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1 Einleitung
1.1 Morphologie der chemischen Synapse

Das Wort Synapse (griech.: ,,zusammen®; ,,Verbindung®) beschreibt morphologisch
speziell aufgebaute Kontaktstellen zwischen zwei Nervenzellen, die der Ubertragung von
Informationen zwischen diesen dienen (Dudel und Heckmann 2005). Die Verbindung
kann hierbei entweder zwischen zwei Nervenzellen oder aber einer Nervenzelle und einer

muskularen oder sekretorischen Effektorzelle bestehen.

Das zentrale Nervensystem des Menschen enthilt ungefihr 100 Milliarden Neuronen. Die
Anzahl der Synapsen, die von einem einzelnen Neuron ausgebildet werden, variiert sehr
stark und liegt je nach Zelltyp zwischen einer und mehr als 100.000. Im Durchschnitt
lassen sich circa 1.000 Synapsen pro Nervenzelle detektieren (Jahn 2016). Daraus ergibt
sich somit eine Gesamtanzahl von ungefihr 100 Billionen Synapsen im gesamten

Zentralnervensystem.

Generell unterscheidet man zwischen elektrischen Synapsen, die tber sogenannte Gap
Junctions, also eine direkte Verbindung der beiden Membranen, ecine elektrische
Kommunikation erméglichen, und chemischen Synapsen, bei denen das Eintreffen eines
elektrischen Signals zur Freisetzung von Neurotransmittern fihrt, die danach zur
postsynaptischen Membran diffundieren und dort auf spezifische Rezeptoren treffen. Als
Reaktion auf diese Bindung 6ffnen sich Membrankanile, durch die dann Ionenstrome
flieBen, welche die postsynaptische Zelle durch die Beeinflussung ihres Membranpotentials

depolarisieren und ein Aktionspotential auslésen (Dudel und Heckmann 2005).

Synapsen zeigen bei ihrem Aufbau folgende drei Hauptkomponenten: die Prisynapse, also
der Endbereich des prisynaptischen Neurons, den synaptischen Spalt, der jedoch nur bei
chemischen Synapsen vorhanden ist, und die Postsynapse (vergleiche Abbildung 1 und

Abbildung 2).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung einer chemischen Synapse (entnommen aus Kiithnel 2008;

die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Verlags)

Bei genauerer Betrachtung beinhalten sowohl die Pri- als auch die Postsynapse
verschiedene Strukturen, die von elementarer Bedeutung fur die Funktion der Synapse
sind. Im Bereich der Prisynapsen findet man zahlreiche synaptische Vesikel, die mit
Botenstoffen (Neurotransmittern) gefullt sind. Ein ausgeprigtes Zytoskelett aus
Mikrotubuli und Aktinfilamenten erméglicht den Transport der Vesikel, die Mitochondrien
dienen der Energiebereitstellung. Die wahrscheinlich komplexeste, aber auch am besten
organisierte Struktur der Prisynapse stellt die aktive Zone dar, ein elektronendichter

Bereich, an den Vesikel binden und fusionieren (Rizzoli und Tabares 2016).

Hier findet man zusitzlich spannungsabhingige Calciumkanile, durch die wihrend der
Depolarisation Calciumionen aus dem extrazelluliren Raum in das Innere der Prisynapse
einstromen. Vermutlich besteht dartiber hinaus eine Verbindung der aktiven Zone mit der
sogenannten periaktiven Zone, einem Bereich, in dem die synaptischen Vesikel, die gerade
die Exozytose durchlaufen haben, fiir die Endozytose vorbereitet werden (Rizzoli und

Tabares 2016).

Die physiologische Funktion der Prisynapse umfasst sowohl die Speicherung als auch die
aktivititsabhiangige Freisetzung von Neurotransmittern (Draguhn 2014). Sie wird in den
folgenden Kapiteln detailliert erldutert und findet daher hier keine weitere

Berticksichtigung.

Die Trennung der pri- und der postsynaptischen Membran erfolgt durch den ungefahr

20 nm breiten synaptischen Spalt.
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Abbildung 2: Elektronenmikroskopisches Bild einer chemischen Synapse und Schemazeichnung.
Dargestellt sind zwei prisynaptische Nervenendigungen und ihre synaptischen Verbindungen mit
dem Dendriten der postsynaptischen Nervenzelle. Gut zu erkennen sind die elektronendichten
Bereiche, die die Region der pri- und postsynaptischen aktiven Zone markieren (Pfeile)
(entnommen und modifiziert aus Alberts et al. 2008; die Verwendung erfolgt mit freundlicher

Genehmigung durch Dr. C. S. Raine).

Im Bereich der Postsynapse findet man ebenfalls ein aus Mikrotubuli und Aktinfilamenten
aufgebautes Zytoskelett und Mitochondrien, die der Energiegewinnung dienen. Im Bereich
der postsynaptischen aktiven Zone liegen die Rezeptoren fiir die in den synaptischen Spalt
freigesetzten Neurotransmitter. Die Einteilung der postsynaptischen Rezeptoren erfolgt in
iono- beziehungsweise metabotrope Rezeptoren. Zytoskelettale Ankerproteine wie PSD-
95, Gephyrin, Grip und weitere sorgen fiir die Fixierung der Rezeptoren an der
postsynaptischen Membran. Die prisynaptischen aktiven Zonen und die postsynaptische
Membran mit ihren Rezeptoren sind direkt vis-a-vis positioniert und ermoglichen somit
eine dullerst effektive Signaliibertragung (Richter 2013). Des Weiteren beherbergt die
Postsynapse Ribosomen und raue endoplasmatische Retikula, denen eine wichtige

Funktion bei der Produktion der Rezeptoren zukommt.
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1.2 Bisheriger Forschungsstand: Vesikelanzahl und Morphologie

der Synapsen in hippocampalen Zellkulturen

Seit der Pionierarbeit von Bernhard Katz bezlglich der Funktion der Synapse ist der
morphologisch anatomische Aufbau zentraler Synapsen wichtiger Bestandteil der
neurobiologischen Forschung. Das Erkennen der synaptischen Struktur und die
Assoziation dieser mit der physiologischen Funktion bilden hierbei den Kern zahlreicher
Forschungsvorhaben. Beziiglich der in dieser Arbeit untersuchten anatomischen Strukturen
der Synapse leisteten Prof. Dr. Thomas Schikorski und Prof. Dr. Charles F. Stevens vom

»oalk Institute for Biological Studies® in La Jolla, San Diego umfangreiche Vorarbeit.

In ihrer 1997 erschienenen Ubersichtsarbeit ,,Quantitative Ultrastructural Analysis of
Hippocampal  Excitatory ~ Synapses®  leiteten  sie  anhand  dreidimensionaler
Rekonstruktionen exzitatorischer Synapsen aus der CAl-Region des Nager-Hippocampus
und in Zellkulturen die GroBe der aktiven Zone und der Postsynapse, die Anzahl der
aktiven Zonen pro prisynaptischer Endigung, die Anzahl der gebundenen Vesikel pro
aktiver Zone und die Gesamtanzahl synaptischer Vesikel in der prisynaptischen Endigung
ab (Schikorski und Stevens 1997). Als Untersuchungsmaterial dienten hippocampale
Neuronen erwachsener Maiuse (sieben Monate alt). Da sich ein Grofiteil der
wissenschaftlichen Arbeiten zu der Zeit auf den Bereich der Postsynapse konzentrierte, war
es Ziel ihrer Arbeit, die statistische Verteilung jener priasynaptischen Eigenschaften zu
bestimmen, die mit hoher Wahrscheinlich von physiologischer Bedeutung fiir Synapsen im

Hippocampus sind.

Der Bereich einer Synapse wurde anhand folgender Parameter festgelegt: Die aktive Zone
und die Postsynapse konnten mit Hilfe elektronendichten Materials identifiziert werden.
Gebundene Vesikel, ein synaptischer Spalt und eine parallele Ausrichtung der pri- und
postsynaptischen Membran dienten als definitive Marker der Synapse. Die
dreidimensionale Rekonstruktion erfolgte dann durch die Analyse 29 aufeinanderfolgender

Schnittbilder und ist in Abbildung 3 gezeigt.

Schikorski und Stevens fanden heraus, dass 64 der 71 untersuchten Hirn-Synapsen nur eine
aktive Zone zeigten; das entspricht 90 %. Sechs Synapsen (8 %) prisentierten zwei und
eine (2 %) sogar drei aktive Zonen. Waren mehrere aktive Zonen im Bereich einer Synapse
vorhanden, kommunizierten diese nie mit der gleichen Postsynapse. Die Untersuchung der
Synapsen in der Zellkultur zeigte statistisch nicht relevant abweichende Ergebnisse. 69 %

der Synapsen hatten eine aktive Zone, 31 % besallen zwei.
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Ubereinstimmend wurde eine enge Lagebeziehung und Verkniipfung der aktiven Zone und
der Postsynapse beobachtet. Die Fliche der aktiven Zone variierte jedoch erheblich, stand
dabei aber stets in einer linearen Beziehung zu dem Volumen ,,ihrer Synapse. Die gréf3te
aktive Zone zeigte eine Linge von 0,8 um und eine Breite von 0,26 um, wohingegen die
kleinste 0,12 um lang und 0,06 pm breit war. Die durchschnittliche Oberfliche einer
aktiven Zone betrug 0,027 um’.

Die Anzahl der an der jeweiligen aktiven Zone gebundenen Vesikel zeigte ebenfalls eine
gro3e Spannweite. Im Durchschnitt waren 10,3 Vesikel an eine der 79 untersuchten aktiven
Zonen gebunden. Das Minimum waren zwei, das Maximum 27 angedockte Vesikel.
Obwohl sowohl die Fliche der aktiven Zone als auch die Menge der Vesikel, die an einer
aktiven Zone lagen, sehr unterschiedlich waren, bestand immer eine starke Korrelation
dieser beiden Groflen an der jeweiligen Synapse. Die Position, an der die Vesikel an die
aktive Zone gebunden waren, schien hingegen zufillig zu sein. Ein Problem beztglich
dieser Beobachtung entstand dadurch, dass es keine prizise Definition fiir an die aktive
Zone ,gebundene Vesikel“ (im Folgenden: ,,AZ-gebundene Vesikel) im elektronen-
mikroskopischen Bild gibt. Daher wurde als Kiriterium eine enge Lagebezichung der

Vesikel und der Plasmamembran zur Identifikation AZ-gebundener Vesikel verwendet.
Die Gesamtanzahl der Vesikel betrug im Durchschnitt 270 Vesikel pro Synapse.

Im Vergleich mit den Synapsen in der Zellkultur zeigte sich lediglich ein statistisch
signifikanter Unterschied. Die Anzahl der gebundenen Vesikel pro aktiver Zone war in der

Zellkultur deutlich geringer und nur ungefihr halb so grof3.

Zusammenfassend prisentieren die Daten von Schikorski und Stevens die Synapse als eine
Struktur mit reichlich Variabilitit beziglich der GroBe und Form der aktiven Zone, der
Fliche der Postsynapse, der Anzahl gebundener Vesikel pro aktiver Zone und der GréB3e
des Reservepools nicht gebundener Vesikel. Nichtsdestoweniger gab es einheitliche
Merkmale, nimlich das Vorhandensein von tberwiegend einer aktiven Zone pro Synapse
und die enge Beziehung zwischen der Fliche der aktiven Zone und der Anzahl der daran

gebundenen Vesikel.

Im Verlauf ihres Papers zogen Schikorski und Stevens den Vergleich zu vorherigen
Untersuchungen synaptischer Strukturen, die sich jedoch auf spinale Synapsen
beschrankten. Die primiren Unterschiede bezogen sich hierbei auf die Fliche der aktiven
Zone, die in spinalen Synapsen zweieinhalbmal gréBer war als in Synapsen des

Hippocampus.
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Abbildung 3: Dreidimensionale Rekonstruktion von Synapsen. Abbildung 3A zeigt zwei Ansichten
einer Synapse aus dem Gehirn. Die aktive Zone ist rot, die neun gebundenen Vesikel sind grau
markiert. Abbildung 3B prisentiert die Rekonstruktion zweier axodendritischer Synapsen aus einer
Zellkultur des Hippocampus. Die Farbgebung entspricht der in Abbildung 3A (entnommen aus
Schikorski und Stevens 1997; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Journals

of Neuroscience)

Des Weiteren fand man im Riickenmark im Durchschnitt sechs aktive Zonen pro Synapse,
im Vergleich zu einer pro Synapse im Hippocampus. Die Unterschiede zwischen spinalen
Synapsen und denen im Hippocampus waren anhand des deutlich kleineren

Synapsenvolumens im Hippocampus (10- bis 100-mal kleiner) zu erklaren.

Interessanterweise zeigten jedoch alle Studien eine lineare Bezichung zwischen der

Gesamtfliche der aktiven Zone und dem Volumen der Synapse.
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Zum Abschluss ihres Artikels zogen Schikorski und Stevens drei primire
Schlussfolgerungen beziiglich der Verkniipfung der prisynaptischen Struktur und der
Freisetzung der Neurotransmitter. Erstens entsprach die Anzahl der Plitze fir die
Neurotransmitterfreisetzung der der aktiven Zonen. Zweitens stimmte die GrofBe des
Pools der gebundenen Vesikel, die morphologisch bestimmt wurde, annidhernd mit der
GroBe des Pools der sogenannten readily releasable Vesikel tiberein, die wiederum durch
physiologische Testung festgelegt wurde. AbschlieBend bestand dariiber hinaus eine
Beziehung zwischen der Anzahl gebundener Vesikel und der

Freisetzungswahrscheinlichkeit, die proportional zur Anzahl der gebundenen Vesikel war.

Im Jahr 1999 wuntersuchten die beiden Wissenschaftler olfaktorische, kortikale
exzitatorische Synapsen anhand von elektronenmikroskopischen Schnittbildern aus dem
Gehirn von Miusen und verglichen die Ergebnisse mit denen aus der Hippocampusregion
(Schikorski und Stevens 1999). Die Versuchstiere waren, wie bereits 1997, erwachsene
Miuse (siecben Monate alt.) Sie stellten fest, dass es eindeutige Unterschiede zwischen der

CA1-Hippocampusregion und den olfaktorischen Kortexschichten 1a und 1b gab.

Schikorski und Stevens wihlten den piriformen, olfaktorischen Kortex bewusst als
Vergleichsregion zum Hippocampus aus, da er ebenfalls iiber einen recht simplen Aufbau
und Synapsen mit unterschiedlichen physiologischen Funktionen verfiigt. Sie fokussierten
sich bei ihrer Arbeit auf die Betrachtung exzitatorischer Synapsen in der Kortexschicht 1a,
die Informationen aus dem Bereich des Riechkolbens bekommen, und Synapsen der
Kortexschicht 1b, die wiederum riicklaufig vom piriformen Kortex selbst angesteuert
werden. Diese Auswahl ermoglichte die Untersuchung zweier getrennter Leitungsbahnen,
die in unterschiedlichen Regionen ihren Ursprung haben und verschiedene physiologische
Funktionen abbilden: Axone vom Riechkolben projizieren spezifisch in die 1a-Schicht und
zeigen das Phianomen der ,,Paired Pulse Facilitation®, das bei Synapsen riicklaufiger

kortikaler Fasern nicht zu beobachten ist.

Die Betrachtung der Synapsen erbrachte folgende Ergebnisse: Der generelle Aufbau
exzitatorischer Synapsen im olfaktorischen Kortex unterscheidet sich nicht von dem
anderer exzitatorischer Synapsen. Er zeigt klassisch eine prisynaptische aktive Zone mit
gebundenen Vesikeln und einer korrespondierenden Postsynapse. Die Breite des
synaptischen Spaltes lag einheitlich zwischen 18 und 20 nm. Olfaktorische Synapsen
prisentierten sich in beiden Schichten circa zweieinhalbmal gréBer als die Synapsen des
Hippocampus. Das Vorkommen von zwei oder mehr aktiven Zonen pro Synapse war

hiufiger als im Hippocampus. Das Volumen kortikaler, olfaktorischer Synapsen war vier-
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bis siebenmal gréBer als im Hippocampus. Im Vergleich der Schichten 1a und 1b zeigte
sich, dass die durchschnittliche Fliche der aktiven Zonen einheitlich bei 0,095 um® lag und
mit dem Gesamtvolumen der Synapse korrelierte. Die Fliche der aktiven Zone war héchst
selten groBer als 0,4 um®. Im Vergleich zu ihrer Arbeit aus dem Jahr 1997, in der sie eine
durchschnittliche Oberfliche der aktiven Zone von 0,027 um” beschrieben, waren die
Flichen bei dieser Untersuchungsreihe somit grofler. Gro3e Synapsen schienen dazu zu
neigen, cher mehrere aktive Zonen auszubilden, anstatt dieses ,,Flichenlimit“ zu
tberschreiten. Deutliche Unterschiede zwischen den beiden Schichten waren bei der
Dichte gebundener Vesikel (dreimal hoéher in Schicht 1b) und der Gesamtvesikelanzahl
festzustellen (la: 354 £ 4306; 1b: 656 = 423). Die absolute Anzahl der an den jeweiligen
aktiven Zonen gebundenen Vesikel war fiir die Hippocampus-Synapsen und die Synapsen
in Region la nahezu identisch, wohingegen die Dichte der gebundenen Vesikel in der
la-Schicht geringer war. Die Dichte gebundener synaptischer Vesikel in der 1b-Schicht
entsprach der des Hippocampus, die Gesamtanzahl gebundener Vesikel war aufgrund der

grofleren aktiven Zonen dementsprechend ebenfalls hoher.

