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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Synapsen sind Kontaktstellen zwischen Neuronen und ihren Zielorganen,
meist anderen Neuronen. In der prasynaptischen Nervenzelle werden
Transmitter in synaptischen Vesikeln gespeichert. Diese nehmen, nach
einem einlaufenden Aktionspotential und dem folgenden Ca2+-Einstrom in
die Zelle, Kontakt zur Plasmamembran auf. Durch die Bildung einer
Fusionspore kann der Transmitter in den synaptischen Spalt entleert werden

und an Rezeptoren der postsynaptischen Membran binden.

Die Region einer Synapse, in der Exozytose der synaptischen Vesikel und
auch die Endozytose in die Zelle stattfinden, wird als aktive Zone bezeichnet.
Bis jetzt wurden funf spezifische Aktive-Zone-Proteine beschrieben: Aczonin,
Bassoon, Rim, Munc13 und Cast. Ihnen wird eine wesentliche Rolle bei den
Vorgangen an der aktiven Zone zugeschrieben. Ihre genaue Lokalisation und

Funktionsweise liegen jedoch noch im Dunkeln.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe immunzytochemischer Methoden
die genauere Lokalisation von Aczonin, Rim und Muncl3 in Bezug zur
Plasmamembran und den prasynaptischen Verdichtungen untersucht.
Uberraschenderweise fanden sich diese Proteine weiter von der
Plasmamembran entfernt, als bisher vermutet. Auflerdem scheint
insbesondere Aczonin nicht, wie friher postuliert, gestreckt bis weit ins
Axoplasma hinein zu reichen, sondern vielmehr auf einer relativ schmalen

Zone in einem bestimmten Abstand parallel zur Plasmamembran zu liegen.
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Summary

Synapses are sites of contact between neurons. In the presynaptic part of a
chemical synapse, neurotransmitters are packed into synaptic vesicles. An
incoming action potential and the following Ca2+ influx into the cell lead to
the docking of synaptic vesicles at the plasma membrane. By forming a so
called fusion pore, neurotransmitters can be released into the synaptic cleft

and dock at the receptors in the postsynaptic membrane.

The site in a neuron where the exocytosis and also the recycling of the
synaptic vesicles occur, is referred to as the active zone. By now five specific
active zone-proteins have been found: Aczonin, Bassoon, Rim, Muncl13 and
Cast. They are considered to play an essential role in the presynaptic exo-
and endocytotic mechanisms. These mechanisms however, as well as the

function and localization of the presynaptic proteins still remain unclear.

This work is intended to shed light on the precise localization of some of the
presynaptic proteins, i. e. Aczonin, Muncl3 and Rim. For this purpose,
immunohistochemical methods have been used. The distance between
immunogold particles and the plasmamembrane, as well as the distance
between immunogold particles and dense projections were measured.
Surprisingly, the proteins do not seem to be in a very close contact with the
plasmamembrane, as supposed earlier. Aczonin, which was besides
considered to extend far into the axoplasm, seems to be localized to a rather

restricted site in a certain distance parallel to the plasma membrane.
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2. Einleitung

Alle Nervenzellen sind untereinander und mit den jeweiligen Erfolgsorganen
durch  Schaltstellen, sogenannte Synapsen, verkntpft. Prinzipiell
unterscheidet man zwei Arten von Synapsen: einfachere, elektrische und

komplexer gebaute, chemische Synapsen.

Bei der elektrischen Synapse sind zwei Nervenzellen durch Ionenkanéle
unmittelbar miteinander verbunden, so daf ein Aktionspotential durch

Ionenstréome innerhalb sehr kurzer Zeit direkt weitergeleitet werden kann.

An chemischen Synapsen (s. Abb. 2.1, S. 17) werden Informationen durch
Botenstoffe, sogenannte Transmitter weitergegeben. Die Transmitter sind in
der Prasynapse in Transportvesikel verpackt, welche, ausgelost durch ein
Aktionspotential und den daraus folgenden Ca2+-Einstrom in die Zelle, mit
der Plasmamembran verschmelzen. Dies geschieht durch Bildung des
sogenannten SNARE-Kernkomplexes, der aus Synaptobrevin, Syntaxinl und
SNAP-25 besteht (Sollner et al. 1993). So kann der darin enthaltene
Transmitter in den synaptischen Spalt ausgeschuttet werden und an

spezifische Rezeptoren in der postsynaptischen Membran binden.

Auf beiden Seiten der neuronalen Synapse lassen sich elektronendichte
Zonen in der Nahe der zwei synaptischen Membranen nachweisen, die in den

beiden nachfolgenden Abschnitten ndher beschrieben werden.
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2.1 Die postsynaptische Dichte

Die elektronendichte, bandférmige Struktur an der postsynaptischen

Membran wird als postsynaptische Dichte (PSD) bezeichnet.

Die PSD liegt der sogenannten aktiven Zone der prasynaptischen Seite genau
gegenuber (s. Abb.2.1, S. 17) Transmembrandre Filamente zwischen aktiver
Zone und PSD uberbricken den synaptischen Spalt: in erster Linie wohl
Cadherine, verbunden mit alpha-Catenin und Actin, die quasi als Anker

dienen (Ziff 1997).

Die PSD hat die Aufgabe, ein von der prasynaptischen Seite her kommendes
einlaufendes Signal (in Form eines an einen Rezeptor andockenden
Neurotransmitters) adaquat weiterzuleiten. Bisher wurden zahlreiche
Bestandteile der PSD identifiziert, unter anderem Zytoskelett- und
Zellverbindungsproteine, MAGUK-Proteine, Enzyme und Rezeptoren (Ziff
1997).

2.2 Die Cytomatrix der aktiven Zone in der Priasynapse

Elektronenoptisch findet sich an der Stelle, wo die Verschmelzung der
Vesikel mit der Plasmamembran erfolgt, eine Verdickung der
Plasmamembran, die einen Durchmesser von etwa 200 bis 450 nm aufweist
(Rosenmund et al. 2003, Siksou et al. 2007). Dies ist die sogenannte aktive
Zone. Sie besteht aus elektronendichten pyramidenférmigen Strukturen,
welche triagonal angeordnet sind. Um diese herum sind jeweils ca. sechs
Vesikel gelagert (Gray 1963, Pfenninger et al. 1969, Akert et al. 1969, Bloom
und Aghajanian 1968, Pfenninger et al.1972, Phillips et al. 2001).

Die einzelnen pyramidenférmigen Strukturen werden in der Literatur meist
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Dense Projections genannt und hier im folgenden als prasynaptische
Verdichtungen (PVs) bezeichnet. Sie stellen vermutlich Bereiche dar, in

denen Proteine sehr dicht zusammengelagert sind.

Die Hohe der PVs wurde bisher zwischen 30 und 100 nm angegeben. Die
Angaben zu den Abstanden zwischen ihnen variieren von 20 -100 nm (Gray
et al. 1963, Bloom und Aghajanian 1972, Landis et al. 1988, Philipps et al.
2001). Die einzelnen Verdichtungen sind untereinander durch fibrillare
Strukturen verbunden (Phillips et al. 2001). Das Netzwerk von Proteinen an
der aktiven Zone wird haufig auch Cytomatrix an der aktiven Zone (kurz
CAZ) oder auch prasynaptisches Gitter genannt. In den Vertiefungen dieses
Gitters liegen die Vesikel (Gray et al. 1963, Pfenninger et al. 1969, Akert et
al. 1969, Bloom und Aghajanian 1968, Pfenninger et al.1972, Phillips et al.
2001).

Die aktive Zone (s. Abb.2.1, S. 17) ist der Bereich in der prasynaptischen
Nervenzelle, an dem die transmittergeftillten Vesikel an die Plasmamembran
binden und mit ihr verschmelzen, um die Transmitter in den synaptischen
Spalt abzugeben. Hier werden die Vesikel auch wieder in die Zelle
aufgenommen und wiederverwertet. Die Vesikel in der Prasynapse befinden
sich in unterschiedlichen “Reifezustdnden”. Direkt an der aktiven Zone findet
man die Vesikel, die nach dem sogenannten Priming, einem Reifungsprozefs,
unmittelbar zur Fusion mit der Plasmamembran bereit sind. Diese Vesikel

gehoren zum zirkulierenden Vesikelpool (Dresbach et al. 2000).

Andere Vesikel hingegen werden in einiger Entfernung von der aktiven Zone
gespeichert und nur bei erhéhtem Bedarf in den Vesikelzyklus
miteinbezogen. Diese gehéren zum Reservepool. Ein dritter Vesikelpool, der
sogenannte proximale Pool, welcher zwischen den beiden anderen Pools
lokalisiert ist, enthalt die meisten Vesikel, deren Funktion jedoch noch

ungeklart ist.

Unter den bisher an der CAZ lokalisierten Proteinen finden sich Proteine, die
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fiur die aktive Zone spezifisch sind. Bisher konnten fiinf CAZ-Proteine
identifiziert werden: Muncl3, Rim, Basson, Aczonin (Piccolo) und Cast
(ERC2). Thnen wird eine wesentliche Rolle beim Priming, der Exo- und
Endozytose der Vesikel und beim Aufbau der aktiven Zone zugeschrieben.
Fur einige der Proteine konnten bereits Bindungspartner identifiziert werden,
die genaue Struktur und auch die Funktionsweise dieses “Proteinorchesters”

liegen jedoch noch weitgehend im Dunkeln.

2.3 Die einzelnen CAZ-Proteine

Im folgenden werden die CAZ-Proteine einzeln vorgestellt. Die Abbildung 2.2
auf S. 17 soll die Verwandtschaft der CAZ-Proteine anhand ihrer charak-

teristischen Proteindoménen veranschaulichen.

2.3.1 Aczonin

Aczonin, das haufig auch als Piccolo bezeichnet wird, ist mit einem
Molekulargewicht von 530 kD und bestehend aus ca. 5000 Aminosiauren
unter den bisher identifizierten das grofite prasynaptische Protein (Cases-
Langhoff et al. 1996, Wang et al 1999, Fenster et al. 2000). Aczonin kommt
in allen Synapsen des ZNS an der aktiven Zone (Cases-Langhoff et al. 1996,
Wang et al 1999, Fenster et al. 2000), auf3erdem an den Bandsynapsen der
Retina (Dick et al. 2001) und offenbar auch in endokrinen Zellen wie [3-Zellen
des Pankreas (Fujimoto et al. 2002) vor. An der neuromuskularen Synapse

wurde es ebenfalls gefunden (Juranek et al. 2006).

Die Domanenstruktur von Aczonin (s. Abb. 2.2, S. 17) zeichnet sich durch
eine Q-Zone, zwei Zinkfinger-, eine PDZ- und zwei C2-Domé&nen aus.

Auflerdem enthilt es mehrere Coiled-coil-Doméanen sowie lange prolinreiche

6
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Sequenzen (Cases-Langhoff et al. 1996, Wang et al. 1999).

Aczonin koénnte aufgrund seiner Groéfie theoretisch weit ins Axoplasma
reichen. Moglicherweise ist eine Funktion von Aczonin, Vesikel aus dem
Reservepool in Richtung der aktiven Zone zu lenken. Dieser Mechanismus
konnte tber die Bindung von Aczonin an Pral laufen, das dadurch das
vesikelassoziierte Rab3 freigibt (Fenster et al. 2000). Uber die direkte
Verbindung von Rab3 zu Rim kénnte dann die Fusion des Vesikels mit der
Plasmamembran ermoglicht werden (Wang et al.1999, Fenster et al. 2000,
Gundelfinger et al. 2003). Einer anderen Theorie zufolge kénnte Aczonin tiber
die indirekte Bindung an Actin tiber Abpl auch eine Rolle bei der Clathrin-

vermittelten Wiederaufnahme der Vesikel spielen (Fenster et al. 2003).

2.3.2 Bassoon

Bassoon besteht aus ca. 3940 Aminosdauren und hat ein Molekulargewicht
von 420 kKD (tom Dieck et al. 1998). Es kommt an konventionellen
inhibitorischen und exzitatorischen Synapsen des ZNS und an den
Bandsynapsen der Retina vor (Richter et al. 1999, Brandstétter et al. 1999).
Ebenso an neuromuskularen Synapsen wurde es, wie Aczonin, gefunden

(Juranek et al. 2006).

Bassoon enthalt am N-terminalen Ende zwei Zinkfingerdoménen (s. Abb. 2.2,
S.17). Proximal des COOH-Terminus von Bassoon liegt eine langere
glutaminreiche Region; auflerdem enthalt es, wie Aczonin, drei Coiled-coil-

Regionen (tom Dieck et al. 1998).

Die zentrale Region von Bassoon ist offenbar fur die Verankerung von
Bassoon in der CAZ verantwortlich (Altrock et al. 2003, Dresbach et al.
2003). Die N-terminale Region von Bassoon kénnte, moéglicherweise tiber die

Zinkfingerregion, an Zellorganellen wie synaptische Vesikel oder Endosomen
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binden (Dresbach et al. 2003).

Mit seinem COOH-Ende liegt Bassoon offenbar in der Nahe oder direkt an
der Plasmamembran. Es scheint jedoch nicht direkt in die Plasmamembran
integriert zu sein, sondern uber das membranassoziierte Zytoskelett mit ihr

in Verbindung zu stehen (tom Dieck et al. 1998, Sanmarti-Vila et al. 2000).

