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1 Einleitung 

 

1.1 Das Gehirn 

Beim Lesen dieser Zeilen ist das Gehirn mit einer Vielzahl von Prozessen befasst. 

Wie wir heute wissen, sind verschiedene Gebiete des Gehirns für recht spezifische 

Aufgaben zuständig. So ist zum Beispiel der visuelle Cortex mit der Verarbeitung der 

visuellen Informationen dieses Textes befasst, der motorische Cortex tritt in Aktion, 

wenn die Hand bewegt wird, um die Seiten umzublättern. Die Theorie, dass das Ge-

hirn in diskrete Regionen unterteilt ist, die unterschiedliche mentale Funktionen kon-

trollieren, geht auf den deutschen Mediziner Franz Josef Gall zurück. In seinem 

pseudowissenschaftlichen Ansatz, der Phrenologie, ordnete er gegen Ende des 18. 

Jahrhunderts diskreten Gehirnregionen spezialisierte Funktionen wie Glaube, Hoff-

nung, Selbstvertrauen etc. zu. War Galls Unterteilung des Gehirns in funktionelle 

Regionen noch recht willkürlich, so entwickelte sich in den folgenden Jahrzehnten 

eine immer genauere Kartierung der funktionellen Bereiche des menschlichen Ge-

hirns. Diese wurden meist durch Verletzungen bestimmter Bereiche des Gehirns und 

dem daraus resultierenden Verlust von Funktionen aufgedeckt. So beobachtete Paul 

Broca in post mortem Untersuchungen an Patienten, denen die Fähigkeit zum Spre-

chen fehlt, obwohl sie Sprache verstehen können, dass sie Läsionen im hinteren Be-

reich des Frontallappens besaßen. Er folgerte, dass dieses Gebiet für das Artikulie-

ren von Sprache zuständig ist. Karl Wernicke untersuchte einige Jahre später Pa-

tienten, die im Gegensatz zu Brocas Patienten zwar sprechen konnten, Gesproche-

nes aber nicht verstanden. Wernicke konnte eine Region im hinteren Bereich des 

Temporallappens lokalisieren, die für das Verständnis von Sprache notwendig ist. 

Auf diese Weise wurden immer mehr funktionelle Regionen des Gehirns lokalisiert. 

Wie wir heute wissen, sind es aber nicht nur einzelne Regionen des Gehirns, die bei 

bestimmten Prozessen in Aktion treten, vielmehr ist es das Zusammenspiel vieler 

Regionen, die dem Gehirn seine Fähigkeiten verleihen. Für das Verständnis und die 

Bildung von Sprache sind z.B. viele weitere als die von Broca und Wernicke ent-

deckten Regionen und deren komplexes Zusammenspiel essentiell (Ojemann 1995).  
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1.1.1 Neuronen 

Zur Jahrhundertwende des 19./20. Jahrhunderts wurde von Korbinian Brodmann ein 

grundlegend anderes System zur Kartierung des Gehirns angewendet. Durch Unter-

suchungen der zellulären Beschaffenheit des Gehirns unterteilte er das Gehirn in 52 

anatomisch und funktionell unterschiedliche Regionen. Zur gleichen Zeit fertigten 

Camillo Golgi und Santiago Ramón y Cajal die ersten detaillierten Beschreibungen 

von Nervenzellen an und schufen somit den Grundstein dafür, Neuronen als grund-

legende Bausteine des Nervensystems zu betrachten, die mit ihren Verbindungen 

die Funktionen des Gehirns ermöglichen (Neuronendoktrin). Neuronen unterschei-

den sich von anderen Zelltypen, denn sie besitzen neben dem Zellkörper mehrere 

kurze Ausläufer, die Dendriten, und einen bis zu drei Meter langen Ausläufer, das 

Axon. Das menschliche Gehirn besteht aus etwa 100 Milliarden (1011) Neuronen. 

Diese sind durch mehr als 150.000 km myelinisierte Nervenfasern miteinander ver-

bunden. Jedes der 100 Milliarden Neuronen des Gehirns bildet im Durchschnitt etwa 

1000 Synapsen. Das menschliche Gehirn besitzt demnach ca. 100 Billionen (1014) 

Synapsen. Wie weiter unten beschrieben, ist jede dieser Synapsen individuell in ei-

nem weiten Bereich regulierbar. Die resultierende Komplexität der möglichen Ver-

schaltungen und die individuelle Regulierung der einzelnen Synapsen bilden die 

Grundlage für die Leistungs- und Anpassungsfähigkeit des Gehirns. 

 

1.1.2 Synaptische Signalübertragung 

Die Weitergabe von Informationen zwischen Nervenzellen erfolgt über Synapsen. Im 

zentralen Nervensystem handelt es sich dabei meist um chemische Synapsen, in 

denen elektrische Signale in chemische Signale in Form von Neurotransmittern 

übersetzt werden. Den sendenden Teil einer Synapse bildet das dem Axon entsprin-

gende präsynaptische Endknöpfchen. Hier sind die Neurotransmitter, die je nach Sy-

napsentyp variieren können, in synaptischen Vesikeln mit einem Durchmesser von 

ca. 40 nm gelagert. Getrennt durch den 20-40 nm breiten synaptischen Spalt befin-

det sich die Postsynapse exakt gegenüber der Präsynapse. Wird diese durch ein Ak-

tionspotential depolarisiert, so erfolgt nach Einstrom von Ca2+-Ionen die Freisetzung 

von Neurotransmittern durch Exozytose synaptischer Vesikel (Del Castillo und Stark, 

1952; Fatt und Katz, 1952; Katz und Miledi, 1967). Die Transmitter diffundieren durch 

den synaptischen Spalt zur Postsynapse, wo sie Rezeptorkanäle aktivieren und so-
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mit ein Aktionspotential auslösen können (Abbildung 1). Um eine schnelle regulierte 

Signalübertragung zu ermöglichen, müssen alle Vorgänge an der Synapse räumlich 

und zeitlich exakt koordiniert sein. Die hierfür spezialisierten Regionen lassen sich 

elektronenmikroskopisch sowohl an der Prä- als auch an der Postsynapse als 

elektronendichte Regionen erkennen, die einander genau gegenüberliegen. Dort sind 

die für die synaptische Signalübertragung notwendigen Proteine akkumuliert. Die 

elektronendichte, proteinreiche Region der Postsynapse, in der sich unter anderem 

die Rezeptorkanäle befinden, wird PSD (postsynaptic density) genannt. Die entspre-

chende Region der Präsynapse, an der die Freisetzung von Neurotransmittern er-

folgt, wird als aktive Zone bezeichnet (Couteaux und Pecot-Dechavassine, 1970). 

Um die exakte räumliche Anordnung der signalübermittelnden präsynaptischen akti-

ven Zone und der empfangenden postsynaptischen PSD zu gewährleisten, sind 

diese durch zahlreiche Adhäsionsproteine (z.B. N-Cadherin/Catenin, CNR, !-Neure-

xin/Neuroligin) fest miteinender verbunden und lassen sich biochemisch nur sehr 

schwer voneinander trennen (Brose, 1999; Phillips et al., 2001). 

 

1.1.3 Die Präsynapse 

1.1.3.1 Die aktive Zone 

Bereits in frühen elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde der extrem or-

ganisierte, gerüstartige Aufbau der aktiven Zone beschrieben (Akert et al., 1969; 

Pfenninger et al., 1972). Hier befindet sich die Proteinmaschinerie, die auf eine 

schnelle regulierte Freisetzung von Neurotransmittern spezialisiert ist (Phillips et al., 

2001). Diese besteht unter anderem aus den großen Multidomänenproteinen Pic-

colo, Bassoon (Cases-Langhoff et al., 1996; tom Dieck et al., 1998), Munc13 

(Augustin et al., 1999a; Brose et al., 1995) und RIM, Rab3-interacting molecules 

(Wang et al., 1997; Wang und Sudhof, 2003; Wang et al., 2000), die miteinander und 

mit vielen anderen synaptischen Proteinen interagieren und somit ein komplexes 

Netzwerk an der aktiven Zone bilden. 

  

1.1.3.2 Der Vesikelzyklus 

In unmittelbarer Nähe der aktiven Zone befindet sich eine Vielzahl gleich großer sy-

naptischer Vesikel. Sie werden durch aktiven Transport entlang eines elektrochemi-

schen Gradienten, der durch eine vesikuläre Protonenpumpe geschaffen wird, mit 
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Neurotransmittermolekülen befüllt (Maycox et al., 1988) und dann zur aktiven Zone 

befördert.  

In einem weiteren Schritt werden die Vesikel zunächst an die Plasmamembran 

gedockt und schließlich in einem Reifungsprozess, der in der englischsprachigen 

Literatur auch priming genannt wird, durch Munc13 (siehe 1.1.5) und andere Proteine 

in einen fusionskompetenten Zustand versetzt (Sudhof, 1995). Nur fusionskompe-

tente Vesikel können als Antwort auf einen durch Depolarisation der Zellmembran 

ausgelösten Ca2+-Einstrom mit der Zellmembran fusionieren und somit ihre Ladung 

an Neurotransmittern in den synaptischen Spalt freigeben (Abbildung 1). Die Not-

wendigkeit für einen priming-Schritt ergibt sich unter anderem aus der Tatsache, 

dass die Freisetzung der Neurotransmitter nur etwa 200 µs nach dem Einstrom von 

Ca2+ erfolgt (Llinas et al., 1981). Eine derartig schnelle Reaktionszeit ist nur möglich, 

Abbildung 1: Der synaptische Vesikelzyklus. Synaptische Vesikel entstehen durch Abschnürung aus frühen 

Endosomen. Sie werden mit Transmittern befüllt und zur aktiven Zone, einem für Exozytose spezialisierten 

Bereich der Plasmamembran, transportiert und dort gedockt. In einem Reifungsschritt, an dem Munc13-Proteine 

beteiligt sind, müssen die Vesikel in einen fusionskompetenten Zustand überführt werden. Nur dann können sie 

nach Einstrom von Ca2+-Ionen innerhalb von Mikrosekunden mit der Plasmamembran fusionieren und ihre 

Transmitterladung in den synaptischen Spalt freigeben. Nach erfolgter Exozytose wird die Vesikelmembran dem 

Zyklus durch verschiedene Rückgewinnungsprozesse wieder zugeführt (modifiziert nach Sudhof, 1995). 
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wenn ein Großteil der notwendigen Proteinmaschinerie bereits so weit vorbereitet ist, 

dass die Exozytose sofort nach Eintreffen des Ca2+-Signals ausgelöst werden kann.  

Damit stets ausreichende Mengen an synaptischen Vesikeln vorhanden sind, und 

damit die Membranfläche der Präsynapse nicht stetig anwächst, durchlaufen diese 

einen synaptischen Vesikelzyklus (Bennett und Scheller, 1994; Sudhof, 1995; 

Sudhof, 2000; Sudhof, 2004), wie er in Abbildung 1 skizziert ist. Nach Ausschüttung 

der Neurotransmitter wird die Vesikelmembran durch verschiedene Rückgewin-

nungsprozesse wieder dem Vesikelzyklus zugeführt. Als besonders schnelle Vor-

gänge wurden hierfür zwei Mechanismen postuliert, bei denen die Vesikel entweder 

direkt an der aktiven Zone verbleiben und dort wieder mit Neurotransmittern beladen 

werden (kiss-and-stay), oder einem schnellen lokalen Rückgewinnungsprozess (kiss-

and-run) zugeführt werden (Barker et al., 1972; Ceccarelli et al., 1973; Pyle et al., 

2000; Stevens und Williams, 2000). Ein wesentlich langsamerer Vorgang ist die 

Rückgewinnung der Vesikelmembran durch Clathrin-vermittelte Endozytose (Heuser 

und Reese, 1973). Auf diese Weise endozytotisch aufgenommene vesikuläre Lipid- 

und Proteinkomponenten werden über ein endosomales Intermediat sortiert. Aus 

diesem entstehen durch Knospung neue synaptische Vesikel, die dem Zyklus wieder 

zugeführt werden. In neueren Untersuchungen konnte durch Markierung synapti-

scher Vesikel mit SynaptopHluorin, einem Fusionsprotein von vesikulärem VAMP 2 

(Synaptobrevin 2) und pH-sensitivem EGFP, oder mit dem Styrylfarbstoff FM1-43 

gezeigt werden, dass zumindest ein großer Teil der Vesikel nach erfolgter Endozy-

tose in einem langsamen Prozess in den Reservevorrat (siehe 1.1.3.3) an Vesikeln 

eintritt (Li et al., 2005; Rizzoli und Betz, 2004). 

 

1.1.3.3 Unterschiedliche Vesikelvorräte 

Insgesamt lassen sich drei verschiedene Vorräte an Vesikeln unterscheiden. Elektro-

nenmikroskopisch sind in individuellen Präsynapsen hippocampaler Neuronenkultu-

ren 5-10 gedockte Vesikel identifizierbar, die sich direkt an der aktiven Zone befinden 

(Schikorski und Stevens, 1997). Sowohl mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer 

Untersuchungen (Murthy et al., 2001; Murthy und Stevens, 1999; Schikorski und 

Stevens, 2001) als auch in elektrophysiologischen Studien unter Verwendung 

hypertonischer Saccharoselösung (Rosenmund und Stevens, 1996) wurde eine An-

zahl an fusionskompetenten Vesikeln identifiziert, die vergleichbar mit der Anzahl 

gedockter Vesikel ist. Die an der Plasmamembran der aktiven Zone gedockten Vesi-
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kel scheinen demnach einem sofort freisetzungsfähigen Vorrat an fusionskompeten-

ten Vesikeln (readily releasable pool, RRP) zu entsprechen, auch wenn neuere Un-

tersuchungen dieser weit verbreiteten Ansicht widersprechen (Rizzoli und Betz, 

2004). Ausschaltung von bestimmten Proteinen der aktiven Zone, wie z.B. von 

Munc13 (Augustin et al., 1999b) oder Munc18 (Verhage et al., 2000), führt zur 

Elimination aller fusionsfähigen Vesikel, obwohl morphologisch gedockte Vesikel in 

normaler Zahl an der Plasmamembran der aktiven Zone vorhanden sind. Nach dem 

Docken müssen die Vesikel also in einem weiteren, morphologisch nicht erkennba-

ren Schritt, in einen fusionskompetenten Zustand überführt werden. Diese Untersu-

chungen unterstützen die weiter oben postulierte Notwendigkeit eines priming-

Schritts.  

Die Wahrscheinlichkeit der Fusion eines einzelnen Vesikels ist recht gering, in 

Neuronen des Hippocampus führen nur 10-20 % der Aktionspotentiale zur Freiset-

zung von Neurotransmittern (Dobrunz und Stevens, 1997). Die Freisetzungswahr-

scheinlichkeit einer Synapse ist also umso höher, je größer ihr Vorrat an fusionskom-

petenten Vesikeln ist. Wird dieser Vorrat durch wiederholte Stimulation entleert, so 

reduziert sich die Freisetzungsrate. Die Vesikel werden dann aus einem langsamer 

freisetzbaren Reservevorrat (reserve pool) rekrutiert, der etwa 17-20 Vesikel enthält 

(Murthy und Stevens, 1999). Von den insgesamt etwa 200 Vesikeln hippocampaler 

Synapsen sind also weniger als 30 aktiv, der verbleibende Vorrat an Vesikeln wird 

daher als ruhender Vorrat (resting pool) bezeichnet (Schikorski und Stevens, 1997). 

Der ruhende Vorrat wird nur bei extensiver Stimulation rekrutiert, auch Stimulation 

mit "-Latrotoxin, dem Gift der Schwarzen Witwe (Latrodectus mactans), führt zur 

Freisetzung sämtlicher Vesikelvorräte der Synapse (Ceccarelli und Hurlbut, 1980). 

Es wird vermutet, dass der ruhende Vorrat bei Vergrößerung der Synapse herange-

zogen wird oder als Zwischenlager für fehlerhafte Vesikel dient (Sudhof, 2000).  

Die Verteilung der Vesikelvorräte kann in anderen Synapsentypen als in den hier 

beschriebenen Synapsen hippocampaler Neuronen unterschiedlich sein. Präynapsen 

neuromuskulärer Endplatten besitzen z.B. keinen ruhenden Vorrat, hier befinden sich 

20 % der Vesikel im sofort freisetzbaren Vorrat und 80 % im Reservevorrat (Richards 

et al., 2003). Unterschiedliche Anforderungen an das Freisetzungsverhalten von Sy-

napsen könnten demnach durch unterschiedliche Ausstattung der verschiedenen 

Vesikelvorräte erfüllt werden.  
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1.1.4 Molekulare Grundlagen der Exozytose an der aktiven Zone 

1.1.4.1 Aufbau der aktiven Zone 

Im Gegensatz zu vielen anderen sekretorischen Vorgängen ist die Exozytose synap-

tischer Vesikel auf einen abgegrenzten Bereich, die aktive Zone, beschränkt. Die 

Proteine der aktiven Zone sind auf eine schnelle regulierte Exozytose spezialisiert. 

Durch die räumliche Nähe zum Empfangsapparat der Postsynapse ist eine schnelle 

und verlustarme Übertragung von Signalen möglich. Wie bereits erwähnt, besitzt die 

Proteinmatrix der aktiven Zone einen extrem organisierten Aufbau. Im Elektronen-

mikroskop lassen sich elektronendichte Partikel mit einem Durchmesser von etwa 50 

nm erkennen, die mit einem Abstand von etwa 100 nm in einem regelmäßigen Netz-

werk angeordnet und durch Fibrillen miteinander verbunden sind (Akert et al., 1969; 

Pfenninger et al., 1972). Die Freiräume dieses Netzwerkes entsprechen in etwa der 

Größe synaptischer Vesikel. Pfenninger et al. (1972) beobachteten dort ferner Ver-

tiefungen, die von anhaftenden Vesikeln stammen könnten. Man vermutet daher, 

dass dieses Netzwerk der Ausrichtung und dem Docken von Vesikeln dienen könnte. 

Auch die von Triller und Korn beobachtete aktivitätsabhängige Ausdehnung der Frei-

räume des Netzwerkes spricht dafür, dass in diesem Bereich Exozytose und damit 

eine Vergrößerung der Membranoberfläche stattfindet (Triller und Korn, 1985). Durch 

massenspektroskopische Untersuchungen der Komponenten des Proteinnetzwerkes 

der aktiven Zone konnten Proteine wie Munc-18, Clathrin, Dynamin und NSF identi-

fiziert werden, von denen bekannt ist, dass sie an der Exo- und Endozytose synapti-

scher Vesikel beteiligt sind (Phillips et al., 2001). Zusätzlich zu den Partikeln des 

präsynaptischen Netzwerkes wurden Filamente beobachtet, die von der Plasma-

membran der aktiven Zone bis tief in die Präsynapse reichen (Landis et al., 1988). 

Diese könnten dazu dienen, die synaptischen Vesikel zu der Proteinmaschinerie der 

aktiven Zone zu führen. Hier werden die Vesikel dann in den Freiräumen des Prote-

innetzwerkes der aktiven Zone an die Plasmamembran gedockt und sind, nachdem 

sie in einen fusionskompetenten Zustand versetzt wurden, bereit für die Ca2+-indu-

zierte Exozytose der Neurotransmitter (Phillips et al., 2001). 

Die molekularen Grundlagen der Vorgänge an der Plasmamembran der aktiven 

Zone sind nicht vollständig aufgeklärt. Neben hochkonservierten Proteinen, die eine 

Vielzahl intrazellulärer Membranfusionsprozesse sowohl in einfachen Organismen, 

wie z.B. Hefen, als auch in Synapsen höherer Lebewesen ermöglichen, finden sich 
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hier zusätzlich synapsenspezifische Proteine, die diese generelle Fusionsmaschine-

rie regulieren und koordinieren. Zur den hochkonservierten Proteinen gehören Pro-

teinfamilien wie SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment pro-

tein receptors), NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor), Munc18 (Sec1 in Hefen), 

Rab GTPasen und Proteine des Exocyst-Komplexes (Li und Chin, 2003). Zu den sy-

napsenspezifischen Proteinen der aktiven Zone, welche die besonderen Anforderun-

gen an Regulierbarkeit, Geschwindigkeit und Lokalisierung der synaptischen Trans-

mitterfreisetzung ermöglichen, gehören unter anderem Munc13, RIM (Rab3-interac-

ting molecule), Piccolo, Bassoon, Synaptotagmin und Complexin (Li et al., 2005; 

Sudhof, 2004). Diese Proteine gehen Bindungen untereinander und mit diversen 

anderen synaptischen Proteinen ein und bilden einen großen Komplex an der aktiven 

Zone (Dresbach et al., 2001).  

 

1.1.4.2 SNARE-Proteine 

SNARE-Proteine sind essentiell für effektive Membranfusion (Sollner et al., 1993a); 

vieles sogar deutet darauf hin, dass SNARE-Proteine eine minimale Fusionsmaschi-

nerie bilden, die zumindest in-vitro sämtliche Schritte von der Erkennung der Ziel-

membran bis zur Membranfusion bewerkstelligen kann (Hu et al., 2003; Weber et al., 

1998). SNARE-Proteine sind eine Superfamilie membranassoziierter Proteine unter-

schiedlichster Größe und Struktur. Sie alle besitzen jedoch als gemeinsames Struk-

turmerkmal das SNARE-Motiv, eine ca. 60 Aminosäuren große "-helikale coiled-coil-

Domäne (Jahn und Sudhof, 1999; Rizo und Sudhof, 2002; Rothman, 1994; Weimbs 

et al., 1997). Wenn vesikuläre SNARE-Proteine auf geeignete SNARE-Proteine der 

Zielmembran treffen, so lagern sie sich spontan zum core-Komplex, einem Bündel 

aus vier ineinander verschlungenen Helices zusammen, bei denen die einzelnen 

SNARE-Motive parallel zueinander angeordnet sind (Hanson et al., 1997b; Lin und 

Scheller, 1997). Sie wurden daher ursprünglich, je nach Lokalisierung auf Vesikel- 

oder auf Zielmembranen, als v-SNARE (vesicular SNARE) oder als t-SNARE (target 

membrane SNARE) bezeichnet (Rothman, 1994). Später wurden sie anhand konser-

vierter Arginin- oder Glutamin-Positionen des SNARE Motivs in SNAREs in Qa-, Qb-, 

Qc- und R-SNAREs unterteilt (Fasshauer et al., 1998). Solange jeweils ein SNARE 

Motiv dieser vier Gruppen beteiligt ist, werden stabile core-Komplexe erhalten 

(Fasshauer et al., 1999).  
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Für die Fusion synaptischer Vesikel sind drei neurale SNAREs verantwortlich: An der 

Plasmamembran der aktiven Zone befinden sich Syntaxin (Qa) und SNAP25, wel-

ches zwei SNARE Motive enthält (Qb,Qc), an der vesikulären Membran befindet sich 

Synaptobrevin/VAMP (R). Die vier SNARE-Motive dieser Proteine lagern sich zu ei-

nem äußerst stabilen core-Komplex zusammen (Sollner et al., 1993b; Sutton et al., 

1998). Es wird vermutet, dass dieser Komplex reißverschlussähnlich gebildet wird. 

Beginnend mit den im Zytosol befindlichen Enden der SNARE-Proteine schließen 

sich die einzelnen Proteinstränge in Richtung der membrangebundenen Enden zum 

4-Helix-Strang des core-Komplexes zusammen. Die zu fusionierenden Membranen 

werden dabei aufeinander zu bewegt und schließlich in unmittelbare Nähe zueinan-

der gebracht (Hanson et al., 1997a; Lin und Scheller, 1997). 

Die essentielle Bedeutung der SNARE-Proteine für die synaptische Signalübertra-

gung wird deutlich, wenn einzelne Komponenten des core-Komplexes, z.B. durch 

Clostridientoxine, zerstört werden. Die Toxine von Clostridium botulinum und Clostri-

dium tetani sind Proteasen, die spezifisch Synaptobrevin, SNAP-25 oder Syntaxin 

spalten (Schiavo et al., 1994; Sudhof et al., 1993). Botulinumtoxine besitzen die 

höchste Toxizität aller bekannten Gifte, sie entstehen z.B. in schlecht konservierten 

Lebensmitteln. Beim Verzehr dieser Lebensmittel werden die Toxine aufgenommen 

und führen zu lebensgefährlichen Vergiftungen. Über die Blutbahn gelangt das Gift 

zum peripheren Nervensystem und hier in cholinergene präsynaptische Endknöpf-

chen, wo sie SNARE-Proteine spezifisch spalten (Brin, 1997). Abhängig vom Toxin 

führt dies dazu, dass der core-Komplex gar nicht oder nur unzureichend gebildet 

werden kann, oder dass die Membranverankerung des core-Komplexes zerstört wird 

(Hayashi et al., 1994). In jedem Falle führt dies zu einer Blockierung der Transmitter-

ausschüttung, was zur Signalunterbrechung an neuromuskulären Endplatten und 

damit zur Paralyse führt (Brin, 1997). Obwohl die Bildung eines funktionsfähigen 

core-Komplexes in den vergifteten Präsynapsen verhindert ist, lassen sich an den 

aktiven Zonen dieser Synapsen gedockte Vesikel erkennen (Dreyer et al., 1983; 

Hunt et al., 1994). Dies deutet darauf hin, dass SNARE-Proteine nicht am Prozess 

des Dockens beteiligt sind, sondern an einem darauf folgenden Schritt (el Far et al., 

1998). 
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1.1.4.3 Rekrutierung von Vesikeln zur aktiven Zone 

Vor der Bildung des core-Komplexes durch die SNARE-Proteine müssen die Vesikel 

zunächst in die Nähe der Plasmamembran der aktiven Zone gebracht und dort ge-

dockt werden. Von Bedeutung für die Regulation intrazellulären Membrantransports 

sind Rab-Proteine, von denen Rab3A besonders häufig auf synaptischen Vesikeln zu 

finden ist (Abbildung 2 A). Rab3 Proteine wechseln in einem Zyklus zwischen einer 

GTP-bindenden und einer GDP-bindenden Form (Geppert und Sudhof, 1998; Segev, 

2001), wobei sie als Rab3-GTP über eine Geranylgeranyl-Kette mit der Vesikel-

membran verbunden sind (Johnston et al., 1991) und an der Zielmembran Komplexe 

mit Rab-Effektorproteinen bilden (Whyte und Munro, 2002). Der am besten unter-

suchte Komplex solcher Effektorproteine ist der Exocyst, dessen acht untereinander 

interagierende Komponenten zunächst in Hefen identifiziert wurden (Novick et al., 

1980; TerBush et al., 2001; TerBush et al., 1996). Im Gegensatz zu SNARE-Protei-

nen ist der Exocyst spezifisch an den Stellen lokalisiert, an denen Fusion von Vesi-

keln mit der Plasmamembran stattfindet (Kee et al., 1997). Auch in höheren Organis-

men konnte ein vergleichbarer Exocyst identifiziert werden (Brymora et al., 2001; 

Hsu et al., 1996; Kee et al., 1997; Matern et al., 2001; Ting et al., 1995). Knock-out-

Mutanten von Drosophila (#sec 5p bzw. #sec10p) und Maus (#sec8p), denen Kom-

ponenten des Exocyst fehlen, sterben im frühen embryonalen Stadium (Andrews et 

al., 2002; Friedrich et al., 1997; Murthy et al., 2003). In genetischen Untersuchungen 

an Hefen konnte gezeigt werden, dass die Bildung des Exocyst vor der Bildung des 

core-Komplexes durch SNARE-Proteine stattfindet (Grote et al., 2000). Der Exocyst 

ist ein Effektorkomplex für das Rab Protein Sec4p, dieses wird als Sec4p-GTP zu 

Vesikeln rekrutiert. Dort reagiert es mit zwei Komponenten des Exocyst zu einem 

Subkomplex, der schließlich mit anderen membrangebundenen Komponenten zum 

fertigen Exocyst reagiert und somit einen Führungs- und Halteapparat für Vesikel 

bildet (Novick und Guo, 2002). Ein homolog zu Sec4p, und damit die Verbindung 

zwischen dem Exocyst und Rab-Proteinen in der Vesikelmembran konnte in Säuge-

tieren bisher nicht identifiziert werden. Ob der Exocyst eine Rolle bei der Rekrutie-

rung und/oder beim Docken von synaptischen Vesikeln spielt, ist nicht geklärt. Je-

doch konnte eine Interaktion mit vesikulären Ral (Ras like) Proteinen gezeigt werden, 

deren Inhibierung die Bildung des Exocyst und Ca2+-abhängige Exozytose in neuro-

endokrinen PC12-Zellen verhindert (Moskalenko et al., 2003). Der Exocyst ist somit 
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zumindest ein möglicher Vermittler der Rekrutierung und/oder des Dockens von Ve-

sikeln an der aktiven Zone. 

Weitere wichtige Rab-Effektorproteine der aktiven Zone sind die RIM-Proteine 

(Abbildung 2 A). Im Gegensatz zum Exocyst ist die Interaktion von RIM mit Rab3-

GTP dokumentiert (Wang et al., 1997). Da die Eliminierung von RIM in C. elegans 

und Maus jedoch zu schwerwiegenderen Phänotypen führt als die Eliminierung von 

Rab3A, ist anzunehmen, dass die Funktion der RIM-Proteine nicht auf die Interaktion 

mit Rab3 beschränkt ist (siehe unten).  

 

1.1.4.4 Reifung synaptischer Vesikel (priming) 

Wird in C. elegans das einzige RIM codierende unc-10 Gen ausgeschaltet, so führt 

dies zu einer Reduzierung des Vorrates an fusionskompetenten Vesikeln um 80 %, 

ohne die Menge gedockter Vesikel zu beeinflussen (Koushika et al., 2001). Im Ge-

hirn von Säugetieren werden im Gegensatz zu C. elegans zwei Isoformen exprimiert, 

RIM1 und RIM2. Knock-out-Mäuse, bei denen die abundanteste Isoform, RIM1, aus-

geschaltet ist, zeigen ebenfalls eine signifikante Reduzierung der Freisetzungswahr-

scheinlichkeit sowie eine veränderte Kurzzeitplastizität bei einer unveränderten 

Menge gedockter Vesikel (Schoch et al., 2002). RIM-Proteine scheinen demnach 

nach dem Docken von Vesikeln zu agieren. Der im Vergleich zu knock-out-Mutanten 

von für die Exozytose essentiellen Proteinen wie unc-13/Munc13-1 (Munc13-Proteine 

sind die Säugetierhomologen zu unc-13, siehe 1.1.5) relativ milde Phänotyp lässt 

vermuten, dass RIM-Proteine eine regulierende Rolle bei der Exozytose synaptischer 

Vesikel haben (Li und Chin, 2003).  

Ein wichtiges Merkmal der RIM-Proteine sind die zahlreichen Interaktionen mit an-

deren synaptischen Proteinen. Neben Rab3 binden RIM-Proteine Munc13-1 und 

ubMunc13-2 (Betz et al., 2001), SNAP25 (Coppola et al., 2001), Synaptotagmin 

(Coppola et al., 2001; Schoch et al., 2002), RIM-BP (Hibino et al., 2002; Wang et al., 

2000), Ca2+-Kanäle (Coppola et al., 2001), cAMP-GEFII (Ozaki et al., 2000), CAST 

(Ohtsuka et al., 2002) und Liprine (Cody et al., 1993). Diese Proteine bilden einen 

großen Komplex an der aktiven Zone. RIM-Proteine dienen dabei als Bindeglied für 

Proteine, die von Bedeutung für die Organisation der aktiven Zone sind (Liprine, 

CAST), für Proteine synaptischer Vesikel (Rab3 und Synaptotagmin) und für Proteine 

wie z.B. Munc13-1, die essentiell für die Transmitterfreisetzung sind (Schoch et al., 

2002). Störung der Interaktion von Munc13-1 und RIM führt zu einer drastischen Ab-
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nahme fusionskompetenter Vesikel, diese Interaktion scheint demnach von besonde-

rer Bedeutung für die Regulierung der Reifung synaptischer Vesikel zu sein (Betz et 

al., 2001). Munc13-Proteine sind essentiell für diese Reifung, ihre Bedeutung wird in 

Abschnitt 1.1.5 ausführlich behandelt.  