Im Vergleich zu den Ergebnissen, die Schikorski und Stevens in ihrer 1997 erschienenen
Arbeit priasentieren, zeigten die hier untersuchten Synapsen eine hohere Anzahl

synaptischer Vesikel.

Anhand dieser Ergebnisse zogen Schikorski und Stevens Ruckschlisse beziiglich der
physiologischen Funktion der einzelnen Synapsen. Synapsen in der la-Region wurde, im
Gegensatz zu denen in der 1b-Region, lange die Fahigkeit der Fazilitation zugeschrieben,
die eine Bezichung zu der Vesikeldichte aufzuzeigen schien. Synapsen in der 1b-Schicht
hatten eine héhere Vesikeldichte und zeigten keine ,,Paired Pulse Facilitation®, wohingegen
Synapsen der 1a-Schicht mit einer geringeren Vesikeldichte dieses taten. Schikorski und
Stevens kamen somit zu dem Schluss, dass das Vorkommen von ,,Paired Pulse
Facilitation® nicht allein anhand der Vesikeldichte zu erkliren war. Vielmehr schien die
Anzahl der gebundenen Vesikel von entscheidender Bedeutung fir die ,,Paired Pulse

Facilitation® zu sein.

AbschlieBend zogen Schikorski und Stevens aufgrund ihrer Beobachtungen die
Schlussfolgerung, dass der Hippocampus eine gute Forschungsgrundlage fiir das Studium
zentraler Synapsen bietet, Verallgemeinerungen beztliglich der physiologischen Funktion

auf Synapsen in anderen Regionen aber nur bedingt erfolgen sollten.

In ihrem 2001 veroffentlichten Paper ,,Morphological correlates of functionally defined

synaptic vesicle populations® untersuchten Schikorski und Stevens die Hypothese, dass der
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anhand der physiologischen Funktion bestimmte ,,Readily Releasable Pool (RRP)* mit dem
morphologisch  bestimmten  Pool  gebundener  Vesikel  (Vesikel, die im
elektronenmikroskopischen Bild der aktiven Zone direkt anliegen) tbereinstimmt. Als
Material dienten Synapsen von Hippocampuszellen der Ratte. Anders als bei ihren
Untersuchungen aus den Jahren 1997 und 1999 (siche oben) waren die Versuchstiere nur
einen Tag alt. Mit Hilfe der Photokonversion von mit FM1-43 markierten Vesikeln, die
nach der Konversion den elektronendichten DAB-Marker (Diaminobenzidin-Marker)
enthalten, definierten Schikorski und Stevens den sogenannten Recycling Pool als
maximale Vesikelanzahl, die durch verlingerte Stimulation mit FM1-43 angefirbt werden
konnte. Hierfiir wurden die hippocampalen Neuronen mit dem fluoreszierenden FM1-43-
Marker befiillt. Werden diese fluoreszierenden Farbstoffe erregt, kommt es zur Freisetzung
von Photonen. Durch diesen Vorgang entstehen freie Radikale, die Diaminobenzidine
(DAB) oxidieren und so in stabile Prizipitate polymerisieren, die dann im

elektronenmikroskopischen Bild sichtbar werden (Sandell und Masland 1988).

Abbildung 4: EM-Schnittbilder und dreidimensionale Rekonstruktion einer typischen Synapse.
Rechts sieht man die Rekonstruktion und auf der linken Seite eine Serie von sechs Schnitten, die fur
die Rekonstruktion verwendet wurden. Dargestellt sind das Axon, der Dendrit und ein
Mitochondrium. Die gebundenen Vesikel sind schwarz und die angefirbten Vesikel braun markiert.
Der MaBstabsbalken entspricht 0,1 pm (entnommen aus (Schikorski und Stevens 2001; die
Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Springer Nature Verlags).

Aus physiologischen Experimenten ist bekannt, dass ein kontinuierlicher Stimulus mit

40 Aktionspotentialen mit 20 Hz das sogenannte Quantum des ,,Readily Releasable Pool*
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freisetzt (Rosenmund und Stevens 1996; Murthy und Stevens 1999). Schikorski und
Stevens verwendeten in ihrer Versuchsreihe den gleichen Stimulus und stellten fest, dass
der Pool der an die aktiven Zone gebundenen Vesikel das morphologische Gegenstiick
zum physiologisch bestimmten ,,Readily Releasable Pool* ist. Des Weiteren fanden sie
heraus, dass die Vesikel des ,Recycling Pool” nicht gleichmiBig zwischen der
Gesamtpopulation der Vesikel verteilt waren, sondern zu 50 % in der Nihe der aktiven
Zone lagen. Gemill dem damaligen aktuellen Forschungsstandes konnten nur gebundene
und speziell vorbereitete Vesikel an der Exozytose teilhaben (Fernandez-Chacén und

Siidhof 1999).

Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass Unterschiede sowohl hinsichtlich der GroBe
der Synapsen und der aktiven Zone als auch der Anzahl der synaptischen Vesikel zwischen
den Arbeiten von Schikorski und Stevens festzustellen sind. Nicht nur die Oberfliche der
aktiven Zone, sondern auch die Anzahl der in einer Synapse registrierten Vesikel war in der
1999 veroffentlichten Untersuchung gréfler als bei den Ergebnissen aus dem Jahr 1997. Als
Versuchstiere dienten damals erwachsene Nager, die sieben Monate alt waren. Hinsichtlich
der in dieser Arbeit untersuchten hippocampalen Strukturen von neugeborenen Ratten sind
somit nicht unbedingt tbereinstimmende Ergebnisse mit den vorherigen Untersuchungen
zu erwarten, da bereits die Werte von Schikorski und Stevens in ihren verschiedenen

Experimenten unterschiedlich waren.

1.3 Chemische Signaliibertragung an Synapsen des Zentralnerven-

systems

Durch das Eintreffen eines Aktionspotentials in der Prisynapse erfolgt hier eine
Depolarisation. Spannungsabhingige Calciumkanile im Bereich der prisynaptischen
aktiven Zone werden aktiviert und ermdglichen darauthin einen Finstrom von

Calciumionen aus dem Extrazellularraum in die Prisynapse.

Die synaptischen Vesikel besitzen spezifische Calciumsensoren, die die Fusion mit der
Plasmamembran im Bereich der aktiven Zone triggern. Die Exozytosewahrscheinlichkeit
ist im zentralen Nervensystem relativ gering, sodass nur auf jedes dritte bis zehnte
Aktionspotential die Freisetzung eines synaptischen Transmitters erfolgt. Nach
erfolgreicher Fusion werden die Neurotransmitter in den synaptischen Spalt entlassen und
diffundieren zur postsynaptischen Membran. Im Bereich der Prasynapse werden nun durch

Endozytose die fusionierten Vesikelmolekiile gesammelt und neue Vesikel gebildet. Zur
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gleichen Zeit erfolgt die Repolarisation der Prasynapse. Die Neurotransmitter aktivieren
spezifische postsynaptische Rezeptoren und 16sen je nach Rezeptortyp eine De- oder eine
Hyperpolarisation aus, die in der postsynaptischen Membran elektrotonisch weitergeleitet
wird. Die Empfingerzelle verarbeitet die Spannungsinderung sehr schnell, sodass zwischen
dem Eintreffen des Impulses in der Prisynapse bis zur Spannungsinderung auf
postsynaptischer Seite nur etwa eine tausendstel Sekunde vergeht (Jahn 2016). Abbildung 5

zeigt eine schematische Darstellung des beschriebenen Ablaufs.

Dendriten

Regeneration der
synaptischen Vesikel
uber endosomale
Intermediate

Zellkorper (Soma)

Synaptische /
Vesikel
NT ‘;:
{ Neurotransmitter © @
Aufnahme

Dendriten

Myelin-Scheiden

=che
sts napt'l.sc
POy nbrane

Spannungsanderung

Postsynaptisches Neuron

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer Nervenzelle (links) und einer chemischen Synapse
mit chemischer Signaliibertragung (rechts) (entnommen aus Jahn 2016; die Verwendung erfolgt mit

freundlicher Genehmigung durch Herrn Professor Reinhard Jahn)

Sowohl die Prozesse der Vesikelfusion und Exozytose als auch der Endozytose und
Vesikelrezyklierung miussen gut ausbalanciert und aufeinander abgestimmt sein, um die
langfristige Funktion der Synapse sicherzustellen (Rizzoli und Tabares 2016). Die
Abbildung 6 zeigt den gesamten Vesikelkreislauf, dessen genaue Vorginge in den nichsten

Kapiteln ausfithrlich beschrieben werden.
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ANTEROGRADE TRANSPORT SYNAPSE

Abbildung 6: Uberblick iiber den Vesikelkreislauf (entnommen aus Rizzoli 2014a; die Verwendung
erfolgt mit freundlicher Genehmigung durch Herrn Professor Silvio Rizzoli)
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1.4 Synaptische Vesikel und Exozytose

Der synaptische Vesikel dient primir dem Transport von Neurotransmittern, die nach der
klassischen Definition Substanzen sind, die vom prasynaptischen Neuron synthetisiert und
aktivititsabhingig freigesetzt werden und dann uber spezifische Rezeptoren an der
postsynaptischen Membran eine messbare Reaktion auslosen (Draguhn 2014). Bekannte
Beispiele fiir Neurotransmitter sind Acetylcholin, y-Aminobuttersiure (GABA),
L-Glutamat, Glycin sowie die Catecholamine Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin und die

Monoamine Histamin und Serotonin.

Der Vesikelzyklus in der Prisynapse ist in Abbildung 8 dargestellt. Man unterscheidet
zwischen sofort verfugbaren (readily releasable) und sogenannten Reserve Pools von
Vesikeln (Richter 2013). Um ihre Aufgabe erfillen zu koénnen, beherbergt die
Vesikelmembran verschiedene Proteinkomplexe, die der Aufnahme der Botenstoffe aus
dem Plasma der Zelle dienen. Die dafur notwendige Energie wird von einer Protonen-
ATPase (V-ATPase), einem weiteren Proteinmolekil der Vesikelmembran, das
wahrscheinlich durch die Interaktion mit Synaptophysin (Galli et al. 1996) oder
Synaptobrevin (Di Giovanni et al. 2010) in die Membran integriert wird, bereitgestellt.
Unter Verbrauch von Adenosintriphosphat pumpt sie dann Protonen in die Vesikel (Jahn
2016). Durch diesen Prozess bildet sich ein Konzentrationsgefille, das fir die Aufnahme

der Neurotransmitter genutzt wird.

- | 26/
ATP Nt
! Proton N
H* H pump H
ATP
ATP \”/ i'ig
N O [ &
H /#Nt
ATP M
H*
H* N} transporter
At Nt
N Nt
t
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Abbildung 7: Die V-ATPase pumpt unter ATP-Verbrauch Protonen in den synaptischen Vesikel,
die dann im Austausch gegen den Neurotransmitter wieder ausgeschleust werden (entnommen aus
Rizzoli 2014a; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung durch Herrn Professor Silvio
Rizzoli).
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Dabei werden im Antiport zwei Vesikelprotonen gegen ein Neurotransmittermolekiil
ausgetauscht (Edwards 2007). Die Aufnahme der Transmitter in die Vesikel erfolgt somit
sekundar aktiv (Draguhn 2014) und ist in Abbildung 7 dargestellt.

Fir die Fusion der Vesikel mit der Plasmamembran im Rahmen der Exozytose besitzt die
Vesikelmembran weitere Proteine, die dem sogenannten SNARE-Komplex (;,soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor*-Komplex) zugeordnet werden. Der
einfachen Fusion zweier Membranen stehen nach Rizzoli jedoch folgende Fakten entgegen:
Die Doppelmembranstruktur ist sehr stabil und daher nur bedingt pridisponiert, ihre
Struktur zu verindern. Des Weiteren kommt es durch polare Gruppen auf den
Membranauflenseiten zu AbstofSungsreaktionen zwischen den beiden Membranen (Rizzoli
2014a). Fur die Destabilisierung und anschlieBende Verschmelzung der zwei Membranen

wird daher Energie benétigt.

Trotz jahrelanger intensiver Forschung ist es bis heute nicht abschlieBend geklirt, wie es
die fir die Membranfusion verantwortlichen Proteine schaffen, innerhalb von weniger als
einer Millisekunde nach Einstrom der Calciumionen die Membranen verschmelzen zu

lassen (Jahn 2010).

Die Sequenzen der Exozytose (vergleiche Abbildung 8) sind das ,,Docking®, ,,Priming*
und schlieBlich die Fusion mit Exozytose der Neurotransmitter (Richter 2013). Die
synaptischen Vesikel werden nach ihrem Eintritt in die Prasynapse im Bereich der aktiven
Zone gebunden. Dieser Prozess wird wahrscheinlich durch die Bindung der Vesikel an
sogenannte RIMs (Rab3-interacting molecules) (Haucke et al. 2011) oder RIM-binding-
Proteine (Liu et al. 2011) geférdert. Die Positionierung der synaptischen Vesikel an der
aktiven Zone in unmittelbarer Nachbarschaft der spannungsabhingigen Calciumkanile
ermoglicht den Vesikeln ein sofortiges Erkennen des Eintritts von Calciumionen in die

Prasynapse (Rizzoli 2014a).

Forschungsergebnisse von Harlow et al. legen nahe, dass die synaptischen Vesikel nur an
einer spezifischen Position an die aktive Zone binden koénnen und stets die gleiche

Domine in Kontakt mit der Maschinerie der aktiven Zone tritt (Harlow et al. 2013).

Dies unterstreicht die enorme Bedeutung einer gewissen ,,Strukturkonstanz® der aktiven
Zone und wird durch die Ergebnisse von Matz et al. gestiitzt, die herausfanden, dass sich
eine Strukturverinderung der aktiven Zone in einer Abweichung der Freisetzung

synaptischer Vesikel widerspiegelt (Matz et al. 2010).
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Die Fusion beginnt, nachdem die prisynaptische Membran durch ein Aktionspotential
depolarisiert wurde, worauf sich in Folge spannungsabhingige Calciumkanile 6ffnen
(Draguhn 2014). Die Konzentration der Calciumionen steigt danach im Bereich der aktiven

Z.onen rasant an.

Vesikelreserve

A E Aktionspotenzial
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Abbildung 8: Vesikelzyklus im Bereich der Prisynapse. Mit Clathrin markierte Vesikel werden
nach Abschluss der Fusion durch die Endozytose wieder in die Prisynapse aufgenommen. Des
Weiteren besteht die Moglichkeit, dass die Vesikel nach unvollstindiger Fusion sofort erneut
abgeschniirt werden (,,Kiss and Run®). Die Riickkehr in die Vesikelreserve erfolgt entweder tber
das Endosom oder den direkten Weg. Hier kénnen die Vesikel durch Bindung und Vorbereitung
des Fusionskomplexes erneut in den freisetzungsbereiten Zustand versetzt werden (entnommen
aus Draguhn 2014; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme
Verlags).

Das Vesikelprotein Synaptotagmin, das als Calciumsensor fungiert, dndert nach der
kooperativen Bindung von vier Calciumionen seine Konformation und hebt vermutlich die
sterische Blockade des SNARE-Komplexes durch Complexin auf (vergleiche Abbildung 9).

Vermutlich werden die Membranen der Vesikel und der Prisynapse durch die Interaktion
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mit Synaptotagmin zusitzlich destabilisiert und somit eine Fusion ermoglicht (Chapman

2008; Jahn und Fasshauer 2012).
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Abbildung 9: Molekulare Mechanismen der Vesikelfusion. Der SNARE-Komplex ist die zentrale
Komponente der Fusion (1 und 2). Die Proteine Synaptobrevin und SNAP-25 bringen die Vesikel-
und die Zellmembran in eine enge rdumliche Bezichung, wodurch der Prozess der TFusion
erméglicht wird (3). Entscheidend fiir diesen Prozess ist Synaptotagmin. Es bindet vier
Calciumionen und hebt auf diese Weise die sterische Blockade des SNARE-Komplexes durch
Complexin auf (entnommen aus Draguhn 2014; die Verwendung erfolgt mit freundlicher

Genehmigung des Georg Thieme Verlags).

