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Titelbild
Titel: RNA-Strukturen in der Replikation von Picornaviren

Die Abbildung zeigt links einen Stadtplan von Jena und rechts die Uberlagerung zweier picornaviraler
RNA-Strukturen, die mittels NMR-Spektroskopie am IMB bestimmt wurden (Ohlenschlager 2004).
Eine Struktur ist als graue Oberflachendarstellung gezeigt, die andere als Stabchendarstellung, bei
der die verschiedenen Atomtypen spezifisch eingefarbt sind: Kohlenstoff dunkelgrau, Wasserstoff
cyan, Stickstoff blau, Sauerstoff rot und Phosphor gelb. Bei den gezeigten RNAs handelt es sich um
ein strukturell hochkonserviertes RNA-Element aus der 5’-terminalen, nichtcodierenden Region der
picornaviralen genomischen RNA. Diese RNA-Module sind fiir die ersten Schritte der Replikation des
viralen Genoms essentiell. Ohne sie ist eine Vermehrung der Picornaviren, zu denen das Poliovirus,
das Coxsackievirus aber auch die Rhinoviren gehéren, in den infizierten Zellen nicht méglich. Die
gezeigten RNA-Strukturen dienen bei der Replikation als hochspezifische ,Andockstelle” fur ein virales
Protein (3CD"™), das nach Prozessierung durch seinen 3C-Anteil aktiviert wird und als RNA-
abhéngige RNA-Polymerase 3D die neuen genomischen RNA-Strange synthetisiert.
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1. Das IMB im Jahre 2003

Vorbemerkungen

Das IMB ist im Umbruch. Aus den bisher zum Teil hervorragenden Einzelaktivitaten aus
Bereichen wie Genomforschung, Strukturbiologie, Molekularbiologie und Zellforschung soll
ein neues gemeinsames Thema entwickelt werden. Diesem Ziel dienten eine Reihe von
Mafnahmen:

Diskussionen der Arbeitsgruppenleiter aus den Vorjahren

die Berufung eines neuen wissenschaftlichen Vorstandes

die Aufhebung der Besetzungssperre, um Mitarbeiter zur Erganzung
des neuen Themas anwerben zu kbénnen

mehrere Symposien und schlielich

Beratungen im wissenschaftlichen Beirat und im Kuratorium

Auch die personelle Struktur und die Vorbereitung eines Neubaues sollten helfen, die neuen
Erfordernisse zu verwirklichen. Fir die Arbeitsgruppenstruktur dient das Max-Planck-Institut
fur Molekulare Zellbiologie und Genetik Dresden als Vorbild. Zur Errichtung eines Neubaues
wurde ein Architektenwettbewerb vorbereitet und ausgeschrieben. Hauptziele eines Neu-
baus sind das Bereitstellen geeigneter erweiterter Laborflachen, Einrichtung eines Tier-
hauses, Beseitigung von Méangeln der Altbauten (Aufzug, Lager, gemeinsame Einrichtungen
etc.) und besonders das Durchbrechen baulicher Isolierung von Arbeitsgruppen. Letzteres ist
natdrlich nur beschrankt méglich, aber wichtig fur die Entwicklung eines gemeinsamen For-
schungsthemas. Ein wdchentliches Arbeitsseminar aller Forschungsgruppen wurde gestar-
tet. Dem neuen Arbeitsthema wird im Folgejahr auch der Name des IMB angepasst werden.

Forschungsziel: Molekulare Mechanismen alters-assoziierter Erkrankungen

Das Altern ist ein multifaktorieller biologischer Prozess, der kontrolliert wird von exogenen
Faktoren (Umwelt) sowie von intrinsischen (genetischen) Faktoren. Mit dem Altern haufen
und verstarken sich degenerative Vorgange in nahezu allen Organsystemen. Bei der mo-
mentanen und zukinftigen Zunahme des Anteils alterer Menschen an der Gesamtbevol-
kerung stellt die wachsende Haufigkeit von alters-assoziierter Morbiditat und Pflegebedurf-
tigkeit nicht nur ein individuelles Problem dar, sondern auch eine gesellschaftliche Heraus-
forderung. Die Préavention bzw. die effiziente Behandlung von alters-assoziierten Funktions-
minderungen und von manifesten Erkrankungen sollte vorrangiges medizinisches Ziel sein.
Sie kann nur erreicht werden, wenn zunachst die grundlegenden molekularen Mechanismen
der Alterung aufgeklart werden. Die evolutiondren Alterstheorien postulieren, dass Altern ver-
ursacht wird durch die Akkumulation von zellularen Schaden, welche Uber verschiedenste
molekulare Mechanismen entstehen kdénnen. Reparaturmechanismen und zellulare Stress-
antworten konnen diesen Zellschadigungen teilweise entgegenwirken.

Die meisten Industrielander unterstiitzen bzw. institutionalisieren seit Jahren bereits gezielt
die molekulargerontologische Forschung. Dies flhrte dazu, dass die Molekulargerontologie
sich auf internationaler Ebene zu einem der Schwerpunktgebiete biomedizinischer For-
schung entwickelt hat. Leider war Deutschland von dieser Entwicklung bisher weitestgehend
abgekoppelt.

Zum Teil als Fortentwicklung bestehender Ansatze, zum Teil durch neue passende Arbeits-
gruppen wird das IMB daher in Zukunft Mechanismen alters-assoziierter Krankheiten und der
Alterung erforschen. Ziel der Forschung ist letztlich die Vermeidung vor allem von solchen
altersabhangigen Krankheitszustanden, die mit schweren korperlichen und geistigen Ein-
schrdnkungen und Pflegebedurftigkeit einhergehen. Eine unabdingbare Voraussetzung
hierzu ist das Verstandnis der grundlegenden Mechanismen der Alterung von der Ebene
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eines Gesamtorganismus bis hinunter ins molekulare Detail. Aus diesem Grund sollen
sowohl definierte zellulare (in vitro) Systeme aus Saugetier-Geweben als auch Gesamt-
organismen (z.B. Hefen, Tiermodelle) untersucht werden.

Eine Ausarbeitung im Detail lag 2003 noch nicht vor, doch sind aus den Berichten der Ar-
beitsgruppen Bemihungen sichtbar, das neue Thema mit ersten Arbeiten mit Substanz zu
fullen. Die entsprechenden Abschnitte sind hervorgehoben (kursiv). Beispielsweise sind
Arbeiten zur Redox-Regulation und DNA-Reparatur wesentlich fir das Verstandnis von
Alterungsvorgéngen. Proteinaggregationen sind Begleiterscheinungen oder Ursache
mehrerer Krankheiten des Menschen. Die Bedingungen der Aggregation zu erforschen,
gehdrt zum neuen Thema der Altersforschung. Ebenfalls beispielhaft, verlagert sich die
Arbeit der Genomanalyse von der Bausteinsequenzierung hin zu funktioneller Genom-
forschung, dem Auffinden von Krankheitsgenen. Das Zusammenspiel von externen Faktoren
und Genom hat grof3e Bedeutung fur die Mechanismen der Alterung.

Lokale Einbettung

Durch die jahrelangen Suchprozesse fir die wissenschaftliche Direktion des IMB und des
Hans-Knoll-Institutes fiir Natorstoff-Forschung (HKI) ist in der Frage der Einbindung in den
Beutenberg Campus kein weiterer Fortschritt erzielt worden.

Das IMB unterhdlt eine enge Verbindung zur Friedrich-Schiller-Universitat Jena. Die am IMB
tatigen Professoren werden gemeinsam mit der FSU berufen. Die Professoren des IMB, aber
auch etliche wissenschaftliche Mitarbeiter sind intensiv in die Lehre der FSU eingebunden.
Die komplementaren Forschungsinteressen zwischen dem IMB und verschiedenen Arbeits-
gruppen der FSU, besonders in den Fakultaten fir Biologie und Pharmazie, Physik und
Medizin, werden durch eine nicht unerhebliche Anzahl gemeinsamer Projekte dokumentiert.
Das IMB nahm 2002 an zwei Sonderforschungsbereichen der FSU teil und ist am neuen
SFB 604 mit funf Projekten beteiligt. Das NMR-Zentrum wird gemeinsam vom IMB und der
FSU betrieben. Die Universitat ist in allen Gremien des IMB vertreten und arbeitet an der
wissenschaftlichen Gestaltung mit.

Auszeichnungen
Der wissenschaftliche Mitarbeiter PD Dr. Heinz-Peter Nasheuer (Gruppe Grof3e) erhielt

einen Ruf auf eine Stelle als Lecturer der National University of Ireland in Galway, Irland, den
er zum 01.01.2003 annahm.

Der Nachwuchsgruppenleiter Dr. Matthias Zacharias erhielt einen Ruf an die International
University Bremen auf eine Stelle als ,Associate Professor fiir Computational Biology“. Herr
Dr. Martin Zacharias hat den Ruf im Februar 2003 angenommen.

Prof. Dr. Rolf Hilgenfeld erhielt einen Ruf auf die C4-Position des Leiters des Instituts flr
Biochemie der Medizinischen Universitat Libeck. Er hat diesen Ruf zum 01.01.2003 in
Libeck angenommen.

Das BMBF vergab den renommierten BioFuture-Preis fiir Nachwuchswissenschaftler in
diesem Jahr an Dr. Marcus Féndrich vom Institut fir Molekulare Biotechnologie (IMB), Jena.
Der BioFuture-Preis ist in diesem Jahr mit ca. 5 Mio. Euro dotiert, die sich Dr. Fandrich mit
vier weiteren Wissenschaftlern aus Deutschland teilen wird. Das Preisgeld dient zur
Unterstitzung seiner Arbeiten an Amyloidfibrillen, den Erregern von Krankheiten wie
Alzheimer, Parkinson und Creutzfeldt-Jakob. In Zusammenarbeit mit einem weiteren
Wissenschaftler des IMB, Dr. Thomas Appel, sollen nun die molekularen Prozesse erforscht
werden, die diesen Krankheiten zugrunde liegen, um so neue Therapiemdglichkeiten zu
schaffen.




Auf Vorschlag von Prof. Alan Michete, Leiter Dept. of Physics, verlieh das King's College der
University of London, Prof. Dr. Eberhard Unger die Gast Professur (Visiting Professor) flr
Biophysik fuir 3 Jahre von 01.01.2003 bis 31.12. 2005. Damit verbunden ist die Funktion als
Senior Research Fellow (Laborleiter). Grundlage waren Arbeiten von ihm und seiner Gruppe
zur Biophysik von mikrotubularen Struktur- und Funktionssystemen und deren nanotechno-
logischen Nutzung.

Stipendien

Das Scientific Committee der GBS gewahrte Alexander Rapp ein Stipendium fur seinen
Tagungsbeitrag und die Teilnahme am International Congress of Radiation Research in
Brisbane, Australien vom 17. - 22.08.2003.

Offentlichkeitsarbeit

Guhrs, Karl-Heinz
Mitwirkung im Filmbeitrag ,Leben am seidenen Faden* zum Thema Gewinnung rekombi-
nanter Spinnenseidenproteine des MDR-Fernsehens.

Rahn, K. & J. Suhnel (gemeinsam mit dem Beutenberg Campus e.V. und anderen JCB-Mitgliedern)

Wissenschaft und Offentlichkeit im Dialog Datenbank Mensch: Chancen und Risiken der
Bioinformatik”. Halbtagsveranstaltung mit Vortragen, Postern, Computerprasentationen
und einer Podiumsdiskussion. 04.05.2003

50 Jahre DNA-Doppelhelix und Jahr der Chemie
JCB-Prasentation im Einkaufscentrum Goethegalerie Jena (zusammen mit anderen
Instituten des Beutenberg Campus). 31.10.-02.11.2003

Artikel erschienen zu Kinesin und Nanoaktuatorik:
Molekulare Motoren, Aus Wissenschaft und Forschung, Pharm. Ind. 65, 59-61, 2003
Molekile als Motoren, Schweriner Zeitung 17.-18.05.2003

50. Jahrestag der Entdeckung der Doppelhelix
Aufgrund der ambitionierten Planung des internationalen Konsortiums zur Sequenzierung
des Human-Genoms, das Projekt bis zum April 2003 - dem 50. Jahrestag der Entdeckung
der Doppelhelix - im wesentlichen abzuschlie3en, bestand das Hauptziel unserer Arbeiten
darin, dieses fir alle am IMB im Verlaufe von Gber 10 Jahre bearbeiteten Projekte, insbe-
sondere auf den Chromosomen 8, 21 und X, abzusichern. Diese Arbeiten konnten erfolg-
reich und fristgerecht zum 14.04.2003, dem offiziellen Abschluss des Internationalen
Human-Genom-Projektes beendet werden. Die nationale und internationale Anerkennung
des deutschen Beitrags zu diesem historischen Projekt kam u.a. durch die Unterschrift
von Bundeskanzler H. Schréder unter die Gemeinsame Erklarung der Regierungschefs
von sechs Staaten zum Abschluss der Sequenzierung des menschlichen Genoms zum
Ausdruck. Um diesen Meilenstein in der molekularbiologischen und medizinischen For-
schung eine lokale Offentlichkeitswirkung zu verschaffen, prasentierten wir vom 02.-
25.04.2003 die multimediale Installation 'KUBUS HUGOQO' der Dresdner Kunstler Frank
Hellwig und Steffen Fischer im Foyer des IMB. Im Verlauf dieser 24 Tage wurde die ge-
samte entzifferte Erbinformation der menschlichen Spezies optisch und akustisch fir
Gaste und Mitarbeiter des Institutes erlebbar.
In der folgenden Zeit waren wir intensiv und in enger Kooperation mit den internationalen
Partnern an Datenanalyse und Annotation der finalen Sequenzen der einzelnen mensch-
lichen Chromosomen beteiligt. Eine abschlielende Publikation des Internationalen Human-
Genom-Sequenzierkonsortiums zum menschlichen Genom, als auch entsprechende finale
Chromosomen-Publikationen sind fiir 2004 in Arbeit (Chr. 8, X) bzw. bereits fertiggestellt und
eingereicht (HG).



2.  Organisation des IMB

Struktur und rechtliche Grundlagen

Das Institut fir Molekulare Biotechnologie wurde in der Rechtsform eines eingetragenen
Vereins im Jahre 1992 gegrundet. Sitz des Vereins ist Jena.

Das IMB e.V. ist eine Einrichtung der Wissenschaftsgemeinschaft Gottfried Wilhelm Leibniz
e.V. (WGL). Diese Institute werden wegen ihrer Uberregionalen Bedeutung und aus gesamt-
staatlichem wissenschaftspolitischem Interesse gemeinsam durch Bund und Lander geman
8§ 91 GG gefoérdert.

Aufgabe des Vereins ist die Forderung von Forschung und Entwicklung auf dem Gebiet der
molekularen Biotechnologie sowie die Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses auf
dem Gebiet.

Der Verein kann weitere Aufgaben aus verwandten Forschungs- und Entwicklungsgebieten
Ubernehmen. Er unterhalt hierzu ein Forschungsinstitut, in dem selbstéandige Arbeitsgruppen
in gemeinsamen Forschungs- und Entwicklungsprogrammen zusammenarbeiten. Die Ergeb-
nisse der durchgefuhrten Forschungsarbeiten sollen veroffentlicht oder der Allgemeinheit auf
andere Weise zuganglich gemacht werden.

Der Verein verfolgt ausschlieBlich und unmittelbar gemeinnutzige Zwecke im Sinne der Ab-
gabenordnung.

Die Organe des Vereins sind:

die Mitgliederversammlung
das Kuratorium

der Vorstand

die Kollegiumsversammlung
der Wissenschaftliche Beirat

Dem Verein gehdrten 2003 folgende Mitglieder an:

Herr Dr. Klaus Bartholmé, Erfurt

Herr Dr. Johann Komusiewicz, Erfurt
Frau Prof. Dr. Gabriele Beibst, Jena
Herr Dr. habil. Peter R6hlinger, Jena
Herr Prof. Dr. Christian Rissel, Jena

Dem Kuratorium gehérten 2003 folgende Mitglieder an:

Herr Dr. Klaus Bartholmé (Erfurt), fir das TMWFK Vorsitzender
Herr Prof. Dr. Hermann Bujard (Heidelberg)

Herr Prof. Fritz Eckstein (Goéttingen)

Herr Prof. Dr. Christian Russel (Jena)

Frau Dr. Anneliese Bohn (Bonn), fir das BMBF (bis 31.10.2003)

Herr Heinrich Diermann (Berlin), fir das BMBF (ab 01.11.2003)

Frau Dr. Ute Zopf (Erfurt), fur das TMWFK

Herr Prof. Dr. Kai Simons (Dresden)

Herr Prof. Dr. Jirgen Wolfrum (Heidelberg), Vorsitzender Wiss. Beirat

Dem Kuratorium gehéren nach Satzungsénderung bis zu elf stimmberechtigte Mitglieder an,
darunter bis zu zwei Vertreter des Landes und zwei Vertreter des Bundes sowie Vertreter der
Friedrich-Schiller-Universitét, der Vorsitzende des wissenschaftlichen Beirates, der stellver-
tretende Vorsitzende des wissenschaftlichen Beirates, bis zu vier gewahlte, vom TMWFK



und dem Bund vorgeschlagene Mitglieder von internationalem Rang aus den Bereichen
Wissenschatft oder Wirtschaft. Zwei Mitglieder sollen der forschenden Industrie angehdren.

Im Jahre 2003 gehorten dem Vorstand folgende Personen an:

Prof. Dr. Frank Grol3e komm. Wissenschaftlicher Direktor (bis 30.09.2003)
Prof. Dr. Peter Herrlich Wissenschatftlicher Direktor (ab 01.10.2003)
Frau Doris Schuster Administrativer Vorstand

Der Vorstand des Vereins besteht aus zwei Personen. Das erste Mitglied ist Sprecher des
Vorstandes und fuhrt die Amtsbezeichnung Direktor. Das zweite Mitglied fuhrt die Bezeich-
nung kaufmannisch-administrativer Geschaftsfihrer.

GemalR § 12 der Satzung obliegt dem Vorstand die Fihrung der laufenden Geschéfte und
die Leitung des Forschungsinstitutes.

Kollegiumsversammiung

Zu Arbeitsgruppenleitern des Instituts waren 2003 bestellt:

Herr Prof. Dr. Stephan Diekmann

Herr Dr. Matthias Goérlach (ab 01.10.1999 als komm. Gruppenleiter)
Herr Prof. Dr. Karl Otto Greulich

Herr Prof. Dr. Frank GroR3e

Herr Prof. Dr. Peter Herrlich (ab 10/2003)

Herr Dr.-Ing. Hans-Jirgen Kiel

Herr Dr. Matthias Platzer (ab 01.07.2000 als komm. Gruppenleiter)
Herr Dr. Jirgen Suhnel

Herr Dr. Thomas Wilhelm (ab 01.04.2002)

Herr Dr. Martin Zacharias (bis 31.01.2003)

Dem Wissenschaftlichen Beirat gehorten 2003 folgende Wissenschatftler an:

Herr Prof. Dr. Jirgen Wolfrum (Heidelberg) Vorsitzender (Mandatsablauf)
Herr Prof. Dr. Fritz Eckstein (Goéttingen) stellv. Vorsitzender

Herr Prof. Dr. Jurgen Brickmann (Darmstadt)

Herr Prof. Dr. Bernd Wiederanders (Jena)

Herr Prof. Dr. William Studier (Upton, USA)

Folgende neue Mitglieder wurden 11/2003 berufen (erste Sitzung im Februar 2004)

Frau Prof. Dr. Ingrid Grummt (Heidelberg)

Herr Prof. Dr. Piet Borst (Amsterdam, Niederlande)
Herr Prof. Dr. Rolf Knippers (Konstanz)

Herr Prof. Dr. Adriano Aguzzi (Zurich, Schweiz)
Herr Prof. Dr. Benjamin Kaupp (Jilich)

Rechte und Pflichten der Organe des Vereins sind in der Satzung geregelt.



Dem Betriebsrat des IMB e.V. gehorten seit 1. Juni 2003 folgende Mitglieder an:

Herr Dr. Eberhard Schmitt (Vorsitzender)

Herr Dr. Oliver Ohlenschlager (stellv. Vorsitzender)
Herr Dr. Christian Hoischen

Frau Patricia Mockel

Herr Peter Mller

Frau Annerose Schneider

Herr Werner Schiitze

Das Institut fur Molekulare Biotechnologie hat vom Freistaat Thiringen unentgeltlich zur
Nutzung Raumlichkeiten und bewegliches Vermdgen uberlassen bekommen.
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Prof. Dr. Peter Herrlich (ab 01.10.2003)
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(acting)
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Confocal microscopy
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Electron microscopy
Marcus Fandrich

Peter Herrlich

Mass spectrometry
Karl-Heinz Giihrs

Matthias Platzer
(acting)

NMR

Matthias Gorlach

Jiurgen Stihnel

Thomas Wilhelm

Martin Zacharias
(bis 31.01.2003)
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Arbeitsgruppe Diekmann

3. Forschungsberichte

Arbeitsgruppe Diekmann
Molekularbiologie

Stephan Diekmann

Professor, Friedrich-Schiller-Universitat Jena (1993)

Dr. habil., Georg-August-Universitat Gottingen (1989)
Dr. rer. nat., Georg-August-Universitat Goéttingen (1978)

Wissenschaftler

PD Dr. Peter Hemmerich?

Dr. Thomas Hettmann? (bis 30.06.03)
Dr. Christian Hoischen?

Dr. Marcus Fandrich® (bis 31.07.03)

Wissenschaftlich-technische Mitarbeiter

Christa Frey, technische Mitarbeiterin® (bis 31.07.03)
Marianne Koch, technische Mitarbeiterin®

Sabine Ohndorf, technische Mitarbeiterin®

Brigitte Kiintzel, technische Mitarbeiterin® (bis 31.10.03)
Sylke Pfeifer, technische Mitarbeiterin® (ab 01.11.03, Teilzeit)
Adelheid Diete, technische Mitarbeiterin®

Katrin Buder, technische Mitarbeiterin® (bis 30.11.03)

Marlis Kittler, technische Mitarbeiterin®

Dietmar Schwertner” (ab 01.04.03)

Doktoranden

Gerhard Wieland, Doktorand® (bis 31.03.03)
Esther Kamphausen® (ab 01.05.03)

Sandra Orthaus® (ab 01.05.03)

Stefanie Weidtkamp-Peters® (ab 01.04.03)
Indri Erliandri ®

Diplomanden

Stefanie Weidtkamp-Peters (bis 31.03.03)
Sandra Orthaus (bis 30.04.03)

Thomas Liem

Finanzierung:

1) Haushalt-IMB

2) SFB 436

3) DFG FA 456/1-1

4) BMBF BAB 115235
5) DAAD

Uberblick

Die verschiedenen biochemischen Vorgange in eukaryontischen Zellkernen (Transkription,
Replikation, RNA-Prozessierung, Zellteilung) unterliegen einer raumlich und zeitlich
regulierten Kontrolle. Die Funktionen werden von subnukledren Multiproteinkomplexen
ausgefihrt, die durch dynamische, signalabhangige Verénderungen reguliert werden. Mit
molekularbiologischen, zellbiologischen und biophysikalischen Methoden untersuchen wir
die Struktur und Funktion des Kinetochor-Komplexes und von Kernkdrperchen. Wir erhoffen
uns davon neue Einblicke in essentielle Funktionen des Zellkerns und in solche
Pathomechanismen, in die diese Zellkernstrukturen involviert sind.
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Arbeitsgruppe Diekmann

Forschungsschwerpunkte

1. Struktur, Funktion und Dynamik nukleérer Multiproteinkomplexe

Mitarbeiter: P. Hemmerich, G. Wieland, A. Kiel3lich, L. Schmiedeberg, E. Kamphausen,
M. Koch, S. Ohndorf, S. Weidtkamp-Peters, S. Orthaus

Finanzierung: BMBF und Haushalt-IMB

Kooperationen: C. Cardoso (MDC, Berlin-Buch), F. Hiepe (Klinische Immunologie,Charité)
A. v. Mikecz (Institut fir Umweltmedizinische Forschung, Univ. Disseldorf)
A. Pombo (MRC Clinical Science Center, London, England)
A. Thiel/A. Radbruch (Deutsches Rheuma-Forschungszentrum, Berlin)
H. Will/T. Hofmann, Ph.D. (HPI, Hamburg)
G. Maul (The Wistar Institute, PA, USA)

1.1. Der Centromer/Kinetochor-Komplex

Das Centromer ist ein chromosomaler Abschnitt, der fir die getreue Verteilung des
Erbmaterials bei der Mitose und Meiose von eukaryontischen Zellen verantwortlich ist. In
neoplastischen Zellen verandert sich die Zahl und die Struktur von Chromosomen, begleitet
von Struktur- und Funktionsfehlern der Centromere. Aul3erdem sind Centromere spezifische
Targets bei bestimmten viralen Infektionen (z. B. Herpes und SV-40). Die viralen Proteine
binden direkt an Centromer-Proteine, bewirken deren proteasomalen Abbau und
verursachen dadurch die Inaktivierung der Centromer-Struktur. Aus der Analyse der
molekularen Verwandtschaft von Centromer-Proteinen verschiedener Spezies erhoffen wir
uns weitere Einblicke in die Struktur und Funktionsweise von eukaryontischen Centromer-
Komplexen.

Die Centromer-Funktionen in verschiedenen Spezies sind auf der Ebene der jeweiligen DNA/
Multiprotein-Komplexe weitgehend konserviert. Eine logische Erweiterung dieser Beobach-
tung ist, dass vielleicht auch die molekularen Mechanismen konserviert sind, die der
Centromer-Funktion zugrunde liegen. Von diesem Konzept geleitet verglichen wir die
Centromere von Hefe (Saccharomyces cerevisiae, S.c.) und Mensch. Uns interessiert auch
die Verwandtschaft zu bakteriellen Kinetochor-Proteinen, die an der Segregation von Low-
Copy-Plasmiden beteiligt sind.

Von zentraler Bedeutung ist fir uns die Frage, welche Proteine am Aufbau des Kinetochors
beim Menschen beteiligt sind und wie diese Proteine miteinander wechselwirken. Wir
klonierten deshalb die fundamentalen vier Kinetochor-Proteine CenP-A, -C, -H und -l als
auch ihre Subdomanen in E .coli, um die Wechselwirkung der so exprimierten Proteine
untereinander zu studieren und nach Wechselwirkungs-Partnern in menschlichen
Zellextrakten zu suchen. Weitere Kinetochor-Proteine werden nun ebenfalls kloniert und
untersucht.

Parallel haben wir diese Proteine und ihre Subdoménen in die Jager-und-Beute-Yeast-2-
Hybrid-Vektoren kloniert und werden sie nun in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof.
Wancker am MDC, Berlin, auf ihre Wechselwirkung untereinander und mit anderen
klonierten menschlichen Proteinen untersuchen.

AulRerdem klonierten wir diese Proteine zu Fusionen mit Green Fluorescent Protein (GFP)
und den Farbvarianten CFP und YFP. Diese fluoreszierenden Proteine werden in lebenden
menschlichen Zellen exprimiert. Wir untersuchen die Dynamik dieser Proteine gebunden im
Komplex und auf3erhalb des Komplexes im Nukleoplasma und Cytosol (mittels FRAP und
FCS). Mittels FRET arbeiten wir an der Nachbarschafts-Beziehung dieser Kinetochor-
Proteine untereinander und zu Histonen sowie HP1, Proteine, die wir ebenfalls als
Fusionsproteine mit GFP, CFP und YFP konstruierten.

Zu CenP-H lagen bisher keine Knock-Down-Daten zu menschlichen Zellen vor (publiziert
war nur Huhn). Wir untersuchten die Funktion von CenP-H in menschlichen Zellen nach
Herunterregulierung durch Zugabe von CenP-H-RNAI. Im Gegensatz zum Huhn scheinen im
Menschen die Zellen nach CenP-H-RNAi-Behandlung nicht in der Mitose arretiert zu werden.
Uns interessiert auch, welches molekulare Signal vom Kinetochor erkannt wird und den Ort
der DNA-Komplex-Bildung definiert. Wir studieren deshalb den Zeitpunkt der Kinetochor-
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Replikation, weil sich der DNA-Kinetochor-Komplex eventuell direkt nach der Replikation
bildet. Wir beobachteten, dass Centromere zu jeder Zeit in der S-Phase repliziert werden
(mit einer Haufung in der zweiten Halfte). Mittels FISH kdnnen wir jedes Centromer
spezifisch farben und bestimmen auf diese Weise, welches Centromer friih und welches
spater repliziert wird.

HP1-Chromatinproteine sind konstitutiv mit centromerischem Heterochromatin assoziiert und
spielen dort eine strukturelle Rolle bei der Kinetochorfunktion. Um diese Funktion zu
analysieren, haben wir die Mobilitat von HP1 in lebenden Zellen bestimmit.

Dazu wurden Fluoreszenz-Bleichtechniken (FRAP) und die Fluoreszenz-Correlations-
Spektroskopie (FCS) etabliert und die Dynamik und Mobilitdt von HPZ1-Proteinen im
centromerischen Heterochromatin bestimmt. Dabei zeigt sich, dass der grosste Teil der HP1-
Proteine im Zellkern sehr mobil ist und nur transient mit Chromatin interagiert. Im
centromerischen Heterochromatin hingegen existiert eine Population von sehr langsamen
oder immobilen HP1-Molekilen. Diese Befunde zeigen (und widerlegen bisherige
Literaturdaten), dass eine Subpopulation von HP1-Proteinen stabil in Komplexe an
pericentromerischer DNA eingebaut vorliegt und dass die Formation und Aufrechterhaltung
von konstitutivem Heterochromatin in menschlichen Zellen durch schnelle und langsame
HP1-Populationen bewerkstelligt wird (Schmiedeberg et al., Mol. Biol. Cell, 2004, im Druck).
Desweiteren konnten wir in dieser Arbeit demonstrieren, dass nur HP1-alpha, nicht aber
HP1-beta oder HP1-gamma, mit centromerischem Heterochromatin wéhrend der Mitose
assoziiert ist. Wir kdnnen also HP1-alpha eine isotyp-spezifische Funktion (Heterochromatin-
Aufrechterhaltung) wahrend der Mitose zuweisen.

1.2. Kernkorperchen

Der Wirbeltierzellkern enthalt verschiedene Kernkdrperchen, die strukturell und funktionell
eng mit biochemischen Vorgangen im Kern assoziiert sind (Visions of the Cell Nucleus,
American Scientific Publishers, Diekmann & Hemmerich, eds., 2003, im Druck). Wir
untersuchen die Struktur, Funktion und Dynamik von ,PML-bodies® (PML =
promyelocytischen Leukamie). PML-bodies und ihre Hauptkomponente, das PML-Protein
spielen eine zentrale Rolle bei essentiellen zellularen Funktionen wie Apoptose,
Zellwachstumskontrolle, Tumorsuppression und Seneszenz; die genaue biochemische
Funktion von PML-bodies ist jedoch nicht bekannt. Zellbiologische Evidenzen deuten darauf
hin, dalR PML-bodies moéglicherweise nukledre Kompartimente definieren, in deren
unmittelbarer Peripherie aktiver Chromatin-Metabolismus (RNA-Transkription, DNA-
Replikation, DNA-Reparatur, Telomerase-Aktivitat) auf engem Raum lokalisiert stattfinden
kann.

Wir hatten im Vorfeld die raumliche Assoziation von PML-bodies mit den sogenannten
"Transkriptionsfabriken™ im Zellkern menschlicher Zellen analysiert und dabei eine
Zellkyklus-abhangige Assoziation zwischen PML-NBs und Orten aktiver mRNA-Transkription
durch RNA-Polymerase |l festgestellt (KieRRlich et al., 2002). Nun untersuchen wir die
rAumliche Assoziation zwischen PML-bodies, spezifischen Genloci und spezifischen RNA-
Transkripten. Diese Analysen sollen zeigen, ob PML-bodies als Orte spezifischer
Genexpression fungieren kénnen. Erste Befunde deuten daraufhin.

Kernkdrperchen sind zudem das Ziel von Autoantikbrpern bei Patienten mit systemisch-
rheumatischen Autoimmunerkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis, dem systemischen
Lupus Erythematodes oder der Sklerodermie. Seit Mai 2003 untersuchen wir in einem
BMBF-geftrderten Projekt des Medizin-Netzwerkes Rheuma die Autoantikdrperantwort
gegen das nukleolare Autoanitgen Topoisomerase | (Topo I, Zusammenarbeit mit Kent Sge,
Biochemie). Topo | ist ein Marker-Autoantigen bei der systemischen Sklerose. Durch
Analyse von Topo I-spezifischen T-Zellen aus Sklerodermie Patienten erhoffen wir uns
molekulare Einblicke in die Autoantikbrpergenese.
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2. E. coli Systembiologie
Mitarbeiter: C. Hoischen, B. Kiintzel (Schwangerschaftsvertretung bis 31.10.2003),
S. Pfeifer (seit 01.11.2003 zuriick aus Schwangerschaftsurlaub).
Finanzierung: Haushalt-IMB
Kooperationen: S. Addinall (Manchester), O. Holst (FZ Borstel), H.J. Kriigel (HKI Jena)
Jiang Xing-Mai (Singapur), Gerd Miksch (Universitat Bielefeld)

Gemeinsam mit den Arbeitsgruppen Platzer (Genomanalyse, R. Siddiqui) und Grol3e
(Biochemie, B. Schiott) arbeiteten wir an der vergleichenden genomischen und funktionellen
Analyse der seit Jahren am IMB Kkultivierten zellwandlosen stabilen Protoplasten von
Escherichia coli K12. R. Siddiqui fihrte die Sequenzierung der Organismen durch, wahrend
B. Schlott die Proteinmuster mittels 2D-Gelelektrophorese verglich. Wir untersuchten das
Genexpressions-Muster mittels DNA Microarray Technologie (Kooperation mit H. Krigel,
HKI). Zudem wurden in unserer Arbeitsgruppe die Zellen entsprechend der aus der genomi-
schen Analyse gewonnenen Befunde biologisch und funktionell charakterisiert.

