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Vorwort

Das Forschungszentrum caesar ist angekommen -
als assoziiertes Institut der Max-Planck-Gesellschaft.
Bei caesar wird mit den selben Mafstaben und
Anspriichen geforscht wie in einem Max-Planck-
Institut. Erste Publikationen zeugen von der
wissenschaftlichen Qualitdt. Auch die Beitrage
dieses Jahresherichtes geben einen Einblick in die
Fortschritte am Institut.

Forschung lebt von Interaktion und Vernetzung.
Flr das neu ausgerichtete Institut ist es deshalb
besonders wichtig, sich in das wissenschaftliche Um-
feld der Region einzubetten.

Ideale Partner finden sich in der Max-Planck-
Gesellschaft selbst: etwa die beiden Kolner Max-
Planck-Institute fir Biologie des Alterns und fir
neurologische Forschung. An Letzteres werden die
wissenschatftlichen Direktoren von caesar personell
angebunden.

Dariiber hinaus besteht eine enge Zusammenarbeit
mit der Universitat Bonn, die in einem Rahmenver-
trag verankert ist und im Konzept der Neuausrich-
tung des Forschungszentrums als tragende Sé&ule
betrachtet wird. In vielen gemeinsamen Projekten
nutzen Wissenschaftler die exzellente Infrastruktur
der Mikrosystemtechnologie und Elektronenmikros-
kopie bei caesar. So ist es der Universitat dank der
Kooperation gelungen, eine wichtige Berufung zum
Physikalischen Institut erfolgreich abzuschlielRen.
caesar wiederum kann Nachwuchswissenschaftlern

die Mdglichkeit fur gemeinsame Projekte mit der
Bonner Hochschule bieten.

Zweiter wichtiger Kooperationspartner fir caesar
ist das Deutsche Zentrum fiir Neurodegenerative
Erkrankungen (DZNE). caesar war bereits an der
erfolgreichen Bewerbung flir Bonn beteiligt. Wie ver-
sprochen, arbeitet das DZNE nun in den Rdumen von
caesar; zunachst hatte es hier seinen Verwaltungs-
sitz, mittlerweile werden Labors genutzt.

Dabei entwickeln caesar und das DZNE eine
besondere Form der Kooperation: Es werden
gemeinsame  Gruppen gegriindet, in denen
caesar seine Infrastruktur zur Verfligung stellt
und das DZNE die Mitarbeiter finanziert.
Erstes Beispiel ist die Zusammenarbeit in der
Kryo-Elektronenmikroskopie.  Eine  gemeinsame
Forschungsgruppe auf diesem Gebiet stellt ein
wichtiges Bindeglied zwischen caesar und dem
DZNE dar. Als wissenschaftlicher Leiter konnte
Dr. Ashraf Al-Amoudi vom EMBL gewonnen
werden. Seine  Gruppe nutzt ein erstklassiges
Kryo-Elektronenmikroskop, das die herausragende
elektronenmikroskopische Kapazitdt von caesar
weiter aushaut. Als zweites gemeinsames Projekt
werden caesar und das DZNE die Max-Planck-
Arbeitsgruppe fiir Strukturelle Molekularbiologie am
DESY in Hamburg gemeinsam fortsetzen. In der
ersten Jahreshdlfte 2011 soll das Team um
Prof. Eckhard Mandelkow seine Arbeit im caesar-
Geb&ude aufnehmen.
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Diese Kooperationsbeispiele zeigen, wie sich
caesar zu einem wichtigen und anerkannten
Partner in der Forschungsregion Koln-Bonn-Aachen
entwickelt. caesar setzt eigene Schwerpunkte und

e S

Prof. Dr. Peter Gruss
Prasident der Max-Planck-Gesellschaft
Vorsitzender des Stiftungsrates

T

Prof. Dr. U. Benjamin Kaupp
Wissenschaftlicher Direktor

Gertrud Bilski
Kaufmaéannische Geschaftsfihrerin
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verbindet seine wissenschaftliche Arbeit in vielféltiger
Weise mit den vorhandenen und stetig wachsenden
Kapazitaten in der Region.
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Dr. Jekyll und Mr. Hyde -
Die zwei Gesichter des Calciums im Herzen

DaGMAR WACHTEN (GEB. HARZHEIM)
Molekulare Neurosensorik

Das Herz eines erwachsenen Menschen schiagt im Durchschnitt ca. 50-100 x pro Minute. Es schlagt schneller,
wenn wir uns freuen oder Sport treiben, und es schlagt langsamer, wenn wir schlafen. Das alles geschieht
unbewusst. AuBere Einfliisse kénnen jedoch dazu filhren, dass unser Herz aus dem Takt gerit.

Wir bewegen uns zu wenig und wir essen zu viel.
Ubergewicht fiihrt dazu, dass ein groRerer Druck
auf den Blutgefden und dem Herzen lastet. Um
eine gleichbleibende Durchblutung des Korpers
zu gewdbhrleisten, muss das Herz starker pumpen,
wodurch sich der Blutdruck erhoht und das Herz
an Masse zunimmt. Eine GréRenzunahme durch
anhaltenden Bluthochdruck ist ein pathologischer
Zustand, der dramatische Auswirkungen haben
kann: Die Leistungsféhigkeit des Herzens nimmt ab,
das Herz beginnt unrhythmisch zu schlagen, was im
schlimmsten Fall zum Herzversagen flihrt. Wir haben
uns mit der Frage beschaftigt, welche Veranderungen
auf zellulérer Ebene dazu filhren, dass das Herz unter
pathologischen Bedingungen an Gréf3e zunimmt und
dann aus dem Takt gerét.

Calcium als Taktgeber im Herzen

Zunachst haben wir die Signalverarbeitung in Herz-
muskelzellen (ventrikuldre Kardiomyozyten) von neu-
geborenen Ratten untersucht. Dazu haben wir diese
Zellen isoliert und kultiviert. Die Zellen schlagen
in Kultur weiter, so dass wir an Einzelzellen den
Schlagrhythmus untersuchen konnen. Ein  Stoff,
der bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen  vermehrt
gebildet wird und am GrélRenwachstum des Herzens

unter pathologischen Bedingungen beteiligt ist, ist
Endothelin-1 (ET-1). ET-1 verengt die BlutgefaRe und
ist damit an der Regulation des Blutdrucks beteiligt.
Gibt man ET-1 zu kultivierten Herzmuskelzellen,
schlagen diese nicht nur schneller, sondern nehmen
auch an Grél3e zu [1]. Die Veranderungen auf zellu-
larer Ebene entsprechen also denen, die man fir das
gesamte Herz beobachtet. Was passiert nun in der
Zelle, wenn sie mit ET-1 stimuliert wird? ET-1 bindet an
seine Rezeptoren, wodurch ein wichtiger Botenstoff in
der Zelle, das Calcium, aus intrazellularen Speichern
freigesetzt wird. Dies hat in Herzmuskelzellen fatale
Folgen, da Calcium den Vorgang kontrolliert, der die
Zellen kontrahieren lasst, das excitation-contraction
coupling (ECC). Beim ECC offnen als Reaktion
auf einen elektrischen Reiz spannungsabhangige
Calcium-Kanéle (VDCC) in der Plasmamembran der
Herzmuskelzellen. Dadurch stromt lokal Calcium
in die Zelle ein. Ryanodin-Rezeptoren (RyR) sind
ebenfalls Calcium-Kanéle, die sich jedoch in der
Membran des sarkoplasmatischen Retikulums (SR),
einem intrazellularen Calcium-Speicher, befinden. Das
einstromende Calcium offnet die RyR, wodurch eine
groRBe Menge Calcium aus dem SR freigesetzt wird.
Die intrazellulare Calcium-Konzentration wird drastisch
erhoht, worauf die Zelle kontrahiert (Abbildung 1).

D. Wachten | Seite 11
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Plasmamembran

" == 4. Kontraktion

Abbildung 1: Elektromechanische Kopplung in Herzmuskelzel-
len. 1. Spannungsabhéngige Calcium-Kanéle (VDCC) 6ffnen als
Antwort auf einen elektrischen Reiz. 2. Calcium (Ca%) strémt in
die Zelle ein. 3. Ryanodin-Rezeptoren (RyR) dffnen als Antwort
auf den lokalen Calcium-Einstrom und setzen so Calcium aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) frei. 4. Die Erhdhung
der intrazellularen Calcium-Konzentration filhrt zur Kontraktion
der Herzmuskelzelle.

Das ECC wird von der Zelle genau kontrolliert. Schon
kleine Abweichungen in der Calcium-Konzentration

krank

kénnen das System empfindlich stéren, so dass die
Zelle aus dem Takt gerat [2]. Wir konnten zeigen, dass
ET-1 in kultivierten Herzmuskelzellen die Calcium-
Konzentration im Zellkern erhéht [1]. Verantwortlich
hierflr sind eine weitere Familie von Calcium-
Kandlen, die Inositol-1,4,5-trisphosphat- Rezeptoren
(IP,R). Diese befinden sich in ventrikularen
Kardiomyozyten in der Membran, die den Zellkern
umgibt. Offnen die IP,R, erhoht sich die Calcium-
Konzentration im Zellkern. Dort steuert Calcium
die Genexpression, d.h., die nukledre Calcium-
Konzentration bestimmt, welche Proteine in der Zelle
zur Verfligung stehen. Bei Stimulation der IP,R mit
ET-1 veréndert sich die Proteinzusammensetzung
in der Zelle so, dass die Zelle ,glaubt’, sie wére
wieder in einem frihen Entwicklungsstadium, in
dem sie an Grélle zunehmen muss. Eine bereits
vollstandig entwickelte Zelle wird auf diese Weise
;umprogrammiert* und beginnt zu wachsen. Dies ist

IP,R2

Calnexin

Abbildung 2: Expression und Verteilung von IP,R2 in Herzmuskelzellen von gesunden Ratten und von Ratten mit chronischem
Bluthochdruck. a. Immunzytochemische Analyse der Expression von IP,R2 (rot) und RyR2 (griin). Die Zellkerne sind in blau gefarbt.
Der Balken dient als GroRenstandard (30 pm). b. Analyse der Expression von IP_R2 in Herzmuskelzellen mittels Western Blot. Als
Ladekontrolle wurde Calnexin nachgewiesen. Der Protein-Gré3enstandard in kDa ist angegeben.

Seite 12 | D. Wachten
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Gesundes Herz

krankes Herz

Abbildung 3: Verénderung in der Verteilung und Expression von IP,R2 im kranken Herz. RyR (R) sind in griin, IP,R2 (1) in gelb
dargestellt. Das freigesetzte Calcium ist durch eine rote Wolke schematisch verdeutlicht.

der erste Schritt bei der pathologischen VergroRerung
des Herzens. Doch wie kommt es, dass sich die
Situation so weit verschlechtert, dass das Herz aus
dem Takt gerat und letztendlich sogar vollig versagt?

Diese Frage lasst sich an Herzmuskelzellen von
Ratten mit chronischem Bluthochdruck untersuchen.
Die Herzen wurden zu einem Zeitpunkt enthommen,
an dem sie bereits vergroRert, jedoch noch keine

[
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Anzeichen eines Herzversagens beobachtet werden.
Wir konnten zeigen, dass die Menge an IP,R Typ 2
(IP,R2) in den Herzmuskelzellen dieser Ratten erhoht
ist (Abbildung 2) [3].

Uberraschenderweise befinden sich diese Kanale
jetzt nicht mehr nur in der Kernmembran, sondern
vermehrt in der Membran des SR in direkter Nahe
zu den RyR. Aktiviert man die IP,R2 durch ET-1, wird

Sl ¥ig 31
'e i'H: _.;.%
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Abbildung 4: Expression von IP,R2 im menschlichen Herzen. a. Gesundes Herz. b. Krankes Herz. Die Farbung fiir IP,R2 ist in braun
zu sehen, die Zellkerne sind in blau gefarbt. Der Balken dient als GroRenstandard (100 pm).

D. Wachten | Seite 13
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Calcium nicht nur aus dem Kern, sondern vor allem
aus dem SR freigesetzt. Die Menge ist, im Vergleich
zu der, die durch RyR freigesetzt wird, gering. Jedoch
befindet sich das Calcium-Signal in direkter Nahe
zu den RyR (Abbildung 3). Diese werden dadurch
aktiviert, setzen Calcium aus dem SR frei und die
Zelle kontrahiert - jedoch in Abwesenheit eines
elektrischen Stimulus, wodurch die Zelle und damit
das gesamte Herz aus dem Takt geraten.

Interessanterweise beobachtet man diese Ver-
anderungen nicht nur in den kranken Ratten,
sondern auch in Patienten mit Herzversagen. Die
Menge an IP,R2 ist auch in Herzmuskelzellen der
Patienten erhoht (Abbildung 4) [4], was daftir spricht,
dass eine Veranderung in der Menge an IP,R2 ein
genereller Mechanismus ist, mit dem das Herz auf
ein krankhaftes GréRenwachstum reagiert.

Ausblick

Wir konnten zeigen, dass IP,R sowohl an dem
pathologischen GroRenwachstum des Herzens
beteiligt sind, als auch dazu beitragen, dass ein
pathologisch vergrol3ertes Herz aus dem Takt gerét.
Wir versuchen nun, die beteiligten Signalwege im
Detail aufzuklaren. Dabei konzentrieren wir uns auf
Faktoren, die die Expression der IP,R regulieren
bzw. deren Lokalisation in der Zelle bestimmen.
Interessanterweise spielen IP.R2 im gesunden
Herzen nur eine untergeordnete Rolle. Dies macht
den IP,R2 zu einem wichtigen Zielmolekdl fir die
Pharmaindustrie und erdffnet neue Mdglichkeiten
bei der Suche nach Wirkstoffen zur Behandlung von
Herz-Kreislauferkrankungen.

Seite 14 | D. Wachten
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Kontaktanzeige eines Spermiums;
Sensibelchen sucht Eizelle zum Verschmelzen

Timo STRUNKER UND U. BENJAMIN KauPP
Molekulare Neurosensorik

Fiir die Befruchtung werden Spermien von der Eizelle aktiv angelockt. Die Eizelle sendet dazu Lockstoffe aus,
die den Spermien den Weg weisen. Diesen Vorgang bezeichnet man als Chemotaxis. Spermien des Seeigels
Arbacia punctulata reagieren extrem empfindlich auf ihren Lockstoff. Bereits ein einzelnes Lockstoffmolekill
|6st eine Reaktion der Spermien aus. Wie sich jetzt herausstellte, ist ein auRergewohnlicher zyklisch Nukleo-
tid-gesteuerter lonenkanal (CNGK) im Spermienschwanz der Schliissel zur Einzelmolekilempfindlichkeit der
Spermien. Der Lockstoff filhrt zur Synthese des Botenstoffs cGMP. Der strukturell einzigartige CNGK-Kanal
wird bereits durch einen geringfligigen Anstieg der intrazelluldren cGMP-Konzentration aktiviert und l6st die

chemotaktische Signalkaskade im Seeigelspermium aus.

Der Lockruf der Eizelle: Was Man(n) von Seeigeln
lernen kann.