Bewerkstelligt wird die Exozytose durch die SNARE-Proteine Synaptobrevin, Syntaxin und
SNAP-25  (Synaptosomal-associated ~ protein ~ 25).  Synaptobrevin  ist  ein
Transmembranprotein und liegt als sogenanntes v-SNARE in der Membran des

synaptischen Vesikels.

Sein  Gegenspieler ist das ,,t-SNARE® (t = target = Zielmembran) Syntaxin, ein
Transmembranprotein der Plasmamembran. Das zweite ,,t-SNARE®“ SNAP-25 ist

hingegen ein peripheres Membranprotein.

Die SNARE-Proteine erkennen sich gegenseitig, verdrillen sich bei ihrer Interaktion
umeinander und loésen den sogenannten Reilverschlusseffekt (,,Zipper®) aus (Richter
2013). Dabei bilden sie ein Bindel aus, das bis in die Membran reicht (Jahn 2016). Der sich
ergebende  trans-SNARE-Komplex (vergleiche Abbildung 10) nidhert die beiden
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Membranen einander an und verbindet sie schlieBlich miteinander (Alberts et al. 2011)
(Alberts et al. 2011). Bei diesem Prozess kommt es zu einer hohen Energiefreisetzung, die
tir die Membranfusion genutzt wird. Méglich ist die Membranfusion letztendlich erst
dann, wenn sich die beiden Lipiddoppelschichten auf 1,5 nm angenihert haben und somit
Lipide aus einer Doppelschicht in die andere flieBen koénnen (Alberts et al. 2011).
Abbildung 11 zeigt und erklirt, wie SNARE-Proteine die Membranfusion katalysieren.

synaptisches
Vesikel

CYTOS0L

w-5NARE

{Synaptobrevin) t-SNARE

{Snap25)

T-SMNARE
(Syntaxin}

Plasmamembran einer Nervenzelle

Abbildung 10: Struktur eines trans-SNARE-Komplexes. Rot dargestellt sieht man das
Transmembranprotein Synaptobrevin, ausgehend vom synaptischen Vesikel. Dunkelblau gefirbt ist
Syntaxin, das Transmembranprotein der Plasmamembran, und hellblau SNAP-25, als peripheres
Membranprotein (entnommen aus Alberts et al. 2011; die Verwendung erfolgt mit freundlicher

Genehmigung des Verlags W.W. Norton & Company).

Neben den beschriebenen SNARE-Proteinen sind zwei weitere Proteine an der Interaktion
des SNARE-Komplexes beteiligt, nimlich Munc 18 (Mammalian uncoordinated-18
Protein) und Munc 13, die die Fusion dahingehend beeinflussen, dass sie Syntaxin in einer

vom SNARE-Komplex bevorzugten Form halten (Ma et al. 2013).

Beim Vesikelzyklus unterscheidet man verschiedene Formen, die in Abbildung 8
schematisch dargestellt sind. Wahrend der sogenannten Kiss and Run-Exozytose entsteht
kurzzeitig eine Fusionspore, bevor die Vesikel nach dieser unvollstindigen Fusion direkt
wieder abgeschniirt und fir einen neuen Zyklus bereitgestellt werden. Andere Vesikel
werden nach der Fusion mit Clathrin markiert und finden ihren Weg in die Vesikelreserve
entweder iiber das Endosom oder den direkten Weg (Draguhn 2014). Der genaue Ablauf

dieser Vorginge wird in Kapitel 1.6 im Detail beschrieben.
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Nach erfolgter Fusion miissen die stabilen SNARE-Komplexe zetlegt werden, damit sie fiir
weitere Transportprozesse zur Verfugung stehen. Burgalossi et al. fanden heraus, dass
dabei das Protein NSF (IN-ethylmaleimide-sensitive factor) eine wichtige Rolle spielt, das in
Kooperation mit «a-SNAP (alpha-soluble NSF attachment protein) den SNARE-Komplex
zerlegt (Burgalossi et al. 2010; Ryu et al. 2015).

Abbildung 11: Ein Modell, wie SNARE-Proteine die Membranfusion katalysieren kénnen. Die
Fusion der Doppelmembranen verlduft in mehreren Schritten. Die enge Paarung von v-SNARE
und t-SNARE zwingt die Lipiddoppelschichten, sich eng aneinanderzulagern, und vertreibt
dadurch Wassermolekiile aus dem Zwischenraum. Die Lipidmolekile der beiden betroffenen
Membranseiten flieBen dann zwischen den Membranen, um einen verbindenden Stiel zu bilden.
Die Lipide der beiden anderen Lipidschichten berthren einander und bilden eine neue
Doppelschicht, die die Fusionszone erweitert (Hemi- oder Halbfusion). Die Fusion wird durch
Bruch der neuen Doppelschicht vollzogen (entnommen aus Alberts et al. 2011; die Verwendung

erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags W.W. Norton & Company).
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Das Vorhandensein der verschiedenen SNARE-Proteine erhoht dabei die
Wahrscheinlichkeit, dass sich NSF in ihrer Nihe anreichert (Bar-On et al. 2009). Kawasaki
und Kollegen sowie Littleton et al. konnten nachweisen, dass die Blockade von NSF zu
einer Hemmung der synaptischen Freisetzung fithrt (Kawasaki et al. 1998; Littleton et al.
2001). Es wurde beobachtet, dass die Existenz von SNARE-Komplexen sowohl in der
Vesikel- als auch in der Plasmamembran zu einer lokalen Anreicherung von NSF und o-
SNAP im Bereich der Synapse fihrt (Takamori et al. 2006; Sieber et al. 2007; Bar-On et al.
2012), was fur eine enge funktionelle Verkniipfung dieser Proteine spricht. Der genaue

molekulare Ablauf der Aufspaltung ist jedoch weitestgehend unbekannt.

NSF ist eine ATPase, die zwischen den Membranen und dem Zytosol zirkuliert und die
Energie der ATP-Hydrolyse nutzt, um die engen Wechselwirkungen zwischen den
helikalen Dominen der gepaarten SNARE-Proteine zunichtezumachen (Alberts et al.
2011). Ryu et al. fanden heraus, dass NSF nach der Spaltung des Adenosintriphosphats
(ATP) eine ,interne Spannung® aufbaut, Phosphationen abspaltet und nach einer
Latenzzeit von wenigen Zehntelsekunden die aufgebaute ,,Spannung® freisetzt. Dies fiihrt
zur Spaltung des SNARE-Komplexes mit sofortiger Freisetzung der SNARE-Proteine
(Ryu et al. 2015). Abbildung 12 zeigt die Bindung von NSF an den SNARE-Komplex, die
anschlieBende ATP-Hydrolyse und die resultierende Spaltung des SNARE-Komplexes.
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Abbildung  12:  NSF-vermittelte ~ Dissoziation = der =~ SNARE-Paare = nach  einem
Membranfusionszyklus (entnommen aus Alberts et al. 2011; die Verwendung erfolgt mit

freundlicher Genehmigung des Verlags W.W. Norton & Company)
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1.5 Medizinische Bedeutung chemischer Synapsen und des

SNARE-Komplexes

Die Funktion der chemischen Synapse ist von besonderem Interesse, da sie dul3erst
komplexe Interaktionen zwischen Nervenzellen erlaubt. Medizinische Relevanz gewinnt sie
dadurch, dass hier auf der einen Seite spezifische pathologische Prozesse beobachtet
werden koénnen und auf der anderen Seite eine gute Moglichkeit der pharmakologischen
Intervention besteht (Dudel und Heckmann 2005). Bevorzugtes ,,Angriffsziel” ist hierbei

hiufig der Vesikelzyklus, bestehend aus Exo- und Endozytose.

Im Folgenden werden die durch Clostridien ausgelosten Erkrankungen Botulismus und
Tetanus in ihrer Pathophysiologie genauer betrachtet (vergleiche Ubersichtsartikel (Veit
1999). Clostridiale Neurotoxine, Tetanus und die Botulinumtoxine A—G sind Peptidasen,
welche die an der Exozytose beteiligten SNARE-Proteine zerstoren (Richter 2013). Sie
bestehen aus zwei tiber Disulfidbriicken verbundenen Polypeptiden: einer schweren Kette
(100 kDa), zustindig fir die Penetration der Toxine in die Zellen und die spezifische
Bindung an bestimmte Nervenzelltypen, und einer leichten Kette (50 kDa), die eine
zinkabhingige proteolytische Aktivitit besitzt (Ahnert-Hilger und Bigalke 1995; Rossetto et
al. 1995). Die schwere Kette spaltet sich ab, lagert sich an der jeweiligen Membran an und
erlaubt der leichten Kette somit die Durchquerung der Lipiddoppelschicht und den Eintritt

in das Zytoplasma (Boujard et al. 2014).

Abbildung 13 zeigt die Angriffspunkte der Botulinum- und Tetanustoxine an den
Komponenten des SNARE-Komplexes. Synaptobrevin wird durch die Tetanus- und
Botulinumtoxine B, D, F und G gespalten, wohingegen Syntaxin durch das Botulinumtoxin
Cl und SNAP-25 durch die Botulinumtoxine A und E abgebaut wird. Das als
Calciumsensor fungierende Vesikelprotein Synaptotagmin ist das einzige Protein, das nicht

direkt von einem Toxin beeintrichtigt wird.

Obwohl alle clostridialen Neurotoxine die Proteine des SNARE-Komplexes mit ihren
leichten Ketten angreifen, unterscheiden sie sich deutlich in der Ausprigung ihrer
klinischen Symptome. Der Grund hierfiir sind Unterschiede in der Struktur der schweren
Ketten, die dadurch verschiedene Transportwege beschreiten, um die leichten Ketten von
ithrer Eintrittspforte zum Ort der Wirkungsentfaltung zu transportieren (Ahnert-Hilger und

Bigalke 1995).
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Die proteolytische Aktivitit der Tetanus- und Botulinumtoxine entfaltet sich somit an
unterschiedlichen Neuronentypen und fihrt zu stimulatorischen beziehungsweise
inhibitorischen Einflissen auf die Muskelzellen. Die selektiven Abbauvorginge an den
SNARE-Komplexen erkliren somit die unterschiedlichen klinischen Bilder des Tetanus mit

Muskelkraimpfen im Gegensatz zum Botulismus mit paralytischen Symptomen (Veit 1999).

synaptischer Spalt

Acetylcholin
Angriffspunkt ® o
far Typ C1 =

Exocytose

Angriffspunkte fur

Typ A C E
SNAP-25 o1

SNARE-Komplex

Angriffspunkt ( Angriffspunkte far

Tetanustoxin 7~ TypB, D, F, G

/ Synaptobrevin
VAMP

Vesikel

Abbildung 13: Angriffspunkte der Botulinum- und Tetanustoxine an den Komponenten des
SNARE-Komplexes (modifiziert nach Scarlatos et al. 2005; die Verwendung erfolgt mit

freundlicher Genehmigung des Journals of Food Science)

Der Ausléser des Tetanus ist das Clostridium tetani, ein anaerobes, sporenbildendes
Bakterium. Die umgangssprachliche Bezeichnung ,,Wundstarrkrampf™ impliziert die
pathologische Wirkung des Toxins, das nach der Aufnahme in die Motoneuronen im
Bereich infizierter Wunden retrograd axonal transportiert wird und schlussendlich nach
Transzytose die hemmenden Interneuronen des Riickenmarks erreicht (Dudel und
Heckmann 2005). Dort angelangt, stort es das Gleichgewicht von Hemmung und Erregung

des motorischen Systems.
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Wie der Abbildung 13 zu entnehmen ist, spaltet es dort Synaptobrevin und verhindert
somit die Transmitterfreisetzung aus den synaptischen Vesikeln. Daraus resultiert eine
zunehmende Muskelsteifigkeit mit Muskelkrimpfen, die in dem Opisthotonus ihre
maximale Ausprigung erreichen. Ein weiteres klassisches Symptom ist das sogenannte
sardonische ~ Grinsen  (vergleiche  Abbildung 14).  Die  Therapie  bei  einer
Tetatnusintoxikation besteht in einer chirurgischen Wundsanierung und der Gabe von
Antibiotika (Dudel und Heckmann 2005). Penicillin und Tetrazykline stehen hierbei im
Vordergrund. Erginzend erfolgt die Verabreichung von Antitoxin (humanes Tetanus-
Immunglobulin) und es erfolgt eine Immunisierung mit dem inaktivierten Toxin Toxoid,
das auch zur prophylaktischen Impfung eingesetzt wird (Dudel und Heckmann 2005). Bei

therapieresistenten oder nichttherapierten Fallen kommt es im Endstadium zu

generalisierten Spasmen mit letalem Ausgang.

Abbildung 14: Sir Charles Bells Portrit eines Mannes mit generalisiertem Tetanus. Opisthotonus

und Risus sardonicus sind deutlich zu erkennen (entnommen aus Richter 2013).

Der Erreger des Botulismus ist das ebenfalls anaerobe, sporenbildende Bakterium
Clostridium botulinum, das in der Regel tber verunreinigte Nahrungsmittel in den
menschlichen Organismus gelangt. Die klinischen Symptome wie Sehstérungen, Schwindel
und Muskelschwiche treten 24 Stunden nach Aufnahme des Toxins auf, in schweren
Fillen kann es bei intakter Sensibilitit zu Ausfillen der Muskeleigenreflexe kommen,
schlimmstenfalls zum Atemstillstand als Folge der Muskelschwiche (Dudel und Heckmann

2005).
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Botulinumtoxine sind Neurotoxine und entfalten ihre Wirkung ausschliefSlich im
Nervensystem. Sie sind nicht in der Lage, die Bluthirnschranke zu tberwinden, somit
manifestieren sich die paralytischen Ausfille nur im peripheren Nervensystem (Boujard et
al. 2014). Die Injektion kleiner Dosen des Botulinumtoxins findet im klinischen Alltag zum
Beispiel Anwendung bei der Therapie des Torticollis (muskuldrer Schiethals) oder bei
vegetativen Storungen wie pathologischer Schwei3- und Speichelbildung. Die
paralysierende Wirkung des in der Kosmetikindustrie eingesetzten Botox entsteht durch
Spaltung von Syntaxin und wird zur vortbergehenden Faltenreduktion durch Relaxation

der mimischen Muskulatur genutzt (Dudel und Heckmann 2005; Draguhn 2014).

Dariiber hinaus scheint der Verlust verschiedener prisynaptischer Proteine des SNARE-
Komplexes eine funktionelle Abweichung bei der Neurotransmitterfreisetzung zu
verursachen, die fur die Entstehung der Symptome degenerativer Erkrankungen wie der

Chorea Huntington verantwortlich sein konnte (Reiner et al. 2011).

Daher bleibt die vollstindige Entschliisselung der Fusionsmaschinerie in der Synapse
zentraler Bestandteil der neurowissenschaftlichen Forschung, da die berechtigte Hoffnung
besteht, dass dadurch ein besseres Verstindnis neurodegenerativer Erkrankungen wie

Parkinson, Alzheimer und Chorea Huntington erzielt werden kann (Jahn 2016).

1.6 Endozytose und Vesikelrezyklierung

Nach erfolgter Fusion mit der Plasmamembran miissen die synaptischen Vesikel wieder in
den Bereich der Prisynapse aufgenommen werden. Dieses geschieht durch die Endozytose,
die fur die Entfernung der Bestandteile der synaptischen Vesikel aus dem Bereich der
aktiven Zone unerlisslich ist, da sie diese so fiir weitere Vesikelfusionen ,,reinigt (Neher
2010). Laut Rizzoli gibt es drei Moglichkeiten, was mit den Proteinen der synaptischen
Vesikel nach der Fusion passieren kann. Die erste Moglichkeit beschreibt eine geringe
Offnung der Fusionspore, die dann wieder schlieBt und als ,,Kiss and Run® bezeichnet
wird (vergleiche Abbildung 8). Bei der zweiten Variante verbleiben die Molekiile des
Vesikels nach der Verschmelzung mit der Plasmamembran in einer Gruppe, abgesondert
vom Rest der Membran. Die dritte Méglichkeit ist die Verteilung und Vermischung der
Molekiile in der Plasmamembran nach erfolgter Verschmelzung (Rizzoli 2014b).
Unabhingig davon, welche der aufgefihrten Moglichkeiten der Realitit entspricht, sind
bestimmte Vorginge unabdingbar, um die einzelnen Molekiile von der Plasmamembran zu

l6sen und wieder in den Bereich der Prisynapse aufzunehmen. Dazu zihlt laut Rizzoli das
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Erkennen der Vesikelproteine Synaptotagmin oder Synaptobrevin. Bei diesem als
,»Coincidence Detection® beschriebenen Vorgang binden Adapterproteine zeitgleich eines

der Membranproteine und Lipide aus der Plasmamembran (vergleiche Abbildung 15).

