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EDIRORIAL

Neuroforum Online in

englischer Sprache

Was lange wihrt wird endlich gut! Nach
langen Verhandlungen wird ab der ersten
Ausgabe 2010 zusidtzlich zur gedruckten
deutschen Ausgabe von Neuroforum
eine englische Online-Version der Uber-
sichtsartikel bei Springer Link verfiigbar
sein. Vor mehr als vier Jahren hatte die
Geschiftsstelle eine Umfrage bei den
NWG-Mitgliedern und den Abonnenten
von Neuroforum durchgefiihrt, die unter
anderem auch die Frage nach dem Wunsch
nach einer englischen Ausgabe von Neu-
roforum stellte.

Das Votum war recht eindeutig: Die
Leser von Neuroforum wollten auch in
Zukunft auf ein gedrucktes Exemplar von
Neuroforum nicht verzichten, wiirden es
aber begriilen, wenn die Artikel zusitz-
lich auch in englischer Sprache verfiigbar
wiren. Fir viele NWG-Mitglieder, die

das Spektrum seiner Autoren erweitern
kann. Ab jetzt konnen die Artikel entweder
in Deutsch oder auf Englisch eingereicht
werden und werden vice versa libersetzt.
So koénnen auch in Deutschland arbeitende
auslidndische Wissenschaftler problemlos
in Neuroforum publizieren. Bisher hielt die
Deutschsprachigkeit der Ubersichtsartikel
diese Autoren hiufig davon ab, fiir Neuro-
forum zu schreiben, auch wenn sie schon
lange in einem deutschen Umfeld tétig
waren. Und nicht nur seitens der Autoren
ist diese neue Variante von Neuroforum ein
Vorteil, die NWG wird durch dieses erwei-
terte Angebot auch fiir die nicht deutsch-
sprachigen Neurowissenschaftler, die in
Deutschland arbeiten, attraktiver. Moglich
geworden ist diese Entwicklung durch die
Ubernahme des Spektrum Akademischen
Verlags durch den Springer Verlag. Dieser
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entweder als Studenten Neuroforum fiir
einen einfachen Einstieg in die Neurowis-
senschaften nutzen oder die als Lehrende
an Universitdten auf Neuroforum als
Unterrichtsmaterial zuriickgreifen, ist die
deutsche Druckausgabe nicht wegzuden-
ken. Eine zusitzliche englische Online-
Ausgabe der Ubersichtsartikel trigt zu
einer weiteren Verbreitung von Neurofo-
rum bei. Wir gehen davon aus, dass die
englisch-sprachigen Artikel mittelfristig
auch zitiert werden, da sie der internatio-
nalen Wissenschafts-Community {iber das
Portal von Springer zur Verfiigung stehen.
Ein weiterer Vorteil der zweisprachigen
Artikel besteht darin, dass Neuroforum
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verfiigt iber die entsprechenden tech-
nischen und personellen Voraussetzungen,
um Neuroforum problemlos und fiir die
NWG nahezu kostenneutral in englischer
Sprache online zu stellen.

Ich mochte alle NWG Mitglieder auffor-
dern, sich Neuroforum Online anzuschau-
en und vor allem ausldndische Kollegen,
die in ihren Forschergruppen arbeiten,
auf die Seite aufmerksam zu machen.
Alle Mitglieder bekommen Anfang Mérz
eine Nachricht vom Springer Verlag, die
die Zugangsdaten zu Neuroforum Online
enthilt. Die Ausgabe 1/2010 ist der erste
Versuch und wie alle gerade aus der Wiege
gehobenen Unternehmungen sicherlich

noch verbesserungsfidhig. Anregungen,
Kommentare und konstruktive Kritik sind
daher herzlich willkommen.

Viel Spal3 bei der Lektiire!

Helmut Kettenmann
Chefredakteur Neuroforum

Neuroforum 1/10



JURGEN-THEODOR FRANZER UND HOLGER SUDHOFF

Das Mittelohr-Cholesteatom: eine
Reise zur Aufklarung der Ursache
dieser aggressiven Form der

chronischen Mittelohrentzindung

Jiirgen-Theodor Frinzer und Holger Sudhoff

Zusammenfassung

Das Cholesteatom tritt an verschiedenen Lokalisationen im Felsenbein, das u.a. das
Mittelohr beherbergt, auf. Es konnen Gehorgangs-, Mittelohr- und Felsenbeinspitzen-
Cholesteatome unterschieden werden. Die hiufigsten Mittelohr-Cholesteatome lassen
sich in angeborene oder kongenitale und erworbene Cholesteatome unterteilen. Es sind
verschiedene Hypothesen zur Entstehung dieser aggressiven Form von Mittelohrent-
ziindungen aufgestellt und teilweise wieder verworfen worden.

Wir untersuchen die mogliche Entstehung von Cholesteatomen u.a. durch bakterielle
Superinfektionen. Hierzu setzen wir moderne molekular- und zellbiologische als auch
immunhistochemische Techniken an menschlichem Untersuchungsmaterial ein, auch
deswegen, weil es noch immer nicht gelungen ist, ein dem menschlichen Cholesteatom
gleichendes Tiermodell zu etablieren. Wir berichten iiber die verschiedenen Theorien
zur Entstehung von Cholesteatomen im Mittelohr und Befunde, die diese Theorien
unterstiitzen. Viele Untersuchungen zur Hyperproliferation, zu den verschiedenen
morphologischen Abschnitten von Cholesteatomen und zur Expression verschiedener
Proteine vervollstindigen dieses Bild. SchlieBSlich verdeutlichen wir, dass es Hinweise
gibt, dass moglicherweise eine Schwichung der antimikrobiellen innaten Abwehr der
Gehorgangshaut einen entscheidenden Beitrag zur Entstehung eines Cholesteatoms
darstellen kann.

Abstract

Middle ear cholesteatoma: a pathway to investigate the underlying mechanisms of the
aggressive variant of chronic otitis media.

The cholesteatoma is a destructive form of chronic otitis media. Depending on its devel-
opment at different sites of the human body, it will be called external ear cholesteatoma,
middle ear cholesteatoma or petrous apex. Regarding the origin and underlying cause
of the disease, we will discuss several distinct aetiologies.

We investigate the role of bacterial infection as a trigger. For this purpose, we use
modern molecular, cellular biological and immunohistochemical approaches at human
biopsy-material. We report the different theories for originating and development of
cholesteatomas and the findings for supporting each hypothesis. Several experiments
in regard to hyperproliferation, different morphological regions and expression of
proteins in these areas complete the picture of this work. Finally, we open the view for
weakness of the innate defense of the human external ear skin and its involvement in
the formation of cholesteatomas.

Keywords: middle ear; cholesteatoma; cytokeratins; biofilm

Geschichte des eigentlich irrefiihren-
den Namens ,Cholesteatom’

Das Einwachsen von mehrschichtigem
verhornenden Plattenepithel in die Mit-
telohrraume mit nachfolgender chronisch-
eitriger Entzliindung und Knochendestruk-
tion wird als ,,Mittelohr-Cholesteatom*
bezeichnet. Der franzdsische Anatom

Neuroforum 1/10

Guichard Joseph DuVerney — der als einer
der Viter der Otologie gilt - beschrieb ver-
mutlich das erste Cholesteatom-dhnliche
Geschwulst, was er ,Steatoma‘ nannte
(1683), also Talggeschwulst oder Talg-
driisengeschwulst. Sein Landsmann Jean
Cruveilhier definierte 1829 diese Erschei-
nung als Perlentumor (tumeur perle¢) des
Felsenbeinknochens, weil er beobachtete,

dass sie in seiner geschlossen Form einer
Perle dhnelt.

Der Begriff ,,Chole-steat-om™ (,,Choles-
terin-Fett-Tumor®), wurde von Johannes
Miiller 1838, der Cholesterinkristalle eines
fetthaltigen Korpers fiir charakteristisch
hielt, eingefiihrt, falschlicherweise — heute
weil} man, dass weder Fett noch Cholesterol
in diesen Geschwulsten enthalten sind. Er
beschrieb seinerzeit ,,einen geschichteten
perlférmigen Tumor aus Fett“. Synonyme
wurden im Laufe der Zeit vorgeschlagen:
,perlartiges Plattenepithelkarzinom* (Cornil
und Ranvier 1891), ,Epidermoid* (Critchely
und Ferguson 1928), ,Cholesteatomdse
chronische Mittelohrentziindung® (Eckert-
Mobius 1953), ,Schwarze oder squamdse
Cholesteatosis‘ (Birrell 1956, 1958) und
,Keratom‘0 (Harris und Weiss 1962), um
nur eine Auswahl aufzulisten. Heute behalt
man den Namen ,Cholesteatom® trotz seiner
unkorrekten inhaltlichen Aussage wegen
seiner weiten Verbreitung bei.

Cholgsteatom-Phénotyp: Pathologie
und Atiologie

Es handelt sich beim Cholesteatom (im
Mittelohr) um ein Geschwulst der Mit-
telohrrdume, das aus zwiebelschalenartig
angeordneten verhornenden Plattenepithel-
zellen (Abb. 2E) besteht, sodass es eine
Epidermoidzyste darstellt. Das Cholesteatom
wichst flir gewohnlich langsam und lokal
destruierend. Die Destruktion ist durch ei-
nen osteoklastdren Abbau des umliegenden
Knochens als auch der Gehorkndchelchen
bedingt. Das Cholesteatom wichst weder
aktiv infiltrierend wie ein maligner Tumor,
noch setzt es Metastasen, und es sind keine
Neoplasmen nachweisbar — es handelt sich
also nicht um einen Tumor oder Krebs.

Das Cholesteatom kann in der modernen
Otologie als ,,chronische osteoklastische
Knochenzerstérung als Folge von ortsfrem-
dem, verhornendem Plattenepithel in den
normalerweise nur mit Schleimhaut ausge-
kleideten Mittelohrraum mit bedrohlichen
Komplikationsmoglichkeiten* definiert
werden. Die chronische Knocheneiterung
wird durch eine bakterielle Superinfektion
getriggert. Wir stellen uns bei unseren Arbei-
ten in Bielefeld die Frage, ob diese Infektion
nicht auch die Ursache der Entwicklung des
Cholesteatoms darstellen konnte, wie Sie in
diesem Beitrag verfolgen konnen.

Cholesteatome werden in der kaukasischen
Bevolkerung mit einer Haufigkeit von 3 auf
100.000 Kindern und 9 auf 100.000 Erwach-
senen bei signifikanter Pradisposition zum
ménnlichen Geschlecht (1,4mal haufiger als
beim weiblichen Geschlecht) und zu Kauka-
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Das MITTELOHR-CHOLESTEATOM: ZUR AUFKLARUNG DER CHRONISCHEN MITTELOHRENTZUNDUNG

Malleus
Incus

| Meatus acusticus Membrana tympani

Abb. 1: (A) Schema Querschnitt menschliches Ohr mit Gehorgang (Meatus acusticus), Trommelfell (Membrana tympani) und dem Mittelohr.
(B) Vergrof3erung Mittelohr, Blick hinter das Trommelfell auf das rechte Mittelohr. Gut sichtbar sind die drei Gehorknochelchen: oben der Ham-
mer (Malleus), in der Mitte der Amboss (Incus) und ans ovale Fenster der Gehérgangsschnecke hinfiihrend der Steigbiigel (stapes). Das gelbe
Band stellt die Paukensaite (Chorda tympani) dar, unterhalb im Hintergrund verlauft in leichtem blau die Stapediussehne an den Steigbiigel
sowie der Kanal mit dem Gesichtsnerven (Nervus facialis). 1 Hammergriff (aus: Hildmann,H., Sudhoff, H. Middle Ear Surgery, Springer, 2006).

siern gefunden. Bei den Inut Eskimos ist das
Auftreten signifikant geringer zu beobachten,
vermutlich weil diese ethische Gruppe einen
vergrofBerten Nasopharynx aufweist. Diese
VergroBerung mag eine einfachere Beliiftung
des Mittelohres ermoglichen und so chroni-
sche Ohrerkrankungen vermeiden helfen.

Cholesteatom-Phanotyp: Paukenhohle,
klinische Pathogenese und Aussehen

Die Paukenhohle ist beim Menschen etwa
12-15 mm lang und 3-7 mm breit. Thr Bin-
nenvolumen ist gering und betrdgt nur etwa
1 cm?. Sie besteht aus drei Abschnitten:

Paukenkuppel (Epitympanon), Paukenmit-
telraum (Mesotympanon), Paukenkeller
(Hypotympanon).

Man unterscheidet nach ihrer Pathogenese
zweil Formen dieser aggressiven Form von
Mittelohrentziindungen. Das kongenitale
(congenital) Cholesteatom manifestiert sich

r |

(

Keratin (Debris)

Abb. 2: (A) Kongenitales Cholesteatom bei einem dreijahrigen Kind hinter intaktem Trommelfell des rechten Ohres. (B) Rechtes Trommelfell
mit erworbenem Cholesteatom bei einem 53-jahrigen Patienten. (C) Kernspintomographie mit Verdrangung des Temporallappens durch das
Cholesteatom am rechten Gehororgan. (D) Blick des Operateurs auf ein Mittelohr-Cholesteatom beim Menschen nach Freilegung des Tro-
melfells des linken Ohres (Tympanoplastik) (aus: Hildmann,H., Sudhoff, H. Middle Ear Surgery, Springer, 2006). (E) Aufbau eines Cholestea-
toms, HE-Farbung: histologisch handelt es sich beim Cholesteatom um eine Ansammlung verhornender (Keratindebris), zwiebelschalenartig
angeordneter Epidermismassen, deren epithelialer Anteil als Matrix bezeichnet wird. Der subepitheliale Anteil (=Perimatrix) weist in der
Regel eine chronisch entziindete Reaktion auf. 1 Hammergriff (weisse Pfeile: Sitz des Cholesteatoms).
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Need high-quality electrodes?

Recording:

All data acquisition systems from 16 up to 256 channels from microelectrode
arrays are complete solutions for in vivo and in vitro applications. Just decide
whether you prefer a system with a PC integrated Data Acquisition Card or if
you need more flexibility with USB 2.0 High Speed Data Transfer.

Amplifying:

Multi Channel Systems provides high-performance amplifiers for various in
vitro and in vivo applications. Gain and bandwidth settings can be specified
by the user. Choose between microelectrode array amplifiers, miniature pre-
amplifiers, filter amplifiers, and programmable gain amplifiers.

Analyzing:

Our flexible software MC_Rack is the universal software solution for count-
less applications. Combine instruments into a virtual rack and analyse mul-
tiple parameters simultaneously. For specific applications, like LTP studies, we
offer customized software.

Stimulating:

The Stimulus Generators of the 4000 series allow you to choose between
current and voltage driven stimulation. You can select 2, 4 or 8 completely
independent stimulus outputs, each of which has the ability to provide any
arbitrary analog waveform. The isolation units are already integrated.
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Das MITTELOHR-CHOLESTEATOM: ZUR AUFKLARUNG DER CHRONISCHEN MITTELOHRENTZUNDUNG

Exkurs 1

Verschiedene Theorien und Orte
zur Entstehung der Mittelohr-
Cholesteatome

(1) Metaplasie: Durch den Entzindungs-
reiz wandelt sich das vorhandene Epithel
der Paukenschleimhaut in ein Plattenepi-
thel (heute sehr umstritten).

(2) Immigration: Durch eine Trommel-
fellperforation (z.B. entziindlich (Maser-
notitis), traumatisch, mechanisch) wéchst
Plattenepithel in das Mittelohr ein. Dieses
Epithel weist eine erhebliche Wachs-
tumstendenz auf, die auf dem chronisch
entziindlichen Reiz der Perimatrix beruht.
Dieser bewirkt eine invasive Basalzell-
hyperplasie des verhornenden Epithels,
welches anschlieBend desquamiert, sich
abkapselt und so das Cholesteatom formt.

(3) Retraktionstaschen: Ventilationssto-
rungen der Eustachasischen Tube fithren
zu Invaginationen des Trommelfells dank
eines entstehenden Unterdrucks. Hierin
lagern sich Kerationzyten ein. Diese ge-
langen dann durch die Retraktion in die
Paukenhohle, zumeist findet dieser Trans-
port an der Pars flaccida statt, weil hier das
Trommelfell zusammengehalten wird und
die Spannung am niedrigsten erscheint.

(4) Hyperplasie der Basalzellschicht:
Durch sporadisches papilldres Tiefen-
wachstum von Plattenepithelzellen an der
AuBenseite des Trommelfells entstehen
gefiillte Epidermiszysten, die sich um
Cholesteatome entwickeln.

(5) Eine Kombination von (3) und (4).

Chirurgische Klassifikation: (a) Beim
Flaccida-Cholesteatom handelt es sich
um ein epitympanales Cholesteatom als
Retraktion oder Perforation mit Aus-
dehnung in das Epitympanon oder zum
Aditus ad antrum mit moglichem Wei-
terwachstum bis in das Mastoid. (b) Das
Sinus-Cholesteatom bildet sich ausgehend
von einer Retraktion oder Perforation im
hinteren oberen Trommelfellbereich mit
Ausdehnung in die Region des Steigbii-
gels, den Sinus tympani und das hintere

bei den meisten Patienten in deren frither
Kindheit hinter intaktem Trommelfell im
Bereich des vorderen oberen Quadranten
(Mesotympanum). Es ist selten (1-3%
aller Mittelohr-Cholesteatome) und wurde
erstmals von Derlacki und Clemis 1965
beschrieben. Das erworbene (acquired) Cho-
lesteatom tritt in der Regel bei Erwachsenen
im Bereich des hinteren oberen Quadranten
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Mittelohr. Die Beliiftungsblockade liegt
meist in der Region des Hammergriftes.
Die vordere Pauke ist frei. Das Mastoid
i.d.R. nicht beteiligt. (c) Das tensa-Retrak-
tionscholesteatom geht von der Pars tensa
im Sinne eines Adhédsivprozesses aus oder
von einer groflen Perforation mit moglicher
Ausdehnung in die Tubendffnung und das
Epitympanon. (d) Eine Sonderform ist die
,Epidermosis‘, eine Situation bei der Epi-
thel flichig auf die Riickseite des Trommel-
fells aufwéchst. Das Epithel wachst dann
wie beim randstandigen Defekt unmittelbar
auf den Knochen auf. Die Besonderheit
besteht in flichenhaftem Wachstum.

a b

Abb. Exkurs 1: (A) Schematische Darstel-
lung der unterschiedlichen Entstehungsthe-
orien des erworbenen Cholesteatoms (a)
Metaplasietheorie, (b) Immigrationstheorie,
(c) Retraktionstaschentheorie, (d) Basal-
zellhyperplasietheorie. (B) Chirurgische
Cholesteatom-Klassifikation nach Tos: a)
Flaccida-Cholesteatom (4) b) Sinus-Chole-
steatom (zwischen 2 und 3) c) Tensa-Re-
traktionscholesteatom (2). 1 Hammergriff
2 Pars tensa 3 Annulus 4 Cholesteatomma-
trix 5 Retraktionsrand.

des Trommelfells mit einer Perforation
im Bereich der Pars flaccida (Shrapnell-
membran) auf. Kongenitale Cholesteatome
sind nicht nur selten, sondern miissen auch
folgenden Kriterien standhalten: I) intaktes
Trommelfell, II) keine vorangegangenen
Operationen oder Traumen am Ohr, III)
reizlose Mittelohrschleimhaut, 1V) keine
rezidivierenden Mittelohrentziindungen.

Wegen seiner deutlich geringeren Haufigkeit
werden wir mit ,Cholesteatom im Folgen-
den die erworbene Form meinen, es sei denn,
es wird etwas anderes erwihnt.

Beide Formen kénnen anhand ihrer Telo-
merlédnge mittels molekularbiologischer Ver-
fahren unterschieden werden: Die Telome-
raseaktivitdt in den Zellen des kongenitalen
Cholesteatom ist gering und so erscheinen
die Telomere verkiirzt, wihrend bei Zellen
der erworbenen Cholesteatome die Lange
der Telomere nahezu identisch ist mit den
Zellen der Gehorgangshaut.

Tos nahm 1993 eine neuere Klassifikation
von Cholesteatomen vor, wobei er sich mehr
nach der Lokalisation des Prozesses und
ihrer chirurgischen Klassifikation richtete.
Das Attic-Cholesteatom definiert er als eine
uniibersichtliche Retraktion der Pars flacci-
da (diinner Teil des Trommelfells), die sich
in Attic (Dachboden) oder Aditus (Zugang)
und womdglich auch in Antrum (Ausbuch-
tung), Mastoid (Warzenfortsatz) oder Mittel-
ohrraum ausdehnt. Das Sinus-Cholesteatom
bezeichnet eine posterior-superior gelegene
Retraktion oder Perforation der Pars tensa,
die sich in den Sinus tympanicus, die posteri-
oren Anteile des Tympanons oder noch wei-
ter ausdehnt. Unter dem Tensa-Cholesteatom
versteht man eine Retraktion oder Adhésion
der gesamten Pars tensa (straffer Teil des
Trommelfells), die tympanale Offnung der
Eustachischen Rohre mitbetreffend. Das
Tensa-Cholesteatom kann allerdings auch
noch weiter in den Attic-Raum vordringen
(Exkursl).

