasst, zum Beispiel durch
Géarungsprozesse und das Umschalten auf
einen ,Energiesparmodus’.
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AUTORIN

Prof. Dr. Angelika Mustroph ist
Professorin fiir Pflanzengene-
tik an der Universitat Bayreuth.

Aber wie kénnen Pflanzen die sinkende Sauerstoff-
konzentration in den Zellen Uberhaupt bemerken?
Dies erfolgt durch ein pflanzliches Messsystem fiir
Sauerstoff, das eine spezielle Gruppe von Tran-
skriptionsfaktoren enthélt. Dies sind Proteine, die
die Genexpression regulieren kdnnen. Proteine der
Gruppe-VII-ERF werden bei normalen Sauerstoff-
konzentrationen abgebaut. Bei Sauerstoffmangel
wird dieser Abbau jedoch zunehmend gehemmt.
Infolgedessen reichern sich die Proteine an und
sind in der Lage, Gene zu aktivieren, die ihrerseits
zu Anpassungsreaktionen fiihren. Die Arbeitsgrup-
pe um Prof. Angelika Mustroph hat kirzlich be-
stimmen koénnen, wo diese Proteine in der DNA
binden, um die Gene zu aktivieren.'

WIE WIRD DAS UBERLEBEN GESICHERT?

Weil die Modellpflanze Arabidopsis thaliana gene-
tisch sehr gut erforscht ist, eignet sie sich beson-
ders gut daftir, neue Erkenntnisse tber allgemeine
pflanzliche Anpassungsreaktionen an Sauerstoff-
mangel zu gewinnen. Wird sie einer Uberflutung
ausgesetzt, kann sie darin nur einige Tage bis zu
wenigen Wochen Uberleben. Anders verhalt es
sich mit manchen Sumpf- und Uferpflanzen, die
mehrere Monate lang - in einigen Fallen sogar
zeitlebens — mit solchen Bedingungen zurechtkom-
men. Bei der Suche nach verwandten Arten von
Arabidopsis, die eine hohe Uberflutungstoleranz
besitzen, wurden die Bayreuther Wissenschaftler
auf die Sumpf- und Wasserkressen aufmerksam.
Diese Wildpflanzen kdnnen monatelang in sumpfi-
gen oder Uberschwemmten Boden tberleben und
sogar wachsen.

»KULTURPFLANZEN ZEIGEN IHRE HOCHSTEN ERTRAGE NUR

BEI OPTIMALEN WACHSTUMSBEDINGUNGEN, UND JEDES

ABWEICHEN DAVON FUHRT ZU ERTRAGSVERLUSTEN.“

Abb. 3: Bei Uberflutung wachsen die

Stangel der Wasserkresse schnell ins
Trockene und sorgen fiir eine Sauerstoff-
Zufuhr aus der Luft (oben). Der Sauerstoff wird
tiber das Durchliiftungsgewebe in der Wurzel
verteilt (unten) (Fotos: Angelika Mustroph).

Was sind die molekularen Ursachen fiir eine sol-
che auBergewshnliche Uberflutungstoleranz? In
einem von der DFG geforderten Projekt geht die
Forschungsgruppe um Prof. Angelika Mustroph
dieser Frage nach. Die beiden Kresse-Arten sind
anschauliche Beispiele fur zwei unterschiedliche
Mechanismen, Uberflutungen zu iiberstehen:?

m Sumpfkressen verfolgen eine Durchhaltestra-
tegie. Bei einer vollstandigen Uberflutung

warten sie ab, bis das Wasser zuriickgeht.
Dabei fahren sie ihren Stoffwechsel herunter
und kommen mit der geringen Energiepro-
duktion bei Sauerstoffmangel aus.

m Wasserkressen dagegen wenden die Ver-
meidungsstrategie an. Bei einer vollstan-
digen Uberflutung wachsen ihre Stangel so
schnell, dass sie innerhalb weniger Tage die
Wasseroberflache erreichen und Kontakt zu
sauerstoffreicher Luft herstellen kénnen. Der
Sauerstoff wird Gber die aus dem Wasser ra-
genden Blatter aufgenommen, danach wird
er mittels Durchliftungsgewebe auf die tber-
fluteten Pflanzenorgane verteilt (Abb. 3).

Bemerkenswert an diesen unterschiedlichen Stra-
tegien ist, dass sie bei nahe verwandten Arten auf-
treten. Interessanterweise gibt es weitere Beispiele
im Pflanzenreich fur beide Strategien, wie etwa
unter Ampfer-Arten (Rumex acetosa und Rumex
palustris) > oder sogar innerhalb derselben Art von
Reis.

Die Bayreuther Forschungsgruppe wird in Kirze
die molekularen Reaktionen der tberflutungsto-
leranten Kresse-Arten durch RNA-Sequenzierung
analysieren. Die hohe Verwandtschaft zur Modell-
pflanze Arabidopsis thaliana wird die Datenauswer-
tung erleichtern und auf molekularer Ebene einen
Vergleich zwischen empfindlichen und toleran-
ten Kresse-Arten ermoglichen. Ein weiterer ent-



scheidender Forschungsschritt ist das Prifen von
Faktoren, von denen man aufgrund genetischer
Analysen vermutet, dass sie die Uberflutungstole-
ranz férdern. Deshalb arbeitet die Bayreuther For-
schungsgruppe derzeit daran, einige Kresse-Arten
genetisch zu modifizieren. So konnen bisherige
Vermutungen weiter erhértet werden. Die daraus
resultierenden Erkenntnisse lassen sich spater flr
die Ztichtung von Pflanzen nutzen, die eine hohere
Uberflutungstoleranz aufweisen.

Vom LABOR zUM FELD: REIS UND RAPS
VOR UBERFLUTUNGSSCHADEN SCHUTZEN

Grundlagenforschung, zum Beispiel an pflanz-
lichen Anpassungsreaktionen, ergibt nur selten
unmittelbar nutzbare Erkenntnisse fur die Allge-
meinheit. Auf dem Gebiet der Pflanzengenetik
gibt es jedoch ein beeindruckendes Beispiel fiir die
erfolgreiche Ubertragung von Forschungsergeb-
nissen in die Landwirtschaft. Philippinische und

amerikanische Wissenschaftler haben ein regulato-
risches Protein entdeckt, das den Reis bei Uberflu-
tungen zum Durchhalten befahigt. Dieses Protein
— genannt SUBTA (submergence 1A) — wurde durch
klassische Kreuzung in haufig genutzte asiatische
Reissorten eingeftihrt. Dadurch verlangerte sich
das Uberleben von Reis, der nach Starkregen von
einer kompletten Uberflutung betroffen war, um
mehrere Tage. In den letzten Jahren wurde dieser
Reis Bauern in Indien, Bangladesch und anderen
Landern zur Verfigung gestellt. Auf Feldern mit
diesen neuen Reissorten liefen sich erheblich we-
niger Ernteverluste feststellen als auf Vergleichs-
feldern mit herkdmmlichen Sorten: ein deutlicher
Vorteil fur die Kleinbauern, die auf jedes Reiskorn
angewiesen sind.

Im Rahmen des Projektverbunds ,BayKlimaFit —
Strategien zur Anpassung von Kulturpflanzen an
den Klimawandel” startete in Bayreuth ein neues
Forschungsvorhaben, das vom Bayerischen Staats-
ministerium fir Umwelt und Verbraucherschutz ge-
fordert wird. Im Mittelpunkt steht dabei die bedeu-
tende Kulturpflanze Raps, die gegentiber Staunésse
und Uberflutung extrem empfindlich ist (Abb. 5).
Eine Verbesserung der Uberflutungstoleranz wére
daher sehr willkommen - gerade im Hinblick auf
die wachsende Zahl von Starkregenfallen, die im
Zuge des Klimawandels zu erwarten sind. Deshalb
werden derzeit verschiedene Rapssorten daraufhin
getestet, wie empfindlich sie fir Staunésse sind.
Weitere Schritte sind die Auswahl von eher emp-
findlicheren und eher toleranteren Sorten sowie
deren molekulare Analyse. Ein Vergleich mit Daten
der toleranten Kresse-Arten wird sich anschliefen.
Auf diese Weise konnte das Ziel néherrlcken, die
Staunassetoleranz der wichtigen Rohstoffpflanze
Raps durch Ziichtung zu verbessern.
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Abb. 4: Doktorandin Jana Miller M.Sc.

untersucht tiberflutete Versuchspflan-
zen in der Klimakammer, um Stressreaktionen
zu untersuchen (Foto: Christian WiRler).

Abb. 5: Raps ist nach 4 Wochen
Staundsse erheblich geschadigt
(Foto: Bettina Bammer M.Sc.)

1 P.Gasch et al.: Redundant ERF-VII transcription fac-
tors bind to an evolutionarily conserved cis-motif
to regulate hypoxia-responsive gene expression in
Arabidopsis, in: Plant Cell (2016), Vol. 28, No.1, pp.
160-180, doi: 10.1105/tpc.15.00866.

2 A Mustroph et al.: (Uber)leben ohne Sauerstoff.
Wenn Pflanzen die Luft ausgeht, in: Biologie in un-
serer Zeit (2016), Vol. Issue 1, S. 32-40, doi: 10.1002/
biuz.201610584.