Ein neues Lebewesen entsteht, wenn weibliche und
méannliche Keimzellen miteinander verschmelzen.
Haben Sie schon einmal darliber nachgedacht, wie
bei der Fortpflanzung die mannlichen Spermien
zu den weiblichen Eizellen schwimmen? Anders
formuliert: Wissen Sie, wie das Spermium das Ei
findet? Eizelle und Spermium treffen sich nicht
zuféllig. Vielmehr werden Spermien von der Eizelle
mit Hilfe von chemischen Stoffen angelockt. Die
Lockstoffe weisen den Spermien den Weg zum Ziel
(Abbildung 1). Diesen Vorgang bezeichnet man als
Chemotaxis.

Was sich einfach anhért, ist in Wirklichkeit ein
komplexer Vorgang. Bei S&ugetieren, der Mensch
eingeschlossen, ist die Spermien-Chemotaxis noch
wenig erforscht. Dies hat mehrere Griinde: Saugetiere
sind interne Fertilisierer, die Befruchtung der Eizelle

Lockstoffgradient

Eizelle

« Spermium

Abbildung 1: Lockstoffe weisen dem Spermium den Weg zur
Eizelle. Der Lockstoffgradient, der die Eizelle umgibt, wird von
einem Spermium wahrgenommen. Das Spermium orientiert sich
an dem Gradienten und gelangt so zur Lockstoffquelle, der Ei-
zelle.

erfolgt im Korper des Weibchens. Die Bedingungen,
die Spermien dort vorfinden, lassen sich im Labor nur
schwer nachstellen. Die Forscher sind auf freiwillige

T. Striinker | Seite 15
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Samenspenden angewiesen — das Probenmaterial
ist also nur begrenzt verfiigbar. AuRerdem konnte
der Lockstoff der menschlichen Eizelle bisher nicht
zweifelsfrei identifiziert werden.

In der Naturwissenschaft bedient man sich oft
sogenannter Modellorganismen, bei denen alles
einfacher zu sein scheint. Man versucht zunéchst
diese einfachen Systeme zu verstehen, um sie

m— 2

Abbildung 2: Ein Seeigel der Art Arbacia punctulata gibt seine
cremefarbige Samenfliissigkeit ab. Die Tiere erreichen eine
KorpergrofRe von etwa 5 cm.

dann auf die komplexere Situation beim Menschen
zu (bertragen. Als Modell zur Erforschung der
Spermien-Chemotaxis dienen seit mehr als 100
Jahren die Spermien und Eizellen von Seeigeln der
Art Arbacia punctulata (Abbildung 2).

Seeigel sind Meeresbewohner, die in einer
,konzertierten Aktion ihre Keimzellen ins Wasser
abgeben. Zur externen Befruchtung missen sich dort
Eizelle und Spermium finden. A. punctulata-Seeigel,
die in groRer Anzahl an der Nordamerikanischen
Kiiste leben, lassen sich leicht einsammeln und
ein mannlicher Spender bringt es locker auf ~ 100
Milliarden Spermien. Zum Vergleich: Ein Mann gibt
,nur etwa 100-200 Millionen Spermien ab. Der

Seite 16 | T. Striinker

Lockstoff, der von den Eizellen freigesetzt wird, ist
schon lange bekannt: Resact, ein kleines Peptid,
das aus 14 Aminosduren aufgebaut ist und sich
synthetisch herstellen I&sst.

Spermien reagieren extrem empfindlich auf weibliche
Reize.

Resact andert im Spermienschwanz, dem Flagellum,
die intrazelluldare Ca?-Konzentration (Ca?*-Signal).
Die Ca*-Signale andern den Flagellenschlag
und damit die Schwimmrichtung; sie dienen der
Navigation, hin zur Lockstoffquelle, der Eizelle
(Bohmer 2005). Wie lost der Lockstoff Ca?-Signale
aus? Wir konnten in den letzten Jahren diese Frage
beantworten (Abbildung 3; Striinker 2006, Kaupp
2003).

Zunachst bindet der Lockstoff an spezifische
Rezeptoren auf der Oberflaiche des Spermiums.
Jedes Spermium besitzt etwa 1 Million dieser
Rezeptoren. Rund die Hélfte der Flagellenoberflache
ist mit Rezeptoren bedeckt. Das Flagellum fungiert
also nicht nur als ,Propeller zum Antrieb, sondern
auch als Antenne, als Nase, die Lockstoffe detektieren
kann.

Der Rezeptor ist eine Guanylatzyklase (GC). Die GC
ist Lockstoffrezeptor und Enzym zugleich. Bindet
Resact auf3en an die GC, wandelt der enzymatische
Teil im Inneren der Zelle Guanosintriphosphat

(GTP) in einen Botenstoff — das zyklische
Guanosinmonophosphat (cGMP) - um. cGMP
oOffnet  Kalium-selektive  lonenkanédle  (CNGK-

Kandle). lonenkandle sind winzige Schleusen in
der Membran, durch die geladene lonen dber die
— ansonsten undurchdringliche — Membran flieRen.
Durch die offenen CNGK-Kandle verlassen K*-lonen
die Zelle. Dadurch wird die Zelle negativ aufgeladen,
sie hyperpolarisiert. Die Hyperpolarisation fiihrt zur
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asymmetrischer Flagellenschlag

Veradnderung der Schwimmbahn

Abbildung 3: Chemotaktischer Signalweg im Seeigelspermium. Der Lockstoff Resact aktiviert eine Guanylatzyklase (GC). Die GC
wandelt Guanosintriphosphat (GTP) in den Botenstoff zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) um. cGMP 6ffnet Kalium-selektive
zyklisch Nukleotid-gesteuerte lonenkanéle (CNGK); Kalium-lonen (K*) stromen aus der Zelle - die Zelle hyperpolarisiert. Die Hy-
perpolarisation aktiviert Calcium-Kandle (Ca ) und Calcium-lonen (Ca?) strémen in die Zelle. Durch den Anstieg der intrazellularen
Calcium-Konzentration ([Ca?]i) andert sich das Schlagmuster des Flagellums und die Schwimmbahn des Spermiums. Durch die
Hyperpolarisation werden auch hyperpolarisationsaktivierte und zyklisch Nukleotid-gesteuerte Kanale (HCN) aktiviert. Durch die HCN-
Kanéle gelangen Natrium-lonen (Na*) in das Zellinnere — das Membranpotential kehrt zum Ruhewert zuriick (Depolarisation). Neben
cGMP steigt etwas spéter auch die Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) an. Die Rolle und Quelle des cAMP

ist unklar.

Aktivierung von zwei weiteren lonenkandlen: Ca®-
Kandle, die unter Ruhebedingungen geschlossen
sind, kdnnen jetzt 6ffnen und Ca?* strémt in die Zelle
ein. ZumAnderen werden hyperpolarisationsaktivierte
und zyklisch Nukleotid-gesteuerte lonenkanéle (HCN-
Kanéle) geoffnet: Durch die HCN-Kandle strémen
Na*-lonen in die Zelle, und das Membranpotenzial
kehrt zum Ruhewert zuriick.

Spermien reagieren extrem empfindlich auf den
Lockstoff: Sie konnen einzelne Lockstoffmolekile
detektieren. Spermien haben also die physikalisch
vorgegebene Grenze der Empfindlichkeit erreicht.
Die Aktivierung eines einzigen Rezeptors lost eine
Hyperpolarisation von ~ 2 mV und ein Ca?-Signal
aus. Eine Einzelmolekul-Empfindlichkeit konnte
bisher an keiner anderen Zelle beobachtet werden.

Lediglich Photorezeptoren im Auge konnen einzelne
Lichtquanten detektieren. Fiir Photorezeptoren und
Spermien gilt also: Sensibler geht’s nicht!

Ein auBergewdhnlicher lonenkanal macht Spermien
zu Sensibelchen.

Der CNGK-Kanal ist der Schlussel zum Verstandnis
fir diese extreme Empfindlichkeit von Spermien
(Bonigk 2009). Der CNGK-Kanal gehort zu einer
hochspezialisierten Kanalfamilie, den sogenannten
zyklisch  Nukleotid-gesteuerten  Kanélen (CNG-
Kandle). Sie werden durch die intrazelluléren
Botenstoffe CAMP oder cGMP aktiviert. ,Klassische®
CNG-Kandle, wie man sie in Sehzellen des Auges
oder in Riechzellen der Nase findet, sind — wie andere
lonenkanéle auch - aus mehreren ,Bausteinen* oder
Untereinheiten aufgebaut. CNG-Kanéle bestehen —

T. Striinker | Seite 17
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wie spannungsaktivierte Kalium-Kanale (K) — aus
vier identischen oder &hnlichen Untereinheiten,
die sich zu einer Pore zusammenlagern. Sie bilden
ein sogenanntes Tetramer. Spannungsabhangige
Natrium- und Calcium-Kanale (Na, und Ca ) dagegen
bestehen aus einem einzigen grof3en Protein, das
vier &hnliche Domanen enthalt. Jede dieser Doméanen
Jreprasentiert* eine Kanal-Untereinheit; man spricht
von einer pseudotetrameren Anordnung. Der CNGK-
Kanal hat von jedem etwas: er ist aufgebaut wie ein
typischer Calcium- oder Natrium-Kanal, lasst aber
nur Kalium-lonen passieren. Wie ein klassischer
CNG-Kanal besitzt er vier Bindestellen fiir zyklische
Nukleotide. Er ist also eine Chimdre aus einem
K,-Kanal, CNG-Kanal und einem Ca /Na-Kanal
(Abbildung 4): Diese Kanalstruktur macht CNGK zu
einem einzigartigen lonenkanal.

Wir isolierten die cDNA, die die Erbinformation fir
den CNGK-Kanal trégt, aus Hodengewebe von A.
punctulata. Eine embryonale Nierenzelllinie wurde
gentechnisch so verandert, dass sie als Ammenzelle
den CNGK-Kanal produziert. In diesen Zellen
konnten die lonenstrome durch den CNGK-Kanal
genau gemessen werden. Uberraschenderweise

Pore Pore

Pore

offnet der Kanal bereits bei nanomolaren cGMP-
Konzentrationen — er ist damit fast 1000-mal
empfindlicher als klassische CNG-Kanale aus
Seh- oder Riechzellen. Die genaue Untersuchung
des CNGK-Kanals forderte weitere (iberraschende
Eigenschaften zu Tage: wahrend andere CNG-
Kanale nur 6ffnen, wenn mindestens zwei der vier
Bindestellen mit Botenstoff besetzt sind, geniigt beim
CNGK-Kanal ein einzelnes cGMP-Molekil, um den
Kanal zu offnen. Es ist die grole Empfindlichkeit
des Kanals flir den Botenstoff cGMP, die es den
Spermien ermdglicht einzelne Lockstoffmolekiile zu
detektieren.

Nach der Bindung eines einzelnen Lockstoffmolekdils
werden nur ca. 45 cGMP-Molekille im Flagellum
synthetisiert — die cGMP-Konzentration steigt also
nur geringfligig an. Wenn so wenige cGMP-Molekiile
synthetisiert werden, ist es unwahrscheinlich, dass
gleichzeitig zwei, drei oder gar vier cGMP-Molekile
an ein und denselben CNGK-Kanal binden. Neben
seiner enormen Empfindlichkeit, ist also fiir die
Einzelmolekilantwort entscheidend, dass der CNGK-
Kanal durch die Bindung eines einzelnen cGMP-
Molekiils aktiviert wird.

Pseudo-
tetramer

b

cNMP-Bindestelle

Cc

Abbildung 4: Aufbau des CNGK-Kanals aus Seeigelspermien. Der CNGK-Kanal besteht aus einem einzigen groRen Protein, das vier
ahnliche Doménen (1-4) enthdlt. Jede dieser Doménen ,représentiert” eine Kanal-Untereinheit und besitzt eine Bindestelle (cNMP) fiir
zyklische Nukleotide (cGMP; cAMP). Der Kanal besitzt eine pseudotetramere Struktur und ist selektiv fiir Kalium-lonen (K*).

Seite 18 | T. Striinker
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Soweit zu den Seeigelspermien. Leider scheint
bei menschlichen Spermien alles anders zu sein.
CNGK-Kandle sucht man hier vergebens; auch die
meisten anderen Komponenten der chemotaktischen
Signalkette findet man nicht. In menschlichen
Spermien missen also andere Signalwege
existieren, die das chemotaktische Verhalten
steuern. Eine Gemeinsamkeit gibt es allerdings:
das Schwimmerhalten menschlicher Spermien wird
ebenfalls durch die intrazelluldre Ca*-Konzentration
gesteuert. Wir arbeiten zurzeit mit Hochdruck an
der Aufklarung der chemotaktischen Signalwege in
menschlichen Spermien.

Die  Entschlusselung ~ der  Einzelmolekil-
Empfindlichkeit stellt einen wichtigen Fortschritt
im  Verstdndnis  chemosensorischer  Prozesse
dar. Wahrscheinlich kénnen — neben Sehzellen
und Seeigelspermien — auch andere Zellen auf
kleinste Reize extrem empfindlich reagieren, z.B.
Nervenzellen, die durch Pheromone, Hormone oder
Neurotransmitter aktiviert werden. Die Arbeit an den
Seeigelspermien wird die Forschung auf dem Gebiet
der Chemosensorik stimulieren und zur Aufklarung
der Signalverarbeitung in anderen Zellen beitragen.
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Ultraschnelles Einfrieren eines Aktivierungsprozesses -
Eine Diashow molekularer Bewegung

SEBASTIAN PEUKER
Molekulare Neurosensorik

Jeder Organismus besitzt auf zellulérer Ebene eine Vielzahl von Rezeptoren, die die Zelle mit wichtigen In-
formationen versorgen. Rezeptoren nehmen Reize aus der Umgebung auf und leiten diese (iber komplexe
Signalwege ins Innere der Zelle. Dort iibernehmen oft sogenannte sekundére Botenstoffe die Aufgabe, die
tberbrachte Information in eine zelluldre Antwort zu libersetzen. Einer der wichtigsten sekundaren Botenstoffe
ist das 3'-5'-zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP). Mehr als zwei Drittel unserer Rezeptoren verandern
nach ihrer Aktivierung die intrazellulére Konzentration dieses Botenstoffes. Im Inneren der Zelle gibt es wiede-
rum spezifische Zielproteine, die Bindestellen fiir cAMP besitzen. Wenn cAMP an diese Bindestellen andockt,
verandern die Zielproteine ihre rdumliche Struktur und gehen so vom inaktiven in einen aktiven Zustand iber.
Wir méchten den zeitlichen Verlauf der strukturellen Anderungen, die diese Proteine bei der Bindung von cAMP
durchmachen, mit héchster Auflésung verfolgen, um mehr iber die Arbeitsweise dieser Proteine zu erfahren.

