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Vorwort

Liebe Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter,

vor Ihnen liegt der Institutsjahresbericht 1994. In diesem Jahr besteht der Bericht aus zwei
Teilen, Teil A befaRt sich mit den im Jahre 1994 erzielten und ver&ffentlichten
Forschungsergebnissen und der Arbeit der Zentralen Einrichtungen, wéhrend in Teil B der
Schwerpunkt auf die Ausstrahlung des Instituts in das nahere und weitere Umfeld gelegt
wird. Zum einen wird damit Rechenschaft tber die im Institut geleistete Arbeit abgelegt,

zum anderen die Informationsvermittlung innerhalb des Instituts verbessert.

Viele neue Arbeitsgruppen haben im Jahre 1994 ihre Tétigkeit aufgenommen, Ihnen ein
herzliches Willkommen und Glickauf. Mége diese Schrift auch dem neuen Institut bei
seiner Selbstorganisation und Standortsbestimmung helfen und far die zukanftige

Entwicklung Impuise geben.



ABTEILUNG I: STRUKTURELLE BIOLOGIE
(Leiter: Prof. Dr. A. Wittinghofer)

Al ine Thematik:

Die Abteilung befalit sich mit den strukturellen, biophysikalischen und biochemischen
Grundlagen biologischer Prozesse. Schwerpunkte der Arbeit sind die Untersuchungen an
GTP-bindenden, Ras-ahnlichen Proteinen wie Ras, Ran, Rap und Ral und die
Untersuchungen ihrer Rolle in Signaltransduktion und Transportprozessen sowie die
Entartung in pathologischen Befunden. Eine weitere Arbeitsrichtung umfalt die Rolle von
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen bei der Krebsentstehung. Ziel aller Arbeiten ist
die Korrelation von Proteinstruktur-Daten mit biologischen, biochemischen und
biophysikalischen Befunden.

Das Ras-Onkogen kodiert fur ein kleines GTP-bindendes Protein mit einem Moleku-
largewicht von 21 Kilodalton, das den Stammvater einer ganzen Superfamilie der Ras-
ahnlichen Proteine darstellt. Seine Aktivierung durch Mutation fihrt zusammen mit
anderen Mutationen an anderen Genen zur Tumorentstehung beim Menschen. Es ist in
etwa 30% aller menschlichen Tumore mutiert = aktiviert und stelit somit das hé&ufigste
beim Menschen gefundene Onkogen dar.

Wie alle GTP-bindenden Proteine unterliegt Ras einem Zykius von Aktivierung und
~ Inaktivierung, der durch die Bindung von GTP und GDP charakterisiert ist. Es spielt eine
entscheidende Rolle in der Regulation von Wachstum und Differenzierung in héheren
Zellen, wobei es als molekularer Schalter bei der Signalibertragung von der
Zelloberflache in den Zellkern fungiert. Im GTP-gebundenen Zustand ist das Protein an-,
im GDP-gebundenen Zustand ist es ausgeschaltet. Dieser Zyklus wird von regu-
latorischen Proteinen wie den Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEF) und GTPase-
Aktivierenden-Proteinen (GAP) reguliert. Seine Rolle in der Tumorgenese beruht darauf,
daR in Tumorzellen der Ubergang vom An- in den Auszustand durch Mutation blockiert ist,
und die Zelle daher ein konstantes Wachstumssignal erhalt.

Das Rap1A-Gen kodiert fur ein Protein, das eine 50%ige Identit4t zu Ras besitzt. Es ist
gefunden worden, daR Rap1A in der Lage ist, die Transformation durch K-Ras
aufzuheben (revertieren), weshalb es auch als Krev-1 bezeichnet wird. Bemerkens-
werterweise sind die Aminosauren, die fiir die Interaktion mit Effektor wichtig sind,
zwischen Rap1A und Ras konserviert. In der Tat konnte gezeigt werden, dal dieses
Protein mit hoher Affinitat an Ras-Effektoren wie die Proteinkinase Raf und die
Phosphatidylinositol spezifische PI(3)-Kinase und an das fir Ras spezifische GAP
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(Ras-GAP) binden kann. Obwohl die genaue Rolle des Proteins unbekannt ist, wird als
Arbeitshypothese angenommen, daR Rap1a der Antagonist von Ras ist.

Von uns wurde in den letzten Jahren die Wechselwirkung von Ras und Rap mit
Austauschfaktoren, mit GTPase-aktivierenden Proteinen und mit dem Effektor Raf-Kinase
untersucht. Diese Proteine werden rekombinant in E.coli oder Insektenzellen exprimiert
und ihre Interaktionen durch biochemische, biophysikalische und molekularbiologische
Techniken untersucht.

2.Ran

Ran ist ein GTP-bindendes Protein, das im Zellkern lokalisiert ist. Es scheint an eine
Reihe von biologischen Prozessen beteiligt zu sein, da Mutationen dieses Proteins oder
seiner regulatorischen Faktoren die Kontrolle des Zelizyklus, die mRNA-Synthese, den
Transport von Proteinen in den Kern und den Export von Proteinen und RNA aus dem
Kern in das Zytoplasma beeinflussen. Es wird diskutiert, inwieweit sich diese pieiotropen
Effekte durch eine einzige Ursache, namlich einen Defekt im Transport von Proteinen in
und aus dem Zellkern, erklaren 1agt.

In den letzten Jahren sind eine Vielzahl von regulatorischen Proteinen von Ran be-
schrieben worden. Wie bei Ras wird die ldentitdt des an Ran gebundenen Nukleotids
durch einen Austauschfaktor, RCC1, und durch ein Ran-spezifisches GAP, Ran-GAP,
kontrolliert. RCC1 ist als Regulator of Chromosome Condensation unabhéngig kloniert
worden und seine Inaktivierung fihrt zu Chromosomenkondensation unabhéngig vom
Status der DNA-Synthese wahrend des Zellzyklus. Vor kurzem wurde von uns und
anderen Gruppen gefunden, dal Ran-GAP identisch mit einem friher beschriebenen Gen
RNA1 ist, dessen Verlust in S.cervisiae schwere Defekte im Transport von RNA aus dem
Kern verursacht. Im letzten Jahr sind auBerdem eine Reihe von Ran-Bindungs-Proteinen
beschrieben worden, die hohe Affinitdt an Ran-GTP und geringe Affinitdt zu Ran-GDP
zeigen und deswegen Effektorproteine von Ran darstellen. Ihre Rolle beim Kerntransport
und ihre Interaktion mit Ran wird deshalb in der Abteilung intensiv untersucht.

APC

Es hat sich gezeigt, daR fur die Tumorentstehung beim Menschen die Onkogene, mit
Ausnahme von Ras, eine wesentlich weniger wichtige Rolle spielen als die Tumor-
suppressorgene. Diese Gene wirken, wie das klassische Beispiel des Retinoblastomgens
(Rb) gezeigt hat, als Bremse fur die Entwicklung eines Tumors und der Verlust von einer
oder zwei Kopien (Loss of heterozygosity, LOH)) dieses Gens fiihrt zur Entstehung eines
Tumors. Es hat sich gezeigt, da Mutationen von Tumorsuppressorgenen wie Rb, p53
und APC wesentlich haufiger in menschlichen Tumoren zu finden sind als die aktivierten
Formen von Protoonkogenen.

Das APC-Gen (steht fir Adenomatdse Polyposis Coli) ist zunachst als ein an der
Entstehung der Krankheit Familidare Adenomatdse Polyposis (FAP) urséchlich beteiligtes
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Gen kloniert worden. Es hat sich gezeigt, daB der Verlust der Genfunktion eine der frihen
Ereignisse der Entstehung von Darmkarzinomen auch bei nicht erblichen Formen ist, und
daR insgesamt etwa 70% aller Patienten mit Magen-Darmtumoren eine Mutation im APC-
Gen tragen.

Die Abteilung befallt sich mit der molekularbiologischen Analyse dieser Krankheit bei
Tumorpatienten mit dem Ziel der Entwicklung einer nichtinvasiven Diagnose. Weiterer
Schwerpunkt ist die Analyse der Funktion des APC-Proteins, von dem bisher nur bekannt
ist, daR es mit Proteinen des Zytoskeletts wie Tubulin und B-Katenin interagiert. Ziel ist es
dabei, die funktionellen Doménen dieses Proteins zu isolieren und ihre Struktur und
Funktion zu untersuchen.



1. Arbeitsgruppe Dr. J. Becker
Mitarbeiter: C. Koerner, R. ABheuer

Im Mittelpunkt unserer Arbeit steht die Aufklarung der Struktur und Funktion von Ran. Ran
ist ein GTP bindendes Protein, das eine distinkte Unterfamilie der dem Onkogen rasp21
verwandten Proteine darstellt. Diese Proteine werden durch die Bindung und Hydrolyse
von GTP sowie der Dissoziation von GDP reguliert. Uber die Funktion von Ran ist bisher
nur wenig bekannt. Es gibt Hinweise darauf, daR Ran am Transport von Proteinen in den
Zellkern beteiligt ist, ferner wurden Effekte von Ran auf die Zellzykluskontrolle nachgewie-
sen. Wie alle GTP-bindende Proteine, so wird auch Ran durch Proteinfaktoren reguliert,
die die Hydrolyse von GTP und die Dissoziation von GDP, dem Produkt der Hydrolyse,
beschleunigen. Die Auswirkung dieser Ran regulierenden Interaktionen auf die zellularen
Funktionen sowie ihre molekularen Mechanismen sind zentraler Gegenstand unserer For-
schungsarbeit.

Ran homologe Proteine wurden bisher in einer ganzen Reihe von Organismen gefunden,
u.a. im Menschen, der Maus, Caenorhabditis elegans, der Spalthefe Schizosaccha-
romyces pombe und der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae. DNA-Sequenzvergleiche
zeigen, daf diese Proteine Uber 80% identisch sind und analoge Funktion in den ver-
schiedenen Organismen besitzen. Ein Protein, das die GDP-Dissoziation von Ran be-
schleunigt, ist sowohl aus menschlichen Zellen isoliert, als auch in S. cerevisiae gefunden
worden. Ein GTPase aktivierendes Protein wurde bereits aus menschlichen Gewebekul-
turzellen isoliert (RanGAP1), jedoch bisher nicht kloniert.

Ziel der Arbeit im Jahr 1994 war es, das GTPase-aktivierende Protein des Ran-homolo-
gen Proteins in S. cerevisiae (Gsp1p) zu klonieren und das Proteinprodukt zu charakteri-
sieren. Mittels eines biochemischen Ansatzes ist es uns gelungen ein Gen zu identifizie-
ren, welches fir ein Gsp1p spezifisches GTPase-aktivierendes Protein kodiert. Dieses
Gen, RNA1, war bereits lange zuvor bekannt und als Mutante mit einem Defekt im Export
von mRNA aus dem Zellkern charakterisiert worden. Die biochemische Funktion von
Rna1p war jedoch bisher unbekannt. Durch diese Entdeckung ist es wahrscheinlich, daB
Ran nicht nur den Import von Proteinen, sondern auch den Export von mRNA aus dem
Zellkern reguliert.
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2. Arbeitsgruppe Dr. C. Block
Mitarbeiter: A. Arndt, Dr. C. Herrman, B. Jaitner, B. Vo, S. Wohlgemuth

ur-Funkti iehun im_,.D ream-Signalling* 210.s

Die Arbeitsgruppe untersucht Struktur-Funktionsbeziehungen in der Signaltransduktion als
Resultat der Aktivierung von p21™°. Wesentliche Voraussetzung zur Strukturuntersuchung
sind Systeme zur zuverldssigen ldslichen Expression und Reinigung von rekombinanten
Proteinen. Dazu wurde das pMal Fusionsprotein-Expressionssystem weiterentwickelt, bei
dem durch die Bindung des gewlnschten Proteins tber einen C-terminalen Histidin-tag an
eine Ni-Sepharose und anschlieRende proteolytische Abspaltung des Fusionsariteils die
einstufige vollstandige Reinigung geschieht.

Mittels dieses Systems wurde die Interaktion von p21" mit c-raf Konstrukten, bei denen
jeweils Teilbereiche der regulatorischen Doméne von c-raf deletiert sind, untersucht.
Diese Analyse laRt darauf schlieBen, welche Teilbereiche der regulatorischen Domane
von c-raf zur Bindung an p21™° beitragen und welche eine negative regulatorische Rolle
bei der ras/raf Interaktion wahrnehmen kénnen. Eine Untersuchung der Rolle einzelner
Aminosauren bei der ras/raf Interaktion wurde im AnschluR an die Ermittlung der Kristall-
struktur des homologen rap 1a/raf Komplexes die von N. Nassar gelost wurde, durchge-
fohrt. Hierzu wurden alle an der Interaktion der beiden Proteine beteiligten Aminoséduren
durch gezielte Mutagenese verandert und die Auswirkung auf die ras/raf Bindung unter-
sucht.

Eine Reihe von Publikationen anderer Arbeitsgruppen, die in der Mitte des Jahres er-
schienen, legen eine Rolle der 14-3-3 Proteine bei der Aktivierung von c-raf durch p21™
nahe. Daher wird zur Zeit Giber den binéren ras/raf Komplex hinaus, die Rolle und Art der
Interaktion der einzelnen Komponenten im terndren Komplex untersucht. Zur Ermittlung
von Struktur-Funktionsbeziehungen im biologischen System wurde mit Arbeiten zur Un-
tersuchung der ras/raf Signalkaskade in PC12-Zellen begonnen. PC12-Zellen zeigen
Differenzierungsverhalten als Konsequenz der Aktivierung der ras/raf-Signalkaskade. Sie
sind daher als biologisches System besonders gut geeignet, da als Endpunkt und
quantitatives MaR eines ras-Signals sowohl unterschiedlich stark ausgepréagte morpholo-
gische Veranderungen als auch die Aktivierung von Reportergenen verwendet werden
kann.



3, Arbeitsgruppe Dr. R. Cool
Mitarbeiter: C. TheiR, C. Lenzen, B. Bauer

Unsere Gruppe befalt sich mit der Charakterisierung von Austauschfaktoren (Guanine
nucleotide exchange factors oder kurz GEFs). Diese Proteine aktivieren Ras und Ras-
shnliche Proteine durch eine Beschleunigung des Austausches von gebundenen GDP
durch ein GTP. Die GEFs enthalten mehrere strukturelle Doménen und haben eine mole-
kulare Masse von 100-160kDa. Die Ras-spezifischen GEFs zeigen die héchste Homologie
in einer ca. 200 Aminosauren langen Region, der sogenannten rasGEF-Doméne. Es ist
gezeigt worden, daR verkirzte Proteine, die diese Region enthalten, immer noch eine
GEF-AKktivitat zeigen. Es gibt verschiedene Aspekte dieser Aktivitat, die uns besonders
interssieren: 1) Der molekulare Mechanismus des beschleunigten Austausches und die
Bestimmung der dazu gehérigen kinetischen Parameter; 2) Die Interaktionsstellen zwi-
schen einem GEF und seinem Substrat; 3) Die Spezifizitat der GEFs fiir ihre Substrate; 4)
Die Regulierung der Austauschaktivitat; und 5) Die Funktion anderer Doméanen in GEFs.
Fur die kinetische Analyse der Austuaschrekation sind die rekombinanten Proteine c-H-
p21™ und C-CDC25Mm, das verkirzte rasGEF aus der Maus, und das Fluoreszierende
mant-GDP (mGDP) benutzt worden. Den nukleotid-freien Komplex p21™® GEF, eine
wichtige Komponente des mechanistischen Modells, haben wir isoliert und fur kinetische
Messungen und Kristallisationsansatze verwendet. Die Analyse der Aktivitat von C-
CDC25Mn zeigt, dal dieses verkirzte Protein zwar nur eine schwache Affinitat fur p21
GDP hat, aber eine sehr hohe Austauschaktivitdt bestitzt; eine Beschleunigung der
Dissoziationsrate bis 10° konnte erreicht werden. In Zusammenarbeit mit Heino Prinz (Abt.
II1) sind die Parameter bestimmt worden, die die Interaktion zwischen p21™°, mGDP und
C-CDC25Mm beschreiben. Eine dhnliche Analyse ist fur die dominant-negative Mutante
p21°°S17N durchgefiihrt worden. Es konnte gezeigt werden, daf die Anderung der
Affinitat von p21™ zu GDP verantwortlich ist fur seinen biologischen Effekt: p21®°S17N
bindet in der Zelle bevorzugt den Austauschfaktor und p21™® wild-type kann nicht mehr
aktiviert werden, ergo das Signal wird abgebrochen. Fiir weitere Untersuchungen sind
mehrere neue Mutanten mit PCR Mutagenese isoliert worden, welche im Moment charak-
terisiert werden.

Mehrere Projekte sind im Aufbau. So versuchen wir die Griinde der Spezifitat der GEFs
durch Mutagenese zu erlautern. Weiter versuchen wir stabile Formen der GEFs zu isolie-
ren, um diese fir Kristallisations- und Mikroinjektionsexperimente einsetzen zu kdnnen;
das verkirzte Protein C-CDC25Mm hat eine zu geringe Stabilitat fur diesen Zweck. Au-
Rerdem befassen wir uns mit den Regulationsmechanismen der GEF-Aktivitat. Eventuelle
regulatorische Phosphorylierungseffekte werden momentan in Zusammenarbeit mit Pierre
Chardin (Frankreich) untersucht. Die Erlauterung von weiteren Regulationsmechanismen
durch Protein-Protein Wechselwirkung via andere Doménen in GEFs ist ein langfristiges
Ziel.



