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VORWORT

Liebe Leserinnen und Leser,

Forschung lebt von Neugier, Austausch und dem Mut, neue
Fragen zu stellen. Mit dieser Ausgabe von ,Highlights aus

der Forschung” laden wir Sie ein, einen Blick in die wissen-
schaftliche Arbeit am FMP zu werfen - dorthin, wo grundlegen-
de Erkenntnisse entstehen, aus denen langfristig neue Ideen,
Methoden und Perspektiven fir die Biomedizin wachsen.

Das FMP steht fiir exzellente, interdisziplinare Forschung an
den Molekiilen des Lebens. Unsere Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftler untersuchen, wie Zellen kommunizieren,

wie Stoffwechselprozesse reguliert werden und welche mole-
kularen Mechanismen gesundes Funktionieren ebenso wie
Krankheit pragen. Viele dieser Fragen sind hochspezialisiert -
und doch betreffen ihre Antworten uns alle. Denn sie tragen
dazu bei, biologische Zusammenhénge besser zu verstehen
und neue Wege fiir Diagnostik und Therapie zu eréffnen.

Der vorliegende Bericht stellt eine Auswahl aktueller Projekte
am FMP vor. Er zeigt, wie interdisziplindre Teams mit moderns-
ten Methoden arbeiten, wie neue Ideen entstehen und wie
aus Grundlagenforschung langfristig medizinischer Fortschritt
werden kann. Zugleich steht er fir unseren Anspruch, For-
schung verantwortungsvoll, offen und im Dialog mit der Gesell-
schaft zu gestalten.

Wir laden Sie ein, diese Reise durch unsere Forschung mit uns
zu unternehmen.

Herzlich, Volker Haucke

Prof. Dr. Volker Haucke leitet als
geschéftsfliihrender Direktor das FMP.
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Krankheitsratsel:
Vom Molekil zur Storung

NEUE GENVERANDERUNG
ENTDECKT
Ein defektes Schliisselmolekiil bringt die
Signaliibertragung im Gehirn aus
dem Gleichgewicht. Verénderungen im
UNC13A-Gen |6sen eine bisher unbekannte
Entwicklungsstérung bei Kindern aus.
Die molekularen Ursachen sind nun geklart.

Seite 08

ENDOSOMALE

CHLORIDTRANSPORTER UND
NEUROLOGISCHE ERKRANKUNGEN

Zellen sortieren Stoffe mithilfe winziger

lonenkanale in Endosomen.

Neue Begleitproteine regulieren diese

Kanale - ihre Fehlfunktion Iost

schwere neurologische Erkrankungen aus.

Seite 12

DARMBAKTERIEN
MIT HAFTUNGSKRAFT

Ein Darmbakterium férdert das Wachstum

von Tumoren und schwéacht die Immun-
abwehr. Forschende zeigen nun erstmals,

wie seine Kleberproteine an Krebs- und
Abwehrzellen andocken - ein Ansatzpunkt
fur gezielte Therapien gegen Darmkrebs.

Seite 10
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Membran-Orchester:
Wie Molekiile zusammenspielen

ZELLBRUCKE GEGEN KREBS
Eine Zellbriicke spielt eine Schlisselrolle
bei der Zellteilung: Forschende zeigen,
wie ein cleveres Fettmolekdl (PI(4,5)P2) diese
Briicke bei der Zellteilung stabilisiert -
und Fehler verhindert, die Tumore ausldsen.

Seite 16

NIERENWACHTER GEGEN STEINE
Zu viel Calcium im Blut?

Das Protein Claudin-14 verdréngt in den
Nieren-Zellgittern den Calcium-Kanal
Claudin-16 und leitet iberschissigen Kalk
direkt in den Urin ab. So bleibt der Kérper
im Gleichgewicht - ein vielversprechender
Ansatz gegen Nierensteine!

Seite 20

ZELLEN ALS TURSTEHER
Winzige Kalium-Kanéle regulieren
Herzschlag, Atmung und Stimmungslage.
Jetzt wird klar, wie Phosphorylierung und
Spannung diese Tore 6ffnen oder schlieBen.

Seite 24

WIE GRIPPEVIREN IHR INNERES
OFFNEN
Séure knackt den Virus-Kanal:
So 6ffnet der M2-Kanal Grippeviren in Zellen -
die Blaupause fiir neue Grippe-Medikamente.

Seite 18

ZELLAUFNAHME ENTSCHLUSSELT
Wie nimmt eine Zelle Nahrstoffe,
Signale oder Viren auf? Eps15 spinnt durch
viele schwache Bindungen ein dynamisches
Netzwerk, das die Endozytose antreibt -
neue Erkenntnisse erklaren diesen zentralen
Mechanismus.

Seite 22
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Zellspione:
Werkzeuge fiirs Unsichtbare

KARTE DER PROTEINE
Eine neue Methode zeigt, wie Proteine
in Zellen organisiert sind. Das schafft ein
besseres Verstandnis fir zellulére Prozesse.

Seite 28

KORPEREIGENE
CANNABINOIDE IM FOKUS
Schmerz, Entziindung, Appetit:

Wie steuert unser Endocannabinoid-System
diese Prozesse? Neue fluoreszierende
Sonden machen das Schliisselenzym
MAGL in Zellen sichtbar - und zeigen liberra-
schende Anreicherungen an Fetttropfchen.

Seite 32

PROTEINE DURCH ZELLWANDE
Wie bringen wir Wirkstoffe ins Zellinnere?
BioRAM nutzt einen cleveren Arginin-Trick, um
Proteine sicher durch die Membran zu
schmuggeln - reversibel, ungiftig und effizient.

Seite 36

DREIPUNKTGURT FUR
FARBSTOFFE
Wie fixiert man Marker bombenfest an
Proteinen fur die Mikroskopie?
Ein Dreipunktgurt aus alter Chemie und
modernem Protein-Design halt
Fluorophore exakt auf Position.

Seite 30

ZELLSIGNALE
NEU ENTSCHLUSSELT
Zellen ,sprechen” mit Hilfe von Phosphat-
ketten: Bisher unbekannte Ketten
aus bis zu sechs Phosphatgruppen an einem
Protein steuern Funktionen, Enzymaktivitat
und Kontakte - ein verborgener Code
mit Potenzial gegen Krebs und Diabetes.

Seite 34
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Entwicklungsstorung
bei Kindern entdeckt

Probleme beim Sprechen oder Laufen, Muskeln zittern und krampfen -
Veranderungen in einem bestimmten Gen kénnen eine bisher unbekannte
neurologische Erkrankung ausl6sen.



Eine E-Mail schreiben, zum Bus rennen, das Lied im
Kopfhdrer mitsummen - damit wir denken, fiihlen
oder handeln kdnnen, miissen unsere rund 100 Milliar-
den Nervenzellen miteinander kommunizieren.

Uber sogenannte Synapsen werden dabei Informatio-
nen mit Botenstoffen zwischen Zellen Gbertragen.
Eine einzelne Nervenzelle kann bis zu 10.000 solcher
Synapsen ausbilden - entsprechend zahlreich kénnen
ihre zellularen Kommunikationspartner sein.

Ein Schllsselprotein bei der synaptischen Signaliiber-
tragung ist das Protein UNC13A, das daran beteiligt
ist, Botenstoffe - Neurotransmitter genannt - freizu-
setzen. Dariiber hinaus spielt UNC13A eine Rolle bei
der Anpassungsfadhigkeit von Synapsen, die fir Lern-
und Gedéachtnisprozesse entscheidend ist.