Klinisch manifestiert sich das Bild einer
chronischen Mittelohrentziindung in der
Regel mit einer zunehmenden Schalllei-
tungsschwerhorigkeit. Zumeist geht die
Entziindung einher mit einer chronischen
Knocheneiterung. Diese fithrt — so sie
ohne weitere Behandlung bleibt — zu einer
Aktivierung von Osteoklasten und somit
sukzessive zum Verlust einzelner bezie-
hungsweise aller Gehorknochelchen und in
letzter Konsequenz zu Verlusten des Gehors
(Abb.1A). Das Mittelohr (Abb.1B) besitzt
die kritischste Struktur-Funktions-Bezie-
hung im menschlichen Korper: Der Verlust
von 1 mg Knochen der Gehorknochelkette
kann zu 50% Funktionsverlust beim Hor-
eindruck fiihren. Der Hammer wiegt beim
Menschen 23 mg, der Amboss 27 mg und der
Steigbiigel 2,5 mg (Gewichte kdnnen leicht
variieren). Die Gehorknéchelchen sind un-
tereinander gelenkig verbunden, iiber einen
Bandapparat in der Hohle des Mittelohrs
befestigt und werden in ihrer Gesamtheit von
der Schleimhaut des Mittelohrs liberzogen.

Die Patienten mit Cholesteatomen kdnnen
auch weitere Komplikationen wie Druckge-
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fiihl im Ohr, Tinnitus, Ertaubung, Schwindel,
Meningitis oder einen Hirnabszess erleiden,
sobald eine akute Komplikation eintritt
(Abb. 2C). Somit ist eine Entfernung per
Operation nétig (Abb. 2D).

Ohrmikroskopisch kdnnen Cholesteatome
sehr unterschiedlich in Erscheinung treten:
Die Bandbreite reicht von einer weifllichen
,Perle (Abb. 2A), die durch das intakte
Trommelfell hindurchschimmert im Falle
eines primdren Cholesteatoms iiber un-
iibersichtliche Retraktionstaschen bis hin
zu schuppig belegten randstindigen Trom-
melfellperforationen (Abb. 2B). Sekundére
Cholesteatome gehen in der Regel mit
einer schmierig-eitrigen, fotiden Otorrhoe
einher.

Wie bildet sich ein Cholesteatom?

Cholesteatome entstehen durch die Migration
von Plattenepithelzellen in das Mittelohr
(Cavum tympani, Paukenhohle). Diese unter
normalen Bedingungen sterile Paukenhdhle
ist im normalen und gesunden menschlichen
Ohr von einem einschichtigen platten bis

kubischen respiratorischen Epithel ausgeklei-
det. Gelangt (verhornendes) Plattenepithel
(aus dem &ufleren Gehdrgang, z.B. durch
Metaplasie oder durch Versprengung emb-
ryonaler Mesenchymreste — siche Exkurs 1)
in den Mittelohrraum, so beginnen die Zellen
aus noch ungeklarten Griinden unkontrolliert
zu wachsen. Die nun entstandene ,,Perle* aus
zwiebelschalenartig angeordneten verhor-
nenden Plattenepithelzellen wichst weiter
und bildet die Cholesteatommatrix. Diese
wird von der Cholesteatomperimatrix unter-
schieden, die durch das subepitheliale Binde-
gewebe gebildet wird (Abbildung 2 E).

Im Bereich der Perimatrix kommt es zu
einer chronisch inflammatorischen Reakti-
on. Im Rahmen dieser Entziindung kann es
zum osteoklastdren Abbau insbesondere der
Gehorknochelchen und der angrenzenden
Felsenbeinstrukturen kommen.

Es gibt einige Theorien fiir die Entwick-
lung des kongenitalen Cholesteatoms: die
Migration von Epithelzellen durch das
intakte Trommelfell, die Metaplasietheorie,
embryonale Keimversprengung sowie per-
sistierende Epidermoid - Formationen.

Bei erworbenen Cholesteatomen ist hiaufig
das Einwachsen von Plattenepithel durch
einen priméren Defekt oder aus nicht mehr
selbstreinigenden Retraktionstaschen
zu beobachten. Als Entstehungstheorien
werden hierbei die Metaplasietheorie,
die Immigration von Plattenepithel durch
einen randstidndigen Trommelfelldefekt,
die Retraktionstaschentheorie, die Hy-
perplasie der Basalzellschicht oder eine
Kombination von Retraktion und Hyper-
plasie angegeben (siche Exkurs 1).

Die Frage ist aber, wie entsteht eine
solche Einwanderung und Wucherung von
Plattenepithelzellen urspriinglich?

Wo und wann entstehen
Cholesteatome im Mittelohr initial?

Beginnen wir erneut einen kurzen his-
torischen Abschnitt und leiten dann zu
aktuellen Arbeiten an den Thesen zur
Entwicklung von Cholesteatomen iiber.
Teed beobachtete 1936 epidermale Zellen
mit Verhornungen und Abschilferungen
im hinteren oberen Pol der Paukenhdhle
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bei einem vier Monate alten Féten und
vermutete, dass die Persistenz dieser Zel-
len ein Cholesteatom verursachen konnte.
Nach finf Jahrzehnten sehr geringer
Forschungsaktivitdt auf dem Gebiet der
Cholesteatomentstehung wurden diese
Epidermoid - Formationen (EFs) von Leslie
Michaels und Mitarbeitern aus London als
., Zellinseln von verhornendem Platten-
epithel bei 42% ihrer untersuchten Feten
1982 erneut beschrieben. Die EFs wurden
regelméfBig im anterosuperior lateralen
Abschnitt der Seitenwand der Pauken-
hohle kurz vor dem Ansatz der Membrana
tympani (Trommelfell) nachgewiesen. Auf
bislang ungekliarte Weise verschwindet
dieses Gewebe wihrend des ersten Lebens-
jahres. Diese EFs entstehen in der 16ten
Schwangerschaftswoche und entspringen
der Gehorgangshaut-Epidermis. Bei Aus-
bleiben der Riickbildung kénnten die EFs
als Ausgangspunkt zur Entwicklung von
kongenitalen Cholesteatomen angenom-
men werden. Eine EF besteht aus einer ver-
dickten Lage geschichteter und platter Zel-
len und geht teilweise mit Keratinbildung
einher. Die iiberwiegende Anzahl der EFs
weist jedoch keine Verhornungstendenz
auf. Immunhistochemisch konnte diese
Arbeitsgruppe in London zwei Jahrzehnte
spater ein dem der duleren Gehodrgangs-
haut vergleichbares Verteilungsmuster von
Zytokeratinen nachweisen (zu Zytokerati-
nen siche Exkurs 2).

Ein identisches Muster verschiedener
Zytokeratine liel sich auch von unserer
Arbeitsgruppe bei Untersuchungen zur
Expression von Proteinen an Geweben von
kongenitalen und erworbenen Cholestea-
tomen nachweisen, andeutend, dass beide
Formen des Cholesteatoms von einem
gemeinsamen Ursprung stammen kdnnten
(Olzewska et al. 2005). Insbesondere die
Farbung mit Antikérpern gegen CK10
und CK34bE12 (erkennt CK1, 5, 10, 14)
im keratinizierenden Epithel deutet auch
auf eine erhohte Wachstumskapazitét in
beiden Cholesteatom-Klassen hin. Noch
sind Untersuchungen nicht moglich, zu
beobachten, ob ein solch etwa EGFP-
markiertes EF-Areal sich spéter im adulten
(Cholesteatom) nachweisen lassen wiirde
—es fehlt an einem geeigneten Tiermodell,
sehr interessant wére es, die Griinde zu
erfahren, warum die EFs bei etwas mehr
als der Hilfte der untersuchten Patienten
wieder verschwinden und bei der anderen
nicht.

Einige Jahre zuvor hatten wir bereits
mit Studien zum Expressionmuster der
Zytokeratine in Keratinozyten begonnen.
Interessanterweise stellten wir fest, dass
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Exkurs 2
Zytokeratine

Vor der Verhornung sowie allgemein in
Epithelien der Wirbeltiere und anderer
Tiergruppen liegen Zytokeratine (oder
a-Keratine) in Form von lose organisier-
ten Keratinfilamenten vor. Diese gehoren
zu den Intermedidrfilamenten, welche
zusammen mit den Mikrotubuli und Mi-
krofilamenten (F-Aktine) das Zytoskelett
der eukaryotischen Zellen bilden. Der-
zeit sind 20 verschiedene Cytokeratin-
Proteine bekannt (siehe unten), deren
Molekiilmasse zwischen 40 und 68 kDa
liegt und die die grofite Klasse der Inter-
medidrfilamente darstellen. Sie weisen
isoelektrische Punkte zwischen pH 5 und
pH 8 auf und treten in epithelialen Zellen
meist paarweise auf. CK1-CK8 werden
zur neutral-basischen Typ-A Subfamilie

Typ-A Typ-B
(neutral-basisch) (sauer)
CK1,2 CK9, 10
CK3 CK 12

CK 4 CK 13

CK 5 CK 14, CK15
CK 6 CK 16, CK17
CK7 CK 19

CK8 CK 18, CK20

diese hornbildenden Zellen, die die Haut
zu mehr als 90% bilden, nicht auf Signale
vom entziindeten Stroma reagieren (s.u.).
Wenn wir nun ihr Zytokeratin-Expressi-
onsmuster zu benachbarten Ohrepithelien
(Mittelohrschleimhaut, Gehorgangshaut,
Driisenepithel) verglichen, so zeigte sich
in der Kombination der Antikdrper gegen
CK4, CK34betaE12, CK10, CK 14 ein spe-
zifisches Muster fiir die Hyperproliferation
der Cholesteatom-Epithelien, nicht aber fiir
die anderen Normalgewebe.

Inspiriert von den damaligen Untersu-
chungen im GroB3haderner HNO-Zentrum
bei Prof. Kastenmeier und Dr. Bujia beziig-
lich des Immunsystems bei Cholesteatom-
Patienten wollten wir wissen, wie es zum
hyperproliferativen Wachstums- und
verdnderten Differenzierungsverhalten
der Keratinozyten gekommen sein kdnnte.
Hierzu untersuchten wir mittels immun-
histochemischer Methoden die Mukosa
des Mittelohres. Im normalen Ohr ist die
Mittelohrpauke von einer sekretierten ku-
bischen oder zylindrischen Mukosa ausge-
kleidet, worunter sich eine diinne Schicht
Mesenchym befindet. Diese Mukosa wird

gezéhlt, wahrend CK9—CK20 die saure
Typ-B Subfamilie darstellen. Diese bilden
paarweise in den Intermediérfilamenten
einen Heterodimer-Komplex bestehend
aus einem Typ-A - und einem Typ-B-
Zytokeratin. Die Zytokeratine besitzen
eine stabartige, o-helikale Zentraldoméne
mit hypervariablen Regionen, die reich
an Serin- und Glycin-Sequenzen sind.
Saure Zytokeratine mit relativ kleinem
Molekulargewicht binden sich an einen
basischen mit relativ groflerem Gewicht
(etwa 7-10kDa Unterschied).

Das Verteilungsmuster dieser Komplexe
unterscheidet sich in den einzelnen epithe-
lialen Zellen erheblich, sodass mit einem
Antikorpernachweis gegen die Subtypen
CK1-CK20 die Herkunft dieser Zellen
eingegrenzt werden kann. Dies macht man
sich in der Medizin in der pathologischen
Diagnostik zunutze, um die Herkunft von
Tumormetastasen bestimmen zu kdnnen.

Vorkommen

mehrschichtig-verhornendes Epithel (Epidermis)
Hornhaut (Cornea)

mehrschichtig-unverhorntes Epithel

Basalzellen komplexer Epithelien, Myoepithelzellen
mehrschichtig-unverhorntes Plattenepithel, Proliferation
einschichtiges Epithel, luminale Driisenzellen
einschichtiges Epithel, luminale Driisenzellen

bei Anwesenheit eines Cholesteatoms
durch einwanderndes keratinisierendes
Plattenepithel ersetzt. Die Mukosa bleibt
als zystische Formation im Stroma des
Cholesteatoms prisent oder zur wandern-
den Front des Cholesteatom-Epitheliums
anhdngend.

Welche Faktoren beeinflussen
Cholesteatome im Mittelohr im
Wesentlichen?

Wir fanden in immunhistochemischen Un-
tersuchungen und insitu Hybridisierungen
heraus, dass sich hohe Konzentrationen an
Lymphozyten und Makrophagen im Stroma
des reaktiven Cholesteatom-Epitheliums
und der nichtreaktiven Mittelohr-Mukosa
befanden. Diese Immunzellen exprimier-
ten IL-1, TGF-a, EGF und EGFR. Der Re-
zeptor wurde im Cholesteatom-Epithelium
hochreguliert, sodass wir die These vom
autokrinen Loop bestdtigt bekamen: Die
Keratinozyten sind aktiviert und werden
durch die Faktoren proliferiert und mig-
riert. Des Weiteren beobachteten wir eine
Ausdehnung der Expression von EGFR von
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A

basalen Zellschichten (regelrechte Gehdrgangshaut) hin zu
den suprabasalen (Cholesteatom). Zudem war der Anteil der
EGFR-mRNA exprimierenden Zellen in epithelialen Zellen
von 10% auf 75% gestiegen.

Hinzu kommt, dass eine verminderte Konzentration des
IL-1-Rezeptorantagonisten (IL-1R-A) zu einer gesteigerten
biologischen Aktivitit des vorhandenen IL-1 fiihrt (Bujia et
al. 1996). Die Mukosa hingegen zeigte im selben Experiment
keine Reaktion auf die polyklonalen Antikorper gegen EGFR.
Mittelohr-Mukosa entstammt phylogenetisch vom Endoderm,
das Plattenepithel hingegen ist von ektodermalen Ursprung.

Die Keratinozyten der Mittelohr-Mukosa scheinen also nicht
auf Stimuli des entziindeten Stroma-Gewebes zu reagieren.
Um den Unterschied im Verhalten zwischen Mukosa und
Plattenepithel unter Einfluss des entziindeten Bindegewebes
zu verstehen, mussten wir weitere Experimente starten.

Wie kommt es zur erhohten
Proliferation in den Cholesteatomen?

Wir wiesen nach, dass die aktive Zellvermehrungsrate bei Ke-
ratinozyten aus Cholesteatomen signifikant erhoht ist (Sudhoff
et al. 1995). Unsere Untersuchungen mithilfe des Zellzyklus
- assoziierten nukledren Antigens (MIB1) belegten nicht nur,
dass der Proliferationsindex (Quotient MIB1-positiver Zellen
zur gesamten Anzahl der Zellen) fiir Keratinozyten in Chole-
steatomen (17,4%) um 2,3-fach hoher liegt als in Keratinozyten
der normalen Gehdrgangshaut (7,6%), sondern auch erstmals,
dass es offenkundig verschiedene Proliferationsstadien des
Cholesteatomgewebes geben sollte (hierfiir spricht der weit
reichende Index von 9,5% bis hin zu 41% der untersuchten
Proben als auch die Beobachtung deutlich unterschiedlicher
Quotienten in den verschiedenen Arealen desselben Chole-
steatomgewebes). Die Durchschnittsanzahl MIB1-positiver
Keratinozyten stieg mit der Dicke des Epitheliums. Jesus Bujia
erklérte sich dieses Verhalten folgendermafien: Entweder wiir-
de sich eine Storung der Keratinozyten-Proliferation ereignen,
die dann von einer autokrinen Wachstumsstimulation des
Cholesteatom-Epitheliums gestiitzt wiirde; oder die Entziin-
dung fiihrt zu einem Anstieg der Erneuerung von Epithelium,
was sich dann in den vielen MIB1-positiven Keratinozyten in
der basalen Zellschicht absehen lief3e.

Steinbach versuchte induzierbare Tiermodelle fiir das Cho-
lesteatome zu entwickeln. Bei seinen Versuchen an Kaninchen
erkannte er, dass Cholesteatome anfangs Plattenepithelkegel
entwickeln, die spéter in subepitheliales Bindegewebe abge-
trennt werden. Auch bei unseren humanen Proben konnten wir
diese Wachstumskegel mit deutlich angestiegener Immunfar-
bung fiir MIBI in den Kerationzyten beobachten. Insbesondere
offenbart das subepitheliale Bindegewebe eine Serie lokaler,
verschieden starker Proliferationsaktivitdten.

Die Ki-67-Farbung, die MIB1 verursacht, ist in normaler
menschlicher Haut in den Kernen und dem Zytoplasma der
basalen Keratinozyten zu finden. Die Anzahl Ki-67-positiver
Zellen steigt in den basalen Schichten von Cholesteatomge-
weben an, zudem sind zahlreiche Zellen in den suprabasalen
Schichten (verglichen mit Haut auf Faktor 1,3 bzw. 1,2 bei mit
Bakterien infizierten und nicht-infizierten Cholesteatomen)
zu finden.

Mit einem weiteren Proliferationsmarker konnte interes-
santerweise keine direkte Korrelation zu Ki-67 hergestellt
werden. Das weite Bild der Heterogenitit der Anféarbung von
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Abb. 3: (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme der Lamina fibroreti-
cularis (Teil der Dermis) und Lamina densa (Teil der Basilarmembran),
Maghnifikation x2000. (B) Fokale Diskontinuitat der Basalmembran
des Mittelohr-Cholesteatoms an der Spitze des papillaren Tiefenwachs-
tums und vermehrte Neovaskularisation (Immunhistochemie, Avidin-
Biotin-Technik, DAB, x200; Sudhoff et al., 2000).

Zellen mit dem proliferierenden Zellnukleus Antigen (PCNA) in den
verschiedensten Schichten des Cholesteatoms ist bei PCNA-positiven
Zellen dhnlich wie bei Farbung mit Ki-67, aber nicht identisch. Der
Unterschied ldsst sich auf die Beobachtung stiitzen, dass PCNA-Fir-
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bung nur an Nuclei moglich ist, die sich in
der S-Phase befinden, wahrend mit Ki-67
auch Zellen, die sich in M-, G2- und spéter
G1-Phasen befinden, markiert werden. Im
normalen Gewebe wurden PCNA-positive
Zellen nahe der Basallamina gefunden,
wihrend im Cholesteatom-Epithelium die
suprabasalen Zellschichten angeférbt wur-
den. Dies kann als ein Hinweis gedeutet
werden, dass vermehrte Zellteilung der
oberen Schichten der Epidermis fiir die an-
steigende Dicke des Cholesteatom-Epithels
verantwortlich ist. Interessanterweise ist
die PCNA-Firbung unterschiedlich inten-
siv in verschiedenen Arealen und hingt
nicht von der Dicke des Epitheliums ab.
Auch gab es keinen Unterschied zwischen
infizierten und nicht-infizierten Cholestea-
tomen beziiglich der Anfarbung mit PCNA
zu beobachten, sodass das hyperprolifera-
tive Verhalten des Epitheliums bei Chole-
steatomen moglicherweise von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren verursacht wird,
die aus immunologisch aktiven Zellen des
Bindegewebes freigesetzt werden. Wer
oder was aber sorgt fiir die Aktivierung
dieser Immunzellen? Schauen wir uns hier-
zu die morphologischen Verdnderungen
des urspriinglichen Plattenepithels an.

Was verandert sich morphologisch im
Cholesteatom durch das Wachstum?

Die Cholesteatoma-Matrix weist eine Nei-
gung zum aktiven papilldren Tiefenwachs-
tum in das subepitheliale Bindegewebe
auf. Zudem zeichnet sich die Matrix als
hyperproliferierendes Epithelgewebe aus
und weist eine inhomogene Verteilung der
heranreifenden Keratinozyten innerhalb
der Matrix auf.

In der Perimatrix finden wir neben den
deutlichen Parallelen zu den Reaktions-

mustern im Rahmen der Wundheilung auch
gesteigerte Expression der Matrixmetallo-
proteinasen MMP1, 2 und 3 sowie vermin-
derte Expression der Inhibitoren TIMPs.
Somit ist die proteolytische Aktivitit in der
Perimatrix deutlich erhoht.

Ein Vergleich der Immunreaktivititen

fir Kollagen Typ IV und Typ VII sowie
Fibronektin in der Basallamina der Haut
zeigte uns, dass die Kollagen-Reaktivititen
in Cholesteatomgeweben verschwunden
waren, wihrend Fibronektin in der extrinsi-
schen Basallamina und dem subepithelialen
Bindegewebe stark hochreguliert zu sein
scheint. Ultrastrukturelle Beobachtungen
zeigten uns, dass die Basallamina der Cho-
lesteatome denen der Haut dhneln, es in den
Lamina fibroreticularis und densa aufféllige
Verdnderungen gibt (Abbildung 3A). Diese
Beobachtungen fiihrten uns zu der Uberle-
gung, dass Cholesteatome eine Erkrankung
mit verdnderten Zellmatrixinteraktionen
darstellen, die an die Reepithelisierung bei
Verwundungen erinnern.
Auch wollen die proliferierenden Zellen
versorgt und gendhrt werden: In einer Zu-
sammenarbeit mit Allen Ryan aus La Jolla
zdhlten wir die Blutgefdl3e in den Geweben
und erkannten, dass ein 3,2-facher (im
Vergleich zur Mittelohrschleimhaut) bzw.
4-facher (im Vergleich zur regelrechten
Gehorgangshaut) Anstieg der kapillaren
GefdBe in der Perimatrix des Chole-
steatoms zu beobachten war. Der Grad
der Neovaskularisation — nachgewiesen
durch die Expressionsmuster von FGF2,
VEGF, TGF-B1 und -o — stieg ebenso um
das 4,3-fache bzw. 2-fache an. (Abb. 3B;
Sudhoff et al. 2000).

