MOLEKULE UND SIGNALE

Eine der grofSten Herausforderungen fiir das Zentralnervensystem aller
Lebewesen ist es, moglichst schnell zu reagieren. Dies ermoglicht
schnelle Schutzreflexe und letztendlich auch den Ablauf gedanklicher
Prozesse innerhalb tolerierbarer Zeit. Um Signale (iber grolSere Abstin-
de schnell zu vermitteln, hat die Natur elektrische Signalmechanismen
entwickelt. Fiir die Weiterleitung des Signals auf nachgeschaltete Zellen
und auch fiir die Interaktion zwischen den Milliarden von Nervenzellen
in unserem Gehirn bedient sie sich allerdings weitgehend einer chemi-
schen Signaliibertragung. Dies geschieht an den so genannten Synap-
sen. Dort gibt die prasynaptische Nervenendigung den Neurotransmit-
ter, einen Botenstoff, ab. Der Neurotransmitter diffundiert tiber den
Zwischenraum zwischen zwei kommunizierenden Zellen und offnet
lonenkandle in der nachgeschalteten Zelle. In den Nervenzellen findet
also ein Doppelschritt statt: Ein elektrisches Signal in der sendenden Zel-
le lost ein chemisches Signal aus, indem es den Transmitter freisetzt, und
dieser wiederum bewirkt ein elektrisches Signal in der empfangenden
Zelle. Man mag sich fragen, warum die Natur sich eines so komplizierten
Prozesses bedient, wenn doch Geschwindigkeit ein wesentlicher Faktor
ist, und wie es unsere Nervenzellen dennoch bewerkstelligen, dass der
Prozess einigermallen schnell ablauft.

Pegasus im Nerveniand

Vorratshaltung sorgt fur Geschwindigkeit in Nervenzellen
Erwin Neher

Synaptische Plastizitit

Zunachst zur ersten Frage: Eine
mogliche Antwort liegt in der
Bedeutung der so genannten »sy-
naptischen Plastizitdt«. Nach
Ubereinstimmender Meinung der
meisten Neurobiologen haben
die besonderen Leistungen des
Gehirns ihre Begriindung darin,
dass die Verbindungen zwischen
den einzelnen Nervenzellen
nicht starr sind, sondern einem
standigen Wandel unterliegen.
Synaptische Plastizitét heil’t, dass
sich die Synapsen mit dem Sig-
naldurchfluss verandern, und
zwar jeder Typus von Synapse in
sehr charakteristischer Weise. Je
nach Synapsentyp und Reizmu-
ster kénnen diese Anderungen
Uber lange Zeit Bestand haben
oder nur kurzzeitig wirken. Die
Vielfalt und die breite Zeitskala
der moglichen Veranderungen

bedingen es, dass die »Schaltkrei-
se« unseres Zentralnervensys-
tems zum einen Geddchtnis ent-
wickeln und sich zum anderen
spontan aufgrund von Sinnesein-
driicken oder wahrend gedank-
licher Prozesse umorganisieren
kénnen. Man kann argumentie-
ren, dass es die Komplexitdt der
synaptischen Ubertragung ist, die
diese vielfdltige Regulation auf
mehreren Zeitskalen erlaubt.
Beim Studium der verschiede-
nen Mechanismen synaptischer
Plastizitat ist offensichtlich, dass
sich die Natur nahezu aller Regu-
lationsmechanismen bedienen
kann, die im Laufe der Evolution
fur die unterschiedlichsten Aufga-
ben entwickelt wurden — von den
Mechanismen der Stoffwechsel-
regulation bis zu den Signalen,
die Wachstum und Zelldifferen-
zierung steuern. Bestlinde die
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Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Synapse zwischen hippo-
kampalen Zellen in Kultur. Deutlich zu sehen ist der »Vorrat« an
synaptischen Vesikeln, wovon einige wenige an die présynaptische
Membran angedockt sind, die meisten jedoch in Warteposition
stehen.

Abbildung: Jirgen Kiingauf, Max-Planck-Institut far biophysikalische
Chemie.

synaptische Transmission in einer
einfachen elektrischen Kopplung,
so ware dies nicht moglich.