 

1.1.4.5 Regulierung der Bildung des core-Komplexes 

Unklar ist, an welcher Stelle während oder nach der Reifung synaptischer Vesikel die 

Bildung des core-Komplexes beginnt. Spezielle Proteine der aktiven Zone kontrollie-

ren die Bildung dieses Komplexes. So ist z.B. bekannt, dass das Q-SNARE Protein 

Syntaxin 1 durch Munc18 in einer geschlossenen Konformation stabilisiert wird (Ab-

bildung 2 A), in der Syntaxin 1 nicht mit anderen SNARE Komponenten reagieren 

kann (Dulubova et al., 1999; Misura et al., 2000; Yang et al., 2000). Die Bildung des 

core-Komplexes wird also durch Munc18 verhindert, es wurde deshalb ursprünglich 

als negativer Regulator der Membranfusion betrachtet (Pevsner et al., 1994; Schulze 

et al., 1994). In späteren Untersuchungen zeigte sich aber, dass die Ausschaltung 

des Gens für Munc18 in Mäusen zu einem kompletten Verlust der Transmitterfreiset-

zung führt (Verhage et al., 2000). Diese essentielle Bedeutung von Munc18 für die 

Transmitterfreisetzung steht in Kontrast zu den Beobachtungen, dass Munc18 die 

Interaktion von Syntaxin 1 mit den anderen SNARE-Proteinen verhindert. Den 

Munc18 Proteinen wurde auch Bedeutung bei Faltung oder Stabilisierung von Synta-

xin 1, bei der Regulierung der Fusionsporendynamik und beim Docken synaptischer 

Vesikel zugesprochen. Es ist bisher jedoch nicht gelungen, diese verschiedenen 

Funktionen von Munc18 mit einem molekularen Mechanismus zu erklären, vermut-

lich ist es an multiplen Schritten des Exozytoseprozesses beteiligt (Ciufo et al., 2005; 

Fisher et al., 2001; Rowe et al., 1999; Toonen et al., 2005; Voets et al., 2001; Yang 

et al., 2000). 

Ein weiteres Indiz dafür, dass Syntaxin 1 in einer offenen Konformation vorliegen 

muss, um mit den anderen SNARE Komponenten reagieren zu können, wurde bei 

der Überexpression einer solchen offenen Form in C. elegans Mutanten gezeigt, die 

keine funktionsfähigen Unc13- oder Unc10/RIM-Proteine exprimieren. Nach Einfüh-

rung der offenen Form von Syntaxin 1 konnte die blockierte Exozytose synaptischer 

Vesikel teilweise wiederhergestellt werden (Koushika et al., 2001; Richmond et al., 

2001). Diese Untersuchungen zeigen auch, dass unc-13/Munc13- (siehe 1.1.5) und 

Unc10/RIM-Proteine daran beteiligt sind, die Bildung der offenen Konformation von 
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Syntaxin 1 zu ermöglichen, vermutlich indem sie Syntaxin 1 binden und Munc18 ver-

drängen (Brose et al., 2000; Sassa et al., 1999). Die offene Form von Syntaxin 1 

kann dann mit den anderen SNARE Komponenten reagieren, was schließlich zur 

bereits erläuterten Formierung des core-Komplexes führt (Abbildung 2 A-C).  

 

1.1.4.6 Regulierte Membranfusion 

Auch nach der Formierung des core-Komplexes greifen synapsenspezifische Prote-

ine regulierend und optimierend ein. Die Bildung des core-Komplexes in-vitro oder in 

den meisten sekretorischen Systemen findet in einem Zeitraum von Minuten statt 

(Weber et al., 1998). An der aktiven Zone ist jedoch nach Ankunft eines 

Aktionspotentiales eine sehr viel schnellere regulierte Freisetzung von Neurotrans-

mittern nötig, diese erfolgt nur 200 !s nach dem Einstrom von Ca2+ (Llinas et al., 

1981). Es ist also anzunehmen, dass die Exozytose in unmittelbarer Nähe der Ca2+-

Kanäle stattfindet, und dass sie durch eine schnelle Ca2+-abhängige Konformations-

änderung eines vorgefertigten Komplexes ausgelöst wird.  

Ein sehr gut untersuchtes Protein, das als Ca2+-Sensor für die Exozytose impliziert 

wird, ist Synaptotagmin 1 (Abbildung A-E), ein vesikuläres Membranprotein mit zwei 

C2-Domänen (C2A und C2B), die Ca2+-abhängig Phospholipide binden (Brose et al., 

1992; Perin et al., 1990; Wendland et al., 1991). Ein direkter Zusammenhang zwi-

schen der Ca2+-Sensitivität der Transmitterfreisetzung und der Ca2+-Affinität von Sy-

naptotagmin 1 konnten Fernandez-Chacon et al. (2001) zeigen. Sie generierten 

Mäuse, die Synaptotagmin 1 mit einer Punktmutation (R233Q) in der C2A-Domäne 

exprimieren. Die Punktmutation führte zu einer Halbierung der Ca2+-Affinität von Sy-

naptotagmin und gleichzeitig zu einer Halbierung der Ca2+-Sensitivität der Transmit-

terfreisetzung (Fernandez-Chacon et al., 2001). Auch Interaktionen mit einer Vielzahl 

anderer Moleküle konnten gezeigt werden, wobei die Interaktion mit dem core-Kom-

plex von besonderem Interesse ist (Davis et al., 1999; Gerona et al., 2000; Littleton 

et al., 2001). Diese kann zusammen mit der Ca2+-abhängigen Bindung von 

Phospholipiden eine Verbindung zwischen der Vesikelmembran und der Plasma-

membran der aktiven Zone herstellen und somit als Reaktion auf den Einstrom von 

Ca2+-Ionen Membranfusion vermitteln (Zhang et al., 2002). Nach einem neueren Mo-

dell ist Synaptotagmin 1 auch daran beteiligt, die Vesikel- und Plasmamembran in 

unmittelbare Nähe zueinander zu bringen (Arac et al., 2006).  
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Eine weitere Proteinfamilie, die von Bedeutung für Ca2+-abhängige Exozytose ist, 

sind die Complexine (Abbildung C, D). Complexin I und II sind lösliche Proteine, die 

ebenfalls an den core-Komplex binden und ihn dadurch stabilisieren (Chen et al., 

2002; McMahon et al., 1995; Pabst et al., 2000). Ausschaltung der beiden Comple-

xin-Isoformen führt zu einer Reduzierung der schnellen Ca2+-abhängigen Exozytose 

(Reim et al., 2001). Es wird vermutet, dass Complexine eine metastabile Vorstufe der 

Fusion von Vesikel- und Plasmamembran, die durch die Bildung des core-

Komplexes entsteht, stabilisiert. Induziert durch ein Ca2+-Signal bindet Synaptotag-

min 1 dann an die Plasmamembran der aktiven Zone (Abbildung 2 E) und löst somit 

Ca2+-abhängig durch Destabilisierung der Fusionsvorstufe die Fusion der beiden 

Membranen aus (Jahn et al., 2003; Sudhof, 2004).  

 

 

 

 

Abbildung 2: Molekulares Modell der Exozytose synaptischer Vesikel. (A) Synaptische Vesikel werden 

durch einen unbekannten Mechanismus (blauer Balken, evtl. unter Beteiligung des Exocyst) an die aktive Zone 

gedockt. Eine Bildung des core-Komplexes ist nicht möglich, da Syntaxin 1 durch Munc18 in einer ge-

schlossenen Konformation stabilisiert wird. (B) Munc13 verdrängt Munc18 und ermöglicht so die Bildung der of-

fenen Konformation von Syntaxin 1. (C) Der core-Komplex wird aus Syntaxin 1, SNAP-25 und VAMP (Synapto-

brevin) gebildet, das synaptische Vesikel wird dadurch in unmittelbare Nähe zur Plasmamembran gebracht. (D) 

Complexin bindet an den core-Komplex und stabilisiert die metastabile Fusionsvorstufe. (E) Nach dem Influx von 

Ca2+-Ionen bindet der Ca2+-Sensor Synaptotagmin den core-Komplex und die Plasmamembran und induziert die 

Membranfusion. (F) Die Vesikelmembran wird dem Vesikelzyklus wieder zugeführt (Li und Chin, 2003). 
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1.1.5 Die unc-13 Proteinfamilie 

1.1.5.1 Entdeckung und Charakterisierung von unc-13 

In den frühen 1970’er Jahren wurden von S. Brenner erste detaillierte genetische 

Untersuchungen an C. elegans durchgeführt. Durch Ethylmethansulfonat induzierte 

er Mutationen in der DNS dieser Nematoden und dokumentierte die auftretenden 

Veränderungen der Morphologie und des Verhaltens. Gene, deren Mutationen zu 

Veränderungen der Bewegungsmuster führten, wurden als unc (uncoordinated) be-

zeichnet (Brenner, 1974). Einige der mutierten unc-Gene, unter anderem unc-13 und 

unc-18, führten zu einem besonders schwerwiegenden Phänotyp: die Nematoden 

sind paralysiert, zeigen eine abnormale Akkumulation von Acetylcholin und Resis-

tenz gegen Acetylcholinesterase-Inhibitoren, was eine Störung der Neurotransmit-

terfreisetzung vermuten lässt (Hosono und Kamiya, 1991). Wie wir heute wissen, 

sind unc-13 und unc-18 in der Tat essentiell für die Freisetzung von Neurotransmit-

tern. Die Funktion des Säugetierhomologs zum Unc-18 Protein, Munc18 (mammalian 

unc), wurde bereits im vorangehenden Abschnitt erläutert. 

Molekulare Klonierung und Sequenzierung von unc-13 zeigten, dass das Gen 

zwei Spleißvarianten von großen Unc-13-Proteinen codiert, die einen gemeinsamen 

C-Terminus besitzen, diese werden Unc-13LR und Unc-13MR genannt (Maruyama 

und Brenner, 1991; Richmond et al., 1999). Genauere Untersuchungen der Funktion 

von Unc-13-Proteinen wurden durch Deletionsmutanten von C.elegans und Dro-

sophila erhalten, die keine Unc-13-Proteine mehr exprimieren. In beiden Spezies 

führt die Ausschaltung des unc-13-Gens zu einer nahezu kompletten Blockierung 

synaptischer Signalübertragung. Obwohl eine gesteigerte Anzahl gedockter Vesikel 

vorhanden ist, befinden sich keine fusionskompetenten Vesikel an der aktiven Zone. 

Unc-13 Proteine scheinen demnach in einem Schritt nach dem Docken von Vesikeln, 

jedoch vor deren Fusion zu agieren. In diesem essentiellen, auch als priming be-

zeichneten Schritt (siehe auch 1.1.4.4), werden die Vesikel in einen fusions-

kompetenten Zustand versetzt (Aravamudan et al., 1999; Richmond et al., 1999). 

 

1.1.5.2 Differentielle Expression von Munc13-Isoformen in Säugetieren 

Auch in Säugetieren konnten unc-13-Homologe identifiziert werden, im Gegensatz zu 

C. elegans, und Drosophila, wo Unc-13-Proteine die Produkte eines Gens sind, 

konnten in der Ratte drei homologe Gene identifiziert werden; die entsprechenden 
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Proteine werden Munc13-1, Munc13-2 und Munc13-3 genannt (Augustin et al., 

1999a; Brose et al., 1995). Ursprünglich wurde eine rein hirnspezifische Expression 

aller Munc13-Proteine angenommen, für Munc13-2 konnte jedoch eine ubiquitär 

exprimierte Spleißvariante identifiziert werden, die ubMunc13-2 (ubiquitous) genannt 

wird; die hirnspezifische Spleißvariante wird bMunc13-2 genannt (brain) (Betz et al., 

2001; Brose et al., 2000; Song et al., 1998). Für Munc13-1 konnte auch eine schwa-

che Expression in Epithelzellen der Nieren von Ratten (Song et al., 1999), in Beta-

Zellen des Pankreas von Menschen und Ratten (Sheu et al., 2003) und in bovinen 

Chromaffinzellen, die entwicklungsbiologisch eng mit Neuronen verwandt sind, nach-

gewiesen werden (Ashery et al., 2000). Die Hauptexpression aller Munc13-Isofor-

men, mit Ausnahme von ubMunc13-2, findet jedoch neuronenspezifisch im Gehirn 

statt. In-situ-Hybridisierung zeigt, dass die mRNS von Munc13-1 im gesamten Gehirn 

vorhanden ist (Abbildung 3 A). Im Gegensatz zu Munc13-1 wird die mRNS von 

Munc13-2 und -3 jedoch in unterschiedlichen Regionen exprimiert: Munc13-2 rostral 

(Abbildung 3 B, hauptsächlich im olfaktorischen Bulbus, im Hippocampus und im 

Cortex), Munc13-3 caudal (Abbildung 3 C, hauptsächlich im Cerebellum). Aufgrund 

der komplementären Expression von Munc13-2 und -3 wird Munc13-1 in jeder Hirn-

region immer mit mindestens einer anderen Isoform koexprimiert. Die Abwesenheit 

von Munc13-mRNS in Regionen, die reich an Gliazellen sind, kennzeichnet eine neu-

ronenspezifische Lokalisierung (Augustin et al., 1999a; Brose et al., 1995). Immuno-

histochemische Färbung des Hippocampus (Abbildung 3 D) zeigt vor allem in Re-

 

Abbildung 3: Lokalisierung der Munc13-

mRNS und -Proteine. (A-C) Röntgenbilder 

von in-situ-Hybridisierung mit radioaktiv mar-

kierten Oligonukleotiden. Ce: Cerebellum, Co: 

Cortex, Hi: Hippocampus, IC: Inferior colli-

culus, Mo, Medulla oblongata, BO: Bulbus 

olfactorius, Po: Pons, SC: Superior colliculus, 

St: Striatum, Th: Thalamus. (D, E) Immuno-

histochemische Färbung von Munc13-1 und 

-3. L: Stratum lucidum, O, Stratum oriens, R: 

Stratum radiatum, LM: stratum lacunosum-

moleculare, H: Hilus G: Körnerzellschicht, M: 

Molekularzellschicht. Längenstandard: 3,5mm 

in A-C, 1 mm in D, 150 !m in E. (A-C, E: Au-

gustin et al., 1999a; D: Betz et al 1998).  
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gionen hoher synaptischer Dichte, wie im Stratum Lucidum, eine starke Ansammlung 

von Munc13-1, in Zellkörpern ist das Protein dagegen nicht nachweisbar (Betz et al., 

1998). Für Munc13-2 liegen aufgrund fehlender Antikörper keine immunohistochemi-

schen Daten vor. Munc13-3 ist im Cerebellum in Regionen hoher synaptischer Dichte 

zu finden (Abbildung 3 E, Molekularzellschicht sowie unmittelbar außerhalb der Zell-

körper von Körnerzellen), jedoch nicht in Zellkörpern (Betz et al., 1998). Diese Daten 

lassen auf eine neuronenspezifische Lokalisierung der Munc13-Proteine schließen. 

Untersuchungen der subzellulären Lokalisierung von Munc13-Proteinen zeigen, dass 

alle Isoformen selektiv in präsynaptischen Endknöpfchen angereichert sind. 

Munc13-1 ist ubMunc13-2 sind ferner als periphere Membranproteine an aktiven Zo-

nen der Präsynapse konzentriert (Andrews-Zwilling et al., 2006; Augustin et al., 

1999a; Betz et al., 1998; Betz et al., 2001). 

 

1.1.5.3 Munc13-Deletionsmutanten 

Ausschaltung von Munc13-Proteinen in Mäusen führt abhängig von der Isoform zu 

äußerst unterschiedlichen Phänotypen. Während die Ausschaltung von Munc13-1 

verheerende Konsequenzen hat, unterscheiden sich Munc13-2- oder Munc13-3-defi-

ziente Tiere auf den ersten Blick nicht vom Wildtyp. Munc13-1-defiziente Tiere ster-

ben innerhalb weniger Stunden nach der Geburt. Zur weiteren Untersuchung werden 

daher unmittelbar nach der Geburt autaptische Kulturen hippocampaler Neuronen 

dieser Tiere angefertigt. In autaptischen Kulturen wachsen einzelne Neuronen auf 

kleinen Inseln aus Astrozyten, wodurch Synapsen zwischen den Axonen und Den-

driten dieses einen Neurons gebildet werden; diese werden auch Autapsen genannt 

(Bekkers und Stevens, 1991). Elektrophysiologische Untersuchung an diesen Kultu-

ren zeigen eine 90 %-ige Reduzierung des exzitatorischen postsynaptischen Stro-

mes (excitatory postsynaptic current, EPSC, Abbildung 4 A) und eine ebenso große 

Reduzierung des Vorrates an fusionskompetenten Vesikeln. Der inhibitorische 

postsynaptische Strom (inhibitory postsynaptic current, IPSC, Abbildung 4 B) ist je-

doch unverändert. Der Grund dafür ist, dass mehr als 90 % der glutamatergen Sy-

napsen völlig inaktiv sind, 10 % der glutamatergen und alle GABAergen Synapsen 

zeigen jedoch ein normales Freisetzungsverhalten zeigen. Trotz massiver Defizite in 

der Exozytose zeigen die Synapsen dieser Tiere eine normale Morphologie und eine 

normale Menge morphologisch gedockter Vesikel. Stimulation der Exozytose durch 



EINLEITUNG 

 - 18 - 

Zugabe von "-Latrotoxin führt zu einer Freisetzung einer Wildtyp-ähnlichen Menge 

an Neurotransmittern. Munc13-1 ist demnach in einem Schritt nach dem Docken es-

sentiell für das Erreichen der Fusionskompetenz von Vesikeln, jedoch nicht am ei-

gentlichen Fusionsprozess beteiligt (Augustin et al., 1999b). Diese Ergebnisse wur-

den später durch Daten zu unc-13-knock-outs in C. elegans und Drosophila bestätigt. 

Während die Ausschaltung des einen unc-13-Gens in diesen Organismen jedoch zu 

einem kompletten Ausfall synaptischer Übertragung führt, sind bei Säugetieren re-

dundante Funktionen durch die Produkte der anderen Munc13-Gene vorhanden. Zu-

sätzliche Ausschaltung von Munc13-2 führt im Hippocampus, in dem Munc13-1 und 

-2 koexprimiert werden, zu einer Ausschaltung aller Munc13-Proteine und damit ge-

nau wie bei C. elegans und Drosophila zu einem kompletten Ausfall der synaptischen 

Übertragung (Abbildung 4 A). Ausschaltung von Munc13-2 alleine dagegen führt zu 

keinen offensichtlichen phänotypischen Veränderungen, die Tiere lassen sich nicht 

von Wildtyp-Tieren unterscheiden und zeigen normale EPSC- und IPSC-Amplituden 

(Abbildung 4 A, B). Im Hippocampus sind Munc13-1 und -2 also gemeinsam zustän-

dig für die Bereitstellung fusionskompetenter Vesikel, dabei sind 90 % der glutama-

tergen Synapsen eines Neurons mit Munc13-1 versehen und 10 % mit Munc13-2; in 

 

Abbildung 4: Elekrophysiologische 

Charakterisierung von Munc13-knock-

out Mäusen. (A, B) EPSC- und IPSC-

Amplituden von Wildtyp, Munc13-1-

knock-out, Munc13-2-knock-out und  

von Munc13-1/2-doppel-knock-out. (C) 

EPSC- und IPSC-Amplituden in Wildtyp-

Neuronen während und nach Hochfre-

quenzstimulation. (D) EPSC- und IPSC-

Amplituden in Munc13-1-knock-out-Neu-

ronen während und nach Hochfrequenz-

stimuliation. KO: knock-out, DKO: dop-

pel-knock-out, HFS: Hochfrequenzstimu-

lation (10 Hz). (A, B: Varoqueaux et al., 

2002; C, D: Rosenmund et al. 2002).  
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GABAergen Synapsen scheinen beide Isoformen redundante Funktionen zu haben 

(Rosenmund et al., 2002; Varoqueaux et al., 2005). An Untersuchungen 

hippocampaler Neuronen konnte jedoch gezeigt werden, dass diese beiden Munc13-

Isoformen trotz ihrer teilweisen Redundanz durchaus unterschiedliche Eigenschaften 

besitzen. So hat elektrische Stimulation bei unterschiedlichen Frequenzen gezeigt, 

dass Wildtyp-Synapsen, in denen Munc13-1 die dominierende Isoform ist, bei 

hochfrequenter Stimulation (10 Hz) eine starke Depression der EPSC-Amplituden 

erfahren; nach Rückkehr zu niederfrequenter Stimulation (0,2 Hz) werden jedoch 

schnell wieder die Ausgangsamplituden erreicht (Abbildung 4 C; oberer Graph).  

Dieselben Untersuchungen führen bei Munc13-1-defizienten Synapsen, die nur 

mit Munc13-2 als priming-Faktor versehen sind, aufgrund der geringen Expression 

von Munc13-2 bei basaler Stimulation zunächst zu niedrigeren Amplituden, bemer-

kenswert ist jedoch die Reaktion auf hochfrequente Signale. Im Gegensatz zur 

Munc13-1-dominierten Situation in Wildtyp-Synapsen, zeigen mit Munc13-2 verse-

hene Synapsen (Abbildung 4 D) eine Erhöhung (fascilitation) der EPSC-Amplituden 

während hochfrequenter Stimulation, die unmittelbar nach Rückkehr zur basalen 

Stimulation weiter bis zum 5-fachen der Ausgangsamplituden verstärkt wird (aug-

mentation). Diese Effekte fallen bei GABAergen Synapsen deutlich schwächer aus 

(Abbildung 4 C, D; oberer Graph). Die Verstärkung der EPSC-Amplituden wird durch 

eine etwa 2,5-fache Vergrößerung des Vorrates an fusionskompetenten Vesikeln und 

eine 2-fache Erhöhung der Freisetzungswahrscheinlichkeit durch Munc13-2 Proteine 

ermöglicht (Rosenmund et al., 2002). Munc13-2-Proteine können in hippocampalen 

Neuronen also aktivitätsabhängig den Vorrat und die Freisetzungswahrscheinlichkeit 

von Vesikeln erhöhen. Sie ermöglichen so in Wildtyp-Neuronen eine deutlich schwä-

chere Ausprägung der Depression von EPSC-Amplituden bei hochfrequenten Sig-

nalen und eine verlässlichere Signalübertragung für eine große Bandbreite an Fre-

quenzen.  

 Ausschaltung von Munc13-3 in Mäusen alleine führt ähnlich wie die Ausschal-

tung von Munc13-2 zu keiner offensichtlichen Veränderung des Verhaltens oder in 

der anatomischen, morphologischen und ultrastrukturellen Beschaffenheit des Ge-

hirns. Munc13-3 wird hauptsächlich in Präsynapsen der Parallelfaseraxone von Kör-

nerzellen des Cerebellums exprimiert, die in der Molekularzellschicht Synapsen mit 

den Dendriten von Purkinjezellen bilden. Um die Konsequenzen der Abwesenheit 

von Munc13-3 elektrophysiologisch zu untersuchen, wurden daher in Schnitten des 
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Cerebellums Parallelfasern elektrisch stimuliert und die resultierenden EPSC-Ampli-

tuden in Purkinjezellen aufgezeichnet (Augustin et al., 2001). Verlust von Munc13-3 

führt zu keiner Veränderung in GABAerger Signalübertragung. Eventuell kann 

Munc13-1 hier den Verlust von Munc13-3 kompensieren. Bei Ausschaltung von 

Munc13-1 und Munc13-3 sterben die Tiere, bevor sich das Cerebellum vollständig 

entwickelt hat, eine Untersuchung auf redundante Funktion der beiden im Cerebel-

lum exprimierten Munc13-Isoformen ist in diesem System daher nicht möglich. Un-

terschiede zwischen dem Wildtyp und Munc13-3-defizienten Tieren konnten Augustin 

et al. (2001) nur bei Stimulation mit gepaarten Pulsen feststellen, bei der die resultie-

rende Verstärkung der zweiten EPSC-Amplitude ein indirektes Maß für Veränderun-

gen der Wahrscheinlichkeit der Transmitterfreisetzung ist (Zucker, 1989): Munc13-3-

defiziente Tiere zeigen hier eine deutlich reduzierte Freisetzungswahrscheinlichkeit. 

Detaillierte Untersuchungen der motorischen Fähigkeiten zeigten ferner normale 

spontane motorische Fähigkeiten aber eine reduzierte Fähigkeit komplexere Bewe-

gungsabläufe zu lernen.  

 

1.1.5.4 Struktur, Funktion und molekulare Interaktionen 

Genauso wie C. elegans Unc-13 sind auch Munc13-Proteine sehr groß (Munc13-1: 

1735 AS, 196 kDa; ubMunc13-2: 1622 AS, 183 kDa; bMunc13-2: 1985 AS, 222 kDa; 

Munc13-3: 2204 AS, 249 kDa). Ein Vergleich der Primärstruktur von Unc-13-Homo-

logen verschiedener Spezies zeigt, dass sich deren C-terminale zwei Drittel stark äh-

neln, das N-terminale Drittel ist dagegen nur bei Munc13-1, ub-Munc13-2 und Unc-

13LR ähnlich (Abbildung 5). Unc-13-Homologe scheinen demnach aus zwei Modulen 

zusammengesetzt zu sein, die sich unterschiedlich voneinander entwickelt haben: 

ein hoch konserviertes C-terminales Modul und ein N-terminales Modul, dass nur in 

Munc13-1 und ub-Munc13-2 Ähnlichkeit zur L-Region von Unc-13 besitzt (Brose et 

al., 2000). Weiterhin besitzen alle Unc-13-Homologen konservierte funktionelle 

Domänen. Jeweils eine zur Proteinkinase C (PKC) homologe C1-Domäne befindet 

sich am Anfang des konservierten C-terminalen Moduls, in diesem Modul finden sich 

weiterhin zwei C2-Domänen, die ebenfalls zur PKC homolog sind, und zwei MHD 

(munc homology domains). Eine weitere, allerdings stark degenerierte C2 Domäne 

findet sich am Anfang des N-terminalen Moduls von Unc13LR, Munc13-1 und 

ubMunc13-2 (Augustin et al., 1999a; Brose et al., 1995; Brose et al., 2000; Koch et 

al., 2000). Wie auch in PKC, bindet die C1-Domäne in (M)unc-13-Proteinen 
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Diacylglycerin (DAG) und die experimentell verwendeten, analogen Phorbolester 

(PE) mit hoher Affinität. Sowohl die Affinität als auch die pharmakologischen Eigen-

schaften der DAG/PE-Bindung von Munc13 sind der von PKC sehr ähnlich (Betz et 

al., 1998). Bindung von DAG/PE an die C1-Domäne von PKC verleiht dem Protein 

hydrophobe Eigenschaften und erhöht somit seine Membranaffinität, ferner kann die 

aktive Konformation stabilisiert und damit die katalytischen Eigenschaften des Pro-

teins verstärkt werden (Newton, 1995). Auch für die Munc13-Isoformen wurde in 

Fibroblasten und Chromaffinzellen eine phorbolesterabhängige Translokation von 

überexprimierten Proteinen an die Plasmamembran beobachtet, begleitet von einem 

Anstieg der EPSC-Amplituden. Wird Munc13-1 dagegen mit einer Punktmutation in 

der C1-Domäne (H567K) überexprimiert, so bleibt dieser Effekt aus (Ashery et al., 

2000; Betz et al., 1998). Homozygote knock-in-Mäuse, die Munc13-1 mit dieser 

punktmutierten C1-Domäne exprimieren, sterben innerhalb weniger Stunden nach 

der Geburt, obwohl die Neuronen dieser Tiere normale EPSC-Amplituden zeigen 

(Rhee et al., 2002). Unterschiede zu Wildtyp-Neuronen zeigen sich vor allem bei 

aktivitätsbedingten Anpassungsreaktionen der Neuronen. So zeigen Neuronen von 

H567K-Mutanten nicht die bei Wildtyp-Neuronen beobachtete phorbolesterinduzierte 

Verstärkung der EPSC-Amplituden. Bei hochfrequenter Stimulation zeigt sich eine im 

Vergleich zur Wildtyp-Situation viel stärkere Depression der EPSC-Amplituden, die 

durch ein Defizit bei der aktivitätsabhängigen Beschleunigung der Auffüllung des 

Vorrates an fusionskompetenten Vesikeln begründet ist. Neben der essentiellen Be-

deutung von Munc13-Proteinen für die Exozytose synaptischer Vesikel können 

Abbildung 5: Strukturen von Unc-13-Homologen. ce: C. elegans, r: Ratte, dr: Drosophila, C1: C1-Domäne, 

C2: C2-Domäne. Die C-terminalen zwei Drittel (R-Region) dieser Proteine sind sehr ähnlich, in ihren N-Termini 

unterscheiden sie sich zum Teil stark, nur der N-Terminus von Munc13-1 und ubMunc13-2 ähnelt der L-Region 

von unc13LR. Längenstandard: 200 Aminosäuren (Brose et al., 2000). 
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Munc13-Proteine demnach, mit der C1-Domäne als Aktivitätssensor, aktivitätsab-

hängig die Geschwindigkeit kontrollieren, in der fusionskompetente Vesikel zur Ver-

fügung gestellt werden. Die Untersuchungen von Rhee et al. (2002) zeigen, dass 

Munc13-Proteine die wichtigsten präsynaptischen Zielproteine des second-messen-

gers DAG sind und DAG/PE-abhängig die Effektivität präsynaptischer Transmitter-

ausschüttung kontrollieren. Diese Ergebnisse widersprechen damit vorangegange-

nen Publikationen, die PKC - meist anhand pharmakologischer Untersuchungen - als 

hauptsächliches Ziel von DAG/PE in Präsynapsen identifizierten. Rhee et al. (2002) 

konnten jedoch zeigen, dass einige der in pharmakologischen Untersuchungen ver-

wendeten PKC-Inhibitoren nicht die postulierte Spezifität besitzen und somit zu fal-

schen Interpretationen führen können. 

C2-Domänen werden in einer Vielzahl von Proteinen gefunden und vermitteln 

meist Ca2+-abhängige Bindung von Phospholipiden oder von Proteinen (Rizo und 

Sudhof, 1998; Shiratsuchi et al., 1998). Für die C2-Domänen der Munc13-Proteine 

konnte dies jedoch bisher nicht gezeigt werden (Brose et al., 1995). Eine indirekte 

Bindung von Ca2+ erfolgt jedoch über die Interaktion mit dem Ca2+-bindenden Protein 

Calmodulin (CaM) (Xu et al., 1998). Die Bindungsstelle für CaM ist in Unc-13-

homologen Proteinen konserviert, durch Punktmutationen in dieser Region wird die 

Bindung von CaM verhindert (Junge et al., 2004). Wird in Neuronen von knock-out-

Mäusen, die keine Munc13-Isoformen exprimieren, ein derart punktmutiertes 

Munc13-1 (W464R) oder Munc13-2 (W387R) überexprimiert, so zeigen die EPSC-

Amplituden bei basaler Stimulation keine Unterschiede zu denen von Wildtyp-Neuro-

nen. Während hochfrequenter Stimulation zeigt sich jedoch eine sehr rasche Ab-

nahme der EPSC-Amplituden, welche deutlich ausgeprägter ist, als in Wildtyp-Sy-

napsen. Die bei Ausschaltung einzelner Munc13-Isoformen beobachteten Unter-

schiede der EPSC-Amplituden bei hochfrequenter Stimulation von Synapsen mit 

Munc13-1 oder Munc13-2 (siehe 1.1.5.3) ist in diesen Punktmutanten nicht mehr zu 

beobachten. Beide Munc13-Isoformen zeigen hier eine nahezu identische Depres-

sion. Junge et al. (2004) konnten zeigen, dass die Depression der EPSC-Amplituden 

durch ein Defizit in der aktivitätsabhängigen Beschleunigung der Bereitstellung fusi-

onskompetenter Vesikel hervorgerufen wird. Die Ca2+-abhängige Bindung von CaM 

stimuliert die Funktion von Munc13-Proteinen, so dass diese unter hochfrequenter 

Stimulation schneller fusionskompetente Vesikel zur Verfügung stellen können. 
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Die Bedeutung der Interaktion von Munc18, Syntaxin 1 und Munc13 für die Bildung 

des core-Komplexes wurde bereits zuvor erläutert (siehe 1.1.4.5). Munc13-Proteine 

binden sowohl Syntaxin 1 (Betz et al., 1997) als auch Munc18 (Sassa et al., 1999). 