Markierungen mit Immunogold wiesen Bassoon jedoch etwa ein bis drei
Vesikellangen von der Plasmamembran entfernt nach (also 40-120 nm), und
zwar in unmittelbarer Nachbarschaft zu den synaptischen Vesikeln (tom

Dieck et al. 1998, Sanmarti-Vila et al. 2000).

Bassoon-Knockout-Mause zeigen eine verminderte synaptische Trans-
mission: Vesikel kénnen zwar andocken, verschmelzen aber nicht mit der
Plasmamembran. Dartiber hinaus kam es bei den Bassoon-Knockout-
Mausen gehauft zu epileptischen Anfallen (Altrock 2003), auflerdem wurde
bei ihnen eine vergrofiertes Hirnvolumen (vor allem durch eine verbreiterte
Hirnrinde sowie vergrofierte Hippocampi) und ebenso ein verdndertes

Aktivititsmuster gefunden (Angenstein et al. 2006).

Aczonin und Bassoon sind entwicklungsgeschichtlich vermutlich neuere
Proteine - beide kommen nicht in C. elegans und Drosophila vor.
Moglicherweise deutet dies darauf hin, dafl sie nicht essentiell wichtig fur die
Bildung und/oder Aufrechterhaltung der CAZ-Struktur sind (Garner et al.
2000). Aczonin und Bassoon sind jedoch unter den ersten Proteinen, die an
aktiven Zonen neugebildeter Synapsen von Saugetieren gefunden werden
(Vardinon-Friedman et al. 2000, Zhai et al. 2001).
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2.3.3 Rim

Rim (Rab3-interacting molecule) ist ein aus 1553 Aminosduren bestehendes
180 kDa-Protein der aktiven Zone. Bei Saugetieren finden sich zwei
verschiedene Formen: Rimla und Rim2a. Durch mehrere Splei3varianten,
die in verschiedenen Formen vorliegen koénnen, scheint es jedoch viele
weitere Rim-Proteine zu geben (Wang et al. 1997, Wang et al. 2000, Wang
und Stidhof 2003).

Rim (s. Abb. 2.2, S. 17) enthalt eine Zinkfingerdomane am NH2-Ende, eine
prolinreiche Region, eine PDZ-Domé&ne und zwei C2-Doméanen am COOH-

Ende (Wang et al. 1997).

Rim bildet unter anderem einen Komplex mit Muncl3, der fir die
Transmission essentiell zu sein scheint. Die Verhinderung der Bildung dieses
Komplexes fuhrt zu einem Phéanotyp, der, &dhnlich wie bei Muncl3-1-
Knockout-Mausen, mit einem Verlust an fusionsfdhigen Vesikeln einhergeht.
Vermutlich kann also entweder die Priming-Reaktion nicht stattfinden, oder
der Komplex dient der funktionellen Verbindung zwischen den Vesikeln im
Vesikelpool und dem Priminig (Betz et al. 2001, Koushika et al. 2001).

Bei Rimla-Knockout-Mdusen war das Priming deutlich vermindert und
Muncl3 um 60% reduziert, moglicherweise, weil es durch Rim stabilisiert
wird (Schoch et al. 2002, Calakos et al. 2004). Aufierdem wurde bei Rim-
Knockout-Mausen eine deutliche Verminderung von Vesikeln direkt an der
Plasmamembran neuromuskularer Synapsen gefunden (Weimer et al. 2006).
Zusatzlich wiesen in einem anderen Versuch die Tiere erhebliche Defizite
beim Lernen und Einschrankungen der Gedachtnisfunktion auf (Powell et al.
2004).

Nach Deletion beider Rima-Isoformen kam es zu einer massiven

Einschrankung der Transmission. Die Mduse starben gleich nach der Geburt
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(Schoch et al. 2006).

Rimla scheint in einigen Synapsen fur die prasynaptische
Langzeitpotenzierung (LTP, Verstarkung der Freisetzung von Glutamat), in
anderen Synapsen hingegen fiir die Kurzzeitplastizitat eine Rolle zu spielen
(Castillo et al. 2002, Schoch et al. 2002, Lonart et al. 2002, Garcia-Junco-
Clemente et al. 2005). Diese Funktion ist offensichtlich jeweils spezifisch fiir
bestimmte Synapsen. Rim hat anscheinend aber keinen Einfluf auf die
Struktur der CAZ (Castillo et al. 2002, Schoch 2002).

2.3.4 Cast (ERC2)

Cast (CAZ-associated structural protein) ist ein 120 kD Protein der aktiven
Zone. Es ist ein Mitglied der ERC-Familie und entspricht ERC2. ERCla
kommt ubiquitdr, ERC1b nur im Gehirn, aber nicht spezifisch an der aktiven
Zone vor (Ohtsuka et al. 2000, Wang et al. 2002). Vor kurzem wurde ein
Homolog von Cast/ERC2 entdeckt und als Cast2 bezeichnet, von dem es

wiederum eine Splicing-Form gibt (Deguchi-Tawarada et al. 2004).

Cast (s. Abb. 2.2, S. 17) zeichnet sich durch vier Coiled-coil-Regionen aus
(Ohtsuka et al. 2000).

Cast scheint durch direkte oder indirekte Bindung an alle anderen CAZ-
Proteine eine Schltisselrolle in Bezug auf die Struktur der aktiven Zone und
der Transmissionsvorgange zu spielen (Ohtsuka et al. 2002, Takao-Rikitsu et
al. 2004). In Cast-Knockouts bei C. elegans war die synaptische
Transmission erstaunlicherweise jedoch nicht beeintrachtigt, auch andere

Auffalligkeiten zeigten die Tiere nicht (Deken et al. 2005).

Durch die Bindung an aLiprin und Rab6 sind ERCs moglicherweise in
intrazellulare Membrantransportvorgange eingebunden. In Nervenzellen

kénnten sie z. B. fur die Zusammensetzung der aktiven Zone aus

10
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Vorlaufervesikeln des Golgi-Apparates wichtig sein, wobei die Bindung an
Rab6 bisher nur fiir Cast2 nachgewiesen wurde (Monier et al. 2002, Ko et al.

2003).

2.3.5 Muncl3

Muncl3-1 ist ein CAZ-Protein mit einem Molekulargwicht von 200 kD, das
zu einer Familie von vier Proteinen gehort (Brose et al. 1995, Betz et al. 1998,
Augustin et al. 1999, Koch et al. 2000). Interessanterweise kommt es an

Bandsynapsen der Retina nicht vor (Schmitz et al. 2001).

Muncl3-1 (s. Abb. 2.2, S. 17) enthéilt vier C-Doméanen, eine C1- und drei C2-

Domaénen (Brose et al. 1995).

Muncl3-1 und -2 scheint eine wesentliche Aufgabe bei der Regulation der
Kurzzeitplastizitdt (Rosenmund et al. 2002) und beim Priming der an die
Plasmamembran gebundenen Vesikel zuzukommen (Augustin et al. 1999,
Aravamudan et al.1999, Ashery et al. 2000, Brose 2000, Varoqueaux et al.
2002, Rosenmund et al. 2002, Stevens et al. 2005). Das Priming ermdéglicht
die Verschmelzung mit der Plasmamembran und die Bildung einer
Fusionspore, durch die die Transmitter freigesetzt werden. Voélliges Fehlen
von Muncl3 fihrt zum Versiegen der Transmitterfreisetzung (Augustin et al.
1999, Richmond et al. 1999, Aravamudan et al. 1999).

Eventuell modifiziert Muncl3 die Konformation von Syntaxin und/oder
Muncl8, oder Muncl3 verdrangt Muncl8 von der Bindungsstelle an
Syntaxin (Sassa et al. 1999, Brose et al. 2000) und reguliert auf einem der
beiden Wege die Verfugbarkeit von Syntaxin zur Bildung des SNARE-

Kernkomplexes.

Durch Punktmutationen, die die Interaktion von Muncl3 mit Syntaxinl

verhinderten, lie sich herausfinden, daf3 diese fiir den Primingprozef

11
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unabdingbar zu sein scheint (Stevens et al. 2005, Madison et al. 2005).
Allerdings konnte mit Hilfe von NMR-Untersuchungen keine direkte Bindung
von Syntaxin an Muncl3 nachgewiesen werden (Basu et al. 2005). Fur den
Primingprozef3 scheint jedoch auch Rim benétigt zu werden (Betz et al.
2001), denn das Verhindern der RIM/Muncl3-Interaktion bewirkt eine
ebenso drastische Verminderung aktivierter Vesikel im Vesikelpool wie

volliges Fehlen von Muncl3.

Neuere Untersuchungen legen den Wechsel von einem Muncl3-1-
Homodimer zu einem Muncl3-1/aRIM-Heterodimer als Grundlage fur die
Regulation der Neurotransmitterfreisetzung wund einiger Formen der

Kurzzeitplastizitat nahe (Lu et al. 2006).

In Riml-Knockout-Mausen waren dartiber hinaus die Muncl3-Level
drastisch reduziert (Schoch et al. 2002, Andrews-Zwilling et al. 2006). Dies
1ap3t darauf schliefen, daf3 die Rim/Muncl3-Interaktion fiir die Lokalisation

von Muncl3 an der aktiven Zone wichtig ist.

Die Synapsen von Muncl13-1-Knockout-Mausen enthalten in der Regel keine
fusionsfahigen Vesikel (Augustin et al. 1999). Elektronenoptisch stellt sich
an der neuromuskuldren Synapse eine deutliche Reduktion von Vesikeln im
Bereich zwischen 60 und 120 nm von der Plasmamembran entfernt dar
(Weimer et al. 200606).

12
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Tab. 2.1
Proteine an der aktiven Zone und ihre Bindungspartner
Protein bindende Bindungspartner Quelle Funktion
Doméne
Aczonin Q-Doméane Abpl (Actin/Dynamin- |Fenster et al. 2003 bindet an F-Actin und
bindendes Protein) auch Dynamin (GTPase), evtl.
SH3P7 oder HIP55 hiertiber Verbindung zu
Clathrin-vermittelter
Endozytose
Zinkfingerdomane |PRA1 Fenster et al. 2000, vesikelassoziierter Rezeptor fur
Martincic et al.1997, VAMP2 /SynaptobrevinlI,
Bucci et al. 1999 bindet Rabs
Prolinreiche GIT (Arf GTPase- Kim et al. 2003 aktiviert GTPasen, Komplex
Sequenz aktivierendes Protein) aus Aczonin, GIT1 und GIT-

ca. AS 2011-2468

bindenden Proteinen (Beta-
PIX, focal adhesion kinase,
Liprin alpha und Paxillin),
Regulation von Membran-
transportvorgangen und dem
Actin-Zytoskelett

Prolinreiche Profilin (Actinmonomer- |Wang et al. 1999 bindet an Actin-Monomere
Sequenz bindendes Protein) und Phosphoinositid
3. CC-Doméne Cast Takao-Rikitsu et al. 2004 |interagiert mit Acz, Bsn, Rim
und Liprin
PDZ-Doméne cAMP-GEFII (guanine |Fujimoto et al. 2002 cAMP-Sensor
nucleotide-exchange
(Pankreas)

factor (Pankreas)

C2-Doméanen Ca2*-Kanal Shibasaki et al. 2004

C2A-Domaéane Ca2+ Gerber et al. 2001,
Shibasaki et al. 2004

C2A-Doméne Rim2 (Pankreas) Fujimoto et al. 2002
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Protein bindende Bindungspartner Quelle Funktion
Domiine
Bassoon |C2H2-Zinkfinger |PRAl Zhen et al. 2004, Fenster |vesikelassoziiert, Rezeptor fiir
et al. 2000 VAMP2 /SynaptobrevinlI,
bindet Rab3 und Rab5
Region zw. 1. und |RIBEYE/ CtBP2 (Retina)|tom Dieck et al. 2005
2. CC-Doméne
CtBP1/BARS-50 tom Dieck et al. 2005
(konventionelle
Synapsen)
3. CC-Domaéane Cast Ohtsuka 2002, Takao- interagiert mit Acz, Bsn, Rim
Rikitsu 2004 und Liprin
Rims Zinkfinger Muncl3-1 Betz et al. 2001, Schoch (Vesikelpriming

et al. 2002, Wang et al.
2001

alpha-Helix im

Anschluf3 an Zink-

Rab3 (GTP-gebunden)

Wang et al. 1997, Betz et
al. 2001, Wang et al.

bindet an Rabphilin, Doc2,
SVs und Pral, Regulation des

finger 2001, Dulubova et al. Vesikelzyklus?
2005

AS 19-55

zw. Zn-Finger & [cAMP-GEFII Ozaki et al. 2000 cAMP-Sensor, reguliert

1. C-Domaéane Exozytose, Insulinsekretion

PDZ-Doméane Cast Wang et al. 2002, interagiert mit Acz, Bsn, Rim
Ohtsuka 2002 und Liprin