4. Arbeitsgruppe Dr. J. Kuhimann
Mitarbeiter: C. Nowak

1. Charakterisi ' i- - im Bl re-

Das GTPase-Aktivierende-Protein p120°*" stimuliert die intrinsische Hydrolysereaktion
von GTP zu GDP + P, des Signaltransduktionsproteins p21°*. Gegen die 334 Aminosau-
ren umfassende katalytische Doméne von p120%° (GAPette) gerichtete monokionale
Antikérper wurden in einem BlAcore™.-System festphasengekoppelt und unter Nutzung
der Plasmon-Surface-Resonance-Technik die Wechselwirkung mit GAPette, dem vollstan-
digen GAP-Protein sowie die Interaktion zwischen Antikérper-GAPette- (bzw. GAP-) Kom-
plex und zelluldren Bindungspartnern von p120%* wie Ras und Rap1A untersucht.

Neben der Charakterisierung von Dynamik und Bindungsstérke der verschiedenen Anti-
kérper-Antigen-Komplexe Gber kinetische und Gleichgewichts-Studien, wurden Kompeti-
tionsmuster zwischen den monokionalen Antikérpern um die Bindung an GAPette und die
Ausbildung ternarer Komplexe mit Ras und Rap1A verfoigt.

Wahrend das BlAcore-System die direkte Messung der Protein-Protein-Bindung erlaubt,
wurde in einem zusatzlichen Fluoreszenzassay die Spaltung von GTP zu GDP + P; mit
Hilfe eines fluoreszenzmarkierten GTP-Analogs auf spektroskopischen Wege vermessen.
Neben der Untersuchung kompetitiver Effekte von anti-GAPette-mAK auf die katalytische
Wirkung von GAPette gegeniber Ras*mantGTP wurden analoge Experimente zur anta-
gonistischen Wirkung von Rap1A durchgeftihrt.

2 zifita i-CD4-Antikdrper

Das Oberflachenprotein CD4 ist auf T-Zellen des Immunsystems lokalisiert und spielt eine
wichtige Rolle bei der Weitervermittiung der Immunantwort. In Kooperation mit der Klini-
sche Arbeitsgruppe fir Rheumatologie der MPG, Erlangen, wurden verschiedene anti-
CD4-Antikérper auf ihre Erkennungsspezifitat und Bindungsstéarke gegeniiber dem CD4
im BlAcore-System untersucht. Ziel dieser Studien ist die Gewinnung von Informationen
zur Diagnose und Therapierung arthritischer Erkrankungen, bei denen T-Helfer-Zellen
eine wesentliche Rolie spielen.

Die Messung des Circularen Dichroismus von Proteinen liefert AufschluR Gber deren
strukturelle Organisation. Auf Basis einer Bibliothek von strukturell und funktionell modifi-
zierten Mutanten von p21R“s sind Untersuchungen der Sekundarstruktur dieser Mutanten
in Abhangigkeit von der Temperatur vorgesehen, die Aufschiu® liefern sollen tber thermi-
sche Stabilitat, Schmelzenthalpien und Renaturierungsféahigkeit der Proteine. In den bis-
herigen Vorarbeiten wurden die Ansteuerung des zugehorigen CD-Spektrometers, die
Kopplung mit einem programmierbaren Thermostaten und die Temperaturkalibrierung in
der MeRzelle vorangetrieben.



5. Arbeitsgruppe Dr. O. Miiller
Mitarbeiter: R. Deuter, Dr. D. Hirschl, D. Twiehaus

Die Arbeitsgruppe nahm im Februar 1994 ihre Arbeit auf. Der Forschungsschwerpunkt der
Gruppe ist die molekulare Krebsforschung, wobei vor allem die Ursachen der Krebs-
entstehung auf molekulargenetischer, biochemischer und zellularer Ebene untersucht
werden.

1. Projekt: i A -Verin in Tum -
we n hiproben v armkrebspatienten iner r. Daniela Hi |
Fur die Entstehung menschlicher Tumoren sind DNA-Verénderungen in den beiden Gen-
klassen der Tumor Suppressorgene und der Proto-Onkogene verantwortlich. Die Art und
Anzahl der DNA-Veranderungen korreliert mit der Herkunft und dem Entwicklungsstadium
der meisten Tumoren. Aus der genauen Spezifizierung der DNA-Mutationen kénnen
daher wichtige Schlisse fur Diagnose und Therapie gezogen werden. Ein Projekt der
Arbeitsgruppe befalt sich mit der Analyse von Verénderungen in verschiedenen Proto-
Onkogenen und Tumor Suppressorgenen, die aus der DNA menschlicher Darmtumoren
isoliert wurden. Dabei konnte eine bisher nicht bekannte DNA-Verénderung detektiert
werden. Das Ziel dieser Analysen ist die Korrelation der detektierten Mutationen mit dem
pathologisch diagnostizierten Stadium des jeweiligen Tumors. Die dabei gewonnenen In-
formationen werden die Grundlage darstellen fir die Entwicklung einer neuartigen
molekulargenetischen Methode zur nicht invasiven Diagnose von Darmtumoren. Fur diese
Diagnosetechnik wird korpereigene DNA aus Stuhlproben isoliert und analysiert. Da
Zellen eines Darmtumors laufend in den Stuhl abgeschilfert werden, stellen die dabei
detektierten DNA-Veranderungen signifikante Hinweise auf das Vorhandensein eines
Tumors dar.

Die Herstellung rekombinanter Proteine unter Einsatz von Bakterien gehért seit Jahren zu
den Standardtechniken der molekularen Biologie. Allerdings werden bakteriell hergestellite
Proteine normalerweise nicht posttranslational madifiziert. Fur funktionelle Studien sind
daher eukaryotisch exprimierte Proteine besser geeignet. Die Arbeitsgruppe etablierte ein
System zur Herstellung von Proteinen in Insektenzellen. Mit diesem eukaryotischen
System konnten bereits, auch als Serviceleistung fur andere Arbeitsgruppen der
Abteilung, mehrere Tumor Suppressor- und Proto-Onkoproteine in guter Ausbeute
exprimiert werden. Das n&chste Ziel ist die Etablierung der Proteinherstellung in
Expressionsvolumina von 8 bis 10 Liter. Die Herstellung eukaryotischer Proteine wird
weiterhin als Serviceleistung angeboten werden.



6. Arbeitsgruppe Dr. N. Opitz

Intrazellulare  Messung  physiologischer  Parameter mit Hilfe  geeigneter
Fluoreszenzindikatoren auf Basis der konfokalen Laser-Rastermikroskopie, physiko-
chemische und spektroskopische Charakterisierung der verwendeten Indikatoren (in vitro
und intrazelluldr), Entwicklung spezifischer Eichverfahren und Auswertemethoden im Falle
interferierender Phanomene (intrazellulare Umverteilung, intermolekulare
Wechselwirkungen), experimentelle Charakterisierung zellularer Regulationsprozesse,
Ansatze einer theoretischen Beschreibung zugrundeliegender Regulationsfunktionen
sowie computergestitzte Simulation komplexer Regulationsvorgange.

razellulidre pH- Ca2*.Messungen in Tumorzellen von Sphiroiden mit Hilfe der
konfokalen | _Rastermikroskopie ( KLRM )
(in Zusammenarbeit mit H. Acker, B. Bélling, E. Merten, T. Porwol)

Schwerpunkt der Untersuchungen in 1994 bildeten Messungen zu intermolekularen

Wechselwirkungen verschiedener Ca2*-empfindlicher Indikatoren mit intrazellularen
Substanzen wie beispielsweise Proteinen und anderen biologischen Makromolekulen. Im
Rahmen von in-vitro Verrsuchen wurde dazu der Einflud von BSA auf die spektrale
Verteilung der Anregungs- und Emissionsspektren sowie auf den K4-Wert der Indikatoren

ermittelt. Die Ergebnisse zeigen, daB der Proteinfehler der Indikatoren Ublicherweise nicht
vernachlassigbar ist und in einigen Féllen (z.B FURA-RED) erhebliche Ausmale
annehmen kann (Kg-shift ca. Faktor 50, spektrale shift ca. 40nm). Im Falle des Indikators

Ca2*+-Green sind dagegen Proteineinflisse relativ gering, so daf dieser Indikator fir
intrazellulare Messungen besonders geeignet erscheint. Um quantitative intrazellulare

Ca2*-Messungen mit Hilfe der KLRM ausfithren zu kénnen, beabsichtigen wir, den
Indikator mit Hilfe eines Referenzfarbstoffs (z.B. Rhodamin 6G) an Dextran zu
immobilisieren, um so eine gleichmaBige intrazelluldre Verteilung beider Farbstoffe zu
erzielen und ein 2-Wellenldngen-Verfahren im Hinblick auf Ratio-Messungen zu
erméglichen. Eine analoge Vorgehensweise ist mit Blick auf die intrazelluldre O2-Messung

via Fluoreszenzldschung eines O,-Indikators (Ruthenium-Derivat) geplant. Weitere
Untersuchungen erfolgten ferner zur Heterogenitét der intrazelluldren pH-Eichung.
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7. Arbeitsgruppe Prof. Dr. A. Wittinghofer

Mitarbeiter: R. Schebaum, Dr. R. M. Ahmadian, J. Gasperik, G. Horn, Dr. E. Hostinova,
U. Kudus, Dr. N. Nassar, W. Poguntke, Dr. Frank Schmitz, G. Schmidt,
Dr. T. Schweins, Dr. |. Vetter, D. Vogt

Ergebnisse:

1. Die 3D-Struktur von Ran-GDP wurde gelost und ergab interessante Unterschiede zu
der von Ras, vor allem im Effektorbereich und am C-Terminus.

2. Die Ras-Bindungsdomine (RBD) von Raf-Kinase verhdit sich wie ein GDI, ein
Guaninnukleotidinhibitor, weil es nach Komplexbildung die Dissoziationsrate von GTP
oder GppNHp blockiert. Dadurch konnte eine Methode zur genauen Messung der
Affinitaten zwischen Ras und Raf entwickelt werden.

3. Rap1A bindet ebenfalls an RAF-RBD, aber mit verminderter Affinitat, die etwa im
mikromolaren Bereich liegt, vérgleichbar mit der von Effektormutationen von Ras.

4. Neue Mutanten von Ras wurden hergestelit, um die Interaktion mit Effektoren,
Austauschfaktoren und mit GAPs zu untersuchen.

5. Komplexe zwischen RAF-RBD und RAS und RAP in der Triphosphatform konnten
hergestellt werden. Die Struktur des Rap-RBD-Komplexes wurde bei 1.9 A gelést. Mit ihr
kénnen viele biologischen Befunde der letzten Jahre (ber die Signaltransduktion auf
atomarer Grundlage erklart werden.

6. Die minimale katalytische Domane von Neurofibromin, eines RAS-GAPs, konnte als
Fusionsprotein mit LMM exprimiert und mit Hilfe einer rekombinanten IgA-Protease aus
Neisseria herausgeschnitten werden. Die Wirksamkeit dieses Expressionssystems wurde
an anderen Neurofibromin-Fragmenten und -Isoformen gezeigt.

7. Verschiedene Expressionsvektoren fir Fusionsproteine, basierend auf LMM (Light
Meromyosin), GST (Glutathione-S-Transferase), MalBP (Maltose-Binding-Protein) wurden
entwickelt, die untereinander kompatibel sind und verschiedene Protease-Schnittstellen
enthalten.

8. Die katalytische Doméne von Tuberin, einem fir die Krankheit Tuberose Sklerose
verantwortlichen Genprodukt, wurde exprimiert. Es hat geringe GAP-Aktivitat fur Rap1A
und Rap2.
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ABTEILUNG lI: EPITHELPHYSIOLOGIE
(LEITUNG: PROF. DR. R.K.H. KINNE)

Die Abteilung Epithelphysiologie beschéaftigt sich mit den zelluldren und molekularen
Grundlagen des Stofftransportes durch Epithelien. Die dabei verwendeten Methoden
erstrecken sich von der Molekularbiologie, Proteinbiochemie, Immunologie, Festkérper-
Kernresonanzspektroskopie und Kryokraftmikroskopie Uber die Elektrophysiologie und
Zellbiologie bis hin zur morphologischen Analyse durch Immunhistochemie, Raster- und
Transmissionselektronenmikroskopie und konfokale Laserrastermikroskopie. Besondere
Forschungsschwerpunkte sind dabei zum einen die kinetische, biochemisghe und
biophysikalische Struktur-Funktionsanalyse von Membranproteinen (insbesondere
Natrium-Kotransportsysteme) und Porenbildern (insbesondere unspezifische lonenkanale
und Kanale fir organische Osmolyte). Zum anderen werden die Grundlagen der zelluldren
Volumenregulation in Leber- und Nierenzellen untersucht. Insbesonders interessieren
dabei die Regulation von lonenkanélen und Membrantransportsystemen fir organische
Osmolyte sowie die intrazelluldren Signalketten, die diese Anderungen hervorrufen.

Die so erhaltenen Erkenntnisse Uber epitheliale Transportprozesse filhren einerseits zu
einem detaillierteren Verstandnis der Barrieren- und Briickenfunktionen von Epithelzellen,
die fur das Aufrechterhalten des inneren Milieus des Korpers unentbehrlich sind. Sie
werden auch dazu benutzt, um toxikologische Fragen, insbesondere der Nephrotoxizitat
von Schwermetallen, als auch die Frage der Genese und Behandlung epithelialer
Tumoren zu klaren.
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1. Arbeitsgruppe Dr. B. Bechinger
Mitarbeiter: Bernhard Griewel, Stephan Lambotte, Jutta Luig, Ingrid Neidhardt,
Achim Zanhl

P - Pl : E
A RE C C C C

Hydrophobic or amphiapthic a-helical polypeptides like alamethicin, melittin, magainins,
signal sequences, fusogenic or model peptides have been shown to strongly interact
with lipid bilayers, where in many cases they cause membrane disruption and/or the
increase of bilayer permeability. Magainins for example exhibit a broad spectrum of
antibiotic, antifungal and tumorcidal activity, by the formation of membrane channels and
the disruption of the transmembrane electrochemical ionic gradient. The absence of lysis
of vertebrate cells makes the magainin family of peptides attractive for pharmacological
applications. Previous investigations by high-resolution and solid-state NMR
spectroscopy indicate that highly charged polypeptides like melittin (Z=+5) or magainins
(Zz+4) exhibit an orientation® parallel to the membrane surface, whereas other more
hydrophobic channel-forming polypeptides adopt a transmembrane alignment. The
structures of the single channel-forming structures are very difficult to determine,
however, as only a minor fraction of the polypeptides may be responsible for the
electrophysiological and cell killing properties measured.

In order to better understand the interactions that determine the orientation of membrane-
associated polypeptides we prepared a series of hydrophobic model peptides containing
histidines by solid-phase peptide synthesis. We were able to determine the secondary
structure and dynamics of these peptides in detergent micelles by circular dichroism as
well as multidimensional high-resolution NMR spectroscopy and follow their orientation in
uniaxially oriented lipid bilayers by solid-state NMR spectroscopy. We demonstrated that
pH changes cause some of these a-helical peptides to flipp from orientations parallel to
the membrane surface to transmembrane aligments indicating that the modulation of the
charge distribution as well as hydrophobic interactions are important factors of membrane
topology. Our experimental results permit to check the validity of theoretical considerations
concerning the energetics of protein-lipid interactions. They also provide a theoretical
background which allows to analyse the NMR-structures and membrane alignments that
we determined for signal sequences and protein channel fragements.
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2. Arbeitsgruppe PD Dr. E. Kinne
Mitarbeiter: C. Pfaff, H. Schiitz

Um den molekularen Mechanismus des durch Hypoosmolalitat in Nierenzellen aktivierten
Effluxtransportsystems naher zu charakterisieren, wurden einmal Transportstudien an
Plasmamembranvesikeln, die aus der von uns etablierten Linie aus Zellen der
aufsteigenden Henle'schen Schleife (TALH) gewonnen wurden, durchgefihrt. In diesen
Zellen ist Sorbit das einzige organische Osmolyt, dessen intrazellulire Konzentration
sowoh! dber eine Induktion der Synthese als auch Uber eine Steuerung der
Membranpermeabilitit geregelt wird (Ch. Pfaff). Der Transport zeigt geringe
Substratspezifitit und wird durch eine Reihe von ,Anionenkanalblockern“ gehemmt.
Paralle! dazu wurde mRNA aus den Zellkulturen isoliert und in Oozyten exprimiert (H.
Schutz). Die Sorbitaufnahme von Oozyten wurde durch die Expression der TALH-mRNA
um das Drei- bis Funffache gesteigert. Das exprimierte Transportsystem zeigte die
gleichen Eigenschaften wie das in den Plasmamembranvesikeln untersuchte System.
Damit sind die Voraussetzungen flr die angestrebte Expressionsklonierung des
Transportsystems gegeben. -

Im Rahmen der Untersuchungen Gber die Mechanismen der Wirkung von Schwermetallen
auf epitheliale Transportprozesse wurden Experimente an der Rektaldrise des Dornhaies
(Squalus acanthias) durchgeflihrt. Die Rektaldriise ist ein Modellsystem zum Studium von
Epithelien, die aktiv Chlorid transportieren, wie z.B. die der TALH. An isolierten
Plasmamembranen wurde die  Wirkung organischer und  anorganischer
Quecksilberverbindungen auf die Aktivitdt des Na-K-2Cl-Kotransportsystems untersucht.
Dabei ergab sich, daB das anorganische HgCl, eine sehr viel starkere Hemmung bewirkte
als die organischen Verbindungen. Die molekulare Basis flir diesen Unterschied scheint in
einer spezifischen Anordnung von Cysteinresten in der Proteinstruktur des
Transportsystems zu liegen.