Die Bindung von Syntaxin 1 erfolgt über die MHD-Region und ist in C. elegans es-

sentiell für die Transmitterausschüttung (Madison et al., 2005) und auch in Vertebra-

ten essentiell für die Munc13-Funktion (Stevens et al., 2005). Da außerdem Munc13 

und Munc18 die einzigen bekannten Proteine sind, die den N-Terminus von Syntaxin 

1 binden, wurde ein Modell postuliert (Abbildung 2 A, B), in dem Munc18, welches 

Syntaxin 1 in einer inaktiven geschlossenen Form stabilisiert, durch Munc13 ver-

drängt wird. Syntaxin 1 wird dabei in die aktive offene Form überführt und steht somit 

für die Formierung des core-Komplexes zur Verfügung (Betz et al., 1997; Brose et 

al., 2000; Kee et al., 1995).  

Auch die Bedeutung der RIM-Proteine als potentielle Bindeglieder für eine Vielzahl 

präsynaptischer Proteine wurde bereits in Kapitel 1.1.4 erläutert. Neuere Daten zei-

gen, dass Munc13-1 durch RIM an die aktive Zone rekrutiert wird, und dass diese 

beiden Proteine zusammen mit Rab3 einen ternären Komplex bilden können 

(Andrews-Zwilling et al., 2006; Dulubova et al., 2005). Dieser ermöglicht es, synapti-

sche Vesikel in unmittelbare Nähe zu Munc13-Proteinen zu bringen, sodass sie effi-

zient in einen fusionskompetenten Zustand überführt werden können. Störungen der 

Interaktion von RIM mit Munc13-Proteinen führt zu einer drastischen Abnahme in 

EPSC-Amplituden aufgrund einer Verringerung der Anzahl fusionskompetenter Vesi-

kel, die Bindung von RIM ist demnach von besonderer Bedeutung für eine optimie-

rende Modulation der Munc13-Proteine (Betz et al., 2001).  

Weitere Interaktionspartner von Munc13 sind DOC2, wobei diese Reaktion 

vermutlich die Grundlage für eine weitere PE-induzierte Regulierung der Transmit-

terfreisetzung bildet (Duncan et al., 1999; Hori et al., 1999; Mochida et al., 1998; 

Orita et al., 1997), sowie die hirnspezifische Spektrin-Isoform !-spIII$ (Sakaguchi et 

al., 1998), und Msec7-1 (Neeb et al., 1999).  

Von allen beschriebenen Interaktionspartnern binden nur RIM und Calmodulin an 

das N-terminale Modul von Munc13-1 und ubMunc13-2, die Bindungsstellen für die 

anderen Interaktionspartner liegen im hochkonservierten C-terminalen Modul. Vieles 

deutet darauf hin, dass dieses konservierte Modul, oder ein Teil davon, die essen-

tiellen Komponenten für die Priming-Funktion, also für das Überführen von Vesikeln 

in den fusionskompetenten Zustand, enthält. Die Priming-Effektivität des isolierten C-
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Terminus ist jedoch deutlich geringer als die des intakten Proteins, der N-Terminus 

scheint daher optimierende und regulierende Bedeutung für die Funktion der 

Munc13-Proteine zu haben (Ashery et al., 2000; Basu et al., 2005; Betz et al., 2001; 

Stevens et al., 2005). 

 

1.1.5.5 Munc13-Proteine und Plastizität 

Neben der essentiellen Funktion von Munc13-Proteinen, Vesikel in einen fusions-

kompetenten Zustand zu überführen, sind Munc13-Proteine durch diverse Interaktio-

nen in einem weiten Umfang regulierbar und können somit verlässlich eine hohe 

Bandbreite von Signalen weiterleiten (siehe 1.1.5.3, 1.1.5.4). Derartige Veränderung-

en der Wirksamkeit synaptischer Signalübertragung entstehen auch in-vivo als Re-

aktion auf unterschiedliche Eingangssignale und werden als synaptische Plastizität 

bezeichnet (Dobrunz und Stevens, 1999). Diese beeinflusst die Signalübertragung 

neuronaler Netzwerke und bildet die Grundlage für physiologische Funktionen wie 

z.B. von motorischen Systemen, für die Regulierung der Signalübertragung im Cor-

tex oder für das Lernen und für die Gedächtnisbildung (Abbott und Nelson, 2000; 

Abbott et al., 1997; Nadim und Manor, 2000; Zucker, 1989; Zucker, 1999). Die 

Plastizität von Synapsen kann prä- und postsynaptisch reguliert werden. Munc13-

Proteine können aufgrund ihrer Modulierbarkeit zur präsynaptischen Plastizität bei-

tragen: abhängig z.B. von der Frequenz des einkommenden Signals wird die Aktivität 

der Munc13-Proteine dynamisch verändert, sei es durch Interaktionen mit anderen 

Proteinen, wie z.B. mit Calmodulin, RIM, DOC2, durch Bindung von Diacylglycerin, 

oder eventuell auch durch eine Veränderung der Expression von Munc13-Isoformen 

(z.B. Umschaltung von Munc13-1 auf Munc13-2 bei hochfrequenten Signalen). Eine 

genauere Untersuchung des Beitrages von Munc13-Proteinen zur präsynaptischen 

Plastizität kann zur weiteren Aufklärung der molekularen Grundlagen der Plastizität 

und damit verbundener physiologischer Funktionen beitragen. 

 

1.1.6 Dynamik von Proteinen der aktiven Zone 

Über die molekulare Zusammensetzung der aktiven Zone ist bereits vieles bekannt 

(siehe 1.1.4), die Dynamik ihrer Komponenten ist jedoch weitgehend unerforscht. 

Erst in den letzten Jahren wurden Daten über die anfängliche Ausstattung von ent-

stehenden Synapsen mit Komponenten der aktiven Zone erhalten. Es hat sich ge-
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zeigt, dass funktionelle Exo- und Endozytose von synaptischen Vesikeln innerhalb 

von 30 Minuten nach der axodendritischen Kontaktaufnahme erfolgen kann, postsy-

naptische Komponenten sind etwa 45 Minuten später ebenfalls nachweisbar. Funkti-

onelle Synapsen können demnach also in einem Zeitraum von 1-2 Stunden gebildet 

werden (Ahmari et al., 2000; Friedman et al., 2000). Die Entdeckung sogenannter 

PTVs (piccolo-basson transport vesicles), 80 nm großer Transportvesikel, die 

Komponenten der aktiven Zone enthalten, liefert eine mögliche Erklärung für die 

hohe Geschwindigkeit, mit der aktive Zonen gebildet werden. PTVs enthalten hete-

rogene Mischungen von essentiellen Komponenten aktiver Zonen wie z.B. Piccolo, 

Bassoon, Syntaxin, SNAP-25, RIM, Munc18 und Munc13. Aktive Zonen werden 

möglicherweise aus den vorgefertigten Komponenten von 2-3 dieser PTVs erstellt 

(Shapira et al., 2003; Zhai et al., 2001). Ob und wie weitere Mechanismen an der 

Erstellung aktiver Zonen beteiligt sind und wie stabil die einmal gebildeten aktiven 

Zonen sind, ist ungeklärt. Unbekannt ist auch, wie diese Proteinmaschinerie in aus-

gewachsenen Organismen bzw. in differenzierten Neuronen aufrecht erhalten wird. 

Proteine haben eine begrenzte Haltbarkeit, werden degradiert und müssen daher 

stetig nachgeliefert werden. PTVs treten jedoch nur in frühen Entwicklungsstadien 

auf (Zhai et al., 2001). Es ist daher anzunehmen, dass für die Erhaltung der 

Proteinmaschinerie der aktiven Zone andere Mechanismen als für deren Erstellung 

zuständig sind. Sowohl während der Entwicklung als auch im ausgewachsenen Or-

ganismus werden diese Prozesse höchstwahrscheinlich auf genomischer Ebene re-

guliert. Untersuchungen der Dynamik von Proteinen der aktiven Zone durch Überex-

pression fluoreszenzmarkierter Proteine ist daher nur von begrenzter Aussagekraft, 

da hierbei viele Regulationsmechanismen der Zelle umgangen werden (siehe auch 

1.2).  

 

1.2 Markierung von Proteinen mit GFP-Varianten 

GFP (green fluorescent protein), heute ein wichtiges Werkzeug moderner Zellbiolo-

gie, wurde Anfang der 1960er Jahre aus Quallen der Gattung Aequorea isoliert und 

als Protein mit heller grüner Fluoreszenz beschrieben (Shimomura et al., 1962). Den 

Grundstein für die Anwendung von GFP legten jedoch 30 Jahre später Prasher et al. 

mit der Klonierung des Gens für GFP sowie Chalfie et al. und Inouye et. al, indem sie 

zeigten, dass auch bei der Expression in unterschiedlichen Organismen fluoreszie-
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rendes GFP erhalten wird (Chalfie et al., 1994; Inouye und Tsuji, 1994; Prasher et 

al., 1992). Das Gen für GFP enthält somit alle Informationen für die Bildung eines 

fluoreszierenden Proteins, es werden keine zusätzlichen Coenzyme oder Substrate 

benötigt (Tsien, 1998). Besonders erwähnenswert ist die Bildung des Fluorophors (p-

Hydroxybenzyliden-Imidazolidinon) durch intramolekulare Zyklisierung und Oxidation, 

an denen die Aminosäuren 65-67 (Ser-Tyr-Gly) des Proteins beteiligt sind (Cody et 

al., 1993; Heim et al., 1995; Prasher et al., 1992). Durch Punktmutationen gelang es, 

GFP-Proteine in vieler Hinsicht zu optimieren. So ist bei EGFP-Varianten (enhanced 

green fluorescent protein) z.B. die Zeitkonstante der Fluorophorbildung schneller (30 

Minuten statt 120 Minuten), die Fluoreszenzintensität erhöht und die Expression in 

Säugetierzellen optimiert worden, und es wurden verschieden gefärbte Varianten wie 

ECFP (enhanced cyan fluorescent protein) und EYFP (enhanced yellow fluorescent 

protein) erhalten (Cubitt et al., 1995; Heim et al., 1995; Patterson et al., 1997; 

Zolotukhin et al., 1996). Die Gene dieser fluoreszierenden Proteine lassen sich mit 

Genen zellulärer Proteine fusionieren und z.B. vektorvermittelt exprimieren. Man er-

hält so fluoreszenzmarkierte Proteine, die per Fluoreszenzmikroskopie lokalisiert, 

verfolgt oder quantifiziert werden können (Lippincott-Schwartz et al., 2001).  

In der Zellbiologie hat die Untersuchung überexprimierter fluoreszierender Fusi-

onsproteine zu einem rapiden Wissenszuwachs geführt. So wurden viele Ergebnisse 

der im vorangegangen Kapitel erläuterten Untersuchungen über die Bildung aktiver 

Zonen durch Echtzeitmikroskopie an fluoreszenzmarkierten Proteinen gewonnen. Ein 

entscheidender Nachteil der vektorvermittelten Überexpression von Proteinen ist je-

doch, dass die Expression der Gene hier nicht unter der Kontrolle der regulatori-

schen Mechanismen steht, wie dies im endogenen Locus des Gens durch flankie-

rende nichtkodierende Bereiche der Fall wäre. Sowohl temporale als auch umwelt-

bedingte Regulation der Genexpression gehen dadurch verloren. Ferner enthalten 

Expressionsvektoren meist sehr starke heterologe Promotoren, was in den Zielzellen 

zu stark erhöhten Proteinkonzentrationen führen kann. Entspricht die Konzentration 

des betrachteten Proteins jedoch nicht dem normalen Wert, so kann das biochemi-

sche Gleichgewicht der Zelle erheblich gestört werden, Protein-Protein-Wechselwir-

kungen können abgesättigt sein, die höhere Proteinkonzentration kann zu einer hö-

heren Aktivität führen und Proteindegradation oder andere Kompensationsmecha-

nismen können ausgelöst werden. Vor allem bei der Untersuchung der Dynamik von 

Proteinen dürfen Mechanismen der Genregulation nicht ignoriert werden. Isolierte 
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Expression eines Proteins z.B. über Expressionvektoren umgeht diese Mechanismen 

und liefert daher eine artefizielle Situation, die zu schwer interpretierbaren oder sogar 

zu fehlerhaften Ergebnissen führen kann (Sudhof, 2004). 

 

1.3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

Struktur, Funktion und Lokalisation von vielen Proteinen der aktiven Zone sind be-

reits gründlich untersucht. Unklar ist allerdings in vielen Fällen, welche Mechanismen 

den Transport, die Verankerung und die Halbwertszeit von Komponenten der aktiven 

Zone determinieren und wie diese Parameter die Funktion aktiver Zonen beeinflus-

sen. Munc13-Proteine sind aufgrund ihrer essentiellen Funktion, ihrer komplexen In-

teraktionen und ihrer umfangreichen Regulierbarkeit durch intrazelluläre Signalkas-

kaden besonders interessante Komponenten der aktiven Zone. Tatsächlich weisen 

viele neue Erkenntnisse darauf hin, dass Munc13-Proteine die molekularen Sub-

strate für präsynaptische Plastizität und damit für die enorme Anpassungsfähigkeit 

des Gehirns darstellen. In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Dynamik von 

Munc13-Proteinen an der aktiven Zone in vivo untersucht werden.  

 Um Proteine mit Hilfe von bildgebenden Verfahren beobachten zu können, werden 

sie häufig mit fluoreszierenden GFP-Derivaten markiert. Die Verwendung von über-

exprimierten Munc13-GFP-Fusionsproteinen ist für die Untersuchung der Dynamik 

von Proteinen jedoch nicht geeignet, da die hierbei engesetzten heterologen Pro-

motoren zu artefiziellen Expressionsmustern führen. Um Munc13-Proteine in ihrer 

nativen Umgebung unter voller Kontrolle der endogenen Regulationsmechanismen 

untersuchen zu können, wird stattdessen eine Technik benötigt, die der herkömm-

lichen Überexpression fluoreszierender Fusionsproteine überlegen ist. Dazu sollte in 

der vorliegenden Arbeit in Mäusen das Gen des entsprechenden Munc13-Proteins 

direkt in seinem endogenen Locus durch Einfügen eines Gens für ein GFP-Derivat 

so manipuliert werden, dass es ein voll funktionsfähiges fluoreszierendes Fusions-

protein anstelle des Wildtyp-Proteins codiert. Die unterschiedlichen Munc13-Isofor-

men sollten dabei mit verschiedenfarbigen GFP-Derivaten markiert werden. Im Ge-

gensatz zur Überexpression von GFP-Fusionsproteinen, die der Zielzelle in der Re-

gel durch Transfektion von außen zugeführt werden, werden die bei einer solchen in-

vivo-Markierung erhaltenen fluoreszenzmarkierten Proteine von dem Organismus 

direkt aus dem endogenen genomischen Locus exprimiert. Diese sind genau wie die 
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Wildtyp-Proteine, unter der vollen Kontrolle sämtlicher regulatorischer Mechanismen 

der Zelle. Das markierte Protein wird wie das Wildtyp-Protein durch eine Vielzahl von 

Signalkaskaden, beginnend mit der Entwicklung des Organismus, reguliert und kann 

so auch über einen längeren Zeitraum mit bildgebenden Verfahren beobachtet wer-

den. Zu jedem Zeitpunkt kann durch die Fluoreszenzmarkierung verfolgt werden, 

wann, wo und wie stark das Protein exprimiert wird. 

Die Funktion und Dynamik von derart markierten Munc13-Proteinen kann somit in 

einem minimal veränderten System beobachtet werden, das im Gegensatz zur kon-

ventionellen Überexpression nahezu identisch mit der Wildtyp-Situation ist. Am Bei-

spiel von Munc13-1-EYFP sollte dann durch FRAP-Analysen (fluorescence recovery 

after photobleaching) die Dynamik der Inkorporation in aktive Zonen bestimmt wer-

den. 
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2 Ergebnisse 

 

2.1 Generierung von Munc13-EGFP-knock-in-Mäusen 

Über die molekulare Zusammensetzung und über die Ultrastruktur von aktiven Zonen 

in Synapsen liegt eine Vielzahl an Studien vor (Zhai und Bellen, 2004). Meist wurde 

die molekulare Zusammensetzung der aktiven Zone jedoch nur statisch zu einem 

bestimmten Zeitpunkt betrachtet. Über dynamische Prozesse, wie die anfängliche 

Ausstattung der aktiven Zone mit Proteinen und deren Erhalt, ist nur sehr wenig be-

kannt (Rosenmund et al., 2003; Ziv und Garner, 2004). Um diese Prozesse zu 

studieren, wurden bisher zumeist fluoreszenzmarkierte Proteine betrachtet, welche 

von Expressionsvektoren in der Zielzelle exprimiert wurden. Besonders für Untersu-

chungen der Proteindynamik sind die Ergebnisse aus solchen artefiziellen Systemen 

jedoch häufig nur schwer auf die Wildtyp-Situation zu übertragen (siehe 1.2). Elegan-

ter und besonders nah an der Wildtyp-Situation ist es, das zu betrachtende Protein 

durch Veränderung des endogenen genetischen Locus so zu manipulieren, dass es 

nicht in seiner Wildtyp-Form, sondern als funktionsfähiges fluoreszierendes Fusions-

protein exprimiert wird. Dieser Ansatz wurde in der vorliegenden Studie verwendet, 

um die Untersuchung von Munc13-Proteinen in-vivo zu ermöglichen. Durch homo-

loge Rekombination wurden knock-in-Mauslinien hergestellt, die das jeweilige fluo-

reszierende Munc13-Fusionsprotein direkt aus dem endogenen genetischen Locus 

exprimieren. Das entsprechende Gen wurde bei der Einführung der Mutation so we-

nig wie möglich verändert. Somit bleibt die Expression des Fusionsproteins unter der 

Kontrolle sämtlicher regulatorischer Mechanismen der Zelle. 

In früheren Studien wurden bereits cDNS-Fusionskonstrukte von Munc13-1 und 

Munc13-2 mit EGFP verwendet (Betz et al., 2001; Junge et al., 2004; Rhee et al., 

2002; Rosenmund et al., 2002). In Kulturen hippocampaler Munc13-1/2-doppel-

knock-out-Neuronen, die kein Munc13 mehr enthalten, konnte durch Überexpression 

dieser Fusionskonstrukte das durch Munc13 vermittelte priming, die vesikuläre Rei-

fung, wiederhergestellt werden. Bei den verwendeten Fusionskonstrukten befindet 

sich die cDNS für EGFP am 3’-Ende des entsprechenden Munc13-Gens, getrennt 

durch ca. 30 Basenpaare (abhängig vom Konstrukt) aus der Klonierregion des Vek-

tors. Da diese Munc13-EGFP-Fusionskonstrukte die priming-Eigenschaften von 
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Wildtyp-Munc13 übernehmen konnten, wurde in der vorliegenden Arbeit eine ähnli-

che Strategie verfolgt.  

  

2.1.1 Identifizierung der Intron-/Exon-Struktur der Munc13-Gene 

Zur Generierung der knock-in-Vektoren wurden die Sequenzen der kodierenden Be-

reiche der Munc13-Gene benötigt. Rattus-norvegicus-cDNS-Sequenzen der Munc13-

Isoformen wurden verwendet, um die Celera-Datenbank nach homologer genomi-

scher mus-musculus-DNS zu durchsuchen. Aus den so erhaltenen homologen ge-

nomischen DNS-Abschnitten ließen sich unter Berücksichtigung der charakteristi-

schen Spleißsignale (Introne enden in der Regel mit AG und beginnen mit GT/U) die 

genauen Positionen der Exone auf dem entsprechenden Gen lokalisieren. Abbildung 

6 zeigt maßstabgerecht die Intron-Exon-Struktur und Größe der kodierenden Berei-

che der Gene (vom START- bis zum STOP-Codon) für Munc13-1 (Chromosom 8, 

44 kBp), für die beiden Spleißvarianten ubMunc13-2 und bMunc13-2 (Chromosom 4, 

195 bzw. 47 kBp) und Munc13-3 (Chromosom 9, 453 kBp). In der Abbildung sind 

ferner die genauen Größen der einzelnen Exone sowie der entsprechende Bereich 

der in GenBank publizierten rattus-norvegicus-cDNS angegeben. Wie aufgrund der 

Primärstruktur (1.1.5.4) der Munc13-Proteine zu erwarten war (Brose et al., 1995), 

sind die Exone, die das konservierte Modul der Munc13-Proteine kodieren, begin-

nend mit Exon 12 von Munc13-1 bis auf wenige Ausnahmen gleich groß. Auch die 

Größen der ersten 11 Exone für Munc13-1 bzw. ubMunc13-2 sind weitgehend iden-

tisch, während dieser Bereich bei bMunc13-2 und Munc13-3 nahezu komplett von 

einem sehr großen Exon (> 2000 Basenpaare) abgedeckt wird. Für die verbleiben-

den 23 Basenpaare codiert ein zweites Exon. 
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Abbildung 1 
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2.1.2 Isolierung von DNS der murinen Munc13-Gene 

Um genomische DNS zur Herstellung der knock-in-Vektoren zu erhalten, wurde eine 

Lambda-Fix-II-Genbibliothek aus genomischer mus-musculus-DNS durchsucht. Als 

Sonden wurden Fragmente der 3’-Enden der entsprechenden Munc13-cDNS ver-

wendet (siehe 4.2.1.14). Die DNS aus positiven Phagenplaques wurde isoliert, das 

genomische Fragment durch Verdau mit Not I freigesetzt und in den pBluescript-

Vektor subkloniert. Folgende Fragmente wurden durch analytischen Verdau und Se-

quenzierung identifiziert: 

Munc13-1: Ein 15 kBp großes Fragment wurde isoliert. Es enthält die letzten 11 

Exone des Gens und 3 kBp Sequenz nach dem 3’-Ende des STOP-Codons. 

Munc13-2: Nur mit einem Not I /EcoR I-Doppelverdau ließen sich zwei subklonier-

bare Fragmente erhalten, die in pBluescript zusammengefügt wurden. Ein 15 kBp 

großes Fragment wurde erhalten. Es enthält 6,5 kBp Sequenz, die keine Exone ent-

hält und 0,5 kBp nach dem 3’-Ende des STOP-Codons beginnt. Per PCR wurden 

weitere Fragmente amplifiziert und subkloniert, die einen Bereich von etwa 2,5 kBp 

abdecken, der direkt an das bereits klonierte Fragment anschließt. Insgesamt wur-

den 9 kBp isoliert. Dieser Bereich enthält die letzten beiden Exone des Gens und 

7 kBp nach dem 3’-Ende des STOP-Codons. 

Munc13-3: Ein 14 kBp großes Fragment wurde isoliert. Es enthält die letzten 3 Exone 

des Gens und 7,5 kBp Sequenz nach dem 3’-Ende des STOP-Codons. 

 

2.1.3 Konstruktion der knock-in-Vektoren 

Als Grundlage für die Klonierung der knock-in-Vektoren diente der pTKNEOlox-Vek-

tor (Rhee et al., 2002). Dieser enthält bereits die zur Selektion benötigten Gene für 

Neomyzinresistenz und Thymidinkinase. Das Gen für die Neomyzinresistenz (neo-

Kassette, Neomyzin-Phosphotransferase) ist von loxP-Sequenzen (in Abbildung 7-10 

durch Dreiecke dargestellt) flankiert, sodass es sich durch Einsatz von Cre-Rekombi-

nase wieder entfernen lässt.  

Insgesamt sollten drei Mauslinien generiert werden, die jeweils eine Munc13-Iso-

form als fluoreszierendes Fusionsprotein exprimieren. Die drei Linien sollten außer-

dem zu einer Linie kombiniert werden, in der alle drei Munc13-Isoformen als fluores-

zierende Fusionsproteine von unterschiedlicher Farbe exprimiert werden. Als geeig-
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nete Fluoreszenzproteine standen ECFP, EYFP und EGFP zur Verfügung. Diese 

zeigten die höchste Intensität der zum Zeitpunkt der Klonierung erhältlichen Fluores-

zenzproteine und neigen nicht (wie z.B. DsRed) zur Oligomerisierung. Da Munc13-1 

entweder mit Munc13-2 oder mit Munc13-3 coexprimiert wird (Augustin et al., 

1999a), mussten die Emissionsspektren für die Fusionsproteine so gewählt werden, 

dass Munc13-1 von Munc13-2 und von Munc13-3 unterschieden werden kann, ferner 

sollte Munc13-2 als die am schwächsten exprimierte Isoform (Augustin et al., 1999a; 

Rosenmund et al., 2002) mit einem möglichst intensiven Fluoreszenzprotein markiert 

werden. Optimal unter diesen Voraussetzungen war daher die Markierung von 

Munc13-1 mit ECFP, von Munc13-2 mit EYFP und von Munc13-3 mit EGFP. Da 

nicht bekannt war, wie stark die Expression der fluoreszierenden Munc13-Fusions-

proteine sein würde, wurde zusätzlich ein Fusionskonstrukt der häufigsten Isoform, 

Munc13-1, mit der hellsten GFP-Variante, EYFP, erstellt. Im Folgenden wird die Kon-

struktion der einzelnen knock-in-Vektoren beschrieben. 

Munc13-1-EYFP und Munc13-1-ECFP (Abbildung 7) 

Per PCR wurde die cDNS für EYFP bzw. ECFP an das Ende des Munc13-1-Gens 

fusioniert. In zwei separaten PCR-Reaktionen wurde dafür zunächst ein genomi-

sches Fragment und ein Fragment mit der cDNS des Fluoreszenzproteins erstellt. 

Als genomischer Teil diente ein 804 Bp großes Fragment des Munc13-1-Gens, das 

von einer in einem Intron gelegenen Xho I-Schnittstelle bis zum letzten Basenpaar 

vor dem STOP-Codon des Gens reicht. Durch Veränderung von zwei Basen im Pri-

mer #3008 wurde die endogene Xho I-Schnittstelle zu einer Sal I-Schnittstelle modifi-

ziert. Primer #3009 reicht bis zum letzten Basenpaar vor dem STOP-Codon. Bei der 

PCR des EYFP- bzw. ECFP-Teils des Fusionskonstruktes wurde Primer #3010 so 

gestaltet, dass das Fragment 21 Basenpaare des genomischen Teiles (exklusive 

STOP-Codon) und 27 Basenpaare der Klonierregion des pEYFP- bzw. pECFP-Vek-

tors enthält. Ferner wurde durch Primer #3011 eine Cla I-Schnittstelle hinter dem 

STOP-Codon der cDNS für EYFP bzw. ECFP eingefügt. Unter Verwendung der äu-

ßeren Primer #3008 und #3011 wurden die beiden PCR-Produkte fusioniert. Das 

1557 Bp große Produkt wurde mit Sal I und Cla I geschnitten und in die entspre-

chenden Schnittstellen des pTKNEOlox-Vektors kloniert. Ein 3,2 kBp großes geno-

misches Fragment, das direkt an das STOP-Codon des Munc13-1-Gens anschließt, 

wurde durch den Verdau mit BssH II und Sal I erhalten (die Sal I-Schnittstelle stammt 
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aus dem pBluescript Vektor des genomischen Subklons). Dieses Fragment wurde 

nach Auffüllen der überstehenden Enden in die ebenfalls aufgefüllte Not I-Schnitt-

stelle des Vektors kloniert. Als 5’-genomische DNS wurde ein 3,8 kBp großes Xho I-

Fragment (die 5’ Xho I-Schnittstelle stammt aus dem pBluescript Vektor des genomi-

schen Subklons) in die Sal I-Schnittstelle des Vektors kloniert. Der fertige Vektor ent-

hält somit in seinem langen Arm 4,6 kBp und in seinem kurzen Arm 3,2 kBp homo-

loge genomische Sequenz.  

Munc13-2-EYFP (Abbildung 8) 

Analog zu dem Vorgehen bei Munc13-1 wurde zunächst per PCR die cDNS für 

EYFP an das Ende des Munc13-1-Gens fusioniert. Als genomischer Teil diente ein 

1507 Bp großes Fragment, das mit dem letzten Basenpaar vor dem STOP-Codon 

endet. Das 5’-Ende dieses Fragmentes wurde durch den Primer #3489 mit einer Sal 

I-Schnittstelle versehen. Das 3’-Ende der cDNS für EYFP wurde durch den Primer 

#3492 mit einer Cla I-Schnittstelle versehen. Die Primer #3490 und #3491 wurden so 

konstruiert, dass genau wie bei Munc13-1EYFP bzw. -ECFP das STOP-Codon von 

Munc13-2 ausgespart wurde, und dass ein Abstand von 21 Basenpaaren vor dem 

START-Codon für EYFP bestand. Das Fusionsprodukt besaß eine Länge von 

2250 Bp. Das genomische Fragment direkt hinter dem STOP-Codon von Munc13-2 

Abbildung 7: Konstruktion der knock-in-Vektoren für Munc13-1-EYFP/ -ECFP. TK: Gen für Thymidinkinase; 

Neo: Gen für Neomyzinresistenz; MCS: Klonierregion des pECFP- bzw. pEYFP-Vektors; Dreiecke: loxP-Sequenz 

(nicht maßstabsgerecht). 
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bis zur 850 Bp entfernten Xba I-Schnittstelle wurde per PCR amplifiziert und durch 

Primer #3637 an seinem 5’ Ende mit einer Spe I-Schnittstelle versehen. Das Produkt 

wurde mit Spe I/ Xba I in die entsprechenden Schnittstellen von pTKNEOLox kloniert. 

Das 5,5 kBp große genomische Xba I-Fragment, welches direkt an das per PCR 

amplifizierte Fragment anschließt, wurde in den mit Xba I geöffneten Vektor kloniert. 

Der lange Arm des fertigen Vektors enthält 6,4 kBp homologe genomische Sequenz, 

der kurze Arm 1,5 kBp homologe genomische Sequenz.  

Munc13-3-EGFP (Abbildung 9) 

Ein 478 Bp großes genomisches Fragment, das direkt nach dem STOP-Codon des 

Munc13-3-Gens beginnt und bis zur nächsten Xba I-Schnittstelle reicht, wurde per 

PCR amplifiziert. Der Primer #3041 wurde dabei so konstruiert, dass das 5’-Ende 

des Fragments eine Spe I-Schnittstelle erhält. Das Fragment wurde mit Spe I/ Xba I 

geschnitten und in pTKNEOLox kloniert. Das angrenzende, 6,3 kBp große genomi-

sche Xba I-Fragment wurde anschließend in die entsprechende Schnittstelle des 

Vektors kloniert. Der 2,3 kBp große genomische Teil des Fusionskonstruktes beginnt 

mit einer in einem Intron gelegenen Hind III-Schnittstelle und endet mit dem letzten 

Basenpaar des STOP-Codons. Das Primerpaar #3043 und #3044 wurde so kon-

struiert, dass das PCR-Produkt statt der Hind III- eine Sal I-Schnittstelle enthält, und 

dass das 3’-Ende unter Aussparung des STOP-Codons, mit einem 21 Bp großen Teil 

Abbildung 8: Konstruktion des knock-in-Vektors für Munc13-2-EYFP. TK: Gen für Thymidinkinase; Neo: Gen 

für Neomyzinresistenz; MCS: Klonierregion des pEYFP-Vektors; Dreiecke: loxP-Sequenz (nicht maßstabsge-

recht). 
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der Klonierregion des pEGFP Vektors fusioniert wird. Das 5’ Ende der EGFP-cDNS 

wurde durch Primer #3045 mit einem identischen Teil der Klonierregion fusioniert. 

