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Einleitung

Trotz erheblicher Fortschritte in der molekularen und zellu-
laren Neurobiologie bleibt es die groBte Herausforderung
einer modernen Neurowissenschaft, die funktionelle Bedeu-
tung der molekularen Prozesse fiir die Funktionsweise neu-
ronaler Systeme und die Konsequenzen ihrer Stérungen zu
beschreiben.

Um diese Zielsetzung zu realisieren, wurde ein abgestimm-
tes neurophysiologisches Forschungsprogramm definiert. Da-
bei filhren wissenschaftlich unabhangige Forschergruppenlei-
ter interaktive Forschungsvorhaben durch, die Giber Drittmittel
finanziert sind.

Die aufeinander abgestimmten Projekte umfassen: (1) Mo-
lekulare Physiologie und Biophysik von neuralen Zellen (Ner-
ven- und Gliazellen), (2) Molekulare Physiologie von Synapsen
und synaptische Kommunikation, (3) Molekulare Physiologie
der Neuromodulation, (4) Entwicklungsneurophysiologische
Prozesse, (5) Systemneurophysiologie am Beispiel motorischer
Regelsysteme (Spinalmotorik, Atmung) und (6) Patho-Neuro-
physiologische Aspekte, wie ALS.

Preface

Despite major advances in molecular and cellular neurobiol-
ogy, the greatest challenge has yet to be met: The understand-
ing of the functional significance of the complex molecular
processes for systems neurophysiology and the consequences
of disturbances of these basic processes.

In order to meet this goal, we established an integrated
neuroscience research programme in the department. The
core of the research activities is formed by independent re-
search groups of principal investigators working in the fields
of (1) Molecular Physiology and Biophysics of Neural Cells, (2)
Molecular Physiology of Synapses and Cellular Communica-
tion, (3) Molecular Physiology of Neuromodulation, (4) Neu-
rodevelopmental Processes, (5) System Neurophysiology and
(6) Patho-Neurophysiology.

1. Signalwege G-Protein gekoppelter
Rezeptoren

Differentielle Modulation durch heterogen exprimierte
Serotoninrezeptoren

Die Zellen des zentralen Nervensystems sind tber Synapsen
miteinander verbunden und kommunizieren, in dem das Axon
einer prasynaptischen Nervenzelle einen chemischen Ubertra-
gerstoff freisetzt, welcher Rezeptoren der innervierten post-
synaptischen Nervenzelle aktiviert und damit dessen Memb-
ranpotential verandert. Die Effizienz der synaptischen Trans-
mission lauft nicht immer konstant ab, sondern wird standig
modifiziert. Um die zentrale Verarbeitung von Informationen
fein aufeinander abzustimmen und motorische Programme zu
justieren, werden so genannte Neuromodulatoren wirksam,
die von speziellen Hirnregionen freigesetzt werden. Das hier

genannte Forschungsprojekt beschaftigt sich mit der Modula-
tion durch biogene Amine.

Am isolierten, aber intakten Atemzentrum bzw. an dessen
Nervenzellen im Hirnstamm oder an Nervenzellen des Hip-
pokampus werden die Grundmechanismen der Modulation
durch Serotonin untersucht. Diese serotonerge Modulation
lauft recht komplex ab, da die Nervenzellen verschiedene
Arten von Serotoninrezeptoren besitzen, die an unterschied-
lichen Abschnitten der Nervenzellen lokalisiert sind und un-
terschiedliche intrazelluldre Signalwege benutzen.

Molekulare Identifizierung der intrazelluldren Signalwege
Eine zweite Forschergruppe hat sich das Ziel gesetzt, die Mo-
lekularphysiologie der intrazelluldren Signalwege im Detail zu
beschreiben. Hier geht es darum, die Interaktion der Modula-
tionsrezeptoren mit G-Proteinen und deren Zielproteinen wie
der Adenylatzyklase und dessen Dynamik am Beispiel der ver-
schiedenen Serotoninrezeptoren zu analysieren.

1. Intracellular Signaling of G-Protein Coupled
Receptors

Differential neuromodulation through heterogenously ex-
pressed serotonin receptors

The aim of this project is to understand the molecular proc-
esses determining modulation of synaptic processes in the
central nervous system through G-protein coupled receptors.
Central neurons are embedded in neuronal networks in which
they communicate via synapses. At this place, presynaptic
axons release a chemical transmitter, which binds to trans-
mitter receptors of the postsynaptic neuron to change their
membrane potential. Other substances originating from other
brain regions modulate these synaptic responses. These neu-
romodulators allow fine-tuned central information processing
to adjust the neuronal activity of nerve cells to the demand of
the behavioural situation.