Zyklische Nukleotid-gesteuerte Signalwege findet
man in nahezu allen Organismen — vom Bakterium
bis hin zum Menschen. Viele physiologische
Prozesse werden (iber diese Botenstoffe reguliert.
Demgegeniiber stehen verhdltnismalig wenige
Zielproteine, die zyklische Nukleotide binden und
dieses Signal in eine zellulare Antwort umwandeln.
Zu diesen Zielproteinen gehoren (1) bakterielle
Transkriptionsfaktoren, die CcAMP-abhéngig die
Transkription von Genen steuern, (2) die Protein-
kinasen A und G, die bei Aktivierung durch cAMP
bzw. cGMP Phosphatgruppen auf andere Proteine
Ubertragen, (3) Austauschfaktoren, die bei kleinen
GTP-bindenden Proteinen den Austausch von GDP
zu GTP katalysieren, sowie (4) zyklisch Nukleotid-
gesteuerte lonenkandle, die bei der Bindung der
Botenstoffe 6ffnen und dadurch Zellen elektrisch
erregen. So verschieden diese Proteine auch

sind, ihre Bindestelle fiir zyklische Nukleotide
(cyclic nucleotide-binding domain, CNBD) ist sehr
ahnlich. Strukturuntersuchungen haben fir all diese
Bindestellen einen fast identischen dreidimen-
sionalen Aufbau aufgedeckt. Es scheint demnach
einen CNBD-Prototyp zu geben, der als Modul in
ganz verschiedenen Proteinen als Steuerelement
eingesetzt wird (Abbildung 1).

Wie genau funktioniert dieses Modul? Wie
unterscheidet es cAMP von cGMP? Wie lange
bleibt ein Ligand an der Bindestelle gebunden? Und
wie ist die Abfolge der Ereignisse, die vom ersten
Andocken des Liganden zum aktivierten Zustand
des Proteins flhrt? Mit diesen Fragen beschaftigen
wir uns in der Abteilung Molekulare Neurosensorik.
Als Modellsystem haben wir einen bakteriellen
zyklisch Nukleotid-gesteuerten lonenkanal (CNG-
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extrazellular

intrazellular

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines zyklisch Nuk-
leotid-gesteuerten lonenkanals. A. Anordnung der vier Unter-
einheiten (orange) der zyklisch Nukleotid-gesteuerten Kanéle.
Die Bindestellen fiir zyklische Nukleotide sind in rot dargestellt.
B. Geschlossener und C. offener Zustand der Kandle. Hier sind
je nur zwei der vier Untereinheiten dargestellt. Ohne cAMP ist
der Kanal geschlossen. Nach Bindung von cAMP &ffnet der Ka-
nal. D. Dreidimensionale Struktur der Bindestelle fiir zyklische
Nukleotide (cyclic nucleotide-binding-domain, CNBD) des CNG-
Kanals aus Mesorhizobium lotimit cAMP (Clayton et al. 2004).

Kanal) gewahlt. Er ist aus vier Untereinheiten
aufgebaut, die sich um eine zentrale Pore anlagern.
Jede Untereinheit besteht aus einer Membrandomane
und der intrazellular gelegenen CNBD, d.h. jeder
Kanalkomplex benutzt vier CNBDs (Abbildung 1A).
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Wir beschéftigten uns zundchst mit der isolierten
CNBD. Am Anfang wurde die Kinetik der Bindung
des Liganden an die isolierte CNBD untersucht.
Die Kinetik ist deswegen so interessant, weil durch
sie die Aufenthaltszeit des Liganden am Rezeptor
beschrieben wird und somit, in erster Naherung, die
Zeit, in der der Rezeptor aktiviert ist. Die Kinetik und
damit die Zeit der Rezeptoraktivierung ist bisher flir
keine CNBD beschrieben worden.

Aber langsam — was sind tberhaupt Bindung und
Kinetik? In der Biophysik versteht man unter Bindung
die molekulare Wechselwirkung des Liganden
mit dem Rezeptor. Ein quantitatives Mal} flir die
Bindungsstdrke ist die Dissoziationskonstante K.
Sie gibt die Konzentration des Liganden an, bei der
die Halfte der Rezeptoren mit Liganden besetzt sind.
Das heif3t, je kleiner der K -Wert ist, umso hcher ist
die Affinitat. Informationen Uber den zeitlichen Verlauf
der Bindungsreaktion - die Reaktionskinetik - enthalt
der K_-Wert aber nicht. Um die Kinetik der Reaktion
genau zu charakterisieren, miissen zwei Konstanten
bestimmt werden. Eine spiegelt die Geschwindigkeit
der Bildung und die andere die Geschwindigkeit des
Zerfalls des Protein-Ligandenkomplexes wider.
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Abbildung 2: 8-substitierte Nukleotide als Werkzeug fiir Bin-
dungsmessungen. A. Umgebungssensitiver Farbstoff 8-NBD-
cAMP. Der Umgebungssensor ist griin hinterlegt. B. Fluores-
zenzemissionsspektrum von 8-NBD-cAMP mit und ohne CNBD.
In Gegenwart von der CNBD steigt die Fluoreszenzemission
um das 15-fache an. C. Zeitaufgeldste Bindungsmessung. Die
stets gleiche Menge CNBD wurde mit immer grél3eren Mengen
8-NBD-cAMP gemischt und die Fluoreszenz in Abhangigkeit
von der Zeit gemessen. Aus den so gemessenen Daten werden
mit Hilfe eines mathematischen Modells die kinetischen Kons-
tanten bestimmt.

Da die Bindungsreaktion nicht so einfach
zeitaufgeldst beobachtet werden kann, mussten wir
in die wissenschaftliche Trickkiste greifen. Wir haben
ein zyklisches Nukleotid verwendet, das mit einem
Umgebungssensor ausgestattet wurde, der anzeigt,

Fluoreszenzintensitat

- Rezeptor

560 580 600 620 640
Wellenldnge (nm)

500 520 540

ob es frei in Losung oder an die CNBD gebunden
vorliegt. Mit diesem Hilfsmittel konnten wir den
Verlauf der Bindungsreaktion mit hoher Zeitauflosung
verfolgen und samtliche Raten und Zeitkonstanten
bestimmen, die fiir unser Verstandnis, wie diese
CNBD funktioniert, notwendig sind (Abbildung 2).

Neben der CNBD haben wir auch Mutanten dieses
Proteins untersucht. Auf3erdem haben wir die
Reaktionskinetik der CNBD fur unterschiedliche
Liganden charakterisiert. Besonders interessant war
fir uns der Vergleich der CNBD mit der niedrig affinen
Mutante R348A. An der Stelle 348 ist die Aminosaure
Arginin durch die Aminosdure Alanin ausgetauscht.
Das hat zur Folge, dass der K -Wert von 22,0 nM
auf 7,3 uM steigt — die Affinitat wird also um den
Faktor 350 schlechter. Welchen Einfluss hat das auf
die Kinetik? Die Antwort ist in diesem Fall erstaunlich
einfach; die Geschwindigkeit der Komplexbildung
bleibt konstant und nur die Geschwindigkeit des
Zerfalls nimmt zu! Was sich also hauptséchlich
andert, ist die Zeit, mit der der Ligand an der
Bindestelle verweilt. Im Falle der CNBD betrégt die
Halbwertszeit des Komplexes 3 Sekunden, fiir die
Mutante nur etwa 4 Millisekunden. Dass sich die
Halbwertszeiten 750-fach, die Affinitadten aber nur
350-fach unterscheiden, lasst sich auf die
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Abbildung 3: Dreidimensionale Struktur der Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (cyclic nucleotide-binding-domain, CNBD) des CNG-
Kanals aus Mesorhizobium loti (A) ohne und (B) mit cAMP. Man erkennt gro3e strukturelle Veranderungen in den helikalen Bereichen

aA'-aC (Clayton et al. 2004).

Ungenauigkeit des fiir die R348A-Mutante bestimmten
K,-Wertes zurlickfihren. Da sich die R348A-Mutation
nur auf die Zerfallsgeschwindigkeit auswirkt, fragten
wir uns, ob die Bindungseigenschaften der CNBD
ausschlief3lich tiber die Zerfallsgeschwindigkeit kon-
trolliert werden.

Schnell war klar, dass dies nicht der Fall ist. Vergleicht
man namlich die Reaktionskinetiken verschiedener
Liganden, beobachte man einen gemischten Effekt.
Das zyklische Nukleotid mit Umgebungssensor
(8-NBD-cAMP) hat einen K -Wert von 22,0 nM,
der natirliche Ligand cAMP hat einen K_-Wert von
67,6 nM. Die Auswertung der Kinetik zeigt, dass
sich der Komplex der CNBD mit cAMP etwa 3-fach
schneller bildet, jedoch auch 8-fach schneller zerfallt,
als der Komplex mit 8-NBD-cAMP. Somit ergibt sich
insgesamt fiur cCAMP eine niedrigere Affinitat als fir
8-NBD-CAMP.
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Uns interessiert besonders, wie die Bindung des
Botenstoffs die Konformationsénderung in der CNBD
auslost. Wir kennen bereits den Anfangszustand,
also das Protein in Abwesenheit des Liganden,
sowie den Endzustand, also das Protein mit
gebundenem Liganden. Fiir diese beiden Zustéande
gibt es hochaufgeldste dreidimensionale Strukturen.
Vergleicht man diese beiden Zustande, so erkennt
man einen verhaltnismaflig unbeweglichen Bereich,
der aus [-Faltblattstrukturen aufgebaut ist, sowie
einen dynamischen Bereich, der vor allen Dingen
die o-helikalen Anteile des Proteins umfasst
(Abbildung 3). Wir wollen nun den Ubergang vom
Anfangszustand in den Endzustand zeitaufgelost
verfolgen. Welche Domanen reagieren als erste auf
das Andocken des cAMP? Finden die Umlagerungen
sequenziell, also nacheinander, oder aber konzertiert
statt? Auch hier ist es schwierig, die raumlichen
Anderungen zeitaufgelGst zu verfolgen. Wir kénnen
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aber spezielle Sonden, sogenannte Spinlabels, in
unser Protein einbauen und den Abstand dieser
Sonden bestimmen.

Es missen immer zwei Sonden in das Protein
eingefligt werden. Wenn das Protein an
unterschiedlichen  Positionen  doppelt  markiert
wird, erh&lt man ein Netzwerk aus Abstanden, aus
denen man die jeweilige Konformation des Proteins
bestimmen kann. Da die Messung zur Bestimmung
des einzelnen Abstandes zwischen zwei Spinlabels
mehrere Stunden dauert, planen wir, unser Protein in
den verschiedenen Zwischenzustanden einzufrieren.
Frdieses Projekt habenwirinenger Zusammenarbeit
mit Simon de Vries von der Technischen Universitat
Delft eine MHQ-Anlage gebaut. MHQ steht fir
microsecond-hyperfreeze-quenching. Dabei handelt
es sich um eine Anlage, die zwei Losungen sehr
schnell miteinander mischt und anschlieRend einfriert.
Der spezielle Mixer, das Herzstlick der MHQ-Anlage,
kann die Lésungen in weniger als 1 Mikrosekunde
zusammenbringen. Die so gemischte Losung tritt unter
hohem Druck als diinner Strahl aus der Mischkammer
aus und wird auf einen -196°C kalten Metallzylinder
gespriiht, wo sie in 30-40 Mikrosekunden einfriert.
Durch Verénderung des Abstandes von Mixer und
Metallzylinder kann Uber die Reaktionszeit der
jeweilige Zwischenzustand, den man untersuchen
will, eingestellt werden (Abbildung 4). Der friiheste
Zeitpunkt, den wir beobachten konnen, setzt sich
aus der Mischzeit, der minimalen Flugzeit und der
Einfrierzeit zusammen und betrdgt bei unserem
System ca. 85 Mikrosekunden. Kein anderes
System in der Welt ist zurzeit schneller. Mit dieser
fantastischen Anlage kénnen wir nun die Abstéande im
untersuchten Protein zeitaufgeldst verfolgen und eine
vierdimensionale Karte des Proteins entwerfen, wobei
die vierte Dimension die Zeit nach der Aktivierung ist.
Aber nicht nur fiir die CNBD-Fragestellung ist diese

/,_.———_——\\

Abbildung 4: MHQ-Anlage. Zwei HPLC-Pumpen versorgen den
Mixer mit der Protein- (CNBD) und Ligandenldsung (cAMP).
Ein Jet der gemischten Losung tritt mit bis zu 400 m/s aus der
Mischkammer aus. Der Mixer wird in den rotierenden, -196°C
kalten (77 Kelvin) Metallzylinder abgesenkt und die Probe auf
die kalte Oberflache aufgespriiht. Sie friert sofort ein.

Anlage geeignet. In gleicher Weise lassen sich auch
andere Proteine, beispielsweise Rezeptoren und
Enzyme, untersuchen. Die einzige Einschrénkung ist,
dass die Prozesse, die man untersuchen will, durch
die Bindung eines Liganden initiiert werden mssen.
Wir dirfen gespannt sein.
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Neurodegenerative Diseases and Proteopathies

Bruno Butic
Chemical Biology of Neurodegenerative Diseases

The industrial revolution at the beginning of the 20th century has drastically modified our living environment.
From the Bronze Age until the beginning of the last century, the human average life expectancy was merely 40
years. The malnutrition and a limited knowledge about hygene and contagious diseases limited severely the pro-
bability to live longer than 50 years. Noteworthy, women were particularly affected, with pregnancy being more
hazardous than going to war. Yet, progress in the sciences during the last century allowed the sizeable increase
in life expectancy that we are enjoying today. However, the other side of the medal, the emergence of diseases
strongly tied to aging, becomes now visible. The well-known trilogy of cardiovascular disorders, diabetes and
cancer is complemented by diseases affecting the central nervous system. The prevalence of Alzheimer’s di-
sease is expected to follow the aging trend of the worldwide population, with an estimated growth from today’s
26 million patients to 107 millions by 2050. Therefore, efforts have been made over the last decades to better
understand the etiology of Alzheimer’s disease and to provide efficient therapeutics for the suffering patients.

What is Alzheimer’s Disease?

This neurodegenerative disease has been named
after the neuropathologist Alois Alzheimer who first
described the symptoms and physiopathology of the
disease. The symptoms at an early stage include
generally mood disorders, followed by language
decline and ultimately loss of several body functions
and death. The progression of the disease from the
initial state, also called mild cognitive impairment
(MCI), to the final state might take 10 to 15 years,
with first symptoms typically appearing at 60-65 years ~ Figure 1. William Utermohlen seif-portraits at ten years interval.
of age. It is evident that the slow progression of the The artist was diagnosed with Alzheimer’s disease at age 62.

disease anng with thg dramgtic syfnptoms. severely  gver the last decades, the trigger mechanism is stil
affect the patient and its relatives. Figure 1 illustrates speculative. Alzheimer’s disease is characterized by
the cognitive deficits in the self-portrait of Wiliam 3 massive neuronal loss leading to cavities in the brain
Utermohlen attwo different stages of hislife. Although  ¢ortex. as well as deposits of aggregated peptides
our understanding of the biological processes leading  ¢5jed amyloid plaques. Moreover, intracellular

to neurodegeneration has tremendously progressed  aggregates of the microtubule-associated protein tau
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Figure 2: Physiopathology of Alzheimer’s disease. a. Schematic representation of a normal neuron and positron emission tomography
of a healthy brain. b. Neurons and brain in Alzheimer’s disease, with the characteristic accumulation of extracellular amyloid aggrega-
tes and intraneuronal tangles (Adapted from: American Health Assistance Foundation).

form so-called tangles (Figure 2).

One explanation for the neurodegenerative
mechanism is named the amyloid cascade
hypothesis, due to the putative upstream toxicity of
the amyloid fibrils that induce several neuronal deficits
and ultimately cell death. Although other theories are
debated, the amyloid hypothesis is supported by the
observation that mutations in the amyloid precursor
protein (APP) or in the protease processing this
peptide in rare familial Alzheimer patients are fully
penetrant. Therefore, strategies targeting the amyloid
protein aggregation are expected to eventually result
in an efficient drug.