Im Rahmen des Vereins zur Férderung der biomedizinischen Wissenschaft in Dortmund
e.V. wurden zwei Tierversuchsprojekte von Kollegen aus chirurgischen Abteilungen
betreut: 1. Untersuchungen ({ber eine mdgliche pharmakologische Beeinflussung
mikrochirurgisch anastomosierter Gewebetransplantate in der Gesichtschirurgie zur
Minimierung des Reperfusionstraumas und damit zur Vermeidung von Gewebenekrosen
(G. Nehse) und 2. Untersuchungen zu einer schnelleren und vollstandigeren
Nervenregeneration nach freier Nerventransplantation in Verbindung mit mikrovaskulér
verpflanztem Omentum majus (F.M. Hasse, F. Castenada).
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3. Arbeitsgruppe Prof. Dr. R.K.H. Kiinne
Mitarbeiter: D. Magdefessel, Dr. H.-G. Bauernschmitt, A. Determann, Dr. P. Herter, Dr. T.
Kiese, Dr. E. Okamoto, B. Ruhfus

Im Rahmen der molekularen vergleichenden Physiologie von Natrium-Kotransportsyste-
men wurde mit Untersuchungen der Na-Phosphat-Kotransportsysteme in der Niere und im
Darm der Flunder (Pseudopleuronectes americanus) begonnen. An isolierten Birsten-
saummembranvesikeln wurden Transportstudien durchgefiihrt, in denen insbesondere die
Stéchiometrie und die pH-Abhéngigkeit der Systeme bestimmt werden sollten. Dabei
zeigte sich fur beide Transportsysteme eine Aktivierung der Phosphataufnahme durch
Natrium mit einem Hill-Koeffizienten von 2,5, was auf eine Wechselwirkung von 3 Natrium-
ionen mit dem System hinweist und auf eine gemeinsame Translokation von 3 Natrium-
ionen und einem Phosphation hindeutet. Beide Systeme wurden auBerdem durch eine
Absenkung des pH im Inkubationsmedium stimuliert. Letztere Beobachtung steht im Ge-
gensatz zu Befunden an Na-Phosphat-Kotransportsystemen von Sdugern; ebenso spricht
die hohe Stdchiometrie des intestinalen Transportsystems (beim Saugetier nur 1) fir in-
teressante funktionelle Untérschiede innerhalb der verschiedenen Spezies. Diese
,phanomenologischen Daten“ sollen gemeinsam mit den molekularbiologischen Daten
(siehe Arbeitsbericht A. Werner) zur Aufklarung der Struktur-Funktionsbeziehungen bei
Kotransportsystemen dienen (E. Kinne-Saffran).

Um die bei der Volumenregulation der Sammelrohrzellen der Niere ablaufenden intrazellu-
laren Signalibertragungswege besser zu charakterisieren, wurde die Rolle von G-Protei-
nen bei der Steuerung der Zellmembranpermeabilitét fur organische Osmolyte untersucht.
Dabei ergab sich, dal Pertussis Toxin die durch hypotonen Schock hervorgerufene Frei-
setzung von Sorbit und Betain hemmte, wahrend der Efflux der Osmolyte
Glycerophosphorylcholin und myo-Inosit unveréndert blieb. Entsprechend stimulierte
Mastoparan in isotonem Medium die Freisetzung von Sorbit und Betain. Dies weist auf
eine Beteiligung von G-Proteinen bei der Volumenregulation hin. Der genaue Angriffsort
bleibt dabei noch zu klaren (B. Ruhfus). Zum Teil scheinen dabei Verdanderungen des
intrazellularen Calciums eine Rolle zu spielen (H. Tinel).

Im Rahmen der Férderung der Zusammenarbeit mit anderen Institutionen wurden die
molekularbiologische Diagnostik von HIV-Infektionen (T. Kiese, A. Determann, gemein-
sam mit Prof. Schwarze, Pathologisches Institut der Stadt. Kliniken Dortmund) und Unter-
suchungen zur Wirkung von Interferonen auf Blasenzelltumoren (E. Okamoto, gemeinsam
mit Prof. Sékeland, Urologische Klinik der Stadt. Kliniken Dortmund) betreut.
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4. Arbeitsgruppe Dr. C.T. Lin
Mitarbeiter: H. Kipp, K. Rosenthal, H. Sauerwald, S. Wielert

Suche der z len Bin n Tran rs i r_intakten Bii n-
saummembran

Zur Fortsetzung unserer Programme wurden folgende Strategien gelegt:

1) F tellun ientieru I

Membranregi i +/D-Gl -

Es wurden sechs Peptide (A3-A17, A49-A64, A90-A104, A229-A242, A446-A458 und
A618-A625) von verschiedenen Stellen der Schleifen (extra- und intrazelluldre Seiten)
ausgesucht und entsprechende polyklonale Antikérper erzeugt. Experimente an der intak-
ten Zellmembran von Xenopus laevis Oocyten mit diesen Antikdrpern sollten den Schiliis-
sel zur Lokalisierung der-einzeinen Peptide darstellen (Arbeit von Dr. Sauer). Die Spezi-
fizitét der Antikdrper wurde weiterhin mit Hilfe von Western Blots auf den solubilisierten
Membranen von LLCPK,-Zellen, Schweine- und Kaninchennieren getestet. Es wurde ein
Polypeptidband bei 78 Kd als ein hochgradig wahrscheinlicher Kandidat des Transporters
mit dem Antikdrper von A3-A17 festgestelit. Es wird versucht, ob das Transportprotein mit
Hilfe dieses Antikérpers rein erhalten werden kann.

2) F ] T -[Bindun rh wi r zifisch
Bi lle de ran

Fur diesen Zweck wurde eine Reihe von hochspezifischen Alkyl-D-glukosiden sowie pho-
tochemisch reaktives und radioaktiv markiertes 6-Diazirino-B-decyl-[3H]gIukosid syntheti-
siert. Die Hemmungsversuche  zeigten, daR die Hemmung der Na’/D-Glukose-Ko-
transportaktivitdt von der Kettenldnge der Alkylreste abhéngig ist. Eine maximale
Hemmung besteht fiir C,=9. In einem Testexperiment wurde eine effektive und Na*-selek-
tive Markierung der Birstensaummembranen von Kaninchennieren mit Diazirino-
[’H]glukosid beobachtet.

3) Abschit ler Gestalt der Zentralbind tell
Zur Erganzung der Hemmungsstudien wurden detaillierte Konformationanalysen
zahlreicher Glukoside aufgrund von Kraftfeldberechnungen und anschlieBender CoMFA
(Comparative Molecular Field Analysis) durchgefiihrt. Als vorldufiges Ergebnis kann eine
Korrelation der Hemmungsstérke der Alkylglukoside mit der Kettenldnge erkannt werden,
die in relativ guter Ubereinstimmung mit der Strukturvoraussage liegt. Die Gestalt des
Bindungszentrums soll hiermit approximiert werden.
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5. Arbeitsgruppe PD Dr. F. Wehner
Mitarbeiter: G. Beetz, S. Boese, A. Giffey, S. Rosin-Steiner, Dr. H. Sauer, H. Tinel

(1) Die regulatorische Volumenzunahme von Ratten-Leberzellen erfolgt Uber die Aktivie-
rung einer Na'-Leitfahigkeit. In der Folge erhéht sich die intrazelluldre Na'-Konzentration,
die Na'/K*-ATPase wird stimuliert und der K'-Gehalt der Zellen steigt. Eine gleichzeitig
erfolgende Aktivierung des Na'/H*-Austauschers ist fir die Erhéhung der intrazellularen
Na’-Konzentration nur von untergeordneter Bedeutung (G. Beetz, A. Giffey, S. Rosin-
Steiner, H. Sauer, in Zusammenarbeit mit R.K.H. Kinne und H. Schiitz).

(2) Mit Hilfe von lonen-sensitiven Mikroelektroden wird z.Zt. die Wirkung von hypotonem
StreR auf die intrazelluldren Na’-, K'- und ClI'-Konzentrationen von Leberzellen untersucht
(S. Rosin-Steiner).

(3) Bromosulphthalein, das Uber den Bilirubin-Transportweg in Leberzellen aufgenommen
wird, fuhrt zu einer deutlichen Hyperpolarisation des Membranpotentials. Kabelanalysen
und lonen-Substitutionsversuche zeigen, daR dieser Effekt wahrscheinlich auf einer Erho-
hung der K*-Leitfahigkeit-beruht (G. Beetz).

(4) Die vergleichenden UnterSuchungen zur Wirkung verschiedener Gallensauren auf das
Membranpotential von Ratten-Leberzellen wurden fortgesetzt und stehen kurz vor ihrem
AbschluR (G. Beetz).

(5) In Sammelrohrzellen der inneren Medulla (IMCD) der Rattenniere fiihrt hypotoner
StreB zur Aktivierung einer Anionen-Leitfahigkeit folgender Selektivitdt: SCN" > ' > NO;” >
Br > Ci > F* > Isethionat > Glukonat > Aspartat > Glutamat. Die Leitfahigkeit benétigt zu
ihrer Aktivierung intrazellulares ATP, ist auch fiur den Osmolyten Taurin permeabel, wird
durch extrazellulares ATP und verschiedene Kanal-Blocker (SITS, Niflumarat, NPPB) ge-
hemmt, inaktiviert bei Depolarisation Gber 50 mV und entspricht auf molekularer Ebene
einem Cl--Kanal mit einer Leitfahigkeit von 50 pS (S. Boese).

(6) Die regulatorische Volumenabnahme von IMCD-Zellen wird von einer biphasischen
Erhéhung der intrazellularen Ca™*-Konzentration begleitet. Die transiente, erste Phase
spiegelt eine Ca''-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern wider, an der G-Proteine,
Phospholiphase A und C, Proteinkinase C und Arachidons&ure beteiligt sind. Diese Frei-
setzung ist in der zweiten Phase eine Voraussetzung fiir die Aktivierung eines Ca"*-Ein-
stroms durch Ca**-Kanéle in der Plasmamembran, die wahrscheinlich eine mit Rezeptor-
aktivierten Kanalen ahnliche Charakteristik besitzt (H. Tinel).

(7) Unter hypotonem StreR zeigen IMCD-Zellen Ca**-Oszillationen und eine Azidifizierung

des zellularen pH-Wertes, die mit Hilfe spezifischer Hemmstoffe naher untersucht wurden
(H. Sauer).
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5. Arbeitsgruppe Dr. A. Werner
Mitarbeiter: B. Hilseweh, B. Kohl, H. Rimpel, U. Strunck

Unsere Arbeitsguppe bearbeitet den Transport von anorganischem Phosphat auf
zellularer Ebene. Als Modell dazu dient das klonierte Na-abhéngige Phosphat-
Transportsystem aus der Flunderniere (Flunder NaPi-ll). Dabei stehen Fragen der
Struktur-Funktions-Beziehung und die evolutionare Entwicklung des Na/P; Transporters im

Vordergrund. Da das Transportprotein erst im vergangenen Jahr kloniert wurde,
etablierten wir vorrangig biologische Systeme und Methoden fiir weiterfuhrende
Untersuchungen.

Antikérper: In einem ersten Schritt wurden Antiseren gegen den N- und den C-Terminus
des Proteins sowie gegen drei hydrophile Regionen hergestellt. Das Antiserum gegen das
N-terminale Peptid erkennt ein Protein von ca. 65kD auf Western Blots. Allerdings wird
das Resultat noch durch hohe Hintergrundsignale beeintrachtigt. An Schnitten von
Flundernieren féarbt das Antiserum spezifisch die basolaterale Membran von proximalen
Tubulus-Segmenten Tyg,llﬁ (P. Herter). Somit ist das klonierte System vermutlich
mitverantwortlich fiir die renale Phosphatsekretion.

Klonierung weiterer Phosphat-Transportsysteme: Die Northern Blot Analyse von
mRNA aus verschiedenen Flundergeweben zeigte NaPi-ll verwandte Transkripte in
diversen Organen, unter anderem in Darm, Hirn und Gonaden. Das System aus dem
Darm wurde bereits kloniert und charakterisiert. Dabei stellte sich heraus, dass renaler
und intestinaler Transporter in Funktion und Struktur identisch sind. Mégliche
Kontaminationen wurden mit Hilfe von RT-PCR-Experimenten ausgeschlossen. Die
Klonierung der Systeme aus Hirn und Gonaden ist noch nicht abgeschlossen.

Heterologe Expression in SF9 Zellen: Sowchl der Na/P; Kotransporter aus der

Flunderniere wie auch das renale Na/Glukose Kotransportsystem des Kaninchens wurden
in fur das Baculovirus-Expressionssystem geeignete Vektoren kloniert (pVL1392 und
Derivate). Die Sequenzierung der Schnittstellen bestétigten die korrekte Orientierung der
Inserts. Die Kotransfektion der SF9 Zellen mit Vektor und Virus-DNA sowie die
funktionelle Charakterisierung der Transformanten steht noch an.

Genomische Oraganisation von Flunder NaPj-ll: Die genomische Struktur von Flunder
NaPi-ll wurde im vergangenen Jahr weitgehend aufgeklart. Dafir wurden einzelne
Abschnitte genomischer DNA mit Hilfe von PCR amplifiziert, kloniert und sequenziert. Die
5-und 3'-flankierenden Genabschnitte werden mittels “"unpredictibly primed PCR"
charakterisiert. Nach den bisher vorliegenden Resultaten besteht das Gen aus 11 Exons
und 10 meist kirzeren Introns. Interessanterweise befindet sich zwischen den eng
geclusterten transmembranalen Doménen das einzige grosse intron von mehreren
tausend Basenpaaren Linge. Dies lasst eventuell Riickschlisse auf die Entwicklung des
Na/P; Kotransporters zu: Das aktuelle Protein bestlinde demnach aus zwei urspriinglich

unabhéangigen funktionellen Einheiten.
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7. Arbeitsgruppe PD Dr. Karl Zierold
Mitarbeiter: Dirk Badt, Sabine Dongard

Meine Arbeit konzentrierte sich auf zwei methodische Schwerpunkte:

K . . snai
von il Eunkti tand
Die Réntgenmikroanalyse im Rastertransmissionselektronenmikroskop wurde bei mehre-
ren Projekten in Zusammenarbeit mit Wissenschaftlern innerhalb und auRerhalb des Insti-
tuts zur Lokalisation intrazellularer Elemente verwendet. Sie diente auch zur Messung der
Elektrolytionenverteilung in kultivierten Rattenleberzellen in Abhangigkeit von der
Schwermetallkonzentration im umgebenden Extrazelluldrmedium. Vorversuche im ver-
gangenen Jahr hatten ergeben, dal das intrazellulare K/Na-Verhéltnis sehr empfindlich
auf Kulturbedingungen und die Zusammensetzung des Kulturmediums reagiert. Nun
konnte gezeigt werden, dal Cadmium, Blei oder Quecksilber in einer Konzentration von
wenigen pMol/l im Kulturmedium bereits nach 10 Minuten zu einer erheblichen Abnahme
des intrazelluldren K/Na-Verhéltnisses und zu einer Anreicherung von Calcium in den Mi-
tochondrien fithrt. Vermutlich ist das réntgenmikroanalytisch gut meRbare K/Na-Verhaltnis
ein deutlich empfindlicheres MaR fiir die Zellvitalitat als die erst in einem spéteren Stadium
der Zellschadigung sichtbaren morphologischen Veranderungen. Die Versuche werden
fortgesetzt.

