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1 Einleitung 1

1  Einleitung

Das Gehirn stellt als zentraler Anteil des Nervensystems das komplexeste Organ des
Menschen dar. Es besteht aus durchschnittlich 86 Milliarden, auf Reizaufnahme und Wei-
terleitung spezialisierten Zellen, den Neuronen (Azevedo et al. 2009). An den Kontakt-
und Kommunikationsstellen benachbarter Neuronen, den Synapsen, erfolgt die Weiter-
gabe von Informationen. Dieses hochkomplexe Netzwerk stellt die Grundlage flr zent-
ralnervose Funktionen wie Bewusstsein, Gedéchtnis und Lernen dar. Neurone bestehen
aus einem Zellkorper, zahlreichen Dendriten samt Dornenfortsétzen sowie dem aus dem
Axonhgel entspringenden Axon. Der Zellkdrper beinhaltet die Zellorganellen. Die Dor-
nenfortsatze erhalten Signale von Présynapsen umgebender Neurone, die von dort tber
die Membran des Zellkdrpers bis zum Axonhugel geleitet werden. Hier werden alle ein-
treffenden Informationen integriert und elektrisch tber das Axon in Richtung seiner sy-
naptischen Endkndpfchen, den Prasynapsen, weitergeleitet. Ausgeschittete Neurotrans-
mitter fihren hier durch chemische Signaltbertragung zu spezifischen Reaktionen in den
postsynaptischen Bereichen der Dendriten nachgeschalteter Neuronen oder zu Reaktio-
nen muskuldrer und sekretorischer Effektorzellen. Neurone werden hinsichtlich ihrer a-
xonalen Leitungsgeschwindigkeit, ihrer Morphologie sowie dem zugehérigen Transmit-
ter differenziert. Funktionell unterscheidet man motorische, sensible und Interneurone.
Die makroskopische Anatomie von Synapsen, der grundlegende Ablauf synaptischer
Kommunikation und groRe Bestandteile des komplexen synaptischen Proteoms sind be-
kannt. Die Feinregulierung synaptischer Prozesse, die Funktionsweise hochkomplexer
neuronaler Kreisldufe, die exakte molekulare Zusammensetzung und subzellulére Vertei-
lung des synaptischen Proteoms, insbesondere im Vergleich unterschiedlicher Bereiche
des Gehirns und schlussendlich die Ursache, die unterschiedliche Funktionen verschie-

dener Hirnregionen ermdglicht, hingegen nicht.



1 Einleitung 2

1.1 Synapsen

Synapsen unterteilen sich in elektrische und chemische Synapsen. Elektrische Synapsen
ermoglichen durch Zell-Zell-Kanale die direkte elektrische Kommunikation zweier Zel-
len. Man findet sie beispielsweise in der Retina von Wirbeltieren (Raviola und Gilula
1973). Die haufigsten Synapsen des zentralen- und peripheren Nervensystems sind che-
mische Synapsen. Sie vermitteln durch reizabhangige Freisetzung von Neurotransmittern,
die zu entsprechenden Rezeptoren nachgeschalteter Zellen diffundieren, eine indirekte
Kommunikation zwischen zwei Neuronen. Chemische Synapsen bestehen ultrastrukturell
aus dem synaptischen Endkndpfchen, der sogenannten Présynapse, dem ca. 20 nm breiten
synaptischen Spalt und der Postsynapse. Die Présynapse dient der Speicherung und Frei-
setzung von Neurotransmittern. Sie enthalt ein ausgepréagtes Netzwerk aus Mikrotubuli
und Aktinfilamenten, die dem Transport der zahlreich vorliegenden, mit Neurotransmitter
beladenen synaptischen Vesikel dienen. Mitochondrien in der Prasynapse stellen die hier-
fir benotigte Energie bereit. Zahlreiche spannungsabhéngige Calciumkandle in der
Membran der Prasynapse dienen der Steuerung der Signallibertragung (vgl. Weinberg
2012; siehe Abschnitt 1.2.4). An den synaptischen Spalt angrenzend liegen die aktive
Zone der Prasynapse, in der synaptische Vesikel an die prasynaptische Zellmembran bin-
den und im Zuge der synaptischen Ubertragung mit dieser fusionieren (Rizzoli und Ta-
bares 2016) sowie die periaktive Zone, in der das Recycling zuvor exozitierter Vesikel-
komponenten stattfindet (Cano und Tabares 2016). Proteininteraktionen und spezifische
Protein-Lipid-Komplexe kénnten der Abgrenzung der aktiven Zonen dienen (Gundelfin-
ger et al. 2003). Die Synapsen eines Neurons setzen im Zuge der Signaliibertragung ihren
Transmitter gemeinsam mit weiteren Cotransmittern frei, deren Funktion nicht ausrei-
chend erforscht ist (Hnasko und Edwards 2012). Die Postsynapse dient der Aufnahme
und Weiterleitung aller eintreffenden Signale. Ribosomen und raue endoplasmatische Re-
tikula in den Dendriten produzieren spezifische ionotrope oder metabotrope Neurotrans-
mitterrezeptoren, die durch Proteine wie beispielsweise PSD-95, Gephyrin oder Grip im
Bereich der postsynaptischen Membran konzentriert werden (Dong et al. 1997; Dejanovic
et al. 2014; Chen X et al. 2015). Sie ermdglichen nach erfolgter Transmitterbindung die
exzitatorische und inhibitorische Signaltransduktion zwischen den Neuronen. Der Auf-

bau einer chemischen Synapse wird in Abbildung 1 schematisch dargestellt.



1 Einleitung 3

Presynaptic ‘
terminal ——

L V% Presynaptic
< (59 (es—Vesicle ) /—receptor

Voltage gated \l o3 z 29
Ca%*ion channel — 4 (2s) (o5 '¢o) ooy (o )
ey (o5 ) 2] 3 % — Neurotransmitter
° 6
o

® e A - “
Synaptic o o o o MEEERCcs o . transporter
° o
cleft o o il ° e
¢ 9,

) ST - Postsynaptic

P “._receptor

% J
S P

Postsynaptic
‘ terminal

Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer Synapse.

Présynapsen setzen an Dendriten und Zellkoérpern nachgeschalteter Neuronen an. Prasynaptisch
eintreffende elektrische Reize flihren zur Transmitterexozytose in den synaptischen Spalt, die zur
erneuten Bildung elektrischer Potenziale im Bereich der postsynaptischen Membran fiihrt (ent-
nommen und modifiziert nach Shin et al. 2019). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Geneh-

migung von Annual Reviews, Inc.

1.2  Elektrophysiologische Grundlagen synaptischer Ubertragungen

1.2.1 Ruhemembranpotenzial

Die Grundlage der Erregbarkeit von Nerven-, Sinnes- und Muskelzellen stellt die Un-
gleichverteilung von Natrium-, Kalium-, Calcium- und Chloridionen zwischen Extra-,
und Intrazelluldrraum dar. Spezifische lonenkanéle verandern in Abh&ngigkeit von ein-
treffenden Reizen wie beispielsweise elektrischen Potenzialveranderungen, Neurotrans-
mittern sowie chemischen und mechanischen Stimuli ihre Offnungswahrscheinlichkeit.
Ladungsverschiebungen tiber die Zellmembran ermdglichen so die Ausbildung und An-
derung elektrischer Potenziale, die Kontrolle tber das Zellvolumen, die Steuerung des
lonenstroms Uber Epithelien der sekretorischen und resorptiven Gewebe sowie die Sig-
nallibertragung zwischen benachbarten Zellen. lonen, die durch eine semipermeable
Membran voneinander getrennt sind, streben nach einem Diffusionsgleichgewicht, bei

dem der Nettofluss Uber die Membran gleich null ist.
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Fur jede lonensorte ergibt sich somit ein elektrisches Gleichgewichtspotenzial, bei dessen
Messung die Ladung des Extrazellularraumes stets auf 0 mV festgelegt wird. Die Berech-
nung des Gleichgewichtspotenzials fur eine bestimmte lonensorte erfolgt mithilfe der
Nernst-Gleichung. Plasmamembranen sind im Ruhezustand stérker fur Kaliumionen
durchléssig als fir alle anderen lonensorten, sodass der Spannungsunterschied zwischen
Extra-, und Intrazellularraum mafRgeblich durch die Verteilung und das Stromungsver-
halten von Kaliumionen (ber die Plasmamembran der Zelle bestimmt wird. In allen er-
regbaren Zellen stellt sich so ein negatives Ruhepotenzial des Intrazelluldarraumes gegen-
uber dem Zell&duReren ein, das Ruhemembranpotenzial (RMP). Die permanent aktive Nat-
rium-Kalium-ATPase einer jeden Zelle entfernt unter Spaltung von Adenosintriphosphat
pro Arbeitsdurchlauf drei Natriumionen aus dem Zellinneren und nimmt im Gegenzug
zwei Kaliumionen aus dem Extrazelluldrraum in die Zelle auf. Kalium wird initial intra-
zellul&r angereichert. Der entstehende, nach auflen gerichtete, Konzentrationsgradient
flhrt zur Diffusion von Kaliumionen Uber offene, Kaliumselektive lonenkanéle in den
Extrazellularraum. Der resultierende Nettoverlust an positiven Ladungen im Intrazellu-
larraum flhrt zu dessen Polarisation. In Folge dieser zunehmenden Polarisation werden
positiv geladenen Kaliumionen elektrostatisch ins Zellinnere zuriickgezogen, wodurch
sich ein FlieBgleichgewicht zwischen chemischen und elektrischen Flie3gradienten aus-
bildet. Der Nettoionenfluss ist gleich Null, gemal der Nernst’schen Gleichung stellt sich
das Gleichgewichtspotenzial fur Kaliumionen von ca. -90 mV ein. Das RMP einer Zelle
ergibt sich als Mischpotenzial der Gleichgewichtspotenziale aller beteiligten lonen. Je
nach Zellpopulation (Neuronen, Skelettmuskelzellen, Herzmuskelzellen) differieren die
Konzentrationen sowie die Membranpermeabilitaten flir die beteiligten lonen, sodass sich
das RMP von Population zu Population unterscheidet. Die ndherungsweise Berechnung
erfolgt mit der Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung (vgl. Hille 1992).

1.2.2 Aktionspotenziale

Membranabschnitte erregbarer Zellen kénnen durch eintreffende Signale tber Zell-Zell-
Kandéle (Gap Junctions), synaptische Potenziale, Ladungsverschiebungen in benachbar-
ten Membranbezirken und durch Signaltransduktion im Bereich der Sinneszellen aktiviert
werden. Diese Signale fiihren zu Verénderungen der Membranpermeabilitaten, die eine

Fortleitung von Informationen innerhalb eines Organismus ermdglichen.

Die schnelle Fortleitung von Informationen wird durch Veradnderung der Natrium-, und

Kaliumpermeabilitat, ausgehend vom RMP, durch die Bildung von Aktionspotenzialen
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(AP) ermoglicht. Informationen werden hierbei durch die Frequenz der stereotyp verlau-
fenden APs codiert. Die Dauer eines AP unterscheidet sich aufgrund unterschiedlicher
Expression beteiligter lonenkanéle zwischen verschiedenen Zellpopulationen. Im Ar-
beitsmyokard, in Abhéngigkeit der Herzfrequenz, dauert ein AP bis zu 400 ms, in der

Skelettmuskulatur in etwa 20 ms und in Neuronen lediglich 1-2 ms.

Die folgende Beschreibung bezieht sich auf die Entstehung von APs, die ausgehend vom
Axonhgel entlang des Axons orthograd in Richtung der synaptischen Endknépfchen ei-
nes Neurons laufen. Eintreffende Erregungen fihren zur Aktivierung spannungsabhangi-
ger Natriumkanéle in der Plasmamembran. Das RMP verschiebt sich durch den initial
langsamen Natriumeinstrom in Richtung -45 mV. GemaB des ,,Alles-oder-nichts-Prinzip*
erfolgt die Bildung eines AP nur bei Erreichen dieses Schwellenpotenzials (Adrian 1914).
Zahlreiche Natriumkanéle werden zu diesem Zeitpunkt aktiviert, es kommt zum lawinen-
artigen Einstrom von Natriumionen in die Zelle. Innerhalb von weniger als einer Millise-
kunde wird das Membranpotenzial auf das Spitzenpotenzial von ca. +30 mV depolari-
siert. Die spannungsabhédngigen Natriumkanale werden beim Erreichen des Spitzenpo-
tenzials inaktiviert, wéhrend Kaliumkanéle spannungsabhéngig aktiviert werden. Der re-
sultierende Ausstrom von Kaliumionen aus dem Intrazellularraum leitet die Repolarisa-
tion des Membranpotenzials ein. Die erhohte Membranleitfahigkeit fur Kaliumionen
bleibt auch nach vollstandiger Repolarisation der Zelle erhalten, so dass es zu einer leich-
ten Hyperpolarisation des RMP kommt. Nach Ablauf des AP, bei ausbleibender erneuter
Depolarisation der Zelle, stellt sich erneut das RMP ein (vgl. Hille 1992). Nach einem AP
bleiben die spannungsabhéngigen Natriumkanale einige Millisekunden vollstandig inak-
tiviert. In dieser absoluten Refraktarzeit ist die Zelle, beziehungsweise der zuvor akti-
vierte Membranbezirk nicht erregbar. Unabhangig von der Starke neu eintreffender Erre-
gungen konnen keine APs gebildet werden. Im Verlauf der Repolarisation erfolgt die
schrittweise Reaktivierung der schnellen Natriumkanéle. In dieser relativen Refraktarzeit
werden zur Auslésung eines AP hohere Reizstarken bendtigt. Durch die Refraktéritat
wird die Ausbreitungsrichtung von Signalen entlang eines Axons und die maximale Fre-
quenz der Aktionspotenzialbildung in Abhédngigkeit der Zusammensetzung der beteilig-
ten lonenkandle fur jeden Neuronentyp festgelegt (vgl. Barnett und Larkman 2007). Ab-

bildung 2 verdeutlicht die physiologischen VVorgange wahrend eines APs.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung intrazellularer Spannungsverhaltnisse und
Aktivitatszustande beteiligter lonenkanale wahrend eines Aktionspotenzials.

Die gestrichelte Schwarze Linie stellt das Ruhemembranpotenzial dar und setzt die Spannungs-
anderungen (durchgéangige schwarze Linie) hierzu in Bezug. Die Pfeile demonstrieren den Zu-

stand des entsprechenden lonenkanals wéhrend einer bestimmten Phase des Aktionspotenzials

(entnommen und modifiziert nach Barnett und Larkman 2007). Die Verwendung erfolgt mit

freundlicher Genehmigung der BMJ Publishing Group Ltd.

1.2.3 Signalfortleitung

Die passive Ausbreitung einer Depolarisation von einem erregten Membranbezirk auf
benachbarte, nicht erregte Abschnitte der Plasmamembran mittels lokaler Stromkreise ist
der Ausloser fur die elektrische Fortleitung von Reizen (Hodgkin 1937). Erregungen wer-
den in nicht myelinisierten Membranabschnitten elektrotonisch fortgeleitet. Hierbei
kommt es zu kontinuierlichen, langsam ablaufenden Umladungen benachbarter Memb-
ranbezirke durch zuvor erregte Bereiche. Die Reizamplitude nimmt durch Leckstrome,
sowie den elektrischen Widerstand schnell ab. Diese Art der Signalfortleitung findet man
beispielsweise bei der Signalfortleitung tber die Zellkdrpermembran eines Neurons oder
in den Axonen der duReren Retinaschichten. Gliazellen bilden im zentralen-, und peri-

pheren Nervensystem Myelinscheiden um Axone, die diese Leckstrome, sowie die
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elektrische Kapazitat der Axone vermindern und somit eine schnellere, regenerative Er-
regungsausbreitung ermdglichen. Durch zahlreich vorhandene Natrium- und Kaliumka-
néle im Bereich der nicht myelinisierten Ranvier’schen-Schnirringe werden hierbei, bei
Erreichen des Schwellenpotenzials, erneut APs hervorgerufen. Die Signalfortleitung ent-
lang der Axone der meisten Nerven erfolgt so mittels regenerativer, saltatorischer Erre-
gungsausbreitung, bei der die Erregung die durch Myelin isolierten Axonabschnitte mit

hoher Geschwindigkeit tiberspringt (vgl. Hille 1992).

1.2.4 Synaptische Ubertragung

In der Prasynapse eintreffende APs flihren zur Depolarisation der prasynaptischen Memb-
ran. Der hierdurch bedingte erhéhte Calciumeinstrom flihrt zu gesteigerter synaptischer
Aktivitat (Katz und Miledi 1969). Es kommt zur Fusion synaptischer Vesikel mit der
prasynaptischen Membran (Heuser und Reese 1981). Der, durch spannungsabhangige
Calciumkandle vermittelte, loneneinstrom initiiert Priming, Docking und Exozytose der
Neurotransmitter der synaptischen Vesikel (Neher und Sakaba 2008) unter Beteiligung
des Soluble N-Ethylmaleimide-Sensitive-Factor Attachment Receptor (SNARE) Komple-
xes (Hanson et al. 1997). Die freigegebenen Transmitter diffundieren tber den synapti-
schen Spalt zu den Neurotransmitterrezeptoren an der postsynaptischen Membran und
rufen dort spezifische Reaktionen hervor. Die Neurotransmitterexozytose erfolgt im Be-
reich der aktiven Zone, die hiermit einhergehende Endozytose von Vesikelprotein findet
in der umgebenden periaktiven Zone statt (Haucke et al. 2011). Wahrend die présynapti-
sche Membran repolarisiert und Bestandteile der fusionierten Vesikel endozytotisch wie-
der aufgenommen werden, steigt in Abhéngigkeit der aktivierten Rezeptorpopulation die
Permeabilitat der postsynaptischen Membran fir bestimmte lonensorten. Hieraus resul-
tieren erregende postsynaptische Potenziale oder inhibierende postsynaptische Potenzi-
ale. Alle, auf ein Neuron einwirkenden Reize werden elektrotonisch an dessen Axonhtigel
weitergeleitet und dort erneut miteinander verrechnet. Die Gesamtheit, der auf ein Neuron
einwirkenden Reize wird am Axonhiigel summiert, reicht diese summierte Erregung zum
Erreichen des Schwellenpotenzials aus, werden erneut APs generiert, die iber das Axon
weitergeleitet werden. Bleibt die summierte Erregung jedoch unterschwellig, entstehen
gemal des Alles-oder-nichts Prinzips keine neuen APs (Adrian 1914). Der gesamte Pro-
zess, von der Entstehung préasynaptischer APs, tber die synaptische Ubertragung, bis zur

Ausldsung postsynaptischer APs dauert lediglich ungefahr 1,3 ms (Stidhof 2012a).
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1.2.5 Synaptische Plastizitat

Synapsen adaptieren stetig hinsichtlich ihrer Aktivitat und fiihren so zur Reorganisation
ganzer neuronaler Kreislaufe. Dieser Prozess wird durch Erfahrungen, Aktivitaten oder
auch psychoaktive Substanzen beeinflusst (Citri und Malenka 2008). Die Synaptische
Plastizitat unterteilt sich in die Mechanismen der Kurzzeitplastizitat (Zucker und Regehr
2002) und der Langzeitplastizitat (Bliss und Lemo 1973). Hierdurch kommt es zu Ab-
schwéchungen (Langzeitdepressionen) und Verstarkungen (Langzeitpotenzierung) sy-
naptischer Verbindungen. Mechanismen der Langzeitpotenzierung scheinen im direkten
Zusammenhang mit der Gedéchtnisbildung sowie der Lernfunktion zu stehen (Martin et
al. 2000; Whitlock et al. 2006). Die molekulare Organisation dieser Mechanismen ist ak-

tuell Gegenstand der Forschung.

1.3  Synaptische Vesikel

1.3.1 Aufbau Synaptischer Vesikel und Neurotransmitterbefullung

Chemische Synapsen setzen ihren Neurotransmitter per Exozytose aus kleinen Speicher-
organellen frei, den Synaptischen Vesikeln. Sie liegen konzentriert in den prasynapti-
schen Endknopfchen eines jeden Neurons vor. In die Prasynapse einlaufende Aktionspo-
tenziale initiieren ihre calciumabhdngige Exozytose mit Freigabe des Neurotransmitters
in den synaptischen Spalt. Nach erfolgter Exozytose erfolgt die lokale Wiederverwertung
vesikularer Bestandteile. Takamori und Kollegen konnten mir lhren Arbeiten den mole-
kularen Aufbau synaptischer Vesikel zeigen. Die Plasmamembran eines synaptischen
Vesikels besteht aus 5600 bis 7000 Phospholipiden und Cholesterinmolekiilen, die mit
bis zu 410 verschiedenen Proteinen assoziiert sind. Transmembranproteine nehmen hier-
bei bis zu 25 % des Membranvolumens ein (Takamori et al. 2006). Hinsichtlich ihrer
Morphologie, GroRe und Vorkommen spezifischer Hauptproteine sind synaptische Vesi-
kel homogen aufgebaut. Der gemittelte Durchmesser eines synaptischen Vesikels betragt
ca. 42 nm (Harris und Sultan 1995; Takamori et al. 2006). GemaR Jahn und Sidhof ist
eine grobe Einteilung der vesikuléaren Proteine in integrale Membranproteine und peri-
pher verankerte Proteine moglich. Integrale Membranproteine sind permanent vorhanden,
wahrend Oberflachenproteine moglicherweise lediglich zu einem bestimmten Zeitinter-
vall, zur Regulation des Vesikelzyklus mit der Vesikeloberflache assoziiert sind (Jahn
und Stdhof 1994).
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Eine solche stetige Beeinflussung durch zytoplasmatische Faktoren konnte die variie-
rende stochiometrische Proteinzusammensetzung verschiedener Vesikel erklaren. Auch
substanzielle Variationen hinsichtlich Proteinmenge und Frequenz zwischen Neuronen
bzw. einzelnen Vesikeln sind nicht auszuschlieen. Die haufigsten vesikularen Proteine
sind Synaptobrevin 2, Synaptophysin, Synaptogamin 1 und Synapsin 1 (Takamori et al.
2006). Verschiedene Isoformen dieser Proteine findet man in Abhangigkeit der Lokalisa-
tion im zentralen Nervensystem auf allen synaptischen Vesikeln (Jahn und Stidhof 1994).
Funf Hauptproteine scheinen fiir die Vesikelfunktion bendtigt zu werden. Das SNARE-
Protein Synaptobrevin beteiligt sich an der Membranfusion, Synaptogamin detektiert Cal-
ciumionen, ein spezifischer Neurotransmittertransporter beftllt den synaptischen Vesikel
(Rizzoli 2014), das Vesikelprotein 2a beteiligt sich vermutlich an der Fusion und der an-
schlieRenden Freigabe von Neurotransmittern (Wan et al. 2010) wahrend Synaptophysin,
bei weitestgehend unbekannter Funktion, unter anderem Funktionen bei der Endozytose
synaptischer Vesikel tibernehmen konnte (Kwon und Chapman 2011; siehe Abschnitt
1.4.3). Ein Durchschnittsvesikel besteht, gemal den Untersuchungen von Takamori und
Kollegen, hinsichtlich der haufigsten Isoformen aus 70 Synaptobrevinen, 32 Synaptho-
physinen, zwischen 9 und 14 Neurotransmittertransportern, 10 Rab3As, 8 Synapsinen
und 15 Synaptogamin 1. Die tatsachliche Proteinanzahl liegt vermutlich héher (Takamori
et al. 2006). Neurotransmitter werden vom préasynaptischen Neuron synthetisiert und
durch begrenzt spezifischen, sekundér aktiven Transport in die synaptischen Vesikel ein-
gelagert. Die hierflr aufgewendete Energie wird durch eine, nach Interaktion mit Synap-
tophysin und Synaptobrevin (Galli et al. 1996) in die Vesikelmembran eingelagerte Pro-
tonen-ATPase (V-ATPase) bereitgestellt (Moriyama et al. 1992; Morel 2003; Saroussi
und Nelson 2009). Die Tatigkeit der V-ATPase fihrt zu einem Protonenkonzentrations-
gefélle, das spezifischen Neurotransmitterrezeptoren die Beflllung synaptischer Vesikel
mit Neurotransmittern durch Mechanismen wie beispielsweise Antiport ermdglicht
(Edwards 2007). Eine zusatzliche Beteiligung der V-ATPase bei der Vesikelexozytose
wird vermutet (Di Giovanni et al. 2010). Ein Vesikel besitzt laut Takamori und Kollegen
ungeféhr 10 Kopien einer der beiden Isoformen des vesikuldren Glutamattransporters
(VGLUT), die Anzahl an anderen Neurotransmittertransportern der entsprechenden Vesi-
kel verhélt sich vermutlich &hnlich. Die V-ATPase scheint mit durchschnittlich weniger
als zwei Kopien pro Vesikel, im Gegensatz zu anderen funktionstragenden Proteinen, in
relativ geringer Dichte vorzuliegen (Takamori et al. 2006).
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Eine vollstandige Vesikelbefillung kann jedoch bereits durch einen Transporter gewéhr-
leistet werden (Daniels et al. 2006). Die Transportraten sind nicht bekannt, jedoch wiirde
bereits eine geringe Rate von zehn Molekilen pro Sekunde ausreichen, um unter Hoch-
aktivitatsbedingungen eine ausreichende Vesikelbefiillung zu erreichen (Takamori et al.
2006). Vesikel, die vollstandig mit ihrem Transmitter befullt wurden, werden erst nach
erfolgter Transmitterfreisetzung erneut mit Transmittern befillt (Van der Kloot 2003).
Die im zentralen Nervensystem dominierenden Neurotransmitter sind y-Aminobutter-
séure (GABA), L-Glutamat und Glycin. Weitere Neurotransmitter sind Acetylcholin, die
Katecholamine Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin sowie die Monoamine Histamin
und Serotonin (Hille 1992). Abbildung 3 stellt den durchschnittlichen molekularen Auf-

bau eines synaptischen Vesikels dar.

Synaptobrevin "
SNAP25 we TG Synaptotagmin
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other
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Abbildung 3: Durchschnittliche Proteinzusammensetzung eines synaptischen Vesi-
kels im dreidimensionalen Modell.

Die Proteinzusammensetzung synaptischer Vesikel varriiert im Laufe des Vesikelzyklus. Be-
stimmte Hauptproteine sind fiir die Funktion des Vesikels essenziell

(entnommen und modifiziert nach Takamori et al. 2006). Die Verwendung erfolgt mit freundli-

cher Genehmigung des Elsevier Verlages.
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1.3.2 Vesikelzyklus

Synaptische Vesikelproteine werden durch das endoplasmatische Retikulum im Zellkor-
per eines Neurons translatiert und anschliefend an den Golgi-Apparat weitergegeben.
GemaR den Ausfiihrungen von Rizzoli und Kollegen erfolgt die Produktion der zur Bil-
dung synaptischer Vesikel benétigten Proteine unkoordiniert, sodass sich neu produzierte
Proteine nicht in den korrekten stochiometrischen Verhéltnissen im Golgi-Apparat zu-
sammenfinden. Die Bildung unausgereifter Vesikelvorstufen erscheint somit wahrschein-
lich (Rizzoli 2014). Bestimmte Domanen dieser Vesikelvorlaufer konnten die abschlie-
Rende Reifung durch Ein-, und Auslagerung einzelner Proteine im Bereich der Prasy-
napse kontrollieren (Pennuto et al. 2003). Nach einer mdglichen endosomalen Fusion er-
folgt der axonale Transport synaptischer Vesikelproteine in den Vesikelvorstufen entlang
von Mikrotubuli im Cotransport mit weiteren synaptischen Proteinen wie beispielsweise
Bausteinen der aktiven Zonen (Ahmari et al. 2000; Wu YE et al. 2013). Der Transport
verschiedener synaptischer Proteine erfolgt hierbei mit unterschiedlicher Geschwindig-
keit (Li und Dahlstrom 1997), wodurch sich eine Vielzahl an zugrunde liegender Trans-

portmechanismen vermuten lasst.

GemaR der Ausfiihrungen zum Ablauf des Vesikelzyklus von Rizzoli und Kollegen er-
folgt nach Ankunft im présynaptischen Endknopfchen durch Fusion der Vesikelvorlaufer
mit bestimmten Membranbezirken die Reifung der Vesikel. Nach mdglicherweise erneu-
ter Fusion mit Endosomen werden die Vesikel mit ihrem Transmitter beftllt und verblei-
ben im Anschluss entweder mobil, docken an die aktiven Zonen an oder werden in das
Vesikelcluster als Reservevesikel integriert. Im Zuge der synaptischen Ubertragung
kommt es durch Fusion der Vesikel mit der Membran der aktiven Zonen zur Transmit-
terfreigabe, der anschlieRenden Endozytose ihrer Bestandteile sowie deren Wiederver-
wertung beziehungsweise zur Aussortierung alter Vesikelbestandteile. Der Vesikelzyklus
muss einer der bestkontrollierten Mechanismen der Biologie sein. Fehler kdnnten mit le-
talen Folgen einhergehen. Diese regulierenden Mechanismen, die eine zeitlich und rdum-
lich aufeinander abgestimmte Zusammenlagerung aller Reaktionspartner garantieren sind

aktuell Gegenstand der Forschung (Rizzoli 2014).
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1.3.3 Préasynaptische Vesikelpopulationen

Die Gesamtheit aller Vesikel eines synaptischen Endkndpfchens lasst sich vereinfacht in
drei verschiedene funktionelle Gruppen unterteilen. Vesikel des readily releasable pool
bilden ca. 1 % der gesamten Vesikelpopulation ab, sie sind im Ruhezustand h&ufig an die
aktive Zone angedockt und stehen zu 90 % bei eintreffender neuronaler Stimulation direkt
zur Exozytose bereit (Schikorski und Stevens 2001). Gemal? den Ausfiihrungen von Riz-
zoli und Betz machen Vesikel des recycling pool 10 - 15 % der Vesikelpopulation aus
und werden leicht verzdgert, bei moderater Stimulation, freigesetzt. Vesikel, die sich im
reserve pool befinden machen 80 - 90 % aller synaptischen Vesikel aus, werden jedoch
nur bei sehr starker, hufig unphysiologischer Stimulation, der Exozytose zugefunhrt.
Vesikel des reserve pool unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Endozytosemechanismen
im Zuge des Vesikelrecyclings sowie ihrer Mobilitat von den aktiv recycelten Vesikeln
(Rizzoli und Betz 2005). Eine Beteiligung dieser Vesikel, an der synaptischen Ubertra-
gung in vivo, ist nicht abschlieRend geklart (Denker und Rizzoli 2010). Der reserve pool
konnte, anstatt primér sekretorische Aufgaben zu tibernehmen, als Depot fur Neurotrans-
mittermolekdle dienen (Rizzoli und Betz 2005) oder aber, laut Rizzoli, als Puffer fir, im
Zuge des Vesikelrecyclings verwendete Proteine wie beispielsweise Clathrin dienen und
so das Vorhandensein benotigter Faktoren der synaptischen Ubertragung sowie des Vesi-
kelrecyclings innerhalb der Synapse garantieren. Weiterhin denkbar ist eine Beteiligung
des reserve pool an der spontanen Fusion synaptischer Vesikel (Rizzoli 2014; siehe letzter
Absatz Abschnitt 1.3.4). Die strikte morphologische und funktionelle Dreiteilung der
Vesikelgruppen scheint unter physiologischen Bedingungen nicht der Realitat zu entspre-
chen (Denker und Rizzoli 2010). Die gesamte Vesikelpopulation unterteilt sich laut Tru-
ckenbrodt und Kollegen moglicherweise in rein spontan fusionierende constitutively re-
leasing vesicles und Vesikel die sowohl spontan als auch reizabhangig fusionieren. Die
dieser Unterscheidung zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch nicht ausreichend
erforscht (Truckenbrodt und Rizzoli 2014). In motorischen Endplatten von Froschen
konnten im Bereich der aktiven Zone angedockte Vesikel beobachtet werden, die bei phy-
siologischer Stimulation nicht fusionieren (Rizzoli und Betz 2004). Hierbei kénnte es sich
um Vesikel des reserve pool handeln, die nur gelegentlich fusionieren (Kamin et al.
2010).

Denker und Rizzoli stellten ein Modell vor, in dem der recycling pool sich in vivo in
zusatzliche Subpopulationen aufteilen kdnnte. Einige dieser Vesikel werden nicht direkt

nach erfolgter Exozytose endozytiert, sondern verharren auf der Membranoberflache und
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werden erst nach erneuter Stimulation abschliefend aufgenommen. Die Funktion dieses
surface pool bedarf weiterer Forschung (Denker und Rizzoli 2010). Friihe Studien konn-
ten aullerdem eine Vermischung von Vesikeln zwischen den drei Vesikelgruppen im
Zuge des Vesikelrecyclings nachweisen (Richards et al. 2000) und veranschaulichen, dass
die Wiederherstellung der direkt zur Exozytose bereiten Vesikel in Abh&ngigkeit der
Wiederbeflllung der groReren Population der recycelnden Vesikel geschieht. Diese Er-
kenntnisse legen nahe, dass der readily releasable pool lediglich eine Subpopulation des
recycling pool darstellt (Richards et al. 2003). Weiterhin erscheint auch die strikte Tren-
nung zwischen recycling pool und reserve pool in vivo nicht existent zu sein. Vermi-
schungen der Vesikel beider Gruppen finden ebenfalls statt, sodass sich Vesikel moglich-
erweise lediglich hinsichtlich ihrer Mobilitat zu einem bestimmten Zeitpunkt unterschei-
den lassen. Vesikel des recycling pool sind hochmobil, die des reserve pool durch még-
liche Interaktion mit Gerustproteinen nicht (Denker und Rizzoli 2010). Denker und Riz-
zoli duRerten die Vermutung, dass ein Vesikel in Abhangigkeit seiner aktuellen Mobilitat
sowohl dem recycling pool als auch dem reserve pool angehéren. Durch variierende sy-
naptische Aktivitat konnten sowohl die Rekrutierung eines Reservesikels zu einem recy-
celnden Vesikel (Lee et al. 2012) als auch die Umwandlung eines aktiv recycelnden Vesi-
kels zu einem Reservevesikel stattfinden. So kénnten zuvor durch Reifung in den reserve
pool aufgenommene Vesikel des recycling pool aktiv ersetzt werden. Diese Statusveran-
derung erfolgt anscheinend nach Durchlaufen eines Exo-, und Endozytosezyklus mit an-
schlieRender Reformierung des Vesikels. Die Zugehorigkeit zum reserve pool stellt mog-
licherweise den letzten Schritt im Zyklus zwischen Endozytose und erneuter Exozytose
eines Vesikels dar (Denker und Rizzoli 2010). Die Regulierung der Mobilitat eines sy-
naptischen Vesikels scheint unter Beteiligung der Proteine Synapsin und Aktin zu erfol-
gen (Pieribone et al. 1995; Bloom et al. 2003), wobei Synapsin vergleichbar zu einem
Kleber, durch Ausbildung von Querverbindungen zwischen Vesikeln, zu Mobilitatsein-
schréankungen fuhrt (Kamin et al. 2010). Ein durchschnittlicher synaptischer Vesikel bin-
det acht Synapsinmolekiile (Takamori et al. 2006).

Dieser Wert variiert, geméaf den Studien von Kamin und Kollegen, jedoch in Abhéngig-
keit des Vesikelstatus wahrend des Vesikelrecyclings. Vesikel verbleiben nach abge-
schlossener Endozytose entweder mobil und somit zur erneuten Fusion geeignet oder ge-
hen bei zunehmendem Mobilitatsverlust in den reserve pool tber. Die Mobilitat bleibt
erhalten, solang der Vesikel synapsinfrei bleibt, beziehungsweise wenige Synapsinmole-

kile gebunden wurden. Diese Mobilitat geht innerhalb von Minuten bis Stunden nach
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Endozytose verloren. Dieser Vorgang konnte der weiter oben beschriebenen Reifung
recycelnder Vesikel zu Reservevesikeln entsprechen (Kamin et al. 2010).

Die vereinfachte Unterteilung der Vesikelpopulation in verschiedene Gruppen beschrankt
sich nicht nur auf einzelne Prasynapsen (Denker und Rizzoli 2010; Alabi und Tsien
2012). Es erfolgt ein Austausch synaptischer Vesikel zwischen verschiedenen Prasynap-
sen (Darcy et al. 2006). Sowohl die immobilen Reservevesikel als auch die mobilen, aktiv
recycelnden Vesikel scheinen diesem Austausch zu unterliegen (Fernandez-Alfonso und
Ryan 2008; Kamin et al. 2010). Dieser superpool an Vesikeln, der sich tber zahlreiche
prasynaptische Endigungen erstreckt, konnte in kultivierten Zellen (Krueger et al. 2003),
Schnittpraparaten des Hippocampus (Staras et al. 2010) und in vivo (Herzog et al. 2011)
nachgewiesen werden. Ungefahr 4 % aller prasynaptischen Vesikel, scheinen, gemaR den
Ausfihrungen von Staras und Kollegen, dem superpool anzugehéren, wobei vor allem
Vesikel des recycling pool zwischen den Présynapsen ausgetauscht werden. Diese Vesi-
kel scheinen bei neuronaler Stimulation eine Erweiterung des, in einer bestimmten Pra-
synapse vorliegenden, recycling pool darzustellen. Sie kdnnten groRe Bedeutung flr die
physiologische préasynaptische Funktion in ganzen neuronalen Kreislaufen haben (Staras
et al. 2010) und sich durch Pansynaptische Umverteilung an der Regulation der synapti-

schen Plastizitat beteiligen (Herzog et al. 2011).