Das 3’-Ende erhält durch den Primer #3046 eine Nhe I-Schnittstelle. Da sich die bei-

den Fragmente nicht per PCR fusionieren ließen, wurde das genomische Fragment 

mit Sal I/ BamH I und das EGFP-Fragment mit BamH I/ Nhe I in pBluescript subklo-

niert und anschließend mit Sal I/ Nhe I in den knock-in-Vektor kloniert. Der lange Arm 

des fertigen knock-in-Vektors enthält 6,8 kBp homologe genomische Sequenz, der 

kurze Arm 2,3 kBp. Die fertigen Vektoren wurden analytisch verdaut und sequenziert 

um sicherzustellen, dass keine Mutationen (z.B. durch PCR hervorgerufen) oder 

fehlerhaft klonierte Bereiche vorhanden waren. 

 

2.1.4 Homologe Rekombination und Selektion embryonaler Stammzellen 

Durch Elektroporation wurden die embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) mit den mit 

Sal I linearisierten knock-in-Vektoren transfiziert. Homologe Rekombination in ES-

Zellen ist ein sehr seltenes Ereignis. In einem zweistufigen Selektionsverfahren wur-

den daher diejenigen Stammzellen angereichert, bei denen homologe Rekombina-

tion mit dem knock-in-Vektor stattgefunden hat. Durch Zugabe des Antibiotikums 

G418 zum Medium wurde zunächst eine positive Selektion derjenigen Zellen durch-

geführt, die eine durch den knock-in-Vektor vermittelte Neomyzinresistenz besaßen. 

Abbildung 9: Konstruktion des knock-in-Vektors für Munc13-3-EGFP. TK: Gen für Thymidinkinase; Neo: Gen 

für Neomyzinresistenz; MCS: Klonierregion des pEGFP-Vektors; Dreiecke: loxP-Sequenz (nicht maßstabsge-

recht). 

 

 



ERGEBNISSE 

 - 37 - 

In einer weiteren, negativen Selektion wurden durch die Zugabe von Ganciclovir zum 

Medium diejenigen Zellen abgetötet, bei denen lediglich eine zufällige Integration des 

gesamten Vektors stattgefunden hatte. Pro knock-in-Konstrukt wurden jeweils 96 der 

so selektierten Klone vereinzelt. Nach Präparation der ES-Zell-DNS wurde diese mit 

geeigneten Restriktionsenzymen verdaut und per Southern-Blot analysiert. Als Son-

den dienten DNS-Fragmente, die sich außerhalb des 5’-Endes der von den Vektoren 

abgedeckten homologen Sequenz befinden. Abbildung 10 zeigt maßstabsgerecht die 

Strategien zur Erstellung der vier knock-in-Mauslinien. Dort ist auch die Lage der re-

levanten Restriktionsschnittstellen sowie der Sonden (dargestellt als schwarze Bal-

ken) ersichtlich.  

 

 

 

 

Abbildung 10: Strategien zur Erstellung der knock-in-Mauslinien. Durch die knock-in-Vektoren wird die Se-

quenz für das entsprechende Fusionsprotein sowie die gefloxte neo-Kassette vor das STOP-Codon des entspre-

chenden Munc13-Gens eingefügt. Die relevanten Schnittstellen für die Analyse der ES-Zellen per Southern-Blot 

sind angegeben, die Lage der jeweiligen Sonden ist durch schwarze Balken gekennzeichnet. PCR-Produkte, die 

zur Genotypisierung der Mauslinien dienen, sind durch blaue Balken gekennzeichnet. 
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Folgende Fragmentgrößen wurden bei der Southern-Blot-Analyse der ES-Zellen für 

die einzelnen Konstrukte erwartet: 

Munc13-1 Wildtyp-Allel (Spe I Fragment) 13,9 kBp 

Munc13-1 knock-in-Allel (Spe I Fragment) 9,2 kBp 

Munc13-2 Wildtyp-Allel (Dra I Fragment) 3,9 kBp 

Munc13-2 knock-in-Allel (Dra I Fragment) 6,0 kBp 

Munc13-3 Wildtyp-Allel (Bgl II Fragment) 7,5 kBp 

Munc13-3 knock-in-Allel (Bgl II Fragment) 9,5 kBp 

 

Abbildung 11 zeigt für jedes knock-in-Konstrukt Ausschnitte aus den Southern-Blots 

selektierter ES-Zellen. Aus den jeweils analysierten 96 Klonen konnten für Munc13-

1-ECFP 5 positive Klone, für Munc13-1-EYFP 4 positive Klone und für Munc13-2-

EYFP 3 positive Klone identifiziert werden. Für Munc13-3-EGFP konnten zunächst 

keine positiven Klone identifiziert werden. Nach Analyse von 96 weiteren Klonen 

konnte für dieses Konstrukt ein positiver Klon identifiziert werden. Positive Klone 

wurden expandiert und ES-Zellen von jeweils einem Klon pro Konstrukt wurden in 

Blastozysten von Mäusen der Linie C57Bl/6 injiziert. Die so präparierten Blastozysten 

wurden in den Uterus pseudoschwangerer Mäuse (C57Bl/6) implantiert. Da die Fell-

farben der beiden Mauslinien C57Bl/6 (schwarz) und SV129 (braun, Linie der ES-

Zellen) unterschiedlich sind, ließ sich anhand der Fellfarbe der chimären Nachkom-

men erkennen, wie hoch der Anteil der Zellen ist, die von den modifizierten ES-Zellen 

stammen. Männchen mit einem hohen Anteil brauner Fellfarbe wurden mit C57Bl/6-

Weibchen verpaart. Die Nachkommen wurden per PCR genotypisiert (siehe 

4.2.1.18). Heterozygote Nachkommen der ersten Generation (F1) wurden 

untereinander verpaart, sodass ab der zweiten Generation Tiere erhalten wurden, die 

homozygot für die knock-in-Mutationen waren. Diese Tiere wurden für erste Untersu-

chungen herangezogen (siehe 2.2.1.1).  

Abbildung 11: Southern Blots von Wildtyp- und homolog rekombinierten ES-Zellen aller Konstrukte. 
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In vorangegangenen Untersuchungen hat sich gezeigt, dass im Genom der Maus 

verbleibende Resistenzgene, welche bei homologer Rekombination zur Selektion 

eingesetzt werden, zu unvorhersehbaren Problemen führen können (Scarff et al., 

2003). In knock-out-Experimenten wurden so zum Teil drastische Phänotypen vorge-

täuscht, welche nach Entfernung des Resistenzgens nicht mehr vorhanden waren 

(Fiering et al., 1995; Pham et al., 1996). In knock-in-Studien, bei denen EGFP an-

stelle des zu untersuchenden Gens exprimiert wird, zeigte sich, dass die Expression 

von EGFP entweder vermindert (Faust et al., 2000) oder sogar völlig unterdrückt 

werden kann (Pasqualetti et al., 2002), wenn das Resistenzgen nicht entfernt wird. 

Um derartige Artefakte zur vermeiden, und um die Wildtyp-Situation möglichst genau 

zu kopieren, wurden die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen 

an Tieren durchgeführt, bei denen die neo-Kassette entfernt wurde. Dafür wurden 

heterozygote oder homozygote knock-in-Mäuse mit EIIaCre-Mäusen verpaart, wel-

che Cre-Rekombinase unter Kontrolle des viralen EIIa-Promotors im frühen Embryo-

nalstadium exprimieren (Lakso et al., 1996). Durch die Cre-Rekombinase werden 

Sequenzen, die sich zwischen den 34 bp großen loxP Erkennungssequenzen befin-

den, und eine der loxP-Sequenzen entfernt (siehe Abbildung 10).  

Die Nachkommen dieser und folgender Generationen wurden routinemäßig per 

PCR genotypisiert, und zwar auf folgende Kriterien: 

- Anwesenheit der knock-in-Konstrukte 

- Abwesenheit der neo-Kassette 

- Abwesenheit des Gens für die Cre-Rekombinase 

Nur für die grundlegende Charakterisierung (siehe 2.2.1.1) der knock-in-Tiere wur-

den für vergleichende Untersuchungen einige Tiere verwendet, die noch die neo-

Kassette enthielten. Für alle anderen Experimente wurden nur Tiere verwendet, die 

den oben genannten Kriterien entsprechen. 
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2.2 Charakterisierung der Munc13 knock-in-Mäuse 

Da eine detaillierte Charakterisierung aller vier erstellten Mauslinien den Rahmen der 

vorliegenden Arbeit gesprengt hätte, wurde im Folgenden hauptsächlich die Linie 

Munc13-1-EYFP betrachtet. 

 

2.2.1 Biochemische Untersuchungen 

2.2.1.1 Grundlegende Charakterisierung 

Heterozygote und homozygote Munc13 knock-in-Mäuse können sich normal fort-

pflanzen. Detaillierte Studien zur Lebenserwartung und Verhaltensstudien wurden 

nicht durchgeführt, bei der Zucht konnten diesbezüglich jedoch keine offensichtlichen 

Unterschiede zu Wildtyp-Tieren festgestellt werden. Um die Expression der Wildtyp- 

und Fusionsproteine zu untersuchen, wurden Immunoblots aus Gehirnhomogenat 

von Wildtyp-Mäusen und von heterozygoten und homozygoten Munc13-1-EYFP- und 

Munc13-2-EYFP-Tieren mit (mn) und ohne (m) Neomyzin-Resistenzgen angefertigt. 

Es wurden Antikörper gegen Munc13-1, bMunc13-2 und als Ladekontrolle gegen Tu-

bulin eingesetzt. Es standen keine geeigneten Antikörper zur Detektion von Munc13-

3 zur Verfügung. Abbildung 12 A zeigt die Expression von Munc13-1 und Munc13-1-

EYFP. Bei Wildtyp-Tieren (+/+) ist nur die 196 kDa Bande für Wildtyp-Munc13-1 vor-

handen. Bei heterozygoten Tieren (+/mn und +/m) ist zusätzlich die um die Größe 

von EYFP (27 kDa) größere Bande des Fusionsproteins zu sehen. Bei homozygoten 

(m/m, mn/mn) Tieren ist nur die größere Bande des Fusionsproteins sichtbar. Glei-

ches gilt für die Expression von Munc13-2 und Munc13-2-EYFP (Abbildung 12 B). 

Bei Wildtyp-Tieren ist nur die 222 kDa große Bande für bMunc13-2 vorhanden, in 

heterozygoten Tieren zusätzlich die größere Bande für das Munc13-2-EYFP-Fusi-

onsprotein. Bei homozygoten Tieren ist nur die größere Bande des Fusionsproteins 

Abbildung 12: Expression der Fusionsproteine. Gehirnhomogenate verschiedener Genotypen von Munc13-

1-EYFP- und Munc13-2-EYFP-Mäusen wurden im Immunoblot mit Antikörpern gegen die angegebenen Proteine 

analysiert.  
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vorhanden. Bei homozygoten knock-in-Mäusen ist also sowohl bei Munc13-1-EYFP 

als auch bei Munc13-2-EYFP kein Wildtyp-Protein mehr vorhanden. In den homozy-

goten knock-in-Tieren ist demnach das entsprechende Munc13-Wildtyp-Protein voll-

ständig durch das entsprechende EYFP-Fusionsprotein ersetzt. 

 

2.2.1.2 Expression von Munc13-1 und Munc13-1-EYFP während der Entwicklung 

Um zu untersuchen, ob die Expression von Munc13-1-EYFP während der Entwick-

lung analog zu der Expression von Wildtyp-Munc13-1 verläuft, wurden Immunoblots 

von heterozygoten Munc13-1-EYFP-knock-in-Tieren verschiedener Entwicklungs-

stufen angefertigt. Abbildung 13 zeigt die Expression des Wildtyp- und des Fusions-

proteins im Zeitraum von E18 (spätes Embryonalstadium) bis P90 (postnataler Tag 

90). Zusätzlich wurden die präsynaptischen Proteine "RIM1/2, das vesikuläre Protein 

Synaptophysin, das postsynaptische Protein NMDA-R1 und das ubiquitär exprimierte 

Tubulin untersucht. Wie bereits zuvor gezeigt wurde (Augustin et al., 1999a), fällt die 

Expression von Munc13-1 zeitlich mit der Synaptogenese zusammen. Wie auch bei 

anderen synaptischen Proteinen "RIM1/2, NMDA R1 und Synaptophysin steigt die 

Expression sowohl von Wildtyp-Munc13-1 als auch von Munc13-1-EYFP im Laufe 

der Entwicklung an. Ab P12-P15 ist kein weiterer Anstieg der Expression mehr 

festzustellen. Während Wildtyp-Munc13-1 und Munc13-1-EYFP im Entwicklungssta-

dium E18 zu gleichen Anteilen vorhanden sind, erfolgt bei heterozygoten Tieren die 

Expression in postnatalen Entwicklungsstadien zunehmend zugunsten von Wildtyp-

Munc13-1. 

 

Abbildung 13: Expression von Munc13-1 

und Munc13-1-EYFP während der Entwick-

lung. Gehirnhomogenate von heterozygoten 

Munc13-1-EYFP-Mäusen verschiedener En-

twicklungsstufen wurden per Immunoblot mit 

Antikörpern gegen die angegebenen Proteine 

analysiert. "RIM1/2 und NMDA R1 sind 

synaptische Markerproteine; Synaptophysin 1 

ist ein vesikuläres Protein; Tubulin wird 

ubiquitär exprimiert und diente als Lade-

kontrolle. E: Embryonaler Tag; P: Postnataler 

Tag. 
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2.2.1.3 Subzelluläre Lokalisation von Munc13-1 und Munc13-1-EYFP 

Augustin et. al. konnten zeigen, dass es sich bei Munc13-1 um ein membranassozi-

iertes synaptisches Protein handelt (Augustin et al., 1999a). Um zu verifizieren, dass 

Munc13-1-EYFP die gleiche subzelluläre Lokalisation wie das Wildtyp-Protein auf-

weist, wurde eine subzelluläre Fraktionierung des Cortexhomogenats erwachsener 

heterozygoter Munc13-1-EYFP-knock-in-Mäuse durchgeführt. Zusätzlich wurde die 

subzelluläre Lokalisation der bereits unter 2.2.1.2 aufgeführten Markerproteine unter-

sucht (Abbildung 14). Wie erwartet, wird Wildtyp-Munc13-1 und Munc13-1-EYFP zu-

sammen mit den synaptischen Markerproteinen "RIM1/2, NMDA R1 in der Fraktion 

synaptischer Plasmamembranen (SPM) angereichert. Synaptophysin wird als vesi-

kuläres Protein dagegen wie erwartet besonders in der Fraktion synaptischer Vesikel 

(LP2) angereichert. Munc13-1-EYFP ist immer in denselben Fraktionen wie Wildtyp-

Munc13-1 angereichert. Zwar wird, wie auch schon bei 2.2.1.2 beobachtet, Wildtyp-

Munc13-1 bevorzugt exprimiert, das Verhältnis zwischen Wildtyp- und Fusionsprotein 

ist jedoch in allen Fraktionen identisch. Die subzelluläre Lokalisation von Munc13-1-

EYFP ist folglich identisch mit der subzellulären Lokalisation von Wildtyp-Munc13-1. 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: Subzelluläre Fraktionierung. 

Durch differentielle Zentrifugation von Cor-

texhomogenat heterozygoter Munc13-1-

EYFP-Mäuse wurden subzelluläre Fraktionen 

gewonnen und per Immunoblot mit Antikör-

pern gegen die angegebenen Proteine 

analysiert. Bezeichnungen der Fraktionen: 

Hom: Homogenat: P1, Kernpellet; S1, Über-

stand der Synaptosomenpelletierung; P2, 

Synaptosomenpellet; P3, leichtes Membran-

sediment; S3, Zytosol; LP1, lysierte Synapto-

somenmembran; LS1, Überstand der Pelletie-

rung von LP1; LP2, synaptische Vesikel; LS2, 

Synaptosomenzytosol; SPM: synaptische 

Plasmamembran. 
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2.2.1.4 Expression von Munc13-1-EYFP versus Wildtyp-Munc13-1 

Wie die unter 2.2.1.2 und 2.2.1.3 beschriebenen Untersuchungen zeigten, wird in 

adulten heterozygoten Munc13-1-EYFP-Mäusen das Wildtyp-Protein bevorzugt ex-

primiert. Um zu überprüfen, ob dies auf erniedrigte Mengen der mRNS für Munc13-1-

EYFP zurückzuführen ist, wurden RNase-protection-assays durchgeführt. Wie in Ab-

bildung 15 A ersichtlich, sind die Werte für Munc13-1-EYFP (0,12 ± 0,04, n=3) im 

Vergleich zum Wildtyp (0,19 ± 0,02, n=3) tatsächlich etwas erniedrigt.  

 Da für spätere in-vivo-Experimente nur homozygote Tiere verwendet werden sol-

lten, wurde im Folgenden ferner die Expression von Munc13-1-EYFP in homozygo-

ten Mäusen mit der Expression von Munc13-1 in Wildtyp-Mäusen verglichen. Von 

jeweils drei adulten Wildtyp- und knock-in-Tieren wurden Hirnhomogenate angefertigt 

und per Immunoblot auf die Expression von Munc13-1 bzw. Munc13-1-EYFP unter-

sucht (Abbildung 15 B). In der Abbildung ist zu erkennen, dass, wie zuvor beobach-

tet, die Munc13-1-EYFP Banden des größeren Fusionsproteins der knock-in-Tiere 

 

 

Abbildung 15: Expression von Munc13- 

mRNS und -Proteinen in homozygoten 

Tieren. (A) Expression der mRNS für 

Munc13-1 und Munc13-1-EYFP in homozy-

goten Tieren. (B) Expression von Munc13-1 

und Munc13-1-EYFP in homozygoten Tieren. 

(C) Bestimmung der löslichen und unlöslichen 

Fraktion von Munc13-1 in Wildtyp-Tieren und 

von Munc13-1-EYFP in homozygoten knock-

in-Tieren. Die Fraktionen wurden durch Ultra-

zentrifugation bei 436000 g erhalten. Die 

Konzentration von Munc13-1 im Überstand 

(Ü) und im Pellet (P) wurde durch densito-

metrische Analyse der im Western-Blot ent-

haltenen Banden bestimmt. Aus diesen Wer-

ten wurde das Verhältnis (Ü/P) berechnet. Die 

Balkendiagramme geben den Mittelwert +/- 

Standardabweichung an. 
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höher liegen als beim Wildtyp. Jedoch ist kein Unterschied in der Intensität der 

Wildtyp- (4,20 ± 0,96, n=3) und der knock-in-Banden (4,59 ± 0,86, n=3) festzustellen. 

Ferner sollte untersucht werden, ob die Löslichkeit des Fusionsproteins identisch mit 

der des Wildtyp-Proteins ist. Dazu wurde das zuvor erstellte Homogenat 20 Minuten 

bei 436000 g zentrifugiert, wobei die lösliche von der unlöslichen Fraktion getrennt 

wurde. Per Immunoblot wurde der Anteil von löslichem und unlöslichem Munc13-1 

bzw. Munc13-1-EYFP bestimmt (Abbildung 15 C). Wie aus der Abbildung ersichtlich, 

sind keine Unterschiede in dem Verhältnis von löslichem zu unlöslichem Protein zwi-

schen Munc13-1-EYFP (0,60 ± 0,06, n=3) und Wildtyp-Munc13-1 (0,59 ± 0,09, n=3) 

feststellbar. Im Gegensatz zur Situation in heterozygoten Tieren wird Munc13-1-

EYFP in homozygoten knock-in-Tieren demnach in gleichem Maße wie in Wildtyp-

Tieren exprimiert und das Verhältnis zwischen löslichem und unlöslichem Protein ist 

identisch. 

 

2.2.2 Elektrophysiologische Untersuchungen 

In vorangehenden Studien durchgeführte Veränderungen am Munc-13-1-Gen führten 

immer zu drastischen Phänotypen. Sowohl homozygote Munc13-1-knock-out Mäuse 

als auch homozygote Munc13-1(H567K)-knock-in-Mäuse sind nicht lebensfähig. Die 

elektrophysiologischen Eigenschaften dieser Neuronen unterscheiden sich deutlich 

von Wildtyp-Neuronen (Augustin et al., 1999b; Rhee et al., 2002). Um die elektrophy-

siologischen Eigenschaften homozygoter Munc13-1-EYFP-Neuronen zu untersu-

chen, wurden sowohl von neugeborenen Wildtyp-Mäusen als auch von neugebore-

nen Munc13-1-EYFP-knock-in-Mäusen autaptische Kulturen hippocampaler Neuro-

nen angefertigt (Bekkers und Stevens, 1991). In diesen Kulturen wachsen einzelne 

Neuronen auf kleinen Inseln aus Astrozyten und bilden Synapsen mit den eigenen 

Fortsätzen. Wird bei einem Neuron in autaptischer Kultur durch Stimulierung Trans-

mitterausschüttung und damit die Aktivierung postsynaptischer Rezeptorkanäle indu-

ziert, so kann in derselben Zelle wenige Millisekunden später der hervorgerufene 

postsynaptische Strom gemessen werden.  

EPSC-Amplituden (Abbildung 16A) 

EPSC (excitatory postsynaptic current) ist der evozierte exzitatorische postsynapti-

sche Strom. Durch 2 ms lange Depolarisierung (70 mV) wurden ein Aktionspotential 

und damit Transmitterausschüttung induziert. Die resultierenden EPSC-Amplituden 
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in Munc13-1-EYFP-Neuronen (-4,4 ± 0,8 nA, n=38) unterscheiden sich nicht von de-

nen in Wildtyp-Neuronen (-4,4 ± 1,2 nA, n=32). 

Größe des Vorrates an fusionskompetenten Vesikeln (Abbildung 16 B) 

Die Transmitterladung aller fusionskompetenten Vesikel lässt sich mit hypertonischer 

Saccharose-Lösung freisetzen (siehe 1.1.3.3), wodurch ein messbarer postsynapti-

scher Strom hervorgerufen wird. Experimentell wurde der Vorrat an fusionskompe-

tenten Vesikeln (readily releasable pool, RRP) durch Applizierung von hypertonischer 

Saccharose-Lösung (500mM) für fünf Sekunden und Bestimmung des induzierten 

Ladungstransfers ermittelt (Rosenmund und Stevens, 1996). Die Abbildung zeigt den 

bei Applikation von hypertonischer Saccharoselösung fließenden Strom in Abhängig-

keit von der Zeit. Durch Bildung des Integrals wurde der insgesamt stattfindende La-

Abbildung 16: Transmitterfreisetzung von Munc13-1-EYFP- und Wildtyp-Neuronen. (A) Evozierte exzitatori-

sche postsynaptische Amplituden (EPSC), hervorgerufen durch eine Depolarisation von 70 mV, 0.2 s. (B) Vorrat 

an fusionskompetenten Vesikeln. Die Freisetzung aller fusionskompetenten Vesikel wurde durch Applikation von 

500 mM Saccharoselösung für 5 s ausgelöst. (C) Phorbolester-induzierte Potenzierung, hervorgerufen durch 

Applikation von 1 !m Phorboldibutyrat für 1 Minute. (D) Vesikuläre Freisetzungswahrscheinlichkeit, berechnet 

durch Bildung des Verhältnisses der freigesetzten Ladung durch evozierte Transmitterfreisetzung und durch 

Applikation von 500 mM Saccharose. (E, F) Kurzzeitplastizität bei Stimulierung mit 10 Hz (E) und 50 Hz (F) (J. 

Basu, C. Rosenmund; Baylor College of Medicine, Houston, USA). 
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dungstransfer ermittelt. Es konnte kein Unterschied in der Menge des Ladungs-

transfers von knock-in- (438 ± 9 pC, n=38) und von Wildtyp-Neuronen (439 ± 8 pC, 

n=32) und damit kein Unterschied in der Größe des Vorrats an fusionskompetenten 

Vesikeln festgestellt werden.  

Vesikuläre Freisetzungswahrscheinlickeit (Abbildung 16 D) 

Die vesikuläre Freisetzungswahrscheinlichkeit (Pvr) wurde aus den beiden vorange-

henden Experimenten durch Bildung des Quotienten aus dem Ladungstransfer wäh-

rend eines Aktionspotentials (Abbildung 16 A) und dem Ladungstransfer bei der Frei-

setzung des gesamten RRP (Abbildung 16 B) bestimmt. Die Freisetzungswahr-

scheinlichkeit in Munc13-1-EYFP-Neuronen (8,9 ± 1,4 %, n=38) ist nicht von der in 

Wildtyp-Neuronen (8,1 ± 2,0 %, n=32) zu unterscheiden. 

Phorbolester-induzierte Potenzierung (Abbildung 16 C) 

Munc13-1 ist der bedeutendste präsynaptische Phorbolester- bzw. Diacylglycerin-

Rezeptor (Rhee et al., 2002). Applikation von Phorboldibutyrat (PDBu) für eine Mi-

nute führte sowohl bei Wildtyp- als auch bei Munc13-1-EYFP-Neuronen zu der von 

Rhee et al. beobachteten Phorbolester-induzierten Verstärkung der EPSC-Amplitu-

den (Wildtyp: 1,70 ± 0,2x, n=18; Munc13-1-EYFP: 1,67 ± 0,1x, n= 16). 

Kurzzeitplastizität (Abbildung 16 E,F) 

Während hochfrequenter Stimulation zeigen Synapsen hippocampaler Neuronen 

eine charakteristische Depression der EPSC-Amplituden. Rosenmund et al. (2002) 

konnten zeigen, dass diese Form der Kurzzeitplastizität hauptsächlich vom priming 

durch Munc13-1, der dominanten Munc13-Isoform in hippocampalen Neuronen, ab-

hängt. Um die Charakteristika der Kurzzeitplastizität von Munc13-1-EYFP-Neuronen 

im Vergleich zu Wildtyp-Neuronen zu bestimmen, wurden EPSC-Amplituden wäh-

rend hochfrequenter Stimulation (HFS) bei 10 Hz und während 5 Stimuli bei 50 Hz 

gemessen. In beiden Experimenten verlief die Depression der EPSC bei Munc13-

1EYFP-Neuronen parallel zu der bei Wildtyp-Neuronen. Die hier bestimmten Cha-

rakteristika der Kurzzeitplastizität für Munc13-1-EYFP-Neuronen lassen sich dem-

nach nicht von den Wildtyp-Charakteristika unterscheiden. 

 

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass sich Munc13-1-EYFP und Wild-

typ-Munc13-1 anhand der untersuchten elektrophysiologischen Parameter nicht un-

terscheiden. 
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2.2.3 Morphologische Untersuchungen 

2.2.3.1 Lokalisation von Munc13-1-EYFP im saggitalen Hirnschnitt 

Durch in-situ Hybridisierung und durch Immunoblots unterschiedlicher Hirnareale 

konnte im Rattenhirn eine ubiquitäre Expression von Munc13-1-mRNS und von 

Munc13-1-Proteinen gezeigt werden (Augustin et al., 1999a). Zur Untersuchung der 

Lokalisation von Munc13-1-EYFP im Mäusegehirn wurden saggitale Schnitte fixierter 

Gehirne (4 % Paraformaldehyd) von homozygoten knock-in-Tieren angefertigt und 

fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Abbildung 17 A zeigt die Übersicht eines sol-

chen Schnittes. Aufgrund der EYFP-Markierung sind sämtliche Bereiche, in denen 

Munc13-1-EYFP exprimiert wird, durch ihre Fluoreszenz zu erkennen. Ein Vergleich 

mit immunohistochemisch gefärbten Schnitten von Wildtyp-Tieren (Abbildung 17 G) 

Abbildung 17: Lokalisation von Munc13-1-

EYFP im saggitalen Hirnschnitt. (A) Über-

sichtsaufnahme der Fluoreszenz von 

Munc13-1-EYFP in einem fixierten Hirnschnitt 

einer knock-in-Maus. Co, Cortex; Cer, Cere-

bellum; Hi, Hippocampus; OB, Olfaktorischer 

Bulbus; Th, Thalamus; St, Striuatum; Sn, 

Substantia nigra; Längenstandard: 1 mm (B, 

C) Ausschnittsvergrößerung des Cerebellums 

einer Munc13-1-EYFP-Maus (B) und einer 

Wildtyp-Maus (C). g, Körnerzellschicht; p, 

Purkinjezellschicht, m, Molekularzellschicht; 

Längenstandard: 100 !m. (D, E) Ausschnitts-

vergrößerung des Hippocampus einer 

Munc13-1-EYFP-Maus (D) und einer Wildtyp-

Maus (E). sl, Stratum lucidum, so; Stratum 

oriens; sp, Stratum pyramidale; sr, Stratum 

radiatum; sm, Stratum moleculare; sg, Stra-

tum granulosum; hil, Hilus; Längenstandard: 

200 !m. (F) Ausschnittsvergrößerung des 

Stratum lucidum; Längenstandard: 25 !m. (G) 

histochemische Lokalisation von Munc13-1; 

DAB-Immunofärbung (F. Varoqueaux); Län-

genstandard: 1 mm. (H) Fluoreszenz von 

Munc13-1-EYFP im Stratum lucidum (links), 

Immunofluoreszenzfärbung eines Antikörpers 

gegen Bassoon (mitte). Die Überlagerung der 

beiden Bilder zeigt, dass die Signale 

koinzidieren; Längenstandard: 10 !m. 
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zeigt, dass die Expressionsmuster für Munc13-1 und Munc13-1-EYFP identisch sind. 

Munc13-1-EYFP ist, wie für ein präsynaptisches Protein zu erwarten, besonders 

hoch im synaptischen Neuropil exprimiert, jedoch abwesend von weißer Substanz 

und von Zellkörpern. Hohe Fluoreszenzintensitäten und damit hohe Expression von 

Munc13-1-EYFP finden sich vor allem im Cerebellum, im Hippocampus und im olfak-

torischen Bulbus (OB), im Cortex (Co), im Thalamus (Th) und in der Substantia Nigra 

(Sn). Schwächere Expression ist ferner im Striatum und im Hirnstamm festzustellen. 

Gleich behandelte saggitale Schnitte von Wildtyp-Gehirnen zeigen nur eine sehr 

schwache Autofluoreszenz. Im Cerebellum (Abbildung 17 B) ist Munc13-1-EYFP vor 

allem in der Molekularzellschicht (m) detektierbar. Hier befinden sich Synapsen von 

Körnerzellaxonen mit Dendriten von Purkinjezellen. In der Körnerzellschicht (g) ist 

nur eine schwache, punktierte Fluoreszenz zu finden, die vermutlich aus Glomeruli 

stammt, in denen sich Synapsen von Moosfasern mit Dendriten der Körnerzellen be-

finden. Zellkörper in der Purkinjezellschicht (p) zeigen keine Fluoreszenz. Im Hippo-

campus (Abbildung 17 D) ist ein besonderes hohes Signal von Munc13-1-EYFP in 

Regionen hoher synaptischer Dichte zu erkennen, wie etwa im Stratum lucidum (sl), 

im Stratum oriens (so), im Stratum radiatum (sr) und im Hilus (h), etwas schwächer 

auch im Stratum moleculare (sm). Zellkörperschichten wie das Stratum pyramidale 

(sp) und das Stratum granulosum (sg) sowie weiße Substanz zeigen dagegen keine 

Fluoreszenz. Eine Detailanalyse des Stratum lucidum (Abbildung 17 F) zeigt eine 

dichte Anordnung punktiert auftretender Fluoreszenzsignale, die vermutlich von 

Moosfasersynapsen stammen. Abbildung 17 H zeigt Moosfasersynapsen des Stra-

tum lucidum in starker Vergrößerung. Überlagerung des EYFP-Signals mit der Im-

munofluoreszenzfärbung eines Antikörpers gegen das präsynaptische Protein Bas-

soon zeigt, dass Munc13-1-EYFP im Stratum lucidum genau wie Bassoon präsynap-

tisch exprimiert wird.  

