Pharmazeutische Forschung
an Proteinen

Am 22. Juni 2007 hat an der Universitat Diisseldorf zum zwei-
ten Mal der ,Tag des wissenschaftlichen Nachwuchses“ (TdwN)
stattgefunden. Die Veranstaltung bietet Doktorandinnen und
Postdoktorandinnen aller Fakultéten die Méglichkeit, ihre For-
schungen in Form von Posterprasentationen und Vortréagen
vorzustellen und sich dariiber interdisziplindr auszutauschen.
Auch vier Doktoranden des Diisseldorfer Instituts fiir Pharma-
zeutische und Medizinische Chemie haben diese Chance ge-
nutzt, um ihre experimentellen Forschungen liber krankheits-
oder arzneimittelrelevante Proteine sowie liber Enzyme fiir
industrielle Prozesse zu pra-
sentieren: Klaudia Petermann,
Andre KaeBler, Felix Blasshofer

und Andreas Gratz. Knochen
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Klaudia Petermann forscht tiber Arthritis
die Atiologie der Rheumatoiden
Arthritis (kurz: Rheuma), die
weitgehend ungeklirt ist —
immerhin weifl man, dass es sich

bei Rheuma um eine Autoimmun- ah'ag‘érug'gt
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ein bestimmtes Gen {iberexpri-
miert wird, und sie vermuten,
dass das entsprechende Gen-
produkt ein Rheuma-assoziiertes
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dieses putative (mutmalliche)
RAA mit einem ELISA (En-
zyme-Linked Immuno Sorbent
Assay, Enzym-vermittelter Test
auf eine Immunreaktion) getes-
tet: Sie verwendete gentechnisch
verianderte E. coli-Bakterien, die
das putative RAA als rekombi-
nantes Protein synthetisieren.
Mit Hilfe des Autodisplay-Sys-
tems lieB} sie das Protein in gro-
en Mengen zur Oberfliche der
Zellen wandern [1]. Dass dieses
Verfahren auch tatsdchlich funk-
tionierte, liberpriifte sie durch
einen Ganzzellverdau mit Pro-
teinase K und mit Hilfe einer
FACS-Analyse (Fluorescence-
Activated Cell Sorting). Die
Wechselwirkung des Proteins
mit einem Antikorper — also die
Immunreaktion — testete sie zu-
néchst an einem polyklonalen
Kaninchen- Antikorper.
Nachdem Klaudia Petermann
auf diese Weise ihren Ganzzell-
ELISA-Test etabliert und opti-
miert hatte, untersuchte sie mit
ihm sowohl Seren von Rheuma-
patienten als auch von (gesun-
den) Kontrollpersonen. In den
Seren beider Gruppen zeigte
sich eine signifikante Reaktion
auf das Protein. Damit ist nach-
gewiesen, dass es sich bei dem
Protein um ein Antigen handelt.
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Autoantigen (RAA) darstellt.
Um diese Hypothese zu iiber-
priifen, hat Klaudia Petermann

Die Rheumatoide Arthritis hat mehrere Ursachen. Auch Rheuma-assoziierte
Autoantigene (RAA), die sich in der Gelenkkapsel anreichern, gehéren dazu.



In groBeren Testreihen soll nun
untersucht werden, ob die Im-
munreaktionen gegen das Prote-
in bei Rheumapatienten bzw. bei
Kontrollpersonen sich statistisch
signifikant voneinander unter-
scheiden. Dies soll Kldrung
schaffen, ob es sich hierbei tat-
sédchlich um ein RAA handelt.