1.3.4 Vesikelfusion

Das Andocken synaptischer Vesikel, im Bereich der aktiven Zonen, ihre Aktivierung so-
wie die Steuerung der Transmitterexozytose sind hochkomplexe Prozesse, die durch zahl-
reiche Proteininteraktionen gesteuert werden (Wang et al. 2009). Proteine des SNARE-
Komplexes liegen in diesen Membranabschnitten gruppiert, in erhdhter Konzentration
vor, wodurch die aktiven Zonen als bevorzugte Bereiche zum Andocken und zur Exozy-
tose synaptischer Vesikel definiert werden (Lang et al. 2001). Multidomanenproteine auf
der intrazelluldren Plasmamembran der aktiven Zone vermitteln die schnell ablaufende
Vesikelfusion nach Calciumeinstrom. Diese Proteine werden als Cytomatrix der prasy-
naptischen aktiven Zone bezeichnet (Mittelstaedt und Alvarez-Baron 2008). Synaptoga-
min und Complexin regulieren die calciumvermittelte Auslosung der Vesikelfusion (Jahn
und Fasshauer 2012). Zahlreiche weitere Proteine, wie beispielsweise Snapin, scheinen
sich ebenfalls an der initialen Steuerung und Regulierung der Vesikelfusion zu beteiligen
(Pan et al. 2009). Ein mobiler synaptischer Vesikel dockt zundchst in enger raumlicher
Lagebeziehung zu Calciumkandlen im Bereich der aktiven Zone an. Hierdurch wird eine
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optimale Reaktion, auf bei Erregung einstromendes Calcium ermdglicht (Rizzoli 2014).
Das Andocken der Vesikel wird vermutlich durch Interaktion mit Rab3 bindenden Mole-
kilen (RIM) und RIM-bindenden Proteinen vermittelt (Liu et al. 2011). Weiterhin betei-
ligte Proteine sind beispielsweise Bassoon (Hallermann et al. 2010; siehe Abschnitt
1.4.4), dass hierbei moglicherweise mit Piccolo interagiert (Fenster et al. 2000) sowie
verschiedene SNARE Proteine (Walter et al. 2010). Der gesamte Prozess ist hochkom-
plex und findet wahrscheinlich unter Beteiligung zahlreicher weiterer Molekiile statt
(Harlow et al. 2001; Nagwaney et al. 2009; Szule et al. 2012). Gemal den Ausfiihrungen
von Jahn und Scheller erfolgt, nachdem ein Vesikel an der aktiven Zone angedockt (Do-
cking) hat, die Aktivierung des Exozytoseapparates (Priming) und die Fusion der vesiku-
laren und préasynaptischen Plasmamembranen zur Freigabe des Neurotransmitters in den
synaptischen Spalt. Entscheidend hierfir ist die Ausbildung eines Komplexes zwischen
Proteinen der Membranen der aktiven Zone und des Vesikels. Dieser Vorgang wird durch
den SNARE-Komplex ermdglicht (Jahn und Scheller 2006). Der SNARE-Komplex be-
steht aus den Proteinen Syntaxin, Synaptosomal-Associated Protein of 25 kDa (SNAP-
25) und Synaptobrevin (Hanson et al. 1997; Sutton et al. 1998). Die Funktion des SNAP-
25 wird im Abschnitt 1.4.7 detailliert beschrieben.

Synaptogamin bindet zunachst vier Calciumionen und hebt nach anschlieBender Konfor-
mationsanderung die sterische Blockade des SNARE-Komplexes durch Complexin auf,
wodurch die Zusammenlagerung des SNARE-Komplexes ermdglicht wird (Tang et al.
2006). Der entstehende, bis in die Membranen reichende, trans-SNARE-Komplex néhert
die beteiligten Membranen aneinander an, sodass es letztendlich zu deren Verbindung
kommt (Lou und Shin 2016). Die Fusion der Membranen durch Lipidaustausch wird erst
moglich, wenn die Lipiddoppelschichten auf ca. 1 nm aneinander angendhert wurden
(Risselada und Grubmiller 2012). Die stabile Doppellipidstruktur der Membranen sowie
gegenseitige AbstoBungsreaktionen durch polare Gruppen auf den Membranauenseiten

bedingen hierbei einen hohen Energieaufwand (Martens et al. 2007).

In diesem Zusammenhang wird eine destabilisierende Interaktion von Synaptogamin mit
vesikularen und prasynaptischen Membranabschnitten diskutiert, die letztendlich deren
Fusion ermdglichen (Martens et al. 2007; Chapman 2008). Die Aktivitat der SNARE-
Proteine wird hierbei vermutlich durch Bindung von Proteinen der SM-Proteinfamilie
gesteuert (Stdhof und Rothman 2009).
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Die synaptischen Proteine Muncl13 (Aravamudan et al. 1999; Richmond et al. 1999, S.
13; Imig et al. 2014) und Munc18 (Burkhardt et al. 2008) beteiligen sich an der initialen
Zusammenlagerung der SNARE-Proteine (Jahn und Fasshauer 2012). Sie beeinflussen
die Vesikelfusion moglicherweise durch Bindung von Syntaxin 1, das so in einer Kon-
formation gehalten wird, die eine Zusammenlagerung des SNARE-Komplexes begunstigt
(Ma et al. 2013). Hierbei scheint nicht nur die Anwesenheit, sondern auch die Position
von Munc13 beziglich der Calciumeintrittsstellen im Bereich der aktiven Zone eine Rolle
zu spielen (Zhou et al. 2013). Bei der Vesikelfusion unterscheidet man die Mechanismen
der vollstandigen Fusion mit der prasynaptischen Membran von der teilweisen Fusion im
Sinne des Kiss-and-run-Konzepts (Gan und Watanabe 2018). Hierbei werden die Neuro-
transmitter durch eine Fusionspore freigegeben, die im Anschluss wieder abgeschniirt
wird (Fesce et al. 1994). Obwohl die Existenz einer unvollstandigen Vesikelfusion seit
langem bekannt ist (Heuser et al. 1979) und Hinweise vorliegen, dass Kiss-and-run eine
tragende Rolle fiir die Funktion des Nervensystems tibernehmen kénnte (Alabi und Tsien
2013), bleibt das Konzept umstritten (Granseth et al. 2009). Nach abgeschlossener Fusion
beginnt die Zerlegung und Wiederverwertung der an der Fusion beteiligten Faktoren. Die
Bestandteile der SNARE-Komplexe werden voneinander geldst und aus dem Exozytose-
bereich entfernt, um einer erneuten Verwendung zur Verfugung zu stehen. Dies geschieht
durch die Tatigkeit der ATPase NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) und ihrem
Adapterprotein a-SNAP (a-soluble NSF attachment protein) (Sollner et al. 1993a; Bur-
galossi et al. 2010). Bausteine der exozytierten synaptischen Vesikel werden im Rahmen
des Vesikelrecyclings wiederaufgenommen (siehe Abschnitt 1.3.5). Die Neurotransmit-
terfreigabe durch Exozytose erfolgt nicht nur bei neuronaler Stimulation, sondern auch
spontan (Fatt und Katz 1952; del Castillo und Katz 1954). Dieser Vorgang erfolgt im
Gegensatz zur aktionspotenzialvermittelten Exozytose nicht ausschlie3lich in Abhéngig-
keit von Calciumionen, so dass Initiation der Fusion einiger Vesikel vermutlich auf ab-
weichenden, synaptogaminunabh&ngigen, molekularen Mechanismen beruht (Trucken-
brodt und Rizzoli 2014).



1 Einleitung 17

Die spontane Vesikelfusion konnte eine tragende Rolle bei der Entwicklung (Saitoe et al.
2001), Reifung (Choi et al. 2014) und Aufrechterhaltung synaptischer Strukturen spielen
(McKinney et al. 1999; Sutton et al. 2006). Truckenbrodt und Rizzoli vermuten, dass
synaptische Vesikel zu friihen Zeitpunkten ihres Lebenszyklus gehduft spontan fusionie-
ren und diese Eigenschaft durch Verlust, beziehungsweise Austausch, bestimmter mole-
kularer Strukturen, im Zuge ihrer Entwicklung zunehmend ablegen. Diese Vesikel kdnn-
ten so zur Ausbildung synaptischer Strukturen beitragen und durch schrittweise Anpas-
sung ihres Aufbaus zu Vesikeln reifen, die auf neuronale Stimulation reagieren kénnen.
Sich so entwickelnde Vesikel kdnnten in ausgereiften Synapsen sowohl den nur spontan
fusionierenden constitutively releasing vesicles angehtren oder aber auch synaptische
Vesikel darstellen, die zusatzlich zur reguldren Fusion nach neuronaler Stimulation der
Spontanfusion, in Abhéngigkeit aktionspotenzialunabhangiger Calciumfluktuationen,
unterliegen (Truckenbrodt und Rizzoli 2014). Abbildung 4 verdeutlicht schematisch die
Zusammensetzung und Funktion des SNARE-Komplexes.

a b c
g synaptobrevin ; synaptobrevin
v-SNARE NAMP synaptotagmin NAMP
v " A"
‘l
SNAPs NSF '
}
1\
L] '
0 r R 72 KR—Qcad
t-SNARE SNAP-25 syntaxin SNAP-25 syntaxin

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Hauptbestandteile des Andock- und Fu-
sionsmechanismus synaptischer Vesikel.

a) Der SNARE-Komplex besteht aus vesikularen (v-SNARE), synaptischen (t-SNARE) und 16s-
lichen (SNAP und NSF) Bestandteilen. b) Synaptobrevin bildet den vesikularen Komplex-Be-
standteil, Syntaxin den synaptischen Komplexbaustein und SNAP-25 den léslichen Faktor. Com-
plexin (nicht abgebildet) verhindert die endgiiltige Zusammenlagerung des Komplexes im Ruhe-
zustand c¢) Synaptogamin fordert calciumabhéngig, durch Aufhebung der sterischen Blockade
durch Complexin, die Zusammenlagerung des SNARE-Komplexes (entnommen und modifiziert
nach Goda 1997). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der National Academy
of Sciences, USA.
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1.3.5 Vesikelrecycling

Nach abgeschlossener Transmitterfreisetzung werden Bestandteile der synaptischen
Vesikel endozytotisch wieder in die Prasynapse aufgenommen und dort durch Interaktion
mit zytoplasmatischen Proteinen und Teilen des Zytoskeletts lokal wiederverwertet (Ditt-
man und Ryan 2009). Dieses bereits 1973 entdeckte Prinzip des Vesikelrecyclings (Heu-
ser und Reese 1973) dient der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Exo-, und
Endozytose synaptischer Vesikel (Saheki und De Camilli 2012). Gemal} Haucke und Kol-
legen stellt die VVerfugbarkeit freier, zum Andocken neuer Vesikel bereiter Membranbe-
zirke der aktiven Zone einen limitierenden Faktor im Zuge der synaptischen Ubertragung
dar. Durch Kopplung der Neurotransmitter Exo-, und Endozytose im Zuge des Vesikel-
recyclings (Haucke et al. 2011) wird fortlaufende synaptische Aktivitat ermoglicht, indem
Membranbezirke, in VVorbereitung fir erneute Vesikelfusionen, von fusionierten Vesikel-
komponenten bereinigt werden (Neher 2010; Watanabe und Boucrot 2017). Aufbau und
Regulierung der physikalischen Verbindungen zwischen Exo-, und Endozytotischen Vor-
géangen sind nicht ausreichend erforscht (Haucke et al. 2011; Rizzoli 2014) und scheinen
unter Beteiligung verschiedener Mechanismen zu erfolgen (Xie et al. 2017; Lou 2018).
Nach vollstandiger Vesikelfusion diffundieren Vesikelkomponenten wahrscheinlich
gruppiert innerhalb der Plasmamembran (Willig et al. 2006; Opazo und Rizzoli 2010)
und ermdglichen so die Rekrutierung der zur Endozytose bendtigten Adapterproteine in
ausreichender Konzentration (Rizzoli 2014). Die Exo-, und Endozytose synaptischer
Vesikel verlauft nahezu zeitgleich, wobei endozytierte Vesikel, in elektronentomographi-
schen Aufnahmen, nicht den unmittelbar zuvor fusionierten Vesikeln entsprechen
(Watanabe et al. 2013b). Wienisch und Klingauf konnten zeigen, dass synaptische Vesi-
kel, im Verlauf des Vesikelrecyclings, ihre molekulare Identitdt verlieren. Vesikulére
Komponenten gelangen nach abgeschlossener Membranfusion durch laterale Diffusion
in den Bereich der periaktiven Zone und vermischen sich dort mit bereits vorsortierten
vesikularen Proteinen und Membranabschnitten. Neu endozytierte Vesikel bestehen zu
einem Grol3teil aus den bereits vorsortierten Vesikelbausteinen. Steigende neuronale Sti-
mulation erhoht den Anteil unmittelbar zuvor exozitierter Vesikelkomponenten. Vorsor-
tierte Vesikelkomponenten werden maoglicherweise durch schnelle Endozytosemechanis-
men aufgenommen, wohingegen zuvor exozytierte Komponenten durch langsamere En-
dozytosemechanismen aufgenommen werden kénnten. Diese Vermischung von Vesikel-
bausteinen macht einen Sortierungsschritt in Endosomen unabdingbar (Wienisch und
Klingauf 2006).
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Die folgende Endozytose der Vesikelkomponenten erfolgt durch unterschiedliche Me-
chanismen, deren Aktivitat in starker Abh&ngigkeit zur Temperatur steht (Renden und
von Gersdorff 2007). Die clathrinabhangige Endozytose, die Kiss-and-run-Fusion, die
schnelle kompensatorische Endozytose, die aktivitdtsabhédngige Massenendozytose
(Bulk-Endozytose) und die ultraschnelle Endozytose (von Gersdorff und Matthews 1994;
Saheki und De Camilli 2012; Rizzoli 2014) finden je nach zugrundeliegendem Synapsen-
typ und momentaner neuronaler Aktivitat in unterschiedlicher Gewichtung statt. Mog-
licherweise wechseln Synapsen auch in Abhangigkeit ihrer aktuellen Aktivitat und vari-
ierender Umgebungsfaktoren, wie beispielsweise Temperaturdifferenzen, zwischen die-
sen Mechanismen (vgl. Gan und Watanabe 2018). Die Endozytose synaptischer Vesikel
erfolgt, unabhangig vom Endozytosemechanismus, in Abhéngigkeit von Dynamin (New-
ton et al. 2006) und Aktin (Mooren et al. 2012). Lediglich wenige, unter hochintensiver
neuronaler Stimulation beobachtete, Bulk-Endozytosemechanismen scheinen dynami-
nunabhangig zu arbeiten (Xu et al. 2008; Wu et al. 2014). Die Funktion des Dynamin

wird weiter unten im Bezug zur clathrinabhéngigen Endozytose exemplarisch erklart.

Aktin Gbernimmt eine tragende Rolle im Zuge des Vesikelrecyclings (Sankaranarayanan
et al. 2003; Mooren et al. 2012; Soykan et al. 2017). Es umgibt Teile der prasynaptischen
Vesikelpopulation (Sankaranarayanan et al. 2003) und beteiligt sich an der Rekrutierung
synaptischer Vesikel im Zuge der synaptischen Ubertragung (Sakaba und Neher 2003).
Nach abgeschlossener Vesikelexozytose konnte Aktin durch Interaktion mit Bin/Amphi-
physin/Rvs-Domanen-Proteinen (BAR-Doménen-Proteinen) Funktionen bei der Invagi-
nation von Membranabschnitten bernehmen und durch Beeinflussung von Membrans-
pannungen regulatorisch wirken (Mooren et al. 2012). Nach abgeschlossener Endozytose
interagiert Aktin mit Dynamin zur Abschniirung der Vesikelknospe (Ferguson et al. 2009)
und tragt durch aktive Polymerisation zur Entfernung der freigegebenen Vesikel von der
Membran bei (Merrifield et al. 1999; Watanabe et al. 2013b). Freie Vesikel werden mit
Hilfe von Aktin in ihr jeweiliges Vesikelcluster transportiert (Shupliakov et al. 2002),
wobei sich Aktin vermutlich nicht aktiv am Transport synaptischer Vesikel beteiligt, son-
dern als passive Leitschiene fiir regulatorische Proteine dienen kdnnte (Sankaranarayanan
et al. 2003). Dieses Prinzip l&sst sich beispielsweise bei der Interaktion von Aktin mit
Myosin bei der Aufnahme synaptischer Vesikel erkennen (Sun et al. 2006) und kénnte
beim intrazellul&ren Transport synaptischer Vesikel, ebenfalls durch Interaktion mit My-

osin, Anwendung finden (Mooren et al. 2012).
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Die detaillierte Funktion des Aktins im Rahmen des Vesikelrecyclings ist aktuell jedoch
nicht ausreichend erforscht (Mooren et al. 2012; Watanabe und Boucrot 2017). Weiterhin
beteiligt sich auch Clathrin, in Zusammenarbeit mit verschiedenen Adapterproteinen
(Kim und Ryan 2009; Willox und Royle 2012), an den meisten Endozytoseformen. Der

Zeitpunkt, an dem Clathrin vorwiegend zum Einsatz kommt ist umstritten (siehe unten).

Die clathrinabhéngige Endozytose fiihrt zur Wiederverwertung vollstandig mit der pré-
synaptischen Membran fusionierter synaptischer Vesikel mit Hilfe von Clathringeristen.
Die molekularen VVorgénge, die diesem Vorgang zugrunde liegen, sind weitreichend er-
forscht. Das zytoplasmatische Faserprotein Clathrin besteht aus jeweils drei leichten und
schweren Polypeptidketten, die sich zu einem Triskelion zusammenlagern (Kirchhausen
und Harrison 1981). Es besitzt die Fahigkeit zur Ausbildung eines Kafignetzes um Vesi-
kel (Pearse 1975). Der in Phasen ablaufende Prozess beginnt ca. 1 Sekunde nach Beginn
der synaptischen Stimulation und erreicht sein Aktivitdtsmaximum nach ca. 30 Sekunden
(Miller und Heuser 1984). Er fiihrt nach Initiation der Hullenbildung, Selektion der auf-
zunehmenden Fracht, der Bildung einer Vesikelknospe mit Hilfe des aus ungefahr 100
Triskelen bestehenden Ké&fignetzes, der Abschnirung der Vesikelknospe von der présy-
naptischen Plasmamembran und dem anschlieBenden Zerfall der Clathrinhille zur loka-
len Wiederaufnahme synaptischer Vesikel (McMahon und Boucrot 2011). Die Abldsung
des entstandenen Vesikels von der prasynaptischen Plasmamembran erfolgt nach Bildung
einer ringformigen Struktur aus Dynamin um die Verbindungsstelle der synaptischen und
der vesikuldren Membran (Takei et al. 1996). Durch Verdrehung der Dynaminketten ge-
geneinander kommt es zur Abschniirung des Vesikels (Roux et al. 2006; Faelber et al.
2012). Nach erfolgter Ablésung des Vesikels wird das gebundene Clathrin enzymatisch
entfernt (Schlossman et al. 1984). Der Membranbezirk, an dem die Abschniirung erfolgte,
verbleibt clathrinfrei und dient Proteinen, die der Ablésung der Clathrinhille dienen, als
Ansatzpunkt (McMahon und Boucrot 2011). Heat shock cognate 70 (HSC70) und sein
aktivierender Kofaktor Auxilin (Ungewickell et al. 1995) fiihren nach Hydrolyse von A-
denosintriphosphat zur Ablésung der Clathrinhille (Xing et al. 2010). Weitere Proteine
wie beispielsweise Endophilin scheinen sich sowohl an der Ablésung des Vesikels (Sund-
borger et al. 2011) als auch an der Entfernung der Clathrinhulle zu beteiligen (Milosevic
et al. 2011).
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Die clathrinabh&ngige Endozytose macht 95 % aller Endozytosevorgange aus (Bitsikas
et al. 2014) und scheint vor allem der Aufrechterhaltung der synaptischen Funktion in
Ruhephasen, bei geringer synaptischer Aktivitat zu dienen (McMahon und Boucrot 2011;
Bitsikas et al. 2014). Abbildung 5 zeigt, vereinfacht dargestellt, den prasynaptischen
Vesikelzyklus im Zuge der clathrinabhangigen Endozytose.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Vesikelrecyclings unter Beteiligung der
clathrinabhangigen Endozytose.

a) Recycelnde Vesikel bilden nach erfolgtem Priming und Docking den zur Exozytose bereiten
readily releasable pool. b) Calciumeinfluss fiihrt zur Exozytose dieser Vesikel im Bereich der
aktiven Zone mit Freigabe ihres Neurotransmitters in den synaptischen Spalt. ¢) Die aktive Zone
kennzeichnet sich durch Proteine der Cytomatrix der prasynaptischen aktiven Zone (CAZ) und
wird in Vorbereitung flr erneute Exozytosevorgange von Vesikelkomponenten bereinigt. d)
Vesikelkomponenten werden im Bereich der periaktiven Zone durch verschiedene Endozytose-
mechanismen wieder in die Présynapse aufgenommen (exemplarisch ist die primér clathrinab-
héngige Endozytose dargestellt). e) Neu endozytierte Vesikel werden neu verwertet, mit Neuro-
transmittern befullt und funktionellen Vesikelgruppen zugeordnet, eine endosomale Sortierung in
dieser Phase ist wahrscheinlich (nicht abgebildet) (entnommen und modifiziert nach Haucke et

al. 2011). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Springer Nature Verlages.
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Die Abschniirung eines clathrinumhullten Vesikels dauert 30 bis 120 Sekunden (Ehrlich
et al. 2004; Taylor et al. 2011) und ist damit vermutlich zu langsam, um unter Hochakti-
vitatsbedingungen, wie beispielsweise bei Einwirkung von Stresshormonen, Chemotaxis
oder aber auch bei der Exozytose synaptischer Vesikel, beziehungsweise bei erhohter sy-
naptischer Aktivitat eine ausreichende Endozytoserate sicherzustellen (Watanabe und
Boucrot 2017). Verschiedene schnelle, clathrinunabhangige Endozytosemechanismen
kdnnten hierbei eine tragende Rolle spielen (Clayton und Cousin 2009; Watanabe und
Boucrot 2017). Im Gegensatz zur clathrinabhdngigen Endozytose sind die molekularen
Mechanismen der clathrinunabhéngigen Endozytose nicht ausreichend erforscht
(Watanabe und Boucrot 2017). Die folgende Beschreibung bezieht sich vor allem auf

deren auslosende Faktoren sowie GroéRenunterschiede der endozytierten Vesikel.

Die ultraschnelle Endozytose erfolgt bei milder neuronaler Stimulation unter physiologi-
schen Bedingungen innerhalb von 30 bis 100 Millisekunden nach dem Eintreffen von
Aktionspotenzialen und fiihrt zur Entstehung grof3er Vesikel mit einem Durchmesser von
60-80 nm (Watanabe et al. 2013b; Watanabe et al. 2013a; Watanabe et al. 2014). Diese
Vesikel werden im Anschluss, nach endosomaler Fusion und clathrinabhéngiger Ab-
schnurung, innerhalb von flnf bis sechs Sekunden nach neuronaler Stimulation als sy-
naptische Vesikel regeneriert (Watanabe et al. 2014). Endosomen konnten hierbei der
Erkennung defekter synaptischer Vesikel und der Sortierung vesikulérer Proteine dienen
(Hoopmann et al. 2010). Im Zuge der schnellen kompensatorischen Endozytose entstehen
ebenfalls Vesikel, die groRer als synaptische Vesikel sind (Paillart et al. 2003). Dieser
Mechanismus lasst sich ebenfalls bei milder Stimulation beobachten, verlauft jedoch
langsamer als die ultraschnelle Endozytose (Gan und Watanabe 2018). Die aktivitatsab-
hangige Massenendozytose wird bei physiologischen und nicht physiologischen Tempe-
raturen unter hochfrequenter Stimulation ausgeldst (Clayton und Cousin 2009). Sie er-
folgt in Relation zu anderen clathrinunabhéangigen Endozytoseformen langsam. Sie bent-
tigt Sekunden (Wu und Wu 2007) bis Minuten (Watanabe und Boucrot 2017) und fihrt
zur Aufnahme groRer Membranabschnitte bei variierender VesikelgroRe (Gan und
Watanabe 2018). Die Massenendozytose kénnte einen Sicherungsmechanismus darstel-
len (Rizzoli und Betz 2005; Clayton und Cousin 2009), um parallel zur schnellen Wie-
derherstellung des zur Freisetzung bereiten VVesikelclusters den reserve pool langsam, in-

nerhalb mehrerer Minuten, wiederherzustellen (Richards et al. 2000).
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In Anbetracht der fehlenden Rekrutierung der Vesikel des reserve pool unter physiolo-
gischen Bedingungen (Rizzoli und Betz 2005) bleibt die genaue Funktion der Massenen-

dozytose jedoch umstritten (Gan und Watanabe 2018).

Bei der mit 400-860 ms (Gandhi und Stevens 2003) relativ schnell ablaufenden Kiss-and-
run-Fusion kommt es, gemaR der Ausfihrungen von He und Wu sowie Zhang und Kol-
legen, im Gegensatz zu anderen Fusions-, und Endozytosemechanismen nicht zum voll-
stdndigen Kollabieren des Vesikels. Der Transmitter wird durch partielle Verschmelzung
der vesikuldren und synaptischen Membranen durch eine Fusionspore in den synapti-
schen Spalt abgegeben. Nach abgeschlossener Freigabe wird diese Pore wieder geschlos-
sen und der urspringliche Vesikel bleibt bestehen (He und Wu 2007; Zhang et al. 2009).
Welche Rolle dieser Mechanismus unter physiologischen Bedingungen spielt wird wei-
terhin diskutiert (Wu et al. 2014). Die Kiss-and-run-Fusion scheint vor allem bei niedrig-
frequenter synaptischer Aktivitét stattzufinden, wohingegen die vollstandige Vesikelfu-
sion bei héheren, haufig vorkommenden Frequenzen bevorzugt stattfindet. So kann bei
gesteigerter Aktivitat eine hohere Anzahl an Transmittern freigesetzt werden (Granseth
et al. 2006; Harata et al. 2006). Klassische, bei Raumtemperatur durchgefuhrte Studien
deuteten darauf hin, dass die priméar clathrinabhéngige Endozytose den Hauptmechanis-
mus zur Wiederaufnahme synaptischer Vesikel in zentralen Synapsen von Saugetieren
darstellt (Heuser und Reese 1973; Heuser 1989). Aktuellere Untersuchungen lassen hin-
gegen vermuten, dass bei physiologischen Temperaturen, bei milder bis starker neurona-
ler Stimulation, Uberwiegend schnelle, clathrinunabhéngige Endozytose stattfindet (Gan
und Watanabe 2018). Diese Vermutung wird durch die Beobachtung gestitzt, dass die
Endozytose bei gegentiber der Raumtemperatur gesteigerten Temperaturen schneller ab-
lauft (Granseth und Lagnado 2008). Bei Raumtemperatur wird die ultraschnelle Endozy-
tose blockiert, sodass die clathrinabhéngige Endozytose tGiberwiegt (Watanabe et al. 2014)
und Wiederholung klassischer Studien bei physiologischen Temperaturen, flihrt zur Be-
obachtung Uberwiegend clathrinunabhdngiger Endozytosevorgéange (Watanabe et al.
2013Db; Delvendahl et al. 2016). Vermutlich wechseln Synapsen aktivitatsabhangig zwi-
schen den verschiedenen Endozytoseformen (Delvendahl et al. 2016). Durch einen ein-
zelnen eintreffenden Reiz wird ultraschnelle, clathrinunabhéngige Endozytose im Be-

reich von periaktiven Zonen ausgeldst (Watanabe et al. 2013b; Delvendahl et al. 2016).
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Erst bei steigender synaptischer Aktivitat kommt es bei physiologischen Temperaturen
zur zusétzlichen clathrinabhdangigen Endozytose (Delvendahl et al. 2016) sowie zur Ak-
tivierung von Bulk-Endozytosemechanismen bei starker Steigerung der synaptischen Ak-
tivitat (Clayton und Cousin 2009). Synaptische Vesikel werden somit vorwiegend im Be-
reich der prasynaptischen Membran clathrinunabhangig endozytiert und fusionieren im
Anschluss mit Endosomen, aus denen sie erst dann, clathrinabhé&ngig, regeneriert werden
(Kononenko et al. 2014; Watanabe et al. 2014). Dieser Prozess dauert ca. 10 bis 20 Se-
kunden (Gan und Watanabe 2018). Abbildung 6 stellt die aufgefiihrten Endozytoseme-

chanismen vergleichend dar.

(a) (b)
clathrin-mediated kiss-and-run
endocytosis
w
-~ ~30s
~1-28
(c) (d)
bulk endocytosis ultrafast endocytosis
+ endosomal sorting
~10s-1 min 3s.--.
5-10s
100 ms
Current Opinion in Cell Biology

Abbildung 6: Ubersichtsdarstellung prasynaptischer Endozytosemechanismen.

a) Vollstandige Fusion eines Vesikels mit anschlieender clathrinabhangiger Endozytose. b)
Kiss-and-run-Fusion unter temporérer Bildung einer Fusionspore. ¢) Aktivitatsabhéngige Mas-
senendozytose nach hochfrequenter Stimulation mit anschlieRender Neuformierung synaptischer
Vesikel durch clathrinabhangige oder clathrinunabhéngige Mechanismen. d) Vollstandige Fusion
synaptischer Vesikel mit anschlieRender ultraschneller Endozytose und anschlieRender clathrin-
abhéangiger Neubildung synaptischer Vesikel nach endosomaler Fusion (enthnommen und modifi-
ziert nach Watanabe und Boucrot 2017). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung

des Elsevier Verlages.
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Die clathrinabhdngige Endozytose im Bereich der synaptischen Membran koénnte einen
Reservemechanismus darstellen, der bei Kapazitatsausschopfung der ultraschnellen En-
dozytose aktiviert wird (Watanabe et al. 2014) oder aber, laut Gan und Watanabe, ergéan-
zend zur schnellen, primar clathrinunabhangigen, Endozytose arbeiten. Schnelle Endozy-
tosemechanismen konnten der Aufnahme der vesikuldren Membran und einiger synapti-
scher Proteine dienen, wohingegen die langsamere, clathrinabhdngige Endozytose der

Aufnahme der restlichen synaptischen Proteine dient (Gan und Watanabe 2018).

1.4 Untersuchte Strukturen

1.4.1 Hippocampale Synapsen

Die Hippocampus-Formation verarbeitet Signale der sensorischen Systeme und nimmt
eine zentrale Rolle bei der Ausbildung des deklarativen Langzeitgedéchtnisses ein
(Squire 1992). Sie beteiligt sich an Lernprozessen (Squire und Zola 1996) und Ubertragt
im Rahmen der Gedachtniskonsolidierung Informationen vom Kurzzeit-, in das Langzeit-
gedachtnis (Squire und Alvarez 1995). Als Teil des limbischen Systems bestehen ausge-
pragte Verbindungen zu Hirnarealen, die sich an der Regulation von Emotionen und ve-
getativen Prozessen beteiligen. Nach erfolgter Informationsintegration im Hippocampus
erfolgt deren Speicherung im Neokortex (McClelland und Goddard 1996). Zwischen Hip-
pocampus und neokortikalen Arealen bestehen ausgepragte, gegenseitige afferente und
efferente Verbindungen (Lavenex et al. 2002). Weitere Afferenzen stammen aus dem
Thalamus, dem Septum, dem Corpus amygdaloideum, dem Rhinencephalon sowie dem
Gyrus cinguli. Zusatzliche Efferenzen ziehen im Fornix zum Septum, zur Amygdala, dem
Hypothalamus sowie den Corpora mamillaria. Hippocampale Synapsen weisen eine
grofRe Varianz hinsichtlich GréRe, Morphologie und Anzahl der enthaltenen présynapti-
schen Vesikel auf (Harris und Sultan 1995). Pyramidenzellen stellen, gemaR den Ausfiih-
rungen von Megias und Kollegen, den dominierenden Zelltyp des Hippocampus dar. Hip-
pocampale Pyramidenzellen des Rattengehirns haben ca. 12.000 Dendriten mit einer Ge-
samtlange von ungefahr 12 mm. Die Dendriten der Pyramidenzellen variieren hinsicht-
lich ihres Durchmessers, der Dornenfortsatzdichte und der Zusammensetzung der mit
ihnen in Kontakt stehenden Synapsen. Sie erhalten naherungsweise berechnet 32.351 +
5486 synaptische Einflisse aus ihrer Umgebung. 94,7 % dieser Einfliisse entsprechen

exzitatorischen Signalen, 5,3 % entsprechen inhibitorischen Einflussen.
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Interneurone erhalten im Vergleich deutlich weniger synaptische Einfliisse (3000-16.000)
die zu 4 - 30 % inhibitorisch wirken. 60,9 % der Synapsen setzen im Bereich des apikalen
Dendritenbaumes einer Pyramidenzelle an, 39,1 % am basalen Dendritenbaum. Das Ver-
haltnis zwischen auf eine Synapse einwirkenden exzitatorischen und inhibitorischen Ein-
flussen variiert hierbei zwischen verschiedenen Regionen des Hippocampus und scheint
in Abh&ngigkeit zum vorliegenden Dendritentyp zu stehen (Megias et al. 2001). Exzita-
torische Synapsen kennzeichnen sich durch starke Auspragung der postsynaptischen Ver-
dichtung und dadurch, dass ihre Prasynapsen gehauft an Dornenfortsdtzen der Dendriten
ihrer nachgeschalteten Zellen ansetzen, wohingegen inhibitorische Synapsen Uberwie-
gend am Zellkorper und den initialen Axonsegmenten im Bereich dendritischer Schéfte
ansetzen (Megias et al. 2001; Harris und Weinberg 2012). Schikorski und Stevens konn-
ten durchschnittliche morphologische Parameter einzelner Synapsen durch Untersuchun-
gen an Maushirngewebe ermitteln. Eine exzitatorische Prasynapse hat ein VVolumen von
0,086 * 0,049 um?® sowie eine einzelne aktive Zone, die einen Bereich von 0,039 + 0,022
um? umfasst. Sie steht einer durchschnittlichen postsynaptischen Verdichtung mit einer
Flache von 0,043 + 0,031 um? gegeniiber. Die Dornenfortsatze haben im durchschnittli-
ches ein Volumen von 0,038 + 0,036 um?. Die Prasynaptische Vesikelpopulation liegt bei
270 + 176 Vesikeln, von denen 10,3 + 5,6 an die aktive Zone angedockt sind. Untersu-
chungen an entsprechenden Zellkulturen ergaben abweichende Ergebnisse (Schikorski
und Stevens 1997). Die angedockten Vesikel entsprechen groftenteils dem readily re-
leasable pool (Schikorski und Stevens 2001). Der recycling pool beinhaltet durchschnitt-
lich die dreifache Vesikelanzahl des readily releasable pool einer Prasynapse (Murthy
und Stevens 1999). Die restlichen Vesikel sind dem reserve pool zuzuordnen (siehe Ab-
schnitt 1.3.3). Einige hippocampale Synapsen weichen von diesen Durchschnittswerten
ab (Harris und Sultan 1995). Die Mossy-fiber-Synapsen besitzen beispielsweise ein Pra-
synaptisches Volumen von 2—13 um? , durchschnittlich ca. 20 aktive Zonen sowie 16.000
synaptische Vesikel (Rollenhagen und Liibke 2010). Die vorwiegend kleinen funktionel-
len Vesikelgruppen hippocampaler Synapsen sind wahrscheinlich an niedrigfrequente
Stimulation und daraus resultierender niedrigfrequenter Neurotransmitterabgabe adap-
tiert (Gan und Watanabe 2018). Mizuseki und Buzséki zeigten, dass hippocampale Pyra-
midenzellen vorwiegend einzelne Aktionspotenziale, in niedrigen Frequenzbereichen
zwischen 0,1 und 10 Hz, generieren. Die Feuerrate eines individuellen Neurons scheint

nicht zu variieren.
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In unterschiedlichen Aktivitatszustanden generiert die Mehrheit aller Neurone Aktions-
potenziale in Frequenzen unter 1 Hz, wohingegen eine kleine hochaktive Neuronenpopu-
lation in hoheren Frequenzbereichen tétig ist. Neurone, die Aktionspotenziale in hoher
Frequenz generieren, codieren wahrscheinlich mehr Information in neuronalen Kreislau-
fen (Mizuseki und Buzséki 2013). Einzelne Aktionspotenzialfraktionen werden in hoch-
frequenten StoRen (bursts) generiert, bei denen Aktionspotenziale in Abstdnden von 6-10
ms gehauft nachweisbar sind (Harris et al. 2001; Mizuseki et al. 2012). In Abhédngigkeit
der Hirnaktivitat zu einem bestimmten Zeitpunkt, kommt es zu regionalen Verhéaltnisun-
terschieden hinsichtlich des Aktivitatsmusters bestimmter Neuronenpopulationen, die
spezifische Aktionspotenzialfrequenzen generieren. Unterschiedliche Regionen, Subre-
gionen und deren Schichten unterscheiden sich in verschiedenen Situationen hinsichtlich
ihrer elektrisch messbaren Aktivitatsmuster. Diese Unterschiede kdnnten urséchlich fiir
funktionelle Unterschiede einzelner Hippocampus-Regionen sein (Mizuseki et al. 2012).
Die dendritische Organisation hippocampaler Pyramidenzellen wird in Abbildung 7 dar-

gestellt.
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Abbildung 7: Dendritische Organisation hippocampaler Pyramidenzellen.