 

2.2.3.2 Lokalisation von Munc13-2-EYFP/-3-EGFP im saggitalen Hirnschnitt 

Aufgrund der sehr schwachen Expression von Munc13-2 und Munc13-3 wurden im 

Folgenden methanolfixierte Kryoschnitte von Gehirnen der respektiven knock-in-

Mäuse untersucht. Zwar führt diese Art der Präparation häufig zu einem schlechteren 

Erhalt der Morphologie, aufgrund der deutlich geringeren Autofluoreszenz als bei der 

Fixierung mit Aldehyden erlaubt sie allerdings die Detektion schwächerer Fluores-

zenzsignale. Während Munc13-1-EYFP in allen Bereichen des synaptischen Neuro-



ERGEBNISSE 

 - 49 - 

pils detektierbar ist, findet sich ein deutliches Signal von Munc13-2-EYFP nur in 

Glomeruli des olfaktorischen Bulbus (Abbildung 18A). Hier befindet sich eine Vielzahl 

präsynaptischer Endknöpfchen von olfaktorischen Rezeptorneuronen. Munc13-3-

EGFP wird hauptsächlich im Cerebellum exprimiert (Abbildung 18 C). Genau wie bei 

Munc13-1-EYFP findet sich das stärkste Signal in der Molekularzellschicht, ferner 

findet sich ein punktiert auftretendes Signal in der Körnerzellschicht. Zellkörper der 

Purkinjezellschicht zeigen keine Fluoreszenz. Weiterhin ist Munc13-3-EGFP, wie 

auch Munc13-1-EYFP und Munc13-2-EYFP in Glomeruli des olfaktorischen Bulbus 

zu finden und schwächer auch im Globus pallidus, im Thalamus und in der Subtanzia 

nigra (nicht abgebildet) nachweisbar. 

 

 

 

2.2.3.3 Lokalisation von Munc13-1-EYFP in Kulturen hippocampaler Neuronen 

In Kulturen hippocampaler Munc13-1-EYFP Neuronen zeigen sich punktierte An-

sammlungen des Proteins, die immer direkt auf oder in unmittelbarer Nähe von 

Dendriten zu finden sind (Abbildung 19 A, 1.-3. Reihe). Durch aktivitätsabhängiges 

Be- und Entladen von Synapsen mit dem Styrylfarbstoff FM4-64 lassen sich endo- 

und exozytotisch aktive Synapsen markieren. Abbildung 19 A (4.-6. Reihe) zeigt, 

dass die Markierungen funktionsfähiger Synapsen mit den Munc13-1-EYFP-Signalen 

kolokalisiert sind. Synapsen, die Munc13-1-EYFP als Reifungsfaktor enthalten, sind 

demnach zur Exo- und Endozytose fähig. Immunofluoreszenzfärbung von Piccolo, 

einem Protein der aktiven Zone, zeigt eine Kolokalisierung mit dem Signal von 

Munc13-1-EYFP (Abbildung B). Die Immunofluoreszenzfärbung des postsynapti-

 

Abbildung 18: Lokalisation von Munc13-2-

EYFP und Munc13-3-EGFP im saggitalen 

Hirnschnitt. Mit Methanol postfixierte 

Kryoschnitte von unfixierten Gehirnen (A) 

Ausschnittsvergrößerung des olfaktorischen 

Bulbus einer Munc13-2-EYFP-Maus und (B) 

einer Wildtyp-Maus. (C) Ausschnittsvergrö-

ßerung des Cerebellums einer Munc13-2-

EYFP-Maus und (D) einer Wildtyp-Maus. 

Längenstandard: 100 !m. 
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schen Markers PSD-95 zeigt, dass PSD-95-Signale direkt an die von Munc13-1-

EYFP anschließen, mit diesen in der Regel aber nicht überlappen (Abbildung 19 C). 

Da das Mikroskop bei komplett geöffnetem Strahlengang betrieben wurde, werden 

recht dicke Gewebeschnitte beleuchtet, in Abbildung 19 C gelb erscheinende Punkte 

sind daher vermutlich übereinander liegende Munc13-1-EYFP- und PSD-95-Signale 

und können nicht im Sinne einer Kolokalisierung der beiden Proteine interpretiert 

werden. Die Immunfluoreszenzfärbungen zeigen demnach eine korrekte Lokalisie-

rung von Munc13-1-EYFP an aktiven Zonen der Präsynapse. 

 

 

 

 

Abbildung 19: Lokalisation von Munc13-1-EYFP in Kulturen hippocampaler Neuronen. (A) 1.-3. Reihe: 

Lokalisation von Munc13-1-EYFP-Signalen auf Dendriten. 4. und 5. Reihe: Identifizierung exozytotisch aktiver 

Synapsen durch be- und entladen mit dem Sytrylfarbstoff FM4-64. 6. Zeile: Das Signal für Munc13-1-EYFP 

koinzidiert mit exozytotisch aktiven Synapsen. (B) Immunfluoreszenzfärbung von Piccolo koinzidiert mit dem 

Signal von Munc13-1-EYFP. (C) Immunfluoreszenzfärbung von PSD-95 koinzidiert nicht mit dem Signal von 

Munc13-1-EYFP. 
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2.3 Bestimmung der Stabilität von Munc13-1 an der aktiven Zone 

Die vorangegangene Charakterisierung hat gezeigt, dass Munc13-1-EYFP die Funk-

tion von Munc13-1 komplett übernehmen kann. Die Lokalisierung der beiden Prote-

ine ist identisch und physiologische Unterschiede konnten nicht nachgewiesen wer-

den. Da die Markierung von Munc13-1 mit EYFP das Protein also nicht nachweisbar 

beeinflusst, ist Munc13-1-EYFP ideal dafür geeignet, die Eigenschaften von 

Munc13-1 in lebenden, intakten Systemen zu beobachten.  

Um die Stabilität von Munc13-1 an der aktiven Zone zu bestimmen, wurden 

FRAP-Analysen (Fluorescent Recovery after Photobleaching) an Kulturen hippo-

campaler Munc13-1-EYFP-Neuronen nach ca. 21 Tagen in-vitro durchgeführt. Dafür 

wurden fluoreszierende Munc13-1-EYFP Synapsen durch intensive Laserbestrah-

lung gebleicht und die Rückkehr der Fluoreszenz durch neu rekrutiertes Munc13-1-

EYFP gemessen. Aus dem Verlauf der Fluoreszenzerholung lässt sich die Halb-

wertszeit von Munc13 an der aktiven Zone bestimmen. Nach dem Bleichen wurden 

Einzelbildaufnahmen in einem Intervall von drei Minuten durchgeführt. In der Regel 

wurden 2-4 Synapsen auf etwa 35 % der Ausgangsintensität gebleicht und die Fluo-

reszenz dieser gebleichten Regionen in Einzelbildaufnahmen gemessen. Abbildung 

20 A zeigt den typischen Verlauf eines FRAP Experiments für zwei gebleichte Sy-

napsen (markiert durch gelbe Pfeile). Vor dem Bleichen sind diese als individuelle 

Flecken zu erkennen, die gleich nach dem Bleichen (0’) nicht mehr sichtbar sind, 

deren Fluoreszenz jedoch allmählich zurückkehrt. Nach den FRAP-Experimenten 

wurde durch Markierungsexperimente mit FM4-64 sichergestellt, dass es sich bei 

den beobachteten Strukturen um exo- und endozytotisch aktive Synapsen handelt 

(FM4-64 load/unload). Durch die häufige Bestrahlung des Präparates mit dem Laser 

für die Einzelbildaufnahmen resultiert eine weitere Bleichung des Präparates. Um 

eine mathematische Beschreibung der durch die Einzelbildaufnahmen resultierenden 

Bleichung zu ermitteln, wurde zusätzlich die Fluoreszenz mehrerer nicht gebleichter 

Regionen gemessen. Abbildung 20 B zeigt in blau die mittlere Intensität von 4 

gebleichten Synapsen. Innerhalb von etwa 20 Minuten erholt sich die Fluoreszenz-

intensität dieser Synapsen auf etwa 60 % des Ausgangswertes, demnach findet eine 

rasche Rückkehr von Munc13-1-EYFP statt. In rot sind die Mittelwerte der Intensitä-

ten von 16 nicht gebleichten Regionen aufgetragen. Hierbei zeigt sich eine stetige 

Abnahme der Fluoreszenzintensität durch die Laserbestrahlung während der Einzel-
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bildaufnahmen. Aus diesen Werten wird eine mathematische Beschreibung ermittelt, 

mit der die Messwerte für die gebleichten Synapsen (blaue Rauten) mathematisch 

korrigiert werden. Abbildung 20 C zeigt die Messwerte nach mathematischer Kor-

rektur. Für die Rückkehr der Fluoreszenz wurde eine aus zwei Komponenten beste-

hende Ausgleichskurve basierend auf folgender Exponentialgleichung ermittelt und in 

rot aufgetragen: 

! 

F(t) = Pf 1" (1"Fbl)e " t / #f[ ] + (1"Pf ) 1" (1"Fbl)e " t / #s[ ] 

Hierbei ist Pf die Fraktion der schnellen Komponente der Rückkehr der Fluoreszenz-

intensität, Fbl die normalisierte Intensität der Fluoreszenz direkt nach dem Bleichen, 

!s und !f sind die Zeitkonstanten für die Rückkehr der Fluoreszenzintensität. Per 

Software wurden die Werte für !s, !f und Pf ermittelt, bei denen die Gleichung den 

mathematischen Zusammenhang der Messwerte am besten beschreibt. Als Zeitkon-

stante für die schnelle Komponente (%f) wurde per Software ein Wert von 4 Minuten, 

für die langsame Komponente (%s) ein Wert von 38 Minuten ermittelt. Das Amplitu-

denverhältnis von schneller zu langsamer Komponente beträgt 0,32:0,68. 

Um die Notwendigkeit der mathematischen Korrektur der Messwerte zu umgehen, 

wurden in einem weiteren Experiment nach dem Bleichen Einzelbildaufnahmen in 

einem 10 Mal größeren Intervall (30 Minuten) durchgeführt. In diesem Fall tritt nur 

eine sehr geringe Bleichung des Präparates durch die Einzelbildaufnahmen auf. Die 

resultierenden Mittelwerte einer solchen Messung für 10 Synapsen sind in Abbildung 

20 D in blau aufgetragen. Wie zuvor wurde per Software %s ermittelt, aufgrund des 

großen Intervalls zwischen den Einzelbildaufnahmen ist eine Bestimmung von %f in 

diesem Experiment nicht möglich. Bei einem Wert von 45 Minuten für %s wird die in 

violett dargestellte ideale Ausgleichskurve erhalten. 

 

Zusammenfassend zeigen diese FRAP-Analysen, dass die Rückkehr von Munc13-1-

EYFP aus einer schnellen Komponente mit einer Zeitkonstante von ca. 4 Minuten 

und aus einer langsamen Komponente mit einer Zeitkonstante von 38-45 Minuten 

besteht. Nach 100 Minuten ist die Fluoreszenz (und damit die Konzentration von 

Munc13-1-EYFP) auf mehr als 90 % des Ausgangswertes zurückgekehrt.  
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Abbildung 20: FRAP-Analysen an Munc13-1-EYFP-Synapsen. (A) Individuelle fluoreszierende Synapsen 

(durch Pfeile gekennzeichnet) wurden durch intensive Laserbestrahlung gebleicht und die Rückkehr der 

Fluoreszenz wurde gemessen. Durch Be- und Entladung mit FM4-64 wurde sichergestellt, dass funktionsfähige 

Synapsen beobachtet wurden. (B) Rohdaten der gemessenen Fluoreszenzintensitäten für gebleichte Synapsen 

(blau) und ungebleichte Regionen, die durch die Einzelbildaufnahmen gebleicht werden (rot). (C) Mathematische 

Kompensation des Fluoreszenzverlustes durch die Einzelbildaufnahmen. (C) Einzelbildaufnahmen mit geringerer 

Abtastrate, ohne mathematische Korrektur.  
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3 Diskussion 

 

3.1 Munc13-Gene bestehen aus zwei Modulen 

Bei der Suche nach Säugetierhomologen zu Unc-13 wurden zunächst drei Proteine, 

Munc13-1, Munc13-2 und Munc13-3 identifiziert, bei denen es sich um Produkte un-

terschiedlicher Gene handelt (Augustin et al., 1999a; Brose et al., 1995; Varoqueaux 

et al., 2002). Die Strukturen der drei Munc13-Gene (Abbildung 6) zeigen, dass unter-

schiedliche Genbereiche unterschiedlichen evolutionären Einflüssen unterlagen. Die 

C-terminalen zwei Drittel aller Munc13-Proteine sind sehr homolog, im N-Terminus 

ähneln sich jedoch nur Munc13-1 und die Spleissvariante ubMunc13-2 (Augustin et 

al., 1999a; Brose et al., 1995). Betrachtet man die Exongrößen in Abbildung 6 (unte-

rer Teil), so zeigt sich hier ebenfalls eine große Übereinstimmung in den letzen zwei 

Dritteln, während sich am 5’ Ende nur die Exone für Munc13-1 und für ubMunc13-2 

ähneln. Ferner ist zu erkennen, dass die C-Termini der beiden Spleißvarianten 

ubMunc13-2 und bMunc13-2 von denselben Exonen kodiert werden, der N-Terminus 

von ubMunc13-1 wird jedoch von 11 kleinen Exonen, der von bMunc13-2 von einem 

sehr großen (ca. 2300 Bp) und einem kleinen Exon codiert. Auch Munc13-3 wird von 

einem ungewöhnlich großen (ca. 3000 Bp) und einem kleinen Exon kodiert. Das Vor-

kommen derart großer Exone ist insofern erwähnenswert, da diese in Wirbeltieren 

meist nur 100-170 Bp groß sind, und weniger als 1 % eine Größe von 400 Bp über-

treffen (Berget, 1995; Hawkins, 1988).  

Genau wie der Vergleich der cDNS- und Proteinsequenzen (Brose et al., 2000), so 

zeigt auch der Vergleich der Exonstruktur, dass die Munc13-Gene aus zwei Modulen 

bestehen. Das 3’- bzw. C-terminale Modul ist zwischen allen Isoformen und in allen 

detailliert analysierten Spezies weitgehend konserviert, das jeweils 5’- bzw. N-termi-

nale Modul dagegen recht unterschiedlich. Dies lässt vermuten, dass das konser-

vierte C-terminale Modul hohem Selektionsdruck ausgesetzt ist und daher essentielle 

Funktionen besitzt. Diese Vermutung wird durch neuere Untersuchungen gestützt, 

die zeigen, dass das isolierte C-terminale Modul von Munc13 synaptische Vesikel in 

einen fusionskompetenten Zustand versetzen kann (Basu et al., 2005; Stevens et al., 

2005). Die Effizienz ist jedoch viel geringer als beim vollständigen Protein, was dar-

auf hinweist, dass der N-Terminus optimierende und/oder modulierende Funktionen 

besitzt. 
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3.2 Munc13-1-EYFP kann die Funktion von Munc13-1 übernehmen 

Überexprimierte Fusionskonstrukte von Munc13-Proteinen und EGFP wurden bereits 

in mehreren Studien eingesetzt und können unter anderem in exozytotisch inaktiven 

Munc13-1/2 doppel-knock-out-Neuronen das durch Munc13 vermittelte priming wie-

derherstellen. Die Fusion mit EGFP behindert demnach nicht die Funktion der 

Munc13-Proteine (Betz et al., 2001; Junge et al., 2004; Rhee et al., 2002; 

Rosenmund et al., 2002). Es lag daher nahe anzunehmen, dass auch Munc13-Fusi-

onsproteine, die aus dem endogenen Locus exprimiert werden, voll funktionsfähig 

sind. In der Tat zeigen sämtliche im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Untersuchungen, dass keine Unterschiede in der Funktion von Munc13-1-EYFP und 

Wildtyp-Munc13-1 bestehen.  

 

3.2.1 Biochemische Charakteristika 

Die grundlegende Charakterisierung (2.2.1.1) von Munc13-1-EYFP- und Munc13-2-

EYFP-knock-in-Mäusen zeigt, dass homozygote knock-in-Tiere anstelle des Wildtyp-

Proteins nur noch das entsprechende fluoreszierende Fusionsprotein exprimieren. 

Diese Tiere haben eine normale Lebensdauer, sie sind fruchtbar und zeigen keinerlei 

Auffälligkeiten in ihrem Verhalten. Mäuse mit anderen Mutationen im Munc13-1-Gen, 

wie homozygote Munc13-1-knock-out- und Munc13-1(H567K)-Mäuse, sterben dage-

gen kurz nach der Geburt (Augustin et al., 1999b; Rhee et al., 2002). Die Tatsache, 

dass homozygote Munc13-1-EYFP-Tiere normal leben und sich fortpflanzen, spricht 

in Anbetracht der drastischen Phänotypen anderer Munc13-1-Mutationen dafür, dass 

Munc13-1-EYFP die essentiellen Funktionen von Wildtyp-Munc13-1 übernehmen 

kann. 

Die Untersuchung der Proteinexpression während der Entwicklung (2.2.1.2) hat 

gezeigt, dass in heterozygoten Tieren die Expression von Munc13-1-EYFP im Ge-

hirn, genau wie die von Munc13-1, nach der Geburt sehr gering ist, dann jedoch ste-

tig bis zu P12-P15 ansteigt. Für Munc13-1 konnte bereits gezeigt werden, dass die-

ser Anstieg der Expression temporal mit der Synaptogenese koinzidiert (Augustin et 

al., 1999a). Dass dies auch für Munc13-1-EYFP zutrifft, konnte in Kapitel 2.2.1.2 ge-

zeigt werden. Die Expression des Fusionsproteins unterliegt demnach während der 

Entwicklung derselben Regulation wie auch die des Wildtyp-Proteins. Hinsichtlich der 

subzellulären Lokalisierung von Munc13-1 konnten Augustin et al. (199a) durch sub-
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zelluläre Fraktionierung zeigen, dass das Protein hauptsächlich in Fraktionen synap-

tischer Plasmamembranen angereichert ist. Wie in Kapitel 2.2.1.3 dargestellt, ist dies 

auch für Munc13-1-EYFP der Fall. Das Fusionsprotein ist genau wie das Wildtyp-

Protein und wie die synaptischen Markerproteine "RIM1/2 und NMDA R1 in der 

Fraktion synaptischer Plasmamembranen angereichert. Auch die Verteilung auf an-

dere Fraktionen erfolgt exakt parallel zu der des Wildtyp-Proteins. Munc13-1-EYFP 

ist demnach korrekt lokalisiert. 

Obwohl die Expression von Munc13-1-EYFP und Wildtyp-Munc13-1 während der 

Entwicklung und in unterschiedlichen subzellulären Fraktionen parallel verläuft, 

zeigten die hier beschriebenen Experimente auch, dass Munc13-1-EYFP im Gehirn 

heterozygoter Tiere stets schwächer exprimiert wird als das Wildtyp-Protein. Um die 

Ursache für diese Reduktion zu untersuchen, wurde die Konzentration von Wildtyp-

Protein und -mRNS mit der von homozygoten Munc13-1-EYFP-Tieren verglichen. 

Dabei zeigte sich, dass in homozygoten Mutanten, abweichend von der Situation in 

heterozygoten Tieren, die Konzentration von Munc13-1-EYFP identisch mit der von 

Munc13-1 im Wildtyp ist (Abbildung 15 B). Auch das Verhältnis von löslichem zu un-

löslichem Protein ist nicht verändert (Abbildung 15 C), was auf eine korrekte Mem-

branverankerung von Munc13-1-EYFP-Proteinen schließen lässt. Im Unterschied zur 

Proteinkonzentration ist die mRNS-Konzentration im Gehirn dagegen bei homozy-

goten Munc13-1-EYFP-Tieren etwas niedriger als beim Wildtyp (Abbildung 15 A). 

Möglicherweise wird das Munc13-1-EYFP-Gen aufgrund der eingefügten Sequenz 

für EYFP und loxP mit geringerer Effektivität transkribiert als das Wildtyp-Gen oder 

die mRNS besitzt eine geringere Stabilität. Eine abschließende Beurteilung der 

Grundlage für die reduzierte mRNS-Konzentration kann anhand der durchgeführten 

Experimente nicht vorgenommen werden. Da die Proteinkonzentration von Munc13-

1-EYFP in homozygoten knock-in-Tieren jedoch identisch mit der von Munc13-1 im 

Wildtyp ist, lässt sich folgern, dass sie in der Zelle auf diesen Wert reguliert wird. 

Welche Regulationsmechanismen die Expression und Stabilität von Munc13-Prote-

inen beeinflussen, konnte bisher nicht gezeigt werden.  

 Aus Studien an C. elegans ist jedoch bekannt, dass die G-Proteine G"o und 

G"q das Vorkommen von Unc-13 in Synapsen antagonistisch regulieren (Lackner et 

al., 1999; Nurrish et al., 1999). Die entsprechenden Gene in Drosophila konnten bis-

her nicht identifiziert werden, eine vergleichbare Funktion wird jedoch von dem G-
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Protein G"S und dem G-Protein-gekoppelten Rezeptor Methuselah vermittelt 

(Aravamudan et al., 1999). Als akuter Regulator für die Konzentration von Unc-13 in 

Synapsen konnte ferner das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) identifiziert werden. 

Wird das UPS inhibiert, so zeigt sich im Zeitraum von etwa einer Stunde eine Ver-

dopplung der Unc-13-Konzentration in Präsynapsen von Drosophila, die Konzentrati-

onen anderer präsynaptischer Proteine wie Syntaxin und Synaptotagmin sind dage-

gen nicht beeinflusst (Aravamudan und Broadie, 2003; Speese et al., 2003). Dem-

nach wird Unc-13 in Fliegen stets mit einer hohen Syntheserate exprimiert, während 

die Endkonzentration von Unc-13 in der Synapse akut durch die UPS-abhängige ra-

sche Degradation des Proteins reguliert wird. Dies konnte bisher nur für Drosophila 

gezeigt werden. In Kontrollexperimenten der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführ-

ten FRAP-Analysen führte die Applikation von Proteasominhibitoren zu keiner Akku-

mulation von Munc13-1-EYFP, eine Bedeutung des UPS für die Regulation der 

Munc13-Konzentration der Säugetiere ist daher unwahrscheinlich (siehe auch 3.4). 

Auch wenn der zugrunde liegende Mechanismus unbekannt ist, zeigen die bioche-

mischen Untersuchungen, dass die Konzentration von Munc13-1-EYFP in homozy-

goten Tieren nicht verändert ist und durch die Reduzierung der mRNS-Konzentration 

nicht beeinflusst wird. 

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass die biochemischen Cha-

rakteristika von Munc13-1-EYFP von denen des Wildtyp-Proteins nicht zu unter-

scheiden sind.  

 

3.2.2 Elektrophysiologische Charakteristika 

Homozygote Munc13-1-knock-out-Mäuse sterben wenige Stunden nach der Geburt. 

Elektrophysiologische Untersuchungen an autaptischen hippocampalen Neuronen-

kulturen dieser Tiere zeigen drastische Defizite bei der Transmitterfreisetzung. So ist 

die evozierte Transmitterfreisetzung in exzitatorischen Neuronen (EPSC) aufgrund 

eines um 90 % verringerten Vorrates an fusionskompetenten Vesikeln um denselben 

Wert reduziert (Augustin et al., 1999b). Identische Untersuchungen an Neuronen von 

Munc13-1-EYFP-Mäusen zeigten dagegen keinerlei Veränderung der EPSC-Ampli-

tuden und einen normalen Vorrat an fusionskompetenten Vesikeln. Munc13-1-EYFP 

vermittelt demnach eine normale evozierte Transmitterfreisetzung. 
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Bei Hochfrequenzstimulation von Neuronen mutierter Mäuse, die kein Munc13-1 

oder die eine punktmutierte Variante (H567K) exprimieren, treten elektrophysiologi-

sche Eigenschaften auf, die stark vom Wildtyp abweichen. Bei Neuronen von homo-

zygoten Munc13-1-knock-out-Tieren führt elektrische Stimulation bei 10 Hz zu einer 

(durch Munc13-2 vermittelten) Erhöhung der EPSC-Amplituden auf etwa 200 % wäh-

rend der Stimulation und auf etwa 500 % unmittelbar danach (Augustin et al., 1999b; 

Rosenmund et al., 2002). Die Neuronen von homozygoten Munc13-1(H567K)-Mäu-

sen zeigen deutliche Defizite bei aktivitätsabhängigen Anpassungsreaktionen. Im 

Gegensatz zur Situation in Munc13-1-defizienten Neuronen zeigen die EPSC-Amp-

lituden der Punktmutanten bei wiederholter Stimulation (1 - 10 Hz) eine Depression, 

die deutlich stärker als beim Wildtyp ausfällt. Der Vorrat an fusionskompetenten Ve-

sikeln ist hierbei reduziert und zeigt nach Hochfrequenzstimulation eine verlang-

samte Auffüllrate. Weiterhin ist in diesen Punktmutanten die vesikuläre Freiset-

zungswahrscheinlichkeit sowie die Phorbolester-induzierte Erhöhung der EPSC-

Amplituden reduziert. Die verbleibende Erhöhung der Amplituden wird ausschließlich 

durch Munc13-2 vermittelt (Rhee et al., 2002). Bei Munc13-1-EYFP-Neuronen führt 

hochfrequente Stimulation bei 10 Hz und bei 50 Hz dagegen, genau wie bei Wildtyp-

Neuronen, zu einer charakteristischen Depression der EPSC-Amplituden. Auch die 

vesikuläre Freisetzungswahrscheinlichkeit ist nicht verändert, und Applikation von 

Phorbolestern führt zu einer deutlichen Erhöhung der EPSC-Amplituden, die vom 

Wildtyp nicht zu unterscheiden ist. Demnach sind die durch Munc13-1-EYFP vermit-

telten aktivitätsbedingten Anpassungsreaktionen und die Kurzzeitplastizität identisch 

mit den entsprechenden vom Wildtyp-Protein vermittelten Funktionen. 

Alle hier erläuterten Untersuchungen (siehe 2.2.2.) zeigen, dass Neuronen, die 

Munc13-1-EYFP anstelle von Munc13-1 exprimieren, anhand ihrer elektrophysiologi-

schen Charakteristika nicht von Wildtyp-Neuronen zu unterscheiden sind. 

 

3.2.3 Histologische und zytologische Charakteristika 

Im saggitalen Hirnschnitt (2.2.3.1) zeigt Munc13-1-EYFP das typische Expressions-

muster eines synaptischen Proteins. Das Fluoreszenzsignal ist in Regionen des sy-

naptischen Neuropils, jedoch nicht in weißer Substanz und in Zellkörpern detektier-

bar. Das Expressionsmuster ist identisch mit dem durch immunohistochemische Fär-

bung von Munc13-1 erhaltenen Muster (Abbildung 17 G) und konsistent mit bereits 

publizierten Untersuchungen über die Expression der mRNS von Munc13-1 
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(Augustin et al., 1999a) sowie über die Lokalisation von Munc13-1 im Rattengehirn 

(Betz et al., 1998). Augustin et al. (1999a) konnten zeigen, dass die mRNS im 

gesamten Gehirn neuronenspezifisch exprimiert wird (siehe Abbildung 3A). Die Ex-

pression des Proteins ist demzufolge in Synapsen aller Bereiche des Gehirns zu er-

warten. Sowohl die Untersuchungen von Betz et al. (1998) als auch die vorliegenden 

Untersuchungen konnten zeigen, dass Munc13-1 besonders stark in Regionen hoher 

synaptischer Dichte wie z.B. im Stratum lucidum detektierbar ist (Abbildung 3 D, Ab-

bildung 17 A-F). Vergleichende Immunfluoreszenzfärbungen der präsynaptischen 

Markerproteine Piccolo (Abbildung 17 H) und Bassoon sowie des postsynaptischen 

Markerproteins PSD-95 (Abbildung 19 B, C) zeigen die korrekte präsynaptische Lo-

kalisierung von Munc13-1-EYFP. Munc13-2-EYFP und Munc13-3-EGFP zeigen eine 

deutlich schwächere Fluoreszenz (Abbildung 18), was auf eine geringere Expression 

dieser Proteine schließen lässt. Im Falle von Munc13-3-EGFP ist das Expressions-

muster konsistent mit bereits publizierten Daten über die Lokalisation von Munc13-3 

im Cerebellum (Augustin et al., 1999a). Für die Lokalisation von Munc13-2 liegen 

keine publizierten Daten vor, die hier beobachtete Expression deckt sich jedoch mit 

vorläufigen Untersuchungen zur Lokalisierung von Munc13-2 (F. Varoqueaux, per-

sönliche Kommunikation). 

Insgesamt zeigen die hier beschriebenen histologischen und zytologischen Unter-

suchungen, dass die Lokalisierung von Munc13-1-EYFP identisch mit der des Wild-

typ-Proteins ist. Auch die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen 

zur Lokalisierung von Munc13-2-EYFP und Munc13-3-EGFP sind konsistent mit pub-

lizierten und vorläufigen Daten. Wie auch schon die biochemischen Charakteristika 

gezeigt haben, behindert die Markierung mit EYFP demnach nicht das Expressions-

muster oder den korrekten Transport des Munc13-1-Proteins zur Präsynapse. 

 

3.3 Vorteile der in-vivo-Markierung  

Wie die hier durchgeführten Untersuchungen gezeigt haben, sind die Funktionen von 

Munc13-1-EYFP mit denen des Wildtyp-Proteins identisch. Die in-vivo-Markierung 

von Munc13-Proteinen durch Manipulation des endogenen genomischen Locus stellt 

somit eine minimal invasive Methode dar, um die Proteine mit bildgebenden Verfah-

ren zu jedem Zeitpunkt in vivo zu untersuchen. Da Munc13-1-EYFP sich funktionell 

nicht vom Wildtyp-Protein unterscheidet, und es genau wie dieses sämtlichen regu-
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latorischen Mechanismen der Zelle unterliegt, können die an Munc13-1-EYFP ge-

wonnenen Erkenntnisse direkt auf das Wildtyp-Protein übertragen werden.  

Vektorvermittelte Expression kann dagegen zu einer Vielzahl von Artefakten füh-

ren, die eine Interpretation der Untersuchungsergebnisse sehr schwierig oder sogar 

unmöglich machen können. So wird die Proteinkonzentration eines derart exprimier-

ten Proteins hauptsächlich durch den heterologen Promotor des Expressionsvektors 

determiniert. Da meist sehr starke Promotoren eingesetzt werden, führt dies zu Pro-

teinkonzentrationen, die oft weit über denen der endogen exprimierten Proteine lie-

gen. Die Situation in der Zelle entspricht somit nicht der Wildtyp-Situation und die 

Lokalisation und das Verhalten des zu untersuchenden Proteins können verändert 

sein. Wegen der heterologen Promotoren entspricht auch der zeitliche Verlauf der 

vektorvermittelten Expression nicht der des endogenen Proteins und umweltbedingte 

Regulationsmechanismen werden umgangen.  