Botenstoffe auf Vorrat

Nach diesem Exkurs tiber »Plasti-
zitat« zurtick zur Frage der Ge-
schwindigkeit: Wie schaffen es
unsere Synapsen, trotz dieser
Umstandlichkeit schnell und in
hochstem Grade reguliert zu rea-
gieren? Die Forschungsarbeiten
der Abteilung Membranphysik
am Max-Planck-Institut fir bio-
physikalische Chemie, in Koope-
ration mit dem Sonderforschungs-
bereich 406 »Synaptische Inter-
aktionen in neuronalen Zellver-
banden« und dem SFB 523 »Pro-
tein- und Membrantransport zwi-
schen zelluldren Kompartimen-
ten« sowie mit dem neuen DFG
Forschungszentrum Molekular-
physiologie des Gehirns (CMPB)
entwickelten darauf einige Ant-
worten.

Die Synapsen bedienen sich in
der Frage der Geschwindigkeit
eines Tricks: Der zur Signaltiber-
tragung notwendige Botenstoff
(Neurotransmitter) wird, in so
genannten Vesikeln verpackt, auf
Vorrat gehalten. Jede Nervenen-
digung enthilt eine Vielzahl sol-
cher synaptischer Vesikel, die bei
Ankunft eines Nervenimpulses
mit der Membran der Nervenfa-
ser verschmelzen und ihren In-
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haltausschitten. Die Bildung von
membranumbhiillten Vesikeln ver-
schiedenster Art, ihre Beladung
mit Inhaltsstoffen, Transport sol-
cher Vesikel und ihre Verschmel-
zung mit anderen Strukturen sind
Prozesse, die an vielen Stellen
unserer Korperzellen standig ab-
laufen. Auch die einfachsten Or-
ganismen weisen eine Vielzahl
solcher vesikularen Strukturen
auf, die in ihren Zellen sehr ver-
schiedene Aufgaben (iberneh-
men. Die Vorratshaltung in der
Nervenzelle ist somit ein weiteres
Beispiel dafiir, dass das Nerven-
system entwicklungsgeschicht-
lich alte Zellmechanismen auf-
greift und diese zur Erfullung sei-
ner komplexen Aufgaben perfek-
tioniert.

Kalziumkonzentration als
Ausloser

Drei unserer Forschungsprojekte
verfolgen unterschiedliche Ar-
beitsansatze, die Teilfragen dieser
komplexen Regulationsmecha-
nismen kldren. Zunichst zur
Schnelligkeit: Wie erwahnt, be-
herbergen die meisten Zelltypen
eine Vielzahl von Vesikeln, ein
Teil davon mit Transportaufgaben
betraut, wovon wiederum einige
dieser Aufgaben — dhnlich der
Freisetzung des Neurotransmit-
ters aus der Nervenzelle — in der
Sekretion verschiedenster Sub-
stanzen besteht. Diese Substan-
zen werden hergestellt (syntheti-
siert), in Vesikel verpackt, trans-
portiert und, wenn ein solches
Vesikel die Zellmembran er-
reicht, irgendwann auch freige-
setzt. Geschwindigkeit spielt da-
bei in der Regel keine grofie Rol-
le. In der Nervenendigung ist dies
anders: Transmitterbeladene Vesi-
kel werden an die Zellmembran
transportiert und verharren dort,
bis ein Nervenimpuls das Signal
zur Freisetzung gibt. Da auf einen
bestimmten Vorrat zuriickgegrif-
fen werden kann, lduft dann alles
sehr schnell ab. Seit etwa 50 Jah-
ren ist bekannt, dass ein Anstieg
der intrazelluldren Kalziumkon-
zentration ([Ca**]) der unmittel-
bare Ausloser fir die Freisetzung
ist. Bis vor kurzem wulite man
allerdings nicht, wie hoch das
Kalzium [Ca**] ansteigen muss,
damit es diese Aufgabe erfiillen
kann. Wir haben in einer speziel-
len Synapse im Hirnstamm von
Ratten Abschatzungen erarbeitet
sowohl tber die Grole als
auch den Zeitverlauf von [Ca*+]
(Schneggenburger &  Neher,
2000). Wir haben festgestellt,
dass am Ort der Freisetzung ein
sehr lokaler [Ca*+*]-Anstieg um
einen Faktor 100 und mehr statt-
findet, der allerdings nur eine hal-
be Millisekunde andauert. Offen-
sichtlich bilden sich beim Offnen
von [Cat*t]-Kandlen in deren
Nachbarschaft eng umgenzte Be-
reiche hoher [Ca*+*]-Konzentra-