3 H.vanVeen et al.: Two Rumex species from
contrasting hydrological niches regulate flooding
tolerance through distinct mechanisms, in: Plant
Cell (2013), Vol. 25, No. 11, pp. 4691-4707, doi: 10.1105/
tpc.113.119016.

Abb. 6: In einem Gewachshaus der

Universitat Bayreuth tiberpriift Prof.
Dr. Angelika Mustroph die Temperatur fiir die
Anzucht von Raps (Foto: Christian WiBler).
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Orchideen
als Feinschmecker

UNTERIRDISCHE DREIECKSBEZIEHUNGEN SICHERN DIE ERNAHRUNG MIT TRUFFELN

Querschnitt durch eine fleischige Wurzel der Ubersehenen Stindelwurz Epipactis neglecta. Die Wurzelrinden-Zellen sind
prall gefiillt mit zusammengeknauelten Hyphen (sog.,Pelotons‘) des Hohltriiffels Tuber excavatum, wie molekularékolo-
gische Untersuchungen zeigten. Der MaRstabsbalken entspricht 100 Mikrometer (Foto: Julienne Schiebold).
Kleines Bild: Ausschnitt aus einem Bliitenstand der Ubersehenen Stindelwurz (Foto: Florian FraaR, Naturfotograf/Bad Berneck).



n vielen mitteleuropaischen Waldern leben Pilze

und Waldb&ume in einer Wurzelsymbiose. Die
haufigste Form dieser Symbiose in Waldern ist die
Ektomykorrhiza. Die Hyphen der Pilze umwickeln
dabei die Wurzelspitzen der Baume, ahnlich wie ein
Handschuh sich um die Finger einer Hand schlief3t.
So vergroBern Pilzhyphen mit ihrem Myzel, das
sich auch weit in den Boden erstreckt, die Oberfla-
che der Baumwurzeln um ein Vielfaches. Von die-
ser Verbindung profitieren beide Partner: Die Pilze
liefern den Baumen Wasser und Néhrsalze, dafir
erhalten sie ihrerseits einen Teil des Zuckers, den
die Baume durch Photosynthese erzeugen.

Weltweit gibt es mehr als 20.000 Pilzarten, die
nicht nur mit B&umen, sondern auch mit anderen
Pflanzenpartnern eine Ektomykorrhiza bilden. Ei-
nige dieser Pilze sind fur den Menschen todlich
giftig, wie beispielsweise der Grline Knollenblatter-
pilz. Doch es gibt auch rund 1.000 solcher Pilzar-
ten, die essbare und wohlschmeckende Fruchtkor-
per produzieren. Diese wachsen bei den meisten
Pilzen oberirdisch, kénnen aber auch unterhalb
der Bodenoberflache fruchten. Ein prominentes
Beispiel sind die zu den Schlauchpilzen gehéren-
den Truffel. Sie sind Uber ihre Hyphen mit den
Wurzeln von Eichen, Buchen und Haselstréuchern
verbunden und sichern sich dadurch die Zufuhr
von Néhrstoffen, die sie fur ihr Wachstum beno-
tigen (Abb. 1).

DELIKATESSE TRUFFEL —
AUCH IN BAYERN HEIMISCH

Von den sogenannten Echten Truffeln — diese ge-
horen der Gattung Tuber an — kennt man bislang
rund 180 Arten. Die aufgrund ihres kulinarischen
Werts wohl bekanntesten Arten sind der schwarze

, TJRUFFEL SIND AUCH IN
OBERFRANKEN AN GEEIGNETEN
STANDORTEN KEINESFALLS SELTEN.“

Périgord-Truffel (Tuber melanosporum) aus Frank-
reich und der weile Piemont-Truffel oder Alba-
triffel (Tuber magnatum) aus ltalien. Bevor die
unscheinbaren erdigen Knollen zu einer der edels-
ten Kiichenzutaten werden, mussen sie durch den

Truffelsucher (italienisch: Tartufaio) traditionell
mithilfe eines speziell ausgebildeten Triffelschwei-
nes oder Truffelhundes aufgespiirt werden. Dank
ihres sensiblen Geruchssinns kdnnen die trainierten
Tiere den starken Geruch der unterirdisch wach-
senden Triffel sehr gut wahrnehmen.

Truffel sind ein seltenes Gut auf dem Markt und
erzielen als kostbare Delikatesse Preise von bis zu
9000 € pro kg. Auch in Bayern kommen Arten
der Echten Truffel (Gattung Tuber), wie zum Bei-
spiel der aromatische Sommer-Truffel (Tuber aes-
tivum), vor allem auf kalkreichen Béden vor. Die-
se Tatsache ist aber weitgehend unbekannt. Alle
wild wachsenden Triffelarten sind in Deutschland
durch das Bundesnaturschutzgesetz besonders
geschitzt. Das Sammeln von Truffeln wird nur in
Ausnahmefallen fur Forschungszwecke gestattet.
Eine Rote Liste des Bundesamts fir Naturschutz
unterscheidet zwischen ausgestorbenen, verschol-
lenen, gefdhrdeten, vom Aussterben bedrohten
und extrem seltenen Arten.’

WENN ORCHIDEEN PILZE ,ANZAPFEN*

Eine weitere Besonderheit mitteleuropaischer Wal-
der sind Orchideen. Sie wachsen am Waldboden
haufig unter extrem beschrankten Lichtverhalt-
nissen und leben dabei in einer Mykorrhiza mit
Ektomykorrhizapilzen. Schon zum Keimen ihrer
staubfeinen Samen, die keinerlei Speicherstoffe
enthalten, sind Orchideen auf die Verbindung
zu einem Pilzpartner angewiesen, der die Keim-
linge mit Nahrstoffen versorgt.? Die Verbindung
bleibt erhalten, auch wenn die Keimlinge sich zu
.erwachsenen’ blihenden Orchideen entwickelt
haben. Am Labor fir Isotopen-Biogeochemie der
Universitat Bayreuth wurde untersucht, welche
Haufigkeitsverteilung der stabilen Kohlenstoff-

Abb. 1: Ektomykorrhiza zwischen dem

Périgord-Triiffel und den Feinwurzeln
der Steineiche (Foto: Laura Martinez-Suz, Royal
Botanic Gardens Kew, London).

AUTOREN

Prof. Dr. Gerhard Gebauer

ist Leiter des Labors fiir
Isotopen-Biogeochemie am Bay-
reuther Zentrum fiir Okologie und
Umweltforschung (BayCEER), einem
Forschungszentrum der Universitat
Bayreuth.

Julienne Schiebold M.Sc. ist

Doktorandin und wissen-
schaftliche Mitarbeiterin im Labor
fiir Isotopen-Biogeochemie. Sie ist
Mitglied der University of Bayreuth
Graduate School.
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Abb. 2: Laborarbeit an einem Massen-

spektrometer zur Bestimmung von
Isotopenhdufigkeiten. Li.: Julienne Schiebold
M.Sc., re.: Prof. Dr. Gerhard Gebauer (Foto:
Christian WiRler).

Autotrophie

partielle Mykoheterotrophie

und Stickstoffisotope in Orchideen, ihren Pilzpart-
nern sowie in anderen Pflanzen ihrer Umgebung
vorliegt. Dabei stellte sich heraus, dass griinblattri-
ge Waldorchideen — wie beispielsweise das Weille
Waldvogelein (Cephalanthera damasonium) — sich
einer ungewdhnlichen Erndhrungsweise bedienen:

® Je nach Lichtversorgung am Standort decken
sie einen mehr oder weniger groflen Teil ihres
Kohlenstoffbedarfs durch eigene Photosyn-
these ab (autotrophe Erndhrung).

m Darlber hinaus aber stocken sie ihre Kohlen-
stoffversorgung auf Kosten ihrer Mykorrhiza-
pilze auf.

Mykoheterotrophie

! J

— !

—

[ Kohlenstoff aus Photosynthese

Abb. 3: Die partiell mykoheterotrophe

Erndhrungsweise vieler griinblattriger
Orchideenarten deckt ein weites Spektrum
ab: Einige Arten sind fast vollstandig auto-
troph, weil sie ihren Kohlenstoffbedarf aus
Photosynthese decken; andere Arten hangen
fast vollstandig vom Kohlenstoff ab, den sie
vom Pilzpartner beziehen, und sind somit fast
vollstandig mykoheterotroph. *

[ Kohlenstoff aus Mykorrhiza

Diese Deckung des Kohlenstoffbedarfs aus zwei
grundlegend verschiedenen Herkinften wurde
erstmals in Bayreuth entdeckt® und wird als ,par-
tiell mykoheterotrophe Erndhrung’ bezeichnet
(Abb. 3). Neueste Untersuchungen zeigen, dass
diese ungewdhnliche Erndhrungsweise bei Orchi-
deen weiter verbreitet ist als bisher angenommen.>

MENAGE A TROIS:
ORCHIDEEN, PILZE UND BAUME

In Deutschland heimische Waldorchideen gehen
eine Symbiose mit Pilzarten ein, die ihrerseits
gleichzeitig mit Baumen eine Ektomykorrhiza

eingehen (Abb. 4). So flieBen Né&hrstoffe vom
Baum Uber den gemeinsamen Pilzpartner bis zur
Orchidee. Die Orchidee wird damit Teil eines Ver-
sorgungsnetzwerks und bezieht indirekt Gber den
Pilzpartner Zucker von Waldbdumen. Da sich Pilze
in ihrer Kohlenstoff- und Stickstoffisotopenhaufig-
keit auffallig von Pflanzen unterscheiden, ist es
moglich, dieses Nahrungsnetz anhand der nattir-
lichen Haufigkeit der stabilen Isotope "*C und °N
aufzuklaren.