Die im folgenden exemplarisch aufgeführten Studien zeigen, dass hier erläuterte 

Problematik bei der Untersuchung überexprimierter Proteine zu Artefakten oder 

Fehlinterpretationen führen kann, die häufig nur durch die Anwendung unterschiedli-

cher Methoden aufgedeckt werden, vermutlich jedoch meist unentdeckt bleiben. So 

liefert ein von Shi et al. (1999) generiertes Fusionskonstrukt der GluR1-Untereinheit 

von Glutamatrezeptoren und GFP bei virusvermittelter Überexpression in Neuronen 

hippocampaler Schnitte in Kultur zwar funktionsfähiges GlurR1-GFP, das Fusions-

protein wird jedoch etwa dreimal stärker exprimiert als endogenes GluR1 und zeigt 

eine abweichende Lokalisierung in den Dendriten (Shi et al., 1999). Aktivität von 

CaMKII (calmodulin-dependent protein kinase II) führt zu einer Rekrutierung dieses 

Fusionskonstruktes zur postsynaptischen Membran. Der C-Terminus von GluR1 ent-

hält eine Region, die vermutlich von Bedeutung für die Interaktion mit PDZ-Domänen 

ist. Überexprimiertes GluR1-GFP mit einer Punktmutation in dieser Region (T887A) 

wird nicht mehr CaMKII-abhängig zur postsynaptischen Membran rekrutiert und blo-

ckiert LTP (long-term potentiation), eine Form synaptischer Plastizität (Hayashi et al., 

2000). Kim et al. (2005) untersuchten dieses Phänomen in-vivo, indem sie eine 

knock-in-Mauslinie generierten, bei der die Region für die Interaktion mit PDZ-Domä-

nen durch Deletion der letzten sieben Basenpaare des C-Terminus von GluR1 ent-

fernt wurde. Elektrophysiologische Untersuchungen an hippocampalen Schnitten 

dieser Tiere in Kultur zeigen, dass in diesem in-vivo-Modell im Gegensatz zum Über-

expressionsmodell keine Blockierung von LTP stattfindet (Kim et al., 2005). Auch 
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postulierte zellschädigende Eigenschaften von Syntaxin 1, die bei Überexpression in 

heterologen Zellen beobachtet wurden (Rowe et al., 1999), konnten durch in-vivo-

Studien nicht bestätigt werden (Toonen et al., 2005). 

Wie in Kapitel 1.1.6 und 1.2 erläutert, ist die Überexpression von fluoreszenzmar-

kierten Fusionsproteinen ein vielseitiges Hilfsmittel für zellbiologische Fragestellun-

gen. Da diese Methode schnell und vergleichsweise einfach durchzuführen ist, hat 

sie sich zu einem populären Werkzeug entwickelt. Die zuvor erwähnten Beispiele 

verdeutlichen jedoch, dass die Ergebnisse aus diesen recht artefiziellen Systemen 

nicht unbedingt der in-vivo-Situation entsprechen. Sie müssen daher mit Vorsicht in-

terpretiert und mit anderen Methoden validiert werden. Der Verlust regulatorischer 

Bereiche kann durch den Einsatz von BAC-Vektoren (bacterial arificial choromo-

some), etwa für die Transgenen-Herstellung, verhindert werden. Diese erlauben die 

Klonierung sehr großer genomischer DNS-Fragmente (ca. 150 kBp), sodass oft auch 

relevante regulatorische Bereiche eines Gens erfasst werden (Gong et al., 2003). Die 

Klonierung von besonders großen Genen, wie zum Beispiel die für Munc13-Proteine, 

ist jedoch auch mit BAC-Vektoren nicht möglich. Die Generierung transgener Tiere 

mit diesen oder anderen Vektoren führt ferner zu zufälligen Insertionen im Genom, 

die in der Regel Konkatemere der Vektor-DNS enthalten, was wiederum zu einer ar-

tefiziell erhöhten Expression und je nach Lokalisierung der Insertion auch zu In-

terferenzen mit anderen Genen führt. In-vivo-Markierung durch Manipulation des en-

dogenen genetischen Locus ist wesentlich zeitaufwendiger als die zuvor beschriebe-

nen Methoden, bietet jedoch Bedingungen zur Untersuchung eines Proteins in vivo, 

die sich nur minimal vom Wildtyp unterscheiden. Im Falle von Munc13-1-EYFP 

konnte hier gezeigt werden, dass sich diese Fusionsproteine in allen untersuchten 

Parametern nicht vom Wildtyp-Protein unterscheiden. Erkenntnisse aus Untersu-

chungen an Munc13-1-EYFP können also direkt auf das Wildtyp-Protein übertragen 

werden. 

 

3.4 Stabilität von Munc13-1 an aktiven Zonen 

Um die Stabilität von Munc13-1 an der aktiven Zone zu bestimmen, wurden FRAP-

Untersuchungen an Neuronenkulturen homozygoter Munc13-1-EYFP-Mäuse durch-

geführt. Dabei zeigte sich, dass die Rückkehr der Fluoreszenz aus zwei Komponen-
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ten zusammengesetzt ist. Die schnelle Komponente besitzt eine Zeitkonstante von 

ca. 4 Minuten, die langsame eine Zeitkonstante von ca. 45 Minuten.  

Bei dem Vorgang des Bleichens wurden etwa 4 !m2 große Bereiche mit intensi-

vem Laserlicht bestrahlt. Es wurden also nicht nur isolierte aktive Zonen gebleicht, 

sondern die gesamte Synapse und eventuell angrenzende Bereiche. Die schnelle 

Komponente der Fluoreszenzrückkehr reflektiert daher vermutlich nicht Munc13-1-

EYFP, das zur aktiven Zone transportiert wird, sondern vielmehr passive Diffusion in 

das Zytosol der Synapse. Mit einer Zeitkonstanten von ca. 4 Minuten kann es sich 

hierbei jedoch nicht um freie Diffusion handeln, da diese mit einer Zeitkonstanten von 

wenigen Sekunden (Lippincott-Schwartz et al., 2001) stattfindet. Durch die vielseiti-

gen Interaktionen von Munc13-1 mit anderen Proteinen und mit der Zellmembran ist 

eine freie Diffusion auch nicht zu erwarten. Eine Zeitkonstante im Bereich von Minu-

ten statt Sekunden reflektiert daher vermutlich Assoziations- und Dissoziations-

schritte, die eine Diffusion von Munc13-1-EYFP verlangsamen. In einer vergleichba-

ren Untersuchung von Kawabe et al. (2006), bei der die Halbwertzeit von überexpri-

miertem bMunc13-2-EGFP an aktiven Zonen mittels FRAP bestimmt wurde, zeigte 

sich ein ähnlicher Verlauf der Fluoreszenzerholung mit einer schnellen und einer 

langsamen Komponente. Wird stattdessen ein mutiertes bMunc13-2-EGFP übe-

rexprimiert, das aufgrund einer fehlenden Bindungsstelle nicht mehr zur aktiven Zone 

rekrutiert werden kann, so ist die Kinetik der Rückkehr nur von der schnellen Kom-

ponente bestimmt (Kawabe et al., 2006). Dies unterstützt die Vermutung, dass die 

schnelle Komponente der Fluoreszenzerholung eine passive Diffusion von Munc13-

1-EYFP in die Synapse beschreibt. Die Rekrutierung zur aktiven Zone bzw. der 

Austausch von gebleichtem Munc13-1-EYFP durch ungebleichtes wird dagegen 

durch die langsame Komponente beschrieben.  

Mit einer Zeitkonstanten von ca. 45 Minuten ist die Verweildauer von Munc13-1-

EYFP an der aktiven Zone überraschend kurz, es muss daher in einem ständigen 

Austausch mit Munc13-1-EYFP im Zytosol stehen. Diese Dynamik kann durch eine 

hohe Degradationsrate von Munc13-1-EYFP begründet sein, sodass stets neues 

Munc13-1-EYFP nachgeliefert werden muss. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass es 

sich um ein Fließgleichgewicht aus Assoziation mit der aktiven Zone und Dissozia-

tion ins Zytosol oder in andere Vorräte handelt.  

Wenn Munc13-1-EYFP einer hohen Degradationsrate unterliegt, so muss stetig 

neues Protein synthetisiert und nachgeliefert werden. Es stellt sich die Frage, wo 
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Munc13-1 synthetisiert und wie es zur aktiven Zone transportiert wird. Nach der gän-

gigen Lehrbuchmeinung (Kandel et al., 2000) findet eine Proteinsynthese in 

präsynaptischen Endknöpfchen und Axonen nicht statt. Die Proteine müssen dem-

nach im Zellkörper synthetisiert und zur Präsynapse transportiert werden, die sich 

mehr als einen Meter vom Zellkörper entfernt befinden kann. Ein solcher Transport 

kann zumindest in entstehenden Synapsen während der Synaptogenese durch PTVs 

erfolgen (Shapira et al., 2003; Zhai et al., 2001), für die FRAP-Experimente in der 

vorliegenden Arbeit wurden jedoch ausdifferenzierte Neuronenkulturen verwendet. 

Auch ist die graduelle Rückkehr der Fluoreszenz von Munc13-1-EYFP mit der Rek-

rutierung von neuem Protein aus PTVs nicht zu vereinbaren, da dies zu einer 

sprunghaften, treppenförmigen Rückkehr der Fluoreszenz führen würde. In differen-

zierten Zellen muss die Nachlieferung von Proteinen zur Synapse daher über andere 

Mechanismen erfolgen. Neuere Untersuchungen zeigen ferner, dass entgegen der 

Lehrbuchmeinung zumindest einige Proteine in der Präsynapse und/oder im Axon 

synthetisiert werden können (Beaumont et al., 2001; Giuditta et al., 2002; Zhang und 

Poo, 2002), wodurch die Notwendigkeit für einen aufwendigen Transport aus dem 

Zellkörper entfallen würde. Dies konnte für Munc13-Proteine jedoch nicht gezeigt 

werden. Gegen eine Proteinsynthese in der Präsynapse spricht hierbei, dass 

Munc13-mRNS nur in Zellkörpern von Neuronen nachgewiesen werden konnte 

(Augustin et al., 1999a). Untersuchungen an Drosophila deuten darauf hin, dass 

Unc-13 stets in hohen Mengen synthetisiert wird, und dass die Konzentration des 

Proteins in der Synapse durch eine UPS-abhängige, rasche Degradation des Prote-

ins reguliert wird (Aravamudan und Broadie, 2003; Speese et al., 2003). Um bei der 

Bestimmung der Stabilität von Munc13-1-EYFP eine etwaige Beeinflussung durch 

das UPS auszuschließen, wurden daher in der vorliegenden Arbeit in einigen Expe-

rimenten Proteasominhibitoren eingesetzt. Wenn Munc13-1-EYFP ein Ziel des UPS 

ist, so sollte dies in Anwesenheit von Proteasominhibitoren zu einer Akkumulation 

von Munc13-1-EYFP und damit zu einer Erhöhung der Fluoreszenzintensität führen. 

Dies wurde jedoch nicht beobachtet, das UPS ist demnach nicht von Bedeutung für 

die Regulation der präsynaptischen Konzentration von Munc13-1-EYFP.  

Eine hohe Degradationsrate von Munc13-1-EYFP erscheint also auf Basis der hier 

erhobenen Daten unwahrscheinlich. Eine stetige Nachlieferung von Proteinen ist 

somit nicht nötig und es ist anzunehmen, dass die relativ kurze Verweildauer von 

Munc13-1-EYFP an der aktiven Zone durch eine rasche Abfolge von Assoziation und 
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Dissoziation begründet ist. Gebleichtes Munc13-1-EYFP kann dabei schnell durch 

lokale Vorräte von ungebleichtem Protein ersetzt werden. Untersuchungen von Li 

und Murthy zeigen, dass ein Austausch präsynaptischer Proteine dabei nicht nur in-

nerhalb der Synapse stattfinden muss, sondern dass auch eine Rekrutierung von 

benachbarten Synapsen stattfinden kann (Li et al., 2005). Generell scheinen synapti-

sche Proteine (Noam Ziv, unveröffentlichte Beobachtungen) und Vesikel (Darcy et 

al., 2006) nicht dauerhaft in einer Synapse lokalisiert zu sein, sondern werden stän-

dig zwischen benachbarten Synapsen umverteilt. Vorläufige im Rahmen dieser Ar-

beit erhaltene Ergebnisse deuten darauf hin, dass dies auch für Munc13-1-EYFP der 

Fall ist: Eine Vergrößerung der gebleichten Fläche bei den FRAP-Experimenten 

führte zu einer langsameren Rückkehr der Fluoreszenz, vermutlich weil ungebleich-

tes Munc13-1-EYFP von entlegenen Vorräten rekrutiert werden muss. 

Zusammenfassend sind die vorliegenden Ergebnisse konsistent mit einem Modell, 

nach dem Munc13-1-EYFP unerwartet schnell, mit einer Zeitkonstante von ca. 45 

Minuten, an der aktiven Zone aus einem lokalen Vorrat ausgewechselt wird. Die Rek-

rutierung von Munc13-1-EYFP findet dabei nicht nur innerhalb der Synapse statt, 

sondern kann sich auch auf benachbarte Synapsen ausdehnen. Die Verankerung an 

der aktiven Zone erfolgt dabei wahrscheinlich über RIM-Proteine (Andrews-Zwilling 

et al., 2006). Die sehr unterschiedlichen Systeme des Austausches von Munc13-

Proteinen bei Mäusen und bei Drosophila ist zwar verwunderlich, beide Systeme er-

möglichen jedoch schnelle Anpassungsreaktionen, in denen etwa die Konzentration 

von Munc13-Proteinen oder in Säugetieren auch die Munc13-Isoform an der aktiven 

Zone rasch verändert werden können. Ein Austausch von Munc13-1 durch Munc13-2 

würde so etwa eine Synapse, die auf hochfrequente Signale mit Depression der 

EPSC-Amplituden reagiert, in eine Synapse umwandeln, die mit Verstärkung der 

Amplituden reagiert. Die Effektivität der Transmitterausschüttung oder Formen der 

Kurzzeitplastizität könnten so innerhalb von Minuten angepasst werden. 

 

3.5 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die in-vivo-Markierung von 

Munc13 technisch möglich ist, und dass fluoreszierende Fusionsproteine erhalten 

werden, die sich in ihrer Funktion von dem entsprechenden Wildtyp-Protein nicht un-

terscheiden lassen. Für jede Munc13-Isoform wurde eine in-vivo-markierte Mausline 
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mit jeweils einem unterschiedlichen Fluoreszenzprotein generiert. Insgesamt wurden 

folgende Linien erstellt, die zurzeit weiter charakterisiert werden:  

Munc13-1-EYFP 

Munc13-1-ECFP 

Munc13-2-EYFP 

Munc13-3-EGFP 

Munc13-1-ECFP x Munc13-2-EYFP 

Munc13-1-ECFP x Munc13-2-EYFP x Munc13-3-EGFP 

Diese Linien erlauben eine direkte Untersuchung des jeweiligen Fusionsproteins 

durch bildgebende Verfahren. Sie ermöglichen somit zum einen eine einfache Identi-

fizierung von präsynaptischen Endknöpfchen, zum Beispiel für elektrophysiologische 

Untersuchungen, und zum anderen in-vivo-Analysen von dynamischen Vorgängen 

an der aktiven Zone.  

In einer ersten Anwendung wurde Munc13-1-EYFP zur Bestimmung der 

Proteindynamik an aktiven Zonen verwendet. Mit vergleichbaren FRAP-Untersu-

chungen sollen nun zunächst die kinetischen Eigenschaften aller Munc13-Isoformen 

sowie deren Abhängigkeit von synaptischer Aktivität bestimmt werden. Hierbei ist die 

Untersuchung der Bedeutung der unterschiedlichen Kurzzeitplastizität von durch 

Munc13-1- und Munc13-2-vermitteltem priming (Rosenmund et al., 2002) von 

besonderem Interesse, da ein Wechsel zwischen diesen Isoformen ein attraktives 

Modell zur Veränderung der Plastizität individueller Synapsen darstellt. Die Be-

obachtung einzelner Munc13-1-ECFP-Synapsen während und nach hochfrequenter 

Stimulierung kann Aufschlüsse über eine so induzierte Rekrutierung von Munc13-2-

EYFP geben. Die in der vorliegenden Arbeit bestimmte, kurze Halbwertszeit von 

Munc13-1-EYFP an der aktiven Zone bietet die Voraussetzung für einen solchen 

Austausch von Isoformen in einem Zeitraum von weniger als einer Stunde. Aufgrund 

der in-vivo-Markierung sind derartige Untersuchungen auch im intakten Gehirn, zum 

Beispiel an anästhesierten Tieren (Nimmerjahn et al., 2005), möglich. 

Durch Kreuzung der Munc13-knock-in-Tiere mit knock-out-Tieren, denen Kompo-

nenten der aktiven Zone fehlen, lassen sich molekulare Interaktionen an der aktiven 

Zone und deren Bedeutung untersuchen. So wurde eine Kreuzung mit einer RIM1"-

knock-out Mäusen durchgeführt, um die Bedeutung der Interaktion von Munc13-1 

und RIM in vivo untersuchen zu können.  
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Abgesehen von in-vivo-Untersuchungen lassen sich aus diesen Tieren gewon-

nene Synaptosomen aufgrund ihrer Fluoreszenzmarkierung mittels FACS (fluores-

cence activated cell sorting) abhängig von ihrem Fluorophor isolieren. Aus isolierten 

Fraktionen von Munc13-1, Munc13-2 oder Munc13-3-Synapsen lassen sich die Pro-

teinkomposition und eventuelle Unterschiede abhängig von der exprimierten 

Munc13-Isoform bestimmen. Erste Versuche an Munc13-1-EYFP haben gezeigt, 

dass eine Sortierung der fluoreszenzmarkierten Synaptosomen prinzipiell möglich ist. 
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4 Material und Methoden 

 

4.1 Material 

Für einige Methoden wurde spezielles, hier nicht aufgeführtes Material verwendet. 

Dieses wird im entsprechenden Methodenteil näher erläutert. 

 

4.1.1 Geräte 

DNS-Analysegerät (Genotypisierung) GE Healthcare MegaBace 1000, Chalfont 

St. Giles, (UK) 

DNS-Analysegerät (Sequenzierung) Applied Biosystems 3730xl DNA Sequencer, 

Lincoln (USA) 

Elektrophoresesystem für Agarosegele Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

Elektrophoresesystem für SDS-PAGE Bio-Rad, Hercules (USA) 

Elektroporationsgeräte Bio-Rad, Hercules (USA)  

Filmentwicklungsmaschine Agfa-Gevaert, Mortsel (B) 

Fluoreszenzmikroskop BX61 Olympus Corp., Tokio, (JAP) 

Glas-Teflon Homogenisator B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D) 

Heizblöcke Eppendorf AG, Hamburg (D) 

Inkubatoren Heraeus GmbH, Hanau (D) 

New Brunswick Scientific Inc., Edison (USA)  

Konfokales Mikroskop TCS SP2 Leica Microsystems AG, Wetzlar (D) 

Konfokales Mikroskop Axiovert 200 

für FRAP-Analysen 

Carl Zeiss AG, Oberkochen (D) 

modifiziert von Prof. Noam Ziv. 

Kryostat Jung CM3000 Leica Microsystems AG, Wetzlar (D) 

Odyssey Imaging System  LI-COR, Lincoln (USA) 

PCR-Maschinen Biometra GmbH, Göttingen (D) 

pH-Meter 761 calimatic Knick elektr. Messgeräte GmbH, Berlin (D) 

Pipettierhilfen Gilson, Middleton (USA) 

Eppendorf AG, Hamburg (D) 

Reinstwassersystem arium 611 Sartorius AG, Göttingen (D) 

Sonicator B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D) 

Spektralphotometer Biochrom Ltd., Cambridge (UK) 
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Sterilbänke Heraeus GmbH, Göttingen (D) 

Vibratom VT1000s Leica Microsystems AG, Wetzlar (D) 

Vortex Genie 2 Bender & Hobein AG, Zürich (CH) 

Wasserbäder Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach (D) 

GFL - GmbH, Burgwedel (D) 

Zentrifugen Beckman Coulter, Inc., Fullerton (USA) 

Eppendorf AG, Hamburg (D) 

Heraeus GmbH, Göttingen (D) 

 

4.1.2 Chemikalien und Enzyme 

Alle Chemikalien, die hier nicht gesondert aufgeführt sind, wurden in p.a. Qualität von 

Merck KGaA (Darmstadt) bezogen. 

 

Agarose Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

Acrylamid/Bis-Lösung (AMBA) Bio-Rad, Hercules (USA)  

Alkalische Phosphatase F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel (CH) 

Aprotinin F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel (CH) 

Aminosäuren Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Ampicillin Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Biotin-14-CTP Invitrogen Corp., Carlsbad (USA) 

["32P]dCTP Amersham, Buckinhamshire (UK) 

Dithiothreitol Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

DMSO Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

DNS-Längenstandard BstE II New England Biolabs, Inc., Beverly (USA) 

dNTPs Pharmacia Biotech, Uppsala, (S) 

ECL-Reagenzien Amersham, Buckinhamshire (UK) 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Ficoll 400 Pharmacia Biotech, Uppsala, (S) 

FM4-64  Molecular Probes, Eugene (USA) 

Formamid Fluka Chemie, Buchs (CH) 

Glycin Bio-Rad, Hercules (USA) 
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IPTG BioMol GmbH, Hamburg (D) 

Kanamycin Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Klenow-Fragment F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel (CH) 

N-Laurylsarcosin Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Lachsspermien-DNS Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Leupeptin F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel (CH) 

Lysozym Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Molekulargewichtstandards Bio-Rad, Hercules (USA) 

PEG 8000 Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Paraformaldehyd Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Pfu-Polymerase Stratagene, La Jolla, (USA) 

PMSF Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Ponceau S Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Restriktionsendonukleasen F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel (CH) 

New England Biolabs, Inc., Beverly (USA) 

Rapid hyb Puffer Amersham, Buckinhamshire (UK) 

RNase A Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

SDS F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel (CH) 

T4 DNS-Ligase F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel (CH) 

 New England Biolabs, Inc., Beverly (USA) 

T4 DNS-Polymerase F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel (CH) 

Taq-Polymerase Applied Biosystems, Lincoln (USA),  

Qiagen N.V., Venlo (NL) 

TEMED Bio-Rad, Hercules (USA) 

Tris Base Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

Triton X-100 F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel (CH) 

Trockenmilch Nestlé, Vevey (CH) 

Tween 20 Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

X-Gal BioMol GmbH, Hamburg (D) 

Ziegenserum Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 
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4.1.3 Kits 

ABC-Kit Vector Laboratories, Burlingame (USA) 

Maxiscript T7/T3 Ambion, Austin (USA) 

Protein Assay Bio Rad, Hercules (USA) 

Prime-It II Stratagene, La Jolla, (USA) 

Qiafilter Plasmid Kit Qiagen N.V., Venlo (NL) 

Qiaquick Gel-Extraction Kit Qiagen N.V., Venlo (NL) 

Qiaquick PCR-Purification Qiagen N.V., Venlo (NL) 

SuperSignal RPAIII  Pierce, Rockford (USA) 

Topo T/A und Topo XL Cloning Kit Invitrogen Corp., Carlsbad (USA) 

 

4.1.4 Verbrauchsmaterial 

Bio-Spin Chromatographiesäulen Bio-Rad, Hercules (USA) 

Centricon Amicon, Beverly (USA) 

Deckgläser Menzel-Gläser, Braunschweig (D) 

ECL-Filme Amersham, Buckinhamshire (UK) 

Elektroporationsküvetten Bio-Rad, Hercules (USA) 

Glaszylinder & 8mm Bellco Glass, Vineland (USA) 

Injektionskanülen  BD, Franklin Lakes (USA) 

Nitrozellulose Protran Schleicher & Schuell GmbH, Dassel (D) 

Nylon Membran Hybond-N+ Amersham, Buckinhamshire (UK) 

Objektträger Menzel-Gläser, Braunschweig (D) 

Plastikgefäße Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen (D) 

BD, Franklin Lakes (USA) 

PVDF-Membranen Millipore, Bedford (USA) 

Reaktionsgefäße Eppendorf AG, Hamburg 

Whatman Cellulose-Filter Whatman International Ltd, Maidstone (UK) 

Whatman 3MM Whatman International Ltd, Maidstone (UK) 

Zellkulturgefäße Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen (D) 

BD, Franklin Lakes (USA) 

Nunc A/S, Roskilde (DK) 
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4.1.5 Medien und Lösungen 

Zur Herstellung der Medien und Lösungen wurde doppelt destilliertes Wasser oder 

Wasser aus einem arius 611 Reinstwassersystem verwendet. 

 

Denaturierungspuffer: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH 

 

EDTA-Lösung: 0,5 M EDTA; gewünschten pH (8,0 oder 7,4) mit NaOH einstellen 

 

Homogenisierungspuffer: 50 mM Tris pH 8; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,2 mM 

PMSF; 1 !g/ml Aprotinin; 1 !g/ml Leupetin 

 

Laemmli-Puffer (3x): 45 g SDS; 124,8 ml 0,5 M Tris pH 6,8; 15,0 ml 0,1 M EDTA; 

150 g Saccharose; 0,2 % Bromphenolblau; ad 450 ml H2O; von dieser Stammlösung 

werden kurz vor Gebrauch 9 Teile mit 1 Teil !-Mercaptoethanol vermischt. 

 

Neutralisierungspuffer: 1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCl pH 8.0 

 

10x PBS: 8,0 g NaCl; 2,0 g KCl; 14,4 g Na2HPO4; 2,4 g KH2PO4; mit H2O auf ca. 900 

ml auffüllen, pH 7,4 mit HCl einstellen, mit H2O auf 1 l auffüllen. 

 

Ponceau S Lösung: 0,1 % Ponceau S; 5,0 % Essigsäure 

 

Probenpuffer für Agarosegelelektrophorese: 15 % Ficoll; 0,25 % Bromphenolblau 

 

SDS-PAGE - Gelrezepturen:   T-Puffer: 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8); 0,4 % SDS 

S-Puffer: 0,5 M Tris/HCl (pH 6,8); 0,4 % SDS 

 

Trenngele: 5 % 7,5 % 10 % 12 % Sammelgel: 3,75 % 

H2O 2,90 ml 2,50 ml 2,50 ml 1,75 ml H2O 1,25 ml 

AMBA 0,85 ml 1,25 ml 2,00 ml 2,00 ml AMBA 0,25 ml 

T-Puffer 1,25 ml 1,25 ml 1,50 ml 1,25 ml S-Puffer 0,50 ml 

TEMED 6 !l 7 !l 8 !l 7 !l TEMED 5 !l 

10 % APS 15 !l 15 !l 17 !l 15 !l 10 % APS 12 !l 
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SDS-PAGE - Laufpuffer: 3 g/l Tris Base; 14,4 g/l Gl#$in; 2 g/l SDS; pH 8,8 

 

SM: 5,8 g NaCl; 2,0 g MgSO4 · 7 H20; 1 M Tris/HCl pH 7,5; mit H2O auf 1 l auffüllen. 

 

SNET: 20 mM Tris/HCl; 5 mM EDTA; 5 % NaCl; 8 % SDS 

 

20x SSC: 175,3 g NaCl; 88,2 g Na-Citrat; mit H2O auf ca. 900 ml auffüllen, pH 7,0 mit 

HCl einstellen, mit H2O auf 1 l auffüllen. 

 

20x SSPE: 3 M NaCl; 0,2 M NaH2PO4 · H20; 0,02 M Na2EDTA; pH 7,4 einstellen 

 

STET: 50 mM; Tris/HCl; 50 mM EDTA; 5 % Triton X-100; 8 % Saccharose 

 

50xTAE: 50 mM EDTA; 2 M Tris/HCl ; 17,5 % Essigsäure 

 

5x TBE: 10 mM EDTA; 445 mM Borsäure; 445 mM Tris/HCl  

 

TBS: 1,37 M NaCl; 0,2 M Tris 

 

TE: 10 mM Tris/HCl pH 8,0; 1mM EDTA pH 8,0 

 

Tris/HCl: 1M Tris; gewünschten pH (8,0 oder 7,4) mit rauchender HCl einstellen 

 

LB-Medium: 10 g NaCl; 10 g Bacto-Trypton; 5 g Bacto-Hefeextrakt; auf 1 l auffüllen, 

100 !l 10 N NaOH hinzugeben, autoklavieren 

 

LB Platten: Wie LB-Medium, zusätzlich 15 g Bacto-Agar pro Liter Medium. Zur Her-

stellung von Selektionsplatten werden die gewünschten Antibiotika nach dem Auto-

klavieren hinzugegeben (200x Ampicillin Stammlösung: 20 mg/ml, 300x Kanamycin 

Stammlösung: 10 mg/ml), sobald die Lösung auf ca. 50°C abgekühlt ist. 

 

Top-Agar: Wie LB-Medium, zusätzlich 0,7 % Agarose 
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Westernblot-Puffer für Immunodetektion: 5 % Ziegenserum; 5 % Trockenmilchpulver; 

1 x TBS; 0,1 x Tween20 

 

Western Blot-Transferpuffer: 25 mM Tris/HCl (pH 8,3); 190 mM Glycin; 20 % MeOH 

 

4.1.6 Material für die Zellkultur 

4.1.6.1 ES-Zellkultur 

Destilliertes Wasser  Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

D-PBS Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

ESGRO-LIF Chemicon, Temecula (USA) 

Fötales Kälberserum HyClone, Logan (USA) 

Gancyclovir Hoffmann-La Roche 

Knockout DMEM  Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

L-Glutamin (100 x) Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

MEM nicht essentielle Aminosäuren (100 x) Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

!-Mercaptoethanol "cell culture tested" Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA)  

Mineralöl Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA)  

Mitomycin C Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA)  

Neomycin (G418-Sulfat) Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

N-Laurylsarcosin Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA)  

Penicillin/Streptomycin (100x) Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsin) Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

Trypsin-EDTA (0,25 % Trypsin) Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

 

MEF-Medium: 

500 ml DMEM 

95 ml Fötales Kälberserum 

6 ml 100x MEM nicht essentielle Aminosäuren 

6 ml 100x Glutamin 

6 ml 100x !-Mercaptoethanol (0,7 !g/ml in D-PBS) 

3 ml 100x Penicillin/Streptomycin 
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ES-Medium: 

500 ml DMEM 

95 ml Fötales Kälberserum 

6 ml 100x MEM nicht essentielle Aminosäuren 

6 ml 100x Glutamin 

6 ml 100x !-Mercaptoethanol (0,7 !g/ml in D-PBS) 

3 ml 100x Penicillin/Streptomycin 

65 !l LIF 

 

2x Einfriermedium: 20 % DMSO, 20 % FCS; 60 % DMEM 

 

Lysispuffer: 10 mM Tris/HCl; pH 7,5; 10 mM EDTA; pH 8,0; 10 mM NaCl; 0,5 % N-

Laurylsarcosin; 1 mg/ml Proteinase K 

 

Fällungslösung: 10 ml 100 % EtOH; 150 ml 5 M NaCl 

 

4.1.6.2 Kultur primärer hippocampaler Neuronen 

a) für bildgebende Verfahren 

Minimal Essential Media Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

Rinder Transferrin Calbiochem, San Diego (USA) 

Insulin Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA)  

Nu Serum  BD, Franklin Lakes (USA) 

B-27 Supplements Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) 

Cytosin !-D-Arabinofuranosid Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA)  

Poly-D-Lysin Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA)  

 

Kulturmedium: 0,6 % Glucose; 0,1 g/l Rinder Transferrin; 0,25 g/l Insulin; 0,3 g/l 

Glutamin; 10 % Nu Serum; 2 % B-27 Supplement; 8 !M Cytosin !-D-Arabinofurano-

sid; in Minimal Essential Media 

 

Tyrodes Lösung: 119 mM NaCl; 2,5 mM KCl, 2 mM CaCl2; 2 mM MgCl2; 25 mM 

HEPES; 30 mM Glucose; pH 7,4 
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b) Autaptische Kulturen für elektrophysiologische Untersuchungen 

Die Anfertigung autaptischer Kulturen wurde im Labor von C. Rosenmund (Baylor 

College of Medicine, Houston, USA) nach bereits publizierten Verfahren durchgeführt 

(Augustin et al., 1999b; Rhee et al., 2002).  