In the present project, we analyze the cellular processes ac-
tivated by biogenic amines, specifically those activated by the
neuromodulator serotonin. Such serotonergic modulation of
synaptic transmission is interesting, as neurons express a vari-
ety of different types of serotonin receptors that are positioned
at heterogenous regions of a cell. As a model, we use the iso-
lated, but functionally intact respiratory centre or its neurons,
or alternatively cultivated hippocampal neurons of mice.

Molecular identification of intracellular signal pathways

A new research group has been established that aims to
analyze the specific signaling pathway of G-protein-coupled
receptors and target proteins, such as the adenylyl cyclase.
Specifically, we are interested to understand the intracellular
signaling pathways of the various serotonin-receptors. Re-
spective subtypes will be analyzed in order to characterize the
differences.
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2. Intrazellulére Signaliibertragung durch G-
Protein gekoppelte Rezeptoren

Die Arbeitsgruppe beschaftigt sich mit der Aufklarung der
molekularen Mechanismen, die an der Regulation der Si-
gnaltransduktion durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs) beteiligt sind. Das beinhaltet insbesondere die zeit-
lich-rdumliche Analyse der Interaktionen zwischen GPCRs und
den nachfolgenden Effektoren, die spezifische Zellantworten
auslosen. Ein Hauptziel ist, die Dynamik von Signalprozes-
sen durch ,on-line”-Messungen zu untersuchen, um so eine
quantitative Korrelation mit spezifischen Zellfunktionen zu
ermdglichen. Als Modellsystem dienen dabei Signalwege, die
durch verschiedene GPCRs wie Serotonin-, GABAg- und Opi-
oid-Rezeptoren vermittelt werden. Erst vor kurzem konnte
die Arbeitsgruppe bis dahin unbekannte 5-HT7R/G12 bzw.
5-HT4/G13 Signalwege aufdecken, die eine wichtige Rolle in
der serotonergen Regulation der neuronalen Morphologie
spielen. Diese neuen Erkenntnisse zeigen, dass die funktio-
nelle Co-Existenz der 5-HT7R/G12 bzw. 5-HT4/G13 Signalwege
einen molekularen Zusammenhang zwischen Serotonin, das

als l6slicher ,guidance”-Faktor arbeitet, und den durch die
Rho GTPase regulierten Prozessen, welche die neuronale Mor-
phologie und Motilitat kontrollieren, erzeugt. Dariiber hinaus
wurde vor kurzem das funktionelle Zusammenspiel zwischen
Serotonin und Opioid-Rezeptoren demonstriert und funktio-
nell analysiert. AuBerdem gelang es der Arbeitsgruppe, post-
translationale Modifikationen von 5-HT-Rezeptoren zu identi-
fizieren und ihre funktionelle Signifikanz fiir den Signalprozess
aufzuklaren.

In laufenden Projekten werden die subzelluldre Lokali-
sierung der 5-HT-vermittelten Prozesse und die dynamische
Reorganisation von Signaldomanen in lebenden Zellen ana-
lysiert. Das verwendete Methodenspektrum umfasst moleku-
larbiologische, biochemische, elektrophysiologische und zell-
biologische Verfahren, die durch die Anwendung innovativer
Techniken wie ,time-lapse multifluorescence microscopy” so-
wie Fluoreszenz und Biolumineszenz Resonanz Energietrans-
fer (FRET und BRET) erganzt werden.

2. Intracellular Signaling Pathways Mediated
by G-Protein Coupled Receptors

The scientific activities of this group are centred on the analy-
sis of the molecular mechanisms involved in regulation of
signal transduction via G-protein coupled receptors (GPCRs)
as well as understanding of the time-and space-dependent
interactions between GPCRs and their downstream effectors,
leading to the specific actions within the cell. One of the major
goals within this group is the dynamic on-line measurement of
signaling processes to enable a quantitative correlation with
specific cell functions. The group uses signaling processes
mediated by different GPCRs including serotonin, GABA; and
opioid receptors as a model system. Recently a novel signaling
pathway involved in the serotonergic regulation of the neuro-
nal morphology was described and this finding suggests that
the functional co-existence of 5-HT7R/G12 and 5-HT4R/G13
signaling pathways provides a molecular link between serot-
onin, which operates as an soluble guidance ligand, and the
Rho GTPase machinery, controlling neuronal morphology and
motility. In addition, the group recently identified and ana-
lyzed the functional interplay between serotonin and opioid
receptors. Moreover, they provided new information about
the post-translational modifications of 5-HT receptors and elu-
cidated their functional significance in the signaling process.