Im Rahmen eines von der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft (DFG) geférderten Projekts® hat eine
Bayreuther Forschungsgruppe um Prof. Gerhard
Gebauer das Nahrungsnetz der Orchideen-Gattung
Epipactis (Stdndelwurze) untersucht — am Beispiel

Abb. 4: Die Uberse-

hene Standelwurz
(Epipactis neglecta) ist eine
Orchidee (li.), die mit den
Feinwurzeln einer Buche
(re.) tiber das Myzel eines
Hohltriiffels (Mitte) in einer
Mykorrhiza verbunden ist
(Zeichnung: Hanna Kaiser,
Illustratorin/Weiden).



von Orchideen, die in Waldern der Frénkischen
Schweiz heimisch sind (Abb. 5). Dabei fiel nicht
nur die fur Waldstandorte typische Anreicherung
am schweren Kohlenstoffisotop ">C auf. Einige
Epipactis-Arten, wie etwa die Schmallippige Stan-
delwurz (E. leptochila), die Ubersehene Standelwurz
(E. neglecta) und Mdllers Standelwurz (E. muelleri),
zeigten auch eine ungewohnlich hohe Anreiche-
rung am schweren Stickstoffisotop '°N. Moleku-
larokologische Untersuchungen fithrten zu dem
Uberraschenden Ergebnis, dass diese Epipactis-
Arten ausschlieBlich mit Pilzpartnern der Gattung
Tuber vergesellschaftet sind.

ORCHIDEEN ALS WEGWEISER
zU DELIKATESS-TRUFFELN

Die Vermutung lag nahe, dass die von der Orchi-
dee verdauten Echten Truffel fur die ungewdhn-
lich hohe Anreicherung an "N verantwortlich sind.
Mit dem Pilzsachverstandigen der Bayerischen
Mykologischen Gesellschaft, dem Tartufaio Peter
Karasch, und seinem Triiffelhund Snoopy suchten
die Bayreuther Wissenschaftler die Fundorte der
Epipactis-Arten erneut auf (Abb. 7). Innerhalb we-
niger Stunden konnten sie 27 Triffel-Fruchtkorper
an vier Standorten entdecken. Darunter befanden
sich neben zahlreichen Exemplaren der Hohltruffel
Tuber excavatum auch die Rotbraune Truffel Tuber
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Abb. 6: Querschnitt durch einen

Fruchtkdrper des Winter-Triiffels. Der
MaRBstabsbalken entspricht 1cm (Foto: Peter
Karasch, Bayerische Mykologische Gesellschaft).

rufum, die Winter-Truffel Tuber brumale und die
Sommer-Triffel Tuber aestivum. Analysen der na-
turlichen Isotopenhdaufigkeiten zeigten auch hier
eine auffallige Anreicherung der Truffel-Frucht-
kérper an "’N. Damit bestétigte sich die Annah-
me, dass einige Epipactis-Arten sich offenbar von
Echten Triuffeln erndhren und als ,Feinschmecker’
einen Sinn flr eine besondere Delikatesse haben.

Wie die Untersuchung zeigt, sind Truffel auch in
Oberfranken an geeigneten Standorten keinesfalls
selten. Umso bemerkenswerter ist es, dass bis zum
Beginn dieses Forschungsprojekts keine einzige Art
der Gattung Tuber an den aufgesuchten Standor-
ten kartiert worden war.” Aufgrund ihrer symbio-
tischen Lebensweise eignen sich einige Orchideen-
Arten der Gattung Epipactis wohl als Wegweiser zu
den begehrten aromatischen Triffeln.

Abb. 5: Gruppe der Ubersehenen Stindelwurz in
einem Buchenwald in der Frankischen Schweiz
(Foto: Florian FraaR, Naturfotograf/Bad Berneck).

Abb. 7: Pilzsachverstandiger und

Tartufaiu Peter Karasch mit seinem
Triiffelhund Snoopy bei der erfolgreichen Triif-
felsuche in einem winterkahlen Buchenwald
in der Frankischen Schweiz. Der Hund gehort
der italienischen Rasse Lagotto Romagnolo an,
die speziell fiir die Triiffelsuche geziichtet wird
(Foto: Julienne Schiebold).

1 Vgl.www.bfn.de/fileadmin/MDB/documents/Rote-
ListePflanzen.pdf.

2 M.Stockel et al.: Carbon and nitrogen gain during
the growth of orchid seedlings in nature, in: New
Phytologist (2014), Volume 202, Issue 2, pp. 606-615,
doi:10.111/nph.12688.

3 G.Gebauer, G. Meyer: *N and ®C natural abundance
of autotrophic and myco-heterotrophic orchids
provides insight into nitrogen and carbon gain
from fungal association, in: New Phytologist
(2003), Volume 160, Issue 1, pp. 209-223, doi:
10.1046/j.1469-8137.2003.00872.X.

4 Grafik aus: Vincent S.FT.Merckx: Mycoheterotrophy:
An Introduction, in: ders.: Mycoheterotrophy. The
Biology of Plants Living on Fungi. New York (2012),
p.1-17, hier: p.11; deutsch von J. Schiebold.

5 Siehe dazu: G. Gebauer et al.: Partial mycohetero-
trophy is more widespread among orchids than
previously assumed, in: New Phytologist (2016),
Volume 21, Issue 1, pp. 11-15, doi: 10.1111/nph.13865.

6 Fiir weitere Informationen zu diesem DFG-Projekt
liber,,Partielle Mykoheterotrophie bei Orchideen®:
www.bayceer.uni-bayreuth.de/ibg/de/forschung/
proj/projekt.php.

7 Vgl. http://brd.pilzkartierung.de.
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Korper-, Nest- und Nahrungshygiene

STRATEGIEN ZUR IMMUNABWEHR AUSSERHALB DES KORPERS

Betrachtung des Gesundheitszustands
einer Ameisenkolonie (Foto: Peter Kolb).



lle Lebewesen sind potenziell das Ziel von

Krankheitserregern oder Parasiten, die
sich die verflgbaren Nahrstoffe zu Nutze machen
wollen. Das Abwehrsystem hoherer Lebewesen,
das Gewebeschadigungen durch Krankheitserre-
ger verhindert, wird normalerweise als Immun-
system bezeichnet. Doch was genau gehort alles
zum Immunsystem? Wo féngt die Verteidigung
gegen Krankheitserreger an? Zunachst denkt man
bei ,Jmmunsystem” an Antikorper, weille Blutkor-
perchen oder Fieber. Aber bei vielen Organismen
reicht das Abwehrsystem weiter: Um das Eindrin-
gen von Krankheitserregern frithzeitig zu verhin-
dern, werden diese bereits auflerhalb des Koérpers
bekampft. Wir bezeichnen diese Eigenschaft von
Organismen als ,externe Immunitat”.’

Diese Eigenschaft findet sich auch beim Menschen.
So kochen und wirzen wir unsere Nahrung, um
bestimmte Nahrungsmittel besser bekémmlich
oder Uberhaupt erst essbar zu machen. Gleich-
zeitig werden durch das Erhitzen und die antimi-
krobiellen Eigenschaften mancher Gewtrze, zum
Beispiel Chili, Krankheitserreger abgetotet, die
mit der Nahrung aufgenommen werden. Frosche
hingegen schitzen mit antimikrobiell wirkenden
Drisensekreten ihre sehr diinne und empfindliche
Haut, die standig feucht gehalten werden muss.
Ohne antimikrobiellen Hautschutz wirden viele
Bakterien hier ideale Lebensbedingungen vorfin-
den. Soziale Insekten wie Ameisen, Bienen oder
Termiten gehen noch weiter. Sie behandeln nicht
nur ihre Kérperoberflache, sondern auch ihre Nes-
ter mit antimikrobiell wirkenden Substanzen, die
sie in verschiedenen Driisen produzieren.

Diese Beispiele verdeutlichen das Problem: Die
Bekédmpfung von Krankheitserregern in der Nah-
rung, auf der Koérperoberflache oder in einem Nest
ist energieaufwandig, da Warme oder Drisen-
sekrete produziert werden mussen. Eine Immun-
antwort des Korpers nach dem Eindringen eines
Krankheitserregers ginge aber ebenfalls auf Kosten
der korpereigenen Reserven. Da Lebewesen nur
eine begrenzte Menge an Energiereserven zur Ver-
fligung steht, kommt es zu Zielkonflikten. Energie,
die in eine Immunabwehr aulerhalb des Korpers
investiert wird, fehlt fur die Immunabwehr inner-
halb des Koérpers, aber auch fur den Aufbau von
Biomasse oder die Reproduktion. Wie, wann und
wo potenzielle Krankheitserreger bekdmpft wer-
den — dafiir sollte jedes Lebewesen eine moglichst
optimale Strategie entwickeln.