 

4.1.7 Bakterienstämme 

Escherischia coli XL1-Blue  Stratagene, La Jolla (USA) 

Escherischia coli XL10-Gold  Stratagene, La Jolla (USA) 

Escherischia coli TOP10   Invitrogen Corp., Carlsbad (USA) 

Escherischia coli TOP10F’   Invitrogen Corp., Carlsbad (USA) 

Escherischia coli One Shot  Invitrogen Corp., Carlsbad (USA) 

 

4.1.8 Vektoren 

pBluescript II SK +/-  Stratagene, La Jolla (USA) 

pECFP-N1     Clontech, Mountain View (USA) 

pEGFP-N1     Clontech, Mountain View (USA) 

pEYFP-N1     Clontech, Mountain View (USA) 

pTKNEOlox     Schoch et al., 2001 

pCR2.1-TOPO    Invitrogen Corp., Carlsbad (USA) 

pCR-XL-TOPO    Invitrogen Corp., Carlsbad (USA) 

 

4.1.9 Zelllinien 

MEF          Xenogen, St Louis (USA) 

ES-Zellen (E14, SV129)  Prof. K. Rajewski, Köln 

 

4.1.10 Genbibliothek 

Lambda Fix II Mouse Genomic Library, Stratagene, La Jolla, USA (Cat-Nr. 946308) 

 

4.1.11 Plasmide 

Folgende cDNS Plasmide wurden von Prof. Nils Brose zur Verfügung gestellt: 

pEGFPMunc13-1 

pEGFPMunc13-2 

pEGFPMunc13-3 
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Die Plasmide enthalten die entsprechende Munc13 cDNS von Rattus Norvegicus 

exklusive STOP-Codon in einem pEGFP Vektor. Die Sequenzen sind unter folgen-

den GeneBank Zugriffsnummern erhältlich: Munc13-1: U24070, Munc13-2: U24071; 

Munc13-3: U75361.  

 

Zur Isolierung von 3’ Enden der Munc13 Maus Gene aus der Lambda Fix II mouse 

genomic library wurden folgende Sonden aus den entsprechenden pEGFP Plasmi-

den in pBluescript subkloniert: 

 

Munc13-1: 325 bp großes Nar I/Sal I Fragment (bp 5988-6313 der GeneBank Se-

quenz) in pBluescript (geöffnet mit Sal I/Cla I) -> pMunc13-1/3’(5988-6313) 

 

Munc13-2: 211 bp großes Sma I Fragment (bp 6229-6440 der GeneBank Sequenz) 

in pBluescript (geöffnet mit Sma I) -> pMunc13-2/3’(6229-6440) 

 

Munc13-3: 312 bp großes Bam HI/ Bst EII Fragment (bp 6367-6679 der GeneBank 

Sequenz) in pBluescript geöffnet mit Sma I ->pMunc13-3/3’(6367-6679) 

 

4.1.12 Sonden 

Library Screening 

Unmittelbar vor radioaktiver Markierung werden die gewünschten Sonden aus dem 

entsprechenden Vektor (siehe 4.1.11) geschnitten und isoliert.  

 

Sonden für Southern-Blots von genomischer Maus DNS 

Zur Überprüfung von ES-Zell-DNS und von Schwanzspitzen-DNS der ersten Gene-

ration der knock-in-Mäuse auf homologe Rekombination wurden folgende Sonden 

eingesetzt: 

 

Munc13-1: 316 Bp großes genomisches Sac I /Hind III-Fragment aus dem Intron-Be-

reich zwischen Exon 41 und Exon 42. 

 

Munc13-2: 209 Bp großes PCR-Fragment, generiert mit Oligos #4166 und #4167. 

Das Fragment deckt Exon 40 und angrenzende Intronsequenz ab. 
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Munc13-3: 1807 Bp großes genomisches Xba I/ Bgl II-Fragment. Das Fragment 

deckt Teile von Exon 30, Exon 31 und angrenzende Intronsequenz ab.  

 

4.1.13 Antikörper 

Primäre Antikörper 

Bassoon, monoklonal      Stressgen, Victoria (CAN) 

GluR1, polyklonal        Chemicon, Temecula (USA) 

Munc13-1 #40, polyklonal     Dr. Frédérique Varoqueaux, Göttingen 

bMunc13-2 # 44, Polyklonal    Dr. Frédérique Varoqueaux, Göttingen 

ubMunc13-2 #52, polyklonal    Dr. Frédérique Varoqueaux, Göttingen 

NMDA-R1 #54.2 , monoklonal   Dr. Nils Brose, Göttingen 

Piccolo, polyklonal        Dr. Wilko Altrock, Magdeburg 

PSD-95 K28/43, monoklonal    Upstate, Charlottesville (USA) 

RIM1/2, monoklonal       BD Transduction Lab., Lexington (USA) 

Synaptophysin #7.2, monoklonal   Synaptic Systems GmbH, Göttingen 

!-Tubulin #2.1, monoklonal    Sigma-Aldrich, Saint Louis (USA) 

 

Sekundäre Antikörper (jeweils anti-Kaninchen und anti-Maus)  

Alexa Fluor 633 (Ziege)    Molecular Probes, Eugene (USA) 

Cy5 AffiniPure (Esel)     Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., 

West Grove (USA) 

HRP-Konjugat (Ziege)    Bio-Rad, Hercules (USA) 

Odyssey IRDye 800 (Ziege)  Rockland Immunochem., Gilbertsville (USA) 

Odyssey IRDye 680 (Ziege)  Rockland Immunochem., Gilbertsville (USA) 

 

4.1.14 Tiere 

Es wurden Mäuse der Linie C57Black/6 aus dem instituteigenen Tierhaus bezogen. 

Die Tiere werden bei einer Temperatur von 22°C und einem zwölfstündigen Hell-

Dunkel Rhythmus gehalten. Wasser und pelletiertes Futter steht ad libidum zu Verfü-

gung. 
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4.1.15 Synthetische Oligonukleotide 

Die hier aufgeführten Peptide wurden von I. Thannhäuser, D. Schwerdtfeger und F. 

Benseler in der hauseigenen Abteilung für Oligonukleodtidsynthese hergestellt. 

 

Amplifizierung nicht klonierbarer Bereiche aus Munc13-2 

# 3093 CCAAGCCTTGTTCTCACTGAAGCCAGACAAACCAG 

# 3094 CATGATGGGAAAGGTATTAGGTTTACTGCTAACGAGGAC 

# 3271 GAGCTCTGTGAGGGATCCCACCAGCACTCCCAGTCC 

# 3360 CACATCCTGGCACTGGGGAGCATAAGGTCACAG 

 

Primer zur Generierung der Fusionskonstrukte: 

# 3008 GTCGACTGTGGTGCAGGGTAGGGATGGCCGCCATACG 

# 3009 GGGCGCAGGCGCGGCACCGCCCTCCTCGG 

# 3010 GGCGGTGCCGCGCCTGCGCCCCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACCAT 

# 3011 ATCGATTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGATCCC 

# 3041 ACTAGTAACAAAGACTTCCAAATACTGTCTTTGAGAATTCATAAAC 

# 3042 TCTAGAAGTCGCTGCATTTCTAGGTGTGG 

# 3043 GTCGACTCCAGGCAGGAGATAAAATAGTTACTAGCCAGATG 

# 3044 GTGGATCCCGGGCCCGGGCACTCTCTTCAATAG 

# 3045 CTATTGAAGAGAGTGCCCGGGCCCGGGATCCACCG 

# 3046 GCTAGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGATC 

# 3489 GTCGACGGTCACACGGCCCCTAATGGAG 

# 3490 GACCGGTGGATCCCGGGCCCGGCTCCCTTCCTCTGTGGATCGAGACTCTG 

# 3491 GAGGAAGGGAGCCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACCATG 

# 3492 ATCGATTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGATC 

# 3637 ACTAGTCCATCTCTACCATCTCTGCCTTGTGTGC 

# 3670 CGGTCTAGACCATTTTCCATTATTTTTGGCTTTG 

 

Herstellung der M13-2 Sonde zur Identifizierung homolog rekombinierter ES Zellen: 

# 4166 CTACTGTGGGTGATTTC 

# 4167 GGGTCCAATGTCTAAGTG 
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Primer für die Genotypisierung von Munc13-1-EYFP und Munc13-1-ECFP Mäusen: 

# 2521 CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG 

# 4174 CGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTT 

# 5283 GAGAGACGGTGGCCTACGGA 

# 5284 AGCGCAGCAACGATGAGGTG 

 

Primer für die Genotypisierung von Munc13-2-EYFP Mäusen: 

# 2521 CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG 

# 4174 CGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTT 

# 5719 ACAGCTAACTCTCCCTGACTGA 

# 5720 GATGAGACAGGCATGACCAT 

 

Primer für die Genotypisierung von Munc13-3-EGFP Mäusen: 

# 2521 CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG 

# 4174 TCAGCCCAGGAATAGAAACACTT 

# 5721 TGGCACTTCATGGAACATTTAT 

# 5722 TCTCTCAGAGGACCAGCGA 

 

4.1.16 Software 

Lasergene, DNAstar Inc., Madison (USA) 

Celera Discovery System, Celera Genomics, Rockville (USA) 

Open View, Prof. Noam Ziv, Haifa (ISR) 
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4.2 Methoden 

4.2.1 Molekularbiologische Methoden 

4.2.1.1 Restriktionsverdau von DNS 

DNS wird durch Restriktionsendonukleasen innerhalb oder in der Nähe von der für 

jede Restriktionsendonuklease typischen, meist palindromischen Erkennungsse-

quenz gespalten. Diese Eigenschaft kann für analytische und präparative Zwecke 

genutzt werden. Dazu werden die DNS und das Enzym im mitgelieferten Puffer bei 

der für jedes Enzym spezifischen Temperatur inkubiert. Die Aktivität der Restriktions-

endonukleasen wird in U angegeben, dabei entspricht ein U der Menge an Enzym, 

die 1 !g DNS in einer Stunde spaltet. Da dieser theoretische Wert durch viele Ein-

flüsse, wie z.B. Verunreinigungen, Struktur der DNS usw. beeinflusst wird, setzt man 

das Enzym meist im leichten Überschuss ein oder erhöht die Reaktionsdauer. Ge-

nomische DNS wird über Nacht verdaut.  

 

4.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese 

Durch Elektrophorese in Agarosegelen lassen sich DNS-Fragmente nach ihrer 

Größe auftrennen. Je nach Größe der Fragmente werden Agarosekonzentrationen 

von 0,5 bis 2 % verwendet. Die Agarose wird durch Aufkochen in 1x TBE vollständig 

gelöst und nach Abkühlen auf ca. 50°C mit Ethidiumbromid versetzt (0,4 !g/ml) und 

in den Gelträger gegossen. Die Proben werden mit 1/5 Volumen 5x Probenpuffer ver-

setzt und in die Taschen des erhärteten Gels pipettiert. Ferner wird ein geeigneter 

Größenmarker in eine der Taschen pipettiert. Die Auftrennung der Fragmente erfolgt 

bei einer konstanten Spannung von 70-120V, anschließend können sie im UV-Licht 

durch die Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids sichtbar gemacht werden. 

 

4.2.1.3 Isolierung und Aufreinigung von DNS-Fragmenten 

Nach Auftrennung der DNS-Fragmente mittels Agarosegel-Elektrophorese werden 

die Banden der gewünschten Größe aus dem Gel herausgeschnitten. Die DNS wird 

mit Hilfe des Qiaquick Gel-Extraction Kit der Firma Qiagen nach den Herstelleranga-

ben isoliert und aufgereinigt. Bei Fragmentgrößen ab etwa 10.000 Basenpaaren 

nimmt die Ausbeute bei Verwendung dieses Kits erheblich ab. In solchen Fällen wird 

das ausgeschnittene Gelstück in einem 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäß mit einem 
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Pistill zerkleinert, mit Phenol versetzt und nach gründlichem Durchmischen bei –80°C 

eingefroren. Nach anschließender Zentrifugation wird die wässrige Phase in ein 

neues Gefäß überführt und eine Phenol-Chloroform Extraktion durchgeführt. 

 

4.2.1.4 Phenol-Chloroform Extraktion 

Es wird ein Gemisch aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im Verhältnis 

25:24:1 verwendet, um die DNS von Verschmutzungen wie Proteinen zu entfernen. 

Dazu wird ein Volumen wässrige DNS-Lösung mit einem Volumen des Extraktions-

gemisches versetzt und mit einem Vortexer gründlich durchmischt. Nach Zentrifuga-

tion (5 Minuten bei 15.000 U/min) wird die wässrige Phase in ein neues Gefäß über-

führt. Bei Bedarf wird dieser Extraktionsschritt wiederholt, bis keine Verunreinigungen 

mehr in der Interphase zu erkennen sind. Zur Entfernung des Phenols wird abschlie-

ßend mit reinem Chloroform extrahiert. Nach Isolierung der wässrigen Phase wird die 

DNS präzipitiert. 

 

4.2.1.5 Präzipitierung von DNS 

Um DNS-Lösungen zu konzentrieren, zu entsalzen oder zu reinigen, wird sie durch 

Zugabe von 1/3 Volumen 7,5 M NH4Ac-Lösung und Isopropanol bis zu einer Endkon-

zentration von 50 % (v/v) bei –20°C präzipitiert. Nach Zentrifugation (14 Minuten, 

15.000 U/min, 4° C) wird der Überstand verworfen, das Pellet mit 70 % Ethanol ge-

waschen und erneut zentrifugiert. Nach Entfernen des Überstandes wird das Pellet 

kurz getrocknet und anschließend im gewünschten Lösungsmittel aufgenommen. 

 

4.2.1.6 Dephosphorylierung von Plasmid-DNS 

Um die Religation von Plasmid-DNS zu verhindern, welche mit nur einem Enzym ge-

spalten wurde, wird der Vektor vor der Ligation mit alkalischer Phosphatase 

dephosphoryliert. Dadurch wird das 5’ Phosphatende des DNS-Strangs entfernt. Die 

DNS-Lösung wird mit 1/10 Volumen Dephosphorylierungspuffer und 0,5 U Enzym pro 

!g DNS versetzt und 1h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wird die Phosphatase 

durch 15 minütige Inkubation bei 65 °C inaktiviert. 
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4.2.1.7 Ligation 

Zur Verknüpfung eines DNS-Fragmentes mit einem geöffneten Vektor werden Liga-

sen verwendet. Die T4 Ligase katalysiert bei doppelsträngiger DNS die kovalente 

Bindung zwischen dem 3’ Hydroxylende der einen und 5’ Phosphatende der anderen 

Kette. Weiterhin wird Energie in Form von ATP benötigt. Ein Ligationsansatz enthält 

im Reaktionspuffer Vektor- und Fragment-DNS, wobei das Fragment typischerweise 

im Überschuss eingesetzt wird, sowie T4 Ligase. Die Ligation erfolgt ca. 2 Stunden 

bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 16 °C. 

 

4.2.1.8 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Durch PCR (Polymerase Chain Reaction) lassen sich geringe Mengen von DNS un-

ter Verwendung von geeigneten Oligonukleotidprimern und einer hitzestabilen DNS-

Polymerase amplifizieren. Die PCR besteht aus drei elementaren Schritten: 

 

Denaturierung 

Im Denaturierungsschritt wird die Lösung erhitzt, um die beiden DNS-Stränge von-

einander zu trennen. Dies geschieht typischerweise bei 94°C. Um Beschädigungen 

der DNS und Denaturierung der Polymerase gering zu halten, wird die Zeitdauer 

möglichst kurz gehalten. Typischerweise wird zuerst für 5 Minuten denaturiert, alle 

weiteren Denaturierungsschritte werden für 30-60 Sekunden durchgeführt. 

 

Anlagerung 

In diesem Schritt lagern sich die Oligonukleotidprimer an die entsprechende komple-

mentäre DNS-Sequenz. Die Anlagerungstemperatur ist für jeden Primers unter-

schiedlich. Ist die Temperatur zu hoch, erfolgt keine Anlagerung der Primer, ist sie zu 

niedrig, so können unspezifische Anlagerungen stattfinden, die zu unerwünschten 

PCR-Produkten führen. 

 

Elongation 

Dieser Schritt wird bei 72 °C, dem Temperaturoptimum der DNS-Polymerase, durch-

geführt. Die Dauer des Elongationsschrittes ist abhängig von dem zu amplifizieren-

den DNS-Fragment und von der verwendeten Polymerase. Bei Verwendung von 
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Taq-Polymerase wird etwa 1 Minute pro Kilobase gerechnet, bei Verwendung der 

Pfu-Polymerase etwa 2 Minuten pro Kilobase.  

 

Diese drei Schritte werden typischerweise 20-30x wiederholt. Jeder der hier angege-

benen Parameter muss bei unterschiedlichen PCR-Reaktionen individuell eingestellt 

werden. Per Agarose-Gelelektrophorese lässt sich überprüfen, ob DNS-Fragmente 

der gewünschten Länge vorhanden sind. Diese werden mit Hilfe der TOPO Cloning 

Kits nach Herstellerangaben subkloniert. 

 

4.2.1.9 Elektroporation 

Um Plasmid-DNS in Bakterien zu transformieren, werden etwa 1 !l DNS-Lösung und 

40 !l Suspension elektrokompetenter Bakterien miteinander vermischt und in auf Eis 

vorgekühlte Elektroporationsküvetten überführt. Die Elektroporation erfolgt bei 1,8 kV 

mit einem Biorad E. Coli Pulser. Sofort wird 1 ml auf 37 °C vorgewärmtes SOC-Me-

dium hinzugegeben und etwa eine Stunde unter Schütteln bei 37 °C inkubiert. In die-

ser Zeit können die entsprechenden Resistenzfaktoren der Zellen exprimiert werden. 

Anschließend wird die Suspension zentrifugiert, in 50-100 !l LB resuspendiert und 

unterschiedliche Mengen der Bakteriensuspension auf geeigneten LB-Selektions-

platten ausgestrichen und bei 37 °C inkubiert. 

 

4.2.1.10 Isolierung von Plasmid-DNS 

Um zu überprüfen, ob nach einer Transformation das gewünschte Plasmid vorhan-

den ist, wird zunächst die DNS einzelner Kolonien mit einer Schnellmethode isoliert 

(Mini-Prep) und z.B. durch einen Restriktionsverdau analysiert. Bei Klonen, die 

nachweislich das gewünschte Plasmid enthalten, kann mittels MIDI- oder MAXI-Prep 

Kits das Plasmid in größeren Mengen isoliert und gereinigt werden. 

 

4.2.1.11 Mini-Prep  

Zur schnellen Präparation von Plasmid-DNS wird eine E. Coli Kolonie in 4 ml des 

entsprechenden Selektionsmediums überführt und über Nacht bei 37 °C unter 

Schütteln inkubiert. Etwa 1,5 ml der Kultur wurden 30 Sekunden bei 10.000 g und 

Raumtemperatur zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das verbleibende Pellet 

wird in 300 !l STET resuspendiert. Nach Zugabe von 25 !l Lysozymlösung 
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(10 mg/ml in STET) und Aufkochen für eine Minute wird für 20 Minuten bei 15.000 g 

und bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet kann mit einem Zahnstocher ent-

nommen werden. Anschließend wird die Lösung mit 1/3 Volumen 7,5 M NH4Ac und 

2,5 Volumen EtOH versetzt. Nach 20 minütiger Zentrifugation wird der Überstand 

abgenommen und das DNS-Pellet mit 70 % EtOH gewaschen, der Überstand ent-

fernt, das Pellet für einige Minuten getrocknet und anschließend in dem gewünschten 

Volumen und Puffer resuspendiert (Holmes und Quickley, 1981). 

 

4.2.1.12 MIDI-/MAXI-Prep 

Bei diesen Kits (Qiagen Plasmid Purification) wird die Plasmid-DNS an eine Säulen-

matrix gebunden und gereinigt. Je nach verwendetem Kit erhält man bis zu 100 !g 

(MIDI) oder bis zu 500 !g (MAXI) gereinigte Plasmid DNS. 

 

4.2.1.13 Konzentrationsbestimmung von DNS Lösungen 

Lösungen von DNS absorbieren UV-Licht, wobei das Absorptionsmaximum bei einer 

Wellenlänge von 260 nm liegt. Die Konzentration lässt sich daher über die optische 

Dichte (OD) bei 260 nm bestimmen. Eine OD260 von 1 entspricht bei einer Küvetten-

dicke von 1 cm einer Konzentration von 50 !g/ml doppelsträngiger DNS bzw. 

40 !g/ml RNA. Unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors f lässt sich die Kon-

zentration der DNS wie folgt berechnen: c [!g/ml] = OD260 x f x 50 

Das Verhältnis von OD260 und OD280 ist außerdem ein Maß für die Verunreinigung 

der DNS-Lösung mit Proteinen, es sollte bei proteinfreien Lösungen von Nukleinsäu-

ren bei 1,8-2,0 liegen. 

 

4.2.1.14 Genomische Maus-DNS Bibliothek 

Phagenamplifizierung  

Als Wirtsbakterium dient der E. coli Stamm XL-1-Blue MRA(P2). Eine einzelne Kolo-

nie dieses Stammes wird über Nacht in 50 ml LB-Medium mit 10 mM MgSO4 und 

0,2 % Maltose inkubiert. Die Kultur wird pelletiert und mittels SM-Puffer auf eine 

OD600 von 1 eingestellt. Je 150 !l dieser Bakteriensuspension werden mit unter-

schiedlichen Mengen Phagen infiziert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Platten, bei 

denen eine komplette Lyse feststellbar ist, werden mit 4 ml SM-Puffer versehen. 
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Nach Schütteln für 5 h bei RT wird der Puffer abgenommen und mit 50 !l Chloroform 

versetzt. Die so erhaltenen Phagenlysate werden bei 4 °C aufbewahrt. 

 

Isolierung von DNS aus der genomischen Bibliothek 

Wie bei der Phagenamplifizierung wird eine Suspension von XL-1-Blue MRA(P2) mit 

einer OD600 von 1 hergestellt. Zur Titerbestimmung werden Verdünnungen der Pha-

genlysate von 1:100 bis 1: 10.000 hergestellt. Je 400 !l Bakteriensuspension werden 

mit je 40 !l Phagenlysat versetzt und für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die gesamte 

Suspension wird in 8 ml flüssigen TOP-Agar (ca. 50°C) pipettiert und nach Durchmi-

schung zügig auf je eine 15 cm Agar-Platte verteilt und nach dem Erstarren über 

Nacht bei 37 ° C inkubiert. Für das Ausplattieren der Phagenbibliothek wurde die 

Verdünnung gewählt, bei der viele noch gut separierbare Lyse-Plaques entstehen. 

Auf diese Weise wurden 20 Platten hergestellt. Nach der Inkubation über Nacht wer-

den die Platten auf 4 °C gekühlt. Jeweils eine passgenaue Hybond-N+ Nylonmem-

bran wird auf den Agar gelegt und die Position des Filters mit Nadelstichen markiert. 

Nach 3 Minuten wird die Membran für 5 Minuten auf ein mit Denaturierungspuffer 

getränktes Whatman-Papier gelegt; die Seite der Membran, die mit dem Agar in Be-

rührung kam, zeigt dabei nach oben. Anschließend wird die Membran 8 Minuten auf 

ein mit Neutralisierungspuffer getränktes Whatman-Papier gelegt und danach für 10 

Minuten in 0,2 M Tris-HCl pH 7,5 / 2x SSC gewässert. Die Filter werden für zwei 

Stunden an der Luft getrocknet. Die Membranen werden zur Fixierung der Phagen-

DNS für 2 Stunden bei 80 °C im Vakuumofen gebacken. Um Plaques mit dem ge-

suchten DNS-Fragment zu identifizieren, wird eine Hybridisierung mit radioaktiv mar-

kierten DNS-Sonden durchgeführt. Als Sonden dienen folgende Fragmente der 3’ 

Enden der pEGFPMunc13 Klone: 

Munc13-1: Sal I/Cla I Fragment (bp 5988-6313),  

Munc13-2: Sma I Fragment (bp 6229-6440),  

Munc13-3: Bam H I Fragment (bp 6367-6679).  

Nach der Autoradiographie werden die entsprechenden positiven Plaques identifi-

ziert, mit dem breiten Ende einer Pasteurpipette ausgestanzt, in je 1 ml SM-Puffer 

mit 50 !l Chloroform gegeben und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Mit diesen Proben 

wird ein weiterer Durchgang angesetzt. Diesmal wird der Titer so gewählt, dass nur 

etwa 500 bis 1.000 Plaques pro Agarplatte entstehen. Die im 2. Durchgang identifi-
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zierten Plaques werden mit der Spitze einer Pasteurpipette ausgestochen, in 200 !l 

SM-Puffer und 20 !l Chloroform überführt und über Nacht bei 4 °C im Kühlschrank 

gelagert. Diese Suspension wird zur Herstellung von Herstellung des Phagenlysats 

und für die Präparation von Phagen-DNS verwendet. 

 

Makrolysat, Präparation von Phagen-DNS 

Je 400 !l Bakteriensuspension (XL1-Blue MRA (P2), OD600=1) werden mit je 100 !l 

Phagenlysat versetzt und für 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dieser Ansatz wird in 50 

ml LB-Medium (0,2 % Maltose, 10 mM MgSO4) überführt und über Nacht bei 37 °C 

inkubiert. Nach Zugabe von 750 !l Chloroform wird für weitere 30 Minuten bei 37 °C 

inkubiert und anschließend für 10 Minuten bei 6000 g zentrifugiert. Der klare Über-

stand, in dem sich die Phagen und Bakterien-DNS befindet, wird abgenommen. Zum 

Verdau der Bakterien-DNS werden 2,5 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,4), 0,5 ml 1M MgSO4 

und 1,6 ml DNase (1 mg/ml) zum Überstand gegeben und für 30 Minuten bei 37 °C 

inkubiert. Nach Zugabe von 10 ml 5 M NaCl und 11 g PEG 6000 wird die Probe für 

eine Stunde auf Eis inkubiert und anschließend für 30 Minuten bei 12.000 g und 4 °C 

zentrifugiert. Das resultierende Phagenpellet wird in 600 !l 50 mM Tris/HCl (pH 7,5; 

10 mM MgSO4) resuspendiert und zweimal mit 600 !l Chloroform extrahiert. An-

schließend werden 30 !l 0,5 M EDTA und 60 !l NaCl hinzugefügt. EDTA komplexiert 

Mg2+, wodurch die Phagenkapsel zerfällt. Es folgt eine Extraktion mit 700 !l Phenol 

und eine Extraktion mit 700 !l Chloroform. Die DNS wird durch Zugabe von 2,5 Vo-

lumen EtOH bei –20 °C gefällt, bei 12.000 g pelletiert und nach Waschen mit 500 !l 

80 % EtOH in 50 !l TE resuspendiert. 

 

4.2.1.15 Southern-Blot  

Southern Transfer 

Mit Hilfe des Southern Transfers (Southern, 1975) werden DNS-Fragmente, die mit-

tels Gelelektrophorese entsprechend ihrer Größe aufgetrennt wurden, auf eine 

Membran übertragen. Anschließend wird das Agarosegel zunächst für 20 Minuten in 

Denaturierungspuffer geschwenkt, wodurch die DNS in ihre Einzelstränge getrennt 

wird. Sollen große Fragmente transferiert werden, so wird das Gel zuvor für 30 Minu-

ten in 0,25 M HCl inkubiert, dadurch wird die DNS teilweise depuriniert und zerbricht 

in kleinere Fragmente, die leichter auf eine Membran übertragen werden können. 
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Nach dem Denaturierungsschritt wird das Gel auf einen Whatman-Filterpapierstreifen 

gelegt, dessen Enden in Denaturierungspuffer eintauchen. Auf das Gel wird eine 

passende Hybond-N+ Membran, drei passende Stücke in Denaturierungspuffer ge-

tränktes Whatman-Filterpapier, und mehrere Lagen trockenes, saugfähiges Papier 

gelegt. Den Abschluss bilden eine Glasplatte sowie ein Gewicht von ca. 500 g. Nach 

dem Transfer über Nacht wird die Membran für 10 Minuten in Neutralisierungspuffer 

und für 10 Minuten in 2x SSC inkubiert. Die Membran wird an der Luft getrocknet und 

zur Fixierung der DNS für 2 Stunden bei 80 °C im Vakuumofen gebacken. 

 

Herstellung radioaktiv markierter Sonden 

Die radioaktive Markierung von DNS-Fragmenten wurde mit dem Prime-It II Kit der 

Firma Stratagene nach Herstellerangaben durchgeführt. Als radioaktives Isotop 

wurde " 32P dCTP eingesetzt. Zur Entfernung nicht eingebauter Nukleotide wurde die 

Sonde mit Hilfe von Bio-Spin 30 Chromatographiesäulen aufgereinigt. 

 

Hybridisierung 

Die Membran wird zunächst bei 65°C in 10 ml vorgewärmten Rapid-Hyb Puffer prä-

hybridisiert. Die Prähybridisierung dient zur Absättigung unspezifischer Bindungs-

stellen und wird für mindestens 15 Minuten durchgeführt. Die Hälfte der radioaktiv 

markierten Sonde wird zur Denaturierung für 5 Minuten auf 95 °C erhitzt und dann zu 

dem Hybridisierungspuffer gegeben. Die Hybridisierung erfolgt im Röhrenofen für 

mindestens 2 Stunden bei 65 °C. Anschließend wird die Membran in ein neues Ge-

fäß überführt und für 20 Minuten bei Raumtemperatur in 2x SSC, 0,1 % SDS ge-

schwenkt. Es folgen weitere Waschschritte mit 1x – 0,1x SSC, 0,1 % SDS bei 65 °C. 

Die nötige Anzahl und Stringenz der Waschschritte ist abhängig von der Sonde und 

muss individuell ermittelt werden. Nach dem Waschen wird die Membran sofort mit 

Plastikfolie umwickelt und zusammen mit einem Röntgenfilm in einer Autoradiogra-

phiekassette mit Verstärkerfolie gelegt und bei -80 °C exponiert. 

 

4.2.1.16 RNase Protection Assay 

Es wurde das Supersignal RPA III Chemiluminescent Detection Kit von Pierce nach 

Herstellerangaben verwendet. Die Sonde wurde mit dem Maxiscript T7 Kit von Am-

bion unter Verwendung biotinylierter Nukleotide hergestellt. Als cDNS Matrize wurde 
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der mit Spe I Linearisierte Vektor pMunc13-1/3’(5988-6313) verwendet. Das resultie-

rende ungeschützte Fragment besitzt eine Länge von 367 Bp, das geschützte Frag-

ment eine Länge von 325 Bp.  

 

4.2.1.17 Sequenzierung 

Die Sequenzierung wurde von der hauseigenen Abteilung für DNS-Analyse mit ei-

nem 3730xl DNA Sequencer durchgeführt. Die Methode beruht auf der Verwendung 

von fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Terminatoren (Sanger et al., 1977). 

 

4.2.1.18 Genotypisierung 

Die Genotypisierung wurde von der hauseigenen Abteilung für DNS-Analyse von I. 

Thannhäuser, D. Schwerdfeger und F. Benseler durchgeführt. Die Methode beruht 

auf einer PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern. Die PCR-Produkte wurden mit ei-

nem MegaBace 1000 DNA Analysis System ausgewertet. Die verwendeten Primer 

sind in Abschnitt 4.1.15 aufgeführt, folgendes PCR-Programm wurde verwendet: 

94 °C, 3 Minuten 

30 x (94 °C, 30 Sekunden; 60 °C, 30 Sekunden; 72 °C, 1 Minute) 

72 °C für 7 Minuten 

 

4.2.2 Proteinchemische Methoden 

4.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wird mit dem Protein Assay vonn Bio-

Rad nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Bestimmung basiert auf der Methode 

nach Bradford (Bradford, 1976). 

