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Forschungsprofil

Nach einer fast zweijahrigen Interimsphase wurde am Institut fir Pharmakologie der MHH die Nachfol-
ge von Herrn Prof. Dr. Klaus Resch geklart: Am 15. 9. 2008 trat Herr Prof. Dr. Roland Seifert, ehemals
Lehrstuhlinhaber flir Pharmakologie und Toxikologie an der Universitat Regensburg, seinen Dienst als
Direktor des Instituts flir Pharmakologie der MHH an. Der bisherige Forschungsschwerpunkt des Insti-
tuts flir Pharmakologie lag auf dem Gebiet der Immunpharmakologie und Signaltransduktion. Dieser
Forschungsschwerpunkt des Instituts, der exzellent in das Gesamtforschungskonzept der MHH passt,
wird unter der neuen Institutsleitung fortgefiihrt und weiterentwickelt. Lag der Forschungsschwerpunkt
des Instituts bisher eher auf dem Gebiet der Tyrosinkinase-gekoppelten Zytokinrezeptoren, so wird
nun eine Schwerpunktverlagerung auf die iber G-Protein-gekoppelten Histaminrezeptoren sowie
bakterielle Adenylylzyklase (AC)-Toxine erfolgen.

Forschungsschwerpunkt 1: Histamin H4-Rezeptor (H4R). Histamin spielt als Entziindungsmediator
in der Pathogenese allergischer Erkrankungen wie der Rhinitis, der Konjunktivitis und des Asthma
bronchiale eine entscheidende Rolle. Es ist gut bekannt, dass H1R-Antagonisten die Symptome dieser
Allergien, insbesondere des Asthmas, nur unvollstandig unterdriicken kdnnen. Vor einigen Jahren
wurde nun ein neuer Histaminrezeptor, der H4R, kloniert. Es stellte sich heraus, dass dieser Rezeptor
insbesondere in Zellen des Immunsystems exprimiert wird. Daher stellen H4R-Antagonisten eine
hochinteressante neuartige Klasse von Arzneistoffen zur Behandlung von Allergien und Autoimmu-
nerkrankungen dar. Am Institut fur Pharmakologie werden derzeit in vivo-Tiermodelle fiir das Asthma
bronchiale, den Lupus erythematodes, die Colitis ulcerosa und die rheumatoide Arthritis etabliert, um
die Rolle des H4R bei diesen Erkrankungen besser als bisher verstehen zu lernen. Diese Untersuchungen
werden von Herrn PD Dr. Detlef Neumann geleitet. Integraler Bestandteil dieses Forschungsschwer-
punktes ist eine enge Zusammenarbeit mit der medizinisch-chemisch ausgerichteten Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Armin Buschauer der Universitat Regensburg, die uns selektive Histaminrezeptorliganden zur
Verfligung stellt, sowie den pathophysiologisch ausgerichteten Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Thomas
Werfel (Klinik fiir Dermatologie, MHH) und Prof. Dr. Wolfgang Baumer (Institut fir Pharmakologie
und Pharmazie, Tierarztliche Hochschule Hannover).

Forschungsschwerpunkt 2: Bakterielle AC-Toxine. ACs katalysieren die Umwandlung von ATP in
den Second Messenger cAMP und spielen in der Regulation vieler physiologischer Zellfunktionen eine
essentielle Rolle. Pathogene Bakterien wie Bacillus anthracis, Bordetella pertussis und Pseudomonas
aeruginosa nutzen AC-Signaltransduktionswege aus, indem sie AC-Toxine produzieren, die mit sehr
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hoher Aktivitdat CAMP produzieren und damit die Funktionen von Zellen des Immunsystems hemmen.
Am Institut fir Pharmakologie werden derzeit zelluldre Modelle zur Analyse von Toxinwirkungen
aufgebaut. Ferner suchen wir nach neuen AC-Toxinen in humanpathologisch relevanten Bakterien wie
Helicobacter pylori, Mykobakterien sowie Clostridien. Hierbei spielt insbesondere die Zusammenarbeit
mit Herrn Prof. Dr. Ingo Just vom Institut fiir Toxikologie der MHH eine Rolle. Ein weiterer wichtiger
Aspekt in diesem Forschungsschwerpunkt ist die Entwicklung von Nukleotid-basierten Toxin-Inhibi-
toren, die in Zusammenarbeit mit Herr Prof. Dr. Burkhard K6nig vom Institut fir Organische Chemie
der Universitat Regensburg erfolgt. Toxin-Inhibitoren kénnen therapeutisch vor allem bei Toxindmie
sowie Antibiotikaresistenz eingesetzt werden. SchlieBlich entwickelt das Institut fiir Pharmakologie
unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Volkhard Kaever sensitive massenspektrometrische Verfahren
zum Nachweis zyklischer Nukleotide in biologischen Matrices.

