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Krisen, Chancen
Sternstunden

Eine Sternstunde ist, wie im wohl grofiten freien
Internetlexikon nachzulesen, eine Metapher fiir

Entscheidungen, Taten oder Ereignisse, die

schicksalshaft die Zukunft beeinflussen. In der
Umgangssprache kommt dem der Astrologie
entlehnten Begriff inshesondere eine positive
Bedeutung zu, er wird fiir ein auergewohnliches

oder glanzvolles Ereignis, eine besonders
gliickliche, giinstige Stunde verwendet.

Eine absolute Sternstunde der Palioanthropologie
wurde am 10. September 2015 bekannt: In einem
Hohlensystem bei Johannesburg, Sudafrika wurde
2013 ein sensationeller Knochenfund gemacht und
mit ihm trat ein bislang unbekannter Vertreter der
Gattung Homo in Erscheinung. Es soll sich dabei um
den groRten zusammengehorigen Fund fossiler
menschlicher Uberreste handeln, der bislang auf dem
Kontinent, der als Wiege der Menschheit gilt, entdeckt
wurde. Zeitgleich mit der Veroffentlichung des For-
scherteams um Lee Berger von der University of the
Witwatersrand in Johannesburg (Berger, L.R. et al.,
eLIFE, 10 September, 2015, DOI: 10.7554/eLife.09560)
wurden die Fossilienfunde und damit der neue Ver-
wandte des modernen Menschen in Johannesburg der
Weltotfentlichkeit prasentiert.

Bezeichnenderweise wurden die Uberreste un-
seres neuen Vorfahren im ,Rising Star“ genannten
Hohlensystem gefunden, weshalb ihn die Forscher auf
den Namen Homo naledi tauften —  naledi“ bedeutet
LStern® auf Sosotho, der in der Region vorherrschenden
Sprache. Entsprechend wurde die abgelegene Kam-
mer, die nur tGber einen winzigen 18cm breiten Spalt
zugdnglich ist und in der die mehr als 1.550 Fossilien-
teile geborgen wurden, Dinaledi-Kammer genannt,
JKammer der Sterne“. Spektakulir ist die Tatsache,
dass die Funde mindestens 15 Individuen unter-
schiedlichen Alters zugeordnet werden konnen und
damit Homo naledi jetzt schon besser bekannt sei als
alle anderen fossilen Vertreter unserer Abstammungs-
linie. Spektakulir ist seine Anatomie, eine Kombinati-
on menschen- und affenihnlicher Merkmale, die so
niemals zuvor gesehen wurde. Am spektakulirsten aber
ist, dass die Forscher den Schluss ziehen, dass Homo
naledi seine Verstorbenen wohl absichtlich in dem
Hohlenraum abgelegt hat. Ein Bestattungsritual wurde
bislang nur dem modernen Menschen zugeschrieben.

Es funkelt also hell in Stidafrikas Karsthohlen und
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Licht fillt auf das
Dunkel der Frage,
wann und wie der
Affe zum Menschen wurde.

Es gibt weitere, fiir die Wissenschaft bedeutsame
Besonderheiten an der Sternstunde des Homo naledi.
Das ist zum einen der frithe Zeitpunkt der Veroffent-
lichung, der nun als Exempel vielleicht das Ende der
palidontologischen Gepflogenheiten einleitet, Funde
vor Kollegen jahrzehntelang zu verstecken und der
Offentlichkeit vorzuenthalten. Das Rising-Star-Team
beschreitet mit seiner Veroffentlichung auch einen fiir
die Disziplin neuen Weg und liddt explizit Wissen-
schaftler aus aller Welt ein, sich an der Untersuchung
der Funde zu beteiligen. Ebenfalls Neuland hat Berger
mit der intensiven Nutzung von sozialen Medien
beschritten; so suchte und fand er tiber einen Aufruf
die zierlichen, fitten und hohlenerfahrenen Kandida-
tinnen fir die Bergung des Fossilienschatzes, auch
wird der Kanal aktiv fiir die Offentlichkeitsarbeit zum
Projekt genutzt.

Die konzertierte Inszenierung der Veroffentli-
chung durch die University of the Witwatersrand in
Stidafrika, die National Geographic Society und das
South African Department of Science and Technology/
National Research Foundation (DST/NRF) an besagtem
10. September hatte dann auch einen wahren Tsunami
in der gesamten internationalen Medienwelt, print
und digital, ausgelost und Homo naledi zu unzihligen
Medienauftritten verholfen. Hierzulande schaffte es
der Hominine auf Anhieb auf die Titelseite des Spiegel
und damit das nach der Griechenlandkrise in den
Medien auf Platz eins stehende Thema der Flicht-
lingskrise zu verdringen. Als Sinnbild der fortschreiten-
den technologischen Evolution, die einen weiteren
Wendepunkt in der Entwicklungsgeschichte der
Menschheit markiert, wurde Homo naledi ein iPhone

in die Hand gegeben. Dieses hiitte er, wie die FA.S. in

ihrem Bericht bemerkt, mit seiner dem modernen
Menschen sehr dhnlichen Hand schon bedienen kon-
nen. Die seinerseits rasante Evolution des Smart-
phones lisst sich tibrigens gut an dem Titel erkennen,
den wir mit unserer labor&more-Ausgabe 01.2009 im
doppelten Darwin-Jahr quasi vorausblickend ge-
bracht hatten. Der Mensch im Affe hielt hier noch kein
schickes Gerit aus der Apple-Schmiede in der Hand.
Dieses erlangte seinen Durchbruch erst im Jahr darauf
mit seiner vierten Gerdtegeneration. Innerhalb k-
zester Zeit wurden Smartphones rund um den Globus
allgegenwirtig im menschlichen Dasein.

Sterne — ,Stars“ im Innovationswettbewerb auf
der grofen Bithne der Wirtschaft — sind die erfolg-
reichen, meist mittelstindischen Unternehmen, die in
modernen Technologiefeldern wie der Biotechnologie
aktiv sind. Neben den Groflen der Branche werden
sie im Oktober in Hannover im Rampenlicht stehen,
wenn das neue Messedoppel Biotechnica/Labvolution
seine Premiere hat. Wir hoffen, das neue Konzept
wird die Erwartungen der Veranstalter und Aussteller
erfullen. Mit dieser vorliegenden Ausgabe wollen wir
dazu beitragen, Licht auf die vielen besonderen
Momente in den wissenschaftlichen Laboren zu werfen.
Professor Arne Skerra gibt uns beispielsweise einen
besonderen Einblick in seine Forschung und seinen
Weg vom Wissenschaftler zum Unternehmer, der vor
allem dem Nachwuchs Mut machen will und ermuntert,
die ganz personlichen Sternstunden

zu erleben.

Eine erhellende Lektiire
wiinscht lhnen

Claudia Schiller
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... Yonwegen:
geht nicht, gibt’s nicht

Veroffentlichung negativer Ergebnisse.in der-EForschung

Gerade in der Forschung konnen die Wissen-
schaftler ein Lied davon singen: Geht .nicht,
gibt’s leider ziemlich oft. Ein Grof3teil"der Ver-
suche ist nicht erfolgreich oder-liefert nicht die
gewtinschten Resultate, trotz vielverspre-
chender Vorexperimente und griindlicher Pla-
nung sowie gewissenhafter Durchftihrung:
Nicht immer ldsst sich herausfinden, Svoran es
liegt. Aber oftmals eben doch. Und wieso-sollten
wichtige Erkenntnisse. nicht publiziest swerden,
selbst wenn es darum geht, was Wieht geht.
Denn nicht selten ist es wichtig zu wissen, wel-
chen Weg man sich sparen kann, da andere ihn
zuvor bereits beschritten und plausibel belegt
haben: das ist eine Sackgasse. Vor allem junge
Wissenschaftler, insbesondere Doktorandeft,
interessiert der Zugang zu Veroffentlichungen
mit ,negativen® Ergebnissen und die daraus
resultierenden Erkenntnissen. Konnte es ihnen
doch sehr viel Zeit sparen, die mit sinnlosen
Wiederholungen von zum Scheitern verurteilten
Experimenten verschwendet wiitdéqindswird.
Aber auch fir die Forschung in Wisseisghaft
und Industrie- im Allgemeinen sind detartige
Publikationen wertvoll, mit gesparter*Zeit geht
schlieglich stets gespartes Geld einher.

Es gibt einige wenige Journale, die es sich
zur- Aufgabe gemacht haben, negative Ergeb-
veroffentlichen

nisse zu wie beispiels-

weise das Journal of
Negative = Results  in
BioMedicine. Dieses
Journal gehort zu BioMed Central

und veroffentlicht seit September 2002 unerwar-
tete, kontroverse, provokative und/oder negati-
ve Ergebnisse aus allen Bereichen der Biomedi-
zin online und frei zuginglich auf seiner
Website. Wie andere Journals ist auch dieses peer-
reviewed und z.B. bei PubMed, Scopus, Medline
sowie Google Scholar indexiert. ,Alle Artikel
sind zudem Uber SpringerLink verflighar und
Zitationen werden Uber Thomson Reuters auf

demneuesten Stand gehalten. Erwartungsgemaf3

ist die Anzalit defgVeroffentlichungen jedoch
nichtfannihernd so hoch.'wie in gewohnlichen
Fachzeitschriften. Dié" Akzeptanz der Publikati®
on negativer Borschuhgsergebnisse ist rtach wie
vor gering. Ein winziger positiver Trend ist aber
zumindest absehbar: Waren es im Jahr 2003 noch
vier Veroffentlichungen, liggt ihre Zahl 2014 im-
merhin bei 16 *Dénnoch 18t noch sehr Viel Luft
nach oben.

Ahnlich sieht es beji @€m Journal of Pharma-
deutical NegativeResults jaus=~Diese Onlinefach-
zeitschrift im Bereich der Pharmazie, seit 2010
betriehén von der indischen Non-Profit-Organisa-
tien ScibidlMed.Org, ist ebenfalls peer-reviewed
und open-access und veroffentlichte im vérgan-
genen Jahr mit nur 13 Originalarbeiten vergleich-
bar wenige Artikel. Zudem publizieren dort fast
ausschlieBlich indische Autoren, wihrend i der
Biomedizih die Autoren int€rnational sind.

Gleich mehrere Beréiche werden von The All
Results Journals sabgedeckt. Zu, den Gebieten
Biologie, Chemie, Nanetechnelogic sowie Physik
sind hier negative Ergebnisse publiziert. Die
Bereiche Biologiestind Chiemie gibt es bereits
seit 2010, ,N#hotechnolegie ist in .dicsem
Jahr neu hinzugekommen und Physik gab
es lediglich 2011. Die Zahl der Veroffentli-
chungen liegt in diesen Journalen
jedoch noch niedriger als bei den
zuvor gemannten. In diesem,Herbst
wird eine neue Faghzeits¢hrift
online. gehen: das Jdurnal of
Negative Results, in=dem
negative ~#Ergebnisse

verschie defrster

Links zu den Journalen

Journal of Negative Results in BioMedicine
- www.jnrbm.com

Journal of Pharmaceutical Negative Results
-=> www.pnrjournal.com

The All Results Journals
= www.arjournals.com

Journal of Negative Results (ab Herbst 2015)
- wWww.jhegres.org

wissenschaftlicher Felder publigiert! werden
sollen, ‘die’ Veroffentlichungen alsesmicht auf
bestimmtétEachrichtungen eingegrenzt sind.-Bs
konnen begeits Manuskripte eingereicht weiden.

So oder so isteif Umdenken in der Wissen-
schaft sichtig. Durch die-Akzeptang negativer.
Resultate kann die ‘Wissenschaft die.Reproduzier-
barkeit yvon Ergebnissen erhohen und gleich-
zeitig dic géwonnenen Erkenntnisse als Change
nutzen, sich noch schnellersund effizienter

weiterzuehtwickeln.

Also: geht nicht, gut zu wissen!

= Dr. Ulrike Brandt




prasentiert Lab-Werkzeuge aus dem Internet

Praxis-Tipp
Tatort Genom - auf der Suche nach dem Motiv

Normalerweise identifiziert man heute DNA-Binde-Motive, indem man unterschiedliche Programme mit Sequenzen

fiittert und auf Treffer hofft. Generell gilt dann: Je mehr Such-Algorithmen einen Treffer ergeben, desto wahrschein-

licher ist es, dass dieser biologisch signifikant ist. MOTIFSIM [motif similarity detection tool) automatisiert diese Hand-

arbeit und erhoht damit die Aussagekraft der Abfrage [1].

Was ist besser als eine Suchmaschine? Antwort:
mehrere Suchmaschinen. Das belegen auch
die Tests von Tran und Huang [2]. Daraus ergibt
sich aber das Problem, dass man mit ver-
schiedenen Eingabe- und Ausgabeformaten
hantieren muss. Auflerdem kdnnen meist nur
zwei Sequenzen paarweise verglichen werden.
Die Ergebnisse solcher Abfragen missen dann
auch noch handisch miteinander abgeglichen
werden. Alles in allem recht aufwendig. Daher
machten sich die beiden genannten Bioinforma-
tiker sogleich daran, die Suche nach homologen
Bindestellen auf DNA-Sequenzen drastisch zu
verkirzen.

Ihr Programm MOTIFSIM akzeptiert ver-
schiedenste Eingabeformate wie Consensus
Sequence, MEME, TRANSFAC oder Jaspar.
Dabei ist die Bedienung von MOTIFSIM denkbar
einfach und damit auBlerst benutzerfreundlich
gehalten. Als Ergebnis werden Textdateien mit
den global uns lokal besten Treffern ausgegeben.
Die Autoren haben ihr Programm in vielen Fall-
beispielen gepriift und fanden Ubereinstimmung
ihrer Ergebnisse mit einem anderen Programm
(STAMP [3]) zu rund 85%.
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Beispiel fiir den Ausdruck eines MOTIFSIM-Ergebnisses als STAMP-Logo.

MOTIFSIM:
http://biogrid-head.
engr.uconn.edu/
motifs

Wer die Darstellung der Treffer im angesagten
Logo-Format wiinscht (s. Abb.), muss jedoch
auf ein weiteres Programm zurickgreifen. Am

einfachsten kopiert man dafir die Ergebnisse
aus MOTIFSIM nach STAMP und startet dort die
Berechnung.

STAMP: http://www.benoslab.pitt.edu/stamp/
index.php

[1] Tran, N.T. & Huang, C.H. (2015) MOTIFSIM: A web tool
Jfor detecting similarity in multiple DNA motif datasets.
BioTechniques 59, 26-33

[2] Tran, N.T. & Huang, C.H. (2014) A survey of motif fin-
ding Web tools for detecting binding site motifs in ChIP-
Seq data. Biol. Direct 9:4

[3] Mahony, S., Auron, P.E., Benos, P.V. (2007) DNA fami-
lial binding profiles made easy: comparison of various
motif alignment and clustering strategies, PLoS Compui-
tational Biology 3:e61
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Tumordiagnostik

Molekularer Spion gegen Krebs

Dem Tumor auf der Spur: Die PNA-Antikor-
per stobern zunachst die erkrankten Zellen
(rot) auf und reichern sich im Tumor an. Im
Anschluss binden radioaktiv markierte Son-
den [blau) selektiv vor Ort Uber spezifische
Basenpaarungen an die PNA-Antikérper. Mit-
hilfe moderner Bildgebungsverfahren konnen
die Forscher den Tumor so visualisieren.

GefaBfunktion

Kakao-Flavanole wirken
blutdrucksenkend

Zwei aktuell publizierte Studien zeigen, dass
Kakao-Flavanole die Herz- und Gefiffunktion
verbessern und die Beanspruchung des Herzens
wihrend des Alterungsprozesses verringert. Die
Studien liefern damit neue Daten, die darauf
hinweisen, dass die regelmiRige Aufnahme von
Kakao-Flavanolen das Risiko fiir Herz-Kreislauf-
Erkrankungen senkt. Flavanole sind sekundire
Pflanzenstoffe der Kakaobohne, die zur Gruppe
der Polyphenole gehoren. Mit zunehmendem
Alter werden unsere Blutgefifie weniger flexibel
und dehnungsfihig, das Risiko fur Bluthoch-
druck steigt. Die Steifigkeit der Arterien und die
schlechtere Gefifunktion sind eng verknupft
mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen, der weltweit
hiufigsten Todesursache.

Originalpublikation: British Journal of Nutrition, 2015,

DOI: 10.1017/S0007114515002822 und AGE, 2015,

DOI: 10.1007/5s11357-015-9794-9
Quelle: www.uniklinik-duesseldorf.de

Erstmals konnten Wissenschaftler des Helm-
holtz-Zentrums Dresden-Rossendorf (HZDR)
gemeinsam mit Kollegen der Universitit Ziirich
und der Ruhr-Universitit Bochum eine neue
Methode fir die Tumordiagnose erfolgreich un-
ter realititsnahen Bedingungen testen. Bei dem
Verfahren wird zunichst ein Antikorper als
LSpion“ vorausgeschickt, der die erkrankten
Zellen aufspiirt und an ihnen bindet. Als Spion
griffen die Forscher auf den Antikorper
Cetuximab zurlick, der gezielt an den Rezeptor
des epidermalen Wachstumsfaktors (epidermal
growth factor receptor, EGFR) bindet. Bei ver-
schiedenen Tumorarten wird dieses Molekiil
verstirkt gebildet oder liegt in mutierter Form
vor, was dazu fiihrt, dass die Zellen unkontrol-
liert wachsen und sich vermehren. Eine im
Anschluss verabreichte, radioaktiv markierte
Sonde bindet an den Antikorper. Dadurch
konnten die Forscher den Tumor mit einem
tomographischen Verfahren deutlich visualisieren.
Die Methode konnte in Zukunft die Krebs-
behandlung durch innere Bestrahlung verbes-
sern.

Bild: HZDER/Pfefferkorn
Quelle: www.hzdr.de

Molekularbiologie

Ein molekularer
Aktenvernichter fur
RNA im Zellkern

Ahnlich einem Aktenvernichter zum Zerklei-
nern von nicht mehr benétigten oder potenziell
gefihrlichen Dokumenten verwenden Zellen
molekulare Maschinen, um utberflissige oder
defekte Makromolekile abzubauen. Wissen-
schaftler am Max-Planck-Institut fir Biochemie
konnten jetzt zeigen, wie der Zellkern eine
spezifische Version des RNA-Exosomes ver-
wendet. Das Exosom ist eine makromolekulare
Maschine, verantwortlich fiir den Abbau sowie
die Reifung von Ribonukleinsiuren (RNA).
RNA-Molekiile liegen in allen Zellen in grofier
Menge vor und ubernehmen dort vielfiltige
Aufgaben. Sie ermoglichen es zum Beispiel, die
in den Genen gespeicherte Information in Pro-
teine zu Ubersetzen. Wenn bei der Herstellung
von RNA-Molekilen Fehler auftreten oder RNA
sich unkontrolliert anhiuft, kann dies die Zelle
schidigen. Deshalb ist die Beseitigung von de-
fekter oder nicht mehr benotigter RNA ein
wichtiger Schritt fir den Stoffwechsel einer
Zelle.

Originalpublikation: Nature, 2015,

DOI: 10.1038/nature14865
Quelle: www.biochem.mpg.de

Fundamental neue Theorie fiir den Sehsinn

Pz il dis Fartwahvrataramg i

Lebewesen konnten verschiedene Orien-
tierungen visueller Reize auf die gleiche
Weise wahrnehmen wie verschiedene Far-
ben. Diese neue Theorie schlagen Prof. Tri-
chur Vidyasagar von der University of Mel-
Prof. Ulf Eysel
Ruhr-Universitit Bochum vor. Die Idee: Die

bourne und von der
Zellen der Netzhaut arbeiten bereits als
Detektoren fiir wenige ausgewihlte Orien-
tierungen, die je nach Anordnung eines
Reizes im Raum unterschiedlich stark ange-
sprochen werden. Aus dem Verhiltnis ihrer
Antworten berechnet das Gehirn die genau
vorliegende Orientierung. Die Wissenschaftler
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vermuten, dass auch andere Stimuluseigen-
schaften auf diesem Weg wahrgenommen
werden konnten, etwa die Geschwindigkeit
von Bewegungen, die Grofle von Objekten,
helle und dunkle Schattierungen. Sie postu-
lieren damit eine fundamental neue Theorie
fir die visuelle Wahrnehmung. Nach der ihrer
Theorie lige der Ursprung bereits in der
Retina; der Kortex wirde die Signale aus
der Netzhaut lediglich verfeinern.

Bild: TR. Vidyasagar & S. Viswanathan,

University of Melbourne

Originalpublikation: Trends in Neuroscience, 2015,

DOI: 10.10106/].tins.2015.06.003
Quelle: www.rubr-uni-bochum.de

lalsomfnira 08.15

%]



Bienenforschung

Die Gefahr aus dem All oder warum
Honigbienen nicht mehr heimkehren

In Lindern wie den USA, der Schweiz, Kanada, Osterreich, Deutschland,
Sudtirol, Spanien, Polen und Neuseeland verschwinden seit Jahren
Honigbienen ohne erkennbare Krankheiten oder Parasiten. Die Sammler-
innen, also die erwachsenen Honigbienen, gehen verloren, worauf die
Konigin mitsamt der Brut im Bienenstock zugrunde gehen kann. Es gibt
immer wieder neue Erkldrungsversuche fiir dieses Phinomen, das die
Bezeichnung CCD-Phinomen (Colony Collapse Disorder) bekommen
hat. Fir CCD werden die unterschiedlichsten Ausloser wie Pathogene,
Parasiten und die Agro-Chemie verantwortlich gemacht. Anhand einer
Datenanalyse der Messungen der HoneyBee Online Studies (HOBOS)
an der Universitit Wirzburg unter der Leitung von Prof. Tautz wurde,
mit HOBOS-Daten unterfiittert, die Reihe der vermuteten Ursachen um
eine auerirdische Erklidrung fir das mysteriose Verschwinden der Bie-
nen erweitert. Die Messdaten der Bildungsplattform HOBOS zeigen, dass
Verluste unter den Sammelbienen auch durch starke Sonnenwinde ver-
ursacht werden. An Tagen hoher Sonnenwindaktivitit und in den Tagen
danach gehen signifikant mehr Sammelbienen im Feld verloren als an
anderen Tagen.

Originalpublikation: Astrobiol. Outreach, 2015

DOI: 10.4172/2332-2519.1000134
Quelle: www.hobos.de

Zellbiologie

Wie die Kraftwerke der Zelle
ihre Form erhalten

Mit einem neuen mathematischen Modell haben System-Biologen am
Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung (HZD) in Braunschweig
beschrieben, welche Mechanismen an der Bildung und Aufrechterhal-
tung der dynamischen Mitochondrien-Netzwerke in Zellen beteiligt
sind. Eine Besonderheit der Mitochondrien ist ihr ausgeprigtes dyna-
misches Verhalten innerhalb der Zelle. Sie bilden ein Netzwerk, das
sich im Minutentakt verdndert, da sich die Mitochondrien teilen und
wieder miteinander fusionieren. Thre riaumliche Struktur beeinflusst
dabei maBgeblich, wie effektiv sie Energie bereitstellen konnen:
Faserige Netzstrukturen produzieren viel Energie, kleinere Fragmente
sind weniger effektiv.

Bild: HZI / Sukborukov

Originalpublikation: Scientific Reports, 2015,

DOI: 10.1038/srep13924
Quelle: www.helmboltz-hzi.de
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Partnerschaft

MorphoSys AG und G7
Therapeutics AG geben
Kooperation bekannt

Die MorphoSys AG und die G7 Therapeutics
AG gaben den Beginn einer Partnerschaft be-
kannt, um neue Antikorperwirkstoffe gegen
Zielmolekiile der Klasse der G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren (GPCRs) und potenziell
anderer krankheitsrelevanter Transmembran-
proteine wie etwa Ionenkanile zu entwickeln.
Im Rahmen der Vereinbarung wird G7 Thera-
peutics verschiedene Rezeptoren bereitstellen,
die mit der Entstehung verschiedener Krank-
heiten in Verbindung gebracht werden. Morpho-
Sys wird daraufhin seine firmeneigene Anti-
korperbibliothek  Ylanthia

gegen diese Rezeptoren gerichtete Antikor-

einsetzen, um

perwirkstoffe zu identifizieren und weiterzu-
entwickeln. MorphoSys hat das Recht, den
Zugang zu diesen Zielmolekiilen in Verbin-
dung mit therapeutischen Antikorperpro-
grammen an Partner weiterzulizenzieren.

- www.morphosys.de

Zusammenarbeit

Siemens und BioNTech
kooperieren bei der
Produktion personalisierter
Krebsimpfstoffe

Siemens und das Biotechnologieunternehmen
BioNTech AG, das auf die Entwicklung perso-
nalisierter Krebs-Immuntherapien spezialisiert
ist, haben eine strategische Zusammenarbeit
vereinbart. Im Rahmen der Zusammenarbeit
werden die BioNTech-Tochterfirmen BioNTech
RNA Pharmaceuticals und Eufets zusammen
mit Siemens eine vollstindig automatisierte und
digitalisierte Produktionsanlage zur Herstellung
von personalisierten Krebsimpfstoffen fir den
weltweiten Markt errichten. Die Kooperation
ermoglicht es BioNTech, alle notwendigen Pro-
zess- und Produktionsschritte zu implemen-
tieren und zu integrieren, um individualisierte
Krebsimpfstoffe im grofSen Mastab zu produ-
zieren. Ziel ist es, Automatisierungs- und
Digitalisierungstechnologien fiir die papierlose,
kommerzielle Herstellung von individualisierter
Medizin gemidf GMP (Good Manufacturing
Practice) zu optimieren.

- www.siemens.com

Die Schott AG wird ihre Prisenz im Wachs-

tumsmarkt Asien weiter ausbauen. Dazu legte
der Technologiekonzern den Grundstein fir
ein neues Pharmawerk stidlich von Shanghai.
Ab 2017 sollen dort Glasverpackungen fiir In-
jektabilia hergestellt werden, vor allem
Flischchen und Ampullen. Aber auch die be-
stehenden Anlagen am Verbundstandort
Suzhou wird der Konzern erneuern und aus-
bauen. Insgesamt hat der Geschiftsbereich
Schott Pharmaceutical Systems in China
Investitionen von rund 30 Mio. Euro in den

kommenden drei Jahren vorgesehen. Dadurch

Science4Life Venture Cup 2016

Der ideale Wegbereiter fuir
erfolgreiche Start-ups

Ein Netzwerk aus Branchenexperten, individuelle
Beratung und Vorbereitung auf den Unter-
nehmeralltag: Diese Angebote fiir Griinder der
Life Sciences und Chemie zeichnen den Venture
Cup von Science4Life e.V. aus. Der bundesweite
Businessplan-Wettbewerb wurde wihrend der
4. Jahrestagung House of Pharma & Healthcare an
der Goethe-Universitit Frankfurt offiziell eroffnet.
Mit dem Start der Ideenphase konnen Teilnehmer
bis zum 23. Oktober 2015 ihre Idee in Form einer
dreiseitigen Skizze bei Science4life einreichen.
Hierfur steht auf der Science4Life-Webseite eine
Mustervorlage zum Download zur Verfigung.
Neben der Chance auf Preisgelder von insgesamt
67.500Euro erhilt jede Einsendung ein ausfiihr-
liches Experten-Feedback.

- www.scienceslife.de

wird sich die dortige Produktionskapazitit im
gleichen Zeitraum um 50 % erhohen. Mit dem
Ausbau trigt das Unternehmen dem starken
Wachstum des chinesischen Pharmamarktes
Rechnung. Diesen bedient Schott derzeit aus
zwei Werken heraus — aus einem Werk in
Suzhou und als Joint Venture mit Zhejiang
Xinkang Pharmaceutical Glass Co. Die neue
Produktion wird in unmittelbarer Nihe des
Schott Xinkang-Stammsitzes in Jinyun entste-
hen.

-> www.schott.com

Bild: Schott

Der Deutsche Zukunftspreis

Team von Bayer und der
Justus-Liebig-Universitit
Giefden nominiert

Ein Wissenschaftler-Team von Bayer und dem
Lungenforschungszentrum an der Justus-Liebig-
Universitit Giefen ist fir die Entwicklung eines
innovativen Medikaments zur Behandlung von
zwei lebensbedrohlichen Formen des Lungen-
hochdrucks fir den Deutschen Zukunftspreis
2015, den Preis des Bundesprisidenten fir
Technik und Innovation, nominiert worden. Im
Ehrensaal des Deutschen Museums in Miinchen
gab der Juryvorsitzende Prof. Dr. Ferdi Schith
die drei Teams fiir die Endausscheidung be-
kannt. Aus den hochkaritigen Einreichungen
wihlte eine Expertenjury die bedeutendsten
Arbeiten fur die endgtltige Entscheidung aus,
die Bundesprisident Joachim Gauck am 2.
Dezember 2015 in Berlin verkiinden wird.

-> www.bayer.de
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Kooperationsausbau

CureVac baut Kooperation zur Entwicklung
mRNA-basierter Impfstoffe aus

CureVac gab den Vertragsabschluss des dritten
Impfstoffentwicklungsprogrammes in Zusam-
menarbeit mit der Bill & Melinda Gates Stiftung
Das
RNActive®-Technologieplattform fiir die Entwick-

bekannt. Programm nutzt CureVacs
lung eines prophylaktischen Impfstoffs gegen
das respiratorische Synzytial-Virus (RSV). Den

Centers for Disease Control zufolge ist RSV ein

hiufiges Virus, das durch Niesen und Husten
verbreitet wird und dessen Privalenz im
Herbst, Winter und Frithjahr am hochsten ist.
RSV ist besonders gefihrlich fir Kleinkinder
und édltere Menschen. Aktuell gibt es keinen
Impfstoff, mit dem einer RSV-Infektion vor-
gebeugt werden konnte.

- www.curevac.com

»lab4you“-Programm fiir junge Wissenschaftler

Kluge Kopfe gesucht!