Oriens/proximal: Basale Dendriten. Kaum Dornenfotzsétze, weiter distal gelegene Dendriten
(oriens/distal) mit hoher Dornenfortsatzdichte. Stratum radiatum: Vier Unterklassen. Der aus-
gepragte apikale Dendritenstamm wird in einen proximalen (radiatum/thick/proximal) ohne Dor-
nenfotzsétze, einen medialen (radiatum/thick/medial), mit wenigen Dornenfotzsatzen und einen
distalen Abschnitt (radiatum/Thick/distal) mit vielen Dornenfortsatzen unterteilt. Ausgehend
vom Stamm: Dinne Seitenarme (radiatum/thin). Stratum lacunosum-moleculare (I-m): Drei
Subklassen. Die ,, radiatum-thick* - Dendriten setzen sich in relativ dicke Dendriten (1-
m/thick), mit abnehmender Dornenfortsatzdichte fort. Diese werden fortlaufend diinner bei ab-
nehmender Dornenfortsatzdichte (I-m/medium). In distalen, sehr diinnen Bereichen der apikalen
Dendriten (I-m/thin) finden sich kaum Dornenfortsitze. Kasten neben den Dendritenklassen:
Regional deutlich variierende Dichte ansetzender exzytatorischer und inhibitorischer Synapsen in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen in Anzahl/1 um (linke und mittlere Zahl), prozentualer
Anteil exzytatorischer Synapsen (rechte Zahl). Mal3stabsleiste = 100 um (entnommen und modi-
fiziert nach Megias et al. 2001). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Else-
vier Verlages.
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1.42 Kortikale Neurone

Der Cortex cerebri bildet den grofiten Teil des Gehirns von Séugetieren. Er wird Klassi-
scherweise in 46 funktionell voneinander abgrenzbare, nach ihrem Erstbeschreiber be-
nannte, Brodmann-Areale unterteilt. Dieses urspriingliche, simple Konzept der struktu-
rellen und funktionellen Abgrenzung unterschiedlicher Areale wurde durch fortlaufende
Forschung stetig erweitert. Die funktionelle Separation innerhalb des Cortex cerebri
scheint, laut Amunts und Zilles, auf zahlreichen Subebenen zu geschehen. In Kombina-
tion mit moglicherweise tiberlappenden Strukturen zwischen funktionellen Arealen sowie
einer ausgepragten intrakortikalen Vernetzung ergibt sich eine hochkomplexe Organisa-
tionsstruktur, deren genaue Strukturierung weiterer Forschung bedarf (Amunts und Zilles
2015). Gemal3 den Ausfiihrungen von Parnavelas weisen Subareale der klassischen Brod-
mann-Areale, trotz haufig unterschiedlicher Funktion, groRe Gemeinsamkeiten in ihrem
zytoarchitektonischen Aufbau vor. Die Zellkdrper kortikaler Neurone sind grotenteils in
sechs Schichten angeordnet und unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Morphologie und
Dichte im jeweiligen Gebiet. In seiner Gesamtheit beinhaltet der Cortex cerebri ungeféhr
die Halfte aller Neurone des Gehirns, die sich in zwei Hauptklassen einteilen lassen. 75
% der kortikalen Neurone sind exzitatorische Pyramidenzellen, die Glutamat als ihren
primédren Neurotransmitter verwenden. Axone kortikaler Pyramidenzellen projizieren
stark vernetzt zu weit entfernten, intrakortikalen Arealen und anderen Bereichen des Ge-
hirns (Parnavelas 2002). Nichtpyramidale, inhibitorische Interneurone stellen die zweite
Hauptgruppe kortikaler Neuronen dar. Sie variieren hinsichtlich ihrer Morphologie, dem
Aufbau ihrer Dendritenbdume, der Auspragung ihrer axonalen Verzweigungen und inter-
agieren mittels y-Aminobuttersdure vorwiegend mit Neuronen in unmittelbarer Néahe
(Parnavelas 2002; Lim et al. 2018). Der Cortex cerebri befahigt S&ugetiere zu hoheren,
zentralnervdsen Leistungen wie beispielsweise der sensomotorischen Integration, sozia-
ler Interaktion und der Speicherung von Erinnerungen. Die Funktion des Gehirns scheint
hierbei auf ausgeprégter Varianz der Subtypen kortikaler Neuronen zu beruhen (Zeisel et
al. 2015). Die Rolle dieser ausgepragten neuronalen Diversifikation hinsichtlich funktio-

neller Aspekte ist aktuell Gegenstand der Forschung (Lodato und Arlotta 2015).

1.4.3 Synaptophysin
Synaptophysin ist ein saures Glykoprotein mit einer molekularen Masse von 38 kDa, dass
sich in prasynaptischen Endigungen des gesamten zentralen Nervensystems als integraler

Bestandteil synaptischer Vesikel nachweisen l&sst (Jahn et al. 1985; Wiedenmann und
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Franke 1985). Das Protein besitzt vier Transmembrandoménen, jeweils ein Amino-, und
Carboxylende auf der zytosolischen Seite der vesikuldren Membran (Sudhof et al. 1987)
und lagert sich zu homomultimeren Komplexen zusammen (Thomas et al. 1988; Johnston
und Stidhof 1990). Synaptophysin gehdrt gemeinsam mit Synaptobrevin 2, Synaptogamin
1 und Synapsin zu den am h&ufigsten vorkommenden présynaptischen Proteinen und
macht ungefahr 10 % aller synaptischen Vesikelproteine aus (Takamori et al. 2006). Sy-
naptophysin dient der molekularen Markierung présynaptischer Vesikel (Jahn et al. 1985;
Wiedenmann und Franke 1985; Kwon und Chapman 2011) und ermdglicht die Untersu-
chung der synaptischen Dichte in einer vorliegenden Probe (Valtorta et al. 2004). Die
vielféltigen Funktionen des Synaptophysin sind aktuell Gegenstand der Forschung. Bis-

herige Untersuchungen ergaben teilweise gegensatzliche Ergebnisse.

Synaptophysin beteiligt sich an der Regulierung der Neurotransmitterexozytose von Glu-
tamat, Dopamin und Acetylcholin (Alder et al. 1992a; Alder et al. 1992b; Shibaguchi et
al. 2000). Einerseits konnten eine verstarkende Wirkung des Proteins beziiglich der sy-
naptischen Ubertragung beobachtet werden. Uberexpression des Proteins fiihrte in den
Studien von Alder und Kollegen zu erhéhten Frequenzen spontaner synaptischer Uber-
tragungen sowie geringeren Latenzzeiten zwischen eintreffenden Reizen und ausgeldsten
synaptischen Reaktionen. Synaptophysin erhéht demnach die Wahrscheinlichkeit mit der
Vesikel fusionieren und/oder fiihrt zu einer Zunahme freisetzungsbereiter Vesikel im Be-
reich der aktiven Zone. Eine fordernde Beteiligung des Proteins an spaten Schritten der
Transmitterexozytose erscheint demnach wahrscheinlich (Alder et al. 1995). Andererseits
konnte eine inhibitorische Funktion des Synaptophysins und Proteinen, die derselben Pro-
teinfamilie angehdren, bezliglich der Transmitterexozytose beobachtet werden (Sugita et
al. 1999; Raja et al. 2019). Bei fehlendem Synaptophysin 1, Synaptophysin 2, Synapto-
gyrin 1 und Synaptogyrin 2 konnten Raja und Kollegen hierbei eine erhdhte Effizienz der
synaptischen Ubertragung beobachten. Mdoglicherweise stellen Mitglieder der Synapto-
physin/Synaptogyrin-Familie bidirektionale Regulatoren der Exozytose dar. Die Beein-
flussungsrichtung konnte hierbei durch sekundére Botenstoffe moduliert werden (Raja et
al. 2019).

Synaptophysin bildet gemeinsam mit Synaptobrevin 2 einen funktionellen Komplex
(Calakos und Scheller 1994; Washbourne et al. 1995; Pennuto et al. 2002). Dieser Kom-
plex dissoziiert unmittelbar vor der Vesikelfusion (Pennuto et al. 2002). Jeweils sechs
Synaptophysinmolekiile und Synaptobrevin 2 Dimere bilden einen hexameren Ring
(Adams et al. 2015). Dieser Komplex scheint sich sowohl an exozytotischen als auch an
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endozytotischen Prozessen zu beteiligen, wobei die genaue funktionelle Bedeutung des
Komplexes jedoch Gegenstand der Forschung verbleibt (Gordon und Cousin 2014). Der
Komplex kdnnte durch Bereitstellung einer, bei Bedarf schnell verfligbaren, Synaptobre-
vin 2 Reserve an der Feinregulierung der Neurotransmitterexozytose beteiligt sein (Be-
cher et al. 1999) und, laut Adams und Kollegen, der Gruppierung vesikularer SNARE-
Proteine in Vorbereitung der Transmitterexozytose dienen. Der Komplex konnte somit
einen Katalysator der Neurotransmitterexozytose darstellen, der den prefusionédren Zu-
stand vesikuldrer SNARE-Proteine darstellt (Adams et al. 2015). Weiterhin beteiligt sich
der Synaptophysin-Synaptobrevin 2 Komplex an der endozytotischen Aufnahme des Sy-
naptobrevins (Gordon et al. 2011) sowie dessen Einbau in die vesikulare Membran (Pen-
nuto et al. 2003). Diese Qualitatskontrolle der Vesikelbildung durch Synaptophysin
scheint teilweise redundant zur Funktion des Synaptogyrin zu sein (Stevens et al. 2012).
Untersuchungen von Rajappa und Kollegen, mittels hochauflésender Mikroskopieverfah-
ren, konnten eine essenzielle Funktion des Synaptophysin-Synaptobrevin 2-Komplex bei
der Bereinigung der aktiven Zone von Synaptobrevin 2 nachweisen. Exozytiertes Synap-
tobrevin 2 kann so nicht zur Blockade nachfolgender Fusionen fiihren (Rajappa et al.
2016). Der Einbau der vesikularen VV-ATPase geschieht ebenfalls nach Interaktion mit
dem Synaptophysin-Synaptobrevin 2-Komplex (Galli et al. 1996; siehe Abschnitt 1.3.1).
Weitere Interaktionen des Komplexes beziehungsweise des Synaptophysins mit Myosin
V (Prekeris und Terrian 1997), Dynamin (Daly und Ziff 2002) und dem Adapterprotein
1 (Horikawa et al. 2002) konnten nachgewiesen werden. Die Funktionen verschiedener
struktureller Elemente des Synaptophysins bezlglich der Vesikelendozytose sind nicht
essenziell, fordern aber in ihrer Gesamtheit deren Kkinetisch effizienten Ablauf zur Auf-
rechterhaltung der endozytotischen Kapazitat einer Prasynapse (Kwon und Chapman
2011). Im Verlauf der Vesikelendozytose konnte Synaptophysin durch Interaktion mit
Cholesterol ein Grundgerist zur Ausbildung leicht gekrimmter Membranabschnitte bil-
den (Thiele et al. 2000).

Dies konnte die Rekrutierung von BAR-Doménen-Proteinen (Galic et al. 2012) und, ge-
maR der Ausfuhrungen von Rizzoli, weiterer endozytotischer Kofaktoren ermdglichen,
die die Bildung eines Vesikels ermdéglichen. Dieser Prozess kdnnte die Basis flr den Ab-
lauf der Vesikelendozytose aus Plasmamembranabschnitten, wie beispielsweise im Zuge
des Vesikelrecyclings, im Bereich der présynaptischen Membran aber auch nach endoso-
maler Fusion aufgenommener Vesikel bilden (Rizzoli 2014). Trotz seiner hohen Kon-

zentration in Prasynapsen und nachweisbar modulierenden Eigenschaften auf die
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Effizienz der synaptischen Ubertragung ist Synaptophysin nicht essenziel fir die synap-
tische Ubertragung (McMahon et al. 1996; Kwon und Chapman 2011). Seine Funktionen
scheinen teilweise redundant zu dem sehr &hnlichen, aber weniger stark im zentralen Ner-
vensystem verteilten Synaptophysin 2 (McMahon et al. 1996) oder dem weniger homo-
logen Synaptogyrin zu sein (McMahon et al. 1996; Janz et al. 1999). Die zahlreichen
Interaktionspartner weisen Synaptophysin als wichtigen Regulator wahrend verschiede-
ner Schritte des Vesikelrecyclings aus (Felkl und Leube 2008) und lassen eine modulie-
rende Funktion hinsichtlich héherer Hirnfunktionen vermuten (Schmitt et al. 2009). Sy-
naptophysin und Synaptogyrin scheinen, gemal der Studien von Janz und Kollegen, nicht
essenziell fiir die reine Neurotransmitterexozytose zu sein, bernehmen aber tragende,
gegenseitig redundante, Funktionen bezliglich der Mechanismen der synaptischen Plasti-
zitat im Bereich des Hippocampus. Bei fehlendem Synaptophysin und Synaptogyrin
konnten Einschrankungen der Kurz-, und Langzeitplastizitat nachgewiesen werden (Janz
et al. 1999). Weiterhin sind, bei vorliegendem Synaptophysindefizit hohere Geistesfunk-
tionen, die im Zusammenhang mit dem Hippocampus stehen, beeintrachtigt. Synaptophy-
sin kénnte im Komplex mit Synaptobrevin durch Beeinflussung der Auspragung synap-
tischer Kontakte ein wichtiger Faktor im Rahmen der synaptischen Plastizitét sein (Be-
cher et al. 1999). Synaptophysin tbernimmt eine Rolle bei der aktivitdtsabhédngigen For-
mation synaptischer Kontakte (Tarsa und Goda 2002) und scheint die Lern-, und Ge-
dachtnisfunktion zu beeinflussen (Schmitt et al. 2009). Synaptophysin ermdéglicht die ein-
deutige molekulare Markierung synaptischer Vesikel (Takamori et al. 2006) und damit

auch von Présynapsen.

1.4.4 Bassoon

Bassoon ist ein aus ~ 4000 Aminoséuren aufgebautes Coiled-Coil-Protein mit einer mo-
lekularen Masse von ~ 400 kDa (Dieck et al. 1998; Wang et al. 2009). GemaR der Erst-
beschreibung des Bassoons durch Dieck und Kollegen, lasst sich das Protein in allen Re-
gionen des Rattenhirns nachweisen. Erhohte Bassoonkonzentrationen finden sich im Ce-
rebellum und dem Hippocampus. Subzelluldr konzentriert es sich vorwiegend in Axo-
nendigungen als essenzieller Bestandteil der aktiven Zone, wo es mit Synaptophysin und
Piccolo kolokalisiert. Bassoon besteht ultrastrukturell aus mehreren Doppelwendeln,
zwei Zinkfingerdoménen und mehreren Polyglutaminen (Dieck et al. 1998). Bassoon in-
teragiert mit zahlreichen weiteren prasynaptischen Proteinen wie beispielsweise

CAST(1)-Proteinen, Muncl3, Rim-Proteinen und Piccolo, wobei insbesondere die
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physische und funktionelle Verbindung der groen Multidoménenproteine Bassoon und
Piccolo stark ausgepragt ist, sodass sie gemeinsam der Strukturerhaltung der aktiven Zone
dienen und die Grundlage eines hochkomplexen Proteinnetzwerkes bilden, das prasynap-
tische Funktion erméglicht (Wang et al. 2009). Gundelfinger und Kollegen untersuchten
die Funktion der Proteine Bassoon und Piccolo. Beide Proteine weisen grofl3e sequenzielle
Anhnlichkeiten auf und kooperieren durch gemeinsame, iiberlappende, als auch gegensei-
tig erganzende, proteinspezifische Funktionen. Durch Strukturanpassungen bilden sie so
die Grundlage zur Ausbildung supramolekularer Komplexe, die beispielsweise der Zu-
sammenfindung von Proteinen der aktiven Zone, der Neurotransmitterexozytose, der
Verbindung zwischen Aktin-, und Dynaminaktivitdt im Rahmen der Vesikelendozytose,
der Aufrechterhaltung synaptischer Strukturen, der Verknipfung von Signalwegen sowie
der Kommunikation zwischen Synapse und Nucleus dienen (Gundelfinger et al. 2016).
Zahlreiche weitere funktionelle Beteiligungen, wie beispielsweise an der Neubeladung
aktiver Zonen mit freisetzbaren Vesikeln (Hallermann et al. 2010), am axonalen Trans-
port von Bausteinen der aktiven Zone (Fejtova et al. 2009), der Aufrechterhaltung der
vesikularen Organisation in Gruppen (Mukherjee et al. 2010) sowie der Rekrutierung cal-
ciumspezifischer lonenkandle und deren korrekten Positionierung im Bereich der aktiven
Zone (Davydova et al. 2014) erscheinen wahrscheinlich. lvanova und Kollegen stellten
in einer Literaturtbersicht die weiteren Funktionen des Bassoons in Kooperation mit Pic-
colo zusammenfassend dar. Die Proteine beteiligen sich, in Kooperation, an der aktivi-
tatsabhangigen, molekularen Reorganisation der Prasynapse. Durch Beteiligung am
Ubiquitin-Proteasom-System und Beeinflussung der Expression von Genen, die die neu-
ronale Aktivitét regulieren, erscheint eine Beteiligung an Mechanismen der synaptischen
Plastizitat denkbar. Bassoon tbernimmt eine tragende Rolle im Rahmen physiologischer
und maoglicherweise auch pathologischer Hirnfunktionen (lvanova et al. 2016) und er-

maoglicht die molekulare Markierung der aktiven Zone einer Présynapse.

1.45 Amphiphysin

Amphiphysin ist ein hydrophiles Protein, das sich in erhéhter Konzentration im Zytosol
prasynaptischer Endigungen des gesamten zentralen Nervensystem nachweisen lasst.
(Lichte et al. 1992; Wu et al. 2009). Amphiphysin liegt hierbei sowohl I6slich als auch in
Assoziation mit Zwischenstufen in Endozytose befindlicher Vesikel vor (Bauerfeind et
al. 1997). Es ermdglicht somit die molekulare Markierung des endozytotischen Apparates

im Bereich von Prasynapsen.
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Amphiphysin interagiert mit dem hdufig kolokalisiertem Dynamin, Clathrin (McMahon
etal. 1997; Wigge und McMahon 1998; Takei et al. 1999), Aktin (Bauerfeind et al. 1997),
Bestandteilen der Plasmamembran und zahlreichen weiteren an der synaptischen Vesi-
kelendozytose beteiligten Proteinen (Wu et al. 2009). Amphiphysin unterliegt hierbei,
nach Depolarisation der prasynaptischen Membran, der calciumabhangigen Dephospho-
rylierung durch Calcineurin (Bauerfeind et al. 1997) und Ubernimmt gemeinsam mit wei-
teren, der calcineurinabhéngigen Aktivierung unterliegenden Proteinen wie beispiels-
weise Clathrin, Adapterkomplex 2 (AP2), Adapterprotein 180 (AP180), Dynamin, Endo-
philin, Synaptojanin, Intersectin, Syndapin, Auxilin und HSC70 tragende Funktionen im
Rahmen der synaptischen Vesikelendozytose (Cremona et al. 1999; Cousin und Robinson
2001). Dieser Aktivierungsmechanismus scheint sowohl bei der clathrinabhangigen, als
auch bei der Bulk-Endozytose entscheidend zu sein (Clayton et al. 2007). Amphiphysin
liegt in zwei Isoformen vor. Wigge und Kollegen konnten Amphiphysin 2 identifizieren.
Amphiphysin 1 und Amphiphysin 2 sind zu 49 % identisch. Sie weisen groRe Ahnlich-
keiten hinsichtlich subzellularer Verteilung, funktioneller Domanen und der Steuerung
ihres Aktivitatszustandes durch Phosphorylierung auf. Beide Isoformen agieren wahr-
scheinlich als heterodimerer Komplex mit einer molekularen Masse von 220 bis 250 kDa.
Dieses Heterodimer scheint unter anderem der Rekrutierung von Dynamin zu Membran-
bezirken der sich abschnlrenden Vesikelknospen zu dienen (Wigge et al. 1997).
Die BAR-Domane des Amphiphysins dient der Erkennung und Ausbildung von Memb-
rankrimmungen (Peter et al. 2004).

Nach Erkennung vorhandener Membrankrimmungen erfolgt durch Insertion amphiphiler
Helices in Plasmamembranabschnitte die zunehmende lokale Krimmungen der entste-
henden Vesikelmembran (McMahon und Gallop 2005). Dieser Prozess wird durch die
aktuelle Form der Membran, Membranspannungen und die vorliegende BAR-Protein-
dichte auf der Membranoberflache reguliert, sodass bei initial niedrigen BAR-Protein-
dichten die Rekrutierung zuséatzlicher Amphiphysine durch Spannungsmodulatoren wie
beispielsweise Aktin unterstiitzt werden kénnte (Simunovic et al. 2015). Bei geringen
Proteinkonzentrationen uberwiegt die Krimmungserkennungsfunktion, wohingegen bei
steigenden Proteinkonzentrationen die membranverformende Téatigkeit des Amphiphy-
sins Uberwiegt (Sorre et al. 2012). Durch ihre SH3-Domaéne (David et al. 1994) dienen
Amphiphysine weiterhin der Rekrutierung von Dynamin zu den entsprechenden, stark
gekrimmten, Ansatzstellen am Hals der Vesikelknospen im Laufe der Endozytose

(Shupliakov et al. 1997). Weitere Kofaktoren, wie beispielsweise Endophilin und
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Intersectin, beteiligen sich an diesem Prozess (Rao und Haucke 2011). Nach erfolgter
Rekrutierung des Amphiphysins an gekrimmte Membranabschnitte und zunehmender
Membrankrimmung stimuliert Amphiphysin die GTPase Aktivitat des Dynamins,
wodurch die vollstandige Abschnirung synaptischer Vesikelknospen geférdert wird
(Yoshida et al. 2004). Amphiphysin ermdglicht so, in Kooperation mit Intersectin und
Endophilin, die Rekrutierung, Anlagerung und Aktivierung des Dynamins im Laufe der
Endozytose, wodurch der Hals der Vesikelknospe zunachst zunehmend eingeengt und
abschlieRend vollstandig abgeschnirt wird (Sundborger und Hinshaw 2014). Zusatzliche
Funktionen des Proteins, wie beispielsweise eine Beteiligung an der Aktinpolymerisation
erscheinen moglich (Mundigl et al. 1998). Amphiphysin stellt neben seiner unterstiitzen-
den Funktion bei der Vesikelknospung und Abschniirung, durch seine interaktionsfahigen
Doménen, ein zentrales Verbindungsprotein zahlreicher endozytotischer Proteine und
Regulatoren dar (Di Paolo et al. 2002; Wu et al. 2009). Die Funktionen des Amphiphysin
scheinen trotz partieller Redundanz unter Ruhebedingungen essenziell fiir die Funktion
des Gehirns zu sein. Untersuchungen an Mausen bei fehlendem Amphiphysin, unter neu-
ronaler Stimulation, lieRen deutliche Einschrdnkungen des synaptischen Vesikelrecyc-
lings erkennen, die im Zusammenhang mit Einschrankungen hoherer Hirnfunktionen wie

beispielsweise dem Lernen, sowie erhohter Sterblichkeit standen (Di Paolo et al. 2002).

1.4.6 Vesikulare Glutamattransporter

Vesikuldre Glutamattransporter dienen der Befullung synaptischer Vesikel mit dem Neu-
rotransmitter Glutamat (Bellocchio et al. 2000; Takamori et al. 2000). Sie ermdglichen
die eindeutige Markierung glutamaterger, synaptischer Kontakte (ElI Mestikawy et al.
2011). In vivo lassen sich die drei Isoformen VGLUT1, VGLUT2 und VGLUT3 nach-
weisen, die hinsichtlich ihrer Aminoséuresequenz zu 72 % identisch sind (Takamori et
al. 2002) und analoge Funktionsmechanismen aufweisen. VGLUT befullen synaptische
Vesikel in Abhangigkeit von Adenosintriphosphat (Disbrow et al. 1982; Naito und Ueda
1985) entlang eines Protonengradienten (Disbrow et al. 1982; Herzog et al. 2001) unter
Beteiligung der vesikuldren V-ATPase (Galli et al. 1996; siehe Abschnitt 1.3.1). Jeweils
ein Typ des VGLUT reicht zur vollstandigen Beflllung eines synaptischen Vesikels aus
(Daniels et al. 2006).

VGLUT1 (Takamori et al. 2000) l&asst sich vor allem in neuronalen Subpopulationen des
Hippocampus, des Cortex cerebri und des Cortex cerebelli nachweisen (Ni et al. 1995).
VGLUT2 (Herzog et al. 2001; Takamori et al. 2001) entspricht hinsichtlich seiner
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Aminosdurensequenz zu 75 - 79 % dem VGLUT1 (Bai et al. 2001) und lokalisiert vor
allem in subkortikalen Strukturen wie beispielsweise dem Thalamus und dem Hirnstamm
(El Mestikawy et al. 2011). VGLUT3 lasst sich im Gegensatz zu VGLUT1 und VGLUT?2
sowohl in primér glutamatergen, exzitatorischen Synapsen als auch vor allem in primér
nicht glutamatergen Synapsen nachweisen (Fremeau et al. 2002; Gras et al. 2002; Schafer
et al. 2002; Takamori et al. 2002). VGLUTS3 l&sst sich in Relation zu den beiden anderen
Isoformen in kleinerer Anzahl, bei stérkerer Streuung im Gehirn nachweisen (Gras et al.
2002; Schéfer et al. 2002). VGLUT1 und VGLUT2 verteilen sich groRtenteils komple-
mentér (Kaneko und Fujiyama 2002; Herzog et al. 2006), wohingegen VGLUT3 hinsicht-
lich seiner Verteilung in einigen Hirnregionen mit den beiden anderen Isoformen ber-
lappt, wobei die physiologische Bedeutung dieses Verteilungsmusters nicht ausreichend
erforscht ist (Takamori et al. 2002). Funktionelle Unterschiede zwischen den Isoformen
des VGLUT erscheinen denkbar (Kaneko und Fujiyama 2002). Neurone beinhalten teil-
weise sowohl VGLUTS3 als auch Acetylcholin-, und Serotonintransporter, wobei Gluta-
mat, im zentralen Nervensystem, anscheinend auch Funktionen als Cotransmitter tber-
nimmt (Gras et al. 2002; Schéfer et al. 2002). Evidenzen deuten darauf hin, dass auch
VGLUT1 und VGLUT?2 in primér nicht-glutamatergen Synapsen vorliegen koénnen
(Boulland et al. 2009).

El Mestikawy und Kollegen vermuteten weiterfiihrend, dass VGLUT nicht nur der Be-
fullung synaptischer Vesikel mit Glutamat als priméaren oder sekundéren Neurotransmit-
ter dienen konnten, sondern auch zusatzliche, regulatorische Funktionen innerhalb der
Prasynapse Ubernenmen. Es bedarf weiterer Forschung um die genaue Funktion des Glu-

tamats und seiner vesikuldaren Transporter zu definieren (ElI Mestikawy et al. 2011).

1.4.7 SNAP-25

SNAP-25 (Synaptosomal-Associated Protein of 25 kDa) beteiligt sich als SNARE-Pro-
tein (N-Ethylmaleimide Sensitive Factor Attachment Protein Receptor) durch Zusammen-
lagerung mit Syntaxin-1 und Synaptobrevin2/\VAMP2 (Vesicle Associated Membrane
Protein) (So6llner et al. 1993b) maligeblich an der Exozytose synaptischer Vesikel (Han-
son et al. 1997; Washbourne et al. 2002). Durch Zusammenlagerung zum SNARE-Kom-
plex wird die Anlagerung synaptischer Vesikel im Bereich der aktiven Zone, sowie deren
calciumvermittelte Fusion mit der prasynaptischen Membran erméglicht (Jahn und Fass-
hauer 2012). Weiterhin bernimmt SNAP-25 durch calciumabhéngige Interaktion mit
Synaptogamin Funktionen beim Andocken (Docking) synaptischer Vesikel an der aktiven
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Zone, deren Vorbereitung (Priming) zur Exozytose sowie der Auslosung der schnellen
Exozytose (Mohrmann et al. 2013). SNAP-25 interagiert mit unterschiedlicher Typen
spannungsabhangiger Calciumkanale (Wiser et al. 1996) und wirkt inhibierend auf diese
ein (Pozzi et al. 2008). Es scheint eine wichtige Rolle bei der Regulierung des prasynap-
tischen Calciumeinstroms zu tibernehmen (Zamponi 2003). SNAP-25 fiihrt zu reduzierter
Calciumempfindlichkeit im Bereich der Prasynapse und koénnte so, durch Kontrolle der
Calciumdynamik, regulatorische Funktionen im Zuge des Vesikelrecyclings tbernehmen
(Verderio et al. 2004). Weiterhin beteiligt sich SNAP-25 gemeinsam mit Synaptobrevin
an der langsamen, clathrinabhéngigen Endozytose im Bereich hippocampaler Synapsen,
sodass eine Beteiligung von SNAP-25 an der Ausbalancierung zwischen Vesikelexozy-
tose und Endozytose, bei unklarem molekularen Mechanismus, als mdglich erscheint
(Zhang et al. 2013). SNAP-25 kann auch in postsynaptischen Dornenfortsétzen nachge-
wiesen werden (Hussain et al. 2019) und sich dort moglicherweise am postsynaptischen
Glutamatrezeptorverkehr (Selak et al. 2009; Lau et al. 2010) sowie der Morphogenese
postsynaptischer Dornenfortsétze beteiligen (Tomasoni et al. 2013). Eine Beteiligung von
SNAP-25 an der Langzeitpotenzierung im Rahmen der synaptischen Plastizitét erscheint
mdoglich (Jurado et al. 2013).

SNAP-25 beteiligt sich moglicherweise durch Anderung der prasynaptischen Transmit-
terfreisetzung oder aber auch durch SNAP-25 abhéngige postsynaptische Veranderung
an der Ausbildung verschiedener Synaptopathien (Antonucci et al. 2016). Das Aufmerk-
samkeits defizit-Hyperaktivitatssyndrom (Barr et al. 2000; Kustanovich et al. 2003), die
Schizophrenie und die bipolare Stérung (Fatemi et al. 2001) sind durch préa-, und postsy-
naptische Verdnderungen charakterisiert (Penzes et al. 2011) wodurch eine Funktions-
ubernahme von SNAP-25 in beiden Kompartimenten wahrscheinlich wird (Antonucci et
al. 2016). SNAP-25 ermdglicht die immunologische Markierung der synaptischen Plas-

mamembran.
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1.5 Hochauflosende Mikroskopie

1.5.1 Einschrankungen konventioneller Lichtmikroskopie und Verfahren der
hochauflésenden Mikroskopie

Das Auflésungsvermagen konventioneller Lichtmikroskope wird durch die Wellenlédnge
des sichtbaren Lichts begrenzt. Sie konnen Objekte, die n&her als die halbe Wellenléange
des sichtbaren Lichts beieinander liegen, optisch nicht voneinander trennen (Abbe 1873).
Diese Diffraktionsbarriere begrenzt die Lichtmikroskopie unter idealen Bedingungen auf
eine maximale laterale Auflésung von ungefahr 200 nm (Fornasiero und Rizzoli 2014).
Die Darstellung subzelluléarer Strukturen unterhalb der Diffraktionsbarriere war lange
Zeit lediglich mit Hilfe der Elektronenmikroskopie moglich. Die aufwendige Préparation
elektronenmikroskopischer Proben geht mit haufiger Artefaktbildung einher und kann
unter bestimmten Bedingungen zur Induktion synaptischer Vesikelfusionen fiihren, so-
dass sich die Elektronenmikroskopie nicht optimal zur Untersuchung synaptischer Vor-
géange und Strukturen eignet (Smith und Reese 1980). Die fehlenden Mdglichkeiten zur
Darstellung vitaler Zellen, sowie zur farbigen Markierung von Zielstrukturen bei elektro-
nenmikroskopischen Untersuchungen bedingen das grof3e Potenzial von Weiterentwick-
lungen zur Auflésungsverbesserung lichtmikroskopischer Verfahren hinsichtlich biolo-

gischer Untersuchungen.

Strukturierte Beleuchtungsverfahren (Structured llumination Microscopy (SIM)), Prinzi-
pien der photoaktivierten Lokalisationsmikroskopie, wie beispielsweise die Lokalisati-
onsmikroskopie am Beispiel der stochastischen optischen Rekonstruktion (Stochastic
Optical Reconstruction Microscopy (STORM)), die photoaktivierte Lokalisationsmikro-
skopie (Photoactivated Localization Microscopy (PALM)) und die Stimulierte Emissi-
ons-Depletions Mikroskopie (Stimulated Emission Depletion Microscopy (STED)) er-
moglichen es einzeln, oder in Kombination angewandt, das Abbe-Limit lichtmikrosko-

pisch zu durchbrechen (Fornasiero und Rizzoli 2014).

Die, von Gustafsson entwickelte, SIM erzielt eine Verbesserung des lateralen Auflo-
sungsvermdgens unter Ausnutzung des Moiré-Effektes. Eine zu untersuchende, unbe-
kannte, fluoreszenzmarkierte Struktur wird hierbei durch eine bekannte, in die Fokus-
ebene projizierte Gitterstruktur tberlagert. Es werden mehrere Aufnahmen bei wechseln-
der Positionierung des Lichtgitters ber der Probe erstellt. Nach abgeschlossener Detek-
tion kann die unbekannte Struktur anhand der Uberlagerungsbilder errechnet werden.

SIM ermdglicht eine Verdopplung des lateralen Auflésungsvermdgens gegeniber
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Konfokalmikroskopen (Gustafsson 2000). Durch 3D-SIM kann auch das axiale Auflo-
sungsvermogen gegentber Konfokalmikroskopen verdoppelt werden (Schermelleh et al.
2008). Schermelleh und Kollegen stellten verschiedene Hochauflésende Mikroskopiever-
fahren im Vergleich dar. SIM geht mit der Mdglichkeit zur Verwendung herkémmlicher
Fluoreszenzmarker einher und ermdglicht, durch die hohe Arbeitsgeschwindigkeit, die
Darstellung dynamischer Prozesse in lebenden Zellen. Die Verbesserung des Aufldsungs-
vermdégens durch SIM ist im Vergleich zu STORM und STED jedoch gering. Diese Ver-
fahren erreichen bei der Untersuchung von Zellen ein laterales Auflésungsvermdégen von
bis zu 30 nm (Schermelleh et al. 2010).

Bei der, von Rust entwickelten, STORM wird pro Einzelaufnahme nur eine kleine Teil-
menge aller vorhandenen Fluorophore angeregt. Bei jeder erneuten Aufnahme werden
zuvor aktivierte Fluorophore deaktiviert. Im Gegenzug werden gleichzeitig neue Fluoro-
phore aktiviert. Dieser Vorgang wird tausendfach wiederholt, sodass mdglichst alle vor-
handenen Fluorophore einer Probe einzeln aktiviert und detektiert werden kénnen. Mit-
tels GaulRscher Kurvenanpassung wird abschlieBend die Lokalisation eines jeden akti-
vierten und detektierten Fluorophores bestimmt, um ein hochaufldésendes Bild zu rekon-
struieren (Rust et al. 2006). STORM ermoglicht hohe axiale Aufldsungen sowie, durch
die Anwendung energiearmer Laser, die Mdglichkeit eine hohe Anzahl unterschiedlicher
Fluoreszenzsignale gleichzeitig darzustellen, wobei der Zeitaufwand gegentiber anderen
Mikroskopieverfahren stark erhoht ist und der Anwendungsbereich, durch die einge-
schrankte Mdglichkeit zur Untersuchung lebender Zellen, begrenzt wird (Fornasiero und
Rizzoli 2014).

PALM arbeitet analog zu STORM, indem anstatt photoaktivierbarer Fluorophore photo-
aktivierbare fluoreszierende Proteine verwendet werden (Betzig et al. 2006). Weitere
Verbesserungen des Auflésungsvermégens von STORM und PALM sind nicht zu erwar-
ten, da die erreichbare Auflésung durch die Menge der von einer Probe emittierten Pho-
tonen beschrankt wird (Schermelleh et al. 2010).

Bei dem, von Hell und Wichmann publizierten, Verfahren der STED Mikroskopie wird
ein zentraler, fluorophor-anregender Laser durch einen Fluorophor-inaktivierenden
STED-Strahl tberlagert. Der STED-Strahl weist in seinem Zentrum eine Intensitat von
null auf, sodass Fluoreszenzsignale angeregter Fluorophore lediglich im Zentrum des
STED-Strahls registriert werden kénnen (Hell und Wichmann 1994). Eine vorliegende

Probe wird so in ihrem Verlauf gescannt, wobei emittierte Photonen nur im sehr kleinen
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Zentrum des ,,doughnutformigen” Uberlagerungsstrahls detektiert werden koénnen,
wodurch die Diffraktionsbarriere durchbrochen werden kann (Schermelleh et al. 2010).
Im Vergleich zu STORM erméglicht STED eine weitere Verbesserung des lateralen Auf-
I6sungsvermdgens. Durch das isoSTED Verfahren wird zusétzlich eine deutliche Verbes-
serung des axialen Auflésungsvermaogens erreicht (Schmidt et al. 2008). Fluorophore, die
bei STED verwendet werden, mussen eine hohe Photostabilitat aufweisen, um unter Ein-
wirkung des zentralen, anregenden Lasers nicht zu zerfallen und es kénnen lediglich zwei
Farbkanéle mittels STED untersucht werden (Fornasiero und Rizzoli 2014). Die hier be-
schriebenen hochauflésenden Mikroskopieverfahren sind aufgrund des eingeschrankten
Angebotes an optimierten Fluorophoren zur mehrfarbigen hochauflésenden Mikroskopie
und vor allem aufgrund des hohen Kostenfaktors, durch die benétigte technische Ausris-
tung und den erhdhten Ausbildungsbedarf zur Durchfiihrung hochauflésender Mikrosko-
pie, nicht standardméafig in Laboren verbreitet (Truckenbrodt et al. 2019). Abbildung 8
stellt die Funktionsweisen der verschiedenen hochauflésenden Mikroskopieverfahren

vergleichend dar.
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Abbildung 8: Ubersichtsdarstellung hochauflésender Mikroskopieverfahren.

