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Preface

In 2016, caesar took a definitive step towards
cementing its new scientific direction: Dr. Kevin
Briggman was recruited to join caesar as the third
scientific director in June 2017.

He was identified as the preferred candidate at a
scientific symposium held on November 7th, 2016.
Under the topic of “Quantifying the Behaving
Brain”, seven candidates presented their work to
a scientific audience which also comprised the
official Max Planck search committee for caesar (the
so-called Stammkommission). The expertise of the
invited candidates fell into four areas of research,
namely behavioral neuroscience, theoretical
neuroscience, anatomical reconstruction, and
physics-based tool development for neuroscience.

This diversity in the research fields of director
candidates is in line with our declared aim
to position caesar as a leading behavioral
neuroscience institute. Our approach to the
core questions of neurobiology is based on
studying complex behavior, and we believe that
breakthroughs in this area are only possible by
bringing into play a wide range of neuroscience
sub-disciplines. This interdisciplinary approach
is also reflected in the scientific conceptual
framework for caesar.

Dr. Kevin Briggman is no newcomer to either
the Max Planck Society or to Germany since he
worked as a postdoctoral fellow at the Max Planck
Institute for Medical Research in Heidelberg from
2005 to 2011.

He joins caesar from the National Institute of
Neurological Disorders and Stroke, National
Institutes of Health, Bethesda (USA), where
he has been heading his own laboratory since
2011. Dr. Briggman works in the field of systems
neuroscience and brings his background in
engineering, computational neuroscience
and experimental neuroscience to bear on
fundamental questions of systems neuroscience.
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Vorwort

Im Jahr 2016 konnten wir die wissenschaftliche
Neuausrichtung von caesar entscheidend voran-
bringen: Der Amerikaner Dr. Kevin Briggman wurde
als dritter wissenschaftlicher Direktor firr caesar ge-
wonnen. Er tritt sein Amtim Juni 2017 an.

Am 7. November 2016 fand ein wissenschaftli-
ches Symposium unter dem Titel ,Quantifying
the Behaving Brain” statt, bei dem Kevin Brigg-
man als Wunschkandidat identifiziert wurde. Ins-
gesamt sieben Kandidatinnen und Kandidaten
stellten ihre Arbeit einem wissenschaftlichen Pu-
blikum vor, dem auch die offizielle Findungskom-
mission der Max-Planck-Gesellschaft fiir caesar
(die sogenannte Stammkommission) angehorte.
Die Vortragenden deckten insgesamt vier For-
schungsrichtungen ab: Verhaltensneurowissen-
schaften, theoretische Neurowissenschaft, anato-
mische Rekonstruktion und physikbasierte Werk-
zeugentwicklung fur die Neurowissenschaft.

Dieses vielfdltige Themenspektrum bei der Kan-
didatensuche wird unserem erklarten Ziel ge-
recht, das Institut als ein fihrendes Institut der
Verhaltensneurowissenschaften zu positionieren.
Caesar ndhert sich den Kernfragen der Neuro-
biologie anhand der Untersuchung komplexen
Verhaltens. Durchbriiche auf diesem Forschungs-
gebiet sind aber nur méglich, wenn eine ganze
Bandbreite neurowissenschaftlicher Unterdiszip-
linen beriicksichtigt wird. Entsprechend disziplin-
Ubergreifend wurde auch das Entwicklungskon-
zept fiir caesar formuliert.

Fir Dr. Briggman sind Deutschland und die
Max-Planck-Gesellschaft bereits vertrautes Ter-
rain: Von 2005 bis 2011 war er Postdoktorand am
Max-Planck-Institut fir medizinische Forschung
in Heidelberg. Danach griindete er am National
Institute of Neurological Disorders and Stroke,
National Institutes of Health in Bethesda (USA)
seine eigene Forschungsgruppe. Kevin Brigg-
man wendet seine Kenntnisse in den Ingenieurs-,
Computer- und experimentellen Neurowissen-



He has been at the forefront of a number of
experimental and analytical techniques that have
become standard in the analysis of how circuits
in the nervous system control animal behavior,
including the analysis of large-scale neural
population dynamics and large-scale anatomical
reconstruction of brain wiring. His overarching
goal is to fully understand the computational
underpinnings of the neural circuitry that drives
an animal’s behavior.

This recruitment will further enrich the
scientific landscape at caesar and provide new
opportunities for collaboration within the
institute, the Max Planck Society, and the regional
research community.

2016 also represents the first full year of operation
for the International Max Planck Research School
(IMPRS) for Brain and Behavior. During this period,
the Teaching Committee finalized the curriculum
concept which is comprised of theoretical and
practical training in advanced neuroscience
techniques. An“IMPRS Student Handbook” as well
as a comprehensive Ph.D Timeline Overview with
specific milestones for the three-year structured
academic program were approved by the
Steering Committee. The selection of candidates
took place in March, and the academic program
for the IMPRS inaugural class was launched with
an intensive two-week Summer School held at
caesar from August 29th through September 10th,
2016. It combined lectures and lab experience
in the latest techniques in electrophysiology,
microscopy, and optics, provided by a group of
internationally renowned neuroscientists.

To sum it up, 2016 proved to be an outstanding
year for caesar and we are already well into the
planning for 2017, where, in order to keep up the
envisaged goal of three scientific departments,
caesar will resume the director search process
to fill the position that will become vacant when
Prof. Kaupp transfers his department into an
emeritus group. When all director positions are
filled and the new directors are fully on board,
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schaften auf grundlegende Fragen der System-
neurowissenschaften an. Er war maf3geblich an
der Entwicklung verschiedener experimenteller
und analytischer Verfahren beteiligt, die sich als
Standardwerkzeuge bei der Analyse von Schal-
tungen im Nervensystem als Grundlage von
Tierverhalten etabliert haben; dazu zahlen die
Analyse der Dynamik von gro8en neuronalen Po-
pulationen und die umfangliche anatomische Re-
konstruktion von neuronalen Schaltkreisen. Sein
Ubergreifendes Ziel ist es, vollstandig zu verste-
hen, welche Berechnungen in neuronalen Schalt-
kreisen fiir beobachtbares tierisches Verhalten
verantwortlich sind.

Seine Berufung wird das Forschungsspektrum
bei caesar erweitern und neue Moéglichkeiten der
Zusammenarbeit am Institut, in der Max-Planck-
Gesellschaft und im regionalen Wissenschafts-
raum erdffnen.

Fir die International Max Planck Research School
(IMPRS) for Brain and Behavior war 2016 das erste
vollstandige Arbeitsjahr. Es wurde ein Lehrkon-
zept erarbeitet, das theoretische und praktische
Kenntnisse in fortgeschrittenen neurowissen-
schaftlichen Verfahren vermitteln soll. Der Len-
kungsausschuss verabschiedete einen ,Leitfaden
far IMPRS-Studierende” und einen detaillierten
Promotionszeitplan mit konkreten Meilensteinen
flr ein dreijahriges, strukturiertes akademisches
Programm. Die Auswahl der Kandidatinnen und
Kandidaten erfolgte im Mérz, und vom 29. August
bis zum 10. September 2016 fand ein Intensivkurs
bei caesar statt, der den offiziellen Startschuss fur
die Doktoranden des ersten IMPRS-Jahrgangs
markierte. Durchgefiihrt von einer Gruppe in-
ternational anerkannter Neurowissenschaftler,
wechselten sich dabei Vorlesungen mit prak-
tischer Laborarbeit unter Einsatz modernster
Elektrophysiologie-, Mikroskopie- und optischer
Techniken ab.

Das letzte Jahr war also von herausragender Be-
deutung fiir caesar und die Planungen fiir 2017

sind in vollem Gange. Mit der dann anstehenden
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caesar will become an even more vibrant and Emeritierung von Prof. Kaupp gilt es eine wei-
outstanding institute to conduct curiosity-driven tere Direktorenstelle zu besetzen, um die Ziel-
research in the behavioral neurosciences. groBe von drei wissenschaftlichen Abteilungen

aufrechtzuerhalten. Ist dieses Ziel erreicht, wird
caesar als ein fiihrendes Institut der Verhaltens-
neurowissenschaften, an dem neugiergetriebene
Forschung auf hochstem Niveau stattfindet, wei-
ter an Strahlkraft gewinnen.
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Why is the cortex so difficult
to understand?

Jason Kerr | Department of Behavior and Brain Organization

Over the past one hundred years of neuroscience
many theories have attempted to provide a
neurophysiological framework for understanding
animal behavior. One of the most influential
theories, and yet to be tested, was published by
Donald Hebb in “The Organization of Behavior: A
Neuropsychological Theory (1949)" In his book,
Hebb made one of the first attempts to build a
theory of behavior based on neurophysiological
principles that allowed some form of mechanistic
explanation, given what was known at the time [1].
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Warum ist der Kortex so schwer

zu verstehen?

Im Laufe der letzten hundert Jahre wurde in der
Neurowissenschaft anhand zahlreicher Theorien
versucht, einen neurophysiologischen Rahmen fir
das Verstdndnis tierischen Verhaltens zu schaffen.
Eine der einflussreichsten Theorien wurde von Do-
nald Hebb in “The Organization of Behavior: A Neu-
ropsychological Theory (1949)" verdffentlicht und
wird nach wie vor auf ihre Giltigkeit Gberprift. In
seinem Buch unternahm Hebb erstmals den Ver-
such, auf Grundlage neurophysiologischer Prinzi-
pien eine Theorie des Verhaltens aufzustellen, die



He proposed a theory through which simple
percepts may be generated by the activity
of groups of neurons, which he termed cell
assemblies. Neurons form cell assemblies through
their connections, with each neuron a member
of multiple assemblies and therefore involved
in multiple computations. In order for this to
occur, neurons can leave and join cell assemblies
presumably  using activity-based  synaptic
plasticity rules or structural plasticity. Each cell
assembly was said to form a closed loop circuit for
a brief period of time in order to carry out a task
or form a percept. Hebb further postulated that
several such assemblies, activated in sequence,
form a phase sequence that is the core neuronal
representation of a stimulus percept.

This idea was not born in isolation as the majority
of neurophysiological recordings that informed
the theory were performed in the whole animal
with the aim of relating findings back to behavior
[2, 3]. This idea of a spatially distributed neuronal
assembly made two important predictions: 1) For
a given perceptual task, the exact same neurons
might not be activated on a trial by trial basis, but
a ‘core of neurons’ which are absolutely necessary
for the outcome of each trial, are activated from
one trial to the next. 2) The spatial proximity of
pairs of neurons does not imply membership to
the same functional assembly, and the neuronal
members of assemblies may be anatomically
widely distributed.

Testing this or any comparable theory requires
accurate measurement of the activity of members
of the assemblies. There are two central problems
in achieving this. First, although it is more than
likely that a stimulus detectable by an animal is
encoded by a population of neurons, identifying
the exact neurons that are used by the animal for
the detection is an exceptionally challenging task.
Second, as a cell assembly has been defined as
neurons firing action potentials (APs) in some order
that can be used for a detection-based decision,
the challenge is to separate ongoing activity from
decision-related firing on a trial by trial basis.

Research reports
Forschungsberichte

eine Art mechanistischer Erklarung entsprechend
dem damaligen Wissensstand bot [1]. Er stellte eine
Theorie auf, nach der einfache Wahrnehmungen
durch die Aktivitat von Neuronengruppen gene-
riert werden, die er als Zellverbéande bezeichnete.
Neuronen bilden Zellverbdnde mittels ihrer Ver-
knupfungen, wobei jedes Neuron mehreren Ver-
banden angehdrt und daher in multiple Informati-
onsverarbeitungsprozesse eingebunden ist. Zu die-
sem Zweck kdnnen Neuronen vermutlich aufgrund
aktivitatsbasierter synaptischer Plastizitdtsregeln
oder struktureller Plastizitdit aus Zellverbdanden
austreten und sich ihnen anschlieBen. Jeder Zell-
verband wiirde fiir kurze Zeit einen geschlossenen
Regelkreis bilden, um eine Aufgabe durchzufiihren
oder eine Wahrnehmung zu generieren. Weiterhin
postulierte Hebb, dass mehrere solche Verbdnde
bei aufeinander folgender Aktivierung eine Pha-
sensequenz bilden, welche die zentrale neuro-
nale Abbildung einer Reizwahrnehmung darstellt.

Diese Vorstellung entwickelte Hebb keineswegs
zusammenhanglos: Der Grof3teil der neurophysio-
logischen Aufzeichnungen, auf denen die Theorie
fuBte, war am kompletten Tier erfolgt, mit dem Ziel,
die Ergebnisse mit dem Verhalten in Beziehung zu
setzen [2, 3]. Das Konzept eines rdumlich verteil-
ten Neuronenverbands flihrte zu zwei wichtigen
Vorhersagen: 1) Obgleich méglicherweise fiir eine
bestimmte Wahrnehmungsaufgabe nicht bei je-
dem Versuch genau dieselben Neuronen aktiviert
werden, erfolgt doch jeweils die Aktivierung einer
‘Kerngruppe von Neuronen, die fiir das Ergebnis
der einzelnen Versuche absolut notwendig ist.
2) Die raumliche Nahe von Neuronenpaaren bedeu-
tet nicht, dass sie demselben funktionellen Verband
angehoren, und die neuronalen Elemente der Ver-
bande kénnen anatomisch weit verstreut sein.

Um diese oder eine vergleichbare Theorie zu tber-
prifen, ist eine exakte Messung der Aktivitat der
einzelnen Elemente von Zellverbanden erforder-
lich. Dabei treten zwei zentrale Probleme auf. Ers-
tens ist die Identifizierung der genauen Neuronen,
die das Tier flr die Erkennung einsetzt — auch wenn
es mehr als wahrscheinlich ist, dass ein von einem
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This second issue raises an important point as
individual neurons could be members of many
assembilies and the firing of an AP in a neuron will
only imply assembly membership. Further, since
it is not clear what model best describes activity
propagation within functional assemblies, and
since correlated AP firing between neurons does
not prove connectivity, obtaining the complete
wiring diagram will be of great importance in
understanding the functional assembly.

A game of numbers: seeing all you can see

A central issue that still needs to be addressed is
how many neurons need to be simultaneously
recorded from to detect a functional neuronal
assembly? Is it enough to look for signatures of
functional neuronal assemblies in the absence of
recordings from massive numbers of neurons? Are
neuronal assemblies sufficiently stable for multiple
serial recordings of neuronal populations from the
different layers of cortex to be used to identify the
membership in the same assemblies?

One method which allows neuronal activity to
be recorded from relatively large populations of
neurons is multiphoton imaging. In this technique
a laser is rapidly scanned across neurons deep
within the brain to create a video sequence
showing changes in neurons’ brightness over
time. By loading fluorescent calcium (Ca?*) sensors
into the neurons, the brightness of each neuron
becomes dependent on the concentration of the
calcium ions it contains. When an AP occurs in
a neuron, the electrical impulse opens voltage
sensitive, calcium-permeable channels in the cell
membrane, calcium flows in and the neuron’s
brightness increases (Figure 1a). One of the key
advantages of this technique is that it allows
unambiguous assignment of recorded activity
to individual neurons while also allowing for
the functional data to be directly compared to
anatomical reconstructions after the experiment.
With the increasing availability of dense electron
microscopic reconstruction, this can also allow the
functional data to be compared to the connectivity
‘circuit diagram’ of the imaged region.
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Tier erkannter Reiz durch eine Neuronenpopulation
kodiert wird - eine aullergewdhnlich schwierige
Aufgabe. Zweitens liegt die Herausforderung da-
rin, bei jedem Versuch zwischen kontinuierlicher
Aktivitat und entscheidungsbedingter Aktivitat zu
unterscheiden, da ein Zellverband definitionsge-
maRk aus Neuronen besteht, die Aktionspotentiale
(APs) in einer Abfolge aussenden, die fiir eine er-
kennungsbasierte Entscheidung genutzt werden
kann. Dieses zweite Problem greift einen wichtigen
Punkt auf, da einzelne Neuronen vielen Verbanden
angehdren kdnnen und die Generierung eines AP
in einem Neuron lediglich ein Hinweis auf die Zu-
gehorigkeit zu einem Verband ist. Darliber hinaus
ist fir das Verstandnis eines funktionellen Verban-
des die Kenntnis des vollstandigen Schaltplans von
groBer Bedeutung, da nicht klar ist, welches Modell
die Aktivitatsausbreitung innerhalb funktioneller
Verbande am besten beschreibt, und die korrelier-
te Aussendung von APs zwischen Neuronen keine
Konnektivitat beweist.

Ein Zahlenspiel: alles sehen, was man sehen kann
Ein wesentlicher Punkt, der noch zu kldren ist, ist die
Frage, von wie vielen Neuronen gleichzeitig abge-
leitet werden muss, um einen funktionellen Neu-
ronenverband nachzuweisen. Genligt es, nach Sig-
naturen funktioneller Verbande zu suchen, obwohl
gar nicht von einer enorm gro3en Neuronenzahl
abgeleitet wird? Sind neuronale Verbdnde ausrei-
chend stabil, um durch mehrfache Serienmessung
der Aktivitat neuronaler Populationen in den ver-
schiedenen Schichten des Kortex die Zugehorigkeit
zu denselben Verbanden zu ermitteln?

Ein Verfahren, das die Erfassung der neuronalen
Aktivitat relativ grofBer Neuronenpopulationen
erlaubt, ist die Multiphotonen-Bildgebung. Da-
bei werden Neuronen tief im Inneren des Gehirns
mit groBer Geschwindigkeit mit einem Laser ab-
getastet, um eine Videosequenz zu erzeugen, die
Veranderungen der Helligkeit der Neuronen im
Zeitverlauf darstellt. Das Einschleusen fluoreszie-
render Kalzium (Ca%")-Sensoren in die Neuronen
fuhrt dazu, dass sich die Helligkeit der einzelnen
Neuronen mit der Konzentration der in ihnen ent-
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Figure 1. a. APdischarge, calcium kinetics, binding transitions and fluorescence are linked by a causal biophysical
model (left to right) and inference procedures (right to left).
b. Two-photon image (left) of neuronal population expressing GCaMPé6s (green) in L2/3 of mouse V1, with

astrocytes stained using SR101 (red) and electrical recording of APs in a single neuron. Simultaneous

electrical recording of AP times and imaging of neuronal fluorescence (right).

¢. Average fluorescence evoked by isolated single APs for 18 neurons.
d. Average fluorescence evoked by single APs and bursts of 2,3 and 4 APs in a L2/3 mouse V1 neuron.

Abbildung 1. a. AP-Entladung, Kalziumkinetik, Bindungsiibergdnge und Fluoreszenz werden durch ein kausales
biophysikalisches Modell (von links nach rechts) und Inferenzverfahren (von rechts nach links) verkndipft.
b. Zwei-Photonen-Aufnahme (links) einer GCaMP6s exprimierenden neuronalen Population in L2/3

des Maus-V'1 (griin), wobei die Astrozyten mit SR101 angefdrbt sind (rot) und APs in einem einzelnen

Neuron elektrisch aufgezeichnet werden. Simultane elektrische Aufzeichnung von AP-Zeitpunkten
und Bildgebung der neuronalen Fluoreszenz (rechts).

¢. Durch isolierte einzelne APs evozierte durchschnittliche Fluoreszenz fiir 18 Neuronen.

d. Durch einzelne APs und Bursts von 2,3 und 4 APs in L2/3 eines Mcuse-V1-Neurons evozierte

durchschnittliche Fluoreszenz.

The rise of the bumps

One of the central obstacles that must be over-
come in order to be able to use multiphoton im-
aging data for studying brain function is inferring
from the Ca**-imaging data the pattern of AP dis-
charge occurring in the neurons which gave rise to
the Ca*-indicator fluorescence changes. The initial
development of multiphoton imaging for this pur-
pose used organic dyes as fluorescent Ca?*-indica-
tors. These dyes brightly label neurons in the brain
area of interest, with increases in the brightness of
the dye-filled neurons resulting from the discharge
of APs. Simultaneous recording of indicator fluores-

haltenen Kalziumionen verandert. Entsteht in ei-
nem Neuron ein AP, offnet der elektrische Impuls
spannungsempfindliche, kalziumdurchlassige Kand-
le in der Zellmembran, Kalzium stromt ein und die
Helligkeit des Neurons nimmt zu (Abbildung 1a).
Einer der wichtigsten Vorteile dieser Technik ist,
dass sie die eindeutige Zuordnung der aufgezeich-
neten Aktivitat zu einzelnen Neuronen und gleich-
zeitig einen direkten Vergleich der funktionellen
Daten mit den anatomischen Rekonstruktionen
nach dem Experiment ermdglicht. Mit zunehmen-
der Verfligbarkeit der dichten elektronenmikrosko-
pischen Rekonstruktion erlaubt dies auch den Ver-
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cence and the electrical activity of a dye-filled neu-
ron using conventional electrophysiological tech-
niques allowed the relationship between fluores-
cence changes and AP generation to be accurately
determined [4], which in turn provides a calibration
for using the multiphoton-imaging data alone for
quantification of electrical activity in populations
of labelled neurons. One major advantage of these
organic dyes was that they were found to show a
tight, linear relationship between fluorescence
changes and AP generation that was consistent
across neurons of the same cell type [4]. The rapid
binding kinetics of the dyes justified an equilibrium
approximation to describe Ca?* binding to the dye
molecules [5], resulting in fluorescence increasing
instantly after each AP before decaying exponen-
tially back to its baseline value. Linear deconvolu-
tion methods could in this case be reliably used to
determine AP times from fluorescence recordings
[4, 6, 7]. However, these dyes have the major draw-
back that only single imaging sessions are possible,
because the dye is removed from the neurons over
a period of about four hours.

This limitation to only a single imaging session
has been eliminated in the last few years by the
refinement of genetically encoded Ca** indicators
(GECIs) (Figure 1b). The most recent GECls allow
repeated imaging over periods up to several
months and are sensitive enough for detection of
the vast majority of APs in the labelled neurons.
However, simultaneous multiphoton imaging
and electrophysiological data acquired in our
Department has shown firstly that the amplitudes
and kinetics of Ca?" transients vary substantially
between different labelled neurons (Figure 1c)
and that there is no linear relationship between
Ca* transient characteristics and the number of
underlying APs (Figure 1d). This has the effect that
the previously developed linear methods fail to
accurately infer APs from the multiphoton data.

We set out to measure and model the biophysical
processes linking APs to neurons’ brightness
changes, focusing on the most sensitive protein-
based sensor GCaMP6s. These processes include
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gleich der funktionellen Daten mit dem ‘Schaltplan’
der Verknipfungen in der dargestellten Region.

Fluoreszenzanstieg: Was steckt dahinter?