In einer weiteren Arbeit wurde gezeigt,
dass die Immunreaktivitit fiir Kollagen
IV (netzbildendes Kollagen) bei norma-
ler Haut und Mittelohrschleimhaut im

Bereich des BMZ (Basalmembranzone)
kontinuierlich ist, hingegen bei Choleste-
atomgeweben diese gédnzlich fehlt oder
stark unterbrochen erscheint. Kollagen
VII (Verankerungsfibrillen) erscheint
hingegen weiter konstant exprimiert zu
werden. Zurzeit sind 28 verschiedene Kol-
lagentypen bekannt (Typ I bis XXVIII).
Alle Kollagene haben gemein, dass sie aus
drei Polypeptidketten aufgebaut sind, die
man als Kollagen-Helices bezeichnet und
die in Form einer Tripelhelix umeinander
gewunden sind.

Die Immunreaktivitédt fiir Fibronektin
(extrazelluldres Glykoprotein, das in
vielen physiologischen Abldufen, unter
anderen in der Gewebsreparatur, der
Embryogenese, der Himostase sowie in
der Migration und Adhésion von Zellen
eine wichtige Rolle spielt) hingegen ist bei
Cholesteatomen (duflere BMZ, subepithe-
liales Bindegewebe) stirker ausgepragt.
Die Ultrastruktur der Cholesteatome er-
scheint wie eine Erkrankung mit zerstorten
Zellmatrix-Interaktionen wie etwa bei der
Re-Epithelisierung nach Verwundung der
Haut. Es sind insbesondere in der Lamina
fibroreticularis (Teil der Dermis) und
Lamina densa (Teil der BMZ) starke Ver-
anderungen sichtbar.

Albino und Kollegen zeigten, dass auch
bei Mastzellen ein drei- bis siebenfacher
Anstieg in kongenitalen und erworbenen
Cholesteatomen verglichen zu Normalge-
webe (Trommelfell, Gehdrgangshaut, pos-
taurikuldre Haut) nachweisbar ist. 19-34%
dieser Zellen wurden in den suprabasalen
Schichten des Plattenepithel gefunden,
was man auch bei stark entziindeten, nicht
aber bei leicht entziindeten Trommelfellen
vorfindet. Die Mastzellen sind insbeson-
dere bei Entzlindungen, bei der Abwehr
von Bakterien, bei der Induktion von

Abb. 4: (A) Nachweis verschiedener HDPs im Cholesteatomgewebe. Uberexpression von HBD3. (B) und LL37 in der Perimatrix des Chole-

steatoms (Immunhistochemie, Avidin-Biotin-Technik, DAB, x100; Franzer et al., in preparation)
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Gewebeerneuerung in der Dermis involviert und verstdrken
die Neuroangiogenese.

Aus dieser Beobachtung und dem Wissen, dass Mastzellen
vielfdltige Faktoren (z.B. bFGF, IL-1,-3,-4,-5,-6,-8, GM-CSF,
IFN-y, TNFo, TGFbl, macrophage inflammatory protein la
und RANTES) sezernieren, konnen wir zwei Schliisse ziehen.
Moglicherweise ist die Induktion des Cholesteatoms das Ergeb-
nis eines defekten Wundheilungsprozesses mit wesentlichen
Veranderungen innerhalb des Cholesteatom-Epitheliums. Oder
die Induktion geschieht durch eine pathologische Kollision
zwischen der Entziindungsantwort, dem normalen Mittelohre-
pithelium und einer akuten bakteriellen Infektion.

Weil im trockenen Gehdrgang des menschlichen Ohrs von
Kaukasiern mit geringen Mengen an Bakterien und Entziin-
dungsreaktionen keine Erhdhungen der Menge an Mastzellen
beobachtbar ist, muss man davon ausgehen, dass Wundhei-
lungen ohne Entziindungsantworten nicht ausreichen, um die
Migration von Mastzellen zu induzieren. Eine dhnliche Beob-
achtung wurde auch bei der Otitis media gemacht, ndmlich,
dass Mastzellen die innate Immunabwehr zur Verteidigung
gegen bakterielle Infektionen im Mittelohr aktivieren und
vermitteln.

Andererseits diirfte auch die erworbene Immunabwehr invol-
viert sein, als vor Kurzem eine polnische Arbeitsgruppe zeigen
konnte, dass die Toll-like - Rezeptoren TLR-2,-3 und -4 im Epi-
thelium des Cholesteatoms (und zum Teil auch in der Perimatrix)
starker exprimiert werden als in der Gehorgangshaut.

Wenden wir uns hin zur mikrobiellen und fungidalen Lebens-
welt im Gehorgang — das Mittelohr selbst ist unter normalen
Umstinden keimfrei.

Konnten Bakterien im Gehorgang eine Ursache fiir die
Entwicklung von Cholesteatomen darstellen?

Unter normalen Bedingungen leben Staphylococcus epidermidis,
Corynebacterium spp., Micrococcus spp., alpha-hdmolytische
und nichthdmolytische Streptococcen, sowie kleine Anzahlen
an Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus aureus im
menschlichen Gehorgang. Im gesunden Ohr sind das Platte-
nepithel des duBleren Gehorgangs und das Schleimhautepithel
des Mittelohrs durch das Trommelfell getrennt. Die hdufigsten
Erreger der Mittelohrentziindung, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae und Moraxella catarrhalis werden unter
normalen Umstdnden nicht im Gehorgang gefunden. S. aureus
und P. acruginosa werden in chronisch entziindeten, laufenden
Ohren gefunden.

Die regelrechte Mittelohrschleimhaut des Menschen ist wenige
Mikrometer dick und enthilt sehr wenige inflammatorische Zel-
len. In Mittelohrentziindungen vergrofert sich diese Zellschicht
auf einige Hundert Mikrometer, enthélt zahlreiche inflammatori-
sche Zellen und neue MikrogefédBe. In humanen Cholesteatomen
werden erhohte Konzentrationen von Mastzellen gefunden.
Diese Zellen sezernieren neben Zytokinen in groflen Mengen
Proteinasen wie Tryptase, Chymase, Carboxypeptidase und
Cathepsin G. Die Granula der Mastzellen enthalten mitogene und
angiogenetische Faktoren wie bFGF, IL-6, -8, die sich fiir die
Neovaskularisation im Cholesteatomgewebe mitverantwortlich
zeichnen.

Das fliissige Sekret der humanen apokrinen Driisen erscheint
zundchst steril auf der Hautoberfléche. Es enthélt Pheromone und
Komponenten der angeborenen Immunabwehr wie Laktoferrin,
Lysozym und Defensine. Die Reifung der sekretorischen Elemen-
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te im Tubotympanum dauert bei Mausen bis zum postnatalen Tag 21 an.
Das Cerumen scheint bei der Abwehr von bakteriellen Infektionen (z. B.
Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium spp., Candida albicans)
im dufleren Gehorgang eine wichtige Rolle zu spielen.

Unsere neuen Untersuchungen beziehen sich auf die Prisenz von
sogenannten anti-mikrobiellen Peptiden (Abbildung 4). Diese sind
auch Bestandteil des Cerumen. Wir wollen nun kldren, welchen Beitrag
diese zur Abwehr der bakteriellen Infektion und der hieraus méglichen
Verursachung von Cholesteatomen leisten. Sie besitzen als wichtiger
Bestandteil des angeborenen Immunsystems breite antimikrobielle und
zusiétzlich fungizide und antivirale Potenz. Einigen der bei Mensch und
Tier bislang etwa 900 bekannten Peptiden werden weitere Eigenschaften
wie Bakteriolyse, Opsonierung, Immunpotenzierung und Anti-Tumo-
raktivitdten zugeschrieben. Neben diesen Charakteristika verbinden
und modulieren z.B. die B-Defensine auch die angeborene mit der
erworbenen Immunantwort durch ihre Funktion als Chemoattraktoren
fiir unreife dendritische Zellen, T-Lymphozyten und Mastzellen.

Ein weiteres Problem mag das Vorhandensein von bakteriell infizier-
ten und nicht-bakteriell infizierten Cholesteatomen darstellen. Die Rolle
einer Biofilminfektion beim Cholesteatom muss in der Zukunft geklart
werden. Biofilmbildende Bakterien, wie Pseudomonas aeruginosa, die
innerhalb einer extrazelluldren polymeren Matrix eingeschlossen sind,
konnen sich auf der Grenzfliche des desquamierten Keratins ansammeln.
Biofilm-Bakterien sind gegen das menschliche Immunsystem weniger
anfillig und infolgedessen kann eine Biofilm-assoziierte Infektion iiber
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einen ldngeren Zeitraum bestehen und zur
Pathogenese des Mittelohrcholesteatoms
beitragen.

Fazit und Perspektiven

Ein Cholesteatom kann man als eine
fehlgeleitete Wundheilung der dufleren
Gehorgangshaut betrachten. An humanen
Felsenbeinstudien konnte gezeigt werden,
dass auch ehemalige Retraktionen bei in-
taktem Trommelfell Plattenepithelnester an
ihren ehemaligen Anheftungsstellen belas-
sen konnen und zu Cholesteatomen fiithren
konnen. Wir konzentrieren uns derzeit auf
die Untersuchung bakterieller Ursachen
aufgrund moglicher Defekte der angebore-
nen Immunabwehr. Diese innate Abwehr ist
zu einem grofen Teil induzierbar, was somit
zur Entwicklung von Medikamenten fithren
konnte. Aktuell gibt es flir Cholesteatome als
Behandlungsmethode nur die Entfernung
durch Operationen.
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Neues auf der NWG-Homepage

Es gibt ein paar Neurungen auf der Website
der Neurowissenschaftlichen Gesellschaft.
Zum einen ist nun unter der Uberschrift ,,Pu-
blikationen und Informationsmaterial“ ein
Punkt ,,Populdrwissenschaftliche Vortrage*
zu finden. Diese Verzeichnis listet allge-
meinverstindliche neurowissenschaftliche
Vortrage, die Mitglieder der Neurowissen-
schaftlichen Gesellschaft anbieten. Weitere
Vortridge werden gern aufgenommen.

Zum anderen wurde ein Verzeichnis von
,,Fordermoglichkeiten® in den Neurowis-
senschaften begonnen. Diese Aufstellung
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listet Institutionen, die vorrangig oder unter
anderem den wissenschaftlichen Nachwuchs
in den Neurowissenschaften und die neuro-
wissenschaftliche Forschung fordern. Sie
erhebt keinen Anspruch auf Vollstédndigkeit
und soll weiter ausgebaut werden. Ergén-
zungen, Hinweise flir weitere Eintrdge und
Korrekturen sind jederzeit willkommen.

Bei dieser Gelegenheit mochten wir auch
noch auf die Bilddatenbank auf der NWG-
Website hinweisen. Sie ist ebenfalls unter
,,Publikationen und Informationsmaterial*
zu finden. Bisher enthdlt diese Datenbank
nur Bilder, die in Neuroforum veréffentlicht
wurden. Es konnen aber auch andere Bilder
eingestellt werden. Falls Sie erkldrende
Schemata oder &sthetisch ansprechende
Bilder aus Ihrer Arbeit haben, konnen Sie
diese gern an die Geschéftsstelle fiir die
Veroffentlichung in der Datenbank schicken.
Die Bilder sollten von einer kurzen Legende
und von bis zu drei Keywords fiir die Such-
funktion ergénzt werden.

Fehlende
Mitgliederadressen

Von folgenden Mitgliedern fehlt uns die
korrekte Anschrift:

Bingmann, Prof. Dr. med. Dieter
(vormals: Essen)

Boyraz, Penar (vormals: Gottingen)
Brust, Dr. Beatrix

(vormals: Ludwigsburg)

El-Meligi, Dr. Samir (vormals: Bochum)
Jost, Britta (vormals: Bochum)

Kunst, MSc Michael

(vormals: Gottingen)

Seiferth, Katharina (vormals: Berlin)
Singec, Ilyas (vormals:Bethesda, USA)
Spielmann-Emden, Eckhard

(vormals: Gottingen)

Sterr, Dr. Annette

(vormals: Liverpool, UK,)

Fiir Hinweise sind wir dankbar.

Neuroforum 1/10



CHARLOTTE HELFRICH-FORSTER

Das neuronale Netzwerk der
Inneren Uhr

Charlotte Helfrich-Forster

Zusammenfassung

Innere Uhren kontrollieren den Zeitablauf vieler wiederkehrender biologischer Prozesse.
Geraten Innere Uhren beim Menschen aus dem Takt, fiihrt dies zu Krankheiten, die von
Schlafstorungen, Depressionen, dem metabolischen Syndrom bis hin zu Krebs reichen.
Alle Tiere haben eine iibergeordnete Innere Uhr im Gehirn. Diese besteht aus einem
Netzwerk miteinander kommunizierender Neuronen. Individuelle Uhren-Neurone
erzeugen molekulare Rhythmen in Gen-Transkription und Translation, die letztend-
lich zu rhythmischer neuronaler Aktivitit fiihren. Durch neuronale Kommunikation
synchronisieren sich die individuellen Rhythmen und sorgen fiir ein charakteristisches
neuronales Aktivititsmuster, das sich im rhythmischen Verhalten widerspiegelt. Dieses
Aktivititsmuster passt sich an unterschiedliche Umweltbedingen (Jahreszeiten) an.
Die Flexibilitit der Inneren Uhr konnte auf unterschiedliche Funktionen individueller
Uhren-Neurone im Netzwerk zuriickzufiihren sein. In den letzten Jahren hat sich die
Taufliege Drosophila vom genetischen zum neuronalen Modellsystem fiir Innere Uhren
entwickelt. In der kleinen Fliege kann die Uhr durch Genmanipulationen auf wenige
Neuronen beschrinkt werden, und dieser reduktionistische Ansatz hat geholfen, die
Rolle einzelner Neuronen in der Inneren Uhr aufzukliren. Die daraus gewonnenen
Erkenntnisse scheinen allgemein zu gelten.

Abstract

The neuronal network of the endogenous clock

Endogenous clocks control the rhythm of many biological processes. Malfunction of
endogenous clocks in humans can lead to various diseases as sleep disorders, depressions,
the metabolic syndrome and cancer. All animals have a main clock in the brain. This
clock comprises a network of clock neurons that communicate with each other. In each
clock neuron, conserved clock genes and proteins interact in to generate a molecular
oscillation. The molecular basis of this rhythm generation as well as the anatomy of the
neuronal clock network is best investigated in the fruit fly Drosophila melanogaster.
In the little fly, clock genes can be shut down in specific clock neurons. Furthermore,
specific clock neurons can be electrically silenced and the rhythmic behaviour of such
manipulated flies can be studied. A flurry of recent studies has begun to identify the
role of specific clock neurons in the clock network, and these findings are helping to
understand the basic neuronal mechanisms of endogenous clocks.

Keywords: circadian clock; Drosophila; period; PDF; neuronal network

Einleitung

Innere Uhren passen Lebewesen an die
physikalischen Rhythmen unserer Erde
an. So gibt es biologische Jahresuhren,
Monatsuhren sowie Tagesuhren. Allen
Inneren Uhren ist gemeinsam, dass sie
auch in Abwesenheit der physikalischen
Rhythmen — auch als externe Zeitgeber
bezeichnet — weiterlaufen, und zwar mit
einer ihnen eigenen Geschwindigkeit, die
in der Regel leicht vom externen Rhythmus
abweicht. Am besten untersucht sind die
Tagesuhren. Sie laufen mit einer endogenen
Geschwindigkeit (= Periodenldnge) von
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ungeféhr 24 Stunden und werden deshalb
auch als circadiane Uhren bezeichnet (aus
dem lateinischen ,,circa® und ,,dies (Tag)).
Dieser Ubersichtsartikel beschiftigt sich nur
mit circadianen Uhren. Ein kurzer Abriss der
Lehre tiber Innere Uhren (Chronobiologie)
findet sich im Exkurs.

Lange Jahre war unbekannt, wie cir-
cadiane Rhythmen erzeugt werden. Der
Durchbruch begann mit einem Screen nach
Rhythmusmutanten, den Konopka und
Benzer 1979 an der Taufliege Drosophila
melanogaster durchfiihrten. Sie erzeugten
durch die Chemikalie Ethyl Methan Sulfonat
(EMYS) zufillige Mutationen im Genom der

Fliege und testeten die mutierten Fliegen
auf ihren Rhythmus. Dabei fanden sie drei
Mutanten, die alle Punktmutationen im
gleichen Gen — dem period-Gen — trugen.
Zwei der Mutanten hatten zu schnell bzw. zu
langsam laufende Uhren, die dritte Mutante,
die sich als period-Null-Mutante entpupp-
te, war arrhythmisch (Abbildung 1). Der
Mensch hat drei period-Gene, die dhnlich
wichtig fiir einen normalen Rhythmus sind.
Eine Mutation im period2-Gen ist fiir das
Familial-Advanced-Sleep-Phase-Syndrom
(FASPS) verantwortlich, das durch stark
verfrithte Schlafphasen charakterisiert ist.
Tréger dieser Mutation gehen in der Regel
bereits gegen 18:00 zu Bett und stehen ge-
gen 3:00 auf. Die period-Gene und die von
ihnen codierten PER-Proteine interagieren
mit weiteren Uhren-Genen und -Proteinen
(bei der Fliege: Timeless/TIM, Clock/CLK,
Cycle/CYC). Letztendlich hemmen Dimere
aus PER und TIM die Transkription ihrer
eigenen mRNA. Da diese Hemmung zeit-
verzogert geschieht, kommt es zu stabilen
Oszillationen in der Menge der period und
timeless mRNA und der PER- und TIM-
Proteine. Die Uhren-Proteine wirken auf
dhnliche Weise auf andere Gene und schalten
diese rhythmisch ab, sodass in den Uhren-
Zellen molekulare circadiane Oszillationen
erzeugt werden. In Neuronen fiihrt dies zu
Rhythmen in der elektrischen Aktivitét.
Die Uhren-Gene werden in vielen Zellen
des Korpers exprimiert, sodass es viele
circadiane Uhren gibt (auch als periphere
Uhren bezeichnet, Exkurs). Bei Tieren gibt
es allerdings eine tibergeordnete Innere Uhr
im Gehirn. Bei Sdugetieren liegt diese in
den suprachiasmatischen Kernen (Supra-
chiasmatic Nuclei = SCN). Die SCN steuern
rhythmisches Verhalten und koordinieren
die Rhythmen der peripheren Uhren. Sie
bestehen aus 10 000 bis 50 000 kleinen
Neuronen, die miteinander kommunizieren
und gemeinsam einen stabilen Rhythmus
erzeugen. Zwar scheint jedes einzelne
Uhren-Neuron zur Erzeugung von stabilen
Oszillationen fahig, aber die Periodenlénge
einer Population von Uhren-Neuronen mit
intakten Verbindungen ist stabiler, exakter
und néher bei 24 Stunden als die von vielen
isolierten Uhren-Neuronen. Neuere Untersu-
chungen zeigen, dass eine Population intera-
gierender Uhren-Neurone sogar genetische
Defekte in den Uhren-Genen kompensieren
kann. Fiir die peripheren Oszillatoren gilt
dies nicht. Sie sind nicht nur unfdhig, den
Rhythmusverlust von Einzelzellen zu kom-
pensieren, sondern sie geraten auch aufler
Phase, sobald sie in Kultur gehalten werden
und die Verbindung zur Inneren Uhr im Ge-
hirn verlieren. Damit kommt der neuronalen
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Abb. 1: Die period-Mutanten. Es ist jeweils ein typisches Aktogramm (Doppelplot der
Aktivitat) von einer wildtypischen Fliege, einer per" (per)-Mutante, einer perlong (per)
und einer pernull per’-Mutante gezeigt. Zunachst waren die Fliegen fiir sieben bis acht Tage
in einem Licht-Dunkel-Zyklus (12 Stunden Licht/ 12 Stunden Dunkel (LD)) und zeigen mit
Ausnahme der per’-Mutante zwei Aktivitatsgipfel, einen am Morgen und einen am Abend.
Am achten oder neunten Tag wurde das Licht ausgemacht (DD), und die Fliegen laufen mit
der ihr endogenen Periodenlange frei. Bei Wildtyp-Fliegen liegt diese nahe bei 24 Stunden.
per-Mutanten haben dagegen eine schnell gehende Uhr (~19 Stunden Periode), wahrend
per-Mutanten eine langsame Uhr besitzen (~28 Stunden Periode). per’-Mutanten sind unter

Konstantbedingungen arrhythmisch.