Adaptors
e
& o

|~

SV proteins

Lipids

Abbildung 15: Die Ansammlung verschiedener Molekiile des synaptischen Vesikels in der
Plasmamembran triggert die Rekrutierung von Adapterproteinen (entnommen aus Rizzoli 2014a;

die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung durch Herrn Professor Silvio Rizzoli).

Der Prozess der Endozytose beginnt mit dem sogenannten Clathrin Coating. Dieser
Vorgang ist von fundamentaler Bedeutung fiir die Signalibertragung und die Regulation
zahlreicher Aktivititen der Plasmamembran und somit essentiell fur hochentwickeltes
eukaryotisches Leben (McMahon und Boucrot 2011). Die fur die Erkennung des
Vesikelproteins Synaptotagmin zustindigen Adapter rekrutieren das hierfur notwendige
Clathrin, ein fibréses Protein, das ein Kaifignetz bilden kann (Richter 2013). Jede
Clathrinuntereinheit besteht aus drei leichten und drei schweren Polypeptidketten, die
gemeinsam eine dreibeinige Struktur aufbauen, die als Triskelion bezeichnet wird

(vergleiche Abbildung 16).

schwere Kette

leichte Kette

Abbildung 16: Jedes Triskelion besteht aus drei schweren und drei leichten Ketten (enthommen
aus (Alberts et al. 2011 Alberts et al. 2011; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung
des Verlags W.W. Norton & Company).
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Mehrere Clathrin-Triskelions bilden dann durch Zusammenlagerung den sogenannten Coat
aus, eine korbihnliche, dreidimensionale Struktur, die sich um die Molekule des
synaptischen Vesikels legt. Abbildung 17 zeigt den Aufbau und anschlieBenden Zerfall der
Clathrinhille.

N /
[ "ﬁ-f“‘”\

Clathrin

Fracht-

Rezepltor wnacktes” Transport-

Adapter- vesikel

protein CYTOSOL
Frachtmolekile
HULLENAUFBAL UND KNOSPEN- VESIKEL- ZERFALL DER
AUSWAHL DER FRACHT BILDUNG BILDUNG HULLE

Abbildung 17: Zusammenlagerung und Auflésung einer Clathrinhiille (entnommen aus (Alberts et
al. 2011; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags W.W. Norton &
Company)

Nach der vollstindigen Ausbildung der clathrinbeschichteten Vesikelknospe muss die
Abschniirung dieser von der Plasmamembran erfolgen. Zustindig hierfiir sind das
zytoplasmatische Protein Dynamin und weitere assoziierte Proteine. Sie lagern sich
wihrend des Knospenwachstums um deren Hals an (Alberts et al. 2011). Dynamin enthilt
eine GTPase-Domine, die die Geschwindigkeit reguliert, mit der die Vesikel von der

Plasmamembran gelost werden (Alberts et al. 2011).

Dynamin und
assoziierte Proteine

Abbildung 18: Abschniirvorgang des clathrinbeschichteten Vesikels durch Dynamin und
assozilerte Proteine (entnommen aus Alberts et al. 2011; die Verwendung erfolgt mit freundlicher

Genehmigung des Verlags W.W. Norton & Company)
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Dieses geschieht vermutlich dadurch, dass Dynamin einen spiralférmigen Ring um den
Hals der sich bildenden Vesikel formt und so die beiden extrazelluliren Bereiche der
Membranen in enge Nahe gebracht werden, fusionieren und das sich bildende Vesikel

abdichten (Alberts et al. 2011).

Dieser Mechanismus, der laut Faelber und Kollegen jedoch noch nicht bis in das letzte

Detail verstanden wurde, ist in Abbildung 18 abgebildet (Faelber et al. 2012).

Des Weiteren stellt sich die Frage, welche Faktoren oder Ereignisse die Endozytose
beeinflussen und in Gang setzen. Ceccarelli und Hurlbut vermuten, dass dieser Prozess
durch die Insertion der Vesikelmembran in die Plasmamembran ausgelost wird (Ceccarelli
und Hurlbut 1980). Forschungsergebnisse von Henkel und Betz sowie Zefirov und
Kollegen unterstreichen die Bedeutung von extrazellulirem Calcium als Trigger der
Endozytose (Henkel und Betz 1995; Zefirov et al. 20006). Dies stimmt mit der Ansicht von
Clayton und Kollegen tberein, dass der Calciumeinstrom die calciumabhingige
Phosphatase Calcineurin aktiviert, was zu einer Dephosphorylierung des Dynamins und

weiterer Kofaktoren der Endozytose fiihrt (Clayton et al. 2007).

Nach erfolgter Abschnirung von der Plasmamembran wire der umbhiillte Vesikel nun in
der Lage, von der Plasmamembran zu diffundieren, tut dieses aber offensichtlich nicht
(Rizzoli 2014a). Stattdessen scheinen die Vesikel, angetrieben durch die Polymerisation von
Aktin, von der Plasmamembran entfernt (Merrifield et al. 1999) und in den Bereich des
Vesikelclusters transportiert zu werden (Shupliakov et al. 2002; Bloom et al. 2003). Die
genaue Bedeutung des Aktins ist noch nicht abschlieBend geklirt. Die Beeinflussung der
Aktinfunktion durch Medikamente fihrte in Versuchen von Rizzoli und Betz zu einer
Storung der Endozytose. Somit ldsst sich eine wichtige Funktion des Aktins fur diesen

Vorgang vermuten (Rizzoli und Betz 2005).

Kurze Zeit nach der Ablésung der Vesikel von der Plasmamembran wird die Clathrinhiille
entfernt. Der Bereich, an dem Dynamin den Vesikel abgeschniirt hat, ist frei von Clathrin
und kann so von Hsc70 (Heat shock cognate 70) und seinem aktivierenden Kofaktor
Auxillin erkannt und gebunden werden (McMahon und Boucrot 2011). Diese Molekiile
»schilen® dann die Clathrinhiille des Vesikels ab (vergleiche Abbildung 19, Rizzoli 2014a).
Hsc70 besitzt dabei die Fahigkeit, zahlreiche schwere Ketten gleichzeitig zu binden und zu
destabilisieren (Xing et al. 2010; Bocking et al. 2011). Es fungiert bei diesem Prozess als
ATPase, die die Energie der ATP-Hydrolyse nutzt, um die Clathrinhtlle zu entfernen
(Alberts et al. 2011).
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Die nun ,enthillten” Vesikel besitzen alle SNARE-Molekile, die fur weitere
Fusionsgeschehen notwendig wiren (Takamori et al. 2006). Somit wire theoretisch sogar

eine Fusion der Vesikel miteinander moglich.
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Abbildung 19: Ablésung der Clathrinhtlle durch Hsc70 und Auxillin (entnommen aus Rizzoli
2014a; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung durch Herrn Professor Silvio
Rizzoli)

Nach Rizzoli findet dieser Prozess jedoch nicht statt. Gemal3 seinen Erkenntnissen kommt
es zu einer Fusion mit Endosomen, der ein endosomaler Sortierungs- oder
Speicherungsprozess folgt (Rizzoli 2014a). Im Anschluss erfolgt eine erneute ,,Fullung® mit
Neurotransmittern, wie sie in Kapitel 1.4 beschrieben und in der Abbildung 7 dargestellt
ist. Insgesamt dauert der Vesikelzyklus zwischen circa finf Sekunden (,,short-cut®) und

circa 30 Sekunden (endosomaler Weg) (Draguhn 2014).

Ein abschlieBender interessanter Punkt ist die Verkniipfung von Exo- und Endozytose.
Neher vertritt den Standpunkt, dass die Endozytose notwendig ist, um das Material der
synaptischen Vesikel aus dem Bereich der aktiven Zone zu entfernen und diese somit fiir
weitere Fusionsereignisse zu ,,sdubern® (Neher 2010). Diese Ansicht stimmt mit den
Beobachtungen von Miller und Heuser tiberein, die bereits 1984 herausfanden, dass die
Endozytose nicht direkt an der aktiven Zone stattfindet, sondern in einem als ,,periaktive
Zone* beschriebenen Bereich in der Umgebung der aktiven Zone (Miller und Heuser
1984). Eine Kopplung dieser Prozesse ist laut Rizzoli durch den gemeinsamen Trigger
Calcium oder die SNARE-Molekiile méglich. Hosoi und Kollegen sowie auch Xu und
Kollegen fanden heraus, dass zum Beispiel aus der enzymatischen Spaltung von

Synaptobrevin durch das Tetanustoxin eine Blockade beziehungsweise deutliche
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Verlangsamung der Endozytose resultierte (Hosoi et al. 2009; Xu et al. 2013). Die exakte
physikalische Verkniipfung dieser Prozesse ist sicher zu diskutieren und bleibt somit
Gegenstand der aktuellen Forschung (Rizzoli 2014a).

1.7 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser vorliegenden Arbeit ist es, anhand von elektronenmikroskopischen
Schnittbildern neuronale Zellkulturen aus dem Hippocampus zu untersuchen. Mit Hilfe
von Adobe Photoshop CS6 werden die Schnittbilder der einzelnen Ebenen justiert und
exakt tibereinandergelegt. AnschlieBend erfolgt eine Auswertung der Bilddateien mit dem
Programm MatLab, das eine Markierung und Klassifizierung der einzelnen Zellorganellen
ermoglicht und nachfolgend eine dreidimensionale Rekonstruktion der zu untersuchenden
Synapsenbereiche erlaubt. Anhand dieser Bilder werden dann Riickschliisse auf die
numerische und riumliche Verteilung der an der Ausbildung von Synapsen beteiligten

Zellbereiche und Zellorganellen gezogen.

Mit Hilfe dieser Ergebnisse kénnen Thesen beziiglich der Bedeutung der einzelnen
Organellen fur die physiologische Funktionalitit der Synapse sowie auch tber ihre

Interaktion untereinander aufgestellt werden.

Die Arbeit soll somit einen Beitrag zu einem besseren Verstindnis des realen,
dreidimensionalen Aufbaus der Kontakt- und Signaliibertragungsstelle zweier Neuronen
liefern. Fir die Zukunft erhoffen wir uns davon auch ein besseres Verstindnis
pathologischer Prozesse, die ihren Ursprung im Bereich der Verschaltung an synaptischen
Endigungen haben, und die Moglichkeit der medizinischen Intervention an dieser

Schnittstelle.
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2 Material und Methoden

Die in dieser Arbeit untersuchten Hirnschnitte entstammten aus der Hippocampusregion
neugeborener Ratten. Die Tiere wurden von Speziallaboren oder kommerziellen Anbietern
beschafft. Der Hippocampus liegt im Temporallappen und ist ein integraler Bestandteil des
limbischen Systems. Er erhilt sensorischen Input und scheint fir das Funktionieren des
deklarativen Wissens notwendig zu sein (Lavenex und Amaral 2000). Die Verwendung von
Zellkulturen aus dem Hippocampus ist weit verbreitet, da der Aufbau der Neuronen in
diesem Bereich des zentralen Nervensystems im Vergleich zu anderen Regionen recht
simpel ist (Kaech und Banker 20006). Ein weiterer Vorteil liegt laut Kaech und Banker
darin, dass diese Nervenzellen auch in einer Zellkultur ein umfangreiches Netzwerk von
Synapsen ausbilden (Kaech und Banker 20006), die in dieser Arbeit untersucht werden
sollen. Die Erstellung der Priparate und der elektronenmikroskopischen Bilder erfolgten
durch Herrn Prof. Dr. Thomas Schikorski von der Universidad Central del Caribe in

Bayamon, Puerto Rico.

2.1 Konventionelle Zellkultur

In diesem Kapitel wird der Ablauf zur Herstellung der konventionellen Zellkultur im Detail
beschrieben. Die hierfir genutzten Materialien sind in der untenstehenden Tabelle 1

aufgelistet.

Tabelle 1: Auflistung der Materialien fir die Herstellung der Zellkultur und deren

Anwendung

Losung Bestandteile der Lésung
Aussaatmedium e 111 ml MEM
(Planting-Medium) e 66 mg Glucose (3,3 mM)

11 ml Horse-Serum (10 %)

1,1 ml Glutamine (2 mM)
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Boratpuffer pH = 8,5; 100 mM

e Losung: Base (500 ml)
- Na,B,0, . 10 H,0, 19,07 g; fir lingere
Zeit umrthren
e Losung: Sdure (500 ml)
- H,BO, (Borsiure), 3,09 g

e Mit Reinstwasser vermischen

Herstellung:

Die zweite Losung wird in ein Becherglas
gegeben. Durch Zugabe der ersten Losung wird

dann der pH-Wert von 8,5 erzielt.

Enzymlésung * 2mgCystein
e 10 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium; standardisiertes Nahrmedium fur die
Zellkultur)
e 0,1 ml CaCl, (100 mM)
e 0,1l mlEDTA (50 mM)
e 20-25 FEinheiten Papain pro Milliliter
Enzymlésung
e Carbogen-Gasgemisch fiir 10-20 min sieden
Anwendung:
AnschlieBend wird die Loésung bis zu ihrem
Gebrauch im Wasserbad aufbewahtt.
Inaktivierungslésung * 25 mg Albumin

e 25 mg Trypsin-Inhibitor
e 5 ml 10%iges FCS-Medium (Fetales-Kilber-

Serum)

Herstellung:

Die Losung wird steril filtriert und auf 37 °C

erwarmt.
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10 %iges FCS-Medium

437 ml DMEM
50 ml FCS
10 ml Glutamine

3 ml Pen-Strep (Penicillin-Streptomycin)

Neurobasal-A-Medium

500 ml Neurobasal-A
10 ml B-27-Supplement
5 ml Glutamax 1-Stock

1.000 pl Pen-Strep

FUDR zur Hemmung der
Mikroglia

25 mg 5-fluor-2’deoxyuridin (8,1 mM)
62,5 mg Uridin (20,4 mM)
12,5 ml DMEM

Herstellung:

Die Bestandteile werden vermischt,

im

Anschluss in den Sterilfilter gegeben und
abschlieBend im Gefrierschrank in 500 ul

Aliquots gelagert.

Anwendung:

Von dieser Mischung werden dann jeweils

0,02ml  pro  ,Well“  (Vertiefung
Mikrotiterplatte) abgefullt.

in

2.1.1 Praparation der Deckgldser

Die Priparation der Deckgliser orientierte sich weitestgehend an dem Protokoll von Kaech

und Banker (vergleiche Kaech und Banker 20006). Als Erstes wurden die Deckgliser mit

einem Durchmesser von 18 mm in speziellen sdurebestindigen Keramikhaltern platziert,

mit Wasser abgespilt und anschlieBend tber Nacht in eine Ldsung mit einem

Salpetersaureanteil von 70 % gebracht und gereinigt. Am darauffolgenden Tag wurden die

Gliser so lange mit destilliertem Wasser abgewaschen, bis sich ein pH-Wert von 7

einstellte. AnschlieBend erfolgte die vollstindige Trocknung der Deckgliser, um

verbliebenes Wasser zu entfernen. Im Anschluss wurden sie in ihren Haltern in ein mit
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Alufolie abgedecktes Becherglas gestellt und fir 30 Minuten in einen auf 37 °C erhitzten
Warmeschrank gelegt. Somit wurde sichergestellt, dass die Deckgliser wihrend des

Autoklavierens trocken blieben.

Fir eine effektive Sterilisation wurden die Coverslips dann fir 15 Minuten bei konstantem
Druck und einer Temperatur von 121 °C in den Autoklav gestellt. Nach der Abkiihlphase
erfolgte die Platzierung der Deckgliser in Zellkultur-Schalen mit einem Durchmesser von
15 cm. Wichtig hierbei war es, dass sich die Deckgliser weder untereinander berthrten
noch in Kontakt mit der Wand der Zellkultur-Schale kamen. Unter Berticksichtigung dieser

Vorschrift konnten jeweils 20 Deckgliser in einer Schale positioniert werden.

AnschlieBend wurden die Deckgliser mit 1 ml Poly-L-Lysin (PLL) beschichtet, diese wurde
im Boratpuffer (pH = 8,5) gelost und dann steril filtriert. Die Poly-L-Lysin-Lésung hatte
eine Konzentration von 1 mg Poly-L-Lysin je Milliliter Boratpuffer. Im Anschluss wurden
in die Deckgliser einige Tropfen der Poly-L-Lysin-Losung gefillt. Nachdem diese
komplett mit der Losung bedeckt waren, wurden sie vollstindig mit Alufolie abgedeckt und

bei einer Temperatur von 37 °C tber Nacht (circa 12 Stunden) im Autoklav positioniert.

