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Abkilirzungen

AP: Aktionspotential

BRP: Bruchpilot

CAST: Calpastatin

CAPS: calcium-dependent activator protein for secretion
ELKS: protein rich in the amino acids E, L, Kand S
KZD: Kurzzeitdepression

KZF: Kurzzeitfazilitierung

LZP: Langzeitpotenzierung

N: Anzahl synaptischer Freisetzungsstellen

NT: Neurotransmitter

PH: Pleckstrin Homologie

PHP: prasynaptische homdostatische Potenzierung
P1(4,5)P2: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
DAG: Diacylglycerin

p: Wahrscheinlichkeit

PKC: Protein Kinase C

PPM: parallel pool model

pV:: vesikulare Freisetzungswahrscheinlichkeit

g: Quantum

SPM: sequential pool model

RIM: rab3 interacting molecule

RBP: RIM binding protein

RRP: readily releasable pool

UV: ultraviolet

SNAP25: synaptosomal-associated protein of 25kDa
SNARE: soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
SPM: sequenzielles pool Model

STED: stimulated emmission depletion

STF: short term facilitation

STD: short term depression

SRP: slowly releasable pool

VAMP: vesicle associated membrane protein



1. Einleitung

Fur das Uberleben des Organismus, aber auch fiir sein Verhalten, ist die Kommunikation von
Nervenzellen (Neuronen) essenziell. Innerhalb von Neuronen werden Informationen haufig
elektrisch kodiert, jedoch kénnen diese Signale in den meisten Fallen nicht genutzt werden,
um Informationen von Zelle zu Zelle zu ubertragen. Stattdessen werden hierfir chemische
Botenstoffe, Neurotransmitter, benutzt. Diese werden an der Synapse, der Kontaktstelle
zwischen Zellen, vom préasynaptischen Neuron freigesetzt und mittels Rezeptorproteinen der
postsynaptischen Zelle wahrgenommen. Einerseits muss diese synaptische Transmission
schnell erfolgen, damit z.B. auf sensorische Informationen aus der Umwelt sofort adaquat
reagiert werden kann. Andererseits erfolgt an den meisten Synapsen des Nervensystems
untrennbar mit der Ubertragung auch eine Verarbeitung der Information, weshalb Synapsen
oft als die kleinste Signalverarbeitungseinheit angesehen werden (Abbott and Regehr, 2004).
Insbesondere sind die Ubertragungsstarken an Synapsen keineswegs konstant sondern kénnen
sich mit hoher Dynamik auf verschiedenen Zeitskalen veréandern (Citri and Malenka, 2008).
Dieser Eigenschaft unterliegen die Fahigkeiten, die Ubertragung auch bei Storungen

aufrechterhalten zu konnen, zeitliche Informationen zu filtern, oder ein Gedachtnis zu bilden.

In den hier vorgestellten Forschungsarbeiten widme ich mich der Frage, wie die
prasynaptische Freisetzungsmaschinerie molekular aufgebaut ist und die Ausschittung von
Neurotransmittern so reguliert wird, um eine physiologische Signalubertragung zu
gewadhrleisten. Diesen Fragestellungen gehe ich mit einer Kombination aus experimentellen
und theoretischen Ansdtzen nach. Mittels genetischer Manipulationen werden die
Komponenten der Freisetzungsmaschinerie untersucht. Die funktionelle Charakterisierung
erfolgt mit elektrophysiologischen Methoden, sowie Lebend-Mikroskopie (engl. live cell
imaging). Die molekulare Organisation wird mit Konfokal- und hochauflésender STED

(stimulated emmission depletion) Mikroskopie untersucht. Ziel ist es, die experimentell
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gewonnen Daten zu nutzen, um mathematische Modelle zu entwickeln, die die funktionellen
Eigenschaften abbilden. Solche Modelle kénnen dann genutzt werden, um Vorhersagen zu
treffen und Hypothesen zu generieren, die dann wiederum experimentell untersucht werden

kdnnen.

Elektrische  Signale  werden im  Nervensystem  typischerweise  mittels
Aktionspotentialen (APs, schnellen De- und Repolarisationen des Membranpotentials)
innerhalb einer Nervenzelle Gibertragen (Kandel et al., 1991). Dies ermdglicht die rasche und
nahezu verlustfreie Reizweiterleitung auch tber ldngere Distanzen, z.B. entlang der Axone
eines Motoneurons zur synaptischen Verbindung am Muskel, bei dem eine Bewegung
ausgeldst werden soll. Damit an der Synapse ein Signal an eine Empféangerzelle ausgesendet
werden kann, werden transmittergefillte, synaptische Vesikel durch das AP freigesetzt
(Sudhof, 2013b). Obwohl die meisten Synapsen Uber groRe Mengen synaptischer Vesikel
verfugen, ist jeweils nur ein Bruchteil davon in der Lage, in Folge einer Stimulation
Neurotransmitter auszuschutten. Hierfur ist es zundchst notig, dass die Vesikel an die
Plasmamembran der Zelle andocken (,,Docking®) und dass sie molekular zur Fusionsfahigkeit
reifen (,,Priming*)(Kaeser and Regehr, 2017; Verhage and Sorensen, 2008). Gedockte und
geprimte Vesikel schitten Transmitter aus, wenn die vesikulare Membran mit der
Plasmamembran verschmilzt (Jahn and Fasshauer, 2012). Dies kann in Reaktion auf ein AP
ausgel6st werden, denn das AP fiihrt an der Synapse zur Offnung spannungsgesteuerter
Kalziumkanéle und zu einem Kalziumeinstrom. Dieser erhoht, zeitlich und rdumlich eng
begrenzt, die Kalziumkonzentration, was die Vesikelfusion ausldsen kann (Eggermann et al.,
2012; Neher and Sakaba, 2008). Die Wahrscheinlichkeit, dass ein AP Vesikelfusion auslést
wird als ,,vesikuldre Freisetzungswahrscheinlichkeit® (,,vesicular release probability”, pVr)
bezeichnet (Atwood and Karunanithi, 2002; Bohme et al., 2018). Aus klassischen Studien ist
bekannt, dass die Neurotransmitterfreisetzung stark vom Kalziumeinstrom abhangt (Dodge

and Rahamimoff, 1967). Dieser kooperative Effekt wird der sukzessiven Assoziation
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mehrerer Kalziumionen an den Fusionssensor des Vesikels zugeschrieben (Neher and Sakaba,
2008). Freigesetzte Transmitter aktivieren postsynaptische Rezeptoren, die ihrerseits
Anderungen der Membranleitfahigkeit und des Membranpotentials der postsynaptischen Zelle

auslosen kénnen (Kandel et al., 1991).

Eine fur das Nervensystem essenzielle Eigenschaft ist, dass Synapsen nicht starr in
ihrer Ubertragung sind, sondern dass sich ihre Ubertragungsstirke verandern kann (Abbott
and Regehr, 2004; Citri and Malenka, 2008). Diese sog. synaptische Plastizitat ist
beispielsweise wichtig, um Informationen zu speichern (Kandel et al., 2014). Ein prominentes
Beispiel ist die sog. Langzeitpotenzierung (LZP), die zur langfristigen Erh6hung der
Transmissionsstarke fihrt und mit Gedachtnisbildung in Verbindung gebracht wird (Nicoll,
2017). Andererseits ist synaptische Potenzierung auch nétig, um Stérungen der
Informationsiibertragung  entgegenzuwirken:  Wenn  beispielsweise die  Sensitivitat
postsynaptischer Transmitter-Rezeptoren abnimmt droht das Signal verlorenzugehen. Dies
kann  durch  eine  prasynaptische  homoostatische  Potenzierung  (PHP)  der
Transmitterausschittung ausgeglichen werden um die Signaliibertragung aufrechtzuerhalten
(Davis and Goodman, 1998; Davis and Muller, 2015; Lazarevic et al., 2013; Turrigiano,
2012). Eine weitere wichtige Form der synaptischen Plastizitat ist die sog. Kurzzeitplastizitat,
die auf einer Zeitskala von Millisekunden bis zu Sekunden auftritt und flr die Kodierung
zeitlicher Information relevant ist (Regehr, 2012). Treffen an einer Synapse beispielsweise
schnell hintereinander zwei APs ein, so kann die Ubertragung beim zweiten AP starker oder
schwécher ausfallen als beim ersten. Bei einer Verstirkung spricht man von ,,Bahnung® oder
~Kurzzeitfazilitierung® (KZF, engl. ,,short term facilitation®), bei einer Abschwichung von
,,Kurzzeitdepression (KZD, engl. ,short term depression®) (Fioravante and Regehr, 2011;

Zucker and Regehr, 2002).