A) SIM: Die bekannte, die Zielstrukturen (griin) tberlagernde, Gitterstruktur wird im Zuge der
Bildgebung wiederholt verlagert. Durch mathematische Rekonstruktion mit Hilfe der Uberlage-
rungsbilder wird die Zielstruktur darstellbar. B) STED: Ein zentraler, anregender Laser (orange-
ner Kreis) wird durch einen inaktivierenden Laserstrahl (roter Kreis) liberlagert. Der kombinierte
Strahl scannt die Probe kontinuierlich ab. Eine zentrale Phasenplatte senkt die Intensitét des in-
aktivierenden Lasers auf null. Emittiertes Licht kann nur zentral detektiert werden. Die
Punktspreizfunktion (PSF) wird im Zentrum des kombinierten Strahls auf ein Volumen unterhalb
des Abbe-Limits reduziert. C) PALM/STORM: Pro Einzelaufnahme wird nur eine Teilmenge
aller vorhandenen Fluorophore angeregt (griine Punkte) und detektiert. Durch GauRsche Kurven-
anpassung wird im Anschluss die Lokalisation der Fluorophore bestimmt und das Gesamtbild
rekonstruiert (entnommen und modifiziert nach Schermelleh et al. 2010). Die Verwendung erfolgt

mit freundlicher Genehmigung der Rockefeller University Press.
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1.5.2 Expansionsmikroskopie

Subzellulére prasynaptische Strukturen, wie beispielsweise synaptische Vesikel, sind mit
einem Durchmesser von ca. 40 nm sehr klein und liegen h&ufig eng gruppiert mit zahl-
reichen weiteren Vesikeln und angrenzenden Strukturen vor. Konventionelle lichtmikro-
skopische Verfahren kdnnen einzelne Vesikel oder synaptische Proteine nicht auflosen
(Watanabe 2016). Etablierte hochauflésende Mikroskopieverfahren, die auf der Steige-
rung des optischen Auflésungsvermdgens beruhen, erméglichen zwar die fluoreszenz-
markierte Untersuchung subzellul&rer Strukturen, sind jedoch mit erheblichem finanziel-
lem und technischem Aufwand verbunden (siehe Abschnitt 1.5.1).

Das Prinzip der Expansionsmikroskopie (EXM) wurde 2015 von Chen und Kollegen pu-
bliziert. EXM erganzt die Moglichkeiten zur Durchbrechung der Diffraktionsbarriere.
EXM erzielt eine Verbesserung des optischen Auflésungsvermdagens diffraktionslimitier-
ter Mikroskope durch dreidimensionale, physische VergroRerung einer Probe um das ca.
4,5-fache. Die, mit beispielsweise einem Konfokalmikroskop, effektiv erreichbare Auf-
I6sung wird sowohl lateral als auch axial um diesen Faktor gesteigert. Zellen oder Ge-
webe werden gemeinsam mit Fluoreszenzmarkern in ein Polyelektrolytgel eingebettet
und an diesem verankert. Nach Auflésung vorhandener Proteinstrukturen, durch proteo-
lytische VVorbehandlung, expandiert das Gel durch Wasserzugabe und zieht die, an ihm
verankerten Fluoreszenzmarker, bei weitestgehend ausbleibenden Verzerrungen, in allen
Ebenen des Raums auseinander. Nach abgeschlossener Expansion ermdglicht die Expan-
sionsmikroskopie die Darstellung subzellularer Kleinststrukturen mit einer lateralen Auf-
I6sung von ~ 60-70 nm mit Hilfe eines gewohnlichen Konfokal-, oder Epifluoreszenz-
mikroskops. Das erreichbare axiale Auflosungsvermogen liegt bei ~ 200 nm. Gewebe,
wie beispielsweise Gehirngewebe, kénnen mittels EXM bis zu einer axialen Tiefe von
ca. 100 um untersucht werden. Andere hochauflésende Mikroskopieverfahren ermogli-
chen lediglich die Untersuchung bis zu einer axialen Tiefe von ca. 10 um (Chen F et al.
2015). Mittels EXM konnen sowohl Proteine als auch RNA in beispielsweise intaktem
Rattengehirngewebe, markiert, am Polyelektrolytgel verankert und untersucht werden
(Chen F et al. 2016). Die, zur Durchfiihrung der EXM, bendtigten Materialien sind weit
verbreitet. Die stark wasserbindenden Eigenschaften der verwendeten Polyacrylamidgele
sind seit langem bekannt (Tanaka et al. 1980) und finden beispielsweise Einsatz in Win-

deln.
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Die Verwendung von Acrylatestern zur antigenerhaltenden Einbettung biologischer Pro-
ben wurde bereits im Rahmen der Elektronenmikroskopie angewandt (Newman et al.
1983; Micheva und Smith 2007). Die Expansionsmikroskopie kombiniert somit bekannte
Einsatzmdglichkeiten verbreiteter Materialien miteinander und ermdglicht somit hoch-
auflosende Mikroskopie unter deutlich geringerem finanziellem und technischem Auf-
wand als mir anderen hochauflésenden Mikroskopieverfahren. Abbildung 9 verdeutlicht
den molekularen Mechanismus der Gelexpansion und zeigt den visuellen Unterschied
zwischen dem nicht-expandierten und dem expandierten Zustand eines expansionsmik-

roskopisch praparierten Rattenhirnschnittes.

Abbildung 9: Molekularer und visueller Unterschied zwischen Zustand vor und
nach Expansion eines Rattenhirnschnittes.

A(1) Schematische Darstellung des Polyelektrolytnetzwerkes vor Wasserzugabe, Punkte stellen
die Quervernetzer da, Linien die Polymerketten. A(l1) expandiertes Netzwerk nach Wasserzu-
gabe. B) Fotografie eines fixierten Hirnschnitts (Maus) C) Fotografie desselben Hirnschnitts nach
Wasserzugabe mit deutlich erkennbarer Expansion. Malistableiste = 5 mm (entnommen und mo-

difiziert nach Chen F et al. 2015). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von

The American Association for the Advancement of Science.

Im Vergleich zu SIM, STED und STORM werden mit EXM &hnliche, teilweise sogar
verbesserte Ergebnisse hinsichtlich der Darstellung verschiedener Strukturen erzielt wer-
den (Chen Fetal. 2015). Abbildung 10 stellt das optische Auflésungsvermdgen von EXM

und SIM anhand immunologisch markierter Mikrotubuli gegentber.
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Abbildung 10: Optischer Auflosungsvergleich zwischen EXM und SIM.

Mikrotubulinetzwerke werden nach Expansion durch ein Konfokalmikroskop (E, rote MaRstabs-
leiste) scharfer aufgeldst als mittels SIM (D, blaue MaRstabsleiste) (entnommen und modifiziert
nach Chen F et al. 2015). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von The Ame-
rican Association for the Advancement of Science.

Die Praparation vorliegender Proben zur Untersuchung mittels EXM ist aufgrund einzu-
haltender Inkubationszeiten zeitaufwendig, der bendtigte aktive Arbeitseinsatz ist gering
(Gesamtdauer des Prozesses: 3 Tage, aktiver Arbeitseinsatz ca. 5 Stunden) und die Bild-
gebung erfolgt im Vergleich zu anderen hochauflésenden Mikroskopieverfahren schnell
(wenige Minuten). Tillberg und Kollegen schlussfolgerten, dass die meisten hochauflé-
senden Mikroskopieverfahren zur Bildgebung deutlich mehr Zeit benétigen als diffrakti-
onslimitierte Verfahren, da sie wesentlich mehr VVoxel pro Volumeneinheit auflésen mus-
sen. Die physische Trennung der Voxel im Zuge der EXM ermdglicht einen, mit diffrak-
tionslimitierten Mikroskopen vergleichbaren, hohen VVoxeldurchsatz bei gleichzeitig &hn-
licher VoxelgroRie im Vergleich zu anderen hochauflésenden Mikroskopieverfahren (Till-
berg et al. 2016).

Urspriinglich wurden, gemaR der Erstpublikation von Chen und Kollegen, zur EXM Bi-
omolekile mittels trifunktioneller Oligonukleotidmarker markiert. Sie binden sowohl an
ihre Zielstruktur als auch an das Polymernetzwerk und kénnen so die Verdauung durch
Proteasen uberstehen. Ein Fluorophor diente der Visualisierung der Zielstruktur, ein Oli-
gonukleotid ermdglicht die Hybridisierung an eine komplementare Struktur wie bei-
spielsweise einen sekundaren Antikérper und die Methacryloylgruppe ermdglicht die
Verankerung der Fluoreszenzmarker am Polymernetzwerk (Chen F et al. 2015). Abbil-
dung 11 zeigt die Struktur eines ursprunglich bei der EXM verwendeten trifunktionellen

Markers und dessen Funktionsprinzip im Zuge der Probenpréaparation.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung eines urspringlich bei der Expansions-
mikroskopie verwendeten Markers und Prinzip der Expansionsmikroskopie.

Oben: Trifunktioneller Marker mussten aufwendig synthetisiert werden. Unten-links: Schema-
tische Darstellung des Gewebe-Polymer-Composites: Zelle (schwarze Umrandung), Mikrotubuli
(Gruin) und Polymernetzwerk (Orange). Unten-rechts: Uber die Methacryloylgruppe (orangener
Punkt) in das Polymernetzwerk eingebetteter Marker, bindet an einen sekundaren Antikdrper
(obere graue Struktur), der Uber einen primdren Antikorper (untere graue Struktur) an einen
Mikrotubulus (violett) bindet. Der Marker verbleibt nach Proteolyse der Proteinstrukturen (ge-
strichelte Linien) an dieser Position verankert (entnommen und modifiziert nach Chen F et al.
2015). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von The American Association

for the Advancement of Science.

Weiterfuhrende Untersuchungen, von Chozinski und Kollegen, zeigten, dass die aufwen-
dig herzustellenden individuellen trifunktionellen Fluoreszenzmarker durch kommerziell
verfiigbare Fluoreszenzmarker ersetzt werden kénnen. Durch Vorbehandlung der zu un-
tersuchenden Proben mit Methacrylsdure N-Hydroxysuccinimidylester (MA-NHS) be-
ziehungsweise Glutaraldehyd (GA) wird die Anwendung konventioneller, sekundarer
Fluoreszenzantikorper ermdoglicht. Durch diese Vorbehandlung verbleiben auch nach ab-
geschlossener Proteaseverdauung ausreichend viele Antikorperfragmente am Polymer-
netzwerk gebunden, deren Fluoreszenzsignale registriert werden kénnen. Zur Untersu-
chung von Gehirngewebe eignet sich besonders die VVorbehandlung der Proben mit MA-
NHS da Hintergrundsignale vermindert auftreten, die Vorbehandlung mit GA hingegen
birgt Vorteile bei der Untersuchung kultivierter Zellen. Hierdurch wurde das Verfahren
weiter vereinfacht, vergunstigt und die Bildgebung hinsichtlich ihrer Helligkeit gegen-

uber dem urspriinglichen VVorgehen um den Faktor 3-4 verbessert (Chozinski et al. 2016).
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Eine weitere Vereinfachung des Verfahrens erfolgte durch die Entwicklung der Protein-
retentions-Expansionsmikroskopie (Protein-Retention Expansion Microscopy (Pro-
EXM)) durch Tillberg und Kollegen. Hierbei wird durch Verwendung des kommerziell
verfiigbaren Quervernetzermolekiils ([Acryloyl-JAmino)-Hexanoséure, Succinimidyles-
ter (Acryloyl-X) die direkte Verankerung proteasestabiler, fluoreszierender Antikorper
am Acrylatgel sowie die Darstellung fluoreszierender Proteine ermdglicht. ProEXM ver-
ankert kommerziell verfugbare, sekundéare Antikorper und fluoreszierender Proteine und
erhalt deren Fluoreszenz nach unspezifischer Proteolyse der zu untersuchenden Probe
(Tillberg et al. 2016). ProEXM stellt das aktuell einfachste und am weitesten verbreitete
Protokoll zur Durchfuhrung der Expansionsmikroskopie dar und bildet die Grundlage
dieser Arbeit. Die Struktur des Quervernetzers Acryloyl-X wird in Abbildung 12 darge-
stellt.

Acryloyl-X W
Acryloyl-X protein anchoring

O-.

;M(\/\/‘( et

Abbildung 12: Strukturformel und Verankerungspartner des Acryloyl-X

Acryloyl-X ermdglicht die direkte Verankerung eines Proteins (zum Beispiel Fluoreszenzantikor-
per) am Polyelektrolytgel (entnommen und modifiziert nach Truckenbrodt et al. 2019). Die Ver-

wendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Springer Nature Verlages.

Vorbereitend zur ProEXM werden fixierte Proben in das Polyelektrolytgel eigebettet und
an dem Polymernetzwerk verankert. Zielstrukturen werden mit Fluoreszenzantikorpern
markiert. Die Verankerung der Probe am Polyelektrolytgel erfolgt mittels Acryloyl-X.
Das Polyelektrolyt besteht aus Natriumacrylatmonomeren, dem Comonomer Acrylamid,
sowie dem quervernetzer N-N‘-Methylenbisacrylamid. Durch Zugabe des Initiators Am-
moniumpersulfat sowie des Akzelerators Tetramethylethylendiamin wird eine radikali-
sche Polymerisation gestartet, aus der ein Gewebe-Polymer-Composite hervorgeht. Im
Anschluss werden nicht am Gel verankerte Proteinstrukturen durch Zugabe einer Protease
zersetzt, sodass eine Expansion der verankerten Molekile samt Fluoreszenzmarker er-
mdoglicht wird. Nach abgeschlossener Proteolyse und folgender Dialyse in Wasser expan-
dieren die Polyelektrolytegele stark und fiihren somit zu einer Expansion der eingebette-
ten und verankerten Probe (vgl. Protokolle in Asano et al. 2018 und Abschnitt 2).
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1.6 Ziel dieser Arbeit

Das Grundprinzip synaptischer Ubertragung, sowie die Funktion zahlreicher synaptischer
Proteine sind bekannt. Das detaillierte Zusammenspiel dieser Proteine, die Regulierung
synaptischer Prozesse, sowie die genaue subzellulédre Verteilung synaptischer Proteine in
verschiedenen Neuronentypen aus unterschiedlichen Bereichen des zentralen Nervensys-
tems sind jedoch weitestgehend unbekannt. Zum Verstandnis von Unterschieden in Fre-
quenz und Stérke synaptischer Ubertragung zwischen Neuronen verschiedenen Typs und
letztendlich zum Verstandnis der Funktion des zentralen Nervensystems sind diese Infor-
mationen jedoch essenziell. Komplexe zentralnerviése Vorgange wie beispielsweise die
Gedachtnisbildung, die Verkniipfung zwischen sensorischen Reizen und motorischen Re-
aktionen, die Entstehung von Emotionen oder den Prozess der Entscheidungsfindung
kdnnen nur durch umfassendes Wissen tber die Organisation von Zellen und Molekilen
in neuronalen Kreisldufen beantwortet werden. Eine weitgehende Erforschung der mole-
kularen Organisation der neuronalen Organisation wirde dem Verstandnis neurologi-
scher Erkrankungen und der entsprechenden Entwicklung spezifischer Therapeutika zu-
gutekommen. Synapsen konnten bis vor einigen Jahren lediglich durch technisch hoch-
komplexe und kostenintensive, hochauflosende bildgebende Verfahren dargestellt wer-
den, was eine standardisierte Verbreitung in biologischen Laboren bis heute verzdgert
hat. EXM ermdglicht die breitgefécherte subzelluldre Untersuchung mehrerer Proteine in
verschiedenen Neuronen- und Synapsentypen sowie in mehreren Gehirnregionen gleich-
zeitig mit geringerem Aufwand als alternative hochauflésende Mikroskopieverfahren. In
dieser Arbeit wurden die prasynaptischen Proteine Synaptophysin, Amphiphysin,
Bassoon, SNAP-25 und VGLUT 1/2 hinsichtlich Vorkommen und Verteilung in den Re-
gionen des Hippocampus, des somatosensorischen Kortex und des motorischen Kortex
anhand von expansionsmikroskopisch vergrofierten Rattenhirnschnitten untersucht. Sy-
naptophysin und VGLUT dienten der Markierung synaptischer Vesikel, Bassoon mar-
kierte die prasynaptische aktive Zone, Amphiphysin diente der Markierung in Endozytose
befindlicher Vesikel und SNAP-25 markierte die synaptische Plasmamembran. Die die-
ser Arbeit zugrundeliegende Proteinretentions-Expansionsmikroskopie ermoéglichte die
physische VergroRerung der untersuchten Rattenhirnschnitte um den durchschnittlichen
Faktor 4. Subzellulare synaptische Strukturen im Bereich von unter 70 Nanometer konn-
ten so mit einem Epifluoreszenzmikroskop, mit wesentlich geringerem Aufwand als bei
Anwendung alternativer hochauflésender Mikroskopieverfahren, hinsichtlich ihrer Ver-

teilung untersucht werden.
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2 Material und Methoden

Die Beschaffung der Ratten zur Herstellung der benétigten koronaren Hirnschnitte er-
folgte von spezialisierten Laboren sowie kommerziellen Anbietern. Alle Tiere wurden
gemanR den Vorschriften der Universitat Gottingen und des Landesamtes flr Verbraucher-
schutz und Lebensmittelsicherheit in Braunschweig behandelt. Die Praparatherstellung
und Aufnahme der epifluoreszenzmikroskopischen Bilder wurden von Dr. Sven Trucken-
brodt (Institut fur Neuro- und Sinnesphysiologie, Georg-August-Universitat, Humbold-
tallee 23, 37073 Gottingen, Deutschland) durchgefuhrt. Das Aktenzeichen der Tétungs-

antragsnummer lautet: T17/08.

2.1 Einleitung

In dieser Arbeit wurden die prasynaptischen Testproteine Synaptophysin, Bassoon, Am-
phiphysin, VGLUT 1/2 und SNAP-25, anhand expansionsmikroskopisch préaparierter
Epifluoreszenzaufnahmen, hinsichtlich ihrer subzelluldren Verteilung und relativen Men-
gen, im Vergleich verschiedener Regionen des Hippocampus und des Cortex Cerebri des
Rattenhirns untersucht (siehe Abschnitt 7.1 im Anhang; Anzahl der jeweils untersuchten
prasynaptischen Signale pro Testprotein, pro Hirnregion). Hierbei wurden drei verschie-
dene Teilbereiche eines jeden Hirnschnittes hinsichtlich der Halbwertsbreite (FWHM)
und der Intensitét (Fluoreszenzpeak) der detektierten Fluoreszenzsignale der Testproteine
untersucht. Die untersuchten Hirnschnitte wurde mit spezifischen priméaren und sekunda-
ren AntikOrpern gegen Synaptophysin, Bassoon und das jeweils zu untersuchende, zu-
sétzliche Testprotein markiert. Synaptophysin und Bassoon, als Hauptproteine der durch-
gefiihrten Untersuchung, wurden in jedem Rattenhirnschnitt immunologisch markiert und
dienten zusatzlich bei der Untersuchung der weiteren Testproteine als Markierung ftr
wahrscheinlich prasynaptische Signale. In Assoziation detektierte Fluoreszenzsignale
dieser beiden Proteine wurden als wahrscheinlich prasynaptische Signale angesehen. Bei
isoliert detektierten Fluoreszenzsignalen dieser beiden Proteine und/oder des zusatzlichen
Testproteins wurden die Signale als Artefakte angesehen und von der anschlieRenden
Analyse ausgeschlossen. Die Analyse und Auswertung der detektierten Fluoreszenzsig-
nale erfolgte anhand durchschnittlicher Fluoreszenzbilder der Testproteine in den unter-
schiedlichen Hirnregionen.

Die Kombination der EXM mit der Auswertung durchschnittlicher Fluoreszenzbilder pra-

synaptischer Fluoreszenzsignale wurde in dieser Form zuvor nicht angewandt. Der
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interessierte Leser findet zusétzliche Beschreibungen, hinsichtlich der Erstellung durch-
schnittlicher Fluoreszenzaufnahmen und deren Auswertung, in Loschberger et al. 2012
und Wilhelm et al. 2014. Ausflhrliche labortechnische Verfahrensanweisungen fiir ex-
pansionsmikroskopische Untersuchungen verschiedener biologischer Substrate finden
sich in Asano et. Al 2018 (siehe Quellenverzeichnis). Die anwendungsspezifische Unter-
suchung der, durch Dr. Sven Truckenbrodt praparierten Hirnschnitte, wird ausfuhrlich in
Abschnitt 2.4 beschrieben. Die, zur Durchfiihrung der dieser Arbeit zugrundeliegenden
Variante der Expansionsmikroskopie, verwendeten Chemikalien, Lésungen und Antikor-
per werden, zum besseren Verstandnis, im Folgenden in den Tabellen 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8
und 9 aufgefiihrt. Das labortechnische Verfahren der Expansionsmikroskopie wird zum
besseren Verstandnis der durchgefuhrten Datenanalyse aus Abschnitt 2.4 in Abschnitt 2.3

beschrieben.

2.2 Chemikalien

2.2.1 Fixierung und Fluoreszenzantikérpermarkierung

Tabelle 1: Zusammensetzung der Rattenhirn-Fixierungslésung.

Chemikalie Lagerlosung Endverdinnung

in Volumenprozent in Volumenprozent

Paraformaldehyd 16 4
in phosphatge-
pufferter Salzlo-
sung (PBS)

Tabelle 2: Zusammensetzung der Blockierldsung.

Chemikalie Volumenprozent in PBS-L6sung

Bovie Serum Albumin (BSA) 5,0

Triton X-100 0,1
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Tabelle 3: Zusammensetzung der Immersionslésung.
Chemikalie Lagerlosung Zusammensetzung
(Menge) in Endkonzentration
PBS 10x 1x
Saccharose 150 g 30 % (w/v)
Glycin 3,759 100 mM
Wasser Bis zu einem Gesamtvolu-
men von 500 ml hinzuge-
fugt
Tabelle 4: Antikorper.
Testprotein Primarer Antikorper Sekundarer Antikorper | Lagerlosun-
gen
in mg/ml
Synaptophysin | Meerschweinchen, Anti-Meerschweinchen, 1
polyklonal, Synaptic Sys- | Alexa 488, Jackson,
tems, 101 004 706-545-148
Bassoon Maus, monoklonal, Anti-Maus, CF633, 1
Enzo, SAP7F407 Biotium, 20124
SNAP-25 Hase, polyklonal, Anti-Hase, Alexa 546, 1
gggaptic Systems, 111 Thermo Fisher Scientific,
A-11035
VGLUT 1/2 Hase, polyclonal, Anti-Hase, Alexa 546, 1
gggaptic Systems, 135 Thermo Fisher Scientific,
A-11035
Amphiphysin | Hase, polyklonal, Anti-Hase, Alexa 546, 1

Synaptic Systems, 120
002

Thermo Fisher Scientific,
A-11035
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2.2.2 Gelierung

Tabelle 5: Zusammensetzung der Monomerldsung.

Chemikalie Lagerlosung | Endkonzentration | Volumen
in g/100 mI* | in g/100 ml in ml

Natriumacrylat 38 8,6 2,25
Acrylamid 50 2,5 0,5
N,N’-Metylenbisacrylamid 2 0,15 0,75
Natriumchlorid 29,2 11,7 4
PBS 10x 1x 1
Wasser 0,9

Gesamt 9,4

*mit Ausnahme PBS

Tabelle 6: Zur Herstellung der Gelierungslésung bendétigte Losungen.

Ldsung Zusammensetzung Lagerlosung | Endkonzentration
in g/100 ml in g/100 ml

Inhibitorlésung 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetra- 0,5 0,01
methylpiperidinyloxyl
(4-hydroxy-TEMPO)

Akzeleratorlosung | Tetramethylethylendia- 10 0,2
min

Initiatorldsung Ammoniumpersulfat 10 0,2
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Tabelle 7: Zusammensetzung der Gelierungslosung pro untersuchtem Hirnschnitt
und Funktion ihrer Bestandteile.

Losung Volumen in pul | Funktion

Monomerldsung 188 | Ausbildung eines Polymernetzwerkes

Inhibitorldsung 4 | Inhibiert die vorzeitige Polymerisation
der Monomere

Akzeleratorlosung 4 | Beschleunigt die Radikalbildung

Initiatorlésung 4 | Initiiert die Gelierung

Gesamt 200

2.2.3 Herstellung der Gelierungslésung

Die Herstellung der Gelierungslésung erfolgte vorbereitend durch Vermengung der Mo-
nomerlosung, der Inhibitorlésung und der Akzeleratorlosung (siehe Tabellen 5 und 6) in
ReaktionsgeféaRen, unter Eiskiihlung mit Hilfe eines VVortexmischers. Das Volumen und
die Zusammensetzung der vermengten Ldsungen kénnen Tabelle 7 entnommen werden.
Fur jeden Hirnschnitt wurden 200 ul Gelierungslosung hergestellt. Die Initiatorlésung
wurde erst im weiteren Verlauf der Hirnschnittpréparation, nach ausreichender Inkuba-
tion der Hirnschnitte mit Monomerlésung, hinzugegeben, um eine ausreichende Durch-
setzung der Hirnschnitte mit Monomeren zu erzielen und eine vorzeitige Gelierung zu
vermeiden (siehe Abschnitt 1.5.2).
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2.2.4 Proteinverankerung und Proteinverdauung
Tabelle 8: Zusammensetzung des Verdaupuffers.
Chemikalie Menge Endkonzentration
In variierenden | In variierenden Einheiten/100 ml
Einheiten Lésung*
Triton-X 250 059
EDTA 0,146 ¢ 0,027 ¢
Tris (pH 8) 25 ml 5ml
NaCl 23,38 ¢ 4,679
Guanidin HCL 8 M Lagerlosung 0,8 M
Wasser (ddH20) Bis zu einem Ge-

samtvolumen von
500 ml hinzuge-
fugt

Proteinase K Verdlnnung 800 Einheiten (= 8 Einheiten/ml)
1:100 Zugabe erst unmittelbar vor Schritt
2.3.6
Gesamt 500 ml

*mit Ausnahme Guanidin HCL, Wasser und Proteinase K

Tabelle 9: Zusammensetzung der Acryloyl-X-L3dsung.

Chemikalie Lagerlésung Endkonzentration nach
in mg/ml Dimethyl- | Verdlinnung in PBS
sulfoxid in mg/ml

6-([Acryloyl]JAmino) Hexanoséure, 10 0,1

Succinimidylester
(Acryloyl-X, SE)
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2.3 Labortechnisches Verfahren der Expansionsmikroskopie

2.3.1 Fixierung der Rattenhirne und Herstellung der Schnittpraparate

Die Rattenhirnschnitte wurden aus Gehirnen adulter Ratten (Alter 6 bis 8 Wochen) pré-
pariert, die mittels CO> euthanisiert wurden. Nach Perfusion, zur Blutentfernung, mittels
PBS erfolgte die Fixierung der Gehirne bei Raumtemperatur Gber Nacht in Fixierungslo-
sung (siehe Tabelle 1). Nach Fixierung und Entfernung der Rattenhirne aus den Ratten-
schadeln erfolgte die anschlieRende Konservierung der Rattenhirne in Hirnschnittimmer-
sionslosung (siehe Tabelle 3) bei 4°C iber 24 Stunden. Die Rattenhirne wurden anschlie-
Rend in einer Lésung, bestehend aus 30 % Saccharose in phosphatgepufferter Salzldsung
(PBS), eingebettet und mittels Trockeneis und 2-Methylbutan eingefroren. Mit Hilfe ei-
nes Kryotoms wurden 20-25 um dicke Schnittpréparate der Rattenhirne hergestellt. Die
Schnittpraparate wurden anschlieRend bei 4°C in PBS, in Mikrotiterplatten fiir Gewebe-

kulturen mit zwolf Népfchen gelagert.

2.3.2 Primare Antikorperfarbung

Die Schnittpréparate wurden zunéchst fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in Blockier-
I6sung permeabilisiert (siehe Tabelle 2). Dieser Arbeitsschritt sollte unspezifische Anti-
korperbindungen reduzieren. Die primaren Antikdrperldsungen (siehe Tabelle 4) wurden
mittels PBS und 2,5 % BSA im Verhéltnis 1:100 verdinnt. Im Anschluss wurden die
Schnittpraparate Uber Nacht in Blockierlésung bei 4°C auf einem Ruttler mit, zur jewei-
ligen Zielstruktur passenden, primaren Antikorpern versetzt. AbschlieBend erfolgten vier
Waschungen tber je 10 Minuten mit Blockierlésung, um ungebundene Antikdrper zu

entfernen.

2.3.3 Sekundéare Antikorperfarbung

Die sekundéren Antikorperldsungen (siehe Tabelle 4) wurden mittels PBS und 2,5 %
BSA im Verhdaltnis 1:100 verdinnt. Die zuvor gewaschenen und in Blockierlésung gela-
gerten Schnittpraparate wurden (ber einen Zeitraum von 2 Stunden bei Raumtemperatur
mit spezifischen sekundédren Antikorpern versetzt. Im Anschluss erfolgten vier Waschun-
gen Uber je 10 Minuten mit Blockierlésung, um nicht gebundene sekundére Antikorper

Zu entfernen.
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2.3.4 Proteinverankerung

Die Blockierlésung wurde zunéchst entfernt. Die Schnittpraparate wurden im Anschluss
uber Nacht bei Raumtemperatur mit Acryloyl-X-Losung versetzt (siehe Tabelle 9), um
eine ausreichende Verankerung des Acryloyl-X an den Proteinstrukturen zu gewéhrleis-
ten. Dieser Schritt ermoglichte im weiteren Verlauf der Hirnschnittpraparation die Ver-
ankerung der Testproteine, einschlieBlich der an ihnen gebundenen Antikorper, an das
Polymernetzwerk des Polyelektrolytgels. Im Anschluss erfolgten zwei Waschungen, Uber
je 15 Minuten, mit PBS.

2.3.5 Gelierung

Uberschiissige PBS wurde von den Hirnschnitten entfernt. Die Hirnschnitte wurden zwei
Mal mit Gelierungslosung versetzt, pro Inkubation wurden hierbei 100 pl Gelierungslo-
sung verwendet. Zunéchst wurden die Hirnschnitte fiir 5 Minuten bei 4°C in Mikrotiter-
platten fur Gewebekulturen mit zwolf Napfchen mit Gelierungslosung versetzt. Hierbei
wurde verbleibendes PBS vollstdndig gegen die Gelierungsldsung ausgetauscht. Im An-
schluss erfolgte der Austausch der Gelierungslosung und die Hirnschnitte wurden fir
weitere 25 Minuten mit Gelierungsldsung inkubiert, um eine ausreichende Durchsetzung
der Praparate mit Monomeren zu erzielen. Abschliefend erfolgte durch Zugabe von Ini-
tiatorlosung (siehe Tabelle 6) die Initiation der Polymerisation. Im Anschluss wurden die
Hirnschnitte in eine Gelkammer Ubertragen (siehe Abbildung 13) und weitere 2 Stunden
in einem Inkubator bei 37°C mit Gelierungslésung versetzt. Die Inkubationszeit sollte
einen ausreichenden Polymerisationsgrad des entstandenen Polyelektrolytgels sicherstel-
len. Wé&hrend der Inkubationszeit erfolgten die Polymerisation der Gelmatrix und die Ver-
ankerung des Acryloyl-X und seiner gebundenen Proteinstrukturen (siehe Abschnitt
1.5.2) am entstehenden Polymer, sodass es zur Verknupfung der jeweiligen Testproteine

mit diesem kam.
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Deckglas
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Glastrﬁger\\

Hirnschnitt

Abbildung 13: Schematischer Aufbau einer Gelkammer.

Das Schnittpraparat wird auf einem Glastrager Ubertragen. Durch seitliche Positionierung von
Deckglasstreifen (GroRRe 1) kann das Schnittpraparat mit einem Deckglas wéhrend der Polymeri-

sation des Polyelektrolytgels abgedeckt werden.

2.3.6 Verdauung und Expansion

Nach Abgeschlossener Gelierung wurden die Proben tber Nacht, bei Raumtemperatur,
in Mikrotiterplatten fur Gewebekulturen mit zwolf Napfchen mit Verdaupuffer versetzt
(siehe Tabelle 8). Nach diesem Arbeitsschritt lagen die, mit Antikérpern markierten, Test-
proteine in ihrer ursprunglichen Position im Rattenhirnschnitt, am Polyelektrolytgel ver-
ankert vor. Andere Proteinstrukturen wurden durch den Verdaupuffer zersetzt, sodass
eine Expansion des Polyelektrolytgels durch Wasserzugabe ermdglicht wurde. Die Hirn-
schnitte wurden im Anschluss in Plastikschalchen mit einer Kantenlange von 15 cm um-
gelagert, um ausreichend Raum fiir die Expansion zu schaffen. Hierzu erfolgten 3 bis 5
Waschungen mit zweifach destilliertem Wasser tber jeweils 15 Minuten. Sobald visuell
keine Expansion der Hirnschnitte mehr erkennbar war, erfolgte kein weiterer Austausch
des zweifach destillierten Wassers. Die Lagerung der expandierten Hirnschnitte erfolgte
anschlielend in zweifach destilliertem Wasser, in den Plastikschalchen. Die gewiinschte
Expansion der Hirnschnitte um den Faktor ~ 4 wurde abschlieend validiert (vgl. Vali-
dierung in Truckenbrodt et al. 2019).

2.3.7 Bildgebung

Uberschussiges Wasser wurde entfernt, das Polyelektrolytgel, in das die expandierten
Hirnschnitte eingebettet waren, mit Hilfe eines Skalpells zugeschnitten und in individuell
hergestellte Bildgebungskammern tberfihrt. Die Bildgebungskammern bestanden aus
Kunststoff-Petrischalen mit einem Durchmesser von 60 mm, deren Boden bis auf einen
4 bis 5 mm breiten Rand ausgefrast wurden. Auf den belassenen Kunststoffrand wurde

Zwei-Komponenten Dentalsilikon aufgetragen und hiermit ein Deckglas
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(Durchmesser 50 mm, Starke 1,5) tber der zentralen Offnung der modifizierten Pet-
rischale befestigt. Nach erneuter Entfernung berschiissigen Wassers wurde ein zweites
Deckglas (Durchmesser 50 mm, Starke 1,5) Gber dem Gel platziert. Dieses VVorgehen
verhinderte ein Abdriften des Polyelektrolytgels wéahrend der Bildgebung. Die anschlie-
Rende Bildgebung erfolgte mit einem invertierten Niko Ti Epifluoreszenzmikroskop (Ni-
kon Corporation, Chiyoda, Tokyo, Japan) mit Plan Apochromat 100x 1,4 NA Olimmer-
sions-Objektiv, einer HBO 100W Lampe und einer IXON X3897 Andor Kamera (Belfast,
Nordirland, Vereinigtes Konigreich). Das Mikroskop wurde mit der NIS Elements AR
Software betrieben (Version 4.20; Nikon). Es wurden Ubersichtsbilder der Schnittprapa-
rate bei 20-facher VergroRRerung erstellt, die unterschiedlichen Hirnregionen des Hippo-
campus und des Cortex Cerebri makroskopisch identifiziert und Fluoreszenzsignale der
jeweils immunologisch markierten Testproteine der unterschiedlichen Hirnregionen in
axial angeordneten Schichten detektiert. Abbildung 14 zeigt eine Ubersichtsaufnahme ei-
nes expandierten Rattenhirnschnittes.

Abbildung 14: Schnittpréaparat eines Rattenhirns nach Expansion bei 20-facher
VergroRRerung.

Ubersichtsaufnahme, bei 20-facher VergréRerung, eines expandierten Rattenhirnschnittes. Der
Hippocampus und angrenzende Regionen der Cortex Cerebri sind bei weitestgehend ausgeblie-
benden Verzerrungen deutlich erkennbar. Mal3stabsleiste = 5 mm.
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2.4  Datenanalyse

2.4.1 Verwendete Software

Rohdateien, der erhaltenen Epifluoreszenzaufnahmen, wurden mit der Software ImageJ
(ImageJ, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) zur weiteren Analyse vor-
bereitet. Die vorgelegten Bilddaten wurden mit Hilfe anwendungsspezifisch geschriebe-
ner Routinen (Programmiert von Prof. Dr. Silvio O. Rizzoli) fir die Software MATLAB
(The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) analysiert. Die statistische Auswertung und
deren graphische Darstellung erfolgte mit der Software SigmaPlot 10 (Systat Software
Inc., Erkrath, Germany). Die verwendeten MATLAB-Routinen sind auf Anfrage bei Prof.
Dr. Silvio O. Rizzoli erhaltlich.