Kommunikation der Uhren-Neurone bei der
stabilen Rhythmuserzeugung eine grofie
Bedeutung zu.

Neben der Bedeutung der neuronalen
Kommunikation zwischen den Uhren-
Neuronen fiir die Rhythmuserzeugung
gibt es Hinweise, dass den verschiedenen
Uhren-Neuronen unterschiedliche Rollen
zukommen. Manche konnten vorwiegend
in die Verarbeitung der externen Licht- und
Temperatursignale zur Synchronisation der
Uhr verwickelt sein, wihrend andere rhyth-
mische Signale an andere Gehirnbereiche
weitergeben. Es gibt auch Hinweise, dass
manche Uhren-Neurone unterschiedliche
Aktivitdtsanteile steuern. So scheint es
bei manchen Tieren Morgen-Neurone zu
geben, die die Morgenaktivitit steuern und
Abend-Neurone, die fiir die Abendaktivitét
verantwortlich sind (zusammengefasst in
Vansteensel et al. 2008; Helfrich-Forster
2009).

Zum Verstandnis der Funktionsweise
des neuronalen Netzwerkes der Inneren
Uhr im Gehirn ist es zunédchst hilfreich, die
Rolle einzelner Uhren-Neurone aufzuklédren.
Wegen der vergleichsweise geringen Zahl
von Uhren-Neuronen (~150 statt ~10 000
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pro Gehirnhemisphire) ist die Taufliege
Drosophila melanogaster pradestiniert fiir
solche Untersuchungen. Weiterhin kann die
Fliege relativ leicht genetisch manipuliert
werden, und z.B. Uhren-Gene in spezifischen
Uhren-Neuronen ausgeschaltet werden. Die
so manipulierten Fliegen kdnnen dann auf'ihr
rhythmisches Verhalten untersucht und die
Rolle einzelner Uhren-Neurone im Netzwerk
bestimmt werden. Im Folgenden wird der
Erkenntnisstand dieser Untersuchungen
zusammengefasst.

Das neuronale Uhrennetzwerk von
Drosophila melanogaster

Die Uhren-Gene werden in ca. 150 Neuronen
des Drosophila-Gehirns exprimiert (Abbil-
dung 2). Dazu kommen viele Gliazellen
(nicht gezeigt). Die 150 Neurone liegen im
lateralen und dorsalen Gehirn und werden
deshalb auch als laterale und dorsale Uhr-
Neurone bezeichnet (genauere Unterteilung
in Abbildung 2).

Die Neurone innerhalb der Gruppen un-
terscheiden sich in Projektionsmuster und
verwendeten Neurotransmittern. Wie bei
vielen Insekten verzweigen fast alle Uhren-

Neurone von Drosophila in der sogenannten
akzessorischen Medulla. Dies ist ein kleines
Neuropil an der Basis der Medulla, das
Eingénge von Photorezeptoren bekommt
und als Kern der Inneren Uhr bei Insekten
gilt. Ein weiteres Verzweigungsgebiet fast
aller Uhren-Neurone ist das dorsale Proto-
cerebrum, das allgemein als Ausgangsregion
der Inneren Uhr angesehen wird. Im dorsalen
Protocerebrum gibt es Verbindungen zu fast
allen Gehirnregionen, auch zu den abstei-
genden Bahnen ins thorakale Nervensystem.
Ebenso konnen die Uhren-Neurone im
dorsalen Protocerebrum Kontakt zum neu-
roendokrinen System der Fliege in der Pars
intercerebralis und Pars lateralis kniipfen.
Damit kénnen rhythmische Signale iiberall
ins Gehirn weitergeleitet werden.

Die lateralen Neurone als Haupt-
Uhren-Neurone

Nicht alle Uhren-Neurone sind gleich
wichtig fiir die Aktivitdtsrhythmik der
Fliege. Durch Genmanipulation konnte die
Expression des period-Gens auf wenige
Uhren-Neurone beschriankt werden, und
es zeigte sich, dass period in den lateralen
Neuronen benétigt wird, damit die Fliegen
unter Konstantbedingungen rhythmisch sind.
Umgekehrt bewirkte die Zerstérung der la-
teralen Neuronen arrhythmisches Verhalten
unter Konstantbedingungen. Dies spricht
fiir die lateralen Neurone als Haupt-Uhren-
Neurone. Die dorsalen Neurone haben unter
Konstantbedingungen eher eine untergeord-
nete Funktion, reichen allerdings aus, um
unter Licht-Dunkel-Zyklen fast normale
Aktivitatsrhythmen zu erzeugen.

Im Folgenden mochte ich mich auf die
Funktion der lateralen Neuronen beschrén-
ken. Auch unter ihnen gibt es funktionelle
Unterschiede. Interessanterweise reicht
die period-Expression in den vier kleinen
PDF-positiven LN aus, um rhythmische
Aktivitdt unter Dauerdunkelbedingungen
hervorzurufen (Grima et al. 2004). In
schwachem Dauerlicht werden die Tiere
jedoch in der Regel arrhythmisch. Dieser
Sachverhalt ist umgekehrt, wenn die period-
Expression auf die drei CRY-positiven LN
und das fiinfte kleine LN beschrinkt wird
(Rieger et al. 2009): Solche Fliegen sind
rhythmisch unter schwachem Dauerlicht und
eher arrthythmisch unter Dauerdunkel. Noch
ist nicht klar, was dies fiir die Funktion der
Inneren Uhr unter natiirlichen Bedingungen
bedeutet, aber diese Ergebnisse zeigen, dass
die lateralen Neuronen unterschiedlich auf
schwaches Licht reagieren.

Bemerkenswert an diesen Studien ist
die Tatsache, dass nur jeweils vier Uhren-
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Neurone pro Gehirnhemisphére ausreichen,
um quasi-normales rhythmisches Verhalten
zu erzeugen. Im Dauerdunkel sind dies die
vier PDF-positiven s-LN_und im schwachen
Dauerlicht sind es das fiinfte kleine LN und
die drei CRY-positiven LN .

Hell- und Dunkel- Neurone, oder
Morgen- und Abend-Neurone?

Die oben genannten Untersuchungen weisen
bereits auf eine unterschiedliche Lichtemp-
findlichkeit der lateralen Neuronen hin und
sprechen dafiir, dass einige Uhren-Neurone
im Licht dominieren und andere im Dunkeln.
Dies hat Forscher zu folgender Hypothese
gebracht: Es gibt ,,Hell-Neurone®, die die
Aktivitit der Tiere am Tag und insbesondere
an langen Sommertage steuern, und es gibt
,Dunkel-Neurone®, die die Aktivitdt der
Tiere in der Nacht, insbesondere in langen
Winternachten steuern (Stoleru et al. 2007;
Picot et al. 2007). Die Aktivitdtsmuster der
meisten Tiere unterscheiden sich zu den
verschiedenen Jahreszeiten. Nach der Hell-
Dunkel-Hypothese konnte man dies bei Tau-
fliegen durch unterschiedliche Eigenschaften
von Hell- und Dunkel-Neuronen erkléren.

Ein anderes Modell erklért die jahreszeit-
liche Anpassung an Lang- und Kurztage
durch Morgen- und Abendoszillatoren.
Viele Tiere haben zwei Hauptaktivitéts-
gipfel, einen am Morgen und einen am
Abend (Abbildung 1). An langen Som-
mertagen liegt die Morgenaktivitét frither
am Morgen und die Abendaktivitdt spéter
am Abend als an kurzen Wintertagen. Auf
diese Weise vermeiden die Tiere wihrend
der Mittagshitze aktiv zu sein. Pittendrigh
und Daan postulierten 1976 fiir nachtaktive
Nagetiere, dass die Morgen- und Abendak-
tivititen von unterschiedlichen Oszillatoren
mit unterschiedlichen Reaktionen auf Licht
gesteuert werden. Wihrend die Morgenos-
zillatoren durch Licht beschleunigt werden,
werden die Abendoszillatoren durch Licht
verlangsamt. Auf diese Weise schiebt sich
die Morgenaktivitdt im Sommer in den frii-
hen Morgen und die Abendaktivitit in den
spaten Abend. Tatsdchlich fanden wir, dass
die molekularen Oszillationen in manchen
lateralen Neuronen durch Licht beschleunigt
wurden, wihrend sie in anderen verlang-
samt wurden. Interessanterweise sind die
Morgen-Neurone der Fliege weitgehend mit
den oben beschriebenen Dunkel-Neuronen
identisch, wéihrend die Abend-Neurone den
Hell-Neuronen entsprechen.

Fasst man beide Ergebnisse zusammen,
so gibt es in der Fliege Dunkel-Neurone,
die die Morgenaktivitit der Tiere steuern
und durch Licht beschleunigt werden und

Neuroforum: 1/10

Dorsales Protocerebrum

Laterale Neurone

Funktion Meurochemie

R : —LPN—E?
—w gy

— 5" N —
SHPF
Lichiningang % — LNy — % Cha

Morgean/ Dunksi g —5-LN,—

Abb. 2: Das Netzwerk an Uhren-Neuronen im Gehirn von Drosophila.

Pro Gehirnhemisphare gibt es ~150 Uhren-Neurone, die in drei Hauptgruppen von lateralen
Neuronen - die LN, LN, und LPN - und in drei Gruppen von dorsalen Neuronen — die DN1,
DN2 und DN3 - unterteilt werden konnen. Die Uhren-Neurone projizieren ins dorsale Proto-
cerebrum und in die akzessorische Medulla. Die lateralen Neuronen sind beziiglich Funk-
tion und Neurochemie gesondert dargestelit. Die LPN sind Temperatureingangs-Neurone,
deren Neurotransmitter noch unbekannt sind. Drei der sechs LN, stellen zusammen mit der
sogenannten fiinften s-LN (5" s-LN ) die Abend/Hell-Neurone dar. Diese Neurone expri-
mieren alle das Blaulichtfotopigment Cryptochrom (CRY). Ein Neuron der CRY-positiven
LN, exprimiert zusatzlich das Neuropeptid F (NPF) und das lonen-Transporter-Peptid (ITP),
wahrend die anderen zwei die kurze Form von NPF (sNPF) und die Cholin-Acetyltransferase
(Cha) enthalten, also acetylcholinerg sind. Das fiinfte s-LN, enthélt ITP und sNPF. Die
Funktion der CRY-negativen LN, ist noch unbekannt; zwei der Zellen sind NPF-positiv. Die
restlichen LN  bestehen aus vier Neuronen mit groflen Somata und vier Neuronen mit klei-
nen Somata (I-LN, und s-LN ) und sind alle CRY- und PDF-positiv. Die gro3en Neuronen sind
in den Lichteingang involviert, wahrend die kleinen die Morgen/Dunkel-Neurone darstellen
und zusatzlich zu CRY und PDF auch noch sNPF exprimieren.

Hell-Neurone, die die Abendaktivitét steuern
und durch Licht verlangsamt werden. Dies
klingt einfach und einleuchtend. Trotzdem ist
Vorsicht geboten, denn die oben genannten
Ergebnisse wurden bei schwachem Dauer-
licht gewonnen (unter 1 Lux) oder nachdem
die Lichtempfindlichkeit der Neurone

kiinstlich herabgesetzt wurde. Bei Dauer-
licht hoherer Intensitdt werden die Fliegen
und die molekularen Oszillationen in den
Uhr-Neuronen arrhythmisch (Diskussion
in Helfrich-Forster 2009). Allerdings sind
Licht-Dunkel-Zyklen kein Dauerlicht, und
da die Lichtempfindlichkeit der Inneren Uhr
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am Tag generell gering ist, konnten beide
Modelle ihre Richtigkeit haben. Zukiinftige
Untersuchungen miissen kldren, wie die
natiirliche Anpassung an unterschiedliche
Tagesldngen erfolgt.

Interessant an dieser Stelle ist die Tat-
sache, dass es Uhren-Neurone mit unter-
schiedlichen Eigenschaften und Aufgaben
zu geben scheint. Dass Uhren-Neurone
tatsdchlich unterschiedlich auf Kurz- und
Langtagbedingungen reagieren konnen,
wurde inzwischen bei Miusen bestétigt
(Inagaki et al. 2007).

Der Lichteingang in die Innere Uhr

Offensichtlich werden die Uhren-Neurone
stark durch Licht beeinflusst. Dies ist
nicht verwunderlich, denn Licht ist der
Zeitgeber, der Innere Uhren am besten
auf den 24-Stunden-Tag synchronisieren
kann. Aber warum werden die Fliegen bei
hoheren Lichtintensitdten arrhythmisch?

Zur Wahrnehmung des Lichts benutzen
Innere Uhren allgemein mehrere Fotore-
zeptoren. Dazu gehoren in der Regel spe-
zialisierte Fotopigmente der Augen und bei
Nicht-Sdugern zusitzlich Fotorezeptoren
im Gehirn. Bei Drosophila dienen Rho-
dopsine der Augen und eines extraretinalen
Augleins als Fotorezeptoren der Inneren
Uhr. Zusitzlich wird das Blaulichtfoto-
pigment Cryptochrom (CRY) in vielen
Uhren-Neuronen exprimiert (Abbildung
2). Durch Licht aktiviertes CRY intera-
giert direkt mit dem Uhren-Protein TIM
und bewirkt dessen schnelle Degradation.
Dadurch stoppt der molekulare Rhythmus
in den Uhren-Neuronen, und die Fliegen
werden arrhythmisch.

Man konnte also meinen, dass die
CRY-positiven Neurone besonders Licht-
empfindlich sind und deshalb zu den
Dunkel-Neuronen gehéren. Dies ist jedoch
nicht der Fall. Sowohl Dunkel- als auch
Hell-Neurone haben CRY, und Timeless
wird bei Lichteinfluss auch in den CRY-
negativen Neuronen schnell abgebaut (Yo-
shii et al. 2008). Dies liegt wahrscheinlich
an einer effektiven neuronalen Kommu-
nikation zwischen den Uhren-Neuronen.
AuBerdem konnten wir zeigen, dass die
Komplexaugen und nicht Cryptochrom die
oben diskutierte Anpassung der Fliegen an
unterschiedliche Tagesldngen bewirken.

Tatsdchlich gibt es Uhren-Neurone,
die direkt von den Fotorezeptorzellen
der Komplexaugen innerviert zu werden
scheinen und besonders stark auf Licht
reagieren. Dies sind die PDF-positiven
groBen LN (I-LN , Abbildung 2). Die
I-LN spielen keine Rolle fiir die Aktivi-
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tatsrhythmik unter Konstantbedingungen,
aber sie reagieren auf Licht mit einer
starken Depolarisation und sind fiir die
sogenannte ,,Startle Response” der Fliegen
verantwortlich, eine kurze hohe Aktivitét
nach Einschalten des Lichts. Da die I-LN|
aufBlerdem generell die Wachheit der Flie-
gen fordern und Schlaf verhindern, werden
sie auch als ,,Arousal“~-Neurone bezeichnet
(Parisky et al. 2008; Sheeba et al. 2008,
Shang et al. 2008). Die I-LN_ exprimieren
das Neuropeptid PDF, und die Lichteffekte
scheinen durch dieses Peptid vermittelt zu
werden, denn sie verschwinden, wenn der
PDF-Signalweg unterbrochen wird.

Interessanterweise haben erhdhte PDF-
Spiegel im Gehirn (hervorgerufen durch
Uberexpression von PDF oder Fehlpro-
jektionen der I-LN ) dhnliche Effekte wie
schwaches Dauerlicht: Die Oszillationen
der Morgen-Neurone (Dunkel-Neurone)
werden beschleunigt und die der Abend-
Neurone (Hell-Neurone) werden verlangs-
amt (Yoshii et al. 2009a). Diese Ergebnisse
bestitigen die Rolle der I-LN_ und des
Neuropeptids PDF im Lichteingang zur
Inneren Uhr und damit auch in der An-
passung an unterschiedliche Tageslangen.
Tatsdchlich kénnen Pdf-Null-Mutanten
ihre Morgen- und Abendaktivitdten nicht
mehr normal an Kurz- und Langtage
anpassen.

Die LPN Neurone als Temperatur-
eingangs-Neurone

Wie eingangs erwidhnt synchronisieren
auch Temperaturzyklen die Innere Uhr auf
den 24-Stunden-Tag. Temperaturzyklen
werden in den Chordotonalorganen im
Kérper der Fliegen wahrgenommen und
von dort iiber unbekannte Wege zu den
Uhren-Neuronen weitergegeben (Sehadova
et al. 2009). Interessanterweise reagieren
die Uhren-Neurone unterschiedlich stark
auf Temperaturzyklen. So lassen sich die
LPN (und einige dorsale Neurone) beson-
ders gut durch Temperaturzyklen synchro-
nisieren, wihrend sich die I-LN_nur durch
Licht-Dunkel-Zyklen synchronisieren
lassen. So scheint es also ausgesprochene
Lichteingangs-Uhren-Neurone (die I-LN )
und ausgesprochene Temperatureingangs-
Neurone (die LPN) zu geben (Yoshii et
al. 2009b).

Die Kommunikation zwischen den
Uhren-Neuronen

Nun haben wir die unterschiedlichen Rol-
len der verschiedenen lateralen Neuronen
kennengelernt: Die s-LN  fungieren als

Morgen/ Dunkel-Neurone, das fiinfte s-LN_
und die CRY-positiven LN, als Abend/
Licht-Neurone, die I-LN als Licht- und
die LPN als Temperatureingangs-Neurone
(Abbildung 2).

Bei den unterschiedlichen Aufgaben der
Zellen ist eine gute Kommunikation zwi-
schen ihnen erforderlich. Im SCN von Sdu-
gern kommunizieren die Uhren-Neurone
mittels des Neuropeptids VIP (,,Vasoactive
Intestinal Polypeptide®; zuammengefasst
in Vosko et al. 2007). 15% der SCN-
Neuronen haben VIP als Transmitter und
60% der SCN-Neuronen exprimieren den
VIP-Rezeptor. Das Aktivitdtsmuster von
VIP- oder VIP-Rezeptor-Null-Mutanten
zerfallt unter Konstantbedingungen in viele
Komponenten und schlieflich werden die
Tiere arrhythmisch.

PDF-Null-Mutanten werden unter Dau-
erdunkel-Bedingungen auf dhnliche Weise
arrhythmisch wie VIP-Null-Mutanten. Tag-
hert und Mitarbeiter konnten 2004 erstmals
zeigen, dass die molekularen Oszillationen
der s-LN_ (Morgen/ Dunkel-Neurone) in
PDF-Null-Mutanten asynchron werden.
Das Gleiche gilt fiir einige dorsale Neu-
rone. Anscheinend dient PDF zusétzlich
zu seiner Rolle als Eingangssignal auch als
wichtiger Kommunikationsfaktor zwischen
den Uhren-Neuronen. Tatsdchlich wird der
PDF-Rezeptor in den meisten Uhren-Neu-
ronen exprimiert und PDF-Rezeptor-Null-
Mutanten zeigen einen dhnlichen Phanotyp
wie PDF-Null-Mutanten (Hyun et al. 2005).
Der PDF-Rezeptor ist ein G-Protein gekop-
pelter Rezeptor, und das PDF-Signal erhoht
den cAMP-Spiegel in nachgeschalteten
Uhren-Neuronen (Shafer et al. 2008). An-
dere Peptide, die als Neurotransmitter der
laterale Neurone dienen, sind die kurze und
lange Form von Neuropeptid F (NPF), Ho-
mologe des Sdugerneuropeptids Y, sowie
das Ionen-Transporter-Peptid ITP (Johard
et al. 2009). Ihre Rolle im Uhrennetzwerk
muss durch zukiinftige Untersuchungen
gekldrt werden.

Ausblick

Noch sind viele Fragen offen. Nicht alle
Neurone im Uhrennetzwerk sind charakte-
risiert, man weil} nichts iiber die Art ihrer
synaptischen Kontakte und auf welche
Neurone sie verschalten, um rhythmische
Signale weiterzugeben. Auch iiber die Si-
gnalkaskaden in den Uhren-Neuronen ist
nichts bekannt, und man hat erst damit be-
gonnen, sie elektrophysiologisch zu charak-
terisieren. Hier konnte sich die Forschung
an Drosophila und groBeren Insekten wie
Schaben, Grillen, Heuschrecken und Bie-
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Exkurs

Die Chronobiologie und ihre Vater

Mitte des 20. Jahrhunderts haben Biin-
ning, Aschoff und Pittendrigh die Lehre
iiber Innere Uhren (die Chronobiologie)
als eigenstédndigen Wissenschaftszweig
etabliert. (A) Biinning forschte in erster
Linie an Pflanzen, zeigte die genetische
Basis und den Selektionsvorteil von
Inneren Uhren auf und war ein starker
Vertreter der Multioszillatortheorie, die
besagt, dass viele Uhren bei der Kontrolle
der physiologischen Rhythmen zusam-
menwirken. Aschoff forschte hauptsich-
lich am Menschen und zeigte Mitte der
1960er-Jahre in seinen Bunkerversuchen
in Erling-Andechs, dass Menschen eine
Innere Uhr mit relativ langer Periodenlén-
ge haben (siehe C). Pittendrigh arbeitete
vorwiegend an Drosophila, aber auch an
Nagetieren und formulierte viele Gesetz-
méBigkeiten Innerer Uhren, die bis heute
Giltigkeit haben.