Amyloids and Proteopathies

A variety of other pathologies are linked to the
aggregation of proteins, such as Parkinson’s and
Huntington”sdisease ortype Il diabetes. Unfortunately,
the self-assembly of the involved proteins leading to
the cytotoxic aggregates is still poorly understood. It

Seite 28 | B. Bulic

appears that the self-assembly of peptides to form
aggregates initially involves an elusive perturbation of
the native peptide conformation which correlates with
the formation of B sheets in the secondary structure.
These (3 sheets are prone to intra- and intermolecular
self-assembly, forming the core of the fibrillar
aggregates (Figure 3a). The fibrils typically take the
shape of a helically twisted filaments (Figure 3b).
The aggregates might form inside or outside of cells,
and disrupt the cellular organization and structure. In
addition, the loss of function of the entrapped proteins
might also account for the pronounced overall toxicity.
Moreover, intermediates of the aggregation pathways,
such as small oligomers resulting from the assembly
of just a few peptides, might also be involved in
cellular degeneration.

Therefore, we are interested both in a better
understanding of the self-assembly mechanisms, and
the inhibition or removal of these toxic aggregates
and oligomers. The last point can be addressed by
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Figure 3: Amyloid fibrils. a. Schematic representation of the
peptide assembly. b. Atomic force microscopy of aggregated
peptides.

two different strategies: direct interference with the
aggregation-prone peptides, and by inhibition of the
mechanism that generates the toxic peptides.

Anti-Amyloid Strategies

Alzheimer’s disease is characterized by extracellular
accumulation of Ab42 peptides and intracellular
aggregation of the microtubule-associated tau protein.
The ability to interfere with the aggregation-competent
species, such as monomers, oligomers and fibrils,
would permit to better understand the relevance of
these molecular species for cytotoxicity, but also to
develop drugs. In collaboration with the Mandelkow
laboratory at the Max-Planck Institute in Hamburg,
we have synthesized a variety of compounds which
were tested for their ability to inhibit aggregation of
several proteins such as tau [1]. A structure-based
rational design of aggregation inhibitors is currently
not achievable, because the target’s structure at the
atomic level is not available. We therefore opted for
the synthesis of a compound library based on selected
heterocyclic compounds, as depicted in Scheme 1.

Scheme 1: Chemical structures of protein aggregation inhibitors.
Compounds 14 and 30 are based on the rhodanine heterocycle.

As depicted in Figure 4 by atomic force microscopy,
the fibril formation is abolished by the inhibitor. The
inhibitors have been later improved for in

vivo investigations, following medicinal chemistry
principles for an adequate membrane permeability,
safety, and stability. The in vivo investigations are
still ongoing. We currently design and synthesize
aggregation inhibitors with improved selectivity for the
intermediates of b-amyloids such as small oligomers.

A complementary strategy to avoid the buildup
of aggregates would be to avoid the protein's
posttranslational modifications or simply their
generation. Indeed, the extracellular deposition of
the Ab42 peptide is preceded by the cleavage by
proteases of a precursor protein called the Amyloid
Precursor Protein or APP. Therefore, inhibition
of the protease, the y-secretase, is expected to
significantly decrease the levels of aggregation-prone
Ab42 peptides, and consequently to avoid the fibril
formation in the brain. However, full inhibition of the
y-secretase protease proved to cause severe side
effects. The y-secretase is indeed a highly complex
protease, formed by several subunits, with a complex
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Figure 4: Visualisation of the aggregation inhibition. Atomic force microscopy images of the amyloid fibrils of a. pure IAPP and IAPP in
the presence of a molar ratio 1:1 of b. compound 14 and ¢. compound 30. Note the disappearance of the fibrils in b. and c.

catalytic function and regulation. This y-secretase
represents an interesting model for the investigation
of intramembrane proteolysis.

We have identified several compounds belonging to
the class of Non-Steroidal Anti-inflammatory Drugs
(NSAIDs) as modulators of the y-secretase activity.
Noteworthy, epidemiological studies have highlighted
the beneficialimpactonAlzheimer’s disease incidence
in populations taking NSAIDs chronically. The
generation of a library of indomethacin and sulindac
derivatives (Scheme 2) has allowed to determine the
structure-activity relationship of selected compounds,
showing that electron-withdrawing substitutents are

OH
OH HO

o .>
9

— cl

Sulindac sulfide Indomethacin

Scheme 2: Chemical structures of y-secretase modulators.

Seite 30 | B. Bulic

required, as well as lipophilic side chains.

However, the pharmacokinetics of available NSAIDs,
although well suited for peripheral analgesia, is
not optimized for the central nervous system. In
collaboration with the Weggen laboratory at the
Heinrich-Heine University in Diisseldorf, we therefore,
further develop improved compounds with an
increased biocompatibility based on the indomethacin
and ibuprofen scaffolds [2]. In addition to the design
and synthesis of disease-modifying drugs, we
also have a strong interest in the elucidation of the
physiological regulation of the y-secretase activity. We
have designed photoactivatable substances, which
covalently bind to their target on U.V. light irradiation.
The photoactivatable y-secretase modulators will be
used to identify their binding site on the y-secretase, in
order to reveal the structural changes of the protease
leading to changes in its proteolytic activity.

Photoactivatable Compounds

The investigation of biological systems benefits
form techniques to rapidly elicit stimuli and monitor
the response with high spatio-temporal resolution.
To this end, bioactive molecules are inactivated by
conjugation with a photoactivatable moiety, which
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can be cleaved by irradiation to liberate the active
substance. For instance, this has been successfully
applied in the laboratory of U. Benjamin Kaupp at
caesar for the study of sensory systems including
sperm cells. The swimming behaviour of human
sperm in response to progesterone is accompanied
by a Ca? influx that can be controlled with high
spatial and temporal precision with photoactivatable
caged progesterone. Furthermore, the investigation
of the brain's wiring using photoactivatable neuro-
transmitters might contribute to a better under-
standing of the organization and modulation of
neuronal networks, which in turn might help to
understand sensory input integration and memory
maintenance. Here again, the control over the spatial
and temporal release of the neurotransmitters is
extremely important for the experiments. Indeed,
in some area of the brain, the distances between
neighboring dendritic spines are in the micrometer
range, therefore a selective activation of a single
spine requires an extremely localized release of the
neurotransmitters (Figure 5).

y-Aminobutyric acid (GABA) is the main inhibitory

Figure 5: Focused neurotransmitter release. a. Inactive neuro-
transmitter (black dots). b. The neurotransmitter is activated at
the focal point (red dots) with single-spine resolution.
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Scheme 3: Structures of the photoactivatable progesterone and
y-aminobutyric acid. a. The protected progesterone (red) libera-
tes the active progesterone upon photoactivation. b. Protected
GABA (red).

neurotransmitter in the mammalian central nervous
system. Using multi-photon uncaging technology
with photoactivatable-GABA allows the laboratory
of Heinz Beck at the Life & Brain Institute in Bonn
to modulate the action potentials at the single spine
level, and therefore advances our understanding of
the role of the stimulated receptor for the integration
of signalling inputs. We have synthesised the A-{7-
[bis(carboxymethyl)amino]coumarin-4-yl}metho-
xycarbonyl-caged GABA (N-BCMACMOC-caged
GABA) with good photoefficiency and high water
solubility (Scheme 3). We aim at further optimizing the
physicochemical properties of the photoactivatable
progesterone and neurotransmitters.

Outlook

The research at the interface between chemistry
and biology, also called chemical biology, offers
the opportunity to answer challenging questions in
biology with the help of innovative chemical tools. We
will further intensify our efforts in the development
and improvement of bioactive substances, and in
compounds that have the unique ability to interfere
with normal or pathological biological processes.
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KonTEM - Ein neues Phasenkontrastsystem fur
Transmissionselektronenmikroskope

STEPHAN IRSEN
Elektronenmikroskopie und Analytik

Bei bildgebenden Verfahren ist ein hoher Kontrast wichtig. In der Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie ist
der Bildkontrast schwach. Defokussieren verbessert den Kontrast, allerdings zu Lasten der Auflésung. Durch
Einsatz eines Phasenkontrastsystems lassen sich kontrastreiche Bilder im Fokus erzeugen, ohne die Auflésung

zZu verringern.

Mit einem Transmissionselektronenmikroskop las-
sen sich Strukturen von einigen pm bis zu 50 pm
analysieren [1]. In der Biologie ist dabei besonders
die Untersuchung der dreidimensionalen Struktur
von Zellorganellen und Makromolekiilen interessant
[2]. Um biologische Proben in einem mdglichst
lebensnahen Zustand untersuchen zu konnen, friert
man sie ein — man vitrifiziert sie in amorphem Eis -
und analysiert sie bei Temperaturen unter -140°C.
Diese Technik wird als Kryo-Transmissionselektro-
nenmikroskopie (Kryo-TEM) bezeichnet.

Gefrorene, biologische  Proben sind  sehr
strahlempfindlich. Die Elektronendosis, die flr
ein Bild genutzt werden kann, ist so niedrig, dass
oft die Nachweisgrenze des Detektors erreicht
wird. Dies fuhrt zu stark verrauschten Bildern; die
Aufldsung verschlechtert sich. Neben der Auflésung
ist ein hoher Bildkontrast wichtig. Im Gegensatz
zu materialwissenschaftlichen Proben zeigen bio-
logische Proben nahe der Fokusebene fast keinen
Bildkontrast. Um den Kontrast zu verbessern, kann
man biologische Proben mit Schwermetallsalzen
behandeln. Ist dies nicht mdglich, z.B. bei
gefrorenen Proben, kann der Kontrast auch

durch starkes Defokussieren  verbessert
werden. Dabei verschlechtert sich allerdings die
Auflésung. Eine neue Mdglichkeit, fokussierte
und gleichzeitig kontrastreiche Bilder zu erhalten,
liefern spezielle optische Elemente, sogenannte
Phasenkontrastsysteme (PCS). Bei Einsatz dieser
Elemente verschlechtert sich die Aufldsung nicht.

Was ist Phasenkontrast?

Elektronen in einem TEM lassen sich wie
Licht als Welle beschreiben. Die Elektronen
des Elektronenstrahls treten mit der Probe in
Wechselwirkung; dies erzeugt den Bildkontrast.
Verandern kénnen sich Amplitude oder Phase
der Wellenfunktion. Im ersten Fall spricht man
von Amplitudenkontrast, im zweiten Fall von
Phasenkontrast. Bei Proben, die schwere Elemente
enthalten, (berwiegt der Amplitudenkontrast.
Schwere Elemente streuen die Elektronen so stark,
dass sie nicht mehr zur Bildentstehung beitragen
konnen; die entsprechenden Bereiche der Probe
erscheinen dunkel. Bei sehr diinnen oder aus
leichten Elementen zusammengesetzten Proben,
z.B. bei gefrorenem biologischem Material, &ndert
sich die Amplitude des Elektronenstrahls nur wenig.
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Strukturinformationen sind hauptséchlich in einer
Phasenédnderung des Elektronenstrahls enthalten,
d.h. der Phasenkontrast dominiert. Solche Proben
nennt man Phasenobjekte. Die Phasenédnderung
des Elektronenstrahls kann in der herkémmlichen
Hellfeldmikroskopie nicht direkt sichtbar gemacht
werden: Hellfeldbilder von Phasenobjekten besitzen
daher nur sehr geringen Kontrast (Abbildung 1).

Abbildung 1: Hellfeld-TEM-Bild eines in amorphes Eis
eingebetteten Liposom-Vesikels.

CTF, 10 nm Defokus
=+ CTF, 1000 nm Defokus ]
PCS-CTF, Gaussian Fokus | |

Phasenplatten kdnnen Phaseninformation sichtbar
machen.

Phasenkontrast entsteht durch Interferenz zwischen
ungestreuten und phasenverschobenen Elektronen.
Ist die Phasenverschiebung gering, so entsteht
kein oder ein nur sehr geringer Kontrast. Dies ist
bei Phasenobjekten der Fall. Abbildung 2 zeigt den
Kontrastverlauf in einem TEM. Dargestellt sind
Kontrasttransferfunktionen (CTF) bei verschiedenen
Mikroskopeinstellungen. Die CTF ist eine gerate-
spezifische Funktion und beschreibt den vom Gerat
ubertragenen Kontrast in Abhangigkeit von der
ObjektgroRe. Die ObjektgroRRe wird physikalisch als
Frequenz dargestellt. Fur die Abbildung biologischer
ProbenisteinhoherKontrastbeiniedrigen Frequenzen
(0,25 nm*- ca. 1,5 nm?) wichtig. Der blaue Graph
stellt die CTF eines Phasenobjekts nahe der
Fokusebene dar (-10 nm Defokus). Man erkennt, dass
bei niedrigen Frequenzen die Kontrastiibertragung
gering ist. Um den Kontrast in der Praxis zu erhéhen,
behilft man sich damit, stark defokussierte Bilder

ILI! 075

CTF / a.u.
&8

HI'IITIJ

Abbildung 2: Simulierte Kontrasttransferfunktionen (CTF) mit und ohne Phasenkontrastsystem (PCS).
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(500 - 10.000 nm Unterfokus) aufzunehmen; der
Ubertragene Kontrast ist vom gewahlten Defokus
abhangig. Die schwarz gestrichelte Linie in Abbildung
2 stellt die CTF bei 1000 nm Unterfokus dar. Unter
diesen Bedingungen sieht man Kontrasttbertragung
auch bei niedrigen Frequenzen, allerdings zu Lasten
der Auflésung. Zudem hat diese CTF den Nachteil,
dass sie sehr stark oszilliert und viele Nullstellen
besitzt. An den Nullstellen der Funktion wird keine
Bildinformation Ubertragen.

Bei einem Phasenkontrastsystem erhalt ein
Teil des Elektronenstrahls eine  zusatzliche
Phasenverschiebung. Dadurch &ndert sich die
Interferenz  zwischen ungestreuten und phasen-
verschobenen Elektronen so, dass der (ibertragene
Kontrast hoher ist. (Entscheidend ist der absolute

a : b
Probe - :
gestreute _E ]
Strahlen
ungestreute I B
Strahlen = [
Probe :. =
Objektiv Objektiv ﬁl
Phasenplatte — 'l
VIS i W el i
Brennebene
|
I
I
Bildebene i
|
|

Wert (Betrag) der Kontrasttransferfunktion

roter Graph in Abbildung 2.) Der ubertragene
Kontrast ist maximal, wenn die zusé&tzliche
Phasenverschiebung 90° betragt. Dies macht
man sich bei Phasenkontrastsystemen zunutze.
Man sieht in Abbildung 2 die CTF einer Zernike-
Phasenplatte. Die Kontrastiibertragung fur niedrige
Frequenzen ist maximal bis zu einer Frequenz von
etwa 2 nm™. Das bedeutet, es kdnnen Strukturen bis
0.5 nm kontrastreich abgebildet werden. Der Name
dieser Phasenplatte leitet sich von Frits Zernike,
einem niederl&ndischen Physiker, ab. Zernike
entwickelte 1930 das erste Phasenkontrastsystem
fur Lichtmikroskope, dessen Bedeutung jedoch
zundchst  vollig unterschatzt wurde [4]. Die
deutsche Wehrmacht entdeckte im Zweiten Welt-
krieg den Nutzen der Phasenkontrastsysteme und

Abbildung 3: a. Strahlengang im TEM im Bereich des Objektivs. Eine Phasenplatte befindet sich in der hinteren Brennebene der
Objektivlinse. b. Schnittzeichnung eines TEM. Positionen von Probe, Objektiv und Phasenplatte sind markiert.
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Abbildung 4: Verschiedene Phasenkontrastsysteme im TEM. Die beiden Hauptsysteme sind Zernike-Phasenplatten und Boersch-
Phasenkontrastsysteme. Die KonTEM-Phasenplatte ist ein Hybrid aus beiden.

stellte die ersten Phasenkontrastmikroskope her.
Spater erwiesen sich solche Mikroskope in vielen
Wissenschaftsbereichen, insbesondere der Medizin,
als sehr natzlich. Zernike bekam flir seine Arbeiten
1953 den Nobelpreis flr Physik verliehen.