Am nichsten Tag entfernte man die Poly-L-Lysin-Losung von den Deckglisern und
bewahrte sie bei -20°C auf. Die Gliaser wurden daraufhin zweimal mit sterilem,
destilliertem Wasser gespult und in den Well-Platten positioniert, die zuvor ebenfalls mit

circa einem Milliliter destilliertem Wasser gespult wurden.

Nach Abschluss des letzten Waschvorgangs wurde moglichst viel Wasser entnommen und
die Deckgliser wurden anschlieBend mit einem Milliliter Aussaatmedium beschichtet.
Darauf folgend wurden die Well-Platten bei einer Temperatur von 37 °C fiir mindestens

drei Tage im Inkubator platziert.
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Abbildung 20: Das Flowchart zeigt das dreiteilige Protokoll fiir die Priparation hippocampaler
Zellkulturen nach Kaech und Banker, das in modifizierter Art und Weise auch in dieser Arbeit
angewendet wurde (entnommen aus Kaech und Banker 2006; die Verwendung erfolgt mit

freundlicher Genehmigung des Springer Nature Verlags).

2.1.2 Zerteilung und enzymatische Verarbeitung der Hippocampi

In Vorbereitung der Zerteilung der Hippocampi sollten 10 Milliliter der Enzymlosung
(vergleiche Tabelle 1) bereitstehen und in einem Wasserbad auf 37 °C erwirmt werden.
Bevor dann die Gewebeproben in die Losung gegeben wurden, war eine Sterilisation dieser

unbedingt erforderlich.
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Nun konnten die komplett entfernten Gehirne der neugeborenen Ratten in eine Petrischale
mit gekihlter Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) gelegt und so positioniert werden,

dass der Hypothalamus nach oben zeigte.

Mit Hilfe eines Praparationsmikroskops wurden die Hirnhdute vom mittleren Teil der
zerebralen Hemisphiren entfernt (vergleiche Abbildung 20 fir den weiteren Verlauf).
Dann erfolgte die Trennung des Hippocampus vom Kortex. Die getrennten
Hippocampusteile wurden dann fir eine Stunde in die in Tabelle 1 beschriebene
Enzymlosung gelegt und bei 37 °C unter stetigem Rithren inkubiert (vergleiche (Opazo et
al. 2010).

Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Enzymlosung entfernt und durch funf Milliliter der
ebenfalls in Tabelle 1 beschriebenen Inaktivierungslésung ersetzt. Nach einer Zeit von finf
Minuten wurde dann die Inaktivierungslosung verworfen, gefolgt von der Trituration der
Hippocampus-Bestandteile mit Hilfe einer Pasteurpipette in das Neurobasal-A-Medium
(vergleiche Tabelle 1). Es folgte die dreimalige Waschung der Zellen in diesem Medium.
Wihrend des Pipettierens musste beachtet werden, dass sich die Spitze der Pipette stets am
Boden des Gefilles befand, um die Resuspendierung des Gewebes sicher zu gewihrleisten.
Durch das kontinuierliche Auf- und Abpipettieren wurden die Hippocampizellen getrennt.
Nach der letzten Zugabe des Neurobasal-A-Mediums wurde die Anzahl der Zellen mit
Hilfe einer lichtmikroskopischen Auswertung in der ,,Neubauer Cell Counting Chamber
gezihlt (vergleiche Abbildung 21). Jedes Well wurde mit 80.000 Zellen und dem

Aussaatmedium befillt und dann fir mindestens zwei Stunden im Inkubator platziert.

Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Aussaatmedium vollstindig entfernt und 1,25 Milliliter
des Neurobasal-A-Mediums den Neuronen beigefiigt. Nach 48 Stunden erfolgte der
Austausch eines Teils des Zellkultur-Mediums, indem ein Milliliter des alten Mediums
durch einen Milliliter des frischen Mediums ersetzt wurde. Wichtig hierbei war es, nie das

komplette Medium zu tauschen (vergleiche Kaech und Banker 2000).
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Abbildung 21: Dargestellt ist der beispielhafte Aufbau einer ,,Neubauer Cell Counting Chamber*
(http://insilico.chu.eus/counting_chamber/neubauer_improved.php, 2018).

2.2 Fixation, Elektronenmikroskopie, Adobe Photoshop CS6,
MatLab

Fixation

Die chemische Fixation der neuronalen Zellkulturen erfolgte zunichst durch das Einlegen
der Priparate in 2,5 % Glutaraldehyd in Polybutylensuccinat (PBS), in dem sie fur
30 Minuten auf Eis gelegt wurden. Im Anschluss verlief die weitere Fixation fiir 30 bis
60 Minuten bei Raumtemperatur ebenfalls in 2,5 % Glutaraldehyd. Danach erfolgte das
Waschen der Priparate in Polybutylensuccinat und die Abkithlung der Proben mit 100 mM
Ammoniumchlorid bei 4 °C. Nach Beendigung des Spiilvorgangs wurden die Zellkulturen
in 1,5 mg/ml Diaminobenzidin (DAB) tber einen Zeitraum von 30 bis 45 Minuten im

Inkubator platziert.
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Postfixation und Farbung der Priparate

Nach Abschluss der ersten Fixationsschritte mit Hilfe von Polybutylensuccinat erfolgte bei
Raumtemperatur die weitere Behandlung der Priparate mit 1 % Osmiumtetroxid zwecks
Postfixation und Firbung der neuronalen Zellkulturen. AnschlieBend erfolgte fur

60 Minuten die Dehydrierung der Proben mit verschiedenen Ethanolen und Propylenoxid.

Im Anschluss wurden die Praparate fiir 12 bis 18 Stunden unter konstantem Ruhren in
50 % Epoxidharz (Epon) in Propylenoxid inkubiert. Um die vollstindige Verdunstung des
Propylenoxids zu gewihtleisten, wurden die Proben zunichst fur 8 Stunden in offenen
Injektionsflischchen in 100 % Epoxidharz und abschlieBend fir 36 Stunden bei einer

Temperatur von 60 °C inkubiert.

Zuletzt wurden die Reagenzgliser entfernt und die Priparatsblocke mit Hilfe eines
Ultramikrotoms in 70 nm starke Schnitte zerteilt. Die Betrachtung der Proben und das
Erstellen der elektronenmikroskopischen Bilder erfolgte mit einem Mikroskop der Firma
Zeiss (ZEISS EM 902 A), das mit einem CCD-Detektor mit einer Auflésung von
1,024 x 1,024 (Proscan CCD HSS 512/1024, Proscan Electronic Systems) bestiickt ist.

Adobe Photoshop CS6

Mit Hilfe des Programmes Adobe Photoshop CS6 wurden die elektronenmikroskopischen
Schnittbilder weiter bearbeitet und ausgewertet. Der im Folgenden beschriebene

Arbeitsablauf ist in den Abbildungen 22-25 dargestellt.

Zunichst wurden auf den von Herrn Professor Dr. Thomas Schikorski zur Verfiigung
gestellten Bildern die Synapsen identifiziert und ausgewihlt, die auf moglichst vielen
Schnittbildern der Bilderserien zu sehen waren. Die entsprechenden Dateien wurden dann
als ,,.tif" gespeichert und mit Adobe Photoshop gebffnet (vergleiche Abbildung 22).
Schrittweise wurden dann weitere Schnittbilder der gleichen Region ergianzt und mit Hilfe
der Bildbearbeitung mit den zuvor bearbeiteten Bildern in Einklang gebracht. Hierfiir
konnte tiber das Bedienfeld ,,Opacity” die Opazitit der jeweils neu erginzten Schicht so
weit reduziert werden (in der Regel auf circa 50 % des Ausgangswertes), dass ein exaktes
Ubereinanderlegen der einzelnen Ebenen méglich wurde. Mit Hilfe des Befehls ,,Edit >
Transform = Rotate” wurden die hinzugefiigten Schichten gedreht, bis eine punktgenaue
Deckung mit den vorherigen Schichten erreicht werden konnte. AbschlieSend wurden alle
Schnittbilder einer Synapse Uber den Befehl ,,Layer = Flatten image® auf eine Ebene

gebracht und konnten dann mit Hilfe des Programms MatLab weiter bearbeitet werden.
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Abbildung 22: Ausschnitt eines elektronenmikroskopischen Bildes, das mit Adobe Photoshop
ge6ffnet wurde und den Bereich der Synapse abbildet

Abbildung 23: Die in Abbildung 22 gezeigte Synapse ist hier im Detail vergroBert dargestellt.
Deutlich zu erkennen sind der dunklere, elektronendichte Bereich der Prid- und Postsynapse (P)

und die Ansammlung prisynaptischer Vesikel (—).
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Abbildung 24: Dargestellt ist die Befehlskette ,,Edit = Transform = Rotate®, mit deren Hilfe die

einzelnen Schichten exakt iibereinandergelegt wurden.

.0 ©. B 9 &

Abbildung 25: Auf der rechten Leiste sind die verschiedenen Ebenen (,,Layer 1-3°) abgebildet.
Ebenfalls zu erkennen ist die Schaltfliche ,,Opacity (in diesem Bild auf 44 % eingestellt), mit deren

Hilfe die Uberlagerung der Schnittbilder ermdglicht wurde.
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MatLab

Die Datenanalyse und Auswertung der erstellten Bilddaten erfolgte durch die Anwendung
der MatLab-Software. Hierfir wurden die mit Adobe Photoshop bearbeiteten
elektronenmikroskopischen Bilder mit Hilfe einer von Herrn Professor Silvio O. Rizzoli
programmierten Software bearbeitet und konnten so in einer dreidimensionalen
Darstellung abgebildet werden. Die wichtigsten Arbeitsschritte sind in den Abbildungen 26
und 27 dargestellt.

Zu Beginn wurden die, durch die Bearbeitung mit Photoshop, auf einer Ebene fixierten
Schnittbilder mit dem Zeichentool von Matlab gedffnet. Danach erfolgte die
Identifikation und das manuelle Zeichnen der prisynaptischen Zellstrukturen, also der
Vakuolen, der Mitochondrtien und der Vesikel sowie der aktiven Zone und der Membran
der prisynaptischen Nervenendigung (vergleiche Abbildung 26). Nachdem dieser
Arbeitsschritt fiir alle Ebenen einer Synapse erfolgt war, konnte tber die Befehlskette ,,File
> Open > for_calculating_the_plotting_lines* beziehungsweise ,,for_plotting the_3D*
die dreidimensionale Rekonstruktion der prasynaptischen Struktur gestartet werden.
Abbildung 27 zeigt exemplarisch eine auf diese Weise erstellte dreidimensionale Abbildung
der prisynaptischen Nervenendigung.

 Editor - C:\Users\Jan-Eike\Desktop\EM_analysis\program_start.m
File Edt Tedt Go Cell Tools Debug Desktop Window Help
DABA (MBI Aei | B-2R AR B sad e v B Figure 1 - o x

B
D BEB| -0 [+]|+| [x|H%X]|0 File Edt View Inset Tooks Desktop Window Help L
1 Ofunction sgetline DeE&|keaafe|(E0a|en
2- | global Novi xx yy r matrix memornot vesicler contrastor old Novi imagenr cell
3
a
5~ |cd 'C:\Users\Jan-Eike\Desktop\Promotion\Bilder_denspl\denspl_AxoZ\NatLab'
6 T s %
7= | names='' 5001 ' 3
L
O movi=[]:
10 - imagenc=1;
1 - (stat, mess)=fileatcrib(strcat('*', name,'*.tif'))
12 - for 1=1:numel(mess); disp(1): a=imread(mess(i).Name): siza=size(a): if nume
13
14
15 - | niveau=0:
16
17
18 - | matrix=(); xx=(); yy=():
19 - memornot=0;
20 - Movismovi(:,:, imagenr);
21
22 - | 1t imagenc<10
23
24 - | aba=strcat (name,’_0',num2str (imagenr),’.tif'):
25 - else
26 - | aba=strcat (name,'_',numZstr (imagenr),’.tif'):
27~ | ena:
28
29
30 - r=aba(1:numel (aba)-4) ;
31
32
33 - old_NMovi=Novi:
34 - colormap (gray (255)) ;
35 - himg=imagesc (Movi(:,:), 'tag', 'him'); axis equal; title (r);
36
37 - if memornot==1
38 - e*uicontrol('tag','ddd’, 'style’, 'text',. ...
39 ‘position’, (200 O 200 30]," lox','g"," & 1
40 ‘string', 'Vacuoles'):
a1 - | elseir memornot==0
az - e=uicontrol('tag', 'ddd’, 'style’, text',... 4 %
a3 ‘position’, [200 O 200 30],‘Backgroundcolor','r’, ' ForegroundColor| — o 0 ’TT‘ Vesicles. Pravioss e
w“ ‘string','Active Zones'):
as - elseif memornot==2
% - eruicontrol('tag','ddd’, 'style’', 'text',...
« ‘position’, [200 O 200 30)," lor', 'y, lor', k', ' P ','bold", ...
48 ‘string','Membrane');
a9 - end;

Abbildung 26: Abgebildet ist der Arbeitsschritt des manuellen Zeichnens der synaptischen
Strukturen mit dem Programm Matlab. Dargestellt sind der Bereich der aktiven Zone (rot), die
Vakuolen (griin), ein Mitochondrium (blau), die Vesikel (hellgriine Punkte) und die Membran der
prasynaptischen Nervenendigung (gelb).
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Die Membran des Neurons ist beige gefirbt, der Bereich der aktiven Zone rot, das
Mitochondrium blauviolett und die zahlreichen Vesikel sind grau dargestellt. Vakuolen sind

in dieser Darstellung nicht abgebildet (vergleiche Abbildung 27).
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17 - close;
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29 - [stat, mess]=fileattrib('avert®.txt');

30 - if stat==1

31 - for i=1:numel (mess)

32 - vert=dlmread(strcat ('avert',numzstr (i),'.txt')); D ©

33 - suprat=dlmread (strcat (' asupraf',num2str (i),'.txt'));

3a - if numel (vert)>6

35 - p=patch('vertices', vert,'faces', supraf,'edgecolor', 'none','edgealpha',0,"'t

36 - reducepatch(p,0.1) ;

37 - end; 1500

38 - end;

39 - | ena;

40
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a3 FEEERNNS S Menbrane

a4 - try

45 - for i=start:finish-1

a6 - vert=dlmread (strcat (' first_mvert',num2str (i),'.txt'));

a7 - supraf=dimread (strcat (' first_msupraf',num2str (i),'.txt'));

48 - pepatch('vertices',vert, 'faces',supraf,'edgecolor','none','edgealpha’,0, 'facecolor',[1 0.5 0],'facealpha',1);% 0.7 0.7 0.7 gray 1 0.5 0 color

49 - reducepatch (p,0.1) ;

50 - end;

51 - drawnow;

Abbildung 27: Abgebildet ist der Arbeitsschritt der dreidimensionalen Rekonstruktion des
prisynaptischen Bereichs. Dargestellt sind die aktive Zone (rot), ein Mitochondrium (blauviolett)
und zahlreiche Vesikel (grau). Mit Hilfe der Tools ist das Bild in allen Raumebenen frei zu rotieren

und kann somit von allen Seiten betrachtet werden.

2.3 Statistik: Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson und

Bonferroni-Korrektur

Die Analyse und graphische Prisentation der erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe des

Programmes SigmaPlot 10.0.
Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson

Korrelation beschreibt den Zustand, wenn zwischen zwei Variablen eine lineare Beziehung
vorliegt (Harris et al. 2007). Beschrieben wird das Ausmal3 der Korrelation durch den
Korrelationskoeffizienten r, der Werte zwischen -1 und 1 annehmen kann. Er ist somit ein
MafB fir die Stirke einer Korrelation (Harris et al. 2007). In der Statistik wird zwischen

einer positiven und einer negativen Korrelation unterschieden. Eine positive Korrelation
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wird dadurch gekennzeichnet, dass der Wert einer Variablen ansteigt, wenn auch der Wert
der zweiten Variablen ansteigt. Bei einer negativen Korrelation nehmen die Werte beider
Variablen zeitgleich ab. Die graphische Darstellung ist entweder ein von links nach rechts
ansteigender Graph (positive Korrelation) beziehungsweise eine von links nach rechts
abfallende Gerade (negative Korrelation). Bei einem Wert von r = 1 besteht eine perfekte
positive Korrelation zweier Variablen, der Wert r = -1 bedeutet dementsprechend eine
optimale negative Korrelation, bei r=0 liegt uberhaupt keine Korrelation vor,
gleichbedeutend mit einer rein zufilligen Verteilung der Punkte in einem Diagramm (Harris
et al. 2007). Das bedeutet, dass die Korrelation zweier Variablen umso schwicher wird, je
weiter sich der Korrelationskoeffizientr dem Wert(O anndhert. Mit Hilfe des
Korrelationskoeffizienten nach Bravais-Pearson kann somit das Ausmal} einer linearen

Beziehung bestimmt werden.