Ziel dieses Projekts ist die Abbildung von biologischen Membranen und Intramembran-
proteinen in verschiedenen funktionellen Zustdnden mit hoher rdumlicher Auflésung.
Dieses Ziel soll durch die kraftmikroskopische Abbildung von Membranen und Gefrier-
bruchflichen kryofixierter Zellen im gefroren-hydratisiertem Zustand ohne die fiir die Elek-
tronenmikroskopie erforderliche Schwermetall-kontrastierung bzw. - beschichtung erreicht
werden. Hierzu wurde in Zusammenarbeit mit der feinmechanischen Werkstatt ein Ul-
trahochvakuum-Behdlter konstruiert, der den mit flissigem Stickstoff abkihlbaren
Kryostaten mit dem eigentlichen Kraftmikroskop aufnehmen soll. Der Kryostat ist noch in
Arbeit. Der Einbau eines Kryotransfersystems ist in Planung. Die Leistungsfahigkeit des
Kraftmikroskops bei tiefer Temperatur (Schwingungsverhalten, Temperaturdrift, Auflé-
sung) soll an Testpréparaten bekannter Struktur und Zusammensetzung (z.B. Glimmer)
erprobt werden, danach sind erste biologische Prédparate wie isolierte Fragmente der

Purpurmembran oder Gefrierbruchflichen von Hefezellen fir die Abbildung bei tiefer
Temperatur vorgesehen.
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ABTEILUNG Ili: PHYSIKALISCHE BIOCHEMIE
(Leitung: Prof. Dr. R. Goody)

Die Abteilung physikalische Biochemie befat sich mit der Untersuchung von Struktur-
Funktionsbeziehungen an Proteinen und Systemen von Proteinen. Hierbei geht es um
detaillierte Studien der Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Substraten (bei Enzy-
men) und der Wechselwirkung zwischen Proteinen und anderen Proteinen oder anderen
Makromolekilen (z.B. Nukleinsduren). Die Ebene dieser Untersuchungen reicht bis in den
Bereich der einzelnen Atome. Als Methoden spielen Strukturbestimmungen (in erster Linie
iber Proteinkristallographie), schnelle Reaktionskinetiken, Spektroskopie, Gentechnologie
und Chemie, sowie diverse Biochemie-Methoden eine wichtige Rolle. Eine Besonderheit
der Abteilung ist der Versuch, die Méglichkeiten der Proteinkristallographie (hohe raumli-
che Auflésung von Strukturen) mit den Méglichkeiten der Reaktionskinetik (hohe zeitliche
Auflésung) zu kombinieren, um dynamisch Prozesse in Makromolekuilen direkt sichtbar zu
machen. Zu diesem Zweck wi_rd die Proteinkristallographie mit Blitzphotolyse, Temperatur-
anderungen oder Druckdnderungen als Initiationsmethoden erganzt. Biologische
Systeme, die mit diesen Methoden untersucht werden, sind u.a. Phosphotransferasen
(ATPasen, GTPasen, Kinasen), DNA-Polymerasen, DNA-Methyltransferasen und Pro-
teine, die Licht als Signal oder Energiequelle verwenden.
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1. Arbeitsgruppe Dr. M. Engelhard

Mitarbeiter: Dr. I. Chizov, M. Eilers, H.-J. Henrich, I. Hohenfeld, S. Mattar, R. Miiller,
M. Peters, A. Scholz, J. Volkmann, R. Wittenberg

Ar ielle A

Natronobacterium pharaonis, ein haloalkaliphiler Aerobier aus den oberagyptischen Salz-
seen, ist normalerweise eine obligat aerobe Spezies. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dal die Licht-getriebene Chloridpumpe Halorhodopsin ein phototrophes Wachstum er-
maoglicht. Der von Halorhodopsin aufgebaute Chlorid-Gradient wird direkt zur Synthese
von ATP umgesetzt. Unter aeroben Bedingungen benutzt N. pharaonis eine relativ einfach
aufgebaute Atmungskette. Als Hauptkomponenten konnten Cytochrom ba,, Cytochrom bc
sowie Succinatdehydrogenase (SDH) aufgereinigt und charakterisiert werden. Zusitzlich
wurde ein Cytochrom c sowie Ferredoxin aus dem Cytoplasma isoliert. Die Re-
doxpotentiale dieser Proteine erlaubt eine vorlaufige Gliederung der Atmungskette : SDH
— Cytochrom bc — Halocyanin — Cytochrome ba,. Diese Anordnung der Elektronen-
transferproteine setzt eine perisplasmatische Lokalisation des Halocyanins voraus, welche
durch immunologische Experimente mit Antikérpern (gerichtet gegen Halocyanin) auch
wahrscheinlich gemacht werden konnte. Aminoséuresequenzen von Cytochrom ba, er-
méglichten die Klonierung eines Fragmentes, das fur Untereinheit | und [l einer (z.B. mito-
chondrialen) Endoxidase kodiert. Die fir Untereinheit 1l kodierende Sequenz konnte be-
stimmt werden. Sie zeigt Homologien zur entsprechenden Untereinheit || aus Thermus
thermophilus oder Sulfolobus acidocaldarius.

Das periphere Membranprotein Halocyanin wurde spektroskopisch (FTIR mit W. Mantele,
Erlangen; Resonanz Raman mit P. Hildebrandt, Milheim) analysiert. Zur weiteren struktu-
rellen Charakterisierung wurde ein Expressionssystem fir das wasserlésliche blaue Kup-
ferprotein in E. coli etabliert. -

nsorisch i -
FTIR Messungen (mit F. Sieberg, Freiburg) an dem photophoben Rezeptor pSR-I! bewie-
sen die Protonierung einer Carboxylgruppe (wahrscheinlich Asp 75) wahrend der Bildung
des langlebigen Intermediates pSR-ll35. Ob diese Beobachtung einen Signaltrans-
duktionsmechanismus nahelegt, der, dhnlich wie bei Rhodopsin, auf einer Neutralisierung
der protonierten Schiff Base und des Gegenions beruht, bleibt nachzuweisen.
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2. Arbeitsgruppe Dr. M. Geeves
Mitarbeiter: N. Adamek, G. Holtermann, Dr. M. Ritchie

M i i l

Last year we established that a large body of apparently incompatible information on the
regulation of muscle contraction, going back over 20 years, could be explained if the
muscle thin filament existed as an equilibrium between three states: blocked; which allows
no interaction with the myosin crossbridges; closed: which allow the myosin crossbridges
to bind to actin but not generate force, and open; which allows the crossbridge to bind and
generate force/movement with actin. This year we have characterised this model in detail
and shown how the equilibrium between blocked and closed states depends upon the
calcium concentration (the trigger for muscle contraction) and on experimental conditions
such as temperature ionic strength. These have demonstrated that the model works under
all conditions. Furthermore at 37 °C the working temperature of mammalian muscle the
system is far from being completely turned off as had previously has assumed and this
emphasises the importance of examining the behaviour of proteins in their normal working
environment. In an exteﬁSion. of this work a collaboration has begun with Professor Heil-
meyer (U. of Bochum) to characterise the regulatory proteins from cardiac muscle and the
effects of phosphorylation of these proteins.

Sabine Schaertl - Diplomarbeit: Frau Schaertl was able to continue the established
collaboration with Dr. S.S. Lehrer of the BBRI Boston, USA. This used a fluorescent label
covalently attached to tropomyosin which reports the closed to open transition of the actin
thin filament. This work established that troponin has two separate functions in muscle
regulation: promoting cooperativity between actin;Tm structural units along the filament in
addition to its role in binding calcium and switching the filament into the open state.
Preliminary studies were completed on the differences between tropomyosins isolated
from skeletal and smooth muscles.

Dr. David Smith spent six months here during which time he was able to use the
extensive computing facilites to develop a mathematical model of the molecular
mechanism of force generation in muscle. This model took the ‘simple’ biochemical model
of the actomyosin ATPase which my group had developed over the last 10 years and
applied it to the same proteins working within the 3D lattice of muscle. This model worked
remarkably well and demonstrated that few changes are required in the behaviour of the
proteins to account for a wide range of physiological observations.

Dr. Paul Attwood spent four weeks here characterising the nucleotide binding properties
of pyruvate carboxylase. This enzyme catalyses the interconversion of pyruvate and
oxaloacetate and is a central enzyme in intermediary metabolism at the meeting point of
sugar metabolism and the TCA cycle and as such its regulation is important for the overall
control of metabolism. The studies established an important first step in understanding the
molecular mechanism of this enzyme which has been extensively studied but few details
of its mechanism are well described at the molecular level.
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3. Arbeitsgruppe Prof. Dr. R. Goody

Mitarbeiter: C. Riemer, A. Beste, B. Grube, D. Grining, Dr. W. Hofmann-Goody,
R. Krebs, M. Rohpeter, |. Simon, M. Souquet, H. Tarrach, Dr. S. Thrall,
Dr. B. Wéhrl, M. Wischnewski, K. Vogel-Bachmayr

HIV

Untersuchungen Uber den Mechanismus der Reversen Transkriptasen aus HIV-1 und
HIV-2 haben zur Aufkldrung des kinetischen Mechanismus des Enzyms gefiihrt. Diese
Studien flihrten zur ldentifizierung des Schrittes in dem Mechanismus, der durch die so-
genannten nicht-nukleosidischen Inhibitoren gehemmt wird. So konnte gezeigt werden,
dal der chemische Schritt (Ubertragung eines Desoxynukleosidmonophosphats) direkt
inhibiert wird. Diese Ergebnisse sind von Bedeutung fir die Entwicklung von Hemmstoffen
der Reverse-Transkriptase als Chemotherapeutika. Eine weitere Méglichkeit zur Hem-
mung der Aktivitat, die durch die Arbeit der Gruppe identifiziert wurde, ist eine Stérung der
Dimerisierung des Enzyms, das in der aktiven Form als Heterodimere vorliegt. So konnten
Peptide identifiziert werden, die diesen Vorgang und somit die enzymatische Aktivitt
hemmen. )

GTP-bindende Proteine

Die kinetischen Eigenschaften von verschiedenen GTPasen sind in Zusammenarbeit mit
anderen Arbeitsgruppen untersucht worden. Darunter fallen die kieinen GTP-bindenden
Proteine H-ras p21 und Ran (Zusammenarbeit mit der Abteilung Wittinghofer), Rab5 und
Rab7 (Zusammenarbeit mit M. Zerial, EMBL, Heidelberg) und EF-Tu (Zusammenarbeit mit
M. Sprinzl, Bayreuth). Diese Untersuchungen bilden zusammen mit den Kristallstrukturen
der Proteine eine Grundlage fir die Aufklarung der Wirkungsweise solcher Proteine bei
Signaltransduktion, Kontrolle von Transportprozessen und Proteinbiosynthese.



24

4. Arbeitsgruppe Dr. J. Reinstein
Mitarbeiter: P. Herde, H.-P. Schuster, H. Theyssen

Zur Familie von ubiquitdren Hitzeschockproteinen gehéren die nach ihrem Molekular-
gewicht von etwa 70 kD benannten molekularen Chaperone Hsp70. Diese Klasse von
Proteinen besitzt unter anderem die interessante Eigenschaft denaturierte oder nur teil-
weise gefaltete Proteine vor Aggregation und damit irreversibler Denaturierung zu
schitzen, indem sie diese spezifisch erkennen und binden und unter Spaltung von ATP
wieder freisetzen. Es zeigt sich immer mehr, da Chaperone nicht nur der Zelle helfen
Stressituationen zu dberwinden, sondern auch z.B. der reguléren Proteinfaltung assistie-
ren indem sie mit der naszierenden Polypetidkette direkt an den Ribosomen wechselwir-
ken. Der N-terminale Teil von DnaK, dem Hsp70 Analog von E. coli, spaltet ATP zu ADP
und Pi (ATPase-Doméne) wéhrend der C-terminale Teil vermutlich fur die Pro-
tein/Peptidbindung verantwortlich ist (Peptidbindungs-Domaéne).

Wir interessieren uns prirpér"dafﬁr, wie die chemische Energie, die bei der Hydrolyse von
ATP freigesetzt wird, mit strukturellen Verénderungen an der Substrat (Peptid) Bindungs-
doméne gekoppelt ist, die letztendlich in einem nativ gefalteten Protein resultieren. Die
Synthese eines fluoreszierenden ATP Analogs das bei der Bindung an DnaK ein starkes
Fluoreszenzsignal erzeugt, ermdglicht es uns die Wechselwirkungen von Nukleotiden mit
DnaK genau und auch in einem Zeitbereich bis wenige Millisekunden zu detektieren.
Damit und mit der Technik der Quench Flow Kinetik sollte die Méglichkeit gegeben sein
den kinetischen Mechanismus von DnaK aufzuklaren und kurzlebige, aber eventuell funk-
tionell relevante Intermediate zu erkennen. Ein fluoreszenzmarkiertes Peptidanalog solite
dann analoge Messungen fir die Peptidbindungsstelle erlauben.

Die molekularen Chaperone GrpE und DnaJ bilden Komplexe mit DnaK und assistieren
bei der Renaturierung von Proteinen. lhr Einfluss auf den katalytischen Mechanismus von
DnaK sowie die Bestimmung ihrer Struktur mittels rontgenkristallographischer Untersu-
chungen ist ein weiteres Ziel der geplanten Untersuchungen. Mit derart nukleotidbefreitem
Protein konnte mittels Quench flow Analyse gezeigt werden, da der ratenlimitierende
Schritt der ATP Hydrolyse eindeutig die Hydrolyse selbst oder eine ihr vorgelagerte
Konformationsénderung ist. Die fluoreszierenden Analoge von ADP bzw. ATP erlaubten
dann Messungen der Bindungsaffinitaten dieser Fluorophore, aber auch in Konkurrenz-

titrationen die von ADP, ATP (in Abwesenheit von des katalytischen Mg2+ lons) sowie
GDP und des nicht hydrolysierbaren ATP-Analogs AMPPNP. Es zeigte sich, daR ADP,
ATP und AMPPNP mit vergleichbaren Affinitaten im Bereich von Kd = 0.1 bis 1 uM an
DnaKyt sowie E171A binden, wéhrend GDP mit deutlich verringerder Affinitit bindet. Dies

zeigt, dal die biologisch inaktive Mutante E171A nicht wegen einer veranderten Nukleo-
tidbindung inaktiv ist. Diese Mutante ist demnach entkoppelt und nimmt mithin eine zen-
trale Rolle in der Aufklarung des Kopplungsmechanismus ein.
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5. Arbeitsgruppe Dr. I. Schlichting

Wir interessieren uns fiir das Zusammenspiel von Struktur und Funktion in Proteinen und
untersuchen dieses im wesentlichen réntgenkristallographisch. Fiir das Verstandnis des
Reaktionsmechanismus eines Enzyms oder Proteins reicht es namlich nicht aus, den zeit-
lichen Verlauf der Reaktion zu kennen; zur vollstéandigen Beschreibung des molekularen
Mechanismus ist auch die Kenntnis der Raumstrukturen der Ausgangs- und Endzustande
sowie die aller Zwischenstufen notwendig. Letztere kristallographisch zu bestimmen, ist
aufgrund der grofen Kluft zwischen der Lebensdauer eines Intermediats einerseits und
der langen Mefzeit andererseits, nicht trivial. Ein groBer Teil unserer Arbeit besteht des-
halb darin, Wege zu finden, die Reaktion im Kristall schnell, schonend und gleichfhéaig zu
starten, Nachweismethoden zu etablieren, mittels derer die Umwandlung der Reaktanden
im Kristall verfolgt werden kann und die Intermediate lange genug fur die Datensammiung
zu stabilisieren. In den letzten Jahren haben wir u.a. die Karbonmonoxyd (CO) Bindung in
Myoglobin untersucht. Nach Spaltung der Bindung zwischen CO und dem Ham-Eisen
durch Licht wird ein Intermediat gebildet, in dem sich das CO noch in der Bindungstasche
befindet. Dieser Zustand 'lebt' bei Raumtemperatur nur eine Milliardstelsekunde; um ihn
ausreichend fir die Rdntgendatensammlung zu stabilisieren, wurden die Kristalle auf
Heliumtemperaturen (20K) gekuhit. Dadurch war es méglich, Raumstrukturen von Myo-
globin vor, wéhrend und nach der Bindung von Karbonmonoxyd zu bestimmen. Diese
Messungen stellen nicht nur einen technischen Meilenstein in der Tieftemperatur-Protein-
kristallographie dar, sondern erlauben auch neue Aussagen iiber den Mechanismus der
Ligandenbindung in Myoglobin im speziellen und der Familie der Hamproteine im allge-
meinen.
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6. Arbeitsgruppe Dr. R. Seidel:
Mitarbeiter: M. Hilseweh, M. Wischnewski

Die Phototaxis in Halobakterien wird durch zwei Rezeptoren die sensorischen Rhodopsine
SR-l und SR-Il vermittelt. Die Gene flir den sogenannten Blaulicht oder auch photophoben
Rezeptor (sensorisches Rhodopsin Il) wurden erstmalig aus zwei Spezies, dem halophilen
Bakterium Haloarcula vallismortis (vsopll-Gen) (Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe D.
Oesterhelt am MPI Biochemie, Martinsried) und dem haloalkaliphilen Bakterium Natro-
nobacterium pharaonis isoliert (psopll-Gen) und die DNA-Sequenz eines etwa 3.0 kBp
genomischen Bereichs bestimmt (Zusammenarbeit mit M. Gautel, EMBL Heidelberg). Ein
Sequenzvergleich mit den bekannten Retinalproteinsequenzen aus Archea zeigt, daB
beide SR-Il Proteine zu einer neuen Untergruppe der Retinalproteinfamilie gehéren. Durch
die Analyse der genomischen Region konnte ein weiterer unmittelbar vor dem sopl/i-Gen
liegender Bereich identifiziert werden, dessen Sequenz fiir das ‘halobacterial transducing
rhodopsin-II' (Htr-Il) kodiert, welches analog zu Htrl (halobacterial transducer of sensory
rhodopsin 1) in Halobacterium salinarium und den bekannten chemotaktischen Methyl-ak-
zeptierenden Proteinen (MCP) aus E. coli, das nachste Glied in der Signaltransduktions-
kette darstellt. Mit Hilfe der RT-PCR konnte gezeigt werden, das beide Gene von einem
Promotor als ein gemeinsames Transkript gebildet werden. Dieser Transkriptionskomplex,
bestehend aus dem Gen fur das sensorische Rhodopsin Il (sop/l) und dem davor liegen-
den htrll-Gen, spiegelt auch die enge funktionelle Beziehung der beiden Proteine in der
Transduktionskaskade wieder. Aufgrund der hohen Sequenzéhnlichkeiten zwischen Htr-l
und Htr-Il kann ein gemeinsames Prinzip der Signaltransduktion in den extremen Halophi-
len angenommen werden.