Screening von Hyaluroni-
dase-Inhibitoren

Hyaluronidasen sind Enzyme,
die an vielen Prozessen im Kor-
per mitwirken. Thre Aktivitit
steht in direktem Zusammen-
hang mit Entziindungen, chro-
nisch-entziindlichen Erkran-
kungen und auch mit der Kan-
zerogenese (Entwicklung von
Krebs). Wenn es gelingt, die
Aktivitit der Hyaluronidasen

(s.0.) die humanen Hyaluronida-
sen Hyal-1, Hyal-2 und PH20 in
gentechnisch verdnderten E.
coli-Bakterien zu synthetisieren
und aus den Zellen herauszulo-
cken. Mit Hilfe der SDS-PAGE
(Poly-acrylamid-Gel-elektropho-
rese von Proteinen, die mit SDS
= Natrium-dodecylsulfat beladen
sind) konnte er nachweisen, dass
die in den Zellen synthetisierten
Hyaluronidasen in groer Anzahl
auf der Oberfldche der Zellen
prasentiert werden. Die Bakte-
rien mitsamt den Hyaluronidasen
konnen nun als Ganzzell-Kata-
lysatoren in Mikrotiterplatten-
assays zum Einsatz kommen, die
ebenfalls neu entwickelt wurden.
Diese Methode ermdglicht ein
schnelles und kostengiinstiges
Screening nach potenten Hyalu-
ronidase-Inhibitoren.

Vier Nachwuchswissenschaftler an der Universitét Diisseldorf (von links):
Andre KaeBler, Andreas Gratz, Klaudia Petermann, Felix Blasshofer.

gezielt zu hemmen, konnte dies
ein Ansatzpunkt fiir die Entwick-
lung neuartiger Zytostatika sein.
In diesem Sinne arbeitet Andre
KaeBler an der Verbesserung der
experimentellen Methoden, um
Inhibitoren (Hemmstoffe) der
Hyaluronidasen zu screenen
(aufzufinden).

Die gentechnische Herstellung
von (rekombinanten) humanen
Hyaluronidasen (vom Men-
schen) ist sehr umstindlich und
liefert nur geringe Ausbeuten.
Aus diesem Grund wurden bis-
her zur experimentellen For-
schung bovine Hyaluronidasen
(vom Rind) verwendet. Andre
KaeBler ist es nun gelungen, mit
dem in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Joachim Jose ent-
wickelte Autodisplay System

Drug Targeting in der
Chemotherapie

Felix Blasshofer arbeitet daran,
die Chemotherapie von Krebs-
patienten durch eine neue Me-
thode des Drug Targeting zu op-
timieren. Drug Targeting bedeu-
tet, den verabreichten Arznei-
stoff gezielt an den gewiinschten
Wirkort (hier: die Tumorzellen)
zu transportieren. Als ,,Wirk-
stofffahre* kann z.B. ein Anti-
korper dienen, dessen Antigen
ganz iiberwiegend (im Idealfall
ausschlieBlich) auf Tumorzellen
vorkommt. Ein solches Antigen
ist die extrazelluldire Doméne
des Epidermalen Wachstumsfak-
tor-Rezeptors (EGFR), eines
transmembranéren (die Zell-
membran durchdringenden) Pro-

teins. Wachstumsfaktoren stimu-
lieren die Zellteilung und damit
die Vergroferung des Tumors.
Wenn die Bindungsstelle ihres
Rezeptors schon ,,besetzt* ist,
konnen sie jedoch nicht wirk-
sam werden. Dieser Effekt ldsst
sich mit bestimmten Antikorper-
fragmenten, den antigenbinden-
den Domainen, erzielen.
Zunichst gelang es Felix Blass-
hofer, in gentechnisch verin-
derten E. coli-Bakterien solche
Antikorperfragmente zu synthe-
tisieren und mit Hilfe des Auto-
display-Systems (s.0.) auf die
Oberfliche von E. coli zu befor-
dern. AnschlieB3end testete er, ob
diese Bakterien eine erhOhte Af-
finitéit zu den Zellen einer Tu-
morzelllinie aufweisen; als Kon-
trolle dienten unverianderte

E. coli-Bakterien. Erwartungsge-
mif steuerten nur die manipu-
lierten Bakterien gezielt die Tu-
morzellen an. Weiterhin wurde
das Experiment kontrolliert, in-
dem in den Tumorzellen die
Synthese des EGFR mittels
siRNA (short interfering RNA)
verringert wurde. Auch hier trat
das erwartete Ergebnis ein: Die
Affinitéit der Bakterien zu den
Tumorzellen nahm ab.