C2A-Doméne Aczonin (Pankreas) Fujimoto et al. 2002

C2-Doméanen

SNAP-25?, widerlegt fir
Rim2 von Dai et al.
2005

Coppola et al. 2001

Bestandteil des SNARE-

Kernkomplexes

C2-Doméanen

alphalB-Ca?*-Kanal-

Untereinheit

Coppola et al. 2001
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Protein bindende Bindungspartner Quelle Funktion
Domiine
Rims C2-Doménen Synaptotagmin, Coppola et al. 2001 vesikelassoziiert, Ca?*-Sensor,
widerlegt fiir Rim2 von interagiert mit Syntaxin
Dai et al. 2005
prolinreiche Rim-BPs Wang et al. 2000
Sequenz zwischen
2 C-Doménen
C2B-Doméane alpha-Liprin Schoch et al. 2002 Gerustprotein, bindet an Rim
und LAR, Entwicklung von
aktiver Zone?
N-Terminus 14-3-3-Proteine Sun et al. 2003, Broadie|binden an Rabphilin, wichtige
et al. 1997 Rolle bei Transmission
Cast/ERC |C-Terminus Synteninl (PDZ) Ko et al. 2006
AS 833-957
2. CC-Doméne alpha-Liprin Ko et al. 2003 Gerustprotein, bindet an Rim
und LAR, Entwicklung v. AZ?
Transmission?
2. CC-Doméne? |Aczonin und Bassoon |Takao-Rikitsu et al. 2004 |kompetitive Bindung
Cast2 AS 860-1015 Rab6 Monier et al. 2002, Wang |Membrantransport am Golgi-
et al. 2002 Apparat
C-Terminus Rim Wang 2002, Ohtsuka
2002
Munc13-1 |C-Terminus Doc2alpha Orita et al. 1997, Mochida|Aufgaben bei Transmission?

et al. 1998, Duncan et al.
1999, Brose et al. 2000

C-Terminus

Spectrin BsplllZ

Sakaguchi et al. 1998,
Brose et al. 2000

Aufgaben bei Transmission?
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Protein bindende Bindungspartner Quelle Funktion
Domiine
Muncl13-1 |C-Terminus msec7-1 Neeb et al. 1999, Brose et|Arf-spezifischer (G-Protein)
al. 2000 GDP/GTP-Austauscher,
verstarkt phorbolesterabhan-
gig Transmission
C2A-Domaéne, Rim Betz et al. 2001, Wang et |Rolle bei Priming?
al. 2002, Schoch et al.
AS 1-181
2002, Dulubova et al.
2005
C-Terminus, Syntaxin Betz et al. 1997, Augustin |Bestandteil des SNARE-

AS 1181-1736

et al. 1999, Sassa et al.
1999, Brose et al. 2000,
Basu et al. 2005

Kernkomplexes, Aufgabe bei
Priming (scheint daftir Rim zu
benoétigen), bildet Komplex mit
Muncl8

C1l-Domaéane

Phorbolester/Diacylgly-

cerol

Betz et al. 1998

Second messenger

C1l-Domaéane

Calmodulin (Retina)

Xu 1998, Brose et al.
2000, Junge et al. 2004

2.4 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe von immunhistochemischen

Methoden bestimmte Proteinabschnitte einiger CAZ-Proteine zu lokalisieren,

und zwar sowohl in Bezug auf ihren Abstand von der Plasmamembran als

auch auf ihren seitlichen Abstand zur nachstgelegenen prasynaptischen

Verdichtung. Die genaue Lokalisation der Proteine dtirfte Riickschliisse auf

die Architektur der CAZ und ihre Funktion zulassen.
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synaptische we. ',':':,'
Vesikel .;.', ; e
prasynaptische g
Verdichtungen

Calt ot
i 4 "

I

Postsynaptische Dichte

Abb. 2.1 Schematische Darstellung
einer chemischen Synapse

Ein Aktionspotential fiihrt zum Ein-
strom von Calcium in die Nervenzel-
le, wodurch transmittergeftllte syn-
aptische Vesikel mit der Plasma-
membran verschmelzen.

Es bildet sich eine Fusionspore, und
der Transmitter wird in den synap-
tischen Spalt ausgeschiittet, wo er
an spezifische Rezeptoren in der
postsynaptischen Membran bindet.
Rechts im Bild ist die clathrinvermit-
teltlfl: Endozytose der Vesikel darge-
stellt.

Aczonin/Piccolo

Muncl13-1

Cast/ERC

Q Zn Zn cc cc PDZ C2A C2B
AN NN 1 I Bl HEN
1 2 3 4 5 6 7 9 10
Zn  In cC cec cc
HE BN INEN NN
1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10
Zn PDZ C2A

c2 Cl c2

N i N N
cC cC cC CcC
H B NN

Abb. 2.2 Regionen priasynaptischer Proteine Die teilweise grofe Ahnlichkeit der Regionen
lafit auf eine enge Verwandtschaft der prasynaptischen Proteine schliefsen. Vor allem Aczo-
nin und Bassoon teilen viele Regionen oberhalb der PDZ-Doméne von Aczonin. Die PDZ-
sowie die C2-Regionen von Aczonin sind hingegen eng mit den homologen Regionen von
Rim verwandt. GrofRe Ahnlichkeit mit Rim weist Oboe auf, das zur Familie der Rim-Proteine
gehort. Noch ist unklar, ob es ein CAZ-Protein ist. Bassoon weist aufier zu Aczonin ver-
schiedene Sequenzhomologien zu Rim, Rabphilin-3A und Noc2, einem Rabphilin-assoziier-
ten Protein, auf.
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3. Material und Methoden

Mit Hilfe von immunzytochemischen Verfahren wurden prasynaptische
Proteine bzw. Proteinregionen elektronenmikroskopisch lokalisiert. Hierfiir
wurden sowohl Pre- als auch Postembedding-Methoden eingesetzt. Die
Lokalisation der Proteine wurde in Bezug zur prasynaptischen Membran und

den prasynaptischen Verdichtungen bestimmt.

3.1 Herstellen der Priaparate

Fuar die Versuche wurden Kleinhirne von weiblichen und méannlichen CD-
Ratten verwendet. Die Tiere wurden von Herrn Dr. Michael Laue (Zentrum

fiir Elektronenmikroskopie, Homburg/Saar) perfundiert.

3.1.1 Perfusions-Fixierung nach der pH-shift-Methode

Die Perfusion wurde mit Formaldehyd in Anlehnung an Berod et al. (1981)
durchgefuhrt.

Losungen:

Vorspullésung: 4 % Dextran [65000 Mwt]; 1 g/600 ml Nitroprussid
(Natriumnitroprussiat = Natriumpentacyanonitrosyl-
ferrat, Na[Fe(CN)5NO]); 0,1 M Phosphatpuffer, pH
7,2

Fixierungslésung A: 4 % Paraformaldehyd; 0,1 M Acetatpuffer, pH 5,6
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Fixierungslésung B: 4 % Paraformaldehyd; 0,1 M Carbonatpuffer, pH 10

Durchfiihrung:

(1)

Anasthesie mit 4 % Chloralhydrat fir ca. 2-5 min (in die
Bauchhoéhle appliziert)

Offnen des Brustkorbes; Freilegen des Herzens

Injektion von 80 Einheiten Heparin in PBS (Phosphate buffered

saline), Gesamtvolumen ca. 0,2 ml

Perfusion tUiber die linke Herzkammer mit Olivenkantile und

Peristaltikpumpe

Vorspiillésung fir ca. 20 sec; kurz nach Beginn Offnung des

rechten Vorhofes

Fixierungslésung A fur ca. 5 min, ca. 150 ml
Fixierungslésung B fiir ca. 10-12 min, ca. 250 ml
Kurzes Nachspuilung mit Vorsptilldsung (optional)

Abtrennen des Kopfes; Offnen des Schidels, Entnahme des

Gehirns

Lagerung des Gehirns in Fixierungslésung B im Kiihlschrank bei

3°C
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3.1.2 Schnitte, Inmunmarkierung und Einbettung

Vom Kleinhirn (Cerebellum) wurden 50-100 um dicke Vibratomschnitte
hergestellt. Die Schnitte wurden entweder vor der Einbettung (Preembedding-
Verfahren; siehe 3.1.2.1) oder nach der Einbettung (Postembedding-

Verfahren; siehe 3.1.2.2) immunmarkiert.

3.1.2.1 Preembedding-Immunmarkierung

Bei dieser Methode wurden die Vibratomschnitte nach Permeabilisierung
zundchst mit Priméar- und Sekundarantikérpern markiert, die Markierung
mit Silber verstarkt und die Schnitte in Epoxy-Kunststoff (Epon) eingebettet.
Von diesen Praparaten wurden Ultradiinnschnitte (ca. 70 nm Dicke)
angefertigt, auf Objekttrager (Grids) aufgebracht und mit Uranylacetat und

Bleicitrat kontrastiert.
Durchfiihrung:

(1) Zerteilen der Vibratomschnitte in kleine Stticke; Transfer in ein

gemeinsames Gefdf3 (Rollrandglaschen) gefiillt mit PBS

(2) Reduktion mit 1 % Natriumborhydrid in PBS ftir 30 min,
Raumtemperatur (RT), Schiittler

(3) 4 x PBS fur ca. 30 min, RT, Schittler

(4) 2 x NS-T (10 % Normalserum; 0,05 % Triton X-100; PBS; inkl.
Azid) far 60 min, RT, Schittler

(5) Inkubation mit Primarantikérper far 30 min, RT, Schiittler,

36-64 h bei 4-10°C, Schiittler
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1 h bei RT, Schittler; dann 2x NS-T fur ca. 60 min, Schiittler,
RT

3 x PBS fur 60-90 min, Schuttler, RT

Vorinkubation mit 1x PBGN (1% Normalserum Ziege; 0,4 %
Fischgelatine; 0,5 % BSA; PBS; inkl. Azid) fiir 60-120 min,
Schiittler, RT

Sekundéarantikérper (Fab' Nanogold von Nanoprobes) in PBGN
(1:800), 60 min, Schiittler, RT; ca. 20 h bei 4-10°C, Schiittler; 1
h, RT, Schittler

2 x PBGN, ca. 60 min, RT, Schittler
3 x PBS, ca. 1 h, RT, Schttler

Postfixierung in 0,05 % Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer
fiir ca. 60 min, RT, Schiittler

2 x PBS; 3x Konditionierlosung (ECS, Aurion), RT, Schuttler
Silberverstarkung (Aurion R-GENT EM Silberverstarkungskit)
3 x ECS

2 x 0,1 M Phosphatpuffer

Postfixierung in 1 % Osmiumtetroxid in 0,1 M Phosphatpuffer

fiir 15 min, Schiittler, RT
3 x 0,1 M Phosphatpuffer

Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe und Infiltration mit
Epon (Embed Science Services, Munchen) im Lynx-
Einbettungsautomat (siehe Tab. 3.1, S. 22)

Einbettung in mit Epon gefiillte Férmchen

Polymerisation 2 Tage im Warmeschrank bei 60°C
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Tab. 3.1 Entwasserung und Infiltration mit Epon

Nr. | Léosung Inkubations- | Temperatur |Inkubationsdauer
zeit (min) (°C) fortlaufend (min)

1 0,1 M Phosphatpuffer 20 20 20

2 50 % Ethanol 20 20 40

3 70 % Ethanol 20 20 60

4 80 % Ethanol 20 20 80

5 90 % Ethanol 20 20 100

6 95 % Ethanol 20 20 120

7 100 % Ethanol 20 20 140

8 100 % Ethanol 20 20 160

9 100 % Aceton 20 20 180

10 100 % Aceton 20 20 200

11 Aceton + Epon 4:1 120 20 320

12 Aceton + Epon 3:1 120 20 440

13 Aceton + Epon 1:1 120 20 560

14 Aceton + Epon 1:3 120 20 680

15 Aceton + Epon 1:4 120 20 800

16 Epon 120 20 920

22



Material und Methoden

3.1.2.2 Postembedding-Immunmarkierung

Bei dieser Methode wurden die Vibratomschnitte zunachst entwassert und
bei tiefen Temperaturen in Lowicryl K4M eingebettet. Hierfir wurde die
sogenannte PLT-Methode verwendet, bei der das Praparat rasch und
stufenweise in steigender Alkoholkonzentration von Raumtemperatur auf
-35°C abgekuhlt wird. Die Einbettung in den Kunststoff und seine
Polymerisierung fanden ebenfalls bei -35°C statt, um Extraktion von
Bestandteilen des Praparates zu vermeiden. Dann wurden von den
Praparaten Ultradtinnschnitte von ca. 70 nm Dicke angefertigt, auf
Objekttrager (Grids) aufgebracht und hinterher mit einem Primar- und
einem Sekundarantikérper markiert. Die Kontrastierung der markierten
Schnitte erfolgte mit Uranylacetat/Methylcellulose (1,8 %/0,2 %) nach Roth
et al. (1990).