Zur Zeit wird an der Entwicklung eines Expressionssystems fur diese Proteine gearbeitet.
Im Vordergrund steht dabei die zellfreie Expression des SR-ll oder entsprechender SR-I
Mutanten mit S-30 Extrakten von E. coli, sowie auch die direkte heterologe Expression in
E. coli. Erste Ergebnisse zeigen, dal das Protein in ausreichenden Mengen zellfrei ex-
primierbar ist. Nach der Regenerierung mit Retinal und der Rekonstitution sollen mit die-
sen Proteinen Untersuchungen (FTIR, NMR) durch gefiihrt werden, wobei die Beantwor-
tung von Fragen der Funktionsweise des photophoben Rezeptors und seine Anbindung

an den Signaiweg von zentraler Bedeutung in unserer gegenwartigen Forschungsarbeit
ist.
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7. Arbeitsgruppe Dr. E. Weinhold
Mitarbeiter: Nathalie Bleimling, Birgit Holz, Heike Pues und Julian Wolcke

Schwerpunkt unserer Arbeitsgruppe ist die Untersuchung der Beziehung zwischen Struk-
tur und Aktivitat von DNA-Methyltransferasen. DNA-Methyltransferasen katalysieren die
Ubertragung der aktivierten Methylgruppe des Cofaktors S-Adenosyl-L-methionin auf die
N6-Position von Adenin oder auf die N4- bzw. C5-Position von Cytosin innerhalb von dop-
pelstrangiger DNA. Die DNA-Methylierung, die formal eine Erhséhung des Informationsge-
halts der DNA darstelit, hat sowohl bei den Prokaryonten als auch den Eukaryonten eine
Vielzahl von biologischen Aufgaben. In Prokaryonten dient die DNA-Methylierung vor
allem zum Schutz vor endogenen Restriktionsendonucleasen. AuRerdem spielt die DNA-
Methylierund eine wichtige Rolle bei der von Reparaturenzymen katalysierten Korrektur
von Basenfehlpaarungen, die bei der Replikation der DNA entstehen konnen. Des
weiteren wurde ein Einflul® der DNA-Methylierung auf die Genexpression beobachtet.

Im Gegensatz zu den '(C5-Cytosin)-Methyltransferasen wurden die (N6-Adenin)-MethyI-
transferasen bisher recht wenig untersucht. Eine besonders interessante (N6-Adenin)-

Methyltransferase ist die DNA-Methyltransferase aus Thermus Aquaticus (M-Tagql), da es
in der Arbeitsgruppe von W. Saenger (Freie Universitat Berlin) gelungen ist, die Struktur

von M-Tagl mit Hilfe der R'dntgenstrukturanawse zu bestimmen. Wir haben M-Tagl daher
in Escherichia coli iiberexprimiert und bis zur Homogenitat aufgereinigt. Das gereinigte
Protein haben wir mit Hilfe eines Aktivitatstests charakterisiert. AuBerdem haben wir mi
Hilfe der Kunkel-Mutagenese ortsspezifische Mutationen an verschiedenen Positioner

von M-Tagl eingefuhrt. Zum einen sollen Mutationen im aktiven Zentrum Auskunft tbe

katalytisch wichtige Amiposéurereste und den katalytischen Mechanismus von M-Tac
geben. Diese Mutanten werden z.Z. kinetisch untersucht, um einen Vergleich mit der
Wildtyp zu ermdglichen. Zum anderen haben Wir Mutationen auf der Oberflache de
Proteins eingefuhrt, um durch Storung der sehr engen Kristallpackung des Wildtyr
Cokristalle mit dem sperrigen DNA-Substrat herzustellen. Solche Cokristalle konnten n
dem Wildtyp bisher nicht erhalten werden. Erste réntgenspektroskopische Unters
chungen zweier Mutanten in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. W. Saend
haben allerdings noch nicht zum Erfolg geflhrt. Zur Untersuchung der Protein-DN
Wechselwirkung haben wir einen Gel-Mobilitatstest entwickelt, der es ermoglicht, die .

finitat von M-Tagl zu verschiedenen DNA-Substraten zu bestimmen. Auferdem haben
begonnen, durch chemische Synthese verschiedene nicht naturliche Basen in DNA €
zubauen. Eine besonders interessante Base stellt dabei das 2.Aminopurin dar, das
Adeninanalogon sehr gunstige Fluoreszenzeigenschaﬂen besitzt. Ein Vergleich der t
dungseigenschaften dieser modifizierten DNA mit der natirlichen DNA soll dann wertv

Hinweise Uber die molekulare Erkennung zwischen M-Taqgl und dem Substrat liefern.
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Z. Zt. dem Kollegium direkt unterstelite Arbeitsgruppen

1. Arbeitsgruppe Prof. Dr. H. Acker
Mitarbeiter: B. Bolling, W. Ehleben, E. Merten, T. Porwol, M. Wartenberg

Mikromilieubedingungen, wie sie durch den Sauerstoffdruck oder den pH-Wert in einem
Gewebeverband bedingt durch Metabolismus und Durchblutung vorgegeben sind, haben
eine groBe Bedeutung fur verschiedene Zellaktivitdten. Darunter zu nennen sind Zellpro-
liferation und Zellwachstum, der Energiestoffwechsel, lonenkanalaktivititen, der Kon-
traktionszustand der glatten Muskulatur, die Steuerung von Transmitterausschiittung oder
die Regelung von Hormonproduktion. Unsere Arbeitsgruppe bearbeitet insbesondere die
Signalwirkung des Sauerstoffes auf diese verschiedenen Zellfunktionen, wobei verglei-
chende Untersuchungen zwischen normalem Gewebe und Tumorgewebe vorgenommen
werden. Mit der Kenntnis des molekularen Mechanismus der Sauerstoffsignalwirkung
wollen wir Verbesserungen der Effektivitdt verschiedener TherapiemaRnahmen bei
Tumorerkrankungen erwirken. Wir haben als Sauerstoffsensor durch Absorptionsphoto-
metrie und Immunhistochemie eine NADPH-Oxidase charakterisiert, die nach unseren
Vorstellungen durch eine PO, abhédngige H,0, Bildung die Signalwirkung vermitteln
kénnte. Dieses Modell scheint fur die SchlieBung von Kaliumkanalen oder die Erhéhung
der Erythropietinproduktion unter Hypoxie von Bedeutung sein. Einige Tumorzellen wie
z.B. Melanomzellen scheinen nach unseren Untersuchungen durch eine solche Oxidase
die Interferon induzierte DNA Synthese und Apoptose zu vermitteln. Durch Mikroinjektion
von inhibierenden Peptiden, wie sie fiir die NADPH Oxidase der Leukozyten beschrieben
worden sind, wollen wir die Bedeutung der NADPH Oxidase in den von uns untersuchten
Zellsystemen verifizieren. Vorbereitende Schritte fur diese Experimente wurden dieses
Jahr vorgenommen. Da unsere Untersuchungen zum groRen Teil an dreidimensionalen
Gewebekulturen durchgefiihrt werden, haben wir methodische Vorkehrungen getroffen,
um Zellaktivititen im Gewebeverband mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie durch
optische Schnitte zu erfassen. Wir sind nun in der Lage, in Computeranimationen diese
Schnitte durch die Wahl geeigneter Objektive und Korrekturalgorithmen verzerrungsfrei zu
rekonstruieren. Dadurch gelingt es uns zum Beispiel dreidimensional die immunhisto-
chemische Lokalisierung von Proteinen in Zellen zu visualisieren oder Therapieerfolge
durch Behandlung mit Bestrahlung, Chemotherapeutika oder Zytokinen an Tumorzellver-
béanden durch die Bestimmung vitaler und lethaler Bereiche mit Hilfe von Fluoreszenz-
farbstoffen zu verifizieren.
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2. Arbeitsgruppe Dr. M.A. Delpiano
Mitarbeiter: C. Danz

Allgemeine Thematik: Patch clamp Untersuchungen von Membranstrémen und Mem-
brankanalen an sauerstoffrezeptiven Zellen (Glomus Typ-l Zellen, Endothelzellen, glatte
Muskelzellen)

1 ktv i nder r f di r réme von Kapillaren-
dothelzellen des Rattenhirns. Die durch Hypoxie, pH, NaCN und 2,4 DNP erzeugten An-

derungen der Membranleitfahigkeit fir K* und Ca2* Kanale wurden besttigt und die
Zellinie E49 als differenzierte Endothelzellen mittels einer spezifischen Autofluoreszens
Methode ( "acetylated-low densitity lipoprotein" (Dil-AC-LDL)) mit Hilfe von Dr. Hentschel
nachgewiesen. Abgeschlossen. Wird zusammengefallt zur Publikation.

2. Elektrische und pharmakologische Eigenschaften von T-Typ Ca2+-Kanilen von
Endothelzellen, (Zusammarb.: A. Cavalié, Universitdt Heidelberg). Abgeschlossen. Wird
zusammengefallt zur Publikation.

risch 2+ auf die Membr. rome von Izellen.
(Zusammarb.: B. Altura‘v, New York University). Die Linksverschiebung der Ca2+

Inaktivationskurve durch niedrige [M92+] (0.3 mM) und die BeeinfluBung auf das
Membranpotential wird weiter untersucht.

4. Hemmende Wirkung von Bis(benzylisoquinoline) Alkaloiden auf die Ca2+-Stréme
der Endothelzellen. (Zusammarb.: B.K Cassels und J.L. Martinez, University of Chile,
Santiago, Chile). Drei pflanzliche Alkaloide mit antihypertonischen Eigenschaften: Tetran-
drine (TR), Isotetrandrine (ISTR) und Antioquine (ANTQ) wurden untersucht. Alle drei
Substanzen hemmen reversible die Ca2t Stréme mit einer Reihenfolge zur maximalen
Hemmung wie folgende: ISTR (4 pM)> TR (60 uM)> ANTQ (100 pM) und ein IC5q von

0.8, 19 und 38 uM. ISTR ist 10 fach potenter als die klassischen T-Typ Ca2* Kanalhem-
mer Ni2+ und Amiloride (ICs50: 28, 32 uM). Diese Hemmung kann nicht auf die Wirkung

auf den Benzodiazipine Rezeptor des Ca2* Kanals zurtickgefiithrit werden, da Diltiazem
nur in groRen Konzentration (60 uM) den Strom teilweise hemmt. Weitere Versuche mit
neuen Alkaloiden (Boldine und Coclaurine), um eine noch spezifischere Hemmung zu
erreichen, sind geplant.

5. Modulation der Ca2+ 41 helzellen durch Melatonin (Zusammenarb.:
H. Meissl, M.P.I fiir physiologische und klinische Forschung, Bad Nauheim).

Das Hormon Melatonin aus dem Pineal Organ moduliert die Freisetzung von gonadotro-
phen Hormonen und die Motilitat von HirngefaRen. Im ersten Fall durch Hemmung von

Ca2+* Influx. Zweitens ist bekannt, daR Bindungsstellen an HirngefaBen eine Rolle spielen
kénnen. Ihre Wirkung auf die Ca2* Kanale von Endothelzellen wird untersucht. Erste

Voltage-Clamp-Versuche zeigen eine kurzeitige hemmende Wirkung auf den Ca2+ Strom.
Weitere Versuche sind geplannt, um eine mégliche Desensitizierung in ihrer Aktion
auszuschlieflen.
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3. Arbeitsgruppe Dr. M. Markus:
Mitarbeiter: F. Borchers, T. Schulte, I. Kusch, C. Neise, A. Czaika

Der Schwerpunkt lag in der quantitativen Charakterisierung von gemessener und berech-
neter turbulenter Zeitabh&ngigkeit zweidimensionaler anregbarer Medien.

1. Die Wechselwirkung von Licht mit der Ruthenium-katalisierten Belousov-Zhabotinskii-
Reaktion flhrt zu Wellenfrontinstabilitaten (unregelmaBig auftretende ,ripples®). Diese er-
geben im Experiment unvorhersagbare Verformungen der sonst kreis- und spiral-férmigen
Wellen. Aus Videoaufnahmen solch turbulenter Moden wurde die Eikonalbeziehung
(Abhangigkeit der Normaigeschwindigkeit N von der Wellenkrimmung K) bestimmt. Im
Gegensatz zu der sonst bekannten monoton fallenden Funktion ergab sich ein Anstieg
von N(K) in der Umgebung von K=0. Die Verwendung dieser Beziehung in einer Simula-
tion der Frontdynamik ergab wiederrum die beobachteten Instabilititen.

2. Es wurden Messungen bei.verschiedenen Gasgemischen durchgefihrt. Es zeigte sich,
dall Wellenfrontinstabilititen nur bei O,-Volumenteile oberhalb 6% (mit einem inerten
Gas, oberhalb der Lésung) auftreten. Diese Schwelle ist weitgehend unabhéangig von der
Lichtintensitat und weist auf den in Bearbeitung befindlichen chemischen Mechanismus
der Instabilitaten hin.

3. Wir haben nach einem geeigneten globalen MaR zur Charakterisierung der gemesse-
nen Turbulenz gesucht. Wir fanden, da das maximum C,,,, der rdumlichen Korrelation-
funktion die Ubergange zwischen verschiedenen Moden deutlich kennzeichnet. Crmay ist
zeitlich konstant bei periodischen Wellen im Dunklen und fallt um etwa 20% auf einen na-
hezu zeitlich konstanten Wert nach Ausbildung der ,ripples” bei Einwirkung von Licht. Eine
starkere Erhéhung der Lichtintensitét fihrt zu einem erneuten Abfall von C,,, (auf ca.
10% des Ausgangswertes); dies entspricht dem Auftreten von chaotisch umherwandern-
den Wellenfetzen. Cp,,, wird nun zum quantitativen Vergleich zwischen Messungen bei
unterschiedlichen Kontrollparametern, sowie zum Vergleich zwischen Experimenten und
Simulationen eingesetzt.

4. Es wurden Zeitreihen durch Mittelung tber kleine Umgebungen ausgewahiter Punkte
der Videoaufnahmen bestimmt. Poincaré-Schnitte rekonstruierter Attraktoren ergaben ge-
schlossene Kurven bei niedriger und ungeordnete Punktmengen bei héheren Lichtinten-
sitaten. Diese Ergebnisse deuten auf ein Ruelle-Takens-Weg zum Chaos hin. Ferner sind
sie ein Hinweis daflr, daf bei einer zukinftigen Modellierung die entsprechenden partiel-
len Differentialgleichungen in diesem Falle (ahnlich den Lorenzgleichungen) auf gewshnli-
che Differentialgleichungen reduzierbar sind.
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4. Arbeitsgruppe PD Dr. S.C. Miiller

Mitarbeiter: B. Neumann, K.R. Reddy, U. Hartenberger, S. Grill, V.S. Zykov, D. Stock,
K. Matthiessen, M. Béckmann, M. Dahlem, |. Beyer, A. Warda, F. Kriger,
B. Schmidt, Zs. Ungvarai-Nagy.

Allgemeine Thematik: Chemische und biologische Wellen

Die Anderung der Erregbarkeit in chemischen Systemen, in denen sich wellenférmige
Strukturen ausbilden, war weiterhin zentrales Untersuchungsthema. Dabei stand die
lichtempfindliche, mit einem Ruthenium-Komplex katalysierte Belousov-Zhabotinsky-
Reaktion und die Auswirkungen kontrolliert veranderter Lichtintensitit im Zentrum des
Interesses. Einerseits wurden mechanistische Studien mittels Lichtabsorption und
bromidionenspezifischen Elektroden durchgefiihrt, aus denen sich eine unerwartet
entscheidende Rolle des Luftsauerstoffs ergab und damit wichtige Schliisse des
photochemischen Effekts in- dieser Reaktion gezogen werden konnten. Andererseits
wurde die Einstrahlung von Licht auf rdumlich ausgedehnte, strukturierte Systeme zu
einer effizienten Methode der Rickkopplung genutzt, indem die durch das Licht
hervorgerufene Systemdynamik auf optischen Wege in einen externen Kontrollparameter
transformiert wurde. Diesem Effekt wurde auf der Ebene numerischer Simulationen eines
Zwei-Variablen-Modells auf der Grundlage der Oregonator-Kinetik nachgegangen.

Zur Untersuchung dreidimensionaler chemischer Wellen wurde ein tomographischer
Algorithmus eingeflihrt, welcher aus einer Vielzahl digitaler Bilder mit verschiedenem
Aspektwinkel die vollstandige radumliche Struktur rekonstruieren laRt.

In Zusammenarbeit mit Prof. B. Hess (Heidelberg) wurden riaumlich aufgeléste
Temperatur- und Oberflaichenspannungsmessungen zur Aufklarung der komplizierten
Fragestellung eingesetzt, wie chemisch getriebene Konvektion mechanistisch erklarbar
ist. Beide GroRen erfahren in einer Wellenfront nur sehr geringfiigige, kaum meRbare
Anderungen, was jedoch ihre wichtige mechanistische Bedeutung nicht ausschlieft.

Biologische Erregungswellen, die sogenannte ,spreading depression“ (SD) mit Bedeutung
fur die Epilepsie- und Mirgraneforschung wurden detailliert mit videomikroskopischen
Verfahren untersucht. Ein bemerkenswerter ,Abschnireffekt® von Spiralspitzen ist
unmittelbar mit der komplexen, Z-férmigen Trajektorie der SD-Spiralwellen verkniipft.
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Arbeitsgruppe Dr. Th. Plesser

Mitarbeiter: K.H. Muller, R. Hiibner, U. Storb

. Projekt

Bifurkationssequenz im Oregonator Modell eines erregbaren Mediums.
(mit K.H. Mdller)

. Projekt

Triggertibergange in einem erregbaren Medium.
(mit K.H. Mdller)

. Projekt

Ausbreitung chemischer Wellen in einem erregbaren Medium mit Konvektion.
(mit H. Wilke, TU Berlin)

. Projekt

Dreidimensionale Rekonstruktion der Nierenkanéle aus elektronenmikroskopischen
Schnitten. .