BAYREUTHER FORSCHUNGSARBEITEN
ZUR EXTERNEN IMMUNABWEHR

Die Arbeitsgruppe ,Populationsékologie der Tiere’
an der Universitat Bayreuth untersucht, wie der
Lebensstil und Lebensraum eines Organismus die
Abwehrstrategien und damit das Immunsystem
pragen. Hierbei werden mikrobiologische,
genetische und physiologische Me-

thoden miteinander kombiniert,

auch die Verhaltensbeobach-

tung wird dabei einbe-

zogen. Im Mittelpunkt

steht unter anderem die

Frage, unter welchen Be-

dingungen Organismen

bereits in ihrer Umwelt

gegen Krankheitserreger vor-

gehen sollten, also wann eine Abwehr au-
Berhalb des Korpers von Vorteil ist. Lassen sich die
Kosten einer externen Immunitat quantifizieren?

(Grafik:
Oilver Otti)

Zudem wollen die Forscher herausfinden, wie sich
eine Abwehr auferhalb des Korpers auf das klas-
sische Immunsystem eines Organismus — die ,in-
terne Immunitat” — auswirken kénnte und welche
Zielkonflikte drohen. Dabei gehen sie davon aus,
dass zum externen Teil des Immunsystems alle
Eigenschaften oder Merkmale eines Organismus
gehoren, welche die Bedrohung durch Krankheits-

Abb. 1: Die Forschungs-

arbeiten der Arbeits-
gruppe Populationsékologie
stieBen auf lebhaftes Inte-
resse bei der Veranstaltung
,Campus erleben” auf dem
Bayreuther Universitatsge-
lande (Foto: Peter Kolb).
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Abb. 2 (rechts): Strategien der
externen Immunabwehr bei
Hummeln (Grafik: Oliver Otti).

Abb. 3: Hummeln in
ihrem Nest (sst).

erreger auferhalb des Korpers vermindern. Hier-
zu gehoren die Abgabe antimikrobiell wirksamer
Substanzen oder Verhaltensanpassungen, wie das
Reinigen der Korperoberflache oder des Nestes.
Wichtig fur die Evolution sind die Erblichkeit und
die Variabilitat eines Abwehrmerkmals zwischen
Individuen. Nur dann kann sich ein solches Merk-
mal, wie etwa die Zusammensetzung eines anti-
mikrobiellen Sekrets oder auch ein Verhaltens-
merkmal, durch natirliche Selektion herausbilden.

WANN LOHNT ES SICH, IN EINE EXTERNE
IMMUNABWEHR ZU INVESTIEREN?

Die Annahme liegt nahe, dass Organismen in ei-
ner starker mit Krankheitserregern (Pathogenen)
belasteten Umwelt generell eine starkere Immu-
nabwehr entwickeln. Je mehr Pathogene in der
Umwelt vorhanden sind, umso eher lohnt es sich
fur ein Tier, die direkte Umgebung zu behandeln.
Dies gilt allerdings nur unter der Voraussetzung,
dass die Umwelt sich nicht allzu oft andert. Sozi-
ale Insekten, die ihre Nester Gber einen langeren
Zeitraum nutzen, behandeln diese deshalb hau-
fig mit antimikrobiellen Substanzen und halten
sie dadurch sauber. Hingegen lohnt es sich fur
die Rattenschwanzlarve einer ,Mistbiene” kaum,
den Versuch zu unternehmen, die hygienischen
Verhaltnisse in ihrer Umwelt zu verbessern. Der
natlrliche Lebensraum dieser Schwebfliegenlarve
ist Jauche. Sie durfte zwar mit wesentlich mehr
Mikroben konfrontiert sein als Ameisen in ihrem
Nest — aber sie bewegt sich frei in dieser unappe-

Nahrungshygiene
Nahrung der Brut kénnte mit antimikrobiellen
Substanzen versetzt werden

titlichen Suppe und musste zur externen Abwehr
kontinuierlich grole Mengen an antimikrobiellen
Sekreten abgeben.

Ob Tiere einzeln oder in Gruppen leben, kénnte ein
zweiter wichtiger Faktor sein, von dem es abhéangt,
ob sich eine Investition in externe Immunabwehr
lohnt. Gerade in grofRen Kolonien, zum Beispiel von
sozialen Insekten, leben viele nahverwandte Indivi-
duen auf engstem Raum zusammen. Fiir eine Amei-
sen- oder Bienenkolonie bedeutet dies, dass ein
eingeschleppter Krankheitserreger sich schnell zwi-
schen den Arbeiterinnen ausbreiten kann. Ein sol-
ches Szenario kennen wir von der Ausbreitung von
Grippeerregern unter Kindergartenkindern oder
zwischen Berufspendlern, die in derselben voll be-
setzten U-Bahn zusammengepfercht sind. Eine friih-
zeitige externe Bekampfung von Erregern kénnte
sich in diesen Fallen also lohnen. Fur diese Vermu-
tung spricht ein Vergleich zwischen den Genomen
von sozialen Insekten, wie Ameisen und der Honig-
biene, mit den Genomen allein lebender Insekten,
wie Fliegen oder allein lebender Wildbienen.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass soziale In-
sekten ein weniger diverses internes Immunreper-
toire haben. Dies zeigt sich in einer vergleichbar
geringen Anzahl verschiedener antimikrobieller
Peptide, mit denen Bakterien im Kérper bekdmpft
werden kénnen.? Entsprechend der Ausgangshy-
pothese besitzen also staatenbildende Insekten
eine so gute externe Immunabwehr, dass die in-
ternen Mechanismen etwas weniger wichtig ge-
worden sind.

Eigen- und Gruppenhygiene
Potentielle Reinigung der
Kérperoberflache mit Gift

A

Nesthygiene: Chemische
Reinigung und Verhalten

Entfernung
kranker Brut

Antimikrobielles Gift konnte auch ¥
in die Brutzellen eingebaut werden



Die Art der Nahrung, die aufgenommen wird, ist
ein dritter wichtiger Faktor, der unter Umstdnden
bewirkt, dass Tiere ein erbliches Merkmal zur ex-
ternen Immunabwehr ausbilden. Wenn Nahrung
gelagert wird oder sich Larven Uber einen lange-
ren Zeitraum in ihr entwickeln, kann es sich loh-
nen, die Nahrung zu behandeln und so die schnel-
le Ausbreitung von Bakterien oder Schimmelpilzen
zu verhindern. Dies gilt zum Beispiel fur die Larven
von Totengréber-Kafern, die sich in Kadavern von
Kleinsdugern entwickeln. Die Eltern der Larven be-
handeln die Kadaver mit einem antimikrobiellen
Sekret, damit diese nicht verrotten und die Ge-
sundheit der Larven nicht beeintrachtigen.

EXTERNE IMMUNABWEHR
BEI SOZIALEN INSEKTEN

Wie hangt die externe Immunabwehr sozialer In-
sekten mit der GrofRe ihrer Kolonien zusammen?
Mit dieser Frage hat sich die Bayreuther For-
schungsgruppe am Beispiel von Hummeln befasst.
Hummelkdniginnen Gberwintern alleine und grin-
den im Frihjahr eine Kolonie. Sie mussen sich also
zunéchst alleine um die Aufzucht der Larven kiim-
mern und diese mit Nahrung versorgen. Dies fhrt
in einen Zielkonflikt, ob mehr in die Aufzucht des
Nachwuchses oder in die Immunabwehr investiert
werden soll. Die Untersuchungen haben gezeigt,
dass Kéniginnen im Frithjahr nach der Uberwin-
terung weniger wirksame antimikrobielle Driisen-
sekrete haben als die spater auftauchenden Arbei-
terinnen — ein Indiz dafr, dass die Aufzucht des
Nachwuchses fiir die Kdniginnen Vorrang hatte.

Lasst sich konkret nachweisen, dass eine externe
Immunabwehr auf Kosten der internen Immunab-

wehr geht? Zwei Hummelarten, die zurzeit mitei-
nander verglichen werden, kénnten dartiber Auf-
schluss geben. Erdhummeln (Bombus terrestris) sind
in der Lage, Kolonien mit bis zu 600 Arbeiterinnen
zu bilden, wéhrend Kolonien der Wiesenhummel
(Bombus pratorum) nur 50 bis 100 Individuen um-
fassen. Wegen der groeren Kolonien sollten Ar-
beiterinnen der Erdhummel ein wirksameres Dri-
sensekret haben und das Wachstum von Bakterien
besser hemmen kénnen. Falls sich diese Annahme
bestatigt und sich zudem ergeben sollte, dass Ar-
ten mit wirksameren Driisensekreten weniger in
ihre interne Immunabwehr investieren, dann ware
dies ein klares Indiz fur einen Zielkonflikt.