Im weiteren Verlauf seiner Ar-
beit will Felix Blasshofer durch
Mutationen im codierenden Gen
neue Antikdrperfragmente syn-
thetisieren und eine kombinato-
rische DNA-Bibliothek auf-
bauen.

Enzyme fiir industrielle
Prozesse optimieren

Enzyme ,,arbeiten* in der heu-
tigen Zeit auch in der Industrie,
und zwar nicht nur in der Nah-
rungsmittelindustrie, sondern
auch in der chemisch-pharma-
zeutischen Industrie. Sie machen
sich bei der Synthese von Sub-
stanzen niitzlich, die nicht mit
den klassischen Methoden der
organischen Synthese erhiltlich
sind — jedenfalls nicht zu einem
akzeptablen Preis. Um Enzyme
den besonderen industriellen Be-
dingungen, wie ,,ungewohnte*
Temperaturen, pH-Werte, Sub-
stratspektren usw. anpassen zu
konnen, hat Andreas Gratz die
Methode der error-prone PCR
angewendet (error-prone = feh-
lerbehaftet; PCR = Polymerase



Andreas Gratz vor seinem Poster.

Chain Reaction, Polymerase-
Kettenreaktion); dabei entstehen
durch Punktmutationen des je-
weiligen Gens entsprechend ver-
dnderte Genprodukte (in diesem
Fall: Enzyme). Er hat die Me-
thode jedoch so modifiziert, dass
die Mutationen nur in einem be-
stimmten Bereich des Gens auf-
treten konnen. Folglich be-
schrinken sich die Anderungen
der Aminosdurensequenz des
Enzyms ebenfalls auf einen be-
stimmten Bereich (Domaéne),
niamlich auf die katalytische Do-
maéne; diese enthilt das aktive
Zentrum des Enzyms und ist fiir
dessen Aktivitit entscheidend.
Andreas Gratz nennt seine Me-
thode PDLGO (Protein Domain
Library Generation by Overlap
Extension), was bedeutet: Erzeu-
gung einer DNA-Bibliothek von
Proteindoménen durch Verldnge-
rung der Uberlappung von DNA-
Strangen. Um das Potenzial der
PDLGO zu demonstrieren, hat er
das Gen, das die Esterase EstE
in Xanthomonas vesicatoria co-
diert, in das Genom von E. coli
eingebaut und exprimiert. Durch
Punktmutationen in dem DNA-
Abschnitt, der die katalytische
Doméne der Esterase codiert,
konnte er zahlreiche Varianten
der Esterase gewinnen. Die kata-
Iytische Aktivitit der Esterase-
Varianten kann anschliefend
durch einen Ganzzelltest be-
stimmt werden, da das Enzym
an der Oberflache der Bakterien-
zelle lokalisiert ist. So lassen
sich Enzyme mit gesteigerter
Aktivitit finden, die dann in in-
dustriellen Produktionsprozessen
eingesetzt werden konnen.

Wir brauchen
intellektuellen Esprit

Eine ehemalige Doktorandin der
Diisseldorfer Universitit, die
Bundesministerin fiir Bildung
und Forschung Frau Dr. Annette
Schavan, betonte in ihrem Gast-
vortrag zum ,, Tag des wissen-
schaftlichen Nachwuchses
2007%, dass die Welt ,,junge
Wissenschaftler mit intellektu-
ellem Esprit* braucht, und wie

man sieht, gibt es davon bereits
einige. Hoffentlich wird es auch
in Zukunft moglich sein, dem
wissenschaftlichen Nachwuchs
ein solches Forum zu bieten und
ihn dadurch zu fordern.
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