Funktionsprinzip einer Phasenplatte

In der Transmissionselektronenmikroskopie gab
es seit den 1960er Jahren mehrere Versuche,
Phasenplatten  einzusetzen [5]. Es zeigten
sich zun&chst Probleme bei der Stabilitdt der
Phasenplatten; diese Probleme verhinderten die
breite Akzeptanz der Methode. Erst in den vergangen
finf Jahren wurden in verschiedenen Arbeitsgruppen
ausreichend stabile Phasenplatten entwickelt. Nun
konnten erste TEM-Experimente mit biologischen
Proben durchgefiihrt werden [6; 7]. Allerdings sind
auch diese Systeme noch nicht ausgereift genug,
um sie im Routinebetrieb einzusetzen. Abbildung
3 a) zeigt den Strahlengang eines TEM im Bereich
der Objektivlinse. Dargestellt sind die an der Probe
gestreuten (rot) und die ungestreuten Strahlen (blau),
die zusammen in der Bildebene ein vergroRertes Bild
der Probe erzeugen. In der hinteren Brennebene der
Objektivlinse (Beugungsebene) sind ungestreute und
gestreute Elektronen raumlich getrennt. In dieser

Seite 36 | S. Irsen

Ebene kann eine Phasenplatte positioniert werden.

Prinzipiell kann  man  zwei  Arten  von
Phasenkontrastsystemen unterscheiden: Zernike-
Phasenplatten und Boersch-Phasenkontrastsysteme
(Abbildung 4). Eine Zernike-Phasenplatte besteht
aus einem dunnen, gelochten Film. Die gestreuten
Elektronen passieren den Film; ihre Phase verschiebt
sich. Die ungestreuten Elektronen passieren das
Loch; ihre Phase bleibt unverandert. Der Betrag, um
den der Strahl verschoben wird, hangt vom inneren
Potenzial der Phasenplatte ab. Dieses bestimmt sich
durch Material und Dicke der Platte. In der Regel
bestehen Zernike-Phasenplatten aus amorphen
Kohlenstofffilmen. Fir eine Phasenverschiebung
von 90° mussen die Filme eine Dicke von
27 nm fiir Elektronen mit einer kinetischen Energie
von 200 keV (35 nm bei 300 keV) besitzen. Da
Kohlenstofffilme strahlempfindlich sind, verandern
sich Zernike-Phasenplatten im TEM sehr schnell.
Durch Kontamination @ndert die Schicht ihre Dicke;
die hohe Intensitdt des nicht gestreuten Strahls
zerstort den Randbereich des Lochs. Dies begrenzt
die Lebensdauer einer Zernike-Phasenplatte auf ca.
30 min. Bei Boersch-Phasenkontrastsystemen han-
delt es sich um elektrostatische Einzellinsen. Eine
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ringformige Linse wird um den ungestreuten Strahl
platziert. An die Linse wird eine Spannung angelegt,
wodurch die Phase des Elektronenstrahls verschoben
wird. Der Betrag der Phasenverschiebung kann tiber
das anliegende Potenzial eingestellt werden. Dies
ist ein Vorteil gegenuber Zernike-Phasenplatten,
bei denen der Betrag der Phasenverschiebung
ausschlieRlich Gber das Material und die Filmdicke
beeinflusst werden kann. Andererseits schneidet
das Boersch-Phasenkontrastsystem einen Teil der
Bildinformation aus, da sie im Bereich der Linse
und deren Stitzstruktur fir den Elektronenstrahl
undurchléassig ist. Nach derzeitigem Stand der
Technik lassen sich Boersch-Phasenkontrastsysteme
mit Stlitzstrukturen von etwa 1 um Breite realisieren.
Probendetails im Bereich von etwa 1 - 5 nm kénnen
mit diesen Systemen nicht abgebildet werden.

Die KonTEM-Phasenplatte verbindet die Konzepte
von Boersch und Zernike. Sie besteht aus einem
Materialfilm mit einem Loch fiir den nicht gestreuten
Strahl. Der Film ist jedoch deutlich dinner, als die
ublichen, auf Kohlenstoff basierenden Zernike-Filme.
Derzeit wird ein Silizium-Film mit einer Dicke von ca.
5 nm verwendet. Die Transmissivitét (Durchlassigkeit)
dieses Phasenfilms wird dadurch um ca. 15 % erhéht,

was insbesondere fiir die Kryo-TEM vorteilhaft ist.
Auch die Nutzungsdauer der Filme ist im Vergleich
zu klassischen Zernike-Phasenplatten deutlich
hoher, da Silizium im Elektronenstrahl stabiler als
Kohlenstoff ist. Das innere Potenzial reicht bei 5 nm
dicken Silizium-Filmen fir eine Phasenverschiebung
von 90° allerdings nicht aus. Um das fehlende
Potenzial zu kompensieren, wird an den Film
zusatzlich eine Spannung angelegt. Dadurch ist die
Phasenverschiebung in einem begrenzten Bereich
einstellbar.

Technische Umsetzung

Abbildung 5 zeigt einen der ersten Prototypen einer
KonTEM-Phasenplatte aus Silizium. Der dort gezeig-
te Silizium-Chip besitzt neun Felder, in denen das
Material nur 5 nm dick ist. In jedes dieser Felder wur-
de mit Hilfe eines Focused lon Beam-Mikroskops ein
Loch fir den nicht gestreuten Strahl geschnitten. Fur
den Einbau und die Positionierung der Phasenplatten
in der hinteren Brennebene des Objektivs haben wir
einen speziellen Halter entwickelt. Dieser enthalt eine
Vorrichtung, um im TEM eine Spannung an die Pha-
senplatten anzulegen und so den Betrag der Pha-
senverschiebung einstellen zu kénnen (Abbildung 6).
Mit dieser Phasenplatte-Halter-Kombination konnten

Abbildung 5: KonTEM-Silizium-Phasenplattenchip. Der Chip hat einen Durchmesser von 3 mm und neun gediinnte Felder (200 pm
Kantenlange) fiir Phasenplatten. In die gedinnten Felder des Phasenplattenchips wurde mit Hilfe eines FIB-Mikroskops je ein Loch

mit einem Durchmesser von 1 pm geschnitten.
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Abbildung 6: Prototyp eines mechanischen Phasenplattenhal-
ters. Die Positionierung erfolgt iber Mikrometerschrauben. Es
konnen drei verschiedene Phasenplatten oder Blenden positi-
oniert werden. Zusétzlich kénnen zwei verschiedene Spannun-
gen angelegt werden.

wir erste Versuche durchfiihren und das prinzipielle
Funktionieren der KonTEM-Phasenplatte zeigen. Als
Probe dienten wassrige, vitrifizierte Liposom-Suspen-
sionen. Die Liposome hatten eine mittlere Gréf3e von
100 nm.

In Abbildung 7 sieht man Bilder mit und ohne Pha-
senplatte unter ansonsten vergleichbaren Bedingun-
gen. Bei Verwendung einer Phasenplatte zeigt sich
ein deutlich besserer Kontrast als bei konventionel-
len Hellfeldaufnahmen. Im Verlauf der Experimente
stellte sich heraus, dass das schnelle, exakte Posi-
tionieren der Phasenplatte fur das Gelingen der Ex-
perimente von entscheidender Bedeutung ist. Aus
diesem Grund wird derzeit ein motorisierter Halter
entwickelt, mit dem eine genauere und schnellere
Positionierung der Phasenplatte im Elektronenstrahl
maglich sein wird.

Abbildung 7: Vergleich zwischen herkémmlichem Hellfeld- und Phasenkontrast. a. In Eis eingebettete Liposome als Hellfeldabbildung
nahe der Fokusebene. b. Dieselbe Probe im Fokus unter Verwendung einer Phasenplatte.
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Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass die KonTEM-
Phasenplatte zu einer Verbesserung des Kontrasts
von Phasenobjekten filhrt. Die Stabilitat der Silizium-
Phasenfilme war dabei deutlich hoéher als bei
vergleichbaren Kohlenstofffilmen.

Das Projekt wird im Rahmen des Programms EX/ST-
Forschungstransfer als Ausgrindungsprojekt vom
Bundesministerium flir Wirtschaft und Technologie
gefordert. Ziel ist es, die KonTEM-Phasenplatte zu
einem modularen, fiir den Routinebetrieb geeigneten
System zu entwickeln, das in neue und bestehende
TEMSs eingebaut werden kann.
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Schalten von Nervenzellen mit Licht -
eine neue Methode in der Epilepsieforschung

MANFRED LACHER
Mikrosystemtechnologie

Mit Licht kann man die Aktivitat von Nervenzellen an- und ausschalten. Damit beschéftigt sich das neue Ge-
biet der Optogenetik. Wir entwickeln eine Optoelektrodensonde (,Mausgehirnstecker”), mit der Nervenzellen im
Mausgehirn optisch stimuliert und die daraus resultierenden elektrischen Signale gemessen werden kénnen.
Dafiir setzen wir mikrotechnologische Sensoren ein und arbeiten mit telemetrischer Dateniibertragung an le-
benden Tieren. Ein Ziel ist es, die Mechanismen fiir neuronale Synchronisation und Krankheiten wie Epilepsie

besser zu verstehen.

Grundlage fir die Optogenetik war die Entdeckung
von lichtabhangigen lonenkandlen, den Channel-
rhodopsinen, in den Jahren 2002/2003 durch Ernst
Bamberg, Direktor am Max-Planck-Institut fiir
Biophysik, Georg Nagel, Universitat Wrzburg, und
Peter Hegemann, Humboldt-Universitat Berlin. Die
Wissenschaftler fanden die Channelrhodopsine
erstmals in einer einzelligen Grinalge; sie spielen
dort eine wichtige Rolle bei der Phototaxis, also der
Bewegung der Alge in Richtung einer Lichtquelle
oder von ihr weg. Channelrhodopsine lassen sich
auch in andere erregbare Zellen einfiihren, wodurch
eine gezielte Stimulation der Zellen ermdglicht wird
[1,2,3,4,5,6]. Diese ,Photostimulation” ist sowohl in
Zellkulturen (in vitro) als auch am lebenden Tier (in
vivo) mdglich. In Nervenzellen etwa konnen auf diese
Weise lonenkanéle mit Licht einer Wellenlange von
ca. 480 nm geoffnet werden; die Nervenzelle wird
,angeschaltet’. Entsprechend bewirkt das Protein
Halorhodopsin das SchlieBen der lonenkanéle bei
Wellenlangen von ca. 570 nm; die Nervenzelle wird
,ausgeschaltet. Es kdnnen mit dieser Technik aber

nicht nur einzelne Nervenzellen, sondern ganze
neuronale Netzwerke im Gehirn stimuliert werden -
und das elektrodenfrei.

Das  Hauptsymptom von  Epilepsien  sind
wiederkehrende Anfélle, die zu einer neuronalen
Schadigung und neurologischen Defiziten flihren
konnen. Ein epileptischer Anfall wird auf zellularer
Ebene durch eine spontane synchronisierte Entladung
von grofRen Neuronengruppen ausgelost. Ein Ziel
der Epilepsieforschung ist, die Mechanismen fiir
neuronale Synchronisation besser zu verstehen und
dadurch neue Strategien zu entwickeln, um die Anfélle
besser kontrollieren zu konnen. Die Komplexitat
der neuronalen Netzwerke im Gehirn erlaubt
jedoch nur langsame Fortschritte im Verstandnis
dieser Synchronisationsprozesse [7,8,9,10]. Bisher
verwendete, elektroden-basierte Stimulations- und
Ableittechniken sind zur Analyse eines derartig
komplexen Gewebes mit einer Vielzahl verschiedener
Zelltypen und komplexen Verbindungen nur bedingt
geeignet. Der Grund daftir ist, dass diese Techniken
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lediglich die Stimulation und Vermessung weniger
Nervenzellen zulassen. Die neue, lichthasierte
Stimulationstechnik erlaubt hingegen die Anregung
auch groRerer Neuronenverbénde.

In Kooperation mit Prof. Dr. Heinz Beck von der
Bonner Klinik fiir Epileptologie soll ein solcher
,Lichtschalter* genutzt werden, um Epilepsie auf
der Netzwerkebene besser zu verstehen. Es sollen
transgene Mausgehirne optogenetisch  stimuliert
und die elektrischen Signale der Neuronen /n vivo,
d.h. am intakten Gehirn frei beweglicher Mause,
gemessen werden. Wir hoffen, mit dieser Methode
einen wesentlichen Fortschritt gegenuber den in vitro
Untersuchungen an ,in Scheibchen geschnittenen®
Gehirnen zu erzielen.

Folgende Frage scheint naheliegend: Kénnte man
mit optogenetischen Methoden nicht auch kranke
Nervenzellen im menschlichen Gehirn behandeln?
So kénnte man zum Beispiel im Gehirn von Epilepsie-
oder Parkinson-Patienten Nervenzellen mit Hilfe von
lichtleitenden Glasfasern nach Bedarf kontrolliert
,an- oder abschalten, um den entsprechenden
Krankheitsphdanomene entgegen zu wirken, also
eine Art ,Gehirnschrittmacher zu entwickeln. Ob
diese wissenschatftliche Vision jemals erreichbar sein

wird, wei3 man nicht. Zundchst wollen wir zeigen,
dass eine optische Stimulation von Neuronen am
lebenden Tier mit Signalmessung und telemetrischer
Datentibertragung  aus  technologischer  Sicht
uberhaupt méglich ist.

,Mausgehirnstecker — unser Konzept

Dieser Aufgabe stellten wir uns im Rahmen
des von BMBF geférderten Vorlaufprojektes
,Mausgehirnstecker* (Projekttrager Fz Jiilich).
Unser Konzept: Ein System zur optischen An- und
Abregung wird in einem ,Zylinder" auf dem Kopf der
Maus untergebracht. Zudem befinden sich in diesem
,Zylinder* ein Vorverstarker und die Positioniereinheit
mit Getriebe und Motor. Vom ,Zylinder* aus werden
die Daten an einen ,Rucksack" per Kabel Gibermittelt,
dort verarbeitet und dann UGber Funk an den
Auswertungsrechner geschickt (Abbildung 1).