Ameisenarten der Unterfamilie Formicinae, zum
Beispiel rote Waldameisen (Formica rufa), verwen-
den zur Abwehr von Feinden Ameisensdure. Dr.
Simon Tragust konnte zeigen, dass die invasive
Gartenameise (Lasius neglectus) die Ameisensaure
auch im Nest nutzt.? Larven, auf deren Oberflache
Krankheitserreger haften, werden von Arbeiterin-
nen intensiv gepflegt. Dabei werden die Erreger
nicht nur mechanisch entfernt, sondern die Ober-
flache der Larven wird gleichzeitig mit Ameisen-
saure behandelt. Diese sorgt dafir, dass Krank-
heitserreger abgetotet werden. So verhindern die
Arbeiterinnen eine akute und tédlich verlaufende
Infektion, aber auch die Ausbreitung virulenter
Krankheiten in der Kolonie. Die Ameisensdure
dient ihnen als antimikrobielles ,Putzmittel” — dhn-
lich den vielen Reinigungsmitteln, die wir tagtag-
lich im Haushalt einsetzen.

Kirzlich hat die Forschungsgruppe um Prof. Heike
Feldhaar bei der Rossameise (Camponotus florida-
nus) noch eine weitere Verwendung von Amei-
sensaure entdeckt. Nach der Nahrungsaufnahme
putzen sich die Arbeiterinnen an ihrem Hinterleib.
Dabei nehmen sie offenbar auch die Séure aus ih-
rer Giftblase auf und schlucken sie. Dies hat Fol-
gen fur ihren Kropf, der wie bei Honigbienen als
Sozialmagen dient und aus dem Nahrung fir die
Larven wieder hochgewirgt wird. Mit einem pH-
Wert von 2 wird der Kropfinhalt fast so stark ange-
sauert wie der Magen des Menschen. Dies kdnnte
fur die Verdauung von Nahrung vorteilhaft sein.
DarUber hinaus stellte sich heraus, dass fast alle
Bakterien, die méglicherweise mit der Nahrung
aufgenommen werden, diesen niedrigen pH-Wert
nicht Uberleben. Die aufgenommene Nahrung
wird also mit Hilfe von Ameisenséaure nahezu steri-
lisiert — auch dies ein Beispiel fur eine grindliche
externe Immunabwehr.

MOLEKULARE OKOLOGIE

Abb. 4: Rossameisen (Camponotus

floridanus) mit ihrer Konigin, die durch
ihren deutlich groBeren Kérperbau auffallt
(Foto: Heike Feldhaar).

,»WIE, WANN UND
WO POTENZIELLE
KRANKHEITSERREGER
BEKAMPFT WERDEN —
DAFUR SOLLTE JEDES
LEBEWESEN EINE
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STRATEGIE
ENTWICKELN."
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Mikroplastik im SiiBwasser

EINE HERAUSFORDERUNG FUR WISSENSCHAFT UND GESELLSCHAFT

Grosses Bild: Blick von den Bergkdmmen im Norden des Gardasees auf Nago-Torbole,

Riva del Garda, Arco und den nordlichen Teil des Gardasees, der von steilen Felswan-
den begrenzt ist; Kleines Bild: Ansammlung unterschiedlicher Kunststoffpartikel, die aus
einer Sedimentprobe vom Ufer des Gardasees abgetrennt wurde (Fotos: Hannes Imhof).



Weltweit sind Kunststoffprodukte aus
dem Alltag der meisten Menschen

nicht mehr wegzudenken. Sie sind leicht, sta-
bil, korrosionsbestandig und sehr haltbar. In der
Kunststoffverarbeitung kommen eine Vielzahl von
Kunststoffen zum Einsatz, wie etwa Polyethylen,
Polypropylen, Polystyrol oder Polyvinylchlorid
(PVQ). Seit den 1950er Jahren hat sich die welt-
weite Produktion von Kunststoffen von 1,5 Milli-
onen Tonnen pro Jahr auf 311 Millionen Tonnen
im Jahr 2014 erhoht, und ein Ende des Anstiegs ist
nicht absehbar. Den groBten Anteil an Kunststof-
fen — rund 40 Prozent — haben Einwegprodukte
der Verpackungsindustrie. Infolgedessen fallen
insbesondere in den Industrie- und den Schwellen-
léandern immer grofRere Mengen von Plastikmull
an. Zugleich ist der Anteil von Kunststoffen, die
recycelt werden, bis heute relativ gering; im Jahr
2014 waren es nur rund 30 Prozent.’

,,INSBESONDERE IN DEN INDUSTRIE-
UND DEN SCHWELLENLANDERN
FALLEN IMMER GROSSERE MENGEN
VON PLASTIKMULL AN.

Ein Teil dieser Abfélle landet schlieflich in Flissen
und Seen — sei es durch unsachgemafe Entsor-
gung oder Uber die Abwasser von Industrie und
Privathaushalten. Neuere Untersuchungen sagen
voraus, dass manche dieser Abfalle die Umwelt
noch mehrere hundert Jahre lang verschmutzen
werden. Plastikmull wird ndmlich nur sehr lang-
sam abgebaut. Dabei zerfallt Plastikmull in kleinste
Partikel zwischen 5 mm und 1 Mikrometer, die als
Mikroplastik bezeichnet werden. Aber nicht allein
Uber solche Degradationsprozesse gelangt Mikro-
plastik in Seen und Flisse. Es wird vielen Produk-
ten wie Zahnpasta oder Reinigungsmitteln schon
bei der industriellen Herstellung beigemischt und
kann dann bei der Benutzung oder nach der Be-
nutzung Uber Abwasser in die Klaranlagen trans-
portiert werden. Dies gilt auch fur Kunststoff-
fasern, die sich beim Waschen aus synthetischer
Kleidung l6sen. In den Klaranlagen werden die
Kunststoffpartikel jedoch nicht abgebaut. Sie wer-
den entweder zusammen mit dem Klarschlamm
entfernt, oder sie gelangen direkt in FlUsse oder
Seen. Weitere potenzielle, aber noch nicht unter-
suchte Eintragsquellen stellen beispielsweise in

der Landwirtschaft, Bauindustrie und im Stralen-
verkehr verwendete Kunststoffe dar, die tiber den
Wind oder den Abfluss von Regenwasser in Gewds-
ser eingetragen werden kdnnen.

Wie verteilen sich die Partikel in den Gewassern
und Uferbereichen, welchen Einfluss haben sie
auf Okosysteme? Hierzu gibt es bereits eine Viel-
zahl wissenschaftlicher Einzeluntersuchungen, aber
noch keine umfassenden Daten, die grofflachige
Auswertungen und Prognosen ermoglichen wir-
den. Denn die Methoden, die bei der Entnahme,
Aufbereitung und Analyse von Proben eingesetzt
werden, sind immer noch technisch anspruchsvoll,
sehr aufwendig und werden je nach Studie sehr
unterschiedlich eingesetzt. Folglich sind auch die
bisher erzielten Ergebnisse nicht oder nur schwer
miteinander vergleichbar.

BAYREUTHER FORSCHUNGSARBEITEN —
PiLoTsTUDIE ZUM GARDASEE

Eine der ersten Arbeitsgruppen weltweit, die sich
mit dem Problem von Mikroplastik in Stigewés-
sern befasst hat, ist die Forschungsgruppe um Prof.
Christian Laforsch an der Universitat Bayreuth. In
den letzten drei Jahren haben die Wissenschaftler
ausgewéhlte Seen und Flisse in mehreren Bundes-
landern daraufhin untersucht, wie weit sie durch
Plastikpartikel kontaminiert sind, und dabei eng
mit den jeweiligen Landesministerien fiir Umwelt
kooperiert.? Die Auswertungen der gewonnenen
Daten sind noch nicht abgeschlossen, werden aber
erstmals verlassliche Anhaltspunkte daftr bieten,
wie stark StBwasser-Okosysteme in Deutschland
durch Mikroplastik belastet sind.

2013 veroffentlichte die Forschungsgruppe eine
vielbeachtete Studie tiber den Gardasee.® Sie hat-
te entdeckt, dass Mikroplastikpartikel in manchen
Uferbereichen fast genauso dicht verstreut sind wie
an Meeresstranden. Mit Hilfe der Raman-Mikro-
spektroskopie wurden die Partikel chemisch identi-

Abb. 1: Makroplastik, gefunden am Rand

von deutschen Binnengewassern. Gut
zu erahnen ist, dass der GroRteil aus unsach-
gemil entsorgtem Plastikmiill besteht (Bild:
Joana Kelen, fiir den Lehrstuhl Tier6kologie |
der Universitat Bayreuth).
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Abb. 2 (rechts): Fluoreszenzmikrosko-

pische Aufnahme eines Glanzwurmes
(Lumbriculus variegatus), der zuvor mit rot flu-
oreszierendem Mikroplastik gefiittert wurde.
Diese Partikel sind als leuchtend rote Punkte
im Verdauungstrakt zu erkennen, wahrend der

Glanzwurm griin leuchtet (Bild: Hannes Imhof).

Abb. 3: Doktorandin Dipl.-Biol. Isabella

Schrank und Masterstudentin Lena
Léschel bei der Aufbereitung von Sediment-
proben mit dem Munich Plastic Sediment
Separator. Dieser ermdglicht es, Mikroplastik-
partikel zuverlassig von Sediment abzutrennen
(Foto: Christian WiRler).