Neurotransmitter werden nicht an beliebigen Stellen der synaptischen Membran
freigesetzt, sondern nur an spezialisierten Freisetzungsstellen (,,relese sites®). Die Tatsache,
dass die Anzahl der Freisetzungsstellen in der Synapse begrenzt ist, ergibt sich aus den
klassischen Arbeiten von Bernard Katz zur quantalen Transmitterfreisetzung (Del Castillo and
Katz, 1954; Fatt and Katz, 1952), flr die er 1970 mit dem Nobelpreis fur Physiologie und
Medizin ausgezeichnet wurde. Eine der zentralen Erkenntnisse der Arbeiten von Katz und
Kollegen war, dass es eine minimale, quantale Einheit der synaptischen Transmission gibt, die
der postsynatpischen Erregung durch die Transmittermenge eines Vesikels entspricht.
Insgesamt wurde die Starke der synaptischen Ubertragung (z.B. des postsynaptischen Stroms,
I) nach der Gleichung I = p*N*q definiert. Hierbei bezeichnet ,,N“ die Anzahl synaptischer
Freisetzungsstellen, ,,p*“ die Wahrscheinlichkeit, dass es zur Exozytose an einer
Freisetzungsstelle kommt (p ist mit pV, dquivalent wenn alle Freisetzungsstellen besetzt sind,
ansonsten muss die Besetzungswahrscheinlichkeit & berticksichtigt werden: p=5*pV; (Del
Castillo and Katz, 1954; Malagon et al., 2020; Pulido and Marty, 2018; Vere-Jones, 1966))
und ,,q“ (Quantum) die Erregung (z.B. der ausgeloste Strom) der Postsynapse durch die
Transmitter eines Vesikels. Da es pro Freisetzungsstelle nur zwei mdgliche Ereignisse gibt
(Exozytose oder keine Exozytose) folgt die synaptische Ubertragung statistisch einer
Binomialverteilung, was experimentell gezeigt wurde (Clements and Silver, 2000;

McLachlan, 1978; Scheuss and Neher, 2001; Vere-Jones, 1966; Zucker, 1973).

Die Freisetzung chemischer Transmitter ist fiir das Uberleben des Organismus
essentiell. Daher verwundert es nicht, dass die Gene, die Komponenten der
Freisetzungsmaschinerie exprimieren, evolutiondr hochkonserviert sind. Docking, Priming
und Fusion synaptischer Vesikel h&ngt von den sogenannten SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) Proteinen ab (de Wit et al., 2009; Imig

et al., 2014; Jahn and Scheller, 2006; Verhage and Sorensen, 2008). Die SNARE Proteine



Syntaxin-1 und SNAP25 (synaptosomal-associated protein of 25 kDa) sind auf der
Plasmamembran lokalisiert und kénnen mit dem vesikuldren SNARE Protein Synaptobrevin-
2IVAMP2 (vesicle associated membrane protein 2) einen sehr stabilen SNARE Komplex
bilden (Jahn and Fasshauer, 2012). Die hierdurch freiwerdende Energie ermdglicht die
Vesikelfusion (Sudhof, 2013b). Fir die Bildung des neuronalen SNARE Komplex sind
weiterhin die Proteine (M)Uncl13 und (M)Uncl8 (wobei das ,,M*“ im Falle von Saugetieren
fiir ,Mammalian“ vorangestellt wird) nétig (Rizo and Xu, 2015; Sudhof and Rothman, 2009).
Die Exozytose wird durch das vesikuldre Kalziumbindende Protein ,,Synaptotagmin® an die
Erregung durch das Aktionspotential (und dem daraus resultierenden Kalzium-Einstrom)
gekoppelt (Sudhof, 2013a; Walter et al., 2011; Yoshihara et al., 2003). Dariiber hinaus
regulieren die Zytomatrixproteine ,,rab3 interacting molecule (RIM), RIM-Binding Protein
(RBP) und ELKS/CAST (,,protein rich in the amino acids E, L, K, S/Calpastatin) bzw. dessen
Drosophila Homolog Bruchpilot (BRP) durch ihre zahlreichen Interaktionen mit z.B.
Kalziumkanalen, (M)Unc13 und den Vesikeln die raumliche Nahe der Interaktionspartner

(Ackermann et al., 2015; Gundelfinger and Fejtova, 2012; Sudhof, 2012; Walter et al., 2018).

Die Fusion transmittergefillter Vesikel an den Freisetzungsstellen bedarf der
Verschmelzung der vesikuldren und der Plasmamembran (Sudhof and Rothman, 2009).
Neben einer einfachen Funktion als Barriere zwischen Zellkompartimenten, kénnen sog.
Signallipide der Lipid-Doppelschicht selbst zur Signallbertragung beitragen. An der Synapse
sind vor allem das Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PI(4,5)P2) und das Diacylglycerin
(DAG) fur die Freisetzung von Transmittern relevant (McLaughlin and Murray, 2005; Miller
et al., 1999; Rhee et al., 2002). Beide Lipide sind metabolisch eng aneinander gekoppelt und
werden in prominenten Signalkaskaden (,,second messenger pathways®) iiber G-Protein
gekoppelte Rezeptoren reguliert, die die Aktivitdt des Enzyms Phospholipase C (PLC)

steuern, dass P1(4,5)P2 zu DAG umsetzt (McLaughlin and Murray, 2005).



Regulatorische Proteine kdnnen DAG mittels sog. C1 Domanen binden, was zur
Aktivierung fuhren kann. Typische Effektorproteine sind die Isoformen der Protein Kinase C
(PKC), die zur Phosphorylierung verschiedener Substrate fiihren und vielschichtige zellulare
Reaktionen regulieren (Newton, 2010). Die Phosphorylierung synaptischer Proteine fuhrt in
vielen Fallen zu einer Veranderung der Transmissionseigenschaften (de Jong et al., 2016;
Meijer et al., 2018; Nagy et al., 2002; Nili et al., 2006; Wierda et al., 2007). Neben der PKC-
vermittelten Phosphorylierung kann DAG auch direkt das synaptische Protein (M)Unc13 uber
dessen C1 Domane binden was die Energiebarriere der Vesikelfusion herabsetzt und somit
synaptische Ubertragung modulieren (Basu et al., 2007; Rhee et al., 2002; Schotten et al.,
2015). Auch PI(4,5)P> beeinflusst synaptische Transmission. Beispielsweise moduliert
P1(4,5)P2> spannungsgesteuerte Kalziumkandle (Suh et al., 2010) und daraus resultierende
Anderungen des AP-vermittelten Kalziumeinstroms veriandern pV,. Dariiber hinaus binden
Synaptotagmin und (M)Uncl3 mittels sog. C2 Doménen in Gegenwart erhohter
Kalziumkonzentrationen P1(4,5)P. (Brose et al., 1992; Fernandez et al., 2001; Shin et al.,
2010). Physiologisch sind die PI(4,5)P2 bindenden Domanen hochrelevant: Die C2B Doméne
Synaptotagmins ist essentiell, um Kalziumvermittelte Vesikelfusion auszulésen und die C2B
Doméne (M)Uncl13s erhoht die Wahrscheinlichkeit dafiir (Mackler et al., 2002; Shin et al.,
2010). Ein weiteres synaptischen Protein, das im Vesikelpriming fungiert ist ,,calcium-
dependent activator protein for secretion” (CAPS). Es bindet PI(4,5)P> mittels einer sog. PH-
Domane (PH: Pleckstrin Homologie)(Loyet et al., 1998) und reguliert Vesikel Docking und

Priming (Hammarlund et al., 2008; Liu et al., 2008; Loyet et al., 1998).

Trotz detaillierter Kenntnisse der Synapsenphysiologie und der beteiligten
Komponenten besteht weiterhin die grofite Schwierigkeit darin, zu verstehen, wie diese
Komponenten molekular zusammenwirken, um die Transmission zu regulieren. Ein solches
Verstandnis ist jedoch nétig, um Dysfunktionen zu verstehen. Denn Mutationen in den 0.g.

Proteinen werden mit schweren neurologischen Erkrankungen assoziiert (Chai et al., 2016;
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Lipstein et al., 2017; Stamberger et al., 2016; Verhage and Sorensen, 2020). Der Begriff der

,,Synaptopathien versinnbildlicht dies (Grant, 2012).

In den hier vorgestellten Arbeiten untersuche ich die molekularen Mechanismen, mit
denen Freisetzungsstellen fiir Neurotransmitter reguliert werden. Hierfir wurden zwei
Modellsysteme genutzt, chromaffine Zellen der Maus und die neuromuskuldre Endplatte in
Larven der Fruchtfliege Drosophila melanogaster. Chromaffine Zellen entspringen denselben
Vorgéangerzellen wie Neurone, erlauben aber experimentell eine genauere Charakterisierung
mit speziellen elektrophysiologischen Methoden. Fruchtfliegen haben verglichen mit
Saugetieren zwar ein simpleres Nervensystem, jedoch st der Prozess der
Transmitterfreisetzung ahnlich und die beteiligten Proteine sind weitestgehend konserviert.
Daher kann Forschung in diesem Modellsystem auch Rickschliisse auf humane Krankheiten
erlauben, da die meisten (75 %) krankheitsrelevanten Gene konserviert sind (Pandey and

Nichols, 2011).