tion aus, die nach dem Schliessen
der Kandle sofort wieder ver-
schwinden und somit schnelles
An- und Abschalten der synapti-
schen Transmission ermoglichen.
Eine quantitative Beschreibung
dieser Prozesse ist wichtig fiir die
Beantwortung weiterfiihrender
Fragen in Bezug auf kurzzeitige
»plastische« Veranderungen bei
repetitiver Reizung (Felmy et al.,
2003) und uber die molekulare
Natur des Kalzium-Sensors.

Molekulare Akteure

Ein zweiter Arbeitsansatz kon-
zentriert sich auf die molekularen
Akteure des Freisetzungsprozes-
ses. Jlingste Untersuchungen ha-
ben ergeben, dass sich nach der
Anlagerung eines sekretorischen
Vesikels an die Zellmembran ein
so genannter »SNARE«-Komplex
bildet. Dieser besteht aus Mole-
kilen, von denen einige (SNAP25
und Syntaxin) in der Zellmem-
bran verankert sind und ein wei-
teres (Synaptobrevin) in der Vesi-
kelmembran. Durch die Bildung
des Komplexes werden die bei-
den Strukturen aneinandergehef-
tet. Es ist vorgeschlagen worden,
dass die dabei frei werdende
Energie letztendlich auch das
Verschmelzen der beiden Mem-
branen bewirkt (Jahn et al. 2003).
Ahnliche Reaktionen finden in
vielen Zelltypen und dort auch an
vielen Stellen statt. Wo immer
innerhalb der Zelle Membran-
strukturen fusionieren, sind sehr
dhnliche Molekiile (Isoformen
der oben genannten SNARE-Pro-
teine) wirksam, so zum Beispiel
in den Zellbestandteilen end-
oplasmatisches Retikulum, im
Golgiapparat und an den Endo-
somen. Das Besondere im Ner-
vensystem ist, dass der Prozess of-
fensichtlich nicht zur Vollendung
gelangt, sondern in einem spiten
Stadium der Komplexbildung in-
nehilt und auf das auslosende
Signal — den Kalziumanstieg —
wartet. Dadurch entsteht ein
»Vorrat« an sekretionsbereiten
Vesikeln, die, wann immer

[Ca*+] ansteigt, innerhalb von
Bruchteilen einer Tausendstelse-
kunde freigesetzt werden kon-
nen.