Fir junge Wissenschaftler aus ganz Europa hat
Shimadzu sein lab4you“-Programm auf dem
Symposium ,HPLC 2015 in Genf vorgestellt.
Masterstudenten, Doktoranten und Postdoktoran-
ten konnen sich fir ihre Forschungsarbeit um
einen Laborplatz bewerben — in der hochmo-
dernen Laborumgebung der ,Shimadzu Laborato-
ry World‘ in Duisburg. Dort stehen die neuesten
analytischen Gerite aus der HPLC/UHPLC und

Massenspektrometrie zur freien Verfligung. In-

teressenten konnen sich in englischer Sprache

mit einem kurzen Abstract der Forschungs-
arbeit unter www.shimadzu.eu/lab4you bis
zum 31.10.2015 bewerben. Der Laborplatz
steht fiir die Dauer der Forschungsarbeit be-
reit. Voraussetzung fir eine Teilnahme am
Jab4you“-Programm ist ein abgeschlossenes
naturwissenschaftliches Studium, ein interes-
santes Forschungsthema und Vorkenntnisse in
der HPLC/UHPLC und/oder Massenspektro-
metrie.

- www.shimadzu.eu/lab4you

Diagnostik

Analytik Jena bringt weltweit
ersten Hepatitis-D-Virus-
nachweis auf den Markt

Als weltweit erstes Unternehmen startet die
Analytik Jena AG die Vermarktung eines an
WHO-Standard CE-IVD-zertifizierten Kits fiir
die molekulardiagnostische Quantifizierung von
Hepatitis-Delta-Virus (HDV) RNA und setzt damit
einen groflen Meilenstein bei der Standardisie-
rung von HDV-Nukleinsdure-Amplifikationstests.
Das Jenaer Unternehmen erweitert sein Portfolio
zur Diagnostik von Hepatitis B und C um den
JRoboGene® HDV RNA Quantification Kit 2.0%,
aufbauend auf seinen langjihrigen Erfahrungen
bei der Entwicklung von in-vitro-diagnostischen
Assays. Zur Bestitigung einer vorliegenden Infek-
tion sowie fiir antivirales Therapiemonitoring ist
die quantitative Real-Time-PCR aufgrund ihrer
guten Sensitivititsgrenzen die Methode der Wahl.
-> www.analytik-jena.de

Automatisch und
unkompliziert!

Der neue Pipettier-Roboter
von BRAND!

Vielseitig
vom EinzelgefaB bis
zum 384-well Format

Intuitiv

einfache Methoden-
erstellung ohne Pro-
grammierkenntnisse

Kompakt
8 Positionen auf einer Flache
von 60 x 49 cm und einer
Hohe von 53 cm

Besuchen Sie uns
auf der Biotechnica:
Halle 9/Stand C33

BRAND GMBH + CO KG

Postfach 11 55 - 97861 Wertheim - Tel.: +49 9342 808-0 - info@brand.de - www.brand.de
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Ein Enzym, das die

Welt veranderte

Die Wasserspaltungsmaschine der Photosynthese

Thomas Lohmiller, Dr. Nicholas Cox, Prof. Dr. Wolfgang Lubitz

Max-Planck-Institut fir Chemische Energiekonversion, Mulheim an der Ruhr

Die Natur macht es vor: Pflanzen und andere photosynthetisch aktive Lebewesen nutzen bei der Speicherung von

Energie die sonnengetriebene Spaltung von Wassermolekiilen, die durch einen Metallkomplex aus Mangan, Kalzium
und Sauerstoff im Protein ,,Photosystem II“ (PS 1) katalysiert wird. Die Kenntnis dieser Reaktion konnte uns wichtige
Informationen fiir das Design synthetischer Katalysatoren zur chemischen Energiekonversion liefern.

Dieser Vorgang war einmalig: Die Evolution
eines Enzyms, das die photosynthetische Spal-
tung von Wasser (H,O) zu Sauerstoff (O,) und
chemisch gebundenem Wasserstoff katalysiert,
stellte ein einschneidendes Ereignis in der Erdge-
schichte und der Entwicklung des Lebens dar.

Der Prozess ermoglichte es, dass Cyanobakte-
rien, Algen und hohere Pflanzen durch oxygene
Photosynthese Kohlendioxid (CO,) aufnehmen
und in Kohlenhydrate umwandeln, was zum
zentralen Stoffwechselweg zur Versorgung der
gesamten Biosphire sowohl mit Energie als auch

Biomasse wurde. Gleichzeitig fithrte die Abgabe
von molekularem Sauerstoff als Nebenprodukt —
beginnend vor etwa 2,5 Mrd. Jahren — zur Ausbil-
dung unserer sauerstoffreichen Atmosphire (great
oxygenation event) als Grundlage der Entste-
hung komplexer aerober Lebensformen mit Zell-
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atmung wihrend der sogenannten kambrischen
Explosion. Wir Menschen profitieren von der
durch Photosynthese gespeicherten Biomasse
auf zweifache Weise: Sie ist Basis unserer Nah-
rung und deckt somit den gesamten Energiebe-
darf unseres Korpers. Dartiber hinaus erfordert
unsere moderne Zivilisation weitaus mehr Energie,
die zu einem grolen Teil aus fossilen Brenn-
stoffen, ebenfalls Produkte der Photosynthese,
gedeckt wird. Viele Wissenschaftler sind der Mei-
nung, dass genau diese Abhingigkeit von einer
endlichen und das Treibhausgas CO, emittie-
renden Energiequelle einer weiteren revolutio-
niren Erfindung bedarf. Die lichtgetriebene Was-
serspaltung mittels eines synthetischen, im Labor
entwickelten Katalysators soll es ermoglichen,
Sonnenenergie chemisch in molekularen Treib-
stoff als langlebigem und einfach zu handha-
bendem regenerativen Energiespeicher — einem
,solaren Brennstoff* (solar fuel) — zu konvertie-
ren. Ein detailliertes Verstindnis der Vorgiange
bei der natiirlichen Wasserspaltung durch PS II
auf atomarer Ebene konnte bei der Entwicklung
der kunstlichen Photosynthese eine enorme
Hilfe sein.

Die Lichtreaktionen
der oxygenen Photosynthese

Die Photosynthese lisst sich in zwei an unter-
schiedlichen Orten in der Zelle ablaufende Teil-
prozesse untergliedern. In den lichtabhingigen
Reaktionen (kurz Lichtreaktionen) erfolgt in einer
photosynthetischen Membran die Absorption
elektromagnetischer Strahlung, deren Energie
verwendet wird, um chemische Energietriger

zu produzieren. In den lichtunabhingigen Re-
aktionen treiben diese wiederum die Fixierung
und Reduktion von CO, zum Aufbau von Koh-
lenhydraten (Zuckern) als Energiespeicher und
Baumaterial an. Da PS II und die Wasseroxidation
zentrale Bestandteile der Lichtreaktionen sind,
wollen wir diese Vorginge genauer betrachten.

In deren Verlauf findet ein lichtgetriebener
Elektronentransport verbunden mit dem Aufbau
eines Protonengradienten Uber die Membran
hinweg statt.
Superkomplexe PS I und PS II stellen dabei
zwei in Reihe geschaltete, durch Lichtenergie

Die beiden Pigment-Protein-

leicht unterschiedlicher Wellenlinge im sicht-
baren Spektralbereich angetriecbene Ladungsge-
neratoren dar. Die absorbierten Lichtquanten
initiieren jeweils hocheffizient eine Ladungs-
trennung in den Photosystemen, die die La-
dungen innerhalb von Picosekunden extrem
schnell weiter separieren, um die Riickreaktion
und damit Energieverluste zu verhindern. Der
Ladungstransfer erfolgt dabei tiber redoxaktive
Aminosiduren und Kofaktoren, d.h. mit den
Proteinen assoziierte Molekiile. Neben den Pho-
tosystemen sind mit dem Cytochrom-bgf-Kom-
plex ein weiterer Transmembranproteinkom-
plex sowie mehrere kleinere, z.T. in der
Membran mobile Elektronentransporter an der
Weiterleitung beteiligt. Die transportierten Elek-
tronen (€) stammen aus dem vom PS II oxidierten
Wasser am Anfang der Kette und dienen schlief3-
lich auf der anderen Membranseite dazu, das
Koenzym Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleo-
tid-Phosphat in seine reduzierte Form (NADPH)
zu versetzen. NADPH wird auch als  biolo-
gischer Wasserstoft* bezeichnet. Zwei Photosy-

um die enorme

steme sind dabei

notig,
Potenzialdifferenz  (Energiespanne) abzude-
cken, die fir die angekoppelten chemischen
Reaktionen notwendig ist. Da mit diesen Reak-
tionen auch ein Protonentransport tber die
Membran hinweg einhergeht, kommt es zur Aus-
bildung eines Protonengradienten. Das Enzym
ATP-Synthase, ein weiterer Transmembranprotein-
komplex, ermoglicht den Protonen die Rickwan-
derung entlang des Gradienten. Dabei nutzt es
deren elektrochemisches Potenzial, indem es
die darin gespeicherte Energie zur Synthese von
Adenosintriphosphat (ATP) verwendet. Die bei-
den Stoffe ATP und NADPH sind die energe-
tischen Wihrungen der Zelle. Sie liefern die Ener-
gie fir die Reduktion von CO, und dessen
Bindung in Form von Kohlenhydraten in den

lichtunabhingigen Reaktionen des Calvin-Zyklus.

Photosystem Il und der
wasseroxidierende Komplex

Im PS II sind alle fiir Ladungstrennung und Elek-
tronentransport verantwortlichen, also redoxak-
tiven Komponenten (P680, Phio, Qx, Fe*', Q,
Tyrosin Y, Mn,O,Ca) mit den zwei zentralen Un-
tereinheiten D1 und D2 im Reaktionszentrum (RZ)
assoziiert (Abb. 1, links). Der anorganische was-
seroxidierende Komplex (WOC) aus vier Mangan-
und einem Kalziumion, die (iber vier bis sechs
Sauerstoftbriicken verbunden sind (MnsO,Ca), ist
uber spezifische Kanile fiir die effiziente Zufuhr
von Wasser und die Abgabe von Sauerstoff und
Protonen mit der Proteinoberfliche verbunden.
Die Reaktionsabldufe im PS II lassen sich wie folgt
unterteilen (fiir Details siche z.B. [1]:
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Internationales Jahr des Lichts

1. Lichtabsorption durch Antennen- oder Lichtsammelpigmente und
Energie-transfer zu den D1/D2-Untereinheiten des RZ
(Exzitonentransferprozess).

2. Ladungstrennung im RZ-Pigmentkomplex P680 und
schnelle rdumliche Separation der positiven und der
negativen Ladung (1-e-Prozess).

3. Auf der e-Akzeptorseite Reduktion des sekundiren Chinons Qg zu
Plastohydrochinon (PQH,, 2-e™-Prozess).

4. Konzertierte Oxidation von 2 H,O durch den
Mn,O,Ca-Cluster (4-e-Prozess).

In der Summe Ubertridgt PS 11 also Elektronen von Wasser auf das Chinon
(,Wasser: Plastochinon-Oxidoreduktase®). Als Produkte werden O, freige-
setzt sowie Protonen und PQH, ans Medium bzw. in die Membran abge-
geben. Dieser lichtgetriebene Prozess verlduft hochst effizient mit einer
Quantenausbeute von etwa 90% und einer Energieeffizienz von ca. 20%.

Der Mn,O,Ca-Cluster des WOC hat die Funktion des Katalysators der
Wasserspaltung, und dabei zugleich die eines Zwischenspeichers fir po-
sitive Ladungen (,Oxidationsiquivalente®). Bei der Oxidation von Wasser
zu einem Molekiil O, miissen zwei H,O-Molektilen vier Elektronen entzo-
gen werden. Sowohl aus energetischen Griinden als auch um das Auftre-
ten reaktiver Sauerstoffspezies zu verhindern, kann diese Reaktion nicht
als Abfolge sukzessiver Schritte von Ein-Elektronen-Oxidationen der H,O-
Molekiile erfolgen. Stattdessen werden die Mn-lonen (und/oder deren
Liganden) viermal in Folge jeweils nach Lichtabsorption und einer La-
dungstrennung durch den redoxaktiven Aminosiurerest Y, oxidiert, be-
vor der Cluster in einer konzertierten Aktion den beiden H,O-Molekiilen
vier Elektronen auf einmal entzieht und dadurch selbst wieder reduziert
wird. Somit wirkt er als Schnittstelle, die zwischen der Ein-Elektronen-
Redoxchemie der Pigment-Kofaktoren und der Vier-Elektronen-Chemie
der Wasseroxidation vermittelt. Dieses Prinzip wurde bereits 1970 von
Bessel Kok (Research Institute for Advanced Studies, Baltimore)
basierend auf Beobachtungen der blitzinduzierten O,-Freisetzung durch
Pierre Joliot (College de France, Paris) formuliert. Seither ist die von ihm
eingefiihrte Bezeichnung der finf Oxidationszustinde des Clusters als Sj-
Zustinde gebriuchlich, wobei i = 0 — 4 die Anzahl der gespeicherten
Oxidationsiquivalente angibt. Wihrend der vier ersten Schritte von S,
nach S; binden die beiden Substratmolekiile zeitlich versetzt und riaumlich
getrennt an definierten, nah beieinander liegenden Stellen im Metall-Clu-
ster und werden im weiteren Verlauf deprotoniert. Bei ihrer Oxidation
wihrend des Ubergangs von S; nach S, wird dann die O-O-Bindung ge-
bildet und schlieBlich O, freigesetzt. Der gesamte Zyklus wird innerhalb

von ca. 2 ms durchlaufen — entsprechend einer Umsatzrate von 500 s™.

Die rdumliche Struktur des Mn,0,Ca-Clusters

Das mechanistische Verstindnis eines dynamischen Prozesses wie der ka-
talytischen Oxidation zweier H,O-Molekiile erfordert die Kenntnis der
rdumlichen Strukturen aller durchlaufenen Zustinde des Komplexes aus
Katalysator und Reaktanten. Mittels konventioneller Rontgenkristallografie
ist es jedoch aufgrund der bei den eingesetzten intensiven Dosen entste-
henden Strahlungsschiden, insbesondere am Mn,O,Ca-Cluster, nicht
moglich, die Struktur eines klar definierten S-Zustandes zu erhalten. Selbst
bei sehr tiefen Temperaturen fithren die von modernen Elektronenbe-
schleunigern (Synchrotrons) erzeugten intensiven Rontgendosen zur Pho-
toreduktion der Mn-Ionen, was mit gravierenden strukturellen Veridnde-
rungen verbunden ist [2]. Dariiber hinaus erreichten die ersten PS
II-Strukturen keine atomare Auflosung, bis es einer japanischen Gruppe

12

um Jian-Ren Shen (Okayama University) 2011 schliellich gelang, den
Proteinkomplex mit einer Auflosung von 1.9 A zu kristallisieren [3]. Mit
der jingsten Entwicklung von Rontgenlasern, d. h. Freier-Elektronen-Laser
im Rontgenbereich (XFEL), lassen sich mittlerweile mit Femtosekunden-
Rontgenpulsen Beugungsmuster eines Proteins aufnehmen. Obwohl die

immensen Strahlungsenergien zur Zerstdrung der Kristalle fihren, erhilt

Artifizielle
Photosynthese

Natirliche
Photosynthese

ZHO — 0, +4H + 4%

e
&3
=,

"'\-\.5.

Abb.1 Die Vorgange im PS Il bei der natirlichen Photosynthese und in ei-
ner synthetischen katalytischen Einheit zur kiinstlichen Photosynthese im
schematischen Vergleich. Beide beinhalten Lichtabsorption, Ladungstren-
nung und -transport, Wasseroxidation und finale Elektronenakzeptoren. Dies
sind Chinone im PS Il, die durch Aufnahme von 2 e und 2 Protonen (H)
Wasserstoff chemisch binden, bzw. Protonen im synthetischen Katalysator,
dessen Produkt H, direkt in Brennstoffzellen oder zur Synthese verschie-
dener Flussigtreibstoffe und anderer wichtiger Stoffe wie NH; eingesetzt
werden kann.

Q0o
D Mn

Ca
o
e

CP43-Argd57

A |

Gluiiy His332

Abb.2 Der WOC in der Rontgenkristallstruktur des PS Il im S;-Zustand [4].
Gezeigt sind der anorganische Mn,0,Ca-Cluster mit den vier gebundenen
Wassermolekiilen W1 bis W4 sowie die umliegenden Aminosaurereste.
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Wolfgang Lubitz, g 1949, studierte Che-
mie an der Freien Universitat Berlin (FUB].
Nach Promotion und Habilitation in Chemie an
der FUB ging er fir einen Postdoc-Aufenthalt
ins Labor von Prof. George Feher an der Univer-
sity of California, San Diego. Nach Professuren
an der FUB, der Universitat Stuttgart und am
Max-Volmer-Institut der Technischen Universi-
tat Berlin ist er seit 2000 Direktor am Max-
Planck-Institut fir Bioanorganische Chemie,
heute Chemische Energiekonversion, in Mul-
heim an der Ruhr. Seine Forschungsschwer-
punkte sind die Entwicklung magnetischer Re-
sonanzmethoden und deren Anwendung auf
(bio-)katalytische  Energieumwandlung und
Elektronentransport.

man dennoch eine Proteinstruktur, die nahezu
frei von strahlungsinduzierten Schiden ist (,dif-
fraction before destruction). Shen und Mitar-
beiter prisentierten Anfang des Jahres eine auf
diese Weise ermittelte PS II-Struktur mit noch
weniger Strahlungsschiden bei einer Auflosung
von 1.95 A [4].

Diese Rontgenstruktur des

(Abb. 2) zeigt, dass der anorganische Cluster eine

S,-Zustands

verzerrte, annihernd wirfelformige Mn;O,Ca-
Einheit beinhaltet, bei denen die vier Metall-
ionen (Mng, Mn¢, Mny, Ca®*) an den Ecken sowie
die anderen vier Ecken aus verbriickenden Sauer-
stoffliganden jeweils einen Tetraeder bilden.
Das vierte Mn-Ion, Mn,, ist Uiber eine weitere
O-Briicke (p-oxo) mit Mng im Kubus verbun-
den. Der Cluster ist im Protein tiber Aminosidure-
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Thomas Lohmiller, Jg. 1983, studierte
Life Science an der Universitdt Konstanz
und fertigte anschlieBend seine Promotion in
Chemie am Max-Planck-Institut fiir Chemische
Energiekonversion (MPI CEC) in Milheim an der
Ruhr auf dem Gebiet der photosynthetischen
Wasserspaltung an. Zurzeit arbeitet er als Post-
doc am MPI CEC innerhalb des Exzellenzclusters
RESOLV der Ruhr-Universitat Bochum. Seine
Forschungsinteressen beinhalten EPR-spek-
troskopische Untersuchungen in den Bereichen
Photosynthese, hochreaktive Verbindungen und
Solvation Science.

reste verankert, wobei Sauerstoffe von sechs
Carboxylaten und ein Histidin-Stickstoff als Li-
ganden an die Metallionen binden. AuBerdem
finden sich vier Wasser-/Hydroxid-Molekiile als
Liganden, jeweils zwei am Mn, und am Ca. Die-
se sind nattirlich potentielle Kandidaten fur die
Substratwassermolekiile.

Kirzlich wurden von den Gruppen um Petra
Fromme (Arizona State University) [5] und Junko
Yano und Vittal Yachandra (Lawrence Berkeley Na-
tional Laboratory) [6] ebenfalls mittels Rontgenbeu-
gung an einem XFEL (SLAC, Stanford) Kristallstruk-
turen von PS II in weiteren S-Zustinden gelost.
Gekoppelt mit Lasern im sichtbaren Spektralbe-
reich lassen sich gezielt Zustinde von S, bis S, in
Mikrokristallen erzeugen. Allerdings ldsst die relativ
niedrige Auslosung (= 4.5 A) noch keine Riick-

Nicholas Cox. Jg. 1981, studierte Chemie
an der Australian National University (ANU] in
Canberra. Nach seiner Doktorarbeit in Chemie
an der ANU auf dem Gebiet der Photosynthese
wechselte er fiir ein zweijdhriges Postdoktorat
ans Max-Planck-Institut fir Chemische Ener-
giekonversion in Milheim an der Ruhr, wo er
seit 2011 Gruppenleiter ist. Zu seinen For-
schungsgebieten gehort die Untersuchung von
biologischer und artifizieller Photosynthese so-
wie von Metalloproteinen mittels magnetischer
Resonanztechniken.

schlisse auf relevante strukturelle Verinderungen
im Vergleich zu S, zu. Die ultrakurzen Rontgen-
pulse ermoglichen zeitaufgeloste Messungen von
strukturellen Prozessen bis in den Femtosekunden-
bereich. Diese konnten zukinftig Bilder liefern, die
den Katalysezyklus zeigen und auch den transi-
enten S;-Zustand und die O-O-Bindungsbildung

auflosen.

Die elektronische Struktur des
Mn,0,Ca-Clusters

Ein umfassendes Verstindnis des katalytischen
Prozesses erfordert neben der riumlichen Struk-
tur sowie der Kinetik und Energetik auch die
genaue Kenntnis der elektronischen Struktur,
also der Verteilung der Elektronen im Mn,O,Ca-
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Cluster, in den verschiedenen Reaktionsphasen. Eine vereinfachende Be-
schreibung liefern die Oxidations- und Spinzustinde der Mn-Ionen, die
die Gesamtanzahl der Elektronen in den Mn-Orbitalen bzw. ihre Vertei-
lung darauf angeben. Zusammen mit den Wechselwirkungen zwischen
den spintragenden Mn-lonen, die wesentlich von den Metall-Liganden,
insbesondere den verbriickenden Liganden, bestimmt werden, ergeben
sie ein Gesamtbild des Elektronenzustands, der maRgeblich die che-
mischen und katalytischen Eigenschaften eines S-Zustands bestimmt.

Experimentell lassen sich die entsprechenden Parameter mit der parama-
gnetischen Elektronenresonanz-Spektroskopie (EPR, engl.: electron parama-
gnetic resonance) untersuchen. Diese beruht auf den Eigendrehimpulsen
(Spins) von ungepaarten Elektronen, die in einem Magnetfeld durch Mikro-
wellenstrahlung anregt werden, und deren Wechselwirkungen miteinander
und mit den Spins von Kernen. Da die Mn-Ionen offene Elektronenschalen,
also Orbitale mit einzelnen Elektronen, besitzen, wihrend die allermeisten
Elektronen der Protein- und Losemittelumgebung gepaart vorliegen, lassen
sich die Signale des Mn,O,Ca-Clusters gezielt detektieren. EPR-Experimente
zeigen fur die Zustinde Sy, S,, S, und S; unterschiedliche Gesamtspins von %2,
0, ¥2 und 3 [7] (Abb. 3), die sich durch Interaktion der Elektronenspins der
vier Mn-Ionen ergeben. Im S,-Zustand kann der Cluster auch in einer Hoch-
spin-Form (5/2) vorliegen, erkennbar am entsprechenden EPR-Signal. Die
zwei elektronischen Strukturen sind unmittelbare Folge unterschiedlicher
riumlicher S,-Konformationen (Abb. 4), ,geschlossen® (5/2) und ,offen (V2)
[8]. Ferner wechselwirken die Elektronenspins, deren Spindichte tiber den
Cluster delokalisiert ist, auch mit den Spins von Atomkernen wie *Mn, 'H,
YN oder 7O. Bei der Interpretation dieser Wechselwirkungen helfen Doppel-
resonanzexperimente, bei denen Kernspinresonanzen wie in der verwandten
NMR (engl.: nuclear magnetic resonance) direkt aufgelost werden. Dadurch
konnten die Oxidationszustinde Mn";Mn", Mn"'Mn"; bzw. Mn"; fiir S, S, und
S; bestimmt werden. Selbst die Zuordnung zu den einzelnen Mn-lonen im
Cluster war moglich (Abb. 4). Uber den Oxidationszustand lassen sich z.B.
Aussagen zu Anordnung und Zahl der Liganden (Koordinationsgeometrie)
und dadurch zu moglichen Bindestellen von Substratwasser treffen.

Von der Identifikation der Substratwassermolekiile
zum Reaktionsmechanismus

Zur Formulierung des Reaktionsmechanismus ist es notwendig, die Bin-
dung der Substratwassermolekiile und ihre Dynamik zu kennen. Die vor-
handenen Rontgenstrukturen vermitteln dies jedoch nicht, da sie in den
Zustinden kurz vor der O-O-Bindungsbildung die Substrate nicht auf-
l6sen. Der S;-Zustand zeigt die vier direkt an den Cluster gebundenen
H,O/OH-Molektle. AuBler diesen kommen aber auch deprotonierte Was-
sermolekiile in Form von O-Briicken sowie ein potenziell spiter bin-
dendes Wasser infrage. Andere Techniken zur Untersuchung der Substrate
sind EPR- und Schwingungs-(Infrarot-)Spektroskopie sowie zeitauflo-
sende Massenspektrometrie (MS) der produzierten O,-Molektile. Letztere
zeigte, dass die beiden Substratmolekiile in verschiedenen S-Zustinden
und an unterschiedliche Stellen binden [9]. Ein langsam austauschendes
Wasser W, bindet in S,, wihrend ein schnell austauschendes Wasser W;
erst spiter im Zyklus an seiner endgtltigen Stelle bindet.

Die EPR-Spektroskopie macht sich zur Detektion von Wassermole-
kiilen im WOC die Wechselwirkung mit Kernspins, bevorzugt O in Pro-
ben mit Isotopen-markiertem H,"”O als Losungsmittel, zunutze. Metho-
dische und instrumentelle Entwicklungen in unserem Labor erlaubten uns
die Identifikation der p-oxo-Briicke O5 (Abb. 4) als austauschbaren Li-
ganden im S,-Zustand. Aus folgenden Griinden ist dies der wahrschein-
lichste Kandidat fiir das zweifach deprotonierte W, [10]: (D Es ist der
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einzige sowohl Mn- als auch Ca-gebundene austauschbare "O-Kern, wie
durch MS fiir W, gezeigt. (ID Ahnliche Zeitskalen des Austauschs wurden
fir W, in den MS- und fir O5 in den EPR-Experimenten gefunden. Das
spiter bindende Substrat wurde experimentell noch nicht direkt identifi-
ziert, jedoch legen neueste EPR-Daten nahe, dass ein OH im S;-Zustand
an Mnp, gebunden ist (Abb. 3). Ob es sich beim spiten Substrat um einen
der in S, an Mn, (s. S3” in Abb. 4) oder Ca gebundenen Liganden oder um
ein zusitzliches Wasser-Molektl handelt, ist derzeit noch unklar.

Fur die enzymatische Wasseroxidation bedeutet das, dass nur Mecha-
nismen infrage kommen, in denen O5 dem W; entspricht (Abb. 4). Es
bindet vermutlich unter Deprotonierung im Sy-Zustand und wird im Zuge
des nichsten Oxidationsschritts vollstindig deprotoniert. Wihrend der
Bildung von S; bindet W; als OH an Mny,. Ein weiterer kombinierter Oxi-
dations- und Deprotonierungsschritt fiithrt zu S;. Fir den Ort der Oxidati-
on kommen prinzipiell zwei Szenarien in Betracht, (I) das Substrat W;
(ligandzentriert) oder (ID ein Mn-Ion (metallzentriert). Dadurch wiirde
eine Mn"-oxyl- bzw. eine Mn"-oxo-Gruppe entstehen, und die O-O-Bin-
dungsbildung wiirde entweder als radikalische Kopplung oder als nukle-
ophiler Angriff erfolgen. Eine oxyl-oxo-Kopplung ist bereits vor fast zehn
Jahren von Per Siegbahn (Stockholm University) vorgeschlagen worden
(s. [11D. Abb. 4 zeigt die Details des Wasserspaltungszyklus.

Wasserspaltung zur regenerativen
Energiegewinnung: Kiinstliche Photosynthese

Die Erkenntnisse zur photosynthetischen Wasseroxidation durch PS 1II
sind von grundlegender Bedeutung auch fir eine mogliche industrielle
regenerative Energiegewinnung. Dabei geht es jedoch nicht darum, den
WOC und womoglich die ihn umgebende Proteinmatrix strukturell nach-
zuahmen, sondern vielmehr sollen grundlegende Prinzipien des in der
Natur tiber Jahrmillionen perfektionierten Systems erkannt werden und
als Basis fur die Synthese von Wasserspaltungskatalysatoren dienen (Abb. 1).

Folgende Merkmale des PS II schitzen wir dabei als essenziell ein:
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Abb. 3 EPR-Spektrum des Mn,0,Ca-Clusters im S;-Zustand, gemessen
bei einer Mikrowellenfrequenz von 94 GHz (W-Band), und quantenmecha-
nische Simulation der Ubergange zwischen den Spineinstellungen Ms. Die
Analyse und weitere Experimente zeigen eindeutig, dass der S;-Zustand
einen Gesamtspin 3 (entsprechend sechs ungepaarten Elektronen) besitzt
und als ein Mn",-Zustand beschrieben werden muss.
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II.

1L

V.

VI

VIIL

VIII.

Katalysatormaterial: hidufig vorkommend,
einfach zuginglich, preislich giinstig, nicht
toxisch, stabil

Transiente Speicherung von Oxidations-
dquivalenten aus der schnellen Photoche-
mie zur Verwendung fir die langsame
Wasseroxidationsreaktion
Substratwasserbindung an wohldefinierten,
benachbarten Metallzentren, sukzessive
Deprotonierung und Aktivierung der Wasser-
molekiile

Redoxpotenzialangleichung: konzertierte
Wasseroxidation und O,-Bildung/Freiset-
zung zur Vermeidung reaktiver Sauerstoff-
spezies (z.B. *OH)

Funktionale Matrix: Anlieferung bzw. Ab-
transport von Wasser und Sauerstoff,
Protonen-Management

Photochemie: photoinitiierte Erzeugung
einer Spezies mit ausreichend hohem
Oxidationspotenzial zur Wasseroxidation,
Vermeidung von Ladungsrekombination
Effektive Kopplung zwischen Ladungstren-
nungseinheit und Katalysator, Verringerung
der Uberspannung

Stabilitit und Reparatur: Gewihrung einer
langen Lebensdauer z.B. durch Schutz-
mechanismen und Selbstheilung (Selbst-

assemblierung)

Diese Anforderungen zu vereinen stellt eine groRe

Herausforderung fiir die Chemie bei der Suche

nach einem stabilen und in grofem MaRstab an-

wendbaren Katalysator zur lichtinduzierten Was-

serspaltung dar. Trotz enormer Fortschritte in den

letzten Jahren ist bisher kein System entwickelt

worden, das den Anforderungen gentigt.