Ein System zur optischen An- und Abregung
kombiniert mit einer elektrischen Vermessung wird
als Optoelektrodensonde (kurz: Optrode) bezeichnet.
Eine Optrode hat also zwei Aufgaben: Erstens soll
sie Licht ins Gehirn leiten und die Nerven stimulieren,
zweitenssollsie die darausresultierendenelektrischen
Potentiale messen. Wir stellen die Optrode aus
Silizium her; sie enthélt eine Glasfaser, eine LED und

Abbildung 1: Das Konzept des ,Mausgehirnsteckers®. Im ,Zylinder* auf dem Kopf der Maus werden Neuronen im Mausgehirn optisch
stimuliert. Die entstehenden elektrischen Signale werden per Kabel an den ,Rucksack" und dann per Funk an den Rechner tibertragen.
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250pm

Elektroden
12pmx12pm

Abbildung 2: Der Aufbau der Optrode. a. Gesamtansicht. In eine Grube sind die Glasfaser und die LED geklebt. Die LED erzeugt Licht,
das tiber die Glasfaser an die Spitze der Optrode geleitet wird. Die gesamte Optrode hat eine Lange von 9,6 mm, eine Breite von 3,5
mm und am hinteren Teil eine Dicke von 525 pum. b. Optrodenspitze mit Glasfaser-Ende und den Elektroden. Die 16 Elektroden aus
Gold sind auf zwei Ebenen angeordnet und durch einen Isolator aus SiO, getrennt. Die Elektroden haben eine Kantenlange von 12

pm und eine Dicke von 0,5 pm.

- an der Spitze - 16 Elektroden (Abbildung 2). Das
von der LED erzeugte Licht wird Uber die Glasfaser
an die Spitze der Optrode geleitet.

Abbildung 3 zeigt die fertiggestellte Optrode mit der
Glasfaser, den Kontaktpads, den Zuleitungen zu den
Elektroden sowie der eingeklebten LED. In Abbildung

4 sieht man, wie das Licht aus der Optrodenspitze
austritt.

Die elektrische Funktion der Optrode wurde in ersten
Tests untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Optrode
Signale messen kann, die von einer nahegelegenen
Signalelektrode aus gesendet wurden — und das in

Abbildung 3: Fotos der fertiggestellten Optrode. a. Montierte Optrode in der Aufsicht. b. Seitenansicht der Optrode. Das Insert zeigt
eine vergroRerte Seitenansicht der Optrodenspitze. Durch die Glasfaser wird die Optrodenspitze mechanisch stabilisiert.
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Abbildung 4: a. Aus der Glasfaser tritt das Licht aus und Uberstreicht die Optrodenspitze. b. Das Licht dringt kegelférmig in das

angrenzende Gebiet (zukiinftig Nervenzellen) ein.
hoher Prazision (Abbildung 5).

Datendibertragung

Ziel ist es, die elektrischen Signale der Nervenzellen
mit der Optrode aufzunehmen, iiber einen AD Wandler
an einen Mikrocontroller im ,Rucksack” zu leiten und
dann telemetrisch an die Basisstation zu tibertragen.
Die Elektronik fur die Datenverarbeitung und
Ubertragung wurde in zwei Blicke unterteilt

(Abbildung 6). Die ,Basisstation” ist ein stationarer
PC, der uber eine Funkibertragung mit dem mobilen
Block auf der Maus kommuniziert. Der mobile Block
bestehtaus dem ,Zylinder* auf dem Kopf der Maus und
dem ,Rucksack®. ,Zylinder* und ,Rucksack” sind tiber
ein Kabel verbunden. Die Komponenten im ,Zylinder*
- Mikromotor, Vorverstarker und Optrode - werden
uber einen Mikrocontroller angesteuert, der sich im
,Rucksack" befindet. Neben dem Mikrocontroller sind

VVV\/

VAVAVAVA

Y1'5@8mU= Y2 5efml= RFR

b

Abbildung 5: Funktionstest fiir die Optrode. a. Versuchsaufbau. Im Abstand von ca. 6 mm werden eine Signalsendeelektrode und die
Optrode in einen Elektrolyten (Kochsalzlésung) getaucht. Gesendete bzw. empfangene Signale werden gemessen. b. Signalvergleich.
Oben das mit einem Impulsgenerator auf die Signalsendeelektrode gegebene Sinussignal, unten das gemessene Signal an der Opt-

rode. Beide Signale sind nahezu identisch.
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Zylinder
-Mikromotor
-Vorverstarker
-Optrode

Rucksack
- Batterie

Rechner
- Auswertungssoftware

| Kommunikations-
einheit

-Mikrocontroller / ADC |/
-uSD-Karte

Funkiibertragung

-Mikrocontroller
-Funkiibertragungs-

-Funkiibertragungs-
einheit

einheit

Abbildung 6: Prinzip der Dateniibertragung zwischen der frei beweglichen Maus (mobiler Block) und der Basisstation. Die Komponen-
ten im ,Zylinder werden Uber den ,Rucksack" angesteuert. Uber den ,Rucksack” findet auch die FunkUbertragung mit der ,Basissta-

tion“, einem stationdren PC, statt.

auch eine Funkibertragungseinheit und eine Batterie
zur Energieversorgung im ,Rucksack” untergebracht.
Wichtige Kriterien an die Elektronik des mobilen
Blocks sind GroRe und Gewicht der Bauteile. Zugleich
sollen an den 16 Messpunkten der Optrode eine
Ubertragungsrate von 10 kHz und eine Auflésung
von 12 Bit gewahrleistet sein. Falls die Bandbreite

der Funkiibertragung fur die anfallende Datenmenge
nicht ausreichen sollte, planen wir, eine uSD-Karte zur
Zwischenspeicherung der Daten einzusetzen. Diese
wirde dann ebenfalls im ,Rucksack" untergebracht
werden. Die einzelnen Komponenten flir die
elektronische Motorsteuerung wurden erfolgreich
getestet (Abbildung 7 a).

Abbildung 7: Elektronik des mobilen Blocks. a. Testaufbau fiir die Motorsteuerung. b. Rucksackplatine mit Batterie. Der Rucksack soll

den Durchmesser einer 3V-Knopfbatterie haben.
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Abbildung 8: Konstruktionszeichnung des ,Zylinders®. a. Gesamteinheit. Der ,Zylinder* ist insgesamt 22 mm hoch und ca. 8 g leicht.
In dem Gehéause aus Titan ist die gesamte Messeinheit untergebracht. b, Sockel, Motor mit Getriebe, Platine. Die Platine ist an der
Spindel des Motors mit einer verfahrbaren Mutter befestigt und kann so als Gesamteinheit bewegt werden. Das Geh&use ist tiber
einen Bajonettverschluss auf einem Sockel befestigt. Der Sockel wird auf dem Mausschadel mit Zahnzement festgeklebt. ¢. Platine
mit Signalverarbeitung. Auf der Platine befinden sich die Optrode und der Vorverstarker.

Der ,Zylinder”

Die Optrode soll insgesamt maximal 3,6 mm tief in
das Gehirn der Maus eingefahren werden, in der
Endphase mit ca. 20 pm pro Tag. Daflr verwenden
wir einen Mikromotor mit Getriebe und Spindel. Der
Motor wird von dem externen Rechner telemetrisch
angesteuert. Dadurch kann die Optrode kontrolliert

Abbildung 9: Aufbau des Zylinders. a. Gesamteinheit. b. Sockel,
Motor mit Getriebe, Platine. ¢. Platine mit Signalverarbeitung.
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und schonend in das Mausgehirn eingeftihrt werden.
Die gesamte Messeinheit ist im ,Zylinder®, einem
Geh&use aus Titan, untergebracht (Abbildungen 8
und 9). Das Gehduse wird auf einem Sockel befestig.
Der Sockel wird stereotaktisch auf dem Mausschadel
justiert und dann mit Zahnzement festgeklebt.

Ausblick

Inder EUleidenca. 8 Millionen Menschen an Epilepsie.
Unsere Forschungs- und Entwicklungsarbeiten sollen
helfen, Fragen des komplexen Zusammenspiels der
Neuronen zu beantworten, um so mittelfristig die
Behandlung mit Medikamenten patientenspezifischer
durchfihren und langfristig - als Vision - vielleicht
sogar einen ,Gehirnschrittmacher* entwickeln zu
kénnen. Auf dem Weg zu diesem Ziel konnten
wir grundlegende technologische Fragen klaren.
Weiterfiihrende Arbeiten sind im Rahmen eines EU
Projekts (Era-Net NEURON; Projekttrager DLR,
Bonn) mit weiteren Partnern aus Spanien, Frankreich
und Israel geplant.
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HCN Pacemaker Channels in the Mouse Brain

ANNUKKA AHO
Molekulare Neurosensorik

The hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated (HCN) channels are activated by hyperpolarization
of the membrane and are regulated by cyclic nucleotides. In mammals, four HCN isoforms have been identified
(HCN1-HCN4). Each of the four HCN isoforms shows a distinct expression pattern in the brain with considerable
overlap between the different isoforms in many regions of the brain. The properties of native HCN currents differ
from those of heterologously expressed, homomeric (i.e. composed of one isoform) HCN channels. This could
be explained by the occurrence of heteromeric HCN channels, which are composed of different HCN isoforms.
Our data show that HCN channels form heteromers in vifro and in vivo, and that heteromeric channels exhibit

novel properties.

lon channels are integral membrane proteins that
enable cells to communicate with their environment.
They form water-filled pores through which ions can
flow into or out of the cell. The exact properties of
ion channels are crucial for the correct functioning
of the nervous system. HCN channels are activated
by hyperpolarization of the cell's membrane and are
regulated by the binding of cyclic nucleotides [1].

HCN channels are tetramers consisting of four
subunits (figure 1); therefore, they could be com-
posed of either the same HCN isoform (homomeric
channels) or of different HCN isoforms (heteromeric
channels). Heteromeric HCN channels have so
far only been investigated in a few studies, most of
which used heterologous expression systems such
as HEK293 cells or Xenopus oocytes. Therefore we
conducted a comprehensive study of heteromeric
HCN channels in the mouse brain. We used
co-immunoprecipitation (co-IP; figure 2) to study
which HCN isoforms can be co-precipitated. For
the co-IPs, we used membrane proteins from four

different brain regions: olfactory bulb, hippocampus,
cerebellum and ventral-/midbrain. An example of

out

cAMP/cGMP
binding site

Na

Figure 1: Transmembrane topology and subunit stoichiometry of
HCN channels. HCN channels encompass six transmembrane
domains (S1-S6), a pore loop between S5 and S6, as well as a
binding site for cyclic nucleotides (cCAMP or cGMP). The N and
C termini are located intracellularly (in). The voltage sensor in
S4 is marked with +. PM: plasma membrane.

A.Aho | Seite 51



caesar

center of advanced
european studies
and research

heteromeric

protein G HCN channel

agarose  antibody
against HCN1

Figure 2: Principle of co-immunoprecipitation. An antibody
is coupled to a protein Glagarose resin. The antibody binds
(= precipitates) the HCN isoform that it is directed against,
and co-precipitates all other proteins that are in close contact
with the precipitated HCN isoform (such as other HCN channel
subunits).

such a co-IP is shown in figure 3. Here, HCN1 was
precipitated, and HCN2, HCN3 and HCN4 were co-
precipitated. As a control, membrane proteins from
an HCN1 knock-out mouse were used. These mice
do not express the HCN1 protein, therefore they
cannot possess heteromeric channels containing
HCNL1. As a result, no HCN protein should be co-
precipitated with the HCN1 antibody. By combining
co-immunoprecipitations with antibodies against all
four HCN isoforms, we were able to show that all
possible combinations of two different HCN isoforms
can be found in the brain (table 1).

HCN channels fulfill numerous tasks in the brain.
Most importantly, HCN channels control the rhythmic
activity of neurons [1, 2]. For this reason they have
been designated pacemaker channels. We are
especially interested in the function of HCN channels
in the olfactory bulb, a special region of the brain
where the information from the olfactory sensory cells
of the nose is processed and then relayed to higher
brain centers [3]. Here, the four HCN channelisoforms
are abundantly expressed in distinct subsets of cells,
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Figure 3: Westem Blot analysis of a co-immunoprecipitation
experiment. Membrane proteins from the olfactory bulb
of wildtype and HCN1 knock-out mice were prepared and
preincubated with the protein Gl/agarose resin. Afterwards,
the preincubated membrane proteins were incubated with an
HCN1 antibody immobilized to the protein G/agarose resin.
The supernatant containing all proteins that did not bind to
the antibody was removed and after several wash steps, the
proteins bound to the antibody were eluted. The indicated
amount of each fraction (given as % of the total fraction volume)
was loaded onto an SDS-polyacrylamide gel, blotted onto a
PVDF membrane and detected immunologically. The molecular
weights of the reference proteins are shown on the left in kDa.
wt: wildtype; 1KO: HCN1 knock-out; pre: preincubation; NB:
non-bound fraction.

and often different HCN isoforms are co-expressed
within the same cell [4].

One feature of the olfactory bulb that seems to be
crucial for information processing is the occurrence
of oscillations [5]. There are two ways in which
HCN channels could play a role in the generation of
oscillations in the olfactory bulb: First, HCN channels
could act as primary pacemakers by determining
the frequency with which action potentials are fired.
Alternatively, HCN channels could tune a cell’'s passive
properties such as the resting membrane potential or
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Brain region Combination

Olfactory bulb [ HCN1+HCN2, HCN1+HCN3,
HCN1+HCN4, HCN2+HCNS3,

HCN2+HCN4, HCN3+HCN4

HCN1+HCN2, HCNI1+HCNS3,
HCN1+HCN4, HCN2+HCNS3,
HCN2+HCN4, HCN3+HCN4

Hippocampus

Cerebellum HCN1+HCN2, HCNI1+HCNS3,
HCN1+HCN4, HCN2+HCNS3,
HCN2+HCN4

Ventral-/ HCN1+HCN2, HCNI1+HCNS3,

midbrain HCN1+HCN4, HCN2+HCNS3,

HCN2+HCN4, HCN3+HCN4

Table 1: HCN isoform combinations that form heteromeric
channels in different brain regions of the mouse (determined by
co-immunoprecipitation).

the resonance (which is a property that describes the
ability of neurons to respond selectively to inputs at
preferred frequencies), thereby influencing how the
cell responds to network activity.
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Der Unfruchtbarkeit auf der Spur

MirRIAM KRAHLING

Molekulare Neurosensorik

Kinderkriegen — die einfachste Sache der Welt? Nicht fiir alle: In Deutschland bleiben mehr als 10% der Paare
mit Kinderwunsch innerhalb eines Jahres kinderlos. Wahrend man vor einigen Jahrzehnten noch der Meinung
war, dass Kinderlosigkeit immer auf eine Unfruchtbarkeit der Frau zuriickzufiihren ist, wei man heute, dass in

ca. 40% der Falle die Ursache beim Mann zu finden ist.

Unfruchtbarkeit beim Mann kann verschiedene
Grunde haben: Misshildungen im Urogenitaltrakt,
Infektionen, Hormonstdrungen, genetische oder
auch immunologische Faktoren. In 50% der Falle
ist die Ursache jedoch unbekannt; man spricht
von idiopathischer Infertilitat. Diese ist oft dadurch
gekennzeichnet, dass die Entwicklung der Spermien,
die Spermatogenese, gestort ist.