In the current projects, this group analyses the subcellu-
lar localization of 5-HT-mediated processes and the dynamic
rearrangement of signaling domains in living cells. Methodi-
cally the group use different approaches that cover the fields
of molecular biology, biochemistry, electrophysiology and
cell biology. The various performances are combined with ad-
vanced techniques such as time-lapse multicolor fluorescence
microscopy as well as fluorescence and bioluminescence
resonance energy transfer (FRET and BRET) that were recently
established.
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3. Modulation der synaptischen Transmission
durch Neuroglia

Astrozyten zeigen funktionelle Eigenschaften, die eine sta-
bilisierende Rolle bei der synaptischen Transmission in den
fur die Atmungsregulation wichtigen Hirnstammregionen,

in der ventralen respiratorischen Gruppe und in den eben-
falls rhythmisch innervierten nucl. hypoglossus belegen. Hier
konnten wir die herausragende Bedeutung der Kopplung
respiratorischer Neurone an den Stoffwechsel der Gliazellen
nachweisen, wobei deutlich wurde, dass Astrozyten durch die
Bereitstellung von Glutamin in essentieller Weise Vorausset-
zungen schaffen, unter denen die permanente rhythmische
Aktivitat der Neurone erst ermdglicht wird. Dariiber hinaus
sind klassische Funktionen der Astrozyten, insbesondere die
Regulation der extrazelluldren Neurotransmitter- und Kalium-
konzentration, von vitaler Bedeutung. Astrozytare Neurotrans-
mittertransporter haben eine wichtige regulierende Funktion
fur die synaptische Transmission im respiratorischen Netz-
werk. Als herausragender Befund ist der Nachweis gelungen,
dass der astrogliale Transporter fiir Glyzin (GlyT1) essentiell fur
die rhythmische Aktivitdt des respiratorischen Netzwerks ist.
Daruiber hinaus konnten wir zeigen, dass astrozytdre Fortsat-
ze hochgradig bewegliche Strukturen darstellen. Die struktu-
rellen Verdanderungen kdnnen eine neue Form der Plastizitat
von Synapsen darstellen. Bei der Suche nach mdéglichen Deter-
minanten dieser Plastizitdt haben wir die Bedeutung des Ak-
tinbindenden Proteins Drebrin fir die interzelluldre Kopplung
der Astrozyten mittels Gap-Junctions aufklaren kénnen.

Zusammengefasst belegen unsere Daten einen entschei-
denden Beitrag der Neuroglia zur Plastizitdt und Funktion
des ZNS. Es ist offensichtlich, dass diese hdchst dynamischen
Strukturen der Astrozyten fir die Aufrechterhaltung und Mo-
dulation von wichtigen Eigenschaften neuronaler Netzwerke
des ZNS, insbesondere des Atemzentrums, von entschei-
dender Bedeutung sind.

3. Modulation of Synaptic Transmission by
Neuroglia

Astrocytes possess functional properties, which are capable to
stabilize synaptic transmission neuronal network activity in the
brain stem regions responsible for generation and modulation
of respiratory activity. We were able to show significance of the
metabolic coupling of neurons to glia for the respiratory activ-
ity. Additionally we investigated the role of astroglial neuro-
transmitter transporters for synaptic activity in the respiratory
network. Especially we were able to clarify the vital role of the
glial glycine transporter (GlyT1) for breathing. We discovered
different pattern of astroglial processes plasticity at synapse in
the respiratory network, which might represent a novel mode
for shaping synaptic transmission. One potential candidate
for this type of plasticity is the actin binding protein drebrin,
which in astrocytes regulates the intercellular coupling of the
astrocytic syncytium.