- thomas.lohmillerfdcec.mpg.de
- wolfgang.lubitzfdcec.mpg.de
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VYom Chemiker zum
Biotech-Entrepreneur

Uber die Anfange des Protein-Engineering - neue Wege zu Biomolekiilen und deren Anwendungen

Prof. Dr. Arne Skerra

Lehrstuhl fir Biologische Chemie, Technische Universitat Minchen

Als ich im April 1980 mein Ingenieurstudium der Chemie an der damaligen Technischen Hochschule Darmstadt antrat,

waire mir nicht der Gedanke in den Sinn gekommen, dass ich einmal zwei erfolgreiche Biotech-Unternehmen griinden

wiirde, von denen eines sogar den Sprung an die US-Borse Nasdaq schafft.

Ein Faible fir die Chemie entwickelte sich bei
mir bereits in friher Jugend, wo ich gerne mit
Flischchen aus dem Fundus meiner Grofimutter
im Waschbecken spielte. Im Konfirmanden-
unterricht lernte ich einen Gleichgesinnten ken-
nen, der mich auf eine Bibliothek in unserem
Wiesbadener Stadtteil aufmerksam machte, wo
man Chemie-Experimentalbticher ausleihen
konnte. Noch bevor der Chemieunterricht in der
Schule begann, richteten wir uns in der Wasch-
kiiche meines Elternhauses ein kleines Labor ein,
in dem wir durchaus spektakulire chemische Ver-
suche veranstalteten. Dass ich schlieBlich inner-
halb des Rhein-Main-Gebietes gerade an der TH
Darmstadt mein Studium antrat, war vor allem der
gymnasialen Oberstufenreform zu verdanken, die
mir ein um ein halbes Jahr vorgezogenes Abitur
gestattete, wobei nur dort der Studienbeginn zum

Sommersemester moglich war.

Neugierde fiir Biochemie

Rickblickend habe ich von meinem Studium
mit den vier traditionellen Sdulen anorganische,
organische, physikalische und technische Chemie
sehr profitiert. Insbesondere in den letzten
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beiden Fichern habe ich an der TH Darmstadt
eine selten fundierte fachliche Ausbildung er-
halten, die mir auch in der Biochemie spiter von
groRem Nutzen gewesen ist. Letztere spielte im
reguliren Chemiestudium dort allerdings kaum
eine Rolle, auch wenn wir mit dem Biochemiker
Prof. Hans Glinter Gassen einen renommierten
Vertreter in unserem Fachbereich hatten — der
aber bloR freiwillige Spezialveranstaltungen im
fortgeschrittenen Hauptstudium anbot. Mein
frihes Interesse an der Biochemie wurde daher
eher zufillig beim Studium der Zeitschrift ,Spek-
trum der Wissenschaft® sowie anhand eines
Artikels Uber gentechnisch hergestelltes Inter-
feron in der ,Chemie in unserer Zeit“ [1] geweckt.

Als ich mich — dank eines Stipendiums der
Studienstiftung des deutschen Volkes mit gro3erer
finanzieller Flexibilitit ausgestattet — nach dem
Vordiplom fir einen Wechsel an eine ferner
gelegene deutsche Universitit interessierte, boten
weder Tibingen noch Heidelberg die von mir
angestrebte Schwerpunktsetzung auf die Bio-
chemie innerhalb eines Chemie-Hauptstudiums;
moglich war dies jedoch an der Ludwig-Maxi-
milians-Universitit Miinchen. Dort horte ich

dann also die Biochemie-Grundvorlesung bei

Prof. Guido Hartmann, und ich absolvierte das
von Prof. Ernst-Ludwig Winnacker organisierte
Grundpraktikum im Keller des damaligen Instituts-
gebidudes in der Karlstrae. Allerdings war dieser
recht klassisch ausgelegte Ausbildungsabschnitt
(Enzymisolierung aus Gewebehomogenaten,
Messungen an alten Analog-Photometern usw.)
nicht das, was ich erwartet hatte, und auch das
seinerzeit primir auf Faktenwissen ausgerichtete
Chemiestudium in Miinchen traf nicht ganz
meinen Geschmack. Ich entschied mich daher fiir
die Riickkehr an die TH Darmstadt, wo ich zudem
ein Interesse an der Computer-Chemie entwickelte
und schlielich meine Diplomarbeit bei Prof.
Jurgen Brickmann tber die Molekulardynamik-
Simulation an einem biologischen Ionenkanal
abschloss [2].

Ein heiBes Thema:
Protein-Engineering

Wihrend der letzten beiden Semester nahm ich
aber noch die Gelegenheit zu einem Ferienprakti-
kum am Max-Planck-Institut fir Biochemie in
Martinsried wahr, um das ich mich wihrend

meines Studiums in Miinchen beworben hatte.
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Dieses Praktikum eroffnete mir erstmals den
Einblick in aktuelle Methoden der Biochemie

und Gentechnik einschlieBlich des Zugangs zu
modernen Forschungsinstrumenten, war aller-
dings fiir mich zu molekularbiologisch geprigt.
Anstof fir die Ausrichtung meines wissen-
schaftlichen Werdegangs bot dagegen kurz da-
rauf ein Ubersichtsartikel von Prof. Alan Fersht
und Kollegen tiber ,Protein-Engineering® in der
Fachzeitschrift ,Angewandte Chemie“ [3]. In
diesem Beitrag wurde das sich im Jahr 1984 erst
im Entstehen befindende Forschungsgebiet
vorgestellt und es wurde geschildert, wie mit-
hilfe gentechnisch eingefiihrter Mutationen ein-
zelne Aminosiuren in Enzymen zielgerichtet
ausgetauscht werden konnen, um so Struktur-
Funktionsbeziehungen zu studieren.

Dieser konstruktive biochemische Denk-
ansatz entsprach dem Konzept der priparativen
Synthese neuer Verbindungen, das ich wihrend
meines Chemiestudiums kennengelernt hatte.
Ich begab mich daher auf die Suche nach einem
geeigneten Labor, wo ich diese Art Wissenschaft
in meiner Doktorarbeit praktizieren konnte.
Hierbei stief? ich am neu gegriindeten, von E.-L.
Winnacker geleiteten GenZentrum der LMU
Minchen, das damals noch in einem Fligel des
Martinsrieder MPI untergebracht war, auf die
im Aufbau befindliche Arbeitsgruppe des aus
den USA zurickgekehrten Nachwuchswissen-
schaftlers Dr. Andreas Plickthun. Er hatte die
Idee, Protein-Engineering mit Antikorpern zu
betreiben, und zwar mit dem Schwerpunkt, bio-
katalytische Aktivitit zu generieren — eine damals
von der US-Westkiste kommende besonders

aktuelle Fragestellung.
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Die Thematik erschien mir spannend und es
gelang mir damit, ein Kekulé-Stipendium des
Fonds der Chemischen Industrie zu erlangen.
Allerdings wurde uns erst wihrend der aktiven
Auseinandersetzung mit diesem Projekt klar, dass
zuvor eine wesentliche Hirde zu meistern war:
Es war nidmlich noch keine Methode bekannt,
wie man Antikorper (oder zumindest deren funk-
tionelle Fragmente) in einem gut etablierten
Expressionsorganismus, wie z.B. Escherichia coli,
gentechnisch herstellen konnte. Dieser Aufgabe
widmeten sich also fiir die kommenden Jahre in
unserem Labor drei Doktoranden auf unterschied-
lichen Pfaden, darunter mein Weggefihrte Rudi
Glockshuber (heute Prof. an der ETH Ziirich).

Die Idee fiir die von mir schlieflich verfolgte
Expressionsstrategie kam mir beim Studium des
gerade neu erschienenen Lehrbuchs ,Immuno-
logy“ von Prof. Ivan Roitt und Kollegen, das mir
der Leiter der Nachbararbeitsgruppe Dr. Thomas
Hiinig empfohlen hatte. Darin wurde sehr an-
schaulich die Biosynthese von Antikorpern in
ihren nattirlichen Wirtszellen, den immunolo-
gischen Plasmazellen, beschrieben, wobei vor
allem die initiale Sekretion der Immunglobulin-
ketten in das Lumen des endoplasmatischen
Retikulums und die dort stattfindende Protein-
faltung unter oxidativer Aushildung der Disulfid-
briicken betont wurden. Mir dringte sich unmit-
telbar die Vorstellung auf, diese Vorginge auf
die periplasmatische Sekretion in E. coli zu
ubertragen.

Erfahrung im Umgang mit bakteriellen
Signalsequenzen hatte ich auf Anregung von
A. Plickthun bereits gesammelt; was noch
fehlte, war ein gangbares Konzept fur die

gleichzeitige Expession von leichter und

schwerer Immunglobulinkette in derselben
Bakterienzelle. Inspirierend hierfiir war ein
Vortrag von Prof. Ralf Mattes, damals im
Pharmaunternehmen Boehringer Mannheim
(heute Roche Diagnostics) titig, in dem er tiber
Versuche zur gleichzeitigen Produktion der bei-
den Antikorperketten in E. coli berichtete.
Allerdings wurden dabei — im Einklang mit der
damals Gblichen Vorgehensweise — die urspriing-
lichen Signalsequenzen dieser Polypeptidketten
entfernt, um das funktionelle Protein spiter erst

durch Rickfaltung in vitro zu rekonstituieren.

Der Durchbruch
in der Antikorper-Technologie

Nach griindlichem Studium des Kapitels Gber
das multicistronische (also fir mehrere Polypep-
tidketten codierende) lac-Operon in Prof. Rolf
Lehrbuch Genetik®
machte ich mich anhand der gesammelten

Knipper’s »Molekulare
Informationen an die gentechnische Konstruktion
eines kinstlichen Operons fiir die beiden Ketten
eines Antikorperfragments (zunichst Fab, spiter
Fv), jeweils ausgestattet mit einer bakteriellen
Signalsequenz. Mit einem der resultierenden
Expressionsplasmide gelang mir schlieBlich im
November 1987 der Durchbruch: Zum ersten
Mal konnte ich ein bindungsaktives Fv-Frag-
ment eines Antikorpers aus dem periplasma-
tischen Zellextrakt von E. coli isolieren [4].
Kritisch dafiir war die streng kontrollierte Gen-
expression mittels Katabolitrepression durch
Glucose, um toxische Effekte des Fremdproteins
auf die Bakterienzelle zu unterdriicken; ein

17



Rapid

Arne Skerra, Jg. 1961, studierte Chemie an der TU Darmstadt und wurde 1989 zum Dr. rer. nat. am GenZentrum der LMU Miinchen promoviert,
Nach Stationen am MRC Laboratory of Molecular Biology in Cambridge, Grof3britannien und am Max-Planck-Institut fur Biophysik in Frankfurt/M. wurde er
2004 Prof. fir Proteinchemie in Darmstadt. Seit 1998 hat er den Lehrstuhl fir Biologische Chemie am Wissenschaftszentrum Weihenstephan der TU Miinchen
inne. Neben seinem vielfaltigen Engagement in wissenschaftlichen Fachgesellschaften ist Prof. Skerra auch unternehmerisch aktiv. Sein Verfahren zur
gentechnischen Herstellung von funktionellen Antikorperfragmenten in E. coliwie auch das von ihm entwickelte Strep-tag-Protein-Affinitatsanhangsel werden
inzwischen weltweit angewandt. Im Jahr 2001 grindete er die Pieris AG zur Vermarktung und Entwicklung der Anticaline als einer neuen Klasse von
Biopharmazeutika. 2009 folgte die XL-protein GmbH mit der PASylation-Technologie zur Verlangerung der Plasmahalbwertszeit von Biologics.
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Problem, das ich erst Jahre spiter durch Nutzung des tet-Promotors nach-
haltig 16sen konnte [5]. Ein weiterer Erfolgsfaktor war die Optimierung
eines affinitdtschromatographischen Reinigungsschritts, wobei mich Kennt-
nisse aus dem fritheren Studium der technischen Chemie auf die richtige
Losung brachten — selbst in dem nun viel kleineren Labormafstab.

Innerhalb weniger Wochen stellte ich alle erforderlichen Kontroll-
experimente fertig. Noch vor Weihnachten desselben Jahres reichte ich
zusammen mit A. Plickthun sowohl ein Manuskript bei ,Science® [4] als
auch eine Patentanmeldung beim Deutschen Patentamt ein. Wie wir
spiter erfuhren, kam eine Arbeitsgruppe bei der US-Firma INGENE (heute
Xoma) nahezu gleichzeitig auf eine dhnliche technische Losung, und
beide Artikel wurden im Mai 1988 direkt hintereinander publiziert. Diese
Entwicklung war der entscheidende Katalysator fir das sich daraufhin
rasant entfaltende Forschungsgebiet des Antikorper-Engineerings, denn
damit wurde es moglich, schnell und auf einfache Weise funktionelle
Antikorperfragmente in einem verbreitet eingesetzten Laborbakterium zu
produzieren und durch Mutagenese gezielt zu verindern. Demgegentiber
steckten Verfahren zur gentechnischen Herstellung von Antikorpern in
Siugerzellkulturen seinerzeit noch in den Anfingen.

Screening-Verfahren und Gensynthese
fiir ein kiinstliches Antikorperfragment

Nach der Promotion an der LMU Ende 1989 ging ich mit einem Stipendium
im ,Sonderprogramm Gentechnologie“ des DAAD an das MRC Laboratory
of Molecular Biology in Cambridge, England in die Abteilung von
Dr. Cesar Milstein zu Dr. Greg Winter, in dessen Labor kurz zuvor die
Methode der Antikorperhumanisierung mittels ,CDR-Grafting® entwickelt
worden war. Nach meiner Ankunft schlug G. Winter mir vor, die Idee fur
das ,Phage Display“ von funktionellen Proteinen, die er von Dr. Jim Wells
bei der Firma Genentech aufgeschnappt hatte, auf Antikorperfragmente
zu Ubertragen; allerdings zog ich es vor, mich mit dem rationalen Design
von Antikorpern zu beschiftigen. Dazu erlernte ich in Cambridge die
noch junge Methode der Polymerasekettenreaktion, und mit dem Trick
des ,PCR-Assembly* realisierte ich erstmals die Gensynthese fiir ein durch
Computer-Modelling konstruiertes kiinstliches Antikorperfragment [6]. Zu-
dem entwickelte ich ein neuartiges Screening-Verfahren fir Antikorper-
fragmente auf der Ebene von Bakterienkolonien [7].

Prigend wihrend meiner Zeit in Cambridge waren nicht nur die zahl-
reichen Gespriche mit hochrangigen Wissenschaftlern wihrend der ge-
meinsamen ,Coffee & Tea Breaks“ in der Institutskantine, sondern auch
die intensiven Diskussionen mit meinem Mentor G. Winter, der sich derzeit
mit der Ausgrindung des Start-up-Unternehmens Cambridge Antibody
Technologie (CAT; heute Medimmune) beschiiftigte, tiber die kommerzielle
Verwertung biotechnologischer Forschungsergebnisse. Dank eines Ange-
bots von Prof. Hartmut Michel konnte ich im darauffolgenden Jahr am
Max-Planck-Institut fiir Biophysik in Frankfurt/M. meine eigene Arbeits-
gruppe aufbauen. In dem gut ausgestatteten Umfeld und mit Unterstiit-
zung meiner ersten Doktoranden nahm ich neue Forschungsprojekte in
Angriff. Neben Anwendungen rekombinanter Antikorperfragmente zur
Erforschung von Membranproteinen [8] stand dabei die Entwicklung einer
neuen Proteinreinigungsmethode sowie einer Nachfolgetechnologie fir
Antikorper im Vordergrund.

Bis Anfang der 90er-Jahre wurden in E. coli produzierte Antikorperfrag-
mente entweder mit mehrstufigen konventionellen Chromatographie-
verfahren gereinigt oder unter Ausnutzung ihrer natiirlichen Bindungsfunktion
mittels Antigen- oder Hapten-Affinitdtschromatographie. Es bestand daher
dringender Bedarf an einem von den individuellen Antikorpereigenschaften
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unabhingigen und einfach durchfiihrbaren Reini-
gungsverfahren. Zwar war es mir mit A. Plickthun
zuvor gelungen, das sogenannte His-Tag in Ver-
bindung mit der Metallchelat-Affinititschromato-
graphie (was bis dahin fiir die Reinigung rekombi-
nanter Proteine nur unter denaturierenden
Bedingungen propagiert worden war) auch auf in
E. coli produzierte funktionelle Antikorperfrag-
mente anzuwenden [9]; jedoch erwies sich die fiir
dieses Verfahren bendtigte hohe Ionenstirke als
nachteilig. In Ermangelung geeigneter Antikorper
war das His-Tag damals auch nicht fiir den ge-
wiinschten Nachweis der gentechnisch hergestell-

ten Proteine geeignet.

Ein innovatives
Affinitdtsanhdngsel und die Suche
nach Antikdrperalternativen

Inspiriert durch eine Publikation tber Peptid-
Zufallsbibliotheken entwickelte ich daher zusam-
men mit meinem ersten Doktoranden, Thomas
Schmidt, eine Sequenz aus neun Aminosiuren,
die intrinsische Bindungsaktivitit fiir das zu diesem
Zeitpunkt bereits — wegen seiner Biotin-
Bindungsaktivitit — weitverbreiteten Proteinrea-
genz Streptavidin aufwies [10]. Dieses von uns

als  Streptag® bezeichnete Affinititsanhingsel

gestattete nicht nur die tberraschend effiziente
Reinigung rekombinanter Proteine unter beson-
ders schonenden Bedingungen im Einschrittver-
fahren, sondern es erlaubte zudem deren Nach-
im ELISA oder auf dem Western-Blot

mithilfe kommerziell verfiigbarer Reagenzien

weis

[11]. Diese Technologie wurde von der Max-
Planck-Verwertungsgesellschaft ,Garching Inno-
vation“ zum Patent angemeldet und spiter an die
IBA GmbH, Gottingen auslizenziert (zusammen
mit dem oben erwihnten tet-Promotor). Unter-
stitzt durch eine Reihe von Weiterentwicklungen
in den darauf folgenden Jahren ist das Strep-tag
heute zu einem weltweit angewandten Research
Tool geworden [12].

Anlass fur die Suche nach einer Alternative
zur Antikorpertechnologie lieferte die Erkenntnis
aus meinen vorangegangenen Arbeiten, wonach
die Zusammensetzung aus zwei verschiedenen
Immunglobulinketten eine grundsitzliche Er-
schwernis vor allem fiir die bakterielle Produktion
und das Protein-Engineering darstellt. Die Idee fiir
das Design ginzlich neuartiger Bindeproteine
ging zurtick auf eine Begegnung mit Prof. Robert
Huber und Dr. Alwyn Jones noch wihrend meiner
Zeit am MPI fur Biochemie, wo beide die von
ihnen jeweils aufgeklirten Kristallstrukturen des
Retinol-Bindungsproteins und des Bilin-Bin-

dungsproteins miteinander verglichen. Dabei
machten sie die tberraschende Beobachtung,
dass die beiden Proteine trotz ihrer verschie-
denen Liganden-Bindungsfunktion, ihrer unter-
schiedlichen Herkunft (Mensch bzw. Insekt) und
ihrer extrem niedrigen Aminosiure-Sequenzver-
wandtschaft den gleichen [-Fass-Faltungstyp
aufwiesen und sich bloR in ihrer aus vier Peptid-
schleifen bestehenden Liganden-Bindungsstelle
strukturell unterschieden [13].

Die grundlegende Analogie dieses Protein-
faltungsprinzips mit der Kombination aus konser-
vierter Geruststruktur und hypervariabler Schleifen-
region, die fir die Antigen-Spezifitit von
Antikorpern verantwortlich ist, lag auf der Hand.
Dagegen waren diese Vertreter der sogenannten
Lipocalinproteinfamilie mit jeweils ca. 180 Amino-
sduren wesentlich kleiner und sie bestanden nur
aus einer einzigen Polypeptidkette. PCR-basierte
Methoden fiir die Synthese nicht blof3 von einzel-
nen Genen sondern sogar von gezielt randomi-
sierten Gen-Bibliotheken waren inzwischen eta-
bliert,
Phage-Display waren populir geworden; vor die-

und Protein-Selektionsverfahren durch

sem Hintergrund dringte sich geradezu die Vor-
stellung auf, die Bindungsstelle eines nattirlichen
Lipocalins durch gezielte Zufallsmutagenese zu

variieren und aus der resultierenden ,Proteothek*

[llustration dreier Molekilformate im Mittelpunkt der Technologien, GUber deren Entwicklung hier berichtet wird. Links: Ein kompletter Antikdrper mit dem
farblich hervorgehobenen Fv- und Fab-Fragment; beide tragen die Antigenbindungsstelle und lassen sich mit sehr guten Ausbeuten in E. coli produzieren.
Die Immunglobulindomanen der leichten Kette sind orange, die der schweren Kette rosa gefarbt. Die 6 hypervariablen Peptidschleifen, die auf beiden
Seiten des intakten Antikdrpers jeweils eine identische Bindungsstelle fiir das Antigen bilden, sind blau dargestellt. Mitte: Raumliche Uberlagerung von
sieben verschiedenen menschlichen Vertretern der Lipocalin-Familie (RBP, ApoD, AGP, o Tm, NGAL, c84, Tlc). Deren B-Fass-Strukturist hochkonserviert,
wohingegen die jeweils vier Schleifen, die den Eingang zu der kelchartigen Liganden-Bindungsstelle am oberen Ende bilden, hohe Variabilitat aufweisen.
Ihre gerichtete strukturelle Veranderung zur molekularen Erkennung vorgegebener Zielmolekiile bildet die Grundlage der Anticalin-Technologie. Rechts:
Simulation eines PASylierten Fab-Fragments. Das pharmakologisch aktive Protein ist magenta/blau — mit seiner Antigen-Bindungsstelle gelb - wieder-
gegeben. Die zufallsknauelartigen Polypeptidstrukturen an dessen unterem Ende stellen insgesamt 24 verschiedene Konformationen dar, in verschie-
denen Grautdnen Uberlagert, was das aufgeblahte biophysikalische Verhalten des PAS-Anhangsels illustriert.
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kiinstliche Lipocalinvarianten mit neuartigen

Liganden-Spezifititen zu selektieren.

Die Anticalin-Story

Nach mehrjihriger Pionierarbeit unter unerwartet
mithsamer Optimierung zahlreicher Einzelme-
thoden gelang der Durchbruch in diesem Projekt
mit der Generierung eines kinstlichen Lipocalins
mit ausgeprigter Spezifitit und hoher Affinitit fir
den vorgegebenen Liganden Fluorescein. Die
erfolgreiche Selektion und funktionelle Charak-
terisierung dieses ersten sogenannten Anticalins®
fand an der TU Darmstadt statt, wo ich 1994 eine
Professur fiir Proteinchemie angetreten hatte.
Gleich nach der Komplettierung der experimen-
tellen Datensitze meldeten wir diese Erfindung
zum Patent an und bereiteten anschlielend eine
wissenschaftliche Publikation vor [14].

Nach meinem Ruf auf den Lehrstuhl fir
Biologische Chemie an der Technischen Univer-
sitit Minchen im Jahr 1998 war ich mit meiner
wachsenden Arbeitsgruppe in der Lage, die
Anticalintechnologie auszubauen und fir prak-
tische Anwendungen nutzbar zu machen [15].
Das nichste Anticalin, das wir entwickelten,
hatte Spezifitit fir ein Digitalis-Pflanzensteroid,
welches nicht nur als kardiovaskulidrer Wirkstoff
von medizinischem Nutzen ist sondern auch als
biochemische Reportergruppe in der Forschung
dient. Wesentlich fur die systematische Weiter-
entwicklung der Anticalintechnologie war die
Moglichkeit, an der TU Miinchen ein eigenes
Labor fiir Rontgenstrukturanalyse von Proteinen
aufzubauen. Damit gelang es uns, die Kristall-
strukturen der ersten Anticaline aufzukliren
und den Einfluss der Aminosiuremutationen
auf die Gestalt und Funktion der abgewandelten
Bindungsstellen in der Lipocalingertststruktur zu
analysieren.

Uberlegungen zur Kommerzialisierung der
Anticalintechnologie begannen mit meiner Teil-
nahme am Miunchener Businessplan-Wett-
bewerb (MBPW) 1999/2000, auf den ich durch
eine Informationsveranstaltung an unserem
Campus Weihenstephan aufmerksam geworden
war. Ausgangspunkt war ein Geschiftskonzept
fir die biopharmazeutische Entwicklung der
Anticaline, dhnlich, wie es die Biotech-Ausgriin-
dungen CAT in Cambridge sowie Morphosys in
Martinsried — an deren Entstehung A. Plickthun
beteiligt war —im Bereich der Antikorper-Techno-
logie erfolgreich vorgemacht hatten. Im Verlauf
des sich tGber neun Monate hinstreckenden drei-
phasigen Wettbewerbs gestaltete sich dieses
Konzept, motiviert durch Primierungen schon
wihrend der beiden ersten Phasen, bis zum aus-

formulierten Businessplan. Gleichzeitig wuchs

08.15 [l 1kt

unser Team schrittweise durch Rekrutierung
eines Kaufmanns, Claus Schalper, eines in der
Biotech-Branche erfahrenen ehemaligen Studien-
kollegen, Karsten Schiirrle, sowie eines in der
Anticalintechnologie versierten Doktoranden,
Steffen Schlehuber. Zu unserer grofen Freude
errangen wir mit unserem Konzept fiir das Bio-
tech-Unternehmen ,Pieris“ beim MBPW im Juli
2000 schlieBlich den ersten Preis.

Die Monate danach standen unter dem Ein-
druck zahlreicher Treffen mit Kapitalgebern und

Investoren, denen wir unsere Grindungsidee

vorstellen durften und mit denen wir Finanzie-
rungsmoglichkeiten diskutierten. Im Januar 2001
schlieSlich vollzogen wir die Ausgriindung der
Jkleinen AG“ mit Beteiligung der Bio¥ AG und
der TransConnect GmbH als Seed-Investoren.
Kurz danach konnten wir Dr. Martin Pohlchen
als Geschiftsfiihrer mit Branchenerfahrung zur
Verstirkung unseres Teams gewinnen. Ich selbst
war dem jungen Unternehmen als Vorsitzender
des Aufsichtsrats, wissenschaftlicher Berater

sowie offizieller ~Kooperationspartner —mit

meinem Lehrstuhl an der TUM verbunden.
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Die ersten Jahre der Unternehmensent-
wicklung waren geprigt von dem Aufbau der
Innovations- und
IzB) in

Weihenstephan sowie der Sicherung weiteren

Firmenorganisation am

Griunderzentrum  Biotechnologie

Kapitals durch eine ,Serie A“-Finanzierung unter
Beteiligung internationaler Investoren. Daneben
hatten wir uns zwei grundlegende technologische
Weiterentwicklungen vorgenommen: erstens die
Selektion von Anticalinen gegen Proteinantigene
(im Gegensatz zu den zunichst adressierten nie-
dermolekularen Haptenen), welche den Haupt-
teil der medizinisch relevanten Zielstrukturen
ausmachen, und zweitens die Nutzbarmachung
menschlicher Vertreter der Lipocaline als weitere
GerUststrukturen fur die Selektion von Anticali-
nen. Gegentiber dem urspringlich verwende-
ten Insekten-Lipocalin sollte sich damit eine
potenzielle Immunreaktion auf entsprechende
Anticalinwirkstoffe bei der Anwendung am
menschlichen Patienten minimieren lassen.
Dank der florierenden Grundlagenforschung
an meinem Lehrstuhl und der systematischen
Strukturaufklirung der bislang noch nicht ana-
lysierten natirlichen menschlichen Lipocaline
konnten wir beide Problemstellungen mit nach-
haltigem Erfolg losen [16,17]. Inzwischen verfii-
gen wir tiiber Anticalinwirkstoftkandidaten gegen
eine Reihe hochaktueller therapeutischer Targets
wie z.B. VEGF-A, CTLA-4, PSMA oder das Alz-
heimer-Amyloid-Peptid. Pieris hat mittlerweile
zwei Anticaline bis zur klinischen Prifung
gebracht; derzeit sieht ein zweites Anticalin, das
gegen das an Anidmie-Erkrankungen ursichlich
beteiligte Hepcidin-Peptid gerichtet ist, dem
Abschluss einer ,Phase I-Studie“ entgegen.
Auch die Firmenstruktur unserer Biotech-Aus-
grindung hat sich in den letzten Jahren weiter-
entwickelt; so erlangte das Unternehmen nach
weiteren Finanzierungsrunden schlieflich Zu-
gang zum US-Kapitalmarkt, wo es nun unter
dem Namen Pieris Pharmaceuticals, Inc. an der

Nasdaq gelistet ist.

Proteine in ,, XL“

Eine grundsitzliche Problematik, die bei der
Entwicklung von Anticalinen fir die klinische
Anwendung zutage trat, betraf deren sehr kurze
Zirkulationsdauer im Korper. Generell unterlie-
gen alle kleinen bis mittelgroBen Proteine einer
effizienten Filtration in der Niere, was zur
schnellen Ausscheidung aus dem Blutstrom
fuhrt. Eine Ausnahme davon bilden intakte An-
tikorper, die nicht nur aufgrund ihrer enormen
Molekiilgrofe schlecht filtrierbar sind, sondern
die zudem einem speziellen Riickhaltemecha-

nismus (endosomales Recycling) unterliegen.
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Um die kurze Plasmahalbwertszeit von Hor-
monen, Cytokinen und anderen protein- oder
peptidbasierten Wirkstoffen zu verlingern, wur-
de in den 90er-Jahren die chemische Kopplung
mit dem synthetischen Polyethylenglycol (PEG)
entwickelt.

Diese Methodik war auch schon Thema
einer Fachtagung tber ,Recombinant Antibo-
dies“ in Berlin, auf der ich Anfang Juni 2005
einen Vortrag Uber die Anticalintechnologie
hielt. Dabei herrschte der Tenor, dass die PEGy-
lierung kostspielig, technisch aufwendig und
mit Verlusten an Ausbeute und Aktivitit fir den
biotechnologischen Wirkstoff verbunden ist. Vor
diesem Hintergrund erschien mir die Idee, ob
man als Alternative fiir ein hoch wasserlos-
liches, strukturell ungeordnetes Polymer wie
PEG nicht auch eine einfache und chemisch
durchaus #dhnlich aufgebaute Aminosiurese-
quenz verwenden konnte, beispielsweise Poly-
glycin. Solche Aminosduren lieBen sich genetisch
codieren und so direkt im Verbund mit dem ei-
gentlichen Proteinwirkstoff gentechnisch her-
stellen.