Publikationen

Referierte Publikationen

Appel, T. R. & J. Makovitzky. Romhényi’s staining methods applied to tissue-isolated
amyloid fibrils. Acta Histochemica 105 (2003) 371-372.

Appel, T. R., N. Yehia, U. Baumeister, H. Hartung, R. Kluge, D. Strohl & E. Fanghéanel.
Electrophilic Cyclisation of Bis(4-methoxybenzylthio)acetylene — Competition between Ar,-
6 and Ar;-5 Routes, Yielding 1 H-2-Benzothiopyrans or Spiro Derivatives of
Cyclohexadienone. Eur. J. Org. Chem. (2003) 47-53.

Diekmann, S., G. Siegmund, A. Roecker & D.O. Klemm. Regioselective nitrilotriacetic
acid-cellulose-nickel-complexes for immobilisation of Hisg-tag proteins. Cellulose 10
(2003) 53-63.

Féandrich, M., V. Forge, K. Buder, M. Kittler, C.M.Dobson & S. Diekmann. Myoglobin forms
amyloid fibrils by association of unfolded polypeptide segments. PNAS 100 (2003) 15463-
15468.

Hettmann, T., S. Anemdller, H. Borcherding, L. Mathé, P. Steinriicke & S. Diekmann.
Pseudomonas stutzeri soluble nitrate reductase af-subunit is a soluble enzyme with a
similar electronic structure at the active site as the inner membrane-bound ofy
holoenzyme. FEBS Letters 534 (2003) 143-150.

Hettmann, T., R. Siddiqui, J. Langen, Ch. Frey, M. Romao, S. Diekmann. Mutagenesis study
on the role of a lysine residue highly conserved in formate dehydrogenases and
periplasmic nitrate reductases. Biochem. Biophys. Res. Comm. 310 (2003) 40-47.

Sauter, S. R., S. Diekmann & V. Braun. Two-step purification of the outer membrane
transporter and activator protein Sh1B from Escherichia coli using internally Hises-tagged
constructs. Journal of Chromatography B 786 (2003) 33-37.

Toshkova, R., E. Ivanova, S. Toshkov & C. Hoischen. Inhibition of tumor development by
Proteus mirabilis VI stable L-form cytoplasmic membranes. Experimental Oncology 25
(2003) 124-127.
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Nicht referierte Publikationen

Appel, T.R., G. Gellermann, C. Leisner, T. Lutkepohl, J. Raskatov & J. Rossa. Dinnschicht-
chromatographische Analyse von Lipiden. GIT Laborfachzeitschrift (2003) in press.

Hemmerich, P. & S. Diekmann (editors)
Visions of the Cell Nucleus, American Scientific Publishers, CA, USA in press.
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Arbeitsgruppe Fandrich
Proteinfaltung und Aggregation

Marcus Fandrich (ab 01.08.2003)
Dr. of Philosophy, Universitat Oxford, U.K. (2002)

Wissenschatftler
Dr. Gerald Gellermann (ab 15.09.03)"
Dr. Giorgia Zandomeneghi (ab 01.11.03)?

Wissenschaftlich-technische Mitarbeiter
Katrin Buder, technische Mitarbeiterin (ab 01.12. 03)*

Doktoranden
Anja Radestock (ab 01.09.03)?
Carsten Sachse (ab 01.11.03)?

Finanzierung:

1) BMBF und IMB
2) BMBF

3) IMB

Uberblick

Amyloid-Krankheiten reprasentieren einen besonderen Typus multifaktoriell bedingter Krank-
heiten, bei denen die Schadigung des Gewebes darauf beruht, dass korpereigene Polypepti-
de einen pathologischen Strukturbildungsprozess durchlaufen und zu Amyloidfibrillen assozi-
ieren. Zu diesen Syndromen zéhlen degenerative Alterskrankheiten wie die Demenz vom
Alzheimer-Typ oder Prionkrankheiten (Creutzfeldt-Jakob, BSE). In Deutschland ist derzeit
von ca. 650.000 mittelschweren bis schweren Alzheimer-Fallen auszugehen, und bereits
1994 beliefen sich die von dieser einzelnen Amyloid-Krankheit verursachten Kosten auf mehr
als 4 Mrd. DM. Wichtiger aber erscheint uns, dass die Gruppe der Amyloidosen mehr als 100
verschiedene klinische Syndrome umfasst. Es handelt sich offensichtlich um einen grund-
legenden Pathomechanismus.

Unabhangig vom jeweiligen Krankheitsbild weisen Amyloidfibrillen zwei grundsatzlich kon-
servierte Eigenschaften auf:

1) die Struktur ihres Kerns und
2.) die Zusammensetzung ihrer Nebenkomponenten.

Die Aufklarung des Mechanismus, durch den sich die Kernstruktur bildet, und der Bedeutung
der Nebenkomponenten ist nicht nur entscheidend fur das grundlegende Verstéandnis der
Amyloidbildung, sondern sie bildet die Voraussetzung fir neuartige Strategien in der
Behandlung klinischer Amyloidosen.

Das zentrale Charakteristikum der Amyloidosen besteht in der Bildung eines strukturell
konservierten und extrazellular abgelagerten Polypeptidaggregats, der Amyloidfibrille. Alle
Amyloidfibrillen enthalten in ihrem Kern die amyloidtypische ‘cross-B' Struktur. Diese Struktur
ist zwar vom B-Faltblatt-Typ, doch zeigt ihre Amid I' Bande einen signifikanten Unterschied
zum B-Faltblatt globulérer Proteine. Unsere Studien an Myoglobin und verschiedenen Poly-
aminosauren zeigten dabei, dass die Amyloidbildung ein von der Proteinfaltungsreaktion
grundsatzlich zu unterscheidender Prozess ist. Polypeptidketten besitzen also die Mdglich-
keit, entweder eine gefaltete und von der Sequenz vermittelte Form (das Protein) oder eine
allgemeine und sequenzunabhangige Form (die Amyloidfibrille) einzunehmen.
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Externe Kooperationen

Prof. Dr. S. Heinemann (FSU Jena)

Dr. P. Hortschansky (HKI, Jena)

PD Dr. C. Rocken (Universitatsklinikum, Magdeburg)
Dr. V. Schroeckh (HKI, Jena)

Prof. Dr. A. Ulrich (Universitat, Karlsruhe)

Interne Kooperationen:

Prof. Dr. S. Diekmann, IMB, Jena
Dr. M. Gorlach, IMB, Jena

Publikationen

Referierte Publikationen

Féandrich, M., V. Forge, K., Buder, M. Kittler, C.M. Dobson, S. Diekmann. Myoglobin forms
amyloid fibrils by association of unfolded polypeptide segments.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100 (2003) 15463-15468.

Laurine, E., C. Grégoire, M. Fandrich, S. Engemann, S. Marchal, L. Thion, J. Thimonier,
M. Mohr, B. Monsarrat, B. Michel, C.M. Dobson, E. Wanker, M. Erard & J.M. Verdier.
Lithostathine quadruple helical filaments are not amyloid but form proteinase K resistant
deposits in Creutzfeldt-Jakob disease. J. Biol. Chem. 278 (2003) 51770-51778.
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Arbeitsgruppe Goérlach
Molekulare Biophysik/NMR-Spektroskopie

Matthias Gorlach (kommissarische Leitung)
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Wissenschatftler

Dr. Ramadurai Ramachandran®

Dr. Oliver Ohlenschlager”
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Dr. Matthias Nestler® (seit 17.03.2003)
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Doktoranden
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Heike Zengerling, FSU Jena
Ulrike Gundel, FSU Jena
Yvonne lhle, FSU Jena
Thomas Seiboth, FSU Jena

Finanzierung

1) Haushalt IMB

2) DFG Projekt Oh 86/1-1 und 1-2

3) BMBF 0312704E (JCB)

4) EU HPRI-CT1999-00097

5) DFG Graduiertenkolleg 768 ,Biomolekulare Schalter”

Uberblick

Die Arbeitsgruppe fuhrt strukturbiologische Untersuchungen an Proteinen und Nukleinsduren
mittels heteronuklearer NMR-spektroskopischer Methoden durch. Ziel dieser Arbeiten ist die
Aufklarung struktureller Grundlagen der Interaktion von Proteinen mit Proteinen, mit RNA
oder mit niedermolekularen Liganden. Hierbei stehen zunehmend Molekilsysteme im Vor-
dergrund, die hinsichtlich humanpathogener oder alterungsbedingter Prozesse relevant sind.
Im Sinne einer anwendungsorientierten Grundlagenforschung soll das Verstandnis von bio-
molekularen Wechselwirkungen auf struktureller Ebene langfristig auch zur strukturgesttitz-
ten ldentifizierung oder Entwicklung pharmakologischer Substanzen beitragen. Begleitend
wird an der Implementierung oder Weiterentwicklung spektroskopischer Methoden fiir grof3e
Proteine in der Flussigphase und zur Strukturbestimmung von Biomolekilen mittels Fest-
koérper NMR—-Spektroskopie gearbeitet. Die Gruppe betreute zusatzlich internationale Géste
im Rahmen des EU geférderten “Centre for Design and Structure in Biology” (CDSB). Diese
Aktivitdten wurden 2003 abgeschlossen.
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Forschungsschwerpunkte

1. Strukturelle Grundlagen der Protein-Protein- und Protein-Ligand-Interaktion

1.1.  Struktur von E7 aus Papillomaviren und dessen Interaktion mit zellularen
Proteinen
Mitarbeiter: H. Zengerling, T. Seiboth, M. Baum, A. Heller, O. Ohlenschléager, M. Goérlach
Finanzierung: Haushalt-IMB
Kooperationen: M. Dirst, FSU Jena;
W. Zwerschke, Tiroler Krebsforschungsinstitut Innsbruck, Osterreich

Humane Papillomaviren (z.B. HPV16, HPV18, HPV45) sind ursachlich an der Entstehung
einer Reihe von Karzinomen beteiligt, insbesondere dem Cervixkarzinom. Die Expression
von zwei frihen HPV-Genen (E6, E7) fuhrt zu einer Modulation zellularer Wachstumsregu-
lationsprozesse, die mit einer Immortalisierung der betroffenen Zellen einhergeht. Das Onko-
protein E7 entfaltet seine Aktivitaten durch direkte Assoziation mit einer Reihe von regulato-
rischen Proteinen (z. B.: pRb, p21"*F, IGFBP3), die in die Regulation des Zellzyklus, der
DNA-Synthese bzw. der Apoptose involviert sind. E7 greift so deregulierend in wesentliche
.check points* der Zellzykluskontrolle ein und fihrt zur Progression ruhender Zellen in die S—
Phase. Der N-Terminus des E7, der Interaktionen mit pRb eingeht, ist frei in Losung unstruk-
turiert. Die C—terminale Doméane von E7 ist fur die Interaktion mit einer Reihe von weiteren
Wirtszellproteinen essentiell und interagiert u. a. mit dem zellularen Inhibitor Zellzyklusab-
hangiger Kinasen, dem Protein p21"AF und mit dem in die Regulation der Apoptose invol-
vierten IGFBP3 (,insulin growth factor binding protein®).

Im Berichtszeitraum wurde die Struktur in Losung der C-terminalen Doméne des E7 weit-
gehend bestimmt. Diese Doméane enthalt ein dupliziertes Zn-bindendes CXXC-Motiv und
weist in Gegenwart von Zn—lonen eine Bpapa—Topologie auf. Da die Koordinationsgeome-
trie des Zn-bindenden Motivs nicht direkt aus NMR-Daten bestimmt werden kann, sollen
XAFS—Experimente durchgefuhrt werden, um zu einer verfeinerten Struktur des E7 zu
kommen. Dazu wurde Messzeit an europaischen Synchroton-Einrichtungen beantragt. Die
Auswertung von F1-gefilterten und F3-editierten 3D-NOE-Spektren einer 1:1 Mischung von
13C/*°N-markiertem und unmarkiertem Protein zeigte, dass diese C-terminale Doméne in
Losung Homodimere ausbildet. Interessanterweise wurden Aminosaurepositionen der Kon-
taktflache der Monomere aufgrund von Mutanten als essentiell fir die Interaktion mit zellu-
laren Proteinen beschrieben. Daraus ergibt sich fiir unsere weiteren Untersuchungen die
Frage, ob diese Interaktionen kompetitiv mit der Dimerbildung konkurrieren, oder ob diese
Mutanten aufgrund von Anderungen der E7-Struktur keine Interaktionen mit den Zellprote-
inen mehr eingehen kénnen. Auf Grundlage der von uns bestimmten Raumstruktur soll da-
her jetzt Frage geklart werden, wie eine so kleine Protein~Doméane mit verschiedenen
zellularen Faktoren spezifisch interagiert. Daher soll im weiteren Verlauf dieser Arbeiten
auch die E7-Wechselwirkung mit p21"*" und IGFBP3 strukturell charakterisiert werden. So
soll ein Beitrag zum strukturellen Verstandnis der Wechselwirkungen von E7 mit zellularen
Proteinen geleistet und Mdglichkeiten zur gezielten Beeinflussung der Wechselwirkungen
von E7 mit zellularen Faktoren abgeleitet werden.

1.2. Humane Methioninsulfoxid-Reduktasen (hMSRB)
Mitarbeiter: M. Carella, M. Baum, M. Gdrlach
Finanzierung: DFG Graduiertenkolleg 768
Kooperationen: S. Jung, A. Hansel, S. Heinemann, FSU Jena

Die Oxidation von Methionin (Met) zu Methioninsulfoxid (MetSO) durch reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS) stellt eine haufige posttranslationale Modifikation von Proteinen unter oxida-
tiven Stressbedingungen oder bei Alterungsvorgangen dar. Oxidativer Stress kann zu zellu-
laren Schaden fihren und wird mit einer Reihe von Erkrankungen, inklusive neurodegene-
ra.tiver Prozesse, in Verbindung gebracht. Im Gegensatz zu anderen Formen der oxidativen
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Schadigungen, kann die Oxidation von Methioninseitenketten durch Methionin-sulfoxid—
Reduktasen (MSRn) repariert werden. MSRn verlangern die Lebensspanne transgener
Tiere. MSRn katalysieren Thioredoxin—abhéngig die Reduktion von MetSO zu Met. Das
ubiquitare Vorkommen dieser Enzyme deutet auf deren essentielle Funktion in der Abwehr
von oxidativen Schéden hin. Der Abbau von ROS durch zyklische Interkonversion von
oxidierten/reduzierten Met—Seitenketten und eine Regulation von Proteinen Uber den Oxi-
dationszustand von Met—Resten stellen weitere wichtige Funktionen von MSRn dar. Ziel
dieser Arbeiten ist die Bestimmung der Struktur von humanen B-Typ Methioninsulfoxid—Re-
duktasen (hMSRB1 und 2) und die Charakterisierung ihrer Wechselwirkung mit Substrat-
peptiden bzw. —proteinen mittels NMR-Spektroskopie. Daher sollen hMSRB-Interaktionen
mit Substratpeptiden bzw. —proteinen charakterisiert werden und, wenn moglich, die Struktur
eines hMSRB-Substrat—-Komplexes bestimmt werden, um spezifische Protein—Protein—Inter-
aktionen abzuleiten. Als Substrate bieten sich das Modellpeptid KIFM(O)K und das NMR—-
spektroskopisch gut charakterisierte Calmodulin(-Doméanen/—Peptide) an. Fir Calmodulin ist
bekannt, dass seine regulatorische Aktivitat auf die Ca—ATPase durch Oxidation zweier C—
terminaler Met—Reste reversibel beeinflusst werden kann.

In Zusammenarbeit mit der AG Prof. Heinemann wurden vorhandene cDNA-Klone von
hMSRB1 und hMSRB2 fir die Expression und Reinigung modifiziert. Erste Analysen zeigten,
dass die Deletion des Gly-reichen N—Terminus von hMSRB1 und das Entfernen nicht-nativer
terminaler Sequenzbereich von hMSRB2 die Ldslichkeit und Stabilitat in Losung wesentlich
erhoht. Die Reinigung der Proteine erfolgt Gber Affinitats—Chromatographie und Gelsieb—
Chromatographie. Humane MSRB wurden in **N— und **C/**N-markierter Form exprimiert,
gereinigt und fur die NMR-Spektroskopie bereitgestellt. Die gute Signal-Dispersion in
'H,">*N-HSQC-Spektren deuteten auf eine gefaltete Struktur beider Proteine hin, allerdings
wurde eine viel grol3ere Anzahl von Amid—Resonanzen beobachtet als aus der Anzahl der
Aminosauren zu erwarten war. Da hMSRB2 unter den bisher getesteten Bedingungen zur
Aggregation neigt, wurden die Untersuchungen zundchst mit MSRB1 fortgesetzt. ‘H-
Spektren von hMSRB1 zeigten Hochfeld-Resonanzen bei —5ppm, die auf eine Koordination
von (paramagnetischem) Metall hindeuteten. In Zusammenarbeit mit Dr. Troger (Inst. fur
Physik, Univ. Leipzig) wurde eine PIXE- (proton induced x-ray emission) Analyse vorge-
nommen. Diese zeigte, dass Co, Zn und Fe (aber nicht Ni) an hMSRB1 gebunden sind. Von
diesen konnte nur Fe durch Chelex aus dem Protein entfernt werden. Diese Ubergangs-
metalle (wie auch weitere, z.B. Ni, Mn, Mo) werden in uM Konzentrationen im Medium als
Spurenelemente eingesetzt. Das Medium wurde so modifiziert, dass lediglich Zn wahrend
der Expression vorhanden war. Dies fiihrte zu einer Reduktion der Expressionsausbeute auf
etwa die Halfte. Von unter diesen Bedingungen exprimiertem hMSRB1 aufgenommene
'H, "> N-HSQC-Spektren zeigten die erwartete Anzahl von Kreuzsignalen, die jetzt eine
homogene Struktur der hMSRB1 in Lésung andeuten. Von einer unter diesen optimierten
Bedingungen exprimierten und gereinigten *N—markierten MSRB1-Probe wurde ein *°N-
Datensatz aufgenommen (2D->N-NOESY, 3D->N-NOESY, 3D->N-HNHA, 3D-°>N-TOCSY).
Eine erste 200pM 3C/**N-markierte Probe von MSRB1 ergab ein zufriedenstellendes
'H,®C—Korrelationsspektrum, sodass davon ausgegangen wird, dass eine Aufklarung der
hMSRB1-Raumstruktur moglich ist. Mit diesen Arbeiten wurde begonnen.

1.3. Steroidmetabolisierende Enzyme
Mitarbeiter: M. Nestler, C. Kamperdick, A. Heller, M. Baum, M. Gdrlach
Finanzierung: BMBF 0312704E (JCB)
Kooperationen: J. Suihnel, M. Zacharias, IMB/Intl Univ. Bremen;
A. Hillisch, EnTec, Jena, F. Pineda, Jenapharm;
V. Béhr, Klinikum Benjamin Franklin, Berlin

Ein Weg der Signalibertragung bei hdheren Lebewesen fuhrt Gber die endokrine Hormon-
wirkung. Diese Hormone gelangen Uber den Blutkreislauf vom Ort ihrer Biosynthese zum
Erfolgsorgan. Besonders Steroidhormone sind dabei an Transportproteine gebunden oder
liegen in kovalent modifizierten Transportformen vor. In den Zielorganen werden sie durch
Enzyme in wirksame Hormone Uberfuhrt. Die Absenkung oder Anhebung von Steroid-
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hormonspiegeln fuhrt in vielen Fallen zur Ausbildung von Krankheiten und/oder Entwick-
lungsstorungen. Insbesondere verschiedene Krebsarten (Prostata-, Brust- und Ovarkrebs)
spielen hier eine Rolle. Proteine, die Steroide metabolisieren oder in steroidregulierte
Signaltransduktions—Prozesse involviert sind, stellen daher validierte Zielstrukturen fiir die
pharmazeutische Industrie dar. Der begrenzte Umfang an vorhandener struktureller
Information Uber die meisten dieser Proteine erschwert nachhaltig ein strukturgestitztes
Jrational drug design“. Im Rahmen einer Industriekooperation sollen daher drei von unserem
kommerziellen Kooperationspartner (Jenapharm GmbH) identifizierte Zielproteine fir ein
Liganden—,Screening” bereitgestellt und deren Interaktion mit niedermolekularen Liganden
mittels NMR-Spektroskopie untersucht werden, um experimentelle Daten fir das von dem
Kooperationspartner durchgefiihrte in silico ,drug design“ und die Entwicklung pharma-
kologisch aktiver Verbindungen bereitzustellen.

Die Arbeiten zur Expression und Reinigung der gewahlten Target-Proteine stellten sich uner-
freulicherweise als extrem schwierig heraus. Standard—Systeme (E. coli) erlauben entweder
keine Expression oder fihren zu unléslichen Proteinprodukten. Es wurde daher begonnen,
fur jedes der 3 Proteine eine Reihe von Fusionsprotein—Konstrukten zu erzeugen und diese
aufzureinigen. Obwohl fir einzelne Konstrukte so eine befriedigende Expression erzielt
werden konnte, stellt die Aggregation/Unléslichkeit der Proteine nach wie vor eine wesent-
liche Hurde fur die geplanten ,screening” Arbeiten dar. Daher sollen im weiteren Verlauf
weitere Expressionssysteme (auch eukaryote) und Aufreinigungs—/ Rickfaltungsprotokolle,
auch unter Einbeziehung von Punktmutanten der Proteine, getestet werden, um wenigstens
eines der Zielproteine fiir ein ,screening” bereitzustellen. Fir diese Arbeiten, die auch ohne
Kenntnis der Raumstruktruktur der Proteine mdglich ist, kommen zwei wesentliche NMR-
Techniken in Frage: das ,'H,">N-HSQC binding-site—mapping“ oder ,saturation transfer
(STD)-Methoden. Wahrend fiur die erste Methode sehr grol3e Mengen an ldslichem markier-
tem Protein benétigt werden, liegt der Vorteil der STD—Methode in der relativ geringen
notwendigen Konzentration und Menge an Protein fur ein ,screening“. Es wurde daher damit
begonnen die STD—Methode in unserer Arbeitsgruppe zu etablieren.

2. RNA und RNA-Protein Komplexe

2.1. Signalstrukturen der enteroviralen Replikation
Mitarbeiter: Y. lhle, U. Gindel, O. Ohlenschlager, S. Hafner, A. Heller,
R. Ramachandran, M. Gérlach
Finanzierung: Haushalt-IMB (Drittmittel bei der DFG beantragt)
Kooperationen: R. Zell, Institut fur Virologie, FSU Jena;
K. Anand, R. Hilgenfeld, Univ. Libeck; J. Wohnert,
H. Schwalbe, J.W. Goethe-Universitat Frankfurt.

Enteroviren aus der Gruppe der Picornaviren sind human- und tierpathogene Viren, zu
denen neben den humanen Poliomyelitisviren u.a. die Coxsackieviren vom Typ A und B
gehoren. Insgesamt wurden bisher etwa 70 humanpathogene Serotypen beschrieben.
Infektionen mit diesen Viren kdnnen asymptomatisch oder klinisch und akut bzw. chronisch
verlaufen. Welche Faktoren Pathogenitat und Organtropismus der Viren bestimmen, ist
Gegenstand intensiver Forschung. Die virale Protease 3CP° und die 5-Kleeblatt-RNA der
viralen genomischen Positiv—Strang—RNA sind zentrale Komponenten der enteroviralen
Replikation. Dabei spielen auch wirtseigene Faktoren, u. a. das poly(C)-bindende Protein 2
(PCBP2), eine wichtige Rolle. Ziel des vorliegenden Projektes ist es, die Interaktion zwischen
der 3C Protease (3C"™) bzw. dem PCBP2 und der kleeblattférmigen Sekundarstruktur der
genomischen RNA (5’-Kleeblatt-RNA, Abb. 1A) von Coxsackievirus 3B (CVB3) strukturell zu
charakterisieren, um auf dieser Grundlage gezielt Inhibitoren der viralen Replikation oder
Translation zu entwickeln.

Die Charakterisierung der Protein~-RNA-Wechselwirkung zwischen nativer 3C"° aus CVB3
und 5'-Kleeblatt-RNA aus CVB3 und weiteren Enteroviren ergaben, dass 3C"" spezifisch an
den Stemloop D der 5’-Kleeblatt-RNA aus Enteroviren bindet, sofern dieser Stemloop durch
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einen apikalen Loop mit vier Nukleotiden geschlossen ist. Die ,Konsensus-Sequenz” dieser 4
Nukleotide (NNYR) war zu degeneriert, um eine Struktur postulieren zu kénnen. Die Struktur
des Stemloop D (Abb. 1B) wurde mit einer r.m.s.d. von 0.68 A (alle Schweratome) bestimmt.
Stemloop D zeigt eine kompakte Struktur, bei der ein apikaler Tetraloop in Konformation
eines thermostabilen Tetraloops auf einem helikalen Stamm sitzt. Im Stamm flankieren zwei
A-helikale Abschnitte ein neuartiges zentrales symmetrisches U:U-C:U-U:U ,mismatch’
Motif. Weitere Stemloop D RNAs aus verwandten Viren (HRV, Polio) wurden mittels
homonuklearer NMR—Spektroskopie charakterisiert und es konnte bestétigt werden, dass die
erwadhnte Tetraloop—Struktur auch in diesen RNAs trotz abweichender Sequenz gefunden
wird. Daraus konnte abgeleitet werden, dass der Sequenzraum, der dazu in der Lage ist,
eine Tetraloop-Struktur vom cUNCGg-Typ einzunehmen, wesentlich grol3er ist als bisher
angenommen und es ergibt sich eine neue erweiterte Konsensussequenz yNNYRg fur diese
Art RNA-Strukturmotiv. Auf Grundlage dieser strukturellen Information wurde die Interaktion
der 3CP° mit dem Stemloop D mittels NMR-Spektroskopie genauer charakterisiert. Es wurde
gezeigt, dass insbesondere die Nukleotide des apikalen Tetraloops mit der viralen Protease
interagieren. Zusatzliche Interaktionsstellen wurden direkt benachbart zu dem unlblichen
Tripel-Pyrimidin—Fehlpaarungsmotiv gefunden (Abb. 1B).

Abb. 1:

(A) Die 5-NTR Region aus
Coxsackievirus B3 (CVB3);
domain l/cloverleaf ist die
Kleeblatt“-RNA an der der
Replikationskomplex aufge-
baut wird und die die drei
Stemloop-Strukturen B, C
und D enthalt. Domé&nen II-
VIl sind fir die “cap’—unab-
hangige Translation der
viralen RNA essentiell.

(B) Aus den NMR-Daten ab-
geleitete Nukleotide (gelb)
der Stemloop D RNA, die mit
der 3C Proteinase aus CVB3
interagieren.

(C) Kiristallstruktur der 3C
Proteinase aus CVB3.
Stemloop D (B) und 3C"° (C)
sind im gleichen MalRstab
dargestellt. Dieser GroRRen-
vergleich zeigt, dass alle aus
den NMR-Daten abgelei-
teten Bindungstellen von
einem Molekil der 3CP°
gebunden werden kdnnen.
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Parallel durchgefiihrte Untersuchungen, bei denen die Interaktion der 3CP*° mit enteroviralen
Stemloop D bzw. 5"—Klee-blatt—-RNAs im Hefe-Dreihybridsystem untersucht wurden, zeigten,
dass die unter NMR-Bedingungen beobachteten Stemloop D-3CP* Interaktion auch in vivo
stattfinden. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse der beteiligten Biomolekile kann daher
gefolgert werden, dass der spezifischen Interaktion zwischen 3CP° und Stemloop D in
Entero- und Rhinoviren die Erkennung eines konservierten Strukturelements und nicht die
eines Sequenz—Motivs zugrunde liegt. Ein Beweis fur dieses Modell kann nur auf Grundlage
der Struktur eines 3CP":Stemloop D Komplexes gefiihrt werden. Aufgrund der geringen L0Os-
lichkeit der 3CP° bzw. des 3CP°:RNA-Komplexes war dies bisher mit NMR—spektroskopi-
schen Methoden nicht mdglich. Wir haben daher begonnen, dieses System mit kristallo-
graphischen Methoden zu untersuchen. In Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Hilgen-
feld wurde die 3CP erfolgreich kristallisiert und deren Struktur mit einer Auflésung von 2.4 A
bestimmt (Abb. 1C).

Parallel zu den Untersuchungen zur Stemloop D:3CP"“—Interaktion wurden die Arbeiten zum
PCBP2 und dessen Interaktion mit dem Stemloop B (Abb. 1A) der coxsackieviralen Klee-
blatt-RNA aufgenommen. Dazu erfolgte zunachst die Praparation der Stemloop B RNA und
der Kleeblatt-RNA in zwei Varianten, die die Positionen 1-87 bzw. 1-106 umfassen. Ebenso
wurden nach erfolgreicher Klonierung die Expression und Aufreinigung von PCBP2 und
dessen KH1-Doméane (Aminosauren 1-85 von PCBP2, das 3 potentiell RNA-bindende KH-
Doménen besitzt) etabliert und optimiert. Die Interaktion von Protein und RNA wurde mittels
"Electrophoretic Mobility Shift Assays" charakterisiert. Dabei konnte die Bindung von KH1 an
die Kleeblatt RNA (1-106) bzw. Stemloop B detektiert werden, wohingegen die Bildung eines
Komplexes aus PCBP2 und verkirzter Kleeblatt-RNA (1-87) nicht nachgewiesen werden
konnte. Daraus lasst sich schliel3en, dass PCBP2, anders als in der Literatur beschrieben,
neben dem Stemloop B noch eine weitere Bindungsstelle in der Kleeblatt—RNA hat bzw. fur
die Ausbildung eines stabilen RNA:Protein—Komplexes bendtigt. Dieser Befund ist konsistent
mit der Beobachtung, dass der Bereich von Nukleotid 90 bis 105 der Kleeblatt—RNA einen
hohen C—Nukleotid Anteil besitzt. Um die Bindung von **N—-markierter KH1 - Doméane an die
Kleeblatt- bzw. SLB RNA naher zu untersuchen, wurden *N,)H-HSQC binding— site—
mapping—Experimente durchgefihrt. Die Auswertung der Spektren bestatigten die Ergeb-
nisse aus den Electrophoretic Mobility Shift Assays.

2.2.  Strukturelle Grundlagen der Myotonen Dystrophie 1 (DM1):
Charakterisierung eines , RNA-Triplett-Repeats” mittels 'Magic Angle Spinning’
(MAS)-Festkdrper-NMR-Spektroskopie
Mitarbeiter: J. Leppert, B. Heise, O. Ohlenschlager, S. Hafner, R. Ramachandran,
M. Gorlach
Finanzierung: Haushalt-IMB (Drittmittel aus dem HFSP Programm beantragt)
Kooperationen: C. Urbinati, M. Swanson, Univ. of Florida, Gainsville, FL, USA

Im Rahmen einer internationalen Kooperation wurden Arbeiten aufgenommen, die Struktur
eines CUG—,triple expansion repeats” zu charakterisieren. Expansionen von mehr als 50
solcher CUG—-Triplets in dem 3'—nicht—translatierten Bereich der DMP—Kinase mRNA fiihren
zu Myotoner Dystrophie (DM1), da diese RNA Prozessierungsfaktoren (,muscle blind
proteins”, MW ~ 40 kDa) sequestriert und so ein aberrantes SpleiRen wichtiger Muskelzell—
pra—mRNAs bedingt. Diese Sequestrierung fuhrt in vivo und in vitro zur Bildung von unlés-
lichen, makroskopisch amorphen RNA—Protein—-Komplexen sehr hohen Molekulargewichts.
Diese Eigenschaft verhindert eine strukturelle Charakterisierung der Komplexe durch
Flissigphasen—NMR-Spektroskopie oder Rontgenstrukturanalyse. Diese experimentellen
Einschrankungen sind analog zu den fiir Amyloid—Aggregate gefundenen.
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MAS—Festkérper—-NMR—-Spektroskopie ist daher die geeignete Methode dieses System
strukturell zu charakterisieren, da weder die Gré3e des untersuchten Systems limitierend ist
noch makroskopische Kristalle mit guten Diffraktionseigenschaften bendétigt werden. Es
wurde daher damit begonnen eine (CUG)y; RNA (MW ~100kDa) mittels MAS-NMR zu
untersuchen. Dafiir wurde praparativ *N-markierte und homogen gefaltete (CUG)s; RNA in
vitro bereitgestellt. Mit dieser RNA gelang es erstmals NHeseN Wasserstoffbriicken in Basen-
paaren von Nukleinsduren mittels Festkorper—-NMR—-Spektroskopie nachzuweisen und damit
Zu zeigen, dass diese RNA vollstéandig doppelstrangig vorliegt. Ziel der Untersuchungen ist,
die Struktur dieser (CUG)y; RNA (MW ~100kDa) mdglichst vollstdndig mittels Festkorper—
NMR-Spektroskopie zu beschreiben und langfristig auch deren Komplex mit einem ,muscle
blind protein“ aufzuklaren. Bei der hochauflosenden MAS-NMR zur Strukturbestimmung von
Biomolekilen im Festkorper spielen homo- und heteronukleare Riuckkopplungsexperimente
zur Gewinnung von Torsionswinkeln und interatomaren Abstanden sowie bei der spektralen
Zuordnung der beobachteten Signale eine essentielle Rolle. Im Berichtszeitraum wurde
daher auch die Weiterentwicklung dieser Techniken durch das Design, Optimierung und
Anwendung von fir die Strukturaufklarung an Biomolekilen geeigneten Rickkopplungs—
MAS—Experimenten betrieben. Insbhesondere konnte gezeigt werden, dass die Verwendung
adiabatischer an Stelle konventioneller Inversionspulse, Rickkopplungs—Experimente zur
Resonanzzuordnung und zur Bestimmung von internuklearen Abstanden wesentlich robuster
und damit zuverlassiger machen.