Abb. 4: Li. ist das mikroskopische Bild

eines groBen Wasserflohs (Daphnia
magna) zu sehen, re. das gleiche Individuum im
fluoreszenzmikroskopischen Bild. Auch dieser
Wasserfloh wurde zuvor mit rot fluoreszieren-
dem Mikroplastik gefiittert. Diese Partikel sind
als leuchtend rote Punkte im Verdauungstrakt
zu erkennen, wahrend der Wasserfloh in leuch-
tend griin dargestellt ist (Bild: Hannes Imhof).

fiziert und vermessen. Dabei wurden entsprechend
ihren Verkaufszahlen die géngigsten Kunststoffsor-
ten, darunter auch Polystyrol und Polyethylen,
nachgewiesen. In einer neuen, von der DFG gefor-
derten Studie haben die Wissenschaftler ihre For-
schungsarbeiten am Gardasee ausgeweitet und da-
bei, wie zuvor, mit dem Institut fir Wasserchemie
der TU Miinchen eng kooperiert.* Dabei wurden
erstmals auch Farbpigmente analysiert — namlich
einerseits Farbpigmente, die als Farbstoffe in den
Kunststoff eingebaut werden, andererseits Farb-
stoffpartikel, die Kunststoffe nur als Bindemittel
enthalten und urspriinglich zum Beispiel als Lacke
oder Farben auf verschiedensten Materialien auf-
getragen wurden. Ein weiteres, besonders sensib-
les Messverfahren — die Massenspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma — ergab, dass viele
dieser farbigen Partikel Metalle wie Kadmium, Blei
und Kupfer enthielten, deren toxische Wirkungen
auf den Menschen bereits bekannt sind.

AKTUELLE STUDIEN WELTWEIT

Weltweit gibt es bisher nur eine begrenzte Anzahl
von Studien, in denen die Kontamination von Seen
mit Mikroplastik untersucht wurde. Zu den Unter-
suchungsgebieten zéhlen unter anderem einige
nordamerikanische Seen, der Genfer See und der
Neusiedler See, der Lago Maggiore sowie weite-
re oberitalienische Seen. Ubereinstimmend stellte
sich heraus, dass Ufersedimente deutlich starker
kontaminiert sind als die Wasseroberflachen. In
diesen Studien wurden wurden im Uferbereich
zwischen 26 und bis zu 2500 Mikroplastikpartikel
pro Quadratmeter nachgewiesen. Dabei handelt es
sich jedoch um Extremwerte, in der Regel wurden
um die 700 Mikroplastikpartikel pro Quadratme-
ter festgestellt. Darliber hinaus wéachst die Zahl
der Studien, die sich mit der Verbreitung von Plas-

tikpartikeln in flieBenden Gewdssern befassen. Zu
einigen ,Flussadern’ in Westeuropa, Nordamerika
und China liegen bereits erste Ergebnisse vor. Al-
lerdings ist es bisher nur in einigen dieser Studien
gelungen, sémtliche Plastikpartikel mit spektrome-
trischen Verfahren zu identifizieren. Dies aber ist
erforderlich, um genaue Aussagen Uber die Zu-
sammensetzung und Herkunft der Verunreinigun-
gen mit Plastik treffen zu kénnen.

Tox1sSCHE WIRKUNGEN:
EIN BREITES FORSCHUNGSFELD

Wie ist die Toxizitdt von Mikroplastik einzuschat-
zen? Inwieweit werden SuBwasser-Organismen
durch die Partikel geschadigt? Auch mit dieser Fra-
gestellung beschaftigen sich die Wissenschaftler
aus Bayreuth. In physikalischer Hinsicht héangt de-
ren Gefdhrdung insbesondere von der Grofle und
Form der Partikel ab. Auf der chemischen Seite sind
der Kunststofftyp, Farbstoffpigmente und andere
Zusatzstoffe relevant, und ebenso auch Schadstoffe
aus der natirlichen Umwelt, die von den Plastik-
partikeln absorbiert werden konnen. Weil die Parti-




kel so winzig sind, ist die Wahrscheinlichkeit hoch,
dass Wasserflohe, Wirmer, Schnecken, Muscheln,
Krebse und Fische sie mit Nahrung verwechseln.
Tatsachlich lieB sich bei einigen Tieren die Aufnah-
me von Mikroplastik nachweisen, wenn sie zuvor
mit fluoreszierenden Kunststoffpartikeln gefiittert
wurden.* Solche Partikel kénnten winzige Verlet-
zungen im Verdauungssystem hervorrufen, aber
auch ins Gewebe tibergehen und dort zu negativen
Effekten fiihren 3, wie bereits bei Muscheln gezeigt
wurde. Bis aber toxische Wirkungen umfassend
nachgewiesen und in ihrem Zusammenhang ver-
standen werden kénnen, sind intensive und breit
angelegte Forschungsarbeiten erforderlich.

Eine aktuelle Untersuchung der Bayreuther Wis-
senschaftler zeigt deutlich, dass verallgemeinernde
Schlussfolgerungen kaum maglich sind. Die Neu-
seelandische Zwergdeckelschnecke (Potamopyrgus
antipodarum) zahlt zu den haufigsten Wasserschne-
ckenarten in Europa. Erwachsene Tiere dieser Art
weisen keine morphologischen Veranderungen
auf, selbst wenn ihr Futter eine hohe Konzentra-
tion von Mikroplastikpartikeln ohne spezielle Zu-
satzstoffe wie zum Beispiel Farbstoffe enthalt. Auch
die Embryonalentwicklung sowie die Entwicklung
der Jungtiere scheinen nicht gestért.’ Dieser Be-
fund Gberrascht im Hinblick auf frihere Studien
von anderen Forschergruppen, wonach Partikel
bestimmter Kunststoffsorten starke toxische Effekte
haben. Aber selbst wenn sich eine solche Wirkung
bei einzelnen Kunststoffsorten und Tierarten nicht
nachweisen lassen sollte — es bleibt die Gefahr,
dass Partikel sich in den Nahrungsnetzen weiter
ausbreiten und damit letztlich auch den Menschen
schadigen konnten.

FAZIT UND AUSBLICK

Hinsichtlich der Belastung von Seen und Flissen
mit Mikroplastik ist ein zunehmendes Problembe-
wusstsein in der Wissenschaft und der Offentlich-
keit festzustellen. Aktuell werden eine Vielzahl von
Studien verdffentlicht, die in immer mehr Gewas-
sersystemen Mikroplastik in den verschiedensten
GroBen nachweisen. Allerdings geben die aktuell
vorhandenen Zahlen auf Grund der noch vorhan-
denen methodischen Schwierigkeiten nur einen
Anhaltspunkt Gber das Ausmafl der Kontamination
mit Mikroplastik. Dennoch sprechen die vorhan-
denen Zahlen dafir, dass Mikroplastik in unseren
Gewaéssern ubiquitar vorhanden ist.

Die Frage, wie sich Mikroplastik in den Gewassern
auf deren Bewohner, aber auch den Menschen aus-
wirkt, ist sehr komplex. Die vielfaltigen Sorten von
Kunststoffprodukten sowie deren unterschiedlichste
Zusammensetzungen und Eigenschaften machen es
schwer, eine allgemeingiltige Antwort zu geben. Ei-
nen grofen Einfluss haben die Form, die GréBe und
die chemischen Eigenschaften der Mikroplastikpar-
tikel sowie deren Degradationsgrad in der Umwelt.

Nichtdestotrotz besteht aus gesellschaftlicher Sicht
ein erhohter Forschungsbedarf. Einerseits sollten
Methoden entwickelt werden, die in der Zukunft
ein standardisiertes Monitoring von Mikroplastik
ermoglichen, um die Kontamination der Umwelt
im Detail erfassen zu kdnnen. Andrerseits mussen
die Auswirkungen von Mikroplastikpartikeln in
Abhéngigkeit von Gréfe, Form und Zusammenset-
zung untersucht werden, um moglicherweise prob-
lematische synthetische Polymere zu identifizieren,
die in der Umwelt als Gefahrenstoffe eingestuft
werden sollten. Gleichzeitig mussen sinnvolle Stra-
tegien zur Reduktion des Eintrags von Mikroplastik
in die Umwelt erarbeitet werden. Dazu gehoren
die Bekampfung der unsachgemaBen Mullentsor-
gung, die nachhaltige Nutzung von Kunststoffen,
die Substitution durch alternative (Roh-)Stoffe so-
wie die konsequente Umsetzung der Kreislaufwirt-
schaft, in der Kunststoff als wertvoller Rohstoff und
nicht als Wegwerfprodukt gesehen werden muss.

Abb. 6: Mikroplastik im Spiilsaum

von Vavvaru, einer einsamen Insel im
Indischen Ozean. Die wenigen Einwohner, die
hier leben, arbeiten in einer wissenschaftlichen
Station. Aber taglich wird Mikroplastik ange-
schwemmt: Die globale Kontamination durch
Mikroplastik betrifft selbst abgelegene Orte
fernab von menschlicher Zivilisation
(Foto: Hannes Imhof).