Varianten des UNC13A Gens, das den Bauplan des
Proteins UNC13A enthalt, kdnnen auBerdem eine
bisher unbekannte neurologische Entwicklungssté-
rung auslésen. Dies hat ein Forscherteam um Dr. Noa
Lipstein vom Leibniz-FMP sowie Nils Brose vom Max-
Planck-Institut fir Multidisziplindre Naturwissenschaf-
ten in Gottingen gemeinsam mit klinischen Gene-
tiker:innen herausgefunden.

Im Rahmen weltweiter Kooperationen mit zahlreichen
Kliniken identifizierte das Team bislang rund 50 Pa-
tient:innen, bei denen dieses Syndrom diagnostiziert
wurde. Viele von ihnen haben so eine Erklarung

fur ihr Krankheitsbild erhalten. Das Spektrum der
Beeintrachtigungen durch das veranderte Gen reicht
dabei von verzégerter Entwicklung und geistigen
Beeintrachtigungen tber Sprach- und Bewegungs-
stérungen bis hin zu Zittern und Krampfanféllen.

In einigen Fallen kommt es auch zum Tod im frithen
Kindesalter.

Mithilfe elektrophysiologischer Studien an Mausen
und dem Fadenwurm C. elegans konnten Forschen-
de aufklaren, wie sich verschiedene Varianten des
UNC13A Gens auf die Funktion von Synapsen auswir-
ken. In bislang 20 Fallen ist es auf diese Weise ge-
lungen, die Krankheitsursachen aufzuklaren.

Dr. Noa Lipstein

.Die Symptome variieren, je nachdem, welche Funk-
tion das UNC13A-Protein nicht mehr austiben kann”,
erklart Dr. Noa Lipstein.

Die Ergebnisse der Forschenden machen Hoffnung
fur Therapien: Sogenannte Antisense-Oligonukleotid-
Therapien, die die Produktion krankmachender
Proteine unterdriicken, kénnten die Krankheitssymp-
tome bei zwei Formen der Entwicklungsstérung
verringern. Die neuen Erkenntnisse kdnnen zudem
Wege eroffnen, um haufigere neurologische Erkrankun-
gen wie ALS, Frontotemporale Demenz (FTD) und

die Alzheimer-Krankheit zu behandeln. Jiingste
Studien zeigten, dass eine veranderte Produktion des
UNC13A-Proteins ein Schlusselfaktor fir das Fort-
schreiten dieser Krankheiten ist.



Wie Darmbakterien an
Tumorzellen andocken

Ein Bakterium ist in Darmtumoren liberreprasentiert,
hilft ihnen beim Wachsen und schwacht die Immunabwehr.

Forschende kénnen jetzt genau zeigen, wie seine
,Kleber”-Proteine an Krebszellen und Abwehrzellen binden.

Dr. Daniel Roderer

Fusobacterium nucleatum ist im Mikrobiom von Darmkrebs-
patienten Uberrepréasentiert und ist mitverantwortlich fir
beschleunigtes Tumorwachstum, Metastasierung und Thera-
pieresistenz. Dies beruht auf der Bindung des Bakteriums

an Tumorzellen, deren Stimulation sowie der Wechselwirkung
mit Immunzellen, was die Immunantwort des Wirts abschwéacht.

Eine zentrale Rolle spielen zwei Proteine auf der bakteriellen
Oberflache, sogenannte Adhésine: Fap2 und CbpF. Fap2
bindet an das im Darm nur auf Tumorzellen vorkommende
komplexe Zuckermolekiil, ein Glykan namens Gal-GalNAc
sowie an das Immunprotein TIGIT auf Killerzellen. CbpF inter-
agiert dagegen mit CEACAM1, einem Protein, das Epithel-
zellen zur Kommunikation mit T-Zellen nutzen. Obwohl diese
Interaktionen bekannt waren, fehlten bislang strukturelle
Einblicke in die molekulare Bindungsweise.

Forschende um Daniel Roderer — insbesondere Felix Schépf
und Gian Luca Marongiu — haben nun mithilfe der Kryo-Elek-
tronenmikroskopie (Kryo-EM) die Strukturen beider Adhasine,
einzeln und in Komplex mit ihren Rezeptoren, bestimmt.

Fap2, das gréBte Protein von F. nucleatum, wurde als Fusions-
protein exprimiert, gereinigt und strukturell charakterisiert.
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Fusobacterium nucleatum

Es bildet einen rund 45 nm langen Stab aus einer B-Helix mit
V-fdrmigem Querschnitt, deren wasserabweisende Kerbe
durch einen unstrukturierten Bereich geschlossen wird. An der
Spitze liegt eine etwa 8 nm breite Erweiterung, welche die
Binderegion fiir beide Rezeptoren beherbergt: Gal-GalNAc bindet
rickseitig, TIGIT vorderseitig. Fap2 wirkt damit gleichzeitig als
»molekularer Haken" fiir Tumorzellen und ,molekularer Speer”
zur Immunsuppression.

Das CbpF-Adhéasin dagegen bildet ein Homotrimer mit einem
Stapel aus B-Faltblattern. Eine kurze, neun Aminos&uren
lange Schleife und ein Histidinrest einer Nachbareinheit formen
gemeinsam die CEACAM1-Bindestelle. Dieses Zusammen-
spiel zweier Untereinheiten zeigt, dass die Trimerbildung nicht
nur strukturell stabilisiert, sondern auch entscheidend zur
Interaktion beitragt.

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen untersucht die Arbeitsgrup-
pe nun die komplexe Interaktion mehrerer Adhé&sine auf der
Zelloberflache. Die Struktur- und Funktionsdaten liefern wichtige
Grundlagen fir die Entwicklung pharmakologischer Strate-
gien gegen F. nucleatum und seine Adhésine, die eine vielver-
sprechende Rolle in der Darmkrebstherapie spielen kénnten.



Neue Untereinheiten
endosomaler Chloridtransporter erklaren
neurologische Erkrankungen

Endosomen sind die Sortierzentralen der Zelle:

Hier werden Stoffe, Molekiile und Proteine libernommen,
sortiert und verteilt. Feinjustierte lonentransporter wie CIC-3
und CIC-4 sorgen fiir einen reibungslosen Ablauf.
Mutationen I6sen schwere neurologische Erkrankungen aus.
Forschende am FMP haben nun den Grund geklart.



Der Transport von lonen liber Zellmembranen ist
entscheidend fir die zelluldre und systemische Signal-
verarbeitung und viele andere Prozesse. In intrazellu-
laren Vesikeln wie Endosomen und Lysosomen be-
einflusst lonentransport den Verkehr und die Funktion
dieser Organellen. Mutationen in Genen, die fir
intrazellulare lonentransportproteine kodieren, kdnnen
zu schweren Erbkrankheiten filhren. Neben dem

oft betroffenen Nervensystem kénnen sie viele andere
Organe schadigen.

Das Labor von Thomas Jentsch hat mehrere Familien
von lonenkanélen, insbesondere solche fur Anionen,
molekular identifiziert und charakterisiert. Mutationen
aller neun Mitglieder der von ihm schon 1990 iden-
tifizierten CLC-Familie fihren zu unterschiedlichen
Erbkrankheiten. Kirzlich konnte seine Gruppe zeigen,
dass Mutationen der endosomalen Chlorid/Protonen-
Austauscher CIC-3 und CIC-4 bei Patienten zu teils
schweren Entwicklungsstérungen und neurologischen
Erkrankungen fiihren. Biophysikalische Analysen der
Mutanten ergaben aber oft keinen Defekt, so dass die
Forscher vermuteten, dass ein wichtiger Faktor fehlt.