Wichtige Erkenntnisse meiner Arbeit sind, dass (1) Neurosekretion in sequenziellen
Reifungsschritten moduliert werden kann, dass (2) (M)Uncl3 die synaptischen
Freisetzungsstellen definiert, dass (3) Transmitterfreisetzung durch Signallipide der
Plasmamembran potenziert wird, dass (4) synaptische Plastizitdtsmechanismen via Uncl3
operieren, und (5) dass die Besetzung/Aktivitat der Freisetzungsstellen schnell reguliert

werden kann.
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2. Eigene Arbeiten

2.1 Transmitterfreisetzung durch kalziumregulierte, sequenzielle Reaktionen

In dieser Studie untersuchte ich die Kalziumabhangigkeit der Transmitterausschittung. Dies
kann am genauesten in Experimenten bestimmt werden, die ,patch-clamp®
Elektrophysiologie mit sogenanntem Kalzium ,uncaging“ und Kalzium ,imaging"
kombinieren (Bollmann et al., 2000; Heidelberger et al., 1994; Heinemann et al., 1994;
Schneggenburger and Neher, 2000). Bei der ,,patch-clamp“ Technik wird durch eine
Elektrode ein elektrischer Kontakt zum Zellinneren hergestellt. Die Elektrode besteht aus
Glas und ist mit einer Losung gefullt, die dem Zytosol der Zelle dhnelt. Bei diesen speziellen
Experiment wird zusétzlich ein Kalziumchelator zugesetzt, der zunachst Kalzium bindet, aber
unter Beleuchtung mit ultraviolettem (UV) Licht zerstort wird. Hierdurch wird sehr rapide (<
~1ms) die Kalziumkonzentration durch die Photolyse des Chelators (,,uncaging) erhdht. Die
genaue Kalziumkonzentration wird im Experiment zudem mit zusétzlich in der
Pipettenlosung  vorhandenen, UV-bestandigen, fluoreszierenden  Kalziumindikatoren
gemessen (Grynkiewicz et al., 1985; Heinemann et al.,, 1994). Gleichzeitig wird
elektrophysiologisch die Menge und Geschwindigkeit der freigesetzten Transmitter bestimmt
(z.B. durch die Messung des postsynaptischen Stroms oder der Zunahme der prasynaptischen
Membrankapazitat, die proportional zur Zelloberflache ist, welche sich durch die
Vesikelfusion vergroRert)(Lindau and Neher, 1988; Neher and Sakaba, 2001; Wolfel and

Schneggenburger, 2003).

In ,,uncaging“ Experimenten in chromaffinen Zellen und in Neuronen wurde zudem
beobachtet, dass es drei Phasen der Transmitterausschittung gibt (Heinemann et al., 1994;
Voets, 2000; Voets et al., 1999; Wolfel et al., 2007). Dies fuhrte zur Annahme, dass es drei
verschiedene Kkinetische ,,pools“/Quellen von Vesikeln gibt. Die schnellste Phase wurde dem

,readily releasable pool”“ (RRP) zugeschrieben, die mittlere Phase dem ,,slowly releasable
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pool“ (SRP) und die langsamste Phase der Repopulation von RRP und SRP aus einem
grofleren ,,depot™ oder ,,reserve pool“ (Rettig and Neher, 2002; Voets, 2000). Da in diesem
Model RRP und SRP unabhéangig voneinander agieren, wird es als ,,parallel pool Model*
(PPM) bezeichnet. Eine zentrale Annahme ist, dass RRP und SRP jeweils (ber eigene
Kalziumsensoren freigesetzt werden, die in sich in der Kalziumbindegeschwindigkeit
unterscheiden, was die unterschiedlichen Freisetzungsgeschwindigkeiten erklaren kann
(Voets, 2000; Voets et al., 1999). Die kalziumvermittelte Exozytose der RRP-Vesikel wird
Synaptotagmin-1 (chromaffine Zellen, Pyramidalneurone) (Burgalossi et al., 2010; Sorensen
et al., 2003; Voets et al., 2001) und Synaptotagmin-2 (Calyx von Held Synapse)(Sun et al.,
2007) zugeschrieben, da die Null-Mutation des Proteins vor allem zum Verlust des RRP
fihrte. Aus dem PPM kénnte man erwarten, dass die korrespondierende Null-Mutation des
SRP Kalziumsensors zu einem selektiven Verlust dieser langsameren Komponente fuhren
sollte. Jedoch ist keine solche genetische Manipulation bekannt. Dies schlief3t nicht aus, dass
solch ein spezieller Kalziumsensor fir die direkte und unabhangige (parallele) Freisetzung des
SRP existiert. Da jedoch schon viele Kandidatenproteine erfolglos untersucht wurden sollten

auch andere mogliche Modelle evaluiert werden.

Daher wurde in der hier vorliegenden theoretischen Arbeit untersucht, ob ein
alternatives, ,,sequenzielles pool Model“ (SPM), in dem ein Kalziumsensor die Reaktion
zwischen den sequenziell gelagerten Vesikelstadien beeinflusst, ebenfalls als Erklarung
dienen konnte. Hierzu wurden SPM und PPM mit Experimentaldaten der kalziumvermittelten
Vesikelfusion in chromaffinen Zellen der Maus Nebenniere verglichen (Walter et al., 2013;
Walter et al., 2010). Beide Modelle machten &hnlich gute Vorhersagen fir die Vesikelfusion
bei einmaliger Stimulation in wildtypischen Zellen (Walter et al., 2013). Hingegen zeigten
sich Unterschiede beim Vergleich von Experimentaldaten von Zellen, in denen das SNARE
Protein Synaptobrevin-2 mutiert wurde (Walter et al., 2010). Hier konnten die beobachteten

Effekte eher durch das SPM erklart werden (Walter et al., 2013). Zudem konnte das SPM im
12



Gegensatz zum PPM auch genutzt werden, um die Reaktion auf mehrere aufeinander folgende
Stimuli vorherzusagen (Walter et al., 2013). Daher erschien das SPM insgesamt einige
Vorteile gegenliber dem PPM zu haben. In der Tat wurden seitdem in Experimenten in
anderen Systemen weitere Argumente fur eine sequentielle Anordnung der Pools erbracht
(Lee et al., 2013). Damals spekulierte ich bereits (in der Diskussion des Manuskriptes), dass
die sequenzielle Reaktion auch mit der Population von Freisetzungsstellen zusammenhéngen

konnte, was aus auch in den Kapiteln 2.2 und 2.5 weiter betrachtet wird.

Der nachfolgende Text entspricht dem originalsprachlichen Abstrakt der Arbeit ,, 4 Sequential
Vesicle Pool Model with a Single Release Sensor and a Ca?*-Dependent Priming Catalyst
Effectively Explains Ca?*-Dependent Properties of Neurosecretion” (Walter et al., 2013),

DOI: https://doi.org/10.1371/journal.pchi.1003362:

“Neurotransmitter release depends on the fusion of secretory vesicles with the plasma
membrane and the release of their contents. The final fusion step displays higher-order
Ca?* dependence, but also upstream steps depend on Ca?*. After deletion of the Ca?*
sensor for fast release — synaptotagmin-1 — slower Ca?*-dependent release components
persist. These findings have provoked working models involving parallel releasable
vesicle pools (Parallel Pool Models, PPM) driven by alternative Ca?* sensors for
release, but no slow release sensor acting on a parallel vesicle pool has been identified.
We here propose a Sequential Pool Model (SPM), assuming a novel Ca?*-dependent
action: a Ca?*-dependent catalyst that accelerates both forward and reverse priming
reactions. While both models account for fast fusion from the Readily-Releasable Pool
(RRP) under control of synaptotagmin-1, the origins of slow release differ. In the SPM
the slow release component is attributed to the Ca?*-dependent refilling of the RRP

from a Non-Releasable upstream Pool (NRP), whereas the PPM attributes slow release
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to a separate slowly-releasable vesicle pool. Using numerical integration we compared
model predictions to data from mouse chromaffin cells. Like the PPM, the SPM explains
biphasic release, Ca?*-dependence and pool sizes in mouse chromaffin cells. In
addition, the SPM accounts for the rapid recovery of the fast component after strong
stimulation, where the PPM fails. The SPM also predicts the simultaneous changes in
release rate and amplitude seen when mutating the SNARE-complex. Finally, it can
account for the loss of fast- and the persistence of slow release in the synaptotagmin-1
knockout by assuming that the RRP is depleted, leading to slow and Ca?*-dependent
fusion from the NRP. We conclude that the elusive ‘alternative Ca®** sensor’ for slow
release might be the upstream priming catalyst, and that a sequential model effectively
explains Ca?*-dependent properties of secretion without assuming parallel pools or

sensors.”
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2.2 Molekulare Charakterisierung der Freisetzungsstellen synaptischer Vesikel

In der nachsten Studie widmete ich mich der molekularen Charakterisierung der synaptischen
Freisetzungsstellen an denen Vesikel ihre Transmitter ausschitten. Da die synaptischen
Parameter p, N und q die Starke der synaptischen Ubertragung definieren, herrscht seit jeher
grolRes Interesse daran, diese molekular zu definieren. Die Freisetzungswahrscheinlichkeit
héngt (durch die kooperative Abhéngigkeit der Kalziumbindung an den vesikularen Sensor)
sehr stark vom Kalziumeinstrom ab (Bollmann et al., 2000; Dodge and Rahamimoff, 1967;
Schneggenburger and Neher, 2000). p wird daher direkt von der Anzahl oder der Leitfahigkeit
der spannungsgesteuerten Kalziumkanale, aber auch von der Breite des Aktionspotentials
oder der extrazellularen Kalziumkonzentration beeinflusst. Der Parameter q héngt
beispielsweise von der Menge der Transmitter pro Vesikel und von der Dichte, Leitfahigkeit
und Aktivierungsdauer postsynaptischer Rezeptoren ab. Im Gegensatz zu den molekularen
Einflussfaktoren flr p und ¢, war unser Verstandnis Uber N stark eingeschrankt. Denn obwohl
die Beschreibung der Freisetzungsstellen mehr als 50 Jahre zuriickliegt, war nicht bekannt,

welches Molekil diese definiert.