Wie verlauft die Spermatogenese beim gesunden
Mann? Die Spermatogenese beginnt mit den

Stammzellen, den sogenannten Spermatogonien
(Abbildung 1). Diese besitzen—wie alle anderen Zellen
im Korper auch — einen doppelten Chromosomensatz.
Aus den Spermatogonien entwickeln sich fortwahrend
Spermatozyten. Diese teilen sich, so dass Zellen
mit nur noch einem Chromosomensatz entstehen
— die runden Spermatiden. In der letzten Phase
der Spermatogenese andern die Spermatiden ihre
Form (Morphologie) betréchtlich und entwickeln sich
zu Spermien. Diese werden in den Nebenhoden
transportiert, wo sie ihre Reifung beenden.

— Spermatogonium

Spermatozyte
runde
Spermatide

Abbildung 1: Hoden und Nebenhoden der Maus. A. Schematische Darstellung des Hodens und des anliegenden Nebenhodens. B.
Lichtmikroskopische Aufnahme eines Hodenquerschnitts [1]. C. Schematischer Querschnitt eines Samenkanals.
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Den Ursachen fir eine Unfruchtbarkeit bei
Mannern kommt man nur auf die Spur, wenn
man die Ablaufe der Spermatogenese auf
molekularer Ebene untersucht: Das bedeutet, die
an der Spermatogenese beteiligten Proteine zu
identifizieren und deren Funktion zu verstehen. Der
Bauplan flr Proteine ist in der Erbinformation, der
DNA, gespeichert. Fir jedes Protein gibt es einen
spezifischen DNA-Abschnitt und die zugehdrige
Kopie, die mRNA. In den letzten Jahren wurde die
Erbinformation des Menschen und vieler Tierarten
aufgeklart. Durchsucht man die Erbinformationen mit
Hilfe von Computerprogrammen, st6f3t man dabei
auch auf Abschnitte, die die Informationen fiir bislang
unbekannte Proteine enthalten. In unserer Abteilung
wurde auf diese Weise ein neues Protein entdeckt [2],
das in mindestens 36 verschiedenen Tierarten — von
marinen Wirbellosen wie den Seeigeln bis hin zum
Menschen — vorkommt. Verschiedene Eigenschaften

machen dieses Protein flir uns besonders
interessant: 1) Laut Computervorhersage kommt
es ausschlieflich im Hoden vor. 2) Bei M&nnern
mit missgebildeten Spermien ist die Expression
dieses Proteins geringer als bei Mannern mit normal
entwickelten Spermien. 3) Ein Bereich des Proteins
weist eine hohe Ahnlichkeit zu einer gut untersuchten
Bindestelle fiir die zyklischen Nukleotide cAMP und
cGMP auf. Auf Grund dieser Ahnlichkeit haben wir
das Protein soluble cyclic nucleotide binding protein
(SCNBP) genannt. Zyklische Nukleotide sind an der
Regulation vieler physiologischer Funktionen wie
z. B. dem Riechen oder dem Sehen beteiligt [3, 4].
Auch in reifen Spermien spielen zyklische Nukleotide
eine wichtige Rolle: Sie sind sowohl entscheidend
fir die Bewegungsfahigkeit der Spermien als auch
fr deren gerichtete Bewegung zur Eizelle hin [5, 6,
7]. Ob cAMP oder cGMP jedoch eine Rolle wéhrend
der Spermatogenese spielen, ist unklar. Das SCNBP

Abbildung 2: Immunhistochemische Farbung an einem Gefrierschnitt eines Maushodens. A. Querschnitt eines Samenkanals. Das
SCNBP istin rot, der Zellkern in cyan geférbt. Die Membran, die den Samenkanal umgibt, ist mit einer gestrichelten Linie angedeu-
tet. B. Ausschnitt aus A. Die Umrisse einiger Zellen sind mit Linien angedeutet.
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konnte wahrend der Spermatogenese eine wichtige
Funktion haben, die dber zyklische Nukleotide
gesteuert wird.

Wie lasst sich die Funktion des SCNBPs wahrend
der Spermatogenese aufklaren? Zundchst muss
man wissen, wo genau das Protein lokalisiert ist. Ich
konnte zeigen, dass das SCNBP im Menschen und
in der Maus tatséchlich nur im Hoden, nicht aber in
anderen Geweben vorkommt. Der Hoden enth&lt
nicht nur Spermienvorlauferzellen, sondern auch
Bindegewebs- und Stiitzzellen. Meine Ergebnisse
zeigen, dass das Protein im letzten Stadium der
Spermatozyten und in den ersten Stadien der
Spermatiden vorhanden ist (Abbildung 2).

Welche Prozesse laufen spezifisch in spaten
Spermatozyten und runden Spermatiden ab, an
denen das SCNBP beteiligt sind konnte? Zum einen
bildet sich das Akrosom, ein Blaschen am Kopf des
Spermiums. Trifft das Spermium auf eine Eizelle,
werden Stoffe aus dem Akrosom abgegeben, die
die Schutzhullen der Eizelle auflésen, wodurch das
Spermium die Eihtille leichter durchdringen kann. Zum
anderen stoppt in diesen Spermienvorl&uferstadien
das Umschreiben der DNA in mRNA. Die mRNAs
aller Proteine, die fiir die morphologischen Veran-
derungen in spaten Spermatiden und fiir die Funktion
reifer Spermien wichtig sind, missen also schon in
frihen Spermatiden hergestellt werden. Damit diese
mRNAs nicht direkt fur die Proteinsynthese verwendet
werden, missen sie in der Zelle gelagert werden.
Auf Grund seiner spezifischen Verteilung in spéten
Spermatozyten und friihen Spermatiden kénnte das
SCNBP an den genannten Prozessen beteiligt sein.

Um die Funktion eines unbekannten Proteins im
Organismus, d. h. /n vivo, zu untersuchen, ist das
Mittel der Wahl, das Protein /n vivo auszuschalten.

Flr S&ugetiere ist die Maus der Modellorganismus.
In der Maus kann mit Hilfe der embryonalen
Stammzelltechnologie jeder beliebige DNA-Abschnitt
ausgeschaltet werden. In diesen sogenannten
Knockout-M&usen wird das entsprechende Protein
nicht mehr hergestellt, da die Anleitung fehlt. Stellt
man in den Knockout-M&usen Veranderungen im
Vergleich zu normalen M&usen fest, so kann man auf
die Funktion des Proteins schlieBen. Bei Proteinen,
die eine wichtige Rolle in der Spermatogenese
spielen, wiirde man z. B. erwarten, dass die jeweiligen
Knockout-M&use unfruchtbar sind. In der Maus ist
es nicht nur mdglich, ein Protein auszuschalten,
sondern auch die Proteinmenge unnatirlich zu
erhohen. In diesen ,Uberexpressionsmausen” kann
man das Protein auch in Geweben herstellen lassen,
in denen es normalerweise nicht vorkommt. Die
Uberexpressionsmause sind interessant, da viele
Krankheiten durch vermehrte Herstellung eines
Proteins ausgeldst werden.

In meiner Doktorarbeit ist es mir gelungen,
sowohl eine Knockout-Mauslinie als auch eine
Uberexpressionsmauslinie  fir ~das  SCNBP
herzustellen. Untersuchungen an diesen Mausen
werden zeigen, ob das Fehlen oder die Uber-
expression des SCNBPs die Fertilitdt der
Méannchen beeintrachtigt. Sollten die Mannchen
tatséchlich unfruchtbar sein, gilt es zu klaren, woran
das liegt. Ist z. B. die Morphologie des Hodens
verandert? Gibt es Unterschiede in der Sperma-
togenese? Werden (berhaupt reife Spermien
gebildet und wenn ja, zeigen diese ein normales
Schwimmverhalten? All diese spannenden Fragen
gilt es zu beantworten. Mit meiner Arbeit habe ich
die Grundlage gelegt, diese Fragen zu kléaren, und
kann so mdglicherweise dazu beitragen, Ursachen
fur idiopathische Infertilitit bei Mannern zu
identifizieren.
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Wenn man(n) auf Frau hort

AsTRID MULLER (GEB. LOOGEN)
Molekulare Neurosensorik

Sie sind ein Mann? Mal ehrlich: Lassen Sie sich gerne von einer Frau den Weg vorschreiben? Wahrend ein
machohaftes ,Ich weil es besser!" im menschlichen Alltag hchstens zu einem kleinen Beziehungsstreit fiihrt,
ware ein solches Verhalten fiir Seeigelspermien fatal; sie wiirden den Sinn und Zweck ihres Daseins verfehlen

- die Befruchtung der Eizelle.

Seeigel gehoren zu den Stachelhdutern - Wirbellose,
die in Gruppen von etwa 30 Tieren am Meereshoden
leben. Sie sind externe Befruchter, d.h. sie entlassen
ihre Keimzellen einfach ins Meerwasser. Dort
beginnen die Spermien ihre Suche nach der Eizelle.
Die Aufgabe scheint nahezu unlgshar. Ein Vergleich
soll dies veranschaulichen: Ein Spermium ist ca.

A B

0,05 mm lang; die Eizelle hat einen Durchmesser von
ca. 0,15 mm. Nehmen wir einmal an, dass Eizelle und
Spermium 1 cm voneinander entfernt seien. Auf die
Dimensionen eines Menschen mit einer Gréf3e von
180 cm tibertragen wiirde die Aufgabe darin bestehen,
eine Kugel mit einem Durchmesser von 54 m in
einem Umkreis von 360 m zu finden — und zwar ohne

Lockstoffgradient

Abbildung 1: A. Seeigel der Art Arbacia punctulata. B. Eizelle mit Lockstoffgradient. Die Eizelle setzt den Lockstoff frei. Dieser bildet
einen Gradienten um die Eizelle aus. Das Spermium nimmt den Lockstoff wahr und bewegt sich auf kreisformigen Bahnen auf die

Eizelle zu.
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sehen zu konnen! Als wenn das nicht schon schwierig
genug ware, gibt es am Meeresboden nicht nur ca.
900 verschiedene Seeigelarten, sondern auch viele
andere Tierarten wie z.B. Seeanemonen, Seesterne
und Fische. Sie alle befruchten extern. Wie schafft
es das Seeigelspermium in dieser Umgebung ,seine*
Eizelle zu finden?

Seeigel haben dazu zwei Strategien entwickelt: Zum
einen schicken sie — frei nach dem Motto ,Nicht
kleckern, sondern klotzen!" — etwa 100 Milliarden
Spermien (ein Mann bringt es im Vergleich dazu ,nur*
auf etwa 200 Millionen) und einige Millionen Eizellen
ins Rennen. Zum anderen unterstitzt die Eizelle
die Suche ihrer mannlichen Kollegen, indem sie fiir
ihre Art spezifische Lockstoffe ausschittet. Diese
Lockstoffe bilden einen Gradienten um die Eizelle;
d.h. je ndher das Spermium der Eizelle kommt, desto
mehr Lockstoffmolekile weisen ihm den Weg. In der
Biologie nennt man diese gerichtete Bewegung hin
zur Quelle eines chemischen Lockstoffes Chemotaxis
(Abbildung 1).

Fur die Seeigelart Arbacia punctulata sind der
Lockstoff und einige Schritte des chemotaktischen
Signalwegs seit einigen Jahren bekannt. Den
Lockstoff konnen wir sogar leicht kiinstlich herstellen.
Das ermdglicht uns, ,Eizelle zu spielen®. Stimulieren
wir Spermien in einer Versuchskammer mit dem
Lockstoff, &ndert sich ihr Schwimmverhalten;
sie schwimmen auf kreisformigen Bahnen auf
die vermeintliche Eizelle zu. Unsere Abteilung
konnte zeigen, dass die Spermien dabei &uf3erst
empfindlich sind: Sie konnen die Bindung eines
einzelnen  Lockstoffmolekils  wahrnehmen und
darauf reagieren [1]. Auf molekularer Ebene
geschieht dabei Folgendes: Der Lockstoff bindet an
einen spezifischen Rezeptor auf der Oberflache des
Spermienschwanzes (Flagellum), dem ,Ruder des
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Spermiums. Die Bindung bewirkt, dass ein wichtiger
Botenstoff im Schwanz hergestellt wird: das zyklische
Nukleotid cGMP. Doch welche ,Botschaft* tiberbringt
dieses zyklische Nukleotid? Und an wen? Empféanger
der Nachricht ,Achtung, Eizelle in der Nahe!" ist
ein lonenkanal. Durch cGMP wird dieser gedffnet
und Kalium-lonen, also positiv geladene lonen,
stromen aus dem Flagellum in die Umgebung, das
Meerwasser. Dies fiihrt dazu, dass die Spannung,
die Uber der Zellmembran zwischen dem Inneren des
Spermiums und der Umgebung anliegt, kurzfristig
sehr viel negativer wird [2]: Dies ist das Zeichen fiir
die folgenden Molekiile des Signalwegs, dass es jetzt
losgeht!

Mir ist es gelungen, die DNA, die die Erbinformation
fir diesen lonenkanal tragt, aus Hodengewebe von
A. punctulata zu isolieren. Der lonenkanal wurde von
uns CNGK-Kanal (K*-selective cyclic nucleotide-gated
channel) genannt [3]. Aus der DNA lasst sich die
Aminoséuresequenz ableiten, die bereits auf einige
Kanaleigenschaften hinweist. Sie zeigt, dass der
CNGK-Kanal zwar bekannte Strukturmotive anderer
lonenkandle besitzt, trotzdem aber eine vollig neue
lonenkanalfamilie bildet. Durch seine Bindestelle
fir zyklische Nukleotide &hnelt der CNGK-Kanal
am meisten den zyklisch Nukleotid-gesteuerten
lonenkanédlen (CNG-Kandle). CNG-Kanéle setzen
sich aus vier einzelnen ,Bausteinen®, den Unter-
einheiten, zusammen. Jede Untereinheit besitzt
sechs Segmente, die die Membran durchspannen,
eine Porenregion und eine Bindestelle fiir zyklische
Nukleotide. Die vier Untereinheiten lagern sich als
Tetramer um eine zentrale Pore. Der CNGK-Kanal
zeigt jedoch eine neue Struktur: Er besitzt vier
ahnliche Kanaldoméanen, die alle den gleichen
prinzipiellen Aufbau wie eine CNG-Kanaluntereinheit
aufweisen. Die vier Kanaldoménen sind jedoch wie
in einer Kette miteinander verbunden und lagern sich
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CNG-Kanal

Pore

o E{ ,I extrazellular
W / Membran
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Bindestelle fir zyklische
b C@Q‘& Nukleotide
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extrazellular
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Abbildung 2: Vergleich von CNG- und CNGK-Kanélen. Die Abbildung vergleicht den Aufbau von CNG- und CNGK-Kanalen. Wé&hrend
sich bei CNG-Kanélen (oben) vier einzelne Untereinheiten zu einem Tetramer zusammenlagern, besitzt der CNGK-Kanal (unten) alle
vier Kanaldoménen in einer sogenannten Polypeptidkette; die vier Kanaldoméanen bilden ein Pseudotetramer aus. Mit S1-S6 sind die
Segmente, die die Membran durchspannen, gekennzeichnet. Die Bindestelle fiir zyklische Nukleotide ist als gelbe Tonne dargestellt.

vermutlich zu einem sogenannten Pseudotetramer
zusammen.

