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Zusammenfassung: Die Freisetzung von Neurotransmit-
tern an Synapsen gehort zu den wichtigsten Mechanis-
men im zentralen Nervensystem. In den zuriickliegenden
Jahrzehnten konnten viele Erkenntnisse iiber die moleku-
laren Mechanismen, die diesem Prozess zugrunde liegen,
gesammelt werden. Die hochregulierte Exozytose, die
auf dem SNARE-Komplex (,,soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptor) und seinen
regulatorischen Molekiilen basiert, ist das Merkmal des
Nervensystems sowohl in Neuronen als auch in neuro-
endokrinen Zellen. Zellen des Immunsystems benutzen
einen dhnlichen Mechanismus, um zytotoxische Subs-
tanzen aus sekretorischen Granulen freizusetzen. Diese
Sekretion findet an Kontaktzonen mit Zelle statt, die mit
Viren oder Bakterien infiziert sind sowie Krebszellen, um
diese Bedrohung zu beseitigen. Diese Kontaktzonen wer-
den als immunologische Synapsen bezeichnet im Hin-
blick auf die hochspezifische, zielgerichtete Exozytose von
Effektormolekiilen. Aktuelle Studien haben gezeigt, dass
Mutationen in den SNARE oder SNARE-interagierenden
Proteinen die Grundlage fiir zahlreiche schwerwiegende
immunologische Erkrankungen sind. Obwohl SNARE-
Komplexe ubiquitdr vorkommen und eine grofie Vielfalt
an Fusionsereignissen an der Membran vermitteln, ist es
iiberraschend, dass in vielen Fillen die gleichen SNARE —
Proteine an der immunologischen Synapse beteiligt sind,
die die Regulation der Exozytose von Transmittern und
Homonen in Neuronen und neuroendokrinen Zellen ver-
mitteln. Diese Ahnlichkeiten zeigen die Moglichkeit auf,
dass Erkenntnisse, die von immunologischen Synapsen
erhalten wurden, auch auf neuronale Synapsen zutreffen,
inshbesondere im Bereich der prasynaptischen Funktion.
Da immunologische Synapsen (IS) innerhalb von etwa 30
Minuten gebildet und wieder abgebaut werden, ermdoglicht
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die Verwendung von Immunzellen, die aus humanem Blut
gewonnen wurden, nicht nur die Untersuchung der mole-
kularen Mechanismen der synaptischen Transmission in
menschlichen Zelle, sondern auch Untersuchungen der
Bildung und des Abbaus dieser ,,Synapsen® mittels bild-
gebender Verfahren. In diesem Ubersichtartikel verglei-
chen wir die Ahnlichkeit der Synapsen des Nerven- und
Immunsystems und gehen dabei auf unsere Erkenntnisse
der Arbeiten der letzten Jahre ein.

Schliisselworter: Chromaffinzellen; Immunologische Sy-
napse; SNARE-Proteine; Zytotoxische T-Lymphozyten

Einleitung

Eine Synapse (gr. syn ,zusammen‘ und haptein ,greifen)
bezeichnet die Kontaktstelle zwischen zwei Zellen, an
der iiber die Freisetzung von Botenstoffen Information
iibertragen wird. Sie wird iiblicherweise unterteilt in Pra-
synapse, synaptischer Spalt und Postsynapse. Ein riesige
Anzahl an Synapsen (ca. 1013) im Menschen kommen vor
zwischen Neuronen des zentralen Nervensystems und
bilden die Grundlage fiir plastische Prozesse wie Lernen,
Gedachtnisbildung und Demenz. Beta-Zellen im Pan-
kreas und Chromaffinzellen in der Nebenniere nutzen
ahnliche Mechanismen, um Botenstoffe wie Insulin und
Adrenalin freizusetzen, welche dann {iber den Blutstrom
auf viele Zielzellen systemisch wirken. Sowohl natiirliche
Killerzellen des angeborenen Immunsystems als auch T-
Lymphozyten des adaptiven Immunsystems bilden auf der
Suche nach Pathogenen hochspezifische Kontaktstellen
mit Antigen-prdsentierenden Zellen aus. An diesen Kon-
taktstellen findet die gezielte Freisetzung von zytotoxi-
schen Substanzen statt, die diese Zielzellen abtoten. Sie
werden immunologische Synapsen genannt. Genetische
Studien in immun-defizienten Patienten zeigten dabei,
dass diese immunologische Synapse (IS) in ihrer Funktion
verbliiffende Parallelen mit Synapsen im ZNS und neuro-
endokrinen System aufweist. Obwohl sie als Synapsen be-
zeichnet werden, gibt es wichtige Unterschiede zwischen
immunologischen und neuronalen Synapsen. Es gibt we-
nig Ahnlichkeit zwischen der Zielzellerkennung durch T-
Lymphozyten, wie weiter unten diskutiert wird, und dem
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Erkennungsprozess der neuronalen Synapse, ein faszi-
nierender Bereich (Akins und Biederer, 2006), der jedoch
nicht in diesem Artikel behandelt wird. Wir werden uns
auf den prasynaptischen Mechanismus konzentrieren, da
immunologische Synapse keine postsynaptischen Orga-
nisation von Rezeptoren bendtigen, eine Notwendigkeit
bei echten Synapsen. Die Chromaffinzelle der Nebennie-
re, die als ein Model fiir regulatorische Exozytose genutzt
wird, bildet auch keinen Kontakt zur Zielzelle aus. Beide,
Neurone und Chromaffinzellen generieren grof3e Reserven
an Vesikeln und einen prasynaptischen Apparat, der den
Transfer der Vesikel vom releasable pool iiber docking
und priming organisiert. T-Lymphozyten fehlt ein reserve
pool und sie besitzen keinen releasable pool. Dieses wird
im Text diskutiert. T-Lymphozyten exprimieren Kompo-
nenten des Fusionsapparates und docking und priming
findet doch statt.