Um eine definitive, verldssliche Interpretation der Graphen zu gewihrleisten, miissen diese
auf ihre Signifikanz gepriift werden. Hierfiir dient in vielen Fallen der p-Wert, ein Resultat
eines statistischen Signifikanztests, der die Uberpriifung a priori formulierter Hypothesen
ermoglicht (Bender und Lange 2001). Er beschreibt die Wahrscheinlichkeit, mit der
irgendeine beobachtete Differenz der Messergebnisse zweier Gruppen zufillig auftritt
(Harris et al. 2007). Vor einer Datenerhebung wird daher das Signifikanzniveau o festgelegt,
das die maximale Irrtumswahrscheinlichkeit beschreibt (Bender und Lange 2001). Ein
hierfiir haufig gewahlter Wert ist o = 0,05, gleichbedeutend mit 5 %. Ist der ermittelte p-
Wert dann kleiner als das Signifikanzniveau, liegt statistische Signifikanz vor. Das bedeutet,
dass die ermittelten Werte mit hoher Wahrscheinlichkeit (mehr als 95 %) nicht rein zufillig
entstanden sind (Bender und Lange 2001). Im Umkehrschluss bedeuten p-Werte grof3er als
0,05 mangelnde Signifikanz.

Bonferroni-Korrektur

Die Bonferroni-Korrektur findet Anwendung, wenn gleiche Ausgangsdaten fiir mehrere
statistische Signifikanztests genutzt werden. Sie hebt das Signifikanzniveau o fir die
einzelnen Testergebnisse an (Rowe und Heinisch 2012). Die Korrektur beziehungsweise
das Anheben des Signifikanzniveaus wird erreicht, indem das urspringliche
Signifikanzniveau o = 0,05 durch die Anzahl aller durchgefithrten Tests dividiert wird

(Victor et al. 2010)
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In dieser Arbeit wurde zu Beginn ebenfalls ein Signifikanzniveau von o = 0,05
angenommen. Da insgesamt zwolf verschiedene Testrethen durchgefiihrt wurden

(vergleiche Kapitel 3) ergab sich folgendes Bonferroni-korrigiertes Signifikanzniveau:
a = 0,05/ 12 = 0,0041666666666667

Somit wurde in dieser Arbeit jedes Testergebnis mit einem p-Wert < 0,00416 als statistisch
signifikant eingestuft. P-Werte > 0,00416 bedeuteten eine mangelnde Signifikanz des

Ergebnisses.
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3  Ergebnisse

Durch die in Kapitel 2.2 beschriebene Verarbeitung der Daten ergaben sich die folgenden
30 dreidimensionalen Rekonstruktionen der Synapsen, die in Abbildung 28 dargestellt sind.
Abbildung 29 zeigt exemplarisch zwei vergroferte, im Detail betrachtete und beschriebene

Synapsenbilder.
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Abbildung 28: Darstellung der 30 dreidimensional rekonstruierten Synapsen. Die GréBe eines

Vesikels betrigt in allen Bildern einheitlich 42 Nanometer.
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Abbildung 29: Zwei Detailbilder von dreidimensionial rekonstruierten Synapsen. Zu sehen sind
die aktive Zone (rot), ein Mitochondrium (blauviolett), Vakuolen (grau) und zahlreiche Vesikel
(grdulich weil3).

Die Abbildung 29 zeigt zwei mit Hilfe des Programms Matlab erstellte dreidimensionale
Rekonstruktionen einer Synapse. Rot dargestellt ist der Bereich der aktiven Zone, der sich
genau wie das blauviolett gefirbte Mitochondrium tber mehrere Ebenen erstreckt. Die
griulich weillen Punkte markieren die prisynaptischen Vesikel. Auffillig ist eine lokale
Anhidufung/Anreicherung der Vesikel im Bereich der aktiven Zone. Im Hintergrund lassen
sich grau gezeichnete Vakuolen erkennen. Der Durchmesser eines Vesikels betrigt

einheitlich 42 Nanometet.

Wie in Kapitel 2.3 im Rahmen der Statistikbetrachtung hergeleitet, betrigt der Wert fiir die
Signifikanz einer Aussage nach der Bonferroni-Korrektur in  dieser Arbeit
p = 0,0041666666666667. Anhand dieses Wertes wurden die mit Hilfe von SigmaPlot 10.0
erstellten Statistiken bewertet. In den folgenden Kapiteln werden die Graphen und die

daraus gezogenen Schlussfolgerungen dargestellt und erldutert.
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3.1 Synapsen

Das durchschnittliche Volumen einer Synapse liegt bei circa 0,73 um?. Wie in Abbildung 30
dargestellt, zeigen fiinf Synapsen ein verhiltnismaflig sehr groes Volumen von = 1,3 um?.
In den folgenden Kapiteln wird deutlich, dass das Synapsenvolumen in signifikanten
Beziehungen zu den einzelnen Zellorganellen steht, die fir die physiologische Funktion der

Synapse unabdingbar sind.

Anzahl der Synapsen

0 T T T T T T T 1

T
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20

Volumen der Synapsen (ym?®)

Abbildung 30: Dargestellt ist das Volumen der einzelnen Synapsen.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass das Volumen einer Synapse von
groB3er Bedeutung ist, da es zu fast allen Vergleichsparametern signifikante Beziehungen

aufweist.

Die in dieser Arbeit untersuchten Synapsen besitzen im Durchschnitt jeweils 250 Vesikel
(vergleiche Abbildung 31). Funf Synapsen zeigen eine Vesikelanzahl groBer als 400 Vesikel.
Die Anzahl der Vesikel pro Synapse folgt annidhernd einer Gauf3-Verteilung. Somit ist ein
rein zufalliges Auftreten dieser Ergebnisse unwahrscheinlich und daher zu erwarten, dass

sie von Bedeutung fir die Funktion der Synapse ist (vergleiche Abbildung 32).

Der durchschnittliche Anteil des Gesamtvolumens der Vesikel am Synapsenvolumen liegt
bei ca. 1,41 % (vergleiche Abbildung 33). Der sehr geringe Standardfehler spricht fiir ein
konstantes Gesamtvesikelvolumen bei allen Synapsen und unterstreicht damit die
Wichtigkeit der Vesikel fur die Synapsenfunktion. Diese Aussage ist deckungsgleich mit
den in Kapitel 3.5 aufgefithrten Beobachtungen tber die Bedeutung der Vesikel in einer

Synapse.



3 Ergebnisse

400 1 Anzahl der Vesikel

5 300 -
&
kS T
1]
-
8
2 200 A
0]
2
£
£ 1004

0 :

Abbildung 31: Mittelwert der Vesikelanzahl pro Synapse
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Abbildung 32: Verteilung der Vesikelanzahl pro Synapse
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Abbildung 33: Anteil des Gesamtvolumens der Vesikel am jeweiligen Synapsenvolumen
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Die Synapsen in dieser Zellkultur besitzen im Durchschnitt circa 11,6 Vakuolen (vergleiche
Abbildung 34). Der ebenfalls geringe Standardfehler kann somit als Hinweis fir eine
wichtige Funktion der Vakuolen fir die Synapse interpretiert werden. Dem Graphen in
Abbildung 35 ist zu entnehmen, dass jede Synapse mindestens zwei Vakuolen besitzt. Da
somit jede Synapse Vakuolen aufweist, lasst sich deuten, dass Vakuolen einen elementaren

Wert fiir die Funktionalitit von Synapsen haben.

227 Anzahl der Vakuolen
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Abbildung 34: Mittelwert der Vakuolenanzahl pro Synapse
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Abbildung 35: Gezeigt ist die Vakuolenanzahl pro Synapse.
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3.2 Aktive Zone

Die durchschnittliche Oberfliche einer aktiven Zone liegt bei circa 0,09 pm? (vergleiche
Abbildung 36). Ein Grof3teil der Synapsen zeigt aktive Zonen mit einer relativ kleinen
Oberfliche. Acht Synapsen besitzen aktive Zonen mit einer Oberfliche > 0,1 um? Fine
Synapse zeigt eine verhaltnismal3ig sehr gro3e aktive Zone mit einer Oberfliche > 0,4 pm?.
Die Oberflichengrof3en der aktiven Zone weisen somit eine recht breite Streuung auf, was
zu der Vermutung einer untergeordneten Bedeutung der reinen GréBe der Oberfliche
einer aktiven Zone fihrt (vergleiche Abbildung 37). Dieses war anhand der Funktion der
aktiven Zone als Ort der Transmitterfreisetzung und Bereich mit einer hohen Dichte an

Calciumkanilen und Andockstellen fiir synaptische Vesikel so nicht zu erwarten.
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Abbildung 36: Mittelwert der Oberfliche der aktiven Zone
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Abbildung 37: Verteilung der Oberflichengréfien der aktiven Zonen
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Abbildung 38: Gezeigt ist das Verhiltnis vom Volumen der Synapsen zur Oberfliche der aktiven

Zonen.

Das Verhaltnis vom Volumen der Synapsen zur Oberfliche der aktiven Zonen zeigt keine
Signifikanz (vergleiche Abbildung 38). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Oberfliche
der aktiven Zonen unabhingig vom Volumen der jeweiligen Synapse ist. Es wire zu
erwarten gewesen, dass die OberflichengroBen der aktiven Zonen entsprechend der

Zunahme des Gesamtsynapsenvolumens ebenfalls ansteigen.
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Abbildung 39: Anzahl der Vesikel im Verhiltnis zur Oberfliche der aktiven Zone
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Die Anzahl der Vesikel steht hingegen in einem signifikanten Verhaltnis zur Oberfliche der
aktiven Zone (vergleiche Abbildung 39). Die konstante Verteilung der Vesikel unterstreicht
deren Bedeutung fiir die Funktion der aktiven Zone und der Synapse. Bildgebend unterlegt
wird diese Aussage durch die in Abbildung 29 dargestellten 3D- Rekonstruktionen der
Synapsen, auf denen eine deutliche Anhdufung von Vesikeln im Bereich der aktiven Zone
zu erkennen ist. Diese Beziehung ist auch dahingehend sinnvoll, als dass sich aktive Zonen,
wie bereits erwihnt, als Bereiche mit einer Vielzahl von Andockstellen fir synaptische
Vesikel darstellen. Groflen aktiven Zonen stehen somit anscheinend mehr Vesikel fir die
Signaltransduktion und die Vesikelrezyklierung zur Verfigung als kleinen aktiven Zonen

beziehungsweise Synapsen.

Die Anzahl der Vakuolen steht in keinem signifikanten Verhiltnis zur Oberfliche der
aktiven Zone (vergleiche Abbildung 40). Dieses Ergebnis, also eine untergeordnete
Funktion der Vakuolen fiir die aktive Zone, kénnte somit kontrir zu den Ergebnissen der
Graphen in den Abbildungen 35, 43 und 44 interpretiert werden, die eine hohe Bedeutung

der Vakuolen fiir die Synapse beziehungsweise aktive Zone demonstrieren.
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Abbildung 40: Anzahl der Vakuolen im Verhiltnis zur Oberfliche der aktiven Zone

Zwischen der GroBe der Oberflichen der aktiven Zonen und dem Volumen der
Mitochondrien besteht keine signifikante Beziehung (vergleiche Abbildung 40).
Mitochondrien scheinen somit von geringerer Bedeutung fir die Funktion der aktiven

Zonen zu sein. Wie auch die dbrigen Beobachtungen beziliglich der untergeordneten
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Bedeutung der Mitochondrien, die in Kapitel 3.4 beschrieben sind, war dieses Resultat so
nicht zu erwarten. Mdéglicherweise sind diese Ergebnisse jedoch nur fiir eine Zellkultur

giltig und unterscheiden sich von denen bei In-vivo-Tests.
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Abbildung 41: Oberfliche der aktiven Zonen im Verhiltnis zum Volumen der Mitochondrien

Zusammenfassend wird deutlich, dass die OberflichengréBe der aktiven Zone, auller zu
der Anzahl der Vesikel, keine weiteren signifikanten Beziehungen aufweist. Somit ist
wahrscheinlich auch die recht breite Streuung der Oberflichengréf3en nicht tberraschend,

sondern bestatigt vielmehr die zuvor aufgestellten Thesen.

3.3 Vakuolen

Das durchschnittliche Volumen einer Vakuole liegt bei circa 0,062 pm?® (vergleiche
Abbildung 42). Einzig eine Vakuole zeigt ein verhiltnismaBig sehr grofles Volumen von
> 0,6 um® (vergleiche Abbildung 43). Die Streuung der Vakuolenvolumina entspricht der
Normal- oder GauB3-Verteilung. Somit besteht ein hohes Ausmal} einer kontinuierlichen
Wahrscheinlichkeitsverteilung und berechtigt zu der Aussage, dass die Ergebnisse nicht
rein zufillig entstanden sind. Daraus ldsst sich eine wichtige Bedeutung der Vakuolen fiir

eine Synapse ableiten (die in Kapitel 4 noch im Detail beschrieben wird).
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Abbildung 42: Mittelwert der Vakuolenvolumina
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Abbildung 43: Volumenverteilung der Vakuolen

Die Anzahl der Vakuolen steht, wie aus Abbildung 44 ersichtlich, in einem signifikanten
Verhiltnis zum Volumen der Synapse. Somit wird die Bedeutung der Vakuolen fir die
Funktion der Synapse unterstrichen. Das Ergebnis dieses Graphen korreliert mit dem in
Abbildung 43 dargestellten Graphen des durchschnittlichen Vakuolenvolumens und dem
Diagramm in Abbildung 35, das sich auf die Anzahl der Vakuolen in den einzelnen
Synapsen bezieht. Im Gegensatz dazu besteht keine signifikante Beziehung zwischen der
GroBle der Oberfliche einer aktiven Zone und der Vakuolenanzahl (vergleiche

Abbildung 40).
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Abbildung 44: Anzahl der Vakuolen im Verhiltnis zum Volumen der Synapse

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass das Volumen einer Synapse von
groB3er Bedeutung ist, da es mit fast allen Vergleichsparametern signifikante Beziehungen
aufweist, wohingegen die tibrigen Werte, wie zum Beispiel die Oberfliche der aktiven Zone

im Vergleich mit der Vakuolenanzahl, weniger Korrelation zeigen.
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Abbildung 45: Volumen der Vakuolen im Verhiltnis zum Volumen der Synapse
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Das Verhiltnis des Vakuolenvolumens zum Volumen der Synapse ist grenzwertig
signifikant. Im Vergleich zu dem in Abbildung 44 beschriebenen Graphen zeigt sich, dass
eher die totale Anzahl der Vakuolen im Verhiltnis zum Volumen der Synapse von
Bedeutung ist, als das Volumen der einzelnen Vakuolen. Aus dieser Beobachtung lisst sich
schlussfolgern, dass das Volumen der Vakuolen weniger wichtig fir die Funktion der
Synapse ist als das reine Vorhandensein von Vakuolen. Dieses Ergebnis stimmt somit

auch mit der beztglich des Graphen in Abbildung 35 aufgestellten Behauptung tberein.

Zwischen der Anzahl der Vakuolen und der Anzahl der Vesikel besteht keine signifikante
Beziehung (vergleiche Abbildung 46). Die grof3e Bedeutung des jeweiligen Vorhandenseins
der Vakuolen beziehungsweise der Vesikel fiir die Synapse konnte anhand mehrerer Tests
belegt werden. Die totale Anzahl von Vesikeln im Verhiltnis zur totalen Anzahl der

Vakuolen scheint jedoch fiir die Funktion der Synapse wenig wichtig.

Die Anzahl der Vesikel steht ebenfalls in keinem signifikanten Verhiltnis zum Volumen
der Vakuolen (vergleiche Abbildung 47). Die Aussage dieses Graphen ist stimmig mit der
Aussage des Graphen in Abbildung 46, der keine direkte Beziehung von Vesikel- und

Vakuolenanzahl belegt. Die Deutung ist somit identisch.