Eines der zentralen Hindernisse, die berwunden
werden missen, um die Multiphotonen-Bildge-
bungsdaten zur Untersuchung der Gehirnfunkti-
on nutzen zu kdnnen, ist herauszufinden, welches
genaue Muster der AP-Entladung in den Neuronen
zu den gemessenen Fluoreszenzanderungen des
Ca?*-Indikators gefiihrt hat. Bei der urspriingli-
chen Entwicklung der Multiphotonen-Bildgebung
fur diesen Zweck wurden organische Farbstoffe
als fluoreszierende Ca*-Indikatoren verwendet.
Mit diesen Farbstoffen lassen sich Neuronen in
dem zu untersuchenden Hirnareal hell markieren,
wobei der Anstieg der Helligkeit der farbstoffge-
fullten Neuronen aus der AP-Entladung resultiert.
Eine gleichzeitige Aufzeichnung der Indikatorflu-
oreszenz und der elektrischen Aktivitat eines mit
Farbstoff gefiillten Neurons mittels herkdmmlicher
elektrophysiologischer Verfahren ermdglichte die
genaue Bestimmung der Beziehung zwischen den
Fluoreszenzverdnderungen und der AP-Generie-
rung [4], was wiederum eine Kalibrierung erlaubt,
so dass durch alleinige Verwendung der Multi-
photonen-Bildgebungsdaten eine Quantifizierung
der elektrischen Aktivitat in markierten Neuronen-
populationen mdglich ist. Ein Hauptvorteil dieser
organischen Farbstoffe war, dass sie eine straffe,
lineare und flr Neuronen desselben Zelltyps kon-
sistente Beziehung zwischen Fluoreszenzveran-
derungen und AP-Erzeugung aufwiesen [4]. Die
schnelle Bindungskinetik der Farbstoffe rechtfertig-
te eine Gleichgewichtsnaherung zur Beschreibung
der Ca**-Bindung an die Farbstoffmolekiile [5], die
dazu fiihrte, dass die Fluoreszenz nach jedem AP
unmittelbar anstieg, bevor sie exponentiell auf ih-
ren Ausgangswert zurlickfiel. In diesem Fall konn-
ten die AP-Zeitpunkte zuverldssig mittels linearer
Dekonvolutionsverfahren aus Fluoreszenzaufzeich-
nungen ermittelt werden [4, 6, 7]. Diese Farbstoffe
haben jedoch den entscheidenden Nachteil, dass
jeweils nur eine Aufnahmesitzung moglich ist, da
der Farbstoff sich innerhalb von ca. vier Stunden
abbaut.
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Figure 2.

lllustration of biophysical model showing AP-evoked calcium influx, binding to GCaMPés and

endogenous buffers, fluorescence excitation and Michaelis-Menten extrusion mechanism.

Abbildung 2. lllustration eines biophysikalischen Modells, das den AP-evozierten Kalziumeinstrom, die Bindung an

GCaMPé6s und endogene Puffer, die Fluoreszenzanregung und den Michaelis-Menten-Extrusions-

mechanismus darstellt.

the calcium influx caused by the AP, subsequent
clearing of free calcium from the neuron, the four-
step binding sequence of calciumions to the sensor,
competition betweenthesensorsand othercalcium-
binding proteins naturally present in the neurons,
and the brightness increase brought about by each
binding step (Figure 2). To quantitatively link APs to
brightness, we modeled the rates of binding and
unbinding of calcium ions to the sensor over time,
based on the concentration of each of the sensor’s
binding states, the concentration of free calcium,
and kinetic rate constants describing the speed of
each binding and unbinding step. Determining the
rate constants for GCaMP6s and natural calcium
buffers as well as describing calcium flow into and
out of the neuron is difficult, as this requires fitting
a complex, detailed model with many parameters.
One way of dealing with this complex problem is
to use a highly simplified phenomenological model
[8], while another option is simply to ignore the
specific mechanisms involved and train an artificial
neural network to guess AP times from brightness
changes over time [9]. However, neither method
has produced accurate AP sequences when
checked using simultaneous optical and electrical
recordings in single neurons. In particular, variable
responses across neurons present a particularly
difficult challenge for methods not based on a
causal physical understanding of the data, as it

Diese Beschrankung auf nur eine bildgebende Un-
tersuchung wurde in den letzten Jahren durch eine
Verbesserung der genetisch kodierten Ca?*-Indika-
toren aufgehoben (Abbildung 1b). Die neuesten
dieser Indikatoren ermdglichen wiederholte Auf-
nahmevorgdnge Uber Zeitraume von bis zu meh-
reren Monaten und sind fiir den Nachweis der gro-
Ben Mehrheit der APs in den markierten Neuronen
ausreichend empfindlich. In unserer Abteilung er-
fasste Daten aus gleichzeitig durchgefiihrten multi-
photonenmikroskopischen und elektrophysiologi-
schen Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass
zum einen die Amplituden sowie die Kinetik von
Ca**-Transienten zwischen den verschiedenen mar-
kierten Neuronen erheblich variieren (Abbildung
1c) und zum anderen keine lineare Beziehung zwi-
schen den Eigenschaften der Ca?*-Transienten und
der Anzahl der zugrunde liegenden APs besteht
(Abbildung 1d). Daraus folgt, dass sich mit den zu-
vor entwickelten linearen Verfahren APs aus den
durch Multiphotonen-Bildgebung gewonnenen
Daten nicht exakt ableiten lassen.

Wir begannen die biophysikalischen Prozesse, die
APs mit den Helligkeitsverdanderungen der Neu-
ronen verkniipfen, zu messen und in Modelle zu
fassen und konzentrierten uns dabei auf den emp-
findlichsten proteinbasierten Sensor GCaMPé6s. Zu
diesen Prozessen gehoren der durch das AP bewirk-
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Figure 3. Measurement of Ca?* binding to GCaMPé6s using excitation spectroscopy (left), isothermal titration

calorimetry (center) and stopped flow fluorescence (right).

Abbildung 3. Messung der Ca**-Bindung an GCaMP6s mittels Anregungsspektroskopie (links), isothermer

Titrationskalorimetrie (Mitte) und Stopped-Flow-Fluoreszenz (rechts).

is not clear which parameters should vary across
neurons, and which can be fixed for a single cell
type or indicator.

Quantifying the brain in action

We developed a new approach based on
characterizing the properties of GCaMP6s outside
of cells under carefully controlled in vitro conditions.
After determining the rate constants of GCaMPés in
vitro, we arrived at a model of calcium flow through
the neuron using combined optical and electrical
recordings in the same neurons. We then used
additional, held-out recordings to test the accuracy
with which our model could determine AP times
from a neuron’s time-varying brightness.

We measured rate constants for GCaMPés using
three complementary binding assays (Figure 3).
To determine how the brightness of the sensor
increases with calcium concentration, we measured
its fluorescence excitation spectrum as calcium was
slowly titrated into the sensor in a spectrometer. To
further identify the calcium affinity for binding steps
that do not strongly affect the fluorescence, we also
measured the heat released as calcium was titrated
into the sensor in a calorimeter. To determine the
speed of calcium binding, we rapidly mixed the
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te Kalziumeinstrom, die nachfolgende Entfernung
von freiem Kalzium aus dem Neuron, die in vier
Stufen erfolgende Bindung der Kalziumionen an
den Sensor, der Wettbewerb zwischen den Senso-
ren und anderen, in den Neuronen nattrlicherwei-
se vorkommenden Kalzium-bindenden Proteinen
sowie der durch die einzelnen Bindungsschritte
erzeugte Helligkeitsanstieg (Abbildung 2). Um
APs quantitativ mit der Helligkeit zu verknupfen,
entwickelten wir ein Modell, das die Geschwindig-
keiten der Bindung der Kalziumionen an und der
Abspaltung der Kalziumionen von dem Sensor im
Zeitverlauf darstellt, basierend auf der Konzentra-
tion der einzelnen Bindungsstadien des Sensors,
der Konzentration an freiem Kalzium und der ki-
netischen Geschwindigkeitskonstanten, welche
die Geschwindigkeit der einzelnen Bindungs- und
Abspaltungsschritte beschreiben. Die Bestimmung
der Geschwindigkeitskonstanten fiir GCaMP6s und
natiirliche Kalziumpuffer sowie die Beschreibung
des Einstroms von Kalzium in und des Ausstroms
von Kalzium aus dem Neuron sind schwierig, da
dies die Anpassung eines komplexen, detaillierten
Modells mit zahlreichen Parametern bedeutet. Eine
Herangehensweise an dieses komplexe Problem
ist die Verwendung eines stark vereinfachten pha-
nomenologischen Modells [8]; eine andere Option
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Figure 4. Fit of biophysical model to in vivo data, using kinetic rate constants determined in vitro.

Abbildung 4. Anpassung des biophysikalischen Modelles an in vivo-Daten anhand in vitro bestimmter kinetischer

Geschwindigkeitskonstanten.

sensor with calcium in a stopped flow mixing
device and measured the increase in fluorescence
over time. Combining these diverse datasets using
newly developed software tools for global fitting
of in vitro binding assays, we determined rate
constants for GCaMP6s that were consistent with all
data from these three types of experiments.

Using the rate constants determined in vitro, we
next examined combined optical and electrical
recordings in the same neuron in vivo to build an
extended model of AP-evoked calcium dynamics
in neurons. We modeled the influx of calcium
following each AP, binding to the sensor and to
naturally occurring buffers and extrusion from the
cell as calcium eventually returned to resting levels
(Figure 4). By adjusting the biophysical parameters

besteht darin, die daran beteiligten spezifischen
Mechanismen einfach zu ignorieren und ein kiinst-
liches neuronales Netzwerk darauf zu trainieren, die
AP-Zeitpunkte aus den Verdanderungen der Hellig-
keit im Zeitverlauf zu bestimmen [9]. Die Uberprii-
fung anhand simultaner optischer und elektrischer
Messungen einzelner Neuronen hat jedoch gezeigt,
dass bislang kein Verfahren prazise AP-Sequenzen
geliefert hat. Vor allem variable Reaktionen der
Neuronen stellen eine besonders schwierige Her-
ausforderung fiir Verfahren dar, die nicht auf einem
kausalen physikalischen Verstandnis der Daten be-
ruhen, da nicht klar ist, welche Parameter zwischen
den Neuronen variieren sollen und welche fiir einen
einzelnen Zelltyp oder Indikator festgelegt werden
kdnnen.
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Figure 5.

Comparison of AP detection methods, using correlation of true and estimated firing rates (left), true

and estimated AP sequences (middle), and timing error of successfully detected isolated single APs (right).

Abbildung 5.  Vergleich der AP-Nachweisverfahren anhand der Korrelation echter und geschditzter Feuerraten

(links), echter und geschdtzter AP-Sequenzen (Mitte) und Fehlerquote bei der Bestimmung des

Entladungszeitpunkts bei erfolgreich nachgewiesenen isolierten einzelnen APs (rechts).

of this extended model, including a different total
sensor concentration for each neuron, we achieved
a tight fit to the fluorescence data and for the first
time described calcium binding to a sensor protein
both in vitro and in vivo with the same model.
This model captured the most difficult aspects of
the AP detection problem, such as the non-linear
dependence of the neuron’s brightness on the
number of APs and the variation in the response
across neurons.

To use our biophysical model to detect APs,
we employed a statistical technique known as
sequential Monte Carlo (SMC). The SMC method
generated many candidate AP sequences and
compared the predicted fluorescence to the
observed brightness of the neuron over time.
In an evolution-like process, the simulations
inconsistent with the data were discarded while
those with accurate predictions were copied
and extended forward in time. Using efficient
GPU-based algorithms, we were able to explore
a broad set of candidate AP sequences to find a
sequence consistent with all observed fluorescence
measurements.

Analyzing held-out recordings that were
not used for model-fitting, we examined the
accuracy of our biophysical modeling-based
approach compared to several existing AP
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Quantifizierung des Gehirns in Aktion

Wir entwickelten einen neuen Ansatz auf der
Grundlage der Charakterisierung der Eigenschaften
von GCaMP6s auBBerhalb von Zellen unter sorgfal-
tig kontrollierten in vitro-Bedingungen. Nach Be-
stimmung der Geschwindigkeitskonstanten von
GCaMPé6s in vitro gelangten wir mittels kombinier-
ter optischer und elektrischer Aufzeichnungen ei-
nes einzelnen Neurons zu einem Modell des Kalzi-
umstroms durch das Neuron. Im Anschluss priften
wir anhand zuséatzlicher Holdout-Aufzeichnungen,
mit welcher Genauigkeit unser Modell AP-Zeit-
punkte aus der sich mit der Zeit verandernden Hel-
ligkeit eines Neurons ermitteln kann.

Die Messung der Geschwindigkeitskonstanten fir
GCaMPés erfolgte in drei komplementdren Bin-
dungs-Assays (Abbildung 3). Um zu bestimmen,
wie die Helligkeit des Sensors mit der Kalzium-
konzentration zunimmt, malSen wir wahrend des
langsamen Titrierens von Kalzium in den Sensor in
einem Spektrometer sein Fluoreszenzanregungs-
spektrum. Zur weiteren Ermittlung der Kalziumaf-
finitat wahrend der Bindungsschritte, die keinen
starken Einfluss auf die Fluoreszenz haben, maf3en
wir zudem die beim Titrieren von Kalzium in den
Sensor freigesetzte Warme in einem Kalorimeter.
Um die Geschwindigkeit der Kalziumbindung zu
messen, mischten wir den Sensor nach der Stop-
ped-Flow-Methode zligig mit Kalzium und erfass-



detection methods. We found that our approach
provided the most accurate determination of
AP sequences from fluorescence measurements,
whether considering overall firing rates, the
correlation between true and detected APs or
the precision of inferred AP times (Figure 5). Our
method also exhibited the lowest rate of false
positive detections (putative APs when no true
AP is present) of all examined approaches.

Our model-based AP detection approach thus
provides a more accurate readout of neuronal
activity, allowing a quantitative approach to
interpreting optically measured neuronal activity.
This capability facilitates investigations as to
how APs percolate through neuronal circuits to
accomplish essential functions of the nervous
system. Our approach outperformed existing
methods, including deep learning-based “black
box” methods, with far greater numbers of free
parameters. Because our biophysical model had
clear, physical interpretations for each parameter,
it was possible to calibrate some parameters in
vitro and subsequently use these values to predict
fluorescence in vivo, but this would not have been
possible for phenomenological models or generic
machine learning methods. These results argue for
a rational, first-principles approach incorporating
domain-specific knowledge for the analysis of
complex biological datasets.

Back to behavior

By allowing long-term quantitative measurement
of activity from neuronal populations in vivo, the
combination of GECls and biophysical modeling
opens up the possibility of searching for and
identifying cell assemblies in behaving animals. By
using our miniaturized two-photon microscopes
for imaging in freely moving animals [10], neural
activity giving rise to a wide array of behaviors
and percepts can be measured. These experiments
can provide a basis for testing the theories first
put forward by Hebb regarding the formation,
transformation and activation of cell assemblies in
behaviors relevant to the animal.
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ten den Fluoreszenzanstieg Uber die Zeit. Durch
Kombination dieser verschiedenen Datensatze mit-
tels neu entwickelter Software-Tools zur globalen
Anpassung von in vitro-Bindungs-Assays bestimm-
ten wir Geschwindigkeitskonstanten fiir GCaMP6s,
die mit sdmtlichen Daten dieser drei Versuchsarten
in Einklang standen.

Unter Anwendung der in vitro bestimmten Ge-
schwindigkeitskonstanten untersuchten wir als
Nachstes die kombinierten optischen und elektri-
schen Aufzeichnungen eines einzelnen Neurons in
vivo, um ein erweitertes Modell der AP-evozierten
Kalziumdynamik in Neuronen zu entwickeln. Dabei
berticksichtigten wir den Kalziumeinstrom nach
jedem AP, die Bindung an den Sensor und die na-
tlrlich vorkommenden Puffer sowie die Extrusion
aus der Zelle beim schlussendlichen Absinken des
Kalziums auf den Ruhewert (Abbildung 4). Durch
Anpassung der biophysikalischen Parameter dieses
erweiterten Modells, einschlie3lich einer anderen
Gesamtkonzentration des Sensors fiir jedes Neuron,
erzielten wir eine hohe Anpassungsglite an die Flu-
oreszenzdaten und beschrieben erstmals die Kalzi-
umbindung an ein Sensorprotein sowohl in vitro als
auch in vivo mit demselben Modell. Dieses Modell
erfasste die schwierigsten Aspekte der AP-Detekti-
on, zum Beispiel die nicht-lineare Abhangigkeit der
Helligkeit des Neurons von der Anzahl der APs und
die Schwankungen in den Reaktionen der unter-
schiedlichen Neuronen.

Um unser biophysikalisches Modell zum AP-Nach-
weis einsetzen zu kdnnen, wandten wir ein sta-
tistisches Verfahren, die sogenannte sequentielle
Monte-Carlo-Methode (SMC), an. Mit Hilfe dieser
Methode wurden zahlreiche AP-Kandidatense-
quenzen erzeugt und die vorhergesagte Fluores-
zenz mit der beobachteten Helligkeit des Neurons
im Zeitverlauf verglichen. In einem evolutionsahn-
lichen Prozess wurden die mit den Daten nicht
Ubereinstimmenden  Simulationen verworfen
und solche mit richtigen Vorhersagen kopiert und
auf die nachste Zeitebene (ibertragen. Unter An-
wendung wirksamer GPU-basierter Algorithmen
konnten wir eine breite Palette an AP-Kandidaten-
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sequenzen untersuchen und eine Sequenz finden,
die mit allen beobachteten Fluoreszenzmessun-
gen Ubereinstimmt.

Anhand der Analyse von Holdout-Aufzeichnun-
gen, die nicht fiir die Modellanpassung verwendet
wurden, untersuchten wir die Genauigkeit unseres
auf einem biophysikalischen Modell basierenden
Ansatzes im Vergleich zu verschiedenen bereits be-
stehenden AP-Nachweisverfahren. Wir stellten fest,
dass unser Ansatz AP-Sequenzen aus Fluoreszenz-
messungen am zuverldssigsten nachweisen kann,
sei es auf Basis der Gesamtfeuerraten, der Korrelati-
on zwischen echten und detektierten APs oder der
Prazision der abgeleiteten AP-Zeiten (Abbildung
5). Unser Verfahren wies zudem die niedrigste Rate
von falsch-positiven Nachweisen (vermeintliche
APs, wenn kein echtes AP vorlag) aller untersuchten
Verfahren auf.

Unser modellbasiertes AP-Nachweisverfahren er-
moglicht also ein genaueres Auslesen neuronaler
Aktivitat und erlaubt so einen quantitativen Ansatz
zur Interpretation optisch gemessener neurona-
ler Aktivitat. Dies erleichtert die Untersuchung der
Frage, wie APs neuronale Schaltkreise durchlau-
fen, um wesentliche Funktionen des Nervensys-
tems zu erflllen. Unser Ansatz libertraf mit seiner
sehr viel groBeren Anzahl freier Parameter bereits
bestehende Methoden, einschlieBlich der Deep
Learning-basierten ,Black Box“-Verfahren. Da unser
biophysikalisches Modell klare physikalische Inter-
pretationen fiir jeden Parameter lieferte, konnten
einige Parameter in vitro kalibriert werden und
diese Werte anschlie8end fiir die Fluoreszenzvor-
hersage in vivo verwendet werden; dies ware bei
phanomenologischen Modellen oder generischen
Verfahren des maschinellen Lernens nicht méglich
gewesen. Diese Ergebnisse sprechen fiir einen ra-
tionalen, first principles-Ansatz unter Einbezug von
domaénenspezifischen Kenntnissen fiir die Analyse
komplexer biologischer Datensatze.

Zuriick zum Verhalten
Mittels quantitativer Langzeitmessung der Aktivi-
tat von Neuronenpopulationen in vivo eroffnet die
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Kombination von genetisch kodierten Kalziumindi-
katoren und biophysikalischen Modellen die Mdg-
lichkeit, Zellverbdnde bei sich verhaltenden Tieren
aufzuspiliren und zu identifizieren. Durch Einsatz
unserer miniaturisierten Zwei-Photonen-Mikrosko-
pe zur Bildgebung bei sich frei bewegenden Tieren
[10] lasst sich die neuronale Aktivitat, die eine breite
Palette an Verhaltensweisen und Wahrnehmungen
hervorruft, messen. Diese Experimente kdnnen eine
Grundlage fiir die Uberpriifung der erstmals von
Hebb vorgeschlagenen Theorien zur Entstehung,
Transformation und Aktivierung von Zellverbénden
bei fir das Tier relevanten Verhaltensweisen bilden.
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Cut once, please!

Fine-tuning the proton channel in sperm

Einmal schneiden, bitte!

Die Feinabstimmung des
Protonenkanals in Spermien

U. Benjamin Kaupp | Department of Molecular Sensory Systems

Sperm swim through the female genital tract
to fertilize the egg cell. They are propelled by
the beating of their tail, the flagellum. In our
department, we study the molecular mechanisms
that control sperm movement. It has long been
known that calcium ions play an important role
in sperm motility. If the calcium concentration
in sperm is increased, the flagellum beats more
strongly and asymmetrically. This change in the
beating pattern enables sperm to reach the egg
cell. The calcium concentration in human sperm
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Spermien schwimmen durch den weiblichen
Genitaltrakt um die Eizelle zu befruchten. Sie
werden vorangetrieben durch den Schlag ihres
Schwanzes, des sogenannten Flagellums. In
unserer Arbeitsgruppe untersuchen wir die
molekularen Mechanismen, die die Spermien-
Bewegung steuern. Seit langem ist bekannt,
dass Kalziumionen eine wichtige Rolle bei der
Spermien-Fortbewegung spielen. Erhoht sich die
Kalzium-Konzentration in den Spermien, schlagt
das Flagellum starker und asymmetrischer. Diese



Figure 1.Cartoon of human sperm.Two prominent jon
channels in the flagellar membrane are illustrated: the
CatSper calcium channel and the Hv1 proton channel.
Hv1 regulates the pH value, which in turn regulates
CatSper opening, the intracellular calcium concentra-
tion, and motility.

Abbildung 1. Schema eines menschlichen Spermi-
ums. Zwei prominente lonenkandle in der Flagellen-
membran sind dargestellt: der Kalzium-leitende Cat-
Sper-Kanal, sowie der Protonen-leitende Hv1-Kanal.
Der Hvi-Kanal reguliert den pH-Wert, der seinerselts
den CatSper-Kanal reguliert.

is mainly determined by the CatSper calcium
channel. CatSper is a protein molecule which
forms pores in the membrane of the flagellum that
allow calcium ion flux. The CatSper channel can be
opened by different stimuli. A natural stimulus is a
female sexual hormone, which is produced in the
surroundings of the egg cell. We could demonstrate
that even minimal concentrations of this sexual
hormone can open the CatSper channel in fractions
of a second [1]. CatSper is, however, also sensitive
to the pH value in sperm. To be more precise: the
higher the pH value (i.e. the fewer H* ions, that is
protons, present) the more CatSper channel open
and calcium ions flow into the flagellum. The
Hv1 proton channel [2] is an ion channel in the
flagellar membrane that can directly influence the
pH value. This channel conducts protons to the
outside and could also, by activation of CatSper
channels, regulate the calcium concentration and
thereby the beating of the flagellum (Figure 1).
However, Hv1 only opens under conditions that do

Research reports
Forschungsberichte

Figure 2. Biochemical detection of the Hv1 channel in
a cell culture and in human sperm. An additional, unk-
nown variant exists in sperm.

Abbildung 2. Biochemischer Nachweis des Hv1-Kanals
in einer Zellkultur und in menschlichen Spermien. In
Spermien gibt es eine weitere, bisher unbekannte Va-
riante.

veranderte Schlagbewegung ist wichtig, um zur
Eizelle zu gelangen. Beim Menschen wird die
Kalziumkonzentration maflgeblich durch den
CatSper-lonenkanal bestimmt. CatSper ist ein
EiweiBmolekil (Protein), das in der Membran des
Flagellums Poren bildet durch die Kalziumionen
stromen. Der CatSper-Kanal kann  durch
verschiedene Reize gedffnet werden. Ein natirlicher
Reiz ist ein weibliches Sexualhormon, das in der
Umgebung der Eizelle produziert wird. Wir konnten
zeigen, dass bereits minimale Konzentrationen
dieses  Sexualhormons den  CatSper-Kanal
innerhalb von Sekundenbruchteilen o6ffnen [1].
CatSper reagiert allerdings auch empfindlich auf
den pH-Wert im Spermium. Genauer: Je hoher der
pH-Wert (d.h. je weniger H*-lonen, also Protonen,
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Figure 3. Left: mixing experiment with sperm and a cell culture that pro-  Figure 4. Schematic diagram of the Hv1

duces Hv1. Right: biochemical detection of the short Hv1 variant (Hv1Sper) channel with the cutting site and the an-

in the cell culture-sperm mix which indicates the existence of a protease for ~ tibody binding site.