Forschungsprojekte

Molekularanalyse des Adenylylzyklasetoxins von Bacillus anthracis, Odemfaktor

Das Sporen-bildende Bakterium Bacillus anthracis stellt die Ursache des Milzbrandes dar. Der Milz-
brand kann sich in kutanen, pulmonalen, gastrointestinalen und kutanen Formen manifestieren und
verlauft in vielen Fallen todlich. Die Infektion des Menschen erfolgt vor allem in landlichen Gebieten
von Entwicklungsléndern Uber Tiere bzw. Tierprodukte. Wegen der hohen Resistenz der Sporen gegen
Umwelteinfllisse wird Bacillus anthracis auch als Bioterrorismuswaffe missbraucht. Die hohe Letalitat
von Bacillus anthracis-Infektionen beruht vor allem auf der Wirkung von drei Toxinen, dem Protektiven
Antigen (PA), dem Lethalfaktor (LF) und dem Odemfaktor (EF).

Mechanismus der EF- und LF- EFILF
Toxizitét in Leukozyten
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Abbildung 1 zeigt den Wirkungsmechanismus der Toxine in Leukozyten [Abbildung 1]. Nach
Bindung an einen spezifischen Membranrezeptor wird vom PA eine 20 kDa-Untereinheit proteolytisch
abgespalten. Daraufhin kommt es zur Heptamerisierung von PA. AnschlieBend kénnen EF oder LF an
das PA-Heptamer binden; der sogenannte Praporenkomplex wird gebildet. Nach Internalisierung in
saure Vakuolen werden EF und LF pH-abhangig ins Zytosol freigesetzt. LF hemmt die Mitogen-aktivierte
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Kinase, und EF stimuliert nach Bindung an Calmodulin die cAMP-Produktion massiv. In Kombination
fihren beide Mechanismen zu einer Hemmung der Leukozytenfunktion, wodurch die Vermehrung der
Bacillus anthracis-Bakterien begunstigt wird.

Zwar ist Bacillus anthracis gegentiber zahlreichen Antibiotika empfindlich, aber gegen die Toxinamie
mit nachfolgender Hemmung der Leukozytenfunktion sind die Antibiotika wirkungslos. Daher ware
es sinnvoll, potente Toxininhibitoren in den Handen zu haben.

Die Arbeitsgruppe Seifert beschaftigt sich schon seit vielen Jahren mit AC-Inhibitoren. In Vorarbei-
ten zeigte die Arbeitsgruppe, dass Nukleotide, die an der 2'(3")-O-Ribosyl-Position mit einer fluoreszie-
renden N-Methylanthraniloyl (MANT)-Gruppe verestert sind, potente Inhibitoren von Mammalia-ACs
sind [Abbildung 2]. Es zeigte sich auBerdem, dass strukturell unterschiedliche MANT-Nukleotide
verschiedene AC-Isoenzyme differentiell hemmen. Aus diesen Befunden kann die Schlussfolgerung
gezogen werden, dass es prinzipiell moglich ist, potente und AC-Isoform-selektive Inhibitoren zu
entwickeln und somit bestimmte ACs und damit Zellfunktionen gezielt zu hemmen.