25 1

20 1

15 4

10 4

Anzahl der Vakuolen

0 100 200 300 400 500 600
Anzahl der Vesikel

Abbildung 46: Anzahl der Vakuolen im Verhiltnis zur Anzahl der Vesikel
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Abbildung 47: Anzahl der Vesikel im Verhiltnis zum Volumen der Vakuolen

3.4 Mitochondrien

Das durchschnittliche Volumen eines Mitochondriums liegt bei circa 0,042 um? (vergleiche
Abbildung 48). Zwei Synapsen zeigen Mitochondrien mit einem Volumen > 0,1 um?. Das
durchschnittliche Volumen der Mitochondrien ist geringer als das der Vakuolen. Dies ist
angesichts des hohen Energieverbrauchs einer Synapse ein nicht unbedingt zu erwartender
Wert. Die Verteilung der Mitochondrienvolumina folgt im Gegensatz zu der der
Vakuolenvolumina keiner Gaul3-Verteilung und entspricht somit einer mehr zufilligen
Verteilung (vergleiche Abbildung 49). Dieser Fakt legt ecine geringe Bedeutung der
Mitochondrien fir die Synapsen nahe und bedeutet, dass viele Synapsen mit wenigen oder
keinen Mitochondrien tiberleben kénnen — zumindest in einer Zellkultur. Dieses Ergebnis
war so nicht zu erwarten, deckt sich aber mit den Werten in weiteren Statistiken zur

Mitochondrienfunktion.
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Abbildung 48: Mittelwert der Volumina der Mitochondrien
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Abbildung 50: Volumen der Mitochondrien im Verhiltnis zum Volumen der Synapse

Das Volumen der Mitochondrien hat keine signifikante Beziehung zu dem Volumen der
Synapse (vergleiche Abbildung 50). Daraus ldsst sich wiederum schlussfolgern, dass
Mitochondrien nur eine untergeordnete Bedeutung fiir die Funktion der Synapse haben.
Diese Interpretation ist somit stimmig mit den Ergebnissen des Graphen in Abbildung 49.
Anhand des Energieverbrauchs einer Synapse hitte erwartet werden konnen, dass mit
steigendem Volumen der Synapse auch das Volumen der Mitochondrien zunimmt. Die

mangelnde Signifikanz ist iberraschend und war so nicht zu erwarten.
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Abbildung 51: Anzahl der Vesikel im Verhiltnis zum Volumen der Mitochondrien
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Das Verhiltnis der Vesikelanzahl zu dem Volumen der Mitochondrien ist nicht signifikant
(vergleiche Abbildung 51). Anhand mehrerer Statistiken konnte die hohe Bedeutung der
Vesikel fir die Synapsenfunktion gezeigt werden. Vesikel sind augenscheinlich nicht auf
Mitochondrien angewiesen. Die Aussage dieses Graphen ist somit stimmig mit bisherigen
Ergebnissen, die Vesikeln eine wichtige und Mitochondrien eine untergeordnete Funktion

zusprechen.

3.5 Vesikel

Wie bereits in Kapitel 3.1 erwihnt, betrigt die durchschnittliche Vesikelanzahl pro Synapse
circa 250 Vesikel (vergleiche Abbildung 31). Das durchschnittliche Gesamtvolumen der
Vesikel liegt bei circa 0,0097 um? und ist damit sehr klein (vergleiche Abbildung 52). Der
Standardfehler ist sehr gering, was fiir ein konstantes Gesamtvolumen der Vesikel spricht,
das 1,41 % des Gesamtvolumens der Synapse ausmacht (vergleiche Abbildung 33). Des
Weiteren konnte eine signifikante Beziehung zwischen der Anzahl der Vesikel und der
OberflichengréBle der aktiven Zone festgestellt werden (vergleiche Abbildung 39).
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Abbildung 52: Mittelwert des Gesamtvolumens der Vesikel

Die Vesikelanzahl steht in einem signifikanten Verhiltnis zum Volumen der Synapse
(vergleiche Abbildung 53). Somit wird eine besondere Bedeutung der Vesikel fiir die
Funktion der Synapse herausgestellt. Mit Zunahme des Volumens einer Synapse steigt die
Anzahl der enthaltenen Vesikel. Somit stehen in groBlen Synapsen mehr Vesikel fur die
Signalibertragung bereit. Dies ist ein zu erwartendes Ergebnis und korreliert mit den

weiteren Beobachtungen.
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Abbildung 53: Anzahl der Vesikel im Verhiltnis zum Volumen der Synapse

Das Gesamtvolumen der Vesikel steht ebenfalls in einem signifikanten Verhaltnis zum
Volumen der Synapse (vergleiche Abbildung 54). Da mit der Zunahme des Volumens der
Synapse auch das Gesamtvolumen der Vesikel steigt, wird die besondere Bedeutung der
Vesikel fiir die Funktionalitit einer Synapse erneut belegt. Dieses Ergebnis war aufgrund
der in Kapitel 1 beschriebenen Abldufe der Signaliibertragung an chemischen Synapsen so

zu erwarten.
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Abbildung 54: Gesamtvolumen der Vesikel im Verhiltnis zum Volumen der Synapse



4 Diskussion 64

4  Diskussion

Grundlage und Antrieb fir die vorliegende Arbeit waren der Wunsch nach einem
praziseren Verstindnis beziiglich des Aufbaus und der Funktion chemischer Synapsen. Als
Untersuchungsgrundlage dienten neuronale Zellkulturen aus dem Hippocampus, die nach
ithrer Fixation und Priparation (vergleiche Kapitel 2) ausgewertet wurden. Zu Beginn
erfolgte die Identifikation der chemischen Synapse auf den verschiedenen Serien der
elektronenmikroskopischen Schnittbilder. Das Ziel dabei war es, Synapsen zu finden, die
Uber moglichst viele Ebenen von Schnittbildern zu erkennen waren, um auf diese Weise ein
besseres Verstindnis ihrer rdumlichen Ausdehnung zu erhalten und eine dreidimensionale
Rekonstruktion zu ermdglichen. Insgesamt konnten 30 Synapsen identifiziert und
ausgewertet werden. Im Anschluss daran wurden die Schnittbilder der einzelnen Ebenen

mit Hilfe von Adobe Photoshop CS6 justiert und exakt tibereinandergelegt.

Die so entstandenen Bilddateien wurden zur weiteren Bearbeitung und Auswertung in das
Programm MatlLab ibernommen. Es folgte die Markierung der aktiven Zonen, der
Vakuolen, der Vesikel, der Mitochondrien und der Zellmembran der prisynaptischen
Endigung in den verschiedenen Ebenen. Das von Herrn Professor Silvio O. Rizzoli
programmierte Tool ermoglichte dann eine dreidimensionale Rekonstruktion der
30 Synapsen, die in Abbildung 28 dargestellt sind. Des Weiteren konnten die Daten der
einzelnen Organellen in das Programm SigmaPlot 10.0 Gibernommen werden, um so eine
statistische Auswertung der Ergebnisse vorzunehmen. Somit war es méglich, Riickschlisse
sowohl auf die rdumliche als auch auf die numerische Verteilung der einzelnen
Zellorganellen zu ziehen, die in Kapitel 3 beschrieben sind und in diesem Kapitel in den

Kontext bisheriger Forschungsergebnisse gesetzt werden.
Synapsen

Das durchschnittliche Volumen der von mir untersuchten Synapsen liegt bei circa
0,73 um?®. Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde deutlich, dass das
Synapsenvolumen in signifikanten Beziehungen zu fast allen Zellorganellen steht, die fiir
ithre physiologische Funktion unabdingbar sind. Daher erfolgte die Schlussfolgerung, dass
das Volumen einer Synapse von grof3er Bedeutung fiir ihre Funktion ist und die Anzahl der

jeweiligen Zellorganellen der Gro3e des Synapsenvolumens folgt.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass das Volumen einer Synapse von

groB3er Bedeutung ist, da es mit fast allen Vergleichsparametern signifikante Beziehungen
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aufweist, wohingegen die tbrigen Werte, wie zum Beispiel die Oberfliche der aktiven Zone

im Vergleich mit der Vakuolenanzahl, untereinander weniger Korrelation zeigen.

Die 30 betrachteten Synapsen besitzen im Durchschnitt jeweils 250 Vesikel. Die Anzahl
der Vesikel pro Synapse folgt annihernd einer Gaul3-Verteilung. Die somit nicht rein
zufillige Verteilung der Vesikelanzahl unterstreicht die zuvor aufgestellte These, dass die
einzelnen Zellorganellen in der Haufigkeit ihres Auftretens dem Synapsenvolumen
angepasst sind. Groflere Synapsen besitzen daher eine hohere Anzahl an Vesikeln und auch

an Vakuolen (siche unten).

Der durchschnittliche Anteil des Gesamtvolumens der Vesikel am Synapsenvolumen liegt
bei circa 1,41 %. Ein sehr geringer Standardfehler bei dieser Auswertung spricht fiir ein
konstantes Gesamtvesikelvolumen bei allen Synapsen und ist somit ibereinstimmend mit
den zuvor getroffenen Aussagen: groflere Synapse korrelieren mit einem grof3eren

Gesamtvolumen der Vesikel.

Die Synapsen in dieser Zellkultur besitzen im Durchschnitt circa 11,6 Vakuolen. Der
ebenfalls geringe Standardfehler kann entsprechend als Hinweis auf eine wichtige Funktion
der Vakuolen fiir die Synapse interpretiert werden. Dass jede Synapse mindestens zwei
Vakuolen besitzt, lisst den elementaren Wert der Vakuole fiir die Funktionalitit der
Synapse erahnen und wird im Fortlauf dieses Kapitels noch weiter beschrieben und

gedeutet.
Aktive Zonen

Die durchschnittliche Oberfliche einer aktiven Zone liegt bei circa 0,09 um? Diese
Beobachtung ist nahezu deckungsgleich mit den Ergebnissen von Schikorski und Stevens
aus dem Jahr 1999 (vergleiche Kapitel 1.2). Die durchschnittliche Oberflichengré3e der
aktiven Zone betrug bei ihnen 0,095 um® und iiberschritt nur in Ausnahmen die GréB3e von
0,4 um®. In ihrem 1997 veréffentlichen Artikel waren die Flichen mit durchschnittlich

0,027 um’ hingegen kleiner.

Die Oberflichengréflen der aktiven Zone weisen in meiner Arbeit eine recht breite
Streuung auf, was zu der Vermutung einer untergeordneten Bedeutung der reinen Grof3e
der Oberfliche einer aktiven Zone fiithrte. Diese breite Verteilung der Oberflichengréf3en
wurde ebenfalls von Schikorski und Stevens beschrieben. Allerdings standen die Flichen
der aktiven Zonen, trotz teils erheblicher Varianz ihrer Grofle, stets in einer linearen
Beziechung zu dem Volumen ,jihrer” Synapse. In der vorliegenden Arbeit weist das

Verhiltnis des Synapsenvolumens im Vergleich zur GroBe der Oberfliche der aktiven
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Zone keine Signifikanz auf. Mit Bezug auf die bisherigen Erkenntnisse wire zu erwarten
gewesen, dass gro3ere Synapsen, die eine héhere Anzahl an Zellorganellen besitzen, auch
eine groflere aktive Zone haben, da diese ja bekanntlich als Andockstelle der synaptischen
Vesikel und Ort der Transmitterfreisetzung dient. Im Gegensatz dazu beschrieben
Schikorski und Stevens bei thren Messungen eine signifikante Beziechung zwischen der
OberflichengroBe der aktiven Zone und dem Gesamtsynapsenvolumen. Grof3e Synapsen
schienen in ihrer Arbeit allerdings dazu zu neigen, eher mehrere aktive Zonen auszubilden,

anstatt das erwihnte , Flichenlimit™ von 0,4 um® zu iiberschreiten.

In Bezug auf das Verhiltnis der Oberflichengrof3e der aktiven Zone im Vergleich zur
Anzahl der Vesikel ist die Signifikanz gegeben und auch auf den dreidimensionalen
Rekonstruktionen bildlich dargestellt (vergleiche Abbildung 28 und 29). Die raumliche
Nihe der synaptischen Vesikel zur aktiven Zone ist eindeutig zu erkennen. Grof3en aktiven
Zonen stehen somit mehr Vesikel fur die Signaltransduktion und die Vesikelrezyklierung

zur Verfiigung als kleinen aktiven Zonen beziehungsweise Synapsen.

Diese Erkenntnisse sind deckungsgleich mit den Beobachtungen von Schikorski und
Stevens. Im Durchschnitt waren bei ihnen 10,3 Vesikel an eine der 79 untersuchten aktiven
Zonen gebunden. Das Minimum waren zwei, das Maximum 27 angedockte Vesikel.
Obwohl die Fliche der aktiven Zone und auch die Menge der Vesikel, die an einer aktiven
Zone lagen, sehr unterschiedlich waren, bestand immer eine starke Korrelation dieser
beiden GroBlen an der jeweiligen Synapse. Die Position, an der die Vesikel an die aktive
Zone gebunden sind, schien ihrer Meinung nach hingegen zufillig zu sein. Ein Problem
beztiglich dieser Beobachtung entstand dadurch, dass es keine prizise Definition
»gebundener Vesikel” im elektronenmikroskopischen Bild gibt. Daher wurde als Kriterium
eine enge Lagebezichung der Vesikel und der Plasmamembran zur Identifikation
»gebundener Vesikel* verwendet. Eine Untersuchung der an der aktiven Zone gebundenen
Vesikel ist in meiner Arbeit nicht erfolgt, die dreidimensionalen Rekonstruktionen
(vergleiche Abbildungen 28 und 29) geben jedoch hinreichend Grund zu der Annahme,
dass tatsichlich eine enge raumliche Nihe zwischen den Vesikeln und der aktiven Zone

besteht, was in Betracht der physiologischen Funktion auch zu erwarten war.

Die Anzahl der Vakuolen steht in keinem signifikanten Verhiltnis zur Oberfliche der
aktiven Zone. Die Vakuolen scheinen somit fiir die aktive Zone von geringerer Bedeutung
zu sein. Die Bedeutung der Vakuolen fir das ,,Gesamtsystem® Synapse ist jedoch

hinreichend belegt und wird zu einem spateren Zeitpunkt gedeutet.

Zwischen der GroBle der Oberflichen der aktiven Zonen und dem Volumen der
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Mitochondrien besteht keine signifikante Beziehung, mit der Einschrinkung, dass diese
Ergebnisse jedoch nur fir eine Zellkultur gultig sind und sich gegebenenfalls von

Resultaten bei In-vivo-Tests unterscheiden konnen.

Zusammenfassend besteht also ausschlief3lich eine signifikante Beziehung zwischen der
OberflichengréBle der aktiven Zone und der Vesikelanzahl. Dies ist eine Erkenntnis, die so
nicht unbedingt zu erwarten war, da aufgrund des hohen Energieverbrauchs im Bereich der
prisynaptischen Endigung zumindest eine Verknlipfung mit dem Mitochondrienvolumen

zu vermuten gewesen wire (siche unten Abschnitt ,,Mitochondrien®).

Vakuolen

Das durchschnittliche Volumen einer Vakuole liegt bei circa 0,062 um?. Die Streuung der
Vakuolenvolumina entspricht der Normal- oder Gaul3-Verteilung. Daraus ldsst sich, wie in
Kapitel 3.3 beschrieben, eine grole Bedeutung der Vakuolen fiir eine Synapse ableiten. Da
ebenfalls ein signifikantes Verhiltnis zwischen Synapsenvolumen und Vakuolenanzahl

besteht, wird diese Aussage unterstiitzt.

Das Verhiltnis des Vakuolenvolumens zum Volumen der Synapse ist grenzwertig
signifikant. Da, wie bereits beschrieben, jede Synapse mindestens zwei Vakuolen besitzt,
scheint eher die totale Anzahl der Vakuolen im Verhiltnis zum Volumen der Synapse von

Bedeutung zu sein als das jeweilige Volumen der einzelnen Vakuolen.

Sowohl zwischen der Anzahl als auch zwischen dem Volumen der Vakuolen und der
Anzahl der Vesikel bestehen keine signifikanten Beziehungen. Wie mehrere Statistiken
belegen, sind die beiden Partner fiir sich genommen jedoch von elementarer Bedeutung fiir
die Funktion der Synapse. Das Verhaltnis untereinander scheint hingegen keinen Einfluss

auf das Gesamtsystem Synapse zu haben.

Zu kliren ist die Frage, was die Vakuolen Gberhaupt darstellen und welche Funktion sie in
der Synapse und der Signalweiterleitung haben. Die Bezeichnung ,,Vakuole® ist tendenziell
cher eine strukturelle Beschreibung von Zellorganellen, die im elektronenmikroskopischen
Bild zu sehen sind. Sie prisentieren sich in ihrem Aussehen dhnlich den Vesikeln, sind
jedoch deutlich grofler. Hochstwahrscheinlich ist die anatomische Struktur der Vakuole mit
der von prisynaptischen Endosomen gleichzusetzen, die wiederum dber ihre
physiologische Funktion definiert werden. Eine mogliche Definition lautet: ,,Endosomen
sind vakuolire Zellorganellen, die ein durch Endozytose aufgenommener Stoff durchlauft®

(Lillmann-Rauch und Paulsen 2012).
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Hier liegt jedoch die Schwierigkeit, die die neurowissenschaftliche Forschung seit Jahren
beschiftigt, denn nach wie vor wird die Funktion von Endosomen und endosomihnlichen
Strukturen im Bereich der Prisynapse kontrovers diskutiert (Jdhne et al. 2015). Das
Problem ist, dass es weder einen Konsens beztiglich einer allgemeingiiltigen Definition
endosomaler Strukturen im prisynaptischen Bereich gibt noch bisher eindeutige Marker
zur Identifikation dieser Zellorganellen zur Verfiigung stehen (Jdhne et al. 2015). Somit fallt
es schwer, Riickschliisse auf die physiologische Funktion wihrend der Signalverarbeitung

und der Vesikelrezyklierung zu ziehen.