Material:

(1) Vibratomschnitte von Rattenkleinhirn in Puffer
2) Ethanol 30, 50, 70, 90, 100 %

(3) Lowicryl K4M

(4) Kryo-Roéhrchen (2 ml)

(5) Alu-Block, auf -35°C vorgekitihlt
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Vorbereitung:

Ethanol 30 % auf Eis (0°C)

(2) Ethanol 50 % bei -20°C vorkiihlen (Gefrierschrank Labor)

(3) Ethanol 70, 90, 100 % bei -35°C vorkiihlen (Alublock,
Gefrierschrank)

(4) Lowicryl-Mischungen + reines Lowicryl in Kryo-Réhrchen (2 ml)
auf -35°C vorktihlen

Durchfiihrung:

(1) Uberfiihren des Materials in auf Eis gekiihltes Ethanol in Kryo-
Roéhrchen

2) Entwasserung und Infiltration mit dem Kunststoff gemafs Tab.
3.2,S.25

(3) Einbettung in frisches Lowicryl in Eppendorf-Reaktionsgefafie
(safe-lock, 0,5 ml) unter Stickstoffatmosphare

4) Polymerisation @ mit UV-Lampe bei -35°C in  der
Gefriersubstitutionsmaschine (FSUO010, Balzers) fur 24 h; Deckel
mit Alufolie umwickeln (indirekte Polymerisation); Kammer mit
Alkohol auffiillen; Nachpolymerisieren bei 0°C, 24 h (Alufolie
noch in Position lassen) und ggf. bei RT (in UV-
Polymerisationskasten, ohne Alufolie)

(5) Anfertigen von Ultradiinnschnitten von ca. 70 nm Dicke und

Aufbringen auf Objekttrager (Grids)
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Tab. 3.2 Entwasserung und Einbettung nach der PLT-Methode

Stufe Medium (in %) Temperatur (°C) Dauer (h)
1 Ethanol 30 0 1
2 50 -20 1
3 70 -35 1
4 90 -35 1
5 100 -35 1
6 100 -35 1
7 Ethanol/Lowicryl -35 1
8 Ethanol/Lowicryl -35 1
9 Lowicryl -35 tiber Nacht
10 Lowicryl -35 2

Variante der Infiltration: Schritt 9 = Lowicryl, 1 h; Schritt 10 = Lowicryl, tiber

Nacht

Immunmarkierung:

Die Objekttrager werden hierbei tiber eine Reihe von Tropfen (30 ml)

verschiedener Losungen gefiihrt.

2 x PBS-Glycin fur je 10 min (Tropfengréfie 30 ul)

1 x FGBT (0,5 % BSA [0,25 g/50 ml PBS] + 0,5 % Fisch-Gelatine
[250u1/50ml PBS] + 0,01 % Tween 20 [50 ul 10 %ige Lsg./50 ml
PBS]; mit PBS auf 50ml auffiillen) fir 5 min

1 x FGBT fiir 60 min

Primarer Antikérper -> Verdiinnung mit FGBT; Inkubation in
feuchter Kammer; 60 min bei Raumtemperatur; tber Nacht bei

4°C; 60 min bei Raumtemperatur
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10 x FGBT fur je 5 min

sekundarer Antikorper (10 nm Goldkolloid, British Bio Cell) 1:10
verdinnt mit FGBT; 60-120 min; RT

4 x FGBT fur je 5 min

4 x PBS-Glycin fur je 5 min

6 x PBS fur je 5 min

Fixierung mit 0,25 % Glutaraldehyd in PBS fiir 30 min
10 x Aqua dest.

Kontrastierung mit Uranylacetat/Methylcellulose (nach Roth et
al. 1990)
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Tab. 3.3 Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper

Antikorper Sequenz Antikorpertyp Wirt Verfahren
aAczNr2-1 Aczonin, AS 1226-1515 |Rohserum Kaninchen |Post
ab5.8-5 Aczonin, AS 1808-2150 |Rohserum Kaninchen |Post/Pre
ab.8-2af Aczonin, AS 1808-2150 |Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Post
aAczNr3-1 Aczonin, AS 2521-2812 | Rohserum Kaninchen | Post
aAczNr3-2af Aczonin, AS 2521-2812 | Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Post
aAczNr4-1 Aczonin, AS 2784-3073 |Rohserum Kaninchen |Post
aAczC2A10-1 Aczonin, AS 4566-4744 |Rohserum Kaninchen |Post
aAczC2A10-2af Aczonin, AS 4566-4744 | Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Post
aAczC2A10-3 Aczonin, AS 4566-4744 |Rohserum Kaninchen |Post
aAcz7-6-RB1-1 Aczonin, AS 3593-3784 |Rohserum Kaninchen |Pre
aAcz7-6-RB1-2af |Aczonin, AS 3593-3784 |Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
aAcz7-6-RB1-3af |Aczonin, AS 3593-3784 |Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
aAcz7-6-RB1-3af |Aczonin, AS 3593-3784 |Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
aAcz7-6RB2-2af | Aczonin, AS 3593-3784 | Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
aAcz7-6RB2-3af | Aczonin, AS 3593-3784 | Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
aAcz8-nat-RB2- Aczonin, AS 3539-3865 | Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
2af

aAczNr8-5 Aczonin, AS 3539-3865 |IgG Kaninchen |Pre
aRim43-RB2-2af |Rim, AS 9-387A83-105 |IgG Biotin Kaninchen |Pre
aRim43-RB3-1 Rim, AS 9-387A83-105 |Rohserum Kaninchen |Post
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aRim43-RB3-2af |Rim, AS 9-387A83-105 |Affinitdtsger. Ser. |Kaninchen |Post
subtrahiert mit
Rabphilin
aCast3-RB1-2af Cast, AS 325-677 Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
aCast3-RB2-2af Cast, AS 325-677 Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
aCast4a-RB1-2af |Cast, AS 660-960 Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
aCast4a-RB2-2af |Cast, AS 660-960 Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Pre
aMuncl13-MS1 Muncl3, AS 1399-1736 | Monoklonale AK Maus Pre
(Synaptic Sys-
tems, Gottingen)
aMul-RB1-2 Munc13, AS 2-320 IgG Kaninchen |Pre
aBasso-1 Bassoon, AS 738-1035 | Monoklonal, Maus Post
(StressGen) IgG2a
aGST-RB2-1 Glutathion-S- Rohserum Kaninchen |Post/Pre
Transferase
aAct20/33-1 Actin IgG-Fraktion Kaninchen |Post
aGADG67 Glu-Decarboxylase Rohserum Kaninchen |Post
(Chemicon)
aGlutamat-1 Glutamat Rohserum Kaninchen |Post
(Sigma-Aldrich)
aCaVv2.1 Ca-Kanal, AS 865-881 | Affinitatsger. Ser. |Kaninchen |Post
(Chemicon)
aBodipy Bodipy Rohserum, IgG- Kaninchen | Post
(Molecular Probes Fraktion
Europe B.V.)

Alle Antikorper, deren Quelle nicht in der Tabelle angegeben ist, wurden von
Herrn Prof. Dr. Manfred W. Kilimann (Department of Cell and Molecular
Biology, Uppsala University) zur Verfiigung gestellt. Zur Herstellung der
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Antikérper wurden rekombinante Proteinabschnitte (His-tag- oder GST-
Fusionsproteine) der entsprechenden Proteine verwendet. Einige Seren
wurden TUber einer Sepharosesdule mit den Proteinen, die fuar die
Immunisierung verwendet worden waren, affinititsgereinigt. Details der

Antikorperherstellung finden sich bei Wang et al. (1999, 2008).

3.3 Auswertung der Immunmarkierung

Die Auswertung der Immunmarkierungsexperimente erfolgte im
Transmissions-Elektronenmikroskop (Tecnai 12, FEI Co.). In den
Ultradunnschnitten wurde zunachst die Molekularschicht des Cerebellums
aufgesucht. Alle Synapsen, die den unten angegebenen Auswahlkriterien
entsprachen, wurden bei einer Vergroferung von 68.000-fach mit einer
CCD-Kamera (Megaview III, SIS) und einer Auflésung von 1376 mal 1024
Pixel photographiert. Fur alle beschriebenen Messungen wurde das
Programm Image J (entwickelt von den U.S. Institutes of Health) verwendet.
Die gemessenen Werte wurden in Microsoft-Excel weiterverarbeitet. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte im Programm Origin (Version
6.0).

3.3.1 Bestimmung des Abstandes zwischen Goldpartikeln und Zell-

strukturen

Es wurde der vertikale Abstand der Goldpartikel zur prasynaptischen
Membran sowie der laterale Abstand der Goldpartikel zum
Dichteschwerpunkt der nachstgelegenen prasynaptischen Verdichtung
gemessen. Fur die Bestimmung wurden Synapsen der Molekularschicht

nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt. Photographiert und ausgewertet
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wurden aber nur Synapsen, die folgenden Kriterien gentigten:

- paralleler Verlauf der prd- und postsynaptischen Plasmamembran im
gesamten Bereich der aktiven Zone ohne Unterbrechung (d.h.

Schnittfiihrung senkrecht zur Plasmamembran der aktiven Zone)
- mindestens 1 Goldpartikel pro aktiver Zone

- deutlich erkennbare prasynaptische Verdichtungen im gesamten Bereich
der aktiven Zone (nur fir die Bestimmung der lateralen Abstande bzw.

Vermessung der PVs)

3.3.2 Bestimmung des Abstandes der Goldpartikel zur Plasmamembran

Zur Bestimmung des Abstandes zwischen Goldpartikel und Plasmamembran

(= vertikaler Abstand) wurden Pre- und Postembedding-Praparate verwendet.

Da in den Preembedding-Praparaten die Partikel methodisch bedingt relativ
grof und unregelmiaflig geformt waren, wurde zunachst der kleinste, dann
parallel dazu der grofite Abstand der Partikel zur prasynaptischen
Plasmamembran gemessen. Der mittlere Abstand wurde durch die Formel
Y% * (b - a) + a errechnet (siehe Abb. 3.1, S. 33).

Bei den Postembedding-Praparaten wurde, aufgrund der geringen Groéf3e der
Partikel, der geringste Abstand des Goldpartikelzentrums von der
prasynaptischen Plasmamembran gemessen. Dazu wurde eine Auswahllinie
in das Bild eingezeichnet und vermessen. Die Linie diente spater der
Bestimmung des sog. lateralen Abstandes der Goldpartikel (s. Abb. 3.2, S.
33).
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3.3.3 Bestimmung des Abstandes von Goldpartikel zum

Dichteschwerpunkt der niachstgelegenen priasynaptischen

Verdichtung

Der Abstand von Goldpartikel zum Dichteschwerpunkt der nachstgelegenen

PV (=

lateraler Abstand) wurde ausschlieflich an Postembedding-Praparaten

gemessen, da nur hier die prasynaptischen Verdichtungen (durch die

Kontrastierung nach Roth et al. 1990) als Bezugsstrukturen erkennbar

waren. Zur Bestimmung des lateralen Abstands (s. Abb. 3.2, S. 33) wurden

folgende Operationen durchgeftihrt:

1.

Markierung der Plasmamembran der aktiven Zone mit einer
Markierungslinie, ausgehend vom linken Rand der PV, die am

weitesten links im Bild lokalisiert ist (Nullpunkt der Linie)

. Markierung der Dichteschwerpunkte der PVs mit einer senkrechten

Linie, die lotrecht auf der Plasmamembran bzw. der Markierungslinie
steht

. Messung des kurzesten Abstandes zwischen Goldpartikel und der

Markierungslinie des Dichteschwerpunktes einer PV

Bestimmung der Position auf der Markierungslinie der Plasmamem-
bran, an der die Markierungslinie des Dichteschwerpunktes der PVs
schneidet; Messung der Strecke, ausgehend vom Nullpunkt, entlang

der Plasmamembran

. Bestimmung der Position auf der Markierungslinie der

Plasmamembran, an der die Markierungslinie der Goldpartikel

schneidet; Messung der Strecke analog zu 4.

Berechnung des lateralen Abstandes aus den Positionsdaten des

Dichteschwerpunktes der PVs und der Goldpartikel
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3.3.4 Berechnung von Hohe, Breite und Abstand der prisynaptischen

Verdichtungen

Die Messungen erfolgten an Postembedding- sowie zur Kontrolle an
unmarkierten  Praparaten  gleicher = Gewebepriaparation (Fixierung,
Entwésserung, Einbettung). Es wurden markierte und unmarkierte
Langsschnitte und unmarkierte Flachschnitte von Synapsen verwendet. Fur
die Auswertung mufiten sie (analog 3.3.3, S. 31) dabei unten genannten

Kriterien entsprechen:

- paralleler Verlauf der pra- und postsynaptischen Plasmamembran im
gesamten Bereich der aktiven Zone ohne Unterbrechung fiar die

Langsschnitte
- deutlich erkennbare PVs im gesamten Bereich der aktiven Zone

Zur Bestimmung der Hohe der PVs wurde zunachst in den Langsschnitten
(wie 3.3.3) der Verlauf der Plasmamembran im Bild markiert. Danach wurde
der Kontrast derart angepaf3t, daf3 die Dichteschwerpunkte der einzelnen
PVs klar zu erkennen waren. Die kuirzeste Strecke zwischen der oberen PV-
Kante und der Plasmamembran wurde tber dem Dichteschwerpunkt der
PVs gemessen und ebenfalls als Strecke im Bild markiert (s. Abb. 3.2, S. 33).

Nun konnte die Strecke zwischen dem definierten Nullpunkt und dem
Dichteschwerpunkt der jeweiligen Verdichtung auf der Plasmamembran
gemessen werden. Aus diesen Werten wurden die Abstdnde zwischen den

PVs errechnet.