Wir haben uns die Frage ge-
stellt, welche Molekiile daftir ver-
antwortlich sind, dass sich in der
»neuronalen« Sekretion dieser
Vorrat ausbilden kann. Dazu ha-
ben wir nicht mit Neuronen ex-
perimentiert, sondern mit den
Zellen der Nebenniere, welche
im Stresszustand das Hormon
Adrenalin ausschitten. Dieser
Prozess funktioniert auch nach
dem neuronalen Prinzip der Vor-
ratshaltung, hat aber den Vorteil,
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dass sich in den relevanten Zell-
typen die beteiligten Molekiile
leichter manipulieren lassen (Ret-
tig & Neher, 2002).
Ausgangspunkt der Untersu-
chungen war ein Mausestamm,
von amerikanischen Kollegen be-
reitgestellt (Washbourne et al.,
2002), in dem durch genetische
Manipulation eine der Kompo-
nenten des SNARE-Komplexes,
das Protein SNAP-25, eliminiert
ist. Aus den Nebennierenzellen
dieser Mutante lassen sich Kultu-
ren anlegen. Eine biophysikali-
sche Analyse dieser Zellen ergab,
wie erwartet, dass der Vorrat an
sekretionsbereiten Speichervesi-
keln leer war; es war nur eine sehr
langsam ablaufende Freisetzung
(Sekretion) messbar. Behandelte
man solche Zellen jedoch mit ei-
nem Virus, welcher die geneti-
sche Information flir SNAP25 ent-
hielt, so exprimierten die Zellen
das Protein und erlangten gleich-
zeitig auch wieder ihre Sekre-
tionsfahigkeit. Dies bestatigte,
dass SNAP25 fiir die Sekretion es-
senziell ist. Flihrte man dieses so
genannte »Rescue-Experiment«
mit der neuronalen Isoform von
SNAP25 durch, so wurde ein gro-
Ber Vorrat an sekretionsbereiten
Vesikeln und dementsprechend
eine schnelle Sekretion nach Sti-
mulierung beobachtet. Dasselbe
Experiment mit einer ubiquitdren
Form des Proteins (das heilst, mit
einer Form, die auch in vielen
nicht-neuronalen Zellen vor-
kommt) durchgefihrt, hat zwar
die Sekretionsfahigkeit der Zellen
teilweise wieder hergestellt: Inter-
essanterweise jedoch war sie sehr
langsam und zeigte keine Anzei-
chen von Vorratshaltung. Ebenso
interessant war ein weiterer Be-
fund: Ein Uberschuss (Uberex-
pression) der ubiquitdren Form
des Proteins in Zellen von norma-
len Tieren bewirkte den Verlust
des Vorrats. Dies fiihrte zu folgen-
der Interpretation der molekula-
ren Vorgange: Bei der Bildung des
SNARE-Komplexes lagern sich
die Komponenten entsprechend
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ihrer Verfiigbarkeit zusammen.
Komplexe, welche die neuronale
Form enthalten, besitzen die Ei-
genschaft, einen Vorrat zu bilden.
Ist die ubiquitdre Form im Uber-
schuss vorhanden, so verdrangt
diese das neuronale SNAP25 und
Vorratshaltung wird verhindert
(Soerensen et al., 2003). Das Pro-
tein SNAP25, dem bislang nur ei-
ne Rolle beim Freisetzungspro-
zess selbst zugesprochen worden
war, bestimmt und reguliert unse-
ren Ergebnissen zufolge auch
mafgeblich die Frage der Vorrats-
haltung.

Regulierter Nachschub

Ein drittes Projekt befasst sich
ebenfalls mit Vorratshaltung, je-
doch nun wieder in den neurona-
len Zellen und Synapsen im Hirn-
stamm von Ratten und in Zu-
sammenhang mit der Regulation
der Transmitterfreisetzung. Damit
kommen wir wieder zurtick zum
Problem der synaptischen Plasti-
zitat. Eine der wichtigsten For-
men der Kurzzeitplastizitat ist die
so genannte Kurzzeitdepression,
die an vielen (aber nicht allen!)
Synapsentypen beobachtet wer-
den kann. Sie besteht darin, dass
bei repetitiver, schnell aufein-
anderfolgender Reizung einer
synaptischen Verbindung die
Synapsenstarke sukzessive ab-
nimmt. Dies kann viele Griinde
haben; eine wichtige Ursache da-
fur ist jedoch das Aufbrauchen
des Vorrats an Botenstoffen. Eine
spontane Reaktion auf diesen
Sachverhalt kénnte sein: Das hat
die Natur schlecht gemacht; die
Vorratshaltung sollte sicherer aus-
gelegt sein!