(U. Storb, L. Teckhaus, H. Hentschel)

. Projekt

Zeitreihenanalyse des Schiafs.

(mit C. Schéafer, H.H. Abel, Krankenhaus fiir Sportverletzte, Hellersen und A. Potapov,
Keldysch Institut, Moskau)

. Projekt

Multiexponential analysis of transient absorption states of the bR photocycle.
(K.H. Mdller, I. Chizov, Moskau)
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6. Arbeitsgruppe Dr. Heino Prinz

Allgemeine Thematik: Die Arbeitsgruppe beschaftigt sich mit der Wechselwirkung von
Proteinen und hochaffinen Liganden. Der Schwerpunkt liegt bei der Analyse komplexer
Kinetiken.

1. Projekt: Der Bindungsmechanismus von Ca**-Antagonisten an einem spannungs-
abhéngigen Kalziumkanal. (in Zusammenarbeit mit Hartmut Glossmann und Jérg
Striessnig, Universitét Innsbruck, Osterreich)

Der Kalziumkanal des Typs L ist pharmakologisch bedeutsam, weil er durch mindestens
drei unterschiedliche Klassen von hochaffinen synthetischen Liganden (Benzothiazepine,
Dihydropyridine und Phenylalkylamine) auf verschiedene Weise moduliert werden kann.
Die vollstandige Analyse der Bindungskinetik eines fluoreszierenden Dihydropyridins
zeigte einen stufenweisen Bindungsmechanismus (W. Berger, H. Prinz, J. Striessnig, H.C.
Kang, R. Haugland und H. Glossmann, 1994: Biochemistry 33, 11875-11883).
Unterschiedliche Affinititen des vorgelagerten Gleichgewichts beeinflussen die
Anlagerungskinetik des ﬂUorgszierenden Liganden, erscheinen im Filtrationsexperiment
aber nur als unterschiedliche apparente Rezeptorkonzentrationen. Sowohl der
stufenweise Mechanismus als auch die 1993 gefundene beschieunigte Dissoziation ergibt
sich nach unseren Rechnungen aus den generellen Eigenschaften von Makromoleklen.
Die gegenseitige Beeinflussung der Kinetiken verschiedener Kalziumantagonisten
entspricht nach diesem Modell sterischen Wechselwirkungen in einer hydrophoben
Tasche. Das bedeutet, dal einige Liganden einen geordneten Bindungsmechanismus
zeigen, bei dem der Ligand, der als erster in die Tasche gebunden hat, diese Tasche
auch als letzter verlassen muB3. Die Bindungsstelle innerhalb dieser Tasche korreliert mit
der pharmakologischen Klassifizierung des Liganden. (T. Brauns, J. Striessnig, H. Prinz,
H. Glossmann, 1995 in Vorbereitung)

2. Projekt: Der Bindungsmechanismus von ras é&hnlichen G-Proteinen und ihren
Austauschfaktoren (in Zusammenarbeit mit Christian Klebe, Christian Lenzen, Robbert
Cool, Alfred Wittinghofer, Roger Goody)

Kleine G-Proteine wie ras, ran raf ... binden GTP, hydrolisieren es zu GDP und halten es
dann mit hoher Affinitdit gebunden, bis ein zusétzliches Protein (Austauschfaktor) die
Dissoziation erméglicht. Der relativ einfache kinetische Austauschmechanismus &ahnelt
formal der beschleunigten Dissoziation bei Ca™*-Kanélen und konnte in allen Einzelheiten
fur ran und den Austauschfaktor RCC1 berechnet werden (C. Klebe, H. Prinz, F.
Wittinghofer, R. Goody, 1995 in Vorbereitung). Eine 8hnliche vollstéandige Analyse bei ras
und seinem Austauschfaktor CDC25 soll als Basis fiir die Untersuchung einer Reihe von

ras-Mutanten dienen.
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EMERITUSARBEITSGRUPPEN

Prof. Dr. B. Hess:

Die Untersuchungen (ber die Mechanismen des fotochemischen Reaktionszyklus von
Bakteriorhodopsin wurden fortgesetzt und haben neue Einblicke in die kinetische Ordnung

des Zyklus erbracht (zusammen mit I. Chizov und M. Engelhard).

Die Untersuchungen der Kopplung chemischer und thermischer Wellen sowie
hydrodynamischer Flisse an externen makroskopischen Systemen wurden zusammen
mit S. Miiller fortgesetzt.

Die theoretische Analyse der mikroskopischen Selbstorganisation innerhalb einzelner
lebender Zellen mit Volumina im MikronmaRstab ergab, daR aufgrund der skalaren und
numerischen Randbedingungen biochemische Untersysteme, die nur mit wenigén
Rezeptoren, Enzymen, Intermediaten und Signalmolekilen periodisch oder aperiodisch
operieren, mit Hilfe der kiassischen Massenwirkungskinetik nicht beschrieben werden
kénnen. Benutzt man die statistische Theorie von Nichtgleichgewichtszusténden, so
lassen sich charakteristische Verkehrszeiten flr intrazelluldre Prozesse ableiten.
Ausgehend von der Fokker-Planck-Gleichung fr die Brownsche Partikelverteilung sowie
unter Beriicksichtigung der kritischen Korrelationsldnge lassen sich charakteristische
Zeiten fur die intrazellulare Durchmischung von beweglichen Molekiilen sowie den
spezifischen Molekltransport von Produktionssorten zu Zielen und damit spezifische
Transitzeiten erhalten. Es zeigt sich, daR im Raum einer Zelle im Mikronmafistab zwei
einzelne, fremde Molekile in jeweils einer Sekunde einmal zusammenstoen. Die
Transitzeit zum Transport eines einzelnen Molekils zu seinem Enzym wird mit der
Umsatzzeit des Enzyms vergleichbar. Sind die kritischen Langen erfillt, wird ein
enzymatisches Subsystem zu einem koharenten, voll synchronisierten molekularen
Netzwerk, vergleichbar einer Laserkohéarenz in der Physik. Die Schwellwertskriterien zu
Koharenz und pulsartigem Verhalten werden zur Zeit untersucht. Es ist offensichtlich, da
ibliches Experimentieren mit nichtsynchronisierten Suspensionen von Millionen-Milliarden

von Zellen nur Durchschnittsverhalten sichtbar macht (zusammen mit A. Mikhailov).
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Prof. Dr. D.W. Liibbers

Studentische Hilfskrafte: A.-M. Treeck (3/4), F. Beiderwieden (1/2), T. Késter (1/2),
S. Mischke (1/4)

ei n ntersu n hysiologi
r - r
(D.W. Lubbers in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. U. Schulz-Ehrenburg, St. Josefs-Hospital,
Ruhr-Universitat Bochum)
Die Untersuchungen haben ergeben, dall mit dem Schweregrad der chronisch-venésen
Insuffizienz (CVI) der Ogp-Verbrauch der Haut abnimmt, so dall ein objektives

diagnostisches Kriterium fir den Schweregrad der CVI| erarbeitet werden konnte. Bei
schweren Fallen wurde ein unerwarteter Befund erhoben: Der tcpO2 sank nach der

r_ normalen h i

Stauung nicht auf Null ab, sondern blieb auf einem héheren Niveau. Ob es sich dabei um
eine Umverteilung des Blutes oder um eine O2-Verbrauchsstérung (veranderte Kinetik der
Cytochromoxydase) handelt, sollen weitere Untersuchungen klaren.

Projekt 2: Si ti ] r r n

(D.W. Libbers, F. Beiderwieden)

Es wurden systematisch alle Parameter untersucht, die den Gasaustausch durch die
Hautoberflache, den O2 Flux, beeinfluBen. Insbesondere wurde erarbeitet, unter welchen
Bedingungen die Haut mehr Sauerstoff von auflen aufnimmt als ihrem
Sauerstoffverbrauch entspricht. In diesem Fall wirkt die Haut wie eine zusétzliche Lunge.
Projekt 3: O2-Flux-Optode (MeBsystem FLOX).

(G. Holst, D.W. Libbers, T. Koster)

Die Entwicklung eines Prototypes zur Messung des O2-Flux in die Haut (MeRsystem Flox)
wurde abgeschlossen. Die Testmessungen zeigten, dal die pO2 Messungen mit dem

Fluoreszenzindikator RutheniumiII)phenantrolin mit Hilfe der Phasenmessung eine gute
Genauigkeit ergaben. Wegen der etwa hyperbelférmigen Abnahme zu hohen pO2 Werten

hin (Stern-Volmer Verhalten des Indikators) war es wichtig, dal - wie die Tabelle zeigt -
dies auch fur hohe pO2 Werte zutrifft.

pO2 [Torr] DPmesl’] AD+H/-[°] ApO2 +/-[Torr]
15.18 134.26 0.19 0.67
75.90 121.55 0.17 1.10
151.80 112.81 0.17 1.93
759.00 95.16 0.14 13.5

Erste Messungen am Menschen erlaubten die Quantifizierung der O2-Flux Zunahme, die
nach Okklusion der Durchblutung beobachtet werden kann.
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ZENTRALE EINRICHTUNGEN

1. Labor fiir Mikroelektroden und Diinnschichttechnik
Leiter: Chem.-Ing. H. Baumgartl
Mitarbeiter: G. Malinkewitz (1/2), W. Zimelka

K ruktion i ktionsanal Applikati \'; Mikronadel-
ktr r \'} Tran r n wie R ions- -
m ismen in Bi ie, Medizi i

Im Rahmen der wissenschaftlichen Aufgabenstellung ergaben sich aufgrund der von uns
entwickelten meBtechnischen Voraussetzungen sowie unseres speziellen know-hows auf
dem Gebiet der polarographischen PO,- und PH,-Analyse zahlreiche Zusammenarbeiten
mit verschiedenen Wissenschaftsdisziplinen (s. wissenschaftl. Zusammenarbeit im In- und
Ausland). Durch die unterschiedlichen Fragestellungen war es bei den versuchten
Problemlésungen erfordér!ich_, die Mikrokoaxial-Nadel-elektrode auf die jeweiligen Ver-
suchsbedingungen zweckgerichtet zu modifizieren. Dabei zeigte sich, dal die MKNE im
um-Bereich durch einen Membranisierungsprozess auf dem Prinziip der Polyelektrolyt-
komplexbildung mit den Ausgangspolymeren Na-Cellulosesulfat und Polydiallyldime-
thylammoniumchlorid wesentlich effektiver - quasi universell - membranisiert werden kén-
nen. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt offenbar darin, daR PO,-Messungen auch in ag-
gressiven Medien durchfiihrbar zu sein scheinen (wie z.B. in schwefelsaurer BZ-Reak-
tionslésung). Das dreidimensionale Netzwerk der Membran besitzt eine hohe protektive
Wirkung gegeniber Stérionen, so dall Querempfindlichkeiten reduziert und die Selektivitat
fiir O, wesentlich erhéht sind. Die Anwendung dieser Elektroden im membrangebundenen
Biofiilm zum Studium der Nitrifikationsleistung durch getrennte Substratversorgung im
Abwasser hat sich bereits bewahrt. Im Zusammenhang mit den Untersuchungen der
biologischen Entfernung von Nitrat aus Wasser mit Hilfe coimmobilisierter Bakterien
(Acidovorax temporans) und Poly-p-Hydroxybutyrat, war es zum besseren Verstandnis
des Denitrifikationsprozesses erforderlich, Diffusionskoeffizienten von Sauerstoff und
Stickstoff zu bestimmen. Da molekularer Stickstoff nicht direkt elektro-chemisch gemes-
sen werden kann, wurde auf indirektem Wege versucht, diese GroRe zu erfassen. Unter
der Voraussetzung der Kenntnis der genauen Gaszusammensetzung war es méglich, mit
einer Messung sowohl den N,- als auch den O,-Diffusionskoeffizienten zu ermitteln. Auch
bei atmungsphysiologischen Untersuchungen an Bodenkleinathropoden, bei welchen ihre
Strategien bei Uberflutungssituationen studiert werden, scheinen die neuen Membran-
elektroden vorteilhaft zu sein. Die wichtigsten wissenschaftlichen Erkenntnisse aus all die-
sen Kooperationen wurden publiziert (s. Liste der Verdffentlichungen) oder befinden sich
nach sorgfaltiger Prifung patentrechtlicher Aspekte in Vorbereitung zur Veréffentlichung.
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2. Zentrale Einrichtung Elektronische MeBgerite und Digitaltechnik

Leiter: M. Grote

Mitarbeiter: H. Brand, F.-K. Keinemann, P. Klein, P. Morcinietz, K.-H. Oemke,
H. Schitter, G. Weidemann

1. Service Bereich: Dieser Bereich ist zustandig fur die Instandhaltung und Wartung von
elektrischen und elektronischen Geraten aus dem Institutsbereich, z.B. CO,-Inkubatoren,
Destiliergeréaten, Diktiergeraten, Drucker, Eismaschinen, Elektrophoresen,
Entwicklungsmaschinen, Fraktionssammler, Gefriertrocknungsanlagen, Heizrihrer,
Magnetriihrer, Mikroskope, Netzteile, Oszillographen, pH-Meter, Photometer, Projektoren,
Schlauchpumpen, Schittelbader, Trockenschranke, Zentrifugen. Es wurden zwei
Steuereinheiten fiir Miniaturventile des Patch clamp-Mefplatzes (AG Dr. M.A. Delpiano)
gefertigt. AuBerdem wurde ein Leuchttisch fir variable Anwendungen, z.B. zur Gel-
Betrachtung gebaut (AG Dr. St. Muller). Desweiteren wurde ein Gehduse fir
Photomultiplier mit Shuttler angefertigt (AG Dr. M. Engelhard). Mit der turnusmagigen
Uberprifung der elektrischen Gerédte entsprechend den VDE-Vorschriften wurde
begonnen. -

2. Kommunikationsbereich: In diesem Bereich werden insbesondere die institutseige-
nen Anlagen betreut, die zur Kommunikation innerhalb und aulerhalb des Instituts einge-
richtet worden sind:

- Telefonnebenstellenanlage HICOM 300 mit integrierter Personensuchanlage

- Lokales Datennetz und

- Feuermeldeanlage.

Die Telefonanlagen und das lokale Datennetz (LAN-Ethernet) wurden im letzten Jahr er-
heblich erweitert (s. auch Arbeitsbericht 1993). Insbesondere wurde das Datennetz im
gesamten Institut ausgebaut. 1994 kamen neben dem Ethernet-Kabel (Typ RG 58) auch
neue Twisted-Pair-Kabel zum Einsatz.

NMR-Rotordrehzahiregelung; Die im vergangenen Jahr begonnene Entwicklung einer
Regeleinheit zur Regelung und Konstanthaltung der Rotordrehzahl fir das Kernresonanz-
Spektrometer ist erfolgreich abgeschlossen worden. Diese Einheit erfullt alle gesteliten
Anforderungen. Der Rotor wird nun automatisch auf die gewinschte Enddrehzahl
hochgefahren und hilt diese im oberen Bereich (4000r/sec) auf +/- 6r/sec konstant. Bei
niedrigen Rotorgeschwindigkeiten ist die Regelung praktisch ohne Abweichungen.
Gleichzeitig signalisiert das System Regelabweichungen und zeigt diese an.
HV-Pulsgenerator. Ebenfalls fur den Einsatz mit dem Kernresonanz-Spektrometer ist ein
Hochspannungs-Impulsgenerator ~ entwickelt ~ worden. Dieses Geréat liefert
Hochspannungsimpulse zwischen 0 - 10 KV bipolar. Sie dienen zur Erzeugung eines
elektrischen Wechselfeldes in der Rotorkammer des NMR-Spektrometers. Der Wechsel
der Polaritat des Feldes geschieht entweder durch ein externes Triggersignal oder kann
per Hand durch einen Tastendruck ausgeldst werden. Die besonderen Schwierigkeiten
beim Bau dieses Gerates lagen bei der Handhabung der Hochspannungen, die intern
jeweils 20 KV positiv und negativ betragen.
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3. Zentrales Laboratorium fiir funktionelle Morphologie

Leiter: PD Dr. H. Hentschel

Mitarbeiter: U. Feldmann, A. Friedrich, R. Haubrock, D. Sylvester, G. Trogemann,
H. Winkler (1/2)

1. Immunocytochemie/Histochemie: Die Lokalisierung von Transportproteinen in Zellen
und Geweben wurde als Schwerpunkt fortgefuhrt. In Zusammenarbeit mit Arbeitsgruppen
der Abteilung Il wurden die Untersuchungen zur H-K-ATPase in der Haifisch-Niere fort-
gesetzt und abgeschlossen (P. Herter, E. Kinne, R. Kinne). Die Lokalisierung des Natrium-
Glucose Kotransporters, nach Exprimierung in der Xenopus-Oocyte, erfolgte mit neuen
Antikérpern. Erstmals wurden Hinweise auf die Anwesenheit von Na-Pi Transport-
systemen in der basolateralen Zellmembran von Nieren-Zellen (am Beispiel der Flunder-
Niere) erbracht (A. Werner). '

2. Begleitende morphologische Analysen an kultivierten Zell-Linien (z.B. TALH, E.
Kinne), Primarkulturen (IMCD, B. Ruhfus, Abt.ll), Natrono-Bakterien (M. Peters, Abt.Ill)
wurden im Sinne von Service-Leistungen des Laboratoriums licht- und
elektronenmikroskopisch durchgefiihrt. Beratung und praktische Hilfe bei histologischen
Fragestellungen, mikroskopischen Verfahren und immunocytochemischen Projekten
wurden gegeben (z.B. Immuncytochemie an Fibroblasten, G. Schmidt, Abt.l; Analysen
von Wechselwirkungen von Elektroden mit Zellulose-Matrices, H.. Baumgartl, ZE
Mikroelektroden; Wachstum von TALH-Zellen unter verschiedenen Kulturbedingungen
und auf verschiedenen Substraten, F. Pietruschka, Zentral r_far Zellkul
Immunologie).