Hemmung der AC-Aktivitat von EF durch (MANT)-Nukleotide
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Um dem Ziel der Entwicklung potenter und selektiver AC-Inhibitoren naher zu kommen, begann die
Arbeitsgruppe Seifert vor einigen Jahren eine interdisziplindre Kooperation: Herr Prof. Dr. Wei-Jen Tang
(University of Chicago, IL, USA) stellte uns EF sowie verschiedene EF-Mutanten zur Verfligung. Inzwi-
schen exprimieren und reinigen wir die Toxine selber in unserer Arbeitsgruppe. In der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Burkhard Kénig (Institut fir Organische Chemie der Universitdt Regensburg) wurde eine
Reihe von MANT-Nukleotiden synthetisiert, und Herr Prof. Dr. Stefan Dove (Lehrstuhl fiir Medizinische
Chemie Il der Universitat Regensburg) fihrt molekulare Modelling-Untersuchungen auf der Basis
von existierenden EF-Kristallstrukturen sowie pharmakologischen und fluoreszenzspektroskopischen
Daten durch. In diesen Untersuchungen zeigte sich, dass EF eine ungewéhnlich hohe Selektivitat fir
die Base Cytosin im Vergleich zu anderen Pyrimidin- und Purinbasen besitzt. Dies zeigt sich darin,
dass das MANT-CTP die katalytische AC-Ativitat von EF mit hoherer Potenz als die entsprechenden
Adenin-, Guanin- und Uracilnukleotide hemmte (Abbildung 2). Unter den nicht-substituierten natiirlich
vorkommenden Nukleosid 5'-triphosphaten zeigte das CTP ebenfalls die héchste Affinitat fur EF. Es
zeigte sich aber auch, dass die MANT-Gruppe die Affinitdt der Nukleotide fiir EF ganz entscheidend
steigert. Dies liegt an hydrophoben Wechselwirkungen der MANT-Gruppe mit Phenylalanin-586 des
Toxins. Durch die Kombination von enzymologischen, fluoreszenzspektroskopischen und kristallogra-
fischen Untersuchungen konnten wir ein Modell der Interaktion von EF mit MANT-CTP entwickeln
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[Abbildung 3]. Das Modell zeigt, dass das MANT-CTP mit allen strukturellen Komponenten (Nukle-
obase, MANT-Gruppe und Triphosphatkette) exzellent in das katalytische Zentrum von EF passt. Da
nun Cytidinnukleotide eine geringere Affinitat flir Mammalia-ACs als fiir EF besitzen, besteht somit
nun eine hervorragende Basis flr die Entwicklung potenter und selektiver EF-Inhibitoren.

Hinsichtlich der zukiinftigen Synthese von EF-Inhibitoren werden unterschiedliche Strategien
verfolgt. Ein Ansatz besteht darin, den Substituenten an der 2'(3")-O-Ribosyl-Position systematisch
zu variieren. Eine weitere wichtige Strategie besteht darin, die Isomerisierung des Substituenten an
der 2'- und 3'-Position zu verhindern. Dies kann zum einen durch eine im Vergleich zur Veresterung
stabilere Carbamylierung erfolgen oder zum anderen durch Deletion der 2'-OH- oder der 3'-OH-
Gruppe. In Untersuchungen mit den entsprechenden 2'- und 3'-MANT-ATP-Derivaten konnten wir
bereits zeigen, dass man unterschiedliche Inhibitorpotenzen sowie Fluoreszenzsignale bei Interaktion
mit EF erzielen kann.