In den Flachschnitten wurden Umfang und Durchmesser der einzelnen PVs
gemessen, sowie der Abstand von Dichteschwerpunkt zu Dichteschwerpunkt
der PVs.
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Partikel

/P;:-amanbran\

Abb. 3.1 Mefimethode Preembedding (A) Elektronenmikroskopisches Bild. (Das Photo wur-
de freundlicherweise von Herrn Michael Laue zur Verfligung gestellt.)

Schematische Zeichnung (B). Der kleinste und, parallel dazu, der grofite Abstand des Parti-
kels zur Plasmamembran wurde gemessen.

Der mittlere Abstand wurde mit Hilfe der Formel 2 * (b - a) + a errechnet.

.Goldpa:tikel

PV X
m

b s _N._.50 :-‘3 ” Y D

Abb. 3.2 Meffmethode Postembedding (A) Elektronenmikroskopisches Bild. Die prasynapti-
schen Verdichtungen an der Plasmamembran sind gut zu erkennen.

(B) Der Abstand zwischen Goldpartikel und Plasmamembran sowie der Abstand zwischen
Goldpartikel und Dichteschwerpunkt der ndchstgelegenen prasynaptischen Verdichtung
wurde gemessen. Aufierdem wurde der Abstand zwischen den einzelnen prasynaptischen
Verdichtungen, deren Hohe und die Breite an der Basis ermittelt.
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3.4. Statistische Auswertung

Verschiedene statistische Kenngréfien wurden jeweils fur die deskriptive
Charakterisierung der  Stichprobenverteilungen  ermittelt:  Median,
Interquartilbereich, Wolbung (nur fur die Verteilung lateraler Abstande). Das
Maf3 fiir die Wolbung (bzw. die Steilheit) hat fiir die Normalverteilung den
Wert 0,263 und wird aus Quartilen und Dezilen nach folgender Formel

berechnet (Sachs 1992):
Wolbung = (@3-Q1/2(DZ9-DZ1))
Weiterhin wurden folgende verteilungsfreie statistische Tests durchgefiihrt:

-  Kolmogoroff & Smirnoff auf Verteilungsgleichheit fiir die vertikalen
und lateralen Abstande (Sachs 1992)

- Siegel & Tukey fur die lateralen Abstande (Sachs 1992)

Beide Tests prufen, ob die Stichproben aus einer gemeinsamen
Grundgesamtheit stammen, oder nicht. Der Kolmogoroff-Smirnoff-Test
vergleicht vor allem die Gestalt der Stichprobenverteilungen miteinander.
Der Test nach Siegel & Tukey ist besonders empfindlich fir Unterschiede
von Verteilungen, die dhnliche Mittelwerte oder Mediane aufweisen, wie bei
den hier gemessenen lateralen Markierungs-Abstianden. Bei diesem Test
wird im wesentlichen die Streuung und Variabilitit der Verteilungen

betrachtet.
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4. Ergebnisse

In diesem Kapitel sollen die Mefergebnisse fur die Morphometrie der
prasynaptischen Verdichtungen und die Lokalisation bestimmter
Proteinabschnitte der prasynaptischen Proteine Aczonin, Rim und Muncl3
sowie der Kontrollen vorgestellt werden. Vermessen wurden die Ausdehnung
der prasynaptischen Verdichtungen in Hoéhe, Breite und Abstand
zueinander, der vertikale Abstand der Immunmarkierungs-Partikel
(Goldpartikel) zur prasynaptischen Membran sowie der laterale Abstand der
Goldpartikel zum Dichteschwerpunkt der néachstgelegenen prasynaptischen

Verdichtung.

Fur alle Messungen wurden der Median, das 1. und 3. Quartil und daraus
der Interquartilbereich (IQR) ausgerechnet. Die im FlieBtext angeftihrten

Werte entsprechen jeweils dem Median, falls nicht anders angegeben.

4.1 Morphometrie der priasynaptischen Verdichtungen

Nach Kontrastierung mit Uranylacetat/Methylcellulose waren die
prasynaptischen Verdichtungen als periodisch angeordnete Strukturen an
der prasynaptischen Membran gut zu erkennen (s. Abb. 3.2, S. 33, Abb. 4.1
und Abb. 4.2, S. 37). In den Flachschnitten fanden sich pro aktiver Zone
etwa 10-15 prasynaptische Verdichtungen. Die einzelnen Verdichtungen
schienen im Langsschnitt am distalen Ende schmaler zu sein als an der
Basis. Der Zentrum-zu-Zentrum-Abstand der PVs betrug in den
Langsschnitten der Synapsen im Median der jeweiligen Mediane 74 nm, die
Breite an der Basis 56 nm und die Hé6he im Median der Mediane 50 nm. Es
wurden PVs von unmarkierten und markierten Praparaten verglichen; die

Daten unterschieden sich nicht wesentlich voneinander. Offenbar hat die
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Markierung keinen nennenswerten Einfluf3 auf die Morphologie der PVs.

Im Flachschnitt erschienen die Verdichtungen als triangular angeordnete,
runde Strukturen (s. Abb. 4.1, S. 37). Der Zentrum-zu-Zentrum-Abstand
betrug hier 79 nm, der Umfang 116 nm und der Durchmesser 39 nm. Die
unterschiedlichen Werte fiir den Durchmesser der PVs in den Flachschnitten
verglichen mit der Breite in den Langsschnitten erkliren sich aus der
kegelartigen Form der Verdichtungen, die in den Flachschnitten in
unterschiedlicher Hohe getroffen wurden. In den Langsschnitten hingegen

wurde die Breite direkt an der prasynaptischen Membran gemessen.

Tab. 4.1 Morphometrie der prasynaptischen Verdichtungen

Markierung Abstand IGR Hohe IGR Breite IGR n
[nm] [nm] [nm]
Keine 72 21 45 15 56 22 110
ab.8-5 81 26 59 15 - - 147
aAczNr2-1 70 25 49 13 - - 174
aAczNr3-1 74 34 48 15 - - 144
aAczNr4-1 90 51 50 13 - - 144
aGAD 72 28 53 20 - - 188
aGlutamat 79 30 54 16 - - 195
Median 74 50
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Abb. 4.1 Lingsschnitt durch die aktive Zone
Deutlich zu erkennen sind die prasynaptischen
Verdichtungen im elektronenmikroskopischen
Bild (A).

Schematische Zeichnung der prasynaptischen
Verdichtungen im Langsschnitt mit Mef3ergebnis-
sen (B).
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Abb. 4.2 Querschnitt durch die aktive Zone (A) Elektronenmikroskopisches Bild.

(B) Schematische Zeichnung mit Darstellung der triangulédren Anordnung der prasynaptischen Ver-
dichtungen (nach Peters et al.). Dargestellt sind ebenfalls die vermutlich hexagonal um die prasynap-
tischen Verdichtungen gelagerten Vesikel sowie die MefSergebnisse.
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4.2 Immunmarkierung mit Antikorpern gegen prasynaptische Proteine

Mit Hilfe von goldgekoppelten Antikdérpern wurden in Pre- und
Postembedding-Versuchen bestimmte Proteinabschnitte verschiedener
prasynaptischer Proteine immunmarkiert. Der (vertikale) Abstand der
Goldpartikel zur Plasmamembran wurde gemessen. Fur die verschiedenen
Abschnitte des Proteins Aczonin wurde in den meisten Versuchen auch der
(laterale) Abstand der Goldpartikel zum  Dichteschwerpunkt der

nachstgelegenen prasynaptischen Verdichtung ermittelt.

4.2.1 Immunmarkierung mit Antikéorpern gegen Aczonin

Far alle Abschnitte wurde der vertikale und (mit Ausnahme von
aAczC2A10-1) der laterale Abstand bestimmt. In die Berechnung des
lateralen Abstandes wurden nur diejenigen Partikel in die Auswertung
miteinbezogen, die einen vertikalen Abstand innerhalb des Interquartil-
bereiches aufwiesen. Damit reduzierte sich der Stichprobenumfang um etwa
50 % auf die Verteilungswerte, die um den Median herum verteilt sind. Mit
diesem Verfahren sollte die unspezifische Markierung ausgeschlossen
werden, die vermutlich durch Abstandswerte am Rand der Verteilung

reprasentiert ist.

4.2.1.1 Aczonin N-Abschnitt

Die Markierung des Aczonin-Abschnittes von AS 1226-1515 mit aAczNr2-1
ergab im Histogramm (s. Abb. 4.3 A, S. 43) fur den Abstand der Partikel zur

Plasmamembran eine scharfe Verteilung mit einer leichten Rechts-
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verschiebung. Zwischen 40 und 60 nm findet sich eine deutliche Spitze, die
ihre Entsprechung im Median von 54 nm findet. Statistisch (Test auf
Verteilungsgleichheit von Kolmogoroff & Smirnoff, Irrtumswahrscheinlichkeit
5 %) zeigt sich beim Vergleich mit den Kontrollmarkierungen aBodipy und

aGlutamat ein signifikanter Unterschied (s. Tab. 4.6, S. 52).

Das Histogramm fur die lateralen Abstinde zeigt eine leicht nach rechts
verschobene Verteilung mit einer deutlichen Haufung um den Nullpunkt (s.
Abb. 4.3 B, S. 43). Die Wolbung der Verteilung ist jedoch im Vergleich mit
der einer Gauf3schen Normalverteilung etwas flacher (s. Tab. 4.7, S. 54).

4.2.1.2 Aczonin M-Abschnitt

Der M-Abschnitt (AS 1808-2150) von Aczonin wurde mit zwei verschiedenen
Antikérpern in Postembedding-Versuchen markiert. Bei beiden Markie-
rungen findet sich im Histogramm (s. Abb. 4.3 C und E, S. 43) fur die
vertikalen Abstdnde eine scharfe Verteilung mit einem Maximum zwischen
60 und 80 nm. Der Median betrug fiir a5.8-5 67 nm, fur a5.8-2affi 70 nm
mit einem relativ engen Interquartilbereich. Beide Markierungen zeigen
einen statistisch signifikanten Unterschied zu den Kontrollmarkierungen (s.

Tab. 4.6, S. 52).

Die laterale Verteilung fir a5.8-5 zeigt in der graphischen Darstellung eine
eingipflige Verteilung mit einem Maximum um den Nullpunkt (s. Abb. 4.3 C,
S. 43). Die Wolbung ist hier steiler als die einer Normalverteilung (s. Tab.
4.7, S. 54). Die Verteilung von a5.8-2affi im Histogramm ist etwas schmaler
als die von ab5.8-5. Das Verteilungsmaximum liegt hier ebenfalls bei O nm.

Allerdings entspricht die Wélbung der Normalverteilung (s. Tab. 4.7, S. 54).

4.2.1.3 Aczonin CC2-Abschnitt
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Die zweite Coiled-coil-Region von Aczonin (hier als CC2-Abschnitt

bezeichnet) wurde mit zwei verschiedenen Antikérpern markiert.

Die Auswertung der Markierung mit aAcz-Nr3-1 (AS-Sequenz 2521-2812)
ergab eine relativ breite Verteilung, sowohl fiir die vertikalen als auch fiir die
lateralen Abstande. Die graphische Darstellung (s. Abb. 4.3 G, S. 44) der
vertikalen Abstandswerte zeigt eine flache, eingipflige Kurve mit einem
Verteilungsmaximum zwischen 40 und 60 nm und einer deutlichen
Rechtsverschiebung. Der Median fiir die vertikalen Abstinde betrug 72 nm,
mit einem Interquartilbereich von allerdings 60 nm. Diese Daten spiegeln
sich in der Statistik wider. Nur gegen die Kontrolle mit Glutamat 1at sich
die Markierung mit aAcz-Nr3-1 abgrenzen, gegen die Kontrolle mit Bodipy
hingegen nicht (s. Tab. 4.6, S. 52).

Die Messung der lateralen Abstande ergab einen Median von 5 nm, und im
Histogramm findet sich eine eingipflige, sehr breite, nach rechts verschobene
Verteilung mit einer Spitze bei O nm (s. Abb. 4.3 H, S. 44). Die Wolbung ist

etwas flacher als die einer Normalverteilung (s. Tab. 4.7, S. 54).

Die Auswertung der Markierung mit aAcz-Nr4-1 (AS 2784-3073) ergab eine
flache, nach links verschobene Kurve mit einem Verteilungsmaximum
zwischen 60 und 80 nm, das dem Median von 68 nm entspricht (s. Abb. 4.3
I, S. 44). Trotz des relativ breiten Interquartilbereiches von 52 nm kann ein
statistisch signifikanter Unterschied zu den Kontrollen gezeigt werden (s.
Tab. 4.6, S. 52). Die Auftragung der lateralen Werte zeigt eine leicht nach
links verschobene und eingipflige Kurve mit einem Verteilungsmaximum um
den Nullpunkt (s. Abb 4.3 J, S. 44). Die Woélbung ist flacher als die einer
Normalverteilung (s. Tab. 4.7, S. 54).
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4.2.1.4 Aczonin C-Abschnitt

Bei der Auswertung eines Postembedding-Versuchs mit aAczC2A10-1 wurde
fiir die vertikalen Abstande ein Markierungsmaximum zwischen 20 und 40
nm gefunden (s. Abb. 4.3 K, S. 44). Der Median betrug aufgrund der breiten
Verteilung 63 nm; der Antikérper war nicht affinitatsgereinigt. Der Spitze bei
40 nm entspricht jedoch die Auswertung eines fritheren Preembedding-
Versuchs mit aAczC2A10-2affi (s. Abb. 4.3 L, S. 44) in einer Konzentration
von1:40 die einen Median von 39 nm ergab (Michael Laue, unveroéffentlichte
Daten, Wang et al. 2008). Statistisch 143t sich die Markierung mit
aAczC2A10-1 von den Kontrollmarkierungen abgrenzen (s. Tab. 4.6, S. 52).
Wegen der breiten Streuung der vertikalen Abstande wurden die lateralen
Abstande zu den prasynaptischen Verdichtungen hier jedoch nicht

bestimmt.