Zwar konnte dieses Konzept in meinem
Labor relativ schnell umgesetzt werden [18],
jedoch zeigte das biosynthetische Polyglycin
nur begrenzten Erfolg, da mit zunehmender
Linge des Polypeptids die Loslichkeit des Fusi-
onsproteins erheblich abnahm. Vom Prinzip
uberzeugt, untersuchten wir darauthin ver-
Tatsichlich

konnten wir nach wenigen Versuchen ein Poly-

wandte Aminosiuresequenzen.
peptid aus Prolin, Alanin und Serin (PAS) iden-
tifizieren, das in geradezu tUberraschender Weise
die gewilinschten PEG-artigen Eigenschaften
zeigte [19]. Studien mit typischen biopharmazeu-
tischen Wirkstoffen — z.B. Wachstumshormone,
Interferone, Antikorperfragmente und auch Lipo-
caline — ergaben, dass die PAS-Sequenzen unab-
hingig vom Fusionspartner eine drastische Ver-
groBerung  der  scheinbaren  MolekiilgroRe
bewirkten, was zu einer erheblich verlingerten
Plasmahalbwertszeit fithrte. Gleichzeitig blieb die
biologische Wirkung der Proteine erhalten und
die PAS-Sequenzen selbst zeigten keinerlei to-
xische oder immunogene Wirkung im Tierver-
such.

Die PASylation®-Technologie wurde im Jahr
2007 von der TU Minchen zum Patent angemel-
det. Es war Kklar, dass diese PEG-Alternative
breites Anwendungspotenzial eroffnet, so dass
sich hierfur ein eigenes Geschiftsmodell anbot.
Dies galt umso mehr, als inzwischen auch Daten
bekannt wurden, die die Gefahr einer Anreiche-
rung des synthetischen PEG in Organen belegten
— ein Problem, das fir das aus natirlichen

Aminosiuren aufgebaute, biologisch abbaubare

PAS-Polypeptid grundsitzlich nicht besteht. Zusam-
men mit meinem fritheren Mitgriinder C. Schalper
und zwei Mitarbeitern meines Lehrstuhls, Uli Bin-
der und Dr. Martin Schlapschy, griindete ich da-
raufhin die XL-protein GmbH, welche die Schutz-
rechte von der TUM — vermittelt durch die Bayerische
Patentallianz GmbH - exklusiv einlizenzierte. Die
XL-protein ist im Weihenstephaner 1ZB unterge-
bracht, betreibt eigene Entwicklungsprogramme
und unterhilt eine wachsende Zahl von Partner-
schaften mit internationalen Pharma- und Biotech-
unternehmen [20]. Technologie und Unterneh-
menskonzept wurden im Jahr 2010 jeweils mit dem
1.Preis beim Science4lLife Business-Plan Wettbe-
werb (Frankfurt/M.) und beim Universal Biotech
,Prize of Innovation“ (Paris) primiert. Die Vorberei-
tung eines ersten PASylierten Wirkstoffkandidaten
auf die klinische Priffung ist im Gange.

Fazit eines

unternehmerischen Professors

Fur mich hat sich eine solide naturwissenschaft-
liche Ausbildung — vor allem in der Chemie und
Biochemie mit dem erlernten analytischen Denk-
vermogen — in Verbindung mit einem in der Praxis
gewachsenen Geschiftssinn als die ideale Voraus-

setzung fur erfolgreiche Unternehmungsgriin-

dungen auf dem Gebiet der Biotechnologie

erwiesen. Ich wirde mir wiinschen, dass mehr jun-
ge Wissenschaftler ihr Fachwissen und Potenzial
ebenfalls fiir die Umsetzung von Ergebnissen aus
der Grundlagenforschung in die wirtschaftliche An-

wendung nutzen.

- skerrafdtum.de
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“the Hog(weed]

Prof. Dr. Heribert Warzecha

Wenn Rockstars zum Mikrophon greifen, singen
sie meist tiber Liebe in all ihren Ausprigungen und
Konsequenzen. Oder sie teilen uns ihre Meinung
uber aktuelle Geschehnisse in Politik und Gesell-
schaft mit. Pflanzen spielen in den Texten eine sehr
untergeordnete Rolle, dienen allenfalls in der Form
ihrer Bliten als Umrahmung des erstgenannten The-
mas (der Liebe). Oder aber sie dienen als Liefe-
ranten bewusstseinserweiternder Substanzen, tiber
deren Wirkung sich dann ausgiebig ausgelassen
wird (siehe Eric Claptons Coverversion von ,Coca-
ine“ aus dem Jahr 1977).

Die bekannte Rockband Genesis hat im Jahre
1971 allerdings ein Lied veroffentlicht, das ein ganz
anderes Thema behandelt: die Einbringung einer
invasiven Pflanzenart nach Europa und die daraus
resultierende Problematik. ,The Return Of The Giant
Hogweed®, enthalten auf dem Album Nursery
Crime*“, erzihlt ganz nebenbei auch noch von den
toxischen Prinzipien der Inhaltsstoffe sowie Moglich-
keiten zur Bekdmpfung der Pflanze. Obwohl das
Lied fast schon ein halbes Jahrhundert alt ist, sind
die Textzeilen, anders als vielleicht die Musikrich-
tung, heute nach wie vor aktuell.

Tatsichlich wurde der Riesenbirenklau oder die
Herkulesstaude, wie die Pflanze im Deutschen
genannt wird (bot.: Heracleum mantegazzianum),
um 1817 aus dem Kaukasusgebiet nach England
gebracht (zuerst nach Kew Gardens in London).
Hier als Zier- und Trachtpflanze behandelt und in
zahlreichen Girten des Victorianischen England an-
gepflanzt, verwilderte die Pflanze jedoch rasch und
ist heute in ganz Europa und auch Nordamerika
anzutreffen. Die Verbreitung der invasiven Art vor
allem in Flussauen und an Wegesrindern und die
damit verbundene Verdringung heimischer Arten
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Hantholoxin
(Methoxsalen)

Psoralen-DMNaA-Aduki

Cycloadditionsreaktionen von Methoxsalen mit Thyminbasen der DNA, die zur
kovalenten Strangverknipfung fihren.

ist fur sich genommen schon ein grofes 6kolo-
gisches Problem. Beim Riesenbirenklau kommt al-
lerdings noch hinzu, dass die bis zu 5m hoch wer-
dende Pflanze in allen Teilen toxische Inhaltsstoffe
enthilt, die Mensch und Tier auch direkt gefihrlich
werden konnen. Wie viele Pflanzen der Familie der
Apiaceen  (Doldenblutler)  enthilt
mantegazzianum lineare Furanocumarine (Pso-

Heracleum

ralene, sieche Abb.). Diese haben die Eigenschalft,
unter Einwirkung von UV-Licht eine sogenannte
Phytophotodermatitis hervorzurufen. Kommt man
mit dem Pflanzensaft in Berithrung und wird die
entsprechende Stelle danach dem Sonnenlicht aus-
gesetzt, entstehen schon nach 15min Erytheme und
Odeme, die extreme Blasenbildung dhnelt dabei
hiufig starken Verbrennungen. Dartiber hinaus ent-
stehen nach dem Abheilen (oft ein mehrere Wochen
langer Prozess) Narben und hyperpigmentierte
Hautbereiche.

Der Effekt ist darauf zurtickzufiihren, dass
Psoralene wie z.B. Xanthotoxin aufgrund ihrer
planaren Struktur sehr gut in DNA interkalieren
konnen. Aktivierung durch langwellige UV-Strahlen
fihrt dann zur Cycloadditionsreaktion zwischen
Pyrimidinbasen der DNA und dem Furan- und an-
schlieBendem Pyronring des Furanocumarins. Die-
ses ,cross-linking“ der DNA-Stringe ist die Ursa-
che fir die mannigfaltigen toxischen Reaktionen auf
zelluldrer Ebene.

Auftreten konnen diese Phytophotodermatiden
aber nicht nur bei Kontakt mit Riesenbdrenklau,
sondern auch bei zahlreichen anderen Pflanzen der
Familie der Doldenbliitler und auch Zitrusge-
wiichsen. Die auch hier vorkommenden Substanzen
wie z.B. Bergapten fithren dann zu typischen Der-
matiden. Zum Beispiel enthielten viele Parfumes

frither groe Mengen dieses Stoffes als Teil des aro-
matischen Bergamotte-Ols. Damen, die sich aus-
giebig damit bespriihten und dann ihr Dekolleté der
Sonne aussetzen, hatten hiufig mit der Kolnisch
Wasser- oder Berloque-Dermatitis zu kimpfen (Hy-
perpigmentierung der Haut).

Trotz aller nachteiligen Effekte konnen die
phototoxischen Substanzen allerdings auch thera-
peutisch eingesetzt werden. Bei der sogenannten
PUVA-Behandlung (Psoralen + UV-A) wird Patienten
mit Vitiligo (Depigmentierung der Haut) oder Pso-
riasis (Schuppenflechte) Methoxalen verabreicht
und anschliefend das betroffene Hautareal UV-A-
bestrahlt. Bei sehr vorsichtiger Anwendung kon-
nen hier gute Behandlungserfolge erzielt werden.

Es ist also nicht alles schlecht am Riesenbiren-
klau, wie uns vielleicht Peter Gabriel in seinem
Lied nahebringen will. Allerdings muss die Ein-
dimmung der unkontrollierten Verbreitung der
Pflanze seit vielen Jahren vorangetrieben werden,
um die zahlreichen unerwiinschten und schmerz-
haften ,Kontakte“ mit der Pflanze zu vermeiden.

Letztlich konnen wir nur spekulieren, was die
Musiker dazu verleitet hat, sich dieses so rock-
untypischen Themas anzunehmen. Aber vielleicht
gibt es ja Nachahmer. Wir warten also auf die
Kamillen-Ballade oder den Laxantien-Blues.

- warzechafdbio.tu-darmstadt.de

The Return Of The Giant Hogweed lyrics

© Sony/ATV Music Publishing LLC, CARLIN AMERICA INC,

BMG RIGHTS MANAGEMENT US, LLC
Songwriters: GABRIEL, PETER / BANKS,

ANTHONY/ HACKETT, STEVEN / RUTHERFORD, MICHAEL

Hortipps: www.spotify.com, www.youtube.com
Foto: © wikipedia.com | Rodbullandemu
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labor&more im Gesprach mit Dr. Thomas Wollert,

Preistrager des 20. Eppendorf Award for Young European Investigators

Wie entsorgen Zellen geschadigte oder defekte Bestandteile? Wie funktioniert die zelluldre Miill-
abfuhr? Dr. Thomas Wollert, Leiter der Arbeitsgruppe Molekulare Membran- und Organell-Biologie
am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried, gelang es, hochkomplexe Prozesse wie das
Recyclingsystem der Zelle im Reagenzglas nachzubauen. Fiir seine grundlegenden Arbeiten zu
intrazelluliren Transportmechanismen wurde er mit dem Eppendorf Award for Young European

Investigators 2015 ausgezeichnet.

Zum 20.Mal wurde der international angesechene
Preis verliehen, mit dem die Eppendorf AG
gemeinsam mit dem Fachjournal Nature heraus-
ragende Forschungsarbeiten junger Wissen-
schaftler auf dem biomedizinischen Sektor in
Europa wirdigt. Das Forschungsinteresse des
diesjahrigen Preistragers Dr. Thomas Wollert gilt
der Autophagozytose, einem zentralen Prozess
im Entsorgungssystem der Zelle. Thomas Wollert
konnte Schliisselschritte dieses komplexen Vor-
gangs unter Verwendung kiinstlicher Membra-
nen und aufgereinigter Komponenten in vitro
rekonstruieren und erhielt so detaillierte Ein-
blicke in bis dato noch unverstandene Mecha-
nismen. Seine bedeutenden Forschungsergeb-
nisse legte Dr. Wollert unter anderem in einem
Cell-Paper (DOI: 10.1016/j.cell.2013.12.022) dar.

Herr Dr. Wollert, wie sind Sie insbesondere zu
dem Thema Autophagozytose gekommen und

was fasziniert Sie daran?

Was mit einem rein strukturbiologischen Projekt
wihrend meiner Doktorarbeit am Helmholtz-
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Zentrum fur Infektionsbiologie in Braunschweig
begann, entwickelte sich schnell in Richtung Bio-
physik, Zellbiologie und Infektionsbiologie, so
dass ich mit einer Vielzahl neuer Methoden kon-
frontiert war. Wihrend meiner Postdoc-Zeit am
National Institutes of Health (NHI) in Bethesda,
USA, wollte ich mein ,experimentelles Reper-
toire“ ausbauen. Dort ist es mir gelungen, einen
komplexen Prozess, der verantwortlich fir den
Abbau von Membranrezeptoren ist, im Reagenz-
glas nachzubauen. Der Erfolg dieser Studie
machte es mir moglich, mein eigenes Labor auf-
zubauen. Um tatsichlich unabhingig arbeiten
und forschen zu konnen, entschied ich mich, das
Forschungsthema ginzlich zu wechseln, jedoch
im Feld des ,Membrantransports innerhalb von
Zellen® zu bleiben. So widmete ich mich der Au-
tophagozytose, einem Recyclingprozess, der eine
zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der Ho-
moostase der Zelle spielt und der bereits etwas,
was man wohl ein  hot topic“ nennt, war. Schon
das erste Projekt, das wir in meinem Labor ,von
null“ begonnen haben, zeigte einmal mehr das

Potenzial des experimentellen Ansatzes und re-

Dr. Thomas Wollert, Preistrager des Eppendorf
Award for Young European Investigators 2015,
und Claudia Schiller, labor&more, wahrend der
Award-Ceremony am EMBL Advanced Training
Centre lf Heidelberg

— P—

sultierte in dem bereits erwihnten Cell-Artikel. An
der Autophagozytose fasziniert mich, dass die
Zelle eine ganz ungewohnliche Membranstruk-
tur, einer Schussel gleichend, quasi aus dem
Nichts bildet, d.h. aus kleinen Membranvesikeln,
die als Membrandonor fungieren. Die schissel-
formige Membran umschlieft wihrend ihrer Ex-
pansion nach und nach zytoplasmatische Be-
standteile der Zelle und bildet das Autophagosom,
das seinen Inhalt zu den Lysosomen, den Recyc-
lingstitten der Zelle, transportiert. Es wurden bis-
her 40 Proteine als fiir die Autophagozytose spe-
zifisch identifiziert. Wie deren Interaktion mit
Membranen aber zur Bildung der schusselfor-
migen Vorldufermembran des Autophagosomen
beitrigt, war gianzlich unverstanden. Das weckte

mein Interesse und hilt es bis heute hellwach.

Bei Threm experimentellen Ansatz konnten Sie
die Autophagozytose von Grund auf in einem
Reaktionsgetis nachbilden. Wie entstand dieses
besondere Konzept, was waren die Schwierig-
keiten dabei und worin besteht die Zielsetzung

Ihrer Arbeit?

lalsomfnira 08.15




Unser Konzept, zellulire Prozesse im Reagenz-
glas nachzubauen, basiert darauf, Komponen-
ten, herausgelost aus der komplexen und mit-
einander vernetzten zelluliren Umgebung, zu
untersuchen. Speziell Membrantransportprozesse
sind in der Zelle eng miteinander vernetzt, so-
dass deren lebhafte Interaktion hiufig experi-
mentelle Probleme bereitet, die nicht gelost
werden konnen. So hat die Modifikation einer
Komponente Auswirkungen, die aufgrund ihrer
Komplexitit nicht mehr einem speziellen Schritt
in einem definierten Transportprozess zugewiesen
werden konnen. Sind aber die Komponenten, die
an einem Schritt beteiligt sind, bekannt, kann de-
ren Analyse im Reagenzglas Aufschluss tiber ihre
biochemischen und biophysikalischen Eigen-
schaften geben. Zudem konnen wir ihre Interak-
tion mit Modellmembranen untersuchen, um so
einzelne molekulare Etappen auf dem Weg zum
Autophagosom nachzubilden. Die Schwierigkeiten
ergeben sich aus dem besonderen Ansatz, die
Komponenten komplexer molekularer Maschinen
zunichst isoliert von einander zu produzieren und
sie dann an kunstlichen Membranen wieder zu-
sammenzubauen. Unser Ziel ist es, ein Autophago-
som im Reagenzglas Schritt fiir Schritt entstehen zu
lassen, um somit den Prozess der Autophago-

zytose nachbilden zu konnen.

Die synthetische Biologie geht vom Konzept her
noch weiter um kiinstliche Systeme gezielt zu ent-
werfen. Wo sehen Sie hier die Herausforderungen
und Moglichkeiten und inwieweit kénnen Sie

von den Methoden profitieren?

Die Herausforderung in der synthetischen Biologie
liegt darin, die Komponenten eines Systems zu
identifizieren (was aufgrund der Komplexitit der
Zelle nicht trivial ist) und das System dann nach-
zubauen. Hat man die Funktionsweise und die
molekularen Mechanismen verstanden, kann man
das gewonnene Wissen zur Entwicklung neuer
Systeme nutzen. Das Ziel der synthetischen Bio-
logie besteht momentan darin, eine Zelle mit
einer minimalen Anzahl von Komponenten
nachzubilden. Das Potenzial liegt vor allem im
Minimalismus. Komplexe Prozesse im Reagenz-
glas nachzubilden heif}t, sie verstanden und
manipulierbar gemacht zu haben. Somit steht ein
weites Feld industrieller Anwendungen wie z.B.
die Produktion von Naturstoffen offen. Wir nut-
zen die Grundidee der synthetischen Biologie
und kombinieren deren biophysikalische und
biochemische Methoden mit zellbiologischen
Untersuchungen, um molekulare Prozesse im
Detail zu verstehen. Haben wir den molekularen
Mechanismus der Autophagozytose zumindest in
Teilen verstanden, erhoffen wir uns, Krankheiten

gezielt behandeln zu konnen.
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Welche Bedeutung kommt den von Ihnen

gewonnenen Erkenntnissen im Hinblick auf

therapeutische Ansatzpunkte zu?

Die Autophagozytose ist eine wichtiger Backup-
Mechanismus der Zelle. Autophagozytose ermog-
licht es Krebszellen, wihrend der Chemotherapie
zu Uberleben, indem sie durch die Therapie ge-
schidigte zellulire Komponenten, die eigentlich
den Untergang der Krebszelle hervorrufen sollen,
beseitigen. Hemmt man die Autophagozytose
also in Krebszellen wihrend der Chemotherapie,
wird diese sehr viel effizienter und somit besser
vertriaglich fiir den Patienten. Bei der Neurode-
generation wie sie bei z.B. Alzheimer oder
Parkinson auftritt, reichern sich funktionsunfi-
hige Bestandteile in der Zelle an und schidigen
die Neuronen. Dies kann die Autophagozytose
zwar nicht verhindern, jedoch kann sie das
angereicherte Material erkennen und beseitigen,
sodass die Zelle tiberlebt. Daher spielen bei der
Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen
auch Funktionseinschrinkungen der Autophago-
zytose eine Rolle, ihre Aktivierung wiirde hier
also den Untergang von Nervenzellen stoppen.
Um jedoch gezielt eingreifen zu konnen und die
Autophagozytose somit in bestimmten Zellen zu
stoppen oder zu aktivieren, muss man auf mole-
kularer Ebene ganz spezifisch Schlisselschritte
des Prozesses manipulieren. Dies kann nur ge-

lingen, wenn dieser im Detail verstanden ist.

In seiner Laudatio bemerkte Prof. Reinhard Jahn,
Direktor des MPI in Géttingen und Vorsitzender
der Jury, dass Sie nicht gerne einen bereits geeb-
neten Weg einschlagen und neue Herausforde-
rungen suchen. Wie schen nun Ihre néchsten

Forschungsziele aus?

Wir bleiben der Autophagozytose treu. Wir haben
einen kleinen Schritt auf dem Weg zum Autopha-

gosom nachgebildet. Viele weitere Schritte warten

Struktur des Autophagozytose-
Geristes. Von der Membran
(schwarz) ausgehend, erhebt
sich allmahlich (gelb-rot) das
Netzwerk bis zum Hohengrad
(weif3). Die zweidimensionale
Karte wurde auf eine Kugel
projiziert, die das Autophago-
som darstellen soll.

noch, um letztendlich unser Ziel, ein Autophago-
som im Reagenzglas nachzubilden, erreichen zu

konnen ...

Sie haben groen Mut bewiesen, als junger
Postdoc am NIH ein eigenstindiges Projekt zu
bearbeiten und es gelang Thnen dann der uner-
wartete Erfolg. Welchen Rat kénnen Sie jungen

Nachwuchsforschern mit aut den Weg geben?

Auch mal verriickten Ideen nachzugehen und
der Kreativitit freien Lauf zu lassen. Ich wollte
immer so unabhingig wie moglich sein und
dabei viele Methoden erlernen. All das kommt
mir jetzt als Leiter einer Arbeitsgruppe zugute,
da ich verschiedenste experimentelle Methoden
beherrsche und sie somit im Labor zur Anwen-
dung bringen kann. Die Kreativitit ist aber das
Wichtigste. Wire ich den gingigen Dogmen, die
beispielsweise in der Autophagozytose herrsch-
ten, nachgegangen, hitten wir viele Projekte
nicht zum Erfolg bringen kénnen. Hier gilt hiufig
der Grundsatz:  Erstens ist es anders und zwei-
tens als man denkt“. Also auch mal eingetretene
Pfade in Frage stellen ;-)

(Interview: Claudia Schiller)

Thomas Wollert, Jg. 1979, studierte
Biochemie in Potsdam und Hannover. Er fer-
tigte 2003 seine Masterarbeit am Helm-
holtz-Zentrum fir Infektionsforschung in
Braunschweig an, wo er 2007 auch promo-
vierte. Von 2008 bis 2010 ging er als Postdoc
an die National Institutes of Health (Bethes-
da, USA). Seit 2010 ist er Gruppenleiter am
MPI fur Biochemie in Martinsried. Fir seine
Arbeiten zur Aufklarung des intrazelluldren
Transportmechanismus der Autophagozy-
tose wurde Thomas Wollert nun mit dem
Eppendorf Award for Young European Inve-
stigators 2015 ausgezeichnet.
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polysaccharidche

Gene auf Zucker

Entwicklung biobasierter Tragersysteme fur den Gentransfer
Prof. Dr. Dagmar Fischer "2 und Prof. Dr. Thomas Heinze *°

"Institut fur Pharmazie, Biologische-Pharmazeutische Fakultat,
Friedrich-Schiller-Universitat Jena
? Jena Center for Soft Matter (JCSM], Friedrich-Schiller-Universitat Jena
3 |nstitut fur Organische Chemie und Makromolekulare Chemie,
Center of Excellence for Polysaccharide Research, Friedrich-Schiller-Universitat Jena

Der gezielte Transport von DNA und RNA mit Vektoren, meist aus synthetischen Polymeren,
in Zellkulturen gehort mittlerweile zum festen Repertoire der biologischen Forschung und
Entwicklung, was die Vielzahl an kommerziellen Kits zeigt. Allerdings gestalten sich bisher
nicht nur viele Laborversuche, sondern vor allem auch der Transfer in die Klinik zur
Anwendung am Patienten schwierig, was in vielen Fallen der unzureichenden Vertraglichkeit
und Abbaubarkeit solcher Trager geschuldet ist. An der FSU Jena werden neue biobasierte,
natiirliche Systeme aus Polysacchariden entwickelt, die diesen Aspekten Abhilfe
verschaffen konnten.
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Vektoren zum Transfer von DNA und RNA miis-
sen ,Allrounder® sein, die eine Vielzahl von ver-
schiedenen Aufgaben erfiillen sollen. Sie sollen
(i) die Stabilitdt ihrer Nukleinsdure-,Fracht* ge-
wihrleisten, (i) die effiziente und moglichst se-
lektive Aufnahme in Zielzellen bewerkstelligen
und (iii) eine effiziente Wirkung (Transfektion)
bei (iv) gleichzeitig hervorragender Vertriglich-
keit ermoglichen. Insbesondere im Hinblick auf
eine Anwendung am Patienten miissen Sicher-
heit und Biokompatibilitit zwingend gewihr-

leistet sein [1].

Dextrane:

altbewdhrte Zucker neu entdeckt
Dextrane sind in Pharmazie und Medizin seit
vielen Jahrzehnten erfolgreich unter anderem
als Plasmaexpander, Tablettierhilfsstoff und Sta-
bilisator kolloidaler Zubereitungen im Einsatz
und daher beziglich ihrer Toxikologie und Bio-
verteilung hinreichend bekannt. Die hochmole-
kularen Biopolysaccharide werden in saccharo-
sehaltigen Medien durch die Aktivitit des
Enzyms Dextran-Saccharase, das von verschie-
denen Leuconostoc-Stimmen produziert wird,
biosynthetisch als verzweigtes oder unver-
zweigtes Molekdl gebildet. Dextrane werden im
Organismus abgebaut und im Korper verstoff-
wechselt [2]. Da sie selbst nicht in der Lage sind,
mit DNA und RNA zu interagieren, lag die Idee
nahe, kationische Seitengruppen kovalent zu
binden, die zu einer elektrostatischen Wechsel-
wirkung mit der negativ geladenen DNA und
RNA fiihren [3]. Allerdings bestanden bisher sol-
che Seitenketten oftmals wieder aus synthe-
tischen Polymeren und nicht biogenen Funktio-
nalititen, die selbst nicht abbaubar oder
ausscheidbar sind und teilweise hohe Toxizitit

aufweisen.

Zucker und Aminosauren:
zwei natiirliche Partner

Demgegentber erscheint es sehr aussichtsreich,
natirlich vorkommende Funktionalititen mit
Amin- und Ammoniumgruppen in die Dextrane
einzuftihren. Auf der Basis der Jenaer Arbeiten
zur Polysaccharidchemie sind effiziente Reakti-
onen unter milden Bedingungen entwickelt
worden, die es erlauben, praktisch jede Carbon-
sdure in Polysaccharide einzufiihren [4, 5]. Erst-
mals gelang die reproduzierbare Herstellung
von Dextranaminosiureestern mit kontrollier-
barer Molmasse und einstellbarem Gehalt
(durchschnittlichen Substitutionsgrad, DS) der
Estersubstituenten; eine Synthesevariante, die

sich problemlos up-scalen lisst. Dazu werden
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Dagmar Fischer, Jg. 1947, studierte Pharmazie und promovierte
1997 im Fach Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie an der
Philipps-Universitat Marburg. Nach einem Aufenthalt am Texas Tech
University Health Sciences Center, USA, sammelte sie mehrere Jahre
Erfahrung als Leiterin der Praklinischen Forschung und Entwicklung bei
Antisense Pharma GmbH, bevor sie 2008 auf die Professur fiir Pharma-
zeutische Technologie an der Friedrich-Schiller-Universitat berufen
wurde. lhre Arbeiten fokussieren sich auf die Entwicklung nanopartikularer
Tragersysteme aus natirlichen und synthetischen Polymeren, insbe-
sondere bei Entziindung, Infektion und Krebs.
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Und viele weitere biogene Aminosauren

und Kombinationen von Aminoséuren

Abb. 1 Herstellung einer Library von Dextranaminosaureestern mit
kontrollierbaren Eigenschaften in hoher Qualitat
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Thomas Heinze, Jg. 1958, studierte Chemie an der FSU Jena, wo er
1985 promovierte und nach dem Postdoc an der Katholischen Universitat
Leuven (Belgien) 1997 habilitierte. 2001 folgte er dem Ruf auf eine
Professur fir Makromolekulare Chemie an die Bergische Universitat
Wuppertal. Seit 2002 Professur fir Organische Chemie an der FSU Jena
und Leiter des Kompetenzzentrums Polysaccharidforschung. Seine
Forschung fokussiert er auf die Entwicklung von Materialien aus Poly-
sacchariden fir Anwendungen in Biologie, Medizin und Technik.
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Abb. 2 Aminosaure-substituierte Dextrane als biologisch vertragliche

und hoch effiziente Transfektionssysteme
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Aminosiuren mit kommerziell verfiigharem N,N-Carbonyldiimidazol akti-
viert und ergeben in einer homogenen Reaktion die korrespondierenden
Dextranderivate mit hoher Reinheit und ohne nennenswerten Polymerab-
bau (der durchschnittliche Polymerisationsgrad, DP des Ausgangsdex-
trans bleibt erhalten), es entstehen keine toxischen Nebenprodukte. Auf
der Basis dieses Synthesekonzeptes ist eine Library von mono- und mul-
tifunktionalen Aminosidurestern von Dextranen zuginglich, die dariber
hinaus andere funktionelle Gruppen tragen konnen; ein Baukasten fiir
eine praktisch uniiberschaubare Zahl von Dextranderivaten mit bemer-
kenswerter struktureller Vielfalt. Die bisher ausgewihlten Produkte zei-
gen herausragende Eigenschaften als DNA-Transporter, wobei gegenwir-

tig B-Alanin-substituierte Dextrane im Vordergrund des Interesses stehen.

Alaninsubstituierte Dextrane als DNA-Transporter

Alaninsubstituierte Dextrane sind hervorragend wasserloslich, nach Ge-
friertrocknung dauerhaft bei Raumtemperatur zu lagern und konnen rasch
und vollstindig in Puffern und Zellkulturmedien rekonstituiert werden. In
standardisierten Toxizititstests (nach DIN ISO 10993-5) an 1929-Mausfi-
broblasten zeigten sie hervorragende Vertriglichkeiten, die mehr als um
den Faktor 2 hoher liegen als bei bekannten synthetischen Polymeren wie
z.B. den oftmals verwendeten Polyethyleniminen [6]. Untersucht man die
Wechselwirkungen mit Blutzellen wie Erythrozyten, die bei Injektion die
ersten Kontaktpartner im Organismus sind, sind in therapeutisch relevanten
Konzentrationsbereichen keine himolytischen Effekte oder Aggregationen
von Blutzellen zu beobachten, d.h. keine thrombotischen Ereignisse.