Daher wurde in der als nachstes vorgestellten Arbeit untersucht, welche der
evolutionédr konservierten synaptischen Komponenten (die fur die Transmission essentiell
sind), als Freisetzungsstellen fungieren kdnnten. Hierbei war Kklar, dass das entsprechende
Protein bestimmte Eigenschaften haben misste, die sich aus den physiologischen
Eigenschaften der Freisetzungsstellen ergeben. Beispielsweise sollte es Uber langere Zeit
stabil an der Synapse lokalisiert sein, seine Position sollte die der gedockten Vesikel
entsprechen und seine Menge mit der Starke der Synapse zusammenhangen. Dies wurden an
der neuromuskuldren Endplatte von Drosophila melanogster Larven fir drei Proteine
untersucht, die fir Vesikelexozytose essentiell sind: Syntaxin-1, Uncl8 und Uncl3

(Aravamudan et al., 1999; Richmond et al., 1999; Schulze et al., 1995; Varoqueaux et al.,
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2002; Verhage et al., 2000). Weder Syntaxin-1 noch Unc18 waren Uber langere Zeit an der
Synapse stabil oder zeigten eine definierte Positionierung, die der der gedockten Vesikel
entsprach (Reddy-Alla et al., 2017). Hingegen war Unc13 (ber Stunden stabil, korrelierte in
seiner Verteilung mit den Positionen gedockter Vesikel und in seiner Menge mit der
Synapsenstarke (Reddy-Alla et al., 2017). Daruber hinaus fiihrte eine Veranderung dieser
Proteineigenschaften zu einer Veranderung des statistischen Verhalten der Synapse, die am
chesten durch ein verdndertes ,,N“ erklart ist (Reddy-Alla et al., 2017). Diese Ergebnisse
legen nahe, dass Uncl3 als limitierender Faktor die Vesikularen Freisetzungsstellen in der

Synapse definiert.

Der nachfolgende Text entspricht dem originalsprachlichen Abstrakt der Arbeit ,, Stable
Positioning of Unc13 Restricts Synaptic Vesicle Fusion to Defined Release Sites to Promote
Synchronous Neurotransmission. * (Reddy-Alla et al., 2017), DOI:

https://doi.org/10.1016/j.neuron.2017.08.016:

“Neural information processing depends on precisely timed, Ca?*-activated synaptic
vesicle exocytosis from release sites within active zones (AZs), but molecular details are
unknown. Here, we identify that the (M)Uncl3-family member Uncl3A generates
release sites and show the physiological relevance of their restrictive AZ targeting.
Super-resolution and intravital imaging of Drosophila neuromuscular junctions
revealed that (unlike the other release factors Uncl18 and Syntaxin-1A) Uncl3A was
stably and precisely positioned at AZs. Local Uncl3A levels predicted single AZ
activity. Different Unc13A portions selectively affected release site number, position,
and functionality. An N-terminal fragment stably localized to AZs, displaced
endogenous Uncl3A, and reduced the number of release sites, while a C-terminal

fragment generated excessive sites at atypical locations, resulting in reduced and
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delayed evoked transmission that displayed excessive facilitation. Thus, release site
generation by the Uncl3A C terminus and their specific AZ localization via the N
terminus ensure efficient transmission and prevent ectopic, temporally imprecise

release.”
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2.3 Modulation der Transmitterfreisetzung durch Signallipide

In der néchsten Studie untersuchte ich, inwieweit das Signallipid PI(4,5)P. die Ausschittung
chemischer Transmitter beeinflussen. Da PI(4,5)P> und DAG metabolisch direkt gekoppelt
sind und beiden Lipiden eine wichtige Rolle in der Transmitterfreisetzung zukommt, ist es
experimentell schwierig, den jeweiligen Einfluss unabhéngig zu untersuchen. Klassische
Ansatze zielten darauf ab, Lipid-metabolisierende Enzyme genetisch zu verédndern, um deren
Funktion direkt zu storen oder mittels Licht, Chemikalien und Spannungsanderungen
verandern zu kdnnen. Jedoch verandern diese Methoden nicht nur die eine Lipidspezies, die
untersucht werden soll, sondern alle im metabolischen Netzwerk, wodurch es Probleme in der
Spezifizitat geben kann. Ein alternativer/komplementarer Ansatz ist die direkte Mutation der
Lipid-Bindedoméanen im jeweiligen Protein, jedoch ist dies sehr aufwendig und kann
ebenfalls zu ungewollten Veranderungen der Proteinfunktion fuhren. Diese Probleme kdnnten
umgangen werden, wenn es mdoglich ware, die einzelnen Lipidspezies unabhéangig
voneinander auf der Zeitskala der Vesikelfusion zu manipulieren und gleichzeitig die

Transmitterfreisetzung zu messen.

Daher etablierte ich in Zusammenarbeit mit meinen Kollaborationspartnern (André
Nadler, Max-Planck Institut fir molekulare Zellbiologie und Genetik, Dresden und Carsten
Schultz, Oregon Health & Science University, Portland) ein Experimentalschema, bei der wir
akut die Menge an PI1(4,5)P> und DAG verénderten und gleichzeitig Transmitterfreisetzung
malen. Hierzu kombinierten wir UV-Lipiduncaging mit schnellen elektrophysiologischen
Messungen der Vesikelfusion in Maus chromaffinen Zellen. Wir konnten zeigen, dass die
akute Freisetzung von PI(4,5)P (aber nicht DAG) mittels uncaging zu einer Potenzierung der
Transmitterfreisetzung fuhrt. Durch die systematische Analyse von knockout Mauslinien
konnten zudem wir zeigen, dass diese Potenzierung sowohl von (M)Uncl3 als auch von

Synaptotagmin, jedoch nicht von CAPS abhing (Walter et al., 2017). Diese Resultate
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sprechen fir unterschiedliche Mechanismen: Proteine wie CAPS kdnnten beispielsweise darin
fungieren, PI(4,5)P2 zu vesikuléren Freisetzungsstellen zu sequestrieren, damit andere
Proteine (wie (M)Uncl3, Synaptotagmin), die PI(4,5)P. flr ihre Funktion stochiometrisch
binden mussen, Vesikel an der Freisetzungsstelle positionieren und deren Fusion auslésen

kdnnen.

Der nachfolgende Text entspricht dem originalsprachlichen Abstrakt der Arbeit

., Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate optical uncaging potentiates exocytosis‘ (Walter et

al., 2017), DOI https://doi.org/10.7554/eL ife.30203:

“Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  [P1(4,5)P2] is essential for exocytosis.
Classical ways of manipulating P1(4,5)P> levels are slower than its metabolism, making
it difficult to distinguish effects of PI(4,5)P2 from those of its metabolites. We developed
a membrane-permeant, photoactivatable PI1(4,5)P2, which is loaded into cells in an
inactive form and activated by light, allowing sub-second increases in P1(4,5)P: levels.
By combining this compound with electrophysiological measurements in mouse adrenal
chromaffin cells, we show that PI(4,5)P, uncaging potentiates exocytosis and identify
synaptotagmin-1 (the Ca?* sensor for exocytosis) and Munc13-2 (a vesicle priming
protein) as the relevant effector proteins. P1(4,5)P, activation of exocytosis did not
depend on the PI1(4,5)P2-binding CAPS-proteins, suggesting that PI(4,5)P2> uncaging
may bypass CAPS-function. Finally, P1(4,5)P2 uncaging triggered the rapid fusion of a
subset of readily-releasable vesicles, revealing a rapid role of PI1(4,5)P2 in fusion
triggering. Thus, optical uncaging of signaling lipids can uncover their rapid effects on

cellular processes and identify lipid effectors. ”
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2.4 Regulation vesikuladrer Freisetzungsstellen zur homdoostatischen synaptischen

Potenzierung

Viele Forschungsarbeiten haben sich der Charakterisierung von LZP an den Synapsen der
Schaffer-Kollaterale mit den Pyramidalneuronen der CA1l Region des Hippocampus
verschrieben, die mit der Etablierung des episodischen Gedéchtnisses in Verbindung gebracht
wird (Herring and Nicoll, 2016; Kandel et al., 2014; Nicoll, 2017; Takeuchi et al., 2014).
Diese Form von LZP hangt malgeblich von der Verédnderung der Neurotransmitter-
Rezeptoren ab (deren Motilitat, Menge und Aktivierungseigenschaften), und wird daher auch
als vornehmlich ,postsynaptisch® beschrieben (Luscher and Malenka, 2012). Ebenfalls
bekannt sind jedoch auch prasynaptische Formen von LZP, beispielsweise an den Moosfasern
der CA3 Region des Hippocampus (Castillo, 2012; Citri and Malenka, 2008; Monday and

Castillo, 2017).