41



Ergebnisse

Tab. 4.2 Ergebnisse der Markierung mit Antikérpern gegen Aczonin

Abstande vertikal Abstande lateral

Abschnitt Sequenz/ Median n IGR Median n IGR
Markierung tam] tam]

N AS 1226-1515 54 198 26 3 108 28
aAczNr2-1

M AS 1808-2150 67 195 31 4 102 28
ab.8-5

M AS 1808-2150 70 209 29 0 106 31
ab.8-2affi

CC2 AS 2521-2812 72 231 60 5 105 32
aAcz-Nr3-1

CC2 AS 2784-3073 68 204 52 -7 105 40
Acz-Nr4-1

C AS 4566-4744 63 204 66 - - -
aAczC2A10-1

C AS 4566-4744 39 204 43 - - -
aAczC2A10-2affi*

*Auswertung eines Preembedding-Versuchs (unveréffentlichte Daten von M.

Laue, personliche Mitteilung). Die ubrigen Mefergebnisse stammen aus

Postembedding-Versuchen.
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Abb. 4.3 A-L Histogramme der Goldpartikelverteilung von Antikérpern gegen Aczonin
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4.2.2 Immunmarkierung mit Antikorpern gegen Rim

Rim wurde in einem Post- und einem Preembedding-Versuch mit
aRim43RB3-1 1:50 und aRim43RB3-2affi 1:50 markiert. Hier wurden nur
die vertikalen Abstidnde bestimmt. Statistisch lief3en sich die Markierungen

deutlich von den Kontrollmarkierungen abgrenzen (s. Tab. 4.6, S. 52).

Tab. 4.3 Ergebnisse der Markierung mit Antikérpern gegen Rim

Sequenz/Markierung Median [nm] n IGR

AS 9-387A83-105 50 103 49
aRim43RB3-1

(Postembedding)

AS 9-387A83-105 29 228 30
aRim43RB3-2affi

(Preembedding)

Bei der Auswertung des Postembedding-Versuchs mit aRim43RB3-1 ergab
sich fur den vertikalen Abstand eine Verteilung mit einer deutlichen Spitze
zwischen 20 und 40 nm (s. Abb. 4.4 A, S. 46) mit einem Median von 50 nm,
der durch die zu grofleren Abstidnden breit auslaufende Verteilung bedingt
ist. Fur den Preembedding-Versuch mit dem affinitatsgereinigten
aRim43RB3-2affi fand sich ebenfalls im Histogramm ein deutliches
Verteilungsmaximum in diesem Bereich, das sich, aufgrund der engeren

Verteilung, im Median von 29 nm widerspiegelt (s. Abb. 4.4 B, S. 46).
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Abb. 4.4 A-B Histogramme der Goldpartikelverteilung von Antikérpern gegen Rim
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4.2.3 Immunmarkierung mit Antikéorpern gegen Munc13

Die Proteinabschnitte von Muncl3 wurden in einem Preembedding-Versuch
mit aMuncl3-MS1 in einer Konzentration von 1:10 markiert. Da bei den
Preembedding-Praparaten methodisch bedingt die PVs nicht zu sehen waren,

konnten die lateralen Abstande hier ebenfalls nicht bestimmt werden.

Im Histogramm stellt sich eine recht breite Kurve mit einer Spitze zwischen
20 und 40 nm dar (s. Abb. 4.5, S. 48). Trotz der breiten Verteilung
unterscheiden sich die Werte statistisch deutlich von der Kontrollgruppe (s.

Tab. 4.6, S. 52).

Tab. 4.4 Ergebnisse der Markierung mit Antikorpern gegen Munc13

Sequenz/
Median [nm] n IGR
Markierung
AS1399-1736 48 223 60
aMuncl3-MS1
(Preembedding)
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Abb. 4.5 Histogramm der Goldpartikelverteilung von Antikérpern gegen Muncl3
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4.2.4 Negativkontrollen - Inmunmarkierung mit Antikéorpern gegen

Bodipy & Glutamat

Um sicherzugehen, daf3 die gemessenen Werte spezifisch fir den Antikérper
gegen den jeweiligen Proteinabschnitt des Proteins und nicht methodisch
bedingt sind, wurden zwei Negativkontrollen durchgefiihrt. Die Kontrollen

erfolgten mit den Antikérpern aBodipy (1:5) und aGlutamat (1: 1000).

Tab. 4.5 Ergebnisse der Markierung mit Antikérpern gegen Bodipy und

Glutamat
vertikale Abstande laterale Abstande
Sequenz/ Median n IGR Median n IGR
Markierung [nm)] [nm]
aBodipy 85 204 85 2 101 30
(Postembedding)
AGlutamat 94 202 82 0 102 39
(Postembedding)

Die Verteilung der Abstande beider Markierungen war vor allem fur die
vertikalen aber auch fiir die lateralen Abstande erwartungsgemaf3 deutlich
breiter als dies bei den Markierungen fir Aczonin, Rim und Munc 13 der
Fall war (s. Abb 4.6 A-D, S. 51). Der wesentlich grofere Interquartilbereich
bei beiden Messungen deutet schon auf eine unscharfere Verteilung hin.

Dennoch gab es auch hier eine Haufung um die PVs.

Der Vergleich der beiden Kontrollgruppen miteinander zeigte keinen

statistisch signifikanten Unterschied. Fur aBodipy lag der Median fiir die

49



Ergebnisse

vertikalen Abstinde bei 85 nm (IQR 85) und fiir die lateralen Abstiande bei 2
nm (IQR 30). Die Wo6lbung war flacher als die einer Normalverteilung.

Bei der Auswertung der Markierung mit aGlutamat belief sich der Median
far die vertikalen Abstinde auf 94 nm (IQR 82) und fir die lateralen
Abstande auf O (IQR 30) nm.
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4.3 Statististischer Vergleich mit den Kontrollen

Die statistische Untersuchung nach Kolmogoroff und Smirnoff (s. Tab. 4.6,
S. 52) zeigt fir die vertikalen Abstande der Markierungen aller Antikoérper
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % mit einer Ausnahme, namlich
dem Vergleich von aAczNr3-1 mit Glutamat, einen signifikanten Unterschied
zu den Kontrollmarkierungen mit aGlutamat und aBodipy. Bei dieser
Methode werden zwei unabhangige Stichproben daraufhin untersucht, ob sie
aus der gleichen Grundgesamtheit stammen, unabhingig von der Art der
Werteverteilung. Erreicht oder tibersteigt eine aus den zwei Verteilungen (F1,
F2) ermittelte Prifgrofe den kritischen Wert, so liegt hinsichtlich der
Verteilungs- oder Summenfunktion ein statistisch signifikanter Unterschied

Vor.

Tab. 4.6 Vergleich der vertikalen Markierungsabstiande von Aczonin-, Rim-
und Munc-Markierung mit denen der Kontrollen (Test auf

Verteilungsgleichheit nach Kolmogoroff und Smirnoff)

Kritischer Wert |Priifgrofe D |Entschei- |(Kritischer Wert Priifgroe D |Entschei-
D(a) aGlutamat dung D(a) aBodipy dung
Aczonin
aAczNr2-1
0.136 0,494 F1 # F2 0.136 0,451 F1 # F2
(N-Abschnitt)
Aczab.8-5
0.137 0,353 F1 # F2 0.136 2,526 F1 # F2
(M-Abschnitt)
Aczab.8-2affi
0.134 0,393 F1 # F2 0.134 0,312 F1 # F2
(M-Abschnitt)
aAczNr3-1
0.134 0,154 F1 # F2 0.134 0,092 F1=F2
(CC2-Abschnitt)
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Kritischer Wert |Priifgrofe D |Entschei- |Kritischer Wert |Priifgrofie D |Entschei-
D(a) Glutamat dung D(a) Bodipy dung
Aczonin
aAczNr3-1
0.134 0,154 F1 # F2 0.134 0,092 F1=F2
(CC2-Abschnitt)
aAczNr4-1
0.135 0,210 F1 # F2 0.135 0,155 F1 # F2
(CC2-Abschnitt)
aAczC2A10-1
0.135 0,2104 F1 # F2 0.135 0,155 F1 # F2
(C-Abschnitt)
Rim
aRim43RB3-2af 0.131 0,463 F1 # F2 0.131 0,463 F1 # F2
aRim43RB3-1 0.165 0,356 F1 # F2 0.165 0,314 F1 # F2
Muncl3
aMunc13-MS1 0.132 0,317 F1 # F2 0.132 0,236 F1 # F2

Fur die lateralen Abstande von AczM zeigte der Test auf Verteilungsgleichheit
mit dem Kolmogoroff-Smirnoff Test bezliglich der Kontrollen, bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %, keinen Unterschied zwischen den Stich-
probenverteilungen. Weil die Verteilungen der anderen Markierungen schon
optisch denen der Kontrollmarkierungen ahnlicher sind, wurde hier nur

AczM bertucksichtigt.

Da die Mediane der Verteilungen nahezu identisch sind, wurde zusatzlich
der Rangdispersionstest nach Siegel und Tukey durchgefiihrt (1 % Irrtums-
wahrscheinlichkeit). Verteilungen mit identischen Lokalisationsparametern
(Mittelwert oder Median) werden bei diesem Test hinsichtlich ihrer
Variabilitit oder Streuung miteinander verglichen. Zwischen den
Verteilungen der Kontrollmarkierungen besteht kein signifikanter
Unterschied. Ein Unterschied konnte zwischen aAczM und aGlutamat, aber

nicht zwischen aAczM und der zweiten Kontrolle (aBodipy) festgestellt
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werden.

Ergebnisse

Die Betrachtung der Wolbung der Verteilung liefert folgende Werte:

Tab. 4.7 Deskriptive Statistik des lateralen Abstandes

Antikorper M I n Wolbung

aAczNr2-1 (1:100),

4 31 112 0,30
N-Abschnitt
ab.8-5 (1:100),

4 28 103 0,23
M-Abschnitt
ab.8-2affi (1:1,5),

1 28 106 0,26
M-Abschnitt
aAczNr3-1 (1:100),

5 32 105 0,27
CC2-Abschnitt
aAczNr4-1 (1:20),

-7 40 105 0,29
CC2-Abschnitt
Kontrolle mit aBodipy

2 30 101 0,28
(1:5)
Kontrolle mit aGlutamat

0 39 102 0,29

(1:1000)

Generell liefern alle Markierungen eine symmetrisch gehiufte Verteilung um
den Mittelpunkt der PVs, selbst die Kontrollen. Die Kurvenform ist nicht
undhnlich der einer Normalverteilung. Die verwendeten Tests liefern keinen
eindeutigen Hinweis auf Unterschiede (s.o0.). Tendenziell zeigt noch AczM den
grofditen Unterschied zu den Kontrollen. Dies laft sich anhand der

Wolbungswerte und der Interquartilbereiche der Verteilungen erkennen. Nur




Ergebnisse

aAczM zeigt Wolbungswerte, die der Normalverteilung entsprechen (0,263)
oder sogar etwas steiler (d.h. < 0,263) sind (Haufung tiber dem Median der
Verteilung). Die Kontrollen und auch die anderen Markierungen verlaufen
etwas weniger steil als die Normalverteilung oder aAczM. Das Ergebnis weist
auf eine unspezifische Bindung von Antikérpern tiber den PVs hin, die eine
eindeutige Bewertung der spezifischen Bindung unmoéglich macht. Einzig die
etwas scharfere Verteilung des AczM-Abschnittes 1at vermuten, daf die
Antikorper gegen diesen Proteinabschnitt bevorzugt auf den PVs lokalisiert

sind.

Die Lokalisation der Markierung wurde so genau wie moglich auf den
Mittelpunkt (Schwerpunkt) des Partikels bezogen. Er ist maximal 25 nm (in
alle Raumrichtungen) vom Epitop entfernt und ergibt sich aus den

Dimensionen der Molektile und des Goldkolloids (Ribrioux et al. 1996).

Fuar die Lokalisation von AczM wurden im Vorfeld Experimente mit
verschiedenen  Markierungssystem  (Preembedding Nanogold, Post-
embedding 10 nm Gold, Pre-Postembedding mit einem 3-Schrittsystem)
durchgefuhrt. Alle Methoden zeigen die Lokalisation (PGPic-Fixierung;
Abstande 54, 55, 57 nm) in der gleichen Entfernung von der
Plasmamembran (Michael Laue, personliche Mitteilung). Dieses Ergebnis ist
ein Hinweis darauf, daff die Detektionssysteme allenfalls die statistische

Breite der Markierungsverteilung bedingen, nicht aber ihren Median.