Das Gegenargument lautet:
Keineswegs! Kurzzeitdepression
ist ein wichtiger Mechanismus
der synaptischen Plastizitat, und
die Natur benutzt die vorhande-
nen Mechanismen der Regulation
von Vesikeltransport zum Ziele
der Gestaltung dieser Kurzzeit-
plastizitat. Fiir dieses Gegenargu-
ment sprechen unsere jiingeren
Befunde, die zeigen, dass der
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»Vesikelnachschub« ein hochre-
gulierter Prozess ist. Bereits vor
einigen Jahren konnten wir zei-
gen, dass die Wiederherstellung
des Vorrats nach intensiver Rei-
zung durch einen erhéhten Kal-
ziumspiegel in der Zelle bechleu-
nigt wird. Dieser Effekt wird
durch das Protein Calmodulin
vermittelt. Unsere neuesten Un-
tersuchungen zeigen, dass neben
Ca**/Calmodulin eine gewisse

Neurotransmitter release at
. synapses is a highly regula-
ted process which enables our
brain to constantly change the
strength of the connections bet-
ween individual neurons — a pro-
cess termed synaptic plasticity.
The mechanism of exocytosis, by
which the transmitter is liberated
from storage vesicles, is very si-
milar to other types of secretory
processes in various cells and tis-
sues. An important feature of
»neurosecretion« however, is that
secretory vesicles, docked at spe-
cial release sites, accumulate and

Konzentration des Botenstoffes
zyklisches cAMP notig ist, um die
Beschleunigung des Nachschubs
sicherzustellen. Im Normalzu-
stand ist nach unseren Untersu-
chungen offensichtlich gentigend
viel cAMP vorhanden. Unter dem
Einfluss eines zweiten, inhibitori-
schen Transmitters — zum Beispiel
vy-amino-Buttersdure (GABA) —
wird der cAMP-Spiegel abge-
senkt, was dann eine vollstindi-
gere Entleerung des Vorrats und
eine langsamere Wiederauffil-
lung bedingt (Sakaba & Neher,
2003). Dieses Zusammenwirken
eines schnellen erregenden Trans-
mittersystems (Glutamat) mit ei-
nem langsamen, inhibitorischen
Transmitter (GABA) erdffnet viel-
faltige Moglichkeiten einer kom-

form a »stockpile« which allows
for a very rapid, robust response,
whenever nerve activity demands
so. Work in our department con-
centrates on three questions: 1)
What is the time course and mag-
nitude of the Ca*+ signal which is
the immediate trigger for release?
2) Which molecular properties
are responsible for the fact that
nerve terminals accumulate a re-
adily-releasable stockpile of syn-
aptic vesicle? 3) What signalling
mechanisms regulate the supply

of vesicles to this stockpile? .

Prof. Dr. Erwin Neher, Jahrgang 1944, ist wissen-
| schaftliches Mitglied der Max-Planck-Gesellschaft
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»Nobelpreis fiir Medizin oder Physiologie« ausgezeichnet wurden.
Erwin Neher studierte Physik in Miinchen und Madison, Wisconson
(USA) und promovierte im Jahre 1970 an der TU Miinchen. Seit
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plexen Regulation synaptischer
Verbindungsstarken.

Es wird hochst interessant sein,
zu erforschen, in welcher Weise
diese Regulation das Zusammen-
wirken einzelner Synapsen in
Neuronenverbdnden beeinflusst.
Die standig in unserem Zentral-
nervensystem ablaufende Akti-
vitdt stellt namlich eine ausgekli-
gelte Balance zwischen erregen-
den und hemmenden Einflissen
dar. Diese ist in pathologischen
Zustanden (zum Beispiel bei Epi-
lepsie und bei Schizophrenie) ge-
stort. Die hier beschriebene Re-
gulation auf zwei Ebenen, nam-
lich der einzelnen synaptischen
Antwort als auch der Kurzzeit-
plastizitat, ist sicher ein wesentli-
ches Element fiir das Verstandnis
dieses komplexen Prozesses und
fur die Wiederherstellung einer
gestorten Balance. <«
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European Neuroscience
Institute Gottingen (ENI-G)