In Zusammenarbeit mit Prof. Bernd Fakler (Universi-
tat Freiburg) fand das Team zwei kleine Proteine,

die fest an CIC-3, -4 und -5 binden: TMEM9 (T9A) und
TMEM9B (T9B). Biochemische Experimente und

Prof. Dr. Dr. Thomas Jentsch

Analysen von Mausen, in denen diese Proteine aus-
geschaltet sind (Knock-out) zeigten, dass beide Protei-
ne essenziell fiir die Stabilitdt und Funktion aller drei
Transporter sind. Diese ,neuen” B-Untereinheiten
dirigieren den zelluldren Verkehr der lonenaustauscher
und blockieren tiberraschenderweise deren lonen-
transport (Fig. 1A). Das Team fand heraus, dass diese
Blockade in mehreren krankheitserzeugenden Mutan-
ten von CIC-3 oder CIC-4 stark reduziert ist. Der
daraus resultierende tiberaktive lonentransport fiihrt
zur Schwellung von Endosomen und zu Krankheiten.

Die Lage der mutierten Aminosauren und weitere
Mutagenese grenzte eine Bindungsstelle fiir das in-
hibitorische ,Ende” der T9-Proteine ein, was Uber eine
Kryo-EM Studie des CLC-3/T9-Komplexes (Fig. 1B)

in Zusammenarbeit mit Richard Hite eindrucksvoll be-
statigt wurde. Der T9 C-Terminus blockiert direkt den
Chlorideintritt in CIC-3. Die Struktur lieferte einen
weiteren wichtigen Einblick: die Bindung von T9 an
CIC-3 erfordert PI(3,5)P2, ein Lipid, das in vielen Signal-
prozessen aktiv ist.

Die Identifikation der neuen T9-Untereinheiten schafft
die Basis zum Verstandnis der Pathologie von schwe-
ren neurologischen Erkrankungen und zeigt neue
Mechanismen der Regulation von Endosomen auf.

Es wird vermutet, dass die Inhibition von CLCs durch
T9 nicht nur durch PI(3,5)P2, sondern auch Gber
Phosphorylierung reguliert wird.
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Eine kleine Briicke
mit grof3er Wirkung

gegen Krebs

Eine Zellbriicke spielt eine Schliisselrolle:

Forschende zeigen, wie ein cleveres Fettmolekiil (P1(4,5)P2)

Prof. Dr. Volker Haucke

diese Briicke bei der Zellteilung stabilisiert - und
Fehler verhindert, die Tumore ausldsen.

Bei jeder Zellteilung muss nicht nur das Erbgut, sondern auch das Zell-
innere sauber auf zwei Tochterzellen aufgeteilt werden. Der letzte
Schritt, die Zytokinese, lauft Gber eine sehr diinne Briicke aus Membran
und réhrenférmigen Proteinkomplexen, den Mikrotubuli, die stabilisiert
und dann genau gesteuert durchtrennt werden muss. Gelingt dies
nicht, kdnnen Zellen mit zu vielen Chromosomen und zusatzlichen
Zentrosomen entstehen, was die Entstehung von Tumoren beglinstigt.

Wie genau die Bildung und Funktion dieser Briicke in Zeit und Raum ge-
steuert wird, war bislang unbekannt. Nun wurde untersucht, wie das Signal-
lipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PI(4,5)P2) an dieser Briicke
lokal erzeugt wird und wie es die spate Phase der Zellteilung koordiniert.

Ein Team aus internationalen Forschern, unter der Leitung von Prof. Dr.
Volker Haucke und Prof. Dr. Michael Krauss konnte zeigen, wie ein
kleines Membranlipid und seine Partnerproteine diese Briicke organisie-
ren - und so Zellteilungsfehler verhindern, die zu Krebs flihren kénnen.



B Septine M Mikrotubuli

siControl sily-i3/i5

Mithilfe humaner Zelllinien, gezielter Genabschaltung und Fluoreszenz-
mikroskopie konnte das Team zeigen, dass beim Verlust von PIPKly
Zellen in spaten Teilungsstadien ,steckenbleiben”, abnorme Briicken aus-
bilden und vermehrt mehrkernig werden. Unter diesen Bedingungen

sind die Schliisselmolekiile Anillin und Septine nicht mehr kompakt im so-
genannten Midbody, der zentralen Verdichtung der Briicke, konzentriert,
sondern unstrukturiert entlang und neben der Briicke verteilt. Gleich-
zeitig werden die Mikrotubuli in der Briicke weniger stabil und weniger
stark gebiindelt.

Untersuchungen zeigen, dass bestimmte Varianten der PIPKly direkt

an Septine binden und sich mit Septinfilamenten liberlagern. Gerade
diese Varianten sind notwendig, um Anillin und Septine am Interzellular-
steg zu halten und dort einen lokalen Pool von PI(4,5)P2 aufzubauen.
Fehlt entweder ihre Lipidkinase-Aktivitat oder ihre Fahigkeit, an Septine
zu binden, lassen sich die Defekte in der Organisation von Anillin,
Septinen und Briickenarchitektur nicht beheben.

Die septinassoziierten PIPKly Isoformen steuern die spate Phase der Zell-
teilung, indem sie einen lokalen Pool des Lipids PI(4,5)P2 am Interzellu-
larsteg erzeugen. Dadurch entstehen neue Ansatzpunkte, um Stérungen
dieser Achse bei der Entstehung von Krebs kiinftig gezielt zu untersu-
chen und therapeutisch zu nutzen.



Wie Grippeviren ihr
Inneres offnen

Bei Grippeinfektionen 6ffnet der M2-Protonenkanal im sauren Endosom
das Virus, um das Genom freizusetzen. Forschende enthiillen nun, welche

molekulare Offnungsmechanik dahintersteckt.



Prof. Dr. Adam Lange

Bei einer Infektion mit Grippe, verursacht durch
Influenza A-Viren, gelangen die Viren in menschliche
Zellen. Dabei spielen Endosomen - membran-
umschlossene Organellen, die aus der Zellmembran
entstehen - eine wichtige Rolle. In den Endosomen
herrscht ein sehr saurer pH-Wert. Dieser fiihrt dazu,
dass in einem Protein in der Virusmembran -

dem Protonenkanal M2 - eine Konformationsénde-
rung stattfindet, und zwar eine Offnung des Kanals.
In Folge kénnen Protonen in die Viruspartikel ge-
langen. Dadurch wird das Virusinnere ebenfalls sauer,
was zu einem Kollaps der Viruspartikel und dadurch
zu einer Freisetzung des viralen Genoms fihrt.

Der M2-Kanal ist deshalb auch ein wichtiges Zielmole-
kal fur Anti-Grippe-Wirkstoffe, wie z. B. Amantadin.
Aktuell zirkulierende Stdmme haben allerdings durch
Mutation des M2-Kanals oft Resistenzen gegen
Amantadin entwickelt.

Bisher waren die molekularen Grundlagen der Off-
nung des M2-Kanals nicht eindeutig geklart,
ebenso gibt es offene Fragen zum Mechanismus der
Protonenleitung durch den Kanal. Da der Kanal
sehr klein und auBerdem in eine Lipidumgebung
eingebettet ist, l3sst er sich nur schwierig mit struktur-
biologischen Standardtechniken wie der Rontgen-
kristallographie und der Kryo-Elektronenmikroskopie
untersuchen.

Forschende des FMP aus den Forschungseinheiten
Adam Lange und Han Sun haben daher einen integra-
tiven Ansatz aus Festkérper-NMR Untersuchungen mit
computergestitzten Verfahren wie MD-Simulationen
und quantenmechanischen Methoden gewahlt,

um diese Fragen zu beantworten.

Sie konnten zeigen, dass der M2-Kanal in seiner ge-
schlossenen Form aus vier identischen Proteineinheiten
besteht, die untereinander u.a. durch Wasserstoff-
brickenbindungen zwischen Histidin-Seitenketten ver-
bunden sind. Diese Interaktionen sind jedoch nicht
komplett starr, sondern kénnen sich 6ffnen und schlie-
Ben. Wenn der pH-Wert sinkt, 6ffnet sich der Kanal
unter klaren Strukturveranderungen - die Transmem-
branbereiche kippen und die C-terminale ,zwei-
gesichtige” Helix (wasserliebend und -abweisend)
richtet sich neu aus.