Durch einfaches Hinzupipettieren von DNA oder RNA zu den Lo-
sungen der alaninsubstituierten Dextrane bilden sich spontan Komplexe,
die innerhalb weniger Minuten einsetzbar sind. Mit einer gesamtkationi-
schen Ladung und einer Groe von ca. 100 nm unter optimierten Bedin-
gungen und Ansatzverhiltnissen erfiillen die Komplexe alle Vorausset-
zungen fiir eine gute Aufnahme Uber die Zellmembran. Sie sind in
serumhaltigen Medien einsetzbar, schiitzen die Nukleinsiuren gegen en-
zymatische Angriffe durch Nukleasen des Blutes genauso, wie sie gegen
unkontrollierte und unerwtinschte Verdringung der Nukleinsiuren durch
Serumproteine stabilisieren. Sie sind in der Lage Siugerzellen zu transfi-
zieren mit der Besonderheit, dass auch bei hohen Dosen keine toxikolo-
gisch bedenklichen Effekte zu beobachten sind.

Was bringt die Zukunft?

Eine Anpassung der Komplexe auf Dextran-Alanin-Basis fiir die jeweilige
Anwendung kann nicht nur durch Variation der Herstellungsbedingungen
und Variation der Komplexzusammensetzung erreicht werden. Das Kon-
zept lidsst sich auf verschiedene kationische Aminosiuren und deren
Kombination tbertragen. Eigenschaften wie Bindungsstirke der Kom-
plexe mit DNA und RNA, Stabilitit, Toxizitit und Transfektionseffizienz
lassen sich durch Auswahl und Kombination von verschiedenen Amino-
sduretypen steuern. Wihrend z.B. Lysin eher fur die Bindung von DNA
vorteilhaft ist, wirkt sich ein Uberschuss an Alanin vor allem positiv auf
die Transfektion von Zellen aus. Zusammengefasst bietet die neue Syn-
thesestrategie zahlreiche Ansitze zu Strukturvariationen. Zahlreiche Limi-
tierungen wie unzureichende Bioabbaubarkeit, inakzeptable Toxizitit
und umstindlich durchzufihrende Versuchsvorschriften konnen mit den

Aminosiure-modifizierten Dextranen umgangen werden.

- dagmar.fischerfduni-jena.de
- thomas.heinzefduni-jena.de

08.15 [l 1kt

Kompetenzzentrum Polysaccharidforschung
Friedrich-Schiller-Universitat Jena

Das Kompetenzzentrum Polysaccharidforschung (KZP) ist eine
leistungsstarke Forschungsinstitution, die von sechs internationalen
Konzernen an der Friedrich-Schiller-Universitit Jena und am Thiirin-
gischen Institut fiir Textil- und Kunststoff-Forschung e.V. Rudolstadt im
Jahr 2002 gegriindet wurde und durch den Firmenverbund bis ins Jahr
2007 finanziell unterstiitzt wurde. Im Mittelpunkt stehen gemeinsame
FuE-Arbeiten an Polysacchariden als funktionelle Rohstoffe der
Zukunft. Sowohl innerhalb der Grundlagen- als auch der angewandten
Forschung werden Produkte und Verfahren untersucht und entwickelt.
Hierbei verfolgt das KZP verschiedene Strategien zur Derivatisierung
von Biopolymeren unter homogenen und heterogenen Reaktions-
bedingungen und zur regioselektiven Funktionalisierung. Die vor-
handene Technik erlaubt zudem die Uberfiihrung von Verfahren bis in
den TechnikumsmaRstab. Uberdies wird mit der Arbeit des KZP die
Aus- und Weiterbildung von Studenten auf dem Gebiet der bio-
organischen Chemie langfristig garantiert.

www.agheinze.uni-jena.de
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Aminocellulosen sind neue Typen von Poly-
saccharidderivaten, die die Modifizierung von
unterschiedlichen Materialien mit Mono- oder
diinnen Multischichten durch spontane Selbst-
organisation erlauben. Damit wird eine Aktivie-
rung der Oberflichen mit reaktiven Aminogrup-
pen moglich, die zur effizienten Immobilisierung
von Biomolekiilen genutzt werden konnen.
Aminocellulosenmodifizierte Oberflichen wur-
den bereits umfangreich zur Immobilisierung
von Enzymen erforscht [1]. Im vorliegenden
Artikelwird die Anwendungder ,Aminocellulose-
technologie“ im Bereich der Affinitidtschromato-
graphie am Beispiel der dreidimensionalen Im-
munofiltration demonstriert.

Die dreidimensionale Affinitdtsfiltration als
spezielle Form der monolithischen Chromato-
graphie nutzt dreidimensionale Filter (porose
Formkorper), die sich einfach herstellen sowie

konfektionieren lassen und damit ein interes-
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unterschiedliche chem

santes Funktionselement zur Entwicklung von
Produkten fir analytische und biotechnolo-
gische Laboranwendungen darstellen. Die Filter-
herstellung kann durch Sintern von Polymeren
wie Polyethylen, Polymethacrylat, Polyethersul-
fon und Polytetrafluorethylen bei 140 bis 300°C
erfolgen. Die erhaltenen Mikrofilter weisen in-
nere Oberflichen von 0,1-0,9 m?/g auf. Mit Poly-
merschittungen, die zusitzlich nanoporose Par-
tikel beispielweise auf Basis von Silica, pordsem
Glas oder Polymethacrylatpartikeln enthalten,
konnen Filter mit einer bimodalen Porengrofien-
verteilung und mit inneren Oberflichen erzeugt
werden, die denen klassischer Chromatographie-
triger nahekommen (Abb. 1). Die mit Queck-
silberporosimetrie bestimmten inneren Oberfli-
chen erreichen bei Beimischungen von ca. 80
Vol. % hochporosem Material bis zu 50m?¥/g,
was bei einer mittleren Dichte von 0,5 g/cm? bis

zu 25 m?/ml entspricht. Es lassen sich problem-

tén, den Aminocellulosen variabler

Polysaccharidbasierte
1obilisierung

ologie, Bad Langen
etenzzentrum fur,

cher Porositat herstellen.

der biologische Liganden immobilisiert.
chen als auch in praparativen Laborverfahren einsetzbar.

los groRe Stiickzahlen der dreidimensionalen

Formstiicke einschliellich Membranen herstellen.

Immobilisierung von Proteinen

Mithilfe der Aminocellulosetechnologie erfolgt
die Modifizierung der Oberfliche der hetero-
genen Filtermaterialen aus Polyethylen (PE),
der Kombinationen von PE/Polymethacrylat,
PE/Silica und PE/Glas, in einem einfachen
Batchverfahren unter Bildung einer einheitlich
hydrophilen inneren Oberfliche [2]. Die ein-
gefiihrten Aminogruppen konnen in einfacher
Art und Weise zur Immobilisierung von bio-
logischen Liganden genutzt werden (Abb. 2),
wobei sich die tblichen Kopplungsverfahren
der Biochemie eignen (Kasten). Dreidimen-
sionale Mikrofilter mit immobilisierten biolo-
gischen Liganden, insbesondere mit Antikdrpern
(Immunoaffinititsfilter), sind sehr stabil und

lalsomfnira 08.15
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Abb. 1 Mikroporoser Polyethylenfilter mit eingelagerten nanoporésen Silica- (oben links) und Poly-
methacrylatpartikeln (oben rechts) und typische bimodale Porenverteilung eines Silica/Polyethylenfilters

konnen nach Trocknung bei Raumtemperatur
mehrere Jahre ohne Aktivititsverlust gelagert
werden. Bei reinen Polymermikrofiltern liegt
die Bindungskapazitit fiir Proteine bei 0,2mg/g
(0,1mg/ml), bei
werden Werte von bis zu 4 mg/ml erreicht.

heterogenem Filtermaterial

08.15 [l 1kt

Immundiagnostik

Das Konzept von dreidimensionalen Filtern
wurde bereits in den 90er-Jahren fiir den Einsatz
in immunologischen Schnelltests ausgearbeitet.
Unter der Bezeichnung ABICAP® werden Mini-
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sdulen fur Durchflussimmunoassays eingesetzt
(Abb. 3 links, www.senova.de). Diese Assay-
technik konnte verifiziert und in mikrostruktu-
rierten Bauteilen und Pipettenspitzen eingesetzt
werden (Abb. 3, Mitte). Mit Immunofilterassays,
die nach dem ELISA-Prinzip arbeiten, kdonnen
bei Assayzeiten von ca. 20 min mit entsprechend
affinen Antikorpern, Nachweisgrenzen fiir Pro-
teine im Bereich von 1-10 pg/ml erreicht werden.
In einer Reihe von Applikationsstudien ergab
sich, dass sich mit dem Verfahren nicht nur Pro-
teine [3], sondern auch Mikroorganismen [4],
Viren [5], Lipopolysaccharide [6] und Nuklein-
sduren [7] nachweisen lassen. Ein typisches und
aktuelles Beispiel ist die Erkennung einer Ebola
Virusinfektion durch die Detektion des Capsid-
proteins VP40 in einem Doppelantikdrpersand-
wich. Wie auch an diesem Beispiel gezeigt wer-
den konnte, sind derartige Durchflussverfahren
interessant, wenn ausreichend Probenvolumen
zur Verfiigung steht und der Analyt zur Steige-
rung der Sensitivitit aus einem groferen Volu-
men extrahiert werden kann. Die Abbildung 4
zeigt diesen nitzlichen Effekt am Beispiel des
Nachweises von Ebolavirus aus Urin.

Setzt man anstelle von Enzymkonjugaten
einfache Farbpartikelkonjugate ein, so reduziert
sich die Analysezeit auf 10 min, wobei allerdings
auch die Nachweisgrenze um ca. Faktor 100
steigt. Bei den geschilderten Assays erfolgt die
Quantifizierung durch eine einfache photome-
trische Messung des sorbierten Farbstoffs auf
dem Filter im Transmissionsmodus.

Probenextraktion

Mit Immunoextraktionssdulen konnen sehr effi-
zient Analyten aus groferen Probenvolumina
extrahiert, nachfolgend eluiert und beispiels-

Kopplungsmethoden

(Auswahl) zur Immobilisierung biologischer Liganden

Koppiung wa pBanmahinon:

- Q— By 0 —

Kopplung wa Glutaridotyd:

weise mittels HPLC quantifiziert werden. Diese
Technik ist bei der Analyse von Mycotoxinen
etabliert und hat Eingang in die entspre-
chende Norm (Zearalenon: DIN EN 15792,
Desoxynivalenol: DIN EN 15891) gefunden. Die
dazu auf dem Markt angebotenen Extraktions-
sdulen enthalten tblicherweise ca. 1ml eines
Sepharosegels mit immobilisierten Antikorpern
gegen ein Mycotoxin. Da die Konfektionierung
und Lagerung von Gelsdulen nicht unproblema-
tisch ist, wurden Extraktionssiulen unter Ver-

wendung von dreidimensionalen Immunoaffini-

titsfiltern entwickelt. Dabei kamen die oben
beschriebenen Filter mit bimodaler Porengrofien-
verteilung auf Basis von Polyethylen und Silica
zum Einsatz. Mit diesen Materialien lassen sich in
einem Filtervolumen von 1,5ml Bindungskapazi-
titen erreichen, die denen von konventionellen
1-ml-Sepharosegelsdulen entsprechen. Die Fluss-
raten sowie Proben- und Elutionsvolumina bei
beiden Sdulentypen sind vergleichbar (Abb. 5).
Auch im Falle der Probenextraktion be-
schriankt sich das Anwendungspotential der

Affinitdtsfilter nicht auf das gezeigte Beispiel

m Zellkultur m Molekularbioloyie
m Mikrobioloyie m Biochemie
/

f
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Antikorper

Vorbehandlung

Mikrofilter

bifunktionelles Reagenz oder
NH,-reaktive Funktionialisierung

NH,-Funktionalisierung

- O

R =H oder Carbanilat

Abb. 2 Schematische Darstellung des schichtweisen Aufbaus eines mit
Antikorpern funktionalisierten Mikrofilters (oben). Struktur eines Amino-
cellulosecarbanilat-Molekiils; tber die primaren Aminogruppen werden

Liganden gekoppelt (unten).

von niedermolekularen Analyten, sondern
ermoglicht es beispielweise auch Viren anzurei-
chern, die nachfolgend tiber eine PCR detektiert

werden kdnnen.

Immunprazipitation und
Proteinreinigung

Mit den Immunoaffinititsfiltern koénnen auch
Verfahren zur Abtrennung von Biomolekilen
aus komplexen Stoffgemischen aufgebaut wer-
den. Sie stellen ebenfalls eine preiswerte Alter-

R = H oder Carbanilat | |

native zu etablierten Verfahren auf Basis von
Chromatographiematerialien wie Agarose, Se-
pharose oder Polymethacrylat dar. Das Einsatz-
spektrum ist dabei sehr vielseitig und wurde im
Labormagstab (Mikrosdulen) am Beispiel der
Reinigung von IgG mit Protein A etabliert und
lasst sich fir HIS-Tag, Protein-G und Concana-
valin-A nutzen. Die Mikrosdulen konnen bei-
spielsweise in einem 96iger-Rack durch Schwer-

kraft prozessiert werden.

Wie Polymerfilme helfen,
Medizintests zu verbessern

Fur Thren zur Anwendungsreife entwickelten ,Ultrasensitiven immuno-

logischen Schnelltests fiir die Notfallmedizin auf Basis nanostrukturierter
Polymermembranen® wurden die Chemiker Prof. Dr. Thomas
Heinze und Dr. Friedrich Scholz von der FSU Jena sowie Katrin
Frankenfeld und Christian Rautenberg vom Forschungszentrum fiir
Medizintechnik und Biotechnologie mit dem Thiiringer Forschungspreis
2014 in der Kategorie ,Angewandte Forschung® ausgezeichnet. Der aus-
gezeichnete Schnelltest kommt derzeit vor allem in der Notfallmedizin
zum Einsatz, etwa beim Nachweis eines Herzinfarkts.

Ausblick

Die dreidimensionale Affinititsfiltration von ami-
nocellulosemodifizierten Festkorpern ist eine
einfache und robuste Technik zur Herstellung
von Funktionselementen fiir bioanalytische oder
priaparative Anwendungen. Vor dem Hintergrund
der gezeigten Leistungsdaten, insbesondere bei
analytischen Verfahren kann davon ausgegangen
werden, dass zukinftig weitere auf Affinititsfil-
tern basierende Verfahrensansitze entwickelt
werden, wobei miniaturisierte Filterelemente

auch mit unkonventionellen Geometrien eine
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1]

Abb. 3 Formate fiir immunologische Durchflussanalysen auf Basis von
Affinitatsfiltern, links ABICAP [Antibody Binding Immuno Column for Analyti-
cal Purpose] mit Positiv-, Negativ- und Messfilter (von oben nach unten),
Mitte analytische Pipettenspitze, rechts Lab-on-Chip der Fa. ChipShop GmbH
Jena
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Abb. 4 Abhangigkeit des photometrischen Signals (optische Dichte, QD)
eines enzymatischen Ebola-VP40-ABICAP-Testes von der aufgegebenen
Urinmenge fir zwei unterschiedliche Viruspartikelkonzentrationen am
Beispiel eines Filters mit immobilisierten Antikorpern gegen Ebola-Virus
Stamm Zaire (ZEBOV). Die Bindung ist spezifisch, Marburgvirus (MARV) wird
nicht gebunden (5).
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Abb. 5 \Vergleichende Untersuchung von Extraktionssdulen auf Basis von
Sepharose und Immunofiltern unter Berlcksichtigung der Immobilisie-
rungsmethode. Die Antikorperaktivitat gibt an, welche Zearalenon (ZEAJ-
Menge des theoretischen Maximalwertes tatsachlich gebunden werden
konnte.
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Peter Miethe, studierte Chemie an der Martin-Luther-Universitat
[MLU) Halle-Wittenberg, an der er nach einem Industrieaufenthalt am
Leipziger Arzneimittelwerk 1986 in Physikalischer Chemie promovierte.
Nachfolgend war er Arbeitsgruppenleiter am Biotechnikum der MLU
und ab 1991 Entwicklungsleiter und Geschaftsfihrer in der dia-
gnostischen Industrie. Sein besonderes Interesse gilt seit dieser
Zeit der Entwicklung von immunologischen Schnelltests. Seit 2007
ist er Geschaftsfiihrer des Forschungszentrums fir Medizintechnik
und Biotechnologie In Bad Langensalza.

groRere Rolle spielen werden. Die wichtige Geometrie der Flachmembran
mit typischen Dicken im Bereich von 100—-500pm wird gegenwirtig er-
forscht. Sie sind eine interessante Alternative zur Nitrocellulosemembran,
die gegenwirtig hiufig zur Herstellung von Teststreifen eingesetzt wird.
Dartiber hinaus haben die beschriebenen Materialien prinzipiell das Poten-
zial fir einen Einsatz in der Bioaufarbeitungstechnik. Inwieweit sie dabei
gegen etablierte Chromatographietriger bestehen konnen, muss weiter un-
tersucht werden. Dabei spielt auch das Design der Struktur der Aminocellu-

losen und ihrer Schichtbildung eine herausragende Rolle.

-> thomas.heinzefduni-jena.de
- pmiethefdfzmb.de
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Steckbrief

lodo-Selfies

lodobacter fluviatilis
Erich Schopf

Institut fur Fleischhygiene,
Veterinarmedizinische Universitat Wien

Fischerhude ist ein Ort an der Wiimme im Landkreis Verden, Niedersach-
sen. Heinrich Breling und Wilhelm Heinrich Rohmeyer liefien sich hier
1908 nieder. Fischerhude entwickelte sich zur Kiinstlerkolonie. Meine
beiden Favoriten von den zahlreichen Kiinstlern, die in weiterer Folge
hier wirkten, sind Otto Modersohn und Christian Modersohn. lhre Werke
sind im Otto-Modersohn-Museum zu besichtigen. Christian Modersohn
kannte ich sogar personlich. Seine Aquarelle, mit denen er die unglaub-
lich vielfdltigen Landschaftsstimmungen der Wiimme-Niederungen
eingefangen hat, sind unvergleichlich.
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: Die Kunst beherrscht richtig das Dorf, zahlreiche Werkstatten und
I Ateliers laden zu einem Besuch ein. Aber nicht nur die Kunst macht
: das Dorf mit seiner traditionellen Bausubstanz so einzigartig: Seine
i Lage an den Wimme-Armen, eigentlich misste man ..in den Armen
I der Wimme" sagen, ist beneidenswert. Um dieses Loblied lber
: das Dorf der Bauern und Kinstler kommen wir nicht umhin, nur so
i kann ich meinem Bakterienfund aus der Wimme gerecht werden:
' Jodobacter fluviatilis. So haufig ist lodobacter fluviatilis gar nicht
: zu finden. Meist geht mir das ebenfalls violette Janthinobacterium
i lividum ins .Netz". Beide Organismen bilden den Indolfarbstoff Vio-
' lacein. Janthinobacterium lividum bildet interessante Kolonien, von
: fast glatt und glanzend bis reichlich strukturiert und matt sind alle
i nur denkbaren Zwischenformen mdglich. Dieser Formenreichtum
: wird in einem eigenen Steckbrief abgehandelt. Die Farbpalette des
. Fischerhuder Ensembles (insgesamt finf Farben) konnte ich Herrn
i Christian Modersohn (1916-2009) leider nicht mehr zeigen. Nicht nur
: das .Violett” aus der Wimme findet sich vielfach in seinen Bildern.
, Dass ihn eine unsichtbare und auch unbekannte Welt umgibt, die
1 der harmonischen Farbenpracht seiner Aquarelle Paroli bieten kann,
: hatte ihn sicher in Erstaunen versetzt. lodobacter fluviatilis (vorher
, Chromobacterium fluviatile) bildet neben interessanten Effekten auch
I hochglanzende Kolonien. Fast ware man geneigt, diesen Hochglanz
: noch zu einem ., Hdéchstglanz™ zu steigern. Die Kolonien wirken wie
; spharische Spiegel, durch die dunkle Farbe ist auch ein guter Kontrast
i vorhanden. Beim Durchforsten von Belegfotos (nur die besten sollen
: aufgehoben werden] entdeckte ich das Fenster meines Labors: ge-
; spiegelt in einer lodobacter fluviatilis-Kolonie. Was bei einem Fenster
I maoglich ist, muss auch bei einem Gesicht mdglich sein. Warum also
: nicht das eigene Gesicht darin spiegeln? Das war die Geburtsstunde
, einer neuen Selfie-Generation! Die Kolonien sind sehr klein (4=5 mm],
I die Fotoausristung sicher nicht die geeignetste, keine Frage. Die Idee
: sollte aber sofort umgesetzt werden. Die rein technisch nicht so perfek-
i ten Ergebnisse haben einen gewissen Reiz, vielleicht gerade deshalb. Die
: ersten ,lodo-Selfies” sind geboren.

I

I

I

I

I

I

I

I

I

|

)L(:' é/[ 52/ CCy /Z

/D)/{écnuz/ suz/ Auw /< (UL @&w

res, 4&/1‘/ scch mil e alse wv/ 15t [[/ wdren
/ fz te un [z/m‘/ Lssene Lfé{zmm// zgf éw//

nr ym z@%mb Yeren. “(Erich Schopp)

08.15 [l 1kt

Abb. 1 Jodobacter fluviatilis B3, (Wimme, Fischerhude) Aquarell-
effekt auf spezieller Weichagar-Bihne nach finf Tagen. GroBerer
Durchmesser: 2 cm.

Abb.2 Bild oben links: .lodo-Selfie” von Erich Schopf. Die gewdlbte
Oberflache der Kolonie und die Perspektive verwandeln mich fast in
den Adam von Rudolf Hausner (1914-1995, bedeutender Vertreter der
Wiener Schule des Phantastischen Realismus).

Bild oben rechts: .lodo-Selfie” von Dr. Agathe Pfeifer. Wir lieben un-
konventionelle Einfalle und verwirklichen diese auch.

Bild unten: .lodo-Selfie” der linken Hand von Dr. Agathe Pfeifer ge-
gen den Himmel. Wirkt ein wenig bedrohlich? Oder handelt es sich
blo um eine sehr stammige Palme? Hier ist auch die Kolonie als
Ganzes gut zu sehen.

Anmerkungen: Heinrich Breling (1849-1914) war ein deutscher Genre- und Historienmaler
sowie Mitbegriinder der Kiinstlerkolonie Fischerbude.

Wilbelm Heinrich Robmeyer (1882-1936) war ein deutscher Maler, Grafiker und Mdbeltisch-
ler in Fischerbude.

Otto Modersobn (1865-1943) war ein deutscher Landschafismaler. Bekannt wurde er als
Mitbegriinder der Kiinstlerkolonie Worpswede.

Christian Modersobn (1916-2009) war ein deutscher Maler. Er war der jiingste Sobn von Otto
Modersobn und seiner dritten Frau, der Singerin und Malerin Louise Modersobn Breling
(1883-1950). Sie war die zweildilteste Tochter des ersten Fischerbuder Malers Heinrich Breling.

. Bakterien? Kleinigkeiten“! Zitat von Stanislaw Jerzy Lec. Stanislaw Jerzy Lec (1909-1966)
war ein polnischer Lyriker und Aphoristiker.

- erich.schopfldgmx.at
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Neue Standards

fur die Gesundheit

Die DGKL-Jahrestagung setzt ihre Schwerpunkte auf Fruherkennung,

individualisierte Diagnostik und seltene Erkrankungen

Vom 14.-17. Oktober 2015 findet die 12. Jahrestagung der Deutschen Vereinten Gesellschaft fiir Klinische Chemie und

Laboratoriumsmedizin (DGKL) statt. lLabor&more war im Gespréach mit Herrn Prof. Dr. med. Joachim Thiery, Direktor des

Instituts fiir Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik des Universitdtsklinikums Leipzig

und Tagungsprasident der Jahrestagung der DGKL.

Herr Prof. Thiery, die Jahrestagung der DGKL
findet in Leipzig statt. Welche Verbindung hat

die Gesellschaft zur Stadt?

Leipzig ist eine wunderbare Stadt der Kultur
und der Wissenschaft. In Leipzig finden sich
Ende des 19. Jahrhunderts auch erste Anfinge
einer "Medizinischen Chemie“ in dem damals
weltberithmten physiologischen Institut des
Mediziners und Forschers Carl Ludwig. Heute
ist die Labormedizin des Universititsklinikums
in der Lehre, Krankenversorgung und Forschung
weit tUber die regionalen Grenzen bekannt. Be-
reits 2009 konnten wir in Leipzig erstmals die
Jahrestagung der DGKL anlisslich des 600. Ge-
burtstags der Universitidt Leipzig durchfiihren.
Der Zuspruch zu dieser Tagung war Uberaus
erfolgreich. Ich freue mich daher sehr, dass wir
heute im Jahr des 1000. Stadtjubiliums die Ta-
gung erneut in Leipzig ausrichten durfen. 2015
jahrt sich auch der 600. Griindungstag der Medi-
zinischen Fakultit. Neben diesen Beziigen sind
es jedoch vor allem die gute Erreichbarkeit, die
Schonheit der Stadt und die hohe Attraktivitit
des CongressCentrums der Leipziger Messe, die
unsere Jahrestagung so bald wieder zurtick nach

Leipzig gebracht hat.

Welche Themen-Highlights kénnen die Teil-

nehmer erwarten?

Hauptschwerpunkt der Tagung ist die diagnos-
tische Herausforderung in der Friherkennung
von Krankheiten und in der Gesunderhaltung

30

des Menschen. In unserer ilter werdenden
Gesellschaft gewinnt die Krankheitsprivention
eine immer groBere Bedeutung. Hier wollen wir
neue Standards setzen und Strategien entwi-
ckeln, die unseren Patienten und der Bevol-
kerung zugutekommen. Wir haben hier den
Standortvorteil, dass wir direkt auf die Biomar-
ker-Analysen und Genomuntersuchungen des
groffen Leipziger LIFE-Forschungsprogramms
mit mehr als 25.000 gesunden Personen und
Patienten zurtickgreifen konnen. Hier wollen
wir bessere Kriterien zur Definition von Refe-
renzbereichen in der Labormedizin, aber natiir-
lich auch zum Krankheitsrisiko fiir Herz-Kreis-
lauf, Stoffwechsel- und Demenzerkrankungen
vorstellen. Dies betrifft auch die Entwicklung
neuer methodischer Ansitze von der Massen-
spektrometrie zur Proteinquantifizierung bis
zum Nachweis zirkulierender DNA bei Tumor-
erkrankungen. Thematisiert werden auch Fragen
der infektionsmedizinischen Privention und
Krankenhaushygiene.

Wir werden uns in der Labormedizin von
der Einzelanalyse zu einer den ganzen Men-
schen erfassenden ,Systemdiagnostik* hinwen-
den missen. Dieser zweite Schwerpunkt der
Tagung bedeutet keine Ausweitung der Zahl an
Laboranalysen, sondern eine gezielter am Pro-
blem des Patienten ausgerichteten Labordiagnos-
tik mit der Verkntpfung klinischer und anamne-
stischer Befunde bereits im Laborsystem. Hierzu
wird es in nichster Zeit notwendig werden, in
klinischen Laboratorien auch medizinische Bio-

banken fiir die individualisierte Diagnostik und

die klinische Forschung zu etablieren. Die
Pathophysiologie, die angemessene Diagnostik
und mogliche Therapiestrategien fiir verschie-
denste Krankheitsbilder missen durch die
Labormedizinerin und den Labormediziner
fachlich kompetent beurteilt werden. Dies be-
deutet heute eine wesentlich stirker medizi-
nisch ausgerichtete Weiterbildung mit enger
Vernetzung zur Klinik, bei der die Technisie-
rung der Laboranalytik eher in den Hintergrund
tritt. Die Diskussion der labormedizinischen Zu-
kunftsstrategie einer ,Systemdiagnostik* mit der
Frage nach der Evidenz neuer Biomarker, die
Nutzung der Bioinformatik und der Aufbau
von Biobanken sowie die Forderung unseres
wissenschaftlichen Nachwuchses sind Schwer-
punkte des Kongresses.

Ein dritter Schwerpunkt wendet sich dem
vernachlissigten Gebiet seltener Erkrankungen
zu. Hier besteht Nachholbedarf, um auch klei-
nen Patientengruppen eine medizinisch verliss-
liche Diagnostik zu ermoglichen. Patienten mit
angeborenen Stoffwechselstorungen erreichen
immer hiufiger das Erwachsenenalter und be-
diirfen in der Labordiagnostik besonderer Fur-
sorge. Hier wird sich die Zusammenarbeit mit

der Humangenetik positiv intensivieren.

Wie haben sich die Schwerpunkte von dieser
oder dhnlichen Veranstaltungen in den letzten

sagen wir 20 Jahren verindert?

In den vergangenen Jahren haben vor allem

Schwerpunkte zur Qualititssicherung, zu Labor-
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methoden und zur Okonomisierung der Labor-
medizin unsere Jahrestagungen bestimmt. Es ist
in den letzten Jahren allerdings festzustellen,
dass mehr medizinische Themen zur Indikations-
stellung der Diagnostik, zur Praanalytik, zur klini-
schen Evidenz der Labordiagnostik und zur
labormedizinischen Befundinterpretation an Be-
deutung gewinnen. Selbstverstindlich bleiben
Themen wie die Qualititssicherung und wirt-
schaftliche Laborfithrung auf der Tagesordnung.

Unter den Schwerpunktthemen der diesjihrigen
Tagung befinden sich die Gesundheitsvorsorge
sowie die Fritherkennung von Volkskrankheiten.
Welche Moglichkeiten zur Verhinderung von be-

kannten Krankheiten entwickeln sich aktuell?

Dies betrifft besonders die Stoffwechselerkran-
kungen mit ihren lebensgefihrlichen Folgen fiir
das Herzkreislaufsystem. Der frithe Herzinfarkt
ist vermeidbar, wenn rechtzeitig gegengesteuert
wird. Unverindert sind die Lipide mit einem
erhohten LDL-Cholesterin die Hauptursache fir
den Herzinfarkt. Die gefihrliche Wirkung der
LDL wird durch Diabetes mellitus, Hypertonie,
Rauchen und eine Familienanamnese fir den
Infarkt erheblich verstirkt. Diagnostisch erfihrt
heute ein angeborener Risikofaktor, das Lipo-
protein(a), eine Renaissance. Dies hat neben
vielversprechenden Befunden der Genetik mit
der verbesserten Spezifitit in der immunologi-
schen Bestimmung des komplexen Molekiils zu
tun. Es sind heute erstmals gezielte medikamen-
tose Optionen zur Lp(a)- Senkung in der kli-
nischen Prifung. Von hohen Erwartungen wird
auch die Zulassung eines vollig neuen Wirk-
stoffes zur LDL-Senkung begleitet. Bei dieser
antikorperbasierten Therapie wird ein im Blut
zirkulierendes Protein (PCSK-9) gehemmt, das
fur den normalen Abbau des LDL-Rezeptors in
der Leberzelle verantwortlich ist. Die hierdurch
erhohte LDL-Rezeptoraktivitit fihrt zu einer
drastischen Absenkung des LDL-Cholesterins
uber mehrere Wochen. Hier ergeben sich neue
Herausforderungen der Diagnostik und Uber-
Thema  der
Immuntherapien. Fiir PCSK-9 wird die Frage zu

wachung rund um das
beantworten sein, ob die Bestimmung von
PCSK-9 im Blut gleichwertig oder aussagekrif-
tiger als die LDL-Cholesterinbestimmung vor

Behandlung mit einem PCSK-9 Inhibitor ist.