2.4.2 Vorbereitung der Rohdateien

Die erhaltenen Rohdateien wurden mit ImageJ entpackt und die, pro Epifluoreszenzauf-
nahme enthaltenen, drei Fluoreszenzkandle voneinander getrennt. Die Analyse eines
Hirnschnittes bestand hierbei aus insgesamt drei Bildstapeln mit jeweils 15 axial ange-
ordneten Einzelbildern pro untersuchtem Hirnschnitt, die drei unterschiedlichen Epifluo-
reszenzsignalkanalen entsprachen. Die Daten des Epifluoreszenzkanal O bildeten die de-
tektierten Synaptophysinfluoreszenzsignale ab, Fluoreszenzkanal 1 bildete die detektier-
ten Fluoreszenzsignale des jeweiligen zusatzlichen Testproteins ab und Fluoreszenzkanal
2 entsprach den detektierten Bassoonfluoreszenzsignalen. Die Analyse dieser zusammen-
gehdrigen Daten wird im Folgenden als Einzelexperiment bezeichnet. Einzelbilder am
oberen und/oder unteren Ende der Bildstapel ohne detektierte Fluoreszenzsignale wurden
individuell tber die Befehlskette ,,Plugins® = , Stacks-Reducing* = , Align slices in
Stack* 2 ,,Substack Maker* = ,, OK* entfernt. Schnittpréparate, die in das expandierte
Polyelektrolytgel eingebettet waren, unterlagen im Laufe der einige Minuten dauernden
Bildgebung leichten Bewegungen. Resultierende, leichte Lateralverschiebungen zwi-
schen den einzelnen Schichten wurden durch korrekte axiale Ausrichtung der Einzelbil-
der anhand der detektierten Fluoreszenzsignale ausgeglichen. Die automatisierte axiale
Anordnung der Einzelbilder wurde Uber die Befehlskette ,,Plugins® - ,.Stacks-Shuffling
=2 ,,Align slices in Stack* = ,, Translation” 2 ,,OK “ gestartet. Die Dateien wurden im

.- TIF*“-Format abgespeichert.
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2.4.3 Bandpassfiltrierung und Summation der Fluoreszenzsignale

Die Bandpassfiltrierung, die Erstellung von Fluoreszenzsummationsbildern und die ma-
nuelle Auswahl der zu analysierenden Teilbereiche und Fluoreszenzsignale eines jeden
Hirnschnitts erfolgten mit der MATLAB-Routine ,,program_start“. Nach Eintragung des
korrekten Ordnerverzeichnisses der zu analysierenden Fluoreszenzaufnahmen, in die
Zeile 7 der MATLAB-Routine, wurde die Routine durch die Befehlskette ,,Debug“ -
»Run program_start“ gestartet (siehe Abbildung 15). Die Einzelbilder eines jeden Bild-
stapels wurden zundchst mittels eines Bandpassfilters filtriert, um vorhandene, nicht in-
terpretierbare Storsignale zu entfernen. Signalpunkte mit der hdchsten detektierten Sig-
nalintensitat in Relation zur durchschnittlich detektierten Signalintensitat entsprachen
Ansammlungen des jeweils markierten Testproteins im jeweiligen Experiment und wur-
den von der MATLAB-Routine als Referenz verwendet. Fluoreszenzsignale, die hinsicht-
lich ihrer detektierten Signalintensitat, stark von dieser Referenz abwichen sowie un-
scharf fokussierte Objekte, konnten so entfernt werden. AnschlieBend wurden die Signal-
intensitaten der Einzelbilder der dreidimensionalen Bildstapel auf eine Ebene summiert.
In Abbildung 16 wird ein unvorbereitetes Einzelbild eines Bildstapels, im Vergleich mit
einem filtriertem Fluoreszenzsummationsbild exemplarisch dargestellt. Die MATLAB-
Routine stellte die Fluoreszenzsummationsbilder eines jeden Fluoreszenzkanals, eines
Einzelexperiments zur besseren Unterscheidung farbig dar (siehe Abbildungen 17 und
18). Die erhaltenen zweidimensionalen Fluoreszenzsummationsbilder dienten der weite-
ren Analyse. Einzelbilder der Bildstapel wiesen eine zu geringe Fluoreszenzsignalinten-
sitat fur die, im Folgenden durchgefiihrte, automatische Analyse vor. Die bildliche Dar-
stellung einzelner Arbeitsschritte erfolgt zum besseren Verstandnis des Vorgehens
exemplarisch anhand von vier unterschiedlichen Einzelexperimenten (Beispiele 1,2,3,4)
mit entsprechender Kennzeichnung in den Bildbeschreibungen. Der Arbeitsablauf fir

Beispiel 1 wird im Folgenden vollstandig bildlich dargestellt.
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Abbildung 15: Benutzeroberflache der MATLAB-Routine "program_start™ und

Befehlskette zum Start der Routine.

Das Ordnerverzeichnis der zu untersuchenden Epifluoreszenzaufnahmen wurde in Zeile 7 der
MATLAB-Routine eingetragen. Die MATLAB-Routine wurde durch die Befehlskette ,,Debug*

- ,,Run program_start* gestartet.

Abbildung 16: Vergleich zwischen Einzelbild eines Bildstapels und erstelltem Fluo-

reszenzsummationsbildes (Beispiel 1).

Links: Einzelbilder innerhalb der Bildstapel wurden mit Hilfe eines Bandpassfilters filtriert.
Rechts: Fluoreszenzsignale der dreidimensionalen Bildstapel wurden im Anschluss auf eine
zweidimensionale Ebene summiert. Deutlich erkennbare Stérsignale (links) konnten so, bei Zu-

nahme der Signalintensitat einzelner Signalansammlungen, reduziert werden (rechts).
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Abbildung 17: Darstellung der MATLAB-Benutzeroberflache und Darstellung
summierter Fluoreszenzsignale der detektierten Bassoon-Fluoreszenzsignale (Bei-

spiel 1).

Nach abgeschlossener Berechnung der MATLAB-Routine ,,program_start“ wurden die auf ein
zweidimensionales Bild summierten Fluoreszenzsignale der drei unterschiedlichen Fluoreszenz-
kanéle eines jeden Einzelexperiments farbig dargestellt. Signale des Fluoreszenzkanal 2

(Bassoon) wurden blau dargestellt.

Abbildung 18: Darstellung der farblichen Markierung der summierten Fluores-
zenzsignale der detektierten Synaptophysin-Fluoreszenzsignale und der Fluores-

zenzsignale eines Testproteins (Beispiel 1).

Links: Die summierten Fluoreszenzsignale des Fluoreszenzkanal 0 (Synaptophysin) wurden rot
dargestellt. Rechts: Die summierten Fluoreszenzsignale des Fluoreszenzkanal 1 (Testprotein)

wurde zur besseren Unterscheidung griin tiberlegt dargestellt
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2.4.4 Manuelle Auswahl der zu analysierenden Bereiche eines Einzelexperiments
Auf den erstellen Fluoreszenzsummationsbilder wurden zu analysierende Bereiche ma-
nuell ausgewéhlt. Hierbei wurden jeweils die Bereiche mit der optisch hdchsten Signal-
dichte und Signalintensitit ausgewahlt. Die Kennzeichnung des zu analysierenden Be-
reichs erfolgte anhand einer gelben Linie auf jeweils einem Fluoreszenzsummationsbild
der drei zusammengehdrigen Fluoreszenzkanéle (siehe Abbildungen 19, 21, 22 und 24).
Die Markierung des auszuwahlenden Bereiches erfolgte mit Hilfe der Computermaus, bei
gedriickter linker Maustaste. Durch Loslassen der linken Maustaste wurde die Bereichs-
markierung beendet und die Berechnung der MATLAB-Routine gestartet. Dieser Ar-
beitsschritt erfolgte fiir jedes Testprotein pro vorliegender Fluoreszenzaufname, in der
das Testprotein markiert war, dreimal. So wurden pro erstellter Fluoreszenzaufname drei
Teilbereiche analysiert. Die MATLAB-Routine ubertrug die ausgewahlten Teilbereiche
automatisch auf alle drei zusammengehdrigen Fluoreszenzkanale (der Abbildungen 17
und 18) eines Einzelexperiments und ermdglichte so die passende Zusammenlagerung
der Fluoreszenzsignale aller Kandle in den ausgewahlten Bereichen. Die ausgewahlten
Bereiche wurden nach abgeschlossener Berechnung ausgeschnitten und vergroiert. Alle
enthaltenen Fluoreszenzsignale wurden farbig markiert dargestellt (siehe Abbildung 20).

Links: Ein zu untersuchender Teilbereich wird manuell durch eine gelbe Linie markiert und durch

fde View Wuet Took Destop Window Help |l e View et Tesk Desitop Window Help

T % w0 20

Abbildung 19: Manuelle Auswahl zu untersuchender Teilbereiche und vergréR3erte,

farbig markierte Darstellung der ausgewéahlten Fluoreszenzsignale (Beispiel 1).

die MATLAB-Routine ,,program_start™ ausgeschnitten. Rechts: Die enthaltenen Fluoreszenzsig-
nale werden vergroBert und farbig markiert dargestellt. Rote Signalpunkte: Zu untersuchende
Signale vor manueller Anpassung. Unscharf begrenzte Bereiche mit geringer Intensitat und/oder

fehlenden Fluoreszenzsignalen aller markierten Proteine entsprechen Stdrsignalen.
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2.4.5 Manuelle Auswahl der prasynaptischen Signale

Die zuvor ausgewahlten Teilbereiche wurden durch die MATLAB-Routine ,,pro-
gram_start* aus allen zusammengehdrigen Fluoreszenzsummationsbildern ausgeschnit-
ten und als farbige, vergroRerte Fluoreszenzsummationsbilder der Teilbereiche der drei
Fluoreszenzkanale dargestellt. AnschlieRend erfolgte eine manuelle Filtrierung weiterhin
vorhandener Signalartefakte. Durch Verschiebung des Reglerbalkens mit Hilfe einer
Computermaus konnten prasynaptische Signale gezielt ausgewahlt und Fluoreszenzsig-
nale, die wahrscheinlich Stdrsignalen beziehungsweise Signalartefakten entsprachen, ent-
fernt werden (siehe Abbildung 20). Hierdurch konnte die Analyse auf starke, wahrschein-
lich présynaptische Fluoreszenzsignale konzentriert werden (vergleiche Abbildung 21
und 23). Durch anschlieBende Betitigung der Schaltflache ,,Calculate* (rechts neben dem
Reglerbalken; siehe Abbildung 20) wurde dieser Arbeitsschritt der MATLAB-Routine
gestartet und die zur weiteren Analyse ausgewéhlten Fluoreszenzsignale in Form von
Textdateien (,,.txt) abgespeichert. Abbildungen 24 und 25 zeigen, anhand eines weiteren

Beispiels, die manuelle Auswahl zu analysierender Fluoreszenzsignale.

Abbildung 20: VergroRerte Darstellung der Fluoreszenzsignale des ausgeschnitte-

nen Bereichs und Auswahl eindeutiger Fluoreszenzsignale (Beispiel 1).

Rechts: Durch Verschiebung des Reglerbalkens und Betitigung der Schaltfliche ,,Calculate®
(Bildrand unten links) wurden eindeutige prasynaptische Signale ausgewahlt und potenzielle
Storsignale entfernt (vergleiche Abbildung 19). Links: Summierte Darstellung der drei Fluores-

zenzkandle im zu untersuchenden Teilbereich des vorliegenden Hirnschnittes aus Abbildung 19.
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Abbildung 21: Darstellung der Auswahl eines zweiten, zu analysierenden Teilbe-

reichs des Einzelexperiments und ausgeschnittene, vergroRerte und farbig mar-

kierte Darstellung aller enthaltenen Fluoreszenzsignale (Beispiel 1).

Links: Nach Arbeitsschritt 2.4.5 erfolgt die Markierung eines zweiten Teilbereichs des Fluores-

zenzsummationsbildes. Rechts: Anschlielende Auswahl der zu analysierenden Fluoreszenzsig-

nale.

Abbildung 22: Darstellung der summierten Fluoreszenzsignale des Bassoons zweier

weiterer durchgefuhrter Einzelexperimente.

In jedem Einzelexperiment wurden drei Teilbereiche mit hoher Signaldichte und Intensitat ma-

nuell ausgewahlt (gelbe Umrandung). Links: Beispiel 2. Rechts: Beispiel 3.
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Abbildung 23: VergroRerte Darstellung der Fluoreszenzsignale aus Abbildung 21

und manuell ausgewahlte, zu analysierende Signale (Beispiel 1).

Nach manueller Auswahl der zu analysierenden Fluoreszenzsignale konnten, im Vergleich zu
allen detektierten Fluoreszenzsignalen des Teilbereiches der entsprechenden Epifluoreszenzauf-

nahme (vgl. Abbildung 21), Stérsignale deutlich reduziert werden.
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Abbildung 24: Auswahl der zu untersuchenden Teilbereiche eines Einzelexperi-
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ments und Darstellung der Fluoreszenzsignale des oberen Teilbereichs (Beispiel 4).

Links: Pro Epifluoreszenzaufnahme wurden drei Teilbereiche untersucht. Rechts: Die Darstel-
lung aller Fluoreszenzsignale des obersten, ausgewahlten Teilbereichs zeigt eine hohe Signal-

dichte, die zu einem groRRen Teil nicht eindeutig prasynaptischen Signalen entspricht.
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Abbildung 25: VergroRerte Darstellung der rechten Bildhélfte aus Abbildung 24,

nach manueller Auswahl zu analysierender Fluoreszenzsignale.

Nach manueller Reduktion potenzieller Stérsignale entspricht die Menge zu analysierender Flu-
oreszenzsignale einem kleinen Teil aller detektierten Fluoreszenzsignale (vgl. Abbildung 24)
(Beispiel 4).
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2.4.6 Summation der zu untersuchenden prasynaptischen Fluoreszenzsignale

Die MATLAB-Routine ,,aling_images_Nils* definierte in allen drei Fluoreszenzkanalen
einen quadratischen Bereich mit einer Kantenldnge von 201 Pixeln um die ausgewéhlten
Fluoreszenzsignale beziehungsweise die ausgewéhlten Prasynapsen. Der Bassoon-Fluo-
reszenzkanal definierte hierbei die aktiven Zonen der zu untersuchenden Prasynapsen.
Die Bassoon-Fluoreszenzsignale wurden automatisiert im Zentrum des Quadrates plat-
ziert und dienten als Referenz zur korrekten Ausrichtung der ausgewéhlten Prasynapsen
einer Hirnregion. Dies erfolgte in jedem Fluoreszenzkanal getrennt. Nach Eintragung des
Ordnerverzeichnisses, in dem die zuvor erstellten Textdateien der ausgewahlten Fluores-
zenzsignale lagen, in Zeile 3 der MATLAB-Routine, wurde die Berechnung durch die
Befehlskette ,,Debug“ = ,,Run aling_images_Nils* gestartet (siche Abbildung 26). Die
in Arbeitsschritt 2.4.5 ausgewahlten prasynaptischen Signale wurden so aus den Fluores-
zenzsummationsbildern quadratisch ausgeschnitten und anhand der detektierten Bassoon-
Fluoreszenzsignale korrekt tibereinander ausgerichtet. Durch Summation der Intensitét
dieser ausgerichteten Signale wurden durchschnittliche Fluoreszenzbilder der pro Einzel-
experiment analysierten Prasynapsen erstellt. Die Darstellung erfolgte fir jeden der drei
Fluoreszenzkanalen getrennt (siehe Abbildung 27). Die Dateien wurden automatisch in

das korrekte Ordnerverzeichnis abgespeichert.

File Edt Tet Go Cell Tools [T Desktop Window Help » ax
IS | a9 ¥ Open M-Files when Debugging Base IV BOmEs0
BBE| -0 |+
funces re:

PR, ¢ oo et 6
P : »

Run Configuration for aling_images_Nils.m

00:
Set/Clear Breakpoint F2

Set/Modify Conditional Breakpoint

x  Enable/Disable Breakpoint

Clear Breakpoints in All Files
Stop if Errors/Warmings

Abbildung 26: Benutzeroberflache der MATLAB-Routine 'aling_images_Nils"

und Befehlskette zum Start der Routine.

Das Ordnerverzeichnis der Textdateien der zu untersuchenden Fluoreszenzsignale wurde in Zeile
3 der MATLAB-Routine eingetragen. Die MATLAB-Routine wurde durch die Befehlskette ,,De-
bug“ - ,,Run aling_images_Nils* gestartet.
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Abbildung 27: Darstellung der durchschnittlich pro Einzelexperiment detektierten

Fluoreszenzsignale der einzelnen Fluoreszenzkandle der Beispiele 1 und 2.

Von links nach rechts im zentralen Bereich der Bilder dargestellt: Summierte Bassoon-Flu-
oreszenzsignale, summierte Synaptophysin-Fluoreszenzsignale, summierte Testprotein-Fluores-
zenzsignale aller pro Einzelexperiment analysierter Prasynapsen. Nach Durchfiihrung des Ar-
beitsschrittes 2.4.6 wurden die summierten Fluoreszenzsignale in den einzelnen Fluoreszenzka-
nélen getrennt voneinander dargestellt. Die obere Reihe stellt die erhaltenen durschnittlichen Pra-
synapsen aus Beispiel 1 dar, die untere die, aus Beispiel 2. In beiden Beispielen wurde das gleiche
Testprotein markiert. Die erhaltenen durchschnittlichen Fluoreszenzbilder erscheinen optisch
&hnlich aber lassen Unterschiede hinsichtlich der Proteinverteilung und Menge vermuten. WeilRer

Kasten: Schematische Darstellung des Bereichs, den die durchschnittliche Présynapse einnimmt.
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2.4.7 Analyse der Fluoreszenzsignalverteilungen

Die durchschnittlichen Fluoreszenzsummationsbilder wurden durch die MATLAB-Rou-
tine ,,get_lines* hinsichtlich ihrer Signalintensitatsverteilung analysiert. Nach Eintragung
des korrekten Ordnerverzeichnisses der zu analysierenden durchschnittlichen Fluores-
zenzaufnahmen aller Einzelexperimente in die Zeile 3 der MATLAB-Routine wurde die
Routine durch die Befehlskette ,,Debug® - ,,Run get_lines* gestartet (siche Abbildung
28). Hierbei wurden Linienscans (Linescans), ausgehend vom jeweils linken Bildrand,
durch die Mitte der durchschnittlichen aktiven Zone (Summation aller Bassoon-Fluores-
zenzsignale) gelegt. Dementsprechend wurden Linienscans in der gleichen Position in die
durchschnittlichen Fluoreszenzsummationsbilder der beiden weiteren Fluoreszenzkanéle
gelegt. So konnten Signalintensitaten fir alle drei Fluoreszenzkanale in den durschnittli-
chen Fluoreszenzsummationsbildern im Verlauf der Linienscans gemessen und miteinan-
der verglichen werden. Die Verteilung der Signalintensitaten entlang der Referenzlinien
wurde graphisch dargestellt (siehe Abbildung 29). Anhand der graphischen Darstellungen
aller Experimente erfolgte im Anschluss die Analyse hinsichtlich der Halbwertsbreiten
der detektierten Fluoreszenzsignale der jeweiligen Testproteine sowie des jeweiligen Flu-
oreszenzpeaks.

File Edit Tet Go Cell Tools (I Destop Window Help ~ ax
=] ) 9 (| v OpenM-Files when Debugging Suckd Buse [0 Enl=R=Nn!

Run Configuration for get lines.m

Set/Clear Breakpoint 12
Set/Modify Conditional Breakpoint.
Enable/Disable Breakpoint

‘r Clear Breakpoints in Al Files
13- | end; Stop if Errors/Warmings

bpassm % program statm * aling images Nim  get linesm *

address_spots tn3  Col 47 |0

Abbildung 28: Benutzeroberflache der MATLAB-Routine *"get_lines' und Befehls-

kette zum Start der Routine.

Das Ordnerverzeichnis der zu untersuchenden Epifluoreszenzaufnahmen wurde in Zeile 3 der
MATLAB-Routine eingetragen. Die MATLAB-Routine wurde durch die Befehlskette ,,Debug*
- ,,Run get_lines* gestartet.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der detektierten Fluoreszenzsignale aller un-

tersuchten Fluoreszenzbilder des Testproteins aus Beispiel 1 und Beispiel 2.

Oben: Beispiel 1. Unten: Beispiel 2. X-Achse: Relative Lage, ausgehend von den Linienscans,

der detektierten Fluoreszenzsignale auf den durchschnittlichen Fluoreszenzsummationsbildern

aus Arbeitsschritt 2.4.7. Bassoonfluoreszenzsignale liegen hierbei bei Pixel 101, in der Mitte der

Linienscans. Die errechneten durchschnittlichen Synapsen liegen oberhalb der Bassoonfluores-

zenzsignale im Bereich von 75 bis 125 Pixeln. Y-Achse: Detektierte Signalintensitét in Fluores-

zenz Einheiten (unprozessiert, Rohdaten). Die farbigen Linien stellen die detektierte Signalinten-

sitat der Fluoreszenzkanéle dar (Legende Farbzuordnung unterhalb der blauen Graphen). Passend

zu den leichten Unterschieden im Vergleich der durchschnittlichen Fluoreszenzsummationsbilder

aus Abbildung 27 ergab auch die genaue Analyse der Signalverteilung der Beispiele 1 und 2 ins-

gesamt ein &hnliches Muster, bei sichtbaren Unterschieden im Detail.
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2.5 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit Hilfe eines Experten mit zwanzigjahriger Erfahrung in der Aus-
wertung Fluoreszenzmikroskopischer Bilder (Prof. Dr. Silvio O. Rizzoli) begutachtet.
Daten, die keine signifikanten Prasynaptischen Signale darstellten oder generell nicht
ausreichende Signalstarken aufwiesen, wurden vor der statistischen Auswertung entfernt.
Die graphischen Darstellungen der detektierten Fluoreszenzsignale wurden mit einer
standardisierten MATLAB-Routine mittels Gaullscher Kurvenanpassung zur statisti-
schen Auswertung vorbereitet und mit der Software SigmaPlot 10 hinsichtlich Halbwerts-

breiten und Fluoreszenzpeaks ausgewertet.

2.5.1 Einfaktorielle Varianzanalyse

Die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) ist die am h&ufigsten verwendete Methode,
um Mittelwerte mehrerer Datengruppen miteinander zu vergleichen, da hierbei die
Fehlerwahrscheinlichkeit, im Vergleich zu multiplen t-Tests, deutlich geringer ausfallt.
Hierbei soll die Nullhypothese, dass es zwischen den zu vergleichenden Testgruppen
keine Unterschiede gibt, mittels der alternativen Hypothese, dass es Unterschiede gibt,
widerlegt, beziehungsweise bestatigt werden. Vereinfacht beschrieben wird untersucht,
ob sich die Mittelwerte in mehr als zwei verschiedenen, zu untersuchenden, Testgruppen
unterscheiden, indem gepruft wird, ob die Varianz innerhalb einer Gruppe kleiner ist als
die Varianz zwischen den einzelnen Testgruppen. Entspricht die Gesamtvarianz also der
Varianz innerhalb der Gruppen liegen keine Unterschiede vor, ist dies nicht der Fall, lie-
gen statistisch signifikante Unterschiede vor. Durch diesen Vergleich der Mittelwerte der
Testgruppen untereinander kénnen signifikante Unterschiede zwischen den Testgruppen
erkannt werden. Mathematisch wird, vereinfacht erklart, die Varianz im Vergleich der
Testgruppen untereinander durch die Varianz innerhalb der einzelnen Testgruppen divi-
diert. Das Signifikanzniveau ,,p liegt bei der einfaktoriellen Varianzanalyse bei einem
Wert von unter 0,05 (p < 0,05). Lag das errechnete Signifikanzniveau einer Untersuchung
unter p = 0,05 sind unterschiedliche Mittelwerte in den Vergleichsgruppen mit einer
Wahrscheinlichkeit von tber 95 % nicht zuféllig entstanden. In dieser Arbeit wurde A-
NOVA auf die Halbwertsbreite und den Fluoreszenzpeak der dargestellten Fluoreszenz-
signale angewandt. Bei vorliegenden signifikanten Unterschieden waren abweichende
GesetzmaRigkeiten hinsichtlich der Proteinverteilung und/oder der Proteinmenge des je-

weiligen Testproteins zwischen den jeweiligen Testgruppen anzunehmen.
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2.5.2 Zweistichproben-t-Test

Der Zweistichproben-t-Test wird verwendet, wenn man zwei Variablen hinsichtlich ihrer
Mittelwerte miteinander vergleichen mochte. Der Zweistichproben-t-Test entspricht, ver-
einfacht erklart, einer Varianzanalyse mit lediglich zwei Vergleichsgruppen. Die Nullhy-
pothese besagt, dass sich die Mittelwerte beider Testgruppen nicht voneinander unter-
scheiden, beziehungsweise, dass Differenzen per Zufall entstanden sind. Diese Hypothese
soll durch den Zweistichproben-t-Test bestatigt oder widerlegt werden. Die Mittelwerte
zweier, voneinander unabhangiger Proben aus Grundgesamtheiten mit gleicher Varianz
werden hinsichtlich signifikanter Unterschiede in ihrem Vergleich untersucht. Sofern die
ANOVA signifikante Unterschiede hinsichtlich der Halbwertsbreiten beziehungsweise
Fluoreszenzpeaks im Vergleich der jeweiligen Hirnregionen beziglich eines Testproteins
ergab, wurden Zweistichproben-t-Test mit zusatzlicher Bonferroni-Korrektur durchge-
flhrt, um zu untersuchen zwischen welchen Hirnregionen sich im jeweiligen Experiment
signifikante Unterschiede ergaben. Bei nicht durchgefiihrter Bonferroni-Korrektur wére
dadurch, dass jede Testgruppe mit jeder weiteren verglichen wurde, die Anzahl der Ver-
gleiche deutlich hoher als die Anzahl der Vergleichsgruppen. Die hieraus resultierende
hohe Fehlerwahrscheinlichkeit wurde durch die Bonferroni-Korrektur reduziert. Hierbei
errechnet man das neue Signifikanzniveau, indem das zuvor verwendete Signifikanzni-
veau der ANOVA (p = 0,05) durch die Anzahl der mittels Zweistichproben-t-Test durch-
gefiihrten Vergleiche geteilt wird. In dieser Arbeit wurden die Mittelwerte aller Gehirn-
regionen mittels t-Test miteinander verglichen sofern die ANOVA fiir Halbwertsbreite
und/oder Fluoreszenzpeaks der Fluoreszenzsignale in der jeweiligen Untersuchung auf

signifikante Unterschiede hinwiesen.
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3  Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden die Testproteine Bassoon, Synaptophysin, SNAP-25, VGLUT
1/2 und Amphiphysin hinsichtlich subzellularem Vorkommen und Verteilung in hippo-
campalen und kortikalen Prasynapsen aus verschiedenen Regionen des Rattengehirns an-
hand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen untersucht. Bei den Testproteinen handelte
es sich um Proteine, die stellvertretend zur Markierung essenzieller présynaptischer
Strukturen gewéahlt wurden. Synaptophysin und VGLUT 1/2 dienten der Markierung sy-
naptischer Vesikel, VGLUT 1/2 dienten insbesondere der Markierung exzitatorischer Sy-
napsen, Bassoon markierte die aktive Zone, Amphiphysin diente stellvertretend zur Iden-
tifizierung endozytotisch aktiver Proteine und SNAP-25 markierte die présynaptische
Plasmamembran. Die Testproteine werden im Abschnitt 1.4 ausfuhrlich besprochen. Die
Grundlage dieser Arbeit bildeten Rattenhirnschnitte, die vorbereitend in ein stark wasser-
bindendes Polyacrylamidgel eingebettet und chemisch an diesem verankert wurden. Die
molekulare Markierung der Testproteine erfolgte hierbei durch spezifische primare Anti-
korper und sekundére Fluoreszenzantikorper. Nach proteolytischer VVorbehandlung ver-
blieben die mit Fluoreszenzantikorpern versehenen Testproteinfragmente in korrekter Po-
sition am Polyacrylamidgel verankert und es wurde durch Wasserzugabe eine physische
Grolkenzunahme der vorbereiteten Rattenhirnschnitte um den Faktor ~ 4 ermdglicht. Die
verankerten Fluoreszenzantikdrper wurden so in allen Ebenen des Raumes voneinander
getrennt. Dieses Verfahren nennt sich Expansionsmikroskopie und ermdglicht, durch
physische VergrolRerung der zu untersuchenden Proben, die Untersuchung préasynapti-
scher Proteine unter Anwendung eines Epifluoreszenzmikroskops bei einer lateralen Auf-
I6sung von 60-70 nm. Das Verfahren der Expansionsmikroskopie wird in Abschnitt 1.5.2
ausfiihrlich erklart. Nach manueller Auswahl zu untersuchender Fluoreszenzsignale in
unterschiedlichen Bereichen der vorgelegten Rattenhirnschnitte, wurden mittels anwen-
dungsspezifischer MATLAB-Routinen (Programmiert von Prof. Dr. Silvio O. Rizzoli)
durchschnittliche Praynapsen fur jede untersuchte Hirnregion berechnet. Detektierte Flu-
oreszenzsignale des jeweiligen Testproteins wurden graphisch dargestellt und nach Gaul3-
scher Kurvenanpassung hinsichtlich durchschnittlicher Halbwertsbreiten und Fluores-
zenzpeaks in verschiedenen Regionen des Hippocampus und des Cortex Cerebri des Rat-

tenhirns ausgewertet.
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Ergebnisse wurden in Form von Séulendiagrammen dargestellt. Die statistische Auswer-
tung und graphische Darstellung der erhobenen Daten erfolgte mit SigmaPlot 10. Beno-
tigtes Material und die Methodik der durchgefiihrten Analyse werden in Abschnitt 2 aus-
fuhrlich beschrieben. Die untersuchten Regionen des Hippocampus und des Cortex Ce-
rebri werden in den Tabellen 10 und 11 aufgelistet. Detaillierte tabellarische Darstellun-
gen der Ergebnisse finden sich in den Abschnitten 7.2 und 7.3 im Anhang.

3.1  Untersuchte Hirnregionen

Tabelle 10: Ubersicht untersuchter Regionen des Hippocampus und verwendete

Abkulrzungen.
Region Abkulrzung
Gyrus dentatus (Stratum granulare) GrDG
Gyrus dentatus (Stratum moleculare) MoDG
Stratum oriens (Feld CA1) OrCAl
Stratum oriens (Feld CA2) OrCA2
Stratum oriens (Feld CA3) OrCA3
Gyrus Dentatus (Stratum multiforme) PoDG
Stratum pyramidale (Feld CA1) PyCAl
Stratum pyramidale (Feld CA2) PyCA2
Stratum pyramidale (Feld CA3) PyCA3
Stratum radiatum (Feld CAl) RadCAl
Stratum radiatum (Feld CA2) RadCA2
Stratum radiatum (Feld CA3) RadCA3
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Tabelle 11: Ubersicht untersuchter Regionen des Cortex cerebri und verwendete

Abkulrzungen.
Region Abkulrzung
Primdr motorischer Kortex (Lamina molecularis) M1l
Primar motorischer Kortex (Lamina granularis externa) M1lI
Primar motorischer Kortex (Lamina granularis interna) M1V
Primdar motorischer Kortex (Lamina pyramidalis interna) M1V
Primar motorischer Kortex (Lamina multiformis) M1VI
Primar somatosensorischer Kortex (Lamina molecularis) S1l
Primdar somatosensorischer Kortex (Lamina granularis externa) | S1ll
Primar somatosensorischer Kortex (Lamina pyramidalis in- | S1V
terna)
Primar somatosensorischer Kortex (Lamina multiformis) S1vi

3.2 Testproteine

3.2.1 Bassoon

Bassoon ist ein groRes Protein und essenzieller Bestandteil der aktiven Zonen im gesam-
ten Rattengehirn. Bassoon konzentriert sich stark auf den Bereich der prasynaptisch akti-
ven Zone. Es beteiligt sich an der Strukturerhaltung der aktiven Zone und bildet in Ko-
operation mit zahlreichen weiteren prasynaptischen Proteinen die Grundlage zur Auf-

rechterhaltung zahlreicher prasynaptischer Funktionen (siehe Abschnitt 1.4.4).

3.2.2 Synaptophysin

Synaptophysin ist ein saures Glykoprotein und integraler Bestandteil synaptischer Vesi-
kel in prasynaptischen Endigungen des gesamten Rattengehirns. Die genauen Funktionen
des Synaptophysins sind trotz seines gehduften Vorkommens im gesamten zentralen Ner-
vensystem nicht ausreichend erforscht. Die Funktionen des Synaptophysins sind nach ak-
tuellem Stand der Forschung nicht essenziell fiir den Ablauf der synaptischen Ubertra-
gung. Das Protein konnte durch Interaktion mit zahlreichen prasynaptischen Proteinen
multiple funktionelle Beteiligungen und regulatorische Funktionen im Rahmen der Exo-

, und Endozytose synaptischer Vesikel Gbernehmen (siehe Abschnitt 1.4.3).
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3.2.3 SNAP-25

SNAP-25 befindet sich in allen Bereichen der synaptischen Plasmamembran und beteiligt
sich als essenzieller Bestandteil des SNARE-Komplexes maligeblich an der Exozytose
synaptischer Vesikel. Regulatorische Funktionen im Rahmen des Vesikelrecyclings und
der Ausbalancierung zwischen Exo-, und Endozytose synaptischer Vesikel erscheinen
mdoglich (siehe Abschnitt 1.4.7).

3.24 VGLUT 1/2

Die Isoformen des VGLUT finden sich in unterschiedlicher Verteilung in den Membra-
nen prasynaptischer Vesikel des gesamten Rattengehirns und dienen primar der Beftllung
synaptischer Vesikel mit dem Neurotransmitter Glutamat. Sie ermdglichen die eindeutige
Markierung glutamaterger synaptischer Kontakte. Funktionelle Unterschiede zwischen
den bekannten Isoformen, regulatorische Funktionen beziglich prasynaptischer Funktio-
nen sowie eine Funktionsubernahme des VGLUT in nicht-glutamatergen Synapsen er-
scheinen moglich (siehe Abschnitt 1.4.6).

3.25 Amphiphysin

Die zwei Isoformen des Amphiphysins lassen sich im Zytosol und in Assoziation mit
endozytotischen Zwischenstufen synaptischer Vesikel in présynaptischen Endigungen
des gesamten Rattengehirns nachweisen. Amphiphysin interagiert mit zahlreichen, an der
Vesikelendozytose beteiligten, Proteinen und dient aufgrund seiner tragenden Funktionen
im Rahmen der synaptischen Vesikelendozytose der molekularen Markierung des endo-

zytotischen Apparates prasynaptischer Endigungen (siehe Abschnitt 1.4.5).
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3.3 Halbwertsbreiten

Die detektierten Halbwertsbreiten (FWHM) der Testproteine wurden als Mal fur die Fla-
che, auf der sich das jeweilige Testprotein innerhalb der durchschnittlichen, zweidimen-
sionalen Prasynapsen einer Hirnregion verteilt, verwendet. So wurde ein Vergleich der
Proteinverteilung eines Testproteins zwischen verschiedenen Hirnregionen sowie der
Vergleich der Verteilung verschiedener Testproteine innerhalb der untersuchten Présy-

napsen ermdglicht (siehe Abschnitt 4.1).

Die im folgenden aufgelisteten Saulendiagramme der Abbildungen 30, 31, 32, 33 und 34
stellen die durchschnittlichen Halbwertsbreiten detektierter Fluoreszenzsignale des je-
weiligen Testproteins in verschiedenen Hirnregionen der Ratte dar. Auf der X-Achse sind
die untersuchten Hirnregionen des Hippocampus und des Cortex Cerebri aufgezeichnet.
Die Y-Achse zeigt die ermittelten Halbwertsbreiten in Pixeln. Ein Pixel hat eine Seiten-
ldnge von 12,2 nm. Oberhalb der Sédulendiagramme werden das Signifikanzniveau (p) der
durchgefuhrten ANOVA sowie das Ergebnis des, bei einem Siginifikanzniveau der A-
NOVA von p < 0,05, durchgefiihrten t-Tests einschliel3lich Bonferroni-Korrektur ausge-

wiesen.
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3.3.1 Halbwertsbreite Bassoon

Bassoon FWHM

ANOVA: p = 0.0004

Post-hoc Bonferroni-Korrektur (p<0.05):
GrDG, MoDG, PyCA1, RadCAl vs PaDG;

PyCALl vs S1VI
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Abbildung 30: Durchschnittliche Halbwertsbreiten detektierter Bassoon-Fluores-
zenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm mit
Ausweisung des Standardfehlers. 1 Pixel=12,2*12,2 nm.

Die Halbwertsbreite des Bassoons betrug gemittelt Gber alle untersuchten Hirnregionen
~ 104,5 + 2,8 nm. Die geringste Halbwertsbreite ergab sich mit = 94,6 + 2,2 nm in der
Region PyCAL. Die héchste Halbwertsbreite wurde mit ~ 113,7 £ 2,2 nm in der Region
PoDG festgestellt. Die durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 6,3. Das er-
rechnete Signifikanzniveau der durchgefiihrten ANOVA lag bei p = 0,0004 und gab an,
dass zwischen einzelnen Halbwertsbreiten der Versuchsgruppen signifikante Unter-
schiede vorlagen. Der anschlieRende t-Test mit Bonferroni-Korrektur ergab signifikante
Unterschiede zwischen der Halbwertsbreiten des Bassoons in den Regionen GrDG,
MoDG, PyCA1l und RadCAl im Vergleich mit der Region PoDG sowie zwischen der
Region PyCA1 und der Region S1VI. Die Verteilung der Halbwertsbreiten stellte sich in
allen untersuchten Regionen &hnlich dar. In den Regionen PyCA1 und RadCALl lag eine
Tendenz zu geringeren Halbwertsbreiten vor. In der Region PoDG lag eine Tendenz zu
groReren Halbwertsbreiten vor. Die durchschnittliche Halbwertsbreite der untersuchten
hippocampalen Regionen betrug ~ 103,3 £ 2,8 nm. Die durchschnittliche Halbwertsbreite

der untersuchten kortikalen Regionen betrug ~ 106,2 + 2,7 nm.
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3.3.2 Halbwertsbreite Synaptophysin

Synaptophysin FWHM
ANOVA: p = 0.0104
Post-hoc Bonferroni-Korrektur (p<0.05):
PyCALl vs S1I; PyCA2 vs S1i
25 -

S
|_|
|_|
—
|_|
—
—
|_|
|_|
i
|_|
|_|

=
]
1

FWHM (Durchschnitt, Pixel)
=
|_|

3]
1

Abbildung 31: Durchschnittliche Halbwertsbreiten detektierter Synaptophysin-
Fluoreszenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm
mit Ausweisung der Standardfehlers. 1 Pixel=12,2*12,2 nm.