In summary, our data confirm the important role of neu-
roglial cells for plasticity und function of synapses in the CNS.
It became obvious that astrocytes are significantly influencing
neuronal network activity in the brain stem regions responsi-
ble for breathing.
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4. Metabolische Signale in intakten
neuronalen Netzwerken

Die Aktivitat eines neuronalen Netzwerks ist eng mit seinem
metabolischem Bedarf verkniipft. Die Signalwege, die an die-
ser wechselseitigen Regulation beteiligt sind, sind allerdings
nur unvollstindig aufgeklart. Insbesondere Anderungen im
zytosolischen Redox Status scheinen hier eine wichtige Rolle
zu spielen, weil sie eines der Signale darstellen, Gber das Mito-
chondrien direkten Einfluss auf die neuronale Aktivitat und so-
mit die Erregbarkeit und die Funktionsfahigkeit des gesamten
Netzwerks nehmen kdénnen. Da die Mitochondrien die Haupt-
produzenten von Superoxid-Radikalen sind, beeinflussen An-
derungen ihrer Stoffwechselaktivitat unweigerlich den Radi-
kalausstoB, der unmittelbar die wichtigsten Redox-Paare des
Zytosols moduliert (NADH/NAD+, FADH2/FAD, GSH/GSSG).
Derartige Veranderungen werden von zahlreichen redox-sensi-
tiven Proteinen mit Hilfe ihrer exponierten Sulfhydrylgruppen

wahrgenommen. Oxidation/Reduktion dieser Cystein-Reste

fuhrt zur Bildung oder dem Aufbrechen von Disulfidbriicken

und somit zur Konformationsveranderung und Aktivitdts-Mo-
dulation. Zur Untersuchung dieser Signalwege kombinieren
wir die klassische Elektrophysiologie mit hoch auflésender

Ein- und Multiphotonen-Mikroskopie. Zum Einsatz kommen

Fluoreszenzfarbstoffe sowie fluoreszierende Proteine zur Mar-

kierung und Membranpotenzialmessung der Mitochondrien,

dem Nachweis reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) sowie der

Bestimmung intrazelluldrer lonenkonzentrationen (v. a. Ca?*).

Die dynamische Messung der NADH und FAD Autofluoreszenz

ermdglicht die direkte Beurteilung der mitochondrialen Stoff-

wechselaktivitdt. Als Préparate dienen Primarkulturen von
hippokampalen und medulldren Neuronen sowie akute Hirn-

schnitte der Ratte/Maus. Folgende Fragestellungen werden im

Einzelnen bearbeitet:

» Redox-Modulation von Synapsen und Netzwerkaktivitat/
Funktion und Identifizierung potenzieller pra- und post-
synaptischer redoxsensitiver Targets.

» Identifikation der einzelnen Redox-Botenstoffe und
ihre Konvergenz mit klassischen second-messenger
Signalwegen.

» Intrazelluldre metabolische Sensoren und die Wahrneh-
mung metabolischer Mangelversorgung (Anoxie/Ischdmie)
in zentralen Neuronen.

Die detaillierte Aufklarung dieser Signalwege und Targets ist
nicht nur fiir das Funktionsverstandnis neuronaler Netzwerke,
sondern vor allem fir ihre Dysfunktion wéhrend akuter oder
chronischer Mangelversorgung von auflerordentlichem In-
teresse. Mit Hinblick auf die Vielzahl neurodegenerativer Er-
krankungen, die mit oxidativem Stress und akuter/chronischer
mitochondrialer Schadigung einhergehen, kdnnten sich hier
neue therapeutische Ansdtze ergeben.

4. Metabolic Signaling in Intact Neuronal
Networks

The activity and the metabolic demand of neuronal networks
are tightly coupled. The very signaling pathways involved in
this mutual regulation are, however, only incompletely under-
stood. Especially changes in the cytosolic redox status seem
to play a crucial role, since they are putative signals by which
mitochondria could modulate cellular excitability and accord-
ingly control the activity and function of an entire neuronal
network. Since the mitochondria constitute the main produc-
er of superoxide radicals, changes in their activity do affect cel-
lular radical production and thus modulate the major cytosolic
redox couples (NADH/NAD*, FADH,/FAD, GSH/GSSG). Such
changes are being sensed by exposed sulfhydryl groups of
various redox sensitive proteins. Oxidation/reduction of these
cysteine residues may result in the formation or the breaking
up of existing disulfide bonds, conformation changes and thus
modulation of protein activity. We analyze such redox signal-
ing by combining classic electrophyiological approaches with
high resolution single- and multiphon microscopy. Fluores-
cent dyes and fluorescent proteins are used for the visualiza-
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tion and tracking of single mitochondria and the monitoring
of their membrane potential, the detection of reactive oxygen
species and the determination of intracellular ion levels. Dy-
namic monitoring of NADH and FAD autofluorescence directly
reports changes in mitochondrial metabolic activity. As prepa-
rations we use primary cell cultures of hippocampal and med-
ullary neurons as well as acute tissue slices of mice and rats. In
detail we are focusing on the following research topics.