3. Centre for Design and Structure in Biology (CDSB)
Mitarbeiter: B. Heise, R. Ramachandran, O. Ohlenschlager, M. Gdérlach
Finanzierung: Europaische Union, fliinftes Rahmenprogramm
Kooperationen: R. Hilgenfeld, IMB/Universitét Libeck

Das “Centre for Design and Structure in Biology” wurde seit 1998 von der EU gef6rdert. Die
Forderung im funften Rahmenprogramm als “European Research Infrastructure” bis Marz
2003 ermoglichte es, Gasten aus der EU und EU-assoziierten Staaten die Ausstattung und
das “know-how” der Arbeitsgruppe fiir NMR-spektroskopische Experimente zur Verfigung zu
stellen. Im Rahmen des zum Marz 2003 auslaufenden Programms wurden insgesamt 3
Gaste betreut. Daflr wurden 25 Tage Messzeit an den NMR-Spektrometern fir hochauf-
l6sende Flussigphasen-Spektroskopie sowie Rechnerarbeitsplatze bzw. Laborkapazitat zur
Verfigung gestellt.

Publikationen

Drenth, J., K. Dijkstra, J. Leppert, O. Ohlenschlager & C. Haas. Effect of molecular
anisotropy on the nucleation of lysozyme. Journal of Physical Chemistry B 107 (2003)
4203-4207.

Krumme, D., H. Budde, H.-J. Hecht, U. Menge, O. Ohlenschléger, A. Ross, J. Wissing,
V. Wray & L. Flohe. NMR Studies of the Interaction of Tryparedoxin with Redox — Inactive
Substrate Homologues. Biochemistry 42 (2003) 14720-14728.

Leppert, J., B. Heise, O. Ohlenschlager, M. Gorlach & R. Ramachandran. Broadband
RFDR with adiabatic inversion pulses. Journal of Biomolecular NMR 26 (2003) 13-24.

Leppert, J., O. Ohlenschlager, M. Gdrlach & R. Ramachandran. Adiabatic heteronuclear
decoupling in rotating solids. Journal of Biomolecular NMR, in press

Onhlenschlager, O., J. Wohnert, R. Ramachandran, C. Sich & M. Gorlach. Nuclear magnetic
resonance studies of ribonucleic acids. Spectroscopy 17 (2003) 537-547.

Palczewska, M., P. Groves, G. Batta, B. Heise & J. Kuznicki. Calretinin and calbindin D28k
have different domain organizations. Protein Science 12 (2003) 180-184.
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Sharon, M., R. Levy, N. Kessler, S. Zolla-Pazner, M. Gorlach & J. Anglister. Alternative
Conformations of HIV-1 V3 Loops Mimic B Hairpins in Chemokines, Suggesting a
Mechanism for Coreceptor Selectivity. Structure 11(2) (2003) 225-236.

Wohnert, J., M. Gorlach & H. Schwalbe. Triple resonance experiments for the simultaneous
correlation of H6/H5 and exchangeable protons of pyrimidine nucleotides in **C,"N-
labeled RNA applicable to larger RNA molecules. Journal of Biomolecular NMR 26 (2003)
79-83.

Zell, R., R. Markgraf, M. Schmidtke, M. Gérlach, A. Stelzner, A. Henke, H.H. Sigusch &
B. Gluck. Nitric oxide donors inhibit the coxsackievirus B3 proteinases 2A and 3C in vitro,
virus production in cells, and signs of myocarditis in virus-infected mice. Medical
Microbiology and Immunology, in press.
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Professor, Friedrich-Schiller-Universitat Jena (1993)

Dr. rer. nat. habil., Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg (1989)
Dr. rer. nat., Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg (1976)

Selbstandige Arbeitsgruppe: Prof. Dr. Eberhard Unger mit Heidrun Wolfram

Wissenschaftliche Mitarbeiter Wissenschaftlich-technische Mitarbeiter
Dr. Konrad Bohm? Christine Beck CTAY

Dr. Shamci Monajembashi® Heike Dittmar, BTAY

Dr. Birgit Perner halbtags® Helgard Gemeinhardt, MTA"

Dr. Peter Schellenberg? Gabriele Giinther, BTAY

Dr.Thomas Stoiber bis® 31.10.03 Barbara Hartl

Dr. Hans-Martin Striebel® © Sabine Hoffmann, Apotheken-Ass.”

Dr. Leo Wollweber? Silke Schulz, BTAY

Marina Wollmann, MTA"
Kornelia Haus, Sekretarin®?
Doktorand(inn)en:

Janina Beeg, Dipl.Ing.Biotech, FH'”

Gabriele Meyer zu Hérste, Dipl.Biol.? bis 31.10.03

Volodymyr Nechiporuk-Zloy Dipl.Biochem

Irina Prots, Dipl.Biochem® bis 15.04.03

Alexander Rapp, Dipl. Biochem?

Paulius Grigaravicius® ab 15.02.03

Kirstin Scherlach” 02.09.02-08.05.2003

Diplomanden
Falk Remane, Dipl. Biochemie, 11/2003 bis 11/2004 bei A. Rapp

Studentische Hilfskrafte
Melanie Struwe 15.11.01 — 31.03.03 und 01.11.03.-29.02.04

Anna Plakhina 01.08.-31.08.03 und 06.11.-31.01.03

Alexander Knoll 05.08.-30.9.03

Praktikanten FSU Jena

Hendrick Wiinsche 13.01. - 24.01.2003 bei T. Stoiber

Kathrin Engel 14.05. - 22.05.2003 bei K. B6hm

Andreas Borowski 14.05. - 22.05.2003 bei K. B6hm

Sandy Rottloff 14.05. - 22.05.2003 bei K. B6hm

Diana Schwerler 24.11. - 20.12.2003 bei K. B6hm

Liane Dahm 24.11. - 20.12.2003 bei K. B6hm
Praktikanten FH Jena

Doreen Beck 25.02. - 07.03.2003 bei J. Beeg und E. Unger
Ria Sachse 17.03. - 03.08.2003 bei E. Unger/J. Beeg
Anett Haese 25.08. - 19.09.2003 Vorpraktikum Pharma/Biotechnologie
Melanie Struwe 07.04. - 31.08.2003 bei A. Rapp
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Schiulerpraktika bei H. Dittmar
Anja Baumgarten  31.03. - 11.04.2003

Maria Braun 23.06. - 04.07.2003
Sophie Engel 08.09. - 19.09.2003
Maria Braun 03.11.-07.11.2003

MTA Praktikanten bei H. Dittmar
Jessika Wolf 10.03. - 18.03.2003

Auszubildende
Nicole Hartenstein (ab 08/2002)
Roland Klimitsch  (ab 09/2002)

Finanzierung

1) Haushalt-IMB

2) BMBF Projekt 13 N 8028 SCREEN

3) BMBF Projekt 13 N7506 im Verbund Lasermikrowerkzeuge
4) BMBF Projekt 13 N7521 Auflichtpinzette

6) TMWFK Projekt B 309 -97 0175 "Chip Detektion"

7) DFG Projekt Einzelmolekulkinetik

8) VW Stiftung: Projekt |1 75 099 Einzel DNA Hybridisierung 9) CEFIC
10) MPI Potsdam, Abt. KGL

11) HKI

12) DFG Projekt Dickdarmkrebs

Uberblick

Die Arbeitsgruppe wurde urspringlich etabliert mit dem Ziel, neue Mikroskopietechniken zu
entwickeln, unter anderem in Kooperation mit der Firma Carl Zeiss, Jena, d.h., die Aktivi-
taten der Gruppe waren technologiegetrieben. Um dem neuen Ziel des IMB’s besser zu ent-
sprechen, wurden nun die Aktivitdten in Richtung Lebenswissenschaften ausgerichtet. Als
das alteste aktive Labor des IMB (seit Nov 1992) hat die Gruppe auch als Sammelpunkt far
Personal aus Arbeitsgruppen gedient, die aus unterschiedlichen Griinden geschlossen
worden waren. Dies fuhrte zu thematischer Heterogenitat. AuRerdem ist der Prozentsatz von
Wissenschaftlern und Technikern mit festen Vertrdgen hoch, weil diese aus anderen
Arbeitsgruppen hierher versetzt wurden. Einige dieser Mitarbeiter stehe kurz vor dem Eintritt
in den Ruhestand. Nur zwei Wissenschaftler mit festen Stellen, Dr. S. Monajembashi und Dr.
L. Wollweber, arbeiten an der Hauptthematik der Gruppe. Prof. Unger hat eine unabhangige
Stelle innerhalb der Arbeitsgruppe. Er wurde vor kurzem ,Visiting Professor* am Kings
College, London.

Forschungsschwerpunkte

1. DNA Schaden und Reparatur, Kommunikation von DNA Reparaturwegen, Doppel-
strangbriichen verursacht durch UV A, Stabilitit des menschlichen Gens als eine
Funktion des Spenderalters

Analyse Markerfreier Protein Chips zur Diagnose von (Darm)Krebs

Mikroskopie und Mikrotechniken fiir Studien an Herzlasionen und Reparatur im
alternden Herzen

Einzelmolekil Dynamik und Reaktionen, Einzelmolekil Restriktions DNA Analyse zur
Identifizierung einzelner DNA Molekile

Biomolekulare Motoren
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1. DNA Schaden und Reparatur
Mitarbeiter: H. Dittmar, A. Rapp, F. Remane, M. Struwe, D. Vater
Finanzierung: BMBF Projekt Multistrahl Pinzette
Kooperationen: E. Gebhardt, Erlangen, R. Greinert, Buxtehude, J.Thomale, Essen,
N. Morley, Truoro, U.K., P. Boukamp, DKFZ, M.Hausmann, Freiburg,
B. Pool-Zobel, FSU Jena

Die Forschungsgruppe nutzt den Comet-Assay, eine Technik welche sehr sensitive Studien
entweder (in ihrer alkalinen Version) von DNA -Einzelstrang- oder (in ihrer neutralen Version)
von Doppelstrangbriichen in individuellen Zellen erméglicht. Entweder bereits vorhandene
DNA Briche oder deren Bruch- Empfindlichkeit, induziert z. B. durch Strahlung, Gifte oder
Alterungserscheinungen, kénnen untersucht werden. Auf3erdem hat die Gruppe, parallel zu
Gruppen in Seattle und Dublin, Comet-Assay mit FISH kombiniert (COMET FISH ). Diese
Technik ermdglicht es zu testen, ob ein Gen oder eine Genomregion in einem bruchempfind-
lichen Umfeld oder in einer stabilen Region liegt. Ein interessantes Ergebnis mit COMET
FISH ist, dass eine umgekehrte Beziehung zwischen einer allgemeinen Fragilitdit humaner
Chromosomen und der Dichte an aktiven Genen gefunden wurde. Ein weiteres Ergebnis der
Anwendung von Comet-Assay an Lymphozyten menschlicher Spender zwischen 20 und 91
Jahre ist, dass die allgemeine Stabilitdt des menschlichen Genoms zwischen verschiedenen
Spendern zwar verschieden, aber bis etwa 60 Jahre durchschnittlich stabil ist.
Uberraschenderweise hatten zwei gesunde und aktive Spender im Alter von 78 und 91
Jahren sehr stabile Genome. Es wird interessant sein festzustellen, ob dies eine Folge des
Alterns ist, oder ob die hohe Stabilitat inrer Genome die Voraussetzung fir deren Gesundheit
im hohen Alter ist. Auerdem wurde, nach UV A Einwirkung, die Wechselwirkung der zwei
Doppelstrang - Reparaturwege HRR und NHEJ mit dem Comet-Assay, Mikro — Kern -
Induktion, yH2AX, Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Wir haben
sieben Proteine der beiden Reparaturwege benutzt, um herauszufinden, wie sich
zellzyklusabhéngig entscheidet, welcher der beiden Wege zur Doppelstrangbruchreparatur
benutzt wird.

2. Analyse markerfreier Protein-Chips
Mitarbeiter: G. Giinther, S. Schulz, B. Hartl, H. M. Striebel, P. Schellenberg,
P. Grigaravicius
Finanzierung: VDI SCREEN Project
Kooperationen: 9 verschiedene Kooperationspartner in Deutschland

Protein-Chips kdnnen durch eine eng begrenzte Anzahl physikalischer Verfahren, wie z. B.
durch Massenspektroskopie (SELDI) oder unter Benutzung von Fluoreszenz ausgelesen
werden. Bisher wurden Fluoreszenzmarkierungen an den Proteinen benétigt, um die
Proteine sichtbar zu machen. Wenn nur geringe Mengen eines Proteins zur Verfigung
stehen, kénnen die Farbechemie und Ausbeuteverluste bei der Reinigung zum kompletten
Verlust dieses Proteins fihren. Deshalb wurde begonnen, die proteineigene Fluoreszenz von
Tryptophanen und z.T. von Tyrosinen zur Detektion von Proteinspots auf Chipoberflachen zu
benutzen. Leider fluoreszieren die Aminoséuren nur im UV und das verursacht Schwierig-
keiten. Durch das Reaktivieren eines Femtosekunden Laser Systems aus der Gruppe von
Gunther Léber nach dessen Emeritierung konnten wir diese Probleme I6sen, wobei Fluores-
zenzlebensdauern anstelle von Fluoreszenzintensitaten benutzt wurden. Der augenblickliche
Stand ist der, dass wir Chips benutzen kdénnen die 9-16 Proteine tragen um Extrakte von
verschiedenen Zelltypen zu unterscheiden. Als Anwendung fur die nahe Zukunft werden wir
im  Rahmen eines gemeinsamen DFG  Projekts mit dem Institut fur
Erndhrungswissenschaften der FSU Jena Chips herstellen mit denen verschiedene
Isoformen von Gluthation S Transferase beobachtet werden kénnen, um die Entstehung von
Dickdarmkrebs zu studieren und nach Interventionsméglichkeiten zu suchen.
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3. Mikroskopie und Mikrotechniken
Mitarbeiter: S. Monajembashi, B. Perner
Finanzierung: Haushalt-IMB
Kooperationen: U. Litz Meindl. B. Holzinger, Salzburg, M. Hausmann, Freiburg

Die technologiegetriebenen Aktivitdten der Gruppe beinhalten die Nutzung optischer Mikro-
manipulation (Lasermikrostrahl und optische Pinzette) in Zell- und Molekularbiologie. In den
spaten 1980’er Jahren, hat die Gruppe als erste aul3erhalb der USA die optische Pinzette
benutzt und als erste weltweit vollstandige optische Mikromanipulation. In neueren Experi-
menten wurden Kalziumwellen in rekonstituiertem Gewebe aus Hihnerembryo-Cardiomyo-
cyten nach Stimulation entweder mit dem Mikrostrahl oder mit der optischen Pinzette stu-
diert. Wahrend die Beobachtung von Kalziumwellen im Gewebe von erregbaren Zellen keine
Uberraschung war, war die Beobachtung einer dhnlichen, obwohl quantitativ geringer, Wir-
kung in (nominell nicht-erregbaren) Fibroblasten - Monoschichten unerwartet. Fibroblasten
sind die Hauptbestandteile von Narben in einem Herzen nach Infarkt, die normalerweise
Kalziumwellen brechen, welche das Schlagen des Herzens koordinieren. Deshalb ist es
interessant, Wirkstoffe zu finden, die die Kalziumwellentransparenz von Narben verbessern.

4, Einzelmolekil Dynamik und Reaktionen
Mitarbeiter: L. Wollweber, H. Gemeinhardt, S. Hoffmann
Finanzierung: Haushalt-IMB
Kooperationen: U. Fischer, Uni Minster

Eine zusatzliche Anwendung der Optischen Pinzette entspringt aus der Méglichkeit, Micro-
meter-grof3e Polystyren Kugelchen zu halten und zu handhaben. Wenn unter passenden
stochiometrischen Bedingungen ein Fluoreszenz — markiertes DNA Molekil an so einem
Klgelchen befestigt wird, kann das einzelne DNA Molekil auf diese Weite ,in die Hand"
genommen werden. So kann man zum Beispiel biophysikalische Eigenschaften von einzel-
nen DNA Molekilen in Flussigkeit beobachten, lediglich durch optische Untersuchungen im
Mikroskop. DNA tendiert zum Beispiel dazu, unter physiologischen Bedingungen zu globul&-
ren Strukturen zu kollabieren. Aus Federkonstanten - Daten eines solchen Kollapses kann
man schlie3en, dass durch ,minor groove binders”, welche oft Kandidaten fir Pharmazeutika
sind, die Steifheit einzelner DNA Molekile vergroRRert wird. Wenn Restrikionsendonucleasen
wie Apa 1, Sma 1 oder Eco RI vorhanden sind, kann ein einzelnes DNA Molekil aufgrund
des Schneidemuster erkannt werden. Eine Perspektive dieser Technik ist die Unterschei-
dung der DNA von gesunden und kranken Spendern auf Einzelmolekilbasis.

5. Biomolekulare Motoren und Zytoskelett
Mitarbeiter: E. Unger, K.J. B6hm, M. Hartmann, I. Prots, N. Kalchishkova, J. Beeg,
R. Sachse, M. Wollmann, T. Stoiber, V. Nechiporuk-Zloy, R. Stracke,
G. Meyer zu Horste, C. Beck, H. Wolfram
Projekte: 8 verschiedene mit BMBF, EU, Industrie, Stiftung Herzforschung, EU/CEFIC
Kooperationen: 14 verschiedene mit BMBF, EU, Universitaten, Industrie und Stiftungen

Die Aktivitdten von biomolekularen Linearmotoren, insbesondere der durch Kinesin generier-
te Transport von Organellen und artifiziellen Lasten entlang von Mikrotubuli, werden gewdhn-
lich auf Einzelmolekulbasis sowie mittels in vitro Modellen untersucht. Erhaltene Ergebnisse
sind auf zellularer Ebene oder in Geweben zu verifizieren. Grundsatzliche molekulare Bewe-
gungsvorgange werden mittlerweile gut verstanden, besonders die der Regulation zu Grunde
liegende Mechanismen bedarf aber intensiver weiterer Untersuchungen. Mit eigenen Arbei-
ten (E. Unger, K. Bohm) gelingt es, 2D und 3D Systeme des mikrotubularen Zytoskeletts in
vitro zu etablieren und Bewegungs- sowie Transportmechanismen von Lasten (einschlieflich
isolierter Organellen) zu charakterisieren. Das gilt insbesondere fir den Transport zu defi-
nierten, vorbestimmten Zielen und das Sortieren von molekularen, nano- und mikrometer-
dimensionierten Partikeln und Ladungen mittels Laserpinzette. Die Nutzung solcher Modelle
fur nanoaktuatorische Vorrichtungen gelingt. Von besonderem Interesse ist das Verstandnis
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der Kooperation mikrotubulédrer Systeme der Zelle, wie z.B. des Spindelapparates oder von
GeilReln. Die Funktion solcher komplexer Organellen lasst sich mittels Wirkstoffen
beeinflussen, die (in Kooperation mit industriellen Partnern) zu Cytostaika/Cancerostatika
entwickelt werden sollen (E. Unger, K. B6hm).

Externe Kooperationen

PD Dr. H. Prinz, Institut fir Pharmazeutische Chemie, Universitat Miinster

Prof. Dannhardt, Institut fir Pharmazie, Universitat Mainz

Prof. E. Dinjus, Dr. Behrens, FZ Karlsruhe, Institut fir Technische Chemie

Dr. Giinther, Zentaris GmbH Frankfurt

Prof. D. Sackett, NIH Bethesda, USA

Prof. J. Tuszynski, Univ. of Alberta, Edmonton, Kanada

Prof. A. Michette, Prof. Mavromatos, Universitat London

Prof. R. Lipowsky, MPI Kolloid- und Grenzflachenforschung Potsdam

Prof. R. Thier School of Biomedical Sciences, University of Queensland, St Lucia, Australien
Prof. H.M. Bolt Institut fir Arbeitsphysiologie, Universitat Dortmund,

Dr. P. Draber, PD V. Viklicky, Tschechische Akademie der Wissenschaften, Prag

Lic. J. Piloto, Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos, Havanna, Kuba,
Prof. P. Boukamp, DKFZ Heidelberg

Prof. M. Hausmann, Pathologie Uni Freiburg

Dr. N. Moreley, Truru, Conrwall England

Prof. J. Thomale, Essen

PD R. Kreinert, Buxtehude

Prof. B. Kaina, Mainz

Interne Kooperationen
F. GroRe, P. Hemmerich, S. Diekmann, E. Schmitt
Publikationen
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Uberblick

Im Mittelpunkt der wissenschaftlichen Arbeit der Arbeitsgruppe steht der Themenbereich
"DNA-Biosynthese und genomische Instabilitéat”. Dabei untersuchen wir, wie DNA-Schéden
mit der Replikation interagieren und somit das normale Zellwachstum beeinflussen. Als Folge
von DNA-Schaden wird vielfach das Tumorsuppressorprotein p53 hoch reguliert, welches
dann seinerseits den Zellzyklusinhibitor p21 aktiviert und damit die Replikationsinitiation und
das Zellwachstum stoppt. Wir haben aber auch Hinweise darauf, dass p53 direkt mit der
replikativen DNA-Polymerase alpha interagiert, wobei jedoch die Bedeutung dieser Inter-
aktion ungeklart ist. Ferner beobachten wir, wie zuvor schon einige andere Arbeitsgruppen,
dass p53 mit DNA-Topoisomerase |, dem Einzelstrang-DNA-bindenden Protein RPA sowie
der Werner-Helikase (WRN) wechselwirkt. Alle drei genannten Proteine findet man zusam-
men mit der DNA-Polymerase alpha an der Replikationsgabel. Ferner gibt es Hinweise da-
rauf, dass p53 eine Komponente des Initiationskomplexes ist. Die physiologische Bedeutung
der hypothetischen Mitwirkung von p53 am DNA-Metabolismus soll geklart werden.
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Forschungsschwerpunkte
1. DNA-Biosynthese

1.1. Verénderung der Lokalisation und des Proteingehaltes des humanen DNA-
Replikationsfaktors Cdc45 Uber den Zellzyklus
Mitarbeiter: C. Bauerschmidt, S. Pollok, F. Grol3e
Finanzierung: SFB-Mittel der DFG (SFB604)

Cdc45p ist ein essentieller Initiationsfaktor fur die eukaryotische DNA-Replikation, wobei Uber
die Funktion des Proteins bisher wenig bekannt ist. Mit Hilfe neu etablierter, monoklonaler
Antikdrper wurde der Proteingehalt, die subzellulare Lokalisation sowie putative Interaktions-
partner des humanen Cdc45p in verschiedenen Zellzyklusphasen untersucht. In Western-Blot
Experimenten konnte fiir proliferierende Zellen gezeigt werden, dass der Cdc45-Proteingehalt
uber den Zellzyklus nahezu konstant blieb. Hingegen ergaben Untersuchungen mit durch
Serumentzug synchronisierten Zellen einen verringerten Cdc45p-Gehalt in der GO- und der
G1-Phase. Mit Beginn der S-Phase stieg die Menge des Replikationsfaktors wieder an.

Es wurden Markerproteine fur verschiedene Zellzyklusphasen etabliert, die es ermdglichten,
auf Einzelzellniveau die subzellulare Lokalisation von Cdc45p zu beurteilen. So wurde in der
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen, dass sich das Verteilungsmuster von humanem
Cdc45p zellzyklusabhéangig andert. In nichtproliferierenden Zellen, die reversibel in die GO-
Phase eingetreten waren, konnte das Replikationsprotein nicht nachgewiesen werden.
Wahrend in der G1-Phase eine diffuse Cdc45-Lokalisation im Zellkern beobachtet wurde,
zeigte sich bei Zellen in der S-Phase eine zunehmend punktférmige Verteilung. Die in
replizierenden Zellen aufgetretenen Cdc45-Foci kolokalisierten mit BrdU- bzw. PCNA-Sig-
nalen, also Orten, an denen DNA-Replikation stattfindet. Diese Ergebnisse zeigen an, dass
sich humanes Cdc45p wahrend der chromosomalen DNA-Replikation in aktiven Replikations-
clustern befindet. Dartiber hinaus deutet sich an, dass Cdc45p zusatzlich zur Funktion in der
Initiationsphase der DNA-Replikation auch in die Elongation involviert ist. Weiterhin ist das
Vorhandensein von Cdc45p auf proliferierende Zellen beschrankt. In diesem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, dass Cdc45p wie PCNA als Tumor- bzw. Proliferationsmarker ver-
wendet werden kann (Dr. Sdnger, Tumorklinik Bad Berka).

1.2. p53 erh6ht nicht die Genauigkeit der DNA-Polymerasen alpha und beta
Mitarbeiter: A. Mohrdieck, F. GrolRe
Finanzierung: Haushalt-IMB

Das Tumorsuppressorprotein p53, das in Uber 50% aller humanen Tumoren mutiert ist, be-
sitzt eine intrinsische 3'-5'-Exonukleaseaktivitdt. Daher vermuteten wir, dass p53 bei der
Fehlerkorrektur einer der zellularen DNA-Polymerasen beteiligt sein koénnte. Tatsachlich
bindet p53 an die exonukleasefreien DNA Polymerasen alpha und beta. Allerdings waren die
p53-haltigen Formen der Polymerasen in einem PhiX174-Reversionssystem nicht viel ge-
nauer als die p53-freien Formen. Gegenwartig gehen wir davon aus, dass die p53-Polyme-
rase-Komplexe eher die Genauigkeit der Rekombination als die der Replikation beeinflussen.
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1.3. Untersuchungen zur zellularen Funktion der Nukle&ren DNA-Helikase 1l (NDH II)

Mitarbeiter: S. Zhang, J. Fuchs, F. GroRRe

Finanzierung: Haushalt-IMB

Kooperationen: Arbeitsgruppen: Molekularbiologie, Mol. Zytologie/Elektronenmikroskopie
Molekulare Biophysik/NMR-Spektroskopie (IMB)

Nukledre DNA-Helikase Il (NDH II) ist u.a. an der Transkription, der pr&-mRNA-Prozessie-
rung, dem RNA-Transport und der ribosomalen Biogenese beteiligt. In murinen Zellen be-
findet sich NDH Il im Nukleolus, den sie nach Behandlung mit Hydroxyharnstoff (HU) und
anderen Replikationsstress auslosenden Agenzien verlasst, um sich auf perinukledren
Aktinfasern niederzulassen. Diese subnukledre Lokalisation von NDH Il wurde auch in unbe-
handelten humanen MCF-7 Brustkrebszellen gefunden, die interessanterweise ein ahnliches
Verteilungsmuster fir das Tumorsuppressorprotein p53 aufweisen. Diese Befunde deuten
darauf hin, dass NDH II tber seine Beteiligung an nukleoldren Vorgangen auf genotoxische
Zustande, die zur genomischen Instabilitdt sowie zur Tumorentwicklung fihren, aktiv reagiert.
In den meisten untersuchten humanen Zellen befindet sich NDH Il in Ribonukleoprotein-
komplexen, die zusammen mit anderen RNA-bindenden Proteinen, wie z.B. den hnRNP-
Proteinen, die Verpackung und die weitere Prozessierung von pra-mRNAs organisieren. In
diesen Komplexen befand sich Uberraschenderweise auch die DNA-abhangige Protein-
kinase, die aus dem Ku70/86-Heterodimer und aus der katalytischen Untereinheit der Kinase
(DNA-PKcs) besteht. Der enzymatisch aktive Ku70/86-DNA-PKcs-Komplex war in der Lage,
sowohl hnRNP C als auch NDH Il in einer RNA-abhangigen Reaktion zu phosphorylieren.
Ferner haben wir eine Bindungsaffinitat von Ku86 fir RNA nachweisen kdnnen. Vom Ku86
nahm man bislang an, dass es lediglich eine Affinitat fir doppelstrangige DNA-Enden auf-
weist. Andererseits wird NDH Il auch in einer DNA-abhangigen Reaktion von der DNA-PK
phosphoryliert. Gegenwartig untersuchen wir, welche der Aminosauren der NDH Il von DNA-
PK RNA- bzw. DNA-abhangig phosphoryliert werden und welche funktionellen Implikationen
dies hat.

Nach Behandlung von Zellen durch das DNA-interkalierende Antibiotikum Actinomycin D
kann die DNA-PK auch die Phosphorylierung der Histonvariante H2AX einleiten. Das phos-
phorylierte Histon H2AX (gamma-H2AX) ist normalerweise ein Indikator fur das Vorhanden-
sein von DNA-Doppelstrangbriichen, wie sie u.a. nach ionisierender Bestrahlung oder nach
Einleitung verschiedener Rekombinationsereignisse auftreten. Darliber hinaus beobachteten
wir, dass in Actinomycin D behandelten Zellen NDH Il Komplexe mit gamma-H2AX bildet. In
nachfolgenden in vitro Experimenten konnte die direkte Interaktion zwischen gamma-H2AX
und NDH Il bestatigt werden. Gegenwartig gehen wir davon aus, dass NDH Il zunachst an
gamma-H2AX-haltiges Chromatin bindet und dadurch weitere Transkriptions- und Reparatur-
proteine an den Ort geschadigter DNA ladt. Dies kdnnte beispielsweise durch die von NDH I
katalysierte Erzeugung von Einzelstrang-DNA bewerkstelligt werden. Daher gehen wir in-
zwischen davon aus, dass NDH Il nicht nur an der Transkription sondern auch an der DNA-
Reparatur und der intrazellularen Checkpointkontrolle beteiligt ist.

1.4. Nukledre DNA-Helikase Il bildet einen Komplex mit der Werner-Helikase (WRN)
Mitarbeiter: S. Zhang, J. Fuchs. F. Grol3e
Finanzierung: Haushalt-IMB
Kooperationen: Arbeitsgruppen: Molekularbiologie, Mol. Zytologie/Elektronenmikroskopie
und Molekulare Biophysik/NMR-Spektroskopie (IMB)

Helikasen sind fur die Entwindung doppelstrangiger Nukleinsauren in der Zelle verantwort-
lich; viele Helikasen werden gezielt durch p53 gehemmt. Aus der Literatur ist bekannt, dass
eine RecQ-ahnliche DNA-Helikase des Menschen, die sogenannte Werner-Helikase (WRN),
in Replikations-, Rekombinations- und Reparaturvorgdnge involviert ist. Mutationen im Gen
dieser Helikase fiihren zum Werner-Syndrom, das mit einer vorzeitigen Alterung der Zelle
und der betroffenen Menschen, der sogenannten Progeria, sowie einem friihzeitigem Auf-
treten von Krebs verbunden ist. Die WRN-Helikase wurde mittels rekombinanter Baculoviren
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in Insektenzellen exprimiert und anschlielend gereinigt. Die Helikase verfligt aul3erdem Uber
eine 3-5" Exonukleaseaktivitat, die ihrerseits von p53 inhibiert wird. WRN-Helikase zeigt
strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit zur zuvor schon von uns isolierten Nukledren DNA-
Helikase | (NDH 1), deren weitere Untersuchung wir damals einstellten, weil wir eine ver-
meintlich kopurifizierende Exonuklease nicht abtrennen konnten. NDH | wurde im Komplex
mit der anderen von uns isolierten Helikase NDH Il (s. 1.3) kopurifiziert. Wir vermuten eine
Beteiligung beider Helikasen an der Wiederherstellung von Replikationsgabeln, die nach
Auflaufen auf eine massive DNA-Schadigung, wie z.B. eine kovalent gebundene Topoiso-
merase | (s. 1.5), kollabiert und dann neu initiiert werden muss.

1.5. DNA-Topoisomerase | interagiert funktionell mit p53 und der WRN-Helikase
Mitarbeiter: K. Sge, A. Rockstroh, P. Schache, M. Steiner, K. Dreffke, F. Grol3e
Finanzierung. DFG, Haushalt-IMB
Kooperation:  Universitat Aarhus, Danemark, NIH Baltimore, USA,

Universitat Roskilde, Ddnemark

Biochemische Studien konnten zeigen, dass die humane DNA-Topoisomerase | (hTopol)
nicht nur durch p53 gebunden und stimuliert wird sondern auch durch das Werner-Syndrom
Protein (WRN). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl p53 als auch WRN die DNA-Bindung
der hTopol reguliert, woraus jeweils eine erhebliche Stimulation der Topoisomeraseaktivitat
resultiert. Ferner konnte die Interaktionsstelle des Werner-Proteins mit der hTopol identifiziert
werden. Die Stimulation von hTopol durch p53 hat, wie bereits im letzen Jahr erwahnt, einen
positiven Einfluss auf die durch ,hTopol induzierte rekombinative Reparatur* (TIRR). Dieser
Einfluss konnte nun im Detail charakterisiert werden. Weiterhin konnten in vivo Studien zei-
gen, dass p53 die Fahigkeit von hTopol, auf DNA-Schéden zu reagieren, stark stimuliert. Die
hieraus resultierende Ausbildung kovalenter Komplexe zwischen hTopol und der DNA wird
daher ebenfalls stark stimuliert. Dies konnte in isogenen zellularen Modellsystemen nachge-
wiesen werden. Die Reaktion von hTopol auf DNA-Schaden wird auch ,Topol damage
response” (TDR) genannt. Es stellte sich heraus, dass die ,Topol damage response” ein
Bestandteil der apoptotischen Signalkette sein kann.