Ziel der nachsten Forschungsarbeit war es, mechanistische Erkenntnisse zur
prasynaptischen homdostatischen Potenzierung (PHP) zu gewinnen, die ebenfalls zur
langerfristigen  Potenzierung der Transmitterausschiittung fiihren kann, um die
Signaliibertragung zu stabilisieren. Hierflr untersuchte ich PHP an der neuromuskuléren
Endplatte von Drosophila melanogaster Larven (Frank, 2014). Dieser présynaptische
Plastizitdtsmechanismus fihrt zu einer Erhéhung der Menge an ausgeschiittetem
Neurotransmitter durch ein AP um die Signallbertragung aufrechtzuerhalten, wenn
Transmitter-Rezeptoren in ihrer Sensitivitdt geschwéacht sind. Dies kann beispielsweise
pharmakologisch ausgeldst werden, indem man das Wespengift Philanthotoxin appliziert, das
ionotrope Glutamatrezeptoren der Endplatte hemmt (Frank et al., 2006). Dies fuhrt
unmittelbar zu einer verringerten Erregung des Muskels, da der quantale Parameter ,,q*
reduziert ist. Jedoch wird dies an der Drosophila melanogaster Neuromuskuldren Endplatte

innerhalb weniger (<10) Minuten durch eine Erhohung von ,,N*p* ausgeglichen, was eine
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gleichbleibende Signalstarke (I =p*N*q) ermoglicht (Frank et al., 2006). Sowohl die
Erhéhung von , N als auch von ,,p* sind hier moglich, allerdings war die hier vorgestellte
Arbeit auf die Untersuchung einer Veranderung der Freisetzungsstellen (,,N*) fokussiert, da
vorangegangene Studien dies im Kontext von PHP beschrieben hatten (Muller et al., 2012;
Weyhersmuller et al., 2011). Da wir —wie in Kapitel 2.2 beschrieben- das Protein Uncl13 als
malgeblichen Bestandteil der Freisetzungsstellen identifiziert hatten (Reddy-Alla et al.,
2017), wurde nun untersucht, welche Rolle Uncl13 bei PHP spielt. Mithilfe hochauflosender
STED Mikroskopie und neuer Algorithmen zur Charakterisierung der synaptischen
Ultrastruktur zeigten wir, dass Synapsen wahrend PHP schnell umgestaltet werden kénnen
und zwei Phasen der Potenzierung zeitlich unterschieden werden kodnnen, die beide von
Uncl3 abhingen (Bohme et al., 2019): Die schnelle Komponente fuhrt zur Potenzierung
innerhalb von Minuten und beruht auf dem verfligbaren prasynaptischen Material. Zeitgleich
kommt es jedoch auch zu einer Inkorporation zusétzlichen synaptischen Materials, was nétig
ist, um die Potenzierung Uber einen Zeitraum von Stunden bis Tagen aufrechtzuerhalten
(Bohme et al., 2019). Unsere Arbeit identifizierte eine essenzielle Rolle von Uncl3 flr beide
Phasen der PHP. Dartiiber hinaus zeigten wir, dass eine selektive Manipulation von Unc13 im
Fliegenhirn die Gedachtnisbildung stort (Bohme et al., 2019) was darauf hindeutet, dass

Uncl3 ein zentrales Protein fiir mehrere Formen der synaptischen Plastizitat ist.

Der nachfolgende Text entspricht dem originalsprachlichen Abstrakt der Arbeit ,, Rapid active

zone remodeling consolidates presynaptic potentiation (Bohme et al., 2019), DOI

https://doi.org/10.1038/s41467-019-08977-6:

“Neuronal communication across synapses relies on neurotransmitter release from
presynaptic active zones (AZs) followed by postsynaptic transmitter detection. Synaptic
plasticity homeostatically maintains functionality during perturbations and enables
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memory formation. Postsynaptic plasticity targets neurotransmitter receptors, but
presynaptic mechanisms regulating the neurotransmitter release apparatus remain
largely enigmatic. By studying Drosophila neuromuscular junctions (NMJs) we show
that AZs consist of nano-modular release sites and identify a molecular sequence that
adds modules within minutes of inducing homeostatic plasticity. This requires cognate
transport machinery and specific AZ-scaffolding proteins. Structural remodeling is not
required for immediate potentiation of neurotransmitter release, but necessary to
sustain potentiation over longer timescales. Finally, mutations in Uncl3 disrupting
homeostatic plasticity at the NMJ also impair short-term memory when central neurons
are targeted, suggesting that both plasticity mechanisms utilize Unc13. Together, while
immediate synaptic potentiation capitalizes on available material, it triggers the

coincident incorporation of modular release sites to consolidate synaptic potentiation. ”
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2.5 Schnelles Vesikel Priming ermoglicht Kurzzeitplastizitat trotz heterogener Distanzen

zwischen Freisetzungsstellen und Kalziumkanéalen

Die Kurzzeitplastizitatseigenschaften einer Synapse sind flr die zeitliche Verarbeitung
eintreffender Informationen hochrelevant (Zucker and Regehr, 2002). Mechanistisch geht
man davon aus, dass synaptische Depression typischerweise dann auftritt, wenn das erste AP
einen Grofteil des RRP freisetzt (wenn pV; grof} ist) und zwischen den beiden Stimuli nicht
genugend Zeit ist, um den RRP wieder aufzuftlllen (Zucker and Regehr, 2002). Auch
postsynaptische Mechanismen sind bekannt, wenn z.B. die NT Rezeptoren desensitisieren,
kommt es zu einer Abschwachung der synaptischen Ubertragung mit dem zweiten AP
(Koike-Tani et al., 2008). Synaptische Fazilitierung wird dahingegen oft beobachtet, wenn das
initiale AP nur einen kleinen Teil des RRP freisetzt (wenn pV, Kklein ist), es dann aber mit
dem zweiten AP zu einer Steigerung der Ubertragungsstarke kommt (Jackman and Regehr,
2017). Dies konnte beispielsweise auf eine starke Erhéhung von pVr zum zweiten AP
zuriickzufuhren sein. pV: héangt stark von der intrazellularen Kalziumkonzentration ab,
weshalb Mechanismen, die aktivitatsbedingt den Kalziumeinstrom erhéhen, zur Faszilitierung
beitragen kdnnen (Catterall et al., 2013). Auch bei gleichbleibendem Kalziumstrom fiihrt die
wiederholte Aktivierung der Synapse durch ein AP zu einer Anreicherung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration, weshalb auch initial davon ausgegangen wurde, dass dies zur
Fazilitierung flhrt (Katz and Miledi, 1968). Allerdings gibt es in der Synapse viele Molekile,
die Kalzium binden und diese agieren als Kalziumpuffer (die reversibel Kalzium binden und
wieder freisetzen)(Helmchen et al., 1997). Die Bindung von Kalzium an Synaptotagmin (das
die Vesikelfusion auslost) steht also im Wettbewerb mit den vielen anderen Kalzium-
bindenden Proteinen/Molekdlen. Dies fuhrt dazu, dass der Anstieg der Kalziumkonzentration
in Folge eines APs rdumlich und zeitlich sehr stark begrenzt ist (Bohme et al., 2018;

Eggermann et al., 2012; Meinrenken et al., 2002; Neher and Augustine, 1992). Da die
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Affinitat Synaptotagmins/des vesikuldaren Fusionssensors fur Kalzium relativ niedrig ist, ist
vor allem der transiente (<1 ms) Anstieg der freien Kalziumkonzentration fir die NT
Ausschittung verantwortlich (Schneggenburger and Neher, 2000). Danach féllt die
Kalziumkonzentration auf einen um einige hundert nanomolar erhéhten Wert herab, bis
Kalziumpumpen und Transportprozesse die basale Kalziumkonzentration von etwa 30-90 nM
mit einer Zeitkonstante von einigen hundert Millisekunden wieder einstellen (Helmchen et al.,
1997). Die temporare Erhéhung der Kalziumkonzentration nach dem AP passt also zwar zum
zeitlichen Profil der Kurzzeitplastizitat, allerdings ist die Kalziumkonzentration nach der
Transiente zu gering erhéht, um direkt maBgeblich auf den vesikuldren
Fusionssensor/Synaptotagmin wirken zu konnen (dessen Affinitdt im zehnstelligen
mikromolaren Bereich liegt (Schneggenburger and Neher, 2000; Sun et al., 2007)). Daher
wurde angenommen, dass es spezielle Kalziumsensoren fur Kurzzeitplastizitat gibt, die
hohere Bindungsaffinitaten haben und durch dieses ,residuale” Kalzium aktiviert werden
kénnen (Jackman and Regehr, 2017). Eine Mdglichkeit hierfur ist das Protein Synaptotagmin-
7, das Kalzium mit einer héheren Affinitit bindet und genetische Experimente legen nahe,
dass es eine Funktion in Kurzzeitfazilitierung hat (Jackman et al., 2016; Sugita et al., 2002)
(was allerdings fiir die neuromuskulére Endplatte in Drosophila nicht bestétigt werden konnte

(Guan et al., 2020)).

Wie konnte ein solcher ,Fazilizierungssensor mechanistisch wirken? FEine
Maglichkeit ist, dass dieser pV: auf der Millisekunden Zeitskala erhoht. In der Tat konnten
mathematische Modelle, in denen Synaptotagmin-7 pV. reguliert, synaptische Fazilitierung
vorhersagen (Jackman and Regehr, 2017). Allerdings wurde in diesen Modellen davon
ausgegangen, dass alle vesikul&ren Freisetzungsstellen, das gleiche pV: (den gleichen Abstand
vom Kalziumkanal) hétten (Jackman and Regehr, 2017). Allerdings ist unklar, ob diese
Situation realistisch ist denn es war bisher in den meisten Modelsystemen experimentell sehr

schwierig, die Topologie der synaptischen Freisetzungsstellen und der beteiligten
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Kalziumkanéle quantitativ auf der relevanten Nanometerskala zu untersuchen, was nicht
zuletzt auch daran lag, dass keine molekularen Marker fir die Freisetzungsstellen bekannt

waren.