Die Halbwertsbreite des Synaptophysins betrug gemittelt Gber alle untersuchten Hirnre-
gionen ~ 203,7 = 15,9 nm. Die geringste Halbwertsbreite ergab sich mit ~ 136,6 = 8,5 nm
in der Region PyCAZ2. Die hochste Halbwertsbreite wurde mit =~ 251,7 + 15,3 nm in der
Region S1I festgestellt. Die durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 6,6. Das
errechnete Signifikanzniveau der durchgefiihrten ANOVA lag bei p = 0,0104 und gab an,
dass zwischen einzelnen Halbwertsbreiten der Versuchsgruppen signifikante Unter-
schiede vorlagen. Der anschlielende t-Test mit Bonferroni-korrektur ergab signifikante
Unterschiede im Vergleich der Halbwertsbreiten des Synaptophysins in den Regionen
PyCA1 und PyCA2 mit der Region S1I. Die Verteilung der Halbwertsbreiten stellte sich
in allen untersuchten Regionen &hnlich dar. In den Regionen PyCA1 und PyCAZ2 lag eine
Tendenz zu geringeren Halbwertsbreiten vor. In den Regionen PyCA3 und S1I lag eine
Tendenz zu hoheren Halbwertsbreiten vor. Die durchschnittliche Halbwertsbreite der un-
tersuchten hippocampalen Regionen betrug ~ 193,9 + 16,5 nm. Die durchschnittliche

Halbwertsbreite der untersuchten kortikalen Regionen betrug =~ 216,7 £ 15,1 nm.
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3.3.3 Halbwertsbreite SNAP-25

SNAP-25 FWHM
ANOVA: p = 0.8456
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Abbildung 32: Durchschnittliche Halbwertsbreiten detektierter SNAP-25-Fluores-
zenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm mit
Ausweisung des Standardfehlers. 1 Pixel=12,2*12,2 nm.

Die Halbwertsbreite des SNAP-25 betrug gemittelt Gber alle untersuchten Hirnregionen
~170,1 £ 23,2 nm. Die geringste Halbwertsbreite ergab sich mit ~ 113,7 + 27,8 nm in der
Region OrCA1. Die héchste Halbwertsbreite wurde mit = 210,4 + 10,5 nm in der Region
RadCAZ2 festgestellt. Die durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 2. Das er-
rechnete Signifikanzniveau der durchgefiihrten ANOVA lag bei p = 0,8456 und gab an,
dass zwischen einzelnen Halbwertsbreiten der VVersuchsgruppen keine signifikanten Un-
terschiede vorlagen. Die Verteilung der Halbwertsbreiten stellte sich in allen untersuchten
Regionen dhnlich dar. In den Regionen MoDG, OrCA1 und PyCAZ3 liel? sich eine Ten-
denz zu geringeren Halbwertsbreiten erkennen. In den Regionen PyCA1 und RadCA2
liel? sich eine Tendenz zu hoheren Halbwertsbreiten erkennen. Schwankungen der durch-
schnittlichen Halbwertsbreiten um die, tber alle Testgruppen gemittelte, Halbwertsbreite,
waren im Vergleich zu der Verteilung der Halbwertsbreiten der Fluoreszenzsignale der
Testproteine Bassoon und Synaptophysin deutlicher ausgeprégt. Die durchschnittliche
Halbwertsbreite der untersuchten hippocampalen Regionen betrug ~167,8 £ 23,9 nm.
Die durchschnittliche Halbwertsbreite der untersuchten kortikalen Regionen betrug =
173,2 + 22,2 nm.
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3.3.4 Halbwertsbreite VGLUT 1/2

VGLUT FWHM
ANOVA: p =0.3741
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Abbildung 33: Durchschnittliche Halbwertsbreiten detektierter VGLUT-1/2-Fluo-
reszenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm mit
Ausweisung des Standardfehlers. 1 Pixel=12,2*12,2 nm.

Die Halbwertsbreite der VGLUT 1/2 betrug gemittelt Gber alle untersuchten Hirnregionen
~190,0 = 15,0 nm. Die geringste Halbwertsbreite ergab sich mit =~ 118,5 nm in der Region
PyCAl. Die hochste Halbwertsbreite wurde mit = 307,7 nm in der Region OrCAL1 fest-
gestellt. Die durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 1,5. Das errechnete Sig-
nifikanzniveau der durchgefiihrten ANOVA lag bei p = 0,3741 und gab an, dass zwischen
einzelnen Halbwertsbreiten der Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede vor-
lagen. Die Verteilung der Halbwertsbreiten stellte sich in allen untersuchten Regionen
ahnlich dar. In den Regionen OrCA1l, PyCAl und RadCALl lieR sich eine Tendenz zu
geringeren Halbwertsbreiten erkennen. In den Regionen M11V, OrCA1, PoDG und S1II
lied sich eine Tendenz zu hoheren Halbwertsbreiten erkennen. Schwankungen der durch-
schnittlichen Halbwertsbreiten um die, Gber alle Testgruppen gemittelte, Halbwertsbreite
waren im Vergleich zu der Verteilung der Halbwertsbreiten der Fluoreszenzsignale der
Testproteine Bassoon, Synaptophysin und SNAP-25 deutlicher ausgepréagt. Die durch-
schnittliche Halbwertsbreite der untersuchten hippocampalen Regionen betrug ~ 177,8 £
9,8 nm. Die durchschnittliche Halbwertsbreite der untersuchten kortikalen Regionen be-
trug = 206,4 £ 21,9 nm.
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3.3.5 Halbwertsbreite Amphiphysin

Amphiphysin FWHM
ANOVA: p =0.7078
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Abbildung 34: Durchschnittliche Halbwertsbreiten detektierter Amphiphysin-Flu-
oreszenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm mit
Ausweisung des Standardfehlers. 1 Pixel=12,2*12,2 nm.

Die Halbwertsbreite des Amphiphysins betrug gemittelt Gber alle untersuchten Hirnregi-
onen =~ 180,6 =+ 16,1 nm. Die geringste Halbwertsbreite ergab sich mit = 80,9 nm in der
Region PyCAZ3. Die hdchste Halbwertsbreite wurde mit = 265,4 nm in der Region MoDG
festgestellt. Die durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 1,4. Das errechnete
Signifikanzniveau der durchgefiihrten ANOVA lag bei p = 0,7078 und gab an, dass zwi-
schen einzelnen Halbwertsbreiten der VVersuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede
vorlagen. Die Verteilung der Halbwertsbreiten stellte sich in allen untersuchten Regionen
ahnlich dar. In den Regionen PyCA3 und RadCAL1 lieR sich eine Tendenz zu geringeren
Halbwertsbreiten erkennen. In den Regionen MoDG, PyCA1 und S1I liel? sich eine Ten-
denz zu hoheren Halbwertsbreiten erkennen. Schwankungen der durchschnittlichen Halb-
wertsbreiten um die, Uber alle Testgruppen gemittelte, Halbwertsbreite waren im Ver-
gleich zu der Verteilung der Halbwertsbreiten der Fluoreszenzsignale der Testproteine
Bassoon, Synaptophysin und SNAP-25 deutlicher ausgepragt. Die durchschnittliche
Halbwertsbreite der untersuchten hippocampalen Regionen betrug =~ 175,9 nm. Die
durchschnittliche Halbwertsbreite der untersuchten kortikalen Regionen betrug ~ 185,3 £
32,2 nm.
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3.4  Fluoreszenzspeaks

Die detektierten Fluoreszenzpeaks der Testproteine wurden als MaR fur die Menge des
jeweiligen Testproteins innerhalb der durchschnittlichen Prasynapsen verschiedener
Hirnregionen verwendet. Hierdurch wurden zusatzlich Vergleiche hinsichtlich des An-
reicherungsgrades verschiedener Testproteine innerhalb der untersuchten Préasynapsen er-
mdoglicht (siehe Abschnitt 4.1).

Die im folgenden aufgelisteten Saulendiagramme der Abbildungen 35, 36, 37, 38 und 39
stellen die durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks detektierter Fluoreszenzsignale des je-
weiligen Testproteins in verschiedenen Hirnregionen der Ratte dar. Auf der X-Achse sind
die untersuchten Hirnregionen des Hippocampus und des Cortex Cerebri aufgezeichnet.
Die Y-Achse zeigt die detektierten Fluoreszenzpeaks in Prozent Uber der Grundlinie (%
uber Grundlinie) nach Gaufscher Kurvenanpassung. Oberhalb des S&ulendiagramms

wird das Signifikanzniveau (p) der durchgefiihrten ANOVA ausgewiesen.
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3.4.1 Fluoreszenzpeak Bassoon

Bassoon Fluoreszenzpeak
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Abbildung 35: Durchschnittliche Fluoreszenzpeaks detektierter Bassoon-Fluores-
zenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm mit
Ausweisung des Standardfehlers.

Der Uber alle untersuchten Hirnregionen, gemittelte Fluoreszenpeak des Bassoons lag bei
~ 667,9 = 72,4 % Uber Grundlinie. Der geringste Fluoreszenzpeak ergab sich mit ~
524,5 £ 30,9 % uber Grundlinie in der Region RadCALl. Der am stérksten ausgeprégte
Fluoreszenzpeak wurde mit = 760,3 + 100,2 % uber Grundlinie in der Region M11 fest-
gestellt. Die durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 6,6. Das errechnete Sig-
nifikanzniveau der durchgefiihrten ANOVA lag bei p = 0,7366 und gab an, dass zwischen
einzelnen Halbwertsbreiten der Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede vor-
lagen. Die durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks stellten sich in allen untersuchten Regi-
onen dhnlich dar. Schwankungen der durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks um den, tber
alle Testgruppen gemittelten, Fluoreszenzpeak waren schwach ausgepragt. In den Regi-
onen RadCALl, RadCA3, S1l, S111 und S1VI lieR sich eine Tendenz zu geringeren Fluo-
reszenzpeaks erkennen. In den Regionen M1I und S1V lieR sich eine Tendenz zu héheren
Fluoreszenzpeaks erkennen. Der durchschnittliche Fluoreszenzpeak der untersuchten hip-
pocampalen Regionen betrug =~ 669,3 = 77,3 % uber Grundlinie. Der durchschnittliche
Fluoreszenzpeak der untersuchten kortikalen Regionen lag bei = 666,1 + 65,8 % uber

Grundlinie.
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3.4.2 Fluoreszenzpeak Synaptophysin
Synaptophysin Fluoreszenzpeak
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Abbildung 36: Durchschnittliche Fluoreszenzpeaks detektierter Synaptophysin-
Fluoreszenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm
mit Ausweisung des Standardfehlers.

Der Uber alle untersuchten Hirnregionen, gemittelte Fluoreszenpeak des Synaptophysins
lag bei ~ 87,9 + 23,0 % Uber Grundlinie. Der geringste Fluoreszenzpeak ergab sich mit =
44,6 £ 20,6 % Uber Grundlinie in der Region GrDG. Der am starksten ausgepragte Fluo-
reszenzpeak wurde mit =~ 126,0 = 46,5 % uber Grundlinie in der Region PyCA2 festge-
stellt. Die durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 6,5. Das errechnete Signi-
fikanzniveau der durchgefiihnrten ANOVA lag bei p = 0,4603 und gab an, dass zwischen
einzelnen Halbwertsbreiten der Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede vor-
lagen. Die durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks stellten sich in allen Hirnregionen &hn-
lich dar. Schwankungen der Fluoreszenzpeaks um den, tiber alle Testgruppen gemittelten,
Fluoreszenzpeak waren im Vergleich zur Untersuchung hinsichtlich durchschnittlicher
Fluoreszenzpeaks des Bassoons deutlicher. In den Regionen GrDG,  OrCAl, PyCAl
und RadCAL1 liel? sich eine Tendenz zu geringeren Fluoreszenzpeaks erkennen. In den
Regionen M1l, M1Il, OrCA2, PyCA2, RadCA3,S1V und S1VI lieR sich eine Tendenz zu
hoheren Fluoreszenzpeaks erkennen. Der durchschnittliche Fluoreszenzpeak der unter-
suchten hippocampalen Regionen betrug =~ 80,1 + 25,5 % uber Grundlinie. Der durch-
schnittliche Fluoreszenzpeak der untersuchten kortikalen Regionen lag bei ~ 98,4 + 19,8

% Uber Grundlinie.
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3.4.3 Fluoreszenzpeak SNAP-25

SNAP-25 Fluoreszenzpeak
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Abbildung 37: Durchschnittliche Fluoreszenzpeaks detektierter SNAP-25-Fluores-
zenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm mit
Ausweisung des Standardfehlers.

Der Uber alle untersuchten Hirnregionen, gemittelte Fluoreszenpeak des SNAP-25 lag bei
~ 158,4 + 37,9 % uber Grundlinie. Der geringste Fluoreszenzpeak ergab sich mit ~
87,6 = 11,2 % lber Grundlinie in der Region OrCA1. Der am stéarksten ausgeprégte Flu-
oreszenzpeak wurde mit =~ 230,6 = 22,2 % uber Grundlinie in der Region PyCA1 festge-
stellt. Die durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 1,9. Das errechnete Signi-
fikanzniveau der durchgefiihrten ANOVA lag bei p = 0,4603 und gab an, dass zwischen
einzelnen Halbwertsbreiten der Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede vor-
lagen. Die durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks stellten sich in allen untersuchten Regi-
onen dhnlich dar. Schwankungen der durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks um den, Gber
alle Testgruppen gemittelten, Fluoreszenzpeak waren im Vergleich zur Untersuchung
hinsichtlich durchschnittlicher Fluoreszenzpeaks des Bassoons deutlicher. In den Regio-
nen OrCAl, RadCALl und S1I lieBen sich Tendenzen zu geringeren Fluoreszenzpeaks
erkennen. In der Region PyCAL lieR sich eine Tendenz zu hoheren Fluoreszenzpeaks
erkennen. Der durchschnittliche Fluoreszenzpeak der untersuchten hippocampalen Regi-
onen betrug ~ 158,7 + 49,8 % Uber Grundlinie. Der durchschnittliche Fluoreszenzpeak

der untersuchten kortikalen Regionen lag bei = 157,9 £ 22,2 % Uber Grundlinie.
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3.4.4 Fluoreszenzpeak VGLUT 1/2

VGLUT Fluoreszenzpeak
ANOVA: p = 0.9648
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Abbildung 38: Durchschnittliche Fluoreszenzpeaks detektierter VGLUT-1/2-Fluo-
reszenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm mit
Ausweisung des Standardfehlers.

Der (ber alle untersuchten Hirnregionen, gemittelte Fluoreszenpeak der VGLUT 1/2 lag
bei ~ 136,4 + 24,1 % Uber Grundlinie. Der geringste Fluoreszenzpeak ergab sich mit =
57,3 % uber Grundlinie in der Region RadCA2. Der am starksten ausgepragte Fluores-
zenzpeak wurde mit =~ 256,8 + 142,8 % Uber Grundlinie in der Region PoDG festgestellt.
Die durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 1,4. Das errechnete Signifikanz-
niveau der durchgefiihrten ANOVA lag bei p = 0,9648 und gab an, dass zwischen einzel-
nen Halbwertsbreiten der Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede vorlagen.
Die durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks stellten sich in allen untersuchten Regionen
ahnlich dar. Schwankungen der durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks um den, Gber alle
Testgruppen gemittelten, Fluoreszenzpeak waren im Vergleich zur Untersuchung hin-
sichtlich durchschnittlicher Fluoreszenzpeaks des Bassoons deutlicher. In den Regionen
OrCALl und RadCAZ2 lieRen sich Tendenzen zu geringeren Fluoreszenzpeaks erkennen.
In den Regionen M1l und PoDG lieRen sich Tendenzen zu héheren Fluoreszenzpeaks
erkennen. Der durchschnittliche Fluoreszenzpeak der untersuchten hippocampalen Regi-
onen betrug ~ 130,8 + 17,0 % tber Grundlinie. Der durchschnittliche Fluoreszenzpeak

der untersuchten kortikalen Regionen lag bei ~ 144,0 + 33,6 % tber Grundlinie.
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3.4.5 Fluoreszenzpeak Amphiphysin
Amphiphysin Fluoreszenzpeak
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Abbildung 39: Durchschnittliche Fluoreszenzpeaks detektierter Amphiphysin-Flu-
oreszenzsignale in verschiedenen Regionen des Rattenhirns im Saulendiagramm mit
Ausweisung des Standardfehlers.

Der (ber alle untersuchten Hirnregionen, gemittelte Fluoreszenpeak des Amphiphysins
lag bei = 115,4 + 31,4 % uber Grundlinie. Der geringste Fluoreszenzpeak ergab sich mit
~ 25,9 % uber Grundlinie in der Region PyCA3. Der am starksten ausgepréagte Fluores-
zenzpeak wurde mit =~ 305,9 % tber Grundlinie in der Region PyCA1 festgestellt. Die
durchschnittliche Experimentanzahl (n) lag bei n = 1,4. Das errechnete Signifikanzniveau
der durchgefuhrten ANOVA lag bei p = 0,9304 und gab an, dass zwischen einzelnen
Halbwertsbreiten der Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede vorlagen. Bei
nicht vorliegenden statistisch signifikanten Unterschieden zwischen den Testgruppen,
stellten sich Schwankungen der durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks um den, tber alle
Testgruppen gemittelten, Fluoreszenzpeak deutlicher dar als bei den Untersuchungen hin-
sichtlich des Fluoreszenzpeaks der Testproteine Bassoon, Synaptophysin, SNAP-25 und
VGLUT 1/2. In den Regionen PyCA3, RadCA1 und RadCAS3 liel3en sich Tendenzen zu
geringeren Fluoreszenzpeaks erkennen. In den Regionen M11V, OrCA1, PyCAl, S1V
und S1VI lieRen sich Tendenzen zu hoéheren Fluoreszenzpeaks erkennen. Der durch-
schnittliche Fluoreszenzpeak der untersuchten hippocampalen Regionen betrug ~ 96,5 %
uber Grundlinie. Der durchschnittliche Fluoreszenzpeak der untersuchten kortikalen Re-
gionen lag bei ~ 134,2 + 62,9 % Uber Grundlinie.
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4 Diskussion

Die hier vorliegende Arbeit sollte einen Beitrag zum besseren Verstandnis der subzellu-
laren Organisation des prasynaptischen Proteoms im Vergleich verschiedener Hirnregio-
nen leisten. Abweichende subzelluldre Proteinorganisationen, im Vergleich unterschied-
lich lokalisierter Prasynapsen, konnten sich an der Ausbildung der variierenden synapti-
schen Aktivitat und damit der Ausbildung hochkomplexer neuronaler Kreislaufe beteili-
gen. Ausgehend von Epifluoreszenzbildern expansionsmikroskopisch préparierter Rat-
tenhirnschnitte wurden durchschnittliche Fluoreszenzbilder prasynaptischer Proteine aus
verschiedenen Hirnregionen erstellt. Diese Erstellung, akkumulierter, hochauflésender
Fluoreszenzbilder, zur Untersuchung subzellularer Strukturen, ermdglichte die Darstel-
lung durchschnittlicher Signalverteilungen, bei gleichzeitig reduzierter Fehlerwahr-
scheinlichkeit durch mégliche Effizienzschwankungen der Antikdrpermarkierung (vgl.
Loschberger et al. 2012) und wurde beispielsweise bereits angewandt, um das durch-
schnittliche, dreidimensionale Modell einer zentralen Prasynapse zu erstellen (vgl. Wil-
helm et al. 2014). Die detektierten Fluoreszenzsignale der antikGrpermarkierten Testpro-
teine Synaptophysin, Bassoon, SNAP-25, VGLUT 1/2 und Amphiphysin, in den durch-
schnittlichen Prasynapsen, wurden hinsichtlich ihrer Halbwertsbreiten und Signalintensi-
taten untersucht. Der experimentelle Fokus dieser Arbeit lag hierbei auf den gehduft vor-
kommenden prasynaptischen Proteinen Synaptophysin und Bassoon. Hierdurch konnten
Rickschlisse auf mdgliche Unterschiede hinsichtlich subzelluldrer Verteilung und
Menge dieser Proteine im Vergleich hippocampaler und kortikaler Regionen gezogen
werden. Diese Art der Analyse, fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen, ermdglichte
keine exakte subzelluldre Lokalisation der Testproteine in einzelnen Prasynapsen, son-
dern diente der Untersuchung hinsichtlich genereller Unterschiede beztiglich des subzel-
luldren Verteilungsmusters der Testproteine in verschiedenen Hirnregionen. Hierdurch
sollten Grundlagen fur zukinftige Studien gebildet werden, die mogliche Unterschiede
detaillierter Untersuchen kdnnten.
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Die Expansionsmikroskopie stellte zum Zeitpunkt der Datenerhebung ein erst kiirzlich
zuvor publiziertes, hochauflésendes Mikroskopieverfahren dar und ermdoglichte erstmals
die breitgefacherte, subzellulare Untersuchung mehrerer Proteine in verschiedenen Neu-
ronen- und Synapsentypen sowie in mehreren Hirnregionen gleichzeitig mit geringerem
Aufwand als alternative hochauflésende Mikroskopieverfahren (siehe Abschnitt 1.5.2).
Die erhobenen Daten werden im Folgenden, im wissenschaftlichen Kontext und hinsicht-

lich ihrer Bedeutung fir prasynaptische Funktionen diskutiert.

4.1 Subzelluldre Organisation der Testproteine

4.1.1 Bassoon

Bassoon beteiligt sich malRgeblich an der Strukturerhaltung der aktiven Zone (Wang et
al. 2009), sodass die erhobenen Daten in ihrer Gesamtheit Riickschlusse auf die subzel-
luldre Organisation der aktiven Zonen erlaubten. Die Untersuchung hinsichtlich der Halb-
wertsbreiten detektierter Bassoon-Fluoreszenzsignale stellte sich, bei vereinzelt festge-
stellten signifikanten Unterschieden, in den untersuchten Hirnregionen groftenteils &hn-
lich dar (siehe Abschnitt 3.3.1). Signifikante Unterschiede ergaben sich im Vergleich der
Hirnregion PODG mit den Hirnregionen GrDG, MoDG, PyCA1 und RadCA1. Die mole-
kulare Organisation der aktiven Zonen der hippocampalen Region PoDG unterschied sich
somit durchschnittlich im Vergleich zu vier der insgesamt zwdlf untersuchten hippocam-
palen Regionen. Im Vergleich hippocampaler und kortikaler Prasynapsen ergab sich le-
diglich im Vergleich der Regionen PyCA1 und S1VI ein statistisch signifikanter Unter-
schied. Unterschiedliche molekulare Organisationen der aktiven Zonen kénnten ursach-

lich fur funktionelle Unterschiede der Présynapsen dieser Hirnregionen sein.

Die durchschnittlichen Halbwertsbreiten der Bassoon-Fluoreszenzsignale in hippocam-
palen (= 103,3 £ 2,8 nm) und kortikalen Prasynapsen (=~ 106,2 = 2,7 nm) stellten sich
nahezu identisch dar. Im Vergleich zwischen den Regionen des somatosensorischen und
motorischen Kortex ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede. Somit lasst
sich vermuten, dass sich die subzelluldre Organisation des Bassoons in den aktiven Zonen
des Hippocampus und den untersuchten Regionen des somatosensorischen und motori-

schen Kortex nicht grundlegend voneinander unterscheidet.
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Die durchschnittliche Halbwertsbreite aller detektierten Bassoon-Fluoreszenzsignale (=
104,5 + 2,8 nm) fiel deutlich Kkleiner aus als die durchschnittlichen Halbwertsbreite der
Fluoreszenzsignale der Testproteine Synaptophysin (= 203,7 £ 15,9 nm) und SNAP-25
(= 170,1 £ 23,2 nm). Bassoon verteilt sich dementsprechend in einem kleineren Raum als
die beiden Vergleichsproteine. Diese Daten gehen mit den Beobachtungen verschiedener
elektronenmikroskopischer Untersuchungen einher, dass die Aktive Zone, im Vergleich
zur Gesamtheit aller synaptischen Vesikel, einen kleineren Bereich zentraler Prasynapsen
einnimmt (Sudhof 2012b) sowie der Erkenntnis, dass SNAP-25, im Gegensatz zum
Bassoon, kaum im Bereich der aktiven Zone, sondern vor allem im restlichen Bereich der
prasynaptischen Plasmamembran bis hin zur axonalen Membran (Tao-Cheng et al. 2000),
den postsynaptischen Dornenfortsatzen (Hussain et al. 2019) sowie umgebenden, extra-

synaptischen Bereichen nachweisbar ist (Maidorn et al. 2018).

Die Untersuchung hinsichtlich des Bassoon-Fluoreszenzpeaks lieR in einzelnen Hirnre-
gionen Tendenzen zu hdheren oder niedrigeren Fluoreszenzpeaks erkennen, ergab im
Vergleich der untersuchten Hirnregionen jedoch keine statistisch signifikanten Unter-
schiede (siehe Abschnitt 3.4.1). Dementsprechend stellten sich die durchschnittlichen
Fluoreszenzpeaks aller untersuchten hippocampalen (= 669,3 + 77,3 % Uber Grundlinie)
und kortikalen Regionen (= 666,1 + 65,8 % Uber Grundlinie) nahezu identisch dar. Die
Menge des Bassoons in den aktiven Zonen der untersuchten Regionen des Hippocampus
und der somatosensorischen und motorischen kortikalen Regionen unterschied sich somit
im Durchschnitt nicht grundlegend voneinander.

Der, Uber alle untersuchten Hirnregionen, gemittelte Fluoreszenpeak des Bassoons (667,9
+ 72,4 % lber Grundlinie) lag deutlich hoher als die durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks
des Synaptophysins (87,9 £+ 23,0 % uber Grundlinie) und des SNAP-25 (158,4 + 37,9 %
uber Grundlinie). Bassoon ist somit deutlich starker in seinem subsynaptischen Vertei-
lungsbereich angereichert als die beiden Vergleichsproteine in ihren jeweiligen Vertei-
lungsbereichen. Dieses Ergebnis korrespondiert mit dem Wissen, dass Bassoon, im Ge-
gensatz zu den beiden Vergleichsproteinen, nahezu ausschlieBlich in der aktiven Zone
(Dieck et al. 1998), also in einem kleinen Areal der prasynaptischen Membran vorliegt
als das Synaptophysin als Bestandteil synaptischer Vesikel (Takamori et al. 2006) und
SNAP-25 als gehduft vorkommendes Protein der synaptischen Plasmamembran (Wil-
helm et al. 2014; siehe Ausflihrungen oben bezliglich des Vergleichs der Halbwertsbrei-

ten dieser Proteine).
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Zusammengefasst unterschied sich Bassoon hinsichtlich seiner subzellularen Verteilung
und Menge im Vergleich der aktiven Zonen der untersuchten Hirnregionen miteinander
lediglich geringfiigig. Die hier erzielten Ergebnisse gehen in ihrer Gesamtheit mit den
Ergebnissen von Wilhelm und Kollegen einher, die zeigten, dass Bassoon in durchschnitt-
lichen zentralen Prasynapsen, im Vergleich mit Proteinen wie beispielsweise Synapto-
physin, in geringer Menge vorkommt, sich aber im Gegensatz zu den meisten prasynap-
tischen Proteinen sehr stark auf einen kleinen Teilbereich der Synapse, die aktive Zone,
konzentriert (vgl. Wilhelm et al. 2014).

4.1.2 Synaptophysin

Synaptophysin kommt gehéauft auf der Oberflache synaptischer Vesikel vor (Takamori et
al. 2006), sodass die erhobenen Daten in ihrer Gesamtheit Rlckschliisse auf die subzel-
luldre Organisation des gesamten Vesikelclusters erlaubten. Die Halbwertsbreiten detek-
tierter Synaptophysin-Fluoreszenzsignale stellten sich in den untersuchten Hirnregionen
groRtenteils &hnlich dar (siehe Abschnitt 3.3.2). Statistisch signifikante Unterschiede
ergaben sich im Vergleich der Halbwertsbreiten der beiden hippocampalen Regionen
PyCA1 und PyCA2 mit der kortikalen Region S1I. Die subzelluldre Verteilung des Sy-
naptophysins wich somit im Vergleich dieser Hirnregionen voneinander ab und konnte
urséchlich fur funktionelle Unterschiede der entsprechend lokalisierten Prasynapsen sein.
Urséchlich flr eine variierende, subzelluldre Organisation des Synaptophysins kénnten
hierbei Verhaltnissunterschiede hinsichtlich der Dichte aller synaptischen Vesikel und
der an den aktiven Zonen angedockten Vesikeln sein (Schikorski und Stevens 1999).
Frihere Studien konnten entsprechend dieser Hypothese nachweisen, dass hippocampale
CA1-Synapsen sowohl hinsichtlich Anzahl enthaltener présynaptischer Vesikel (Harris
und Sultan 1995) als auch dem Verhaltnis zwischen der Anzahl der an die aktive Zone
angedockter Vesikel und der Anzahl nicht angedockter Vesikel variieren (Schikorski und
Stevens 1997). In der hier vorliegenden Arbeit wichen die Halbwertsbreiten des Synap-
tophysins im Vergleich der CA1-Synapsen (OrCAL, PyCALl, RadCAl) dementsprechend
tendenziell voneinander ab. Trotz fehlender statistischer Signifikanz kdnnte sich die sub-
zelluldre Verteilung der synaptischen Vesikel, im Vergleich dieser Subregionen des Hip-
pocampus, voneinander unterscheiden. Neher und Brose zeigten weiterfiihrend, dass auch
im Vergleich aller angedockten Vesikel Unterschiede hinsichtlich ihrer Exozytosewahr-

scheinlichkeit vorliegen (Neher und Brose 2018; siehe Ausfiihrungen in Abschnitt 4.2).
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In Anbetracht der erhobenen Daten kdnnten dementsprechend nicht generalisiert unter-
schiedliche subzellulare Verteilungsmuster der synaptischen Vesikel unterschiedliche
prasynaptische Funktionen bedingen, sondern minimale Unterschiede bezliglich der sub-
zelluléren Organisation des Vesikelclusters beziehungsweise Unterschiede im funktio-
nellen Status einzelner synaptischer Vesikel zu bestimmten Zeitpunkten. Diese feinen
Unterschiede konnten mit dem gewéhlten Analyseverfahren jedoch nicht untersucht wer-

den und sollten durch zukinftige Studien detailliert betrachtet werden.

Die durchschnittliche Halbwertsbreite der Synaptophysin-Fluoreszenzsignale aller unter-
suchten hippocampalen Prasynapsen (= 193,9 + 16,5 nm) lag tendenziell unter der, der
kortikalen Prasynapsen (= 216,7 £ 15,1 nm). Da das Vesikelcluster sich auf einen GroRteil
des préasynaptischen Volumens verteilt (Wilhelm et al. 2014) und elektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen zeigten, dass das Prasynaptische VVolumen in linearer Beziehung
zur GroRe der aktiven Zone und Zahl der prasynaptischen Vesikel steht (Yeow und Pe-
terson 1991) liel sich somit vermuten, dass hippocampale Préaynapsen durchschnittlich
kleiner waren als die, der untersuchten Regionen des somatosensorischen und motori-
schen Kortex. Dies geht mit den Ergebnissen von Schikorski und Stevens einher, die
zeigten, dass exzitatorische Synapsen des Hippocampus in Relation zu vergleichbaren
kortikalen Synapsen kleiner sind. Die Autoren konnten weiterhin anhand hippocampaler
CAL1-Synapsen und Synapsen des olfaktorischen Kortex zeigen, dass eine lineare Bezie-
hung zwischen dem Volumen présynaptischer Endigungen, der Anzahl synaptischer
Vesikel und der Grolie ihrer aktiven Zone besteht (Schikorski und Stevens 1997,
Schikorski und Stevens 1999). Korrelationen zwischen der Vesikelanzahl, der Grof3e der
aktiven Zone sowie dem prasynaptischen Volumen konnten auch in neueren Studien
nachgewiesen werden (Reshetniak et al. 2020). Diese Zusammenhdnge lassen sich im
Vergleich der gemessenen Halbwertsbreiten der Fluoreszenzsignale des Synaptophysins
und des Bassoons ebenfalls erkennen. Geringere, beziehungsweise ausgepragtere Halb-
wertsbreiten im Vergleich der Hirnregionen konnten gehduft bezlglich beider Proteine
festgestellt werden (siehe Ausflihrungen oben beziiglich der Halbwertsbreiten der Test-
proteine; vgl. Abbildungen 3.3.1 und 3.3.2).

Die Untersuchung hinsichtlich des Synaptophysin-Fluoreszenzpeaks liefl3 in einzelnen
Hirnregionen Tendenzen zu hoheren oder niedrigeren Fluoreszenzpeaks erkennen, ergab
im Vergleich der untersuchten Hirnregionen jedoch keine statistisch signifikanten Unter-
schiede (siehe Abschnitt 3.4.2).



4 Diskussion 94

Durchschnittliche Fluoreszenzpeaks hippocampaler Regionen (= 80,1 + 25,5 % Uber
Grundlinie) und kortikaler Regionen (= 98,4 + 19,8 % tber Grundlinie) stellten sich &hn-
lich dar. Die Menge an Synaptophysin kdnnte in hippocampalen Prasynapsen tendenziell
geringer sein (siehe Ausfiihrungen oben bezlglich der Fluoreszenzpeaks der Testproteine
in hippocampalen und kortikalen Hirnregionen). In Anbetracht der fehlenden statistischen
Signifikanz lasst sich jedoch schlussfolgern, dass die Menge an Synaptophysin in hippo-
campalen Prasynapsen und Présynapsen des somatosensorischen Kortex und des motori-

schen Kortex vergleichbar ist.

Zusammengefasst stellten sich die Verteilung und Menge des Synaptophysins und damit
der synaptischen Vesikel innerhalb der untersuchten Prasynapsen des Hippocampus und
der Regionen des somatosensorischen und motorischen Kortex dhnlich dar. Die, durch
Wilhelm und Kollegen publizierte, Organisation des Vesikelclusters einer durchschnitt-
lichen zentralen Prasynapse (Wilhelm et al. 2014) gilt anscheinend fiir Prasynapsen ver-

schiedener Hirnregionen.

4.1.3 SNAP-25

SNAP-25 lokalisiert sich in grolier Menge, mit wenigen Ausnahmen, vor allem im Be-
reich der prasynaptischen Plasmamembran bis hin zum Axon (Tao-Cheng et al. 2000;
Wilhelm et al. 2014; Maidorn et al. 2018). SNAP-25 kann somit als Markierung der pré-
synaptischen Plasmamebran angesehen werden. Die duRere Plasmamembran definiert das
prasynaptische VVolumen und umschlieRt das Vesikelcluster und l6sliche présynaptische
Proteine rdumlich. Die erhobenen Daten ermdglichten somit Rickschliisse auf die mole-

kulare Organisation der prasynaptischen Plasmamembran.

Die Untersuchung hinsichtlich der Halbwertsbreiten detektierter SNAP-25-Fluoreszenz-
signale ergab, im Vergleich der untersuchten Hirnregionen, keine statistisch signifikanten
Unterschiede (siehe Abschnitt 3.3.3). Die subzelluldre Verteilung des SNAP-25 ist dem-
nach in den untersuchten Hirnregionen vergleichbar. Die durchschnittlichen Halbwerts-
breiten hippocampaler und kortikaler Fluoreszenzsignale des SNAP 25 (= 167,8 + 23,9
nm vs. = 173,2 + 22,2 nm) liel3en eine leichte Tendenz zu geringeren Halbwertsbreiten in
hippocampalen Prasynapsen erkennen. Diese Tendenz korrespondierte mit den Halb-
wertsbreiten des Synaptophysins, den VGLUT 1/2 und des Amphiphysins, im jeweiligen

Vergleich, hippocampaler und kortikaler Présynapsen.
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Hierdurch wird die Vermutung, dass hippocampale Présynapsen kleiner als kortikale Pra-
synapsen sind, gestutzt (siehe Ausfihrungen und Literaturvergleich in Abschnitt 4.1.2).
Die, Uber alle untersuchten Hirnregionen gemittelte, Halbwertsbreite der SNAP-25-Flu-
oreszenzsignale (= 170,1 £ 23,2 nm) war ebenfalls vergleichbar zu den durchschnittlichen
Halbwertsbreiten des Amphiphysins (= 180,6 = 16,1 nm), den VGLUT 1/2 (= 190,0 %
15,0 nm) und des Synaptophysins (= 203,7 + 15,9 nm). Auch im Vergleich zur deutlich
geringeren durchschnittlichen Halbwertsbreite des Bassoons (= 104,5 + 2,8 nm) verhielt
sich SNAP-25 somit analog zu allen Testproteinen. Ein unmittelbarer Vergleich der Halb-
wertsbreiten des membranstdndigen SNAP-25, mit den Halbwertsbreiten der 16slichen,
beziehungsweise vesikuldren Proteine Synaptophysin, VGLUT 1/2 und Amphiphysin ist
aufgrund der voneinander abweichenden Ausgangsdatenmenge sowie den unterschiedli-
chen synaptischen Lokalisationen dieser Proteine erschwert. Der Vergleich mit dem
Bassoon steht allerdings im Einklang mit dem Wissen, dass sich Bassoon, im Gegensatz
zum SNAP-25, nur in einem Kleinen Teilbereich der prasynaptischen Membran, der ak-
tiven Zone, lokalisiert (Stidhof 2012b, siehe Ausfiihrungen und Literaturvergleich in Ab-
schnitt 4.1.1).

Die Untersuchung hinsichtlich des SNAP-25-Fluoreszenzpeaks verblieb ebenfalls ohne
statistische Signifikanz. Der Vergleich des durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks des
SNAP-25 der hippocampalen Prasynapsen (= 158,7 + 49,8 % ber Grundlinie), mit dem,
der kortikalen Praynapsen (= 157,9 + 22,2 % uber Grundlinie) entsprach der fehlenden
statistischen Signifikanz. Die Menge an SNAP-25, in den Présynapsen der untersuchten

Hirnregionen, ahnelte sich somit.