2. Proteinlabor

Das Proteinlabor der Arbeitsgruppe Biochemie stellt fur die Arbeitsgruppen im IMB sowie flr
externe Kooperationspartner proteinanalytische Verfahren bereit und steht darliber hinaus als
Ansprechpartner fur die Anwendung derartiger Verfahren zur Verfugung. Die Schwer-punkte
liegen auf der Sequenzanalyse und der Massenspektrometrie von Proteinen, einschlieflich
der diesen Verfahren vorgelagerten Schritte.

2.1. Identifizierung und Charakterisierungen von Wechselwirkungspartnern von p53
Mitarbeiter: K.-H. Gihrs, B. Schlott, A. Willitzer, N. Baum, A. Schneider, I. Tiroke,
T. Girlich, F. GroR3e
Finanzierung: Haushalt-IMB

Den wesentlichen Anteil der Arbeit des Proteinlabors macht die Bearbeitung wissenschaft-
licher Fragestellungen zu Protein-Protein-Wechselwirkungen des Tumorsuppressorproteins
p53 aus. Besonders die beobachteten Interaktionen zwischen p53 und DNA-Polymerasen (s.
1.2), die Interaktionen mit hTopol und die mit WRN-Helikase (1.5) lassen es ratsam er-
scheinen, moglichst alle p53 Interaktionen in heterologen Systemen wie der Hefe und in ho-
mologen Systemen (s.u.) unvoreingenommen zu kartieren. Zu diesem Zweck wurden die
Hefen Saccharomyces cerevisiae INVScl und Pichia pastoris GS115 mit Vektoren transfor-
miert, die eine induzierbare Expression von p53 ermdglichen. Die resultierenden Stdmme
enthalten die mit "Tags" fusionierten p53-Gene entweder als genomisch integrierte Kopien
oder in Form autonom replizierbarer Sequenzen. Die in der Literatur beschriebene, deutlich
verminderte Proliferationsrate der Hefezellen nach Induktion der Expression intakter p53-
Gene konnte nur teilweise bestatigt werden. Dabei wurde die p53-vermittelte Wachstums-
repression von einer deutlich starkeren Inhibierung durch den Wechsel der Kohlenstoffquelle
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Uberlagert, die bei Verwendung des Gall- bzw. AOX1-Promotorsystems zur Induktion der Ex-
pression erforderlich ist. Aus diesem Grund wurde ein Wechsel der Promotorsysteme in An-
griff genommen, wobei Pho5- und Cupl-Promotoren von S. cerevisiae zur Anwendung
kommen.

Das Vorkommen definierter p53-Interaktionspartner in S. cerevisiae konnte mittels der Far-
Western-Blot-Technik bestatigt werden. Zu diesem Zweck wurden Zellen des Stamms S.
cerevisiae S288C lysiert und die Gesamtheit der Proteine auf Membranen Uberfuhrt. Diese
Membranen wurden mit gereinigtem p53 inkubiert. Dann wurde gebundenes p53 mit mono-
klonalen Antikorpern detektiert. Interessanterweise &nderte sich das Signalmuster bei Ver-
anderung der Kohlenstoffquelle, was auf eine metabolismusregulierte Expression bestimmter
Interaktionspartner deutet. Zur Reduzierung der Komplexitdt der Proben wurden eine Reihe
chromatographischer Verfahren eingesetzt, wobei die Signale in den Far-Western-Blots auf
definierte Fraktionen beschrénkt werden konnten.

Als Saugermodell zur Charakterisierung von p53-Wechselwirkungen wurde ein durch Insek-
tenhormone induzierbares p53-Gen in die Leukamie-Zelllinie K562 eingebracht, deren Wild-
typ nur sehr geringe Mengen p53 exprimiert. Das Zweikomponentensystem ermdglicht eine
regulierbare Expression der heterologen Gene. Es wurden mehrere stabil transfizierte Zell-
klone isoliert, von denen sich einige phéanotypisch unterscheiden. Eine stabile Transfektion
konnte auf genomischer sowie mMRNA-Ebene bestéatigt werden. Nach der Induktion erfolgt
eine Erhdhung des Niveaus von p53 in den Zellen. Damit ist die Grundlage fur die Unter-
suchung von Effekten geschaffen, die eine moderate Erhéhung des p53-Niveaus ohne zu-
satzliche exogene Stimuli in den Zellen bewirkt. Neben dem Studium des Einflusses der p53-
Menge auf die Apoptose und die Differenzierung sollen auch Veranderungen des Spektrums
posttranslationaler Modifikationen bestimmt werden, die mit diesen Prozessen einher-gehen.
Erste Versuche zeigten, dass trotz der Erhéhung des p53-Niveaus keine Erhéhung der Ex-
pression der Genprodukte bekannter p53-Targetgene (p21Cipl, Hdm-2, Bcl-2, Bax) eintrat.
Wechselwirkungen von p53 mit anderen Proteinen werden auch an permanenten Zelllinien
studiert, die ein vergleichsweise hohes Niveau der p53-Expression aufweisen. Zellextrakte
aus der Zelllinie CEM wurden tber Immunaffinitatssaulen (basierend auf den monoklonalen
Antikérper DO-1 bzw. 421) chromatographiert. Mit dieser Vorgehensweise wird p53 inklusive
seiner potenziellen Bindungspartner isoliert. Nach Auftrennung in der 1D- und/oder 2D-Gel-
elektrophorese werden diese Bindungspartner durch Proteinverdau und Massen-spektros-
kopie identifiziert.

Zunéchst war festzustellen, dass durch die Verwendung zweier monoklonaler p53-Antikor-
per, die an unterschiedliche Bereiche des p53 binden, z.T. auch unterschiedliche Bindungs-
partner isoliert werden konnten. Das zeigt uns, dass man mit dieser Technik eine Differenzie-
rung und im Idealfall eine Lokalisation der Ligandenbindung vornehmen kann.

Insgesamt konnten in den entsprechenden Elektrophoresen iber 30 unterschiedliche Bin-
dungspartner identifiziert werden. Darunter befanden sich auch einige bisher nicht beschrie-
bene Interaktionspartner von p53. Unter diesen gab es auffallig viele DNA-bindende Proteine.
Aus stéchiometrischen Uberlegungen ist allerdings auch klar, dass nicht alle Liganden gleich-
zeitig an ein p53-Molekil binden kénnen. Vielmehr wird eine Anzahl von Interaktionen héhe-
rer Ordnung sein, d.h. die an p53 gebundenen Proteine binden weitere Wechselwirkungs-
partner. AuBerdem war festzustellen, dass es unter den Bindungspartnern Proteine gibt,
deren Funktion nicht in einem bisher erklarbaren Zusammenhang mit p53 stehen. Diese
lassen sich in drei Gruppen einteilen:

QD Proteine, die zum Proteinbiosyntheseapparat gehdren
2) Chaperon-artige Komponenten (Proteinfaltung)

3) Proteine des Zytoskeletts

Wir konnten bisher nicht ausschlie3en, dass diese eher ,generellen* Bindungsereignisse in
Kompetition zu bisher nicht entdeckten ,funktionsrelevanten p53-Wechselwirkungen stehen.
Daher wurden die Zellextraktproteine vor der Immunaffinitatschromatographie vorfraktioniert,
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was u.a. zur Anreicherung zytoplasmatischer- und kernlokalisierter Proteine fuhrte. Ferner
wird versucht, p53 nach unterschiedlichen Modifizierungszustanden, speziell hinsichtlich der
Phosphorylierungen, zu fraktionieren, da dies einen Einfluss auf die einzugehenden Wechsel-
wirkungen haben sollte.

Der Einsatz von Zelllinien, die unterschiedliche Varianten und Mengen an p53 exprimieren,
sollen die Wechselwirkungsuntersuchungen komplettieren.

2.2.  Fibrinolyse und Blutgerinnung
Mitarbeiter: B. Schlott, A. Willitzer
Finanzierung: DFG-Mittel
Kooperationen: E. Glusa (FSU), O. Ohlenschlager, NMR-Spektroskopie (IMB)

Im Rahmen zweier DFG-Projekte wurde an Fusionsproteinen gearbeitet, die aus Staphylo-
kinase, einem Plasminogenaktivator, und Dipetalin, einem 2-Domanen-Kazal-Typ Thrombin-
inhibitor, bestehen. Beide Projekte wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Gorlach
(NMR-Spektroskopie/Molekulare Biophysik) und dem Zentrum fur Angiologie und Experimen-
telle Hamostaseologie der FSU bearbeitet. Schwerpunkte sind Struktur-Funktions-Studien am
Dipetalin und die Erhebung entsprechender gerinnungspharmakologischer Daten.

Das Projekt mit Schwerpunkt Proteinstrukturen lief in 2003 aus. Das biochemisch-
gerinnungsphysiologische Projekt wird im Juni 2004 beendet. Neue Daten zur Struktur der
Doméne Il sowie des gesamten Zweidomanenmolekills des Dipetalins wurden vorgelegt (s.
Bericht der Arbeitsgruppe Goérlach). Daraus abgeleitet wurden in 2003 mehrere Protein-
mutanten erzeugt, die speziell im Peptidlinker zwischen Doméne 1 und Doméane 2 Verénde-
rungen aufweisen. Dadurch sollte die Flexibilitat des Gesamtmolekils bzw. der molekulare
Abstand zwischen beiden Doménen gezielt verandert werden. Wir hofften damit, den bisher
unklaren funktionellen Eintrag dieser Doméane bei der Hemmung des Thrombins und even-
tuell anderer Proteasen, sowie unterschiedlicher Phasen der Blutgerinnung zu klaren. Ent-
sprechende struktur- und biochemisch-funktionelle Experimente wurden in 2003 begonnen
und werden bis Juni 2004 fortgesetzt.

2.3. Proteinmuster des Herzmuskels bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie
(DCM)
Mitarbeiter: B. Schlott, A. Willitzer , A. Schneider, C. Hartung
Finanzierung: Haushalt-IMB
Kooperationen: Klinikum der FSU

DCM-Patienten zeigen Symptome einer gestorten systolischen Funktion des Herzens. Das
Herz ist signifikant vergréfRert, der Querschnitt des Herzmuskels ist dagegen deutlich ver-
ringert, was die Reduktion der Pumpfunktion zur Folge hat. Aufgrund der unweigerlich ein-
tretenden therapierefraktaren Herzinsuffizienz ist die Prognose sehr schlecht.

Quantitative und qualitative Veréanderungen des Proteinmusters des Herzmuskels wurden
durch vergleichende 2D-Elektrophoresen (Klinik f. Innere Medizin) und nachfolgende Protein-
analytik (Arbeitsgruppe Grof3e) untersucht. Dabei stellte sich eine Vielzahl von Verande-
rungen im Proteinmuster von DCM-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden heraus.
Allerdings waren auch deutliche individuelle Schwankungen von Patient zu Patient festzu-
stellen. Vielleicht ist dies den unterschiedlichen pathogenetischen Urspriingen und den
unterschiedlichen klinischen Verlaufen bei den DCM-Patienten geschuldet. Aber auch in der
Gruppe der klinisch Gesunden waren signifikante Schwankungen der Proteinexpression im
Sinne qualitativer und quantitativer Veranderungen des Proteinmusters sichtbar. Auf Grund
der doch limitierten Anzahl von Patientengewebsproben (noch schwieriger gestaltete sich die
Bereitstellung ,normaler” Herzgewebsproben) war es bisher noch nicht méglich, die zur
statistischen Absicherung der Ergebnisse notwendige Probenzahl zu beschaffen. Aus diesen
Grinden wurde der globale Ansatz verlassen. Wir konzentrierten uns auf einige kontraktile
Proteine, die speziell bei DCM-Patienten (entsprechend ihrer charakteristischen Lokalisation
auf den 2D-Gelen) modifiziert sein missen. Die Natur dieser Modifikationen und die
Korrelationen mit dem Krankheitsverlauf werden gegenwartig untersucht.
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Externe Kooperationen

Dr. Stevnsner (Danish Center for Molecular Gerontology, University Aarhus, Dadnemark)

Dr. Heise, Dr. Horke (HPI fur Experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg)

Dr. Behrens (Institute fur Virologie, Justus-Liebig-Universitdt Giel3en - jetzt: Institute for
Cancer Research, Fox Chase Cancer Center; Philadelphia, USA)

Prof. Bohr (Laboratory of Molecular Genetics, National Institute on Aging, NIH, Baltimore,
USA)

Dr. Marxen (Medizinische Klinik I, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Libeck)
Dr. Sanger (Tumorklinik Bad Berka)

Im Rahmen von Kooperationen sowie der Vorbereitung von Kooperationen oder gemein-
samen Projekten wurden Untersuchungen fur folgende Einrichtungen der Universitat Jena

durchgefihrt:
AG Prof. Ulrich (FSU Jena, Institut fir Molekularbiologie)
Dr. Reinhard (FSU Jena Klinikum Il (Gewebeveranderungen bei der Entstehung der

dilatativen Cardiomyopathie))

Prof. Wetzker (FSU Jena, Arbeitsgruppe "Molekulare Zellbiologie” am Klinikum der Friedrich-
Schiller-Universitat Jena (Identifizierung von zellularen Phosphatasen und Identifizierung von
Wechselwirkungspartnern der PI13-Kinase))

Prof. Dr. Glusa (FSU Jena, Zentrum flr Vaskulare Biologie und Medizin, Experimentelle
Angiologie)

Dr. Gerlach (FSU Jena, Institut fir Medizinische Mikrobiologie)

Interne Kooperationen:

K.O. Greulich, A. Rapp, Reparaturproteine u. Replikationsfaktoren (Einzelzell- u. Einzel-
molekultechniken)

S. Diekmann, P. Hemmerich, Zellbiologie von Replikationsproteinen, Massenspek-
trometrische Charakterisierungen von Peptiden und Proteinen (Molekularbiologie)

G. Gellermann, T. Appel, Lipidcharakterisierung (Molekularbiologie)

M. Gorlach, Primase-DNA-Wechselwirkung, Dipetalin-Fusionsproteine (Molekulare Biophysik/
NMR-Spektroskopie)

Publikationen

Referierte Publikationen

Afonin, S., R.W. Glaser, M. Berditchevskaia, P. Wadhwani, K.H. Guhrs, U. Mollmann,
A. Perner & A.S. Ulrich. 4-Fluorophenylglycine as a Label for 19F NMR Structure Analysis
of Membrane-associated Peptides. ChemBioChem. 4 (2003) 1151-1163.

Fahlbusch, B., O. Rudeschko, B. Schiott, M. Henzgen, G. Schlenvoigt, H. Schubert &
R.W. Kinne. Further characterization of IgE-binding antigens from guinea pig hair as new
members of the lipocalin family. Allergy. 58 (2003) 629-934.

Isken, O., C.W. Grassmann, R.T. Sarisky, M. Kann, S. Zhang, F. GroRRe, P.N. Kao &
S.E. Behrens. Members of the NFOO/NFAR protein group are involved in the life cycle of a
positive-strand RNA virus. EMBO J. 22 (2003) 5655-5665.
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Pestryakov, P. E., K. Weisshart, B. Schlott, S.N. Khodyreva, E. Kremmer, F. GroRRe, O. Lavrik
& H.-P. Nasheuer. Human replication protein A. The C-terminal RPA70 and the central
RPA32 domains are involved in the interactions with the 3'-end of a primer-template DNA.
J Biol Chem. 278 (2003) 17515-17524.

Pollok, S., J. Stoepel, C. Bauerschmidt, E. Kremmer & H.-P. Nasheuer. Regulation of
eukaryotic DNA replication at the initiation step by Cdc45 and DNA polymerase alpha
phosphorylation. Bioch. Soc. Trans. 31 (2003) 266-269.

Smith, R.W. & H.-P. Nasheuer. Initiation of JC virus DNA replication in vitro by human and
mouse DNA polymerase alpha-primase. Eur J Biochem. 270 (2003) 2030-2037.

Sge, K. & F. Grol3e. p53 stimulates human topoisomerase | activity by modulating its DNA
binding. Nucleic Acids Res. 31 (2003) 6585-6592.

Zhang, S., P. Hemmerich & F. Grosse. Nucleolar localization of the human telomeric repeat
binding protein 2 (TRF2), J. Cell Sci., in press

Nicht referierte Publikationen

Sge, K. Gesunde Zelle versus Tumorzelle — ein Balanceakt. Wie kommt der Korper damit
klar? In: Gesundheit férdern — Krankheit heilen. Almanach junger Wissenschaftler Hanns
Martin Schleyer-Stiftung, Heinz Nixdorf Stiftung, Technische Universitat Minchen,

I. Kongress Junge Naturwissenschaft und Praxis. Miinchen (2003) 180-181.
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Arbeitsgruppe Kiel
Geratetechnologie

Hans-Jirgen Kiel
Dr. Ing., Technische Hochschule limenau

Wissenschaftler
Dipl.-Ing. Werner Schiitze®

Mechaniker
Uwe Bruch?
Lutz Miiller®
Peter Muller”

Glasblaser
Klaus Jette?

Hausmeister
Michael Prack®

Der Personalbestand der Servicegruppe Geratetechnologie hat sich im Jahre 2002 gegen-
uber den beiden Vorjahren nicht veréndert. Fur die Produkte Projektbezogene Entwicklung,
Service Geratetechnologie, IT-Ausstattung und Benutzerbetreuung sowie den Allgemeinen
Hausmeisterleistungen standen dem Institut 3 Feinmechaniker, ein Glasapparateblaser, der
Hausmeister sowie ein Elektronikentwickler und ein Konstrukteur zur Verfligung.

Entwicklungsarbeiten

Projektfinanzierte Entwicklungsarbeiten wurden nicht ausgefuhrt. Zu den projektgebundenen
Entwicklungen gehdorten:

— Weiterentwicklung des Versuchsaufbaues zur Messung von Warmemengen bei gleich-
zeitiger Erfassung der Verdampfungs- und Kondensationskinetik von kleinen Flissig-
keitsmengen (Patentanmeldung)

— Konstruktion und Bau eines klimatisierten und mittels Manipulatoren bedienbaren Ver-
suchsaufbaues fir ein pyrometrisches Mikrokalorimeter

— Konstruktion und Bau eines Einkoppelbausteines fir Mikroskope, der die Nutzung von 3
unterschiedlichen Lichtquellen Gber Scannerspiegel ohne Umrlistung gestattet

— Konstruktion einer Justiereinrichtung zur reproduzierbaren Probenbewegung in einem
Fluoreszenzspektrometer

— Konstruktion einer Justiereinrichtung zur reproduzierbaren Probenbewegung im Spektro-
meter

— Konstruktion und Bau einer Einrichtung zur gleichmaRigen Beschichtung von Objekt-
tragerplatten

— Entwurf und Bau eines Adapters fir einen Chromatographie-Bioreaktor
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Service und Reparaturen
Fur die Administration wurden folgende Leistungen erbracht:

— Entwicklung von VBA-Software zur Erstellung der Lohndatenbuchungsliste.

— Betreuung des Rechnernetzes und der Anwendungssoftware (MACH M1-Version u.a.)
— Betreuung des LODAS Programms sowie der Abrechnungssoftware SMS-Stiewi

— Abschluss der 2. Pilotphase und Betreuung der Software zur Personalstatistik

— Softwarebetreuung der Zugangskontrolle des Verwaltungsgebaudes

— Reparatur von PC und PC-Peripherie

— Ausschreibung und Bestellung von neuer Computertechnik und von Austauschgeraten

Service fur Arbeitsgruppen

— Aufbau elektrischer und elektromechanischer Baugruppen

— Reparatur von Kleingeraten (Fraktionssammler, Schittler, Photometer,
Stromversorgungen u.a.)

— Installation von System- und Anwendersoftware

— Reparatur von PC und Peripheriegeraten

Die Zahl der registrierten Direktauftrage fur die Mechanikerwerkstatt liegt mit 271 auf dem
Niveau des Vorjahres. 147 davon sind Auftrage fir den Hausmeister, der in 36 Fallen die
Aufgaben nur mit Hilfe der Mechaniker erfiillen konnte. Weitere 5 Auftrage kamen von
Auftraggebern auf3erhalb des Institutes (s.u.).

Von dem Glasapparateblaser wurden 65 registrierte Auftrage bearbeitet. Neben einer Viel-
zahl von Anderungen und Reparaturen erfolgten wieder Neuanfertigungen wie Chroma-
tographiesaulen, Fingerkihler, Mikro-Zentrifugenrdhrchen, temperierbare Kammern fir
Kristallisationsversuche oder Filtrationsapparate fir Petrischalen.

Zu den externen Auftraggebern einiger Werkstattarbeiten gehorten Institutionen wie das HKI,

das MPI fur Chemische Okologie, die FhG-Fraunhofer Gesellschaft, die Quantifoil Micro
Tools GmbH, Fiber Core oder die Stickstoffwerke Piesteritz.
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Arbeitsgruppe Platzer
Genomanalyse

Matthias Platzer ¥
Dr. rer. nat., Institut fir Molekularbiologie, Akademie der Wissenschaften, Berlin Buch (1984)

Wissenschaftler

Dr. Marius Felder?

Dr. Petra Galgoczy®” (bis 04/03)
Dr. Ulrike Gausmann®

Dr. Gernot Glockner ¥

Dr. Klaus Huse®

Dr. Kathrin Reichwald®

Dr. Roman Siddiqui®

Dr. Karol Szafranski'®

Dr. Stefan Taudien®” (seit 07/03)
Dr. Michael Utting®®

Dr. Gaiping Wen*®

Rudiger Lehmann®

Wissenschaftlich-technische Mitarbeiter

Evelyn Michaelis® Marie Luise Schmidt
Susanne Fabisch® Hella Ludewig”

Beate Voigt” Niels Jahn"*?

Birgit Pavelka® Dorothee Lagemann® (bis 09/03, seit 12/03)
Simone Tanzer” Norman Rahnis®

Kathleen Seitz? Oliver Muller”

Elke Meier” Uta Petz®

lvonne Heinze® lvonne Gérlich®

Beate Fischer® Bernd Senf?

Daniela Werler® Regina Schulz”

Cornelia Baumgart” Markus Schilhabel (seit 09/03)
Nadine Zeise? Silke Forste™”

Sandra Rothe” (bis 04/03) Patricia M6ckel, Sekretarin®

Diplomanden/Praktikanten
Elisha Westbrook 03/03 bis 05/03

Marco Groth 03/03 bis 07/03

Ivonne Loffler 05/03 bis 03/04

Felix Platzer 06/03 bis 07/03

Anna Nitz 06/03 bis 08/03

Jane Wenzel 07/03 bis 09/03

Franziska Kanter 09/03 bis 10/03

Marco Kdnig 09/03 bis 02/04

Jana Koblitz 10/03 bis 02/04

Finanzierung

1) Haushalt IMB 7)  DLR 01GR0105

2) DFG PI173/5-2 8) DLR 01GS0121 und 01GS0171
3) DLR 01Gl0284 9) DFG SFB 604-02

4) DLR 01KW9916 10) PTJ0312704E D3 (JCB)
5) DLR 01KW0002 11) PTJ 0312704E D4 (JCB)
6) DLR 01KWO0007 12) Annex-Fonds
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Forschungsschwerpunkte

Zwischen dem 01.01.2003 und dem 31.12.2003 lagen die Forschungsschwerpunkte der
Arbeitsgruppe Genomanalyse in folgenden fiinf Bereichen:

1. Human-Genom-Projekt (HGP) und vergleichende Saugergenomanlysen zur
Identifikation von Krankheitsgenen des Menschen

2. Genomische Grundlagen von komplexen Erkrankungen

3. Analyse des Genoms von Dictyostelium discoideum

4. Differentielle Genomanalyse von Mikroorganismen

5. Bioinformatik in der Genomanalyse.

1. Human-Genom-Projekt (HGP) und vergleichende Saugergenomanlysen zur

Identifikation von Krankheitsgenen des Menschen

Aufgrund der ambitionierten Planung des internationalen Konsortiums zur Sequenzierung
des Human-Genoms, das Projekt bis zum April 2003 - dem 50. Jahrestag der Entdeckung
der Doppelhelix - im wesentlichen abzuschlieen, bestand das Hauptziel unserer Arbeiten
darin, dieses fur alle am IMB im Verlaufe von Uber 10 Jahre bearbeiteten Projekte, insbe-
sondere auf den Chromosomen 8, 21 und X, abzusichern. Diese Arbeiten konnten erfolg-
reich und fristgerecht zum 14. April 2003, dem offiziellen Abschluss des Internationalen
Human-Genom-Projektes beendet werden. Die nationale und internationale Anerkennung
des deutschen Beitrags zu diesem historischen Projekt kam u.a. durch die Unterschrift von
Bundeskanzler H. Schroder unter die ,Gemeinsame Erklarung der Regierungschefs von
sechs Staaten zum Abschluss der Sequenzierung des menschlichen Genoms” zum Aus-
druck. Um diesen Meilenstein in der molekularbiologischen und medizinischen Forschung
eine lokale Offentlichkeitswirkung zu verschaffen, prasentierten wir vom 02. bis 25.04.2003
die multimediale Installation 'KUBUS HUGO' der Dresden Kiinstler Frank Hellwig und Steffen
Fischer im Foyer des IMB. Im Verlauf dieser 24 Tage wurde die gesamte entzifferte Erbin-
formation der menschlichen Spezies optisch und akustisch flir Gaste und Mitarbeiter des
Institutes erlebbar.

In der folgenden Zeit waren wir intensiv und in enger Kooperation mit den internationalen
Partnern an Datenanalyse und Annotation der finalen Sequenzen der einzelnen mensch-
lichen Chromosomen beteiligt. Eine abschliel3ende Publikation des Internationalen Human-
Genom-Sequenzierkonsortiums zum menschlichen Genom, als auch entsprechende finale
Chromosomen-Publikationen sind fur 2004 in Arbeit (Chr. 8, X) bzw. bereits fertiggestellt und
eingereicht (HG).

1.1. Sequenzanalyse medizinisch bedeutender Regionen des menschlichen Chr. 8
und deren Homologe im Maus-Genom
Mitarbeiter: R. Siddiqui, G. Wen, S. Taudien, M. Platzer
Finanzierung: DLR, 01KW0002 (2001 - 2004)
Kooperationen: H. Lehrach, MPIMG Berlin; H. Blocker, GBF Braunschweig

Im Rahmen des Deutschen Human-Genom-Projektes (DHGP) und des internationalen Kon-
sortiums zur vollstdndigen Sequenzierung des Human-Genoms wurden insgesamt 11,94 Mb
in finale Sequenzqualitat (lickenlos, Genauigkeit >99,99%) uberfuhrt. Alle von uns im Zu-
sammenhang mit Chr. 8 erzeugten Sequenzdaten sind im Internet (GenBank, www.genome-
jena.de) fir die Offentlichkeit zuganglich. Innerhalb der "Human and vertebrate analysis and
annotation group” (HAVANA, http://www.sanger.ac.uk/HGP/havana/) wurden insgesamt 73
in unserer Gruppe sequenzierte, humane Chromosom-8-Klone annotiert, darunter auch 7
Klone einer hoch repetitiven Region in 8p23.1, die mehrere Defensin-Gencluster enthélt. Die
manuelle Feinannotation dieser Klone ist demnachst (ber den VEGA browser
(http://vega.sanger.ac.uk) verfugbar und hat entscheidend zur Aufklarung dieser hochkom-
plexen Region beigetragen. Im Ergebnis werden innerhalb dieses Locus' Veranderungen fir
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die finale Version des Humangenoms vorgeschlagen, die auch die Basis fur eine in Arbeit
befindliche Veréffentlichung bilden. Uber die Annotationsarbeiten hinaus wurde die gesamte,
Defensin-Gencluster beinhaltende Region umfangreichen Repeat- und SNP-Analysen unter-
zogen, die ebenfalls Eingang in die geplante Publikation finden werden.

AuBerdem konnten 3 zusatzliche, bisher nicht annotierte Pseudogene sowie ein weiteres
Defensin-Gen mit Ahnlichkeit zu DEFA4 identifiziert werden. Parallel zu diesen Arbeiten
wurden zur weiteren Erforschung der Defensin-Gencluster 3 orthologe Klone des
Schimpansen (Pan troglodytes) identifiziert und sequenziert. Arbeiten zu entsprechenden
Klonen aus Rhesus (Macaca mulatta) sind begonnen worden.

In Kooperation mit Klinischen Gruppen in Kiel (R. Siebert), Valencia (J. Martinez), und
Leicester (M. Dyer) wurde im November 2003 begonnen, die ca. 1 Mb umfassende kritische
Region fur das Mantle-Cell-Lymphom (MCL) in einer MCL-Ziellinie zu resequenzieren, um
die ursachlichen genomischen Veranderung zu identifizieren, die nach héaufig beobachteter
Hemizygotie zur malignen Entartung fuhren.

Die Voraussetzungen fur molekulare Struktur-Funktionsanalysen durch ortsspezifische und
randomisierte Mutagenese wurden flr das beta-Defensin 3 (HBD-3) erfolgreich durchgefihrt,
das zunachst durch den genomischen Ansatz unserer Arbeiten in 8p22-p21 entdeckt wurde
(Peng Jia,. et al., 2001. Gene 263:211-218). Mittlerweile kann auf 15 gentechnisch veran-
derte Defensinkonstrukte zuriickgegriffen werden, die in Zusammenarbeit mit Prof. Zipfel
(Infektionsbiologie des Hans-Kndll-Instituts Jena) auf neue antibakterielle Wirkungsspektren
hin gepruft werden. Da fir das beta-Defensin 3 potente anti-HIV-Aktivitaten gefunden
wurden (Quinones-Mateu et al., 2003. AIDS 17:F39-F48), sind wir in die Lage versetzt, unse-
re Struktur-Funktions-Untersuchungen auf die Hemmung von retroviralen Infektionen des
Menschen auszudehnen. Hierzu haben wir mit dem ,Referenzzentrum fir Retrovirale
Infektionen” (Erlangen) eine Zusammenarbeit initiiert.

1.2. Sequenzierung und Analyse einer 2 Mb Region auf Xpl11.4
Mitarbeiter: G. Wen, M. Platzer
Finanzierung: DLR, 01KW9916 (2000 - 2004)
Kooperationen: A. Meindl, LMU Minchen

Im Rahmen eines von der DLR finanzierten Projektes wurde die Arbeit in Zusammenarbeit
mit Prof. Meindl von der LMU Minchen weitergefuhrt. Im Berichtszeitraum haben wir die
Sequenzierarbeiten am X Chromosom im Rahmen des internationalen Human-Genom-Pro-
jektes (HGP) im April 2003 erfolgreich abgeschlossen. Insgesamt haben wir ca. 4.0 Mb der
Region Xpl1l in finaler Qualitat (lickenlos, Genauigkeit >99,99%) generiert. Das entspricht
etwa 3% des menschlichen X Chromosoms. Danach wurden alle finalen Sequenzen in den
Regionen Xp11.4, Xpl11l.3 und Xpl11.23 (insgesamt 39 Datenbankeintrdge, denen die Daten
von 83 BACs, PACs und Cosmid-Klonen zugrunde liegen) durch die Programmpakete
RUMMAGE-DP (IMB, Taudien et al., 2000) und HAVANA (Human And Vertebrate Analysisi
aNd Annotation, Sanger Institut, Hinxton, UK) zuerst automatisch und im Anschluss manuell
annotiert und in die vom Sanger Institut unterhaltene VegaDB (Vertebrate Genome
Annotation Database) eingespeist. Durch die komparative Sequenzanalyse mit ESTs,
MRNAs und &hnlichen Loci des Menschen bzw. anderer Spezies aus diversen Datenbanken
konnten in Xp11.4 6 bekannte Gene, 2 bisher unbekannte proteinkodierende Gene (‘'novel
proteins'), 8 bisher unbekannte Transkripte (‘'novel transcripts) und 13 Pseudogene sowie in
der Region Xpl11.3 jeweils ein bekanntes und ein bisher unbekanntes Gen identifiziert und
annotiert werden. In der Region Xp11.23 waren es 36 bekannte Gene, 9 'novel proteins', 6
'novel transcripts' und 12 Pseudogene. Die erzeugten Sequenz- und Annotationsdaten
wurden in Genbank (NCBI, Bethesda, US) publiziert und stellen einen Beitrag zum
Internationalen Human-Genom-Projekt dar. Mittels RT-PCR wurden alle 16 annotierten Gene
in der Region Xpl1.4 bestatigt und in 16 menschlichen Geweben das Genexpressionsprofil
bestimmit.