Da wir durch die vorigen Studien Uncl3 als zentralen Bestandteil der
Freisetzungsstellen identifizierte hatten (siehe 2.2, 2.4), konnten wir in der nachsten Studie
die Verteilung der Freisetzungsstellen und deren Kopplungsdistanzen zu den
spannungsgesteuerten Kalziumkandlen an der neuromuskuldren Endplatte der Drosophila
melanogaster Larve quantitativ beschreiben. Dies zeigte eine deutlich heterogene Verteilung
der Kopplungsdistanzen, was zu sehr unterschiedlichen pV: Werten an unterschiedlichen
Freisetzungsstellen fiihrt (Kobbersmed et al., 2020). Stochastische Simulationen wurden
genutzt, um das Verhalten der Synapse wahrend der Kurzzeitplastizitat vorherzusagen. Dies
offenbarte Schwierigkeiten vor allem im Kontext der synaptischen Fazilitierung. Es konnte
gezeigt werden, dass die heterogenen Kopplungsdistanzen es unmoglich machen,
experimentell beobachtete synaptische Faszilitierung allein durch eine Regulation von pV;
nachzustellen, auch nicht wenn ein Faszilitierungssensor (wie Synaptotagmin-7) zusammen
mit Synaptotagmin-1 pV, reguliert (Kobbersmed et al., 2020). Zudem erzeugte ein solches
Modell mit zwei unabhangigen Fusionssensoren zu viel Variabilitdt in der synaptischen
Ubertragung (Kobbersmed et al., 2020). Hingegen konnte gezeigt werden, dass eine
kalziumsensitive Regulierung der synaptischen Freisetzungsstellen (also eine schnelle
Veranderung von ,N*) sowohl die experimentell beobachteten Eigenschaften der
Kurzzeitplastizitat und der Variabilitat abbildet (Kobbersmed et al., 2020). Auf Grund unserer
Resultate postulieren wir daher ein Model in dem ein Fazilitierungssensor (wie

Synaptotagmin-7) eher ,,N* als ,,p“ reguliert um Kurzzeitplastizitt zu modulieren.
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Der nachfolgende Text entspricht dem originalsprachlichen Abstrakt der Arbeit ,, Rapid
regulation of vesicle priming explains synaptic facilitation despite heterogeneous

vesicle:Ca?* channel distances “, DOI https://doi.org/10.7554/eLife.51032:

“Chemical synaptic transmission relies on the Ca?*-induced fusion of transmitter-laden
vesicles whose coupling distance to Ca?* channels determines synaptic release
probability and short-term plasticity, the facilitation or depression of repetitive
responses. Here, using electron- and super-resolution microscopy at the Drosophila
neuromuscular junction we quantitatively map vesicle:Ca?* channel coupling distances.
These are very heterogeneous, resulting in a broad spectrum of vesicular release
probabilities within synapses. Stochastic simulations of transmitter release from
vesicles placed according to this distribution revealed strong constraints on short-term
plasticity; particularly facilitation was difficult to achieve. We show that postulated
facilitation mechanisms operating via activity-dependent changes of vesicular release
probability (e.g. by a facilitation fusion sensor) generate too little facilitation and too
much variance. In contrast, Ca**-dependent mechanisms rapidly increasing the number
of releasable vesicles reliably reproduce short-term plasticity and variance of synaptic
responses. We propose activity-dependent inhibition of vesicle un-priming or release

site activation as novel facilitation mechanisms.”
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3 Diskussion

In den hier dargestellten Arbeiten wurde dvesikulérer Freisetzungsstellen fir Neurotransmitter
physiologisch untersucht. Zunachst wurde in einer theoretischen Arbeit (2.1) etabliert, dass
die zwei typischen kinetischen Phasen der schnellen (<1s) Transmitterfreisetzung aus
adrenergen chromaffinen Zellen durch eine sequenzielle Reaktion der Vesikel erklart werden
konnen (Walter et al., 2013). Dies kdnnte bedeuten, dass sich die augenscheinlich schneller
freigesetzten Vesikel nicht grundsatzlich von den langsameren unterscheiden (wie es in
klassischen PPM der Falls ist (Voets, 2000; Voets et al., 1999)), sondern nur im momentanen
Stadium, da die langsameren erst durch eine vorgeschaltete Reaktion zur schnellen Fusion
reifen. In diesem Fall konnten alle an Freisetzungsstellen gedockten Vesikel biochemisch
ahnlich sein (z.B. die gleiche Kalziumaffinitat haben). Diese mogliche Homogenitat der
Freisetzungsstellen zeigte sich bei ,,uncaging” Experimente mit gleichférmiger Erh6hung der
Kalziumkonzentration, beriicksichtigt aber nicht deren heterogene Kopplungsdistanzen zu
spannungsgesteuerten Kalziumkanalen, was in 2.5 und in (Bohme et al., 2016) untersucht
wurde. In der Tat wurden auch seither sequenzielle Modelle fur die Freisetzung von
Neurotransmittern in der Calyx von Held Synapse von Ratten postuliert, wo Vesikel in einer
,superpriming* Reaktion zu besonders hoher Freisetzungswahrscheinlichkeit reifen (Lee et
al., 2013; Taschenberger et al., 2016). Interessanterweise scheint (M)Unc13 eine besondere
Rolle in der ,,superpriming® Reaktion zu spielen (Lee et al., 2013), welches wir als zentralen

Bestandteil der vesikuldren Freisetzungsstellen identifizierten (2.2).

Die Etablierung Uncl3s als essenzieller Bestandteil der synaptischen
Freisetzungsstellen an der Drosophila melanogaster neuromuskuldren Endplatte (2.2)(Reddy-
Alla et al., 2017) war wichtig fir die weiteren Studien zur synaptischen Plastizitat (2.4,

2.5)(Bohme et al., 2019; Kobbersmed et al., 2020). Dass (M)Unc13 eine zentrale Rolle in der
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Transmitterausschittung zukommt war bereits aus klassischen Experimenten in mehreren
Modelsystemen bekannt (Aravamudan et al., 1999; Augustin et al., 1999; Richmond et al.,
1999; Varoqueaux et al., 2002). Jungere Studien belegten zudem die Wichtigkeit der prazisen
subsynaptischen Lokalisierung sowie die Anreicherung in diskreten Nanoclustern (Bohme et
al., 2016; Bohme et al., 2019; Hu et al., 2013; Sakamoto et al., 2018; Zhou et al., 2013), wie
man es von synaptischen Freisetzungsstellen erwarten wirde. Unsere Experimente zeigten,
dass die Positionen der gedockten Vesikel mit der subsynaptischen Verteilung und die
Synapsenstarke mit der Menge von Uncl13 korreliert (Reddy-Alla et al., 2017). Zudem zeigte
sich ein kausaler Zusammenhang, denn die Manipulation synaptischen Unc13s veranderte die
Freisetzungsstellen (Reddy-Alla et al., 2017). Kurz nach der Publikation unserer Erkenntnisse
im Modelsystem Drosophila melanogaster wurde die Rolle des homologen Proteins Munc13
fir die Bildung synaptischer Freisetzungsstellen in hippokampalen Mausneuronen bestatigt
(Sakamoto et al., 2018), weshalb man von einer evolutionar konservierten Funktion ausgehen

kann.

Mittels einer neuen Methode, dem Lipid-uncaging zeigten wir, dass erhdhte Mengen
an PI(4,5)P. die Transmitterausschiittung in Maus chromaffinen Zellen potenzieren und
identifizierten in genetischen Experimenten mehrere essentielle Proteine hierfir (2.3) (Walter
et al.,, 2017). Unter den bekannten PI(4,5)P2-bindenden Proteinen der vesikuldren
Freisetzungsmaschinerie waren (M)Uncl3 (genauer: Muncl3-2) und der Kalziumsensor
Synaptotagmin-1 fiir die Potenzierung essentiell. Im Gegensatz dazu konnten wir zeigen, dass
das P1(4,5)P2-bindende Docking und Priming Protein CAPS (Hammarlund et al., 2008; Loyet
et al., 1998) fir die Potenzierung entbehrlich war (Walter et al., 2017). Mehr noch: P1(4,5)P»-
uncaging schien den Effekt, der durch den Verlust von CAPS entstanden war zu
kompensieren. Ohne CAPS ist die Neurosekretion aus chromaffinen Zellen reduziert (Liu et
al., 2008), was durch PI1(4,5)P2-uncaging vollstandig kompensiert wurde (Walter et al., 2017).

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass eine Erhéhung von PI(4,5)P2 (in diesem Falle
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mittels uncaging) an der vesikuléren Freisetzungsstelle die Notwendigkeit von CAPS umgeht.
Somit lassen sich zwei Hauptmechanismen fur P1(4,5)P.-bindende Proteine im sekretorischen
Pathway postulieren: Zum einen scheint es Proteine zu geben die PI1(4,5)P. stochiometrisch
fiir ihre Funktion binden mussen (wie Synaptotagmin und (M)Unc13). Zum anderen gibt es
solche (wie CAPS), die PI(4,5)P> zu den Freisetzungsstellen rekrutieren, damit dieses
Signallipid dort fur die zuerst genannten essenziellen Interaktionen  (mit

Synaptotagmin/(M)Unc13) zur Verfligung steht (Walter et al., 2017).