Die am FMP erlangten Ergebnisse erweitern das Ver-
standnis der Struktur und Funktionsweise von M2
und kénnten so bei der Entwicklung von Medika-
menten gegen Grippe als Grundlage herangezogen
werden. Abgesehen von M2 aus dem Grippevirus
gibt es eine Reihe ahnlicher viraler lonenkanile, z.B. im
West-Nil-Virus und im Dengue-Virus, bei deren Unter-
suchung die neuen Erkenntnisse hilfreich sein kénnten.



Geflecht der
Tight Junctions:
Wie die Niere
den Calciumfluss
steuert

Forschende zeigen, wie die Niere
den Calciumfluss reguliert:

In den Tight Junctions verdrangt
das Protein Claudin 14 den
»Calcium-Kanal” Claudin 16 und
bremst so den Riicktransport

ins Blut - ein Schutz vor zu viel
Calcium und méglicher Ansatz-
punkt gegen Nierensteine.

Dr. Martin Lehmann

Forschende haben einen bisher unbekannten
Mechanismus identifiziert, mit dem die
Niere die Ausscheidung von Calcium prazise
steuert. Dabei spielt das Claudin-14 Protein
eine Schlisselrolle: Es verdréngt das para-
zellulare Transportprotein Claudin-16 in den
sogenannten Tight Junctions der Niere und
beeinflusst so maBgeblich den Calciumfluss.

Der Korper ist auf eine stabile Calcium-
Homdostase angewiesen, die wesentlich
durch die Niere reguliert wird. Epithelzellen
bilden enge Verbindungen, sogenannte
Tight Junctions, welche den parazellularen
Transport von Stoffen - also den Trans-
port zwischen den Zellen - kontrollieren.

In einem speziellen Segment der Niere, dem
Jthick ascending limb” (dicker, aufsteigender
Ast) ermdglichen Kopolymere aus Claudin-
Proteinen Claudin-16 und Claudin-19 den Riick-
transport von Calcium aus dem Urin ins Blut.

Erhdhte Calciumspiegel im Blut fihren zur
Aktivierung des Calciumsensor-Rezeptors, der
wiederum die Expression von Claudin-14
erhéht. Claudin-14 stdrt die Calcium-Leitféhig-
keit des Claudin-16/19 Kopolymers, wo-
durch mehr Calcium tGber den Urin ausgeschie-
den wird. Dieser Mechanismus schiitzt vor

zu hohen Calciumwerten im Kérper. Gleich-



zeitig ist bekannt, dass genetische Varian-
ten von Claudin-14 das Risiko fir Nieren-
steinerkrankungen erhéhen kénnen.

Forschende des FMP und der Universit&t

in Odense, Siid-Danemark haben modernste
Mikroskopieverfahren genutzt, darunter

die hochauflésende STED-Mikroskopie, sowie
Zell- und Mausmodelle, um die dynamische
Umgestaltung der Tight Junctions sichtbar zu
machen und zu erforschen. Sie zeigen erst-
mals, dass Claudin-14 bevorzugt mit Claudin-19
Polymerstrukturen bildet und so den Platz
von Claudin-16 iber einen Zeitraum von mehre-
ren Tagen einnimmt.

Damit konnten die Forschenden einen
neuen Mechanismus aufzeigen, wie sich die
Zusammensetzung der Claudin-Proteine

in den Tight Junctions flexibel anpasst, wo-
durch die Nieren-Calcium-Ausscheidung
reguliert wird.

Diese Erkenntnisse liefern wertvolle mole-
kulare Einblicke in die Regulation der
Calcium-Hom®&ostase der Niere und eréffnen
neue therapeutische Perspektiven zur Be-
handlung von Nierensteinleiden und Stérun-
gen des Calciumstoffwechsels.



Schwache Bindungen,
starke Wirkung

Eps15 ist ein Schliisselprotein der Endozytose: Forschende zeigen nun,
wie es durch viele schwache Bindungen ein dynamisches Netzwerk
aufbaut - und werfen damit einen neuen Blick auf die friihen Schritte des
zentralen zellularen Aufnahmeprozesses.



Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist ein wichtiger Vorgang in unseren
Zellen, tber den N&hrstoffe, Signalmolekiile oder auch Viren in die
Zelle gelangen. Besonders zu Beginn spielen Proteine eine wichtige Rolle,
die keine feste Form haben. Diese dynamischen, strukturell flexiblen
Abschnitte bilden ein komplexes Netzwerk, das entscheidend fiir die er-
folgreiche Aufnahme von Molekiilen und damit fiir zahlreiche zellulare
Funktionen ist.

Wie genau dieses Netzwerk entsteht und den Ablauf der Endozytose
steuert, ist noch wenig verstanden. Ein Grund dafiir ist, dass intrinsisch
ungeordnete Domé&nen schwer zu untersuchen sind und friithere Stu-
dien meist nur kurze Abschnitte betrachtet haben.

Das Team um Sigrid Milles hat das Protein Eps15 genauer untersucht, das
eine Schlisselrolle bei der Endozytose spielt. Es besteht aus drei ge-
falteten EH-Bereichen, einer Region, durch die sich zwei Molekiile verbinden
kénnen und einer langen ungeordneten Region. EH-Domé&nen binden

an ganz bestimmte Motive anderer Proteine, typischerweise an die Amino-
saureabfolge Asparagin-Prolin-Phenylalanin (NPF), wie sie etwa im
Endozytoseprotein Dab2 vorkommen.

Zum ersten Mal wurden nun alle drei EH-Domanen gemeinsam betrachtet.
Dabei zeigte sich, dass sie nicht nur NPF-Abschnitte mit schwacher
Affinitat binden, sondern auch an andere hydrophobe Regionen in Dab2 -
und das jeweils mit vergleichbarer Bindungskraft.

Da Eps15 durch Trépfchenbildung in der Zelle separierte flissige Bereiche
bildet, spielen solche schwachen Wechselwirkungen eine wichtige Rolle.
Die Forschenden konnten zeigen, dass die EH-Doménen auch die
ungeordnete Region von Eps15 selbst binden kénnen, obwohl diese keine
NPF-Motive hat, was die Fahigkeit des Proteins zur Phasenseparierung
und damit Trépfchenbildung erklart. Dab2 dringt aufgrund der kurz-

zeitig bestehenden Bindungen in diese Phasen ein, ohne sie zu zerstoren.

Zudem interagiert auch Clathrin Gberraschenderweise mit Eps15 und
kann in die Kondensate eintreten. Wenn Eps15 solche Phasen bildet, hilft
es auBerdem dabei, dass sich Clathrin zu gréBeren Strukturen zusam-
mensetzt - ein wichtiger Schritt bei der Endozytose.

Diese Ergebnisse geben neue Einblicke, wie die Endozytose reguliert wird.

Da dieser Prozess etwa fiir die Signalweiterleitung im Gehirn und den
Fettsdurestoffwechsel entscheidend ist, kdnnen die Befunde dabei helfen
zu verstehen, wie Stérungen dieser Abldufe zu Krankheiten fiihren.

Dr. Sigrid Milles



Flexible Torwachter

der Zelle

Zellen sind Meister der Kontrolle:
Durch winzige Kanéle in ihrer Mem-
bran steuern sie, welche lonen
oder Molekiile passieren diirfen.
Besonders spannend sind so-
genannte K2P-Kanale - sie beein-
flussen Herzrhythmus, Atmung,
Schmerzempfinden und Stimmung.