Fur die Untersuchungen der Genexpressionsprofil im gréReren Maf3stab mittels DNA-
Microarray-Techniken haben wir 123 I.M.A.G.E Klone in der Region von Xpll.4 bis
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Zentromer prapariert und auf Glastragern immobilisiert. Die Glastrager werden in cDNA-
Hybridisierungsexperimenten eingesetzt. Weiterhin wurde begonnen, in positionalen
Kandidaten nach Mutationen, Polymorphismen zu suchen, die mit X-gekoppelter mentaler
Retardation (XLMR) und spinaler Muskelatrophie (SMAX) in der Region von Xp11.3 bis Xql12
assoziiert sind.

1.3. Identifikation funktioneller CpG-Inseln durch vergleichende Analyse des
Methylierungsstatus in Mensch und Maus
Mitarbeiter: P. Galgoczy, K. Szafranski, M. Platzer
Finanzierung: Haushalt-IMB

Um der Frage nachzugehen, ob die unerwartet grof3e Anzahl von CpG-Inseln im Human-
genom eine Indiz fir das Vorhandensein einer signifikanten Menge bisher unbekannter
proteinkodierender Gene darstellt, haben wir eine Reihe von Mensch-Maus konservierten
CpG-Inseln, die bisher aufgrund ihrer Lage nicht als Promotorelement charakterisiert werden
konnten, mittels Bisulfit-Sequenzierung untersucht. Untermethylierung wurde als deutliches
Indiz fur Funktionalitat gewertet. In Ubereinstimmung damit haben weiterfiihrende Trans-
kriptanalysen zur Identifikation bisher unbekannter Exonen und Gene sowie alternativer
Promotoren gefihrt haben. Nach Abschluss der experimentellen Arbeiten wurden humanen
und murinen Parameter zur computergestitzten Vorhersage von CpG-Inseln wurden anhand
der ermittelten Daten optimiert. Eine Publikation der Ergebnisse ist fir 2004 vorgesehen.

1.4. Genomische Sequenzierung von Ratte und Schimpanse
Mitarbeiter: M. Platzer, S. Tanzer, G. Gléckner
Finanzierung: DLR 01GR0105 (2001 - 2004)
Kooperationen: H. Lehrach, MPIMG Berlin; H. Blécker, GBF Braunschweig;
S. Paébo, MPIEVA Leipzig; H. Hameister, Uni Ulm

Im Rahmen des Nationalen Genomforschungsnetzes (NGFN), Kernbereichs-Technologie-
plattform "Genomische Sequenzierung und Evolution", wurden in Zusammenarbeit mit Dr.
Hubner (MDC, Berlin) QTL-Regionen von Chr. 1 und 10 der Ratte genomisch analysiert,
welche bei diesen Tieren mit Bluthochdruck assoziiert sind. Insgesamt sind 146 am MDC
selektierte BAC-Klone durch Restriktions-Fingerprint-Analyse und Endsequenzierung
charakterisiert worden. Von diesen Klonen haben wir acht zur genomischen Sequenzierung
an Dr. Blocker (GBF, Braunschweig) weitergeleitet. 7 Klone (ca. 1Mb) auf Chr.1 wurden
fertig gestellt und mit Hilfe der vom Sanger Institut entwickelten HAVANNA VEGA Datenbank
annotiert. Weitere 5 Mb liegen als ,full top* (mind. 8-fache Abdeckung) vor. Diese Ergebnisse
sind in die Kartierung des Rattengenoms eingeflossen und wurden 2004 in Genome
Research publiziert. Das QTL-mapping konnte durch Alignierung unserer Sequenzen mit
dem verflgbaren Ratten- und Mausgenom verfeinert werden.

Innerhalb eines internationalen Konsortiums (Japan, Deutschland, China, Sid-Korea,
Taiwan) haben wir 15 Schimpansenklone von Chr. 22 sequenziert (2.669Mb; 1.461Mb nicht
redundant), 14 Gene annotiert und ausgewahlte genomische Unterschiede zwischen
Mensch und Schimpanse auf mehreren Probanden mittels PCR genauer charakterisiert. Die
Ergebnisse wurden 2004 in Nature verdffentlicht.

Zur vergleichenden Genomanalyse von Primaten wurden in Zusammenarbeit mit Prof.
Hameister (Universitdt Ulm) die perizentrischen Inversionsbruchpunkte auf dem Schim-
pansen-Chr. 3 bzw. 10 und dem menschlichen Chr. 4 bzw. 9 sequenziert und analysiert.
Dartber hinaus wurde in Kooperation mit Prof. Pddbo (MPIEVA Leipzig) eine genomweite
niedrig redundante Sequenzierung des Gorillas, Orang-Utan und Rhesus (jeweils ca. 10.000
Sequenzen) durchgefiuhrt. Ziel dieser Arbeiten ist, globale genomische Merkmale von Prima-
ten zu bestimmen und auf dieser Basis sowohl die Eignung der untersuchten Spezies fir die
evolutionsbiologische und medizinorientierte Genomforschung zu bewerten, als auch strate-
gische Entscheidungen in der Primaten-Genomanalyse vorzubereiten. Entsprechende Publi-
kationen sind fir 2004 vorgesehen.
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2. Genomische Grundlagen von komplexen Erkrankungen

2.1. Genetische Grundlagen chronisch entziindliche Darmerkrankungen
Mitarbeiter: K. Huse, M. Platzer
Finanzierung: DLR, 01GI9984 (1999 - 2002); 01G10284 (2002 - 2004)
Kooperationen: S. Schreiber, Universitat Kiel

Im Rahmen des Kompetenznetzes "Chronisch entzindliche Darmerkrankungen" fokussier-
ten sich die Untersuchungen bei NOD2/CARD15 auf die Expression verschiedener Spleiss-
formen dieses Gens. In seinem neu identifizierten 5'-Bereich wurde ein alternativ gespleiss-
tes nichtkodierendes Exon identifiziert und dessen Beitrag zur Translationskontrolle unter-
sucht. Eine Reihe weiterer Spleissformen wurden hinsichtlich ihrer moglichen Funktion naher
charakterisiert. Fir das Gen konnte aul3erdem nachgewiesen werden, dass die Expressions-
hohe verschiedener Haplotypen unterschiedlich ist, was sich phénotypisch auswirken kann.
Ein Teil dieser Arbeiten wurden 2003 im European Journal of Human Genetics publiziert,
weitere Veroffentlichungen sind 2004 vorgesehen.

Weitere Arbeiten betrafen die Untersuchungen zu Genotyp-Phéanotyp-Relationen von alpha-
2-Makroglobulin. Es konnte nachgewiesen werden, dass die in genetischen Studien in Ver-
bindung mit entziindlichen Veranderungen auffallige Pentanukleotiddeletion im Acceptorbe-
reich des Introns 17 keine Auswirkungen auf das Protein hat. Allerdings wurden im Bereich
des Promoters neue Polymorphismen entdeckt, die sich in Assoziationsstudien mit Morbus
Alzheimer assoziiert darstellen und die die Expression des Proteins beeinflussen. Eine erste
Veroffentlichung der Ergebnisse dieser Untersuchungen wurde 2003 in Experimental Neuro-
logy publiziert.

2.2 Molekulare Genetik von extremer und frih manifestierter Adipositas
Mitarbeiter: K. Reichwald, M. Platzer
Finanzierung: DLR, 01KW0007 (2001 - 2004)
Kooperationen: J. Hebebrand, Philipps-Universitat Marburg;
A. Hamann, Universitat Heidelberg;
M. Wabitsch, Universitat Ulm; |. Schmidt, MPI Bad Nauheim;
G. Bronner, Develogen AG Géttingen; C. Platzer, FSU Jena

Im DHGP-Konsortium "Koérpergewichtsregulation” standen Arbeiten zum Gen MC4R
(Melanocortin 4-Rezeptor) im Vordergrund. Das Mutationsspektrum des Gens in der breiten
Bevdlkerung wurde mittels Resequenzierung des Locus erfasst. Es wurden neue Mutationen
im kodierenden Bereich gefunden, die es funktionell zu untersuchen gilt. Im 5' Bereich des
Gens neu identifizierte Mutationen/ Polymorphismen liegen im Kopplungsungleichgewicht
zum SNP V103l, der als haufigster Polymorphismus des MC4R-Gens weltweit in verschie-
densten Kohorten typisiert ist. Die im Konsortium durchgefihrte Meta-Analyse zeigte, dass
die Variante 103l in normalgewichtigen Probanden h&ufiger auftritt als in Fettleibigen. Somit
gilt sie als protektiv gegen Fettleibigkeit und der Rezeptor kann nicht nur eine Uberfunktion,
sondern auch eine verminderte Funktionsfahigkeit aufweisen. Die entsprechende Publikation
erschien 2004 im American Journal of Human Genetics.

Die Untersuchungen wurden auf das orthologe Gen in Maus und Schimpanse ausgedehnt.
Es erfolgte eine Transkriptanalyse dieser Spezies und der Locus wurde in ausgewdahlten
Mauslinien resequenziert. Diese unterscheiden sich dahingehend, dass sie bei entsprech-
ender Nahrung entweder fettleibig werden oder normalgewichtig bleiben.

Auf dieselbe Weise wurden die seit 2001 durchgefiihrten Untersuchungen zum Gen MCHR1
(kodierend fur den Melanin-konzentrierendes Hormon Rezeptor 1) am orthologen Gen von
Maus und Schimpanse fortgesetzt. Eine Publikation zu MCHR1 wurde akzeptiert.

Begonnen wurde mit der Typisierung ausgewdéhlter SNPs des Gens GAL (Galanin).
Typisierungsmethoden wie SSCP und MALDI-TOF erwiesen sich fur diese SNPs als unge-
eignet. Ein PCR-Protokoll mit anschlieRender Sanger- und Pyrosequenzierung wurde etab-
liert. Die Genotypisierung von ca. 1800 Individuen ist geplant.

46



Arbeitsgruppe Platzer

2.3. DNA-Charakterisierung klinischer Proben zur Identifizierung der genomischen
Grundlagen von polygenen entziindlichen Erkrankungen
Mitarbeiter: M. Utting, K. Huse, M. Platzer
Finanzierung: DLR, 0101GS und 01GS0171 (2001 - 2004)
Kooperationen: S. Schreiber, Universitat Kiel

Im Rahmen des krankheitsorientierten NGFN-Netzes "Umweltbedingte Erkrankungen" (Koor-
dinator des Teilprojektes Prof. Dr. Schreiber, Kiel) wurden methodische Entwicklungen zum
Einsatz von Pyrosequenzierung zur Bewertung der Transkription von Genen abgeschlossen.
Verschiedene Gene wurden hinsichtlich des Vorliegens von “allelic imbalance” der Trans-
kripte charakterisiert. Fir CARD15 konnte dabei gezeigt werden, dass es bei einigen Indivi-
duen zu einer unterschiedlichen Expression ihrer beiden Allele kommt. Darlber hinaus ist die
verbesserte Methodologie auch hilfreich bei der Bestimmung von Allelfrequenzen in gepool-
ten Proben, was in mehreren Anwendungen demonstriert wurde. Eine enprechende metho-
dische Publikation ist 2004 in Biotechniques erschienen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein Polymorphismus im Gen BTNL2 mit Sarcoidose
assoziiert ist. Dazu wurde die Transkriptstruktur von BTNL2 aufgeklart und nachgwiesen,
dass der entsprechende Polymorphismus fiir ein aberrantes Spleissen verantwortlich ist.
Eine entsprechende Publikation wurde bei Nature Genetics eingereicht und befindet sich in
Revision.

3. Analyse des Genoms von Dictyostelium discoideum
Mitarbeiter: G. Glockner, M. Platzer
Finanzierung: DFG, Pl 173/5-2 (1998 - 2004)
Kooperationen: A. Noegel, Universitat Koln; P. Dear, MRC Cambridge;
A. Kuspa, Baylor College of Medicine, Houston;
B. Barell, The Sanger Instiute, Hinxton;
J. Williams, University of Dundee, Scotland

Im Rahmen der DFG-Initiative "Genomanalyse eukaryotischer Mikroorganismen" stand die
Sequenzanalyse der Chr. 1 und 2 von Dictyostelium discoideum im Mittelpunkt. Auf der
Basis der Ende 2001 abgeschlossen "Shotgun"-Sequenzierungsphase wurde die Assemblie-
rung von Chr. 1 und das Schlief3en von Licken auf Chr. 2 vorangetrieben.

Die assemblierten Contigs von Chr. 2 wurden tberprift und passende Sequenzen aus den
anderen am internationalen Dictyostelium-Projekt beteiligten Zentren (The Sanger Institute,
Hinxton, Uk; Baylor College of Medicine, Houston, US) integriert. Dadurch und mittels ver-
schiedener PCR-Methoden konnte die Zahl der Liicken auf Chr. 2 deutlich reduziert werden.
Ende 2003 lag das Chromosom in nur noch 48 Stiicken vor, von denen die meisten entlang
der physischen Karte angeordnet werden konnten. Fir Chromosom 3 wurden die noch bendo-
tigten Sequenzen generiert. Unter Zuhilfenahme aller verflgbaren Sequenzressourcen
wurde auch dieses Chromosom assembliert. Damit wurde im Rahmen des Dictyostelium-
projektes 2/3 des Genoms in Jena sequenziert, assembliert und analysiert. Die Ergebnisse
dieser Arbeiten sollen im Jahre 2004 zusammen mit den Kooperationspartnern veréffentlicht
werden.
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4. Differentielle Genomanalysen von Mikroorganismen

4.1. Identifikation von Virulenzgenen der Erregern der Borreliose (Lyme-Disease)
durch differenzielle Genomanalyse verschiedener Stamme
Mitarbeiter: R. Lehmann, G. Gléckner, M. Platzer
Finanzierung: Haushalt-IMB, PTJ 0312704E D4 (JCB)
Kooperationen: B. Wilske, Max-von-Pettenkofer-Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene, Miinchen; J. Suhnel, Biocomputing, IMB;
M. Zacharias, Theoretische Biophysik, IMB

Das Genom von B. burgdorferi B31 wurde 1997 von TIGR (Fraser et al. Nature 390, 580)
aufgeklart und wurde fiir die Assemblierung der von uns erzeugten Sequenzen von B. garinii
PBi als Ruckgrat verwendet. Bei B. garinii handelt es sich wie bei B. burgdorferi um einen
pathogenen Organismus. Allerdings ruft B. garinii Neuroborreliose hervor im Gegensatz zu
Arthritis bei einer Infektion mit B. burgdorferi.

Bis Mitte 2003 konnten durch PCR die noch vorhandenen Licken im Chromosom und in
zwei Plasmiden geschlossen werden. Damit konnte die bis dahin nur vermutete Kolinearitat
zwischen diesen genomischen Einheiten bestétigt werden.

Die aktuelle Abdeckung des Chromosoms und der beiden Plasmide (ortholog zu Ip-54 und
cp-26 von B. burgdorferi) ist dreifach und bestétigt 94% der bei B31 annotierten Genberei-
che. Dabei zeigte sich, dass eine 10%ige Abweichung zwischen den Sequenzen beider
Stamme vorliegt. Die Analyse der Plasmidsequenzen kann aus Komplexitatsgriinden zur Zeit
nur fr ausgewahlte Struktureinheiten durchgefuhrt werden. Eine Publikation der Resultate
ist in Vorbereitung.

4.2. Differentielle Genomanalyse von E. coli LWF+, einer genetisch stabilen
Protoplastenform des Gram-negativen Modellorganismus Escherichia coli
Mitarbeiter: R. Siddiqui, M. Platzer
Finanzierung: Haushalt-IMB, PTJ 0312704E D4 (JCB)

Kooperationen: C. Hoischen, S. Diekmann, F. Gro3e, A. Romualdi, J. Stihnel, IMB;
H. Krigel, HKI

Im Jahr 2002 wurde die niedrig redundante "shotgun"-Sequenzierung des Genoms der
zellwandlosen Escherichia coli-Mutante LW1655F+ mit einer durchschnittlich 5-fachen
Abdeckung des 4.6 Mb groRen Genoms abgeschlossen.

Der Vergleich mit dem publizierten Referenzgenom von E. coli K-12 MG1655 bzw. dem
Genom des Elternstammes der Mutante bestatigt in vollem Umfang unsere Hypothese, dass
der hochkomplexe Phanotyp der Mutante polygenen Ursprungs ist. Der Stand der aktuellen
Analyse im Prozess des lickenlosen "Finishen" zeigt, dass 774 der 4451 bisher annotierten
E. coli-Gene Mutationen aufweisen. Die noch abzuschlieBende Aus- und Bewertung zeigt
bereits jetzt, dass hauptséchlich Punktmutationen die treibende Kraft sind, die den gesamten
Stoffwechsel umlenken und die Zelle den Verlust essentieller Strukturen und auch einzelner
essentieller Genfunktionen Uberleben lasst. Teilweise betreffen die Mutationen Schlissel-
proteine essentieller zellbiologischer Konzepte, den Mechanismus des Zellzyklus, der
Homoostase, der DNA-Reparatur und der Biogenese von Zellstrukturen, die normalerweise,
jedes einzeln fur sich betrachtet, zum Zelltod fuhren misste. Die durch die genomischen
Analysen vorhergesagten globalen Veranderungen werden durch erste Proteom- (F. GrolRe,
B. Schlott, IMB) und Transkriptionsprofil-Analysen (C. Hoischen, S. Diekman, IMB; H. Krlgel,
HKI, Jena) bestarkt.

Die vorliegenden Genotyp-Phénotyp-Analysen weisen die Escherichia coli-Mutante
LW1655F+ als ein hochinteressantes Forschungsobjekt flr systembiologische Ldsungs-
ansatze aus, die sich gegenwartig weltweit formieren. Im Weiteren stellt die Mutante ein
Paradebeispiel zur Untersuchung der Plastizitdt des Metabolismus zellularer Systeme dar,
die bisher unbekannte Mechanismen nutzen kdnnen, Stresssituationen zu kompensieren.
Eine Publikation wurde eingereicht.
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4.3. Identifikation potenzieller Virulenzgene von Legionella Arten, den Erregern der
Legionarskrankheit
Mitarbeiter: G. Glockner, R. Lehmann, M. Platzer
Finanzierung: Haushalt-IMB, PTJ 0312704E D4 (JCB)
Kooperationen: J. Hacker, Universitat Wirzburg; A. Romualdi, J. Stihnel, IMB

Die Sequenz des Genoms von L. pneumophila, dem Erreger der Legionarskrankheit ist weit-
gehend bekannt (Columbia Genome Center, New York, US) und kann als Ruckgrat fur die
Assemblierung von verwandten Mikroorganismen herangezogen werden.

Mit unseren Kooperationspartnern an der Universitat Wirzburg wurde aus dem Spektrum
der bekannten Legionella-Arten die Spezies L. hackeliae, L. micdadei, L. pneumophila corby
und ein LLAP Stamm ausgesucht, da sie interessante Aspekte der Gattung vertreten. Auf
genomischer Ebene weisen die Legionella Vertreter jedoch grol3e Unterschiede auf. Deshalb
bestand das erstes Ziel in diesem Projekt darin, unter ihnen die geeignetste Spezies fur die
komparative Analyse zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurden von allen ausgewahlten
Spezies genomische Klonbibliotheken hergestellt. Die Testsequenzierungen zeigten, dass L.
hackeliae, ein apathogener Stamm, am besten fiir eine komparative Assemblierung geeignet
ist.

Die Arbeiten zur niedrigredundanten Sequenzierung von L. hackeliae wurden abgeschlos-
sen. Zur Zeit besteht das assemblierte Genom aus 90 Contigs, die im Laufe des Jahres 2004
im Vegleich zu L. pneumophila analysiert werden sollen. Die Shotgunsequenzierung der
Spezies L. micdadei ist weitgehend abgeschlossen. Die Assemblierung und Annotation wird
bis Sommer 2004 abgeschlossen sein.

4.4. EST-Analysen von Algenspezies
Mitarbeiter: G. Glockner
Finanzierung: DFG, AWI (2003 - 2004)
Kooperationen: B. Becker, M. Melkonian, Universitat zu Koln;
K. Valentin, Alfred-Wegener-Institut, Bremerhaven

Mit Chlamydomonas reinhardtii wurde bisher eine einzige griine Alge intensiv genomisch be-
arbeitet. Da diese Alge nicht in direkter Linie zu den hoheren Landpflanzen fuhrt, wurde von
unseren Kolner Kooperationspartnern ein EST-Sequenzierungsprojekt angeregt, mithilfe
dessen das Transkriptom der griinen Alge Mesostigma viride analysiert werden sollte. Zu
diesem Zweck wurden 4 verschiedene cDNA-Banken hergestellt. Insgesamt ist das Projekt
auf 10000 ESTs angelegt, wovon wir die Halfte bereits im Jahre 2003 sequenziert haben.
Die assemblierten Sequenzen wurden analysiert und die Ergebnisse in eine eigens erstellte
Datenbank Uberfuihrt. Ein Nachfolgeantrag fur dieses Projekt soll im Jahr 2004 gestellt
werden.

Ein weiteres Kooperationsprojekt befasst sich mit einer extremophilen Alge. Hier interessie-
ren uns in Zusammenarbeit mit dem Alfred-Wegener Institut Gene, die unter extremen Le-
bensbedingungen von der Diatomee Fragilaropsis cylindrus bendtigt werden. In diesem Pro-
jekt wurden bisher 1000 EST Klone sequenziert und analysiert. Diese Daten sollen ebenfalls
in die Algendatenbank aufgenommen werden.
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5. Bioinformatik in der Genomanalyse

5.1. WWW-Server zur automatische Annotation genomischen Sequenzen
Mitarbeiter: C. Baumgart, M. Platzer
Finanzierung: Haushalt-IMB

Der von unserer Gruppe im Internet angebotene RUMMAGE-Server zur Annotation von
genomischen Sequenzdaten wird weiterhin von der Wissenschaftsgemeinde genutzt. So
stieg die Zahl der aktiven externen Nutzer im Jahr 2003 von 160 auf 166 an. Die bearbeitete
Datenmenge betrug mit 67 Jobs 4 Megabasen.

5.2. Analyse der genomischen Grundlagen komplexer Reaktionsmuster von
multifunktionalen Signalproteinen
Mitarbeiter: U. Gausmann, M. Platzer
Finanzierung: DFG (2002 - 2004)
Kooperation:  Mitglieder des SFB 604

Das Projekt ist im Sonderforschungsbereich 604 "Multifunktionelle Signalproteine-Oligomere
Proteinkomplexe als Mediatoren zellularer Regulationsprozesse™ angesiedelt und beschatftigt
sich mit der komparativen Promotoranalyse von Ortho- und Paralogen sowie mit Genen
funktionell assoziierter Proteine.

Die relationale Datenbank von 2002 wurde auf insgesamt 112 annotierte Eintrédge erweitert,
sowie Test- und Trainingssatze erstellt, die 53 Einzelsequenzen umfassen.

Phosphoinositid 3-Kinase-gamma-assoziierte Gene (PISKCG), SHP1-Orthologe sowie IL10-
Gene wurden detailliert untersucht und annotiert. Um die Promoterregion von PI3KCG ver-
gleichend zu analysieren, wurde begonnen, die Genstruktur von P101, dessen Genprodukt

spezifisch mit PI3Ky interagiert, mittels RT-PCR aufzuklaren. Es wurde festgestellt, dass fur
dieses Gen alternative Promotoren existieren und experimentelle Arbeiten zur Verifizierung
in der AG Wetzker initialisiert.

Um die gewebespezifische Regulation von SHP-1 zu charakterisieren, wurden umfangreiche
Promoteranalysen mit verschiedenen Programmen durchgefuhrt und mit der Analyse der
Transkriptionsmuster gestartet. Desweiteren wurden Gene fir Kaliumkanalproteine, Jun-
bzw. Fos-Orthologe, Methioninsulfoxidreduktase A und Komplementfaktor H untersucht.

Die Ergebnisse der Arbeiten zum IL10-Promoter sind im Journal of Biochemistry erschienen.

5.3. Identifizierung regulatorischer Elemente mit Hilfe komparativer Genomanalyse
Mitarbeiter: K. Szafranski, R. Lehmann, M. Platzer
Finanzierung: PTJ 0312704E D3 (JCB) (2001 - 2004)
Kooperation:  U. Gobel, MPICE, Jena; R. Kinne, FSU, Jena;
S. Wolfl, Clondiag Chip Technologies

Im Projekt D.3 des Jenaer Centrums fir Bioinformatik (JCB) wird das Ziel verfolgt, in der
nicht-proteincodierenden Genomsequenz (ca. 98 % des menschlichen Genoms), Abschnitte
Zu identifizieren, die fur die Regulation der Genexpression verantwortlich sind. Ein sequenz-
vergleichender Ansatz ist beim gegenwartigen Forschungsstand, in der die diagnostischen
Kriterien fir funktionelle regulatorische Sequenzelemente unzureichend bekannt oder zu
komplex sind, am ehesten Erfolg versprechend. Das gemeinsame Interesse der Kooperation
mit der Gruppe Experimentelle Rheumatologie der FSU Jena und dem MPI fir Chemische
Okologie konzentriert sich auf die Transkriptionsfaktorfamilie AP1 (JUN, FOS) und Chalcon-
synthasen héherer Pflanzen.

Es wurden Datensatze genomischer Sequenz projektrelevanter Genloci zusammengestellt
und annotiert, um sie in einer eigens entwickelten Datenbank den Projektteilnehmern
Sequenzdatensatze Uber ein WWW-Portal zur Verfigung zu stellen. Ziel ist die Evaluierung
verfigbarer Softwarewerkzeuge, Entwicklung neuer Software und die Integration von Soft-
ware zu komplexeren Analyse-Pipelines. Hierzu wurden algorithmische Methodenansatze
entwickelt, um schnelle Ahnlichkeitsvergleiche von Matrixdefinitionen, die aus der kompara-
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tiven Sequenzanalyse abgeleitet werden, mit solchen aus Datenbankressourcen (z.B.
TRANSFAC) durchzufiihren. Eine weitere Algorithmenentwicklung befasst sich mit Methoden
des paarweisen Sequenzvergleichs, die auf Sequenzwortindizes beruhen. Primare Wort-
Ubereinstimmungen werden statistisch gewichtet, um mit mdglichst geringem Rechen-
aufwand die aussagekraftigsten Sequenzibereinstimmungen zu finden. Dartber hinaus
wurde in Kooperation mit der FSU-Gruppe ein Chip zur SNP-Diagnose an AP1-Genen
entwickelt.

5.4. Identifikation von Virulenzgenen pathogener Mikroorganismen durch
differenzielle Genomanalyse verschiedener Stamme
Mitarbeiter: R. Lehmann, M. Platzer
Finanzierung: PTJ 0312704E D4 (JCB) (2002 - 2005)
Kooperationen: J. Siihnel, Biocomputing; M. Zacharias, Theoretische Biophysik;
R. Hilgenfeld, Kristallographie, IMB

Im Rahmen des JCB-Projektes D4 wurde das Programms ,gap_merger.pl* entwickelt.
Dieses fuhrt nach einer ersten Assemblierung eine Analyse der Readpaarinformationen
durch. Die gewonnenen Informationen (Klonldngenverteilung der benutzten Klon-Banken;
potentielle Klonbriicken zwischen Contigs) werden zur Berechnung von Primern an Contig-
Enden fir das gesamte Assemblierungsprojekt (hier mit GAP4 durchgefihrt) eingesetzt, um
mit Hilfe von Primer-Walking im ersten Schritt mit vom Programm vorgeschlagenen Klonen
Licken zwischen Contigs zu schlief3en.

Mittelfristig ist geplant, das ,gap_merger.pl* zusammen mit einer Reihe von kleineren Tools
zu einem autonomen Programmpaket mit Schnittstellen zu GAP4 und CONSED zu ent-
wickeln, das es erlaubt, die Assemblierungzeit eines Bakteriengenoms im WGS-Verfahren
deutlich zu verkurzen.

Entwickelt, erprobt und angewandt wurde dieses Programm zusammen mit einigen kleineren
Bioinformatik-Tools an am IMB durchgeflihrten Sequenzierungsprojekte von Borrelia garinii
PBi, E. coli LWF, Legionella hackeliae, Legionella micdadei, Pseudomonas spec.

5.5. Methoden sequenzbasierter Taxonomie
Mitarbeiter: . Loffler, K. Szafranski
Finanzierung: Haushalt-IMB
Kooperationen: J. Wostemeyer, FSU Jena

Im Kontext sequenzbasierter Identifizierung und Taxonomie von Mikroorganismen verfolgt
eine Diplomarbeit das Ziel, eine transposon-basierte Klonierungs- und Selektionsstrategie fir
Isolation von rRNA-Genloci aus metagenomischer DNA zu etablieren.

Publikationen
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184 (2003) 153-161.

Brenner, S., S. Prosch, K. Schenke-Layland, U. Riese, U. Gausmann & C. Platzer. cAMP-
induced Interleukin-10 promoter activation depends on CCAAT/enhancer-binding protein
expression and monocytic differentiation. J Biol Chem. 278 (2003) 5597-5604.

Croucher, P.J., S. Mascheretti, J. Hampe, K. Huse, H. Frenzel, M. Stoll, T. Lu, S. Nikolaus,
S.K. Yang, M. Krawczak, W.H. Kim & S. Schreiber. Haplotype structure and association to
Crohn's disease of CARD15 mutations in two ethnically divergent populations. Eur J Hum
Genet 11 (2003) 6-16.
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Demirci, F.Y., J. Ramser, N.J. White, B.W. Rigatti, A. Meind|, K.F. Lewis, G. Wen &
M.B. Gorin. Refinement of the physical location and the genomic characterization of the
CRSP2 (EXLM1) gene on Xpl11l.4. DNA Sequence 14 (2003) 123-127.

Hettmann, T., R.A. Siddiqui, J. von Langen, C. Frey, M.J. Romao & S. Diekmann.
Mutagenesis study on the role of a lysine residue highly conserved in formate
dehydrogenases and periplasmic nitrate reductases. Biochem Biophys Res Commun 310
(2003) 40-47.

Junker, K., D. Boerner, W. Schulze, M. Utting, J. Schubert & W. Werner. Analysis of genetic
alterations in normal bladder urothelium. Urology 62 (2003) 1134-1138.

Kollmar, M., & G. Glockner. Identification and phylogenetic analysis of Dictyostelium
discoideum kinesin proteins. BMC Genomics 4 (2003) 47.

Krzywinski, M., J. Wallis, C. Gosele, |. Bosdet, R. Chiu, T. Graves, O. Hummel, D. Layman,
C. Mathewson, N. Wye, B. Zhu, D. Albracht, J. Asano, S. Barber, M. Brown-John, S.
Chan, S. Chand, A. Cloutier, J. Davito, C. Fjell, T. Gaige, D. Ganten, N. Girn, K.
Guggenheimer, H. Himmelbauer, T. Kreitler, S. Leach, D. Lee, H. Lehrach, M. Mayo, K.
Mead, T. Olson, P. Pandoh, A.L. Prabhu, H. Shin, S. Tanzer, J. Thompson, M. Tsai, J.
Walker, G. Yang, M. Sekhon, L. Hillier, H. Zimdahl, A. Marziali, K. Osoegawa, S. Zhao, A.
Siddiqui, P.J. de Jong, W. Warren, E. Mardis, J.D. McPherson, R. Wilson, N. Hubner, S.
Jones, M. Marra & J. Schein. Integrated and sequence-ordered BAC- and YAC-based
physical maps for the rat genome. Genome Res 14 (2003) 766-779
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Arbeitsgruppe Suhnel
Biocomputing

Jurgen Suhnel
Dr. sc. nat., Friedrich-Schiller-Universitat Jena (1987)
Dr. rer. nat., Technische Universitéat Dresden (1975)

Wissenschaftler

Dipl.-Inf. Friedrich Haubensak®
Dr. Gerhard Miiller”
Dr. Kerstin Rahn?
Dipl.-Biol. Jan Reichert
Dr. Eberhard Schmitt?
Dr. Alessandro Romualdi?

1,2)

Dr. Andrzej Szymoszek? (ehemals Theoretische Biophysik)
Dr. Karin Wieligmann® (ehemals Theoretische Biophysik)

Wissenschaftlich-technische Mitarbeiter
Dipl.-Ing. Herbert Liebisch?
Kristina MehliRY , Math.-technische Assistentin

Doktoranden
Gilberto Villescas-Diaz" (ehemals Theoretische Biophysik)
Nico Riemann? (ehemals Theoretische Biophysik)

Praktikanten

Michal Baum, Bioinformatikstudent an der FSU Jena (Wiss. Hilfskraft)
Daniela Albrecht

Nadja Klujewa

Finanzierung

Y Haushalt des IMB

2 BMBF-Projekt 0312704E (JCB)

¥ DFG SFB 604 (von M. Zacharias eingeworben)

Uberblick

Die Arbeitsgruppe arbeitet vorwiegend in den Bereichen Bioinformatik/Computational
Biology. Hier haben wir uns insbesondere fur die Identifikation und Analyse bisher unbe-
kannter oder ungewoéhnlicher Strukturmotive interessiert. Die Motivation fur diese Arbeiten
ergibt sich aus der Tatsache, dass trotz einer schnell gré3er werdenden Datenbasis von
experimentellen dreidimensionalen (3D) Strukturen erfolgreiche Vorhersagen der 3D-Struk-
turen biologischer Makromolekiile nach wie vor eher die Ausnahme als die Regel sind. Eine
maogliche Erklarung ist, dass unser bisheriges Wissen in diesem Bereich unvollstandig ist.