Abb. 5 (Mitte): H. Imhof bei der Bepro-

bung der Wasseroberfliche mit dem
“MiniManta-Trawl”. Dieses wird am Kran des
Forschungsschiffes ,,Kormoran“ der LUBW (Ins-
titut fiir Seenforschung, Langenargen) gefiihrt
(Foto: M. Wessels, Institut fiir Seenforschung).

1 Vgl.dazu Plastics Europe 2015:
www.plasticseurope.org

2 Untersuchungen wurden durchgefiihrt in Bayern
(2014 - 2017), Baden-Wiirttemberg (2015 - 2016),
Nordrhein-Westfalen (2015 - 2016), Hessen (2015)
und Rheinland-Pfalz (2015).

3 H.K.Imhof et al.: A qualitative and quantitative
study on microparticles of different size classes,
Water Research, 98:64-74 (2016), doi: 10.1016/
jwatres.2016.03.015.

4 K.H.Imhof et al.: Contamination of beach
sediments of a subalpine lake with microplastic
particles. Current Biology (2013), 23(19): R867-R868.,
doi:10.1016/j.cub.2013.09.001.

5 N.von Moos et al.: Uptake and effects of micro-
plastics on cells and tissue of the blue mussel
Mytilus edulis L. after an experimental exposure,
Environmental Science & Technology (2012), 46(20):
11327-11335, doi: 10.1021/€5302332W.

6 H.K.Imhof and C. Laforsch, Hazardous or not — Are
adult and juvenile individuals of Potamopyrgus
antipodarum affected by non-buoyant microplastic
particles?, Environmental Pollution, 218 (2016), doi:
10.1016/j.envpol.2016.07.017.
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Griine Inseln der Evolution

OSTAFRIKANISCHE HEUSCHRECKENARTEN IM WANDEL VON LANDSCHAFT UND KLIMA

Waldgebiet in den Nguru-Bergen im Nordosten Tansanias, rund 120 km von der Kiiste des Indischen Ozeans entfernt.
Vorn: flugunfahige kleine Heuschrecke der Art Rhainopomma nguruense (Fotos: Claudia Hemp/Montage: Andreas Gaube).




ie Uppige grine Inseln erheben sich

die bewaldeten Berge Ostafrikas bis zu
fast 6000 Metern aus der staubtrockenen Savanne.
Ihre naturlichen Bewohner sind heute — sofern sie
nicht Fligel besitzen oder sonstwie zur Ausbrei-
tung Uber weite Distanzen fahig sind — vollig von-
einander isoliert. Dies war nicht immer so. In Peri-
oden mit kithlerem und feuchteren Klima muss es
bewaldete ,Landbriicken’ gegeben haben, die die
Bergwalder verbanden. Dies lasst sich besonders
gut an der Verbreitung von flugunfdhigen Heu-
schrecken ablesen, die in diesen Waldern heimisch
sind. Diese Insekten finden sich in einer schier
Uberwaltigenden Artenvielfalt auf den Bergmassi-
ven. Die meisten dieser Arten kommen jeweils nur
auf einer dieser ,griinen Inseln’ vor und sind daher,
biologisch gesprochen, endemisch.

Die Entstehung dieser Arten und ihre Verwandt-
schaftsverhéltnisse werfen ein Licht auf die beweg-
te Landschaftsgeschichte Ostafrikas. Hier liegen
namlich sehr junge Vulkane, zum Beispiel der Ki-
limanjaro, direkt neben sehr altem Grundgebirge,
den Bergen des Eastern Arc, die sich wie eine Per-
lenkette durch Kenia und Tansania aneinander rei-
hen (Abb. 1). Wéhrend der Kilimanjaro nur rund 1
Million Jahre alt ist, wird das Alter der Eastern Arc-
Berge auf tber 30 Millionen Jahre geschétzt. Dies
sind geradezu wissenschaftliche Idealbedingungen,
wenn man untersuchen will, inwiefern geographi-
sche Isolation die Herausbildung neuer Arten for-
dert und einen Motor der Evolution darstellt. Zu-
gleich lassen sich zuverléssige Indizien hinsichtlich
der Frage gewinnen, wie schnell dieser Motor lauft
und die genetische Uhr tickt.’

Mit dieser Thematik befasst sich seit vielen Jahren
eine Arbeitsgruppe, in der Experten aus unter-
schiedlichen Disziplinen, Universitaten und For-
schungseinrichtungen eng kooperieren:

® Universitat Bayreuth: Morphologie, Genetik,
Okologie, Taxonomie und Systematik

® Museum Koenig, Bonn: Genetik

m Polnische Akademie der Wissenschaften,
Krakau: Cytotaxonomie und Genetik

m Universitat Magdeburg: Bioakustik

m Universitat Marburg: Genetik

Mit einem interdisziplinaren, molekular-6kologi-
schen Ansatz, der klassische Systematik, Taxonomie,
Genetik und Okologie verbindet, untersuchen die
Mitglieder dieser Arbeitsgruppe am Beispiel ostafri-

kanischer Heuschrecken grundsatzliche Fragen der
Artenvielfalt, Artbildung und Artenverbreitung.

VIEL JUNGER ALS ERWARTET:
ENDEMISCHE ARTEN AUF BERGINSELN

Warum gibt es in den Eastern Arc-Bergen so vie-
le endemische Arten? Bisher herrschte in der
Forschung die Ansicht vor, der Artenreichtum
sei auf das hohe Alter dieser Berge und ein tber
Jahrmillionen stabiles Klima zurtckzuftihren. Sie
wird jedoch widerlegt durch Untersuchungen an
flugunféhigen Heuschrecken, zum Beispiel aus
den Gattungen Rhainopomma, Altiusambilla und
Usambilla, die alle zur Gruppe der Lentuliden ge-
horen: Diese Gattungen kénnen nicht é&lter als 1
bis 2 Millionen Jahre sein, ihre Diversitat hat sich
erst in einer jlingeren Periode der Evolution her-
ausgebildet. Lentuliden sind némlich auch auf den
jungen Vulkanen Ostafrika mit endemischen Arten
vertreten, welche sich folglich nur hier entwickelt
haben kdnnen.

Zu einem ahnlichen Ergebnis gelangte die For-
schungsgruppe bei der Untersuchung von Heu-
schrecken in den Kistenwéldern Kenias und Tan-
sanias. Diese Walder existieren vermutlich schon
seit vielen Millionen Jahren, bedingt durch ein
mehr oder minder stabiles feucht-ozeanisches
Klima. Gleichwohl ist der Artenreichtum der hier
beheimateten Heuschrecken relativ jung, auch er
ist offenbar erst in den letzten 1 bis 2 Millionen
Jahren entstanden. Dies lasst sich an der Laubheu-
schreckengattung Parapyrrhicia zeigen, die strikt
an Tieflandregenwélder gebunden ist.? Entlang
der tansanischen Kiste leben mehrere Arten, die
offensichtlich in denselben Waldtypen beheimatet

Abb.1: Die Eastern Arc-Berge, die sich

vom Kilimanjaro {iber die nérdlichen und
stidlichen Pare-Berge sowie die westlichen und
6stlichen Usambara-Berge bis zum Tiefland am
Indischen Ozean erstrecken. Die Usambara-Ber-
ge sind die Heimat des nach ihnen benannten
,Veilchens” (Karte: Claudia Hemp).
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MOLEKULARE OKOLOGIE

Abb. 2: Laubheuschrecken der Art Gona-
toxia maculata kurz nach der Paarung
(Foto: Claudia Hemp).

Abb. 3: Chromosomenpraparate von

Heuschrecken der Gattung Gonatoxia:
oben der Art G. maculata; unten der Art G. hel-
leri, welche die bislang niedrigste nachgewie-
sene Zahl an Chromosomen bei Laubheuschre-
cken aufweist (Mikroskopische Aufnahmen:
Elzbieta Warchalowska-Sliwa).

sind. Studien zu ihrer akustischen Kommunikation
und zum Aufbau der Chromosomen haben erge-
ben, dass diese Arten eng miteinander verwandt
sind. Folglich missen sie noch sehr jung sein; denn
wirde es sich um &ltere Arten handeln, hétten sie
sich wéhrend eines sehr langen Zeitraums viel wei-
ter auseinanderentwickelt.

Bei einer weiteren Gattung, Gonatoxia, fanden die
Forscher heraus, dass die aus Savannengebieten
stammende Art G. maculata (Abb. 2) einen ur-
springlichen Chromosomensatz von 29 Chromoso-
men bei Mannchen und 30 bei Weibchen besitzt,
wahrend die in Tieflandregenwéldern verbreitete
Art G. helleri nur 7 Chromosomen beim Mannchen
und 8 beim Weibchen aufweist (Abb. 3). Dies ist die
niedrigste Chromosomenzahl, die jemals bei Laub-
heuschrecken nachgewiesen wurde. Bei der Entste-
hung dieser Art missen sich dramatische Umbau-
ten im Chromosomensatz abgespielt haben, deren
Mechanismen noch weitgehend unbekannt sind.