Der, uber alle untersuchten Hirnregionen, gemittelte Fluoreszenzpeak des SNAP-25 (=
158,4 + 37,9 % uber Grundlinie) war im Vergleich zum Synaptophysin (=
87,9 £ 23,0 % Uber Grundlinie), Amphiphysin (= 115,4 + 31,4 % Uber Grundlinie) und
den VGLUT 1/2 (= 136,4 + 24,1 % Uber Grundlinie) hoher. Da sich SNAP-25, in groRer
Menge (Wilhelm et al. 2014), auf einen ausgedehnten Bereich der synaptischen Plasma-
membran und angrenzende Strukturen verteilt (Tao-Cheng et al. 2000; Maidorn et al.
2018; Hussain et al. 2019), eine hohe Effizienz der immunologischen Markierung des
SNAP-25 wahrscheinlich ist (siehe Ausfuihrungen unten) und der Vergleich zum durch-
schnittlichen Fluoreszenpeak des Bassoons (= 667,9 + 72,4 % Uber Grundlinie) zusétzlich
verdeutlicht, dass sich Bassoon im Gegensatz zum SNAP-25 stark auf einen kleinen Be-
reich, die aktive Zone, der présynaptischen Membran konzentriert (Dieck et al. 1998),
sind die erzielten Ergebnisse als plausibel einzustufen.
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Die in dieser Arbeit erkennbaren leichten Schwankungen der Halbwertsbreiten und Flu-
oreszenzpeaks des SNAP-25 kdnnten, bei gegenliber den Testproteinen Bassoon und Sy-
naptophysin reduzierter Datenmenge, trotzdem auf Einschrankungen beziglich der im-
munologischen Markierung zuriickzuftihren sein (siehe Abschnitt 4.3). Aufgrund des ge-
hauften Vorkommens des SNAP-25 sowie der guten Zuganglichkeit fir Fluoreszenzan-
tikorper, im Bereich der Plasmamebran, ist jedoch eine hohe Effizienz der Fluoreszenz-
markierung anzunehmen. Durch zusatzliche Summation aller SNAP-25 Fluoreszenzsig-
nale, wurde die Wahrscheinlichkeit von Fehlinterpretationen nicht-présynaptischer Sig-

nale zusétzlich reduziert (Siehe Abschnitt 4.3).

Zusammengefasst unterschied sich die subzellulare Verteilung und Menge des SNAP-25,
im Vergleich unterschiedlich lokalisierter Prasynapsen des Hippocampus sowie des so-

matosensorischen und motorischen Kortex, nicht grundlegend voneinander.

414 VGLUT 1/2 und Amphiphysin

Die Untersuchungen hinsichtlich der durchschnittlichen Halbwertsbreiten detektierter
Fluoreszenzsignale der Testproteine VGLUT 1/2 und Amphiphysin ergaben, im Ver-
gleich der jeweils untersuchten Hirnregionen, keine statistisch signifikanten Unterschiede
(siehe Abschnitt 3.3.4 und 3.3.5).

Die durchschnittlichen Halbwertsbreiten hippocampaler und kortikaler Fluoreszenzsig-
nale der VGLUT 1/2 (= 177,8 £ 9,8 nm vs. = 206,4 + 21,9 nm) und des Amphiphysins
(= 175,9 nm vs. = 185,3 + 32,2 nm) lieRen, in beiden Testgruppen, eine leichte Tendenz
zu geringeren Halbwertsbreiten in hippocampalen Prasynapsen erkennen. Weiterhin ver-
hielten sich die, Gber alle Hirnregionen gemittelten, Halbwertsbreiten des Amphiphysins
(= 180,6 £ 16,1 nm) und der VGLUT 1/2 (= 190,0 = 15,0 nm) ahnlich. Auch im Vergleich
zum Synaptophysin (= 203,7 = 15,9 nm) und dem Bassoon (= 104,5 = 2,8 nm) verhielten
sich beide Testproteine somit vergleichbar. Die subzellularen Verteilungen der VGLUT
1/2 und des Amphiphysins waren demnach, im Vergleich der jeweils untersuchten Hirn-
regionen, &hnlich und zeigten ein, zum Synaptophysin vergleichbares subzellulares Ver-

teilungsmuster (siehe Ausfuihrungen und Literaturvergleich in Abschnitt 4.1.2).
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Im Literaturvergleich wird dementsprechend eine vergleichbare subzellulare Verteilung
dieser Proteine angenommen. VGLUT 1/2 und Synaptophysin sind beide Bestandteil
vesikularer Membranen (Bellocchio et al. 2000; Takamori et al. 2000; Takamori et al.
2006) und kommen den Untersuchungen von Wilhelm und Kollegen zu Folge, in durch-
schnittlichen Prasynapsen, in vergleichbarer Menge vor (Wilhelm et al. 2014). Ein ver-
gleichbares subzelluldres Verteilungsmuster ist somit wahrscheinlich. Amphiphysin ver-
teilt sich, bei geringer Gesamtmenge, zudem ebenfalls im gesamten prasynaptischen Vo-
lumen (Wilhelm et al. 2014) und besitzt eine Tendenz zum Erkennen und binden ge-
krimmter Plasmamembranen (Peter et al. 2004; Sorre et al. 2012). Lichte und Kollegen
konnten dementsprechend licht- und elektronenmikroskopisch ein &hnliches Verteilungs-
muster des Amphiphysins und des Synaptophysins nachweisen. Amphiphysin assoziiert
demnach als peripheres Vesikelprotein mit dem préasynaptischen Vesikelcluster (Lichte
et al. 1992). Weiterfuhrend konnten Denker und Kollegen auch mittels hochauflésender
Mikroskopie visualisieren, dass Amphiphysin mit dem, in gréRerer Menge vorkommen-
den, Synaptophysin innerhalb des Vesikelclusters kolokalisiert. Analog zu einer Vielzahl
prasynaptischer Proteine wird Amphiphysin durch das Vesikelcluster abgepuffert und
liegt somit in Assoziation zu den synaptischen Vesikeln vor (Denker et al. 2011b). Ein
vergleichbares subzelluléres Verteilungsmuster des Amphiphysins, im Vergleich zu den

vesikularen Proteinen Synaptophysin und VGLUT 1/2 ist somit wahrscheinlich.

Die, in dieser Arbeit, im Vergleich der untersuchten Hirnregionen, erkennbaren Schwan-
kungen der Halbwertsbreiten des Amphiphysins, kénnten in Anbetracht der Studien von
Bauerfeind und Kollegen auf unterschiedliche Verhaltnisse zwischen dem, mit dem Vesi-
kelcluster assoziierten Amphiphysin und dem, mit in Endozytose befindlichen Vesikeln
assoziiertem Amphiphysin, zurtickzufiihren sein (Bauerfeind et al. 1997). Mdgliche Ein-
schréankungen beziiglich der immunologischen Markierung der Testproteine VGLUT 1/2

und Amphiphysin kdnnen jedoch nicht ausgeschlossen werden (siehe Abschnitt 4.3).

Die Untersuchungen hinsichtlich des Fluoreszenzpeaks des Amphiphysins und der
VGLUT 1/2 blieben, im Vergleich der jeweils untersuchten Hirnregionen, ebenfalls ohne
statistische Signifikanz. Der Vergleich des durchschnittlichen Fluoreszenzpeaks des Am-
phiphysins hippocampaler Préasynapsen (= 96,5 % Uber Grundlinie), mit dem, der korti-
kalen Prasynapsen (= 134,2 £+ 62,9 % Uber Grundlinie) lasst vermuten, dass die Amphip-
hysinmenge in hippocampalen Prasynapsen geringer ist als in kortikalen Prasynapsen.
Der durchschnittliche VGLUT-Fluoreszenzpeak der untersuchten hippocampalen Préasy-
napsen (= 130,8 + 17,0 % duber Grundlinie) fiel ebenfalls geringer aus als der
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durchschnittliche Fluoreszenzpeak der untersuchten kortikalen Prasynapsen (=
144,0 + 33,6 % uber Grundlinie). Die Menge an VGLUT 1/2 in hippocampalen Prasy-
napsen konnte somit ebenfalls geringer sein als in den Prasynapsen der untersuchten Re-
gionen des somatosensorischen und motorischen Kortex. Bei fehlender statistischer Sig-
nifikanz konnte diese Tendenz auf geringfugig voneinander abweichende Mengen der
VGLUT 1/2 in Prasynapsen unterschiedlicher Hirnregionen hindeuten. VGLUT kommen
insbesondere in exzitatorischen Synapsen vor (EI Mestikawy et al. 2011). Unterschiedli-
che Verhaltnisse zwischen exzitatorischen und inhibitorischen synaptischen Kontakten
konnten im Vergleich der untersuchten Hirnregionen vorliegen und funktionelle Unter-
schiede bedingen. Dementsprechend konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
Dichte exzitatorischer Synapsen im akzessorischen Riechkolben geringer ist, als im Kor-
tex (Dani et al. 2010). Neben grundsatzlich voneinander abweichenden subzelluléaren
Verteilungen und Mengen der VGLUT in exzitatorischen Synapsen kdnnten auch Unter-
schiede hinsichtlich der Verteilung der Isoformen des Proteins ursachlich fur funktionelle
Unterschiede verschiedener Prasynapsen sein. Die Isoformen VGLUT1 und VGLUT2
verteilen sich groRtenteils komplementér in verschiedenen Hirnregionen (Kaneko und
Fujiyama 2002; Herzog et al. 2006) und konnten von Graziano und Kollegen in Présy-
napsen einzelner kortikaler Schichten kolokalisiert nachgewiesen werden. Dadurch, dass
sie moglicherweise in unterschiedlichen Vesikelpopulationen vorkommen, kénnten sie
zur Ausbildung unterschiedlicher neuronaler Projektionssysteme beitragen (Graziano et
al. 2008). Fremeau und Kollegen zeigten, dass sich VGLUT1 geh&uft in Nervendigungen
mit geringer Exozytosewahrscheinlichkeit nachweisen lasst, wohingegen VGLUT2 ge-
hauft in Nervendigungen mit hoherer Exozytosewahrscheinlichkeit vorkommt. Dieses
Verteilungsmuster kénnte direkten Einfluss auf die Aktivitat neuronaler Netzwerke haben
(Fremeau et al. 2004).

Unterschiedliche Expression der Isoformen des VGLUT fiihren zu morphologischen und
funktionellen Verédnderungen innerhalb des Gehirns, sodass VGLUT Einfluss auf die ver-
fligbare Menge an Glutamat nehmen und damit die neuronale Ubertragung modulieren
konnten (Pietrancosta et al. 2020). Eine Differenzierung der Isoformen 1 und 2 des

VGLUT konnte mit der in dieser Arbeit angewandten Methodik jedoch nicht erfolgen.
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Zusammenfassend unterschied sich die subzellulare Verteilung und Menge der VGLUT
1/2 und des Amphiphysins im Vergleich der jeweils untersuchten unterschiedlich lokali-
sierten, Prasynapsen des Hippocampus sowie des somatosensorischen und motorischen
Kortex, nicht grundlegend voneinander. VGLUT 1/2 und Amphiphysin zeigten zudem

ein vergleichbares subzellulares Verteilungsmuster zum Synaptophysin.

415 Fazit

Die untersuchten Testproteine reprasentierten essenzielle Bestandteile des prasynapti-
schen Mechanismus zur Steuerung des Vesikelrecyclings. Die Untersuchungen hinsicht-
lich ihrer subzelluldren Verteilungen und relativen Mengen ergaben lediglich vereinzelt
statistisch signifikante Unterschiede. Der Fokus dieser Arbeit lag auf den beiden geh&uft
vorkommenden prasynaptischen Proteinen Synaptophysin und Bassoon (siehe Tabelle
Abschnitt 7.1 beziiglich Anzahl der untersuchten Fluoreszenzsignale). GemaR den, be-
ziglich dieser beiden Proteine, erhobenen Daten unterschieden sich die molekularen Or-
ganisationen der aktiven Zonen und Vesikelcluster unterschiedlich lokalisierter Prasy-
napsen lediglich geringfuigig voneinander. Die ergédnzend durchgefihrten Untersuchun-
gen, bezlglich der Testproteine SNAP-25, VGLUT 1/2 und Amphiphysin, entsprachen
in ihren Tendenzen diesen Ergebnissen. Die erhobenen Daten fiihrten zu der Hypothese,
dass sich Présynapsen in unterschiedlichen Hirnregionen hinsichtlich der subzellularen
Verteilung und Menge der enthaltenen Proteine lediglich geringfligig voneinander unter-
scheiden. Das synaptische Proteom besteht aus 2000 bis 3000 Proteinen (Grant 2018) von
denen bis zu 1124 verschiedene Proteine das postsynaptische Proteom exzitatorischer Sy-
napsen bilden (Collins et al. 2006). In Anbetracht der Komplexitét des synaptischen Pro-
teoms liegt somit die Vermutung nahe, dass entgegen der Interpretation der hier erhobe-
nen Daten, Unterschiede hinsichtlich der subzellularen Organisation des prasynaptischen
Proteoms unterschiedlich lokalisierter Prasynapsen eine Rolle bei der Auspragung funk-

tioneller Unterschiede spielen.

Anderson und Grant entwickelten dementsprechend ein Modell, in dem der Proteinspie-
gel einiger Kernproteine glutamaterger Synapsen, in Abh&ngigkeit der Funktion und Lo-
kalisation der Synapsen im Gehirn, variiert. Somit kénnten regionale Unterschiede in der
Zusammensetzung des Proteoms einzelner Synapsen zu unterschiedlichen synaptischen
Funktionsmustern fihren (Anderson und Grant 2006). Grant und Kollegen vermuteten
ebenfalls, dass die Organisation des synaptischen Proteoms molekulare Mechanismen

und damit die synaptische Funktion steuert. Die Autoren vermuteten, dass Prozesse wie
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beispielsweise das Lernen durch Modifizierung des postsynaptischen Proteoms bedingt
sein konnten (Grant 2018). Die, gemaR den Ausflihrungen von Anderson und Grant, nach-
weisbhar unterschiedliche Genexpression in Neuronen verschiedener Hirnregionen und
Subregionen des Hippocampus stiitzt diese Hypothesen. Studien hinsichtlich der Genex-
pression geben jedoch keine Information Uber die subzelluldre Verteilung der entspre-
chenden Proteine (Anderson und Grant 2006).

Der Groliteil der Studien, die das synaptische Proteom bisher untersuchten, bezog sich
zudem auf das gesamte Gehirn. Die Frage, ob hierbei zwischen verschiedenen Hirnregi-
onen, Subregionen und einzelnen Kompartimenten zentraler Neurone wie beispielsweise
den Prasynapsen Heterogenitat hinsichtlich der subzellularen Organisation einzelner sy-
naptischer Proteine besteht konnte somit bisher nicht eindeutig geklart werden. Aussage-
kréaftige Daten bezuglich subzelluldrer Proteinorganisationen kdnnen nur durch unterstit-
zende Anwendung hochaufldsender Mikroskopieverfahren erhoben werden. Dani und
Kollegen konnten dementsprechend, unter Anwendung von STORM, synaptische Prote-
ine im direkten Vergleich verschiedener Hirnregionen der Maus untersuchen. Die laterale
Organisation postsynaptischer Rezeptoren variierte hierbei im Vergleich einzelner Sy-
napsen deutlich (Dani et al. 2010). Unterschiedliche subzelluldre Organisationen einzel-
ner synaptischer Proteine sind somit wahrscheinlich. Zhu und Kollegen untersuchten wei-
terfihrend und methodisch in Teilen zur hier vorgelegten Arbeit vergleichbar, zwei ge-
hauft vorkommende postsynaptische Proteine (PSD95 und SAP102) zum besseren Ver-
stdndnis der Zusammensetzung des synaptischen Proteoms in verschiedenen Hirnregio-
nen der Maus. Unter Anwendung von STED konnten Zhu und Kollegen anhand der zwei,
mittels Green Fluorescent Protein (GFP), genetisch markierten postsynaptischen Prote-
ine exzitatorischer Synapsen insgesamt 37 synaptische Subtypen klassifizieren, die sich
zusatzlich in zahlreiche weitere Subtypen einteilen lieBen. Diese synaptischen Subtypen

lieen sich in unterschiedlicher Verteilung, in verschiedenen Hirnregionen nachweisen.

Hirnregionen konnten so, durch Zhu und Kollegen, anhand spezifischer Verteilungsmus-
ter synaptischer Subtypen charakterisiert werden. Einige synaptische Subtypen liel3en
sich im gesamten Gehirn nachweisen, wohingegen andere Subtypen nur in bestimmten
Regionen des Mausgehirns gehduft vorkamen. Weiterhin unterschied sich in der Arbeit
von Zhu und Kollegen die subzellulére Organisation des postsynaptischen Proteoms hin-
sichtlich der beiden Testproteine sowohl im Vergleich verschiedener Hirnregionen wie
beispielsweise im Vergleich des Hippocampus mit dem somatosensorischen Kortex als

auch im Vergleich einzelner Subregionen des Hippocampus sowie zwischen einzelnen
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Schichten kortikaler Regionen. Hirnregionen, die hoheren kognitiven Funktionen dienen,
wie beispielsweise der Hippocampus und Regionen des Neokortex, wiesen in dieser Stu-
die die hochste postsynaptische Diversitat auf, wohingegen der Hirnstamm durch eine
geringe postsynaptische Diversitat charakterisiert wurde. Zhu und Kollegen schlussfol-
gerten, dass die hohe Diversitat des synaptischen Proteoms nicht nur fur diese zwei post-
synaptischen Proteine exzitatorischer Synapsen gilt, sondern flir das gesamte postsynap-
tische und prasynaptische Proteom in exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen. Die
hieraus resultierende hohe Vielfalt unterschiedlicher Synapsentypen kénnte die Grund-
lage zur Ausbildung hochkomplexer neuronaler Kreislaufe bilden. Bedingt durch Unter-
schiede hinsichtlich der Organisation des synaptischen Proteoms kdnnten verschiedene
synaptische Subtypen unterschiedlich auf neuronale Aktivitatsmuster reagieren und da-

mit die funktionelle Diversitét verschiedener Hirnregionen bedingen (Zhu et al. 2018).

Eine Kombination der von Zhu und Kollegen festgestellten hohen Diversitat der subzel-
luldren Organisation des postsynaptischen Proteoms und der, den Daten der hier vorge-
legten Arbeit zugrunde liegenden Vermutung, dass sich die subzelluldre Organisation des
prasynaptischen Proteoms in verschiedenen Hirnregionen geringfligig unterscheidet,
sollte in Erwégung gezogen werden. Hieraus ergibt sich die Hypothese, dass das synap-
tische Proteom einerseits hinsichtlich bestimmter Proteine unabhangig der synaptischen
Lokalisation im Gehirn lediglich geringfiigig variiert und andererseits hinsichtlich ande-
rer Proteine, in Abhé&ngigkeit der synaptischen Lokalisation im Gehirn deutlich variiert.
Synapsen konnten unabhéngig von ihrer Lokalisation einen konstante Grundzusammen-
setzung ihres Proteoms vorweisen, die in unterschiedlichen Bereichen des Gehirns hin-

sichtlich spezifischer Proteine modifiziert wird.

Weiterhin erscheint auch eine ausgepragte Diversitat der Organisation des postsynapti-
schen Proteoms, bei gleichzeitig schwach ausgepragter Diversitat der Organisation des
prasynaptischen Proteoms moglich. Hierdurch wirde die, lediglich in Teilen vorliegende,
makroskopische Heterogenitat unterschiedlich lokalisierter Prasynapsen (Schikorski und
Stevens 1999) auch auf subzellul&rer Ebene vorliegen.

Die, in dieser Arbeit, durchgefiihrte Form der Auswertung knipfte methodisch unmittel-
bar an die Untersuchungen von Wilhelm und Kollegen an. Die Autoren konnten durch
Kombination elektronenmikroskopischer Aufnahmen, der Massenspektrometrie und
hochauflosender Mikroskopie (STED) anhand isolierter Synaptosomen verschiedener
Hirnregionen ein Modell einer durchschnittlichen Présynapse, einschlielich des dicht
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gepackten prasynaptischen Proteoms erstellen. Bei der Auswertung der Fluoreszenzsig-
nale der antikdrpermarkierten Testproteine gingen die Autoren entsprechend der, in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Analyse vor. Prasynaptische Fluoreszenzsignale
wurden anhand ihrer aktiven Zonen korrekt zueinander ausgerichtet und zu durchschnitt-
lichen Fluoreszenzbildern der Prasynapsen zusammengefasst. Fluoreszenzsignale des
Vesikelclusters und zusétzlich markierter Proteine konnten so korrekt zueinander ausge-
richtet und summiert werden. Hierdurch konnten Riickschlisse auf die durchschnittliche
raumliche Verteilung der Testproteine innerhalb der Prasynapsen gezogen werden. Ent-
sprechend der hier erzielten Ergebnisse stellte sich auch in dieser Studie die subzellulare
Verteilung der meisten Proteine innerhalb der Prasynapsen ahnlich dar. Proteine der ak-
tiven Zone, wie hier anhand des Bassoons gezeigt, konzentrierten sich ebenfalls insbe-
sondere auf die aktiven Zone, wohingegen der Grol3teil prasynaptischer Proteine, in
schwankender Konzentration in unterschiedlichen Bereichen, im gesamten Bereich der
Présynapse vorlagen. Die Autoren schlussfolgerten ebenfalls, dass fir den Grofteil pra-
synaptischer Proteine die Lokalisation geringe absolute Konzentrationen wahrscheinlich
nicht ausgleicht (Wilhelm et al. 2014).

Zusammenfassend l&sst sich anhand der Ergebnisse von Wilhelm und Kollegen, sowie
den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen vermuten, dass die subzelluldren Lokalisatio-
nen prasynaptischer Proteine nicht primar ursachlich fur funktionelle Unterschiede ver-
schiedener Prdynapsen sind. Mdglicherweise resultieren unterschiedliche Funktionen
einzelner Présynapsen aus dem nachweisbar variablem, postsynaptischem Proteom un-

terschiedlich lokalisierter Postsynapsen (Zhu et al. 2018).
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Postsynapsen konnten hierdurch unterschiedlich auf eintreffende neuronale Stimulation
reagieren, wodurch auch die in den Prasynapsen, der entsprechenden Neuronen, eintref-
fenden Signale variieren wirden. Hierdurch waren auch bei durchschnittlich &hnlichem,
prasynaptischem Proteom (siehe Abbildung 40; Modell einer durchschnittlichen Présy-
napse einschliel’lich des présynaptischen Proteins) unterschiedliche prasynaptische Funk-
tionen denkbar. Nicht die Zusammensetzung des prasynaptischen Proteoms wiirde somit
Uber prasynaptische Funktionen entscheiden, sondern die eintreffenden Signale, die durch
die Organisation des vorgeschalteten, postsynaptischen Proteoms unterschiedlich beein-
flusst werden. Weitere denkbare Ursachen variierender prasynaptischer Funktionen wer-
den im Abschnitt 4.2 diskutiert.

LRaSe

Abbildung 40: Dreidimensionales Modell der prasynaptischen Architektur.

Durchschnittliches Modell der présynaptischen Proteinorganisation sowie der subzellularen Ver-
teilung synaptischer Vesikel (beige runde Strukturen) und 60 prasynaptischer Proteine. Eine Drei-
dimensionale Modelldarstellung verschiedener Prasynapsen aus unterschiedlichen Hirnregionen
kdnnte in Zukunft einen groBen Beitrag zum Versténdnis des zentralen Nervensystems leisten
(enthommen und modifiziert nach Wilhelm et al. 2014). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher

Genehmigung von The American Association for the Advancement of Science.
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4.2  Mogliche Ursachen variierender synaptischer Aktivit:it

Die synaptische Aktivitat wird durch das hochkomplexe Zusammenspiel aus neuronaler
Diversifikation, der Verschaltung exzitatorischer und inhibitorischer Synapsen (Lodato
und Arlotta 2015), der anhand unterschiedlicher Transkritpome feststellbaren hohen An-
zahl verschiedener Klassen und Unterklassen von Neuronen und Gliazellen (Zeisel et al.
2015), unterschiedlicher elektrischer Aktivitatsmuster (Mizuseki et al. 2012; Mizuseki
und Buzséki 2013), funktioneller Unterschiede einzelner Isoformen synaptischer Proteine
(De Gois et al. 2006; Voglmaier et al. 2006; O’Rourke et al. 2012) und postsynaptischer
Rezeptoren (Hull et al. 2009), der Regulation synaptischer Aktivitat durch Calcium
(Maus et al. 2020) sowie der subzelluldaren Regulation synaptischer Mechanismen (Riz-
zoli 2014) gesteuert. Den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zufolge unterscheiden sich
die subzellul&ren Organisationen verschiedener présynaptischer Proteine, in hippocam-
palen und kortikalen Hirnregionen lediglich geringfligig voneinander. Sofern die subzel-
luldre Organisation des prasynaptischen Proteoms auch in vivo unabhangig von der sy-
naptischen Lokalisation im Gehirn geringfligig variiert, stellt sich somit weiterhin die
Frage, wodurch funktionelle Unterschiede verschiedener Prasynapsen auf subzellulérer

Ebene bedingt sein kénnten.

Bei hoher synaptischer Aktivitat werden lediglich maximal 5 % aller synaptischen Vesi-
kel aktiv recycelt (Denker et al. 2011a). Ein Grof3teil der prasynaptischen Vesikel und
Proteine wirde demnach eine Sicherheitsreserve darstellen, die nicht aktiv genutzt wird.
Madgliche unterschiedliche subzelluldre Organisationen einzelner prasynaptischer Prote-

ine hatten somit geringen Einfluss auf Vorgénge des Vesikelzyklus.

Die Auspragung lokaler prasynaptischer Aktivitaten konnte in Abhangigkeit unterschied-
licher Proteinregulation, der im Uberschuss verfiigbaren prasynaptischen Proteine, erfol-
gen. Fruhere Studien vermuteten eine Regulierung des Vesikelzyklus durch spezifische
Kontrollproteine, die zu bestimmten Zeitpunkten in spezifischen Lokalisationen aktiv
werden. Insbesondere durch Einfuhrung hochauflésender Mikroskopieverfahren wurde
deutlich, dass solche Erklarungen synaptischer Reaktionen und deren Steuerung hinsicht-
lich ihrer Komplexitat nicht ausreichend sind (Saka und Rizzoli 2012). Wahrscheinlich
werden Reaktionen des Vesikelzyklus durch Konzentrationsverhaltnisse, Positionen, An-
zahl und reaktiven Zustand der beteiligten, bekannten, Komponenten gesteuert (Rizzoli
2014).
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Gemal’ den Untersuchungen von Denker und Kollegen werden die, zur synaptischen
Ubertragung bendtigten, I6slichen Proteine durch die prasynaptischen Reservevesikel in
der Présynapse gehalten. Bendtigte Proteine konnen so in Abhangigkeit der synaptischen
Aktivitadt durch den Einfluss von Calciumionen bereitgestellt werden (Denker et al.
2011b). Amphiphysin wird dementsprechend beispielsweise in Abhdngigkeit der intra-
zellul&ren Calciumkonzentration aktiviert (Bauerfeind et al. 1997; Cousin und Robinson
2001; Wu et al. 2009). Die Bereitstellung benétigter Faktoren der synaptischen Ubertra-
gung sowie des Vesikelrecyclings kdnnte so insgesamt garantiert und reguliert werden
(Rizzoli 2014). Vesikel des reserve pool kénnten somit die synaptische Ubertragung be-
einflussen, indem die Verfugbarkeit bestimmter Proteine beeinflusst wird.

Das gehauft vorkommende Synaptophysin beteiligt sich wahrscheinlich an der Ausbil-
dung einer Vielzahl synaptischer Eigenschaften, wie beispielsweise der aktivitatsabhan-
gigen Formation synaptischer Kontakte (Tarsa und Goda 2002; siehe Abschnitt 1.4.3).
Synaptophysin konnte, aufgrund seiner zahlreichen Proteininteraktionen, einen wichtigen
Regulator verschiedener Schritte des Vesikelrecyclings darstellen (Felkl und Leube
2008). Die erhobenen Daten ergaben im Vergleich der Hirnregionen jedoch kaum statis-
tisch signifikante Unterschiede bezuglich der subzelluléren Verteilung des Synaptophy-
sins und keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Proteinmenge. Diese
Ergebnisse stutzen die Hypothese, dass nicht die Menge beziehungsweise Proteinkon-
zentration in bestimmten prasynaptischen Bereichen entscheidend fiir die Regulation der
synaptischen Aktivitét ist, sondern die variierende Aktivitatsregulierung einzelner Prote-
ine zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Vesikelzyklus. Kwon und Chapman konnten in
Einklang mit dieser Vermutung zeigen, dass Synaptophysin mit unterschiedlichen Struk-
turelementen, zu verschiedenen Zeitpunkten der Vesikelendozytose aktiv wird. Wahrend
und nach neuronaler Stimulation fordert es vermutlich die Rekrutierung und Ansamm-
lung endozytotischer Faktoren. Bei fehlendem Synaptophysin beziehungsweise fehlender
Aktivitat konnte die Vesikelendozytose durch den langsameren Ablauf endozytotischer
Prozesse oder durch verringerte Anzahl gleichzeitig aufnehmbarer Vesikel beeintrachtigt
werden (Kwon und Chapman 2011). Anhand der erhobenen Daten I&sst sich auch beziig-
lich des SNAP-25 vermuten, dass nicht die Anzahl und Lokalisation des geh&uft vorkom-
menden SNAP-25 entscheidend ist, sondern dessen Aktivitat zu bestimmten Zeitpunkten.
Seine Aktivitat konnte unmittelbaren Einfluss auf die prasynaptischen Calciumdynamik
(Verderio et al. 2004) sowie auf die Ausbalancierung zwischen Vesikelexozytose und

Endozytose nehmen (Zhang et al. 2013).
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Weiterhin konnten Unterschiede in der Aktivitatsregulation prasynaptischer Proteine ver-
schiedener Prasynapsen Einfluss auf den Giberwiegend stattfindenden Endozytosemecha-
nismus nehmen, wodurch die Effizienz der synaptischen Ubertragung beeinflusst werden
konnte. Delvendahl und Kollegen vermuteten dementsprechend, dass Synapsen aktivi-
tatsabhéngig zwischen verschiedenen Endozytoseformen wechseln (Delvendahl et al.
2016). Durch einen einzelnen eintreffenden Reiz wird beispielsweise ultraschnelle,
clathrinunabhangige, Endozytose im Bereich von periaktiven Zonen ausgeldst (Watanabe
et al. 2013b; Delvendahl et al. 2016), wohingegen bei steigender synaptischer Aktivitat
zusétzlich clathrinabhéngigen Endozytose stattfindet (Delvendahl et al. 2016). Bei starker
Steigerung der synaptischen Aktivitat kommt es letztendlich zur Aktivierung von ,, Bulk -

Endozytosemechanismen (Clayton und Cousin 2009).

Gemal} den erhobenen Daten bezuglich des Bassoons ahnelt sich die molekulare Organi-
sation der aktiven Zonen in unterschiedlichen Hirnregionen ebenfalls. Vermutlich ent-
scheidet nicht die Organisation der aktiven Zonen direkt tiber die Exozytosewahrschein-
lichkeit synaptischer Vesikel, sondern Unterschiede hinsichtlich der Eigenschaften sy-
naptischer Vesikel. Sie stellen vermutlich einen weiteren wichtigen Faktor bei der variie-
renden Regulation der synaptischen Aktivitat dar. Dementsprechend konnten Schikorski
und Stevens zeigen, dass, im Vergleich unterschiedlicher Schichten des lateralen Riech-
streifens, sowohl die absolute Vesikeldichte als auch die Dichte angedockter Vesikel im
Bereich der aktiven Zone variiert (Schikorski und Stevens 1999). Eine erhohte Anzahl
angedockter Vesikel geht hierbei mit erhohter Exozytosewahrscheinlichkeit einher
(Dobrunz und Stevens 1997; Murthy et al. 1997). Weiterhin besteht anscheinend auch
innerhalb der, an die aktiven Zonen, angedockten Vesikelpopulation funktionelle Hete-
rogenitat. Neher und Brose vermuteten, dass sich phasische und tonische Synapsen durch
die Besetzung ihrer aktiven Zonen mit fest und locker gebundenen Vesikeln unterschei-
den. Vesikel konnten hierbei calciumabhangig, vermittelt durch unterschiedliche Aktivi-
tat der SNARE-Proteine, dynamisch zwischen einem locker angedockten Zustand und
einem enger angedockten Zustand wechseln. Unterschiede im Verhéltnis dieser Vesikel
konnten die synaptische Ubertragung beeinflussen (Neher und Brose 2018). Maus und
Kollegen konnten weiterfiihrend zeigen, dass eine geringere prasynaptische Exozytose-
wahrscheinlichkeit mit einer geringeren Anzahl angedockter Vesikel einhergeht. Bei ver-
gleichbarer absoluter Menge an synaptischen Vesikeln in unterschiedlichen Synapsen va-
riierte das Verhéltnis zwischen fest an die aktive Zone angedockten Vesikeln und locker,

in der N&he der aktiven Zone gebundenen synaptischen Vesikeln. Die unterschiedliche
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Verteilung der synaptischen Vesikel im Bereich der aktiven zone beteiligt sich anschei-
nend an der Ausbildung der funktionellen Heterogenitét verschiedener Synapsen (Maus
et al. 2020). Bei ahnlicher molekularer Zusammensetzung synaptischer Vesikel besteht
somit ausgepragte funktionelle Heterogenitat. Diese feinen Unterschiede innerhalb der
Vesikelpopulation konnten durch die, in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse, nicht er-
fasst werden und stellen mdgliche Erklarungen dar, wodurch funktionelle Heterogenitat
bezuglich synaptischer Vesikel, bei vergleichbarer subzelluldarer Organisation der unter-

suchten Proteine bedingt sein konnten.

Einen weiteren Faktoren, der die Ausbildung komplexer neuronaler Netzwerke auf sub-
zellulérer Ebene beeinflussen kdnnten, stellt das metabolische Alter der aktiv recycelnden
Vesikel einzelner Prasynapsen dar. Truckenbrodt und Kollegen konnten nachweisen, dass
aktiv recycelnde Vesikel metabolisch jiinger sind, als Vesikel, die dem reserve pool zu-
zuordnen sind. Synaptische Vesikel werden nach einer begrenzten Anzahl an Exozytose-
vorgange, durch weitestgehend unbekannte molekulare Mechanismen, inaktiviert und
stehen der synaptischen Ubertragung unter physiologischen Bedingungen nicht mehr zur
Verfugung (Truckenbrodt et al. 2018a). Synapsen, in denen die Anzahl neu synthetisierter
Vesikel und/oder die Austauschrate alter Vesikel erhoht ist konnten somit effizienter ar-
beiten. Hierdurch kdnnte die funktionelle Heterogenitét verschiedener Prasynapsen be-

dingt sein.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Verknlpfung variierender synapti-
scher Funktionen und Eigenschaften mit spezifischen physiologischen und ultrastruktu-
rellen Eigenschaften (vgl. O’Rourke et al. 2012; Maus et al. 2020), sowie das Komplexe
Zusammenspiel der zahlreichen, an der synaptischen Ubertragung beteiligten, Faktoren
und insbesondere deren unterschiedliche Regulation im Vergleich unterschiedlich lokali-
sierter Prasynapsen Gegenstand der Forschung verbleiben. Die Vermutung, dass Unter-
schiede bezuglich der subzelluldren Organisation einzelner prasynaptischer Proteine in
Présynapsen verschiedener Hirnregionen einen Einfluss auf die Ausbildung unterschied-
licher prasynaptischer Eigenschaften nehmen, erscheint in Anbetracht der vorliegenden
Arbeit unwahrscheinlich. In Anbetracht der aktuellen Literatur erscheint die Ausbildung
unterschiedlicher synaptischer Aktivitaten in Abhangigkeit der Regulation, der haufig in

vergleichbarer Zusammensetzung vorhandenen, présynaptischen Proteine zu erfolgen.



4 Diskussion 108

4.3 Limitationen der vorliegenden Arbeit

Die durchgefiihrte Analyse erfolgte anhand fixierter Schnittpréparate von Rattenhirnen.
In Anbetracht der Mobilitat subzelluldrer prasynaptischer Strukturen stellen die festge-
stellten Proteinverteilungen die in vivo vorhandene Situation nicht exakt dar. Der Grof3teil
der synaptischen Vesikel ist jedoch dem vorwiegend immobilen reserve pool zuzuordnen
(Denker und Rizzoli 2010), nur 1 - 5 % aller synaptischen Vesikel recyclen aktiv, der
Austausch zwischen mobilen und immobilen Vesikeln erfolgt langsam (Denker et al.
2011a) und lI6sliche Proteine werden durch den reserve pool abgepuffert (Denker et al.
2011b; Denker et al. 2011a). Insgesamt ist die Mobilitét 16slicher und membranstéandiger
prasynaptischer Proteine somit gering (Reshetniak et al. 2020) und die erhobenen Daten

anndhrungsweise als korrekt einzustufen.