Unsere Experimente legen nahe, dass eine akute Aktivierung von (M)Uncl3 durch
P1(4,5)P> uncaging die Transmitterfreisetzung potenzieren kann (Walter et al., 2017). Da
(M)Unc13 zentraler Bestandteil der vesikularen Freisetzungsstellen ist (2.2) (Reddy-Alla et
al., 2017; Sakamoto et al., 2018), konnte dies bedeuten, dass PI(4,5)P2 sehr schnell die
Aktivierung oder Besetzung der Freisetzungsstellen reguliert. Die Studie 2.4 legt ebenfalls
nahe, dass (M)Uncl3/Transmitter Freisetzungsstellen Targets synaptischer Potenzierung
ist/sind (allerdings auf einer langeren Zeitskala). Dort entdeckten wir, dass Uncl3 PHP
vermittelt (Bohme et al., 2019). Wir identifizieren eine hierarchische Sequenz molekularer
Reaktionen, die eine Erhéhung der Neurotransmitterfreisetzung ermoglichen. Mithilfe der
hochauflésenden STED Mikroskopie und neuer Algorithmen zur Bildanalyse untersuchten
wir die Ultrastruktur von Synapsen und zeigten, dass diese sich wahrend PHP innerhalb von
Minuten umgestalten (Bohme et al., 2019; Goel et al., 2019). Letzteres ging mit der Zunahme
synaptischen Materials (RBP, BRP, Unc13) im Zentrum der Synapse einher (Bohme et al.,
2019). Ahnliche Beobachtungen wurden in diesem Modellsystem auch von anderen
Forschergruppen gemacht (Gratz et al., 2019; Weyhersmuller et al., 2011). Interessanterweise
scheint diese strukturelle Verdnderung jedoch nicht fiir die unmittelbare Potenzierung nétig zu
sein, denn genetisch veranderte Fliegen, in denen diese geblockt war, zeigten dennoch
robustes PHP auf der Minutenskala (Bohme et al., 2019). Hingegen hatten diese Fliegen ein

Problem, langfristige Storungen (ebenfalls genetisch) zu kompensieren, was dafir spricht,
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dass PHP nicht tber langere Zeit aufrechterhalten werden konnte. Auf beiden Zeitskalen war
(M)Unc13 essenziell (Bohme et al., 2019). Dies spricht dafur, dass akute PHP (ber eine
Aktivierung/hdhere  Besetzung (z.B. durch PI(4,5)P,, siehe 2.3) existierender
Freisetzungsstellen verlduft, langfristig jedoch weitere (M)Uncl3 Nanocluster integriert
werden mdiissen, um die Potenzierung aufrechtzuerhalten (Bohme et al., 2019). Da im Zuge
der langfristigen Potenzierung zusatzliches Material im Zentrum der Synapsen akkumuliert,
lasst sich weiterhin spekulieren, dass diese Synapsen womdglich zudem durch eine akute

Aktivierung/hthere Besetzung der Freisetzungststellen zusétzlich potenziert werden kénnen.

Neben einer zentralen Funktion Unc13s wéhrend PHP kénnte eine schnelle Regulation
von (M)Uncl3/der synaptischen Freisetzungsstellen auf der Millisekunden Zeitskala auch fir
Kurzzeitplastizitat relevant sein, wie unsere Arbeit 2.5 nahelegt. AP-induzierte prasynaptische
Kalziumtransienten, die die Vesikelexozytose an Freisetzungsstellen steuern, sind kurzlebig
und raumlich auf eine Mikro-/Nanodomane um die Kalziumkanale beschrankt (Bohme et al.,
2018; Neher and Sakaba, 2008; Stanley, 2016). Durch die Anwesenheit vieler
kalziumbindender Molekile besteht an Synapsen eine hohe Pufferkapazitéat fur Kalzium, so
dass die Erhohung der Kalziumkonzentration sehr kurzlebig ist (sub-Millisekunden Zeitskala)
und nur in rdumlicher Nahe (sub-Mikrometer Skala) zu den spannungsgesteuerten
Kalziumkanalen groR genug ausfallt, um ausreichende Konzentrationen zu erreichen, um den
vesikuldren Kalziumsensor (Synaptotagmin) zu aktivieren (Borst and Sakmann, 1996;
Guerrier and Holcman, 2018; Helmchen et al., 1997; Klingauf and Neher, 1997; Meinrenken
et al., 2002; Nakamura et al., 2015; Naraghi and Neher, 1997; Neher and Augustine, 1992;
Scott and Rusakov, 2006; Stern, 1992). Berlcksichtigt man zudem, dass dieser Sensor mit
fiinffacher Kooperativitat Kalzium bindet, ergibt sich ein &ulerst steiles raumliches pV: Profil
(Bohme et al., 2018; Eggermann et al., 2012; Keller et al., 2015; Meinrenken et al., 2002).
Daher besteht ein groRes Interesse darin, die genauen topologischen Beziehungen zwischen

spannungsgesteuerten Kaliziumkandlen und vesikularen Freisetzungsstellen quantitativ zu
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bestimmen. Allerdings ist dies experimentell sehr schwierig, was nicht zuletzt an den
begrenzten Methoden liegt, mit denen die relevanten Distanzen auf der Nanometerskala
gemessen werden kénnen. Auch war es lange Zeit schwierig, Kalziumkanéle zu markieren,
ohne deren Funktion zu beeintrachtigen. Zudem war die molekulare Zusammensetzung der
Neurotransmitter Freisetzungsstellen ebenfalls lange unbekannt. Ein nutzlicher Ansatz war
jedoch die computerbasierte Simulation der synaptischen Kalziumtransienten kombiniert mit
der mathematische Modellierung der Transmitterfreisetzung um diese Beziehung
abzuschatzen (Bollmann et al., 2000; Meinrenken et al., 2002; Schneggenburger and Neher,
2000). Diese Ansatze wurden in den letzten Jahren weiter verfeinert, und ermdglichten eine
genauere Abschatzung der topologischen Beziehungen, beispielsweise durch Manipulation
der Kalziumpuffer und der quantitativen Beschreibung der Positionen von (jeweils) den
Kalziumkanélen und/oder gedockten Vesikeln (Arai and Jonas, 2014; Keller et al., 2015;
Nakamura et al., 2015; Pangrsic et al., 2015; Reddy-Alla et al., 2017; Schmidt et al., 2013;

Vyleta and Jonas, 2014).

Da wir in 2.2 Unc13 als molekularen Marker der Neurotransmitter Freisetzungsstellen
identifizieren konnten und die Positionierung der spannungsgesteuerten Kalziumkanéle im
Zentrum der Synapsen der Neuromuskuldren Endplatte bekannt sind (Bohme et al., 2016;
Fouquet et al., 2009; Reddy-Alla et al., 2017), konnte in 2.5 deren Distanzprofil direkt
quantitativ beschrieben werden. Eine Analyse mittels hochauflésender STED-Mikroskopie
zeigte &hnliche Kopplungsdistanzen zwischen (M)Uncl3 und den spannungsgesteuerten
Kalziumkanélen wie die elektronenmikroskopische Analyse der Distanzen gedockter Vesikel
zum Synapsenzentrum (wo die spannungsgesteuerten Kalziumkanéle anzufinden sind
(Fouquet et al., 2009)) (Kobbersmed et al., 2020). Die von uns erhobenen Daten legten nahe,
dass anders als in klassischen Simulationsstudien angenommen (Bohme et al., 2016;
Meinrenken et al., 2002; Nakamura et al., 2015), die Verteilung der Kopplungsdistanzen sehr

heterogen ist (Kobbersmed et al., 2020). Daraus resultiert eine stark heterogene
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Freisetzungswahrscheinlichkeit der so verteilten Freisetzungsstellen. Mittels stochastischer
Simulationen konnten wir zeigen, dass dies direkte Effekte auf die Kurzzeitplastizitat der
Synapse hat, was hier vor allem die Fazilitierung betraf. Unterschiedliche Modelle der KZF
wurden untersucht und mit Experimentaldaten verglichen. Wir konnten zeigen, dass
angesichts heterogener Freisetzungswahrscheinlichkeiten KZF Modelle, denen lediglich eine
Erhoéhung von pV; als Fazilitierungsmechanismus zu Grunde liegt, nicht in Einklang mit den
experimentellen Beobachtungen gebracht werden konnten. Zweierlei Probleme traten hierbei
zu Tage: Zum einen fiel die Faszilitierung in diesen Modellen viel schwacher aus als
experimentell beobachtet, zum anderen sagten diese Modelle eine viel hdhere Variabilitat der
synaptischen Signale voraus als im Experiment gemessen wurde. Daher postulierten wir einen
alternativen Mechanismus: Eine schnelle, Kalziumvermittelte Aktivierung/Besetzung von
Freisetzungsstellen. Solch ein Mechanismus zeigte sich in Simulationen als gut geeignet, um
die experimentell beobachtete KZF und synaptische Variabilitit in Einklang mit der
natlrlichen Heterogenitat der Kopplungsdistanzen zu bringen (Kobbersmed et al., 2020). Da
ein ahnlicher KFZ Mechanismus kurzlich fur zentrale Saugetiersynapsen gezeigt wurde
(Malagon et al., 2020), konnte dies ein Uber Speziesgrenzen hinweg konservierter

Mechanismus sein.