 

4.2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  

Durch SDS-PAGE lassen sich Proteine anhand ihres Molekulargewichtes auftren-

nen. Die Proteine werden durch SDS und Mercaptoethanol denaturiert und durch 

SDS mit einem Überschuss negativer Ladungen versehen. Um optimale Trenn-

schärfe zu erreichen, wird das Trenngel (7,5-18 %) mit einem 3,5 %-igen Sammelgel 

überschichtet. Zunächst werden die Komponenten des Trenngels gemischt, zwi-

schen die Glasplatten der Gießapparatur gegossen und mit wassergesättigtem Buta-

nol überschichtet. Nach abgeschlossener Polymerisierung wird das Butanol entfernt, 



MATERIAL UND METHODEN 

 

 - 89 - 

die gemischten Komponenten des Sammelgels auf das Trenngel gegossen und der 

Probenkamm eingefügt. Das fertige Gel wird in die mit Laufpuffer befüllte Elektropho-

resekammer eingesetzt und der Probenkamm wird entfernt. Die Proteinlösungen 

werden bis zur gewünschten Proteinkonzentration verdünnt, mit 3x Laemmli-Puffer 

(Laemmli, 1970) versetzt und 5 Minuten aufgekocht. Jeweils 10-30 mg Protein wer-

den pro Tasche aufgetragen und bei konstanter Stromstärke (20 mA pro Gel) aufge-

trennt. 

 

4.2.2.3 Western Blot 

Nach der Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE wird eine Nitrozellulosememb-

ran blasenfrei auf das Gel gelegt. Umgeben von je zwei Lagen Whatman-Papier und 

je einem Kunststoffschwamm werden Gel und Membran in einen Halter gespannt 

und in die Blottingkammer eingesetzt. Der Transfer erfolgt über Nacht im Kaltraum (4 

°C) bei 40 mA (Towbin et al., 1979). Zur Überprüfung des Transfers wird die Mem-

bran mit Ponceau S Lösung angefärbt. 

 

4.2.2.4 Immundetektion von Proteinen 

Zur Detektion von auf der Membran immobilisierten Proteinen wird ein primärer Anti-

körper eingesetzt, der spezifisch an ein Epitop des gesuchten Proteins bindet. Ein 

zweiter Antikörper, der spezifisch an den ersten bindet, ist entweder mit Meerrettich-

Peroxidase gekoppelt (ECL) oder mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Odyssey) markiert.  

 

Enhanced Chemilumninescence (ECL) 

Die Nitrozellulosemembran wird zum Blockieren für 30 Minuten in Westernblot-Puffer 

geschwenkt. Nach Zugabe des ersten Antikörpers und einstündiger Inkubation wird 

fünfmal für 5 Minuten mit Westernblot-Puffer gewaschen. Danach wird der sekundäre 

Antikörper hinzugegeben und nach einstündiger Inkubation viermal mit Westernblot-

Puffer, einmal mit 1x TBS, 0,1 % Tween 20 und einmal mit 1x TBS gewaschen. Die 

Membranen werden auf eine Glasplatte gelegt und für eine Minute im ECL-Reagenz 

inkubiert. Dort, wo sich der sekundäre Antikörper mit Meerrettich-Peroxidase befin-

det, wird das in dem Reagenz vorhandene Luminol unter Emission von Licht oxidiert. 

Dies wird in der Dunkelkammer durch Auflegen eines Filmes detektiert. 
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Odyssey-System 

Block-, Inkubations- und Waschschritte erfolgen wie bei der Detektion durch Che-

molumineszenz (siehe oben) beschrieben. Das Blocken erfolgt hier jedoch mit 

Westernblot-Puffer ohne Tween 20. Der sekundäre Antikörper ist mit einem Fluores-

zenzfarbstoff markiert, der durch das Odyssey Imaging System detektiert wird.  

 

4.2.2.5 Extraktion von Gesamtprotein aus Gehirn 

Die Mäuse werden durch zervikale Dislokation getötet und dekapitiert. Das Gehirn 

wird im 5-fachen Volumen Homogenisierungspuffer am Glas-Teflon Homogenisator 

homogenisiert. Das Homogenisat wird in Aliquots bei -80 °C gelagert. 

 

4.2.2.6 Subzelluläre Fraktionierung  

Durch eine Reihe von Zentrifugierschritten werden aus dem Cortexextrakt Fraktionen 

unterschiedlicher Löslichkeit erhalten (Huttner et al., 1983). Alle Schritte werden bei 

4° C durchgeführt. 15-20 Cortices aus Mausgehirnen werden in 40 ml 320 mM Sac-

charoselösung mit einem Glas-Teflon-Homogenisator homogenisiert (900 U/min, 15-

mal auf und ab). Das Homogenat wird für 10 Minuten bei 800 g zentrifugiert und das 

resultierende Kernpellet (P1) wird aufbewahrt. Der Überstand wird bei 9200 g für 15 

Minuten zentrifugiert. Das erhaltene Sediment wird zum Waschen in 10 ml 320 mM 

Saccharose resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das resultierende 

Synaptosomenpellet (P2) wird aufbewahrt. Der Überstand der ersten Zentrifugation 

wird bei 165.000 g für zwei Stunden zentrifugiert, das resultierende Pellet (leichtes 

Membransediment, P3) und der Überstand (zytosolische Fraktion, S3) werden auf-

bewahrt. Das Synaptosomenpellet (P2) wird in 8 ml 320 mM Saccharoselösung re-

suspendiert und durch Zugabe von 9 Volumen Wasser osmotisch lysiert. Zusätzlich 

werden Proteaseinhibitoren (PMSF: 0,2 mM; Leupeptin: 1 !g/ml; Aprotinin: 1 !M) 

und 0,4 ml 1M Hepes/KOH (pH 7,4) hinzugegeben und die Lösung für 15 Minuten 

gerührt. Nach der Lyse wird für 20 Minuten bei 25.000 g zentrifugiert. Der Überstand 

(LS1) wird erneut zentrifugiert (165.000 g, 2 Stunden). Der resultierende Überstand 

(Synaptosomenzytosol, LS2) sowie das Pellet (synaptische Vesikel, LP2) werden 

aufbewahrt. Das Pellet, welches nach der Lyse und Zentrifugation erhalten wurde 

(lysierte Synaptosomenmembran, LP1), wird in 3,5 ml Wasser resuspendiert, Sac-

charose bis zu einer Endkonzentration von 1.2 M, Hepes bis zu einer Endkonzentra-
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tion von 5 mM hinzugegeben und im Glas-Teflon-Potter homogenisiert (1000 U/min, 

3-mal auf und ab). Die Suspension wird auf zwei Zentrifugenröhrchen verteilt und mit 

15 ml 0,8 M Saccharose und 5 ml 0,3 M Saccharose überschichtet. Nach Zentrifuga-

tion für 150 Minuten bei 65.000 g wird die opaleszente Schicht, die sich an der 

Grenze zwischen der 0,8 M und der 0,4 M Saccharoseschicht befindet, mit einer Pi-

pette isoliert, mit zwei Volumen Wasser verdünnt und bei 37.000 g für 20 Minuten 

zentrifugiert. Das resultierende Pellet (synaptische Plasmamembranen, SPM) wird 

aufbewahrt. 

 

4.2.3 Zellbiologische Methoden 

4.2.3.1 Kultur primärer hippocampaler Neuronen  

Aus dem Hippocampus 1-2 Tage alter Mäuse werden die CA1-CA3 Regionen iso-

liert, durch Trypsinbehandlung dissoziiert und mit einer silikonisierten Pasteurpipette 

trituriert. Deckgläser werden mit Poly-D-Lysin behandelt und mit einem Glaszylinder 

versehen, in welchen die Zellsuspension pipettiert wird. Die Zellen werden bei 37°C 

in befeuchteter Luft (5 % CO2) gehalten, das Medium wird alle 7 Tage erneuert 

(Bresler et al., 2004). Diese Arbeiten wurden von Larissa Goldfeld am Department of 

Anatomy and Cell Biology der Technion Universität, Haifa (Israel) unter der Anleitung 

von Prof. N. Ziv durchgeführt. 

 

4.2.3.2 Autaptische Kulturen hippocampaler Neuronen 

Die Anfertigung autaptischer Kulturen wurde im Labor von C. Rosenmund (Baylor 

College of Medicine, Houston, USA) nach bereits publizierten Verfahren durchgeführt 

(Augustin et al., 1999b; Rhee et al., 2002).  

 

4.2.3.3 Veränderung von Genen mittels homologer Rekombination  

(Willnow und Herz, 1994) 

Kultivierung von Fibroblasten als feeder-Zellen 

Die Kultivierung von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) erfolgt in Gegenwart von 

embryonalen Fibroblasten der Maus (mouse embryonic fibroblasts, MEF). Diese 

Zellen werden auch feeder-Zellen genannt. Sämtliche Kulturgefäße werden mit 0,1 % 

Gelatine in PBS beschichtet indem die Lösung in die Gefäße pipettiert und nach ei-

ner Stunde Inkubation bei 37 °C wieder abgesaugt wird. 1 ml gefrorene MEF-Zell-
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suspension wird in einem 37 °C warmen Wasserbad schnell aufgetaut und mit 10 ml 

auf 37 °C vorgewärmtem MEF-Medium in eine Zellkulturflasche überführt. Konfluent 

bewachsene Flaschen werden je nach Anzahl der vorangegangenen Passagen 1:5 

bis 1:2 passagiert. Dafür wird das Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml D-

PBS gewaschen. Durch Zugabe von Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsin) und Inkubation 

bei 37 °C für 5 Minuten werden die Zellen abgelöst. Anschließend werden die Zellen 

trituriert, mit 10 ml MEF-Medium versehen und abzentrifugiert (7 Minuten, bei 500 g). 

Nach Entfernung des Überstandes werden die Zellen in einer geeigneten Menge 

MEF-Medium resuspendiert und auf die gewünschte Kulturfläche verteilt. Soll ein mit 

MEF-Zellen konfluent bewachsenes Kulturgefäß zur Kultivierung von ES-Zellen ver-

wendet werden, so müssen die MEF-Zellen zunächst mit dem Mitosehemmer Mito-

mycin C behandelt werden. Dazu wird Mitomycin C bis zu einer Endkonzentration 

von 10 !g/ml zum Medium gegeben, 2 Stunden bei 37 °C inkubiert und 4-mal mit D-

PBS gewaschen. Die so vorbereiteten Zellen werden sofort für die Kultivierung von 

ES-Zellen eingesetzt.  

 

Kultivierung von embryonalen Stammzellen 

Für die Kultivierung von ES-Zellen werden ausschließlich die zuvor beschriebenen, 

mit inaktivierten MEF-Zellen bewachsenen Kulturgefäße verwendet. Zur Inkultur-

nahme wird 1 ml gefrorene ES-Zellsuspension in einem 37 °C warmen Wasserbad 

schnell aufgetaut und mit 10 ml auf 37 °C vorgewärmtem ES-Medium in eine 25 cm2 

Kulturflasche überführt. Die Passgage der Zellen erfolgt wie bei den MEF-Zellen be-

schrieben, jedoch unter Verwendung von Trypsin-EDTA mit 0,25 % Trypsin und einer 

Inkubationsdauer von 15 Minuten. Das Medium wird bei der Kultivierung der ES-Zel-

len etwa alle 12 Stunden erneuert. 

 

Transfektion der embryonalen Stammzellen mittels Elektroporation 

Vor der Transfektion werden 100 !l der zu verwendenden DNS linearisiert, mit einer 

Phenol/Cloroform-Extraktion gereinigt und mit EtOH präzipitiert. Das DNS-Pellet wird 

unter der Sterilbank 2-mal mit 70 % EtOH gewaschen und dann in 900 !l D-PBS ge-

löst. Pro knock-in-Konstrukt wird eine mit embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) na-

hezu konfluent bewachsene 25 cm2 Zellkulturflasche verwendet. Zunächst werden 

die Zellen mit D-PBS gewaschen, trypsiniert und nach gründlichem Triturieren 
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zentrifugiert. Das Pellet wird zweimal resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das so 

gewaschen Pellet wird in 900 !l D-PBS resuspendiert. Es werden zwei Ansätze pro 

knock-in-Konstrukt vorbereitet. Je 450 !l der Zellsuspension werden mit je 450 !l 

DNS vermischt. Nach 5-minütiger Inkubation auf Eis erfolgt die Elektroporation bei 

500 !F und 230 V in vorgekühlten Küvetten. Sofort werden die Zellen in vorgewärm-

tem ES-Medium aufgenommen und auf zwei Zellkulturschalen (& 6cm, mit inakti-

vierten MEF bewachsen) verteilt. 

 

Selektion rekombinanter embryonaler Stammzellen 

Rekombination in ES-Zellen von Mäusen ist im Gegensatz z.B. zu Hefezellen ein 

sehr seltenes Ereignis. Capecci et al. sowie Smithies et al. haben in der zweiten 

Hälfte der 1980er Jahre Methoden zur homologen Rekombination optimiert 

(Doetschman et al., 1987; Mansour et al., 1988; Smithies et al., 1985; Thomas und 

Capecchi, 1987). In einem zweistufigen Selektionsverfahren werden diejenigen 

Stammzellen angereichert, bei denen homologe Rekombination mit dem knock-in-

Vektor stattgefunden hat. 24 Stunden nach der Elektroporation wird die neomycin-

ähnliche Substanz G418-Sulfat in einer Endkonzentration von 190 !g/ml zum ES-

Medium gegeben, insgesamt erfolgt die Neomycin-Selektion für 9 Tage. Nur rekom-

binate ES-Zellen, welche die durch den knock-in-Vektor vermittelte Neomycinre-

sistenz besitzen, überstehen diese Selektion. Vom dritten bis zum fünften Tag wird 

zusätzlich eine negative Selektion mit Ganciclovir durchgeführt (Endkonzentration: 2 

!M). Hierbei werden ES-Zellen abgetötet, bei denen durch zufällige Integration nicht-

homologer Bereiche des knock-in-Vektors in das Genom die Thymidinkinase (TK) 

Kassette enthalten ist. Die Thymidinkinase phosphoryliert Ganciclovir zum 

Triphosphat, welches aufgrund seiner strukturellen Ähnlichkeit zu dGTP in die DNS 

der ES-Zelle eingebaut wird und bei der Replikation zu einem Kettenabbruch und 

damit zum Absterben der Zelle führt (Mansour et al., 1988). Klone, bei denen homo-

loge Rekombination stattgefunden hat, überleben aufgrund der Abwesenheit der 

Thymidinkinase die Selektion durch Ganciclovir. 

 

Isolierung und Vermehrung selektierter ES-Zellklone 

Nach 10 Tagen werden einzelne Stammzellklone in 96-Lochplatten überführt. Zuvor 

wird in jede Vertiefung der 96-Lochplatte 50 !l Trypsin vorgelegt und die Zellen wer-
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den 2-mal mit D-PBS gewaschen. Einzelne Kolonien werden unter dem Binokular 

identifiziert und in jeweils eine Vertiefung der 96-Lochplatte überführt. Nach 15-minü-

tiger Inkubation bei 37 °C wird 100 !l ES Medium in jede Vertiefung gegeben und 

trituriert. Sobald die einzelnen Vertiefungen nach drei bis fünf Tagen dicht bewach-

sen sind, werden die Zellen mit D-PBS gewaschen, nach Zugabe von 50 !l Trypsin 

pro Vertiefung für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und nach Zugabe von 150 !l ES-

Medium trituriert und auf drei 96-Lochplatten unter Vorlage von 100 !l ES-Medium 

verteilt. Eine der 96-Lochplatten ist nur mit Gelatine beschichtet und nicht mit MEF-

Zellen bewachsen, diese wird für die spätere DNS-Analyse verwendet. Die beiden 

anderen Platten sind wie üblich mit inaktivierten MEF-Zellen bewachsen und werden 

bis zur Identifizierung homolog rekombinierter Klone eingefroren, sobald sie kon-

fluent mit ES-Zellen bewachsen sind. 

 

Einfrieren von ES-Zellen in 96-Lochplatten 

Vier Stunden vor dem Einfrieren wird das ES-Medium erneuert. Anschließend wer-

den die Zellen mit D-PBS gewaschen, 15 Minuten bei 37 °C mit 50 !l Trypsin pro 

Vertiefung inkubiert und nach Zugabe von 50 !l ES-Zellmedium trituriert. Die 96-

Lochplatten werden auf 4 °C gekühlt, 100 !l 2x Einfriermedium in jede Vertiefung 

gegeben und anschließend mit je 50 !l Mineralöl überschichtet. In einer Styroporkiste 

werden die Zellen zunächst über Nacht bei –80 °C und danach in flüssigem Stickstoff 

aufbewahrt. 

 

Analyse der ES-Zellen 

Die konfluenten ES-Zellklone werden mit D-PBS gewaschen und mit je 50 !l Ly-

sispuffer pro Vertiefung der 96-Lochplatte versetzt. Die 96-Lochplatten werden über 

Nacht bei 60 °C in einer mit feuchten Tüchern ausgeschlagenen Kiste inkubiert. 

Nach der Lyse werden 100 !l eiskalte Fällungslösung in jede Vertiefung gegeben. 

Nach 30-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur hat sich die DNS abgesetzt und 

der Überstand wird abgesaugt. Die DNS wird mit 70 % EtOH gewaschen und an-

schließend über Nacht mit einem geeigneten Restriktionsenzym gespalten 

(Munc13-1: Spe I, Munc13-2: Dra I, Munc13-3: Bgl II, jeweils 15-20 U in einem 50 !l 

Ansatz). Die gespaltene DNS wird mittels Agarosegelelektrophorese in einem 0,8 %-

igem TAE-Gel getrennt und einer Analyse nach Southern unterzogen (siehe 1.1.31). 
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Als Sonde dienen folgende Fragmente, die sich jeweils außerhalb des homologen 

Bereiches befinden, die von den knock-in-Vektoren abgedeckt werden:  

 

Munc13-1: 316 Bp großes Hind III/ Sac I Fragment, im Intron zwischen Exon 41 und 

42 gelegen. 

 

Munc13-2: 210 Bp großes PCR Fragment (Primer #4166, 4167), deckt Exon 40 und 

angrenzende Intronsequenz ab.  

 

Munc13-3: 1707 Bp großes Bgl II/ Xba I Fragment, deckt Teile von Exon 30, Exon 31 

und angrenzende Intronsequenz ab.  

 

Blastozysteninjektion und Züchtung der Mäuse 

Die Blastozysteninjektion und die Zucht der Mäuse wurde von Monika Schindler im 

Tierhaus des Institutes unter Leitung von Dr. Riedesel durchgeführt. Für die Zucht 

wurden Mäuse der Linie C57/Bl6 verwendet. 

 

4.2.4 Morphologische Methoden 

4.2.4.1 Immunohistologie 

Vorbereitung und Entnahme des Gehirns 

Mäuse werden durch intraperitoneale Injektion von 2,2,2 Tribromoethanol (240 

mg/kg) betäubt. Vor dem Öffnen der Bauchdecke wird sichergestellt, dass das Tier 

keinen Schmerz mehr empfindet (z.B. durch Drücken der Pfoten). Soll unfixiertes 

Gewebe am Kryostaten geschnitten werden, so wird das Tier mit einer Lösung von 

0,9 % NaCl und 1g/l NaNO2 in Wasser perfundiert. Anschließend wird das Gehirn 

entnommen, in vorgekühltem Isopentan rasch auf -40 °C abgekühlt und bei - 80°C 

aufbewahrt. Soll das Gehirn am Vibratom geschnitten werden, so wird zunächst mit 

einigen Millilitern 0,9 % NaCl-Lösung und anschließend mit 4 % Paraformaldehyd in 

PBS perfundiert.  

 

Anfertigung von Schnitten am Vibratom 

Kurz nach der Entnahme wird eine Hemisphäre des Gehirns mit der Schnittfläche auf 

die Halterung geklebt. Nach dem Aushärten des Klebers wird die Halterung in der mit 
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eiskaltem PBS gefüllten Schneidekammer arretiert. Es werden 50 !m dicke sagittale 

Schnitte angefertigt. Die Schnitte werden auf Objektträger gegeben und nach kurzem 

Antrocknen mit einem Tropfen Moviol benetzt und mit einem Deckglas versehen. 

 

Anfertigung von Schnitten am Kryostaten 

Das bei -80 °C gelagerte Gehirn wird an der Objekthalterung festgeklebt. Es werden 

14 !m dicke saggitale Schnitte angefertigt (Kammertemperatur: -18 °C, Objekthalte-

rung: -16 °C). Die Schnitte werden von einem auf Raumtemperatur temperierten 

Objektträger aufgenommen und für ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. 

Die Schnitte werden bei - 80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. 

 

Immunochemische Färbung 

a) Färbung mit fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörpern 

Die Objektträger mit den zu färbenden Kryostatschnitten werden vom -80 °C Gefrier-

schrank direkt in auf -20 °C vorgekühltes MeOH gegeben. Hierbei werden die 

Schnitte fixiert und permeabilisiert. Nach 10 Minuten wird drei Mal für je 5 Minuten 

mit PBS gewaschen. Die Schnitte werden für 30 Minuten in PBS unter Zugabe von 

5 % Ziegenserum präinkubiert. Nach Zugabe des primären Antikörpers werden die 

Schnitte bei 4 °C über Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wird 

nach Zugabe des sekundären Antikörpers (Alexa Fluor) in PBS + 5 % Ziegenserum 

für 90 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubiert. Erneut wird drei Mal 

für je 5 Minuten mit PBS gewaschen. Überschüssiges PBS wird entfernt und die 

Schnitte werden mit Moviol eingedeckelt. 

 

b) Diaminobenzidin-Färbung 

Die Inkubation mit dem ersten Antikörper erfolgt wie unter a) beschrieben. Die De-

tektion erfolgt mit dem ABC-Kit von Vector Laboratories mit einem biotinylierten se-

kundären Antikörper. Als Substrat dient eine Lösung aus 1 ml 15 % Nickelchlorid; 2 

ml 25 mg/ml Diaminobenzidin, 17,5 !l 30 % Wasserstoffperoxid und 97 ml TBS.  

 

4.2.4.2 Immunozytologie 

Die immunozytologischen Arbeiten wurden am Department of Anatomy and Cell Bio-

logy der Technion Universität, Haifa (Israel) in Zusammenarbeit mit Michal Stern un-
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ter der Anleitung von Prof. N. Ziv durchgeführt. Die Neuronen werden für 20 Minuten 

mit einer Lösung von 4 % Paraformaldehyd und 120 mM Saccharose in PBS fixiert. 

Nach anschließender Permeabilisierung (10 Minuten) durch Zugabe von 0,25 % 

Triton zur Fixierlösung wird drei Mal für jeweils fünf Minuten mit PBS gewaschen. Die 

Zellen werden für eine Stunde bei 37 °C mit 10 % BSA in PBS vorinkubiert. Die Inku-

bation mit dem primären Antikörper erfolgt über Nacht bei 4 °C in PBS mit 1 % BSA. 

Nach der Inkubation wird drei Mal mit PBS gewaschen (jeweils 5 Minuten) und für 

eine Stunde bei Raumtemperatur in Dunkelheit mit dem sekundären Antikörper 

inkubiert. Anschließend werden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und einge-

deckelt.  

 

4.2.5 In-vivo-Analysen 

Die hier aufgeführten Untersuchungen wurden am Department of Anatomy and Cell 

Biology der Technion Universität in Haifa (Israel) in Zusammenarbeit mit Michal Stern 

unter Anleitung von Professor Noam Ziv durchgeführt. Für alle Analysen wurde ein 

modifiziertes konfokales Axiovert 200 Mikroskop von Zeiss mit einem 40x 1.3 N.A. 

Fluar Objektiv verwendet. Zusätzlich ist eine auf 37 °C beheizte Inkubations-Kammer 

und eine Objektiv-Heizung (37°C) installiert, die eine stabile Kammertemperatur vom 

33 °C - 35 °C gewährleistet. Die Kammer wird mit Luft (5 % CO2) durchströmt, wel-

che zur Sterilisierung durch eine Membran (Porengröße 0,22 !m) geleitet wird. Durch 

ein Perfusionssystem werden die Kulturen mit vorgewärmtem Medium versorgt. Das 

System wird mit der von Prof. N. Ziv erstellten Software OpenView kontrolliert, wel-

che automatisierte Zeitrafferaufnahmen ermöglicht. 

 

4.2.5.1 FM4-64 Markierung 

Durch die Färbung mit dem Membran-affinen Styrylfarbstoff FM4-64 lassen sich prä-

synaptische Endknöpfchen identifizieren, die exo- und endozytotisch aktiv sind. Dazu 

wird ein Deckglas mit Neuronenkultur in der Inkubationskammer des Mikroskops fi-

xiert. Nach Entfernung des Glaszylinders werden die Zellen mit Tyrodes Lösung um-

spült. Zur Anfärbung der Membranen wird FM4-64 in einer Endkonzentration von 15 

!M zu der Perfusionslösung gegeben. Durch elektrische Stimulation für eine Minute 

(18 mA, 1 ms pro Stimulus, 60 Hz) wird Exo- und Endozytose induziert, wodurch Ve-

sikel mit FM4-64 gefärbten Membranen in die Synapse gelangen. 30 Sekunden nach 
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der Stimulation werden die Zellen 8 Minuten mit Tyrodes Lösung (ohne FM4-64) ge-

waschen. Durch Stimulation für zwei Minuten bei 10 Hz wird erneut Exo- und Endo-

zytose induziert und verbleibender Farbstoff aus den Membranen gewaschen. Zur 

Anregung von FM4-64 wurde ein Argon-Laser (514 nm) eingesetzt und die Emission 

im Bereich >560 nm aufgenommen. 

 

4.2.5.2 Bestimmung der Halbwertszeit von Munc13-1 an aktiven Zonen 

Die Halbwertszeit von Munc13-1 an aktiven Zonen wird durch FRAP-Analysen be-

stimmt. Neuronenkulturen werden in der Inkubationskammer des Mikroskops mit Ty-

rodes Lösung mit 10 !M CNQX und 50 !M AP-5 perfundiert. Zur Anregung des 

EYFP wurde ein Argon-Laser (514 nm) eingesetzt und die Emission im Bereich von 

530-560 nm aufgenommen. Fluoreszierendes Munc13-1-EYFP wird nach Aufnahme 

des ersten Einzelbildes mit intensiver Laser-Bestrahlung auf 40 % der Ausgangsin-

tensivität gebleicht und die Rückkehr der Fluoreszenz einzelner Synapsen mittels 

Zeitrafferaufnahmen bestimmt. Es wurden Aufnahmen mit 3 Minuten Intervallen und 

mit 30 Minuten Intervallen durchgeführt. Die mittlere Fluoreszenzintensität einzelner 

Synapsen wurde automatisch mit OpenView für eine jeweils 12x12 Pixel große Flä-

che ermittelt. Bei Zeitrafferaufnahmen mit einem Intervall von 3 Minuten wurde zu-

sätzlich die Fluoreszenzintensität 10 nicht gebleichter Gebiete ermittelt, um die Blei-

chung des Materials durch den Laser bei den Einzelbildaufnahmen zu bestimmen. 

Dadurch kann eine mathematische Korrektur der erhaltenen Werte nach folgender 

Gleichung durchgeführt werden: 

(1) 

! 

Fcor(t) =
F(t)

F 0
:
Fnb(t)

Fnb0
 

Hierbei ist F(t) die Intensität der Fluoreszenz zur Zeit t, F0 die Intensität der Fluores-

zenz vor dem Bleichen, Fnb(t) die Intensität der Fluoreszenz von 10 nicht gebleichten 

Gebieten zur Zeit t und Fnb0 die Intensität der Fluoreszenz der 10 nicht gebleichten 

Gebieten vor dem Bleichen. 

 

Die Intensitätswerte der FRAP Experimente werden mit folgender Gleichung be-

schrieben: 

(2) 

! 

F(t) = Pf 1" (1"Fbl)e " t / #f[ ] + (1"Pf ) 1" (1"Fbl)e " t / #s[ ] 
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Hierbei ist Pf die Fraktion der schnellen Komponente der Rückkehr der Fluoreszenz-

intensität, Fbl die normalisierte Intensität der Fluoreszenz direkt nach dem Bleichen, 

!s und !f sind die Zeitkonstanten für die Rückkehr der Fluoreszenzintensität. Per 

Software wurden die Werte für !s, !f und Pf ermittelt, bei denen Gleichung (2) den 

mathematischen Zusammenhang der Messwerte am besten beschreibt. 

 

4.2.6 Elektrophysiologische Untersuchungen 

Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden von J. Basu im Labor von C. 

Rosenmund (Baylor College of Medicine, Houston, USA) nach bereits publizierten 

Verfahren durchgeführt (Augustin et al., 1999b; Rhee et al., 2002). 
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6 Zusammenfassung 

Die Weitergabe von Informationen zwischen Nervenzellen erfolgt über Synapsen. Im 

zentralen Nervensystem von Vertebraten handelt es sich dabei meist um chemische 

Synapsen, in denen elektrische Signale in chemische Signale in Form von Neu-

rotransmittern umgewandelt werden. Die Freisetzung der Neurotransmitter, die in 

synaptischen Vesikeln gelagert sind, erfolgt am sendenden Teil der Synapse, dem 

präsynaptischen Endknöpfchen. Hier befinden sich spezialisierte Bereiche, die so 

genannten aktiven Zonen, deren Proteinmaschinerie eine schnelle regulierte Freiset-

zung von Neurotransmittern gewährleistet. Munc13-Proteine, von denen drei Isofor-

men bekannt sind (Munc13-1, -2 und -3), sind essentielle Komponenten dieser spe-

zialisierten präsynaptischen Regionen. In einem essentiellen Reifungsschritt bereiten 

sie synaptische Vesikel für die Freisetzung der Neurotransmitter vor und erlauben 

somit einen reibungslosen Ablauf der Informationsweiterleitung. Neben ihrer essen-

tiellen Funktion erlauben Munc13-Proteine eine weit reichende Regulierung der 

Transmitterfreisetzung, was z.B. bei aktivitätsabhängigen Anpassungsreaktionen von 

Bedeutung ist. Während bereits vieles über die molekulare Zusammensetzung der 

aktiven Zone sowie deren Bildung bekannt ist, sind die Prozesse, die ihre Stabilität 

und Erhaltung regulieren, noch weitgehend unerforscht. In der vorliegenden Arbeit 

wurden die Gene für Munc13-Proteine in ihrem endogenen Locus durch homologe 

Rekombination so modifiziert, dass die entsprechenden Proteine als funktionelle ver-

schiedenfarbig fluoreszierende Fusionsproteine exprimiert werden. Diese unterliegen 

genau wie die entsprechenden Wildtyp-Proteine sämtlichen Regulationsmechanis-

men der Zelle. Alle der in dieser Arbeit untersuchten biochemischen, morphologi-

schen und physiologischen Parameter sind für Wildtyp-Munc13 und für fluoreszie-

rende Munc13-Fusionsproteine absolut identisch. Im Gegensatz zu Untersuchungen 

mit überexprimierten fluoreszierenden Fusionsproteinen reflektieren diese in-vivo-

markierten Proteine direkt die Eigenschaften der Wildtyp-Proteine. In einer ersten 

Anwendung dieser in-vivo-Markierung konnte im Rahmen dieser Arbeit die bisher 

weitgehend unbekannte Stabilität von aktiven Zonen am Beispiel von Munc13-1 be-

stimmt werden. Die ermittelte Verweildauer dieser Proteine an aktiven Zonen ist mit 

einer Zeikonstanten von ca. 45 Minuten erstaunlich kurz. Diese Dynamik erlaubt es, 

die Proteinkomposition der aktiven Zone aktivitätsabhängig im Zeitraum von Stun-

den, z.B. während Lernprozessen, zu ändern. 
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