Eine weitere wichtige Herausforderung besteht darin, Zellmembran-permeable EF-Inhibitoren
zu erhalten. Abbildung 2 zeigt, dass die MANT-Nukleotide sehr hydrophile Molekiile darstellen,
die keinesfalls die Plasmamembran durchdringen kénnen. Eine Mdglichkeit, Nukleotide in Zellen zu
schleusen, besteht darin, die negativen Ladungen der Phosphatgruppen mit Zinkzyklenkomplexen
zu neutralisieren und somit Membrangangigkeit zu erzielen. Eine andere Mdglichkeit besteht darin,
Pronukleotide zu synthetisieren, d. h. Nukleosid 5'-Monophosphate, in denen die negativen Ladungen
des Phosphats durch Ester neutralisiert werden. Aus dem Bereich der Entwicklung von antiviralen
Pharmaka weif man bereits, dass dieser Ansatz sehr gut funktioniert.
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Die unerwarteten Ergebnisse beziiglich der hohen Affinitét von EF fiir Cytidinnukleotide werfen
auch die Frage auf, ob EF auBer ATP auch CTP als Substrat umsetzt und so die Bildung von zyklischem
Cytidinmonophosphat (cCMP) katalysiert. Mittels massenspektrometrischer Untersuchungen wurde be-
reits die Existenz von cCMP in Mammaliageweben dokumentiert; allerdings weif man iiber die genaue
Funktion von cCMP nur sehr wenig. Wir werden deshalb in zukiinftigen Untersuchungen der Frage
nachgehen, inwiefern EF neben AC-Aktivitdt auch Cytidylylzyklase (CC)-Aktivitdt besitzt. Falls dies der
Fall ware, so hatten wir dann ein exzellentes Werkzeug in den Handen, um die (patho)physiologische
Funktion von cCMP aufkldren zu kénnen. Da die zelluldren Konzentrationen von cCMP voraussichtlich
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sehr gering sein werden, ist es erforderlich, hochsensitive und spezifische cCMP-Nachweisverfahren
zu entwickeln. Unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Volkhard Kaever entwickeln wir derzeit entspre-
chende HPLC-Massenspektrometrieverfahren.

Obwohl es zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht klar ist, ob EF andere enzymatische Aktivitaten
als eine AC-Aktivitat besitzt, so weill man doch, dass bestimmte bakterielle AC-Toxine in Zellen biolo-
gische Wirkungen ausldsen, die nicht ohne weiteres mit einem Anstieg der zelluldren CAMP-Konzent-
ration erklart werden kdnnen. Wir werden deshalb auch die Wirkungen von EF in Leukozyten mit den
Wirkungen anderer CAMP-erhdhender Substanzen wie Zellmembran-gangigen cAMP-Analoga sowie
Aktivatoren von Mammalia-ACs wie Diterpenen und Phosphodiesterase-Inhibitoren vergleichen.

Obwohl die Infektion mit Bacillus anthracis zumindest in Deutschland derzeit keine Rolle spielt, ist
das EF-Toxin wegen seiner extrem hohen katalytischen Aktivitat ein exzellentes Modell fir bakterielle
AC-Toxine allgemein. Wir betrachten daher die Arbeiten mit EF vor allem auch als Vorarbeiten, um
spater mit ACs von humanpathologisch wichtigeren Bakterien wie Helicobacter pylori, Mycobac-
terium tuberculosis, Clostrium difficile, Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa zu arbeiten.
Diese Forschungsarbeiten sollen dann in einen gréBeren Forschungsverbund (iber bakterielle Toxine
integriert werden, in dem inshesondere die Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Dr. Ingo Just vom Institut fiir Toxikologie der MHH eine groBBe Rolle spielen wird. AuBerdem ist eine
intensive Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Ulrich Kalinke vom Twincore (MHH und Helmholtz-
Zentrum) geplant.

Zusammenfassend ist es uns bereits gelungen, potente und selektive EF-Inhibitoren zu entwickeln.
Diese Inhibitoren stellen wichtige Werkzeuge zur Aufklarung von Toxinfunktionen und die Grundlage
fur die Entwicklung neuer Antitoxinpharmaka dar. Langfristig sollen die Toxinforschungsprojekte des
Instituts flir Pharmakologie und Toxikologie der MHH integriert werden, um so die Basis fir einen
gemeinsamen Forschungsschwerpunkt zu bilden.

Projektleitung: Seifert, Roland (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Konig, Burkhard (Prof. Dr.
rer. nat.), Institut fir Organische Chemie, Universitat Regensburg; Tang, Wei-Jen (PhD), University of
Chicago, IL, USA; Férderung: DFG

Weitere Forschungsprojekte

Signaltransduktion beim Lesch-Nyhan-Syndrom

Projektleitung: Seifert, Roland (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Erdorf, Miriam, Lehrstuhl fiir
Pharmakologie und Toxikologie, Universitdt Regensburg; Jinnah Hyder (MD PhD), Emory University,
Atlanta, GA, USA; Férderung: Lesch-Nyhan Children’s Research Foundation

Mechanismen der Clozapin-induzierten Agranulozytose

Projektleitung: Seifert, Roland (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Heidrun Appl, Lehrstuhl fiir
Pharmakologie und Toxikologie, Universitat Regensburg; Forderung: Lesmiiller-Stiftung
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Molekularanalyse des Histamin H4-Rezeptors