Hv1in sperm.

Abbildung 4. Cartoon des Hv1 Kanals mit

Abbildung 3. Links.: Mischexperiment mit Spermien und einer Zellkultur, ~ der Schnittstelle sowie der Bindestelle des
die Hv1 herstellt. Rechts: Biochemischer Nachweis der kurzen Hv1-Variante ~ Antikérpers.

(Hv1Sper) in der Zellkultur-Spermien-Mischung, was fiir eine Protease fiir

Hv1 in Spermien spricht.

not normally arise in sperm (i.e. at a very positive
membrane potential > 0 mV). To solve this mystery,
we examined the Hv1 channel in sperm in detail [3].

First, we divided sperm proteins according to
their size. Large proteins take longer to migrate
in a gel than small proteins, allowing to separate
the proteins based on their size. We then made
the proton channel protein visible with a specific
antibody. What happened next took us by surprise:
the antibody recognized not one but two proteins
in human sperm. One protein with the expected size
of the Hv1 channel and a second, smaller protein
(Figure 2). The emergence of Hv1 variants can have
different causes: first, many genes exist in different
variants; and, second, proteins “mature” after
synthesis. This maturing can involve the cutting of
proteins with the help of enzymes (proteases). How
can those cuts be detected? If sperm have an Hv1-
cutting protease, this protease should also be able
to cut a complete Hv1 protein from other cells. We
devised an experiment to demonstrate this (Figure
3, left): We mixed a cell culture, which produces
complete Hv1 protein, with sperm. (The cell culture
produces a minimally modified Hv1 protein so that
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vorhanden sind), desto mehr 6ffnet CatSper und
Kalziumionen stromenins Flagellum. Ein lonenkanal
in der Flagellenmembran, der den pH-Wert direkt
beeinflussen kann, ist der Hv1-Protonenkanal
[2]. Dieser Kanal leitet Protonen nach auf3en und
kdonnte - Gber die Aktivierung der CatSper-Kanéle
- auch die Kalziumkonzentration und somit den
Flagellenschlag regulieren (Abbildung 1). Allerdings
offnet Hv1 nur unter Bedingungen (ndmlich bei
einer sehr positiven Membranspannung > 0 mV),
die normalerweise nicht in Spermien vorkommen.
Um diesem Ratsel auf den Grund zu gehen, haben
wir uns den Hvi-Kanal in Spermien genauer
angeschaut [3].

Zundchst trennten wir Spermien-Proteine ihrer
GroBe nach auf. GroBe Proteine wandern in einem
Gel langsamer als kleine Proteine, so dass sich die
Proteine der GroBe nach geordnet auftrennen.
Danach wurde das Protonenkanal-Protein mit
Antikdrpern sichtbar gemacht. Hier erlebten wir
eine Uberraschung: Der Antikérper erkennt in
menschlichen Spermien nicht ein, sondern zwei
Proteine: ein Protein mit der erwarteten Groe
des Hvi-Kanals und zusatzlich ein kleineres
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Figure 5. Activation curves of Hv1 (left) and Hv1Sper (right). While Hv1 is activated relatively independently of simulta-

neous changes in pH (pHi = pHo), Hv1Sper is already activated further left, at less positive voltages (blue curve).

Abbildung 5. Aktivierungskurven von Hv1 (links) und Hv1Sper (rechts). Wéhrend Hv1 relativ unabhdingig von gleichzei-

tigen pH-Anderungen (pHi = pHo) aktiviert wird, ist Hv1Sper bei hohem pH bereits weiter links, bei weniger positiven

Spannungen aktiv (blaue Kurve).

it can be distinguished biochemically from Hv1
from sperm.) The shortened Hv1 variant actually
forms in this mix (Figure 3, right). Thus, sperm have a
protease that cuts Hv1. Because the new cut variant
is specific to sperm, we named it Hv1Sper.

At what location does human sperm cut the Hv1
channel? Further experiments with Hv1 variants
of different lengths identified the cutting site:
the first 68 of the channel’s amino acids are cut
off (Figure 4). A far more interesting question is
why sperm need a short Hv1 variant. To examine
the impact of the cut on channel function, we
had Hv1Sper and Hv1 generated separately from
each other in frog oocytes and examined them.
Using an electrophysiological method, the patch
clamp technique, it is possible to measure the
miniscule currents that flow through ion channels.
Hv1 opens its pores and conducts protons if the
membrane potential is positive, i.e. if the inner
side of the membrane is positively charged. The
voltage dependence can be illustrated with the
help of activation curves (Figure 5). The voltage
dependence is relatively independent of the pH;

Protein (Abbildung 2). Die Entstehung von Hv1-
Varianten kann unterschiedliche Ursachen haben.
Zum einen existieren viele Gene in verschiedenen
Varianten. Zum anderen ,reifen” Proteine nach der
Synthese: Eine solche Reifung kann darin bestehen,
Proteine mit Hilfe von Enzymen (Proteasen)
zurechtzuschneiden. Wie kann man einen solchen
Schnitt nachweisen? Falls Spermien eine Hv1-
schneidende Protease besitzen, sollte diese
Protease auch ein vollstandiges Hv1-Protein aus
anderen Zellen schneiden kénnen. Dazu haben wir
uns ein Experiment ausgedacht (Abbildung 3, links):
Wir vermischen eine Zellkultur, die vollstandiges
Hv1-Protein herstellt, mit Spermien. (Die Zellkultur
produziert ein minimal verandertes Hv1-Protein,
so dass es sich biochemisch von Hv1 aus Spermien
unterscheiden ldsst.) In diesem Mix entsteht
tatsachlich die gekurzte Hv1-Variante (Abbildung
3, rechts)! Spermien besitzen also eine Protease, die
Hv1 schneidet. Weil die neue, geschnittene Variante
spezifisch fur Spermien ist, nennen wir sie Hv1Sper.

An welcher Stelle schneiden menschliche Spermien
den Hvi-Kanal? Durch weitere Experimente mit
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as long as the pH does not vary between the inside
and outside (pH, und pH), the activation curves for
pH 6, 7, and 8 are similar. We made an interesting
discovery at this point: the short Hv1Sper variant
behaves differently! The higher the pH, the further
the activation curve is shifted to the left to more
negative membrane potentials. Conversely, alow pH
value shifts the activation curve to the right to more
positive membrane potentials. If one considers that
sperm have a negative membrane potential at rest,
it becomes clear that Hv1Sper is mainly activated
in the alkaline environment (i.e. at high pH values).
Such an alkaline environment exists in the fallopian
tube but not in the vaginal tract. Thus, cutting Hv1
could be an adaptation intended to trigger a proton
flux of sperm in the fallopian tube but not in the
vaginal tract. Future studies will have to be carried
out to demonstrate whether this is in fact the case.

Contact | Kontakt

Prof. Dr. U. Benjamin Kaupp

Scientific Director

Department Molecular Sensory Systems
Phone +49 (0)228 9656-100
u.b.kaupp@caesar.de

References | Literaturhinweise

verschieden langen Hv1-Varianten konnten wir
die Schnittstelle identifizieren: Die ersten 68
Aminosduren des Kanals werden abgetrennt
(Abbildung 4). Viel spannender aber ist die Frage:
Weshalb bendtigen Spermien eine kurze Hvi1-
Variante? Um die Auswirkungen des Schnitts auf
die Funktion des Kanals zu untersuchen, haben
wir Hv1Sper und Hv1l getrennt voneinander in
Frosch-Eizellen herstellen lassen und untersucht.
Mit Hilfe einer elektrophysiologischen Methode
- der sogenannten Patch-Clamp-Technik — lassen
sich die winzigen Strome, die durch lonenkandle
flieBen, messen. Hv1 oOffnet seine Pore und ein
Protonenstrom flie3t, wenn die Membranspannung
positiv ist, d.h. wenn die Innenseite der Membran
positivgeladenist.DieSpannungsabhangigkeitlasst
sich in Aktivierungskurven anschaulich darstellen
(Abbildung 5). Die Spannungsabhangigkeit ist
relativ unabhangig vom pH; solange der pH sich
zwischen innen und auflen (pH, und pH) nicht
unterscheidet, sehen die Aktivierungskurven bei
pH 6, 7 und 8 dhnlich aus. Nun machten wir aber
eine interessante Entdeckung: die kurze Hv1Sper-
Variante verhalt sich anders! Hier gilt: Je hoher der
pH, desto weiter ist die Aktivierungskurve nach
links hin zu negativeren Membranspannungen
verschoben. Umgekehrt verschiebt ein niedriger
pH-Wert die Aktivierungskurve weiter nach rechts
hin zu positiveren Membranspannungen. Bedenkt
man, dass Spermien eine negative Spannung in
Ruhe haben, wird klar, dass Hv1Sper vornehmlich
im alkalischen Milieu (also bei hohen pH-Werten)
aktiviert wird. Eine solche alkalische Umgebung
existiert im Eileiter, aber nicht im Vaginaltrakt. Das
Schneiden von Hv1 kénnte also eine Anpassung
sein, um einen Protonenstrom im Eileiter, jedoch
nicht im Vaginaltrakt, auszuldsen. Ob dies wirklich
der Fall ist, missen zukiinftige Studien zeigen.
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Gaucher disease
- an enigma like the Egyptian Sphinx

Morbus Gaucher
- ein Ratsel wie die dgyptische Sphinx

Dagmar Wachten | Minerva Max Planck Research Group Molecular Physiology

Gaucher disease is a genetic disorder of lipid
metabolism. It is caused by different mutations in
the gene encoding for lysosomal beta-glucosidase
1 (GBA1) [1]. GBA1 breaks the lipid glucosylceramide
(GlcCer) down to glucose and ceramide in the
lysosomes of cells (Figure 1a). So far so good. But,
what might sound unimportant compared to
e.g. the complex neurological activities related to
perception and thinking, is actually essential for
survival. Mutations in the human GBAT gene result
in a loss of function of the enzyme and, thereby, a
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Bei Morbus Gaucher handelt es sich um eine
genetische Stérung des Lipidstoffwechsels.
Ursache hierfiir sind verschiedene Mutationen in
der genetischen Sequenz der lysosomalen beta-
Glucosidase 1 (GBAT1) [1]. GBAT spaltet das Lipid
Glucosylceramid (GlcCer) in den Lysosomen der
Zellen zu Glucose und Ceramid (Abbildung 1a).
So weit so gut. Doch was vielleicht im Vergleich
zu beispielsweise den komplexen neurologischen
Aktivitdten im Zusammenhang mit Wahrnehmung
und Denken unwichtig klingen mag, ist de facto
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Figure 1.a. GBAT and GBA2 break glucosylceramide (GlcCer) down to glucose and ceramide. Loss of GBAT leads to the
massive accumulation of GlcCer in “Gaucher cells’ the hallmark of Gaucher disease. b. Gaucher disease mainly affects
organs like liver and spleen, but may also involve brain damage.

Abbildung 1. a. GBAT und GBA2 spalten Glucosylceramid (GlcCer) zu Glucose und Ceramid. Ein Verlust der GBAT fiihrt
zur massiven Ansammlung von GlcCer in ,Gaucher-Zellen’; dem Markenzeichnen von Morbus Gaucher. b. Morbus

Gaucher beeintrdchtigt vor allem Organe wie Leber und Milz, kann aber auch zu Gehirnschdéden fiihren.

massive accumulation of its substrate, GlcCer, in
the lysosomes. This effect is predominantly evident
in tissue macrophages, our body’s own cleaning
personnel, which turn into severely enlarged
“Gaucher cells’, causing an up to 25-fold increase in
organ size of the patient’s liver and spleen (Figure
1b). Furthermore, GlcCer may also be enriched in
neurons, causing severe neurological defects and
premature death in early childhood [2]. Due to its
heterogeneous symptoms and phenotypes, Gaucher
disease has been classified into three major subtypes,
namely type |, Il, and lll. Type | Gaucher is the most
common form of the disease, with patients showing
symptomes like the aforementioned organomegaly or
defects in lung and bone marrow [3]. Type Il patients
are characterized by severe neurological defects and
usually die within the first 2-3 years of life [4]. Type ll,
the sub-acute form of the disease, involves symptoms
of both, type | and Il Gaucher disease, and, thus,
represent an intermediate type [5]. The molecular
pathways underlying these completely different

Uberlebenswichtig. Mutationen im menschlichen
GBA1-Gen haben einen Funktionsverlust des
Enzyms zur Folge und fiihren so zu einer massiven
Ansammlung seines Substrats, GlcCer, in den
Lysosomen. Diese Auswirkung zeigt sich vor allem
in  Gewebemakrophagen, der korpereigenen
Putzkolonne, die sich wiederum in stark vergro3erte
,Gaucher-Zellen” umwandeln und dazu fihren,
dass sich Leber und Milz des Patienten um das bis
zu 25-Fache vergroBBern (Abbildung 1b). Zudem
kann sich GlcCer auch in Neuronen anreichern
und schwere neurologische Schaden verursachen
bzw. einen vorzeitigen Tod im friihen Kindesalter
zur Folge haben [2]. Aufgrund seiner heterogenen
Symptome und Phanotypen wurde Morbus Gaucher
in drei wichtige Unterklassen unterteilt: Typ |, Il und
[ll. Morbus Gaucher Typ | ist die hdufigste Form der
Erkrankung; die Patienten weisen Symptome wie
die zuvor genannte Organomegalie oder Defekte in
Lunge oder Knochenmark auf [3]. Typ lI-Patienten
zeichnen sich durch schwere neurologische
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Figure 2. a. A fluorescence-based in vitro assay allows to measure the activities of both, GBAT and GBA2 at the same
time. b. Due to a genetic defect, GBAT is barely active in fibroblasts from Gaucher patients. Surprisingly, GBA2 also shows
reduced activity in cells from Gaucher patients. c. The GBAT activity in CRISPR/Cas9-generated GBA2-deficient cells re-

mains unchanged. Ctrl: Control, def.: deficient.

Abbildung 2. a. Ein Fluoreszenz-basiertes in vitro-Assay erlaubt die gleichzeitige Messung der Aktivitéiten von GBA1
und GBA2. b. Aufgrund eines genetischen Defekts ist GBA1 in Fibroblasten von Gaucher-Patienten kaum aktiv.
Uberraschenderweise weist GBA2 ebenfalls eine reduzierte Aktivitdit in Zellen von Gaucher-Patienten auf. c. Die GBA1-
Aktivitdt in CRISPR/Cas9-generierten GBA2-defizienten Zellen bleibt unverdndert. Ctrl: Kontrolle, def.: defizient.

manifestations of Gaucher disease, however, are Defekte aus und sterben fiir gewohnlich innerhalb
poorly understood and, for now, remain enigmatic. der ersten zwei bis drei Lebensjahre [4] [5]. Typ

lll, die subakute Form der Erkrankung, geht mit
To understand the cellular processes occurring Symptomen einher, die bei Morbus Gaucher
due to the accumulation of GlcCer in Gaucher Typ | und Typ Il auftreten, und stellt somit einen
disease, we set out to investigate the role of GBA2, Zwischentyp dar [6]. Die molekularen Signalwege,
the second beta-glucosidase. GBA2 also cleaves die diesen vollig unterschiedlichen Auspragungen
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GlcCer to glucose and ceramide, but, unlike GBAT1,
is located at the cytosolic side of the Golgi and ER
(Figure 1a) [7]. Therefore, GBA2 represents a second
cellular pathway besides GBA1 to break down
GlcCer. Its function and role in GlcCer metabolism,
however, are poorly understood. To analyze whether
GBAZ2 is involved in Gaucher disease, we used our
fluorescence-based in vitro assay that allows to
measure the enzymatic activity of GBA1 and GBA2
at the same time (Figure 2a) [7]. We used dermal
fibroblasts from patients suffering from Gaucher
disease to study the activities of both enzymes
and, as expected, saw that GBA1 was barely active
in these cells. But, to our surprise, the GBA2 activity
was also reduced in the patient samples compared
to the healthy controls (Figure 2b). We repeated
our experiments using embryonic fibroblasts from
GBA1-deficient mice and CRISPR/Cas9-generated
GBA1-deficient cells and always observed the
same phenomenon: In the absence of GBA1, GBA2
activity was reduced. As a control, we determined
the GBA1 activity in GBA2-deficient cells generated
via CRISPR/Cas9; however, in the absence of
GBA2 activity, the GBA1 activity remained largely
unchanged (Figure 2c). From these surprising
results we concluded that the GBA2 activity is
down-regulated in cells in the absence of GBA1
activity, but not vice versa.

The chase begins

To gain mechanistic insight how GBA1 controls the
activity of GBA2, we analyzed whether blocking
GBAT1 activity would be sufficient to reduce the
activity of GBA2. We incubated control human
fibroblasts with the GBA1-specific blocker CBE,
which dramatically reduced the GBA1 activity. As
consequence, the GBA2 activity was diminished
down to ~39%. This effect was not only detectable
in cell culture, but also in mice in vivo: Injection of
control mice with different amounts of CBE resulted
in a maximal block of GBA1 activity and, again, in a
significant reduction in GBA2 activity. These results
confirmed that blocking GBA1 activity is sufficient
to reduce GBA2 activity. Since neither GBA2 mRNA
nor protein expression were changed in GBA1-
deficient cells, we concluded that the reduction in
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von Morbus Gaucher zugrunde liegen, versteht
man jedoch bislang kaum und sie bleiben vorerst
ratselhaft.

UmdiezelluldrenProzessezuverstehen,dieaufgrund
der Ansammlung von GlcCer bei Morbus Gaucher
auftreten, begannen wir die Rolle von GBA2, der
zweiten beta-Glucosidase, zu untersuchen. GBA2
spaltet ebenfalls GlcCer zu Glucose und Ceramid,
befindet sich aber im Gegensatz zu GBA1 auf der
zytosolischen Seite des Golgi-Apparates und des ER
(Abbildung 1a) [7]. Damit stellt die GBA2 also einen
zweiten zelluldren Signalweg neben GBA1 fir die
Spaltung von GlcCer dar. Ihre Funktion und Rolle im
GlcCer-Metabolismus versteht man bislang jedoch
kaum. Um herauszufinden, ob GBA2 an Morbus
Gaucher beteiligt ist, setzten wir unser Fluoreszenz-
basiertes in vitro-Assay ein, das die gleichzeitige
Messung der enzymatischen Aktivitdit von GBA1
und GBA2 ermdglicht (Abbildung 2a) [7]. Fir die
Untersuchung der Aktivitditen beider Enzyme
nutzten wir dermale Fibroblasten von Patienten mit
Morbus Gaucher und stellten wie erwartet fest, dass
GBAT1 in diesen Zellen kaum aktiv war. Zu unserer
Uberraschung war die GBA2-Aktivitit bei den
Patientenproben im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen jedoch ebenfalls reduziert (Abbildung
2b). Wir wiederholten unsere Experimente mit
embryonalen Fibroblasten aus GBA1-defizienten
Mausen und CRISPR/Cas9-generierten GBAT-
defizienten Zellen und beobachteten stets dasselbe
Phanomen: In Abwesenheit von GBA1 war die
GBA2-Aktivitat reduziert. Als Kontrolle bestimmten
wir die GBAT-Aktivitdit GBA2-defizienter, mittels
CRISPR/Cas9 generierter Zellen; in Abwesenheit
der GBA2-Aktivitat blieb die GBA1-Aktivitat jedoch
im Wesentlichen unverandert (Abbildung 2c). Aus
diesen Uberraschenden Ergebnissen schlossen wir,
dass die GBA2-Aktivitdt in Abwesenheit der GBA1-
Aktivitat in Zellen herunterreguliert wird, dies aber
umgekehrt nicht der Fall ist.

Um einen Einblick in den Mechanismus der
Steuerung der GBA2-Aktivitdit durch GBAT1 zu
gewinnen, untersuchten wir, ob eine Blockade
der GBA1-Aktivitat genligt, um die GBA2-
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Figure 3. In Gaucher cells, accumulating GlcCer and GlcSph spill over into the cytoplasm and become a substrate for

GBA2. In both cases, cytotoxic sphingosine is released. To avoid this scenario, cells might have developed a mechanism

to inhibit GBA2.

Abbildung 3. In Gaucher-Zellen gelangen sich anreicherndes GlcCer und GlcSph in das Zytoplasma und werden zu einem

Substrat fiir die GBA2. In beiden Fdllen wird zytotoxisches Sphingosin freigesetzt. Um dieses Szenario zu vermeiden,

kénnten Zellen einen Mechanismus zur GBA2-Inhibition entwickelt haben.

GBA2 activity was likely due to the GBA1-dependent
accumulation of GlcCer in the lysosomes of Gaucher
cells.

Behind the scenes: Who is the manipulator?

However, loss of active GBA1 in Gaucher disease
does not only result in accumulation of GlcCer
in the lysosome, but also of the sphingolipid
glucosylsphingosine (GlcSph). It has been proposed
that during Gaucher disease, GlcCer and GlcSph
spill-over into the cytoplasm, thereby becoming
substrates for GBA2. GBA2 degrades GlcCer and
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Aktivitat zu reduzieren. Hierflr inkubierten wir
als Kontrolle menschliche Fibroblasten mit dem
GBA1-spezifischen Blocker CBE, der die GBA1-
Aktivitat drastisch reduzierte. Als Folge sank die
GBA2-Aktivitat auf etwa 39 %. Diese Auswirkung
war nicht nur in der Zellkultur, sondern auch bei
Mausen in vivo nachweisbar: Kontrollmause, denen
unterschiedliche Mengen CBE injiziert worden
waren, wiesen eine maximale Blockade der GBA1-
Aktivitat und erneut eine signifikante Reduktion der
GBA2-Aktivitat auf. Diese Ergebnisse bestdtigten,
dass eine Blockade der GBA1-Aktivitat gentigt, um
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Figure 4. a. Sphingosine reduces the GBA2 activity in control cells and GBAT1-deficient cells. b. Carmofur prevents the
release of cytotoxic sphingosine by blocking ceramidase. Reduction of sphingosine by Carmofur reverses the inhibition
of GBA2 in GBA1-deficient cells.

Abbildung 4. a. Sphingosin reduziert die GBA2-Aktivitdit in Kontrollzellen und GBA1-defizienten Zellen. b. Carmofur
verhindert die Freisetzung von zytotoxischem Sphingosin durch Blockade der Ceramidase. Die Reduktion von Sphingosin

durch Carmofur hebt die Inhibition von GBA2 in GBA1-defizienten Zellen auf.

GlcSph to glucose and ceramide or sphingosine,
respectively (Figure 3). We determined the level
of sphingosine in control and GBAT1-deficient
fibroblasts and found the sphingosine level to be
elevated in cells from Gaucher disease patients.
However, sphingosine is very cytotoxic. Thus, we
hypothesized that cells accumulating GlcCer and
GlcSph, due to a loss of GBA1 activity, might have
developed a mechanism, whereby GBA2 activity
is diminished to avoid a cytotoxic accumulation of
sphingosine. Therefore, the simplest scenario that
came to our minds was a direct regulation of GBA2
activity by the cytotoxic metabolite sphingosine.

To test this hypothesis, we first analyzed whether
the GBA2 activity is sensitive to sphingosine.
Incubation of cells stably over-expressing GBA2
with low micromolar amounts of sphingosine
significantly reduced the activities of both,
GBA1 and GBA2. However, this experimental set
up does not allow to conclude whether both,
GBA1 and GBA2 are sensitive to sphingosine,
since a sphingosine-dependent reduction of
GBA1 activity would be sufficient to reduce
GBA2 activity. To study the effect of sphingosine
on GBA2 in a GBA1l-independent manner, we

die GBA2-Aktivitdt zu reduzieren. Da weder die
GBA2-mRNA- noch die Proteinexpression in GBA1-
defizienten Zellen verdandert waren, schlossen
wir, dass die Reduktion der GBA2-Aktivitat
wahrscheinlich  Folge der GBATl-abhdngigen
Ansammlung von GlcCer in den Lysosomen von
Gaucher-Zellen ist.