Und welche neuen Herausforderungen entstehen?

Grof3e Herausforderungen sehe ich aktuell auf
dem Gebiet der Tumordiagnostik. Hier verfi-
gen wir bisher nur tber die etablierten und bis
auf PSA wenig spezifischen Tumormarker. Auf
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dem Gebiet der
microRNAs und dem Nachweis tumorspezi-

Metabolomanalytik, der

fischer zirkulierender DNA sind hier neue dia-
gnostische Optionen zu erwarten. Diese Arbei-
ten mussen im kollegialen Schulterschluss mit
der Pathologie und klinischen Onkologie erfol-
gen. Nachholbedarf haben wir auf dem Gebiet
der Leberfunktionsdiagnostik, hier sind ro-
buste und spezifische Biomarker auf dem Weg,
die voraussichtlich ktinftig auch bei der Orga-
nallokation vor Lebertransplantation (MELD-
Score) an Bedeutung gewinnen werden. Me-
thodisch erwarte ich eine weitere Zunahme
der massenspektrometrischen Analysen, die
bereits jetzt hochspezifische Proteinquantifi-
zierungen erlauben. Es ist eine technische He-
rausforderung, die Massenspektrometrie fir
die Hochdurchsatzdiagnostik der klinischen
Chemie einzusetzen. Es ist aber absehbar, dass
viele durch Kreuzreaktiviit und Matrixpro-
bleme limitierte immunologische Testverfah-
ren mittelfristig von der Massenspektrometrie
abgelost werden. Noch unsicher ist die Effizi-
enz von NMR-Verfahren in der klinischen Dia-
gnostik. Von der genomweiten Analytik erwar-
te ich dagegen aufgrund der nur sehr geringen
Assoziation des Phidnotyps mit genetischen
Varianten kaum einen direkten Diagnostik-
einsatz. Eine kunftige Herausforderung wird
die systemdiagnostische Untersuchung des
Transkriptoms von Blutzellen und des Meta-
boloms/Proteoms bei verschiedenen Krank-
heitsbildern und im Therapieverlauf sein, um

eine personalisierte Therapie zu entwickeln.

Im Rahmen der DGKL-Jahrestagung werden der
mit 50.000 Euro héchstdotierte Preis der DGKL,
der Preis Biochemische Analytik sowie der Preis
fiir den Nachwuchs, der Ivar-Trautschold-Forder-
preis verliehen. Unter welchen Gesichtspunkten

werden die Preistriger jeweils ausgesucht?

Der Preis fiir biochemische Analytik wird von
unserer Fachgesellschaft gemeinsam mit der
Deutschen Gesellschaft fiir Biochemie verge-
ben. Fur das Preisgeld sind wir der Firma
Sarstedt als alleiniger Sponsor des Preises sehr
dankbar. Der internationale Preis wird an For-
scherinnen und Forscher vergeben, die eine fir
die klinische Labordiagnostik nachhaltige
Methode oder eine grundlegende biochemische
Erkenntnis mit Anwendung fiur die klinische
Medizin erarbeitet haben. Es ist eine hohe Aus-
zeichnung fir erfolgreiche Forschung, die zu
einem Paradigmenwechsel in der Diagnostik
und Therapie gefiihrt hat. Das besondere wis-
senschaftliche Renommee bisheriger Preistriger

lasst sich auch daran erkennen, dass mehrere

Prof. Dr. med. Joachim Thiery

Preistriger in den folgenden Jahren auch mit
dem Nobelpreis ausgezeichnet wurden. Der
Ivar-Trautschold-Forderpreis, der jahrlich wech-
selnd von unserer Fachgesellschaft und Sonic
HealthCare gestiftet wird, zeichnet hervorra-
gende junge Nachwuchswissenschaftlerinnen
und Nachwuchswissenschaftler unseres Faches
aus, die sich frith durch ein hochrangiges wissen-

schaftliches Werk qualifiziert haben.

Auch ein spannendes Rahmenprogramm erwartet

die Teilnehmer?

Die neu renovierte Universititsbibliothek Alber-
tina mit ihrem eindrucksvollen klassizistischen
Foyer der Grinderzeit offnet fir uns am Vor-
abend des Kongresses ihre Tiren. Hier wird
auch die Moglichkeit zum Besuch der Ausstel-
lung ,Labor und Medizin“ anlisslich des 600.
Geburtstags der Medizinischen Fakultidt beste-
hen. Ich freue mich dann auf die Gespriche mit
den Ausstellern im CongressCentrum am fol-
genden Abend. Und am letzten Abend werden
wir unsere Giste in den Dschungel von Gond-
wanaland fithren. Was uns dort erwartet, verrate

ich aber heute noch nicht.

Worauf treuen Sie sich persénlich?

Ich freue mich darauf, viele liebe Kolleginnen
und Kollegen in Leipzig personlich begriifien zu
konnen. Besonders freue ich mich auf den Fest-
vortrag von Bengt Samuellson (Nobelpreistriger
1982) zum aktuellen Stand der Prostaglandin-
und Leukotrienforschung, da mich das Gebiet
der bioaktiven Lipide schon immer besonders
fasziniert hat.

= Herr Prof. Thiery,
herzlichen Dank fiir das Gespréch!

(Interview: Carmen Klein)
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Oleosome sind natiirliche, in Olsaaten vorkommende
Partikel mit besonderen Eigenschaften. lhre sorten-
spezifische Grofe reicht von Mikrometern bis in den
Nanometerbereich hinein. Diese Partikel mit protein-
funktionalisierter Oberfliche sind aufgrund ihres Aufbaus
extrem stabil. Damit sind sie fiir Grundlagenforschung,
die Pharmakologie und auch fiir innovative Anwendungen
im Lebensmittelbereich relevant.

Pflanzliches Fett: Olsaaten und Olpflanzen

Was haben Mais, Sojabohne, Sesam, Palmen, Sonnenblume, Oliven, Erd-
nuss und Kiirbis gemeinsam? Sie alle sind ,Olfriichte* im landwirtschaft-
lichen Sprachgebrauch und seit Jahrhunderten Quelle fiir pflanzliches Ol,
welches — je nach Zusammensetzung seiner Fettsduren — die unterschied-
lichsten Zwecke in der Kiiche erfiillt. Im botanischen Sprachgebrauch wird
noch unterschieden zwischen der Frucht bzw. dem Fruchtfleisch (Oliven,
Palmen) und den Samen oder Saaten, je nachdem, aus welchen pflanzlichen
Geweben das Ol isoliert wird. AuBerhalb des botanischen Interesses war
bislang wenig bekannt, wo, weshalb und wie Pflanzen Ol speichern.
Besonders gut erforscht sind diese Olreservoire bei den Olsaaten wie Mais,
Sonnenblumenkernen oder Sojabohnen. Sie werden als ,Olkdrper” (aus der
angelsichsischen Fachliteratur: Oil bodies) oder Oleosome bezeichnet
(Abb. 1). Deren besseres Verstindnis kann erkliren, welche Anstrengungen
vonseiten der Olproduzenten unternommen werden miissen, um das Ol aus
dem Olsamen zu extrahieren, aber auch grundlegende Erkenntnisse tiber
Funktion und Wechselwirkung von Phospholipiden mit Proteinen liefern.
Die typische Grofe der Oleosomen im Nanobereich (in Sojabohnen ca.
300 nm Durchmesser) ist fiir die Keimung und das Wachstum des Samens
essenziell. Zur Zeit der Keimung, in der die Pflanze noch keine Photosyn-
these betreiben kann, werden die gespeicherten Neutralfette mithilfe von
Enzymen zu freien Fettsduren und schlieBlich Monosacchariden abgebaut,
die fiir den Aufbau von Kohlenhydraten benotigt werden [1]. Da ein ge-
ringes Volumen zu einer vergrofRerten Gesamtoberfliche fiihrt, bieten die
Oleosome den fettverdauenden Enzymen (Lipasen) eine grofiere Angriffs-
fliche. Dies ist wichtig, um in der kurzen Zeit der Keimung moglichst viel

Energie fiir das Wachstum des Keimlings zur Verfligung zu stellen.

Lo

Abb.1 Vereinfachte Darstellung eines Oleosoms aus Olsaaten, z.B. der So-
jabohne. Phospholipide bilden eine stabile Schicht, allerdings im Gegensatz
zu tierischen Fettpartikeln (LDL und HDL) chne Cholesterol. Zusatzliche Sta-
bilitat wird durch Oleosine erreicht. Diese speziell geformten Proteine mit
einem stark lipophilen Teil, der zu einer ,Haarnadel” gebogen ist (rechts
oben), lagern sich zusatzlich ein und stabilisieren die Olteilchen. Die hydro-
philen Teile des Proteins bestehen aus Helices und unstrukturierten polaren
Bereichen.
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Behic Mert Jg. 1974, studierte Lebensmittel-
technologie an der Middle East Technical Uni-
versity (METUJ, Ankara in der Turkei und schloss
dort mit dem Bachelor ab. Seinen Master of
Science absolvierte er am Department of Food
Engineering, Michigan State University, USA, Gber
Molkenproteinfilme. Seine Dissertation schloss
er 2004 am Department Agricultural and Biological
Engineering, Purdue University, West Lafayette
USA, ab. Danach war er Senior Research Engineer
im Rheology and Physical Properties Lab der
ConAgra Food Company, Omaha, USA. Seit 2006
ist er, nach einem Forschungsaufenthalt an der
Obihiro Universitat in Japan, Professor am Food
Engineering Department an der METU. 2014-2015
war er Gastprofessor am MPI fir Polymer-
forschung in Mainz.

Fur die Biosynthese von Fetten bedienen
sich Pflanzen ihrer grofen Vielfalt an Organ-
ellen (Zellorganen) und deren Enzymapparat.
Die Biosynthese der Fettsiuren lduft aus-
schliefilich in den Plastiden ab — am bekanntesten
sind die griinen Chloroplasten. Diese stammen
nach der Endosymbiontentheorie von Cyano-
bakterien ab. Deswegen sind ihre Fettsdure auf-
bauenden Enzyme prokaryotischen Ursprungs
(stammen von Bakterien ab). Dies ist der Grund,
weshalb Pflanzen Fettsduren herstellen konnen,
die fir den Menschen essenziell sind, welche er
also nicht selbst herstellen kann. Dazu niitzt die
Pflanze Enzyme, etwa die A-1,2-Desaturase.

Dieses Enzym desaturiert, es baut Kohlenstoff-
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Birgitta Zielbauer, Jg. 1978, studierte Physik
an der Universitat Heidelberg und promovierte
dort 2007 im Bereich Nanotechnologie. Nach
einem zweijahrigen Forschungsaufenthalt in
Frankreich ist sie seit 2009 wissenschaftliche Mit-
arbeiterin in der Arbeitsgruppe ..Soft Matter Food
Science” von Prof. Thomas Vilgis am Max-Planck-
Institut fir Polymerforschung in Mainz. Sie in-
teressiert sich besonders fir die Erforschung der
physikalischen Grundlagen von Eigenschaften
und Struktur von Lebensmitteln mittels material-
analytischer Methoden. Des Weiteren ist sie ver-
antwortliche Laborleiterin und betreut eine Viel-
zahl experimenteller Methoden in der Physik und
Chemie der Lebensmittel am MPI fiir Polymer-
forschung in Mainz

doppelbindungen in die Fettsduren ein: Aus ge-
sittigten Fettsiuren werden ungesittigte, etwa
die essenziellen Fettsduren Linolsdure (zweifach
ungesittigt) und Linolensdure (dreifach unge-
sittigt). Ungesittigte Fettsiuren stellen die
Pflanzen nicht zwangsldufig zum Wohl der Kon-
sumenten oder Okotrophologen her, sondern
sie spielen eine wichtige Rolle bei der Einstel-
lung von Kiltetoleranz bei Pflanzen. Diese Fett-
siuren bleiben auch bei niedrigen Tempera-
turen wegen ihres niedrigen Schmelzpunkts
flissig. Kiltetolerante Pflanzen lagern mehr
Phospholipide mit ungesittigten Fettsiuren in
ihre Zellmembran ein und erhéhen somit deren

Fluiditdt (und erniedrigen ihre Kristallisations-

Thomas Vilgis, Jg. 1955 ist Professor an der
Universitat Mainz und arbeitet am Max-Planck-
Institut fir Polymerforschung an der Physik und
Chemie der weichen Materie, inklusive Lebens-
mittelsysteme. Vilgis studierte in Ulm Physik,
promovierte dort Uber Polymere und Elastomer-
systeme und verbrachte danach einen Post-
docaufenthalt am Cavendish Laboratory in
Cambridge bei Sir Sam Edwards. Sein Haupt-
interessengebiet sind die molekularen Eigen-
schaften von Lebensmittelsystemen und die
multiskalige Physik der Lebensmittel. Er ist
Autor vieler Fachpublikationen und hat mehrere
Blicher zum Thema Naturwissenschaft und
Kochen veroffentlicht.

temperatur). Ganz anders bei Tropenpflanzen
wie Kokosntissen. Dort werden wegen der
leichten Oxidation der ungesittigten Fettsdu-
ren eher gesittigte Fettsiuren eingebaut und
der Schmelzpunkt wird lediglich Gber die Ket-
tenlinge gesteuert. Kokosfett ist daher ein stark
gesittigtes Fett, allerdings mit kurzen Fettsduren.

Aufgrund von Erkenntnissen aus der Pflanzen-
physiologie und Zellbiologie ist inzwischen
bekannt, wie Pflanzen es schaffen, Ol in einer
Pflanzenzelle in sehr kleine Fetttropfchen (den
Oleosomen) zu verteilen bzw. zu emulgieren.
In der Pflanzenzelle findet quasi ein Emulgations-
prozess auf Nanoebene statt, der von der Evo-

lution tUber Jahrmillionen optimiert wurde. An

lalsomfnira 08.15



ap 085 073 134 145 155 200 60

lediglich 260-300nm grof3. Erdnussoleosome haben ca. 2gm Durchmesser. Dabei nimmt
die Stabilitat mit zunehmender Grofle ab. Sojaoleosome sind gegentiber hohen Scherkraften

1
I
1
1
Typische GréBen der Olkérper in verschiedenen Olsaaten. Oleosome aus Sojabohnen sind :
I
}
}
und Temperatur extrem stabil. 1

einem spezialisierten Zellorganell (dem endo-
plasmatischen Retikulum) sammeln sich inner-
halb seiner Membran (also zwischen der Phos-
pholipiddoppelschicht) die von den Enzymen
hergestellten fertigen Fette. Dies fuhrt zu Aus-
stilpung der Membran zu kleinen Tropfchen,
die sich aus der Membran abschntiren konnen
[2]. Die GroBe des Tropfchens wird durch die
erwihnten Oleosin-Proteine vorgegeben, welche
sich gleichzeitig in das nun entstehende Oleo-
som einlagern.

Oleosine: besondere Proteine

Diese Proteine, die die einzelnen Oleosome
stabilisieren, sind einzigartig in ihrer Form und
Funktion. Naiv kann man sich ein Oleosin wie
einen ,Regenschirm® vorstellen. Der duflere
Schirmteil ragt ins Wasser, ist damit hydrophil
und der Stock ist im Ol verankert, also hydro-
phob (siehe Abb. 1). Genau diese starke Veran-
kerung im Ol macht die Oleosine extrem stabil,
sie besteht aus einer ca. 70 Aminosiuren langen
Sequenz aus hydrophoben Aminosiuren, die
eine sogenannte Haarnadelstruktur bildet. Diese
Sequenz ist die lingste in der Natur bekannte
hydrophobe Aminosiuresequenz [2]. Ein wei-
teres Erkennungsmerkmal der Oleosine ist der
JProlinknopf“, der drei Proline (eine als ,Struk-
turbrecher bekannte Aminosiure) enthilt und
die knopfartige 180°-Drehung der Haarnadel
bildet. Diese mittlere hydrophobe Sequenz der
Oleosine ist bei allen Pflanzensamen identisch.
Unterschiedlich hingegen sind lediglich die
Randsequenzen, die hydrophilen Schirme der
Oleosine, die sogenannten N-terminalen und
C-terminalen Teilbereiche. Sie konnen aus
verschiedenen hydrophilen Dominen wie z.B.
einer amphipatischen a-Helix bestehen. Die im
duReren Schirmanteil vorhandene Ladung der
Oleosine und die dadurch entstehende Ab-
stolung zweier Oleosome ist hauptverantwort-
lich fir die Stabilitit von Sojamilch, aber auch
der Grund dafiir, dass Samen teilweise noch
nach Jahrhunderten ihre Keimfihigkeit nicht
verlieren.

Damit wird auch verstindlich, warum Soja-
milch, Tofu oder Sojasahne extrem gute Emulga-
toren sind. Sojamilch beinhaltet mit die stirksten
Emulgatoren tiberhaupt: Phospholipide, Oleosine

— also Proteine, die sehr stark zur Stabilitit bei-
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tragen — und Olkérperchen, die alle auf ver-
schiedenen Lingenskalen ihren Beitrag leisten.

Damit ist die Oberfliche der Oleosome auf
nattrliche Weise ,funktionalisiert*, denn je nach
pH-Wert der Umgebung ist die Oberfliche mit
unterschiedlichem Vorzeichen geladen (Abb. 2).

Unterhalb des isoelektrischen Punktes ist
die Nettoladung der Oberfliche positiv, ober-
halb negativ. Daher sind Oleosome gerade im
sauren und damit im kulinarisch relevanten
Bereich von pH-Werten um 4 leicht positiv ge-
laden. Sie bilden stabile Emulsionen und kon-
nen auch entsprechend verkapselt werden, z.B.

mit negativ geladenen Hydrokolloiden.

Extraktion

Oleosome werden in mehreren Schritten mit-
tels Zentrifugation aus roher gefilterter Soja-
milch isoliert. Dabei wird die Aufrahmung
der Oleosome beschleunigt, diese wird dabei
von den restlichen Bestandteilen der Soja-
milch getrennt. Insbesondere der pH-Wert
der rohen Sojamilch und der des in den
Waschschritten benutzten Mediums hat einen
groflen Einfluss auf den Erfolg der Abtren-
nung der Speicherproteine. Bei einem stark
basischen pH-Wert von 11 wird eine Tren-
nung der Oleosome von den Speicherprotei-
nen Glycinin und p-Conglycinin und anderen
Allergenen wie der Thiolprotease ,Gly m Bd
30K* erreicht [4].

Blick ins Oleosom:
Neutronenstreuung

Obwohl verschiedene Modelle und Simulationen
zur Konformation der Oleosine innerhalb der
Oleosome existieren, ist deren Faltung auf mole-
kularer Ebene nicht endgultig geklirt. Auch ist
es schwierig, kleine Anderungen in der Konfor-
mation der Proteine (wie man sie beispielsweise
zu Beginn einer thermischen Denaturierung
erwartet) durch makroskopische Messungen an
intakten Oleosomen nachzuweisen. Eine viel-
versprechende Methode, um hier genauere Ein-
blicke zu erlangen, ist die Neutronenstreuung.
Neutronen wechselwirken mit den Kernen der
Atome und besitzen die Besonderheit, an Iso-
topen des gleichen Elements unterschiedlich
stark gestreut zu werden. Dies ist insbesondere
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der Fall fur Wasserstoff (H) und Deuterium (D).
Dadurch eroffnet sich die Moglichkeit, bestimmte
Teilstrukturen einer Probe auszublenden oder
hervorzuheben, indem deren Streulidngendichten
durch Austausch von Wasserstoff mit Deuterium
variiert werden. So bietet sich im Fall der Oleos-
ome die Moglichkeit, sie statt in Wasser in
Mischungen verschiedener H,O/D,O-Verhilt-
nisse zu dispergieren, damit das normalerweise
dominierende Signal des Ols zu unterdriicken
und das schwache, aber besonders interessante
Signal der Proteinhtille hervorzuheben. Dies ist
in Abbildung 3 gezeigt, wo die Streusignale von
Sojaoleosomen mit denen einer ebenfalls soja-
ol- und lecithinbasierten, aber proteinfreien
Modellemulsion (Intralipid) jeweils sowohl in
reinem H,O (0% D,0O) und in 12%igem D,O
dargestellt sind.

Es ist ersichtlich, dass sich die Signale der
beiden Proben fiir reines Wasser kaum unter-
scheiden, fir die 12%ige D,O-Mischung aber
deutlich verschieden sind. Dies liegt daran, dass
12%iges D,O aus Sicht der Neutronen kaum

von Sojadl zu unterscheiden ist und das resultie-
rende Signal daher von der Proteinhiille domi-
niert wird. In Wasser dominiert dagegen das Si-
gnal des Ols. Indem man die Streukurven mit
den fur bestimmte Strukturen und H,O/D,O-
Verhiltnisse berechneten vergleicht, ldsst sich
eine Aussage Uber die Struktur der Probe tref-
fen. Im hier gezeigten Beispiel erkennt man gut,
dass sich fir reines Wasser zwar sowohl Oleo-
some als auch Intralipid annihernd mit einem
einfachen Kugelmodell beschreiben lassen, dies
im Fall der 12%igen D,O-Mischung aber nur
noch fiir das proteinfreie Intralipid der Fall ist.
Um das von den Oleosomen verursachte Signal
zu beschreiben, ist es notig, das kompliziertere
Modell einer Kugel mit einer Schale zu ver-
wenden. Durch Anpassung des Modells an
die Streukurve konnen dann Parameter wie
Grosde der Oleosome und Schalendicke bestimmt
werden. Hier ergeben sich ein Durchmesser von
290nm und eine Schalendicke von 7nm, was mit
der oben genannten Modellvorstellung zum Auf-
bau des Oleosomes vertriglich ist.

Verhalten an Grenzflachen

Das grundsitzliche Verhalten der Oleosome an
Grenzflichen ist in Abbildung 4 dargestellt.
Erreicht ein Oleosom die Luft-Wasser-Grenz-
fliche, verindern die Oleosine an der Ober-
fliche ihre Konformation, sobald sie mit Luft
(die als hydrophob angesehen werden kann) in
Kontakt kommen. Das Olkérperchen verliert
dadurch seine Stabilitit, reiRt auf und seine Kom-
ponenten formieren sich zu neuen Strukturen.
Hierbei ordnen sich die grenzflichenaktiven
Phospholipide wie gezeigt an der Oberfliche
an, das Ol sammelt sich ebenfalls an der Ober-
fliche. Nicht abschliefend geklirt ist das Verhalten
der Oleosine, die aufgrund ihres amphiphilen
Charakters ebenfalls die Moglichkeit haben,
sich entlang der Grenzfliche anzuordnen, aber
auch wie gezeigt mizellenartige Aggregate bilden
konnen, bei denen die hydrophoben Teil-
sequenzen von den hydrophilen eingeschlos-
sen werden und die somit wasserloslich sein
konnten. Zur Klidrung bedarf es weiterer Unter-
suchungen (Lichtstreuung, Spektroskopie, ...).
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Abb. 2 Information Uber die Oberflachenladung der Oleosome beiver-  Abb.3 Kleinwinkelneutronenstreuung (SANS] an Oleosomen und Model-

schiedenen pH-Werten liefert die Messung des Zeta-Potenzials [3].

12% D,0.

lemulsionen zeigen deutlich die Proteinhiille der Oleosome bei Messung in

Abb.4 Schematische Darstellung des Grenzflachenverhaltens der Oleosome, wie es sich in Filmwaagenexperimenten, kombiniert mit Brewsterwinkelmi-
kroskopie [4], darstellt. Die Oleosome diffundieren an die Oberfléche. Sobald das Hydratwasser verdampft, denaturieren die hydrophilen Teile der Oleosine,
die hydrophilen Phospholipidkdpfe orientieren sich um, die Oleosome platzen (Pascalscher Druck). An der Luft-Wasser-Grenzflache bilden sich verschiedene

Phasen aus Fetten, Phospholipiden und Oleosinen.
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Damit sind Oleosome auch im Kosmetikbe-
reich relevant. In verdickten wissrigen Losungen
werden sie durch langsame Verdunstung des
Losungsmittels platzen und somit ihren Olkern
langsam freigeben.

Oleosome und
innovative Lebensmittel

Die funktionalisierten Oberflichen der Nano-
und Mikropartikel lassen sich nitzen, um die
Olkorperchen zu strukturierten Aggregaten zu
verbinden oder sie zu festen und halbfesten
Bestandteilen flir neuartige Lebensmittel zu ver-
arbeiten.

Erste Versuche zeigen bereits einen Teil der
Moglichkeiten auf. Zum einen tberwiegen im
basischen Bereich bzw. in der Nihe des isoelek-
trischen Punkts negativ geladene Aminosiduren
in den hydrophilen Bereichen der Oleosine, die
durch Ca*-Tonen verkniipft werden konnen
und damit bereits zu einer leichten Stabilititser-
hohung fihren (sieche Abb. 5). Zum anderen
lassen sich die hydrophilen Teile der Proteine
an den Oberflichen mit dem Enzym Transglut-
maninase permanent vernetzen. Da Transgluta-
minase zur Entfaltung ihrer maximalen Aktivitit
Calcium benotigt, entsteht eine maximale Verfe-
stigung der Emulsion aber erst im Zusammen-
spiel der beiden Stoffe.

Mithilfe von Oleosomen koénnen somit pro-
teinhaltige Lebensmittel mit einem Uber ihren
Fettanteil steuerbaren Energieinhalt entwickelt
werden. Diese sind auch fur die Geriatrie zur
Vorbeugung und Therapie bei Mangelernih-
rung interessant, insbesondere deshalb, weil die
Textur (und damit die Schluckbarkeit bei gleich-

zeitig vorliegender Dysphagie) definiert verin-
dert werden konnen [5]. Wird noch in Rechnung
gestellt, dass Oberflichen und Olkern mit bio-
aktiven Stoffen unterschiedlicher Loslichkeit
(wasser- und fettlosliche Vitamine, Phenole
usw.) beladen werden konnen, haben Oleo-
some gute Chancen, zu natiirlichen biofunktio-

nalen Carrierpartikeln zu werden.

- vilgisfdmpip-mainz.mpg.de
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Abb. 5 Stabilitdtserhohung durch Vernetzung
von Haselnussoleosomen mit Calciumchlorid,
Transglutminase und beiden. Die Textur ist am
rechten Bildrand dargestellt. Die Calciumgele
sind sehr weich, fast schmelzend, die mit Trans-
glutaminase permanent vernetzten Olesome zei-
gen ein schon deutlich hoheres Schermodul. Die
Textur erinnert an Gotterspeise. Die Kombination
aus TGase und Calcium (Cofaktor) fihrt zu ra-
scher Vernetzung und bildet briichige, wenngleich
weiche Gele.
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In der Proteinanalytik sind neben den traditionellen Fragestellungen wie

der Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen Proteinmodifikationen

(sogenannte post-translationale Modifikationen - PTM) mittlerweile von

besonderem Interesse. Durch diese Modifikationen wird nicht nur die Wirkung

spezifischer Proteine determiniert, sondern modifizierte Proteine konnen

zudem als Biomarker in der Physiologie oder als Prozessmarker in der

Lebensmittelanalytik herangezogen werden.

Die aktuelle Analytik beruht auf chromatogra-
phischen und elektrophoretischen Trennmetho-
den, die im Hinblick auf Proteinverinderungen
oft nur zu unbefriedigenden Ergebnissen fiihren,
da die zugrundeliegenden Reaktionen, die zu
diesen PTM fiithren, sehr komplex sein konnen
und oftmals noch nicht hinreichend charakteri-
siert sind.

Ziel der Kopplung der Diinnschichtchromato-
graphie (HPTLC) mit der Massenspektrometrie
(MS) ist es, die Vorteile beider Verfahren auszu-
nutzen. Dieser Neo-Proteomics-Ansatz soll es
ermoglichen, auch PTM zu identifizieren, die in
ihrer Anzahl und Diversitit der chemischen
Strukturen sehr komplex sein konnen. Als Bei-
spiel zu nennen sind hier ungerichtete Reaktio-
nen von Proteinen mit anderen Lebensmittel-
inhaltsstoffen, aber auch solche, die in vivo
ablaufen. So finden z. B. zahlreiche Glykierungen
von Proteinen statt, die beim Krankheitsbild Dia-
betes mellitus als Biomarker herangezogen wer-
den konnen. In diesem Zusammenhang ergeben
sich durch die Vorgehensweise des sogenannten
HPTLC-MS-Imagings zusitzliche Vorteile: Neben
dem direkten Nachweis auf/von der Dinn-
schichtplatte konnen durch das Elutionsverhalten
Aussagen Uber ausgewihlte physikochemische
Eigenschaften der Proteine/Peptide (u.a. Polari-
tiat) getroffen und das Molekulargewicht ermittelt
werden. Das Imaging ermoglicht den Nachweis
von Modifikationen und die Visualisierung der
Protein/Peptid-Verteilungen auf der Diinnschicht-
platte. Damit kénnen eine schnelle Ubersicht und
der Vergleich einzelner Proben erreicht werden.

Anhand der Analytik von Caseinen aus
Frischmilch wurde eine solche methodische
Vorgehensweise gepriift. Ziel war der exempla-
rische Nachweis verschiedener Caseine nach
chromatographischer Trennung auf einer Dinn-
schichtplatte und der anschlieBenden massen-
spektrometrischen Kartierung (Imaging) der

einzelnen Peptide.