(B) Innere Uhren im Gehirn werden
durch verschiedene Zeitgeber (Einginge)
auf den 24-Stunden-Rhythmus der Erde
synchronisiert, wobei Licht der wichtigste
ist. Sie kontrollieren periphere Oszillatoren,
die wiederum unterschiedliche physiolo-
gische Rhythmen steuern. Einige dieser
Rhythmen sind am Beispiel des Menschen
dargestellt. Geraten diese Rhythmen auf
Dauer durcheinander, z.B. durch Nacht-
und Schichtarbeit, kann dies krank machen.
(C) Schematische Wiedergabe des Rhyth-
mus eines Menschen im Bunkerversuch.
Die Person befand sich fiir 4 Wochen im
Bunker. In der ersten und letzten Woche
bestand Kontakt mit der AuBenwelt, wih-
rend der zwei mittleren Wochen war die
Person in Isolation. Dargestellt ist der Wach
(rot) — Schlaf (blau) - Rhythmus sowie die
Temperaturmaxima (griine Dreiecke) in
Form eines Aktogramms. Dabei sind die
Tage 1 bis 30 untereinander gedruckt und
zur besseren Ubersicht vier Tage auch
nebeneinander. In der ersten und letzten
Woche wird die Person regelméfig um

nen gegenseitig befruchten. Bei einigen
Insekten ist die Innere Uhr neuronal gut
charakterisiert und elektrophysiologisch
zuginglich. Andere zeigen differenzierte
Verhaltensweisen, die von der Inneren
Uhr abhédngen. So konnte kiirzlich an der
Wiistenheuschrecke durch konsequente
elektrophysiologische Ableitungen der
Weg vom polarisierten Licht bis hin zur
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Die Vater der Chronobioclogie

Erwin Biinning (1906 — 1990)

Jirgen Aschoff (1913 — 1998)

Colin Pittendrigh (1918 — 1996)
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Himmelskompassorientierung aufgeklért
werden (Heinze und Homberg 2009). Was
noch fehlt ist der genaue Input der Inneren
Uhr fiir die Zeitkompensation. Ein Brii-
ckenschlag zwischen Verhaltensphysiolo-
gie, Elektrophysiologie und Neurogenetik
sollte es in der Zukunft mdglich machen,
die Funktionsweise Innerer Uhren an In-
sektenmodellen vollstdndig aufzuklédren.
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die Lage des Temperaturmaximums vom
Abend auf den Vormittag. Diese Person
hat eine ungewohnlich langsame Innere
Uhr. Nach neueren Erkenntnissen liegt
die durchschnittliche Periodenldnge der
Inneren Uhr des Menschen bei ~ 24,5
Stunden.
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Soziale Signale erschniffeln:
chemische Kommunikation und
das Vomeronasalorgan

Marc Spehr

Zusammenfassung

Bei den meisten Sédugetieren kontrollieren innerartliche chemische Kommunikati-
onsstrategien komplexes Sozial- und Sexualverhalten. Noch bis vor wenigen Jahren
beruhte unser konzeptionelles Verstindnis chemosensorischer Kommunikation auf
der (simplistischen) Annahme einer strikt dichotomen Organisation des olfaktorischen
Systems: zwei anatomisch wie funktional streng voneinander getrennte sensorische
Systeme - das Riechepithel und das Vomeronasalorgan - detektieren jeweils eine von
zwei grundsitzlich unterschiedlichen Arten chemischer Reize — allgemeine Geriiche
versus ,,Pheromone®“. Durch eine Vielzahl spannender und z.T. durchaus unerwar-
teter Befunde aus jiingster Zeit wird nunmehr klar: Die Organisationsstruktur des
Geruchssinns ist weitaus komplexer und funktional differenzierter als urspriinglich
angenommen. Mindestens vier anatomisch separierte olfaktorische Subsysteme, die
vielfach eine bemerkenswerte Heterogenitit in ihrer neuronalen Zusammensetzung
aufweisen, detektieren distinkte (und in Teilen iiberlappende) Gruppen sensorischer
Stimuli. Gelingt es uns, die spezifischen Rezeptortypen und nachgeschalteten Signalwege
der verschiedenen Subsysteme im Detail zu verstehen und somit die Kodierungslogik
sozialer chemischer Signale aufzuschliisseln, werden wir letztlich entscheidende Er-
kenntnisse iiber die neurophysiologischen Grundlagen sozialen Verhaltens gewinnen.

Abstract

In most mammals, conspecific chemical communication strategies control complex so-
cial and sexual behavior. Just a few years ago, our concept of how the olfactory system
is organized to ensure faithful transmission of social information built on the rather
simplistic assumption that two fundamentally different classes of stimuli — ,general*
odors versus ,pheromones — are exclusively detected by either of two sensory struc-
tures: the main olfactory epithelium or the vomeronasal organ. A number of exciting
recent findings, however, revealed a much more complex and functionally diverse
organizational structure of the sense of smell. At least four anatomically segregated
olfactory subsystems, some remarkably heterogeneous in their cellular composition,
detect distinct, but partially overlapping populations of sensory stimuli. Discerning how
subsystem-specific receptor architectures and signaling pathways orchestrate the coding
logic of social chemosignals, will ultimately shed new light on the neurophysiological
basis of social behavior.

Keywords: olfaction; social chemosignals; sensory neurophysiology; homeostatic pla-
sticity; chemoreceptor

,.Es gibt eine Uberzeugungskraft des Duftes,
die stérker ist als Worte, Augenschein, Ge-
fithl und Wille. Die Uberzeugungskraft des
Duftes ist nicht abzuwehren, sie geht in uns
hinein wie die Atemluft in unsere Lungen,
sie erfullt uns, fiillt uns vollkommen aus,
es gibt kein Mittel gegen sie* — In seinem
Roman Das Parfum: Die Geschichte eines
Morders [63] stellt Patrick Siiskind kunstvoll
die tiefen Emotionen dar, die durch die Wahr-
nehmung eines Duftes hervorgerufen werden
konnen. Wie die Sdugetiernase Tausende
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verschiedener Diifte erkennt und zugleich
voneinander unterscheidet, wie Geruchs-
information in verschiedenen Hirnarealen
dekodiert wird und wie die Wahrnehmung
eines bestimmten Geruchs ldngst vergessen
geglaubte — angenehme wie abstoflende —
Erinnerungen wecken kann, gehdrt zu den
faszinierendsten Fragen moderner Neuro-
wissenschaften. Die Nase ist ohne Zweifel
en vogue und riickt zunehmend in das
Zentrum neurosensorischer Forschungs-
interessen. Dabei tragt gerade eine Reihe

von Befunden aus jlingster Zeit zu einer
neuen konzeptionellen Perspektive auf die
funktionale Architektur des Geruchssinns
bei: Wir entwickeln ein neues Verstdndnis
olfaktorischer Neurosensorik, das, zumin-
dest in Teilen, fundamental von unseren
bisherigen Vorstellungen abweicht.

Das theoretische Spektrum olfaktorischer
Stimuli ist nahezu unbegrenzt. Diese enorme
Komplexitét strukturell verschiedener che-
mischer Signale hat im Laufe der Evolution
eine Reihe unterschiedlicher sensorischer
Zellpopulationen innerhalb der Saugetier-
nase hervorgebracht. Die einzelnen Neu-
ronengruppen sind gekennzeichnet durch
charakteristische Rezeptorexpressionsprofile
und axonale Projektionsmuster. Diese Diver-
sitdt, bei gleichzeitiger Spezialisierung auf
bestimmte chemosensorische Funktionen,
liegt dem Konzept olfaktorischer Subsy-
steme - der ,,noses within noses* [44] - zu-
grunde (Abb. 1).

Noch bis vor Kurzem ging man davon
aus, dass das Riechsystem von Séugern aus
lediglich zwei anatomisch wie funktional
unterschiedlichen Teilen besteht: dem haup-
tolfaktorischen und dem akzessorischen
(vomeronasalen) olfaktorischen System. Das
hauptolfaktorische System, so die Annahme,
nimmt vor allem Umgebungsgeriiche wahr
(um beispielsweise Art und Qualitdt von Nah-
rung zu priifen), wahrend dem akzessorischen
System und seiner peripheren Struktur —dem
Vomeronasalorgan —eine entscheidende Rolle
bei der Detektion und Kommunikation sozial
relevanter Chemosignale zugeschrieben wur-
de. Diese héufig als Pheromone bezeichneten
Substanzen 16sen bei Artgenossen stereotype
Verhaltensmuster und / oder hormonelle
Statusdnderungen aus. Inzwischen ist eine
weitaus komplexere Organisation des Ge-
ruchssinns und damit der chemosensorischen
Mechanismen sozialer Kommunikation
deutlich geworden [1][44]. Mit diesem neu
gewonnen Verstdndnis fiir die funktionale
Diversitit olfaktorischer Systeme stehen
nun eine Reihe von neuen und spannenden
Fragen weit oben auf der Agenda (chemo)
sensorisch forschender Neurowissenschaftler:
Welche unterschiedlichen Rezeptorstrukturen
haben sich entwickelt, um jedem Subsystem
ein ausreichendes Maf} an Reizselektivitit
zu {ibertragen und dies aufrechtzuerhalten?
Welche Transduktionsstrategien werden von
den verschiedenen Zellpopulationen genutzt
und warum? Welche funktionale Logik liegt
der anatomischen Trennung der verschie-
denen Subsysteme innerhalb der Nasenhdhle
zugrunde? Wie wird Subsystem-spezifische
Information zundchst getrennt verarbeitet und
nachfolgend in iibergeordneten Hirnzentren
integriert?
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Abb. 1: Schematische Darstellung der olfaktorischen Subsysteme der Maus. Die Ubersicht
zeigt vier anatomisch klar voneinander abgegrenzte periphere sensorische Gewebe: das
hauptolfaktorische Epithel (OE), das Septalorgan von Masera (SOM), das Griineberg-
Ganglion (GG) und das Vomeronasalorgan (VNO). Die Axone sensorischer Neurone des OE,
des SOM und des GG projizieren auf glomerulare Strukturen im Bulbus olfactorius (BO),
vomeronasale Neurone hingegen bilden synaptische Kontakte mit Dendriten der Mitralzel-
len im akzessorischen olfaktorischen Bulbus (AOB). Im OE konnen mindestens drei Sub-
populationen sensorischer Neurone anhand ihrer individuellen Rezeptorexpressionsprofile
unterschieden werden. Die iiberwiegende Mehrheit der Neurone exprimiert ein Mitglied
der grofden Superfamilie kanonischer Geruchsrezeptoren (OR). Andere relativ kleine Grup-
pen sensorischer Zellen exprimieren entweder eine Typ D Rezeptor-Guanylatzyklase (GC-D)
oder sog. ,trace amine-associated‘ Rezeptoren (TAAR).

Subsysteme in der
Saugetiernase

Innerhalb der Chemosensorik markiert die
Entdeckung der Multigenfamilie der Geruchs-
rezeptoren durch Linda B. Buck und Richard
Axel [7] den Beginn der molekularen Ara.
Gleichsam einer Initialziindung hat seither
das wissenschaftliche Interesse an der Neu-
robiologie des Riechsystems kontinuierlich
zugenommen.

Bei den meisten Sdugetieren kleidet das
hauptolfaktorische Neuroepithel die dorso-
kaudalen Bereiche der Nasenscheidewand
(Septum) und der inneren Nasenmuscheln
(Endoturbinaten) aus. Hier exprimieren die
L.klassischen““/kanonischen olfaktorischen
sensorischen Neurone jeweils exklusiv Pro-
teine eines bestimmten Riechrezeptortyps,
obwohl jeder Zelle theoretisch ein enormes
Repertoire von Riechrezeptorgenen (>1000
funktionelle Gene in Nagern, ~350 beim Men-
schen) zur Verfiigung steht. Diese monogene
(tatséchlich sogar monoallelische) Genex-
pression wird stringent kontrolliert: die Gen-
produkte selbst — die Riechrezeptoren — {iben
einen negativen Riickkopplungsmechanismus
auf die ansonsten weitgehend stochastische
Expression aus [58][32]. Riechrezeptoren
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besitzen die typischen Merkmale G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren (GPCRs) wie z.B.
sieben putativ transmembrandre o-Helices
oder das konservierte DRY-Aminosédurenmo-
tiv [42]. Verschiedene hypervariable Amino-
sdureseitenketten innerhalb der Transmem-
brandoménen 3-6 bilden wahrscheinlich die
Ligandenbindetasche. Von der Entdeckung
der Riechrezeptorgenfamilie bis zur Publi-
kation des ersten Rezeptor-Liganden-Paares
vergingen sieben Jahre [70]. Seither konnten
zwar etwa einer Handvoll Rezeptoren spezi-
fische Duftmolekiile zugeordnet werden, doch
der weitaus groBere Teil der Riechrezeptoren
wartet weiterhin auf die Deorphanisierung.
Dieser substantiellen Informationsliicke
liegen die enormen Schwierigkeiten bei der
rekombinanten Expression der Riechrezeptor-
proteine in heterologen Zellsystemen zugrun-
de. In Laboren weltweit stellt man sich die
Frage, warum die rekombinant exprimierten
Rezeptoren immer wieder in den Membranen
des endoplasmatischen Retikulums bzw. des
Golgi-Apparates ,,hdangenbleiben und kaum
eine Translokation zur Plasmamembran
stattfindet [39]. Alle bisher charakterisierten
Riechrezeptoren detektieren volatile Geruchs-
molekiile verschiedener chemischer Klassen
und besitzen relativ breite rezeptive Felder.

Vice versa konnen unterschiedliche Rezep-
toren durch das gleiche Geruchsmolekiil ak-
tiviert werden; Geruchsinformation wird also
kombinatorisch durch Aktivierung multipler,
teilweise tiberlappender Rezeptorpopulati-
onen kodiert [6][36]. Die Riechrezeptoren
sind in hoher Dichte in den zilidiren Memb-
ranen der olfaktorischen Neurone lokalisiert
und 16sen bei Ligandeninteraktion eine kom-
plexe biochemische Signalkaskade aus, durch
die der zytosolische cAMP-Spiegel innerhalb
der Zilien voriibergehend massiv erhoht wird.
Dies fiihrt zur Offnung zyklisch Nukleotid-
gesteuerter (CNG) lonenkanile und, bedingt
durch den lokalen Einstrom von Ca?', zur
Aktivierung Ca?'-gesteuerter Cl-Kanile.
Die Umwandlung der chemischen Bindungs-
energie in ein elektrisches Signal wird durch
die depolarisationsbedingte Generierung
von Aktionspotentialen abgeschlossen [14].
Konvergente rezeptorspezifische axonale
Projektionen zu wenigen Glomeruli im Bul-
bus olfactorius verleihen jedem Glomerulus
eine individuelle ,,Rezeptor-Identitdt und
ermdglichen somit die Kodierung von Ge-
ruchsinformationen in raumlichen (aber auch
zeitlichen) Aktivitdtsmustern, sog. odotopen
Karten (odotopic activity ,maps‘) [43].

Neben den kanonischen olfaktorischen
Neuronen wurde 2006 im Labor von Linda B.
Buck eine zweite Familie chemosensorischer
GPCRs im Hauptriechepithel identifiziert
[33]. In einer cDNA-Bibliothek aus dem
Riechepithel der Maus fanden Lieberles und
Buck Mitglieder der TAAR (trace amine-
associated receptor) Proteinfamilie. Die
selektiv-monogene TAAR Expression ein-
zelner Neurone deutet auf eine eigene Funk-
tion im Kontext der Geruchswahrnehmung
biogener Amine hin. Eine genaue funktionale
Charakterisierung der TAAR Neurone steht
allerdings noch aus.

Sowohl TAAR Proteine als auch Riech-
rezeptoren sind typische Rhodopsin-artige
(Familie A) GPCRs, die jeweils cAMP-
abhingige Transduktionskaskaden in Gang
setzen [45]. Allerdings transduziert eine dritte
Gruppe sensorische Neurone des hauptol-
faktorischen Epithels Geruchsinformationen
augenscheinlich unabhéngig von kanonischen
Riechrezeptoren, TAAR Proteinen oder
cAMP. Als gemeinsamen molekularen Mar-
ker exprimieren diese Neurone eine als GC-D
bezeichnete Rezeptor-Guanylatzyklase [15].
Etwa 1 von 1000 olfaktorischen Neuronen
exprimiert GC-D sowie weitere, an eine
cGMP-vermittelte Transduktionskaskade er-
innernde Signalproteine (Phosphodiesterase 2
und die CNG Kanaluntereinheit A3) [22][40].
Haben diese, als Cluster im dorsalen Dach
der Nasenhohle lokalisierten Neurone eine
chemosensorische Funktion und, wenn ja,
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welche? Die gemeinsame Struktur aller bisher
identifizierten Rezeptor-Guanylatzyklasen
[16] — eine extrazelluldre peptidbindende
Domine, die iliber eine transmembranére
o-Helix an eine intrazelluldre katalytische
Doméne gekoppelt ist — hat immer wieder
zu Spekulationen iiber GC-D-positive ol-
faktorische Neurone als cGMP-abhingige
Peptidsensoren gefiihrt. Derzeit fehlt jedoch
ein allgemein akzeptiertes Modell der olfak-
torischen Funktion der GC-D Neurone. In
zweil nahezu parallel publizierten Studien
wurden 2007 verschiedene, z.T. kontroverse
Funktionen GC-D-exprimierender Neurone
postuliert [21] [30]. Hu et al. [21] berichten
iiber CO,-vermittelte, Carboanhydrase II-
abhéngige Ca**-Signale in GC-D Neuronen.
Untersuchungen an genetisch verdnderten
Mauslinien lassen jedoch einen anderen
Schluss zu: Leinders-Zufall und Mitarbeiter
[30] liefern eine schliissige Beweisfiihrung
fiir eine Funktion GC-D-positiver Neurone
als empfindliche und selektive Sensoren
natriuretischer Peptide (Uroguanylin und
Guanylin). Widersprechen sich diese Ergeb-
nisse notwendigerweise? Anhand der phar-
makologischen Profile der CO,-, wie auch
der Peptid-abhéngigen Ca,.-Signale kénnten
beide postulierten Signalprozesse in einen
gemeinsamen Transduktionsweg miinden.
In Zukunft ist also mit weiteren Studien zu
rechnen, die zeigen werden, ob die bislang
vorliegenden Ergebnisse in ein gemein-
sames Funktionsmodell der GC-D Neurone
integriert werden koénnen, oder ob einem der
beiden Mechanismen eine physiologisch
dominante Funktion zukommt.

Zusitzlich zum hauptolfaktorischen Epi-
thel und dessen neuronaler Heterogenitét
besitzen viele Sdugetiere noch mindestens
drei weitere olfaktorische Gewebe: das
VNO, das Griineberg-Ganglion (GG) und
das Septalorgan von Masera (SOM). Somit
erhdlt eine ohnehin komplexe Organisation
einen zusdtzlichen Grad an Diversitdt /
Komplexitit (Abb. 1). Verglichen mit unseren
Kenntnissen iiber das hauptolfaktorische
und, wenn auch weniger detailliert, iber das
Vomeronasalsystem steckt unser funktionales
Verstindnis der olfaktorischen Funktionen
von Griineberg-Ganglion und Septalorgan
noch in den Kinderschuhen.

Das Septalorgan ist ein kleiner, relativ
flacher, vom hauptolfaktorischen Epithel iso-
liert und in unmittelbarer Néhe zum Eingang
des Ductus nasopalatinus (Rodolfo-Masera
1943) liegender Neuroepithelbereich, der
bei Méusen etwa 10.000 zilidre sensorischen
Neurone beherbergt. Bezogen auf die neu-
ronale Rezeptorausstattung und die bislang
beschriebenen Signalmechanismen &hneln
die Zellen des Septalorgans weitgehend
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den hauptolfaktorischen Neuronen. Aller-
dings unterscheiden sich beide Zelltypen
fundamental in der Variabilitdt individueller
Rezeptorexpressionsmuster. So wird in
der iiberwiltigenden Mehrheit (>90%) der
Septalorganneurone je ein Mitglied einer
Gruppe von lediglich neun Rezeptortypen
monogen exprimiert [65]. Der bei Weitem
haufigste Vertreter dieser Gruppe ist SR1,
ein Rezeptor, den ca. 50 % aller Neurone des
Septalorgans exprimieren. In physiologischen
Studien genetisch verdnderter Mduse zeigt
SR1 ein ungewdhnlich breites und iber einen
weiten Konzentrationsbereich stabiles Duft-
reaktionsprofil [19]. Angesichts der gleich-
zeitig beobachteten Mechanosensitivitét der
Septalorganneurone [17][18] wird derzeit
eine mogliche Funktion des Septalorgans
als strategisch platzierter ,,Vorposten“ des
hauptolfaktorischen Neuroepithels diskutiert.
Dieser kénnte z.B. allgemeine Verdnderungen
der physikochemischen Umgebungspara-
meter (Luftstromung, etc.) detektieren und
so eine situationsabhingige generelle Sen-
sitivitétsjustierung des hauptolfaktorischen
Systems einleiten.