3. Funktioneli-morphologische Untersuchungen an sekretorischen Epithelien wurden
in Verbindung mit Arbeitsgruppen des Instituts und auswértigen Arbeitsgruppen
fortgesetzt (proximaler Tubulus von euryhalinen und marinen Fischen), bzw. neu
aufgenommen (Rectaldriise des Dornhaies).

4. Vergleichende Untersuchungen zur Evolution des Wirbeltier-Nephrons, insbesondere
von renalen Gegenstromanordnungen und renaler Innervierung. Hierzu wurden in Zu-
sammenarbeit mit der Zentralen Einrichtung EDV Methoden der computergestitzten 3-D-
Rekonstruktion entwickelt (L. Teckhaus, U. Storb). Mit diesen Techniken gelang es, die
raumlichen Beziehungen der Komponenten der Gegenstrombuindel in der Haifisch-Niere
eindeutig zu demonstrieren: Zwei Haarnadelschleifen des Nephrons, ein Endast des
Sammelrohrsystems und ein spezielles zentrales GefaR werden von der Biindelscheide
eingehtlit. Diese hochkomplizierten Anordnungen sind als morphologisches Korrelat der
renalen Harnstoff-Retention mariner Elasmobranchier anzusehen. Die Untersuchungen
zur Lokalisierung des Neuropeptids VIP wurden fortgesetzt.
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4, Zentrale Einrichtung Prazisionsgeridtebau und Entwicklung
Leiter: R. Kdnig Vertreter: W. Riller
Mitarbeiter: U. Babst, J. Besler, G. Beyer, D. Brimann, W. Brliseke, B. Fieber,

H. Heinings, P. Jantschik, H. Meinecke (-28.02.94), J. Ruhnow, M. Schulz
(-27.03.94)

#1 A_ Wittinghofer. Chromatographiesaulen zur Proteinaufreinigung, Gestelle fur Pipettenbehalter, LM-
Probenhalter fir Heizblécke, LM-Lochblechkasten fur Tiefkuhischranke (- 80°) zur Aufbewahrung von
Langzeitproben, diverse Gradientenmischer, Elektrophoresekammern fur SDS - und Agarose --Gele, LM-
Kuhiblscke fur Proben in Eppendorfgefalen, Reagenzglasstdnder fir eine Tischschattelmaschine,
Pipettenstander aus Edelstahl

#2 M. Ahmadian: LM-Lochblechkasten flr Tiefkahischranke (-80°) zur Aufbewahrung von Langzeltproben
Reagenzglasstander fur eine Tischschittelmaschine, Einfriergestelle aus Edelstahl

#3 Ch. Block: Minisaulen aus PMMA, Gestelle fur Pipettenbehalter, LM-Lochblechkdsten fir
Tiefkuhischranke (- 80°) zur 'Aufbewahrung von Langzeitproben, Pipettenstander aus Edelstahl,
Einfriergestelle aus Edelstahl

#4 R. Cool: Einfriergestelle aus Edelstahl

#5 J. Becker: Gestelle fir Pipettenbehalter, LM-Kuhlblécke fur Proben in Eppendorfgefalen

#6 Biomedizin: Herr Rose FH-Dortmund, Dr. Jager Stadt. Kliniken Dortmund, R. Kinne Venenkammer zur
Austestung von Venacara-Filtern

#7 E. Kinne, Ch. Lin: Elektrophoresekammern fir SDS - und Agarose - Gele

#8 F. Wehner: Versuchskammer fur Filtereinsatze mit Elektrodenhalter fir den Arbeitsplatz 2, 6/1-Ventile fur
den Arbeitsplatz 3, Anpassung eines Manipulators an den Mef3platz 4

#9 A, Werner: Trockenttrme fiir die Schnellfilterationsmethode

#10 K _Zieroid, D Badt A  Brodde: Kryokraftmikroskop zur Abbildung von Membranen und Zellen im
gefrorenen Zustand, Vorrichtung fir eine Beglimmungsanlage

#11 B. Bechinger, A, Zahl: Festkdrper - NMR - Probenkdpfe zur Vermessung orientierter Membranen,
Chromatographiesaulen zur Proteinaufreinigung

#12 R. Goody: Multigel-Kammer, Image Plate Scanner zur Auslesung von Image Phosphorplatten als

Detektoren fiir die Biophysik und Molekularbiologie in Zusammenarbeit mit Ch. Burmester, MP! fir med.
Forschung, Heidelberg, Chromatographiesaulen zur Proteinaufreinigung, diverse Gradientenmischer

#13 G._ Holtermann, M., Geeves: Drucksprungreaktionskammer zur Messung von fluorometrischen
Relaxiationszeiten von Proteinen, Ruhreinrichtung fur das SLM-Photometer, Mikroskopphotometer mit
Lasereinkopplung

#14 E. Weinhold. R, Seidel: Einfriergestelle aus Edelstahl

#15 M. Engelhard: Rotordeckel fur einen pneumatischen Antrieb im NMR

#16 H. Baumgartl: Ableitungen far Stichelektroden

#17 D, Kuschmitz: Kivetten fir das IR-Spektrometer zur Messung der FTIR- Spektroskople

#18. S.C._Muller: Reaktor zur Messung von O,-Gradienten, kontinuierlicher Rihrreaktor fur BZ-Reaktionen,
Kuhl-Lichtkasten zur Untersuchung der BZ-Reaktion in Gelen und Petrischalen

#19 G. Schmidt: POC-Kammern zur Injektion von kultivierten Zellen

#20 Probenstander fir Eppendorfrohrchen aus PVC und PMMA, diverse PTFE Elektrophoresekamme,
diverse Labortische (Sondermafe u. z.T. Aufkantungen)



40

5. Zentrale Einrichtung fiir Mikrobiologie und Biotechnologie
Leiter: Dr. D. Kuschmitz
Mitarbeiter: P. Hahnert, Ch. Jantschik, M. Knauf, H. Ristau, I. Schlieker, G. Wehmeier

lgemein m
Zusitzlich zu den im Vorjahr definierten und durchgefiihrten Aufgaben wurde ein 10 L
Fermenter (Biostat B) in Betrieb genommen und 33 Batch Fermentationen von rekombi-
nanten E. coli fur die Abt. | und lll durchgefihrt. Um den héheren Bedarf an Bakterien-

masse erfullen zu kénnen wurde ein 30 L Fermenter geplant und als Sonderanfertigung in
Auftrag gegeben.

1. Projekt: imierun ntation r

Die Ausbeuten der bisherigen Batch Fermentationen liegen im Rahmen des Ublichen,
wiirden sich aber durch Fed Batch Verfahren etwa zehnfach steigern lassen. Das erfor-
dert eine computergesteuerte, dem Wachstum angepalte Zugabe von Substrat. Zur
Durchfithrung der Fed Batch Technik wurde die Fermenter Control Software Micro MFCS
implementiert und die Anweridbarkeit fir den Biostat B getestet. Um die auf Tribungs-
messung basierenden Fed Batch Verfahren anwenden zu kénnen wurde ein Mesystem

entwickelt, dal es erlaubt, Bakteriendichten on line Uber einen weiten Bereich zu bestim-
men.

2. Projekt: FTIR-spektroskopische Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus
der Plasmamembran H*-ATPase von Hefe

(M. Knauf gemeinsam mit R. Goody (Abt. Ill) und K. Gerwert (Bochum))

In den bisherigen FTIR Untersuchungen an der H*-ATPase wurden Absorptionsénderun-
gen bei 1265 cm™ und 1700-1600 cm”' detektiert, die nicht eindeutig der H*-ATPase oder
einer chemischen Reaktion des bei der Photolyse von caged ATP entstehenden Nitro-
soacetophenons zugeordnet werden konnten. Eine eindeutige Zuordnung ist méglich durc
eine *C Substitution der cage Gruppe. Die Synthese von zunéchst kaltem* y-[1-(2-Nitro-
phenyl)-1,2-’3C-ethyl]-ATP gelang tiber 5 stufen ausgehend von 2-Nitro-Brombenzol, Ac-
taldehyd und ATP. Parallel dazu wurde caged ATP (y-1801) synthetisiert um eine Zuord-
nung der Absorptionsénderungen der Phosphatgruppen zu o, f und y treffen zu kénnen.
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6. Zentrale Einrichtung fiir Zellkultur und Immunologie
Leiter: Dr. F. Pietruschka
Mitarbeiter: D. Goehrke, A. Langerak

Polykionale Antikérper wurden in Kaninchen erzeugt durch in der Regel dreimalige Im-
munisierung mit Freund’schem Adjuvans, in einigen Fallen auch Al (OH); oder Titermax.
Danach wurden die Seren gewonnen und im ELISA die Bindung an das Antigen und die
optimale Verdiinnung bestimmt. Es wurden PAK gegen zwei synthetische Peptide aus der
Sequenz des Na/Phosphat-Kotransportsystems gemacht. Hierbei handelte es sich um
ungekoppelte Peptide von 16 Aminosauren, die polymerisiert waren zu einem MG von
10.000 D. Diese Immunisierungen fuhrten zu Antikérpern mit spezifischer Bindung an das
Transportprotein (B. Kohl). Dagegen war ein Peptid aus 10 Aminos&uren aus der Se-
quenz von HTR (halobakterieller Transducer fir Sensorin Rhodopsin 1), das gekoppelt
war an BSA nicht immunogen genug. Es lieBen sich nur AK gegen das Carrierprotein
nachweisen. Diese Immunisierung wird mit an kationisiertes BSA gekoppeltem Peptid
wiederholt. Weiterhin wurden PAK gemacht gegen Tuberin, Myosin, Cytochrom b, ¢ (nativ
und denaturiert), GSP1, RNA1 und in Mdusen gegen Reverse Transcriptase.

2. Mon ikd

Monoklonale Antikérper wurden aus Mausen gewonnen durch Fusion der Milzzellen mit
Myelomazellen der Linie NSO oder SP2. Es wurden MAK entwickelt gegen RCC1, RAN,
RAP, zwei synthetische Peptide aus der Sequenz des Na-Glukose-Kotransporters, Che Z
und gegen 3 Domanen von Titin. Die MAK wurden getestet im ELISA auf dem an die
Festphase gebundenem Antigen, in der Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten der Niere
oder auf kultivierten und fixierten Einzelzellen. Weitere Tests waren der Immunoblot nach
Gelelektrophorese von Zellysat ‘und die Immunprazipitation mit anschlieRender Elektro-

phorese. Die MAK wurden als serumfreie Kulturiiberstdnde durch Ultrafiltration konzen-
triert oder an Protein G gereinigt.

3. Zellkultur
Menschliche Zellen der Linie HL60 wurden in Spinnerflaschen bis zu Zellzahlen von 5-10°
kultiviert.
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7. Zentrale Einrichtung EDV

Leiter: Dr. Th. Plesser

Mitarbeiter: K. Dreher, L. Teckhaus, J. Deymann, F. Rése, G. Siedenberg, B. Brennecke,
J. Huber, J. Plewe, W. Wache, H. Kritzler, Th. Blumenschein

Die ZE-EDV hat im Jahr 1994 den Aufbau eines integrierten lokalen Netzwerks mit offener
Client/Server Architektur weiter voran getrieben. Daneben nahm die Uberwachung und
Betreuung der vorhandenen Systeme einen immer gréReren Teil der personellen Res-
sourcen in Anspruch. Neben den Problemen des téglichen Betriebs, beanspruchen die
Migrationen in Hard- und Software erhebliche Planungs- und Testzeiten. Im Jahr 1994
wurden folgende neue Versionen von Betriebssystemen und Netzwerksoftware eingefiihrt:

SunO0s 4.1.3 > Solaris 2.3 (SUN)

IRIX4.02 - IRIX 5.2/5.3 (Silicon Graphics)

PC-NFS 6.0 —» PC-NFS 5.1 (PC Einbindung ins Netz)
Exceedw 3.3 Exceedw 4.0 (Nutzung der PC als X-Terminal)

Die ZE-EDV tragt die Verantwortung fiir die Funktionsfahikeit folgender Komponenten im
Netz, die von ca. 290 im NIS (Network Information System) eingetragenen Nutzern
eingesetzt werden:
130 PC, 14 Macintosh, 30 Sun Workstations, 10 Silicon Graphics
Workstations,
45 Plattenlaufwerke mit ca. 90 GB Speicherplatz, 25 Drucker, 1 Netzwerk mit
ca. 250 Komponenten. ‘

Besondere Anforderungen an die Zuverlassigkeit des Netzwerks stelite die iber Stunden
und Tage laufende Datenerfassung der Detektorsignale der Réntgenanode. Weiterhin
wurde eine Reihe von speziellen Programmen zur Steuerung von Experimenten
entwickelt. Dabei stellte sich als besonders zeitintensiv der Umstand heraus, daR die Do-
kumentation der Gerateschnittstellen fehlerhaft und/oder unvolistandig war.

Sehr beratungsintensiv war die Einbindung von Anwendungsprogrammen aus den
Bereichen Textverarbeitung, Grafik und Datenbanken in das Netzwerk.

Weiterhin hat durch die steigende Zah! der Nutzer der Betreuungsumfang fir e-mail und

die Informationsbeschaffung (Dimdi, Reference update, ASCA etc.) erheblich
zugenommen.

Ein Schwerpunkt der Beratung in EDV Angelegenheiten lag auf der Vorbereitung der
Umstellung der ZE wissenschaftliche Dokumentation auf digitale Bildverarbeitung und
Lichtsatz.
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8. Zentrale Einrichtung Synthese und Sequenzierung
Leiter: PD Dr. H.-J. Wieker
Mitarbeiter: Dr. J. Block, W. Hecker, K.-H. Wiister

Auch in 1994 lief die Protein-Sequenzierung kontinuierlich und stérungsfrei, wobei die
fruchtbare Zusammenarbeit mit Arbeitsgruppen der Ruhr-Universitat Bochum und der
Uni/GSH Essen fortgesetzt wurde. Es wurden 103 Sequenzierungen mit ca. 2.1000 Ab-
bauschritten und den zugehdrigen Analysen durchgefiihrt.

2. Projekt: Aminosdure-

im April 1994 wurde der Aminosédure-Analysator (Biotronik) von der ZE SuS Gbernommen.
Leider ist dieses Gerit so alt, da wir uns vornehmlich mit der Beseitigung von Stérungen
beschiftigen muBten. Dennoch konnten die gewiinschten Analysen durchgefihrt und als
neue Methode eine Taurin-Bestimmung ausgearbeitet werden.

Projekt: Oli leotid-
In der ersten Jahreshélfte wurden die Oligo-Synthesen vorwiegend mit dem unzuverlassi-
gen und stéranfalligen GeneAssembler (Pharmacia) durchgefiihrt. Seit Juli 1994 steht uns
mit dem Oligo 1000 (Beckmann) ein leistungsfahiges und zuverldssiges Gerat zur
Verfigung, mit dem die Oligonucleotide schneller und preiswerter synthetisiert werden
kénnen. Die Oligos wurden tber NAP-Saulen oder mittels HPLC gereinigt. Im Berichtsjahr
wurden 332 Oligos mit 8.761 Basen synthetisiert.

4, jekt: i isch r

Alle Lizenznehmer von PC/Gene erhielten die erforderlichen Datenbank-Updates. Die
GCG-Version 7 wurde durch” die Installation des im EMBL entwickelten EGCG
(Erweitertes GCG) und durch das Programm PEPACRO zur Acrophilieberechnung ver-
bessert. - Im Oktober 1994 wurde die GCG-Version 8 installiert. Diese neue Version be-
sitzt mit dem WP! (Wisconsin Program Interface) ein anwenderfreundlicheres Menipro-
gramm sowie Programme zur Ermittlung von Primern und zur Erstellung von Stammbau-
men.