Was man wissen muss

Der Begriff Proteomics beschreibt das Forschungs-
gebiet, das sich mit der Analyse der Gesamtheit

08.15 [l 1kt

der Proteine beschiiftigt, die von einem Orga-
nismus, einem Gewebe oder einer Zelle gebil-
det werden. Dadurch sollen die Eigenschaften
der Proteine und die damit verbundenen biolo-
gischen Prozesse besser verstanden werden [1].
Zur Analyse dieser komplexen Fragestellung(en)
werden bisher zwei Ansitze verfolgt: die Top-
down- oder die Bottom-up-Methode. Beim Bot-
tom-up-Ansatz werden die Proteine vor der
massenspektrometrischen Analyse proteolytisch
— meistens mithilfe des Enzyms Trypsin — in
kleinere Untereinheiten gespalten. Die erhal-
tenen Peptide werden chromatographisch ge-
trennt, sodass durch die anschlieRende Massen-
spektrometrie die Peptidsequenzen und ggf.
Modifikationen identifiziert und charakterisiert
werden konnen [2]. Beim Top-down-Ansatz
werden hingegen die intakten Proteine voneinan-
der getrennt und anschliefend massenspektro-
metrisch analysiert. Hier werden erst wihrend
der Massenspektrometrie durch die Ionisation
einzelne kleinere Fragmente erzeugt. Aus dem
Spektrum dieser Fragment-Tonen lassen sich
schlieglich die Proteinsequenz und -modifika-
tionen ermitteln. Eine Trennung und Identifika-
tion gestaltet sich hierbei allerdings wesentlich
schwieriger, daftiir kann man die komplette In-
formation des Proteins ohne wesentliche Ver-
luste erfassen, was mit dem Bottom-up-Ansatz
nicht moglich ist [2].

Die Dinnschichtchromatographie ist ein
lange bekanntes Trennverfahren, das aufgrund
mangelnder Leistungsfihigkeit bisher vergleichs-
weise wenig Anwendung in der modernen
Hochleistungsanalytik gefunden hat. In Form
der High Performance Thin Layer Chromatogra-
phy (HPTLC) wird diese Methode gegenwiirtig
aber zunehmend als hochempfindliche, prizise
und schnelle Technik mit Anwendungspotenzial
in verschiedenen analytischen Bereichen einge-
setzt [3]. Durch Hochleistungsgerite fiir die Auf-
tragung, Entwicklung und Dokumentation sowie
die Verbesserung der Sorbentien konnten eine
Steigerung der Trennleistung und eine Erhohung
der Prizision sowie der Reproduzierbarkeit er-
reicht werden. Ein groer Vorteil dieses Verfah-

rens besteht in der Moglichkeit der simultanen
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Analyse mehrerer Proben sowie der Mehrfach-
und mehrdimensionalen Entwicklung. Weitere
Vorteile sind die vielfiltigen Detektions- und
Kopplungsmoglichkeiten, insbesondere  die
Kopplung der HPTLC mit der Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionisation Mass Spectrometry
(HPTLC-MALDI-MS), der Electrospray-Ionisation
Mass Spectrometry (HPTLC-ESI-MS) oder der
Desorption Electrospray Ionisation Mass Spectro-
metry (HPTLC-DESI-MS) [4, 5, 0]. Eine neue Ent-
wicklung sind spezielle MS-grade Platten fur die
Kopplung der TLC mit der Massenspektrometrie.
Damit werden eine hohe Empfindlichkeit, gerin-
gere Hintergrundsignale und dadurch sehr gute

Signal/Rausch-Verhiltnisse erreicht [7].

Wie man vorgeht

Der Arbeitsablauf des HPTLC-MALDI-Imagings
gliedert sich in drei wesentliche Schritte: (I) Pro-
benvorbereitung und chromatographische Tren-
nung, (ID die massenspektrometrische Messung
und (IID das eigentliche Imaging — die Darstel-
lung der massenspektrometrischen Daten und

deren Auswertung (Abb. 1).

1) Probenvorbereitung und
Diinnschichtchromatographie

Die Caseine konnen aufgrund ihrer Loslichkeit
bei pH 4,6 leicht von der Milch und Molkenpro-
teinen abgetrennt werden, nachdem storendes
Fett durch Zentrifugation entfernt wurde. Es
existieren diverse Caseine in der Milch (u.a.
auch abhingig von der Milchherkunft, ;Kuh vs.
Schaf®), wobei das aS1-Casein, das a.S2-Casein,
das p-Casein und das k-Casein die bekanntesten
Vertreter sind. Fir das verwendete analytische
Verfahren werden die Caseine ohne vorherige
Trennung proteolytisch durch Trypsin gespalten.
Die Trennung der resultierenden Peptide erfolgt
auf der Dunnschichtplatte (hier: eine HPTLC
Kieselgel 60 F,5; MS-grade fiir MALDI, Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland). Die Trennung
kann nach Auftragung der Probe in einer Bande
in einer Dimension oder nach punktférmiger
Auftragung in zwei Dimensionen stattfinden
(Abb. 2). Fiur die zweidimensionale Trennung
wird die HPTLC-Platte zuerst in der ersten Dimen-
sion mit 2-Butanol/Pyridin/Ammoniak/Wasser
als mobiler Phase entwickelt. Nach der vollstin-
digen Trocknung der Platte wird diese um 90°
gedreht und anschlieRend mit 2-Butanol/Pyri-
din/Essigsdure/Wasser als mobiler Phase in der
Die beiden

mobilen Phasen unterscheiden sich abseits von

zweiten Dimension entwickelt.

den Losungsmittelverhiltnissen hauptsichlich
in der Wahl eines modifizierenden Agens
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(,Modifier; i.d.R. Essigsdure, Ammoniak, Tetra-
hydrofuran etc.). In der ersten Dimension wird
Ammoniak fir einen basischen pH-Wert und in
der zweiten Dimension Essigsiure fiir einen
sauren pH-Wert verwendet. Die Trennung in
der Duinnschichtchromatographie ist ein kom-
plexes Zusammenspiel aus der Interaktion der

Analyten mit der stationdren und der mobilen

Probenvorbereitung
Extraktion und tryptischer Verdau

[

4

Auftragung

JE

Entwicklung
(1D oder 2 D ggf. zwei Platten parallel

=

Detektion

Abb. 1 Schematischer Ablauf der Untersuchung
einer Probe durch die 2D-HPTLC-MALDI-Mas-
senspektrometrie.

Phase. Durch die unterschiedlichen pH-Werte
werden die Ladung und damit auch die Polaritit
der Peptide beeinflusst, wodurch unterschiedliche
Retentionsfaktoren (Rf-Werte) erreicht werden.
Dies bedeutet unterschiedliche Wanderungs-
geschwindigkeiten eines Peptides und damit
unterscheidbare Entfernungen des Peptids vom
Trennungsursprung, der abhingig vom zuge-
setzten Modifier ist.

Die Verwendung von parallel entwickelten
Diinnschichtplatten erlaubt dabei den direkten
Vergleich zwischen den Detektionsmethoden
(Abb. 1). Gerade im Bereich der Protein- und
Peptidanalytik konnen traditionelle Farbreagen-
zien erste Informationen iber die Eigenschaften
liefern, z.T. auch schon tber die chemische
Struktur. Dabei kommen primir Farbreagenzien
wie Ninhydrin oder Fluorescamin zum Einsatz,
die entsprechend ihrer Interaktion mit den Ana-
lyten auf der Dunnschichtplatte den Nachweis
ihrer Prisenz, aber auch ihrer Verteilung auf der
Platte ermoglichen (Abb. 2). Die Vielzahl mog-
licher Derivatisierungsreagenzien kann hier ein-
deutig als Vorteil der Dunnschichtchromato-

graphie angesehen werden.

11) Kopplung der Diinnschicht-
chromatographie mit der MALDI-
Massenspektrometrie

Im Fall der MALDI-TOF-MS-Kopplung wird
nach der chromatographischen Trennung die
Oberfliche der HPTLC-Platte komplett mit einer
Dies

kann durch Tauchen oder Aufsprihen erfolgen.

geeigneten MALDI-Matrix beschichtet.

Anschlieend wird die Platte fiir die Messung in

i
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Abb. 2 Peptide des tryptischen Verdaus von Milch-
proteinen nach ein- und zweidimensionaler Ent-
wicklung. Derivatisiert mit Fluorescamin und
visualisiert unter UV-Licht (366 nm).
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milz GO0 = 1500 Da

einen (kommerziell erhiltlichen) Adapter eingebracht und zur Messung in
das Massenspektrometer eingesetzt (Abb. 3). Die vollautomatisierte Mes-
sung wird im Falle einer 1D-Trennung bahnweise durchgefihrt und im
Falle einer 2D-Trennung, indem der Laser sich anhand eines Rasters von
Quadraten definierter Kantenlidnge tiber den Messbereich der Platte bewegt.
In jedem Rasterpunkt wird dabei ein Massenspektrum aufgenommen. Aus der
Gesamtinformation aller Rasterpunkte wird dann ein massenspektrometrisches
Image erstellt, in dem die detektierten Massen abhingig von ihrer Intensitit

in den einzelnen Spektren farbig dargestellt werden konnen (Abb. 4).

Laufrmitialfront

Roiuliltyried Sl

Abb. 4A und B Darstellung des zweidimensionalen HPTLC-MALDI-Imagings
Abb. 3 Schematische Darstellung der Laserdesorption auf der TLC-Platte ~ mit Beschriftung der Massen aller 89 detektierten Caseinpeptide. (A) Mas-
unter Anwendung eines kommerziellen HPTLC-MALDI-MS-Adapters. senbereich 600 - 1500 Da; (B) Massenbereich 1500 - 4800 Da.
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111) Auswertung und Ergebnisse

Durch den Vergleich des MALDI-Images mit dem ,Image* einer traditionell
angefirbten Platte konnen Peptide, die zuvor nur aufgrund der Fluores-
zenzfirbung oder nach Derivatisierung detektiert wurden, anhand ihrer
Masse identifiziert werden. Die in der Dunnschichtchromatographie
ubliche Verwendung von Standards wihrend der Trennung ist dadurch
nicht mehr absolut notig, da jede Bande (1D), beziehungsweise jeder Spot
(2D) in den meisten Fillen eindeutig durch die Massenspektrometrie
identifiziert werden kann. Bei der exemplarischen Untersuchung der aus
Frischmilch gewonnenen Caseine konnten mit dieser Vorgehensweise auf
einer einzelnen Platte 89 Peptide nach 2D-Entwicklung nachgewiesen
werden. Aufgrund dieser grofden Anzahl bzw. fiir eine erleichterte Evalu-
ierung erfolgt die Beschriftung (Annotation) in zwei arbitriren Massen-
bereichen fiir ein und dieselbe Platte (hier: 600—1500 Da und 1500—4800
Da in Abb. 4A und B). Dadurch kann auch die Verteilung der Peptide auf
der Platte gut visualisiert werden.

Das Beispiel der Caseinpeptide zeigt eine Unabhingigkeit der Tren-
nung von der Peptidmasse. Im Allgemeinen kdénnen grole und kleine
Peptide Gber den gesamten Bereich der Trennung detektiert werden, da
diese wie oben beschrieben vornehmlich durch die Polaritidt determiniert
ist und durch die chromatographischen Bedingungen selektiv beeinflusst
werden kann. Zwischen den Peptiden, der stationidren Phase und der
mobilen Phase bestehen multiple Wechselwirkungen, welche stark von
der Aminosiuresequenz des einzelnen Peptides abhingig sind. Die ein-
zelnen Aminosiuren bestimmen dabei unter anderem auch die Ladung
des Peptids, die durch den pH-Wert (der Eluenten) beeinflusst werden
kann. Dadurch konnen auch Peptide mit einem sehr geringen Massen-
unterschied von 1 Da unterschiedliche Rf-Werte aufweisen (durch  #¢

markierte Beispiele in Abb. 5).
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Analytics der Merck KGaA verantwortlich.

Phosphorylierte Peptide konnen oftmals nur schwer voneinander
getrennt werden und weisen unter den meisten tblichen Chromato-
graphiebedingungen nur sehr geringe Rf-Werte auf. Allerdings erlaubt hier
die Kopplung mit der Massenspektrometrie trotz der geringen Trennung
die Identifizierung der Phosphopeptide anhand der Messung des Verlusts
der Phosphorylierung (Neutralverlust 80 Da) in den sich anschlieBenden
MS/MS-Untersuchungen (durch einen roten Rahmen markierte Beispiele
in Abb. 5). Phosphorylierungen sind in der Regel PTM der Aminosiuren

Serin oder Threonin. Uber die Fragmentierung der Peptide in der MS/MS-

Abb. 5 Darstellung einer reduzierten Anzahl von Peptiden des 2D-HPTLC-
MALDI-Imagings aus Abbildung 4. Phosphorylierte Peptide sind mit roten
Rahmen, vollstandig durch Fragmentierung sequenzierte Peptide durch
Sternchen (.*") und Peptide mit geringer Massendifferenz aber unterschied-
licher Position durch Rauten (.#") markiert.
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Maria Riedner, Jg. 1983, studierte Biochemie
an der Freien Universitat Berlin und promovierte
von 2007 bis 2010 am Universitatsklinikum Ham-
burg-Eppendorf, wo sie in der Core Facility Mas-
senspektrometrische Proteomanalyse noch bis
2011 als Postdoc arbeitete. Seit 2012 leitet sie die
Massenspektrometrische Abteilung des FB Che-
mie der Universitat Hamburg. In der Forschung
beschaftigt sie sich mit der Identifizierung thera-
peutisch relevanter Proteasen und der Entwicklung
von analytischen Methoden zur Charakterisierung
von Proteinen und Proteoformen.

Analytik ist die Aufklirung der Aminosiurese-
quenz und damit der modifizierten Aminosdure
eines Peptides moglich. Ein fir die Sequenzie-
rung eines phosphorylierten Peptides anschau-
liches Beispiel ist das Peptid-Paar mit 1980,5 Da
und 2061,8 Da (mit Sternchen ,* markiert in
Abb. 5). Diese korrespondieren einerseits mit dem
unmodifizierten Peptid FQSEEQQQTEDELQDK
mit einer Masse von 1981,9 Da und dem phos-
phorylierten  Peptid FQS*EEQQQTEDELQDK
mit einer Masse von 2061,9 Da andererseits.
Ein weiteres Beispiel fir ein vollstindig
sequenziertes Peptid wurde mit der Masse
1759,3 Da gemessen. Dieses korrespondiert mit
dem Peptid HQGLPQEVLNENLLR mit einer
theoretischen Masse von 1759,9 Da.

Fazit - von der Frischmilch zu
Zucker und Lipiden

Die zahlreichen Freiheitsgrade der verschie-
denen Trennsysteme der HPTLC ermoglichen
eine vielseitige und umfassende Analyse zur
Identifizierung und Charakterisierung verschie-
dener Proteine/Peptide. In Kombination mit der
Massenspektrometrie und dem Imaging konnen
neben einer einfachen Bestimmung des Mole-
kulargewichts der einzelnen Peptide und ver-

schiedenen Modifikationen Informationen tiber
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SaschaRohn, Jg. 1973, studierte Lebensmittel-
chemie an der Johann Wolfgang Goethe-Universi-
tat Frankfurt/Main und promovierte 2002 am Insti-
tut fir Ernahrungswissenschaft der Universitat
Potsdam. Von 2004 bis 2011 habilitierte er sich am

Institut flr Lebensmittelchemie der TU Berlin.
Seit 2009 ist er Professor fiir Lebensmittelchemie
an der Universitat Hamburg, HAMBURG SCHOOL
OF FOOD SCIENCE. Seine Arbeitsgruppe beschaf-
tigt sich mit der Analytik, der Stabilitat und Reak-
tivitat bioaktiver Inhaltsstoffe bei der Be- und Ver-
arbeitung pflanzlicher Lebens- und Futtermittel.

die Proteinsequenz direkt von der HPTLC-Platte
yauf einen Blick® erhalten werden.

Beim TLC-MALDI-Imaging, beispielhaft an-
gewendet fir die Analyse von Frischmilch,
konnten die vier wichtigsten Kuhmilch-Caseine
einfach und sicher durch wenige spezifische
Peptide nachgewiesen werden. Das Verfahren
ldsst sich auch leicht auf andere Proteine und
Peptide, aber auch vollkommen andere Ana-
lyten wie Lipide oder Zucker anwenden. Im
Hinblick auf physiologische Verinderungen,
d.h. Modifikationen von Proteinen, aber auch
Verinderungen wihrend der Be- und Verarbei-
tung von Lebensmitteln konnen damit auf viel-

filtige Weise genauer betrachtet werden.

= rohnfdchemie.uni-hamburg.de
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Verdampfung in einer
neuen Dimension -

Der neue Rotationsverdampfer:

Komfortabler. Effizienter. Einfach mehr:

BUCHI Labortechnik GmbH

Mit einem neuen Rotationsverdampfungssystem stellt BUCHI Labortechnik

Neuigkeiten fiir die Routinearbeit im Labor vor: Das Hauptaugenmerk bei der

Entwicklung des neuen Systems lag darauf, dem Anwender Freiraume fiir

andere Tatigkeiten als die Beobachtung des Verdampfungsprozesses zu

schaffen.

Das neue Verdampfungssystem basiert auf einer
flexiblen, modular aufgebauten Plattform, die
den speziellen Bedurfnissen angepasst werden
kann — vom einfachen manuell betriebenen
Rotationsverdampfer bis hin zum vollautomati-
sierten Gesamtsystem. Dieses wird durch ver-
schiedenste Optionen ermoglicht.

Den Lift zum Anheben und Absenken des
Verdampferkolbens gibt es in einer elektro-
nischen und einer manuellen Ausfithrung. Das
Heizbad ist in zwei Varianten erhiltlich: fur 1-Liter-
Kolben oder fiir 5-Liter-Kolben. Wihrend sich
das kleinere Bad durch seine schnelle Autheiz-
zeit auszeichnet (in 4 min auf 50 °C), kdnnen mit
dem groBeren Heizbad hohere Temperaturen
(bis 220°C) erreicht werden. Der Rotations-
verdampfer verfligt in jeder Variante tber ein
integriertes Display am Badsockel, das die Rota-
tion, Heiztemperatur und Liftposition anzeigt.
Das Gerit kann mit zwei unterschiedlichen
Bedieneinheiten, dem Interface 1-300 oder I-300
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Pro erweitert werden, die als zentrale Kontroll-
einheit fungieren. Mit der Kontrolleinheit hat
der Anwender alle Parameter im Blick und kann
die Rotation, Heiz- und Kuhlwassertemperatur
sowie den Systemdruck einstellen. Die grofite
Neuerung verbirgt sich hinter dem Begriff ,Me-
thoden®.

Mit dem Interface 1-300 Pro konnen jetzt
Routineprozesse automatisiert werden. Fir

Kunden, die gemi Standardarbeitsanwei-
sungen (SOPs) arbeiten, stellt das einen Mehr-
wert dar: Eine Methode besteht typischerweise
aus vier Schritten: Verdampfen, Auffangkolben
leeren, trocknen und beliiften. Die Abfolge kann
genau definiert werden, das Interface regelt
samtliche Schritte automatisch. Wenn manuelles
Eingreifen notwendig ist, wird der Anwender auf
Wunsch auf seinem Smartphone durch Push-
Nachrichten darauf aufmerksam gemacht. Das
ermoglicht es erstmals, komplett unbeaufsichtigt

zu arbeiten. Eine vollstindige Dokumentation

Anzeige

BUCHI Interface

aller Prozessparameter kann ebenfalls mittels
1-300 Pro erfolgen. Unbeaufsichtigtes Arbeiten ist
aber nicht nur mithilfe definierbarer Methoden
moglich, sondern auch mit der sogenannten
AutoDest-Funktion: Diese basiert auf einem neu-
artigen Funktionsprinzip. Das Vakuum wird
automatisch anhand der Differenz der Ein- und
Ausgangstemperatur am Kondensator und der
Verinderung der Dampftemperatur geregelt.
Das ermoglicht ein bequemes, automatisches
Destillieren selbst komplexer Gemische. Eine
grofle Herausforderung stellte bisher das auto-
matische Destillieren von schiumenden Proben
dar. Dazu hat BUCHI eigens einen optischen
Schaumsensor entwickelt, der sich oberhalb der
Probe befindet. Schaumbildung wird bereits im
Ansatz detektiert und durch ein kurzes Beliiften
des Systems unterdriickt. In Kombination mit
dem AutoDest-Modus lassen sich so Proben mit
starker Tendenz zur Schaumbildung automa-

tisch destillieren.
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Die fast gerauschlose Vakuumquelle

Zusammen mit dem Rotavapor® R-300 wurde
auch die Vakuumpumpe V-300 entwickelt. Neben
der einwandfreien Einbindung in das Rotations-
verdampfersystem mit zentraler Kontrolle tber
das Interface 1-300 oder 1-300 Pro besticht die
Pumpe durch ihre extrem geringe Gerdusch-
emission. Dank einem gegentiber dem Vorginger-
modell modifizierten drehzahlgesteuerten Betrieb
betrigt der Gerduschpegel im Regelbetrieb kaum
horbare 32dB. Mit einem Saugvolumen von
1.8m’h und einem Endvakuum von Smbar ist
die V-300 ideal auf das Destillieren mit einem
Rotationsverdampfer abgestimmt. Aufgrund einer
transparenten Front kann eine mogliche Ver-
schmutzung sofort erkannt werden. Der opti-
onale Nachkondensator stellt sicher, dass
Losungsmitteldimpfe beim Austritt aus der
Pumpe kondensiert werden. Ein Fullstandsensor
macht dabei den Anwender darauf aufmerksam,
wenn das Kondensat im Auffangkolben geleert

werden muss.

Umweltschonende Kondensation

Komplettiert wird das Rotavapor® R-300 System
mit dem Umlaufkihler F-305, F-308 oder F-314 —
je nach benotigter Kiihlkapazitit. Wie schon die
Vakuumpumpe fiigt sich auch der Umlaufkiihler
ideal in das Gesamtsystem ein und kann bequem
durch das zentrale Interface I-300 oder I-300 Pro
bedient werden. Die Temperatur kann auf
Wunsch fest eingestellt werden, sodass diese
nicht versehentlich verdndert werden kann.
Die bidirektionale Kommunikation zieht sich
somit durch simtliche Komponenten des Ver-

dampfungssystems.

Fiir jedes Budget
das passende System

Mit der Einfihrung des neuen Rotationsver-
dampfersystems verfiigt BUCHI nun iiber zwei
Rotavapor®-Linien: Das Rotavapor® R-100 System
ist eine vkonomische Losung, die die wesent-
lichen Bedtrfnisse klassischer Verdampfungs-
anwendungen im Labor abdeckt. Das Rotavapor®
R-300 System zeichnet sich hingegen durch
Bedienkomfort und eine flexible Anpassung an
die vielseitigen Kundenwiinsche aus.

Als Weltneuheit bietet BUCHI Laboranwendern
eine App fir Thr Smartphone, die es ihnen er-
laubt, tGber die wichtigsten Parameter des Ver-

dampfungsprozesses informiert zu sein.
Mehr unter www.buchi.com/rotavapor

- deutschlandf@buchi.com
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8. bis 10. Oktober in Hyderabad, Indien

Die analytica Anacon India und die India Lab
Expo 2015 starten als fihrende Branchen-
plattform fir den indischen Markt

Zum ersten Mal findet die analytica Anacon India zusammen mit der

India Lab Expo statt. Beide Veranstaltungen finden von 8. bis 10. Oktober

im Hitex Exhibition Centre in Hyderabad statt.

Durch die Ubernahme der India Lab Expo, eine
der fiihrenden Messen fiir Labortechnologie, Ana-
lyse und Biotechnologie in Indien, hat die Messe
Miinchen GmbH ihr Portfolio von Veranstaltungen
im Markt der Zukunft ausgebaut. Die India Lab
Expo wechselte seit 2010 zwischen Neu-Delhi
und Hyderabad. Die meisten Aussteller kamen
aus Indien. Neben Vertretern der Pharmaindustrie
sind unter den Besuchern Entscheidungstriger
und Nutzer aus der Chemie-, Medizin- und
Lebensmittelbranche. Zu den Teilnehmern gehort
eine grofle Anzahl von indischen Herstellern im
Labortechnologiebereich. Der indische Ableger
der internationalen Messe analytica verzeichnet
einen grofen Anteil an internationalen Ausstel-
lern, die vor allem Produkte fiir den Analysesektor
vorstellen. Beide Messen decken die gesamte
Wertschopfungskette fir Industrie- und For-

schungslabore ab.

Gute Ausgangsposition

Das massive wirtschaftliche Wachstum und das
Wettbewerbsumfeld in Kombination mit strengen
gesetzlichen Vorschriften zwingen die indische In-
dustrie in Laborinfrastruktur auf Weltklasseniveau
zu investieren. Die Nachfrage spiegelt sich in der
Messe wider: In drei Hallen stehen etwa 10.000 m*
Ausstellungsflidche zur Verfligung. Etwa 300 Aus-
steller aus der ganzen Welt zeigen ihre neuesten
Technologien und Losungen fir die Branche.
Hauptakteure wie Agilent Technologies, Art Lab,
Borosil, Inkarp Instruments, Marsap, Medispec In-
struments, Newtronic, Phenomenex India, Remi
Instruments, S.V.Scientific, Sartorious, Shimadzu
Analytical, Skytech Systems, Smart Labtech, Spin-
coBiotech und Waters India haben ihre Beteili-
gung an der analytica Anacon India und der India
Lab Expo 2015 angekiindigt. Der Veranstalter geht
davon aus, dass an der dreitigigen Veranstaltung
uber 8.500 Besucher aus mehreren Bereichen wie
Pharmazeutik, Chemie und Petrochemie, Lebens-

mittel- und Medinzinlaborindustrie, aber auch von

Universititen und Forschungsinstituten teil-
nehmen werden. Auf den Veranstaltungen
werden  ebenfalls  internationale  Landes-
pavillons von China, Japan und Deutschland

vorhanden sein.

Fokus auf Lebensmittelsicherheit-
Priifausriistung und Labortechno-
logie

Vor dem Hintergrund der geltenden gesetzlichen
Vorschriften steht auch die Lebensmittelsicherheit
im Rampenlicht. Daher stellen die analytica Anacon
India und die India Lab Expo diese Themen in den
Fokus. Parallel zur Messe werden technische Vor-
trige, Konferenzen und Tutorials fiir Nutzer in
allen von der Messe abgedeckten Bereichen ange-
boten. Die begleitende Konferenz analytica Ana-
con India Conference wird Seminare zu Themen
wie Laboreinrichtung, analytische Technologien
in der klinischen Diagnose, rechtliche Aspekte,
Lebensmittelsicherheit und  Qualititssicherung
veranstalten. Entscheidungstriger aus Bereichen
wie Pharmazeutik, Lebensmittel und Getrinke,
Biotechnologie, Chemie sowie von Forschungs-
und Universititsinstituten besuchen die Konfe-
renzveranstaltungen. Die analytica Anacon India
und die India Lab Expo 2015 werden von der
Indian Analytical Instruments Association (IATA),
der Bulk Drugs Manufacturers Association (BD-
MA), der Confederation of India Pharmaceutical
Industry (CIPD und dem Indian Chemical Council
(ICO), der Oil Technologists’ Association of India
(OTAD und SPECTARIS — dem deutschen Ver-
band der Hightech-Industrie unterstiitzt. Ferner
unterstiitzen das deutsche Bundesministerium fiir
Wirtschaft (BMWi) und der Ausstellungs- und
Messeausschuss der deutschen Wirtschaft (AUMA)
die deutsche Gruppenbeteiligung.

- www.messe-muenchen.de
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Vo auch Reibungselektrizitat genannt - entsteht entgegen

aufigen Meinung nicht durch Reiben, sondern durch das
nen von Oberfldchen, die vorher miteinander in intensivem
.ontakt standen. Eine so entstandene elektrostatische Ladung
hnell zur Ziindgefahr werden. Mithilfe geeigneter
oglichkeiten ldsst sich diese Gefahr jedoch bannen.

i -,

it bzw. Position im triboelektrischen Spektrum (Abb. 1)
erialien dazu, an der Oberfliche Ladungsteilchen aufzuneh-
n odér an die benachbarte Oberfliche abzugeben. Werden entspre-
jalien nach intensivem Kontakt voneinander getrennt, ent-

Contakt bedeutet in diesem Zusammenhan.gl,'."'I s
e Kontaktfliche, e ch kurze) Verweilzeit und ein
zwischen den Oberflichen von max. 10 orhanden sein mus-

itfihige Materialien dienen hierbei als Elektronenlieferanten (Do-
AtC , isolierende Materialien nehmen Ladungsteilchen auf (Akzeptor).

an nach solch einem Ladungsiibergang die Oberflichen schnell ge-
erden und wenigstens eines dieser Materialien ein schlechter
iter ist, kann die ubertragene Ladung nicht mehr zum Ur-
Sprungso efRen (Abb. 2). Auf der einen Oberfliche verbleiben
diese nicht me

sefiihrten Ladungsteilchen und bilden einen La-
dungsiiberschuss, auf der

anderen Oberfliche fehlen sie, was dort zu

einem Ladungsmangel fuhrt. Durc en Vorgang ist eine Spannung

erzeugt, die schnell im kV-Bereich liegen Die Elektrostatik ist also
immer ein Oberflicheneffekt und findet dort auf mo r bzw. atomarer

Ebene statt.

Elektrostatik bei Feststoffen

Bei Feststoffen ist es leicht, Trennvorginge zu erkennen, die zu Aufla-
dungen fihren konnen. Es sind in der Regel immer sichtbare Bewegungen
vorhanden. Das Abziehen von Folien, das Ausschiitten von Produkt aus
einem Gebinde, das Ausziehen von Synthetikkleidungsstiicken (Fleece,
Polyester), die vom Korper getrennt werden, all das fihrt zu sptrbaren
und teilweise auch sichtbaren Auf- und Entladungen. Voraussetzung fiir
die Ladungstrennung ist wie bereits erldutert jedoch, dass wenigstens eine
der beteiligten Materialien ein schlechter elektrischer Leiter sein muss. Zu
der Kategorie der schlechten Leiter (oder auch ,Isolierstoffe®) zihlen die
meisten Kunststoffe wie PE, PVC, PVDEF, PTFE, etc. Bei Feststoffen spricht

T

‘l“
‘i‘
"l‘

e | man jedoch nicht von Leitfihigkeit (Einheit: S/m) sondern vom Wider-

T
-
.
iy

| stand (Einheit: Qm). Siemens/Meter ist der Kehrwert von Ohmmeter, so-

dass die Zahlenwerte direkt vergleichbar sind. Eine geringe Leitfihigkeit

o

entspricht also einem hohen Widerstand.
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Fliissigkeiten und elektrostatische Aufladung

Auch Flussigkeiten sind aus elektrostatischer Sicht zu unterscheiden und
auch dort gibt es Substanzen mit einem hohen Widerstand sprich einer
schlechten elektrischen Leitfihigkeit. Hierzu zdhlen z.B. aliphatische/aro-
matische Kohlenwasserstoffe wie Ether sowie weitverbreitete Losemittel
wie Toluol, n-Heptan, n-Hexan, Xylole etc. Eine besondere Rolle spielen
manche Nitrile (z.B. Acetonitri) und einige Ester, die trotz einer relativ
guten Leitfihigkeit zu unerwartet hohen Aufladungen fithren — ein bisher
kaum bekannter und untersuchter Effekt. Somit sind auch bei solchen
Substanzen elektrostatische Schutzmanahmen von besonderer Bedeu-
tung. Nun ist im Gegensatz zu den Feststoffen ein Oberflichentrennvor-
gang bei Flussigkeiten nicht immer als solcher erkennbar. Die mit Fliissig-
keit geftllte Glasrohrleitung oder der semitransparente HPLC-Schlauch
mit ruhendem Medium ist optisch kaum von dem mit flieBendem Medium
zu unterscheiden.