Ahnlich dem Septalorgan hat auch das
Griineberg-Ganglion [19] vor einigen Jahren
ein ,,Comeback® in der neurosensorischen
Forschung erlebt. Die Somata der GG-Zellen
liegen bilateral im dorsorostralen Bereich der
Nasenhéhle und somit in unmittelbarer Néhe
zur Nasendffnung. Jedes Ganglion umfasst
ca. 300-500 Zellen, deren Axone entlang
des dorsalen Dachs der Nasenhdhle zu dor-
sokaudalen Regionen des Bulbus olfactorius
projizieren. Das Zielareal der GG-Zellen
iiberlappt in Teilen mit der Bulbusregion,
in der die sog. ,Necklace* Glomeruli liegen,
die ihrerseits von GC-D-exprimierenden
Neuronen innerviert werden. Wie kano-
nische olfaktorische Neurone, TAAR- und
GC-D-exprimierende Neurone, Vomerona-
sal- und Septalorganneurone, zeigen auch
GG-Zellen die charakteristische Expression
des olfaktorischen Markerproteins (OMP;
[37]). Allerdings scheinen GG-Zellen keinen
direkten Zugang zum Lumen der Nasenhdhle
zu besitzen. Lichtmikroskopisch lassen sich
keine eindeutigen Zellfortsitze, wie etwa
Dendriten, Zilien oder Mikrovilli ausmachen.
Mit Hilfe rasterelektronenmikroskopischer
Aufnahmen konnten Brechbiihl et al. [3] je-
doch vor Kurzem zeigen, dass GG-Neuronen
der Maus primére Zilien tragen, die theore-
tisch von wasserldslichen chemischen Stimuli
iiber eine permeable Keratinschicht erreicht
werden konnten. Die selben Autoren berich-
ten ebenfalls von transienten zytosolischen
Ca*-Anstiegen in GG-Neuronen als Reak-
tion auf unter Stress sezernierte chemische
Substanzen, die Artgenossen potentielle Ge-

fahren signalisieren. Die molekulare Identitdt
solcher ,,Alarmpheromone* bleibt allerdings
weiterhin unklar.

Das Vomeronasalorgan —
»Spielgestalter“ sozialer
Kommunikation

Die klassische Unterscheidung olfaktorischer
Subsysteme trennt zwischen hauptolfakto-
rischem und vomeronasalem System, dessen
periphere sensorische Struktur — das VNO
— erstmals von Ludvig L. Jacobson im Jahr
1813 beschrieben wurde. Das VNO besteht
aus zwei bilateral symmetrischen, blind
endenden, zigarrenformigen Rohren, die
eingebettet in den Vomerknochen am antero-
basalen Septum liegen. In coronaler Ansicht
bilden die vomeronasalen Neurone medial
ein halbmondformiges sensorisches Epithel.
Jedes bipolare VNO Neuron entsendet einen
einzelnen apikalen Dendriten, dessen Mi-
krovilli tragende Endigung (knob) Kontakt
zum Lumen des VNO hat. Die knobs sind
von einer Schleimschicht (Mucus) bedeckt,
die von vomeronasalen Driisen sezerniert
wird. Bei unmittelbarem Kontakt mit einer
potentiellen Pheromonquelle gelangen die
meist wasserloslichen Stimuli durch autonom
kontrollierte pulsatile Kontraktionen eines
grofen lateralen Blutgefdfles [26] in das
VNO-Lumen. Durch diesen Mechanismus
konnen auch nichtfliichtige makromolekulare
Signale aus Urindepots, Vaginal- und Duft-
driisensekreten oder Speichel aufgenommen
werden [29].

Innerhalb des Vomeronasalsystems lassen
sich mindestens zwei topographisch vonei-
nander getrennte, neuronale Subpopulationen
mit unterschiedlicher Rezeptorausstattung
unterscheiden (Abb. 2). So exprimieren VNO
Neurone in der apikalen Schicht des senso-
rischen Epithels G, in Kombination mit je
einem Mitglied der VIR Multigenfamilie, die
insgesamt ~150 intakte GPCR Gene umfasst
[13][52]. Wie bei Riechrezeptoren weisen die
VI1R-kodierenden Regionen keine Introns
auf, sind in genomischen Clustern lokalisiert
und werden streng monoallel exprimiert [53].
Allerdings zeigen Riechrezeptoren und VIR
Gene keine signifikanten Sequenzhomolo-
gien. Daraus abgeleitete Hoffnungen auf
eine erleichterte rekombinante Expression
der VIR Proteine wurden bislang jedoch
enttduscht. Lediglich einem Rezeptor der
VI1R-Familie (VIRb2; [2]) konnte bisher
ein spezifischer Ligand zugeordnet werden.
Dennoch sprechen alle derzeit vorliegenden
Befunde fiir eine chemosensorische Funktion
der VIR Rezeptoren. Unter anderem zeigen
Maéuse, denen ein fiir 16 V1R-Proteine ko-
dierender Gen-Cluster fehlt [12], ausgeprégte
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Anomalien in threm Sozial- und Sexualver-
halten.

Neurone der basalen Goo-positiven
Zone exprimieren Mitglieder der V2R-
Rezeptorfamilie, die, als GPCRs der Klasse
C, keinerlei nennenswerte Sequenzhomolo-
gien zu den VIR Rezeptorgenen aufweisen
[38][54]. Kennzeichnend fiir alle ~120
putativ funktionalen V2R Rezeptorproteine
[68] ist die ausgepridgte, aminoterminale
Extrazellulirdoméne, deren Sequenz Ahn-

T1R-Geschmacksrezeptoren (siifl/umami)
aufweist. Aufgrund dieser Homologien
wird angenommen, dass die Bindestelle fiir
V2R-Liganden innerhalb der extrazelluldren
Domine lokalisiert ist [42].

Wir gehen heute davon aus, dass sowohl
VIR-, als auch V2R-Rezeptoren von einer
Gruppe strukturell unterschiedlicher semi-
ochemischer Substanzen aktiviert werden,
die in ihrer Gesamtheit oft als Pheromone
bezeichnet werden — ein Begriff, dessen

lichkeiten mit metabotropen Glutamat- und  Definition derzeit erneut diskutiert wird [5]

A c
Nichtige nichtfiichlige  krankheilsassozierte
soziale Signale,  soziale Signale, Liganden,
eany  DSP. bsp.

Abb. 2: Gewebearchitektur und putative Signaltransduktionswege im VNO der Maus. A: Kon-
fokalmikroskopische Aufnahme eines coronalen VNO Kryoschnittes. Differenzierte vomero-
nasale Neurone exprimieren ein griin fluoreszierendes Protein (GFP) unter der Kontrolle der
Promotorsequenz des fiir das olfaktorische Markerprotein (OMP) kodierenden Gens. SE Sen-
sorisches Epithel, L Lumen, BG Blutgefaf3. B: Schematische Darstellung des vomeronasalen
Systems in coronaler Ansicht. Das sensorische Neuroepithel lasst sich in eine apikale (AS)
und eine basale Schicht (BS) einteilen. C: In den Mikrovilli der dendritischen Endigungen
der VNO-Neurone induziert Rezeptor-Liganden-Interaktion eine komplexe biochemische
Signalkaskade zur Umwandlung des chemischen Bindungssignals in elektrische Impulse
(Signaltransduktion). Fliichtige niedermolekulare Substanzen (z. B. 2-Heptanon oder 2,5-Di-
methylpyrazin) aktivieren V1R-/G .-exprimierende Neurone der apikalen Epithelschicht,
wahrend V2R-/G_ -positive Neurone der basalen Schicht wahrscheinlich durch nichtfliichtige
Makromolekiile, wie z. B. MUPs (,major urinary proteins‘), ESPs (,exocrine gland secreting
peptides‘) oder MHC (,major histocompatibility complex‘) Peptide der Klasse | (z. B. SYF-
PEITHI) stimuliert werden. Auch sulfatierte Steroide (z. B. Corticosteron-21-Sulfat) wurden
als potente vomeronasale Stimuli beschrieben, wobei die Identitat der von diesen Liganden
aktivierten Rezeptoren noch unklar ist. FPR-rs-exprimierende Neurone werden durch Patho-
gen- oder Entziindungs-assoziierte Liganden wie z.B. das Formylpeptid fMLF aktiviert. Die ge-
naue Funktion der verschiedenen koexprimierten G-Protein o-Untereinheiten (Goi2 und Go.o)
ist derzeit offen. Anhand pharmakologischer Hinweise scheint jedoch die Gf3/y -abhangige
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) eine Schiliisselrolle in der vomeronasalen Signal-
transduktion einzunehmen. Dieses membranstandige Enzym spaltet Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) und Diacylglycerol (DAG), wobei
die DAG-abhangige 6ffnung von TRPC2 lonenkanalen eine zentrale Transduktionsfunktion
auszuilben scheint. Die Rolle der kiirzlich im VNO beschriebenen Ca?*-abhangigen Cl-Kanale
sowie die Funktion mehrfach ungesattigter Fettsauren (polyunsaturated fatty acids, PUFAs),
die ebenfalls Ca?*-Signale in VNO Neuronen induzieren, sind bislang noch kaum verstanden.
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[62]. Die Signifikanz der Pheromone und ver-
gleichbarer sozialer Signale manifestiert sich
in ihrer Funktion als molekulare ,,Schalter®,
deren Detektion automatisch ein genetisch
pradeterminiertes Verhalten auslost und /
oder direkt den hormonellen Haushalt des
Rezipienten kontrolliert. Dabei beeinflussen
Pheromone so bedeutende Verhaltenseigen-
schaften wie Partnerwahl, Territorial- und
Aggressionsverhalten. Typischerweise sind
pheromonartige Signalsubstanzen in kom-
plexen Korpersekreten (z. B. Urin, Schweil3)
enthalten. Thre Struktur reicht von kleinen,
volatilen Molekiilen [28][50], iiber Steroide
[46], bis hin zu komplexen Peptiden [26]
[29][31] und Proteinen [9]. Eine strikte
Kategorisierung des VNO als spezialisierter
Pheromondetektor wire jedoch simplistisch
[49][60].

Wesentliche Aspekte der Funktion von
V1/2R Rezeptoren sowie der nachgeschal-
teten Signaltransduktionswege sind noch
weitgehend unverstanden. Aufgrund der
zonenspezifischen Koexpression bestimmter
G-Proteine stellen G _,- bzw. Goo-abhéingige
Signalwege in apikalen bzw. basalen Neu-
ronen ein attraktives Modell dar. Verhalten-
sexperimente in Knockout-Tieren ergaben
jedoch bislang keine Hinweise, die diese
Hypothese stiitzen [47][64]. Ein deutlich bes-
serer Konsens besteht hinsichtlich der Rolle
der Phospholipase C (PLC). Die priméren
Produkte diese Enzyms - Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG)
- werden mit der Aktivierung eines Ca**-per-
meablen Transduktionskanals in Verbindung
gebracht [61]. Bemiihungen, diesen Kanal
zu identifizieren, konzentrierten sich bisher
hauptsichlich auf einen Vertreter der TRP-
Kanalfamilie: TRPC2 [34]. TRPC2"- Miuse
weisen in ihrem Sozial- und Sexualverhalten
gravierende Defizite auf. Allerdings zeigen
sich signifikante Unterschiede zwischen ge-
netischer TRPC2-Deletion und chirurgischer
Ablation des VNO [24]. Ein DAG-aktivierter
TRPC2-abhingiger Strom wird innerhalb
der primiren vomeronasalen Signaltrans-
duktion aktiviert [35]. Dariiber hinaus spielt
dieser Strom auch eine wichtige Rolle bei
der Adaptation sensorischer Antworten im
VNO [59]. Wahrscheinlich vermittelt der
gleiche Kanal auch den initialen Einstrom von
Ca?", der einen kiirzlich beschriebenen Ca**-
aktivierten Cl-Strom aktivieren konnte. Ein
so induzierter CI"-Efflux wiirde die Rezeptor-
vermittelte Membrandepolarisation zusitzlich
verstdrken [67].

Verglichen mit der Fiille von Detailin-
formationen tiber die Signaltransduktion in
kanonischen olfaktorischen Neuronen sind
unsere derzeitigen Modellvorstellungen von
der sensorischen Signalverarbeitung im VNO
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noch bruchstiickhaft. Angesichts der heraus-
ragenden biologischen Bedeutung intraspezi-
fischer sozialer Kommunikation, konzentriert
sich die Forschung in meinem Labor auf die
Aufkldrung physiologischer Konzepte, die
innerartlicher chemischer Kommunikation
im Mausmodell zugrundeliegen. Detaillierte
Einblicke in die neuronalen Funktionsmecha-
nismen, die Chemosensorik und Sozialverhal-
ten miteinander verkniipfen, sind dabei unser
langfristiges Forschungsziel.

Homoostatische Plastizitat in
vomeronasalen Neuronen

Um die komplexen zelluldren Signalprozesse,
die im Kontext der Pheromonwahrnehmung
ablaufen, besser zu verstehen, haben wir vor
Kurzem eine genomweite Hochdurchsatz-
Analyse vomeronasaler Transkripte durch-
gefithrt, um aktivitdtsabhéngig regulierte
Gene im VNO aufzuspiiren. Unser Ziel war,
ein Analyseparadigma zu entwickeln, das
verschiedene Ebenen der Genexpressionsun-
tersuchung integriert (Abb. 3). Der von uns
gewihlte Ansatz kombiniert Microarray-ba-
sierte quantitative Transkriptomanalysen mit
konventionell-qualitativen RT-PCR Nachwei-
sen und semi-quantitativer Inmunzytochemie
[20]. Analog der vor allem in mit Lernen und
Gedachtnis assoziierten Hirnarealen beschrie-
benen homdostatischen Plastizitét [11][66],
gingen wir von der grundlegenden Hypothese
aus, dass der dynamische Bereich der Input-
Output Relation vomeronasaler Neurone
einer stetigen aktivitdtsabhingig regulierten
Feinjustierung unterliegt. Kompensatorische
Feedback-Regulation der de novo Protein-
synthese (iiber Stunden bis hin zu mehreren
Tagen) stellt eine entscheidende Stellschraube
im Kontext solcher nicht Hebb'scher Plastizi-
tatsmechanismen dar [69] und spiegelt daher
den zeitlichen Rahmen des von uns etablierten
Reizdeprivationsmodells wider (Abb. 3).
Aufgrund ihrer Schliisselrolle als bestim-
mende Faktoren der Membranerregbarkeit
ist eine gerichtete Modulation der Expressi-
onsdichte spannungsabhéngiger K*-Kanile
in diesem Zusammenhang von besonderer
Bedeutung [27]. Durch den systematischen
Vergleich vomeronasaler K*-Kanaltranskrip-
tionslevel in stimulierten versus reizdeprivier-
ten Tieren konnten wir einen in stimulierten
Maiusen signifikant stirker exprimierten
Kanal identifizieren: mERG1. Als Mitglied
der ether-a-go-go related gene (ERG) Kanal-
familie kennzeichnet mERG1 vor allem ein
unkonventionelles Schaltverhalten (langsame
Aktivierung, schnelle Inaktivierung). hERG,
humanes Homolog von mERG1 und Griin-
dungsvater der Kanalfamilie, gehort aufgrund
des schwerwiegenden kardialen Phanotyps
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Abb. 3: lllustration unseres experimentellen Ansatzes zur Untersuchung aktivitatsabhan-
giger Expressionsprofile im VNO. Ziel dieser Analysen war die Identifikation von lonenka-
nalproteinen, die an homoostatischer Plastizitat und damit an der aktivitatsabhangigen
Aufrechterhaltung vomeronasaler Output-Stabilitat beteiligt sind. Oben Schematische
Darstellung der experimentellen Strategie zur Pheromonexposition (links) bzw. Reizde-
privation (rechts) isoliert gehaltener mannlicher C57Bl/6 Mause. Mitte Typische VNO-
Praparationen fiir die GeneChip®-basierte Charakterisierung von Genexpressionsprofilen
(links), fiir Patch-Clamp Messung elektrischer Aktivitat in akuten Schnitten (mitte) sowie
filr immunhistochemische Untersuchungen an Kryoschnitten (rechts). Unten Semiquan-
titative Western Blot Analysen zeigen eine erhohte Expression vomeronasaler ERG1a
Kanale in stimulierten Mausen. 3-Tubulin dient als Beladungskontrolle (links). Lichtmikro-
skopische Aufnahme (Differentieller Interferenzkontrast, DIC) eines vomeronasalen, iiber
eine Patch-Pipette mit Alexa®488 beladenen Neurons. Dieser Ansatz erlaubt die Farbung
von VNO Neuronen wahrend elektrophysiologischer Messungen (Mitte). Nachfolgend kann
die molekulare Identitat des abgeleiteten Neurons iiber post-hoc Immunzytochemie gegen
zonenspezifische Markerproteine (z. B. V2R2; rechts) bestimmt werden. SE Sensorisches
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161



SOZIALE SIGNALE ERSCHNUFFELN: CHEMISCHE KOMMUNIKATION UND DAS VOMERONASALORGAN

EEn féée-ﬁur'{fniia'i-lrnaging]

2-Haptanon MLF
rel i LJ ¥

10 A

Urin K40 mM}
L} L)
N

s

-

Abb. 4: Formylpeptide induzieren Ca?*-Signale in dendritischen Endigungen vomeronasaler
Neurone. Oben Uberlagerung makroskopischer Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen des
rostralen Kopfbereichs einer praparierten OMP-GFP-Maus zur lllustration der kiirzlich von
uns etablierten ,en face“ Ca?-Imaging Methode. Unten Konfokalmikroskopische Abbildung
der dendritischen Oberflache von fluo-4/AM-markierten Neuronen bei 400x Vergrofderung
(links). Reprasentative Originalmessungen zytosolischer Ca?*-Signale nach Applikation von
2-Heptanon (1 pM), fMLF (900 nM), verdiinntem Mausurin (1:500) und einer erh6hten extra-

zellularen K*-Konzentrationen (40 mM; rechts).

im Zuge erblicher oder pharmakologischer
Kanalopathien (langes QT-Syndrom) zu den
am intensivsten erforschten Ionenkanélen
[55][57]. Im Gegensatz dazu ist die physiolo-
gische Rolle von ERG-Kanélen im zentralen
wie peripheren Nervensystem kaum verstan-
den [56]. Mit Hilfe immunhistochemischer
Methoden konnten wir nachweisen, dass
mERGT1 Kanalproteine selektiv in basalen
V2R-positiven VNO Neuronen exprimiert
werden und, bei Pheromonexposition bzw.
-deprivation, einer substantiellen Expressi-
onsregulation unterliegen. Die Interpretation
unserer Befunde und deren physiologische
Relevanz steht und féllt mit der Frage, ob
ein verdnderter mERG1 Expressionsgrad
auch einen elektrophysiologischen Phéanotyp
in vomeronasalen Neuronen bedingt. Durch
Kombination von Whole-Cell Patch-Clamp
Ableitungen in akuten VNO Schnittpréparaten
mit immunzytochemischen post-hoc Doppel-
farbungen und anschlieBender dreidimensio-
naler Rekonstruktion fluoreszenzmarkierter
Neurone, konnten wir einen primar mERG1-
vermittelten K*-Strom in basalen vomerona-
salen Neuronen aufzeichnen und gleichzeitig
demonstrieren, dass die Stirke dieses Stroms
nach Reizdeprivation signifikant abnimmt.
Mittels der sog. Aktionspotentialklemme
(AP-Clamp) [1] konnten wir zudem zeigen,
dass ERG-Strome entscheidend an der Repo-
larisation vomeronasaler Aktionspotentiale
beteiligt sind. Infolgedessen fiihrt sowohl
die pharmakologische Inhibition der mERG1
Kandle, als auch deren verminderte Expres-
sion nach Reizdeprivation zu substantiellen
Storungen des neuronalen Outputs.
Zusammengefasst zeigen unsere Befunde
erstmalig ein Beispiel fiir homdostatische Pla-
stizitdt in der Peripherie des akzessorischen
olfaktorischen Systems. Basale VNO Neu-
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rone sind durch aktivititsabhdngige Regulati-
onder mERG]1 Expressionsdichte in der Lage,
die dynamische Breite ihrer individuellen
Input-Output Funktion zu kontrollieren und
bedarfsabhéngig anzupassen [20].