Hinter den Kulissen: Wer ist verantwortlich?

Der Verlust der GBA1 bei Morbus Gaucher fiihrt
nicht nur zu einer Ansammlung von GlcCer,
sondern auch von Glucosylsphingosin (GlcSph) im
Lysosom. Man nimmt an, dass GlcCer und GlcSph
bei Morbus Gaucher in das Zytoplasma gelangen
und hier zu Substraten fiir die GBA2 werden. GBA2
spaltet GlcCer und GlcSph zu Glucose und Ceramid
bzw. Sphingosin auf (Abbildung 3). Wir bestimmten
die Sphingosinkonzentration in Kontroll- und
GBA1-defizienten Fibroblasten und stellten fest,
dass die Sphingosinkonzentration in Zellen von
Morbus Gaucher-Patienten erhéht war. Sphingosin
ist jedoch extrem zytotoxisch. Wir stellten daher die
Hypothese auf, dass Zellen, in denen sich GlcCer und
GlcSph aufgrund eines Verlustes der GBA1-Aktivitat
ansammeln, einen Mechanismus entwickelt haben
konnten, mit dessen Hilfe die GBA2-Aktivitat
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Figure 5.a.Sphingosine inhibits GBA2 in bacterial lysates with an IC50 of 25.0 + 0.2 uM. b. Diluting the sphingosine con-
centration after pre-incubation fully recovers the activity of GBA2.

Abbildung 5. a. Sphingosin inhibiert GBA2 in Bakterienlysaten mit einer IC50 von 25,0 + 0,2 uM. b. Durch Verdiinnung
der Sphingosinkonzentration nach Vorinkubation wird die GBA2-Aktivitdit vollstdndig wiederhergestellt.

repeated the same experiment with embryonal
fibroblasts from GBA1-deficient mice, where
sphingosine treatment indeed further reduced
the GBA2 activity compared to the non-treated
samples (Figure 4a). Thus, we concluded that the
activity of GBA2 is sensitive to sphingosine. As a
control and to determine whether decreasing the
levels of sphingosine reverses the inhibition of
GBA2 activity, we incubated control and GBA1-
deficient cells with the ceramidase inhibitor
Carmofur (Figure 4b). In the presence of Carmofur,
ceramide levels were increased, whereas levels
of sphingobases like sphingosine were reduced.
In control cells, Carmofur had no effect on GBA2
activity, whereas in GBA1-deficient cells, where
GBA2 activity is reduced, the inhibition was
reversed in the presence of Carmofur (Fig 4c).
Heureka!

To further investigate whether sphingosine exerts
a direct effect on GBA2 or whether other cellular
components indirectly mediate the inhibition
of sphingosine on GBA2 activity, we expressed
mMGBA2 in bacteria. We assayed the dose-response
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verringert wird, um eine zytotoxische Ansammlung
von Sphingosin zu vermeiden. Das einfachste
Szenario, das uns in den Sinn kam, war daher eine
direkte Regulierung der GBA2-Aktivitat durch den
zytotoxischen Metaboliten Sphingosin.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese untersuchten
wir zundchst, ob die GBA2-Aktivitdit durch
Sphingosin beeinflussbar ist. Die Inkubation von
Zellen, die eine stabile GBA2-Uberexpression
aufwiesen, mit geringen mikromolaren Mengen
Sphingosin reduzierte die Aktivitat von GBA1 und
GBA2 signifikant. Dieser Versuchsaufbau erlaubt
jedoch keine Rickschlisse darauf, ob sowohl
GBA1 als auch GBA2 durch Sphingosin inhibiert
werden, da eine Sphingosin-abhangige Reduktion
der GBA1-Aktivitat gentigen wiirde, um die GBA2-
Aktivitat zu reduzieren. Um die Auswirkung von
Sphingosin auf die GBA2 GBA1-unabhdngig zu
untersuchen, wiederholten wir das Experiment mit
embryonalen Fibroblasten von GBA1-defizienten
Mausen, bei denen die Sphingosin-Behandlung
in der Tat zu einer weiteren Reduktion der GBA2-
Aktivitat im Vergleich zu den nicht-behandelten
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Figure 6. In Gaucher disease, accumulating GlcCer and GlcSph might be cleaved by GBA2 in the cytoplasm, by which

cytotoxic sphingosine is released. To avoid toxication, cells have developed a mechanism by which sphingosine directly

inhibits GBA2.

Abbildung 6. Bei Morbus Gaucher kénnen sich anreicherndes GlcCer und GlcSph durch GBA2 im Zytoplasma

aufgespalten werden, wodurch zytotoxisches Sphingosin freigesetzt wird. Um eine Vergiftung zu vermeiden, haben die

Zellen einen Mechanismus entwickelt, nach dem Sphingosin die GBA2 direkt inhibiert.

relationship of GBA2 for sphingosine in bacterial
lysates, where sphingosine reduced the GBA2
activity with an 1C50 of 25.0 + 0.2 uM (Figure 5a).
These results indicate that sphingosine directly
inhibits GBA2. We also studied whether other
sphingolipid metabolites are able to inhibit
GBA2 activity. Sphingosine-1-phosphate (S1P)
structurally differs from sphingosine, as it bears
a negatively charged phosphate head group.
S1P did not inhibit GBA2 activity, suggesting that
the presence of a phosphate group disturbs the
sphingosine-dependent inhibition of GBA2 activity.
However, sphingobases like sphinganine, which
is the saturated form of sphingosine, and FTY720,
which carries an octylphenyl group in its carbon tail,
also exhibit an inhibitory effect. Finally, we tested
whether the sphingosine-dependent block of GBA2
activity is reversible. We revealed that diluting the
sphingosine concentration after pre-incubation
fully recovers the activity of GBA2 (Figure 5b). These
results indicate that sphingosine reversibly blocks
GBA2 activity.

And the answer is... sphingosine!
In this study, we could provide new insights into

Proben flihrte (Abbildung 4a). Daraus schlossen
wir, dass die Aktivitat von GBA2 durch Sphingosin
verringert wird. Als Kontrolle und zur Bestimmung,
ob eine Abnahme der Sphingosin-Konzentration zu
einer Aufhebung der Inhibition der GBA2-Aktivitat
flhrt, inkubierten wir Kontroll- und GBA1-defiziente
Zellen mit dem Ceramidase-Inhibitor Carmofur
(Abbildung 4b). In Gegenwart von Carmofur
stieg die Ceramidkonzentration an, wohingegen
die Spiegel der Sphingobasen wie Sphingosin
sanken. In den Kontrollzellen hatte Carmofur keine
Auswirkung auf die GBA2-Aktivitdt, wohingegen
die Inhibition der GBA2 in GBA1-defizienten Zellen
in Gegenwart von Carmofur aufgehoben wurde
(Abbildung 4c). Heureka!

Zur weiteren Klarung der Frage, ob Sphingosin
direkte Auswirkungen auf GBA2 hat oder andere
Zellbestandteile die Inhibition von Sphingosin
bezliglich der GBA2-Aktivitat indirekt vermitteln,
haben wir rekombinantes mGBA2 in Bakterien
exprimiert. Wir analysierten die Dosis-Wirkungs-
Beziehung von GBA2 in Bezug auf Sphingosin in
Bakterienlysaten, wobei Sphingosin die GBA2-
Aktivitat mit einer IC50 von 25,0 + 0,2 uM reduzierte
37
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the regulation of GBA2 activity, in particular in
Gaucher disease. We demonstrate that GBA2
activity depends on GBA1 activity, but not vice
versa, and that this mechanism applies generally.
In conclusion, we reveal a sphingosine-dependent
regulation of GBA2 activity, which occurs in the
absence of GBA1 activity and might also occur in
Gaucher disease (Figure 6). Our results add a new
chapter to the understanding of the molecular
mechanism underlying Gaucher disease pathology,
presenting new ideas for the therapy of this severe
lysosomal storage disorder.

However, there are still a number of questions,
which need to be addressed: Why do the same
genetic defects and biochemical findings in
Gaucher disease cause such different clinical
pictures? What is the effect of GBA2 on the growth
and function of nerve cells? Is there a link between
the activity of GBA2 and the neurological disorders
that may be associated with Gaucher disease? Is
there a way to avoid the production of cytotoxic
metabolites like sphingosine without causing
other side effects? Thus, the mystery around the
enigmatic sphingosine continues.
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(Abbildung 5a). Diese Ergebnisse legen nahe,
dass Sphingosin die GBA2 direkt inhibiert. Wir
untersuchten zudem, ob andere Sphingolipid-
Metabolite die GBA2-Aktivitat inhibieren konnen.
Sphingosin-1-phosphat (S1P) unterscheidet sich
strukturell von Sphingosin, da es eine negativ
geladene Phosphat-Kopfgruppe aufweist. S1P
fuhrte nicht zu einer Inhibition der GBA2-Aktivitat,
was darauf deutet, dass die Gegenwart einer
Phosphatgruppe  die  Sphingosin-abhdngige
Inhibition der GBA2-Aktivitat stort. Sphingobasen
wie Sphinganin, die gesattigte Form des
Sphingosins, und FTY720, das eine Octylphenyl-
Gruppe an seiner Kohlenstoffkette aufweist,
besitzen jedoch ebenfalls eine inhibitorische
Wirkung. SchlieBlich untersuchten wir, ob die
Sphingosin-abhangige Blockade der GBA2-Aktivitat
reversibel ist. Wir zeigten, dass eine Verdiinnung der
Sphingosinkonzentration nach Vorinkubation zu
einer vollstandigen Wiederherstellung der GBA2-
Aktivitat fuhrt (Abbildung 5b). Diese Ergebnisse
legen nahe, dass Sphingosin die GBA2reversibel
blockiert.

Und die Antwort lautet... Sphingosin!

In dieser Studie konnten wir neue Einblicke in
die Regulierung der GBA2-Aktivitdat, vor allem
bei Morbus Gaucher, vermitteln. Wir belegen,
dass die GBA2-Aktivitdt von der GBA1-Aktivitat
abhangt, dies jedoch umgekehrt nicht der Fall ist,
und dass dieser Mechanismus allgemeingliltig ist.
Zusammenfassend offenbaren wir eine Sphingosin-
abhangige Regulierung der GBA2-Aktivitat, die in
Abwesenheit der GBA1 erfolgt und auch bei Morbus
Gaucher auftreten kann (Abbildung 6). Unsere
Ergebnisse fligen dem Verstandnis des molekularen
Mechanismus, welcher der Pathologie von Morbus
Gaucher zugrunde liegt, ein neues Kapitel hinzu
und prasentieren neue Ideen fiir die Therapie dieser
schweren lysosomalen Speichererkrankung.

Dennoch ist noch immer eine Reihe von Fragen
ungeklart:Warumresultieren dieselben genetischen
Defekte und biochemischen Befunde bei Morbus
Gaucher in so unterschiedlichen Krankheitsbildern?
Welche Auswirkung hat GBA2 auf das Wachstum
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und die Funktion von Nervenzellen? Gibt es
einen Zusammenhang zwischen der Aktivitat von
GBA2 und den mit Morbus Gaucher assoziierten
neurologischen Erkrankungen? Besteht eine
Méoglichkeit, die  Entstehung  zytotoxischer
Metabolite wie Sphingosin zu vermeiden, ohne
andere Nebenwirkungen hervorzurufen? Das
ratselhafte Sphingosin bleibt also geheimnisvoll.
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Tactile perception
in the computer brain

Der Tastsinn
im Computergehirn

Marcel Oberlaender | Max Planck Research Group: In Silico Brain Sciences

How are decisions formed in the brain?
Investigations on the rat nervous system show
that the basic principles of such complex processes
can be studied on detailed models of neuronal
networks. Novel techniques allow reconstructing
the structure of neurons after having studied
their function in living animals. By means of these
data, models of entire brain areas can be created.
By simulating neuronal activity patterns in these
anatomically detailed network models, we hope
to gain insight into how sensory information and
behaviors that arise from it are encoded in the brain.
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Wie entstehen Entscheidungen in unserem
Gehirn? Untersuchungen am Nervensystem
der Ratte zeigen, dass sich die Grundlagen
solch komplexer Prozesse an detailgetreuen
Modellen neuronaler Netzwerke studieren lassen.
Neue Methoden erlauben es, die Struktur von
Nervenzellen zu rekonstruieren, nachdem zuvor
deren Funktion am lebenden Tier untersucht
wurde. Aus diesen Daten konnen Modelle
ganzer Hirnareale erstellt werden. Mithilfe von
Computersimulationen neuronaler  Aktivitat
in diesen Netzwerkmodellen erhoffen wir uns



Our brain is continuously processing information. This
includes sensory information about our environment:
visual stimuli via our eyes, smells via our nose, noises
via our ears, and tactile signals via mechanical “tactile
sensors” beneath our skin. Furthermore, our brain
processes motor information about ourselves: in
which direction are we moving, or what is the position
of our sensory organs in relation to this direction? The
integration of this sensory and motor information in
the brain is considered to be the basis for the planning
and execution of our behavior, for example when
taking decisions. Can | wade through a stream? Or
would it be better to jump across it? Or would it be
better to carry on walking until reaching a bridge?

Figure 1. a. Rats can feel the width of a gap in complete
darkness with the aid of facial whiskers. Only the con-
tact by a single whisker is sufficient for the decision to
jump across the gap. b. For this purpose, the animals
actively move their whiskers backwards and forwards.
The resulting sensory information, combined with the
motor information about the location of the whisker, is
sufficient to determine the width of the gap.

Abbildung 1. a. Ratten kénnen bei vélliger Dunkelheit
die Breite eines Grabens mithilfe von Tasthaaren
erfiihlen. Die Beriihrung mit nur einem Tasthaar reicht
aus, um die Entscheidung zu treffen, den Graben zu
liberspringen. b. Die Tiere bewegen dazu aktiv ihre
Tasthaare vor und zuriick. Die sensorische Information
der Beriihrung, kombiniert mit der motorischen
Information, wo sich das Tasthaar zum Zeitpunkt
der Beriihrung befindet, reicht aus, um die Breite des
Grabens zu bestimmen.
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Erkenntnisse dariiber, wie Informationen im
Gehirn verarbeitet werden.

Unser Gehirn verarbeitet stédndig Informationen.
Zum einen sensorische Informationen ber unsere
Umwelt: Wir nehmen visuelle Reize Uber unsere
Augen wahr, Gerliche Uber die Nase, Gerausche liber
die Ohren, und taktile Signale Gber mechanische
JJastsensoren” unter unserer Haut. Zum anderen
motorische Informationen tber uns selbst: In welche
Richtung bewegen wir uns beziehungsweise wo
befinden sich unsere jeweiligen Sinnesorgane in
Bezug auf diese Richtung? Die Integration solch
sensorischer und motorischer Informationen im
Gehirn gilt als Grundlage fir die Planung und
Umsetzung unseres Verhalten, wie zum Beispiel dem
Treffen von Entscheidungen: Kann ich einen Bach
durchwaten? Sollte ich ihn besser Uberspringen?
Oder sollte ich doch lieber weitergehen und auf eine
Briicke warten?

Wir sind weit davon entfernt zu verstehen, wie
die Integration sensorischer und motorischer
Informationen in unserem Gehirn im Detail ablauft.
Noch weniger wissen wir, wie aus diesen Prozessen
ein Verhalten entsteht oder gar Entscheidungen
getroffen werden. Das grundlegende Problem
bei der Erforschung all dieser Prozesse ist es, dass
sich diese nur am lebenden, sich ,verhaltenden”
Gehirn studieren lassen. Des Weiteren lauft die
Informationsverarbeitung in vielen Hirnregionen
parallel ab. Diese Hirnregionen sind zudem
miteinander verbunden, und in jeder einzelnen
Region  sind  gleichzeitig  Tausende  von
Nervenzellen aktiv, die ihrerseits wiederum in
komplexen Netzwerken miteinander verbunden
sind. Idealerweise misste man daher all diese
Nervenzellen gleichzeitig beobachten und wissen,
wie sie miteinander verschaltet sind - innerhalb
der Hirnregionen und Uber sie hinweg. Dies ist
angesichts der groBen Ausdehnung der Netzwerke,
der gleichzeitig sehr kleinen Dimensionen
der  Nervenzellstrukturen und der hohen
Geschwindigkeit, mit der Informationen zwischen
den Zellen ausgetauscht werden, bis heute nur sehr
eingeschrankt moglich.
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Figure 2. a. Whiskers are arranged in five rows (A-
E) along the snout of the rat. In the somatosensory
cortex of the rat, each whisker is represented by special
networks, which are arranged in analogy with the
organization of the whiskers (black frame). b. Three-
dimensional reconstruction of the structures in the
somatosensory cortex of the rat which are associated
with the individual whiskers [6]. c. Cross-section
through the cortex reconstruction in Figure 2. b.

Abbildung 2. a. Tasthaare sind entlang der
Schnauze von Ratten in fiinf Reihen (A-E)
angeordnet. Jedes Tasthaar ist durch spezielle
Netzwerke im somatosensorischen Kortex der Ratte
reprdsentiert, welche analog zur Organisation der
Tasthaare angeordnet sind (schwarzer Rahmen).
b. Dreidimensionale  Rekonstruktion der mit
einzelnen  Tasthaaren  assoziierten  Strukturen
im somatosensorischen Kortex der Ratte [6].
¢. Querschnitt durch die Kortex-Rekonstruktion aus
Abbildung 2. b.

We are far away from understanding how the
integration of sensory and motor information in our
brain works in detail. We know even less about how
these processes give rise to a particular behavior or
how decisions are made. The fundamental problem
in the investigation of all these processes is that
they can only be studied on a living, “behaving”
brain. Furthermore, the information is processed
simultaneously in many regions of the brain.
These brain regions are connected with each
other, and thousands of nerve cells, connected
in complex networks, are simultaneously active
in each individual region. Ideally, all these nerve
cells must therefore be observed simultaneously
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Ein Teil zur Losung dieser Probleme liegt in der
Reduzierung ihrer Komplexitat. Es bietet sich deshalb
an, die Integration sensorischer und motorischer
Informationen - und das daraus entstehende
Verhalten - an Modellsystemen zu untersuchen,
die einfacher sind als das menschliche Gehirn. So
kdnnen zum Beispiel Ratten die Entscheidung
treffen, Uber einen etwa funf Zentimeter breiten
Graben zu springen (Abbildung 1), indem sie dessen
andere Seite mit Tasthaaren erfiihlen (Abbildung 2).
Dabei bewegen die Tiere ihre Tasthaare aktiv vor
und zuriick. Erreicht keines der Tasthaare die andere
Seite, verweigern die Ratten die Uberquerung des
Grabens. Daher ist die sensorische Information, die
der Entscheidungsfindung - Springen oder Bleiben?
—zugrunde liegt, auf den taktilen Reiz eines einzelnen
Sinnesorgans reduziert, also der Berlihrung eines
Tasthaars. Zugleich ist aber auch die interne
motorische Information reduziert: Wo befindet
sich das Tasthaar zum Zeitpunkt der Berlihrung?
Die Integration dieser beiden Informationen im
Gehirn sollte ausreichen, um die Breite des Grabens
zu bestimmen und somit die entsprechende
Verhaltensreaktion auszul6sen.

Ein Teil der Losung ist also, die Komplexitdat von
Verhalten und zugrundeliegender sensorischer
und motorischer Information auf ein Minimum
zu reduzieren. Ein zweiter Teil liegt darin, nicht
darauf angewiesen zu sein, die Verknlpfungs-
und Aktivitatsmuster aller Nervenzellen
gleichzeitig beobachten zu miussen. Wir haben
daher Methoden entwickelt, mit denen man die
komplette dreidimensionale Struktur einzelner
Nervenzellen rekonstruieren kann, nachdem deren
Aktivitatsmuster — zum Beispiel nach Beriihrung
eines Tasthaars — gemessen wurden. Die Messung
dieser Kombination von Struktur und Funktion vieler
Nervenzellen ldsst es dann zu, wiederkehrende
Muster in unterschiedlichen Experimenten und
Tieren zu erkennen. Dieser Ansatz erlaubte die
Identifizierung der zehn wesentlichen Typen
von Nervenzellen (Abbildung 3a) in dem mit
Tasthaaren assoziierten Bereich der GroBhirnrinde
- dem sogenannten somatosensorischen Kortex.
Nervenzellen eines Typs glichen sich nicht nur in
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Figure 3. a. Three-dimensional reconstruction of the structure of individual nerve cells, whose activity was measured in
a living animal. The structures in red represent the dendrites by which nerve cells receive signals from other nerve cells.
The multi-coloured structures represent the axon of the particular cell, via which signals are transmitted to other nerve
cells. Each reconstruction stands for one of the ten major nerve cell types in the somatosensory cortex of the rat [4].
b. Three-dimensional detailed model of the rat’s somatosensory cortex [4]. From left to right: Model of the cortex geo-
metry [6]; the distribution of all cell bodies, coloured according to type [5]; the distribution of all dendrites, coloured
according to type [3]; the distribution of all axons of two exemplary types (green: inhibiting cells in layer 4, black: from
cells in the thalamus.) [7].

Abbildung 3. a. Dreidimensionale Rekonstruktion der Struktur einzelner Nervenzellen, deren jeweilige Aktivitdt im
lebenden Tier gemessen wurde. Die rot gefdirbten Strukturen repréisentieren die Dendriten, entlang welcher Nervenzellen
Signale von anderen Nervenzellen empfangen. Die bunt gefdrbten Strukturen reprdsentieren das Axon der jeweiligen
Zelle, liber welches Signale zu andern Nervenzellen weitergeleitet werden. Jede Rekonstruktion steht beispielhaft
fiir einen der zehn wesentlichen Nervenzelltypen im somatosensorischen Kortex der Ratte [3]. b. Dreidimensionales
detailliertes Modell des somatosensorischen Kortex der Ratte [4]. Von links nach rechts: Modell der Kortex-Geometrie
[6]; der Verteilung aller Zellkérper, eingeféirbt nach Typ [5]; der Verteilung aller Dendriten, eingefdrbt nach Typ [3]; der
Verteilung aller Axone zweier exemplarischer Typen (griin: hemmende Zellen in Schicht 4, schwarz: anregenden Zellen
im Thalamus) [7].

and one needs to know how they are connected
to each other - within the regions of the brain
and beyond. This is still only possible to a limited
extent, due to the large network area, the small
dimensions of nerve cell structures, and the high-
speed information exchange between the cells.

To solve these problemes, it is essential to reduce
complexity. Therefore, we focus on model systems
that are simpler than the human brain. Rats, for
example, can decide whether to jump across a
gap around five centimeters in width (Figure 1) by

ihrer Position und Struktur, sondern auch darin, wie
sie mit anderen Nervenzellen verknipft sind und
welche Aktivitat sie nach sensorischer Reizung der
Tasthaare zeigen.

Mithilfe dieser Erkenntnisse liber wichtige Prinzipien
der Zusammenhadnge zwischen Struktur, Funktion
und Verknipfungen von Nervenzellen ist es
uns gelungen, diese Messdaten zu digitalisieren
und daraus ein detailgetreues Computermodell
des somatosensorischen Kortex der Ratte zu
erstellen (Abbildung 3b). Es besteht aus etwa
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sensing the other side with their facial whiskers
(Figure 2). The animals do this by actively moving
these tactile sensors backwards and forwards. If
none of the whiskers reaches across to the other
side, the rats refuse to cross the gap. The sensory
information which forms the basis of the decision-
making - to jump or not to jump? - is therefore
reduced to the tactile stimulus of one single sensory
organ, i.e. the contact of a whisker. At the same
time, the internal motor information is also reduced
to where the whisker is located during the contact.
The integration of these two pieces of information
in the brain should be sufficient to determine the
width of the gap and thus trigger the behavior.