Die immunologische Markierung der Testproteine, mittels spezifischer primarer und flu-
oreszierender sekundarer Antikorper muss als weitere Fehlerquelle angesehen werden.
Aufgrund unterschiedlicher présynaptischer Testproteinmengen schwankt die Qualitat
der Antikorpermarkierung. Proteine, die in grolRen Mengen vorkommen (Bassoon, Sy-
naptophysin, SNAP-25, VGLUT), konnten im Vergleich zu Proteinen, die in geringer
Menge vorkommen (Amphiphysin) (vgl. Wilhelm et al. 2014) deutlich besser immuno-
logisch markiert werden. Hierdurch wurde die auswertbare Datenmenge einzelner Test-
proteine deutlich reduziert (siehe Abschnitt 7.1 im Anhang). Bei gleichzeitiger Markie-
rung mehrerer Testproteine kénnen zudem Kreuzreaktionen der unterschiedlichen Anti-
korper auftreten (Marx 2013; Durisic et al. 2014). Weiterhin schwanken die Qualitat und
Spezifitat von Antikorpern. Hierdurch wird die Reproduzierbarkeit der erhobenen Daten
eingeschrankt (Baker 2015; Bradbury und Plickthun 2015). Es erfolgte zwar eine manu-
elle Auswahl wahrscheinlich présynaptischer Fluoreszenzsignale, dennoch besteht die
Maoglichkeit, dass es, bei vorwiegender Anwendung polyklonaler, primérer Antikorper
(siehe Tabelle 4) zu Anh&ufungen von Antikdrpern kam, die Fehlinterpretationen nicht
synaptischer Signale bedingten (Durisic et al. 2014; Maidorn et al. 2016). Die Grof3e von
12-15 nm einzelner Antikorper fuhrt dazu, dass das Fluorophor ca. 20-25 nm von der
Zielstruktur entfernt abgebildet wird (Maidorn et al. 2016). Das Volumen des Antikor-
perkomplexes beeintréchtigt so die exakte Lokalisation der Testproteine (Mikhaylova et
al. 2015) und konnte sterische Blockaden, die die Anzahl markierbarer Epitope ein-
schrénkt bedingen (Kent et al. 1978). Die resultierende reduzierte Markierungsdichte be-
einflusst die Genauigkeit von Untersuchungen mittels hochaufldsender Mikroskopiever-
fahren (Huang et al. 2009; Sauer 2013).
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Eine insuffiziente Bindung von Antikorpern, an den dicht gepackten Epitopen, auf der
Oberflache synaptischer Vesikel (Bei gleichzeitiger Markierung von Synaptophysin und
VGLUT 1/2) ist somit nicht auszuschlieBen (Fornasiero und Opazo 2015). Aufgrund in-
homogener Signalverstarkungen, durch magliche Bindung mehrerer sekundérer Antikor-
per an einem primaren Antikérper (Durisic et al. 2014) sowie schwankenden Anzahlen
fluoreszierender Einheiten, pro sekundarem Antikorper, waren zudem nur relative Quan-
tifizierungen (bezuglich des Fluoreszenzpeaks einzelner Testproteine in verschiedenen
Hirnregionen), im Vergleich verschiedener Testgruppen moglich (Fornasiero und Opazo
2015).

Bei der expansionsmikroskopischen Hirnschnittpraparation kdnnten analog zur Proben-
praparation fir die Licht- und Elektronenmikroskope Verzerrungen und Risse der Proben
aufgetreten sein. Insbesondere Verénderung der prasynaptischen Mikro- und Nanoarchi-
tektur nach Préaparation und Expansion sind somit nicht auszuschlie3en (Truckenbrodt
2019). Die Chemische Fixierung der Hirnschnitte kénnte zudem Einfluss auf die Anzahl
der, an die aktiven Zonen, angedockten Vesikel gegnommen haben (Maus et al. 2020) und
damit Fehlinterpretationen der Fluoreszenzsignale vesikulérer Proteine bedingt haben.
Weiterhin kann die Dickenzunahme eingebetteter Hirnschnitte bei Expansion zu Proble-
men mit der Abbildungstiefe filhren und so zu optischen Aberrationen, reduzierten Sig-
nalintensitaten in tieferen Schichten und insgesamt verringerter lateraler Auflésung fuh-
ren (Hell et al. 1993; Gao et al. 2018).

Hauptprobleme der Expansionsmikroskopie stellen das Ausbleichen fluoreszierender
Verbindungen wahrend der Gelpolymerisation (Chen F et al. 2015; Chozinski et al. 2016;
Tillberg et al. 2016), die durch Separation der Fluorophore voneinander bedingte redu-
zierte Helligkeit der Fluoreszenzsignale nach Expansion (Truckenbrodt et al. 2019) sowie
die notwendige, ausgepragte Penetration der Antikorper in hoher Dichte, durch das zu
untersuchende Gewebe dar (Maidorn et al. 2016). Weiterhin konnte die Bildqualitat durch
Verlust an Fluorophoren wahrend der proteolytischen Verdauung sowie insuffiziente
Verankerung der Zielstrukturen am Polyelektrolytgel und damit einhergehenden vollstan-
digen Verlust von Fluoreszenzsignalen beeintrachtigt worden sein (Truckenbrodt 2019).
Die, zur immunologischen Markierung der Testproteine verwendeten, Fluorophore
CF633, Alexa 488 und Alexa 546 zeigten, in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen,
jedoch keine ausgepréagten Verluste an Fluoreszenzsignalen im Zuge expansionsmikro-
skopischer Probenpraparationen (Chozinski et al. 2016; Cho et al. 2018; Truckenbrodt et
al. 2018b).
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Ein Ubermé&Riger Verlust an Fluoreszenzsignalen, im Zuge der Probenpraparation, ist so-
mit als unwahrscheinlich einzustufen. Durch Auswertung anhand durchschnittlicher Pra-
synapsen (durch Summation aller Fluoreszenzsignale) und manuelle Vorauswahl zu ana-
lysierender Fluoreszenzsignale wurde die Wahrscheinlichkeit moglicher Fehlinterpreta-
tionen von Fehlsignalen aufgrund der oben ausgefiihrten Einschrankungen der Hirn-
schnittpréparation und immunologischen Markierung zwar reduziert und die unterschied-
liche Ausrichtung angeschnittener Prasynapsen kompensiert (vgl. Methodik in Léschber-
ger et al. 2012 und Wilhelm et al. 2014), ein Einfluss auf die Prézision der erhobenen
Daten ist dennoch nicht auszuschliel3en. Diese Art der Auswertung anhand zweidimensi-
onaler, durchschnittlicher Prasynapsen ermdglichte zudem lediglich die Analyse durch-
schnittlicher Verteilungsmuster der Testproteine im Vergleich verschiedener Hirnregio-
nen. Denkbare Unterschiede im Vergleich einzelner Prasynapsen innerhalb von Hirnre-

gionen und deren Subregionen konnten so nicht analysiert werden.

4.4  Ausblick fiir zukiinftige Forschungsarbeiten

Die, in der vorliegenden Arbeit, angewandte Methodik zur Analyse prasynaptischer Flu-
oreszenzsignale unterschiedlicher Testproteine wurde in dieser Art und Weise zuvor nicht
in Kombination mit der Expansionsmikroskopie genutzt. Die erhobenen Daten, bezuglich
der subzelluléren, prasynaptischen Proteinorganisation der Testproteine, standen hierbei
im Einklang mit der vorhandenen Literatur und verdeutlichten, dass die angewandte Me-
thodik belastbare Daten zur Erforschung subzellularer Strukturen, im gleichzeitigem Ver-
gleich unterschiedlicher Hirnregionen, liefert. Die Expansionsmikroskopie stellte zum
Zeitpunkt der Datenerhebung ein erst kiirzlich publiziertes Verfahren zur Durchfiihrung
hochauflosender Mikroskopie dar. Dementsprechend bildeten Rattenhirnschnitte, die ge-
mak des damaligen Entwicklungstandes des Verfahrens um den Faktor ~ 4 vergroRert
wurden, die Grundlage dieser Arbeit. Das Verfahren wird jedoch fortlaufend weiterent-
wickelt und optimiert (Truckenbrodt et al. 2018b; Truckenbrodt et al. 2019; Hu et al.
2020; siehe  Ausfuhrungen unten). Das  Anwendungsspektrum der
Expansionsmikroskopie erweitert sich stetig (Cahoon et al. 2017; Freifeld et al. 2017) und
findet mittlerweile auch klinisch, bei verschiedenen pathologischen Untersuchungen, An-
wendung (Zhao et al. 2017; Bucur et al. 2020).
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Zur Verbesserung des optischen Auflosungsvermdgens und der dreidimensionalen Bild-
gebung ware eine Kombination der EXM mit anderen hochauflésenden
Mikroskopieverfahren denkbar. Die Funktionalitdt solcher Kombinationen konnte
anhand von STED (Gao et al. 2018) und STORM (Xu et al. 2019; Zwettler et al. 2020)
bereits nachgewiesen werden. Aufgrund der erhthten Bildgebungsdauer bei Kombination
der EXM mit zusétzlichen Mikroskopieverfahren wie beispielsweise STED, im Vergleich
zur alleinigen Anwendung der EXM (Gao et al. 2018), sind diese Verfahren jedoch nicht

optimal fiir groBvolumige Untersuchungen geeignet.

Zukinftige Studien konnten jedoch auch durch alleinige Anwendung optimierter
Protokolle der EXM das erreichbare Auflésungsvermdgen steigern. Die Iterative
Expansionsmikroskopie (IEXM) erméglicht die VergréRerung einer Probe um das 16 bis
22-fache. Nach erfolger erster Expansion, um das ~ 4,5-fache, erfolgt durch Einbau eines
zweiten Polymernetzwerkes und erneute Wasserzugabe eine erneute Expansion der
Probe. Hierdurch erreicht die EXM ein vollstdndig mit aufwendigeren, hochauflésenden
Mikroskopieverfahren (z.B. STED und STORM), vergleichbares laterales
Auflésungsvermdgen von bis zu 25 nm (Chang et al. 2017). IEXM ist durch die zwei
Expansionsschritte  und die Notwendigkeit zur Verwendung synthetisierter
Oligonukleotidmarker zeitaufwendig und teurer als andere, vereinfachte EXM-Verfahren
(Truckenbrodt et al. 2019).

Truckenbrodt und Kollegen haben das IEXM-Protokoll zur Verwendung mit
Hirnschnitten  weiter vereinfacht und optimiert. Durch Modifikation des
Polyelektrolytgels und Optimierung des Laborprotokolls kdnnen mit lediglich einem
Expansionsschritt Proben, unter Verwendung von Standardfluorophoren, um den Faktor
10 expandiert werden. So kénnen, unter Anwendung von Epifluoreszenzmikroskopen,
laterale Auflésungen von 25-30 nm erreicht werden. Das X10-Mikroskopie genannte
Verfahren erzielt diese Auflésungen hierbei deutlich leichter, schneller und verlasslicher
als IEXM. X10-Mikroskopie stellt eine ginstige und einfache Maoglichkeit zur
Durchfuhrung hochauflésender Mikroskopie dar. Das Verfahren ermdglicht mehrfarbige
Untersuchungen, deren Qualitdt vergleichbar und teilweise hoher ist als die, der
aufwendigeren Verfahren STED, STORM und IEXM (Truckenbrodt et al. 2018b).
Abbildung 41 verdeutlicht die erreichbare Auflésungsverbesserung durch X10-
Mikroskopie.
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Zukinftige Studien, die die Erforschung der subzelluldren Organisation des présynapti-
schen Proteoms fortfuhren, sollten sich diese Entwicklungen zu Nutze machen. Die
weitere Steigerung des Auflosungsvermdgens expansionsmikroskopischer Verfahren
bietet hierbei die Mdoglichkeit zur groRvolumigen Bildgebung bei Prazision auf

Nanoebene und konnte die Darstellung neuronaler Schaltkreise, Hirnregionen oder auch

ganzer Gehirne ermdglichen (Chang et al. 2017).

Abbildung 41: Darstellung der durch X10-Mikroskopie erreichbaren Auflésungs-

verbesserung eines Weitfeldmikroskops.

Individuelle Synapsen vor (links) und nach Expansion um den Faktor 10 (rechts). Die Signale
von Bassoon (Magenta), Synaptophysin (Grin) und Homer 1 (Gelb) werden nach Expansion
deutlich voneinander separiert dargestellt. MaRstabsleiste = 1 um (entnommen und modifiziert
nach Truckenbrodt et al. 2019). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des

Springer Nature Verlages.

Die molekulare Markierung der Testproteine mittels primarer und sekundarer Antikorper
geht mit spezifischen Nachteilen einher (siehe Abschnitt 4.3). In Zukunft ware bei der
Anwendung hochauflésender Mikroskopieverfahren, zur praziseren Untersuchung der
prasynaptischen Proteinorganisation, die Intensivere Markierung zahlreicher Epitope ei-
nes Proteins (Gao et al. 2018), die immunologische Markierung von Zielstrukturen nach
erfolgter Expansion (Zwettler et al. 2020) oder die urspringlich in der EXM angewandte,
aufwendige, Verwendung DNS-basierter, proteasestabiler, molekularer Marker (Chen F
et al. 2015) in Erwagung zu ziehen. Optimierte labortechnische EXM-Protokolle ermdg-
lichen es bereits heute, den Verlust an Fluorophoren im Zuge der Gelexpansion sowie
Kreuzreaktionen verwendeter Antikorper weiter zu reduzieren (Gambarotto et al. 2019).
Die oben genannten weiterentwickelten EXM-Protokolle wurden dementsprechend auch

hinsichtlich der immunologischen Markierung optimiert.
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Weiterhin ware jedoch insbesondere die Anwendung verschiedener Typen sehr kleiner,
hochspezifischer, molekularer Marker anzustreben (Ries et al. 2012; Maidorn et al. 2016;
Pleiner et al. 2018). Die Durchsetzung biologischer Gewebe mit diesen, im Vergleich zu
Antikdrpern deutlich kleineren, hochspezifischen Markern ist verbessert (Ries et al. 2012;
Skrlec et al. 2015) und birgt groRes Potenzial die Bildgebung auf Nanoebene zu
optimieren und somit prazisere quantitative Untersuchungen zu erlauben (Ries et al.
2012). Die erreichbare Auflésung, die Markierungsdichte, die Penetration durch biologi-
sche Gewebe, der Zugang zu tiefliegenden Zielepitopen sowie die korrekte Lokalisierung
von Zielstrukturen konnte so verbessert werden (Ries et al. 2012; Maidorn et al. 2016).
Die standardisierte Anwendung verschiedener Typen dieser molekularen Marker bedarf
aktuell jedoch weiterer Forschung, der Entwicklung passender Marker fir eine GroRRzahl
an Zielstrukturen und starkerer kommerzieller Verbreitung (Maidorn et al. 2016; Sograte-
Idrissi et al. 2020). Die zunehmend erfolgreich in Kombination mit verschiedenen hoch-
auflosenden Mikroskopieverfahren angewandten kleinen molekularen Marker (Maidorn
etal. 2018; Seitz und Rizzoli 2019; Gerdes et al. 2020; Sograte-Idrissi et al. 2020) kdnnten
die, durch Separation der Fluoreszenzsignale bedingte, reduzierte Helligkeit expansions-
mikroskopischer Bilder in dicht organisierten Kompartimenten wie den Synapsen aus-
gleichen und nachteilige Effekte klassischer Antikdrpermarkierungen umgehen. In bishe-
rigen Versuchen, fuhrte die Anwendung dieser Nanokdrper in Kombination mit der EXM
jedoch zu deutlichen Fluoreszenzsignalverlusten, da sie wahrscheinlich wéahrend der Pra-
paration degradiert und/oder nicht am Polyelektrolytgel verankert werden (Gao et al.
2018).

Zukunftige Studien, sollten zur Verifizierung der hier erhobenen Daten eine Wiederho-
lung der durchgefuhrten Analyse anhand neuer Schnittpréparate anstreben. Hierbei ware
insbesondere beziglich der Testproteine SNAP-25, VGLUT 1/2 und Amphiphysin, zur
Reduzierung der Fehlerwahrscheinlichkeit, eine erhohte Experimentanzahl wiinschens-
wert. Bei insgesamt erhohter Datenmenge wéren aussagekréftigere Vergleiche zwischen
allen Testproteinen moglich. In Teilen festgestellte Tendenzen beziiglich mdglicherweise
vorliegender Unterschiede hinsichtlich subzelluldrer Verteilung und Menge dieser drei
Proteine konnten so hinsichtlich Reproduzierbarkeit der erhobenen Daten beziehungs-
weise moglicherweise dennoch vorliegender statistisch signifikanter Unterschiede ber-

pruft werden.
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Weiterhin ware eine Untersuchung zahlreicher weiterer prasynaptischer Proteine wie bei-
spielsweise Piccolo und Bruchpilot denkbar. Eine Anwendung der oben genannten Wei-
terentwicklungen hinsichtlich der EXM sowie der molekularen Markierung von Ziel-
strukturen sollten hierbei Anwendung finden. Die zusatzliche Anwendung alternativer
hochauflésender Mikroskopieverfahren wie beispielsweise STORM zur Untersuchung
ganzer Hirnschnitte und STED zur detaillierten Untersuchung einzelner Prasynapsen
(vgl. Dani et al. 2010) in Kombination mit weiteren Analysemethoden sollte zur detail-
lierteren Betrachtung der, in dieser Arbeit vereinzelt festgestellten, signifikanten Unter-
schiede hinsichtlich der Proteine Synaptophysin und Bassoon verwendet werden und
letztendlich die Erforschung der exakten molekularen Zusammensetzung und subzellula-
ren Organisation des gesamten synaptischen Proteoms im Vergleich verschiedener Hirn-

regionen vorantreiben.
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5  Zusammenfassung

Grundlage und Antrieb zur Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit war der Wunsch nach
einem préaziseren Verstandnis beziiglich der subzellularen Verteilung und Menge prasy-
naptischer Proteine in Prasynapsen verschiedener Hirnregionen. Diese Informationen
stellen bisher weitestgehend unbekannte Grundlagen zum Verstédndnis der Organisation
neuronaler Kreislaufe, der Entstehung komplexer zentralnervoser Vorgange, wie bei-
spielsweise der Ged&chtnisbildung und der Entstehung neurologischer Erkrankungen dar.
Diesbeztglich wurde vor Beginn der Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass unterschied-
liche subzellulére Proteinorganisationen zur Ausbildung variierender prasynaptischer Ei-
genschaften beitragen. Prasynapsen konnten lange Zeit nur durch technisch hochkom-
plexe und kostenintensive, hochauflésende, bildgebende Verfahren dargestellt werden.
Die Grundlage zur Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit bildete deswegen das im Jahr
2015 publizierte Verfahren der Expansionsmikroskopie. Sie erzielt, bei vergleichbar ge-
ringem Aufwand, eine laterale Aufldsung von 60-70 nm unter Anwendung eines Epiflu-
oreszenzmikroskops. Durch physische VergroRerung von Rattenhirnschnitten wurde so
die breitgefacherte, gleichzeitige, subzellulare Untersuchung mehrerer fluoreszenzmar-
Kierter prasynaptischer Proteine in Prasynapsen unterschiedlicher Neuronentypen ver-
schiedener Gehirnregionen ermdglicht. Unter Anwendung spezifischer MATLAB-Rou-
tinen wurden die Fluoreszenzsignale der Testproteine Synaptophysin, Bassoon, SNAP-
25, VGLUT 1/2 und Amphiphysin summiert. Die so erstellen durchschnittlichen Fluo-
reszenzbilder der untersuchten Prasynapsen aus verschiedenen Hirnregionen des Hippo-
campus, des somatosensorischen Kortex und des motorischen Kortex wurden anschlie-
Rend hinsichtlich Halbwertsbreiten und Signalintensitdten der detektierten Fluoreszenz-
signale vergleichend analysiert. Der experimentelle Fokus lag hierbei auf den Testprote-
inen Bassoon (aktive Zone) und Synaptophysin (Vesikelcluster). Die erhaltenen Daten
konnten unter Anwendung der Software SigmaPlot 10 statistisch ausgewertet werden und
ermoglichten es, Ruckschliisse hinsichtlich der subzelluldren Verteilung und relativen
Menge der Testproteine in hippocampalen und kortikalen Prasynapsen aus verschiedenen

Regionen des Rattengehirns zu ziehen.

Diese Form der Auswertung subzellularer Fluoreszenzsignale verschiedener Proteine gab
zwar keine Auskinfte Gber exakte Positionen und Mengen einzelner Proteine, innerhalb
der unterschiedlich lokalisierten Présynapsen, ermdglichte jedoch, grobe Schétzungen
hinsichtlich méglicherweise vorliegender, generalisiert voneinander abweichender sub-

zellul&rer Proteinorganisationen. Die untersuchten Proteine wiesen im Vergleich der
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untersuchten Hirnregionen lediglich vereinzelt signifikante Unterschiede hinsichtlich ih-
rer subzelluldren Verteilung und Menge auf. Prasynapsen in unterschiedlichen Bereichen
des Gehirns unterscheiden sich anscheinend hinsichtlich der subzellulédren Organisation
der Testproteine geringfligig voneinander. Hieran liel3 sich vermuten, dass sich die sub-
zellulare Organisation des prasynaptischen Proteoms unterschiedlich lokalisierter Prasy-
napsen generell &hnelt. Der Regulation der Proteinaktivitaten kommt somit maoglicher-
weise eine bedeutendere Rolle, bei der Auspragung der prasynaptischen Aktivitat zu als
der subzellularen Verteilung und Menge der Proteine im Vergleich unterschiedlicher Pra-
synapsen. Weiterhin erscheint ein Zusammenspiel des nachweisbar variierenden postsy-
naptischen Proteoms mit dem, gemé&R der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse, durch-
schnittlich ahnlichem prasynaptischen Proteom verschiedener Hirnregionen, im Zuge der
Ausbildung variierender synaptischer Aktivitaten moglich. Ergédnzend zeigt die vorge-
legte Arbeit, dass mit Hilfe der Expansionsmikroskopie und anschlieBender Auswertung
summierter, durchschnittlicher Fluoreszenzsignale, hochauflésende Mikroskopie mit ge-
ringem finanziellen und instrumentellen Aufwand betrieben werden kann. Die ange-
wandte Methodik ermdglicht die gleichzeitige Untersuchung mehrerer Proteine in ver-
schieden Hirnregionen. Die Expansionsmikroskopie kdnnte zukinftig, in Kombination
mit weiteren Untersuchungsverfahren wie beispielsweise der Elektronenmikroskopie und
Massenspektrometrie die Erstellung durchschnittlicher Prasynapsen einer Vielzahl ver-
schiedener Hirnregionen bei kleinerem Aufwand als unter Anwendung alternativer, hoch-
auflosender Mikroskopieverfahren wie beispielsweise STED ermdoglichen und so einen
grofRen Beitrag zur Kartierung der hochkomplexen neuronalen Verschaltung des Gehirns

und der Erforschung der molekularen Organisation synaptischer Strukturen leisten.
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6 Anhang

6.1 Anzahl untersuchter Fluoreszenzspots pro Testprotein pro

Hirnregion

Einzelne Fluoreszenzspots entsprachen wahrscheinlich prasynaptischen Signalen (siehe

Abschnitt 2.4).

6.1.1 Synaptophysin und Bassoon

Tabelle A.1: Anzahl untersuchter Fluoreszenzspots der Testproteine Synaptophysin

und Bassoon in den untersuchten Hirnregionen.

Hirnregion Anzahl Fluoreszenzspots Anzahl Fluoreszenzspots
Analyse 1 Analyse 2

GrDG 407 245
M1l 618 319
M1ll 524 397
M1IV 516 399
M1V 369 320
M1VI 521 306
MoDG 376 376
OrCAl 214 215
OrCA2 388 244
OrCA3 519 210
PoDG 452 226
PyCAl 209 161
PyCA2 179 126
PyCA3 384 140
RadCAl 274 215
RadCA2 408 257
RadCA3 500 125
Sl 653 417
S1ll 379 318
S1V 493 312
S1VI 513 290
Summe / Analyse 8896 5618

Gesamtsumme

14514
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6.1.2 SNAP-25

Tabelle A.2: Anzahl untersuchter Fluoreszenzspots des Testproteins SNAP-25 in

den untersuchten Hirnregionen.

Hirnregion Anzahl Fluoreszenzspots | Anzahl Fluoreszenzspots
Analyse 1 Analyse 2

GrDG 79 94
M1l 85 116
M1l 93 109
M1V 69 171
M1V 98 109
M1VI 155 150
MoDG 97 124
OrCAl 63 85
OrCA2 168 184
OrCA3 169 100
PoDG 130 105
PyCAl 68 74
PyCA2 67 83
PyCA3 125 70
RadCAl 101 122
RadCA2 121 198
RadCA3 108 106
S1l 197 106
Sl 100 84
S1v 88 98
S1VI 132 82
Summe / Analyse 2313 2370

Gesamtsumme

4683
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6.1.3 VGLUT 1/2

Tabelle A.3: Anzahl untersuchter Fluoreszenzspots der Testproteine VGLUT 1/2 in

den untersuchten Hirnregionen.

Hirnregion Anzahl Fluoreszenzspots | Anzahl Fluoreszenzspots
Analyse 1 Analyse 2

GrDG 60 78
M1l 105

M1l 96 131
M1IV 106 121
M1V 76 148
M1VI 131 61
MoDG 75 131
OrCAl 88

OrCA2 139

OrCA3 119

PoDG 116 66
PyCAl 49

PyCA2 76

PyCA3 108

RadCAl 97

RadCA2 193

RadCA3 146

Sl 215 113
S1ll 125 71
S1V 102 68*
S1VI 113 72*
Summe / Analyse 2335 1060
Gesamtsumme 3395

*Bei Auswertung hinsichtlich des Fluoreszenzpeaks exkludiert.
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6.1.4 Amphiphysin

Tabelle A.4: Anzahl untersuchter Fluoreszenzspots des Testproteins Amphiphysin

in den untersuchten Hirnregionen.

Hirnregion Anzahl Fluoreszenzspots | Anzahl Fluoreszenzspots
Analyse 1 Analyse 2

GrDG 78

M1l 150 111
M1l 109 92
M1V 157 28
M1V 128 28
M1VI 184 48
MoDG 106

OrCAl 81
OrCA3 156

PoDG 152

PyCAl 63
PyCA3 109

RadCAl 49
RadCA3 165

Sl 197 128
S1ll 72 116
S1v 177 98
S1VI 184 100
Summe / Analyse 2124 942

Gesamtsumme

3066
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6.2 Halbwertsbreiten
Die Halbwertsbreiten werden in Pixeln, mit einer Kantenlange von 12,2 nm, nach Gaul-

scher Kurvenanpassung der graphischen Darstellung detektierter Fluoreszenzsignale an-
gegeben.

6.2.1 Synaptophysin
Tabelle 5.A: Halbwertsbreiten und Standardfehler der detektierten Synaptophysin-
Fluoreszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl un-

tersuchter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion |Halbwertsbreite in Pi- | Standardfehler in | Untersuchte Ratten-
xeln Pixeln hirnschnitte

GrDG 15,6130 1,1977 7
M1l 18,5870 0,9641 7
M1l 17,1890 1,2234 8
M1V 18,3030 1,5637 8
M1V 16,5460 1,2380 7
M1VI 16,3610 1,2923 8
MoDG 16,3140 0,6099 7
OrCAl 17,2650 2,0406 6
OrCA2 17,4100 2,3041 5
OrCA3 16,8210 1,1783 6
PoDG 15,8580 1,0826 6
PyCAl 12,7300 1,0070 6
PyCA2 11,1940 0,6963 4
PyCA3 19,2080 0,8770 5
RadCAl 15,5470 1,9193 5
RadCA2 17,4190 1,8062 5
RadCA3 15,3610 1,4932 6
S1l 20,6310 1,2580 8
S1li 18,6450 1,1889 8
S1Vv 16,5680 1,0894 8
S1VI 16,9940 1,3563 8
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6.2.2 Bassoon
Tabelle 6.A: Halbwertsbreiten und Standardfehler der detektierten Bassoon-Fluo-
reszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl untersuch-

ter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion Halbwertsbreite in | Standardfehler in | Untersuchte Ratten-
Pixeln Pixeln hirnschnitte

GrDG 7,9823 0,2424 5
M1l 8,6868 0,1695 7
M1l 8,6979 0,2192 8
M1IV 8,6466 0,1322 7
M1V 8,5951 0,2492 8
M1VI 8,3638 0,2824 7
MoDG 8,0299 0,1285 7
OrCAl 8,1829 0,3152 6
OrCA2 8,6752 0,3262 5
OrCA3 8,7537 0,2148 6
PoDG 9,3165 0,1823 7
PyCAl 7,7569 0,1789 6
PyCA2 8,7439 0,3399 4
PyCA3 8,6505 0,2159 6
RadCAl 7,9650 0,0718 6
RadCA2 8,8364 0,3527 5
RadCA3 8,6686 0,2172 6
Sl 8,8101 0,2201 6
S1ll 8,8020 0,2403 7
S1V 8,7012 0,2039 7
S1VI 9,0117 0,2578 7
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6.2.3 SNAP-25
Tabelle 7.A: Halbwertsbreiten und Standardfehler der detektierten SNAP-25-Fluo-

reszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl untersuch-

ter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion Halbwertsbreite in | Standardfehler in | Untersuchte Ratten-
Pixeln Pixeln hirnschnitte

GrDG 11,8250 2,6014 2
M1l 13,6090 2,2050 2
M1l 12,9440 2,7825 2
M1V 14,9670 3,8505 2
M1V 15,3890 0,0270 2
M1VI 16,2810 1,7705 2
MoDG 11,0850 2,8143 2
OrCAl 9,3191 2,2759 2
OrCA2 14,2760 2,8080 2
OrCA3 16,0000 0,0985 2
PoDG 15,5510 1,9125 2
PyCAl 17,0500 0,5080 2
PyCA2 14,0650 0,5885 2
PyCA3 10,5670 2,1760 2
RadCAl 13,4270 4,8335 2
RadCA2 17,2490 0,8625 2
RadCA3 14,6210 2,0115 2
Sl 16,9410 2,0395 2
S1ll 12,3370 1
S1vV 11,7940 1,7765 2
S1VI 13,5170 1,9425 2
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6.24 VGLUT 1/2

Tabelle 8.A: Halbwertsbreiten und Standardfehler der detektierten VGLUT 1/2-

Fluoreszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl un-

tersuchter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion Halbwertsbreite |Standardfehler |Untersuchte Ratten-
in Pixeln in Pixeln hirnschnitte
GrDG 16,6440 6,5515 2
M1l 13,0620 1
M1l 13,7060 1,0535 2
M1V 23,0170 0,4195 2
M1V 12,5120 2,5202 2
M1VI 19,0280 4,7635 2
MoDG 18,4800 0,4175 2
OrCAl 25,2230 1
OrCA2 11,2740 1
OrCA3 10,0690 1
PoDG 19,8410 2,6730 2
PyCAl 90,7146 1
PyCA2 13,2050 1
PyCA3 12,4930 1
RadCAl 10,1350 1
RadCA2 15,9150 1
RadCA3 11,8500 1
Sl 17,6830 5,8190 2
S1ll 21,3870 0,2780 2
S1V 15,8160 0,0230 2
S1VI 16,0690 1,3005 2
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6.2.5 Amphiphysin
Tabelle 9.A: Halbwertsbreiten und Standardfehler der detektierten Amphiphysin-

Fluoreszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl un-

tersuchter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion Halbwertsbreite in | Standardfehler in | Untersuchte Ratten-
Pixeln Pixeln hirnschnitte

GrDG 11,5700 1
M1l 17,0030 3,3430 2
M1ll 14,3620 5,1904 2
M1V 14,9480 4,4885 2
M1V 15,2510 1,5965 2
M1VI 13,0830 0,5110 2
MoDG 21,7560 1
OrCAl 17,0130 1
OrCA3 12,1970 1
PoDG 15,7190 1
PyCAl 20,6710 1
PyCA3 6,6281 1
RadCAl 9,7250 1
RadCA3 14,5180 1
Sl 20,8040 2,2285 2
S1ll 13,5270 4,9606 2
S1V 13,0830 1,4710 2
S1VI 14,6170 1
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6.3 Fluoreszenzspeaks

Die Fluoreszenzpeaks werden in Prozent Gber der Grundlinie nach Gauf3scher Kurvenan-

passung der graphischen Darstellung detektierter Fluoreszenzsignale angegeben.

6.3.1 Synaptophysin

Tabelle 10.A: Fluoreszenzpeaks und Standardfehler der detektierten Synaptophy-

sin-Fluoreszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl

untersuchter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion | Fluoreszenzpeak in Standardfehler in | Untersuchte Ratten-
Prozent Uber der Prozent Gber der |hirnschnitte
Grundlinie Grundlinie

GrDG 44,6450 20,5800 6
M1l 118,8900 21,6100 7
M1l 114,6500 33,0350 8
M1V 97,4440 19,1000 8
M1V 83,0080 14,6300 8
M1VI 88,6910 15,8990 7
MoDG 68,1900 13,5610 6
OrCAl 50,9660 13,3750 6
OrCA2 109,4600 39,7460 5
OrCA3 83,2310 18,3240 6
PoDG 92,5520 24,6970 7
PyCAl 55,3330 14,0480 5
PyCA2 125,9900 46,4510 5
PyCA3 69,8440 24,4860 6
RadCA1l 45,8650 15,0570 6
RadCA2 95,1980 32,1090 5
RadCA3 119,4100 43,3990 6
S1l 77,5470 17,6960 8
S1li 93,4040 15,5860 8
S1Vv 107,8000 16,5690 7
S1VI 104,2500 24,0880 7
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6.3.2 Bassoon
Tabelle 11.A: Fluoreszenzpeaks und Standardfehler der detektierten Bassoon-Flu-
oreszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl unter-

suchter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion Fluoreszenzpeak in | Standardfehler in | Untersuchte Ratten-
Prozent tUber der Prozent Gber der | hirnschnitte
Grundlinie Grundlinie

GrDG 708,4400 106,9900 7
M1l 760,2700 100,2300 7
M1II 641,2200 96,5960 8
M1V 659,8200 49,9760 8
M1V 716,3300 56,2860 8
M1VI 681,5200 39,2030 6
MoDG 665,6700 58,5220 7
OrCAl 711,1500 91,5790 6
OrCA2 666,7900 74,2180 4
OrCA3 629,8500 81,3880 6
PoDG 654,1300 71,4540 6
PyCAl 727,0300 61,5890 5
PyCA2 731,4000 94,8190 5
PyCA3 717,8900 100,0300 6
RadCAl 524,4800 30,9000 6
RadCA2 731,4000 91,3510 5
RadCA3 562,9900 64,9330 6
Sil 616,1100 58,7590 8
S1ll 545,0900 42,1940 8
S1V 749,3300 95,3230 8
S1VI 625,3000 53,6940 8
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6.3.3 SNAP-25
Tabelle 12.A: Fluoreszenzpeaks und Standardfehler der detektierten SNAP-25-Flu-
oreszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl unter-

suchter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion Fluoreszenzpeak in | Standardfehler in | Untersuchte Ratten-
Prozent tUber der Prozent Gber der | hirnschnitte
Grundlinie Grundlinie

GrDG 131,3400 77,0790 2
M1l 170,3200 1
M1l 143,3200 1
M1V 163,9100 34,7250 2
M1V 110,5800 33,9010 2
M1VI 122,6900 13,9800 2
MoDG 160,8900 37,1750 2
OrCAl 87,6400 11,2220 2
OrCA2 115,7800 43,5840 2
OrCA3 181,0600 36,9950 2
PoDG 165,9000 74,8650 2
PyCAl 230,6100 22,1500 2
PyCA2 202,4100 101,9400 2
PyCA3 167,5500 75,5600 2
RadCAl 89,6260 7,9365 2
RadCA2 176,7600 45,7250 2
RadCA3 195,3000 62,8250 2
Sil 107,4200 1
S1ll 202,6400 47,5800 2
S1V 194,9100 45,9700 2
S1VI 204,8900 23,6650 2
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6.3.4 VGLUT 1/2
Tabelle 13.A: Fluoreszenzpeaks und Standardfehler der detektierten VGLUT 1/2-

Fluoreszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl un-

tersuchter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion Fluoreszenzpeak in | Standardfehler in | Untersuchte Ratten-
Prozent tUber der Prozent Gber der | hirnschnitte
Grundlinie Grundlinie

GrDG 115,5700 5,0350 2
M1l 178,9600 1
M1l 221,7900 79,8450 2
M1V 99,3100 30,6400 2
M1V 105,7800 5,3500 2
M1VI 179,2500 100,6500 2
MoDG 164,5800 55,8700 2
OrCAl 73,5720 1
OrCA2 106,4900 1
OrCA3 108,9500 1
PoDG 256,8000 142,8400 2
PyCAl 168,3300 1
PyCA2 175,4100 1
PyCA3 75,2300 1
RadCAl 171,7600 1
RadCA2 57,2640 1
RadCA3 95,1590 1
Sil 137,3600 22,9250 2
S1ll 145,3500 62,5610 2
S1V 103,2600 1
S1VI 125,2300 1
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6.3.5 Amphiphysin

Tabelle 14.A: Fluoreszenzpeaks und Standardfehler der detektierten Amphiphysin-

Fluoreszenzsignale in den untersuchten Hirnregionen mit Angabe der Anzahl un-

tersuchter Rattenhirnschnitte.

Hirnregion Fluoreszenzpeak in | Standardfehler in | Untersuchte Ratten-
Prozent tUber der Prozent Gber der | hirnschnitte
Grundlinie Grundlinie

GrDG 69,7810 1
M1l 102,4800 43,5890 2
M1l 58,1680 10,9960 2
M1V 195,0700 67,9850 2
M1V 55,9650 1
M1VI 92,5530 1
MoDG 78,9870 1
OrCAl 176,2800 1
OrCA3 46,4510 1
PoDG 99,2720 1
PyCAl 305,9000 1
PyCA3 25,9390 1
RadCAl 34,2280 1
RadCA3 31,8930 1
Sl 135,3300 45,6690 2
S1li 160,9400 93,7740 2
S1V 234,0100 145,3000 2
S1VI 173,1300 158,4700 2
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