(red.) Das European Neuroscience Institute Gottingen (ENI-G) wurde auf
gemeinsame Initiative der Universitat Gottingen und der Max-Planck-Ge-
sellschaft im Jahr 2001 gegriindet. Das Institut wird vom Bereich Human-
medizin und den Géttinger Max-Planck-Instituten fiir biophysikalische
Chemie und fiir experimentelle Medizin sowie der Schering AG unter-
stlitzt. Zurzeit unterhalt das ENI-G vier unabhangige Nachwuchsgruppen,
die das gemeinsame Ziel der experimentellen Erforschung des gesunden
und kranken Nervensystems verfolgen. Die Gruppen kooperieren auf den
Gebieten der Genetik, Molekularbiologie, Biophysik, Elektrophysiologie
und bei der Anwendung neuester bildgebender Verfahren. Dem ENI-G ge-
horen rund 30 Wissenschaftler und Promovenden sowie zehn weitere Mit-
arbeiter an. Das Institut unterhélt europaweite Kontakte mit Forschern und
Arbeitsgruppen auslandischer Universititen und Forschungseinrichtun-
gen. Dartiber hinaus ist es in die Lehre eingebunden, insbesondere in den
internationalen Studiengang Neurosciences. Vorstandssprecher des ENI-G
ist der Gottinger Nobelpreistrager Prof. Dr. Erwin Neher, stellvertretender
Vorstandssprecher ist Prof. Dr. Diethelm W. Richter.

Die vier Nachwuchsgruppen des ENI-G beschéftigen sich mit folgen-
den Themen: Signaltransduktion bei Migration und Struktureller Plastizitat
der Neuronen (Leitung: Dr. Fred Wouters), Entwicklung Funktioneller Ei-
genschaften in Endokrinem Gewebe (Leitung: Dr. Marjan Rupnik), Neuro-
immunologie (Leitung: Dr. Harald Neumann) sowie Molekulare Mecha-
nismen Synaptischer Plastizitat in Drosophila (Leitung: Dr. Stephan Sigrist).

Die Nachwuchsgruppe »Signaltransduktion« erforscht die Prozesse,
die beim Wachstum und der Entwicklung von Nervenzellen stattfinden.
Gezeigt werden soll, wie die Veranderungen in der zelluldren Umgebung
tber ein komplexes Netzwerk von Signalwegen funktionelle Formveran-
derungen in Nervenzellen hervorrufen. Diese Prozesse sind medizinisch
relevant fiir ein Verstandnis von neuronaler Regeneration und neurodege-
nerativen Krankheiten, wie zum Beispiel der Alzheimer’schen Krankheit.
In dem Projekt werden neue bildgebende Verfahren wie die FRET-Technik
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) und die FLIM-Technik (Fluore-
scence Lifetime Imaging Microscopy) eingesetzt. In der Nachwuchsgrup-
pe »Neuroendokrinologie« wird die Funktion, Entwicklung und Regene-
ration von neuroendokrinem Gewebe untersucht mit dem Ziel, die Hor-
mon produzierenden Zellen soweit zu analysieren, dass sie moglicher-
weise bei Zellersatztherapien eingesetzt werden kénnen. Medizinisches
Anwendungsgebiet wdre beispielsweise die Therapie bei Erkrankungen
der Bauchspeicheldriise (Diabetes). Die Immunitat des Nervensystems ist
Thema der Nachwuchsgruppe »Neuroimmunologie« mit dem For-
schungsziel, entztindliche Erkrankungen des Gehirns — beispielsweise bei
Multipler Sklerose — besser zu verstehen. Auerdem experimentieren die
Wissenschaftler mit genetisch umprogrammierten Stammzellen, die in er-
kranktes Gewebe wandern, um dort therapeutische Proteine freizusetzen.
Die molekularen Mechanismen bei der Bildung der Synapsen (signal-
Ubertragende Strukturen zwischen Nervenzellen) am Modellorganismus
der Fruchtfliege (Drosophila) bestimmen das Arbeitsgebiet der Nach-
wuchsgruppe »Synaptische Plastizitat«. Besser verstehen mochte man die
Ausbildung neuer synaptischer Kontakte sowie die Modifikation existie-
render Synapsen, um eine Vorstellung tiber die zellbiologischen Grundla-
gen der neuronalen Informationsspeicherung zu gewinnen.
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