Part of the solution is therefore to reduce the
complexity of behavior and the corresponding
sensory and motor information to a minimum.
Secondly, it would be useful to observe all nerve
cells involved simultaneously. We have therefore
developed methods whereby the complete three-
dimensional structure of individual nerve cells can
be reconstructed after their activity patterns have
been measured. Measuring this combination of
structure and function for a large number of nerve
cells then enables us to recognize generalizable
patterns in different experiments and animals.
This approach has made it possible to identify
ten essential types of nerve cells (Figure 3a) in the
region of the cerebral cortex associated with facial
whiskers — the so-called somatosensory cortex.
Nerve cells of one type resembled each other not
only in position and structure, but also in how they
are connected with other nerve cells and how they
react to the sensory stimulus.

With the aid of these findings on important
principles of the relationships between structure,
function and neural connections we have
succeeded in digitising these measurement
data and creating a computer model of the rat’s
somatosensory cortex (Figure 3b). The model
consists of around 500,000 nerve cells which
have approximately 5,000,000,000 synaptic
contacts. This model reproduces not only the
curved geometry of the cortex with its different
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500.000 Nervenzellen, die wiederum durch etwa
5.000.000.000 sogenannte synaptische Kontakte
miteinander verbunden sind. Dieses Modell
reproduziert nicht nur die gekrimmte und
unterschiedlich dicke Geometrie des Kortex sowie
die Anzahl und Verteilung aller Nervenzellen in dieser
Hirnregion, sondern auch vielfaltigste Messungen
beziiglich der Verschaltungsmuster zwischen den
jeweiligen Nervenzelltypen.

Dieses anatomisch detaillierte Modell einer
ganzen Region des Kortex erdffnet einzigartige
Méoglichkeiten, um die Zusammenhange von Struktur
und Funktion neuronaler Netzwerke zu erforschen.
So kénnen die Nervenzellen im Modell mit den zuvor
gemessenen Aktivitatsmustern animiert werden. Der
Traum, alle Nervenzellen gleichzeitig beobachten
zu konnen und ihr Zusammenspiel in komplexen
Netzwerken zu begreifen, rlickt somit ein Stlick
naher. In ersten Studien konnten Aktivitatsmuster im
Computermodellsimuliertwerden, wie siezuvor nach
Berlihrung einzelner Tasthaare gemessen wurden [1,
2]. Die Reproduktion dieser Aktivitatsmuster erlaubt
es nun, mogliche Mechanismen zu erforschen, die
der Informationsverarbeitung zugrunde liegen.
So kénnen im Modell bestimmte Mechanismen
blockiert werden. Simulationen unter diesen
geanderten Bedingungen ergeben Vorhersagen, wie
sich Aktivitdtsmuster im lebenden Tier verandern
sollten, wenn dort dieselben Mechanismen blockiert
werden. Die Uberpriifung der Vorhersagen am
lebendenTiererlaubtdann Einblickein Mechanismen
der neuronalen Informationsverarbeitung, die mit
konventionellen experimentellen Ansdtzen nur
schwer zu erreichen sind.

Ausblick

Die beschriebenen Methoden, Modelle und
Ergebnisse sind weit davon entfernt, endgltige
Antworten auf die oben aufgeworfenen Fragen zu
geben. Nichtsdestotrotz eroffnet dieser Ansatz neue
Maoglichkeiten, das Zusammenspiel vieler Parameter
zu studieren, welche gleichzeitig die Aktivitat
einer Nervenzelle bestimmen und beeinflussen —
angefangen von zelluldren Eigenschaften bis hin zu
synaptischenVerschaltungsmustern. Diesermoglicht



thicknesses, and the number and distribution
of all nerve cells in this brain region, but also a
large variety of measurements regarding the
connection patterns between the particular types
of nerve cells.

This anatomically detailed model of a whole region
of the cortex enables us to study the structure-
function relationship of neural networks in a novel
way. The nerve cells in the model can be stimulated
with the previously measured activity patterns, for
example. The dream of observing all nerve cells
simultaneously and to understand their interaction
in complex networks is thus getting closer. In initial
studies, it has been possible to simulate activity
patternsinthe computer model like those measured
previously after tactile input [1, 2]. Reproducing
these activity patterns now allows us to investigate
possible mechanisms which form the basis of
information processing. Certain mechanisms can
be blocked in the model. Simulations under these
modified conditions provide predictions as to how
activity patterns in the living animal should change
when the same mechanisms are blocked there.
Checking the predictions on the living animal then
provides insights into mechanisms of neuronal
information processing which are difficult toachieve
with conventional experimental approaches.

Outlook

The methods, models and results described here
are still far away from providing final answers to
the questions above. Nevertheless, they provide
a new approach to study the interplay of many
parameters, which determine and influence the
activity of a nerve cell — from cellular properties
to synaptic connection patterns. This enables us
to make testable predictions. For the next few
years, we aim to identify all regions of the brain,
which are associated with the movement and
sensing of a whisker, and expanding the existing
computer model of the somatosensory cortex by
these brain regions. This project is supported by
the European Research Council. In the long-term,
this approach should allow simulations, which
come very close to the situation of the rat at a gap.
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es den Forschern, Uberpriifbare Vorhersagen zu
machen. Wir haben uns fiir die nachsten Jahre zum
Ziel gesetzt, alle Hirnregionen, die mit der Bewegung
und Berlihrung eines Tasthaares assoziiert sind,
zu identifizieren und das bereits bestehende
Computermodell des somatosensorischen Kortex
um diese Hirnregionen zu erweitern. Dieses Projekt
wird vom European Research Council unterstiitzt.
Langfristig sollte dieses Vorgehen Simulationen
erlauben, die der Situation einer Ratte am Graben
sehr nahe kommen. Darlber hinaus wird die
beschriebene  Kombination von Experiment,
Netzwerkrekonstruktion und Simulation helfen,
GesetzmalBigkeiten zu beschreiben, die Uber die
Grenzen des Modellsystems hinaus Gultigkeit haben
und so zum Verstandnis des menschlichen Gehirns
beitragen.
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How fruit flies navigate

Wie Fruchtfliegen navigieren

Johannes Seelig | Max Planck Research Group: Neural Circuits

Fruit flies solve complex behavioral tasks with a
small brain of only about 100 000 neurons. Many
of the behavioral problems that the fly faces are
similar to those any other animal encounters. Flies
navigate for example in a multisensory world to
find food sources or avoid predators by integrating
sensory cues with information about their internal
state.

Many of the molecular building blocks of the
nervous system of the fly, such as the different

neurotransmitter systems, are evolutionarily
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Fruchtfliegen [6sen komplexe Verhaltensaufgaben
mit einem kleinen Gehirn aus nur etwa 100.000
Neuronen. Viele Verhaltensprobleme, denen sich
die Fliege gegeniibersieht, treten in ahnlicher
Weise auch bei allen anderen Tieren auf. Fliegen
navigieren, zum Beispiel um Nahrungsquellen zu
finden, indem sie multisensorische Signale aus der
Umgebung mit Informationen Uber ihren inneren
Zustand vernetzen.

Viele der molekularen Bausteine des Nervensys-
tems der Fliege, zum Beispiel die verschiedenen



conserved and shared with those of vertebrates.
Overall, an estimated 60% of genes are conserved
between humans and flies. Given the similar
behavioral challenges as well as the similar
molecular constituents, finding similarities at
the level of neural circuits would not be entirely
surprising.

The fly brain is very compact: there are only a
few synapses between sensory input and motor
output, permitting a comprehensive investigation
of the networks that integrate and transform
sensory and motor signals. While there are other
animals with similarly small nervous systems, the
tractability of the fly brain stems not primarily from
its low numerical complexity, but mostly from its
genetic accessibility. The ease with which genetic
manipulations can be carried out in the fly have
led to the production of a large number of fly lines
that allow access to well defined populations of
neurons throughout the brain. These lines allow the
reproducible labeling of small, genetically defined,
populations of neurons. With these lines the same
population of neurons can be studied using an array
of different techniques: structural information from
light or electron microscopy can be combined with
functional data from calcium imaging, patch clamp
recordings or optogenetic stimulation combined
with behavioral assays. The goal of studying neural
circuits in the fly is to find principles of neural circuit
function that will contribute to our understanding
of the nervous system across species.

The head direction system in the fly brain

During my postdoc in Vivek Jayaraman’s lab at
the Janelia Research Campus we developed an
experimental framework (Figure 1a, b) that enabled
us to monitor neural activity in populations of
identified neurons throughout the brain of fruit
flies during visually guided behavior in a virtual
reality arena [1-3]. With this setup neural recordings
as well as optogenetic manipulations at subcellular
resolution can be combined with behavioral
experiments in head-fixed animals. To this end flies
are inserted into a holder that allows them to freely
move their wings and legs and at the same time the
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Transmittersysteme, entsprechen denen von Wir-
beltieren. Insgesamt finden sich zu geschatzten
60 % der Gene von Menschen Entsprechungen bei
der Fliege. Angesichts dessen, dass sich sowohl die
das Verhalten betreffenden Herausforderungen als
auch die molekularen Bausteine dhneln, ist es nicht
Uberraschend, dass sich auch auf der Ebene der
neuronalen Schaltkreise Ahnlichkeiten finden.

Das Fliegengehirn ist sehr kompakt: Es liegen nur
wenige Synapsen zwischen dem Eingang von Sin-
nesreizen und deren Ubersetzung in eine motori-
sche Antwort, was eine umfassende Erforschung
der Netzwerke, die sensorische und motorische
Signale vernetzen und umwandeln, erlaubt. Zwar
haben auch andere Tiere dhnlich kleine Nerven-
systeme, die Erforschbarkeit des Fliegengehirns
resultiert jedoch nicht nur aus seiner geringen
numerischen Komplexitat, sondern vor allem aus
seiner genetischen Zuganglichkeit. Die Tatsache,
dass bei der Fliege relativ einfach genetische Ma-
nipulationen vorgenommen werden kénnen, hat
zur Erzeugung einer grof3en Anzahl von Fliegenli-
nien gefiihrt, mit deren Hilfe Gberall im Gehirn ge-
nau definierte Neuronenpopulationen angesteuert
werden kdnnen. Diese Linien ermoéglichen die re-
produzierbare Markierung kleiner, genetisch de-
finierter Neuronenpopulationen, so dass sich die-
selben Nervenzellen mit verschiedenen Techniken
untersuchen lassen: Strukturelle Informationen aus
der Licht- oder Elektronenmikroskopie kénnen mit
funktionellen Daten aus der Kalzium-Bildgebung
kombiniert werden, Ergebnisse der Patch-Clamp
Methode oder der optogenetischen Stimulation
lassen sich mit Verhaltenstests verknipfen. Ziel die-
ser Untersuchung bei der Fliege ist es, allgemeine
Grundprinzipien der Funktionsweise neuronaler
Schaltkreise zu erforschen und so unser Verstandnis
des Nervensystems zu verbessern.

Das Kopfrichtungssystem im Fliegengehirn

Wahrend meiner Postdoc-Zeit in Vivek Jayaramans
Labor am Janelia Research Campus entwickelten wir
einen Versuchsaufbau (Abbildung 1a, b), mit dessen
Hilfe wir die neuronale Aktivitdt in Populationen
identifizierter Neuronen im Gehirn von Fruchtflie-
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Figure 1.a. Holder which positions the fly in the virtual reality setup under the microscope.

b. Schematic of a fly walking on an air supported ball.

Abbildung 1. a. Halterung, in der die Fliege im Virtual Reality-Versuchsaufbau unter dem Mikroskop positioniert wird.

b. Schematische Darstellung einer Fliege, die sich auf einem luftgelagerten Ball fortbewegt.

head capsule of the fly is opened and the brain is
accessed with a microscope.

We used this preparation to investigate neural
circuits in the central complex (Figure 2a), a highly
structured recurrent network in the center of the
fly brain. In this structure, we identified subsets
of neurons that represent visual features across
the fly’s field of view. The receptive fields of these
so called ring neurons share characteristics with
simple cells in the mammalian visual cortex [3],
such as excitatory and inhibitory subfields as well
as orientation tuning. These characteristics are
thought to be ideally suited to efficiently extract
behaviorally relevant information from a visual
scene. Different genetically identified classes of
these ring neurons represent different parts of the
fly's field of view and together tile the fly’s visual
space. At the same time, the dendrites of ring
neurons arborize in different areas of a glomerular
structure associated with the central complex
(the so called lateral triangle) in a retinotopic
fashion. From this dendritic retinotopic map the
ring neurons project with their ring shaped axons

50 Annual Report 2016 | Jahresbericht 2016

gen wahrend visuell gesteuerter Verhaltensweisen
in einer virtuellen Realitdt beobachten konnten
[1-3]. Mit diesem Versuchsaufbau kénnen Aufnah-
men neuronaler Aktivitdit sowie optogenetische
Manipulationen mit subzelluldrer Auflésung mit Ver-
haltensexperimenten kombiniert werden. Zu diesem
Zweck werden die Fliegen in einer Halterung positi-
oniert, in der sie ihre Fliigel und Beine frei bewegen
konnen, dann wird die Kopfkapsel der Fliege geoff-
net und das Gehirn mit einem Mikroskop untersucht.

Mit Hilfe dieses Aufbaus untersuchten wir neuronale
Schaltkreise im Zentralkomplex (Abbildung 2a),
einem hochstrukturierten Netzwerk in der Mitte
des Fliegengehirns. In dieser Struktur identifizierten
wir Neuronenuntergruppen, die visuelle Merkmale
im Gesichtsfeld der Fliege abbilden. Die rezeptiven
Felder dieser sogenannten Ringneuronen weisen
Eigenschaften auf, wie sie auch bei Zellen im
visuellen Cortex von Sdugetieren auftreten [3], zum
Beispiel exzitatorische und inhibitorische Subfelder
und Empfindlichkeit gegeniliber der Orientierung
von Linien. Solche rezeptiven Felder eignen sich
fur die effiziente Extraktion verhaltensrelevanter
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visual system

Ellipsoid body

visual system

Protocerebral bridge

Figure 2. a.Schematic of the fly brain with central complex. b. Wedge neurons (representing heading direction) in the cent-

ral complex (green), Scale Bar 20 um. c. Schematic of wedge neurons in the ellipsoid body and neighboring brain areas.

Abbildung 2. a. Schematische Darstellung des Fliegengehirns mit dem Zentralkomplex. b. Keilneuronen (welche die

Bewegungsrichtung abbilden) im Zentralkomplex (griin), MaB3stabsbalken 20 um. c. Schematische Darstellung von

Keilneuronen im Ellipsoidkérper und benachbarten Hirnarealen.

to a structure called the ellipsoid body, a toroidal
neuropil in the center of the fly brain (Figure 2a, b).

There, the ring neurons intersect with a second
class of neurons, the so called wedge neurons
(Figure 2b, c). The dendrites of these wedge
neurons together tile the ellipsoid body
(Figure 2c). We found that these wedge neurons play
arole in spatial orientation and orientation memory
similar to mammalian head direction cells [4].

Informationen aus der Umgebung. Verschiedene
genetisch identifizierte Klassen dieser Ringneuronen
bilden unterschiedliche Teile des Gesichtsfeldes
der Fliege ab, wobei sie zusammen das gesamte
Gesichtsfeld abdecken. Gleichzeitig verzweigen
sich die Dendriten der Ringneuronen in einer mit
dem Zentralkomplex assoziierten glomeruldren
Struktur. Dort bilden sie eine Art Karte, aus der die
Ringneuronen mit ihren ringférmigen Axonen zu
einer als Ellipsoidkorper bezeichneten Struktur
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Figure 3. a. Calcium images of wedge neurons in the brain of a fly walking in a virtual reality setup together with the
position of the pattern on the display (corresponding to the fly’s walking direction in virtual reality).
b. Extracting a population vector average which encodes the direction in which the fly is walking.

¢. Comparison of a prediction of the fly’s virtual walking direction based on imaging data and actual pattern position.
d.Same as c for a fly walking and standing in darkness.

Abbildung 3. a. Kalzium-Imaging-Aufnahmen von Keilneuronen im Gehirn einer sich in einem Virtual Reality-Versuchsaufbau
fortbewegenden Fliege zusammen mit der Position des Musters auf dem Display (entsprechend der Laufrichtung der Fliege in
der virtuellen Realitdit). b. Extraktion eines Populationsvektordurchschnitts, der die Richtung, in welche die Fliege Iéiuft, codiert.
c. Vergleich der Vorhersage der Laufrichtung der Fliege in der virtuellen Realitdt auf der Grundlage von Bildgebungsdaten und
der tatscchlichen Musterposition. d. Wie c bei einer sich im Dunkeln fortbewegenden bzw. sich nicht fortbewegenden Fliege.
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Head direction cells integrate visual and self
motion cues for representing an animal’s heading.
Using two-photon calcium imaging in Drosophila
melanogaster walking in a virtual reality arena we
demonstrated that visual and self-motion cues are
combined in these wedge neurons. This neural
population encodes the fly’s walking direction
relative to its environment (Figure 3a-c), tracking
visual landmarks when available and relying on
self-motion cues in darkness (Figure 3d). When
the animal is stationary, a representation of its
orientation is maintained through persistent
activity (Figure 3d), a potential substrate for short-
term orientation memory. Both the function
and anatomical arrangement of this network are
reminiscent of ring attractor models for head
direction systems as originally developed for the
mammalian system.

Functional circuit mechanisms in the head
direction system

What can we learn from this system in the fly? The
function and structure of this circuit is intriguingly
similar to basic computational models that have
been proposed for the description of much
larger navigational systems in the mammalian
brain. The fly brain seems to offer a compact and
comprehensively accessible implementation of a
more broadly relevant network motif. While several
different architectures have been proposed in
theoretical works, itis notknown on what theoretical
grounds these different implementations could
be distinguished. In the fly, we now have a
system where we can study a specific biophysical
implementation of the ring attractor network.
As a first step towards elucidating the specific
circuit mechanisms which underlie the directional
encoding in the fly, we addressed the question of
how the head direction signal is updated in concert
with the animal’s turning activity.

In this context we found a cell type that intersects
with ring neurons as well as wedge neurons [5]. In
the ellipsoid body itself the arborization pattern of
these neurons is similar to that of wedge neurons.
Outside the ellipsoid body these neurons project to
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- einem toroidalen Neuropil im Zentrum des
Fliegengehirns — projizieren (Abbildung 2a, b).

Dort iberschneiden sich die Ringneuronen mit ei-
ner zweiten Klasse von Neuronen, den sogenann-
ten Keilneuronen (Abbildung 2b, c). Die Dendriten
dieser Keilneuronen uberdecken gemeinsam den
Ellipsoidkorper (Abbildung 2c). In unseren Expe-
rimenten hat sich herausgestellt, dass diese Keil-
neuronen bei der rdumlichen Orientierung und
dem Orientierungsgedachtnis eine dhnliche Rol-
le spielen wie die Kopfrichtungszellen bei Sduge-
tieren [4]. Kopfrichtungszellen vernetzen visuelle
und Eigenbewegungssignale, um die Bewegungs-
richtung eines Tieres abzubilden. Mit Hilfe der
Zwei-Photonen-Kalzium-Bildgebung haben wir bei
Drosophila melanogaster, die sich in einer virtuel-
len Realitat fortbewegte, gezeigt, dass visuelle und
Eigenbewegungssignale in diesen Keilneuronen
kombiniert werden. Diese neuronale Population
kodiert die Laufrichtung der Fliege relativ zu in der
Umgebung (Abbildung 3a-c) vorhanden visuellen
Orientierungspunkten und verlasst sich in der Dun-
kelheit auf Eigenbewegungssignale (Abbildung 3d).
Bewegt sich das Tier nicht fort, wird seine Orientie-
rung durch persistierende Aktivitat, ein potentielles
Substrat fur das Kurzzeit-Orientierungsgeddchtnis,
abgebildet (Abbildung 3d). Sowohl die Funktion als
auch die anatomische Anordnung dieses Netzwer-
kes erinnern an Ringattraktormodelle fiir Kopfrich-
tungssysteme, wie sie urspriinglich fiir das Sauge-
tiersystem postuliert wurden.

Mechanismen der funktionellen Schaltkreise im
Kopfrichtungssystem

Was konnen wir von diesem System lernen? Die
Funktion und Struktur dieses Schaltkreises ahnelt in
verbliffender Weise den theoretischen Modellen zur
Beschreibung sehr viel gréBerer Navigationssysteme
im Saugetiergehirn. Das Fliegengehirn scheint
hier eine kompakte und umfassend zugangliche
Implementierung  eines  Netzwerkmotivs  von
allgemeinerer Relevanz zu bieten. In theoretischen
Arbeiten wurden unterschiedliche Architekturen
solcher Netzwerkmotive vorgeschlagen, es ist jedoch
unklar, auf welchen theoretischen Grundlagen
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bilaterally symmetric substructures of the central
complex located on both sides of the fly brain.
This population of neurons shows differential,
unilaterally enhanced activity correlated with the
animal’s turning direction. These neurons encode
heading direction as well as angular velocity and
selectively represent turns in either the clockwise
or counterclockwise direction. The turning-related
activity of these neurons, together with the overall
connectivity of the network, offer a mechanism
for updating the fly’s representation of its
heading direction. The structural network features
which enable this updating of the directional
representation rely on recurrent loops as well
as an angular shift between related populations
of neurons, similar to network structures that
have been proposed to underlie the rodent head
direction system.

These results elucidate a basic mechanism which
can explain many of the functional and structural
features of the fly’s head direction system and
shows how a circuit can implement the complex
computation of updating an internal representation
of heading direction. It will be interesting to find
out what function the many other cell types in
these central brain structures perform and how
their function is linked to the network structure.

Improved methods for calcium imaging in the fly
One problem in the investigation of the brain is the
large number of highly interconnected neurons
that are all active at the same time. Ideally, we would
like to observe firing patterns of identified neurons
throughout the brain with high spatiotemporal
precision. The experiments described above relied
on two-photon calcium imaging. In two-photon
microscopy, a diffraction limited focal spot is
scanned across the sample. To record an entire
volume, each focal plane has to be scanned and the
focal spot is then moved to the next plane until the
entire volume has been traced.

However, for sparsely labeled samples, such as
the small genetically identified populations of

neurons in the fly brain, a large part of the scanned
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eine Entscheidung zwischen diesen verschiedenen
Modellen getroffen werden soll. Bei der Fliege
kdnnen wir nun eine konkrete biophysikalische
Implementierung eines Ringattraktornetzwerkes
untersuchen.

In einem ersten Schritt zur Aufklarung der Schaltkreis-
mechanismen, die der Richtungskodierung bei der
Fliege zugrunde liegen, wandten wir uns der Frage zu,
wie das Kopfrichtungssignal in Ubereinstimmung mit
der Drehbewegung des Tieres aktualisiert wird. In die-
sem Zusammenhang untersuchten wir einen Zelltyp,
der sich sowohl mit Ringneuronen als auch mit Keil-
neuronen Uberschneidet [5]. In dem Ellipsoidkorper
selbst ahnelt das Verzweigungsmuster dieser Neuro-
nen dem der Keilneuronen. AuBerhalb des Ellipsoid-
korpers projizieren diese Neuronen zu bilateral sym-
metrischen Strukturen des Zentralkomplexes. Diese
Neuronenpopulation weist eine einseitig verstarkte
Aktivitat auf, die mit der Richtung der Drehbewegung
des Tieres korreliert. Diese Neuronen kodieren die Be-
wegungsrichtung und Winkelgeschwindigkeit und
bilden Drehungen im oder gegen den Uhrzeigersinn
selektiv ab. Gemeinsam mit der Gesamtkonnektivitat
des Netzwerkes stellt die drehungsbezogene Aktivitat
dieser Neuronen einen Mechanismus zur Aktualisie-
rung der Bewegungsaktivitdt im Gehirn der Fliege dar.
Die strukturellen Netzwerkmerkmale, welche diese
Aktualisierung der Richtungsinformation ermdgli-
chen, basieren auf Schleifen sowie auf einer Winkel-
verschiebung zwischen zusammenhdngenden Neu-
ronenpopulationen, dhnlich wie bei Netzwerkstruk-
turen, die Modellen fiir das Kopfrichtungssystem bei
Nagern zugrunde liegen.