Im Jahre 2003 haben wir eine Reihe von Resultaten zu Basentetraden in Nukleinsauren, die
z.B. in Telomerenstrukturen vorkommen, in Publikationen beschrieben. Daneben haben wir
an einer Analyse zur Rolle von sogenannten nicht-repetitiven Dipeptiden in Proteinen weiter-
gearbeitet. Unsere Datenbank, die IMB Jena Image Library of Biological Macromolecules
(http://www.imb-jena.de/IMAGE.html), die ausgehend von Daten aus der Proteindatenbank
Informationen zu allen gegenwartig bekannten dreidimensionalen Biopolymerstrukturen an-
bietet, wurde substantiell weiterentwickelt. In einem Gemeinschaftsprojekt mit dem Hans-
Kndll-Institut fur Naturstoff-Forschung und mit zwei Arbeitsgruppen von der Friedrich-
Schiller-Universitat wurde die Struktur des antibiotisch wirkenden Peptaibols Ampullosporin
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aufgeklart, eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung der Krimmung von Peptiden
vorgeschlagen und eine Computeranalyse des Konformationsraumes des Ampullosporins
durchgefuhrt. SchlieBlich haben wir in einem Projekt mit der Arbeitsgruppe Platzer
(Genomanalyse) ein Annotations- und Genomanalysesystem mit einem Schwerpunkt auf
niedrig-redundanter Sequenzierung und Genomvergleichen entwickelt.

Ein Nebenprodukt unserer Arbeiten sind zwei weltweit intensiv genutzte Websites, die RNA
World Website (http://www.imb-jena.de/RNA.html) und die JCB Protein-Protein Interaction
Website (http://www.imb-jena.de/jcb/ppi).

Das 2001 gegriindete Jenaer Centrum fir Bioinformatik — JCB wird von der Arbeitsgruppe
Stuhnel (Biocomputing) koordiniert. Die Gruppe ist auch verantwortlich fir den Betrieb des
Instituts-Computernetzes einschlief3lich der Internetanbindung.

Mitarbeiter der von M. Zacharias geleiteten Arbeitsgruppe Theoretische Biophysik (N.
Riemann, Andrzej Szymoszek, Villescas-Diaz) wurden nach seinem Weggang im Januar
2003 in die Arbeitsgruppe Suhnel integriert. Die fachliche Betreuung wurde weiterhin von M.
Zacharias geleistet. Die Beschreibung der wissenschaftlichen Resultate ist in dem Bericht
der Arbeitsgruppe Zacharias (Theoretische Biophysik) zu finden.

Das Jenaer Centrum fir Bioinformatik — JCB
Mitarbeiter: J. Suihnel (Centrums-Koordinator)
Finanzierung: IMB-Anteil des JCB-Projektes durch das BMBF-Projekt 0312704E
Kooperationen-intern: Arbeitsgruppen Zacharias, Wilhelm, Platzer, Gérlach
Kooperationen-extern: Friedrich-Schiller-Universitat (AG’s der Fakultaten fir Medizin, Biologie und
Pharmazie bzw. Mathematik und Informatik), Fachhochschule Jena, Hans-
Kndll-Institut fr Naturstoff-Forschung, Max-Planck-Institut fiir Chemische
Okologie, Clondiag Chip Technologies GmbH, BioControl Jena GmbH,
Jenapharm GmbH & Co. KG
CUBIC — Cologne University Bioinformatics Center,
Intergenomics- Braunschweig Bioinformatics Competence Center,
BCB — Berlin Center for Genome Based Bioinformatics
BFAM — Bioinformatics for the Functional Analysis of Mammalian Gednomes
(Munic)
BIC-GH — Bioinformatics Center Gatersleben- Halle
IZBI — Interdisciplinary Center for Bioinformatics, Leipzig

Im Jahr 2001 ist es unter Beteiligung mehrerer Jenaer Arbeitsgruppen und Firmen im Rah-
men der Ausbildungs- und Technologie-Initiative Bioinformatik des BMBF gelungen, eine ins-
gesamt 5-jahrige Forderung fur den Aufbau eines Kompetenz-Zentrums in Bioinformatik in
Jena zu erhalten. Das Jenaer Centrum fur Bioinformatik (JCB) hat das Ziel, die vorhandene
Expertise in den Bereichen Bioinformatik und Computational Biology im Hinblick auf Aus-
bildung, Forschung und Entwicklung zu vernetzen und zu erweitern. Zusatzlich zum existie-
renden Studiengang Bioinformatik werden kurzfristig wirkende Ausbildungsaktivitaten etab-
liert. Durch die Einrichtung dreier Nachwuchsgruppen, eine davon am IMB, sollten bisher
nicht vorhandene Forschungsfelder nach Jena geholt werden. Am IMB wurde auf diesem
Wege die Arbeitsgruppe Wilhelm (Theoretische Systembiologie) eingerichtet. Schliel3lich
integrieren Forschungsverbundprojekte Know-how aus Arbeitsgruppen und Firmen. Der
wissenschaftliche Fokus des JCB ist auf Molekulare Kommunikationsprozesse in normalen
und pathologischen Zustanden von Zellen gerichtet. JCB-Mitglieder sind gegenwartig die
FSU Jena (Fakultaten fir Biologie und Pharmazie, Mathematik und Informatik, Medizin), die
FH Jena, das MPI fiir Chemische Okologie, das HKI, das IMB, Biocontrol Jena GmbH,
Clondiag Chip Technologies GmbH und Jenapharm GmbH & Co. KG. Das JCB hat enge
Kontakte zu den Interdisziplinaren Zentren fir Wissenschatftliches Rechnen und fur Klinische
Forschung und zu dem Sonderforschungsbereich ,Multifunktionelle Signalproteine.” Das JCB
spielt eine nicht unerhebliche Rolle bei der Vernetzung der vorhandenen Expertise auf dem
Beutenberg-Campus und in Jena insgesamt.
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JCB-Management und JCB-Ausbildungscentrum

Mitarbeiter: K. Rahn (Centrums-Managerin), J. Reichert (JCB-Ausbildungs-Centrum), J.
Siihnel (Koordinator)
Finanzierung: Haushalt IMB, BMBF-Projekt 0312704E

Das JCB-Management hat das Ziel, das JCB aus administrativer Sicht zu betreuen. Einen
Eindruck von diesen Aufgaben vermittelt der JCB-Webserver (http://www.imb-jena.de/jcb/).
Uber die eigentlichen Management-Aufgaben hinaus hat die JCB-Managerin Kerstin Rahn
seit 2002 die JCB Protein-Protein Interaction Website (http://www.imb-jena.de/jcb/ppi/)
aufgebaut und betreut. Diese Zusammenstellung von Informationen wird weltweit intensiv
genutzt und liegt im Google-Ranking in der Regel auf den Platzen zwei oder drei. Das
Ausbildungscentrum dient der postgradualen Weiterbildung. Jan Reichert ist hier mit der
Durchfiihrung von Kursen und der Erarbeitung von Online-Materialien betraut.

Das IMB-Computernetz (IMBJenaNet)
Mitarbeiter: F. Haubensak, H. Liebisch, K. Mehliss, G. Mdiller, J. Stihnel
Finanzierung: Haushalt-IMB

Das IMBJenaNet ist ein UNIX-basiertes heterogenes Computernetz mit UNIX-Rechnern und
Apple- und Microsoft-Windows-Computern. Ende 2002 wurde ein LINUX-Cluster mit nahezu
60 Prozessoren in Betrieb genommen, der von mehreren Arbeitsgruppen genutzt wird. Wir
betreiben FTP- und World-Wide-Web-Server ({ftp,www}.imb-jena.de). Der WWW-Server des
IMB Jena wird international als interessante Informationsquelle angesehen. Seit seiner
Installation hat sich die Zahl der jahrlichen Zugriffe von 1.800 im Jahr 1994, tber 443.724 im
Jahr 2001 auf 563.030 im Jahre 2003 erhéht. Dabei wird jeder zugreifende Rechner pro Tag
nur einmal gezahlt. Schlie3lich betreut die Arbeitsgruppe Biocomputing eine Basis-Arbeits-
umgebung fur Molecular Modeling und Computer-Sequenzanalyse. Das lokale Netz bestand
zunachst aus einer Kombination von FDDI-Backbone und Ethernet-Topologie. Fir die An-
bindung von Arbeitsplatzrechnern wird inzwischen zunehmend Fast-Ethernet bzw. Gigabit-
Ethernet verwendet.

Forschungsschwerpunkte

1. Quantenchemische Untersuchungen an Nukleinsdurestrukturen mit

Basentetraden
Mitarbeiter: J. Suhnel
Finanzierung: Haushalt-IMB

Kooperationen- extern: M. Meyer (Revotar Biopharmaceuticals AG, Hennigsdorf)
A. Hocquet (Laboratoire de Physicochimie Biomoleculaire et
Cellulaire, UMR, CNRS, Paris)

Basen-Tetraden kommen vorwiegend in mehrstrdngigen Nukleinsédure-Tetraplexen vor,
konnen aber auch Strukturelemente von einstrangiger DNA oder RNA sein. Man weil3 in-
zwischen, dass Sequenzmotive, die zur DNA-Tetraplex-Bildung fahig sind, in wichtigen ge-
nomischen Regionen vorkommen kénnen und meist reich an Guanin sind. Beispiele sind
Telomeren- und Centromeren-Regionen und dartber hinaus auch weitere krankheitsrele-
vante Genombereiche, z.B. im Zusammenhang mit den sogenannten triplet repeat diseases.
Nukleinsdure-Tetraplexe und Basen-Tetraden stellen deshalb ein neues Wirkstoff-Target mit
Relevanz fir verschiedene Krankheiten und fir die Alterungsforschung dar. Dariiber hinaus
werden Basen-Polyaden zunehmend auch in RNA-Strukturen gefunden, wo sie oft von be-
sonderer Bedeutung fur die relative Orientierung der Sekundarstrukturelemente und damit
fur das Faltungsmuster der Gesamtstruktur sind. Wegen der beschriebenen biologischen
Bedeutung sind in den letzten Jahren eine zunehmende Anzahl dreidimensionaler Strukturen
mit Basen-Tetraden aufgeklart worden, die die strukturelle Grund-lage fur ein besseres Ver-
standnis der biologischen Funktion bilden. Dennoch sind viele Eigenschaften von Basen-
Polyaden bisher weitgehend unbekannt. Es ist z.B. unklar, ob diese Motive, so wie die
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Watson-Crick-Paare, eine innere Stabilitat besitzen oder ob ihre Geometrie lediglich durch
die Nukleinsdure-Umgebung erzwungen wird. Metall-lonen spielen eine wichtige Rolle bei
der DNA-Tetraplex-Bildung. Wie diese Rolle im Detail aussieht, wei? man im Moment aber
noch nicht. Oft ist noch nicht einmal die Metall-Bindungs-Stelle bekannt. Auch tber die Dyna-
mik von Basen-Polyad-Motiven in Nukleinsauren liegen bisher kaum Informationen vor.
SchlieBlich hat man flr Isoguanin gefunden, dass sich sowohl Tetraden als auch Pentaden
bilden kdnnen. Mit Hilfe von Computerstudien sollten interessante Beitrdge zu einem besse-
ren Verstandnis von Nukleinsaurestrukturen mit Basen-Polyaden geleistet werden kdnnen.
Wir haben friher begonnene quantenchemische Untersuchungen zu diesem Thema 2003
fortgefuhrt. Dartber hinaus wurden in einem nachsten Schritt sehr aufwéandige Unter-
suchungen zu aus acht Basen bestehenden Sandwichkomplexen von Basentetraden begon-
nen. Die von uns publizierten Resultate haben neben der Einladung zu einem Review, der
bereits 2002 publiziert worden ist, auch zu einem 2003 erschienenen Buchbeitrag geflhrt.

2. Repetitive und nicht-repetitive Dipeptid-Konformationen in Proteinen

Mitarbeiter: J. Suihnel, M. Baum (Wissenschaftliche Hilfskraft)

Finanzierung: Haushalt-IMB

Kooperationen-extern:  M.S. Weiss, EMBI Outstation, Hamburg
D. Pal, UCLA-DOE Laboratory for Structural Biology and Molecular
Medicine, Los Angeles / CA
E. James Milner-White, Institute of Biomedical and Life Sciences,
University of Glasgow / UK

Die Ruckgrat-Konformation von Proteinen kann mit Hilfe einer von Ramachandran vorge-
schlagenen Darstellung beschrieben und analysiert werden. Bisher ist diese Analyse nahezu
ausschlielRlich auf bestimmte Sekundéarstrukturelemente, wie Beta-Faltblatter und verschie-
dene Helix-Typen beschrénkt. In diesen Féllen kann angenommen werden, dass die
Torsionswinkel beim Ubergang zwischen zwei in der Sequenz benachbarten Aminosauren
gleich oder zumindest ahnlich sind (repetitive Dipeptide). Kurzlich haben Watson und Milner-
White einige Motive entdeckt, bei denen eine abrupte Anderung der Torsionswinkel
beobachtet wird (nicht-repetitive Dipeptide). Wenn man eine dritte flankierende Aminosaure
einbezieht, ergibt sich eine konkave Rulckgrat-Struktur, die die Autoren zu dem Namen
"Nest" angeregt hat. Im Zentrum dieses Motivs befinden sich hdufig Sauerstoffatome, die
von Wasser, Liganden oder Protein-Hauptkettenatomen, bzw. - Seitenkettenatomen stam-
men, und die wir "Eier" nennen. Wir haben die Analyse von Milner-White mit einem gréReren
Datensatz wiederholt und substantiell erweitert. Ein vorlaufiger Bericht der Resultate ist 2002
erschienen (Pal, Stuhnel, Weiss, Angew. Chem. Int. Ed., 2002, 41, 4663).

Mit Hilfe einer neuartigen Darstellung, einem sogenannten Delta(phi,psi)-Diagramm, haben
wir entdeckt, dass die Nest-Motive nur einen kleinen Teil nicht-repetitiver Rickgrat-Konfor-
mationen ausmachen. In dem Diagramm erhalt man nicht, wie erwartet, einen zentralen
Cluster, dessen Auslaufer groRere Anderungen in den Torsionswinkeln beschreiben.
Uberraschend ergeben sich neben dem zentralen Cluster, der die repetitiven Strukturen ent-
halt, acht deutlich abgesetzte weitere Cluster mit nicht-repetitiven Rickgrat-Konformationen.
Letzere machen etwa 25% aller Dipeptide im Datensatz aus. Diese bereits 2002 erhaltenen
Resultate wurden 2003 durch intensive weitere Studien ergéanzt. Dabei wurden eine Vielzahl
von neuen Resultaten von aus unserer Sicht grundlegender Bedeutung erhalten. Ein wich-
tiges Ergebnis ist beispielsweise, dass der Gehalt an nicht-repetitiven Dipeptide-Motiven in
einem Protein aul3er bei relativ kurzen Sequenzen, bei denen der Einfluss von Liganden
oder anderen Motiven, wie Disulfid-Bindungen z.B., zu einer gro3eren Variabilitat fihrt, un-
abhangig von der Sequenzldnge des Proteins ist. Die Dipeptide-Propensitaten in den nicht-
repetitiven Clustern haben ungewdhnlich groRe Werte. Wir glauben, dass wir mit diesen
Resultaten einen grundlegend neuen Zugang zur Struktur von Proteinen entdeckt haben. In
einem nachsten Schritt soll gepruft werden, wie die erhaltenen Resultate Methoden zum
Struktur-Refinement und zur Struktur-Vorhersage verbessern kénnen. Als ersten Schritt in
diese Richtung wurde Ende 2003 damit begonnen, das Webtool RepNonRep zur Analyse
repetitiver und nicht-repetitiver Dipeptide-Motive in Proteinen aufzubauen.
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3. Bildbibliothek biologischer Makromolekiile
Mitarbeiter: F. Haubensak, K. Mehliss, J. Reichert, J. Sthnel
Finanzierung: Haushalt IMB, BMBF-Projekt 0312704E

Die IMB Jena Image Library of Biological Macromolecules ist ein frei zugangliches Internet-
Archiv (http://www.imb-jena.de/IMAGE.html) mit visuellen und anderen Informationen Uber
dreidimensionale Biopolymerstrukturen. Sie enthdlt eine Abteilung mit allgemeinen Informa-
tionen zur Architektur von biologischen Makromolekilen und einen Struktur-Atlas, der alle in
der Protein-Datenbank (PDB) bzw. Nukleinsdure-Datenbank (NDB) verfugbaren Strukturen
umfasst. Im Jahr 2003 wurde die SCOP-Klassifikation (SCOP — Structural Classification of
Proteins), die bisher lediglich Gber einen externen Link zuganglich war, direkt in die Daten-
bank integriert. Damit verbunden war auch die Entwicklung von neuen Visualisierungswerk-
zeugen. Die Zeitschrift RNA verwendet fir alle Ausgaben des Jahres 2003 Bildmaterial aus
der Image Library fur die Deckseite.

4. Kristallstruktur und Konformationsanalyse von Ampullosporin A
Mitarbeiter: J. Suhnel
Finanzierung: Haushalt IMB

Kooperationen-extern: M. Bohl, Tripos GmbH, Miinchen;
M. Kronen, U. Grafe, Hans-Kndll-Institut fiir Naturstoff-Forschung
H-H. Nguyen’ S. ReiBmann; Institut fir Biochemie und Biophysik,
Friedrich-Schiller-Universitat Jena
H. Gorls, Institut fir Anorganische und Analytische Chemie, Friedrich-
Schiller-Universitat Jena

Ampullosporin A ist ein aus 15 Aminosauren bestehendes Peptid vom Peptaibol-Typ, das
Pigmentbildung durch den Pilz Phoma destructiva induziert und spannungsabhangige lonen-
kanéle in Membranen bildet. Die Kristallstruktur von Ampullosporin A wurde am Institut fir
Anorganische und Analytische Chemie der Friedrich-Schiller-Universitat bestimmt. Dabei
handelt es sich um den ersten Vertreter der Peptaibol-Subfamilie 6. Vom N-Terminus bis zur
Aminosdaure zeigt das Peptid angenéhert eine rechts-héndige a-helikale Geometrie, wahrend
am C-Terminus eine weniger reguléare Struktur beobachtet wird. Obwohl Ampullosporin A
kein Prolin oder Hydroxy-Prolin enthalt ist es doch signifikant gebogen, wobei sich der linea-
re Bereich Ac-Trp' zu Aib™ erstreckt. Wir haben eine neue Methode zur quantitativen Be-
stimmung der Krimmungseigenschaften von Peptiden und Proteinen entwickelt und kdnnen
auf diese Weise die Ampullosporin-Struktur mit den Struturen anderer Peptaibole verglei-
chen. Eine systematische Konformationsanalyse von Ampullosporin A in der Gasphase mit
verschiedenen Molekuldynamik-Protokollen ergibt als bevorzugte Sekundar-struktur die a-
Helix und nahezu keine Krimmung. Damit ist es wahrscheinlich, dass Losungs- oder Kristall-
effekte die Krimmungseigenschaften von Ampullosporin A signifikant beeinflussen. Im Jahr
2003 wurde ein Webtool entwickelt (http://www.imb-jena.de/ peptaibols/), das Informationen
zu allen Peptaibolen mit bekannter dreidimensionaler Struktur enthalt.

5. Virulenzfaktoren aus Legionella pneumophila und Borrelia burgdorferi und ihre
Interaktion mit der menschlichen Wirtszelle
Mitarbeiter: A. Romualdi, J. Stihnel
Finanzierung: BMBF-Projekt 0312704E, Haushalt-IMB
Kooperation-intern: Genomanalyse, Theoretische Biophysik

Das Projekt hatte das Ziel, die Sequenz bakterieller Genome in Fallen, in denen die Genome
verwandter Stdmme bekannt sind, durch kosteneffektive Low-Redundancy-Sequenzierung
zu bestimmen und den Genomvergleich zu nutzen, um signifikante genomische Unterschie-
de, z.B. fur den Vergleich pathogen/apathogen, zu identifizieren. Im bisherigen Projektver-
lauf wurde daneben auch ein Vergleich zwischen einer zellwandfreien L-Form von E. coli
(LWF1655+) mit E. coli K.12 einbezogen, weil sich hier neue Einsichten in grundlegende
bakterielle Lebensprozesse erhoffen lieRen. Im Sinne einer fur das JCB typischen engen Zu-
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sammenarbeit zwischen experimentellen und theoretischen Gruppen werden in diesem Pro-
jekt sowohl Sequenzierarbeiten (Genomanalyse) als auch bioinformatische Methodenent-
wicklungen und Analysen auf der Sequenzebene (Biocomputing) und der 3D-Struktur-Ebene
(Theoretische Biophysik) durchgefuhrt. Bisher wurden die folgenden Ergebnisse erhalten:

weitgehender Abschluss der Genomanalysen fur Borrelia garinii PBi und E. coli WF1655+;
partielle Sequenzierung von Legionella hackeliae, Legionella micdadei;

In-silico-Analysen zur Fundierung der Low-Redundancy-Sequenzierstrategie;

Entwicklung des Analysewerkzeugs GenColors, das die Besonderheiten der Daten aus
einem Low-Redundancy-Genomprojekt beriicksichtigt und weitere Annotationswerk-
zeuge, insbesondere fur den Genomvergleich enthalt;

o methodische Entwicklungen zur Modellierung von Seitenketten in Proteinmodellen und zur
Verfeinerung von Protein-Protein Komplexmodellen; Modellierung des Borrelia-Virulenz-
faktors Nicotinamidase.

GenColors befindet sich in stdndiger Weiterentwicklung, wird aber intern bereits benutzt.
Eine Option von GenColors, der Jena Prokaryotic Genome Viewer (www.imb-jena.de/
JPGVI/), ist aber bereits 6ffentlich verfligbar.

6. Statistische Betrachtungen zu Chromosomenassoziation und DNA-Reparatur
Mitarbeiter: E. Schmitt
Finanzierung: Haushalt IMB
Kooperation-intern: Einzelzell-, Einzelmolekuiltechniken

Experimente zur Chromosomenarchitektur und Nucleusdynamik im Reparaturverlauf nach
unterschiedlichen Vorschadigungen des Chromatins durch Reagenzien wurden zunachst
statistisch, dann unter Anwendung eines geometrischen Modells hinsichtlich quantitativer
Bestimmung der Verdnderungen der Abstande homologer Chromosomen (Reparaturmatrix)
ausgewertet. Die mathematische Untersuchung derartiger Abstandsverteilungen bei unter-
schiedlichen Punktedichten innerhalb verschiedener geometrischer Objekte in 2 oder 3
Dimensionen wurde fortgesetzt.

Darlber hinaus wurden fir molekularbiologische Arbeiten in der Arbeitsgruppe Greulich Pro-
gramme zur Primersuche und zur Auswertung von zelltypspezifischen RNA-Konzentrations-
profilen aus Chipexperimenten neu- und weiterentwickelt. Im letzteren Fall kamen unter-
schiedliche Scoringfunktionen zur Charakterisierung von Unterschieden von Messwerten und
deren Relevanz zum Einsatz.

7. Bioinformatik fir COMBO-FISH
Mitarbeiter: E. Schmitt
Finanzierung: Haushalt IMB
Kooperation-extern: U. Hansmann, Universitat Freiburg

Die bioinformatische Unterstitzung der Arbeitsgruppe von Prof. Hausmann am Patholo-
gischen Institut des Uniklinikums Freiburg bei der Entwicklung der Diagnostik durch
COMBO-FISH zur Praxisreife wurde fortgesetzt. Die neu entwickelten Genomanalyse-
programme kdnnen semiautomatisch zur Suche und zur statistischen Untersuchung von
Homopurin- und -pyrimidinsequenzen benutzt werden. Dieser Status diente zur Festlegung
des Meilensteins des Projektes bei der Prasentation Anfang April 2004. Gleichzeitig konnten
Weiterentwicklungen hinsichtlich der Behandlung (Datenstrukturen) und Charakterisierung
(Scoringfunktionen) derartiger Sequenzen mit partiellen Stérungen begonnen werden.
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8. Geometrie von Nucleus-Strukturen
Mitarbeiter: E. Schmitt
Finanzierung: Haushalt IMB

Kooperation - intern:  IMB-Gruppe Molekularbiologie

Fur die Beschreibung geometrischer Verhéltnisse verschiedener Nukleusstrukturen (PML-
Bodies, Genlokationen) zueinander wurde ein mathematisches Modell entwickelt, das die
statistische Interpretation der Signifikanz experimenteller Messungen erlaubt. In seiner Allge-
meinheit ist das Modell auch zur Beschreibung signifikanter Unterschiede bei der Agglome-
ration von Proteinen geeignet.

9. RNA World Website
Mitarbeiter: J. Suhnel
Finanzierung: Haushalt IMB

Die RNA World Website ist eine 1995 gestartete Internet-Ressource (http://www.imb-jena.de/
RNA.html), deren Ziel darin besteht, méglichst viele Informationsquellen mit Relevanz fur die
RNA-Forschung zu sammeln. Sie war die erste und ist nach unserem Kenntnisstand nach
wie vor die umfassendste Internet-Ressource im Bereich der RNA-Forschung. Sie wurde
2003 erneut sehr positiv besprochen (C. Hammann, ChemBioChem 2003, 4, 1103: RNA for
everyone: The IMB Jena RNA World Website). Das Ausmal3 ihrer Nutzung zeigt sich auch
darin, dass die Website bei Google unter dem Stichwort ,RNA’ an zweiter Stelle rangiert.

Publikationen

Referierte Publikationen

Hausmann, M., R. Winkler, G. Hildenbrand, J. Finsterle, A. Weisel, A. Rapp, E. Schmitt,
S. Janz & C. Cremer. COMBO_FISH: Specific labeling of nondenaturated chromatin
targets by computer-selected DNA oligonucleotide probe communications. BioTechniques
35 (2003) 564-577.

Kronen, M., H. Goérls, H.-H. Nguyen, S. ReilBmann, M. Bohl, J. Stihnel & U. Gréfe. Crystal
structure and conformational analysis of ampullosporin A. J.Peptide Sci. 9 (2003) 729-744.

Louit, G., A. Hoquet, M. Ghomi, M. Meyer & J. Suhnel. Guanine tetrads interacting with metal
ions. An AIM topological analysis of the electron density. PhysChemComm 6 (2003) 1-5.

Meyer, M. & J. Suhnel. Self-association of isoguanine nucleobases and molecular recognition
of alkaline ions: tetrad versus pentad structures. J. Phys. Chem. A 107 (2003)1025-1031.

Meyer, M. & J. Suhnel. Interaction of cyclic cytosine-, guanine-, thymine-, uracil- and mixed
guanine-cytosine base tetrads with K+, Na+ and Li+ ions - a density functional study. J.
Biomol. Struct. Dyn. 20 (2003) 507-518.

Nicht referierte Publikationen

Meyer, M. & J. Suihnel. Berichte des Interdisziplindren Zentrums fir Wissenschatftliches
Rechnen (Friedrich-Schiller-Universitat Jena), Band 2, 2003, 43-60. Computational
Studies on Base Tetrad Motifs in Nucleic Acid Structures - Quantum Chemistry Helps to
Understand Biology.

Buchbeitrag

Meyer, M. & J. Suihnel. Base polyad motifs in nucleic acids - biological significance,
occurrence in three-dimensional experimental structures and computational studies. In:
Computational Chemistry: Reviews of Current Trends, Vol. 8, J. Leszczynski (Ed.),

World Scientific Publishing Co., Singapore (ISBN 981-238-702-1), (2003) 161-208.
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Arbeitsgruppe Wilhelm
Theoretische Systembiologie

Thomas Wilhelm ¥ (ab 04/02)
Dr. rer. nat., Humboldt-Universitat Berlin (1997)

Wissenschatftler
Dr. Andreas Beyer® (ab 08/02)

Doktoranden

Svetlana Nikolajewa®

Jens Hollunder”

Senthilkumar Pazhanisami? (vom 01.05.03 — 30.04.04)

Finanzierung
Y BMBF (Ausbildungs- und Technologie-Initiative Bioinformatik)
?S.P. DAAD

Uberblick

Wir versuchen in biologischen Datensatzen (vorzugsweise large scale data) neue Muster zu
erkennen. So fanden wir, z.B., dass die Zahl der verschiedenen Proteinkomplexe (in S.
cerevisiae) exponentiell mit der KomplexgréRe abnimmt und die spezielle Modularitat der
Proteinwechselwirkungsnetze auf bestimmte Proteine zuriickzufiihren ist, die in verschiede-
nen Proteinkomplexen enthalten sind (Wilhelm et al. 2003). Wir entwickeln einfache Modelle,
um die interessantesten gefundenen Strukturen zu erklaren. Diese Modelle kdnnen einfache
statistische Modelle sein oder geeignete dynamische Systeme. Kirzlich haben wir z.B. ein
elementares stochastisches dynamisches Modell entwickelt, um viele der in komplexen
Systemen auftretenden Potenzgesetze zu erklaren (Wilhelm & Hanggi, 2003), z.B. die
Abundanzverteilung der mRNAs einer Zelle.

Forschungsschwerpunkte

1. Identifizierung und Charakterisierung von Proteinsubkomplexen in Hefe
Mitarbeiter: J. Hollunder, A. Beyer, S. Pazhanisami, T. Wilhelm
Finanzierung: S.P. DAAD, BMBF (JCB)

Kooperationen: keine

Wir entwickeln eine statistische Methode zur ldentifizierung signifikanter Proteinsubkom-
plexe. Das sind Kombinationen von verschiedenen Proteinen, die in verschiedenen Protein-
komplexen zu finden sind und deshalb méglicherweise eine eigene bestimmte Funktion
haben. Wir finden bereits bekannte funktionelle Einheiten und viele bisher so noch nicht
beschriebene Subkomplexe.

2. Simulation der Proteinkomplexassoziation und -dissoziation
Mitarbeiter: A. Beyer, T. Wilhelm
Finanzierung: alle BMBF (JCB)
Kooperationen: keine

Zur Erklarung der gefundenen exponentiellen Verteilung der verschiedenen Proteinkomplexe
einer bestimmten GrélRe entwickeln wir ein einfaches stochastisches dynamisches Modell
der Proteinkomplexassoziation und —dissoziation. So finden wir einerseits, dass die Assozia-
tionswahrscheinlichkeit von Proteinkomplexen unabhéngig von der Komplexgrof3e ist und
machen andererseits einen ersten Vorschlag fur die Komplexitat des Hefeproteoms; das ist
die ungeféhre GrolRenordnung fir die tatsachliche Zahl der verschiedenen Proteinkomplexe
in der Zelle.
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3. Identifizierung typischer Strukturen in gewichteten Netzwerken
Mitarbeiter: J. Hollunder, A. Beyer, T. Wilhelm
Finanzierung: alle BMBF (JCB)
Kooperationen: keine

Unter der vereinfachten Annahme, dass alle Verbindungen zwischen den Knoten gleich stark
sind, wurden in verschiedenen Netzwerken (z.B. Proteinwechselwirkungsnetze oder metabo-
lische Netze) interessante Strukturen entdeckt, die Hinweise auf die zugrundeliegende zellu-
lare und evolutionare Dynamik liefern kdnnen. Wir gehen einen Schritt weiter und identifizie-
ren typische Muster in der allgemeinsten Form von Netzwerken: in gerichteten und gewichte-
ten Netzen.

4, Ein neues Klassifikationsschema des genetischen Codes
Mitarbeiter: S. Nikolajewa, T. Wilhelm
Finanzierung: alle BMBF (JCB)
Kooperationen: keine

Wir schlagen ein neues Klassifikationsschema des genetischen Codes vor, das auf einer bi-
naren Reprasentation der Purine und Pyrimidine beruht. Dieses Schema zeigt bisher noch
nicht bekannte Muster im genetischen Code, z.B. sind nahezu alle quantifizierten Amino-
saureeigenschaften zu Lagerkvists codon-anticodon Bindungsstarke korreliert. Das hat
Implikationen fir die Evolution des genetischen Codes.

5. Quantifizierung der posttranskriptionellen Regulation in Hefe
Mitarbeiter: A. Beyer, J. Hollunder, T. Wilhelm
Finanzierung: alle BMBF (JCB)
Kooperationen: Dr. H.-P. Nasheuer, Galway, Ireland

Basierend auf aktuellen genomweiten Daten fir Hefe (Protein- und mRNA Abundanzen,
Ribosomendichte und Transkriptlange) untersuchen wir das Verhéltnis von Transkription,
Translation und Proteindegradation. Durch Kombination verschiedener mRNA Datensétze
und einer neuen Methode zur Berichtigung hochabundanter mRNAs schaffen wir einen
neuen MRNA Referenzdatensatz. Durch geeignete Kombination der verschiedenen Daten
sind wir in der Lage, fur fast alle Einzelproteine die entsprechende Abbaurate anzugeben.

6. Identifizierung der fur rheumatoide Arthritis relevanten Gene
Mitarbeiter: A. Beyer, J. Hollunder, T. Wilhelm
Finanzierung: alle BMBF (JCB)
Kooperationen: R. Kinne, FSU Jena

Eine Auswertung von mRNA-chips zeigt die in Ostheoarthritis und rheumatoider Arthritis
unterschiedlich expremierten Gene als Antwort auf den Wachstumsfaktor PDGF.