Projektleitung: Seifert, Roland (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Schneider, Erich (Dr. rer. nat.),
Lehrstuhl fir Pharmakologie und Toxikologie, Universitat Regensburg; Buschauer, Armin (Prof. Dr. rer.
nat.), Lehrstuhl fir Medizinische Chemie II, Universitat Regensburg; Férderung: DFG

Adenylylzyklase-Hemmung durch fluoreszierende Nukleotide

Projektleitung: Seifert, Roland (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Burkhard Kénig (Prof. Dr.
rer. nat.), Institut fir Organische Chemie, Universitdt Regensburg; Stephen Sprang (PhD), University
of Montana, Missoula, MT, USA; Forderung: DFG

Molekulare Mechanismen der 1COS-Korezeptor-induzierten Signaliibermittlung in T-
Lymphozyten
Projektleitung: Szamel, Marta (Prof. Dr. med.); Forderung: DFG

Massenspektrometrische Analyse endogener Metabolite (Targeted Metabolomics)

Projektleitung: Kaever, Volkhard (Prof. Dr. rer. nat.); Kooperationspartner: Stoll, Matthias (Prof.
Dr. med.), Klinische Immunologie; Koal, Therese (Dr. rer. nat.) - Fa. Biocrates, Innsbruck

Funktion von IL-18 im murinen Asthma

Projektleitung: Neumann, Detlef (PD Dr. rer. nat.); Kooperationspartner: Tschernig, Thomas (Prof.
Dr. med.), Anatomie; Braun, Armin (PD Dr. rer. nat.), Fraunhofer ITEM

Phosphorylierungen in der IRAK-1 Todesdoméne?

Projektleitung: Neumann, Detlef (PD Dr. rer. nat.); Kooperationspartner: Martin, Michael (Prof. Dr.
rer. nat.), Immunologie, JLU GieBen

Analyse der IRAK-1 - IRF5 Interaktion
Projektleitung: Neumann, Detlef (PD Dr. rer. nat.)

Gastrische Zell-Linien als Ersatz fiir native Magendriisenzellen zur Untersuchung der Saure-
sekretion unter Beriicksichtigung préklinischer Studien

Projektleitung: Fahrmann, Michael (PD Dr. rer. nat.); Forderung: BfR/ZEBET (Berlin)
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Abstracts
2008 wurden 8 Abstracts publiziert.

Promotionen

Renger, Isabell (Dr. med.): Translationsregulation
des Transkriptionsfaktors NRF: Strukturelle und
funktionelle Charakterisierung von NRF-IRES.

Sascha Rother (Dr. rer. nat.): Regulation der
Phosphorylierung des NF-kappaB reprimierenden
Faktors (NRF).

Diplome

Gronninger, Elke (Dipl.-Biochem.): Funktionelle
Untersuchungen zur Adipogenese mittels sSiRNA-
Transfektionstechnik.

Rauch, Kerstin Yvonne (Dipl.-Biochem.): Erken-
nung von Arzneimittelinteraktionen beim Thera-
peutischen Drug Monitoring immunsuppressiver
Pharmaka mittels Massenspektrometrie.

Weitere Tatigkeiten in der Forschung

Seifert, Roland (Prof. Dr. med.): Associate Edi-
tor, Journal of Pharmacology and Experimental
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Therapeutics; Gutachter fir Organisationen der
Forschungsférderung (Deutsche Forschungsge-
meinschaft, National Institutes of Health, French
Research Agency (ANR), Telethon (Stiftung fir
genetische Erkrankungen in Italien), New Zealand
Neurological Society); Gutachter flr wissenschaft-
liche Zeitschriften (Molecular Pharmacology, Nau-
nyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology,
Journal of Neurochemistry, Journal of Biological
Chemistry, Nature Reviews Drug Discovery, Phar-
macology & Therapeutics, Journal of Medicinal
Chemistry); Ko-Organisator der Tagungen Fron-
tiers in Medicinal Chemistry sowie der 4. Summer
School of Medicinal Chemistry in Regensburg.
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