Diese Ergebnisse verdeutlichen einen grundlegen-
den Mechanismus, der viele der funktionellen und
strukturellen Merkmale des Kopfrichtungssystems
bei der Fliege erkldaren kann und zeigt, wie ein Schalt-
kreis die komplexe Berechnung der Aktualisierung
einer inneren Abbildung der Bewegungsrichtung
implementieren kann. Es wird interessant sein he-
rauszufinden, welche Funktion die vielen anderen
Zelltypen in diesen zentralen Hirnstrukturen haben
und wie ihre Funktion mit der Netzwerkstruktur ver-
knupft ist.



volume is devoid of any labeled structures. A
method developed by the lab of Na Ji at the Janelia
Research Campus takes advantage of this fact [6].
Instead of scanning a point-like focus, as is done
conventionally in two-photon microscopy, this
method uses a pencil-like beam, a so called Bessel
beam. While the lateral resolution is comparable to
the one achieved with a point-like focus, the Bessel-
beam extends over several tens of micrometers
in the axial direction. Instead of scanning each
plane in a volume sequentially, as in conventional
two-photon microscopy, an entire volume can be
scanned within the time it would otherwise take to
scan a single plane. What is lost compared with a
sequentially scanned volume, is the axial resolution.
However, for sparsely labeled samples, as we often
find in the fly brain, the method is well suited to
record large volumes at high frame rates with better
signal to noise ratio.

Multisensory responses of a learning structure
in the fly brain

In a first test in the fly brain in Na Ji's lab we applied
this technique to the investigation of calcium signals
in response to visual stimulation. In one experiment,
we investigated calcium signals throughout the
brain in response to stimulation with moving
gratings. We observed that a brain structure that
has been traditionally associated mainly with the
processing and memory formation of olfactory
signals, the mushroom bodies, showed surprisingly
strong responses to the presentation of visual
stimuli. This is consistent with recent observation
from other groups that describe a segregation
of olfactory and visual stimuli in the mushroom
bodies using behavioral as well as genetic methods.
These findings now open up multiple opportunities
for investigating the processing and learning of
multisensory signals in one of the best-understood
brain structures in the fly.
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Verbesserte Verfahren zur Kalzium-Bildgebung
bei der Fliege

Ein Problem bei der Untersuchung des Gehirns ist
die gro3e Anzahl eng miteinander verknuipfter Neu-
ronen, die alle zur selben Zeit aktiv sind. [dealerweise
mochten wir die Aktivitdt identifizierter Neuronen im
Gehirn mit hoher raumzeitlicher Prazision beobach-
ten. Die zuvor beschriebenen Experimente basieren
auf der Zwei-Photonen-Kalzium-Bildgebung. Bei
der Zwei-Photonen-Mikroskopie wird die Probe mit
einem beugungsbegrenzten Fokus abgetastet. Zur
Erfassung des gesamten Volumens muss jede Brenn-
ebene gescannt werden; der Fokus wird dann weiter
zur nachsten Ebene bewegt, bis er das gesamte Volu-
men abgetastet hat.

Bei selektiv markierten Proben, wie zum Beispiel
den kleinen, genetisch identifizierten Neuronen-
populationen im Fliegengehirn, weist ein groBer
Teil des gescannten Volumens jedoch keine mar-
kierten Strukturen auf. Ein vom Labor von Na Ji am
Janelia Research Campus entwickeltes Verfahren
macht sich diese Tatsache zunutze [6]. Anstelle des
Abtastens mit einem punktdhnlichen Fokus, wie es
herkdmmlicherweise bei der Zwei-Photonen-Mik-
roskopie erfolgt, kommt bei diesem Verfahren ein
stiftartiger Strahl zum Einsatz, der sogenannte Bes-
sel-Strahl. Zwar ist die laterale Auflosung mit der
eines punktformigen Fokus vergleichbar, der Bes-
sel-Strahl erstreckt sich jedoch in axialer Richtung
Uber mehrere zehn Mikrometer. Anders als bei der
herkdbmmlichen Zwei-Photonen-Mikroskopie, wo
die einzelnen Ebenen eines Volumens nacheinan-
der gescannt werden, kann hier das gesamte Vo-
lumen innerhalb eines Zeitraums, der ansonsten
fir den Scan einer einzelnen Ebene notig ware,
abgetastet werden. Was im Vergleich zu einem se-
quentiell gescannten Volumen verloren geht, ist die
axiale Auflosung. Bei selektiv markierten Proben,
wie wir sie hdufig im Fliegengehirn vorfinden, eig-
net sich das Verfahren jedoch gut, um groR3e Volu-
mina bei hohen Bildraten mit einem besseren Sig-
nal-Rausch-Verhaltnis zu erfassen.
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Multisensorische Reaktionen einer lernenden
Struktur im Fliegengehirn

Bei einem ersten Versuch am Fliegengehirn
in Na Jis Labor wandten wir diese Technik zur
Untersuchung der Kalziumsignale als Reaktion auf
eine visuelle Stimulation an. In einem Experiment
untersuchten wir Kalziumsignale im Gehirn als
Reaktion auf eine Stimulation mit sich bewegenden
visuellen Gittermustern. Wir beobachteten, dass
eine  Gehirnstruktur, die herkdmmlicherweise
vor allem mit der Verarbeitung und Speicherung
olfaktorischer Signale assoziiert ist, die Pilzkorper,
Uberraschend stark auf die Abbildung visueller Reize
reagierte. Dies stimmt mit neueren Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen Uberein, die eine Trennung
olfaktorischer und visueller Stimuli im Pilzk&rper
mittels  verhaltensgestiitzter und genetischer
Verfahren beschrieben haben. Diese Ergebnisse
erdffnen  nun  zahlreiche Moglichkeiten  zur
Erforschung der Verarbeitung und des Erlernens
multisensorischer Signale in einer der am besten
verstandenen Gehirnstrukturen der Fliege.
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How artificial neural networks
help to understand the brain

Wie kiinstliche neuronale

Netze helfen, das Gehirn
zu verstehen

Jakob Macke | Max Planck Research Group: Neural Systems Analysis

How do populations of neurons compute?
Bridging the gap between experimental data and
models of neural dynamics and computation

A central goal in neuroscience is to understand the
neural computations that give rise to perception,
cognition, and behavior. Achieving this goal will be
extremely challenging, as it will require us to link
observations at multiple levels of description: We
will need to understand how mechanisms at the
cellular scale give rise to the dynamics of neural
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Wie verarbeiten Neuronenpopulationen Infor-
mationen? Wie konnen wir experimentelle Mes-
sungen mit Modellen neuronaler Dynamik ver-
kniipfen?

Ein Hauptziel der Neurowissenschaft ist es zu verste-
hen, wie neuronale Systeme Informationen verarbei-
ten und damit die Grundlage von Wahrnehmung,
Kognition und Verhalten legen. Dieses Ziel zu errei-
chen bedeutet eine enorme Herausforderung, da es
die Verknilipfung von Beobachtungen auf verschie-



populations, how these dynamics implement
computations, and how these computations
control animal behavior.

Advances in neural and behavioral measurement
techniques make it possible to measure these pro-
cesses at unprecedented scale and resolution. How-
ever, it has also become clear that these technolog-
ical advances alone will not be sufficient for under-
standing neural computation - rather, they need to
be complemented with theories and models that
allow one to interpret and link observations across
multiple levels of description. Research in compu-
tational neuroscience has developed a cornucopia
of models that aim to capture neural computations
at different scales. These include biophysical mod-
els of how dendrites and neurons integrate their in-
puts, network models of the collective dynamics of
neural populations, and normative theories that try
to explain behavior - what should an animal do to
optimally solve a task, and what does it do?

The central goal of the group Neural Systems
Analysis is to understand how populations of
neurons collectively process sensory input, perform
computations and control behavior. The wealth of
datafrom new neural and behavioral measurements
is providing us with great opportunities for
unraveling the principles of how populations of
neurons compute. A crucial bottleneck in this
endeavor has been the ability to link experimental
measurements with quantitative models. To bridge
this gap, we develop statistical approaches and
machine learning algorithms for quantitatively
linking theoretical models of neural dynamics and
behavior with experimental data.

Statistical inference for biophysical models of
neural dynamics

A particular focus of our work is to develop
computational approaches that allow us to
constrain biophysical models by measurements
of neural activity. Biophysical models of single
neurons, e.g. the famous Hodgkin-Huxley
dynamics (Figure 1a), play a central role in
computational neuroscience: In contrast to purely
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denen Beschreibungsebenen erfordert: Wir miissen
verstehen, wie zelluldre Mechanismen die Dynamik
neuronaler Populationen bestimmen und wie da-
durch neuronale Populationen Berechnungen aus-
fihren konnen, die letztendlich das Verhalten von
Tieren steuern.

Fortschritte im Bereich experimenteller Messtechni-
ken ermdglichen die Erfassung dieser Prozesse in zu-
vor unerreichtem Mal3stab und Auflésung. Es stellte
sich jedoch auch heraus, dass diese technologischen
Fortschritte alleine fiir das Verstandnis der neuro-
nalen Informationsverarbeitung nicht genligen -
sie mussen vielmehr durch Theorien und Modelle
erganzt werden, welche die Interpretation und Ver-
knipfung von Beobachtungen auf verschiedenen
Beschreibungsebenen erlauben. Im Forschungsbe-
reich Computational Neuroscience wurde eine Fiille
an Modellen entwickelt, deren Ziel es ist, die neu-
ronale Informationsverarbeitung auf verschiedenen
Beschreibungsebenen zu erfassen, insbesondere
biophysikalische Modelle von Dendriten und Neuro-
nen, Netzwerkmodelle zur kollektiven Dynamik neu-
ronaler Populationen und normative Theorien von
Verhalten — was sollte ein Tier tun, um eine Aufgabe
optimal zur I16sen, und was tut es?

Die Arbeitsgruppe Neuronale Systemanalyse
mochte verstehen, wie neuronale Populationen
im  Kollektiv sensorischen Input verarbeiten,
Berechnungen ausfiihren und Verhalten steuern. Die
Fille an Daten neuronaler und verhaltensbezogener
Messungen bietet groBartige Mdoglichkeiten, die
Prinzipien neuronaler Informationsverarbeitung zu
verstehen. Ein entscheidendes NadelShr bei diesen
Bestrebungen ist die Fahigkeit, experimentelle
Messungen mit quantitativen Modellen zu
verknUpfen. Um dieses Ziel zu erreichen, entwickeln
wir statistische Methoden und Algorithmen des
maschinellen Lernens zur quantitativen Verknipfung
theoretischer Modelle neuronaler Dynamik mit
experimentellen Messungen.

Statistische Inferenzfiir biophysikalische Modelle
der neuronalen Dynamik

Ein Schwerpunkt unserer Arbeit liegt auf der Ent-
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phenomenological models, these models provide
predictions about biophysical processes, linking
the dynamics of ion channels in the cell membrane
to the dynamics of membrane voltages and the
generation of action potentials.

However, the rich dynamics of biophysical
models comes at a cost: The relationship between
empirically measurable features of their output
(e.g. average number of action potentials in the
Hodgkin-Huxley model) and model parameters
(e.g. concentration of sodium channels in the
cell) can be hard, or even impossible to assess.
As a consequence, linking biophysical models
to empirical observations of neural activity has
been challenging: comparisons between models
and data are either qualitative or rely on manual
parameter tweaking, parameter-fitting using
heuristics, or brute-force search [1]. Furthermore,
parameter-fitting approaches typically return
a single best-fitting parameter set, but do not
characterize the entire space of parameter values
that would be consistent with data.

We overcome this limitation by developing a
general method to identify which parameters of
complex single-neuron models are consistent with
a given data-set. We tackle this goal by building
on recent advances in Bayesian inference: the key
idea is to simulate multiple data-sets from different
parameters, and then to train a neural network
which approximates the mapping from data to
parameters (Figure 1b): In essence, we teach an
artificial neural network to do statistics on neural
models [2,3].

In Figure 1c, we illustrate the application of the
approach to the Hodgkin-Huxley model of single
neurons. On simulated data, estimated parameter-
sets recover ground-truth parameters, and reveal
the manifold of parameters for which the model
exhibits the same behavior: the parameter-set is
color-coded from blue to yellow, where regions in
yellow (blue) correspond to very likely (unlikely)
parameter values given the observed data. On in
vitro recordings of membrane voltages from mouse
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wicklung von rechnergestltzten Methoden, welche
uns die Eingrenzung mechanistischer Modelle durch
Messungen der neuronalen Aktivitdt erlauben. Bio-
physikalische Modelle einzelner Neuronen, zum
Beispiel die beriihmte Hodgkin-Huxley-Dynamik
(Abbildung 1a), spielen eine entscheidende Rolle in
der Computational Neuroscience: Im Gegensatz zu
rein phanomenologischen Modellen liefern diese
Modelle Voraussagen Uber mechanistische Prozes-
se, welche die Dynamik von lonenkandlen in der
Zellmembran mit der Dynamik von Membranspan-
nungen und der Erzeugung von Aktionspotentialen
verknupfen.

Die reichhaltigen nichtlinearen Dynamiken biophy-
sikalischer Modelle haben jedoch ihren Preis: Die
Beziehung zwischen empirisch messbaren Merk-
malen ihres Outputs (zum Beispiel die Anzahl von
Aktionspotentialen im Hodgkin-Huxley-Modell) und
den Modellparametern (zum Beispiel Konzentration
der Natriumkanadle in der Zelle) ldsst sich meist nur
schwer oder sogar Uberhaupt nicht analytisch erfas-
sen. Demzufolge stellt die Verkniipfung biophysikali-
scher Modelle mit empirischen Beobachtungen der
neuronalen Aktivitat eine Herausforderung dar: Ver-
gleiche zwischen Modellen und Daten sind entwe-
der qualitativer Art oder basieren auf der manuellen
Anpassung von Parametern, heuristischen Verfahren
oder "Brute-Force’-Suche [1]. Zudem liefern Metho-
den der Parameteranpassung typischerweise einen
einzigen, am besten passenden Parametersatz, cha-
rakterisieren aber nicht den gesamten Raum der Pa-
rameterwerte, die mit den Daten Ubereinstimmen
wirden.

Wir wollen dieses Problem 16sen, indem wir allge-
mein anwendbare Verfahren entwickeln, anhand
derer sich feststellen lasst, welche Parameter kom-
plexer Einzelneuronenmodelle mit dem jeweiligen
Datensatz Ubereinstimmen. Wir versuchen dieses
Ziel zu erreichen, indem wir uns Fortschritte bei der
Bayesschen Statistik zunutze machen: Die Grund-
idee ist, multiple Datensdtze von verschiedenen
Parametern zu simulieren und dann ein neuronales
Netzwerk zu trainieren, welches das Mapping von
Daten zu Parametern approximiert (Abbildung 1b):
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Fgure 1.a. Simulation of a Hodgkin-Huxley model neuron. b. lllustration of approach with a Hodgkin-Huxley model:
Given a number of parameter sets, the model generates voltage traces. An artificial neural network is trained on these
simulated data. The goal is to be able to predict for novel traces (simulated or real recordings) which parameter regime
of the model can produce matching traces. c-d. Application of the method to simulated data c. and in-vitro cell recor-
dings from Allen Cell Type Database d.Voltage traces generated using parameters predicted by our method match the
original data well in both cases. On the right is the space of parameter values that are predicted to match the original
data. Note that for the case of the simulated data c., for which the true parameters are known, the inferred space of
parameters attributes to the true parameters (in red) a high probability of underlying the data, confirming the success
of the approach.

Abbildung 1.a.Simulation eines Hodgkin-Huxley-Modell-Neurons. b. Darstellung der Methode anhand eines Hodg-
kin-Huxley-Modells: Das Modell simuliert Messungen von Potenzialschwankungen von verschiedenen Parametersdit-
zen. Ein kiinstliches neuronales Netzwerk wird mittels dieser simulierten Daten trainiert. Das Netzwerk lernt, anhand
von (simulierten oder experimentellen) Messungen, vorherzusagen, welche Parameterregime des Modells solche Mes-
sungen erzeugen kénnten. c-d. Anwendung der Methode auf simulierte Daten c. und in vitro-Zellregistrierungen aus
der Allen Cell Type Database d. Simulierte Messungen, die anhand der durch unsere Methode vorausgesagten Parame-
ter generiert wurden, entsprechen den Originaldaten in beiden Fdéillen genau. Rechts ist der Raum der Parameterwerte
dargestellt, der laut Vorhersage den Originaldaten entspricht.
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visual cortex (Allen Cell Type Database, illustration
on cell 464212183), we recover biophysical
parameters consistent with data, and voltage traces
accurately match empirical data (Figure 1d). We
expect that such statistical techniques will lead to
key insights about the biophysical mechanisms
underlying the observed neural recordings. In the
future, we will apply this approach to dendritic
calcium imaging data from hippocampal CA1
neurons (in collaboration with Stefan Remy,
DZNE Bonn), with the goal of understanding the
contribution of dendritic computations to the
formation of place fields.

Our approach will enable neuroscientists to
perform statistical inference on complex neuron
models without having to design model-specific
algorithms, closing the gap between biophysical
and statistical approaches to single-neuron
modelling.
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Wir bringen einem kiinstlichen neuronalen Netz-
werk bei, statistische Berechnungen Uber biologi-
sche neuronale Modelle durchzufiihren. [2,3]

In Abbildung 1c stellen wir die Anwendung der Me-
thode auf das Hodgkin-Huxley-Modell dar. Wir zei-
gen, dass die Methode erfolgreich die der Simulation
zugrunde liegenden Parameter rekonstruieren kann
und den Parameterraum identifiziert, fiir den das
Modell dasselbe Verhalten ergibt: Der Parametersatz
ist von blau bis gelb farbcodiert, wobei gelbe (blaue)
Regionen sehr wahrscheinlichen (unwahrscheinli-
chen) Parameterwerten bei den jeweiligen beobach-
teten Daten entsprechen. An in vitro-Registrierun-
gen von Membranspannungen im visuellen Kortex
der Maus (Allen Cell Type Database, dargestellt an
Zelle 464212183) rekonstruieren wir mit den Daten
Ubereinstimmende biophysikalische Parameter; die
simulierten Potenziale entsprechen dabei genau
den empirischen Daten (Abbildung 1d). Wir gehen
davon aus, dass solche statistischen Methoden uns
wichtige Einblicke in die den beobachteten neuro-
nalen Registrierungen zugrunde liegenden biophy-
sikalischen Mechanismen ermdglichen. In Zukunft
werden wir diese Methode auf Daten aus der Kalzi-
um-Bildgebung bei Dendriten von CA1-Neuronen
im Hippocampus anwenden (in Zusammenarbeit
mit Stefan Remy vom DZNE Bonn); das Ziel ist hierbei
zu verstehen, wie die Informationsverarbeitung von
Dendriten zur Bildung von Ortsselektivitdt in Zellen
beitragt.

Mithilfe unseres Ansatzes konnen Neurowissen-
schaftler statistische Inferenzmethoden bei komple-
xen Neuronenmodellen anwenden, ohne modell-
spezifische Algorithmen entwickeln zu mussen; auf
diese Weise lasst sich eine Briicke zwischen biophy-
sikalischen und statistischen Neuronenmodellen
schlagen.



Research reports
Forschungsberichte

Contact | Kontakt

Dr. Jakob Macke

Group Leader

Max Planck Research Group
Neural Systems Analysis
Phone +49 (0)228 9656-170
jakob.macke@caesar.de

References | Literaturhinweise

[1] S Druckmann, Y Banitt, A Gidon, F Schiirmann, H Markram, and | Segev. A novel multiple objective optimization framework for constraining
conductance-based neuron models by experimental data. Frontiers in Neuroscience, 1, 2007.

[2] PJ Goncalves, J Lueckmann, G Bassetto, K Oecal, M Nonnenmacher, JH Macke. Flexible statistical inference for mechanistic models of neural
dynamics. Advances in Neural Information Processing Systems, 2017

[3] G Papamakarios and | Murray. Fast epsilon-free inference of simulation models with bayesian conditional density estimation. Advances in
Neural Information Processing Systems, 2016.

Annual Report 2016 | Jahresbericht 2016 63



Research reports
Forschungsberichte

Observing proteins at work

Proteine bei der Arbeit
beobachten

Elmar Behrmann | Max Planck Research Group: Structural Dynamics of Proteins

Proteins are the basic building blocks and engines
of our cells. To better understand their way of
functioning, scientists decoded numerous protein
structures in the past. However, gaps still remain in
our understanding, because proteins operate like
engines: to carry out their work, they must move.
Thus, to understand exactly how proteins work,
scientists must also examine their movements.
Scientists from the Structural Dynamics of Proteins
Research Group have developed a method
for observing proteins at work in their natural
environment. This could contribute to the better
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EiweiBmolekiile, auch Proteine genannt, sind die
Grundbausteine und Maschinen unserer Zellen.
Um ihre Funktionsweisen besser zu verstehen,
haben Wissenschaftler in der Vergangenheit eine
Vielzahl von Proteinstrukturen entschlisselt.
Trotzdem bleibt das Verstandnis der Arbeitsweise
der EiweiBmoleklle ltickenhaft, denn Proteine
funktionieren ahnlich wie Maschinen: umihre Arbeit
zu verrichten, mussen sie sich bewegen. Um zu
verstehen, wie genau die Proteine arbeiten, miissen
Wissenschaftler sich also auch ihre Bewegungen
ansehen. Forscher aus der Arbeitsgruppe



understanding of diseases and the development of
targeted drugs with fewer side effects in the future.

The movement of proteins arises both on the level
of individual amino acids, the building blocks of
a protein, and between entire areas within the
protein, known as domains. Electron microscope
experiments enable us to record these movements
and show them in three-dimensional structures.
This is important for the development of innovative
drugs, for example, as we must first understand
how a protein is active before we can influence
it effectively. Drugs can help us to switch off
overactive proteins, and thereby curb infections,
or to stimulate insufficiently active proteins, for
example insulin receptors. Most drugs available
today either switch their target proteins off or on
completely. Thus, it is often vitally important to
define the dosage precisely to achieve the desired
effect and cause as few side effects as possible.

To be able to carry out their activities, most proteins
must go through several functional states. The
progression from one functional state to the next
requires the protein to undergo controlled changes
in its three-dimensional structure, known as
conformational changes. The motor proteins found
in our muscles, the myosins, are a good example of
this (Figure 1).

Proteins, like the aforementioned myosins, are
hierarchical in structure and consist of several
domains which often assume specific functions in
the protein (Figure 2). Theindividual domains consist
of defined structural elements, in particular helices
(illustrated as cylinders), B-strands (illustrated as
rods) and loops. The structural elements are defined
by the sequence of the protein’s individual amino
acids. However, the amino acids themselves are also
composed of smaller components, namely atoms,
in particular carbon, hydrogen and nitrogen. Like all
atoms, the atoms of the individual amino acids are
in constant (thermal) motion. These movements are
subject to the laws of probability and can trigger
defined changes in the amino acids under certain
conditions.These, in turn, can lead to changes in the
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LStrukturelle Dynamik von Proteinen” haben eine
Methode entwickelt, Proteine in ihrer natirlichen
Umgebung bei der Arbeit zu beobachten. Dies
konnte in Zukunft dazu beitragen, Krankheiten
besser zu verstehen und gezielt Medikamente mit
weniger Nebenwirkungen zu entwickeln.