Vomeronasale Chemorezeptoren:
Entdeckung einer dritten Familie

Angesichts der Diversitét neuronaler Subpo-
pulationen im hauptolfaktorischen Epithel
lag die Hypothese nahe, dass auch im VNO
noch nicht identifizierte Sinneszellpopu-
lationen mit entsprechend unbekannten
Chemorezeptoren existieren konnten. In
enger Zusammenarbeit mit der Gruppe
des Neurogenetikers Ivan Rodriguez von
der Universitit Genf entwickelten wir eine
Screening-Strategie fiir die Suche nach
putativ funktionalen, jedoch bislang un-
entdeckten Rezeptoren im vomeronasalen
System der Maus. Wir erwarteten, dass sol-
che Rezeptorproteine die charakteristischen
Merkmale aller bis dato identifizierten che-
mosensorischen GPCRs aufweisen wiirden.
Demnach suchten wir nach Proteinen mit
(a) heptahelikaler Transmembrantopologie,
(b) punktuellem Expressionsmuster im vo-
meronasalen Neuroepithel, (c) exklusiver
Expression-Vertreter anderer Chemorezep-
torfamilien betreffend - und (d) monogener
Expression-Mitglieder der eigenen Rezep-
torfamilie betreffend - sowie (e) Lokalisation
in den dendritischen Endigungen der VNO
Neurone und (f) sensorischer Aktivierung
nach Interaktion mit biologisch relevanten
Stimuli.

Auf Basis spezifischer Oligonukleotid-
Primer gegen etwa 100 Kandidatengene
fithrten wir RT-PCR-basierte Transkriptions-
analysen in vomeronasalen Gewebeproben

der Maus durch [51]. Dabei identifizierten
wir insgesamt fiinf GPCR-Gene [Kriterium
(a)], die weder zur Familie der VIR, noch
zur Gruppe der V2R Gene gehorten, sondern
allesamt Mitglieder der Familie der Formyl-
peptidrezeptor (FPR) -dhnlichen Gene waren
(Fpr-rs1, rs3, rs4, rs6 und rs7). Die einzelnen
Transkripte erwiesen sich in nachfolgenden
quantitativen PCR Studien in der Tat als
hochgradig VNO-spezifisch. Sowohl in-situ
Hybridisierungsexperimente (FPR-rs1-7),
als auch immunzytochemische Férbungen
(FPR-rs3) illustrierten ein punktuelles Ex-
pressionsmuster einerseits [Kriterium (b)],
sowie gezielte Proteintranslokation in die
mikrovilldren dendritischen Endigungen
der Neurone andererseits [Kriterium (e)].
Dariiber hinaus gelang es uns, sowohl
exklusive [Kriterium (c¢)], als auch mono-
gene [Kriterium (d)] FPR-rs Expression in
einzelnen VNO Neuronen nachzuweisen.
Interessanterweise beschrinkt sich die
Expression der FPR-rs-Proteine, FPR-rs1
ausgenommen, auf Neurone der apikalen
G,,-exprimierenden Schicht.

Immunzellen wie z.B. Granulozyten oder
Makrophagen exprimieren FPR1 und FPR-
rs2, zwei FPR-Proteine, die nach unseren
Erkenntnissen nicht in vomeronasalen Zel-
len transkribiert werden. Beide Rezeptoren
weisen ungewohnlich breite rezeptive Felder
auf, deren individuelle Ligandenspektren
eher aufgrund der immunologischen Funk-
tion eines Agonisten, als durch dessen
strukturelle Eigenschaften definiert werden
[10][41]. Zu diesen FPR-Liganden zdhlen
Derivate bestimmter Pathogene (wie z.B.
fMLF, das prototypische Formylpeptid
Gram-negativer Bakterien) oder an akuten
Entziindungsreaktionen beteiligte Peptide/
Lipide (wie z.B. die antimikrobiell wir-
kenden Molekiille CRAMP und Lipoxin
A4). Da fiir die VNO-spezifischen Rezep-
toren FPR-rs3, rs4, rs6 und rs7 noch keine
Liganden beschrieben waren, klonierten wir
entsprechende Expressionskonstrukte fiir die
rekombinante Charakterisierung der FPR-rs
Rezeptorproteine in humanen embryonalen
Nierenzellen (HEK293). Uberraschen-
derweise zeigten die VNO-spezifischen
FPR-rs-Proteine dabei dhnlich breite und
teils tiberlappende Ligandenprofile wie ihre
verwandten Immunsystemrezeptoren.

Lassen sich die Ergebnisse unserer
heterologen Expressionsstudien auf die
in-vivo-Situation iibertragen? Anders for-
muliert, aktivieren pathogen- bzw. ent-
ziindungsassoziierte Molekiile tatsdchlich
vomeronasale Neurone? Um diese Frage
zu beantworten etablierten wir einen neu-
artigen in-situ Ansatz zur Durchfiihrung
sensorischer Echtzeit-Aktivititsmessungen
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in intakten vomeronasalen Neuronen (Abb.
4). Die konfokalmikroskopische Darstellung
fluoreszierender Ca?*-Reporterfarbstoffe in
den dendritischen Endigungen einzelner
VNO Neurone im Whole-Mount Préparat
erlaubt die experimentelle Untersuchung
vomeronasaler Signale bei nahezu intakter
Epithelstruktur und weitgehend erhaltener
axonaler Projektion. In den so von uns
durchgefiihrten Experimenten gelang es,
konzentrationsabhénigige Ca**-Signale nach
Applikation rekombinant beschriebener
FPR-rs Agonisten zu messen [Kriterium
(f)]. Dieser spannende Befund legt die Ver-
mutung nahe, dass FPR-rs-exprimierende
vomeronasale Neurone eine neuartige Po-
pulation chemosensorischer Rezeptorzellen
darstellen.

Welche physiologische Funktion kdnnten
diese Zellen ausiiben? Bereits seit einiger
Zeit wissen wir, dass Mause Uber ihren Ge-
ruchssinn Pathogene oder den Gesundheits-
zustand von Artgenossen erkennen kdnnen
[23]. Bisher konnte jedoch bei Sdugetieren
keinem der bekannten olfaktorischen Sub-
systeme eine Funktion bei der Detektion
von Pathogenen oder Krankheitszusténden
zugeordnet werden [44]. Da FPR-rs Ago-
nisten wiahrend verschiedener Krankheits-
stadien in diversen Korperfliissigkeiten
sezerniert werden [8], konnten unsere Daten
beispielsweise erkldren, wie Tiere gesunde
potenzielle Partner von kranken Artgenossen
unterscheiden.
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Formation and maintenance of
Alzheimer’s disease beta-amyloid
plaques in the absence of microglia

Grathwohl, S.A., Kdlin, R.E., Bolmont, T, Prokop, S., Winkelmann, G., Kaeser, S.A., Odenthal,
J., Radde, R., Eldh, T., Gandy, S., Aguzzi, A., Staufenbiel, M., Mathews, P.M., Wolburg, H.,

Heppner, F.L. und Jucker, M.

Erschienen in Nature Neurosciences 2009 Nov,12(11):1361-3.

Neben den klassischen histopathologischen
Merkmalen wie die extrazelluldre Ablage-
rung von A und die Bildung intrazelluldrer
neurofibrilldrer Biindel des Tau-Proteins ist
die Alzheimerkrankheit auch durch eine
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Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten
gekennzeichnet. Die Rolle der aktivierten
Mikroglia ist seit Ladngerem zentraler Be-
standteil der wissenschaftlichen Diskussion,
da es unklar ist, ob sie lediglich einen un-

wesentlichen Nebeneffekt der Pathogenese
darstellt oder moglicherweise den Krank-
heitsverlauf nachhaltig beeinflusst.

Mikrogliazellen repriasentieren die ange-
borene Immunitét des Gehirns. [hre wesent-
liche physiologische Aufgabe besteht darin,
mit ihren Zellausldufern nahezu alle Be-
reiche des Gehirns zu iiberwachen und gege-
benenfalls Fremdkorper durch Phagozytose
zu entfernen, was durch ihre entwicklungs-
geschichtliche Ndhe zu den Makrophagen
unterstrichen wird. Daher wurde gerade im
Fall der Alzheimerkrankheit vermutet, dass
Mikrogliazellen, die gehéuft in der Ndhe zu
amyloiden Plaques zu finden sind, dort am
Abbau und der Degradation der extrazellu-
laren Amyloidaggregate beteiligt sind.

In der Novemberausgabe von Nature Neu-
roscience versuchen nun Stefan Grathwohl
und Kollegen aus der Arbeitsgruppe von
Mathias Jucker in Tiibingen in der Zusam-
menarbeit mit der Arbeitsgruppe von Frank
Heppner in Berlin, sich dieser Fragestellung
mit einem Monozytenablationsmodell zu
néhern.
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Die beteiligten Wissenschaftler verwende-
ten dabei ein murines Modell, in dem ein
Herpes- Simplex- Virus-Thymidin- Kinase
(HSVTK)/Ganciclovir-System unter Kon-
trolle des in Monozyten aktiven CD11b-
Promotors steht (TK Maiuse). Durch per
oraler Gabe von Ganciclovor (GCV) und
zusitzlichem wildtype Knochenmarkstrans-
fer, oder durch intrazerebralventrikuldre
GCV-Applikation kann in diesem Modell
ein selektiver Zelltod CD11b-positiver
Mikroglia in der lebenden Maus ausgelost
werden und so, zumindest flir eine limitierte
Beobachtungszeit, die Konsequenzen einer
Ablation dieser Zellpopulation untersucht
werden. Diese TK - Mauslinie wurde von
Grathwohl und Kollegen in zwei transgene
Mausmodelle der Alzheimerkrankheit
gekreuzt, um so die Konsequenzen der
Mikrogliaablation auf die AP - Ablagerung
untersuchen zu konnen. Die Wissenschaft-
ler entschieden sich, sowohl ein rasch
AP ablagerndes (APP/PS1) also auch ein
weitaus langsamer ablagerndes Alzheimer-
Mausmodell (APP23) zu untersuchen.

Die nachfolgende orale Gabe von Ganciclo-
vir bei fiinf Monate alten APP/PS1-Médusen
fiihrte dabei zu einer 30% - Reduktion
der Mikrogliazellen im Neokortex. Uber-
raschenderweise konnte unter diesen
Bedingungen weder eine Verdnderung der
Plaquemorphologie noch der Plaquezahl
insgesamt festgestellt werden. Da es mog-
lich erschien, dass die verbliebenen Mi-
krogliazellen den Verlust eines Drittels der
eigenen Population kompensieren konnte
und daher keine nachhaltige Wirkung auf
die Amyloidhistologie nachweisbar war,
beschlossen Grathwohl und Kollegen eine
starkere Reduktion der Mikroglia durch eine
intrazerebrale Injektion von Ganciclovir zu
erzielen. Tatsdchlich konnten 90% der Mi-
krogliazellen nach zwei Wochen Ganciclo-
virbehandlung eliminiert werden, aber auch
dieses Experiment zeigt keine Auswirkung
auf die AR - Plaquepathologie. Ahnliche
Ergebnisse wurden unter Verwendung des
weniger aggressiven APP23-Mausmodells
im Alter von 17 oder 24 Monaten erzielt.
Ebenso iiberraschend ist, dass keinerlei
Verdnderung der Plaque-assoziierten dys-
trophischen Neuriten beobachtet wurde.
Grathwohl und Kollegen schlossen daraus,
dass auch die pathologischen Verdnde-
rungen der Neuriten somit unabhéngig von
der Aktivierung umliegender Mikrogliazel-
len entstehen.

Dieses interessante und sehr iiberra-
schende Ergebnis zeigt, dass Mikrogliazel-
len hinsichtlich der Plaquepathologie wenig
ausrichten konnen. Der Befund konnte
auch daraufhin deuten, dass es bereits sehr
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Abb. 1: Plaque umringt von Mikroglia. -Amyloid-Plaque (Congo Rot Farbung) eng umringt
von mehreren Mikrogliazellen (Ibal-Farbung, schwarz) im Neokortex einer APPPS1-Maus.
Durch diese plagueumrahmende Position der Zellen ergibt sich die Frage nach deren Funk-

tion in der Alzheimer-Pathogenese.

frith im modellhaften Krankheitsverlauf zu
einer funktionellen Paralyse der Mikrogli-
azellen, zum Beispiel durch toxische Af-
Peptide selbst oder proinflammatorische
Botenstoffe kommt. Daher konnte es von
zentraler Bedeutung sein, gerade diese Mi-
krogliazellen zu aktivieren, um so der AB-
Plaquepathologie entgegenzuwirken. Die
Hypothese, dass es moglicherweise einer
Restimulation der paralysierten Mikroglia
bedarf, um deren Funktionalitit wiederher-
zustellen, wird auch durch Beobachtungen
der Arbeitsgruppe von Wisniewski bestérkt,
die AP in Mikrogliazellen nur in genau den
Alzheimerpatienten nachweisen konnte, die
neben ihrer neurodegenerativen Krankheit
auch einen ischdmischen Schlaganfall
erlitten hatten. Was dieser Befund vor dem
Hintergrund einer wachsenden Zahl von
Mischdemenzen, in denen Zeichen der
Amyloid-Pathologie neben denen der zere-
bralen Ischdmie vorliegen, bedeutet, bleibt
derzeit offen. Da in dhnlichen transgenen
Alzheimer-Tiermodellen gezeigt wurde,
dass inflammatorische Ereignisse den AB-
Abbau in Tieren unterstiitzen (Wyss-Coray
et al. 2001; Chakrabarty et al. 2010), sollte
in Zukunft eine verstirktes Augenmerk auf
die frithen inflammatorischen Vorgéinge,
die bereits vor der Ablagerung von AR
auch in transgenen Tieren mit langsamer
Ablagerung nachzuweisen sind (Heneka

et al. 2005), gelegt werden. Versuche
verschiedener Arbeitsgruppen, die die
mikrogliale Phagozytose in vitro unter-
suchten, konnten Oberflachen-Rezeptoren
identifizieren, die fiir die Amyloidaufnahme
verantwortlich sind. Interessanterweise
konnte auch in vivo der Nachweis erbracht
werden, dass eine genetische Modifikation
solcher Rezeptoren in Mikrogliazellen die
AB-Ablagerung verandern konnen. Eine
bislang ungekldrte Frage ist, in welchem
Ausmal} diese Rezeptoren in den trans-
genen Mausmodellen wie im Gehirn von
Alzheimerpatienten exprimiert werden
und ob ihre Expression moglicherweise
negativ durch den Krankheitsverlauf regu-
liert werden. Sollte es wahr sein, dass die
Mikrogliazellen in Zellkultur AP sehr gut
phagozytieren, jedoch im lebenden Gehirn
diese Eigenschaft nicht besitzen, stellen sie
ein umso interessanteres Forschungsobjekt
dar, weil geklart werden muss, auf welche
Weise der Zellkulturphinotyp in das ,,wahre
Leben umgesetzt werden kann.

Moglich ist aber auch, dass Plaque-
assoziierte Mikrogliazellen als verloren
anzusehen sind, da sie durch oben be-
schriebene Prozesse dauerhaft geschidigt
werden. Dann wire der Fokus vielmehr
auf die Mikroglia im Bereich synaptischer
Verbindungen zu richten, um die bereits
beschriebenen, negativen Effekte von AB-
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Abb. 2: Ablation von Mikroglia in adulten Mausen. (A) Mikrogliazellfarbung bei einer
Kontrollmaus zeigt eine normale Mikrogliaverteilung im Neokortex wahrend (B) die
Mikrogliazellen bei der TK transgenen Maus nach GCV-Behandlung beinahe komplett
entfernt wurden (lbal-Farbung). (C) APPPS1-Mause zeigen Congo Rot-positive Plaques
eng umringt von aktivierten Mikrogliazellen. (D) Nach Entfernen der Mikroglia wurde keine
Veranderung der Plaqueanzahl und der Plaquegrofie gefunden.

Oligomeren auf die synaptische Signaliiber-
tragung nédher zu untersuchen. Verschiedene
Untersuchungen deuten an, dass Mikroglia
eine wichtige physiologische Rolle fiir die
Bildung, Modulation und den Abbau von
Synapsen spielt (Bessis et al. 2007; Wake
et al. 2009), was nahe legt, dass eine in-
flammatorische Aktivierung dieser Zellen
einen direkten und indirekten Einfluss auf
synaptische Verbindungen ausiibt.

Ein wichtiger Aspekt des verwendeten
Ablationssystems ist, dass aufgrund der
allgemeinen toxischen Wirkung von Gan-
ciclovir keine Langzeitstudie durchgefiihrt
werden kann, sodass der Beobachtungs-
zeitraum auf vier Wochen begrenzt ist. Es
bleibt abzuwarten, ob lingere Behandlungen
eine Anderung der momentanen Datenlage
herbeifithren. Trotz dieser Einschriankung
muss betont werden, dass die Arbeitsgruppe
von Mathias Jucker mit ihrem eleganten wis-
senschaftlichen Ansatz gerade erst begonnen
hat, den Einfluss von inflammatorischen
Vorgéngen auf die neurodegenerativen
Vorgédnge bei der Alzheimerkrankheit
aufzukldren. Insofern hat die Arbeit von
Grathwohl und Kollegen tiber [hren eigenen
wissenschaftlichen Stellenwert hinaus auch
eine Art Signal- und Initialcharakter, da hier
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die Bedeutung inflammatorischer Vorgénge
fiir neurodegenerative Krankheiten unter-
strichen wurde.

Da nicht nur Mikrogliazellen, sondern
auch Astrozyten an der inflammatorischen
Komponente der Alzheimerkrankheit betei-
ligt sind, konnte ein néchster Schritt sein,
auch deren Ablation zu untersuchen. Insbe-
sondere vor dem Hintergrund, dass einige
Arbeitsgruppen auch fiir diese Zellpopula-
tion gezeigt haben, dass sie A aufnehmen
konnen. Fiir die Mikroglia selbst ist die
Rolle fiir synaptische Funktionen und die
Interaktion mit fibrilliren und oligomeren
AB-Peptiden zu kldren, eine Charakterisie-
rung frither Ereignisse, welche der Mikroglia
ihrer Fahigkeit berauben, AB- Ablagerung
wirksam durch Phagozytose zu verhindern,
konnte unser Verstdndnis zur Alzheimer-
Pathogenese erweitern und therapeutische
Optionen vor allem zur praventiven Behand-
lung der Krankheit er6ffnen.
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Open-Access-Publizieren - Merkblatt
fur Universitaten zur Antragstellung

erschienen

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft
(DFG) hat ein neues Férderprogramm zum
,,Open-Access-Publizieren beschlossen,
das sich an wissenschaftliche Hochschulen
richtet. Im Rahmen des Programms kénnen
die Hochschulen Mittel einwerben, um fiir
ihre Wissenschaftlerinnen und Wissen-
schaftler die Artikelbearbeitungsgebiihren
zu iibernehmen, die fiir Publikationen in rei-
nen Open-Access-Zeitschriften anfallen.

Detaillierte Informationen zum neuen
Programm und zur Antragstellung sind
einem Merkblatt zu entnehmen, das die
DFG nun verdffentlicht hat.

Demnach werden in dem Antrag neben
Ausfithrungen zum Publikationsaufkom-
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Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler
beim Publizieren in Open-Access-Formaten
unterstiitzen.

Antridge kdnnen nur von wissenschaft-
lichen Hochschulen gestellt werden.
Sie miissen bis zum 1. April 2010 in der
Geschiftsstelle der DFG (Dr. Johannes
Fournier, Gruppe Wissenschaftliche

Bibliotheken und Informationssysteme),
Kennedyallee 40, 53175 Bonn, eingegan-
gen sein.

Das Merkblatt zum Forderprogramm ,,Open-
Access-Publizieren® findet sich unter:
www.dfg.de/forschungsfoerderung/ formu-
lare/download/12 20.pdf
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Informationssysteme

Tel.: +49 228 885-2418

E-Mail: Johannes.Fournier@dfg.de
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Dein Gehrin - denken, fuhlen, handeln

Eindriucke aus einer Ausstellung im
Weltkulturerbe ,,Volklinger Hiitte“

Joachim W. Deitmer

Dein
Gehlrn

denken, flhlen, handeln

Eine Ausstellung tiber das Gehirn des
Menschen in der Erzhalle der ,,V6lklinger
Hiitte®, seit zehn Jahren ein Européisches
Zentrum fir Kunst und Industriekultur
und Weltkulturerbe der UNESCO, findet
derzeit viel Anklang. In einer grof3en,
aufgearbeiteten Industriehalle sind tiber
60 Exponate, Tafeln, Interaktions- und
Ubungsstinde aufgebaut und informativ
illustriert. Die Ausstellung wurde vom
Team des nationalen dédnischen Science-
Centers Experimentarium in Kopenhagen/
Hellerup entwickelt. Seit seinem Beginn
2006 haben das ,erfolgreichste, reisende
ScienceCenter-Projekt™ iber 2,2 Millionen
Menschen besucht, seit Mai 2009 auch
erstmals in Deutschland im Industriemu-
seum ,,Volklinger Hiitte”, etwa zehn km
saarabwirts von Saarbriicken.