Allein im letzten Jahrzehnt wurden Proteine wie Syn-
taxinll, Munci13-4, Munc18-2 und Rab27a identifiziert,
deren Mutation aufgrund des vollstdndigen Ausfalls der
Funktion der immunologischen Synapse zu letalen Im-
munphénotypen fiihrt (Janka, 2012). Diese Ergebnisse
zeigen grundsitzliche Ahnlichkeiten zwischen Exozytose
von Lymphozyten und neuronalen und neuroendokrinen
Zellen. Im Gegensatz zu Synapsen im ZNS und neuroen-
dokrinen Geweben bilden sich immunologische Synapsen
innerhalb von 30 Minuten und werden schnell abgebaut,
sodass neue Zielzellen gefunden werden kdnnen. So ist
neben der Untersuchung der Synapsenfunktion auch die
Untersuchung der Synapsenbildung und des Synapsenab-
baus mit hochauflésenden Methoden méglich. Zusammen
mit der Verfiigbarkeit menschlichen Materials aus Primar-
blut erdffnet das Studium der immunologischen Synapse
damit Erkenntnisse, die im Riickschluss auf die neurona-
len Synapsen iibertraghar sind. Im Falle der prasynapti-
schen Funktion und dem Recycling des exozytotischen
Apparates scheint dies zuzutreffen.

In diesem Ubersichtsartikel fassen wir die Prozesse
der Bildung, der Funktion und des Abbaus der immunolo-
gischen Synapse zusammen und vergleichen diese Prozes-
se, wo moglich, mit Erkenntnissen aus Chromaffinzellen
der Nebenniere.

Synapsenbildung

Neuronale Synapsen werden als Antwort auf interzellula-
re Interaktionen von Adhédsionsmolekiilen gebildet (Akins
und Biederer, 2006) . Beide, Neuroligin-Proteine und Syn-
CAM1, sind Marker fiir postsynaptische Kontaktstellen.
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Sobald Neurone mit einem dieser Marker, auch in non-
neuronalen Zellen, in Kontakt kommen, wird eine pra-
synaptische Spezialisierung in den Neuronen induziert.
Adhdsionsmolekiilen akkumulieren an diesen Kontakt-
stellen und ziehen andere assoziierte Molekiile an, die an
der Bildung der Aktiven Zone beteiligt sind. Die Molekiile
der aktiven Zone und des Exozytoseapparates interagie-
ren mit Bindungsstellen der zytosolischen Bereiche der
Adhdsionsmolekiile und untereinander. In Neuronen und
Chromaffinzellen wirken grofie Multi-Domé&nen- Protei-
ne wie Bassoon und Piccolo als Geriist und organisieren
die Strukturen, die fiir den Transfer der Vesikel vom Re-
serve Pool zum Docking- und Priming Apparat nétig sind
(Gundelfinger et al., 2015). Diese Organisationsmolekiile
werden mit anderen Komponenten der aktiven Zone, wie
Piccolo, Bassoon, Syntaxin, RIM, Munc-18, ELKS2/CAST,
SNAP-25 und n-Cadherin in Transportvesikeln zu den pra-
synaptischen Kompartmenten geliefert. Diese Transport-
vesikel wandern entlang von Mikrotubuli (Bury und Sabo,
2016). Die Molekiile der aktiven Zone und ihre Transport-
vesikel werden im Soma generiert, genauso wie synapti-
sche Vesikel und LDCVs. In Neuronen erfolgt dieser Trans-
port iiber lange Distanzen. In Chromaffinzellen sind die
Distanzen viel kiirzer, aber die Organisation ist dhnlich.
Die aktive-Zone — Proteine sind nicht nur am Docking und
Priming beteiligt, sie ziehen auch die spannungsabhin-
gigen Kalziumkandle an, die fiir die stimulierte Exozyto-
se notwendig sind. Bis jetzt ist es nicht gelungen, jedem
einzelnen Molekiil eine bestimmte Funktion zuzuordnen.
Studien, in denen einzelne Molekiile herunterreguliert
(knockdown) oder entfernt wurden (knockout), haben
iiberraschend geringfiigige Unterschiede im Phéanotyp
gezeigt (Stidhof, 2012). Es mag sein, dass die vielen Inter-
aktionen dieser Multi-Doméan-Proteine eine funktionelle
Redundanz hervorrufen, besonders in bereits entwickel-
ten Geweben.