Prof. Dr. Han Sun

Zellen sind durch die Zellmembran von ihrer Um-
gebung abgegrenzt. Die meisten Stoffe kénnen diese
Barriere nicht passieren. Spezialisierte Transporter
oder Kanéle erméglichen daher den selektiven Durch-
tritt von Molekulen wie Proteinen, Zuckern oder
lonen (z.B. Natrium oder Kalium).

Two-pore-domain-Kaliumkanale (K2P-Kanéle) sind
eine zuletzt entdeckte Familie der Kaliumkanale.

Sie regulieren das Ruhemembranpotenzial und die
zelluldre Erregbarkeit in verschiedenen Zelltypen.
Eine Fehlregulation dieser Kanéle wird unter anderem
mit Vorhofflimmern, Atemdepression, Lungenhoch-
druck, Schlafapnoe, Migréane und Depression assoziiert.
K2P-Kanéle sind daher vielversprechende Ziele fiir
Wirkstoffe.

lonenkanéle sind keine starren Objekte - sie 6ffnen
oder schlieBen sich als Reaktion auf Signale - ein
Prozess namens ,Gating"”. Der Gating-Mechanismus
der K2P-Kanéle ist noch umstritten. Studien zeigen,
dass die zytoplasmatische C-Terminus-Region Signale
wie Temperatur, mechanischen Druck, Phosphory-
lierung, pH-Werte und Wechselwirkungen mit Hilfe spe-
zieller Proteine wahrnimmt und integriert. Gemeinsam
mit Partnern der Uni Kiel konnten FMP-Forschende
zeigen, dass das Hauptgate im Selektivitatsfilter liegt.
Unklar ist, wie Signale von der C-Terminus-Region
zum Filter-Gate gelangen und wie dieser Mechanismus
atomar funktioniert.

Interessant ist auch, dass K2P-Kanale spannungsab-
hangig sind. Sie sind vor allem bei positiven Membran-
potentialen aktiv, besitzen jedoch keine klassischen
Spannungssensoren. Der genaue Mechanismus ist bis-
lang unbekannt.



Die grof3 angelegten Computersimulationen zeigen:
Die C-Terminus-Region der TREK-K2P-Kanéle ist

mit dem Selektivitatsfilter-Gate funktionell gekoppelt.
Eine Phosphorylierung in der C-Terminus-Region
verandert Konformation und Membraninteraktion,

|6st Filter-Konformationsdnderungen aus, die fir die
SchlieBung der Kanéle unter phosphorylierten Be-
dingungen verantwortlich sind. Elektrophysiologische
Messungen an der Uni Kiel bestatigten dies. Zudem
fanden Forschende am FMP einen Interaktionsweg
zwischen der C-Terminus-Region und dem Selektivitats-
filter. Das eréffnet neue Méglichkeiten, diese Kanéle
mit Medikamenten gezielt zu beeinflussen.

In einer Parallelstudie klarten Simulationen den Mecha-
nismus der Spannungsabhéngigkeit: Die Selektivi-
tatsfilter vieler K2P-Kanéle sind asymmetrisch dynamisch
und eng mit der Richtung des lonenflusses gekoppelt.
Unter negativem Membranpotential konnen Was-
sermolekiile extrazellulér in den Filter eindringen,
Konformationsdnderungen verursachen und schlieBlich
eine SchlieBung des Kanals bewirken. Dieser Me-
chanismus unterscheidet sich grundlegend von anderen
spannungsabhingigen Kationenkanalen und eréffnet
neue Perspektiven fiir das de-novo-Design von Ka-
nélen oder Nanoporen, also das gezielte Neuentwerfen
solcher Strukturen von Grund auf.
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Karte der Proteine

Wie sind Proteine in Zellen organisiert? Antworten auf diese Frage
gibt die Massenspektrometrie-assistierte raumliche Proteomik.
Mit dieser innovativen Technik lassen sich Ort und Ausrichtung bis-
lang uncharakterisierter Proteine prazise bestimmen.

Prof. Dr. Fan Liu

Organellen und zelluldre Subkompartimente erfiillen hochspe-
zialisierte Funktionen, die von der prazisen rdumlichen und zeit-
lichen Organisation ihrer Proteine und deren spezifischen

Wechselwirkungen abhangen. Diese fein abgestimmte Protein-
anordnung ist entscheidend fiir nahezu alle zellularen Prozesse.

Um intra- und inter-Proteinwechselwirkungen in einem Radius
von bis zu 4 nm zu detektieren, kommt die Quervernetzungs-
Massenspektrometrie (XL-MS) zum Einsatz. Im etablierten
Verfahren CLASP (Cross-Linking Assisted Spatial Proteomics)
kombinieren Forschende des FMP XL-MS-Daten mit bereits
bekannten Lokalisationsmarkern, wodurch sich die Position
weiterer Proteine in einer Zelle mit hoher Prazision vorhersagen
Iasst. CLASP verbindet also strukturelle und radumliche Infor-
mationen und erlaubt es, Organisation und Morphologie komple-
xer Zellkompartimente detailliert zu kartieren.

Mit CLASP kénnen mehrere Teilrdume in einem Experiment
analysiert, Membranprotein-Topologien bestimmt und bislang
uncharakterisierte Proteine lokalisiert werden. Als Modellsys-
tem dienten intakte humane Mitochondrien, mit Fokus auf
ER-Mitochondrien-Kontaktstellen, die eine enge physische und
funktionelle Verbindung zwischen endoplasmatischem Reti-
kulum und Mitochondrien herstellen und deren Dynamik bisher
nur unzureichend verstanden ist. Darliber hinaus wurde das
Verfahren erfolgreich auf synaptische Vesikel angewendet, um
die Ubertragbarkeit auf andere biologische Systeme zu de-
monstrieren. Synaptische Vesikel sind membranumgebene Struk-
turen, die als Transportvehikel fiir Neurotransmitter zwischen
Neuronen fungieren.



Die Ergebnisse gehen aus einer multidisziplinaren Kollaboration
der Arbeitsgruppen Liu und Lehmann hervor, insbesondere
angefihrt durch die ehemaligen Promovierenden Ying Zhu
(AG Liu) und Kerem Akkaya (AGs Liu/Lehmann). Die Arbeit ver-
bindet die Kernkompetenzen beider Gruppen, die Massen-
spektrometrie und die Mikroskopie.

Bei der Anwendung von CLASP mit speziellen Quervernetzungs-
Reagenzien auf intakte humane Mitochondrien und synaptische
Vesikel aus Mausen wurden liber 14.000 Querverbindungen
identifiziert, die 2.606 bzw. 417 Protein-Interaktionen abbilden.
Anhand von 244 Lokalisationsmarkern lief3 sich die Subkom-
partiment-Position von 91 Prozent der annotierten Proteine be-
stimmen. Die Methode erméglichte die Entdeckung 24 neuer
Membranprotein-Topologien sowie dreier bislang unbekannter
mitochondrialer Proteine, darunter FAF2 an ER-Mitochondrien-
Kontaktstellen.

CLASP erméglicht die hochaufldsende Bestimmung lokaler
Proteome in membranbegrenzten Systemen. Die neu etablierte
Methode liefert wichtige Beitrage zur Erstellung eines rdum-
lich aufgeldsten humanen Interaktoms sowie zur Kartierung der
zellularen Architektur.



Anschnallen bitte:
ein Dreipunktgurt fur
Fluorophore

Wie fixiert man Marker bombenfest an Proteine fiir Mikroskopie?
Ein Dreipunktgurt aus alter Chemie und modernem
Protein-Design halt Fluorophore exakt auf Position -

und erméglicht so prazise Messungen fiir die Zellforschung.