KLIMAWANDEL UND ARTBILDUNG

Was aber konnte den Anstieg der Biodiversitat
vor 1 bis 2 Millionen Jahren bewirkt haben? Bei
der Suche nach einer Antwort sind vor allem Kli-
maschwankungen in Betracht zu ziehen. Afrika
verzeichnet seit etwa 5 bis 8 Millionen Jahren ein
zunehmend trockeneres Klima, das aber durch
einzelne feuchte Perioden unterbrochen wurde.
Diese Schwankungen lieBen die ausgedehnten
Waldflachen schrumpfen und beginstigten die
Entstehung der ostafrikanischen Savannenland-
schaften, wie wir sie heute kennen. Sie bewirkten
eine raumliche Vereinzelung von Organismen, die
an den Wald als Lebensraum gebunden und auf-
grund von Flugunfahigkeit keine anderen Waldge-
biete aufsuchen konnten. Eine Chance zur weiteren

»HEUSCHRECKEN EIGNEN SICH ALS
BIOINDIKATOREN FUR DIE QUALITAT
EINES LEBENSRAUMES.

Verbreitung erhielten sie erst wieder in feuchteren
und warmeren Klimaperioden, in denen die be-
waldeten Flachen zunahmen. Eine abermalige
Schrumpfung der Walder forderte dann erneut die
Entwicklung separater Arten.

Von der zu den Feldheuschrecken gehdrenden Gat-
tung Parepistaurus (Abb. 3) sind in Ostafrika heute
25 Arten bekannt. Deren Entwicklung, die sich mit
genetischen Analysen rekonstruieren lasst, wurden
mit Klimaschwankungen in Beziehung gesetzt, die
Paldodkologen aus See- und Meeressedimenten
ableiten.? In den letzten 3 Millionen Jahren gab es
drei solche Klimaschwankungen (Abb. 4), die je-
desmal einen Schub fir die Entwicklung neuer Par-
epistaurus-Arten auf den einzelnen Bergen auslosten.

OPTIMIERTE SCHALLWELLEN
FUR DIE PARTNERSUCHE

Im Verbund mit Genetik, Okologie und Klimafor-
schung kann auch ein spezieller Zweig der Physik
— die Bioakustik — neue Erkenntnisse Uber die Ent-
stehung von Arten zutage fordern. Ein spannendes
Beispiel sind Heuschreckengattungen, die zu den
afrikanischen Agraeciinen zahlen. Genetisch an der
Basis des Stammbaumes stehende Gattungen ha-
ben lange Flugel und kénnen mit ihrem exponier-
ten Schrillapparat, der sich auf der Oberseite der
Fligel befindet, nur Ultraschalltone hervorbrin-
gen. Diese Frequenzen werden im Unterwuchs von
\Waldern leicht ,verschluckt’. Daher sind paarungs-
bereite Tiere darauf angewiesen, sich aktiv flie-
gend fortzubewegen, um ihre Partner zu finden. In
den isolierten Usambara-Waldbergen in Tansania
machte die Forschungsgruppe jedoch eine Uberra-
schende Entdeckung: Bei den hier lebenden ende-
mischen Arten der Gattung Afroanthracites (Abb. 5)
zeigt sich ein Trend, die Fligel zu verkleinern und
gleichzeitig den Schrillapparat unter den Hinter-
rand ihrer vorderen Brust zu ziehen. So sind sie
zwar flugunfahig, aber zugleich in der Lage, im
mittelfrequenten — auch fir den Menschen hor-
baren - Bereich zu singen. Dies hat den Vorteil,
dass der Gesang der Mannchen leichter durch die
Vegetation des Unterwuchses hindurchdringt und
fur die Weibchen aus weiterer Entfernung wahr-
nehmbar ist.

BEDROHTE LEBENSRAUME

Wer in den faszinierenden Landschaften Ostafrikas
Feldforschungen betreibt, wird Zeuge einer rapide
fortschreitenden Waldvernichtung. Wie lange noch
werden die Heuschreckenarten, in denen sich eine
bewegte Landschafts- und Klimageschichte wider-
spiegelt, Uberleben kénnen? Heuschrecken eignen
sich als Bioindikatoren ftr die Qualitat eines Le-



bensraumes, was der Naturschutz in Deutschland
sich schon lange zunutze macht. Dementsprechend
will auch die interdisziplinare Forschungsgruppe,
die eine Vielzahl neuer Erkenntnisse Uber diese
Insekten veroffentlicht hat, zugleich auf die akute
Gefdhrdung und Zerstérung mancher Lebensrau-
me in Ostafrika hinweisen. Es ist ihr bisher gelun-
gen, mehr als 120 neue Arten, 12 neue Gattungen
und 1 neuen Subtribus zu beschreiben, und ein
Ende ist noch nicht in Sicht.

FORSCHUNG IN DER TRADITION
ALEXANDER VON HUMBOLDTS

Derzeit liegt das Thema ,Biodiversitat’ zwar im
Trend von Wissenschaft und Politik. Doch die In-
ventarisierung und Katalogisierung von Tier- und
Pflanzenarten in Sammlungen und Herbarien ist
deutlich weniger populér. Das Interesse an der Be-
schreibung von Arten und an einer Untersuchung
ihrer Verwandtschaftsverhéltnisse lasst nach, es
stoft in Wissenschaftskreisen sogar zunehmend
auf Unverstandnis und Ablehnung. Dabei sind -

um ein Beispiel aus der Wissenschaftsgeschichte
zu nennen - die Forschungsarbeiten Alexander
von Humboldts ein herausragendes Beispiel dafur,
dass die Systematik der Tiere und Pflanzen unent-
behrlich ist, wenn man grundlegende Einsichten
in biogeographische, 6kologische und klimati-
sche Zusammenhange gewinnen will. Auch die
Erkenntnisse Uber Evolution, Klimawandel und
Landschaftsgeschichte, wie sie durch die intensi-
ve Untersuchung ostafrikanischer Heuschrecken
gefordert wurden, waren ohne Systematik und
Taxonomie nicht moglich gewesen. Diese wissen-
schaftlichen Disziplinen sind nicht obsolet, sondern
bleiben im Verbund mit Genetik und Molekular-
biologie mehr denn je aktuell.

MOLEKULARE OKOLOGIE

Abb. 4 (links): Blick auf die Folgen einer
fortschreitenden Waldvernichtung in
den siidlichen Pare-Bergen Tansanias
(Foto: Andreas Hemp).

Abb. 5: Heuschrecke der Gattung

Afroanthracites vor dem Hintergrund
eines Waldgebiets in den Usambara-Bergen
(Fotos: Claudia Hemp).

Abb. 6: In einem stark ge-

fahrdeten Kiistenwaldreser-
vat in Tansania wurde vor kurzem
eine ungewohnliche Blasenschre-
cke (Aerotegmina) entdeckt. Sie
unterscheidet sich sowohl durch
ihren Gesang als auch durch ihre
KérpergréRe von 3 bis 4 cm von
den anderen bekannten Arten
der Blasenschrecke (1 bis 2 cm).
Die Erforschung dieser eigenarti-
gen Heuschrecken kénnte einen
Beitrag zur nacheiszeitlichen
Vegetations- und Klimageschichte
Ostafrikas leisten, aber auch Ein-
blicke in groRBraumig stattfindende
Artbildungsprozesse gewahren.
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Molekulare Farbenspiele

Alljahrlich im Oktober wird der Campus der Universitat Bayreuth zum Schauplatz fiir ein Festival der Farben. Das
Laub von Baumen und Strauchern der verschiedensten Arten beginnt in bunten Farben unter der Herbstsonne zu
leuchten. Ein Blick hinter die Kulissen dieser Farbenspiele zeigt: Die gelben, roten und orangenen Pigmente, die
einen warmen Kontrast zum Blau des Himmels bilden, entstehen nicht erst in dieser Jahreszeit. Schon seit dem
Frithjahr waren sie in den Pflanzen vorhanden, aber erst jetzt treten sie sichtbar hervor.

Die Regisseure dieses Schauspiels sind bestimmte pflanzliche Proteine. Wenn die Tage kiirzer werden und die Tem-
peraturen sinken, 16sen sie einen Alterungsprozess aus. Die Photosynthese wird zuriickgefahren, und das Chloro-
phyll — das den Blattern im Sommer ein sattes Griin verliehen hat — wird abgebaut. Umso starker kommen jetzt
andere Pigmente zum Vorschein, die ebenfalls zur Photosynthese beigetragen haben: Karotinoide (gelb, orange,
rot) und Xanthophylle (gelb). In bestimmten Baumarten entstehen besonders in kalten Nachten auch Anthocyane
(rot, violett, blau), die das Blatt vor zu viel Licht schiitzen. Erst wenn die Blatter absterben, farben sie sich braun. Da-
bei wissen die Pflanzen aber mit den Substanzen ihres Stoffwechsels zu haushalten. Sie zerlegen das Chlorophyll
in viele molekulare Bestandteile, die sie wahrend der Wintermonate in den Zweigen, im Stamm oder den Wurzeln
deponieren. Sobald die Friihjahrssonne ruft, werden diese Bausteine neu zusammengebaut. Dann sprieen die
ersten griinen Blatter hervor, und ein neuer Jahreskreislauf beginnt.