Die Bewegung von Proteinen geschieht sowohl auf
der Ebene einzelner Aminosauren, den Bausteinen
eines Proteins, als auch zwischen ganzen Berei-
chen, den sogenannten Domanen, innerhalb des
Proteins. Elektronenmikroskopische Experimente
erlauben es uns, diese Bewegungen zu erfassen
und in dreidimensionalen Strukturen darzustellen.
Dieses ist wichtig, zum Beispiel fiir die Entwicklung
neuartiger Medikamente, da wir erst verstehen
mussen, wie ein Protein aktiv ist, bevor wir es sinn-
voll beeinflussen kdnnen. Medikamente kdnnen
uns helfen, Gberaktive Proteine auszuschalten und
so beispielsweise Entziindungen einzuddammen
oder zu wenig aktive Proteine, wie etwa Insulinre-
zeptoren, zu stimulieren. Die meisten heute erhaltli-
chen Medikamente schalten jedoch ihre Zielprotei-
ne entweder komplett an oder aus. Daher kann es
lebenswichtig sein, dass die Dosis genau eingestellt
wird, um die gewiinschte Wirkung zu erhalten und
moglichst wenig Nebenwirkungen.

Damitsie ihre Aktivitat austiben konnen, missen die
meisten Proteine mehrere funktionelle Zustande
durchlaufen. Um von einem funktionellen Zustand
zum nachsten zu gelangen, sind also kontrollierte
Anderungen der dreidimensionalen  Struktur,
sogenannte  Konformationsanderungen,  des
Proteins notwendig. Ein gutes Beispiel hierfir sind
die Motorproteine unserer Muskeln, die Myosine
(Abbildung 1).

Proteine, wie unsere Myosine, sind hierarchisch
aufgebaut und bestehen aus mehreren Domanen,
welche haufig spezifische Funktionen im Protein
Ubernehmen (Abbildung 2). Die einzelnen Doma-
nen bestehen wiederum aus definierten Struktu-
relementen, insbesondere aus Helices (dargestellt
als Zylinder), Faltblattern (dargestellt als Stabchen)
sowie Schleifen. Die Strukturelemente wiederrum
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Figure 1. Example of the muscle motor myosin: Our proteins must move to ful Il their biological tasks. The contractile

sarcomere is the smallest functional unit in our muscles. The contraction of these sarcomeres depends on a strictly

regulated conformational change in the motor protein myosin (shown in red in the lower right corner image), known

as the power stroke. This causes the myosin heads to change their conformation considerably and to move the ends of

the sarcomeres towards each other. Thus, the head region of the myosin in particular must assume di erent conforma-

tions to ensure the contraction of the muscle. lllustration modi ed from [1].

Abbildung 1. Beispiel des Muskelmotors Myosin: Unsere Proteine miissen sich bewegen, um ihre biologische Aufgabe

zu erfiillen. Kleinste funktionelle Einheit unserer Muskeln sind die kontraktilen Sarkomere. Die Kontraktion dieser Sar-

komere hdngt von einer streng regulierten Konformationsdnderung, dem sogenannten Kraftschlag, im Motorprotein

Myosin ab (im Bild rechts unten in rot dargestellt). Dieser fiihrt dazu, dass die Myosin Képfe ihre Konformation stark

verdndern und dadurch die Enden des Sarkomeres aufeinander zu bewegen. Somit ist es insbesondere die Kopfregi-

on des Myosins, welche verschiedene funktionelle Zusténde einnehmen muss, um eine Kontraktion des Muskels zu

gewdhrleisten. Abbildung nach [1].

relative arrangement of the secondary structural
elements which result ultimately in defined
conformational changes in the protein.

How can electron microscopy help us to gain a
better understanding of the complex structural
dynamics of proteins that unfold at different
scales? With electron microscopy, it is possible to
work with samples containing a protein in several
conformations and nonetheless reconstruct high-
resolution three-dimensional structures.” Hence,
electron microscopy enables us to observe proteins
at work, so to speak. For example, we were able to
uncover the individual functional states of an active
human ribosome in 3D (Behrmann et al., 2015).

In this study, we were not only able to show that,
despite the conformal variability, it is possible to
recognize individual functional states and elucidate

werden durch die Abfolge der einzelnen Aminosau-
ren des Proteins definiert. Aber auch die jeweiligen
Aminosauren sind aus kleineren Bausteinen zusam-
mengesetzt, ndmlich aus Atomen, vor allem Koh-
lenstoff, Wasserstoff und Stickstoff. Wie alle Atome
sind auch die Atome der einzelnen Aminosduren
in standiger (thermischer) Bewegung. Diese Bewe-
gungen unterliegen den Gesetzen der Wahrschein-
lichkeit und kénnen unter bestimmten Umstanden
definierte Verdanderungen in den Aminosauren aus-
l6sen. Diese wiederum kénnen zu Anderungen in
der relativen Anordnung der Sekundarstrukturele-
mente flhren, welche schlussendlich in deutlichen
Konformationsanderungen des Proteins resultie-
ren.

Wie kann uns Elektronenmikroskopie helfen, die
komplexe, sich Gber mehrere GroBenordnungen
abspielende, strukturelle Dynamik von Proteinen

1 (Hintergriinde zur Einzelpartikelrekonstruktion kdnnen Sie im Jahresbericht 2014 nachlesen)
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Figure 2. Proteins are hierarchical in structure and their conformational changes also arise on a hierarchical basis.

Schematic representation of the four domains that compose a typical myosin head. The individual domains, for

example the yellow domain, consist of a defined sequence of helices, strands and loops. These secondary structures are

themselves defined by their primary structure, their amino acid sequence.

Abbildung 2. Proteine sind hierarchisch aufgebaut, und auch ihre Konformationsédnderungen erfolgen hierarchisch.

Schematische Darstellung der vier Domdnen, aus welchen ein typischer Myosinkopf zusammengesetzt ist. Die ein-

zelnen Domdnen, wie zum Beispiel die gelb eingezeichnete Domdine, bestehen aus einer definierten Anordnung von

Helices, Faltbldttern und Schleifen. Diese Sekunddrstrukturelemente wiederum sind durch ihre Primdrstruktur, ihre

Aminosdurenabfolge, definiert.

them at high resolution. Indeed, we were also able
to show that “structure” is not the only thing that
defines a protein: in several areas, the ribosome
showed a locally defined “melting” of its structure
for facilitating the transition from one state to the
next. How were we able to recognize this? It was only
by comparing states originating from one and the
same sample and measurement that we were able
to exclude the possibility that observed differences
were caused by variations in the sample preparation.
Moreover, with our strategy, it was not necessary to
stabilize and isolate individual functional states using
biochemical or genetic manipulation. In this way, we
were able to avoid the undesired side effects of such
manipulations. For these two reasons, we are also
able to recognize and interpret subtle differences
between conformations of individual amino acids.
We were therefore able to identify the local absence
or invisibility of individual amino acids in a functional
state. This enabled us to estimate the mechanistic
contribution of these components and establish,

besser zu verstehen? In der Elektronenmikroskopie
ist es moglich, mit Proben zu arbeiten, welche ein
Protein in mehreren Konformationen enthalt, und
dennoch hochaufgeldste dreidimensionale Struk-
turen zu rekonstruieren'. Die Elektronenmikrosko-
pie erlaubt es uns somit, Proteinen sozusagen bei
der Arbeit zuzuschauen. Zum Beispiel konnten wir
so die einzelnen funktionellen Zustdande eines ak-
tiven humanen Ribosoms in dreidimensionalen Bil-
dern darstellen [2].

In dieser Studie konnten wir nicht nur zeigen,
dass es in der Tat moglich ist, trotz konformeller
Variabilitdt einzelne funktionelle Zustdnde zu
erkennen und sie mit hoher Auflosung aufzuklaren.
Vielmehr konnten wir auch zeigen, dass nicht
nur ,Struktur” ein Protein definiert: in mehreren
Bereichen zeigte das Ribosom eine lokal definierte
Aufldsung seiner Struktur, um den Ubergang von
einem in den nachfolgen Zustand zu beglinstigen.
Wie konnten wir dieses erkennen? Nur wenn
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Figure 3. Transition between two functional states — toy example of molecular mechanisms. Let us assume that a prere-
quisite of the transition from state A to state B is the movement of a loop element with three amino acids (yellow, pink
and blue) past a static helix-loop-helix element (gray). (a) This movement is not possible in the initial state (all three
amino acids “up”), as there is not sufficient space for the passage. (b) If we observe a state A in the electron microscope,
in which all three amino acids are not visible but assume both the “up” and “down” positions, this indicates that the
rate-determining step is the spontaneous and simultaneous orientation of all three amino acids in the “down” positi-
on. (c) As opposed to this, if we only see amino acid 3 (blue) and, moreover, in the “up” position, it would indicate that
there is a stabilizing interaction between this amino acid and the helix-loop-helix element which is not possible in the
“down” position. Thus, in this case the change of amino acid 3 from “up” to “down” would be the rate-limiting step of the
transition from state A to B and a potential target for drugs.

Abbildung 3. Ubergang zwischen zwei funktionellen Zustcinden - Fiktive Beispiele molekularer Mechanismen. Nehmen
wir an, dass der Ubergang von Zustand A zu Zustand B die Bewegung eines Schleifenelementes mit drei Aminosciuren
(gelb, pink und blau) an einem statischen Helix-Schleife-Helix Element (grau) vorbei voraussetzt. (a) Diese Bewegung
ist jedoch im Ausgangszustand (alle drei Aminosduren,,oben”) nicht méglich, da nicht geniigend Platz fiir die Passage
vorhanden ist. (b) Wenn wir im Elektronenmikroskop einen Zustand A beobachten, bei dem alle drei Aminosdéuren
nicht sichtbar, also in einer Uberlagerung der Positionen,,oben” und,unten” sind, deutet diese darauf hin, dass der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt die zuféllige, gleichzeitige Ausrichtung aller drei Aminoscuren nach,,unten” ist.
(c) Wenn wir hingegen nur Aminosdure 3 (blau) sehen, und zwar in der,,oben” Position, wiirde das darauf hindeuten,
dass es eine stabilisierende Interaktion zwischen dieser Aminosdure und dem Helix-Schleife-Helix Element gibt, welche
in der,,unten” Position nicht méglich ist. Der Wechsel von Aminosdure 3,,0ben” zu,,unten” wdire also in diesem Fall der
limitierende Schritt des Ubergangs von Zustand A zu B., und ein potentielles Ziel fiir Medikamente.

for example, that a particular amino acid limits the
transition. (Figure 3).

Based on these insights, it may be possible to
develop drugs in future that intervene more subtly
in the activity of a protein than currently available
substances. Drugs are currently developed on the
basis of a few static structures of a protein. Although
these structures provide important information
about the composition and form of functional areas
in and on the protein, active substances developed
in this way are mostly intended to completely
block or activate the functional areas. Hence, these
drugs switch the target protein either on or off
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wir Zustande vergleichen, welche aus ein und
derselben Probe und Messung stammen, kénnen
wir ausschlieBen, dass beobachtete Unterschiede
durch  unterschiedliche  Probenvorbereitung
verursacht wurden. Weiterhin ist es bei unserer
Strategie nicht notwendig, einzelne funktionelle
Zustande mittels biochemischer oder genetischer
Manipulation zu stabilisieren und zu isolieren.
Daher konnen wir unerwiinschte Nebeneffekte
solcher Manipulationen vermeiden. Aus diesen
beiden Griinden sind wir in der Lage, auch subtile
Unterschiede zwischen Konformationen einzelner
Aminosauren zu erkennen und zu interpretieren.
Erkennbar wurde so zum Beispiel die lokale



completely. As mentioned at the outset, the effect
on the patient can only be controlled through the
dosage administered. However, if we understand
the dynamic behavior of a protein we can develop
active substances — without directly targeting active
centers — which calibrate the dynamic equilibrium
between states and in this way trigger the exact
effect that a drug should have.
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Abwesenheit oder Unsichtbarkeit einzelner
Aminosauren in einem funktionellen Zustand.
Dieses ermdglicht es uns, den mechanistischen
Beitrag dieser Komponenten abzuschatzen, und so
zum Beispiel herauszufinden, dass eine bestimmte
Aminosaure den Ubergang limitiert. (Abbildung 3).

Ausgehend von diesen Erkenntnissen konnte es in
Zukunft moglich sein, Medikamente zu entwickeln,
welche subtiler in die Aktivitdat eines Proteins
eingreifenalses mitderzeitigen Substanzen méglich
ist. Aktuell werden Medikamente ausgehend
von einigen wenigen statischen Strukturen eines
Proteins entwickelt. Diese Strukturen liefern zwar
wichtige Informationen Uber den Aufbau und die
Form funktioneller Bereiche in und auf dem Protein.
Auf diese Weise entwickelte Wirkstoffe sollen
jedoch die funktionellen Bereiche meist vollstandig
blockieren oder aktivieren. Diese Medikamente
schalten das Zielprotein also entweder aus oder
an. Wie eingangs erwahnt, kann man die Wirkung
auf den Patienten nur durch die Dosis steuern.
Wenn wir jedoch das dynamische Verhalten eines
Proteines verstehen, dann kénnen wir - ohne direkt
auf aktive Zentren zu zielen — Wirkstoffe entwickeln,
welche das dynamische Gleichgewicht zwischen
Zustdnden justieren und so genau den Effekt
hervorrufen, den ein Medikament haben soll.

[1] Behrmann, E., Mdiller, M., Penczek, PA., Mannherz, H.G., Manstein, D.J., and Raunser, S. (2012). Structure of the rigor actin-tropomyosin-

myosin complex. Cell 150, 327-338.

[2] Behrmann, E., Loerke, J., Budkevich, T.V.,, Yamamoto, K., Schmidt, A., Penczek, PA., Vos, M.R,, Biirger, J., Mielke, T., Scheerer, P, et al. (2015).
Structural snapshots of actively translating human ribosomes. Cell 161, 845-857.
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Of drugs, transport capsules
and nanomachines

Michael Famulok

Chemical biology uses methods from synthetic
chemistry to gain insights into the molecular
functioning of cells and to influence cellular
functions. Another activity is the development
of artificial systems involving the integration of
biological and chemical-synthetic components. The
structures that can be produced through chemical
synthesis range from small organic molecules,
known as “small molecules’, to supramolecular
architectures, for example nanomachines. The
Chemical Biology Research Group studies signal
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Von Medikamenten,
Transportkapseln und
Nanomaschinen

Die Chemische Biologie nutzt Methoden der syn-
thetischen Chemie, um Einblicke in die molekulare
Funktionsweise von Zellen zu gewinnen und die
zelluldren Funktionen zu beeinflussen. Ein weiterer
Bereich ist die Entwicklung artefizieller Systeme, die
aus der Integration biologischer und chemisch-syn-
thetischer Komponenten bestehen. Dabei reichen
die Strukturen, die durch chemische Synthese her-
gestellt werden konnen, von kleinen organischen
Molekiilen, sogenannten small molecules, bis zu
supramolekularen Architekturen wie z. B. Nanoma-



transduction in cells with the help of small
molecules, develops supramolecular, nucleic-acid-
based carrier systems for drugs, and produces
nucleic-acid-based nanomachines.

Diabetes and insulin resistance

To guarantee an organism’s integrity, the number
of cells it comprises and their metabolism are
precisely regulated. One of the most important
metabolic regulators for human cells is insulin,
a hormone that is released following the intake
of food. Insulin binds to a specific protein on the
surface of cells, for example liver cells, known as
the insulin receptor. The insulin binding activates
the receptor and it transmits a signal to the cell
interior, which raises the cell's metabolic activity.
Among other consequences, this activation leads
to the absorption of sugar from the blood (Figure
1). If this signal is not sufficiently strong despite a
high level of insulin in the blood, a condition known
as insulin resistance arises which can result in the
development of diabetes over the course of time.

We have been interested in the functioning of
a particular family of proteins, the cytohesins,
for a long time. As part of this work, we searched
for a cytohesin inhibitor in a library comprising
thousands of different small organic molecules. We
were able to use the small molecule inhibitor we
found to inhibit the function of the cytohesins in
cells. As aresult, we made the unexpected discovery
that the inhibition of the cytohesins in liver cells
leads to insulin resistance and, based on this, we
were able to demonstrate that the cytohesins play
an important role in insulin signal transduction [1].
If a cytohesin inhibitor had not been available, it is
unlikely that we would have made this discovery.

Cancer and chemotherapeutic drugs

Chemotherapeutic drugs are agents that Kkill
cells or inhibit their reproduction. For this reason,
they are widely used for the treatment of cancer.
However, chemotherapeutic drugs have a crucial
disadvantage: they kill not only cancer cells but also
healthy cells, above all rapidly-reproducing cells,
for example blood cells. Thus, there is considerable
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schinen. Die Arbeitsgruppe “Chemische Biologie’
untersucht die Signallibertragung in Zellen mit
Hilfe von small molecules, entwickelt supramole-
kulare, nukleinsaurebasierte Tragersyteme fir Me-
dikamente und stellt nukleinsdaurebasierte Nano-
maschinen her.

Diabetes und Insulinresistenz

Zahl und Stoffwechsel der Zellen eines Organismus
werden genau reguliert, um die Integritat des Orga-
nismus zu gewahrleisten. Einer der bedeutendsten
Regulatoren der Stoffwechselaktivitdt menschli-
cher Zellen ist Insulin, ein Hormon, das nach Nah-
rungsaufnahme freigesetzt wird. Insulin bindet
an der Zelloberflache, z. B. von Leberzellen, an ein
bestimmtes Protein, den Insulinrezeptor. Durch
die Insulinbindung wird der Rezeptor aktiviert und
sendet ein Signal in das Zellinnere, das die Stoff-
wechselaktivitat der Zelle erhoht, was unter ande-
rem zur Aufnahme von Zucker aus dem Blut fiihrt
(Abbildung 1). Ist dieses Signal nicht ausreichend
stark, obwohl der Insulinspiegel im Blut hoch ist,
man spricht von Insulinresistenz, kann es im Laufe
der Zeit zur Entwicklung einer Diabetes-Erkrankung
kommen.

Wir interessieren uns seit langerem fir die Funktion
einer bestimmten Proteinfamilie, der Cytohesine.
Deshalb wurde eine Bibliothek tausender
verschiedener kleiner organischer Molekiile nach
einem Inhibitor der Cytohesine durchsucht. Der
gefundene small molecule Inhibitor konnte dann
verwendet werden, um in Zellen die Funktion
der Cytohesine zu hemmen. So konnten wir
unerwarteterweise feststellen, dass die Inhibition
der Cytohesine in Leberzellen zur Insulinresistenz
fuhrte, und somit zeigen, dass die Cytohesine eine
wichtige Rolle in der Insulin-Signaliibertragung
spielen [1]. Ohne die Verfligbarkeit eines
Cytohesin-Inhibitors ware uns diese Entdeckung
wahrscheinlich nicht gelungen.

Krebs und Chemotherapeutika

Chemotherapeutika sind Substanzen, die Zellen
abtéten oder zumindest deren Vermehrung
hemmen. Deshalb werden sie erfolgreich zur

Annual Report 2016 | Jahresbericht 2016 71



Research reports
Forschungsberichte

Abbildung 1. Modellvorstellung zur Wirkung von Cyto-
hesinen an Zelloberfldchenrezeptoren. Cytohesine
(griin) binden an die Rezeptoren, z. B. den Insulinre-
zeptor, (braun) und ermdéglichen dadurch die Bindung
von weiteren Signalmolekdilen (gelb). Diese leiten das
Signal (roter Blitz) weiter ins Zellinnere.

Figure 1. Model of the effect of cytohesins on cell
surface receptors. Cytohesins (green) bind to the
receptors, for example the insulin receptor (brown),
andthereby enable the binding of additional signaling
molecules (yellow). The latter transmit the signal (red
flash) to the cell interior.

interest in the development of methods that allow
targeting chemotherapeutic drugs exclusively to
cancer cells. Although the exclusive targeting of
cancer cells is not currently possible, preferential
targeting is possible because, depending on the
type of cancer in question, cancer cells often
overexpress a particular protein on their surface
that is present in considerably smaller amounts
on normal cells. If the chemotherapeutic drug is
packaged in a carrier system that binds to this
protein, it is preferentially transported to the cancer
cells.

We developed a carrier system for the
chemotherapeuticdrug doxorubicin, which binds to
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Krebsbehandlung eingesetzt. Der wesentliche
Nachteil der Chemotherapeutika besteht darin,
dass sie nicht nur Krebszellen abtoten, sondern
auch gesunde Zellen, vor allem solche, die sich
rasch vermehren wie z. B. Blutzellen. Daher besteht
ein grofes Interesse an Methoden, die es erlauben,
Chemotherapeutika zielgerichtet zu Krebszellen
zu steuern und nur dort freizusetzen. Auch wenn
das ausschlie3liche Ansteuern von Krebszellen
derzeit nicht moglich ist, ist das praferenzielle
Ansteuern durchaus moglich, weil Krebszellen oft
ein, je nach Krebsart unterschiedliches Protein an
der Zelloberflache in hoher Zahl besitzen, das auf
normalen Zellen in deutlich geringerem Ausmald
vorhanden ist. Wird das Chemotherapeutikum nun
in ein Tragersystem verpackt, das an dieses Protein
bindet, wird es bevorzugt zu den Krebszellen
transportiert.

Wir haben ein Tragersystem fir das Chemo-
therapeutikum Doxorubicin entwickelt, das an das
Zelloberflachenprotein “Met” bindet, das einige
Krebszellen in deutlich erhdhter Zahl tragen. Das
Tragersystem besteht aus zwei verschiedenen
Nukleinsduren, von denen eine an "Met" bindet
und die andere das Doxorubicin einschlief3t. Die
beiden Nukleinsdauren wurden aus einem nahezu
unbegrenzt groBen Pool synthetisch erzeugter
unterschiedlicher  Nukleinsduren  durch  ein
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Abbildung 2. Aufbau des DNA-Catenan Rotationsmotors. Oben: Schematische Darstellung der an das DNA-Catenan
gebundenen Polymerase. Unten links: Atomkraftmikroskopische (AFM) Aufnahme der oben gezeigten Bio-hybrid-Struk-

tur auf einer Mica-Oberfldche. Unten rechts: Hochaufgel6ste-AFM Bilder des DNA-Catenan/Polymerase-Motor-Kom-

plexes in Fliissigkeit. Die hellen Bereiche entsprechen der Polymerase, die aufgrund ihrer gré8eren Ausdehnung in der

vertikalen Achse heller dargestellt wird.

Figure 2. Structure of the DNA catenane rotary motor. Above: Schematic representation of the polymerase interlocked

with the DNA catenane. Below left: Atomic force microscopy (AFM) image of the above illustrated bio-hybrid structure

on a mica surface. Below right: High-resolution AFM images of the DNA catenane/polymerase motor complex in liquid.

The light-colored areas correspond to the polymerase which appears brighter due to its higher profile on the surface.

the cMet cell surface protein; considerably elevated
amounts of these proteins are found on cancer
cells. The carrier system consists of two different
nucleic acids, of which one binds to a cMet protein,
whereas the other one includes the doxorubicin.
The two nucleic acids were obtained from an almost
unlimited pool of different, synthetically generated
nucleic acids using a special selection process called

besonderes Selektionsverfahren, SELEX genannt,
gewonnen. Dann wurden die Nukleinsauren so
verandert, dass sie durch Selbstorganisation ein
Partikel bilden, das beide Nukleinsduren und das
eingeschlossene Doxorubicin enthalt. Zusatzlich
wurde die Nukleinsdure, die das Doxorubicin
einschlieft, so modifiziert, dass sie das Doxorubicin
nach Bestrahlung mit UV-Licht freisetzt. Mit diesem
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SELEX. The nucleic acids were then modified so
that they form a particle through self-organization
that contains both nucleic acids and the enclosed
doxorubicin bound to its nucleic acid sequence.
The nucleic acid that binds the doxorubicin
was modified in such a way that it released the
doxorubicin following irradiation with UV light.
With this carrier system, we succeeded in infiltrating
the doxorubicin very efficiently into cultured cancer
cells. Whether it will be possible to develop this
promising approach into a therapeutically viable
carrier system for chemotherapeutic drugs will be
further investigated in future studies.