Aber nicht nur durch seine Architektur, sondern auch
durch seine lonenselektivitat unterscheidet sich der
CNGK-Kanal von den klassischen CNG-Kanélen.
Betrachtet man den Aminosaurebereich, der die
zentrale Pore meines Kanals bildet, so findet man
dort eine charakteristische Abfolge von Aminosauren,
die man sehr gut von Kalium-Kandlen kennt: Es
ist das  Glyzin-Tyrosin-Glyzin-Asparaginséaure-
Motiv, im Einbuchstabencode GYGD [4]. Der US-
amerikanische  Forscher Roderick  MacKinnon
(Rockefeller University, New York) hat lange und
intensiv dieses Motiv untersucht. Seine Arbeiten zur

Selektivitat von Kalium-Kandlen wurden 2003 mit
dem Nobelpreis belohnt. Tatsachlich finde ich das
GYGD-Motiv in jeder der vier Kanaldoménen des
CNGK-Kanals - ein deutlicher Hinweis darauf, dass
der CNGK-Kanal Kalium-selektiv ist. Klassischen
CNG-Kandlen aus Wirbeltieren fehlt das GYGD-
Motiv; sie kénnen zwischen verschiedenen positiv
geladenen lonen nicht unterscheiden und leiten sie
gleichermafen gut.

Mit Antikorpern, die spezifisch gegen den CNGK-
Kanal gerichtet sind, konnte ich den Kanal im
Schwanz nachweisen (Abbildung 3) - also
genau dort, wo der chemotaktische Signalweg
stattfindet. Um die elektrischen Eigenschaften zu
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Abbildung 3: Der CNGK-Kanal ist im Flagellum von A. punc-
tulata-Spermien lokalisiert. Durch einen spezifischen Antikdrper
kann der CNGK-Kanal in den Flagellen der Spermien sichtbar
gemacht werden. Der weille Balken in der Abbildung entspricht
10 Mikrometer — 10x10 Meter.

untersuchen, wurde der CNGK-Kanal in Wirtszellen
hergestellt. Anschlieend hat Dr. Reinhard Seifert
(Abteilung Molekulare Neurosensorik) in diesen
Zellen die lonenstrome durch den CNGK-Kanal
mit Mikroelektroden gemessen. Diese Messungen
zeigen, dass der CNGK-Kanal durch die Bindung
von cGMP gedffnet wird und tatséchlich selektiv fiir
Kalium-lonen ist.

Eine spannende Frage war, wie viel cGMP notwendig
ist, um den CNGK-Kanal zu 6ffnen. Dazu wurden die
lonenstrome durch den Kanal bei unterschiedlichen
cGMP-Konzentrationen  miteinander  verglichen.
Stellt man dies grafisch dar, erhdlt man eine
sogenannte Dosis-Wirkungskurve. Daraus lasst sich
die Konzentration berechnen, bei der der Strom und
damit die Aktivierung des Kanals halbmaximal sind.
Es war Uberraschend, wie empfindlich der CNGK-
Kanal fir cGMP ist: Schon bei Konzentrationen von
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25 Nanomol (ein Milliardstel Mol) pro Liter sind die
Halfte der CNGK-Kandle aktiviert. Vergleicht man die
Dosis-Wirkungskurve des CNGK-Kanals mit der von
klassischen CNG-Kandlen, so fallen zwei wesentliche
Unterschiede auf: Zum einen ist der CNGK-Kanal
ca. 100-1000fach empfindlicher flir cGMP als
klassische CNG-Kanéle; zum anderen ist die Kurve
weniger steil. Aus der Steigung dieser Kurve kann
man einiges Uber den Aktivierungsmechanismus
der Kandle erfahren. So ist fiir die klassischen CNG-
Kandle aus dieser Steigung richtig vorhergesagt
worden, dass mindestens zwei cGMP-Molekiile an
den Kanal binden missen, um ihn zu 6ffnen. Man
bezeichnet den Aktivierungsmechanismus der CNG-
Kandle als kooperativ, d.h. die cGMP-Molekile
unterstiitzen sich gegenseitig bei der Offnung des
Kanals. Die Aktivierung des CNGK-Kanals hingegen
erfolgt nicht-kooperativ. Anders ausgedriickt: Nur
ein cGMP-Molekil ist vermutlich notwendig, um den
CNGK-Kanal zu 6ffnen.

Das wollte ich nun genauer wissen. Ich habe ganz
gezielt Mutationen in den CNGK-Kanal eingefiigt,
durch die einzelne oder mehrere der vier Bindestellen
so verandert wurden, dass cGMP praktisch nicht
mehr an diese binden kann. Durch die Kombination
samtlicher Mutationen konnte ich unsere Vermutung
bestétigen, dass ein cGMP-Molekil ausreicht, um
den Kanal zu offnen. Die Versuche haben sogar
noch mehr gezeigt: Fiir die Aktivierung des Kanals
ist allein die Bindestelle in der dritten Kanaldomane
verantwortlich.

Fur das Spermium sind diese Kanaleigenschaften
von grol3er Bedeutung: Das Volumen des Schwanzes
ist mit 1,6 Femtolitern (1,6 Billiardstel Liter) auRerst
gering. Ein einziges cGMP-Molekil im Schwanz
entspricht einer Konzentration von einem Nanomol
pro Liter. Da der CNGK-Kanal bereits durch 25
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Nanomol pro Liter aktiviert wird, werden also nur
wenige Molekile cGMP bendtigt, um den Kanal
zu offnen. Wir haben abgeschatzt, dass bei der
Stimulation eines Spermiums mit einem einzelnen
Lockstoffmolekil 40-50 cGMP-Molekiile gebildet
werden [3] - in einer Welt, in der es von Molekulen nur
so wimmelt, eine sehr geringe Zahl! Wie viele dieser
Molekile tatsachlich die CNGK-Kandle aktivieren,
wissen wir noch nicht. Sicher ist aber, dass erst der
CNGK-Kanal es dem Spermium ermdglicht, so hoch
,Sensibel* zu reagieren.

Manchmal kann es eben doch sinnvoll sein, wenn
man(n) auf Frau ,hort"!
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Personal / Finanzen 2009

Mitarbeiterstruktur
Bei der Stiftung caesar waren zum 01.01.2010
insgesamt 105 Personen beschaftigt.

20

66

O Mitarbeiter in wissenschaftlichen
Abteilungen und Gruppen

O Verwaltung (Finanzen/Controlling,
Einkauf, Recht/Personal)

O Infrastruktur (Facility Management, IT/Netze,
Werkstatten, Bibliothek, Presse)

Personalentwicklung

In den Jahren 2009 und 2010 hat sich der Personal-
bestand entsprechend den wissenschaftlichen Auf-
gaben stabilisiert. Zusétzlich nutzt caesar auch die
Maglichkeit, Forschung in Kooperationsprojekten
zu betreiben, fir die kein eigenes Personal ein-
gestellt werden muss. Besonders wichtig sind in
diesem Zusammenhang die Kooperationen mit der
Universitat Bonn und dem Deutschen Zentrum fiir
Neurodegenerative Erkrankungen (DZNE).
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Grundstock der Stiftung

Die Bundesrepublik Deutschland und das Land
Nordrhein-Westfalen statteten caesar mit einem
Stiftungskapital in Héhe von 383,4 Mio € aus. Von
der Stadt Bonn erhielt die Stiftung weitere 6,6 Mio
€ im Zuge des Grundstickserwerbes. Aus dem
Kapital wurde das Gebéude und die Erstausstattung
des Forschungszentrums finanziert. Die Stiftung
hat 286,3 Mio € des Stiftungskapitals lang-
fristig am Kapitalmarkt angelegt. Mit den Ertrdgen
wird die Forschung finanziert.

Vermégen
Das Vermdgen im Jahr 2009 setzt sich wie folgt
zusammen:

O Sachanlagen

O Finanzanlagen

O Sonstige
Sachanlagen 86.443.152 €
Finanzanlagen 290.197.956 €
Sonstige 20.598.326 €
Bilanzsumme 397.239.434 €
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Ertrage

Die Ertrdge im Jahr 2009 verteilen sich wie folgt:

O Ertrage aus Umsatzerldsen
und Forderprojekten

O Ertrage aus Wertpapieren

und Zinsen

Aufwendungen

Fur 2009 ergeben sich die folgenden Aufwendungen:

O Personalaufwand
O Sachaufwand

O Abschreibungen

Ertrage aus Umsatzerlésen und Personalaufwand 4.641.488 €
Forderprojekten 2.239.438 € Sachaufwand 6.402.158 €
Ertrage aus Wertpapieren und Zinsen 11.301.031 € Abschreibungen 2.601.911 €
Ertrége insgesamt 13.540.469 € Aufwendungen insgesamt 13.645.557 €
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Jahresbilanz 2009

Bilanzabschluss zum 31. Dezember 2009 (Angaben in €)

Aktiva 31.12.2009 | 31.12.2008
A. Anlagevermdgen

. Inmaterielle Vermdgensgegenstande 76.055 80.390
II. Sachanlagen

Grundstlicke & Bauten *) 71.541.448 | 71.464.250
Andere Anlagen 14,752,286 | 17.518.644
Geleistete Anzahlungen & Anlagen im Bau 73.363 66.924
Summe aus I. 86.367.097 | 89.049.818
lll. Finanzanlagen

Beteiligungen 220.942 227.142
Wertpapiere des Anlagevermdgens zur Anlage des Stiftungsvermogen 287.698.307 | 287.698.307
Wertpapiere des Anlagevermégens zur Gebaudewiederbeschaffung 2.278.707 1.528.777
Summe aus III. 290.197.956 | 289.454.226
Summe fiir A. 376.641.108 | 378.584.434
B. Umlaufvermdgen

|. Vorrate 259.729 226.495
Il. Forderungen und sonstige Vermdgensgegenstande

Forderungen aus Lieferungen und Leistungen 184.225 192.429
Forderungen gegen Unternehmen, mit denen ein Beteiligungsverhaltnis besteht 658.819 518.965
Sonstige Vermdgensgegenstande 1.048.263 1.854.388
Summe aus I1. 1.891.307 2.565.782
[1l. Wertpapiere 11.055.442 | 10.221.300
IV. Kassenbestand, Bundesbankguthaben, Guthaben bei Kreditinstituten und Schecks 7.179.812 4.973.381
Summe fiir B. 20.386.290 [ 17.986.958
C. Rechnungabgrenzungsposten 212.063 226.675
Gesamtes Vermdgen 397.239.434 | 396.798.067

*) § 253 Abs. 2 HGB wird nicht angewendet. Stattdessen werden Riicklagen gebildet.
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Passiva 31.12.2009 | 31.12.2008
A. Eigenkapital
| Stiftungsvermégen
Finanzierungskapital 286.323.453 | 286.323.453
Investitionskapital 97.145.457 | 97.145.457
Zustiftung Stadt Bonn 6.681.051 6.681.051
Zuflihrung Riicklagen 1.283.957 1.283.957
Summe aus |. 391.433.918 | 391.433.918
Il. Riicklagen
Freie Riicklage gemalr § 58 Nr. 7a AO 2.772.186 1.654.060
lIl. Ergebnis
Jahresiberschuss/- Fehlbetrag -105.088 1.118.127
Summe fiir A. 394.101.016 | 394.206.105
B. Riickstellungen
Instandhaltungsriicklage *) 1.943.800 1.443.800
Sonstige Rickstellungen 154.594 136.254
Summe fiir B. 2.098.394 1.580.054
C. Verbindlichkeiten
Verbindlichkeiten aus Lieferungen und Leistungen 598.438 495.754
Sonstige Verhindlichkeiten 395.187 512.852
Summe fiir C. 993.625 1.008.606
D. Rechnungabgrenzungsposten 46.399 3.302
Gesamtes Vermdgen 397.239.434 | 396.798.067
*) § 253 Abs. 2 HGB wird nicht angewendet. Stattdessen werden Riicklagen gebildet.
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Organe der Stiftung

Stiftungsrat
Zum 31.12.2009 war der Stiftungsrat wie folgt zusammengesetzt:

Vorsitzender

Prof. Dr. Peter Gruss
Prasident der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften e.V.

Mitglieder

Prof. Dr. Dr. Andreas Barner
Boehringer Ingelheim GmbH

Prof. Dr. Jiirgen Fohrmann
Rektor der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitédt Bonn

Prof. Dr. Franz-Ulrich Hartl
Max-Planck-Institut fiir Biochemie

Prof. Dr. Florian Holsboer
Max-Planck-Institut fiir Psychiatrie

Prof. Dr. Wieland B. Huttner
Max-Planck-Institut fiir molekulare Zellbiologie und Genetik

Prof. Dr. Herbert Jackle
Vizeprésident der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften e.V. ,

Max-Planck-Institut flir biophysikalische Chemie

Jirgen Nimptsch
Oberbiirgermeister der Bundesstadt Bonn

Dr. Stephan Eisel
Mitglied des Deutschen Bundestages
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Ulrich Schiller
Leiter der Abteilung 4 im Bundesministerium fiir Bildung und Forschung

Prof. Dr. Joachim Spatz
Max-Planck-Institut fir Metallforschung

Helmut Stahl
Mitglied des Landtages NRW

Prof. Dr. Martin Stratmann
Max-Planck-Institut fiir Eisenforschung GmbH

Dr. Michael Stiickradt
Staatssekretar im Ministerium fiir Innovation, Wissenschaft, Forschung und Technologie des Landes NRW

Prof. Dr. Heinz Wassle
Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung

Vorstand
Zum 31.12.2009 war der Vorstand wie folgt zusammengesetzt:

Prof. Dr. Ulrich Benjamin Kaupp, Wissenschaftlicher Direktor
Gertrud Bilski, Kaufmannische Geschaftsflihrerin
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Forschungszentrum caesar, Horsaal
Donnerstag, 26.02.2009, 19 h

JFaszination Vogelzug - ein Phanomen der Superlative®

Prof. Dr. Peter Berthold

Max-Planck-Institut fur Ornithologie,

Vogelwarte Radolfzell caesar
center of advanced

europaen studies
and research

www.caasar.de
Forschungszentrum caesar

Ludwig-Erhard-Allee 2
53175 Bonn

Stiftung caesar -
" | assozilert mit der
2/ Max-Planck-Gesellschaft
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Forschungszentrum caesar, Horsaal
Donnerstag, 18.06.2009, 19 h

.Fading Memories - Ageing and Neurodegeneration*

Prof. Pierluigi Nicotera, M.D., Ph.D.
Deutsches Zentrum fir Neurodegenerative Erkrankungen
(DZNE), Bonn

Vortrag in englischer Sprache
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Forschungszentrum caesar, Horsaal
Donnerstag, 12.11.2009, 19 h

,Personalisierte Medizin -
Die groe Herausforderung der Therapieforschung

Prof. Dr. Dr. Dr. h.c. Florian Holsboer

Max-Planck-Institut fiir Psychiatrie, Miinchen cCaesalr
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and research
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Forschungszentrum caesar, Horsaal
Donnerstag, 17.12.2009, 19 h

,Faimess und Motivation - eine neurodkonomische Perspektive*

Prof. Dr. Armin Falk
Abteilung fur empirische Wirtschaftsforschung
Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn caesarxr
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