Die Ausstellungshalle in dem Komplex
zu finden stellt den Besucher vor eine erste
Suchaufgabe und gibt ihm einen Eindruck
von der gigantischen Industrieanlage, die
bis 1986 Stahl produziert und dann stillge-
legt wurde. Der Weg fiithrt im Halbdunkel
durch eine Reihe von Hallen und Géngen,
Treppen und Stiegen, begleitet von Klén-
gen aus der ehemaligen Arbeitswelt. Die
Ausstellung auf etwa 1000 m? beginnt mit
ersten Einfiihrungen zur Evolution des
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Menschen und allgemeinen Informationen
iiber den Aufbau des Gehirns. Alle Texte,
die sehr bedacht und relativ kurz gehalten
sind, werden auf Deutsch, Franzdsisch und
Englisch gegeben. Man kann das mensch-
liche Hirn als Ganzes, geschnitten und in
unterschiedlichen Ansichten bestaunen,
und fiir Gruppen werden auf Anmeldung
sogar frische Schweinehirne demonstriert
und in Scheibchen zerlegt. Es werden die
Sinne und verschiedene Leistungen des
Gehirns nicht nur erldutert und illustriert,
sondern auch in interaktiven Ubungen an
Computern und Geriten nahe gebracht, in-
klusive einer Reihe von Fehlleistungen und
Sinnestduschungen. Die Steuerung von
Bewegung durch das Gehirn wird durch
Ubungen an Balance- und Klettergeriten
erfahrbar gemacht und diirfte besonders
Kindern und Jugendlichen viel Spall ma-
chen. Begleitet wird die Ausstellung durch
Zitate von ,,prominenten Denkern® iiber
das Gehirn, wie z.B. das des Philosophen
Plutarch (45-125): ,,Das Gehirn ist nicht
nur ein Gefdl, das gefiillt werden muss,
sondern ein Feuer, das geziindet werden
will“, oder ,,Leere Gehirne diirsten nach
Larm* von Hans Kaspar (1916-1990), oder
das berithmte ,,Je pense donc je suis“. Auch
die Erforschung des Gehirns und seine Ge-
schichte sowie zahlreiche Aspekte, die auf
Leistungen unseres Gehirns zurtickzufiih-
ren sind, werden thematisch aufgearbeitet,
einschlieBlich vieler praktischer Hinweise.
So kldren Schautafeln iiber den Schlaf
(Warum schlafen wir?) oder Schmerz auf,
iber kognitive Leistungen, Bewusstsein
und Krankheiten des Gehirns.

Das Begleitbuch zur Ausstellung ,,Dein
Gehirn - denken, fiihlen, handeln® wurde
von Hans Giinter Gassen zusammenge-
stellt und vom Direktor des Museums,
Meinrad Maria Grewenig, als ,,Edition
Volklinger Hiitte” herausgegeben. Es ist
auf 160 Seiten reich und gut bebildert und
umfasst viele Facetten unseres Gehirns
in iiberschaubarer Dichte, auf den ersten
Blick eine ebenfalls sehr gelungene Ab-
handlung (€ 19,90).

Eine Ausstellung iiber unser Gehirn,
dachte ich zuvor, das ist doch ein fast

aussichtloses Unterfangen und muss
vor Liicken und Ungenauigkeiten nur so
strotzen. Ich wurde eines Besseren belehrt
durch eine didaktisch wie wissenschaftlich
gelungene Erlebniswelt. Die Ausstellung
beeindruckt vor allem durch ihre Vielsei-
tigkeit und informative Behandlung sehr
unterschiedlicher Bereiche rund um unser
Gehirn, aber auch durch ihre Kompaktheit:
Sie ist in der groen Halle vollstindig zu
tiberblicken. Als ich zum ersten Mal auf
die Uhr schaute, waren zwei Stunden ver-
gangen. Mein Fazit: eine sehr gelungene
Ausstellung und fiir Kinder wie Erwach-
sene unbedingt zu empfehlen.

Es sollte nicht unerwahnt bleiben, dass
das Industriemuseum “Volklinger Hiitte®,
eines der groBten ihrer Art in Europa,
selbst sehr beeindruckend ist und fiir sich
allein ein Besuch lohnt. Es finden zudem
stets mehrere Ausstellungen parallel statt,
zurzeit drei, die neben der Wissenschaft
der modernen Kunst (Oskar Alt) und der
Geschichte (,,60 Jahre Staatsgeschenke®)

gewidmet sind. Die Ausstellung ,,Mein Ge-
hirn —denken, fithlen, handeln ist taglich
geoffnet und wurde wegen ihres groflen
Erfolgs bis zum 25. Juli 2010 verléngert.

www.voelklinger-huette.org/de/dein-gehirn-
denken-fuehlen-handeln/

Kontakt

Prof. Dr. Joachim W. Deitmer
Universitit Kaiserslautern
Abteilung fiir Allgemeine Zoologie
Erwin-Schrodinger-Strafie 13
67663 Kaiserslautern

Tel.:  +49 631205 2877

Fax:  +49 6312053515

E-Mail: deitmer@biologie.uni-kl.de
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Ursula M. Handel-Tierschutzpreis -
50.000 Euro fur den Tierschutz in der

Forschung

Die DFG schreibt zum vierten Mal den
Ursula M. Héndel-Tierschutzpreis aus.
Ziel des Preises ist die Auszeichnung von
Wissenschaftlerinnen und Wissenschaft-
lern, die sich besonders um die Foérderung
des Tierschutzes in Wissenschaft und
Forschung verdient machen. Der Preis wird
fir wissenschaftliche Forschungsprojekte
vergeben, die dazu beitragen, die Belastung
fiir die in einem Tierversuch eingesetzten
Tiere zu vermindern, deren Zahl zu redu-
zieren oder sie zu ersetzen (3-R-Konzept:
Reduction, Refinement, Replacement). Fiir
den Preis kdnnen sowohl abgeschlossene

Projekte als auch vielversprechende laufen-
de Arbeiten bertiicksichtigt werden.

Der Preis ist mit bis zu 50.000 Euro
dotiert und soll fiir Vorhaben verwendet
werden, die dem Tierschutz in der For-
schung zugutekommen. Kriterien fiir die
Preisvergabe sind die Qualitdt und Origi-
nalitdt der bisherigen oder der geplanten
Forschungsarbeiten und deren Bedeutung
fiir den Tierschutz in der Forschung.

Die Bewerbungsunterlagen sollen einen
wissenschaftlichen Bericht iiber die For-
schungsergebnisse und deren Bedeutung
fiir den Tierschutz (maximal zehn Seiten),

einen tabellarischen Lebenslauf, eine Pu-
blikationsliste der letzten fiinf Jahre sowie
relevante Verdffentlichungen enthalten.
Bei laufenden Forschungsprojekten sollen
der wissenschaftliche Hintergrund, die
Forschungsziele, das Arbeitsprogramm
und die Bedeutung fiir den Tierschutz
(maximal zehn Seiten) dargelegt werden.
Dartiiber hinaus sollte auch ein Hinweis
auf die geplante Verwendung der Mittel
gegeben werden.

Bewerbungsschluss ist der 19. April 2010.
Kontakt in der DFG-Geschaftsstelle

Dr. Sonja Ihle
Kennedyallee 40

53175 Bonn

Tel.: +49 228 885 2658
E-Mail: Sonja.lhle@dfg.de

Vom Geist zum Molekiil, and back
again - Gedachtnis. Die Natur des

Erinnerns

Besprochen von Randolf Menzel; Freie Universitdt Berlin, Institut fiir Biologie — Neurobi-

ologie, Konigin-Luise-Str. 28/30, 14195 Berlin

Larry Squire und Eric Kandel haben ihr
groBartiges Buch iiber das ,,Gedéchtnis, die
Natur des Erinnerns* fiir eine 2. Auflage
iiberarbeitet. Damit wurde dieses so in-
haltsreiche Buch auf den neuesten Stand der
schnell fortschreitenden Forschung gebracht.
Das bewihrte Konzept haben die Autoren
beibehalten.

Der Einstieg in die Denkweise der Autoren
erfolgt mit einer pragnanten Darstellung der
Geschichte der Geddchtnisforschung. Zwei
Waurzeln der modernen Neurowissenschaften
fiihren die Autoren zusammen, die Biologie
des Nervensystems und die Zuordnung ko-
gnitiver Leistungen zu Gehirnarealen. Aus
dieser Synthese ergibt sich geradezu zwin-
gend eine ,,Molekularbiologie der Kogniti-
on*, allerdings, so muss man einschrankend
sagen, in ihren ersten Ansétzen und mehr als
ein hoffnungsfrohes Konzept denn als eine
bewiéhrte Disziplin. Der Hoffnungstrager
hierbei ist die Beschrankung auf das ,,Ge-
déchtnis® als der integrierenden Komponente
und das Versténdnis, dass sich kognitive
Leistungen wie Aufmerksamkeit, Erwarten,
Planen, Entscheiden und Bewusstwerden als
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Eigenschaften des Gedéchtnisses verstehen
lassen. Dabei folgen die Autoren einem sich
immer wieder bewidhrenden Ansatz, den
Ewald Hering im vorigen Jahrhundert so
formulierte: ,,Das Gedichtnis biindelt die
zahllosen Phidnomene unserer Existenz zu
einem einzigen Ganzen.... Gébe es nicht die
bindende und einigende Kraft des Gedédcht-
nisses, unser Bewusstsein wiirde in ebenso
viele Einzelteile zerfallen, wie wir Sekunden
gelebt haben* (auf S.1 zitiert).

Die Darstellung der Inhalte folgt einem
klugen didaktischen Konzept, bei dem Ent-
deckungen (etwa bei der Untersuchung von
Patienten oder beim Einsatz neuer Metho-
den) zum Ausgangspunkt gewdhlt, die Pha-
nomene dann mit den eigenen Erfahrungen
des Lesers verbunden, und schlieBlich neue
Einsichten an Hand von konkreten experi-
mentellen Daten belegt und systematisiert
werden. In der Tradition der amerikanischen
Lehrbiicher werden die Heroen der jewei-
ligen Entdeckungen vorgestellt (hdufig
mit Abbildungen) und ihre Leistungen in
einen grofleren Zusammenhang gebracht.
Auf diesem Weg gelangt man in den ersten

Kapiteln rasch zu den basalen kognitiven
Phénomenen des Geddchtnisses und seiner
neuronalen Grundlagen, wobei Aplysia und
Drosophila die Paradebeispiele abgeben. Die
beiden folgenden Kapitel tiber das deklara-
tive Gedéchtnis wurden von Larry Squire
griindlich iiberarbeitet. Zehn Abbildungen
wurden neu aufgenommen bzw. alte auf der
Grundlage neuer Erkenntnisse ergénzt. Von
der systemischen Betrachtung des deklara-
tiven Gedéchtnisses gehen die Autoren dann
zur Darstellung der Funktionsweise und der
synaptischen Plastizitdt des Hippokampus
tiber. Die neuen Erkenntnisse schlagen sich
hier iiberwiegend im Text nieder, wobei
beeindruckt mit welcher Zielsicherheit die
wirklich wichtigen neuen Befunde in diesem
schier uniiberschaubaren Datenmaterial
ausgewdhlt wurden.

Entsprechend des groen Umfangs neuer
Einsichten wurden die zentralen Kapitel tiiber
die Geddchtniskonsolidierung griindlich
iiberarbeitet und teilweise mit neuen Abbil-
dungen versehen. Diese beziehen sich vor
allem auf die bahnbrechenden Arbeiten an
kultivierten Neuronen von Aplysia und das
Phénomen des synaptischen Tagging. Die
systemischen Aspekte der Konsolidierung
kommen etwas zu kurz, und die Rolle des
Schlafs fiir die Geddchtniskonsolidierung
wird an anderer Stelle (Hippokampus, de-
klaratives Geddchtnis) erwihnt.

Priming, Wahrnehmungslernen, emotio-
nales Lernen und Gedéchtnis fiir Gewohn-
heiten und Fertigkeiten werden in zwei
Kapiteln behandelt, bei denen wiederum
von Alltagserfahrungen und der Darstellung
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von pathologischen Fillen ausgehend die
neuronalen Mechanismen erldutert werden.
Auch hier wurden eine ganze Reihe neuer
Abbildungen aufgenommen, mit denen
neue experimentelle Daten vorgestellt
werden, wobei auffillt, dass die Rolle der
pramotorischen Regionen des Vorderhirns
und des Cerebellums sehr stiefmiitterlich
wegkommen. Auch die neuen Befunde
iiber instrumentelles Lernen bei Modellor-
ganismen (Drosophila, Mollusken) findet
man hier leider nicht. Im Schlusskapitel,
in dem die Altersdemenz dargestellt wird,
fallt auf, wie zuriickhaltend sich die Autoren
tiber die Perspektiven einer Behandlung der
Alzheimererkrankung dufern.

Zur Ubertragung des englischen Textes in
den deutschen ist anzumerken, dass gliick-
licherweise bei kritischen Ubersetzungen
die englischen Begriffe in Klammern mit
angegeben werden, z.B. kundtun (declare),
Spuren-Reflex-Lidschlusskonditionierung
(trace-eyeblink-conditioning), keine Uber-
einstimmung (nonmatch), langsamwelliger
Schlaf (slow wave sleep). Allerdings ist
schwer nachzuvollziehen, warum path in-
tegration in Pfadintegration und nicht wie
iiblich in Wegintegration und monkey in
Tieraffe tibersetzt wird.

Fiir ein Buch von weniger als 250 Seiten
bietet diese Darstellung eine Fiille von
klug ausgewéhltem Material und neuen
Einsichten. Man kann natiirlich nicht er-
warten, dass das riesige Forschungsgebiet
am Gedéchtnis in allen Aspekten dargestellt
wird. Dazu gibt es andere Biicher (z.B. J.H.
Byrne, (Ed.) (2008): Learning and Memory:
A comprehensive reference. Amsterdam:
Elsevier, vier Biande). Durch Beschriankung
gewinnen die Autoren eine neue Sicht auf
eines der spannendsten Forschungsgebiete
der Neurowissenschaften, und sie gewinnen
— so ist zu hoffen — eine breite Leserschatft.
Dieses Buch kann uneingeschrinkt allen
Interessierten empfohlen werden, wobei ich
zu den Interessierten nicht nur die Neurowis-
senschaftler aller colour sondern auch Stu-
denten, Schiiler und Lehrer an Gymnasien
zdhle. Auch wenn man so manches Detail
neuronaler Mechanismen oder kognitiver
Testprozeduren bereits kennt, wird man
einen groflen Gewinn aus der Darstellung
der synthetischen Sicht und der Einbindung
in den wissenschaftshistorischen Kontext
ziehen.

Larry R. Squire und Eric R. Kandel
Geddchtnis, die Natur des Erinnerns.

2. Auflage 3009, 240 S. 146 Abb. in Farbe,
geb., Spektrum Akademischer Verlag, Hei-
delberg 2009, ISBN 978-3-8274-2110-3,
EUR 29,95
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Folgende Beitrige werden fiir die néichsten Ausgaben von Neuroforuz vorbereitet:

Die kognitive Neurowissenschaft von
willentlicher Aktion und Nicht-Aktion

Marcel Brass und Simone Kuehn

Intrazelluléire Ionenhomdoostase
und deren Beeintrichtigung bei
hepatischer Enzephalopathie

T Kelly und C. R. Rose

Schmerzverarbeitung in
multisensorischer Umgebung

Marion Hofle, Michael Hauck, Andreas
K. Engel, Daniel Senkowski

Impressum

Herausgeber:

Neurowissenschaftliche Gesellschaft e.V.

Bankverbindung: Berliner Bank AG,

BLZ 100 200 00, Kto.-Nr. 810 505 1800

http://nwg.glia.mdc-berlin.de

Redaktion:
Helmut Kettenmann (v.i.S.d.P.)
Meino Alexandra Gibson

Redaktionsanschrift:
Max-Delbriick-Centrum fur
Molekulare Medizin (MDC)
Robert-Rossle-Str. 10, 13092 Berlin
Tel./Fax: 030 9406 3133/-3819
E-Mail: gibson@mdc-berlin.de

Redaktionsgremium:

Ad Aertsen, Freiburg

Mathias Bahr, Gottingen

Niels Birbaumer, Tubingen
Ulrich Dirnagl, Berlin

Andreas Draguhn, Heidelberg
Ulf Eysel, Bochum

Michael Frotscher, Freiburg
Eckart Gundelfinger, Magdeburg
Hanns Hatt, Bochum
Hans-Peter Hartung, Duisseldorf
Klaus-Peter Hoffmann, Bochum
Uwe Homberg, Marburg
Sigismund Huck, Wien

Sigrun Korsching, Koln

Georg W. Kreutzberg, Heidelberg
Wolfgang H. Oertel, Marburg
Hans-Joachim Pflliger, Berlin
Rainer Schwarting, Marburg
Petra Storig, Dusseldorf
Herbert Zimmermann, Frankfurt/M.

Verlag: Spektrum Akademischer Verlag
(Spektrum Akademischer Verlag ist ein

Imprint der Springer-Verlag GmbH)
Tiergartenstr. 17

69121 Heidelberg

Tel.: 06221/9126-300

Fax: 06221/9126-370
http://www.spektrum-verlag.de

Geschaftsfiihrer:
Derk Haank, Martin Mos, Peter Hendriks

Anzeigen:

top-ad Bernd Beutel

Hammelbacherstr. 30, 69469 Weinheim
Tel./Fax: 06201,/29092-0 /-20

E-Mail: info@top-ad-online.de

Satz und Layout:

BIOCOM Projektmanagement GmbH
Brunnenstr. 128, 13355 Berlin
Tel./Fax: 030/264 921-30 /-11

Druck und Auslieferung:
Sturtz GmbH, Wirzburg

Abo-Service:

Springer Customer Service Center GmbH
Tiergartenstr. 17, 69121 Heidelberg
Tel.: 06221/487-8043

E-Mail: subscriptions@springer.com

Titelgestaltung: Eta Friedrich, Berlin

Erscheinungsweise viermal im Jahr.
Neuroforu ist das Publikationsorgan der
Neurowissenschaftlichen Gesellschaft.

Bezugspreise: Jahresabonnement (4 Hefte)
Einzelperson Inland EUR 65,00, Ausland
EUR 68,00; Firmen, Bibliotheken Inland EUR
211,50, Ausland EUR 214,50; Studenten (bei
Vorlage derImmatrikulationsbescheinigungo.
a.)Inland EUR 35,00, Ausland EUR 38,00. Ein-
zelheftInland EUR 26,75. Alle Preise inkl. Ver-
sandkosten (Abonnement: Inland EUR 20,00,
Ausland EUR 23,00; Einzelheft: Inland EUR
2,86)und MwSt. Eine Abonnement-Bestellung
kann innerhalb von zwei Wochen schriftlich
beim Abo-Service in Heidelberg widerrufen
werden. Das Abonnement gilt zunachst fur
ein Jahr und verlangert sich jeweils um ein
weiteres Jahr, falls es nicht spatestens sechs
Wochen vor Ablauf gekuindigt wird. Bei Nicht-
lieferung aus Griinden, die nicht vom Verlag
zu vertreten sind, besteht kein Anspruch auf
Nachlieferung o. Erstattung vorausbezahlter
Bezugsgelder. Gerichtsstand, Erflllungs- u.
Zahlungsort ist Heidelberg.

Neuroforum 1/10




LESEN!

Wie der Mensch zum Lesen kam —
und was es in unseren Kopfen bewirkt

»Ein Pladoyer fiir die
sprachlichen Fantasieraume
der Literatur im Gegensatz
zur reinen Informations-
verarbeitung — und selbst
ein Lektlirevergniigen.«

Gregor Dotzauer,
Alfred-Kerr-Preistrager
in Bérsenblatt 3/2010

» Erhaltlich in jeder Buchhandlung oder direkt unter www.spektrum-verlag.de

Sackbech

Maryanne Wolf

Das lesende Gehirn

1.Aufl. 2010, 342 S., 49 Abb., geb. m. SU
€(D) 26,95 /€ (A) 27,71 | CHF 42,—
ISBN 978-3-8274-2122-7

»Das Geheimnis im Herz des
Lesens, schreibt Maryanne
Wolf, die Verfasserin des
maBstabsetzenden Standard-
werks zur Biologie des Lesens,
»ist die Zeit, mit der es dem
Gehirn die Freiheit gibt, Ge-
danken zu haben, die tiefer
sind als die Gedanken, die
ihm bisher gekommen sind. «

Frank Schirrmacher,

Herausgeber der FAZ, in
seinem Buch Payback
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Sophisticated Life Science Research Instrumentation

In-Vivo-Phenotyping

Startle Response System

www.TSE-Systems.com

IntelliCage by NewBehavior

Fully automated screening for behavioral and cognitive
malfunctions of mice living in social groups in a home
cage equipped with 4 programmable operant corners
Programmable; operant, spatial or discrimination tests
Transponder Technology

High level of standardization

Uninterrupted short- or long-term monitoring
Mechanistic analysis of detected effects

Physiology & Metabolism

Drinking & Feeding monitoring
Calorimetry

Activity

Physiological Parameters

Behavior

Learning & Memory (associative and operant)
Anxiety, Depression, Stress Response
Exploration and Motor Coordination

Multi Conditioning System

www.PhenoMaster.com