DNA and nanomachines

Another of our research interests concerns the
development of nanomachines based on ring-
shaped DNA nanoarchitectures, which are
interlocked by mechanical binding. The interlocking
of the ring-shaped molecules ensures that they
cannot come apart but that their individual
components can move freely with respect to each
other like the links in a chain [2-4].

Examples of such molecules include catenanes and
rotaxanes. Our aim is to modify these interlocked
DNA molecules in such a way that a unidirectional
rotation of one of the interlocked ring molecules
occurs, driven by the consumption of chemical
energy. This kind of DNA nanostructure would have
the function of a nanometer-sized rotational motor
(Figure 2). The “flywheel” is driven by a polymerase,
which uses nucleoside triphosphates (NTPs) as fuel.
The RNA arises as a waste product; however, we are
able to use it to make the nanomotor run along a
predefined path on a DNA origami structure. Thus
DNA nanostructures of this kind can be used as
model systems for transport molecules as they are
used within cells for the transportation of different
“cargos” which are usually packaged in vesicles. Our
aim is to design and produce DNA nanomachines
with highly complex functions that self-organize
and can fulfill intricate tasks.
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Tragersystem ist es uns zumindest in einem
Zellkultur-Modellsystem gelungen, das Doxorubicin
hocheffizient in Lungenkrebszellen einzuschleusen.
Ob sich aus diesem vielversprechenden Ansatz
ein therapeutisch anwendbares Tragersystem
fir Chemotherapeutika entwickeln lasst, kann
allerdings zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
beurteilt werden.

DNA und Nanomaschinen

Ein weiterer Bereich unserer Forschungsinteressen
beinhaltet die Entwicklung von Nanomaschinen
auf der Basis von ringformigen  DNA-
Nanoarchitekturen, die mittels der sogenannten
+,mechanischen Bindung” miteinander verknipft
sind. Dabei handelt es ich um ringférmige Molekiile,
deren Einzelkomponenten so miteinander verzahnt
sind, dass sie nicht auseinander fallen kdnnen,
deren einzelne Komponenten aber gegeneinander
dennoch frei beweglich sind, dhnlich wie die Glieder
einer Kette [2-4].

Beispiele fiir solche Molekiile sind Catenane oder
Rotaxane. Unser Ziel ist es, diese miteinander
verzahnten DNA-Molekile so zu modifizieren,
dass unter Verbrauch chemischer Energie eine
unidirektionale Rotationsbewegung eines der
verzahnten Ringmolekiile erzeugt wird. Eine
solche DNA-Nanostruktur hétte die Funktion eines
Rotationsmotors von Nanometergré3e (Abbildung
2). Der Antrieb des ,Schwungrades” erfolgt durch
eine Polymerase, die Nukleosidtriphosphate (NTPs)
als Treibstoff verbraucht. Dabei entsteht RNA als
Abfallprodukt, die wir jedoch nutzen kénnen, um
den Nanomotor gezielt entlang einer auf einer
DNA-Origamistruktur vorgegebenen Wegstrecke
entlanglaufen zu lassen. DNA-Nanostrukturen
dieser Art dienen daher als Modellsysteme von
Transportmolekiilen, wie sie innerhalb von Zellen
zum Transport von verschiedenen, meist in Vesikel
verpackten ,Gltern” genutzt werden. Unser Ziel
ist es, DNA-Nanomaschinen mit hochkomplexen
Funktionen zu designen und herzustellen, die
sich selbst organisieren und komplexe Aufgaben
erfullen kénnen.
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IMPRS for Brain
and Behavior

—
IMPRS | Behavior

International Max Planck Research School

The International Max Planck Research School (IMPRS)
for Brain and Behavior

The International Max Planck Research School (IMPRS) for Brain and Behavior completed its first full year of
operation in 2016. This graduate school is the first transatlantic cooperation in this field between two Max Planck-
run neuroscience institutes (caesar and the Max Planck Florida Institute of Neuroscience) and two universities (the
University of Bonn and Florida Atlantic University). The office for the school, run by program coordinator Denise
Butler, is located at caesar. Despite it being its first year, the program attracted 200 applicants, 25 of whom were
invited to a two-day selection symposium held at caesar in March 2016. Of these, 17 students were accepted into
the program.

The graduate school has 40 faculty members and addresses a central question in biology: how do brains of animals
encode information from the outside world, and how is this translated into an interaction with the environment?
New technologies allow unprecedented access to neurons within the brain of awake animals and therefore the
purpose of the IMPRS programiis to provide students with both theoretical and hands-on training in these advanced
neuroscience techniques. In addition to the ongoing course work, the students attend a structured intense two-
week course combining lectures and hands-on lab experience in the latest techniques of in vivo electrophysiology,
in vivo microscopy, and optic fabrication. For the IMPRS inaugural class, this course was held at caesar from August
29 through September 10, 2016. Expert lecturers were sourced from around the world to ensure that the students
are exposed to the latest advances in imaging and electrophysiology. Time was also available for the international
faculty to interact with students in a relaxed atmosphere outside of the classroom.
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International Max Planck Research School

Die International Max Planck School (IMPRS)
for Brain and Behavior

Fir die International Max Planck Research School (IMPRS) for Brain and Behavior war 2016 das erste vollstandige
Arbeitsjahr. Dieses erste transatlantische Graduiertenprogramm im Rahmen der Doktorandenférderung der Max-
Planck-Gesellschaft ist eine Kooperation zwischen zwei neurowissenschaftlichen Instituten (caesar und das Max
Planck Florida Institute of Neuroscience) und zwei Universitaten (die Universitat Bonn und die Florida Atlantic
University). Das Koordinationsbiro ist bei caesar ansassig und wird von Denise Butler betreut. Bereits im ersten
Jahr konnte das Programm 200 Bewerber verzeichnen, von denen 25 zu einem zweitdgigen Auswahlsymposium
im Marz 2016 bei caesar eingeladen wurden. 17 Studierende wurden schlie3lich zur IMPRS zugelassen.

Der IMPRS-Fakultat gehdren 40 Mitglieder an. Inhaltlich geht es um eine Kernfrage der Biologie: Wie wird von
der AuBenwelt aufgenommene Information im Tiergehirn kodiert und wie erfolgt daraus eine Interaktion mit
der Umwelt? Moderne neurowissenschaftliche Verfahren ermoéglichen auf noch nie dagewesene Weise den
Zugang zu Neuronen im Gehirn wacher Tiere. Das IMPRS-Programm will theoretische und praktische Kenntnisse
in diesen Verfahren vermitteln. Neben den laufenden Lehrveranstaltungen absolvieren die Studierenden einen
zweiwdchigen Intensivkurs, der Vorlesungen mit praktischer Laborarbeit unter Einsatz modernster in vivo
Elektrophysiologie-, Mikroskopie- und optischer Techniken kombiniert. Fiir den ersten IMPRS-Jahrgang fand
dieser Kurs vom 29. August bis 10. September 2016 bei caesar statt. Er wurde von einer Gruppe international
anerkannter Neurowissenschaftler durchgefiihrt, mit denen sich die Studierenden auch auB3erhalb der Kurszeiten
in ungezwungender Atmosphdre austauschen konnten.
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Career and family

Since 2011, caesar has been certified by the Hertie
Foundation in the Work and Family Audit. The
audit confirms a family and life-phase conscious
personnel policy. In order to further optimise and
maintain the compatibility of work, family and
private life, re-audits are carried out every three
years, all of them have been successfully completed
by caesar. The audits define objectives in order to
support caesar employees at all stages of their lives
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Beruf und Familie

Seit 2011 ist caesar durch die Hertie-Stiftung im Au-
dit berufundfamilie zertifiziert. Das Audit bestatigt
eine familien- und lebensphasenbewusste Perso-
nalpolitik. Um die Vereinbarkeit von Beruf, Familie
und Privatleben weiter zu optimieren und zu verste-
tigen, erfolgen alle drei Jahre Reauditierungen, die
caesar alle erfolgreich absolviert hat. In den Audits
werden Zielvorgaben definiert, die caesar-Mitarbei-
ter in allen Lebensphasen unterstiitzen sollen — von
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Since 2011, the company’s own day care center “caesarinis” has been available for children aged 4 months and over.

Seit 2011 gibt es fiir Kinder ab 4 Monate die betriebseigene Tagespflegestelle caesarinis.

— from childcare solutions for children, relatives
in need of care, to crisis counselling and health
prevention measures. This is also implemented by
an extensive range of services offered by the pme
family service, which are offered to employees. The
pme family service offers counselling and events
in a variety of thematic areas such as health/stress,
homecare/eldercare, and emergency childcare.

In addition, employees can use the company’s
own day care centre (,caesarinis”) for their
children aged between 4 months and 3 years. The
care takes place in the institute’s own apartment
in the immediate vicinity of the research centre.
A total of five care places are currently available.
It is planned to increase the number of care
places to nine. In addition, caesar has a parent-
child office, which is available in the event of care
bottlenecks.

Betreuungsldsungen fiir Kinder und pflegebediirf-
tige Angehorige bis zu Krisenberatungen und Maf3-
nahmen zur Gesundheitspravention. Umgesetzt
werden diese auch durch ein umfangreiches Ange-
bot an Serviceleistungen des pme Familienservices,
die den Mitarbeitern angeboten werden. Der pme
Familienservice bietet Beratung und Veranstaltun-
gen aus unterschiedlichen Themenbereichen wie
zum Beispiel Gesundheit/Stress, Homecare/Elder-
care und Notfall-Kinderbetreuung an.

Dariiber hinaus kénnen die Mitarbeiter die be-
triebseigene Tagespflegestelle (,caesarinis”) flr ihre
Kinder im Alter von 4 Monaten bis 3 Jahren in An-
spruch nehmen. Die Betreuung erfolgt in einer in-
stitutseigenen Wohnung in direkter Nachbarschaft
zum Forschungszentrum. Insgesamt stehen zurzeit
finf Betreuungsplatze zur Verfligung. Es ist geplant,
die Anzahl der Betreuungsplatze auf neun zu erho-
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Participants of the company run in September 2016
Teilnehmer am Firmenlauf Bonn im September 2016

The topic of family- and life-stage-conscious
leadership is firmly anchored in the annual
management training courses in order to sensitize
managers. For external communication on the
compatibility of work and family life, the caesar-
produced film ,caesar — a family-friendly company”
has been available on YouTube and on the caesar
homepage since February 2016.

Caesar’s health management coversawiderange
of services, such as: an annual health day, mobile
massage at the workplace, yoga classes in the
building, consultation hours with the company
doctor, flu vaccination, and a pharmacy service.
In September, caesar once again supported
the participation in the company run in Bonn,
which was attended by all sport enthusiastic
employees.
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hen. Zudem gibt es bei caesar ein Eltern-Kind-Biro,
das bei Betreuungsengpassen zur Verfiigung steht.

Unterstitzend ist das Thema familien- und
lebensphasenbewusstes Fihren in den jahrlichen
Fihrungskrafteschulungen fest verankert, um die
Flhrungskrafte zu sensibilisieren. Flr die externe
Kommunikation zum Thema Vereinbarkeit von
Beruf und Familie ist der von caesar produzierte
Film ,caesar — ein familienbewusstes Unternehmen
seit Februar 2016 auf YouTube und auf der caesar-
Homepage zu finden.

]

Das caesar-Gesundheitsmanagement umfasst eine
Vielzahl von Angeboten, wie zum Beispiel: Einen
jahrlichen Gesundheitstag, die mobile Massage am
Arbeitsplatz, Yogakurse im Haus, Sprechstunden
der Betriebsérztin im Haus, Grippeschutzimpfung
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und einen Apothekenservice. Im September
hat caesar erneut die Teilnahme am Firmenlauf
Bonn unterstiitzt, bei dem alle sportbegeisterten
Mitarbeiter teilnahmen.
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Events / Veranstaltungen

caesarium

In 2016, the research center successfully continued the lectures series “caesarium”. The event is aimed at the
interested public and covers a wide range of scientific topics. The speakers present their research areas in an
understandable scientific form for the general public and give an idea of how exciting science can be. The topics
are generally chosen in such a way that they have a current reference or a social relevance. Thus, the lectures series
contributes to public discussion. The following high-ranking scientists have presented their science in the frame
of a "caesarium" talk.

Auch 2016 hat das Forschungszentrum die Vortragsreihe der caesarien erfolgreich fortgesetzt. Die Veranstaltung
wendet sich an die interessierte Offentlichkeit und deckt ein breites Spektrum wissenschaftlicher Themen ab.
Die Referenten stellen ihre Forschungsbereiche in populdrwissenschaftlicher Form dar und vermitteln so einen
Eindruck davon, wie spannend Wissenschaft sein kann. Die Themen sind in der Regel so gewahlt, dass sie
einen aktuellen Bezug oder eine gesellschaftliche Relevanz haben. Somit leistet die Vortragsreihe einen Beitrag
zur offentlichen Diskussion. Folgende hochrangige Wissenschaftler haben im Rahmen der caesarien liber ihre
Forschung berichtet:

University of Cambridge, UK

»~Rewarding and predicting. How the brain makes economic
decisions.”

~Belohnen und Voraussagen

- wie das Gehirn 6konomische Entscheidungen trifft”
21.01.2016

Max-Planck-Institut fiir Astronomie, Heidelberg
»In search of the second earth”

,+Auf der Suche nach der zweiten Erde”
10.03.2016

Universitatsklinikum Bonn

~Genes and delusion - deciphering the biolological causes of
schizophrenia”

~Gene und Wahn - die biologischen Ursachen

von Schizophrenie entschliisseln”

08.12.2016
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After the slam: the organization team (left) and the slammers (right) in the caesar auditorium.

Nach dem Slam: das Organisationsteam (links) und die Slammer (rechts) im caesar Hérsaal.

Science Slam

Science meets comedy at the Science Slam: The slammers have 10 minutes time to present their research area in
an understandable and pointed way. The winner is the slammer who gets the most applause from the audience.
The slam, which took place in May, is organized annually by a team of students from the University of Bonn and
Research Center caesar. Seats in the caesar auditorium were also very popular in 2016 and quickly sold out.

Beim Science Slam trifft Wissenschaft auf Comedy: Die Slammer haben 10 Minuten Zeit, ihr Forschungsgebiet
verstandlich und pointiert vorzutragen. Gewinner ist, wer am meisten Applaus von den Zuschauern bekommt.
Der Slam, der im Mai stattfand, wird jahrlich von einem Team aus Studierenden der Uni Bonn und dem
Forschungszentrum caesar organisiert. Platze im caesar Horsaal waren auch 2016 sehr begehrt und schnell
ausgebucht.

Further events:

Art exhibitions with the following titles:
- ,Kultur meets culture”

« ,By the way”

« ,Stone Symposium Norway 2016

Children’s university on September 10th, 2016
Girls’ Day on April 28th, 2016
Science Night on June 3rd and 4th, 2016

Weitere Veranstaltungen:

Kunstausstellungen mit den folgenden Titeln:

- Kultur trifft culture”
« ,By the way”
- ,Steinsymposium Norwegen 2016"

Kinderuni am 10.09.2016
Girls' Day am 28.04.2016
Wissenschaftsnacht am 03. und 04.06.2016
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Personal
Personalstruktur

Am Forschungszentrum caesar waren zum 01.01.2017 insgesamt 177 Mitarbeiter/
innen und 69 Gastwissenschaftler/innen beschiftigt. Die Verteilung der Beschéftigten
auf die Arbeitsbereiche und Funktionen ergibt sich aus der nachfolgenden Grafik.
Umgerechnet auf Vollzeitstellen sind in der Verwaltung 14,8 Personen und in der
Infrastruktur 20,5 Personen beschéftigt. In der Wissenschaft und den zugeordneten
wissenschaftlichen Infrastrukturbereichen arbeiten zurzeit 126 Mitarbeiter. Im
Rahmen von wissenschaftlichen Kooperationen forschten zur Jahreswende 69
Gastwissenschaftler/innen am caesar. Ferner bildet caesar 11 Auszubildende in
sechs Bereichen aus: Werkzeugmechaniker/in, Biologie- und Chemielaborant/in,
Kaufmann/-frau fiir Biromanagement, Tierpfleger/in und Fachinformatiker/in.

Beschaftigte nach Funktionen, Stand 01.01.2017
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Caesar konnte den Anteil weiblicher Mitarbeiter im wissenschaftlichen Bereich
von 33 % auf 36 % steigern. Die Aufteilung von weiblichen und mannlichen
Mitarbeitern, bezogen auf die einzelnen Funktionsbereiche, ist in der unten
stehenden Grafik dargestellt.

Abbildung 2: Anteil weiblicher und médnnlicher Mitarbeiter in den jeweiligen
Funktionsbereichen
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Finanzen

Grundstock der Stiftung caesar

Caesar wurde als gemeinnltzige Stiftung des privaten Rechts von der
Bundesrepublik Deutschland und dem Land Nordrhein-Westfalen, im Rahmen des
Bonn-Berlin-Ausgleichs, gegriindet.

Das Stiftungsvermdgen betragt 383,4 Mio. € plus 6,6 Mio. € Grundstilickswert, den
caesar von der Stadt Bonn erhalten hat.

286,3 Mio. € des Stiftungskapitals wurden langfristig am Kapitalmarkt angelegt. Die
Ertrage finanzieren unter anderem die Forschung bei caesar.

Sachanlagen 81.915.342 €
Finanzanlagen 301.736.604 €
Sonstige 24.608.235 €
Bilanzsumme 408.260.181 €

Ertrage aus Umsatzerlosen und Forderprojekten 4.405.420 €
Ertrage aus Wertpapieren und Zinsen 13.378.533 €
Ertrage insgesamt 17.783.953 €

Aufwendungen 2016

Personalaufwand 8.060.140 €
Sachaufwand 5.143.272 €
Abschreibungen 4.081.515 €
Aufwendungen insgesamt 17.284.927 €

Figures and facts
Zahlen und Fakten

Annual Report 2016 | Jahresbericht 2016 93



Figures and facts
Zahlen und Fakten

Jahresbilanz 2016

Bilanzabschluss zum 31.12.2016 (Angaben in €)

A. Anlagevermogen

I. Immaterielle Verm6gensgegenstdande 229.160 211.734
Il. Sachanlagen

Grundstiicke & Bauten 71.163.312 72.362.776
Andere Anlagen 10.070.155 11.739.515
Geleistete Anzahlungen & Anlagen im Bau 681.875 493.353
Summe aus II. 81.915.342 84.595.644
lll. Finanzanlagen

Beteiligungen 330.000 330.000
Wertpapiere des Anlagevermdégens zur Anlage des Stiftungsvermogens 290.575.021 290.575.021
Wertpapiere des Anlagevermdgens zur Gebdaudewiederbeschaffung 10.831.583 10.831.583
Summe aus lIl. 301.736.604 301.736.604
Summe fiir A. 383.881.106 386.543.982
B. Umlaufvermégen

I. Vorréte 273.946 249.589
Il. Forderungen und sonstige Vermégensgegenstiande

Forderungen aus Lieferungen und Leistungen 936.514 184.040
Forderungen gegen Unternehmen, mit denen ein Beteiligungsverhaltnis besteht 0 0
Sonstige Vermogensgegenstande 1.061.860 1.120.713
Summe aus II. 1.998.374 1.304.753
lll. Wertpapiere 1.000.000 1.000.000
IV. Kassenbestand, Bundesbankguthaben, Guthaben bei Kreditinstituten und Schecks 20.788.813 18.666.719
Summe fiir B. 24.061.133 21.221.061
C. Rechnungsabgrenzungsposten 317.941 274.380
Gesamtes Vermogen 408.260.181 408.039.423
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A. Eigenkapital

l. Stiftungsvermogen
Finanzierungskapital
Investitionskapital

Zustiftung Stadt Bonn
Zufiihrung Rucklagen
Summe aus |.

Il. Riicklagen

Freie Riicklagen gemaR § 58 Nr. 7a AO
Instandhaltungsriicklage
Summe aus Il.

lll. Ergebnis
Jahresuberschuss/-fehlbetrag
Summe aus lll.

Summe fiir A.

B. Sonderposten aus Investitionszuschiissen

C. Riickstellungen

D. Verbindlichkeiten

Verbindlichkeiten aus Lieferungen und Leistungen

Sonstige Verbindlichkeiten

Summe fiir D.

E. Rechnungsabgrenzungsposten

Gesamtes Vermogen

286.323.453

97.145.457

6.681.051

1.283.957

391.433.918

6.507.317

4.943.788

11.451.105

0

0

402.885.023

3.646.087

608.030

929.315

190.675

1.119.990

1.051

408.260.181
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286.323.453
97.145.457
6.681.051
1.283.957

391.433.918

6.008.289

4.943.789

10.952.078

0

0

402.385.996

4.085.052

569.369

783.654

201.511

985.165

13.841

408.039.423
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Organe der Stiftung
Stiftungsrat

Zum 31.12.2016 war der Stiftungsrat wie folgt zusammengesetzt:

Vorsitzender

Prof. Dr. Martin Stratmann
Prasident der Max-Planck-Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaften e.V., Miinchen

Mitglieder

Prof. Dr. Jens Briining
Max-Planck-Institut fur Stoffwechselforschung, Kéln

MinDir’in Barbel Brumme-Bothe
Leiterin der Abteilung 6 im Bundesministerium fiir Bildung und Forschung, Berlin

Staatssekretar Dr. Thomas Griinewald
Ministerium fir Innovation, Wissenschaft und Forschung des Landes NRW, Diisseldorf

Prof. Dr. Bill Hansson
Vizeprasident der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften e.V.,
Max-Planck-Institut fiir Chemische Okologie, Jena

Prof. Dr. Michael Hoch
Rektor der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdat Bonn

Prof. Dr. Regine Kahmann
Max-Planck-Institut fir terrestrische Mikrobiologie, Marburg

Dr. Stefan Marcinowski
Vizeprasident der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften e.V., Miinchen

Prof. Dr. Wolfgang Plischke
Bayer AG, Leverkusen

Tankred Schipanski
Mitglied des Deutschen Bundestages, Berlin

Ulrich Schiiller
Leiter der Abteilung 4 im Bundesministerium fir Bildung und Forschung, Bonn
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Prof. Dr. Ferdi Schiith

Vizeprasident der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften e.V.,

Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung, Miilheim a.d.R.

Karl Schultheis
Mitglied des Landtages NRW, Dusseldorf

Prof. Dr. Petra Schwille
Max-Planck-Institut fir Biochemie, Martinsried

Ashok-Alexander Sridharan
Oberbirgermeister der Bundesstadt Bonn

Prof. Dr. Heinz Wassle
Max-Planck-Institut fir Hirnforschung , Frankfurt/Main

Vorstand

Zum 31.12.2016 war der Vorstand wie folgt zusammengesetzt:

Dr. Jason Kerr

Geschiéftsfiihrender Direktor

Direktor der Abteilung ,Organisation des Gehirns und Verhaltens”
Prof. Dr. Ulrich Benjamin Kaupp

Direktor der Abteilung “Molekulare Neurosensorik”

Gertrud Bilski
Kaufmannische Geschéaftsflihrerin
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