A + B —> C: Molekiile durch chemische Bindungen zu
vereinen, ist eine fundamentale Grundlage von or-
ganischer Chemie und Biologie. So auch bei der Protein-
markierung, wenn zum Beispiel ein Fluorophor so

fest an Proteine gebunden wird, dass es fiir mikrosko-
pische Aufnahmen sichtbar wird. Doch selbst mit
einer solchen Bindung kann sich der Farbstoff noch be-
wegen. Das macht es schwer, seine genaue Orien-
tierung zu bestimmen.

Die Gruppe um Johannes Broichhagen hat damit jetzt
Schluss gemacht: Sie vereint Chemie aus dem spéaten
19.Jahrhundert mit Computersimulationen und Pro-
tein-Engineering aus 2025, um eine neue, besonders
stabile Markierungstechnik zu entwickeln. Diese er-
laubt genauere und sicherere Messungen an Proteinen.

Protein-Tagging gehort zum Standardrepertoire in
den Lebenswissenschaften. Traditionell werden
Fluoreszenzproteine (FPs) an Proteine, die untersucht
werden sollen, angehéngt und dann mittels Fluores-
zenzmikroskopie sichtbar gemacht. Eine chemisch
stabilere Methode bieten organische Fluorophore, die
an sogenannte Labelling-Tags (z.B. SNAP-tag, HaloTag)
kovalent gebunden werden kénnen. An einer Ami-
noséaure fixiert kdnnen solche Farbstoffe aber noch
~zappeln”, etwa durch Rotation um Bindungen. Dadurch
entsteht Unsicherheit in Messungen zum Beispiel

bei der Forster-Resonanz-Energielibertragung. Ideal
ware es, den Farbstoff an drei Punkten auf der Pro-
teinoberflache zu fixieren - wie mit einem Dreipunkt-
gurt im Auto. Doch so viele Ankerpunkte am Protein
zu finden, ist gar nicht so einfach.



Damit das klappt, muss man genau wissen, welche
Stellen auf der Proteinoberflache chemisch reagieren
kénnen. Besonders die Aminosaure Lysin ist hier
wichtig, da sie leicht Bindungen eingehen kann.
Broichhagens Team nutzte dies aus: Sie verwendeten
ein bekanntes Enzym-System (HaloTag), das bereits
eine Bindung zwischen Protein und Farbstoff herstellt,
und ergéanzten es um zwei weitere reaktive Zentren.

Das Team designte also zwei Komponenten:

ein HaloTag-Protein mit zwei gezielt platzierten Lysinen
(Halo¥X) und ein Farbstoff-Molekdil mit zwei Fluorid-
Gruppen (F2X). Diese reagierten tatsachlich drei-

fach miteinander, was per Massenspektrometrie be-
wiesen wurde.

Die Vorteile eines solchen Systems ergeben sich nicht
nur in der rdumlich exakten Ausrichtung des Dipols,
welcher fiir Abstandsmessungen zu anderen Fluo-
rophoren Potenzial hat, sondern ebenso in dem Vorteil,
dass keine Fluoreszenz emittiert werden kann, be-
vor die Reaktion abgeschlossen ist. Damit ist das
HaloXk:F2X-System eine neue, prazise und saubere Me-
thode, um Proteine fiir die Bildgebung zu markieren.

Dr. Johannes Broichhagen



Das leuchtende
Netzwerk der
Cannabinoide

Schmerz, Entziindung, Appetit:

Wie steuert unser Endocannabinoid-
System diese Prozesse? Neue
fluoreszierende Sonden machen das
Schliisselenzym MAGL in Zellen
sichtbar - und zeigen liberraschende
Anreicherung an Fetttrépfchen

in Zellen.

Prof. Dr. Marc Nazaré

Das Endocannabinoid-System (ECS) ist ein
komplexes Lipid-Signalnetzwerk des Kor-
pers, dessen Funktionen nur unzureichend
verstanden sind. Es besteht aus Cannabi-
noidrezeptoren (CB1 und CB2), aus kérper-
eigenen Botenstoffen (endogenen Lipiden)
und Enzymen, die diese abbauen. Dieses
System reguliert viele Vorgénge im Kérper,
wie Entziindungen, Schmerz, Suchtver-
halten und Appetit. Monoacylglycerinlipase
(MAGL) ist hierbei ein Schlisselenzym

und baut den hiufigsten Botenstoff, das
Endocannabinoid 2-Arachidonoylglycerin
(2-AG) ab.

Die Hemmung von MAGL gilt als wichtiger
therapeutischer Ansatz, um Endocan-
nabinoid-Effekte gezielter und mit weniger
Nebenwirkungen zu nutzen. Um die Ver-
teilung und Funktion von MAGL in Zellen und
Geweben besser zu verstehen, entwickelten
Forschende des FMP gemeinsam mit inter-
nationalen Partnern hochselektive, fluoreszie-
rende chemische Sonden fir MAGL.

Ein strukturbasiertes Design ermdéglichte
eine Molekiilplattform, die MAGL selektiv er-
kennt und verschiedene Farbstoffe ankoppeln
I&sst. Zugleich konnten die Sonden verklei-
nert und wirkstoffahnlicher gemacht werden.

Die fluoreszenzmarkierten Sonden weisen
eine sehr hohe Bindungsstarke (pikomolare
Affinitat) auf und erméglichen eine sehr
empfindliche, selektive Visualisierung von
MAGL in Zellen. Die konsistente Hemmung



von MAGL in verschiedenen Spezies (Maus,
Ratte und Mensch) erleichterte die Uber-
tragung von pharmakologischen Modellen
bis hin zu diagnostischen Anwendungen.

Dafiir wurde ein erster Biomarker-Assay ent-
wickelt und erfolgreich an Patientenproben
eingesetzt. Durch Fluoreszenzmikroskopie
wurde MAGL in lebenden Krebszellen, Neuro-
nen und Hirnorganoiden sichtbar gemacht
und zeigte eine starke Anreicherung an Fett-
trépfchen (,Lipid-Droplets”). In Hirngewe-
beproben von Mausen zeigten PET-Scans
zudem eine ungleiche Verteilung von MAGL
mit hohen Konzentrationen im Cortex und
Hippocampus - Hirnregionen, die prazises
Signal-Timing, synaptische Plastizitat und die
Produktion von Arachidons&ure in besonde-
rem MaBe erfordern.

Die neuartigen fluoreszenzmarkierten MAGL-
Sonden bieten eine vielversprechende Basis
zur Erforschung bislang ungeklarter MAGL-
Funktionen. Sie ermdglichen weiterfiihrende
Studien zur Rolle des Endocannabinoid-
systems bei neurologischen Erkrankungen,
neuropathischem Schmerz, Epilepsie oder
Multipler Sklerose.



Neue Phosphatketten:
Der verborgenen Sprache der
Zellsignale auf der Spur

Proteinphosphorylierung ist eine zentrale chemische
Sprache, die Zellen zur internen Kommunikation
nutzen - und das komplexer und vielféltiger, als bisher

angenommen wurde.

Die reversible Proteinphosphorylierung, also das An-
und Abheften von Phosphatgruppen zur Regulation
von Proteinen, ist ein zentraler Signalmechanismus in
Eukaryoten. Moderne analytische Methoden er-
kennen zehntausende solcher Modifikationsstellen.
Eine Fehlregulation von Signalnetzwerken ist mit
vielen Krankheiten wie Krebs und Diabetes assoziiert,
weshalb Phosphorylierungskaskaden ein wichtiges
Ziel fur die pharmazeutische Industrie sind.