7. Quantifizierung der Robustheit metabolischer Systeme
Mitarbeiter: T. Wilhelm
Finanzierung: BMBF (JCB)
Kooperationen: Prof. Stefan Schuster, FSU Jena

Wir zeigen, dass die bisher zur Quantifizierung der Robustheit verwendete Zahl der Elemen-
tarmoden kein geeignetes Mald darstellt und schlagen neue MalRe vor. Eine erste Anwen-
dung zeigt, dass der Metabolismus von E.coli robuster ist als der des menschlichen Erythro-
zyten.
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8. Identifizierung und Charakterisierung der flr Genregulationsnetzwerke
relevanten Boolschen Regeln
Mitarbeiter: S. Nikolajewa, T. Wilhelm
Finanzierung: alle BMBF (JCB)
Kooperationen: keine

Eine statistische Auswertung von Genregulationsregeln zeigt, dass diese im wesentlichen
kanalisierend oder hierarchisch kanalisierend sind. Wir haben die Machtigkeit dieser subsets
exakt beschrieben und zeigen den Einflul dieser Regeln auf die Dynamik Boolscher Netze.

Externe Kooperationen

Dr. H.-P. Nasheuer (University of Galway, Ireland)
Prof. Raimund Kinne (FSU Jena)

Prof. Stefan Schuster (FSU Jena)

Publikationen

Referierte Publikationen

Wilhelm, T. & P. Hanggi. Power-law distributions resulting from finite resources.
Physica A 329 (3-4) (2003) 499-508.

Wilhelm, T., H.-P. Nasheuer & S. Huang. Physical and functional modularity of the protein
network in yeast. Mol.Cell.Prot. 2.5 (2003) 292-298.
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Arbeitsgruppe Zacharias
Theoretische Biophysik

Martin Zacharias
Dr. rer. nat. habil., Humboldt Universitat Berlin (1998)
Dr. rer. nat., Freie Universitat Berlin (1990)

Wissenschatftler
Dr. Karin Wieligmann?
Dr. Andrzej Szymoszek ®

Doktoranden
Diplm.-Chem. Gilberto Villescas-Diaz"
Diplm.-Phys. Nico Riemann®

Finanzierung:

1) Haushalt-IMB

2) DFG SFB 604
3) BMBF JCB D2
4) BMBF JCB D4

Uberblick

Die Arbeitsgruppe Zacharias (Theoretische Biophysik) benutzt Computersimulationsmetho-
den, um die Struktur und Funktion von Biomolekilen zu untersuchen. Ziel unserer Forschung
ist es, den Mechanismus der Strukturbildung und die Assoziation von Biomolekilen besser
zu verstehen. Der Schwerpunkt unserer Arbeiten ist die Verbesserung von Methoden zur
Vorhersage der Konformation von Biomolekilstrukturen und die Untersuchung von
Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen. Die Anséatze werden auf Assoziationsvorgange von
Biomolekllen angewendet, die Bedeutung bei der Signalibertragung und bei der Entstehung
von Krankheiten haben.

Die Arbeitsgruppe bestand im Jahre 2003 nur fir den Monat Januar (Wechsel von M.
Zacharias nach Bremen im Februar 2003). Drei ehemalige Mitarbeiter der Gruppe verblieben
das gesamte Jahr 2003 am IMB (als Mitglieder der Gruppe Suhnel). Ein Mitarbeiter (Gilberto
Villescas-Diaz, von 02 — 06/2003 Mitglied der Gruppe Sihnel) wechselte im Juli 2003 zur
Universitat von Madrid. Die am IMB verbliebenen Mitarbeiter wurden aus Bremen akade-
misch fernbetreut.

Forschungsschwerpunkte

1.1. Simulation von Protein-Protein Wechselwirkungen mit einem reduzierten Protein
Modell
Mitarbeiter: M. Zacharias
Finanzierung: Haushalt-IMB, DFG-SFB 604
Kooperationen: J. Stihnel

Es wurde ein Ansatz zum Protein-Protein-Docking mit einem reduzierten Proteinmodell ent-
wickelt (publiziert in: Zacharias, Protein Science, 2003). Mit diesem Ansatz beteiligten wir
uns als einzige deutsche Bioinformatik-Gruppe am Protein-Protein-Docking Wettbewerb
Capri3. Fir einen Laminin-Nidogen-Komplex zeigte unsere Vorhersage sehr gute Uberein-
stimmung mit der spéter publizierten experimentellen Komplex-Struktur http://capri.ebi.ac.uk/
round3/statistic.html).
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1.2.  RNA-Strukturmotive und RNA-Liganden-Bindung
Mitarbeiter: G. Villescas-Diaz, M. Zacharias
Finanzierung DFG 153/3 und Haushalt-IMB
Kooperationen: M. Goérlach; P. J. Hagerman (USA)

Ein haufig in RNA vorkommendes Strukturmotiv ist das tandem-Guanin:Adenin(G:A)-Basen-
paar, welches in zwei Konformationstypen, einer sogenannten ,sheared" oder in einer soge-
nannten ,face-to-face* Form (ahnlich Watson-Crick) vorkommt. Die jeweilige Konformation
hangt vom Sequenzkontext ab. Mit Hilfe systematischer Konformationsanalyse kombiniert
mit Molekildynamiksimulationen konnten wir den Sequenzkontexteffekt erklaren (siehe:
Villescas-Diaz & Zacharias, 2003). Das ribosomale Peptidyltransferasezentrum im bakteri-
ellen Ribosom enthalt ein als A-Site bezeichnetes Strukturmotiv, welches die Targetbin-
dungsstelle einer Anzahl wichtiger Antibiotika dartstellt. Es wurden Molekildynamiksimu-
lationen in Kombination mit einer Bewertung der resultierenden Strukturen durch ein
Kontinuummodell an A-Site-RNA im Komplex mit Gentamycinderivaten durchgefihrt. Die
Simulationen erlaubten eine Identifizierung der energetischen Ursachen der unterschied-
lichen Bindung der Antibiotikaderivate.

1.3. Ligandenbindung und Dynamik von Signaltransduktionsproteinen
Mitarbeiter: K. Wieligmann, M. Zacharias
Finanzierung: DFG, SFB 604 ,Multifunktionelle Signalproteine”
Kooperationen: S. ReiBmann (FSU), F. Bohmer (FSU), S. Heinemann (FSU)

Vergleichende Molekuldynamiksimulationen an der N-SH2-Domane der SHP2-Phosphatase
in freier und Peptid-gebundener Form sowie der gesamten SHP2 deuten an, dass die Pep-
tidbindung die Konformationsflexibilitdt der N-SH2-Domdane deutlich einschrankt. Die Ein-
schrankung der Konformationsflexibilitdt kénnte ursachlich fir die Vermittelung der allosteri-
schen Aktivierung des Enzyms sein. Dockingstudien wurden in Kollaboration mit der Gruppe
von Prof. Reismann (FSU) und Dr. B6hmer (FSU) genutzt, um gezielt Peptidinhibitoren fr
SHP1 und SHP2 zu entwickeln (zum Teil bereits publiziert in Frank et al., 2004). Im Rahmen
des SFB 604 kollaborierten wir auch mit der Gruppe von S. Heinemann (FSU), um die Bin-
dung und Wirkung von Liganden an hEAG-Kandale in Membranen zu erklaren (publiziert in
Gessner et al., 2004).

1.4. Homologie-basiertes Drug Design — Verbesserung von Methoden zur Protein-
Homologiemodellierung
Mitarbeiter: A. Szymoszek, M. Zacharias
Finanzierung: BMBF, JCB Projekt D2 ,Homologie-basiertes Drug-Design*
Kooperationen: A. Hillisch (Entec), F. Pineda (Entec), M. Gérlach, R. Hilgenfeld

Zusammen mit A. Hillisch und F. Pineda (beide bei der Firma Entec im Jahre 2003) wurden
Homologiemodelle von Steroid-bindenden Proteinen (z. B. 17-HSD) im Rahmen des JCB-
D2-Projekts entwickelt. Daneben wurde eine neue Methode zur Vorhersage der Struktur von
Proteinsegmenten im Rahmen eines reduzierten Proteinmodells entwickelt (Szymoszek &
Zacharias, in prep). Die Methode wurde bereits genutzt, um die Modellierung der Steroid-
bindenden Proteine zu verbessern.

1.5. Identifizierung und Strukturmodellierung von Virulenzfaktoren
Mitarbeiter: N. Riemann, M. Zacharias
Finanzierung: BMBF, JCB Projekt D4 ,Genomanalyse von pathogenen Mikroorganismen*)
Kooperationen: M. Platzer, J. Sthnel, M. Gérlach

Es wurde eine neue Methode zur Modellierung von Peptidloopsegmenten und zyklischen
Peptiden entwickelt (Riemann & Zacharias, 2004). Bei der entwickelten Methode wird
wahrend einer Molekuldynamiksimulation die Konformationsbeweglichkeit des gewéhlten
Loopsegments oder Cyclopeptids lokal erhoht. Dies erfolgt durch das Skalieren von
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Barrieren der Torsionswinkelrotation entlang der Peptidhauptkette und resultiert in einem
deutlich verbesserten Absuchen von mdéglichen Peptidkonformationen. Durch das Reska-
lieren der Torsionswinkelbarrieren wird wéahrend der Simulation das Orginalkraftfeld des
Peptidsegments schrittweise eingefihrt. Ein im Prinzip &hnlicher Ansatz zur Modellierung
von Seitenketten in Proteinmodellen wurde entwickelt. Bisherige Methoden der Modellierung
von Aminosaureseitenketten in Proteinen gehen von einer fixierten Proteinhauptketten-
konformation aus. Das Prinzip unserer Methode ist die spezifische und revesible Potential-
skalierung von Proteinseitenketten wahrend einer Molekildynamiksimulation. Durch die
Potentialskalierung sind die gewahlten Seitenketten zunachst in der Simulation sehr beweg-
lich. Im Gegensatz zu existierenden Seitenkettenvorhersage-Methoden ist in unserem An-
satz die Konformation der Proteinhauptkette nicht fixiert sondern ebenfalls beweglich.
Seitenkettenplatzierung und Hauptkettenanpassung kénnen simultan erfolgen und Wasser-
molekile kénnen mit einbezogen werden. Der Ansatz zeigt besonders fur die Platzierung
von Seitenketten im Inneren von Proteinen sehr gute Ergebnisse (Riemann & Zacharias, in

prep).

Externe Kooperationen

Dr. T. P. Straatsma, Pacific Northwest National Laboratories, USA
Dr. H. Sklenar, Max Delbrtick Centrum fiir Molekulare Medizin, Berlin.
Prof. Dr. J. Engels, Universitat Frankfurt, Frankfurt a.M.

Dr. A. M.L. Lever, University of Cambridge, UK

Interne Kooperationen

Dr. Platzer, Genomanalyse

Dr. Suihnel, Biocomputing

Dr. Hillisch, Entec GmbH

Dr. Pineda, Entec GmbH

Publikationen

Referierte Publikationen

Villescas, G. & M. Zacharias. Sequence context dependence of tandem guanine: adenine
mismatch conformations in RNA: A continuum solvent analysis. Biophys. J. 85 (2003)
1311-1321.

Zacharias M. Perspectives of Drug design that targets RNA. Curr. Med. Chem.-Anti-Infective
Agents 2 (2003) 161-172.

Zacharias, M. Continuum solvent modelling of non-polar solvation: Improvement by

separating surface area dependent cavity and dispersion contributions. J. Phys. Chem. A
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Analyses of protein complexes and subcomplexes. JCB workshop. Jena, 05.12.2003

Huse, K.
Genetische Grundlagen des Morbus Crohn.
Institutskolloquium, Institut fir Biochemie der Universitat Leipzig, 07.05.2003

Ohlenschlager, O.
Structure and substrate interaction of human methionine sulfoxide reductases.
Graduiertenkolleg-Treffen, Siegmundsburg, 22.05.2003

Pazhanisami, S.
Identification of protein subcomplexes. JCB workshop, Jena, 05.12.2003

Platzer, M.
Genomic Analysis of Complex Reaction Patterns of Multifunctional Signalling Proteins.
1% Joint Meeting of SFBs 604 & SFB 495, Freudenstadt-Lauterbad, 06.-08.11.2003

Rapp, A., K.O. Greulich, J. Thomale, M. Hausmann
Induction of DNA double strand breaks by long wavelength UV-A exposure and their
repair. 12" Int. Congress of Radiation Research, Brisbane, Australien, 17.-22.08.2003.

Rapp, A., N. Morley, H. Dittmar, A. Curnow, L. Salter., D. Gould, K.O. Greulich
Repeated Scanning in the Comet-Assay can be used to detect apoptosis after UV-A
exposure. Gemeinschaftstagung der GUM und der Deutschen Geselschaft flr
Pharmakologie, Mainz 17.-20.03.03

Rapp, A., J. Thomale, M. Hausmann, H. Dittmar, K.O. Greulich
Induction of DNA double strand breaks by long wavelength UV-A exposure and their
repair GBS Int. Congress of Radiation Research, Brisbane, Australien,17.-22.08.03

Rapp, A., H. Dittmar, B. Perner, K.O. Greulich
An Internal Fragment Length Standard for the Comet-Assay
6™ International Comet-assay Workshop, University of Aberdeen, Scottland 28.-31.08.03

Reichwald, K.
Interspeziesvergleich genomischer DNA-Sequenzen zur Genidentifizierung in 240 kb des
humanen und murinen X-Chromosoms.
Seminarreihe des Berliner Center for Bioinformatics und der FU, Berlin, 28.05.2003

Comparative sequence analysis as a tool for gene identification in 240 kb of human and
mouse X-chromosomes.
Seminarreihe am Institut fir Experimentelle Genetik, GSF Miinchen, 24.09.2003

Das Human-Gemom-Projekt. Vorlesung im Rahmen des Praktikums Genetik fir
Fortgeschrittene.
Institut fur Genetik, Universitat zu Koln, 24.10.2003

Riemann, N.
Application of potential scaling methods to improve protein and peptide modelling.,
JCB workshop in Jena, 05.12.2003.
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Schmitt, E. & M. Hausmann
Design of specific labeling probes for COMBO-FISH. 16" Heidelberg Cytometry
Symposium (HCS), Heidelberg, 16.-18.10.2003. (Vortragender: E. Schmitt)

Siddiqui, R.
Genome analysis of a cell wall-less mutant of E.coli. Institutskolloquium Institut fir
Biologie der Humboldt-Universitét zu Berlin, Berlin, 16.01.2003

Siddiqui, R. C. Hoischen, I. Heinze, O. Holst, B. Schlott, H. Krigel, R. Lehmann,
A. Romualdi, J. Gumpert, S. Diekmann, J. Stihnel, F. GroRe & M. Platzer
Genome analysis of an outer membrane- and murein sacculus-free mutant of E. coli
European Conference on Prokaryotic Genomes, Goéttingen, 05.-08.10.2003
(Vortragender: R. Siddiqui)

Sge, K
p53 and DNA topoisomerase | in Apoptosis and DNA repair. Biological Research Center,
Hungarian Academy of Sciences, Szeged, Hungary, 18.01.2003.

The role of human DNA topoisomerase | during genotoxic stress.
Danish Center for Molecular Gerontology, Aarhus University, Denmark, 30.01.2003.

p53 and the topoisomerase | damage response.
International Workshop on p53. Lyon, Frankreich, 03.07.2003

Topoisomerase | induced recombination repair and p53.
Workshop on DNA Recombination and Repair, Miinchen, 05.09.2003

The role of human DNA topoisomerase | and p53 during genotoxic stress and apoptosis.
Institute of Molecular Radiation Biology, GSF - National Research Center for Environment
and Health, Minchen, 05.11.2003.

Striebel, H. M., T. Klockow
Markerfreie Detektion von Protein-Protein Interaktionen auf Microarrays
2. Arbeitstreffen des DFG Verbundforschungsprogramms “Plant flavonoids and
polyphenols: Towards a better understanding of molecular mechanism of action to
benefit/risk evaluation”, Potsdam, 28.11.2003

Suhnel, J.
Was ist und was kann die Strukturbioinformatik?
Interdisziplindres Zentrum fir Wissenschaftliches Rechnen. FSU Jena, 14.02.2003

Was ist und was ka_nn die Bioinformatik?
Wissenschaft und Offentlichkeit im Dialog, Datenbank Mensch: Chancen und Risiken der
Bioinformatik. Jena, 05.04.2003

Cluster Computing for Bioinformatics and Computational Biology-Workshop Cluster
Computing, FSU Jena, 11.07.2003

Szymoszek, A.
Reduced protein model as a tool in comparative modelling
Workshop: Computer Simulation and Theory of Macromolecules 2003, Huenfeld,
09./10.05.2003

Taudien, S.
Das Internationale Human Genom Projekt. Vortrag vor Schilern des Meininger
Gymnasiums, IMB Jena, Oktober 2003
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Thier, R., D. Bonacker, T. Stoiber, K.J. B6hm, E. Unger, H.M. Bolt, G.H. Degen

Genotoxicity and interaction with cytoskeletal proteins of nitrobenzene and benzonitrile in:
Davis, E.A. and Sobey C.G.(eds).

Proc Aust Soc Clin Exp Pharmacol Toxicol, Vol. 10 2003, Abstract 224, Annual Scientific
Meeting Australian Society of Clinical and Experimental Pharmacologists and
Toxicologists Sydney/Australien 30.11.-03.12.2003

Tuszynski, J. A., H. Bolterauer, E. Unger

Recent molecular dynamics simulation of tubulin and kinesin and their consequences for
the engineering of molecular nanomachines. CERION Workshop on Nanotechnology,
Bilbao, Spanien, 03.-05.09.2003 Abstract, Proceedings p. 17-18.

Unger, E.

Cytoskeletal proteins and modes of force generation World Congress on Medical Physics
and Biomedical Engineering. Sydney, Australien, 18.-30.08.2003.

Cytoskeletal proteins and modes of force generation. World Congress on Medical Physics
and Biomedical Engineering, Track: New Frontiers in Medical Physics and Biomedical
Engineering, Sydney, Australien 24.-29.08.03,

Recent molecular dynamics simulation of tubulin and kinesin and their consequences for
the engineering of molecular nanomachines.
CERION Workshop on Nanotechnology, Bilbao, Spanien, 03.-05.09.2003

Unger, E., T. Stoiber, J. Beeg, H. Prinz.

Tubulin-active Mono- and Oligocyclic Compounds. Colloquium, Jenapharm GmbH. Jena,
22.01.2003

Unger, E., J. Beeg, R. Stracke, G. Meyer zu Horste, K. J. B6hm

Biomolekulare Linearmotoren, nanoaktuatorische Vorrichtungen und Sorting
3. BioSensorSymposium Potsdam, Plenarvortrag, 30.03.-01.04.2003.

Biomolekulare Motoren und Transport von Nanolasten, Institutsseminar.
Inst. f. Mikrostrukturtechnik, Forschungszentrum Karlsruhe, Karlsruhe, 29.04.2003.

Nanoactuatorics and nanoparticle movement in vitro powered by biological motors.
Cooperative Research Centre (CRC), W. and E. Hall Institute of Medical Research,
Melbourne, Australien, 23.08.2003 .

Kinesin-supported nanoactuatorics and nanopatrticle sorting.
World Congress on Medical Physics and Biomedical Engineering-Track New Frontiers in
Medical Physics and Biomedical Engineering, Sydney, Australien, 24.-29.08.2003.

Cytoskeleton-based nanotechnological developments.
University of Queensland, School of Biomedical Sciences, St. Lucia, Queensland,
Australien. Institutsseminar, 29.08.2003.

Biomolekulare Kinesinmotoren: Nanoreaktor und Multiplexe Analyse.
MPI fir Molekulare Genetic Berlin, 17.11.2003

Unger, E., J. Beeg, R. Stracke, G. Meyer zu Horste, K. J. Béhm, S. Behrens, E. Dinjus,

J. A. Tuszynski
Biomotors and transport of nano-sized cargoes. Institute of Theoret. Physics, University of
Alberta, Edmonton/Kanada, Institutscolloquium, 04.07.2003
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Unger, E., S. Behrens, K. Rahn, K. J. B6hm, E. Dinjus
Isomolecular decoration of microtubules by metallic nanoparticles.
CERION Workshop on Nanotechnology, Bilbao, Spanien, 03.-05.09.03

Weidtkamp-Peters, S.
Dynamics of heterochromatin replication in mouse fibroblasts.
Nachwuchsforschertagung der Deutschen Gesellschaft fur Zellbiologie,
Jena 25.-27.09.2003 (Vortrag und Poster)

Wilhelm, T.
Statistical analyses and dynamical simulations of cellular networks.
WIAS Berlin (eingeladener Vortrag) 24.01.2003

Systembiologie. Bioinstrumentezentrum Jena. 21.02.2003

A minimal protein complex association/dissociation model. 3" workshop SFB
"Multifunktionelle Signalproteine" Jena 27.02.2003

Systembiologie. Bio-M in Martinsried bei Minchen 29.03.2003
Systembiologie. Cytos Biotechnology AG in Zurich-Schlieren 08.05.2003

Restriction of the topological and logical complexity of gene regulatory networks.
JCB workshop. Jena, 14.06.03

Nonbinary Networks. 4. Dresdner Herbstseminar des Arbeitskreises Nichtlineare Physik,
MPI PKS Dresden (eingeladener Vortrag) 09.-12.11.2003

Zacharias, M.
Protein-protein docking simulation, Institute de Biochimie and Biophysique,
Paris (Frankreich) 11.09.2003.

Computersimulation von Biomolekilen: Strukturvorhersage und Bindung von Liganden,
Karl-Franzens Universitat Graz, 20.10.2003.
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4.3. Poster und Abstracts

29.01.2003 - Jahrestagung der Ges. flr Zellbiologie, Bonn
G. Wieland & P. Hemmerich
»Functional complementation of human centromere protein A (CENP-A) by Cse4p from
Saccharomyces cerevisiae”

11.02.2003 — Institut fur Arbeitsphysiologie an der Universitat Dortmund
D. Bonacker, T. Stoiber, K.J. Béhm, E. Unger, H.M. Bolt, G.H. Degen & R. Thier
~.Genotoxizitat organischer Verbindungen (Nitrobenzol und Benzonitril) und Interaktion mit
Zytoskelettproteinen®

D. Bonacker, T. Stoiber, K.J. Béhm, E. Unger, H.M. Bolt, G.H. Degen & R. Thier
.Genotoxizitat anorganischer Blei- und Quecksilberverbindungen: Interaktion mit
Zytoskelettproteinen®

12.-15.03.2003 - Frihjahrstagung der Deutschen Gesellschaft fir experimentelle und
klinische Pharmakologie, Mainz
D. Bonacker, T. Stoiber, K.J. Béhm, E. Unger, G.H. Degen, R. Thier, H. M. Bolt
.Genotoxizitat und Interaktion von Nitrobenzol und Benzonitril mit Zytoskelettproteinen®

05.04.2003 - JCB-Veranstaltung, Jena
A. Szymoszek & M. Zacharias
Homology modelling of protein segments with low target/template sequence identity
based on a reduced protein model. "Datenbank Mensch: Chancen und Risiken der
Bioinformatik"

10.-13.04.2003 - 7™ Annual International Conference on Research in Computational
Molecular Biology, Berlin
U. Gausmann, N. Jahn, C. Platzer, K. Szafranski & M. Platzer
"Detection of Regulatory Elements by Comparative DNA-Analysis"

09.-10.05.2003 - Workshop: Computer Simulation and Theory of Macromolecules, Hinfeld
A. Szymoszek & M. Zacharias
“Application of the reduced protein model to the homology modelling of human 17§-
hydroxysteroid dehydrogenase type 3"

N. Riemann & M. Zacharias
“Protein side-chain prediction on a semi-flexible backbone using a potential scaling
approach”

22.-24.05.2003 — ESBF Workshop ,Structure Aided Drug Design“(Talk), Lund (Schweden)
E. Bucci, D. Musumeci, J. Wohnert, O. Ohlenschlager, S. Hafner, R. Zell & M. Gérlach
~Peptide Nucleic Acids targeting the 5’ —nontranslated region of the coxsackievirus B3
genomic RNA*

27.-28.05.2003 - 17. Darmstadter molecular modelling workshop, Erlangen
N. Riemann & M. Zacharias
“Protein side-chain prediction on a semi-flexible backbone using a potential scaling
approach”

28.05.-02.06.2003 - 86™ CSH Symposium on Quantitative Biology, Cold Spring Harbor, USA
P. Galgoczy, K. Szafranski & P. Platzer
"Comparative Methylation Analysis of CpG-Islands in Man and Mouse"
G. Glockner
"Structural features of chromosome 1 from the model organism Dictyostelium
Discoideum®.
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14.06.2003 - JCB workshop, Jena
N. Riemann & M. Zacharias
“Side-chain prediction on a semi-flexible backbone using potential scaling”

16.-17.06.2003 - Workshop on ,Computational Systems Biology*“, Tampere, Finnland
T. Wilhelm & A. Beyer
.Understanding the Statistics of Yeast Protein Complexes”

30.06.-03.07.2003 - International Workshop on p53, Lyon, Frankreich
K. Sge, A. Rockstroh, P. Schache, H. Stephan, T. Stevnsner, V.A. Bohr & F. Grol3e
,P53 and the topoisomerase | damage response.”

01.-06.07.2003 - 8. Jahrestagung der RNA Society Wien (Osterreich)
M. Gorlach, J. Wohnert, E. Bucci, S. Seitz, S. Hafner, R. Ramachandran, M. Zacharias,
O. Ohlenschlager & R. Zell
»Structural basis of the interaction between coxsackievirus B3 proteinase 3 C and
stemloop D RNA — an RNA domain essential for entero- and rhinoviral replication”

05.-09.07.2003 - 4™ European Biophysics Congress, Spanien
E. Kovacs, G. Pilarczyk, S. Monajembashi & R. Pologea-Morau
»Viability of retinal photoreceptors as tested by their electrical polarity and distribution of
cytosolic calcium®

16.-17.07.2003 - Sheffield, England
A. Beyer & T. Wilhelm
.Understanding Protein Complex Formation in Yeast”.
Workshop on ,Computational Systems Biology*

17.-22.8.2003 — Brisbane (Australien)
A. Rapp, J. Thomale, M. Hausmann, H. Dittmar & K. O Greulich
»Induction of DNA double strand breaks by long wavelength UV-A exposure and their
repair* GBS Int. Congress of Radiation Research

17.-27.08.2003
S.M. Badalyan, H.K. Avetisyan, M. Navarro-Gonzalez, K. Szafranski, P.J. Hoegger & U.
Kies. "Two new Coprinus species in Armenia associated with wood: Coprinus
strossmayeri (Coprinopsis strossmayeri) and a new species closely related to Coprinus
radians (Coprinellus radians)". Proceedings of XI"™ Delegate Congress of Russian
Botanical Society,

03.-05.09.2003 - Géttingen
K. Szafranski
"Fast and accurate inference of phylogeny from stretches of rDNA sequences”
VAAM-Tagung: Molekularbiologie der Pilze

03.-07.09.2003 - Meeting on Eukaryotic DNA Replication, Cold Spring Harbor, USA
C. Bauerschmidt, S. Pollok, E. Kremmer, H.-P. Nasheuer & F. Grol3e
»-Human replication factor Cdc45 in GO phase and during the cell cycle.”

H.-P. Nasheuer, S. Chen, P. Pestriakov, E. Kremmer, F. GrofRe & K. Weisshart
»<Assembly and Regulation of Replication Protein A"

18.-20.9.2003 - International Symposium Functional Genomics of Infectious Diseases and
Inflammation, Tubingen
R.A. Siddiqui, C. Luge, K. Reichwald, U. Méllmann, P. Zipfel, J. Harder, J. Schréder & M.
Platzer
"Towards the functional analysis of innate host defense peptides on human Chr. 8p23"
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20.-24.09.2003 - ELSO Meeting, Dresden

L. Schmiedeberg & P. Hemmerich
“High and low mobility populations of HP1 in heterochromatin of mammalian cells”

25.-27.09.2003 - 1* Meeting of the Joint Research Centres SFB 604 &

Graduiertenkolleg 768, Jena
U. Gausmann, N. Jahn, D. Schmidt-Arras, F. B6hmer & M. Platzer
"Analysis of the Genomic Basis of Complex Response Patterns of Multifunctional
Signalling Proteins: Exemplified by SHP-1 Promoter Computation”.

C. Bauerschmidt, S. Pollok, E. Kremmer, H.-P. Nasheuer & F. Grol3e
»-Human replication factor Cdc45 in GO phase and during the cell cycle.”

K. Wieligmann & M. Zacharias
“Allosteric conformational change of SHP-2 studied by Molecular Dynamics Simulations”

K. Sge, A. Rockstroh, P. Schache, H. Stephan, T. Stevnsner, V.A. Bohr & F. Grol3e
,P53 and the topoisomerase | damage response”

29.09.-02.10.2003 - Tagung GDCH, Fachgruppe Magnetische Resonanzspekttroskopie,

Leipzig
J. Leppert, B. Heise, O. Ohlenschlager, M. Goérlach & R. Ramachandran
»2Adiabatic inversion pulse driven magnetisation exchange in rotating solids".

30.09.2003 - Congress of the European Societies of Toxicology, Florence Italy

R. Thier, D. Bonacker, T. Stoiber, K. J. Bohm, E. Unger, H. M. Bolt & G. H. Degen
“Interaction with cytoskeletal proteins and genotoxicity of nitrobenzene and benzonitrile”

01.-04.10.2003 - 14. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fir Humangenetik, Marburg

A.K. Wermter, K. Reichwald, F. Geller, K. Huse, C. Platzer, M. Platzer, T. Gudermann, C.
Hess, C. Vollmert, H.E. Wichmann, T. lllig, A. Hinney & J. Hebebrand

"Major contributiuon of a haplotype encompassing a non-conservative missence SNP in
the MCHR1-gene to human obesity in german children and adolecents"

05.-08.10.2003 - European Conference on Prokaryotic Genomes, Goéttingen

07.

A. Romualdi, R. Lehmann, G. Glockner, J. Stihnel & M. Platzer
“GENCOLORS: A tool for genomic comparative analysis based on low-redundant
sequencing”

R. Lehmann, S. Pradelle, A. Romualdi, G. Gléckner, J. Suhnel, M. Platzer, U. Schulte-
Spechtel & B. Wilske
“Low-redundancy shotgun sequencing of the pathogenic bacterium Borrelia garinii”

G. Glockner, R. Lehmann, A. Romualdi, M. Steinert, J. Hacker, J. Sihnel & M. Platzer
"Revealing the diversity of the genus Legionella by low redundancy shotgun sequencing
and analysis"

G. Gloéckner, R. Lehmann, A. Romualdi, M. Steinert, J. Hacker, J. Sthnel & M. Platzer
.Revealing the diversity of the genus Legionella by low-redundany shotgun sequencing
and analysis”

-08.10.2003 - BMBF-Symposium Nanobiotechnologie, Hannover

J.-P. Knemeyer, H. Barsch, J. Wolfrum, M. Sauer, M. Mueller, B. Haefner, H.-K. Geiss, O.
Nolte, R. Hakenbeck, J. Finsterle, E. Schmitt, G. Hildenbrand, S. Stein, C. Cremer & M.
Hausmann

~Smart Probes zur schnellen und hochempfindlichen Diagnostik von Antibiotika-
resistenzen und tumorassoziierten Translokationen®.
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12.-14.10.2003 - German Conference on Bioinformatics 2003, Garching
A. Romualdi, R. Lehmann, G. Gléckner, R. Gudavalli, J. Stihnel & M. Platzer
“GENCOLORS: A tool for genomic comparative analysis based on low-redundant
sequencing”

K. Szafranski
"Fast and accurate inference of phylogeny from stretches of rDNA sequences”

T. Wilhelm & A. Beyer
»Understanding Protein Complex Formation in Yeast”

A. Szymoszek & M. Zacharias
Homology modeling of 17B-hydroxysteroid dehydrogenases

J. Reichert, K. Mehliss & J. Suhnel
»1he IMB Jena Image Library of Biological Macromolecules — Recent Developments*

N. Riemann & M. Zacharias
“Application of potential scaling methods to improve protein and peptide modelling “

16.-18.10.2003 - Deutsche Gesellschaft fiir Zytomerie 13" Annual Conference
16™ Heidelberg Cytometry Symposium Heidelberg
B. Perner, S. Monajembashi, A. Rapp, L. Wollweber & K.O.Greulich
“Changes in intracellular calcium of different cell types as a response of micromechanical
force loading”

October 2003 — International Congress of Turkish Society of Toxicology Antalya (Turkey)
H. M. Bolt, D. Bonacker, T. Stoiber, K. J. Bohm, E. Unger, R. Thier & G. H. Degen
“Interaction of lead and mercury with cytoskeletal motor protein system”

06.- 08.11.2003 - 1% Joint Meeting of SFBs 604 & SFB 495, Freudenstadt-Lauterbad
C. Bauerschmidt, S. Pollok, E. Kremmer, H.-P. Nasheuer & F. Gro3e
»-Human replication factor Cdc45 in GO phase and during the cell cycle*

U. Gausmann, N. Jahn, D. Schmidt-Arras, F. Béhmer & M. Platzer
"Analysis of the genomic basis of complex response patterns of multifunctional signalling
proteins - exemplified by SHP-1 promoter computation”

09.-12.11.2003 - 17" International Mouse Genome Conference, Braunschweig
M. Platzer, J. Monti, S. Tanzer, M. Scharfe, C. Gosele, G. Glockner, P. Galgoczy, F.
Liska, H. Blocker & N. Hubner
"Mapping and sequencing of a QTL for cardiovascular phenotypes on rat chromosomes 1
and 10"
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Angemeldete Patente

4.4, Angemeldete Patente

Appel, T. R., J. Raskatov, J. Rossa
System zur Verbesserung der diinnschichtchromatografischen Analyse
Deutsches Patent 102 09 159.5. Verdoffentlichungsdatum: 28.08.2003.