Bereits 1973 entdeckten Heuser und Reese bei der Untersuchung neuromuskulirer
Synapsen des Frosches Strukturen, die der Form von Endosomen dhnlich waren (Heuser
und Reese 1973). Diese bildeten sich nach einem starken elektronischen Stimulus im
Bereich der Zellmembran aus. Ihr Ergebnis wurde jedoch schon im selben Jahr durch
Beobachtungen von Ceccarelli und Kollegen angefochten, die bei dhnlichen Versuchen,
jedoch mit physiologischen Stimuli, keine Ausbildung derartiger Strukturen erkennen
konnten (Ceccarelli et al. 1973). Nachfolgende Untersuchungen sowohl von Gad und
Kollegen als auch von Gennaro und Kollegen legen nahe, dass die von Heuser und Reese
als endosomihnliche Strukturen beschriebenen Zellorganellen hdochstwahrscheinlich

Einsttlpungen der Plasmamembran und keine Endosomen waren (Gennaro et al. 1978;

Gad et al. 1998).

Somit war nach wie vor ungeklirt, ob und in welchem Ausmall Endosomen oder
endosomihnliche Strukturen Gberhaupt an dem Prozess der Vesikelrezyklierung beteiligt
sind. Rizzoli schlussfolgert daher, dass das synaptische Endosom eine der am wenigsten
verstandenen Zellorganellen ist (Rizzoli 2014a). In seinem Artikel beschreibt er, dass die
frisch ,enthillten” Vesikel nach der Endozytose nicht untereinander fusionieren,
gegebenenfalls aber eine Fusion mit den Endosomen eingehen, woran sich dann ein
Sortierungsprozess innerhalb der Endosomen und schlieflich die Abspaltung von diesen

anschlieBt (Rizzoli 2014a).

Abbildung 55 zeigt die Position und mogliche Funktion der Endosomen und
endosomihnlicher Strukturen im Rahmen der synaptischen Vesikelrezyklierung. Mit
Ausnahme der ,Kiss and Run“-Endozytose ist fur alle Wege die Beteiligung von
Endosomen beziehungsweise endosomahnlichen Strukturen im Rahmen von Sortierungs-

oder Abbauvorgingen der Vesikelproteine beschrieben (Jihne et al. 2015).
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Abbildung 55: Position und mogliche Funktion endosomihnlicher Strukturen im Bereich der
Prasynapse. Gezeigt sind die vier Hauptendozytosemodelle synaptischer Vesikel. Dargestellt sieht
man den Weg der vollstindigen Fusion und der clathrinvermittelten Endozytose (grau), ,,Kiss and
Run“-Endozytose (griin), ,,Bulk“-Endozytose (rot) und ultraschnellen Endozytose (blau). Mit
Ausnahme der ,,Kiss and Run“-Endozytose sind fir alle Wege die Beteiligung von Endosomen
beziehungsweise endosomihnlichen Strukturen beschrieben (entnommen aus Jihne et al. 2015; die

Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlags).

Professor Huttner beschrieb bereits 1995, dass das friithe Endosom der prisynaptischen
Axonendigung nicht nur fir die Bildung der synaptischen Vesikel verantwortlich ist,
sondern dartiber hinaus auch die Fahigkeit besitzt, diese nach ihrem Verschmelzen mit der

prasynaptischen Membran und der Internalisierung zu regenerieren (Huttner 1995).

Hoopmann und Kollegen erforschten den endosomalen Sortiervorgang als einen schnellen
Vorgang, der anscheinend am Vesikelrecycling der initial freigesetzten Vesikel, also Vesikel
des ,Readily Releasable Pools®, beteiligt ist. Sie fanden heraus, dass sich die

Zusammensetzung der Vesikelproteine nach der Endozytose verindert.

Diese werden dafiir sowohl in der Plasmamembran als auch in den Endosomen in Clustern
gespeichert und dann den neu entstehenden Vesikeln beigefiigt (Hoopmann et al. 2010).

Fernandes und Kollegen beschreiben die Bedeutung der Endosomen im Rahmen des
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Endosom-Lysosom-Verkehrs, eines Mechanismus, der dem Abbau vesikelassoziierter
Proteine dient (Fernandes et al. 2014). Obwohl Endosomen und endosomihnliche
Strukturen auch im Ruhezustand der Synapse beobachtet werden kénnen, treten sie
besonders nach einem starken Stimulus in Erscheinung (Jidhne et al. 2015). Diese
Beobachtung von Jdhne und Kollegen deckt sich mit der Beschreibung von
Wucherpfennig, dass synaptische Endosomen ihre Morphologie wihrend der synaptischen
Stimulation verindern und dann im Rahmen der FEndozytose aufgenommene
Membranbestandteile durch die endosomalen Kompartimente verkehren (Wucherpfennig
et al. 2003). Durch den starken Stimulus kommt es zur Bildung grof3er Einsttlpungen der
Plasmamembran, von denen ausgehend die clathrinvermittelte Endozytose beobachtet
werden konnte (Jahne et al. 2015). Clayton und Kollegen erforschten, dass sich im Rahmen
der sogenannten Bulk-Endozytose diese Einstilpungen von der Plasmamembran
abschniiren (Clayton et al. 2007). Zu beobachten war dieser Vorgang wiederum nach einem
starken Stimulus der Synapse. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist es nicht verwunderlich,
dass die synaptische Vesikelrezyklierung durch Storungen von Molekiilen, die an der
Fusion mit dem Endosom (Hoopmann et al. 2010) oder dem Sortiervorgang in dessen
Kompartimenten (Uytterhoeven et al. 2011) beteiligt sind, beeintrichtigt wird. Rizzoli gibt
jedoch zu bedenken, dass der Mangel an Informationen beztiglich der Funktionsweise der
endosomalen Sortierung das Verstindnis der Formation synaptischer Vesikel vom

Endosom beeinflusst (Rizzoli 2014a).

Zusammenfassend bleibt das Problem, ob die Einstiillpungen der Membran im Bereich der
aktiven Zone, die nach einem starken Stimulus entstehen, wirklich Endosomen
entsprechen oder filschlicherweise in vielen Studien nur als solche interpretiert wurden
(Jahne et al. 2015). Das tberwiegende Auftreten dieser Strukturen nach einem
unphysiologisch starken Stimulus lisst die Frage offen, ob diese Beobachtungen auch unter
physiologischen In-vivo-Bedingungen so gemacht worden wiren. Rizzoli gibt zu bedenken,
dass der Mangel an Informationen beziiglich der Funktionsweise der endosomalen
Sortierung das Verstindnis der Formation synaptischer Vesikel vom Endosom beeinflusst
(Rizzoli 2014a). Jahne und Kollegen fordern daher, dass zunichst eine klare Definition und
einheitliche Marker fir Endosomen gefunden und Prozesse wie die ,,Bulk“-Endozytose
weiter erforscht werden (Jahne et al. 2015). Aktuell wird die Ansicht vertreten, dass die
frisch endozytierten Vesikel ein mégliches Ziel fur die Fusion mit dem Endosom darstellen

(Rizzoli 2014a).

Wie bereits erwihnt, konnte in dieser Arbeit mit Hilfe mehrerer statistischer Erhebungen

die Bedeutung der Vakuole bezichungsweise des Endosoms fur die Synapse und die
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Vesikelrezyklierung belegt werden. Fine Beteiligung an den erklirten Fusions- und
Sortierungsprozessen sowie der Bestickung synaptischer Vesikel mit entsprechenden
Proteinen ist somit zu vermuten, bedarf aber noch weiterer Untersuchungen.
Diesbeztiglich sind die von Jihne und Kollegen aufgestellten Forderungen nach

einheitlichen Markern und Definitionen sicherlich hilfreich.

Ein Vergleich mit bisherigen Ergebnissen von Schikorski und Stevens ist im Hinblick auf

die Vakuolen nicht méglich, da diese Organellen in threr Arbeit nicht untersucht wurden.

Mitochondrien

Das durchschnittliche Volumen eines Mitochondriums liegt bei circa 0,042 pm?® und ist
somit geringer als das durchschnittliche Vakuolenvolumen. Dartber hinaus folgt die
Verteilung der Mitochondrienvolumina im Gegensatz zu denen der Vakuolen keiner Gaul3-
Verteilung und scheint somit eher zufillig. Diese Ergebnisse sind, angesichts des hohen
Energieverbrauchs einer Synapse, ein nicht unbedingt erwartetes Resultat. Es wire
anzunehmen, dass die Mitochondrienanzahl und das Mitochondrienvolumen mit
steigendem Synapsenvolumen ebenfalls ansteigen, da groflere Synapsen einen erhéhten
Energiebedarf aufweisen. Das Neuron benétigt Energie unter anderem fiir die Synthese
von Neurotransmittern und die Informationsweiterleitung. Beckervordersandforth und
Kollegen beschreiben Mitochondrien als Kraftwerke der Zellen, die eine wichtige Rolle in
der Steuerung von Stammzellen im Gehirn und in der Entstehung neuer Nervenzellen
spielen. Eine Verbesserung der Mitochondrienfunktion stellt ithrer Meinung nach einen
neuen moglichen Therapieansatz zur Behandlung von Alterserscheinungen im Gehirn dar
(Beckervordersandforth et al. 2017). Weitere Studien von Zeng und Kollegen heben die
Bedeutung einer mitochondrialen Dysfunktion im Rahmen der Entstehung der
neurodegenerativen Erkrankung Morbus Parkinson hervor und stellen somit die wichtige
Funktion fir Nervenzellen heraus (Zeng et al. 2018). Gleiche Aussagen treffen
Tyumentsev und Kollegen, die Stérungen der Mitochondrienfunktion als ein frihes
Symptom der Alzheimer Erkrankung ansehen (Tyumentsev et al. 2018). Die Ergebnisse
dieser Arbeit legen hingegen eine geringere Bedeutung der Mitochondrien fir die Synapsen
nahe und ergeben, dass zumindest in einer Zellkultur viele Synapsen mit wenigen, kleinen

oder keinen Mitochondrien ubetleben konnen.

Ein Vergleich mit den Arbeiten von Schikorski und Stevens ist erneut nicht moglich, da

Mitochondrien in ihren Untersuchungen nicht berticksichtigt wurden.
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Vesikel

Wie bereits im Abschnitt ,,Synapsen® erwihnt, betrigt die durchschnittliche Vesikelanzahl
pro Synapse circa 250 Vesikel mit einem durchschnittlichen Gesamtvolumen von circa
0,0097 um?. Schikorski und Stevens differenzierten bei ihren Untersuchungen im Jahr 1999
zwischen den einzelnen Hippocampusschichten und zihlten die jeweiligen Vesikel in den
Schichten 1la und 1b (vergleiche Kapitel 1.2). Sie fanden in der Schicht la
354 £ 4306 Vesikel pro Synapse und in der Schicht 1b 656 * 423. Thre Tests aus dem Jahr
1997 zeigten im Mittel 270 Vesikel pro Synapse, ein Ergebnis, das sehr gut mit der Anzahl

der Vesikel in dieser Arbeit korreliert.

Die Vesikelanzahl steht in den untersuchten Synapsen in der hier vorliegenden Arbeit in
einem signifikanten Verhaltnis zum Volumen der Synapse und der Oberflichengrof3e der
aktiven Zone. Somit wird eine besondere Bedeutung der Vesikel fiir die Funktion der
Synapse herausgestellt. Mit Zunahme des Volumens einer Synapse steigt die Anzahl der
enthaltenen Vesikel und somit auch deren Gesamtvolumen im Vergleich zum
Synapsenvolumen. Somit stehen in groBen Synapsen mehr Vesikel fir die
Signaliibertragung bereit, was so zu erwarten war und die in Kapitel 1 beschriebenen
Abldufe der Signaliibertragung an chemischen Synapsen widerspiegelt. Das signifikante
Verhiltnis der Vesikelverteilung pro aktive Zone wurde so auch schon von Schikorski und

Stevens beschrieben und kann somit als Fakt angesehen werden.
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5 Zusammenfassung

Die hier vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zu einem besseren Verstindnis des realen
dreidimensionalen Aufbaus der Kontakt- und Signaliibertragungsstelle zweier Neuronen,
der Synapse, liefern. Durch die Detektion und Klassifizierung der wichtigsten Bereiche und
Zellorganellen, niamlich der aktiven Zone, der Vesikel, Mitochondrien und der Vakuolen,
konnte eine rdumliche Vorstellung der Synapsenstruktur rekonstruiert und dreidimensional
dargestellt werden (vergleiche Abbildung 28 und 29). Durch die zusitzliche Darstellung der
Mitochondrien und Vakuolen konnte im Vergleich zu den Pionierarbeiten von Schikorski
und Stevens (vergleiche Abbildung 3) eine noch detailreichere Abbildung der
Synapsenstruktur erzielt werden. Dadurch war es auch mdglich, Riickschlisse hinsichtlich
der Bezichungen der einzelnen Organellen untereinander zu zichen, die fiir ein tieferes
Verstindnis der physiologischen Funktion der Synapse und der Interaktion der daran

beteiligten Zellorganellen von Nutzen sein kénnten.

5.1 Limitationen dieser wissenschaftlichen Arbeit

Als limitierender Faktor dieser Atbeit ist sicherlich zu erwidhnen, dass sowohl die
funktionellen Beziechungen innerhalb der Synapse als auch zwischen den einzelnen
Zellorganellen keine Berticksichtigung fanden. Es wurde eine strukturelle Beschreibung des
dreidimensionalen = Aufbaus vorgenommen. AnschlieBend erfolgten Auswertungen
hinsichtlich der Relationen der einzelnen Synapsenbestandteile. Davon ausgehend wurden
dann Schlussfolgerungen beziiglich der Bedeutung und der Interaktion der einzelnen

Zellorganellen fiir das Gesamtsystem Synapse gezogen.

Diese reine Herleitung und Beschreibung des anatomischen Aufbaus hitte durch
fluoreszenzmikroskopische Betrachtungen oder elektrophysiologische Messmethoden, wie
zum Beispiel die ,,Patch-Clamp-Technik®, weiter sinnvoll erginzt werden koénnen. Auf
diese Art und Weise wiren Verdnderungen der Aktivititszustinde der einzelnen
Komponenten wihrend der synaptischen Ubertragung zu messen, der Synapsenanatomie

zuzuordnen und in einen Gesamtkontext zu bringen gewesen.

Des Weiteren hitte man durch die Untersuchung einer groeren Anzahl als der in dieser
Arbeit beschriebenen 30 Synapsen gegebenenfalls eine hoéhere Signifikanz bezlglich der

gemessenen Werte erzielen und somit auch die Schlussfolgerungen deutlicher belegen
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konnen. Beispielsweise waren speziell die Ergebnisse hinsichtlich der untergeordneten
Funktion der Mitochondrien (vergleiche Kapitel 3.4) trotz des zweifelsohne vorhandenen
Energieverbrauchs einer Synapse so nicht zu erwarten. An diesem Punkt hitte eine gro3ere
Stichprobe vielleicht hilfreich sein konnen, um die in dieser Arbeit getroffenen Aussagen
zu stitzen und gegebenenfalls durch die Verknipfung mit elektrophysiologischen

Messungen zu belegen.

5.2 Ausblick fiir zukiinftige Foschungsvorhaben

Vorausschauend erhoffen wir uns, fiir weitere Forschungsvorhaben einen Beitrag zur
Entschlisselung des realen Synapsenaufbaus geleistet zu haben. Da die funktionellen
Beziehungen der einzelnen Organellen nicht primir im Fokus dieser Arbeit standen, wire
dieses ein Ansatzpunkt fir weitere Forschungsvorhaben. Eine Verknipfung des
anatomischen Aufbaus mit Erkenntnissen beztiglich der Interaktion der beschriebenen
Zellorganellen wire daher ein weiterer Schritt zur vollstindigen Entschlisselung der
Funktion der einzelnen Organellen sowie der Synapse insgesamt. Somit kénnte in Zukunft
aufgrund dieser neuen Erkenntnisse auch ein besseres Verstindnis pathologischer
Prozesse, die thren Ursprung im Bereich der Verschaltung an synaptischen Endigungen
nehmen, erzielt werden. Dadurch bestiinde die Méglichkeit einer effektiven medizinischen
Intervention an genau dieser Schnittstelle zwischen zwei Neuronen, die gerade bei

neurodegenerativen Erkrankungen von groBer Bedeutung zu sein scheint.
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