Und selbst wenn: Die Fliissigkeitssdule bleibt doch vollstindig mit der
inneren Wandung des Schlauches/des Rohres in Kontakt. Dass dabei kei-
ne Oberflichentrennung stattfindet, ist jedoch ein weitverbreiteter Irrglau-
be. Denn im Gegensatz zu Feststoffen mit ihren starren Molekdlgittern
sind die Molekile von Flissigkeiten in freier Bewegung. So findet ein
molekularer Kontakt statt, gefolgt von einem Trennvorgang zwischen
Wandung und Flissigkeit alleine durch das Bewegen der Flissigkeit (For-
dern, Rihren, AusgieRen, etc.). Durch Oberflichenrauheit, stromungs-
hemmende Einbauten und Querschnittsverinderungen werden diese Ef-
fekte zusitzlich begtinstigt und somit auch die Aufladung des Systems
erhoht. Naturlich sind gewisse Mengen und (Trenn-)Geschwindigkeiten

erforderlich, um einen Aufladungsvorgang zu generieren.

Gefahren im Laboralltag

Beim Fordern in geschlossenen Systemen wird beispielsweise eine Ge-
schwindigkeit von <1 m/s als unkritisch bezeichnet, da sich bis zu diesem
Wert ein Gleichgewicht zwischen Ladungsiibergang und Ladungsrickfluss
einstellt. Dieser Grenzwert ist jedoch nicht beim freien Ausgieffen an-
wendbar, da hier andere Volumen- zu Oberflichenverhiltnisse herrschen
und durch den Flussigkeitsabriss ein Ladungsriickfluss ausgeschlossen ist.
Das Fillen eines Reagenzglases aus einer Laborspritzflasche erfiillt somit
sicherlich nicht die Kriterien, die zu kritischen elektrostatischen Aufla-
dungen fithren. Obgleich die Spritzflasche auch aus Isolierstoff (in der
Regel LDPE, HDPE) gefertigt ist. Wird jedoch eine grofere Menge mit
hoherer Geschwindigkeit gefordert, konnen Aufladungen entstehen (Abb. 3).
Eine Situation, die beispielsweise in Kapillaren und Schliuchen von
HPLC-Anlagen denkbar ist, gerade wenn mehrere dieser Schliuche zu-
sammengefasst werden und damit der Abfalllosemittelstrom gebtindelt
und erhoht wird. Die damit verbundenen Trenn- bzw. Aufladungsvorgin-
ge konnen so stark sein, dass sich um die Forderschliuche herum ein
elektrostatisches Feld bildet. Wenn nun im Wirkbereich dieses Feldes leit-
fihige, nicht geerdete Bauteile (z.B. Metallteile) vorhanden sind, unter-
liegen diese einer Ladungspolarisation (Abb. 4). Das heifdt: Zum Feld hin
reichert sich die Polaritit des entgegengesetzten Charakters an, die dem
Feld gleichgesinnte Polaritit wird abgestofSen. Dieser Verdringungseffekt
von Ladungsteilchen in den nicht geerdeten leitfihigen Bauteilen kann so
stark werden, dass ein Abfiihren des Ladungsiiberschusses oder — je nach
Polaritit — ein Ausgleichen des Ladungsmangels zur nichsten ,Erde“ hin
erfolgt. Beides findet in der Regel in Form von Funken statt.

Ein klassisches Beispiel fiir Aufladungen tber Influenz sind metal-
lische Komponenten wie Verschraubungen oder Halterungen an fliissig-

keitsfordernden Schliuchen aus isolierendem Werkstoff. Auch beim Aus-
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gieBen von Flussigkeiten, die Gber Flichen rinnen und sich anschliefend
in Behiltern sammeln (z.B. bei Abfalllosemitteln, die (iber einen Trichter
in einen Sammelbehilter gegossen werden), sind Aufladungen moglich
(Abb. 5). Hierbei kann sich durch den Trennvorgang zwischen Flissigkeit
und Trichter zunichst der Trichter in einer Polaritit aufladen. Die entge-
gengesetzt geladene Flussigkeit sammelt sich im Behilter und tbertrigt
ihre Ladung auf den Behilter. Wenn Trichter und Behilter nun nicht elek-
trisch/elektrostatisch miteinander verbunden sind, entsteht auf beiden
Bauteilen ein unterschiedliches Ladungspotenzial, also eine Spannung,
die sich per Funken entladen kann. Die Ziindgefahr ist geschaffen. Scha-
densereignisse durch elektrostatische Auf- und Entladungen beim Umfiil-
len von Flussigkeiten und Losemittelabfillen sind bekannt und nachge-

wiesen.

Tribsowbe ki Sgakinem

Dielekarische Leiriihighsh
(Paresdrtiviritaeshl] 2 3 4 5 ]

Abb. 1 Materialien mit hcherer Permittivitatszahl dienen als Elektronen-
lieferant (Donator]. Solche mit geringerer Permittivitdtszahl tendieren
zur Aufnahme von Ladungsteilchen (Akzeptor).

i i

1 Ok I=43C

4 () O R e

t t
< 10 e Ladunsg subergang, = 10 nm Ladungsrickuss nicht maglich,

Abb. 2  adungsibergang bei Kontakt, Ladungstrennung durch
Oberflachentrennung

O e )

Abb. 3 Ladungstrennung auf molekularer Basis beim Fordern
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Losemittelhandling in Laboratorien

Es gibt drei verschiedene elektrostatische Entla-
dungsarten, die in Laboratorien relevant sind.
Eine Gefihrdungsbeurteilung, die diese drei Ent-
ladungsarten  berticksichtigt, bewertet und
SchutzmaRnahmen festschreibt, schiitzt vor elek-
trostatischen Gefihrdungen. Die hiufigste Entla-
dungsart ist die Funkenentladung, die immer
auftritt wenn leitfihige Materialien durch Trenn-
vorginge mit Isolierstoffen an deren Oberfliche
oder durch ,Influenz“ aufgeladen werden. Diese
aufgeladenen, leitfihigen Objekte konnen Pack-
mittel wie Kanister, Leichtmetallflaschen, Metall-
behilter, Personen, Hilfsmittel wie Trichter, Rohr-
leitungskomponenten, Siebe und Filter, aber
auch brennbare Losemittel mit hoher Leitfihig-
keit (Alkohole, Ketone) sein, wenn deren La-
dung nicht abflieBen kann. Die Ladung reichert
sich wie in einem Kondensator an. Wenn die
Spannung hoch genug ist, findet der Ladungsaus-
gleich zu einem andern leitfihigen Objekt ande-

ren Potenzials (in der Regel zur ,Erde®) statt. Die

Abb. 4 Polarisierung leitfahiger, nicht geerdeter Teile durch .Influenz”. Es kann
zum Ladungsausgleich per Funkenentladungen kommen.

Verwendung leitfihiger oder ableitfihiger geer-
deter Materialien verhindert Funkenentladungen
(Abb. 6). Der Ladungsausgleich erfolgt tiber die
Erdverbindung, eine mogliche Aufladung fliefdt
ungefihrlich ab. Gleichzeitig sind leitfihige, ge-
erdete Gebinde in der Lage, leitfihige Flissig-
keiten im Inneren zu erden.

Biischelentladung vermeiden

Die zweite relevante Entladungsart ist die Bu-
schelentladung. Diese tritt auf Isolierstoffober-
flichen auf, die durch Trennvorginge wie Rei-
ben, Wischen, Abziechen von Schutzfolien etc.
oder durch Ansprithen aufgeladen worden sind.
Isolierende Feststoffoberflichen konnen nur
durch derartige Oberflichenvorginge aufgela-
den werden. Eine Aufladung tber Influenz fin-
det bei Isolierstoffen nicht statt, da es aufgrund
der schlechten Leitfihigkeit nicht zum Verschie-
ben/Polarisieren von Ladungsteilchen in dem

Material kommt. Wird einer aufgeladenen Iso-

lierstoffoberfliche z.B. durch Anniherung eines
Metallobjektes oder eines Menschen ein Erdab-
leiter angeboten, bindelt sich das elektrosta-
tische Feld zu dieser Erde und ein sich zur
Oberfliche hin veristelnder Funke — die Bu-
schelentladung — entsteht. Biischelentladungen
sind zwar energieirmer als Funkenentladungen
und konnen brennbare Staub-Luft-Gemische
mit einer Mindestziindenergie von > 1 mJ nicht
zinden. Die Energie der Buschelentladung
reicht jedoch zum Entziinden brennbarer Lose-
mitteldimpfe oder brennbarer Gase aus. Je nach
brennbarem Stoff (z.B. der Explosionsgruppe
1IC) und nach der Wahrscheinlichkeit des Auftre-
tens zindfihiger Losemitteldampf-Luft-Gemische
(z.B. ,gelegentlich“/Zone1l) kann schon eine Iso-
lierstoffoberfliche >20 cm? als kritisch bewertet
werden. Gebinde wie Kanister, Flaschen etc.
oder Hilfsmittel aus isolierenden Werkstoffen be-
sitzen unter Umstidnden zwar eine Herstellerfrei-
gabe zur Verwendung fiir brennbare Losemittel,

jedoch muss sich der Betreiber dieser Gefahr be-

Abb. 5 | adungstrennung beim Ausgieflen einer Flissigkeit mit hoher Leitfahig-
keit (z.B. Methanol, THF, Acetonitril) und einem Kérper aus Isolierstoff (z.B. PE /

PTFE/ etc.). Auch bei umgekehrter Anordnung (leitfahiger Kérper und isolierende
Flussigkeit) sind Aufladungen méglich.

Abb. 6 Die sichere Erdung leitfahiger Komponenten verhindert Funkenent-
ladungen. Auch ableitfahige Materialien miissen mit .Erde” verbunden sein.

54

Bischelentladungen.

Abb. 7 Durch Verwendung leitfahiger oder ableitfahiger geerdeter Materialien
werden Isolierstoffoberflachen vermieden. Somit fehlt die Voraussetzung fir
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wusst sein und unbedingt die Vorgaben und Nut-
zungsbedingungen des Herstellers (z.B. ,Verbot

des trockenen Abwischens®, ,[...] nur bestim-

mungsgemifl verwenden“ etc.) einhalten. Um
sich vor Biischelentladungen zu schiitzen, diirfen
Isolierstoffoberflichen bei gleichzeitiger Anwe-
senheit brennbarer Dimpfe nicht durch Reiben,
Wischen oder vergleichbare Vorginge aufgela-
den werden. Alternativ empfiehlt sich die Ver-
wendung von leitfihigen oder ableitfihigen Ma-
terialien, da diese bei angeschlossener Erdung
ihre Aufladung unkritisch abftihren kénnen. So-
mit ist die Voraussetzung fiir Bischelentla-
dungen, die aufgeladene Isolierstoffoberfliche,
nicht gegeben (Abb. 7).

Gleitstielbiischelentladung in Anlagen
und auf Isolierstoffoberflichen

Die dritte in Laboren beobachtete Entladungsart
ist die Gleitstielbtischelentladung. Sie tritt haupt-
sichlich im Inneren von Anlagen und auf Iso-
lierstoffoberflichen auf, wenn gleichzeitig soge-
nannte stark ladungserzeugende Prozesse®
stattfinden. Diese Voraussetzungen sind z.B. in
isolierenden Schlduchen erfiillt, durch die mit
hoher Geschwindigkeit Aerosole oder Feststoff-
partikel gefordert werden. Ein derartig betrof-
fener Schlauch, in dem eine Gleitstielbtischel-
entladungen stattgefunden hat, weist in der
Regel eine mehrere Zentimeter lange dunkel
gefirbte Spur mit einer mittigen Konzentration
auf, an der aufgrund des Durchschlags der Ent-
ladung eine Perforation der Wandung stattge-
funden hat. Eine Gleitstielbtischelentladung ist
energiereich genug, Brennstoff-Luft-Gemische
jeder Art zu zinden. Da mehrere Vorausset-
zungen fir die Entstehung dieser Entladungsart
erforderlich sind, ist die Eintrittswahrscheinlich-

keit jedoch relativ gering. Im Zweifelsfall emp-

fiehlt sich, eine Expertenmeinung einzuholen.
Da Gleitstielbiischelentladungen nur auf Isolier-
stoffoberflichen auftreten, ist auch hier die Ver-
wendung von leitfihigen oder ableitfihigen
Transport- oder Fordersystemen eine adidquate

SchutzmaRnahme.

Anforderungen an
explosionsrelevante Bereiche

Die Elektrostatik und deren Ziindgefahren ist
ein sehr komplexes Thema. Gut geregelt sind
die Anforderungen an Bauteile und Komponen-
ten in sogenannten Ex-Bereichen, also Zonen,
die als Ex-relevant definiert wurden, weil dort
zindfihige Atmosphiren hiufiger und in gro-
Berer Ausdehnung auftreten.

Auch in Bereichen mit hohem Luftwechsel
und geringeren Losungsmittelmengen, die nicht
als Ex-Zone definiert sind, muss dafiir Sorge ge-
tragen werden, dass im Bereich der Emissions-
stellen oder im Bereich des offenen Umgangs
mit Losungsmitteln keine elektrostatische Ziind-
quelle auftritt. Eine in diesem Bereich auftre-
tende elektrostatische Entladung hitte zwangs-
laufig eine Zindung des Gemisches und im
schlimmsten Fall die Explosion des Behilters
zur Folge. Diese Emission sollte zunichst ver-
mieden werden, z.B. durch Verwendung geeig-
neter Filtersysteme. Ist dies nicht moglich, muss
dafiir Sorge getragen werden, dass im Bereich
der Losemittelemissionsstellen oder im Bereich
des offenen Umgangs mit diesen Stoffen (z.B.
Abfalllosemittel-Sammelstellen) keine elektro-
statische Gefahr entstehen kann. Elektrosta-
tische Anforderungen an diese oben genannten
Ex-Bereiche sind in der ,Technischen Regel fir
Betriebssicherheit“, kurz TRBS 2153 mit dem Ti-
tel ,Vermeidung von Zindgefahren infolge

elektrostatischer Aufladung“ geregelt. Diese

Seit 1880

Kurt Moritz kann auf tiber 30 Jahre Berufs-
erfahrung in der chemischen Industrie und in
Ex-Bereichen bei der Merck KGaA in Darmstadt
zuriickblicken. Ihm obliegt die Fachverantwor-
tung fur Elektrostatik und den mechanischen
Explosionsschutz. Erist behordlich anerkannte
bef. Person (BetrSichV), Mitglied in der Pro-
cessNet Fachgemeinschaft . Anlagen- und Pro-
zesssicherheit”™ Arbeitsausschuss . Elektrosta-
tische Aufladung” und Referent fiir zahlreiche
Elektrostatikseminare.

TRBS beschreibt Gefahren und gibt Schutzmaf-
nahmen vor. Daher sind die Inhalte der Tech-
nischen Regel TRBS 2153 als Erkenntnisquelle
auch hier nutzlich und konnen bei Fragen zurate

gezogen werden.

=> infofdSymLine.de

Erdungszubehor finden Sie unter:
www.SymLine.de

Reagenz- und Farbstofflosungen

* fur die Mikroskopie und Zelldiagnostik ¢ fur naturwissenschaftliche Bereiche

Auch Sonderanfertigungen
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Sarah Borrmann verstarkt den Vertrieb der

Spetec GmbH

labor&more hat ein kurzes Interview mit
Sarah Borrmann gefithrt, um die sich das
Vertriebsteam der Spetec GmbH erweitert hat.
Seit Juli verstirken Sie das Vertriebsteam von

Spetec, was gefallt [hnen besonders an Threm
Aufgabengebiet?

Frau Borrmann: In der kurzen Zeit, in der ich im
Vertriebsteam der Firma Spetec tétig bin, finde
ich es sehr interessant, einen Einblick in die ab-
wechslungsreichen Aufgaben, die die komplette
Wertschopfungskette der Produkte betreffen, zu
bekommen. Besonders reizt es mich, dass ich
meine Fachkenntnisse, die ich wihrend meines
Studiums zur Chemie-Ingenieurin erwerben
konnte, mit kommerziellen Interessen der Firma
beziiglich Vertrieb und Marketing verbinden
kann. Auch die verschiedenen Auslandsakti-
vititen machen die Aufgabe sehr interessant.
Konnten Sie uns einen ganz kurzen Uberblick
tiber das Leistungsspektrum von Spetec geben?

Frau Borrmann: Das Leistungsspektrum der

Firma Spetec umfasst die Entwicklung, Herstel-

lung und den weltweiten Vertrieb von folgenden

Produkten:

> Peristaltische Pumpen als Labor- und
OEM Version

»  Spritzenpumpen

»  Pumpenschlduche fiir saure Losungen
sowie organische Losemittel aus PVC,
Silicon, Viton, Santoprene und Poly-
Urethan

Labor der Zukunft

»  Schlduche in Sonderabmessungen
»  Reinraumtechnik

In welchen Bereichen wollen Sie bei Ihrer Arbeit
zukiinftig Schwerpunkte setzen?

Frau Borrmann: Bisher lag die Anwendung
unserer Pumpen schwerpunktméfig im ICP-
und ICP/MS-Bereich. Ziel von mir wird es sein,
weitere Anwendungen fiir unsere peristaltischen
Pumpen zu erschlieRen. Weitere Mérkte wéren
beispielsweise Anwendungen in der Prozess-
technik sowie Analyseverfahren, wo Fliissig-
keiten prizise gefordert werden miissen, ohne
dabei mit metallischen Pumpenteilen in Be-
riihrung zu kommen. Auferdem mdchten wir
unser weltweites Handlernetz ausweiten. Dies ist
notwendig, um unsere bisherige starke Markt-
position weiter zu festigen.

- www.spetec.de

Eppendorf unterstiitzt das Projekt smartLAB

Auf der Biotechnica présentiert sich Eppendorf
mit zwei nebeneinander liegenden Standflichen
auf insgesamt 260 m? und sich auf das Thema
,Take Good Care of Your Cells“ fokussieren. Zu
den Produktneuheiten gehoren in diesem Jahr
die Zentrifuge 5920R, der Ultratiefkiihlschrank
CryoCube F570, die Multipette E3/E3x (ein
elektronischer Handdispenser) sowie aus dem
Bereich Bioprocessing der BioFlo 320. Weiterhin

zeigt Eppendorf auf dem SmartLab-Gemein-
schaftsstand die Einbindung ihrer Laborgerite
und Verbrauchsartikel in digitalisierte Arbeits-
abldufe. Die Kundenvorteile dieser Losungen
hinsichtlich elektronischer Dokumentation,
Prozessiiberwachung und Automation immer
wiederkehrender Labortitigkeiten werden an
Beispielen aus der Praxis verdeutlicht.

> www.eppendorf.com
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Schneller Einfacher Sicherer

Spende fiir das Bostoner Revolution fiir RNA-Arbeiten

Genaxxon bioscience bietet die revolutionire HotScriptase RT-Polymerase an. Mit diesem neuen
Enzym fiir die reverse Transkription wird RNA direkt ohne Zwischenschritt in cDNA umge-
schrieben und gleichzeitig amplifiziert. Durch die hohe Thermostabilitit des Enzyms kann die
gesamte Reaktion iiber 55 °C durchgefiihrt werden, wodurch Probleme mit stabilen Sekundar-
strukturen der RNA eliminiert werden. HotSciptase RT-Polymerase und Mastermix sind bestens
fiir die Realtime-PCR geeignet. Der HotScriptase RT-Cell-Mastermix macht dariiber hinaus
die zeitaufwendige und komplizierte RNA-Isolierung iiberfliissig: Reverse Transkription und
Amplifikation erfolgen direkt aus Zellen oder Zellsuspensionen.

I
1
. Dana-Farber Cancer Institute

I Nach der Markteinfiihrung der limitierten Auflage der pinkfarbenen Pipetgirl Pipettierhilfe
: zur Unterstiitzung der Brustkrebsforschung Anfang des Jahres gibt Integra mit grofer Freude
i bekannt, dass sie 10.000$ an das Susan F. Smith Center for Women’s Cancers am Dana-
! Farber Cancer Institute in Boston, Massachusetts, gespendet hat. Das Susan F. Smith Center
: for Women’s Cancers am Dana-Farber Institute beschiftigt zahlreiche weltweit fiihrende
1 Expertinnen und Experten fiir Brustkrebs und gynikologische Onkologie, die ein gemeinsames
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Versorgung zu bieten.
www.integra-biosciences.com www.genaxxon.com
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Fiir die HPLC- und SFC-Analyse
sowiepraparative Aufreinigungen

Phenomenex erweitert seine chirale Lux-
Sdulenserie mit Lux-Amylose-1 um eine
robuste  Amylosephase. Diese preiswerte
Phase fiigt der Lux-Sdulenserie eine wert-
volle Selektivitit fiir die Enanatiomerentren-
nung hinzu. Der chirale Amylose-tris-(3,5-
dimethylphenylcarbamat)-Selektor stellt eine
garantierte Alternative zu anderen Phasen mit
dem gleichen Selektor dar.

USB3-Kameras

Get up and jump to UHP-SEC

TSKgel UP-SW3000, eine 2-um-UHPLC-Séule, ergdnzt die bekannte TSKgel-SW-Serie von
Gelfiltrationssdulen. Uber 40 Jahre Erfahrung in GroRenausschlusschromatographie stecken in
den neuen UHPLC-Sdulen fiir die Analyse von Proteinen im Bereich von 10 bis 500 kDa. TSKgel
UP-SW3000 bietet die gleiche Porengrofe wie TSKgel G3000SWXL, dem Goldstandard fiir die
HPLC-Analyse von Antikorpern in der biopharmazeutischen Industrie. Etablierte Methoden
konnen so direkt auf die UHPLC-Technologie iibertragen werden. Je nach eingesetzter Sdulen-
linge kann die Analyse ohne EinbufSen bei der Auflosung verkiirzt oder die Auflosung deutlich
erhoht werden.

Das runde Konzept

Mit tadelloser, farbtreuer Bildqualitit konnen die
Basler pulse Kameras sehr hohe Anspriiche
erfiillen und sind ideal geeignet fiir Anwen-
dungen in Medizintechnik, Biotechnik, Zell-
technik, Life Science, Mikroskopie in Ausbildung
und Forschung, Laborgerite und Laborauto-
mation, diagnostische Systeme u.vm.

www.tosohbioscience.de
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Hochreine ,,Low-Binding" PFA-Laborartikel

AHF analysentechnik bietet fiir den Einsatz in der Ultraspurenanalytik eine Vielzahl von La-
borartikeln aus PFA, wie z.B. Probengefife in verschiedenen Grofien. Bei PFA (Perfluoralkoxy-
Polymer) handelt es sich um ein hydrophobes Fluorpolymer, das sich besonders durch seine
,Low-Binding“-Eigenschaften auszeichnet. Gefifle aus PFA besitzen eine ultraglatte Ober-
fliche und eignen sich hervorragend fiir hochempfindliche Applikationen in der Bioanalytik,
sowie zum ldngeren Aufbewahren von biologischen Proben. Die thermische Stabilitéit von PFA
reicht von -200 °C bis +260 °C, wodurch es autoklavierbar ist und fiir Applikationen mit konzen-
trierten Sduren (auch HF) verwendet werden kann.

www.ahf.de

Mix with the
world of
pharma,
products,
people and
solutions

Join the world’s leading pharmaceutical event

CPhl Worldwide hosts over 36,000+ visiting
pharma professionals, 2,500+ exhibitors from
150+ countries and more than 100 free industry
seminars, covering every sector under one roof.
Attending CPhl Worldwide is the most cost
effective way to establish new business
relationships, meet with global partners and stay
updated on the latest industry trends.

“Being part of the CPhl family to

me is about being part of the very
best the industry has to offer. With
opportunities to meet suppliers,
distributors, logistic specialists and
customers all at one time all in one
place, CPhl offers us the prospect
to exponentially grow our business.”

Matthew Rosen
CEO Global
Pharmaceuticals
Relief, LLC

Register free and
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VC 900 fiir einfache Regelung

der Vakuumversorgung

Mit dem VC 900 hat KNF einen Vakuumcontroller auf den Markt gebracht, der bei einfachster
Bedienung die Vakuumanwendung zuverldssig und sicher regelt. Mit dem VC 900 lassen sich
Vakuumpumpen von KNF und anderen Pumpenherstellern prizise regeln. Der Vakuumcontroller
ist zweiteilig ausgefiihrt. Die Regeleinheit mit Drucksensorik und zweipunktgeregeltem Ventil
lasst sich getrennt von der kompakt ausgefiihrten Bedieneinheit mit Touchscreen aufstellen.
Somit kinnen auch beengte Platzverhiltnisse optimal genutzt werden. Der Vakuumcontroller
von KNF eignet sich als Einzelplatzlosung, fiir die zentrale Vakuumversorgung oder auch in
Kombination mit Rotationsverdampfern.

www.knflab.de
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Die neue Generation Flaschenaufsatz-Dispenser
Die neue Dispensette® § von BRAND hat Verbesserungen in fast jedem Detail: Optimierte Bedien-
kriifte beim Ansaugen und Dosieren; sie kann durch optimierte Stromungskandle einfach entliiftet
werden und besitzt eine schnelle und sichere Volumenfixierung durch eine innenliegende Zahn-
leiste. Diese neue Generation mit ihrem breiten Anwendungsspektrum ist insbesondere bewdhrt zum
Dosieren fiir Sduren, Laugen, Salzlosungen und viele organische Losungsmittel. Alle Modelle sind
bei 121°C autoklavierbar. Die Dispensette®™ S Trace Analysis mit Platin-Iridium Ventilfeder ist auch
als Flusssduredispenser einsetzbar. Das neue AusstofSventil mit Sicherheitskugel kann zum Reinigen
entfernt werden.

www.brand.de
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OEM-Integration und Nutzung als Tischgerat

Fiir die neuen Spektralsensoren Spark von Ocean Optics werden Fortschritte in der optischen
Technologie genutzt, um die Instrumentengrofe zu verkleinern, sodass es das kleinste auf dem
Markt verfiigbare Instrument ist. Der Spark-VIS ist das erste Angebot aus der Spark-Reihe viel-
seitiger Spektralsensoren und ermoglicht hochauflgsende Messungen im Wellenldngenbereich
380 nm bis 700 nm. Der kompakte, kostengiinstige Spark-VIS ist sowohl als OEM-Komponente
als auch als Standalone-Ausfiihrung verfiighar und eignet sich fiir einfache Absorptions- und
Fluoreszenzspektroskopieverfahren sowie die Messung der ausstrahlenden Farben.

www.oceanoptics.com

www.sarstedt.com

Weifle und schwarze ELISA-Platten

Ab sofort bietet Sarstedt, zusétzlich zu den transparenten, auch weifle und schwarze Mikro-
testplatten fiir immunologische Analysen (z.B. ELISA) an. Wahrend sich die transparenten
Mikrotestplatten fiir kolorimetrische Analysen eignen, empfehlen wir fiir Lumineszenz- und
Fluoreszenzanalysen unsere neuen vollgefdrbten Platten. Diese besitzen eine sehr geringe Auto-
fluoreszenz bzw. verstirken die Lichtsignale und minimieren den ,Well-to-well-Crosstalk*
sowie die Entstehung von Streulicht. Alle ELISA-Platten sind mit einer Medium- oder einer
High-Binding-Oberfliche erhiltlich.
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Politik. ist ein schmotziaes Gleschaft!
Das cérg’r schon mit der ersten Silbe

des Wortes an...

Eaal wie nev der Mannschaftsarzt von Ba&ern
Monchen ist, der Torhoter ist Neover-. Das Element

der Verwirrung

Samtliche Schreibfehler,

die Sie finden sind volle Absicht.
Addiert ergeben sie eine Botschaft,
mit der wir

die Weltherrschaft

an uns reiBen werden.

Die japanische Mafia
"Jakuza" reagierte bei den
Erdbeben im Jahr 1995 und
2011 schneller als die
japanische Regierung und
stellte Wasser, Windeln,
Decken und Nahrungmittel
zur Verfiigung, um den Menschen
dort zu helfen.

Quelle: wwuw.faktastisch.net

Mit diesem Flyer warb ein Metzger in Kleve fir
seine Produkte.

™

Eine ungliickliche Werbung brachte am
Wochenende viele Klever zum Lachen.

Der Metzger nimmt den unappetitlichen
Fauxpas mit Humor. Fehler passieren nun mal.

Obwohl der Metzger Korrektur gelesen hatte,

ist ihm dieser Fehler nicht aufgefallen. Und lhnen?
Beim Lesen eines Textes werden weniger einzelne
Buchstaben erfasst, sondern Worter und Wort-
gruppen vom Gehirn erkannt, ohne die einzelnen
Buchstaben nacheinander zu lesen.
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Machtiger Durchsatz
zum kleinen Preis

Platten duplizieren und reformatieren
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Auswechselbare Pipettierkopfe

VIAFLO 96 | 384 Handgefuhrte elektronische Pipette

m So einfach zu bedienen wie eine Einkanalpipette
® Pipettieren mit 96 und 384 Kanalen I N T E G R A
m Volle Funktionalitat einer elektronischen Pipette

m Auswechselbare Pipettierkdpfe von 0.5 - 1250 ul www.integra-biosciences.com
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