Robuste Methoden existieren, um einzelne Phospho-
rylierungen an bestimmten Aminosaureresten
(Serin, Threonin, Tyrosin) zu messen, doch andere Va-
rianten wie die Protein-Pyrophosphorylierung - bei
der eine bereits phosphorylierte Aminosaure-Seiten-
kette eine zweite Phosphatgruppe aufnimmt und

so eine Pyrophosphatgruppe bildet - sind schwerer
nachweisbar. Bislang fehlten Methoden, um dieses
ungewdhnliche Phosphorylierungsmuster in komplexen
Proben zu entdecken.

Jeremy Morgan, ehemaliger Postdoktorand am FMP,
entwickelte eine Massenspektrometrie-Methode
zur Detektion und Zuordnung von Protein-Pyrophos-

phorylierung in menschlichen Zelllinien - das war
der erste direkte Beleg fiir diese Modifizierung. Durch
die Kombination dieser massenspektrometrischen
Methode mit einem neuen Anreicherungsverfahren
lassen sich nun tiber 300 Stellen in mehr als 100
menschlichen Proteinen aufspiiren. Die Ergebnisse
stimmen mit frilheren biochemischen Befunden
tberein, die die Einflihrung dieser Modifikation mit
Botenstoffen namens Inositol-Pyrophosphat in
Verbindung bringen. Darlber hinaus fihrte das
Fehlen von Inositol-Pyrophosphaten und Pyrophos-
phorylierung zu einer starken Reduktion der
rRNA-Transkription - der Startschuss fir die Herstel-
lung von Ribosomen.

Mit der Detektion dieser neuartigen Zellsprache kann
die Gruppe um Dorothea Fiedler erforschen, wie
diese Modifikation die Proteinstruktur und -funktion
beeinflusst. Zu diesem Zweck stellte der Dokto-
rand Arif Celik stochiometrisch pyrophosphorylierte
Proteine her und untersuchte deren Eigenschaften.

Er fand heraus, dass Pyrophosphorylierung enzymati-
sche Aktivitaiten hemmen und Interaktionen zwischen
Proteinen verandern kann.



.
NME1

Autocatalytic
oligophosphorylation

Uberraschend férdert sie zudem einen neuen Phospho-
rylierungstyp namens Oligophosphorylierung. Dabei
werden Ketten von bis zu sechs Phosphorylgruppen an
einen einzelnen Aminosaurerest angehéangt. In Zu-
sammenarbeit mit den Arbeitsgruppen Roderer,
Hackenberger und Liu wurde diese neue Modifikation
mithilfe von Kryo-EM und Massenspektrometrie cha-
rakterisiert. Nun soll untersucht werden, wie ver-
breitet die Oligophosphorylierung in Sdugetierzellen
ist, wie sie reguliert wird und wie sie Proteinstruktur
und -funktion steuert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es im Bereich
der Phosphat-basierenden Signallibertragung noch
immer neue Kommunikationsarten gibt. Protein-Pyro-
und Oligophosphorylierung kdnnten sich als zentrale,
bislang fehlende Komponenten in der Signaltrans-
duktionsforschung erweisen. Ihre Charakterisierung
verandert unser Verstandnis der Zellkommunikation
und eréffnet therapeutisches Potenzial.

NME1

P P

Prof. Dr. Dorothea Fiedler



Proteine auf Durchreise -
ein neuer Weg ins Zellinnere

Eine neue bioreversible chemische Modifikationsstrategie
(,BioRAM") ermdglicht es, Proteine zellpermeabel zu machen.
Die Methode zeigt hohe Wirksamkeit und ebnet den
Weg fiir neue Anwendungen, um Proteine in lebende Zellen
zu transportieren.

Mit BioRAM haben Forschende am FMP eine neue
Methode entwickelt, um Proteine effizient und schonend
in Zellen zu transportieren - ein wichtiger Schritt fir
kiinftige biopharmazeutische Anwendungen.

Biopharmazeutische Wirkstoffe, die intrazellulare
Signalwege beeinflussen, miissen die Zellmembran
Uberwinden. Damit solche Wirkstoffe besser ins
Zellinnere gelangen kénnen, hat das Team um Christian
Hackenberger eine vielversprechende Strategie ent-
wickelt, die auf der Grundlage von Arginin-haltigen
zellpenetrierenden Peptiden basiert (CPPs).

Zunachst hatte die Hackenberger-Gruppe CPP-Additi-
ve identifiziert, die die Aufnahme CPP-konjugierter
Biomolekiile verbesserten. Bisher waren genetisch
verdnderte Proteine mit definierten Modifikationsstel-

len n&tig. Durch die Entwicklung oberflachenverankerter
CPP-Additive gelang es anschlieBend, funktionale
Proteine und Antikérper auch fir endogene Zielstruk-
turen - also kérpereigene Molekiile oder Prozesse,

die sich pharmakologisch adressieren lassen - in Zellen
einzuschleusen. Optimierungen fiihrten zu einer zwei-
ten Generation von CPP-Additiven, die eine starkere
Membranbindung und einen effizienteren Transport bei
geringeren Konzentrationen ermdglichten. Auf dieser
Basis entstand nun die neue bioreversible Modifika-
tionsstrategie BioRAM (BioReversible Arginine Modifi-
cation): Sie erweitert die Moglichkeiten und erhéht

die allgemeine Anwendbarkeit des CPP-Additiv-ver-
mittelten Transports, weil nun auch native, also natirliche,
unveranderte Proteine chemisch so modifiziert werden
kdnnen, dass sie zellpermeabel werden, ohne dass
eine genetische Veranderung nétig ist.



Entwickelt wurde BioRAM im Hackenberger-Labor von
Jonathan Franke und Jan Vincent V. Arafiles, unter-
stiitzt durch den Bachelorstudenten Christian Leis.

Die Methode kombiniert multiple CPP-Konjugation,
rickstandsfreie intrazellulare Abspaltung sowie
oberflachenverankerte CPP-Additive. Dabei werden
CPPs Uiber intrazellular spaltbare Linker an die Pro-
teinoberflache gekoppelt. Nach erfolgreicher Aufnahme
ins Zytosol werden die Peptide wieder abgespalten,
sodass das native Protein in seiner urspriinglichen Form
vorliegt und keine unerwiinschte Lokalisierung auftritt.

Das Team untersuchte systematisch, wie sich die Ldnge
und Anzahl der CPPs auf Effizienz und Toxizitat aus-
wirken, und fand Bedingungen, unter denen der Trans-
port besonders effektiv ablauft. Entscheidend fir

das Linkerdesign war dabei das Gleichgewicht zwischen
extrazellularer Stabilitdt und schneller intrazellularer
Spaltung. Ziel war es, die transportierten Proteine
nach dem Eintritt in das Zytosol direkt verfiigbar zu
machen. So entwickelte das Team eine vielseitige,
serumkompatible und nicht-toxische Plattform zum
Transport nativer Proteine in menschliche Zellen bei
niedrigen Konzentrationen.

Dieser Ansatz eréffnet neue Perspektiven, um pharma-
kologisch relevante Proteine Giber CPP-vermittelte
Wege in komplexen biologischen Systemen gezielt in
Zellen einzubringen.

Prof. Dr. Christian Hackenberger
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THEMEN DER ARBEITSGRUPPEN

Forschungsgruppen

Die Forschungsarbeit am FMP wird in unabhangigen Forschungsgruppen durchgefihrt,

die einem von drei Bereichen zugeordnet sind: Molekulare Physiologie & Zellbiologie,
Strukturbiologie und Chemische Biologie. Die Ubersicht zeigt die Forschungsgruppen sowie
Beispiele fiir Forschungsthemen der Gruppen.