Appel, T. R., J. Raskatov, J. Rossa
Volumenstabile Standardlésungen fiir Lipide
Deutsches Patent 102 09 158.7. Ver6ffentlichungsdatum: 28.08.2003.

Hebebrand, J., A. Wermter, K. Reichwald, F. Geller, K. Huse, T. Gudermann, M. Platzer,
C. Platzer, C. Hess, A. Hinney
MCHR1 variant associated with human obesity
D40364: PCT/EP03/05917

Striebel, H.M., K.O.Greulich
Bindung von Proteinen in nativem Zustand an ein Substrat
Deutsches Patent 103 22 414 9 /41

Kappes, B., T. Neumann, E. Unger, H.M. Sahse, U. Méllemann, B. Schlegel
Arzneimittel fir die Behandlung von infektidsen Erkrankungen, insbesondere Tuberkulose
und Malaria
Deutsches Patent 101 58 057.6

Gege, C., A. Hillisch, O. Peters, W.Regenhardt, G. Siemeister, E. Unger, D. Kosemund,
U. Bothe
Antitumor wirksame 2-substituierte Estra-1,3,5(10)-trien-3-yl sulfamate
Anmelder national / international: Schering AG
Deutsches Patent 10307104.0, Anmeldung: 19.2.2003
US 60/447758, Anmeldung: 19.2.2003
Patent eingereicht

Gege, C., A. Hillisch, O. Peters, B. Menzenbach, E. Unger, G. Siemeister
Antitumor wirksame 2-substituierte D-Homoestra-1,3,5(10)-trien-3-yl sulfamate
Anmelder national / international: Schering AG
Deutsches Patent 10307103.1, Anmeldung: 19.2.2003
US 60/447732, Anmeldung: 19.2.2003

Gege, C., I. Scherlitz-Hofmann, O. Peters, A. Hillisch, E. Unger, G. Siemeister,
W. Regenhardt
Antitumor wirksame 2-substituierte 18a-Homoestra-1,3,5(10)-trien-3-yl sulfamate
Anmelder national / international: Schering AG
Deutsches Patent 10307105.9, Anmeldung: 19.2.2003
US 60/447756, Anmeldung: 19.2.2003

Unger, E., J. Beeg, G. Meyer zu Hoérste, K:J. Bohm, R. Stracke, R. Lipowsky:
Vorrichtung zum Sortieren von Makromolekilen und Nanopartikeln mittels optischer
Pinzette fur analytische, synthetische und diagnostische Zweck
Deutsches Patent 103 38 657.2, Anmeldung: 15.8.2003;
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4.5. Instituts-Kolloguien (externe Sprecher)

Prof. Dr. Gerhard Krauss, Universitat Bayreuth
Recognition of damaged DNA by DNA repair proteins. 13.02.2003

Dr. med. Sven Diederich, Freie Universitat Berlin
11R-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen als wichtige Prarezeptor-Regulation bei der
Wirkung von Mineralo- und Glucocorticoiden. 08.04.2003

Dr. Volker Bahr, Freie Universitat Berlin
Die Bedeutung der 113-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 beim Metabolischen
Syndrom X. 08.04.2003

Prof. Kenneth C. Holmes, MPI fir Medizinische Forschung Heidelberg
The discovery of DNA: Report of an contemporary witness. 15.04.2003

Prof. Charles Coutelle, Imperial College of Science, Technology and Medicine
Possiblities and limitations of in utero gene therapy for genetic disease. 02.06.2003

Prof. Dr. Bernd Groner, Georg Speyer Haus Frankfurt/M.
Multifunctional recombinant proteins for cancer therapy. 05.06.2003

Dr. Stephan Zech, Columbia University, New York, USA
Insights into structure and function of membrane proteins and protein-ligand complexes
from EPR and Solid-State-NMR spectroscopy. 19.06.2003

Dr. Georgia Zandomeneghi, ETH Ziirich
Sample spinning NMR techniques for the study of membrane proteins in al bilayer
environment. 11.07.2003

H. Yonker, Bijvoet Center for Biomolecular Research, NMR Spectroscopy, Utrecht University
Study of the PC4-VP16 complex, and the influence of phosphorylation. 06.08.2003

Dr. Tilman Heise, HPI fur experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg
The La Protein — a Regulator of Viral and Cellular RNA Metabolism. 10.09.2003

Dr. Christine Kamperdick, Institute of Plant Biochemistry, Halle
New compounds from Xylopia vielana and from other medical plants of Vietnam
JCB Seminar, 25.09.2003

Prof. Dr. Luis Serrano, EMBL Heidelberg
Mechanism of Protein Folding and Amyloid Fibril Formation. 01.10.2003

Prof. Dr. Seheena E. Radford, University of Leeds.
Protein Folding, Amyloid Fibril Formation and Disease. 01.10.2003

Dr. Stefanie Zeretzke, GSF Neuherberg, Institute of Experimental Genetics
EMMA, The European Mouse Mutant Archive. 16.10.2003

Prof. Dr. Thomas von Zglinicki, University of Newcastle, UK
Human cell senescence as telomere-induced DNA damage response. 11.11.2003

Dr. Michael Steinert, Institut fir molekulare Infektionsbiologie Wirzburg
Legionella pneumophila, an aquatic microbe goes astray. 11.12.2003
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4.6. Instituts-Seminare (intern)

Meyer zu Horste, G.

Fluorescence dyes and optical micro-manipulation between single molecules and cell

aggregates. 27.05.03
Heise, B.

Structural investigations on Peptaibols via liquid and solid state NMR. 03.06.03
Vogel, A.

Redox regulation of Mip proteins. 10.06.03
Szymoszek, A.

A reduced protein model as a tool in comparative modelling. 17.06.03
Beyer, A.

A Minimal Protein Complex Association/Dissociation Model. 24.06.03
Gausmann, U.

In silico-ldentification of Regulatory Elements in Metazoan Promoters. 08.07.03
Sge, K.

p53 and Topoisomerase | damage response. 15.07.03
Bauerschmidt, C.

Human replication factor Cdc45p. 07.10.03
Bohm, K.

Funktionelle Eigenschaften des Kinesin-Mikrotubulus-Systems. 07.10.03
Diekmann, S.

Das menschliche Kinetochor. 14.10.03
Glockner, G.

The Dictyostelium Genome. 21.10.03
Fritz, E.

Individual radiosensitivity of tumor patients. 21.10.03
Felder, M.

DictyMOLD-a Dictyostelium discoideum genome database. 28.10.03
Gorlach, M.

Structures in viral replication and cell cycle dysregulation. 28.10.03
Greulich, K.O.

Below the tip of the iceberg: Ubiquitous cancer genes. 04.11.03
Schellenberg, P.

Analysis of protein microarrays using intrinsic time resolved UV fluorescence. 04.11.03
Grol3e, F.

»P53 and the accuracy of DNA-syntesis*.11.11.03
Guhrs, K.-H.

Studies to identify interaction partners of p53. 11.11.03
Haubensak, F.

IP Networks and Network Services. 18.11.03
Herrlich, P.

The antiinflammatory action of glucocorticoid hormone. 18.11.03
Hemmerich, H.

Functional architecture of the cell nucleus. 25.11.03
Hoischen, C.

Procaryotic Cell Division Proteins. 25.11.03
Kamphausen, E.

The role of antigen processing in autoimmune diseases. 09.12.03

Lehmann, R.

Quality aspects of LRSP - first "JCB-D.4" experiences. 09.12.03
Hollunder J.

Abundance Analyses of Protein Complex Proteins.16.12.03
Huse, K.

Mutations in BNTL2 are associated with sarcoidosis.16.12.03
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Wissenschaftliche Veranstaltungen, Tagungen und Workshops

4.7.  Wissenschaftliche Veranstaltungen, Tagungen und Workshops

JCB-Vortragsreihe des Jenaer Centrums fir Bioinformatik
gemeinsam mit anderen JCB-Migliedern (organisiert von K. Rahn, J. Sihnel)

A. von Haeseler, Heinrich Heine Univ. Dusseldorf
Testing substitution models within a phylogenetic tree. 20.02.2003

K. Reinert, Freie Universitat Berlin
A polyhedral approach to sequence alignment problems. 22.05.2003

C. Freiberg, Bayer Health Care AG, Wuppertal
The phylosopher concept. 05.06.2003

M. Vingron, Max Planck Institut fir Molekulare Genetik, BCB - Berlin Center for Genome
Based Bioinformatics
Linking gene expression and regulation by correspondence analysis. 10.07.2003

G. Wagner, Osborn Memorial Laboratories, Yale University
The enigma of vertebrate hox cluster duplication. 14.08.2003

P.F. Stadler, Interdisziplinares Centrum fur Bioinformatik - 1ZBI, Universitat Leipzig
Phylogenetic footprints and vertebrate evolution. 23.10.2003

K. Prank, International NRW Graduate School in Bioinformatics and Genome Research,
Center for Biotechnology - CeBiTec, Universitéat Bielefeld

Information-theoretic approach to temporal coding in transmembrane and intracellular
signalling. 06.11.2003

1. Beutenberg-Campus-Symposium 03./04.04.2003

Ingolf Bach, ZMNH Hamburg

Valentin Borner, Harvard

Matthias Dobbelstein, Uni Marburg
Christoph Englert, Uni Wirzburg

Anna Friedl, Uni Miinchen

Christian Haass, Uni Miinchen

Stefan Heinemann, FSU Jena

Thorsten Heinzel, Speyer Haus Frankfurt/M.
Jan Hoeijmakers, Erasmus Uni Rotterdam
Zoltan lvics, MDC Berlin

Pidder Jansen-Durr, OAW Innsbruck
Dieter Riethmacher, ZMNH Hamburg
Albert Jeltsch, JLU Giessen

Zhao-Qi Wang, IARC Lyon/Frankreich
Falk Weih, FZ Karsruhe

Martin Zenke, MDC Berlin

Gerhard Christofori, Uni Basel

Jonathan Sleeman, FZ Karlsruhe

Peter Angel, DKFZ Heidelberg

Jurgen Go6tz, Uni Zirich
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Wissenschaftliche Veranstaltungen, Tagungen und Workshops

JCB/EnTec-Kolloguium

Diederich, S., Abt. Endokrinologie, Diabetes und Erndhrungsmedizin, Klinikum Benjamin
Franklin, Med. Klinik, Freie Universitat Berlin
11-R-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen als wichtige Prarezeptor-Regulation bei der Wirkung
von Mineralo- und Glucocorticoiden

Bahr, V., Abt. Endokrinologie, Diabetes und Erndhrungsmedizin, Klinikum Benjamin Franklin,
Med. Klinik, Freie Universitat Berlin
Die Bedeutung der 11-R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 beim Metabolischen
Syndrom X. 08.04.2003

JCB/Accelrys-Seminar
Chemistry Cartridge & Accord SDK. 16.05.2003

2. Beutenberg-Campus-Symposium 23.05.2003

Denise Barlow, University of Vienna, Austria

Ralf Baumeister, Adolf-Butenandt-Institut, Mlinchen
Christine Blattner, FZ Karlsruhe

Frank Bohmer, FSU Jena

Gunnar Dittmar, Harvard

Roland Dosch, University of Pennsylvania
Eberhard Fritz, GSF Neuherberg

Olaf Heidenreich, Universitat Tuibingen

Ludger Hengst, MPI Martinsried

Andreas Ivessa, Princeton University New Jersey, USA
Frauke Melchior, MPI Martinsried

Jan Tuckermann, DKFZ Heidelberg

Susanne Weg-Remers

Stefan Weil3, LMU Miinchen

Dieter Willbold, HHU Disseldorf

JCB/FSU Workshop
Microarray-Analysen als Werkzeug in der Pathogeneseforschung. 27.05.2003
(Organisator: R. Kinne)

Mini-Workshop
Bioassemblies and Data Storage. IMB, Jena, 08.06.-10.06.2003
E. Unger

5" Workshop of the SFB604: ,Gene Expression and Complex Formation®.
Jena, 17.06.2003, Ulrike Gausmann, Stefan Wolfl

International Seminar Bio Micro Nano Technology

Cooperative Research Centre (CRC) Melbourne,

W. and E. Hall Institute of Medical Research Melbourne (Australien) 22.08.03
E. Unger (Mitorganisator)

World Congress on Medical Physics and Biomedical Engineering,

24.08.-29.08.2003 Sydney (Australien)

2 Sessions organisiert und geleitet zum topic Molecular Motors and Nanomechanics:
12.01 A: Protein assembly and movement; Untertitel, 26.08.03

12.01 B: Motor imaging and applications; Molecular Motors and Nanomechanics, 28.08.03
E. Unger, D. Nicolau (Organisator und Chair):
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Wissenschaftliche Veranstaltungen, Tagungen und Workshops

International Summer School on "Molecular Mechanisms in Homeostasis and Disease"
vom 29.08. — 07.09.2003

Adriano Aguzzi, Unispital Zirich

Peter Angel, DKFZ Heidelberg

Martin Blum, Uni Hohenheim

Piet Borst, Netherlands Cancer Institute, Amsterdam
Gerhard Christofori, Uni Basel

Hans Clevers, UMC Utrecht

Horst Feldmann, Uni Miinchen

Susan Gasser, Uni Geneva

Efstathios S. Gonos, NHRF Athen

Christian Haass, Uni Miinchen

Peter Herrlich, IMB Jena

Wolfram H6rz, Uni Minchen

Herbert Jackle, MPI fur biophysikalische Chemie Goéttingen
Michael Karin, University of California, La Jolla
Hans-Gustav Klobeck, Uni Minchen

Hans-G. Krausslich, Uni Heidelberg

Reinhard Luhrmann, MPI fur biophysikalische Chemie Gottingen
Christof Niehrs, DKFZ Heidelberg

Gert Riethmduller, Uni Minchen

Kai Simons, MPI CBG Dresden

Ueli Schibler, Uni Geneva

Axel Ullrich, MPi Biochemie Miinchen

Inder Verma, Salk Institute La Jolla

Erwin Wagner, IMP Wien

Charles Weissmann, University College, London
Zena Werb, University of California, San Francisco

CERION Workshop on Nanotechnology
Bilbao, Spanien. 03.-05.09.03
E. Unger

International Workshop on Autoantibodies and Autoimmunity
09.-14.09.2003, Berlin
P. Hemmerich

IMB-Symposium “Protein Folding - Principles and pathological implications”.
01.10.2003
M. Fandrich

Prasentation des IMB zum Thiringen Tag Mihlhausen
03.-05.10.03
G. Meyer zu Horste

Ferienakademie, FSU
Oktober 2003, Jena
S. Diekmann (Mitveranstalter)

HKI/JCB Kollogium

J. Kekow, Rheumatologische Klinik, Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg, Vogelsang
Klinische Bedeutung eines Gene-Array-Profiling bei rheumatoider Arthritis. 21.10.2003
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Wissenschaftliche Veranstaltungen, Tagungen und Workshops

31. Tagung des Arbeitskreises klinische Immunologie
22.11.2003, Frankfurt Hoechst
P. Hemmerich

3. Beutenberg-Campus-Symposium 02.12.2003

Adriano Aguzzi, UniversitatsSpital Zurich
Richard Eckner, University of Zirich
Karlhans Endlich, Universitéat Heidelberg
Judith Haendeler, Universitat Frankfurt/M.
Friedemann Kiefer, MP| Minster

Albrecht Muller, Universitat Wirzburg
Vasily Ogryzko, Institut André Lwoff, Villejuif
Hubert Schorle, Pathologie Universitat Bonn
Andrea Vortkamp, MPI Berlin
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Lehrtatigkeit

4.8. Lehrtatigkeit

Appel, T., P. Hemmerich, C. Hoischen
Literaturseminar ,Aktuelle Arbeiten zur Molekularen Zellbiologie — Struktur, Funktion,
Analytik*, FSU Jena

Béhm, K. J.
Studentenpraktika fur Biochemiker

Diekmann, S.
Walhlpflichtfach ,Molekulare Biotechnologie”
Vorlesungen
.Molekulare Biotechnologie*
. .Molekularbiologie I*
FSU Jena
Seminar ,Ausgewéhlte Themen der molekularen Biotechnologie*
Praktikum ,Molekulare Biotechnologie®. FSU Jena

Fandrich, M.
Vorlesung: "Proteinfaltungskrankheiten - Amyloid, Fibrillen und Prionen*.
Seminar: "Proteinfaltung".
Praktikum: ,Biophysik*.
FSU Jena

Glockner, G.
Vorlesung “Molekularbiologie”, FSU Jena
Seminar “Genomanalyse und Modellorganismen”, FSU Jena

Gorlach, M.
Vorlesungen:
.Molekulare Strukturbiologie, Structure and Function in the RNA World",
»Einfihrung in die Bioinformatik 1, Chemie und Struktur von Nukleinsauren*
. .Molekulare Strukturbiologie Il, Membranproteine*“
FSU Jena

Gorlach, M., B. Heise
Praktikum ,Biophysikalische Chemie®, FSU Jena

Greulich, K.O., P. Schellenberg
Vorlesung: ,Spektorkopie und Biophysikalische Chemie“. FSU Jena

Grol3e, F.
Vorlesungen:
Biochemie IV. FSU Jena
Biochemie Il. FSU Jena
"Molekulargenetik des Alterns”
im Rahmen der Vorlesung ,Molekulare Biotechnologie®. FSU Jena

Grole, F., K.-H. Glhrs, B. Schliott, K. Sge
Ubung und Praktikum Biochemie Il. FSU Jena

Gluhrs, K.-H.
Vorlesung ,Massenspektrometrie & Proteomics*
im Rahmen der Vorlesung ,Molekulare Biotechnologie“. FSU Jena
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Lehrtatigkeit

Hemmerich, P.
Vorlesung ,Struktur und Funktion des menschlichen Zellkerns®. FSU Jena
Seminar ,Neuere zellbiologische Arbeiten”. FSU Jena
Vorlesung, Praktikum, Seminar Wabhlpflichtfach ,Molekulare Biotechnologie“, FSU Jena

Hemmerich, P., M. Bastmeyer
Seminar ,Zellbiologie". FSU Jena

Hoischen, C.
Vorlesungen:
~Surface Display”
.Protein Expressionssysteme*
im Rahmen der Vorlesung “Molekulare Biotechnologie” FSU Jena

Monajembashi, S., A. Rapp, P. Schellenberg, B. Perner
Praktikum Biophysik flir Biologen

Monajembashi, S., P. Schellenberg, P. Grigaravicius
Praktikum Biophysik fur Biochemiker

Ohlenschlager, O.
Vorlesungen:
~Computational methods for NMR structure determination”
. ,Basic principles of NMR spectroscopy*
FSU Jena
Vorlesungsserie:
»,NMR structure determination with D/CYANA and OPAL", IBB, Neapel, I, 07./08.07.2003

Ohlenschlager, O., R. Ramachandran, M. Gorlach
Praktikum ,NMR spectroscopy of biological macromolecules”, FSU Jena

Platzer, M., G. Glockner
Vorlesungen/Praktikum "DNA Analytik", FSU Jena

Rahn, K., J. Sthnel
(generelle Organisation; die individuellen Organisatoren sind bei den einzelnen Kursen angegeben)

JCB-Kurse

Clondiag Chip Technologies GmbH
Array Tube Workshop.

Reichert, J., IMB
Beispiele biologischer Datenbanken.

Schmid, K., Max-Planck-Institut fiir Chemische Okologie, N. Spies, Cornell University
Python fur Biologen und Bioinformatiker. Marz 2003

Reichert, J., IMB
BioPerl. Mai/Juni 2003

Reichert, J., IMB
Visualisierung, Analyse und Vorhersage von dreidimensionalen Biopolymer-Strukturen
September 2003

Guthke, R., HKI
Statistik fir die Genexpressionsdatenanalyse. 27.-29.10.2003
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Lehrtatigkeit

Sge, K.
Zellbiologie. Wahlpraktikum

Sge, K., K.-H. Guhrs
Durchfiihrung von Versuchen im Rahmen der Fortgeschrittenen-Praktika
.Molekularbiologie fir Biochemiker* und
.Molekularbiologie fur Biochemiker”.

Suhnel, J.
Methoden der Bioinformatik
Einmalige Vorlesung fir Studenten der Informatik der FSU Jena
Bioinformatik: Biologische Forschung am Computer
Hands-on biotec-Kurs von BIO.CO.NE (Biotechnology Competence Network).
Bioinformatik: Biologische Forschung am Computer
Hands-on biotec-Kurs von BIO.CO.NE (Biotechnology Competence Network)
Praktikum “Biophysikalische Chemie”. FSU Jena

Unger, E.
Vorlesung: ,Biomotoren, Bewegung und Transport im nm- und pm-Bereich*
TU limenau, Mechatronik, 4. St/J. Mechatronik

Wilhelm, T.
Vorlesung “Methoden der Theoretischen Systembiologie II”, FSU Jena
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Habilitationen/Promotionen

4.9. Habilitationen/Promotionen

Habilitationen

Peter Hemmerich
Strukturelle und funktionelle Analogien zwischen DNA-bindenden Multiproteinkomplexen
in Eukaryonten. FSU Jena, Mai 2003.

Promotionen

Gerald Gellermann
.Raft*-Lipide und Cholesterol-Ester als Bestandteile von humanen ex vivo Amyloid-
Fibrillen. FSU Jena, Mai 2003.

Gabriele Meyer zu Horste
Fluoreszenzfarbstoffe und optische mikromanipulation fiir Anwendungen vom
Einzelmolekdl bis zum Zellaggregat. FSU Jena, Februar 2003

Anja Mohrdieck
Untersuchungen zur Fehlerkorrektur bei der DNA-Replikation, der DNA-Reparatur und
der Okazaki-Fragment-Prozessierung. FSU Jena, November 2003

Simon Sauter
Struktur- und Funktionsbeziehungen im Hamolysin-Transportsystem ShlA/B von Serratia
marcescens. Eberhard-Karls-Universitat Tibingen, Mai 2003.

Alexander Rapp
UV-A induziert DNA Exzisionsreparatur sowie Doppelstrangbruchreparatur in den p53”
humanen Keratinozyten HaCaT. FSU Jena, Februar 2003

Kathrin Reichwald
Interspeziesvergleich genomischer DNA-Sequenzen zur Genidentifizierung in 240 kb des
humanen und murinen X-Chromosoms. FSU Jena, April 2003

Lars Schmiedeberg
Mobilitatsmessungen von Heterochromatin-assoziierten Proteinen in lebenden Zellen.
FSU Jena, Dezember 2003.

Alexander Sponner
Strukturelle und immunologische Charakterisierung der Spinnenseide von Nephila
clavipes. FSU Jena, Juli 2003

Johannes v. Langen
Molekulare Aspekte der Wechselwirkungen der Steroid-Hormone mit ihnren Rezeptoren.
FSU Jena, Juni 2003.

Gerhard Wieland
Untersuchungen zur strukturellen und funktionellen Homologie zwischen dem Kinetochor-
Komplex der Hefe Saccharomyces cerevisiae und dem des Menschen. FSU Jena, Mai
2003.
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Gremien- und Gutachtertatigkeit

4.10. Gremien- und Gutachtertatigkeit

Gutachter fur Journale:

Bohm, K.J.
Nature Materials; Eur. J. Med. Chem.

Diekmann, S.
J. Biological Chemistry; J. Structural Biology; Biochemistry; Nucleic Acids Res.
Analytical Chemistry

Fandrich, M.
Protein Science

Glockner, G.
[IMM

Gorlach, M.
Spectroscopy Letters; J. of Cell Science; Nucleic Acids Research

Greulich, K.O.
Nature; Ang.Chem Int.Ed.; Precis.Engineering; Langmuir; J.Biotech; Opt.Comm;
J.Imm.Meth (2); Appl.Phys.B; ChemPhysChem

Grol3e, F.
Biochemistry; EMBO Journal; EMBO Reports; European J. of Biochemistry;
FEBS Letters; Nucleic Acids Research; Oncogene.

Hemmerich, P.
Oncogene; Gene; Molecular and Cellular Biology; EMBO J.; Genome Letters;
J. of Cell Biology

Herrlich, P.
Nature; Cell; EMBO J.; Molecular Carcinogenesis; Intern. J. of Cancer ;
Photechemistry and Photobiology; J. of Clinical Investigation; New Biologist
Oncogene; British J. of Cancer; Gene; J. of Cell Science; Endocrinology
Carcinogenesis

Hoischen, C.
Microbiology

Striebel, H.M.
Nucleic Acids Research (3); Proteomics

Suhnel, J.
Bioinformatics; Biopysical J.; J. of the American Chemical Society; J. of Peptide Science;
J. of Physical Chemistry; Nucleic Acids Research; Protein Engineering, Design and
Selection

Unger, E.
ChemPhysChem

Zacharias, M.
Biophysical J.; In Silico Biology; J. of Molecular Biology; J. of Molecular Modelling;
J. of Physical Chemistry; Chemical Physics Letters;
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Gremien- und Gutachtertatigkeit

Einzel-Gutachtertétigkeit fir Wissenschaftsorganisationen und Universitdten

Diekmann, S
DFG, BMBF; EU

Gorlach, G.
DFG; Association for International Cancer Research

Greulich, K.O.
Osterrreichischer Fonds zur Férderung der wissenschaftlichen Forschung
Netherlands Foundation Research on Matter (FOM); Schweizer Nationalfonds
DFG; Apl.Professur J.Pdschl Univ Heidelberg; Apl.Professur Chr.Zander Univ. Siegen

Grol3e, F.
Alexander von Humboldt Stiftung; Boehringer Ingelheim Fonds; DAAD: DFG; FSU Jena
Interdisziplindres Zentrum fir klinische Forschung der FSU Jena, Schwerpunkt 1.3;
Irish Research Council Dublin, Jubilaumsfond der Osterreichischen Nationalbank Wien,
Stipendien der Deutschen Wirtschaft;
University of Oxford, Sir William Dunn School of Pathology, UK.

Herrlich, P.
Einzelgutachter fir viele Organisationen:
NBF; Mildred Scheel; Cancer UK; AICR; Osterreichischer Forschungsfonds
Netherlands Cancer Soc

Mitarbeit in Wissenschaftlichen Beiraten und Gutachtergremien

Diekmann, S.
BMBF BioFuture
Mitglied der Berufungskommissionen:
Verfahren: Immunologie, Genetik, Molekularbiologie
Mitglied der Berufungskommissionen:
Verfahren: Neurodegeneration, Entwicklung und Alterung,
Molekulare Zell- und Entwicklungsbiologie

Fandrich, F.
Mitglied der Berufungskommissionen:
Verfahren: Neurodegeneration, Entwicklung und Alterung,
Molekulare Zell- und Entwicklungsbiologie

Glockner, G.
Mitglied der Berufungskommissionen:
Verfahren: Immunologie, Genetik
Verfahren: Genetik

Greulich, K.O.
Mitglied der Berufungskommissionen:
Verfahren: Immunologie, Genetik, Molekularbiologie
Mitglied der Berufungskommissionen:
Verfahren:  Neurodegeneration, Entwicklung und Alterung,
Molekulare Zell- und Entwicklungsbiologie
Projektbeirat Biophotik | und Il

94



Gremien- und Gutachtertatigkeit

Grol3e, F.
Mitglied der Berufungskommission
Verfahren:  Immunologie, Genetik, Molekularbiologie, Biochemie
Mitglied der Berufungskommissionen:
Verfahren:  Neurodegeneration, Entwicklung und Alterung, Molekulare Zell- und
Entwicklungsbiologie, Molekulare Onkologie

Hemmerich, P.
Netherlands Organization for Scientific Research (NWO)
Mitglied der Berufungskommissionen:
Verfahren: Genetik, Molekularbiologie

Herrlich, P.

Fachvertreter DFG

Stv. Vorsitzender der study section Molekularbiologie/Mikrobiologie

Austrian Science Foundation (FFW)

Gutachter fur mehrere duetsche und auslandische Wissenschaftsorganisationen

(Osterreich, Kanada, Holland, Italien, Schweiz, USA)

Kuratoriumsmitglied Boehringer Ingelheim

UICC Fellowship Komitee und Advisory Board, MPI fir Immunologe

Mitglied des wissenschaftlichen Beirates des ZMBH

Vorsitzender des Beirates der IGMM Montpellier

Externer Gutachter des MPG

Mitglied im Wissenschaftlichen Beirat des GSF Forschungszentrums Neuherberg

Mitglied der Berufungskommission der FSU Jena

Verfahren: Immunologie, Genetik, Molekularbiologie, Biochemie, Neurodegeneration,
Entwicklung und Alterung, Molekulare Zell- und Entwicklungsbiologie,
Pharmazeutische Biologie

Schlott, B.
Mitglied der Berufungskommissionen:
Verfahren: Immunologie, Molekularbiologie

Editorial Board

Greulich, K.O.
ChemPhysChem

Hemmerich, P.
Genome Letters

Herrlich, P.
Molecular Carcinogenesis; Int. J. Cancer; The New Biologist (1991 — 1992);
Current Molecular Medicine

Mitglied in Wissenschaftlichen Gesellschaften

Herrlich, P.

AAAS American Association forthe Advancement of Science

ASM American Society for Microbiology

EMBO European Molecular Biology Organization

GBCH Gesellschaft fuir Biologische Chemie
Gesellschaft Deutscher Naturforscher und Arzte
Deutsche Arztekammer
Karlsruher Chemische Gesellschaft
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411. Gaste

Arbeitsgruppe Diekmann
Dr. Thomas Appel (Habilitand, BMBF)
Gerald Gellermann (Doktorand, BMBF)
Almut Kiellich (Doktorand, BMBF)
Lars Schmiedeberg (Doktorand, BMBF)
Simon Sauter (Doktorand, BMBF)
Johannes von Langen (Doktorand, BMBF)
Dr. Johannes Gumpert
Prof. Dr. Maria Romao (Lissabon, Humboldt Stipendiatin, Gast des SFB 436)
Prof. Jiang Xing-Mai (National Heart Centre Singapur)

Arbeitsgruppe Fandrich
PD Dr. C. Rocken, Universitat Magdeburg
Prof. E. Wanker, MDC Berlin
Prof. L. Serrano, EMBL Heidelberg
Prof. S. Radford, University of Leeds

Arbeitsgruppe Gdrlach
Dr. Enrico Bucci, Istituto di Biostrutture e Bioimmagini, Neapel, Italien
Dr. Roberto Fatorusso, Universitat Neapel, Italien
Dr. Carla Isernia, Universitat Neapel, Italien
Dr. Giovanni Roviello, Universitat Neapel, Italien
Dr. Antonio Randazzo, Universitat Neapel, Italien
Dr. Veronika Esposito, Universitat Neapel, Italien

Arbeitsgruppe Greulich
Dr. Manfred Reitz
Dr. Hartmann
Jahn Rogener (Bielefeld, SCREEN Kooperation)
Dr. Hillisch (Entec)
Prof. Dinjus (FZ Karlsruhe)
Prof. Bolterauer (Uni Giel3en)
Prof. Kenneth Holmes (MPI f. Medizinische Forschung Heidelberg)
Dr. Gunther (Zentaris AG Frankfurt)
Dr. Joachim Bertram (IBA Gottingen)
Dr. P. Draber, Dr. |. Draberova, Dr. V. Sulimenko: Tschechische Akademie der
Wissenschaften, Inst. Molekulargenetik, Prag)
Prof. Wolf (Univ. Kingston, Jamaika)
Kirstin Scherlach (Doktorand vom HKI Jena)
Prof. Alan Michette, Prof. Nick Mavromatos, Dr. Slawka Pfauntsch, Dr. Keith Powell
King’s (College University of London)
Prof. Kremer, et al., (Uni Leipzig)
Lic. J. Piloto, Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (Havanna, Kuba)
Vadim Sulimenko (Inst. of Molecular Genetics, Czech Academy of Sciences, Prague)
Dr. S. Behrens (Inst. f. Technische Chemie, FZ Karlsruhe)
Prof. Wurmus, (TU Ilimenau)
Bartholomeus Kuttner
Dr. Gabriele Meyer zu Horste (Gast Wissenschaftler)
Dr.Thomas Stoiber (Gast Wissenschatftler)
Julia Sauer (Gast Doktorand des Inst. f. Ernahrungswissenschaften, FSU Jena)
Dr. Gotz Pilarczyk (Frauenhofer Inst. f. Biomed Tech., Berlin)
Dr. Silke Behrens (Inst. f. Technische Chemie, FZ Karlsruhe)
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Arbeitsaufenthalte in anderen Laboratorien:

E. Unger
J. Tuszynski: University of Alberta, Edmonton, Kanada, 26.06.-07.07.2003
D. Nicolau: Swinburne University of Technology, Industrial Research Institute Swinburne,
Melbourne, Australien 20.-24.8.2003
Hannes, Universitat Giel3en, Institut fir Theoretische Physik, 22.-23.07.2003
Michette: King's College, University of London 06.-08.11.2003, 10.-12.12.2003

K.J. Bohm
P. Draber: Tschechische Akademie der Wissenschaften, Institut fir Molekulargenetik
Prag 28.09.-03.10.2003

Arbeitsgruppe Grol3e
Dr. Tilman Heise, HPI fur Experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg,
Messungen am Biacore sowie im Rahmen eines Gruppenseminars am 10.09.2003:
The La Protein — a Regulator of Viral and Cellular RNA Metabolism.
Dr. Sven Horke, HPI fur Experimentelle Virologie und Immunologie, Hamburg,
Messungen am Biacore.
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