4.4 Antikorper, die nicht zur Auswertung geeignet waren

Einige Antikérper konnten fiir die Auswertung nicht verwendet werden, da
die Markierung unzureichend war, d. h. fur eine Auswertung waren nicht

genligend Goldpartikel zu finden.

Die nicht zur Auswertung geeigneten Antikérper sind im folgenden
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aufgelistet.

Ergebnisse

Tab. 4.8 Ungeeignete Antikérper

Antikorper Sequenz Antikorpertyp Konzentration |Verfahren

aAczNr3-2af Aczonin, AS 2521- | Affinitatsger. 1:20 Post
2812 Serum

PISAczNr4-1 Aczonin, AS 2784-|Praimmunserum |1:50, 1:20, 1:10 |Post
3073

aAczC2A10-3 Aczonin, AS 4566-|Rohserum 1:500, 1:100, Post
4744 1:20, 1:10

aAcz7-6-RB1-1 Aczonin, AS 3593-|Rohserum 1:3 Pre
3784

aAcz7-6-RB1-2af |Aczonin, AS 3593- | Affinitatsger. 1:3 Pre
3784 Serum

aAcz7-6-RB1-3af |Aczonin, AS 3593- | Affinitatsger. 1:3 Pre
3784 Serum

aAcz7-6-RB1-3af |Aczonin, AS 3593- | Affinitatsger. Pre
3784 Serum

aAcz7-6RB2-2af | Aczonin, AS 3593- | Affinitatsger. 1:10 Pre
3784 Serum

aAcz7-6RB2-3af |Aczonin, AS 3593- | Affinitatsger. 1:10 Pre
3784 Serum

aAcz8-nat-RB2- Aczonin, AS 3539- | Affinitatsger. 1:3 Pre

2af 3865 Serum

aAczNr8-5 Aczonin, AS 3539-|IgG 1:10 Pre
3865

aRim43-RB2-2af |Rim, AS 9-387A83- | IgG Biotin 1:3 Pre
105
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PISRim43-RB3-1 |Rim, AS 9-387A83- | Prdimmunserum | 1:20 Pre
105
aCast3-RB1-2af Cast, AS 325-677 | Affinitatsger. 1:10 Pre
Serum
aCast3-RB2-2af Cast, AS 325-677 Affinitatsger. 1:3 Pre
Serum
aCast4a-RB1-2af |Cast, AS 660-960 Affinitatsger. 1:10, 1:3 Pre
Ser.
aCast4a-RB2-2af |Cast, AS 660-960 Affinitatsger. 1:10 Pre
Serum
aMul-RB1-2 Muncl3, AS 2-320 |IgG 1:3 Pre
aBasso-1 Bassoon, AS 738-|Monoklonal, 1:50, 1:10 Post
1035 IgG2a
aGST-RB2-1 Glutathion-S- Rohserum 1:10, 1:50, 1:100 | Post/Pre
Transferase
aAct20/33-1 Actin IgG-Fraktion 1:20 Post
aCaVv2.1 Ca-Kanal, AS 865- | Affinitatsger. 1:50, 1:10 Post
881 Serum
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5. Diskussion

Die Ausschleusung von in Vesikel verpackten Neurotransmittern erfolgt an
einer definierten Stelle in der Prasynapse, der aktiven Zone. Bisher wurde
eine Reihe Proteine entdeckt, denen man eine essentielle Rolle beim Aufbau
der aktiven Zone sowie bei Transmissions- und Endozytosevorgangen
zuschreibt. Bis heute konnten fiinf CAZ-spezifische Proteine identifiziert
werden: Aczonin (Piccolo), Bassoon, Cast (ERC), Muncl3-1 und Rim1, die mit
einer Vielzahl anderer Proteine interagieren. Das genaue Zusammenspiel
dieses ,Proteinorchesters®, die Funktionsweise und auch die Lokalisation
einzelner Proteine in der CAZ liegen jedoch noch weitgehend im Dunkeln. Ziel
dieser Arbeit war es, mit Hilfe immunhistochemischer Methoden die
genauere Lokalisation einiger CAZ-Proteine zu ermitteln. Im Rahmen dieser
Auswertungen wurde auch die Morphometrie der prasynaptischen

Verdichtungen genauer vermessen.

5.1. Morphometrie der prisynaptischen Verdichtungen

Meine eigenen Untersuchungen der prasynaptischen Verdichtungen an der
aktiven Zone zeigen Ergebnisse, die den in der Literatur bereits
beschriebenen weitgehend entsprechen (Gray et al. 1963, Bloom und
Aghajanian 1968, Akert et al. 1969, Pfenninger et al. 1969). Dieser Befund ist
bedeutend, da in den bisher publizierten Studien Phosphorwolframsaure zur
Darstellung der prasynaptischen Verdichtungen verwendet worden ist und
nicht Uranylacetat, wie in der vorliegenden Arbeit. Der Zentrum-zu-Zentrum-
Abstand von knapp 80 nm sowohl in den Langs- als auch in den
Querschnitten steht mit Beobachtungen in Einklang, nach denen die

synaptischen Vesikel, deren Durchmesser in der Literatur mit 38 (Akert et al.
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1969) bzw. 50 nm (Landis et al. 1988, Dresbach et al. 2001, Junqueira et al.
2002) angegeben wird, zwischen den prasynaptischen Verdichtungen

eingebettet liegen.

Die unterschiedlichen Werte fir den Durchmesser der PVs in den
Flachschnitten, verglichen mit der Breite in den Langsschnitten, erklaren
sich aus der konischen Form der PVs, die in den Flachschnitten in
unterschiedlicher Hohe getroffen wurden. In den Langsschnitten hingegen

wurde die Breite an direkt an der prasynaptischen Membran gemessen.

Da sowohl Phosphorwolframsaure als auch Uranylacetat an Proteine binden,
ist davon auszugehen, dafi die hiermit gut zu kontrastierenden PVs
proteinreiche Strukturen darstellen, in denen wahrscheinlich viele CAZ-

Proteine lokalisiert sind.

5.2. Lokalisation von Aczonin an der aktiven Zone

5.2.1 Lokalisation des N-Abschnittes von Aczonin an der aktiven Zone

Der N-Abschnitt von Aczonin (AS 1226-1515) liegt meinen Untersuchungen
zufolge etwa 54 nm von der prasynaptischen Membran entfernt (s. Abb. 5.1,
S. 64). Dieser Wert scheint wegen des schmalen Interquartilbereichs (26 nm)
und der statistischen Daten (die Verteilung unterschied sich deutlich von
den Kontrollgruppen) der tatsachlichen Lokalisation des Epitops zu
entsprechen. Im Histogramm zeigt sich in Ubereinstimmung mit dem Median

ein Verteilungsmaximum zwischen 50 und 70 nm.

In einem friheren Preembedding-Versuch mit einem affinitatsgereinigten
Serum gegen den gleichen Proteinabschnitt wurde eine breitere Verteilung
mit einem Median von 73 nm erhalten (Michael Laue, personliche

Mitteilung). Im Histogramm zeigt sich hier ein Verteilungsmaximum bei 60 -
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80 nm. Die Kurve ist allerdings deutlich nach links verschoben, so daf’
anzunehmen ist, daf der tatsadchliche Wert unter 70 nm liegt. Der
Unterschied in der Verteilung der Werte kann hier auch auf die
unterschiedliche Qualitdt der Seren (Affinititsreinigung) zurtickgefihrt

werden.

Theoretisch kénnen 5000 AS eine alpha-Helix von 750 nm bilden, was dem
Durchmesser von 15 Vesikeln entspricht (Wang et al. 1999). Wenn man also
davon ausgeht, daf3 die tatsachliche Lokalisation des markierten Epitops
zwischen 50 und 70 nm liegt, widerspricht dieser Befund nicht unbedingt
Theorien, denen zufolge sich Aczonin bis weit ins Axoplasma hinein erstreckt
(Wang et al. 1999). Von der ermittelten Lokalisation des N-Abschnittes bis
zum N-terminalen Ende waren es unter den oben genannten
Voraussetzungen etwa 150-225 nm, das entspricht 3-4 Vesikeldurch-
messern, wenn man voraussetzt, da3 dieser Abschnitt gerade liegt. Dies ist,
wenn man die Lokalisation der anderen Abschnitte betrachtet, jedoch eher
unwahrscheinlich. Aczonin koénnte aber durchaus Ttiber die indirekte
Bindung an Rab3 tiber PRA1 eine Funktion bei der Steuerung von Vesikeln
zur Plasmamembran haben und das Andocken der Vesikel an die
Plasmamembran tber die Vermittlung durch Rim ermoglichen, wie frither

schon vermutet (Cases-Langhoff 1996, Wang et al. 1999, Fenster et al. 2000).

Aczonin hat offenbar auch durch die Bindung von Abpl und/oder Profilin
eine indirekte Beziehung zum Actin-Zytoskelett (Fenster et al. 2003);
hiertiber wéare eine Verbindung zwischen Aczonin und dem Vesikelpool
denkbar. @ Welche Rolle Actin bei den  Transmissions- und
Endozytosevorgangen spielt, ist jedoch noch ungeklart. Die Interaktion von
Aczonin mit Actin kénnte sowohl fiir Exozytosevorginge wichtig sein, als
auch eine Verbindung zur clathrinvermittelten Endozytose synaptischer
Vesikel darstellen (Morales et al. 2000, Dousseau und Augustine 2000,
Shupliakov et al. 2002, Sankaranarayanan et al. 2003, Bloom et al. 2003,
Halpain 2003, Fenster et al. 2003).
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Fur den lateralen Abstand fand sich eine recht breite Verteilung mit einem
Median von 3 nm. Die Spitze der Verteilung im Histogramm bei 10 nm
spricht zwar fur eine Lokalisation des markierten Epitops in diesem Bereich,
die Wolbung war jedoch flacher als die einer Normalverteilung. Insofern muf3
offenbleiben, ob der Wert der tatsachlichen Lokalisation dieses Protein-

abschnittes entspricht.

5.2.2 Lokalisation des M-Abschnittes von Aczonin an der aktiven Zone

Der M-Abschnitt (AS 1808-2150) von Aczonin wurde mit zwei verschiedenen
Antikérpern in Postembedding-Versuchen markiert. Fur ab5.8-5 lag der
Median der vertikalen Abstidnde bei 67 nm, fir ab5.8-2affi fand sich ein
Median von 70 nm (s. Abb. 5.1, S. 64). Diese Ergebnisse entsprechen recht
genau der Auswertung eines fritheren Preembedding-Versuchs. Hierbei lag
der vertikale Abstand bei 66 nm (Michael Laue, personliche Mitteilung).
Aufgrund der statistischen Werte flir beide Versuche, gestiitzt von der
schmalen Verteilung im Histogramm, kann man von einer realen Haufung

dieses Epitops an der aktiven Zone ausgehen.

Fur die lateralen Abstinde ergab sich fur die Markierung mit a5.8-5 ein
Median von 4 nm, fiir a5.8-2affi ein Median von 1 nm. In den Histogrammen
stellt sich fiir a5.8-2affi eine schmalere Verteilung dar. Fur beide Antikorper
ist die Verteilung jedoch vergleichsweise scharf, was sich auch in den
statistischen Daten widerspiegelt. Nur AczM zeigt eine Wo6lbung, die der
Normalverteilung entspricht oder sogar etwas steiler ist. Die Kontrollen und
auch die anderen Markierungen ergeben eine etwas weniger steile Woélbung
als die der Normalverteilung. Der Unterschied zwischen aAczM und den
Kontrollen weist auf eine gehaufte Lokalisation dieses Abschnittes direkt

uber dem Dichteschwerpunkt der prasynaptischen Verdichtungen hin.
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5.2.3 Lokalisation des CC2-Abschnittes von Aczonin an der aktiven

Zone

Die Auswertung der Markierung mit aAczNr3-1 (AS 2521-2812) ergab eine
relativ breite Verteilung, sowohl fur die vertikalen, als auch fiir die lateralen
Abstande. Der Median fiir die vertikalen Abstinde betrug hier 72 nm mit
einem Interquartilbereich von allerdings 60 (s. Abb. 5.1, S. 64). Statistisch
lief sich die Verteilung von der Kontrolle mit aGlutamat abgrenzen, gegen
aBodipy hingegen nicht. In einem fritheren Preembedding-Versuch (Michael
Laue, personliche Mitteilung) lag der Median bei 61 nm mit einem engen IQR
von nur 24. Im Histogramm zeigte sich damals eine sehr scharfe Verteilung
mit einem Verteilungsmaximum im Bereich zwischen 60 und 80 nm. Daher
ist davon auszugehen, daf3 der Wert von etwa 70 nm trotz der unscharfen
statistischen Daten dem tatsdchlichen Abstand des markierten Bereichs von

der Plasmamembran entspricht.

Die Messung der lateralen Abstidnde ergab einen Median von 5 nm. Fur
diesem Wert muf3 aufgrund der statistischen Daten (W6lbung) offenbleiben,
ob die Verteilung eher zufallig ist oder den tatsachlichen Verhaltnissen

entspricht.