» Redox-modulation of synapses and network activity/func-
tion and identification of potential pre- and postsynaptic
redox-sensitive targets.

» Identification of the very redox messengers and their con-
vergence with the classical cytosolic signaling cascades.

» Intracellular metabolic sensors and the detection of meta-
bolic compromise (anoxia/ischemia) in central neurons.
The detailed characterization of the signaling pathways and
targets involved is crucial nor only for the understanding of
neuronal network function and self-organization, but espe-
cially for their dysfunction and failure during acute and chron-
ic metabolic compromise. In view of the variety of neurode-
generative disorders associated with either oxidative stress or
acute/chronic mitochondrial dysfunction, our research con-
tributes to the foundation and development of novel thera-

peutic approaches.
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5. Die Rolle der postnatalen
Entwicklungsstiorung in der Pathogenese
neuronaler Erkrankungen

Die dynamische Regulation intrazellularer Signaltransduktion
ist eine essentielle Eigenschaft eines jeden heranwachsenden
neuronalen Netzwerks. Metabotrope Rezeptoren, wie z.B.
GABAg, Dopamin oder Opioid usw. beeinflussen durch ver-
schiedene Second-Messenger-Signalwege unterschiedliche

intrazelluldre Prozesse. Deswegen spielen sie eine sehr wich-
tige Rolle in der Stabilisierung, Modulierung und Feinregulie-
rung synaptischer Prozesse. Unsere friiheren Daten zeigten In-
dikationen, dass die Funktion der metabotropen Rezeptoren
wahrend der postnatalen Phase grof3en Verdnderungen unter-
liegt. In der vergangenen Periode haben wir unsere Forschung
darauffokussiert, ob diese Veranderungen mit der veranderten
Expression und den intrazelluldren Signalwegen der GABAg,
Dopamin oder Opioid Rezeptoren einhergehen. Unsere Daten
zeigen, dass der GABAg-Rezeptor, beispielsweise, nicht nur G;
aktiviert, sondern auch G, und Gg;; vermittelte Signalwege
aktivieren kann. Dariiber hinaus haben wir die Rolle verschie-
dener Proteine wie MeCP2, Neuroligin, Neurexin, Neurobea-
chin in der Regulation synaptischer Prozesse untersucht. Die
Funktion dieser Proteine ist deswegen von gro3er Bedeutung,
da deren Mutation zu neuronalen Krankheiten wie Rett-Syn-
drom, Autismus usw. fihrt.

5. Pathophysiology of Neurodevelopmental
Disorders

The dynamic regulation of signaling of neurotransmitter re-
ceptors is an essential feature of developing neuronal net-
works. G-protein-coupled receptors (GPCRs), such as GABAg,
dopamine and opioids etc., regulate various cellular processes
through different second-messenger-pathway, thus playing
an important role in stabilizing, modulating and fine-tuning
synaptic processes. Our data demonstrated that the function
of metabotropic receptors undergo dramatical change during
postnatal development. In addition, we focused on the ques-
tion whether such developmental changes are accompanied
by changes of cellular distributions of GABAg, dopamine, opio-
ids and melatonine receptors and their interaction with each
other and with other intracellular proteins. Furthermore we
characterized the maturational process in GABAg-, dopamin-
ergic and opioid receptor-mediated signal pathway. Our data
demonstrate that GABAg-receptor not only activates G, but
also Ggand Gg/y-mediated second-messenger pathway in
neonatal stage. Furthermore we analyzed changes of synaptic
transmission and receptor properties in GABAg R;-, MECP2-,
neuroligin-, neurexin-and neurobeachin-mutant mice dur-
ing postnatal development, which are thought to be relevant
for development-related disorders like Rett-Syndrome and
Autism.
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