Die hier vorgestellten experimentellen und theoretischen Arbeiten beschreiben den
prinzipiellen  Aufbau und die physiologischen Eigenschaften der vesikuléren
Freisetzungsstellen fur chemische Transmitter, die auch eine wichtige Rolle in der zeitlichen
Regulation der Ubertragungsstarke spielen. (M)Unc13 wurde als essentielles Protein der
Freisetzungsstellen identifiziert (2.2). Das in 2.1 vorgestellte SPM postuliert eine wichtige
Rolle einer Kalziumabhangigen Reaktion in der Transmitterfreisetzung bevor Synaptotagmin
Kalziumabhéngig die Vesikelfusion auslést. Mechanistisch kodnnte dies mit einer
Kalziumvermittelten Besetzung der Freisetzungsstellen einhergehen und in 2.1 eine postuliere

ich hierfiir eine katalytische/kinetische Funktion postulierte. In 2.5 postuliere ich hingegen
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eine stabilisierende/thermodynamische Funktion. Beide Mechanismen sind denkbar und
schlieRen sich nicht gegenseitig aus. In der Tat wurden in jingeren Studien Hinweise auf
beide Funktionen im Hinblick auf (M)Unc13 erbracht, denn es wurde gezeigt, dass es die
Bildung des neuronalen SNARE Komplex Kkatalysiert und diesen dartiber hinaus stabilisiert

(Heetal., 2017; Ma et al., 2013).

Die Studien in 2.3, 2.4 und 2.5 zeigten, dass (M)Unc13 auf verschiedenen Zeitskalen
reguliert werden kann, um die Transmitterausschittung zu modulieren: Innerhalb von
Millisekunden koénnte eine Veranderung der Aktivitat/Besetzung der Freisetzungsstellen zur
synaptischen KZF beitragen (2.5). Auf einer dhnlichen Zeitskala erhoht PI(4,5)P2 innerhalb
von Sekunden abhéngig von (M)Uncl13 die Transmitterfreisetzung aus chromaffinen Zellen
(2.3). Hingegen erhéht PHP durch zwei unterscheidbare -aber jeweils Uncl3-abhéngige-
Mechanismen die Transmitterausschuttung innerhalb von Minuten und konsolidiert dies tUber
Stunden und Tage (2.4). Evolutionar sind neben der MUN Domane, die fiir die Vesikelfusion
essentiell ist (Basu et al., 2005; Stevens et al., 2005) auch regulatorische Domanen
hochkonserviert (Bohme et al., 2018; Dittman, 2019). Diese vermitteln Interaktionen mit
Proteinen der synaptischen Zytomatrix (RIM, RBP, BRP), Kalzium/Calmodulin und den
Signallipiden DAG und PI(4,5)P,. Diese Doménen sind sowohl fir die grundlegende
Transmitterfreisetzung als auch fir deren plastische Regulierung essentiell (Basu et al., 2005;
Camacho et al., 2017; Deng et al., 2011; Dulubova et al., 2005; Junge et al., 2004; Kawabe et
al., 2017; Lipstein et al., 2013; Liu et al., 2016; Michelassi et al., 2017; Sakamoto et al., 2018;
Shin et al., 2010; Stevens et al., 2005; Yang et al., 2015). Zusammenfassend l&sst sich sagen,
dass sowohl die Zeitspannen auf denen (M)Uncl13 reguliert wird, als auch die molekularen
Signale, die dies auslosen (Kalzium, Signallipide) und deren Ursprung (prad- und
postsynaptisch) duBerst divers sind. Dies legt eine ungewdhnliche Konvergenz diverser
regulatorischer Routen auf dieses zentrale synaptische Protein nahe, das besonders geeignet

scheint, als synaptischer ,,gatekeeper die Transmitterfreisetzung dynamisch zu steuern.
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4 Zusammenfassung

In den hier vorgestellten Forschungsarbeiten widme ich mich den Freisetzungsstellen fir
chemische Transmitter in zwei Modellsystemen, Maus chromaffinen Zellen und der

Neuromuskularen Endplatte von Drosophila melanogaster Larven.

In der Studie 2.1 entwickelte ich ein neues gquantitatives mathematisches Modell, das
detaillierte Einblicke in die Reaktionsgeschwindigkeiten und molekularen Abhéngigkeiten der
Transmitterfreisetzung lieferte. In diesem Model wurde die Hypothese getestet, ob
sequenzielle, Kalziumkatalysierte Reaktionen im Vesikel Priming urséchlich fur die
beobachtete biphasische Freisetzung des RRP sein kénnen, was der Fall ist. Im Vergleich zu
klassischen Modellen mit zwei unabhéngigen (parallelen) Fusionsreaktionen mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit waren beide Modelle ahnlich gut geeignet, um die
Transmitterfreisetzung aus wildtypischen Maus chromaffinen Zellen zu beschreiben.
Allerdings konnten durch das neue, sequenzielle Modell, Effekte der Mutation des
vesikularen SNARE Proteins Synaptobrevin-2 etwas leichter (durch die Anpassung weniger
Parameter) interpretiert werden und die Kalzium-beschleunigte Wiederauffullung des RRP

nach einem Stimulus genauer vorhergesagt werden.

In der Studie 2.2 identifizieren wir die molekulare Identitdt von synaptischen
Freisetzungsstellen an der glutamatergen neuromuskuldren Endplatte von Drosophila
melanogaster Larven. Diese Freisetzungsstellen limitieren die Neurotransmitterfreisetzung.
Obwohl ihre Existenz tber 50 Jahre bekannt war, war ihre molekulare Identitdt unbekannt
geblieben. Mit Hilfe von genetischen Experimenten, elektrophysiologischen Messungen,
Lebendmikroskopie und hochauflésender Mikroskopie beschreiben wir eine essentielle Rolle

des evolutionér konservierten (M)Unc13 Proteins hierfur.

In der Studie 2.3 identifizieren wir eine hierarchische Sequenz molekularer

Reaktionen, die eine Erhohung der Neurotransmitterfreisetzung ermdoglichen. An der
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Drosophila melanogaster neuromuskuléern Endplatte zeigen wir, dass PHP von (M)Uncl3
abhangt. Mit Hilfe hochauflésender Mikroskopie und neuer Algorithmen zur Untersuchung
der Ultrastruktur von Synapsen entdeckten wir, dass Synapsen wahrend PHP schnell
umgestaltet werden konnen und zeitlich zwei Potenzierungsphasen unterschieden werden
konnen: Die schnelle Potenzierung beruht zunédchst auf dem verfligbaren prasynaptischen
Material. Aber dann erfolgt innerhalb von Minuten die zusatzliche Inkorporation mehrerer
Proteine ins Zentrum der Synapsen. Dies ist erforderlich, um die Potenzierung (ber einen
Zeitraum von Stunden bis Tagen aufrechtzuerhalten. Wir zeigen, dass sowohl die akute als
auch die langanhaltende Phase der PHP von Uncl3 abhdngen und dass die selektive
Manipulation Unc13s im Fliegenhirn die Gedachtnisbildung stort, was darauf hindeutet, dass
dieses Protein in mehreren Formen der Plastizitat fungiert, einschlieRlich derjenigen, die zum

Lernen benotigt werden.

In der Studie 2.4 stellen wir das erste schnelle und lichtinduzierte Lipid-Uncaging des
Signallipids P1(4,5)P2 vor. Dies wurde mit schnellen elektrophysiologischen Aufzeichnungen
der Neurosekretion kombiniert. Wir zeigten eine rasche Regulation (<1 s) der
Transmitterfreisetzung durch PI1(4,5)P, und identifizierten in genetischen Experimenten

Synaptotagmin und (M)Unc13 als essentielle Proteine dafir.

In der Studie 2.5 untersuchten wir quantitativ die Verteilung der Distanzen zwischen
synaptischen Freisetzungsstellen und spannungsgesteuerten Kalziumkanélen. Wir konnten
zeigen, dass die Verteilung stark heterogen ist und dass dies direkte Effekte auf
Kurzzeitplastizitit an der Synapse hat. Mittels stochastischer Simulationen wurden
unterschiedliche Modelle der KZF untersucht und mit Experimentaldaten verglichen. Unsere
Ergebnisse legen nahe, dass die Variabilitat synaptischer Antworten und KZF am ehesten
durch eine schnelle Regulation der partizipierenden synaptischen Freisetzungsstellen

erklarbar sind.
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Durch die hier vorgestellten Studien wurden viele Erkenntnisse zum molekularen
Aufbau, der Funktion und Regulation synaptischer Freisetzungsstellen gewonnen. Anders als
zundchst erwartet, zeichnet sich zum jetzigen Zeitpunkt ab, dass Freisetzungsstellen
hochdynamisch durch Kalzium und Signallipide reguliert werden kénnen. Zukinftige Studien
konnen physiologisch wichtige Erkenntnisse zu den molekularen Mechanismen liefern und
wie diese synaptische Transmission auf verschiedenen Zeitskalen fiir Signalverarbeitung,

Homoostase und Gedéchtnisbildung modulieren.
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