Die Auswertung der Markierung mit aAczNr4-1 (AS 2784-3073) in einer
Konzentration von 1:20 ergab einen Median von 68 nm fiir den vertikalen
Abstand. Diese Daten liefen sich statistisch gut von den Kontrollgruppen
abgrenzen. Die Ergebnisse eines fruheren Preembedding-Versuchs fiir
denselben Abschnitt zeigen einen Median von 79 nm (Michael Laue,
personliche Mitteilung). Im Histogramm findet sich hier, genau wie in meinen
eigenen Ergebnissen, ein Maximum zwischen 70 und 90 nm. Fir den
lateralen Wert (Median -7 nm) muf3 aufgrund der statistischen Daten ebenso

wie fur aAczNr3-1 jedoch ebenfalls offen bleiben, ob er der tatsachlichen
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Lokalisation des markierten Epitops an der aktiven Zone entspricht.

5.2.4 Lokalisation des C-Abschnitts von Aczonin an der aktiven Zone

Bei der Auswertung einer Postembedding-Markierung mit dem nicht
affinitatsgereinigten Antikérper aAczC2A10-1 (AS 4566 - 4744) wurde fir die
vertikalen Abstande ein Markierungsmaximum bei 40 nm auf einer sehr
breiten Verteilung der Werte gemessen. Der Median betrug aufgrund der

breiten Verteilung 63 nm (s. Abb. 5.1, S. 64).

Die Spitze bei 40 nm entspricht jedoch der Auswertung eines Preembedding-
Versuchs mit aAczC2A10-2affi (Michael Laue, personliche Mitteilung, Wang
et al. 2008), die einen Median von 39 nm ergab.

Gangigen Theorien zufolge ist Aczonin mit seinem C-Ende direkt an der
Plasmamembran verankert (Wang et al. 1999). Dies scheint in Anbetracht
der gemessenen Abstidnde eher unwahrscheinlich; Aczonin kénnte so weder
den synaptischen Spalt tberbriicken, wie frither postuliert (Phillips et al.
2001), noch direkt in die Plasmamembran integriert sein. Neueren
immunhistochemischen Untersuchungen zufolge scheint Aczonin fest an der
aktiven Zone verankert zu sein. Es wurde in erster Linie innerhalb eines
Bereichs, der etwa einen Vesikeldurchmesser von der Plasmamembran
entfernt ist, gefunden. Markierungen fanden sich auferdem gehauft, aber
nicht im selben Ausmaf, im Bereich des Reservepools ca. 200 nm von der
Plasmamembran entfernt. Die Verteilung der Markierung schien vom

Aktivitatszustand der Zelle unabhinging zu sein (Tao-Cheng 2006).
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Abb. 5.1 Lokalisierung verschie-
dener Abschnitte von Aczonin in
Bezug zur Plasmamembran

Die Auftragung der gemessenen Wer-
te fir die markierten Abschnitte
ver-deutlicht die Theorie, der zufolge
Aczonin nicht gestreckt bis weit ins
Axoplasma reicht, sondern vermut-
lich vielmehr zusammengefaltet und
nicht weit tiber den Bereich der
prasynaptischen Verdichtungen
hinaus in der CAZ liegt. Der Abstand
um 69 nm scheint eine Art Anker-
punkt fir das Protein darzustellen.
Aczonin kénnte theoretisch eine
Verbindung zwischen Reserve- und
Vesikelpool herstellen. Das
C-terminale Ende scheint entgegen
friGherer Annahmen nicht direkt die
Plasmamembran zu bertihren.
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5.3. Lokalisation von Rim an der aktiven Zone

Bei der Auswertung des Postembedding-Versuchs mit aRim43RB3-1 (AS 9-
387A83-105) ergab sich fir den vertikalen Abstand ein Median von 42 nm
mit einer relativ scharfen Verteilung und einem Verteilungmaximum im

Histogramm zwischen 20 und 40 nm.

Fur den Versuch mit aRim43RB3-2affi fand sich ein vertikaler Abstand von
29 nm. Die Daten liefen sich statistisch gut von den Kontrollgruppen
abgrenzen, die Verteilung im Histogramm ist sehr scharf. Das Ergebnis
dieses Versuchs stimmt mit dem Ergebnis eines fritheren Preembedding-
Versuchs tiberein (Michael Laue, personliche Mitteilung, der ebenfalls einen

Abstand von 29 nm ergab.

Der Antikorper aRim43RB3-1 zeigt in Immunoblots eine Kreuzreaktivitat mit
Rabphilin (Manfred W. Kilimann, persénliche Mitteilung). Bei diesem Versuch
fielen sehr dichte ketten- oder clusterférmig angeordnete Goldpartikel auf,
die eng mit den prasynaptischen Verdichtungen in Verbindung standen. Die

Partikel sind im Mittel 30-50 nm von der Plasmamembran entfernt.

Es ist gut moglich, daff es sich hier um die Markierung von Rabphilin
handelt. Zusammen mit der in zwei Experimenten gefundenen Rim-
Markierung (Rabphilin-subtrahierte Antikoérper) im Abstand von 29 nm
erklart sich der grofiere Median sowie die etwas breitere Verteilung im
Markierungshistogramm. Diese Ergebnisse lassen sich mit der Aufgabe von
Rim beim Priming (s. Betz et al. 2001, Koushika et al. 2001) gut in Einklang
bringen; diese wurde eine Lokalisation relativ dicht an der Plasmamembran
wahrscheinlich machen. Diese Lokalisation wurde fiir die neuromuskulare

Synapse ebenso gefunden (Weimer et al. 2006).

Allerdings 1483t eine aktuelle immunhistochemische Untersuchung darauf
schliefen, daf$ Rim je nach Aktivititszustand des Neurons seine Lokalisation

wechselt. In unstimuliertem Zustand wurde es in inmittelbarer Nahe der
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Plasmamembran gefunden, nach Stimulation der Zelle in gréferer

Entfernung (Tao-Cheng 2006).

5.4 Lokalisation von Muncl3 an der aktiven Zone

Die Markierung mit einem Antikorper gegen eine Region am C-terminalen
Ende von Muncl3 (AS 1399-1736) ergab einen Median von 48 nm, der IQR
war mit 60 relativ breit. Dennoch unterschieden sich die Werte signifikant
von den Kontrollmarkierungen. Im Histogramm zeigte sich eine breite
Verteilung mit einer deutlichen Spitze zwischen 20 und 40 nm, die sich
signifikant von der der Kontrollmarkierungen unterscheidet. Diese Spitze
deutet auf eine reelle Lokalisation hin, die deutlich unter dem Median von 48

nm liegt.

Diese Beobachtung steht mit der Tatsache in Einklang, dafs Muncl3 direkt
an Syntaxin bindet (Betz et al. 1997, Augustin et al. 1999, Sassa et al. 1999,
Brose et al. 2000, Basu et al. 2005), und somit eine direkte Verbindung zum
SNARE-Kernkoplex, welcher dicht an der Plasmamembran lokalisiert ist,

aufweisen konnte.

Da in NMR-Untersuchungen diese direkte Bindung jedoch nicht
nachgewiesen werden konnte, ist auch eine indirekte Bindung an Syntaxin
uber Muncl8 denkbar, indem Muncl3 zum Beispiel mit Muncl8 um die
Bindungsstelle an Syntaxin konkurriert und so dessen Konformation andert.
Die Bindung von Muncl3 an Syntaxin scheint jedenfalls fiir das Priming

unabdingbar zu sein (Stevens et al. 2005, Madison et al. 2005).

Die Lokalisation von Muncl3 nahe der Plasmamembran erscheint auch
wegen der Bindung an Rim wahrscheinlich (Betz et al. 2001, Wang et al.
2002, Schoch et al. 2002, Dulubova et al. 2005). Rim wilrde meinen

Untersuchungen zufolge in etwa gleicher Hohe (Median 50 bzw. 29 nm)
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liegen. Die Bindung von Muncl3 an Rim scheint ebenfalls fir den

Primingprozef3 essentiell zu sein.

5.5 Zusammenfassende Betrachtungen

Alle Daten fur die vertikalen Abstidnde waren statistisch signifikant. Im
Vergleich mit den Daten der friitheren Preembedding-Versuche fiir Aczonin
und Rim (Wang et al. 2008) ergeben sich keine grofien Diskrepanzen, so daf3
die Werte fur die vertikalen Abstidnde den reellen Abstanden der jeweiligen
Proteinabschnitte von der Plasmamembran entsprechen dirften. Die Daten
der vertikalen Markierungsabstinde zur Plasmamembran sind statistisch
von denen der Kontrollmarkierungen unterscheidbar und die Markierungen
daher fur die Antikoérper spezifisch. Die Immunmarkierung reprasentiert
damit wahrscheinlich die Lokalisation der entsprechenden Proteinabschnitte,

fiir die die Antikorper spezifisch sind.

Alle Markierungen fiir die verschiedenen Epitope von Aczonin lagen auf
dhnlicher Hohe, namlich zwischen 40 und 70 nm. Eine modgliche Erklarung
hierfiir kénnte sein, daf das Protein tatsachlich, zumindest im mittleren
Abschnitt, nicht gestreckt in der aktiven Zone liegt. Dieser Bereich scheint

eine Art Ankerpunkt fir Aczonin an der aktiven Zone darzustellen.

Auch die Markierungen fir Rim und Muncl3 lagen in einem &hnlichen
Bereich wie die fur Aczonin, namlich fir Rim zwischen 29 und 50 nm und
flir Munc13 bei 48 nm. Eine direkte Verbindung von Aczonin zu Rim wurde
bisher nur fir Rim2 im Pankreas nachgewiesen (Fujimoto et al. 2002).
Dennoch koénnte, wie oben beschrieben, Aczonin tber Pral und Rab3 eine
indirekte Verbindung zu Riml haben. Bisher wird vermutet, daf3 diese
Verbindung die Fusion der Vesikel mit der Plasmamembran ermdglicht

(Wang et al. 1999, Fenster et al. 2000, Gundelfinger et al. 2003).
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Im Zusammenhang mit der oben beschriebenen Bindung von Muncl3 an
Rim erscheint also eine Lokalisation von Aczonin, Muncl3 und Rim in einem
ahnlichen Abstand von der Plasmamembran (und relativ dicht an dieser)
plausibel. Die moglichen Interaktionen der prasynaptischen Proteine sind in

Abb. 5.2 auf S. 70 dargestellt.

Die Auswertung der lateralen Markierungsabstande ergab durchweg ein
Verteilungsmaximum uber den prasynaptischen Verdichtungen, relativ eng
am jeweiligen Dichtschwerpunkt, und sind von den Kontrollmarkierungen
statistisch nicht zu unterscheiden. Da die Schwermetallhaufung bei
Kontrastierung mit Uranylacetat oder Phosphorwolframsaure fir eine
Proteinansammlung in den PVs sprechen, kénnte ein Erklarungsansatz
hierfiir (und auch fur die wesentlich breitere Verteilung der Werte) sein, dafl
die AntikOérper eine groflere Affinitdit zu den proteinhaltigen Strukturen
hatten, was eine Verteilung direkt tiber den prasynaptischen Verdichtungen
wahrscheinlicher = machen  wiirde. Die reale Lokalisation der
Molekitilabschnitte koénnte daher durch diese unspezifische Markierung

maskiert worden sein.

Die Verteilung der Partikel direkt tiber den PVs war auch aufgrund der
Mefimethode rein statistisch wahrscheinlicher - die untersuchten Abschnitte
der aktiven Zone waren jeweils durch den Rand einer Verdichtung begrenzt,
so daf3 die PV-Flache gegenuiber der Zwischenraumflache insgesamt grofier
war. Denkbar ware auch, daf3 es keine festgelegte laterale Position fiir die
Proteinabschnitte gibt, weil sich die Proteine oder einzelne ihrer Abschnitte in
der aktiven Zone (z.B. durch Interaktionen mit anderen Proteinen oder
Vesikeln) in gewissen Grenzen in verschiedenen Positionen anordnen

konnen.

Obwohl die Werte fiur die lateralen Abstinde statistisch teilweise nicht
signifikant waren, kann man den Histogrammen jedoch deutliche
Verteilungsschwerpunkte entnehmen. Fur den mittleren Abschnitt von

Aczonin ist die Haufung uber den PVs tendenziell am groften (scharfste
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Verteilung). Eine breitere laterale Streuung der Lokalsiation der
verschiedenen Proteinabschnitte kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.
In weiteren Versuchen, bei denen aufgrund der grofleren Signalstarke
Preembedding-Markierungen mit der Darstellung der PVs kombiniert werden
sollte, kann eventuell weiter Aufschluf3 tiber die lateralen Abstande erhalten

werden.

Uberraschenderweise zeigten die affinititsgereinigten Aczonin-Antikérper
meist eine breitere Verteilung. Dieser Umstand konnte damit
zusammenhangen, daf3 diese Antikérper wesentlich hoher konzentriert
werden mufiten, damit entsprechenede Signalstirken erhalten werden
konnten. Dadurch kam es vermutlich auch zu einer intensiveren

Hintergrundmarkierung.
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Abb 5.2 Molekulare Organisation der aktiven Zone

Dargestellt ist die Lokalisation der einzelnen CAZ-Proteine sowie deren mutmafiliche
Interaktionen. Die Bimdung von Rim an Aczonin wurde bisher nur fiir Rim 2 im Pan-
kreas nachgewiesen (Fujimoto et al. 2002). Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine
sind blau markiert.
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