Mit der Installation der Programme ENTREZ und SHADYBOX wurden den Interessenten
weitere Méglichkeiten fur Sequenzrecherchen und fir publikationsreife Ausgaben von
,multiple sequence alignments” zur Verfligung gestelit.
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9. Zentrale Einrichtung Glastechnik
Leiter: Dr. D. v. Wulffen
Mitarbeiter: D. Seiler

Am MPI fiar molekulare Physiologie wurden samtliche anfallenden Reparaturarbeiten an
Glasgeraten ausgefiihrt. Neuanfertigungen von Glasapparaturen fielen fir die einzelnen
Abteilungen wie folgt an:

 Arbeitsgruppe Prof. Acker: AquilibriergefaRe

o Arbeitsgruppe Herr Baumagirtl: Elektroden-Eichgefalie

« Arbeitsgruppe Dr. Bechinger: Deckglaser, Filtertrichter

« Arbeitsgruppe Dr. Becker: Dreiwegehahne, Glaswinkelrohre
« Arbeitsgruppe Dr, Ch, Herrmann: Teflon Dreiwegehahne

« Arbeitsgruppe Dr. Cool: Fluoreszenz Kuvetten

« Arbeitsgruppe Dr, Delpiano: Superfusionsgefale, Einleitungsrohre, Gasfritten
o Arbeitsgruppe Dr. Engelhard: Drygalski-Spatel, Kihlbare Chromatographie-Saulen,

Elektrophorese-Platten, Ertenmeyerkolben mit seitl. N.S. Hahnansatz, Spuhlapparatur
fur NMR Rohrchen, Dreifingerkolben, Fritten, Erlenmeyerkolben mit Wachstumskerben.

o Arbeitsgruppe Dr. Gerwert: Suprasil-Quartz-Glas-Rohre, Nutbohrungen in CaF,-
Fenster

o Arbeitsgruppe Prof. Goody: Glasrechen Tropftrichter, Glasrohre fur Fritten

 Arbeitsgruppe Dr. Kuschmitz: Kaltedestillationsbriicken, Schlenkgefale, Spitzkolben,
Dosierspritzen und Schiiff-Flaschen, Glashahne m. N.S. Schliffen, Doppelwandige
Reaktionsgefale

« Arbeitsgruppe Dr. Markus: Glasbehalter aus Flachglas

o Arbeitsgruppe Dr. Q. Miiller: Elektrophorese-Platten

o Arbeitsgruppe Dr. St. Miiller: 1 mm Glasplatten gesandstrahit mit defin. Bohrung,
Uberfang-Glasscheiben fiir Lichtkasten

« Arbeitsgruppe Dr. Wehner: Vakuum Apparatur, Schlauchverbinder

o Arbeitsgruppe Dr. Weinhold: Vakuum-Rechen mit acht Patent-Hahnen

o Arbeitsgruppe Dr, Wieker: Schmelzrohre

o Arbeitsgruppe Prof. Wittinghofer: Elektrophorese-Platten, Gaswaschflaschen,
Filterzylinder
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Liste der Publikationen

1. 1994 erschienene oder im Druck befindliche Originalarbeiten in referierten
Zeitschriften (ohne Abstracts)

Abteilung I: Strukturelle Biologie, Prof. Dr. A. Wittinghofer

H. Acker, E. Merten, N. Opitz:
,Regulation of intracellular pH in human malignant glioma cells as measured by
confocal laser microscopy in multicellular spheroids*
Biomed. Techn. 39:211-212 (1994)
- J. Becker, E.A. Craig: V
,Heat-shock proteins as molecular chaperones*
Eur. J. Biochem. 219:11-23
- D. Beyersmann, C. Block, A.N. Malviya:
Effects of cadmium on nuclear protein kinase”
C. Environ. Health Prespect. 102, Suppl. 3:177-180 (1994)
- F.R. Bischoff, C. Klebe, J. Kretschmer, A. Wittinghofer, H. Ponstingl:
,Ran GAP1 induced GTPase activity of nuclear ras-related Ran“
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91:2587-2591 (1994)
- P.R. Clarke, C. Klebe, A. Wittinghofer, E. Karsenti:
. Regulation of Cdc2/cyclin B activation by Ran, a Ras-related GTPase"
J. Cell Science (in press)
- M. Frech, T.A. Darden, L.G. Pedersen, C.K. Foley, P.S. Charifson, M.W. Anderson, A.
Wittinghofer:
_Role of Glutamine-61 in the hydrolysis of GTP by p21™™: An experimental and
theoretical study”
Biochemistry 33:3237-3244 (1994)
- T. Gedde-Dahl 3rd, A. Spurkland, A. Wittinghofer, E. Thorsby, G. Gaudernack:
T cell epitopes encompossing the mutational hot spot position 61 of p21ras.
Promiscuity in ras peptide binding to HLA*
Eur. J. Immunol. 24:410-414 (1994)
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E. Gulbins, K.M. Coggeshall, G. Baier, D. Telford, C. Langlet, B. Baier-Bitterlich, N.
Bonnefoy-Berard, P. Burn, A. Wittinghofer, A. Altman:
,Direct stimulation of Vav guanine nucleotide exchange activity for Ras by phorbol
esters and diglycerides.”
Mol. Cell. Biol. 14:4749-4758 (1994)
C. Hermann, C. Lionne, F. Travers, T. Barman:
A Correlation of ActoS1, Myofibrillar and Muscle Fibre ATPases”
Biochemistry 33:4148 (1994)
C. Herrmann, G.A. Martin, A. Wittinghofer:
,Quantitative analysis of the complex beween p21™° and the Ras-binding domain of the
human Raf-1 protein kinase* A
J. Biol. Chem., in press
C. Klebe, F.R. Bischoff, H. Postingl, A. Wittinghofer:
Jinteraction of the nuclear GTP-binding protein Ran with its regulatory proteins RCC1
and RanGAP1"
Biochemistry (in press)
S. Munemitsu, B. Souza, O. Mdller, . Albert, B. Rubinfeld and P. Polakis:
,The APC gene product associates with microtubules in vivo and catalyses their
assembly in vitro*
Cancer Research 54:3676-3681 (1994)
N. Opitz, E. Merten, H. Acker:
»Evidence for redistribution associated intracellular pK-shifts of the pH sensitive
fluoroprobe carboxy-SNARF-1*
Pflug. Arch. 427:332-342 (1994)
N. Opitz, E. Merten, H. Acker:
,Evaluation procedure for intracellular pH determinations based on ion sensitive
fluoroprobes and confocal laser microscopy”
Biomed. Tech. 39:209-210 (1994)
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K. Scheffzek, W. Kabsch, I. Schiichting, E.F. Pai, A. Lautwein, M. Frech, A.
Wittinghofer, R.S. Goody:
,Crystallization and preliminary X-ray structure analysis of thermally unstable p21™™
guanosine complexes”®
Acta Cryst. D50:521-526 (1994)
K. Scheffzek, C. Klebe, K. Fritz-Wolf, W. Kabsch, A. Wittinghofer:
,Krystal structure of human Ran complexed with GDP.*
Nature (in press)
A. Scheidig, A. Sanchez-Llorente, A. Lautwein, E.F. Pai, J.E.T. Corrie, G. Reid, A.
Wittinghofer, R.S. Goody:

,Crystallographic studies on p21"™*

using the synchrotron Laue method: improvement
of crystal quality and monotoring of the GTPase reaction at different time points*

Acta Cryst. D50:512-520 (1994)

T. Schweins, A. VWﬁinéhoferﬁ

,Structures, interactions and relationships*

Current Biology 4:547-550 (1994)

T. Schweins, M. Geyer, K. Scheffzek, A. Warshel, H.R. Kalbitzer, A. Wittinghofer:
,Substrate-assisted catalysis as a mechanism for GTP hydrolysis of p21™° and other
GTP-binding proteins®

Nature Structural Biological (in press)

J. Sleep, C. Herrmann, T. Barman, F. Travers:

,inhibition of ATP-binding to Myofibrils and Acto-Myosin Subfragment 1 by Caged ATP"
Biochemistry 33:6038 (1994)

L. Wiesmdller, A. Wittinghofer:

,Signal transduction pathways involving ras*

Cellular Signalling 6:247-267 (1994)

A. Wittinghofer

,The structure of transducin G_,: More to view than just ras*

Cell 76:201-204 (1994)
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Abteiiung li; Epithelphysiologie, Prof. Dr. R.K.H. Kinne

- R.-P. Czekay, E. Kinne-Saffran, R.K.H. Kinne:
_Membrane traffic and sorbitol release during osmo- and volume regulation in isolated
rat renal inner medullary collecting duct cells®
Eur. J. Cell Biol. 63:20-31 (1994)

-~ L.M. Dinkelborg, R.K.H. Kinne, M.K. Grieshaber:
,Characterization and pH dependence of L-glutamate transport in sarcolemmal vesicles
from rat hearts”
Am. J. Physiol. (in press)

— C.A. Freire, E. Kinne-Saffran, K.W. Beyenbach, R.K.H. Kinne:
,Na/D-glucose cotransport in renal brush-border membrane vesicles from the rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss)*
Am. J. Physiol. (submitted).

— K.M. Giacomini, D. Markovich, A. Werner, J. Biber, X. Wu, H. Murer:
,Expression of a renal Na*-nucleoside cotransport system (N2) in Xenopus laevis
oocytes*”
Pflugers Arch. 427:381-383 (1994)

- J.M. Grunewald, R.W. Grunewald, R.K.H. Kinne:
,Regulation of ion content and cell volume in isolated rat renal IMCD cellis under
hypertonic conditions®
Am. J. Physiol. 627:F13-F19 (1994)

— H. Hentschel, K. Zierold: )
»,Morphology and element distribution of magnesium-secreting epithelium: The proximal
tubule segment P 11 of dogfish, Scyliorhinus caniculus (L.)*
Eur. J. Cell Biol. 63:32 - 42 (1994)

— N.I. Kazakova, K. Zierold, G. Plickert, JU.A. Labas, L.V. Beloussov:
»X-ray microanalysis of ion contents in vacuoles and cytoplasm of the growing tips of a
hydroid polyp as related to osmotic changes and growth pulsations®
Tissue and Cell 26:687 - 697 (1994)

- E. Kinne-Saffran, R.K.H. Kinne:
»Jacob Henle: The kidney and beyond*
Am. J. Nephrol. 14:355-360 (1994)
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T. Kitlar, F. Déring, D.F. Diedrich, R. Frank, H. Wallmeier, R.K.H. Kinne, J. Deutscher:
_Interaction of phlorizin, a potent inhibitor of the Na"/D-glucose cotransporter, with the
NADPH-binding site of mammalian catalases”
Protein Sci. 3:696-700 (1994)
F.C. Mooren, R.K.H. Kinne:
Jntracellular calcium in primary cultures of rat renal inner medullary collecting duct cells
during variations of extracellular osmolarity.”
Pfligers Arch. 427:463-472 (1994)
A.T. Nies, R.K.H. Kinne, E. Kinne-Saffran, M.K. Grieshaber:
,Urate transport in Homarus americanus hepatopancreas: studies on membrane
vesicles and R-cells.”
Am. J. Physiol. (submitted)
I. Sahly, W.H. Schréder, K. Zierold, B. Minke:
,Accumulation of calcium in degenerating photoreceptors of several Drosophila
mutants®
Visual Neuroscience 11:763 - 772 (1994)
H. Sauer, R.K.H. Kinne, F. Wehner:
_Activation of a CI-conductive pathway in primary cultures of rat inner medullary
collecting duct (IMCD) cells under hypotonic stress*
Biochim. Biophys. Acta. (submitted)
C. Schlatterer, S. Buravkov, K. Zierold, G. Knoll:
,Calcium-sequestering organelles of Dictyostelium discoideum: changes in element
content during early developm'ént as measured by electron probe X-ray microanalysis®
Cell Calcium 16:101 - 111 (1994)
H.S. Tenenhouse, A. Werner, J. Biber, S. Ma, J. Martel, S. Roy, H. Murer:
,Renal Na*-phosphate cotransport in murine x-linked hypophosphatemic rickets.
Molecular characterization®
Clin. Invest. 93:671-676 (1994)
H. Tinel, F. Wehner, H. Sauer:
Intracellular Ca®* release and Ca®* influx during regulatory volume decrease in IMCD
cells*
Am. J. Physiol. 267:F130-F138 (1994)
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F. Wehner, H. Sauer, R.K.H. Kinne:
,Hypertonic stress increases the Na* conductance of rat hepatocytes in primary culture*
J. Gen. Physiol. (in press)
A. Werner, S.A. Kempson, J. Biber, H. Murer:
Jncrease of Na/P;-cotransport encoding mRNA in response to low P; diet in rat kidney
cortex”
Biol. Chem. 269:6637-6639 (1994)
A. Werner, H. Murer, R.K.H. Kinne:
,Cloning and expression of a renal Na/P; cotransport system from flounder*
Am. J. Physiol. 267:F311-F317 (1994)
A. Wessing, K. Zierold:
,The importance of the Golgi apparatus for epithelial ion transport in Drosophila
Malpighian tubules, studied by electron microscopy, cytochemistry and X-ray
microanalysis* - '
Eur. J. Cell Biol. (submitted)
K. Zierold, S.V. Buravkov:
X-ray mapping of freeze-dried cryosections from biological cells*
Mikrochimica Acta 114/115, 539 - 544 (1994)
K. Zierold, H. Hentschel, F. Wehner, A. Wessing:
,Electron probe X-ray microanalysis of epithelial cells: aspects of cryofixation®
Scanning Microscopy (in press)
L.B. Zimmerhackl, K. Rostasy, A. Rasenack, C. Wilhelm, M. Lohner, R.K.H. Kinne:
,Maturation of Henle's loop indicated by expression and excretion of Tamm-Horsfall
protein in fetal slices and amniotic fluid®
Pediat. Nephrol. (submitted)
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Abteilung lll: Physikalische Biochemie, Prof. Dr. R.S. Goody

- 8. Benzaria, G. Maury, G. Gosselin, K. Rittinger, G. Divita, R.S. Goody, J.L. Imbach:
,Synthesis of 2', 3', 5'trideoxyuridine-5'-methylphosphonic acid and its diphosphate
derivative. Study of the interaction with HIV-1 reverse transcriptase”

Antiviral Chem. and Chemo. 5,4:221-228 (1994)

-~ G. Divita, K. Rittinger, C. Geourjon, G. Deléage, R.S. Goody:

_Dimerization kinetics of HIV-1 and HIV-2 Reverse Transcriptase. A two step process*”
J. Mol. Biol. (in press)

- G. Divita, T. Restle, R.S. Goody, J.-C. Chermann, J.G. Baillon:

Jnhibition of human immunodeficiency virus type | reverse transcriptase dimerization
using synthetic peptides derived from the connection domain*
J. Biol. Chem. 269:13080-13083 (1994)

— A. Elalaoui, G. Divita, G. Maury, J.-L. Imbach, R.S. Goody:

,Bovine liver adenosine kinase: study of properties and characterization of ligand
binding sites by intrinsic fluorescence*
Eur. J. Biochem. 221:839-846 (1994)
- N.S. Fortune, M.A. Geeves, KW. Ranatunga:
,Contractile activation and force generation in skinned rabbit muscle fibres: effects of
hydrostatic pressure*
J. Physiol. 474:283-290 (1994)
- M.A. Geeves, P.B. Conibear:
.The role of three-state dockiné of myosin with actin in force generation®
Biophysical Society Discussions (in press)

- M.A. Geeves, S.S. Lehrer:
,Dynamics of the muscle thin filament regulatory switch: the size of the cooperative unit*
Biophys. J. 67:273-282 (1994)

- K. Gerwert, V. Cepus, A. Scheidig, R.S. Goody:
,Time resolved FTIR-Studies of H-ras p21 GTPase activity"

A. Lau, F. Siebert, W. Wernecke (Eds.): In Time-resolved vibrational spectroscopy VI,
pp. 185-187
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Photorezeptor 26
Phototaxis 26
Plasmamembranen 14
PO,-Analyse 36
Polyelektrolytkomplex 36
Polyklonale Antikrper 41
Polymermembran 36
Protein H-ras 23
Protein-DNA-Wechselwirkung 27
Proteine 2
Proteinexpression 9
Proteinfaltung 24
Proteinfehler 10
Protein-Sequenzierung 43
Pyruvate carboxylase 22

0
Quecksilber 14; 19
R

Rab5 23

Rab7 23

Raf-Kinase 11
RAF-RBD 11

Ral 2

Ran 2;5;33

Rap 2

Ras 2;7;33

ras/raf Interaktion 6
Reaktion-Diffusion 32
Regulator 22

reverse Transkriptase 23
Rezeptor 33

RNAT 35
Réntgenmikroanalyse 19
Ruthenium-Komplex 31

S

S. cerevisiae §
S-Adenosyl-L-methionin 27
Sammelrohrzellen 15
Sauerstoffluxoptode 35
Sauerstoffversorgung der Haut 35
Second messenger 17

Sekretion 38

Sensorisches Rhodopsin 26
Sensorisches Rhodopsin II (pSR-1I) 21
Signaltransduktion 17; 26

Silicon Graphics 42

Simulation 32

Software, molekularbiologisch 43
Solid-state NMR-spectroscopy 15
Sorbit 14; 15
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Spannungsabhingiger Kalziumkanal 36
Spezifitdt 7

Spiralen 32

Spiralwellen 31

Spreading Depression 31

Squalus acanthias 38

Structure 15
Struktur-Aktivitits-Untersuchungen 27
strukturelle Doménen 7

Sun 42

Synthese 16

T

Thermus thermophilus 21
Tomographie 31
Topology 15
Transportstudien 14
Troponin/Tropomyosin 22
Tumordiagnose 9
Tumorsuppressorgene 3
Tumorzellwachstum 28
Turbulenz 30

vV

Vasoaktives intestinales Polypeptid 38.
VEGF 28

Voltage-clamp 29

Volumenregulation 15

w

Western Blot 16
Winter Flunder (pseudopleuronectes americanus) 19

z

Zeitaufgeloste Kristallographie 25
Zell-Cat+ 17

Zell-X™ 17

Zellkerntransport 5

Zellkultur 41

Zell-Na™ 17

Zell-pH 17

Zellvitalitdt 19
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