Forschungsbereich

MOLEKULARE PHYSIOLOGIE UND ZELLBIOLOGIE

Forschungseinheit
MOLEKULARE PHARMAKOLOGIE
UND ZELLBIOLOGIE

Leitung: Prof. Dr. Volker Haucke
- Von Stamm- zu Nervenzellen
- Botenstoffiibertragung im Gehirn
- Gehirnerkrankungen
(von Alzheimer zu Schlaganfall)
- Alternsforschung

Technologieplattform
LICHT- UND ELEKTRONEN-
MIKROSKOPIE

Leitung: Dr. Martin Lehmann

- Superaufldsungsmikroskopie

- Ultrastruktur von Organellen,
Zellen & Geweben

- Entwicklung von korrelativer
Licht- & Elektronenmikroskopie

- Quantitative Bildanalyse

- Nanostruktur & Funktion von
parazelluléren Barrieren

40

Forschungseinheit
PHYSIOLOGIE UND PATHOLOGIE
DES IONENTRANSPORTS

Leitung: Prof. emer. Dr. Dr. Thomas Jentsch

- Signalubertragung zwischen & in Zellen

- Intrazellularer Vesikeltransport

- lonentransport-bedingte Erkrankungen
(u.a. Neurodegeneration, Epilepsie,
Nierenerkrankungen, Bluthochdruck)

- Struktur & Funktion von lonen-
transportproteinen

- Identifizierung neuer Kanéle & deren
Interaktionspartnern

Technologieplattform
GENTECHNISCHE MODIFI-
KATION VON ZELLEN

Leitung: Prof. Dr. Ralf Schiilein

- CRISPRCas

- Ausschalten von Genen

- Gezielte Veranderung von Genen
. Gentechnische Tools

Nachwuchsgruppe
BIOLOGIE DER SYNAPSEN

Leitung: Dr. Noa Lipstein

- Informationstibertragung im Gehirn

- Neuroentwicklungsstérungen & neuro-
degenerative Erkrankungen

- Synaptische Vielfalt auf molekularer Ebene

- Signalubertragung tiber Sekundérboten-
stoffe an Synapsen

Technologieplattform
TIERHALTUNG

Leitung: Dr. Natali Wisbrun

. Tierschutz
- Alternative zu Tierversuchen
- 3R-Forschung (Replace, Reduce, Refine)



Forschungsbereich
STRUKTURBIOLOGIE

Forschungseinheit
MOLEKULARE BIOPHYSIK

Leitung: Prof. Dr. Adam Lange

- Festkdrper-NMR-Spektroskopie

- Integrative Strukturbiologie
(NMR, Kryo-EM)

- Membranproteine in ihrer natiirlichen
Lipid-Umgebung: lonenkanile,
Rhomboidproteasen

- Viroporine als Zielmolekiile in
Influenza A & anderen Viren

- Bakterielle supramolekulare An-
ordnungen: z.B. Bactofilin-Filamente

Nachwuchsgruppe
INTEGRATIVE
STRUKTURDYNAMIK

Leitung: Dr. Sigrid Milles

- Kernmagnetresonanzspektroskopie

- Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie

- Proteine ohne feste dreidimensionale
Struktur

- Proteindynamik

- Interaktions-Netzwerke

THEMEN DER ARBEITSGRUPPEN

W)

Forschungseinheit & Technologieplattform Forschungseinheit

STRUKTURELLE INTERAKTOMIK NMR-UNTERSTUTZTE
STRUKTURBIOLOGIE

Leitung: Prof. Dr. Fan Liu Leitung: Prof. emer. Dr. Hartmut Oschkinat
- Massenspektrometrie & Proteomik - Protein-NMR in L6sung & im Festkdrper
- Proteinstrukturdynamiken & -interaktionen - Entwicklung von DNP-Methoden
- rdumlich aufgeldste Proteomik - Studien zur Struktur & Funktion von
- Viren-Wirts-Interaktionen Biofilm-Proteinen
- Studien zu Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen
- Strukturbestimmung von Membran-
proteinen
Nachwuchsgruppe Technologieplattform
STRUKTUR & MECHANISMUS MIKRO- NMR-SPEKTROSKOPIE

BIOMASSOZIIERTER ERKRANKUNGEN

Leitung: Dr. Daniel Roderer Leitung: Dr. Peter Schmieder
- Kryo-Elektronenmikroskopie & - NMR-Methodenentwicklung
Kryo-Elektronentomographie - Strukturaufklarung von Naturstoffen
- bakterielle Adhasion an Humanzellen - NMR-Analyse von kleinen Molekiilen
- Strukturbestimmung von Membran-
proteinen

- Mechanismen von Protein-Protein-
Interaktionen relevant fiir Mikrobiom-
assoziierte Karzinogenese
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Forschungsbereich
CHEMISCHE BIOLOGIE

Forschungseinheit
CHEMISCHE BIOLOGIE
DER SIGNALTRANSDUKTION

Leitung: Prof. Dr. Dorothea Fiedler

- Signaliibertragung in Zellen

- Modifizierungen von Proteinen

- Zellularer Phosphathaushalt

- Hyperphosphorylierte Botenstoffe
- Chemische Tools

Forschungsgruppe
MEDIZINISCHE CHEMIE

Leitung: Prof. Dr. Marc Nazaré

- Chemische Tools

- DOTAM-basierte Diagnostika

- Fluoreszente Tools fiir das
Endocannabinoidsystem

- Visualisierung von Infektionen &
Tumoren

- Wirkstoffe gegen Phosphatasen &
Kinasen
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Forschungseinheit
MODIFIKATION UND TRANSPORT
VON BIOMOLEKULEN

Leitung: Prof. Dr. Christian Hackenberger

- Biopharmazeutika

- Posttranslationale Proteinmodifikationen
(PTMs)

- Gerichteter Wirkstofftransport durch Anti-
korper-Konjugate (Antikérper-Wirkstoff-
Konjugate)

- Bioorthogonale Reaktionen

- Proximity-Labeling & Interaktionsanalyse

- Chemische Tools

- Zellpermeable Proteine & Antikérper

Technologieplattform
SCREENING UNIT

Leitung: Dr. Jens Peter von Kries /

Dr. Katina Lazarow /

Dr. Martin Neuenschwander

- Hochdurchsatz-Screening mit
Substanzbibliotheken in biochemischen &
zelluléren Assays

- Genetisches Screening fiir die systemati-
sche Identifizierung von Genfunktionen

- Charakterisierung der biologischen
Aktivitat von Substanzen (Bindungs-
konstanten, Zytotoxizitat)

- Automatisierung von Laborprozessen
mit Liquid-Handlern & akustischen
Dispensiertechnologien

Forschungseinheit
STRUKTURCHEMIE UND COMPUTER-
GESTUTZTE BIOPHYSIK

Leitung: Prof. Dr. Han Sun

- lonenkanéle & Membranproteine

- Mechanismus des Membrantransports

- Computerunterstutztes Wirkstoffdesign

- Strukturchemie & Chiralitat

- Mechanismen lichtgesteuerter bio-
logischer Prozesse

Technologieplattform
COMPOUND MANAGEMENT

Leitung: Dr. Edgar Specker

- automatisierte Lagerung von Substanz-
bibliotheken

- Bereitstellung von Screeningplatten

- Qualitatskontrolle von Screeninghits
mit Hilfe von LCMS- & NMR-Methoden

- Ahnlichkeitssuche von Substanzen in
internen & externen Bibliotheken zum
Aufbau einer Struktur-Aktivitats-Beziehung

- Priorisierung (Triage) von Hitlisten &
Vorschlage zur Synthese von Hits



Nachwuchsgruppe
CHEMBIOPROBES

Leitung: Dr. Johannes Broichhagen

- Chemische Synthese

- Fluoreszenzfarbstoffe

- (hochaufgel6ste) Mikroskopie

- Rezeptoren in der Diabetesforschung
- endogene Proteinmarkierung

Im Folgenden finden Sie weitere
Informationen sowie kurze Be-
schreibungen zu den Gruppen.
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