Chromaffinzellen der Nebenniere kontrollieren iiber
die Sekretion von den Katecholaminen (Adrenalin und
Noradrenalin) wichtige physiologische Parameter, wie
zum Beispiel den Blutdruck und den Herzschlag. Die Ka-
techolamine werden in large dense core vesicles (LDCVs)
gespeichert, die eine Vielzahl von Maturierungsschritte
durchlaufen (Fig. 1) Die Biogenese dieser Granulen steht
jedoch nicht im Blickfeld dieser Ubersicht. Die v-SNARE
Proteine Synaptobrevin und die Synaptotagmine werden
mit Rab3, Synaptophysin, vATPase, und Neurotransmit-
ter Transporter (VMAT bei Chromaffinzellen) erworben
wahrend des Trafficking durch das trans-Golgi und en-
dosomale Kompartments, wo viele dieser Verbindungen
wiederverwertet werden. Nach dem Transport zur Plasma-
membran werden die LDCVs in einem Docking-Prozess an
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Abb. 1: Synapsenfunktion in Chromaffinzellen der Nebenniere. Cartoon mit den wichtigsten Schritten der LDCV -Reifung und den beteiligten
Proteinen. LDCVs aus dem Reserve Pool im Zellinneren werden iiber das Zytoskelett zur Plasmamembran transportiert und dort verankert.
Nach diesem Docking-Prozess werden LDCVs an der Plasmamembran durch den Priming-Prozess fusionskompetent gemacht. AnschlieBend
erfolgt nach Ca2+*-Einstrom die Fusion mit der Plasmamembran und die Freisetzung der Katecholamine.

der Plasmamembran verankert. Chromaffinzellen dienen
als Modell zur Erforschung prasynaptischer Prozesse.

Docking, Priming und Fusion von
LDCVs in Chromaffinzellen

Der Docking-Komplex wird iiber eine Interaktion der
beiden plasmamembranstdndigen SNARE-Proteine Syn-
taxinl und SNAP-25 mit dem vesikelstdndigen Protein Syn-
aptotagmin initiiert (de Wit et al., 2009). Die Verfiigharkeit
von Syntaxinl und damit die Effizienz des Docking-Pro-
zesses wird dabei durch Munc18 reguliert. Das gedockte
LDCV ist damit aber noch nicht fusions-kompetent, son-
dern muss erst einen weiteren Maturierungsprozess, das
sogenannte Priming, durchlaufen. Munc13-Proteine sind
fiir das Priming der meisten Synapsen unbedingt not-
wendig. Sie katalysieren den Zusammenbau des SNARE-
Komplexes aus Syntaxinl, SNAP-25 und dem vesikelstan-
digen SNARE-Protein Synaptobrevin2. Vor Kurzem wurde
gezeigt, dass Munc13 Proteine auch beim Priming -Prozess
in Chromaffinzellen beteiligt sind (Man et al., 2015). Der
SNARE-Komplex kann dann, nach Einstrom von Ca2* in
die Prasynapse und Bindung des Ca2* an Synaptotagmin,
die Fusion des LDCVs mit der Plasmamembran und die
Ausschiittung der Katecholamine vermitteln. Eine Viel-
zahl weiterer Proteine, wie z. B. Complexin und CAPS, ist
dariiber hinaus an der Regulation von Docking, Priming

und Fusion von LDCVs in Chromaffinzellen beteiligt (Ste-
vens et al., 2011).

Synapsenbildung in CTLs

Zytotoxische T-Lymphozyten patrouillieren auf der Suche
nach Infektionen durch das komplette menschliche Gewe-
be. Sie werden im Blutstrom transportiert, durchdringen
GefaBwénde und migrieren durch samtliche Organe des
Korpers. Haben Sie infiziertes Gewebe detektiert, kon-
nen sie nach Aktivierung eine grof3e Anzahl an Zielzellen
hintereinander abtdten, man spricht von ,serial killing*.
Von offensichtlich grof3er Wichtigkeit ist dabei die Prazi-
sion der Zielerkennung, denn CTLs sollen nur diejenigen
Zellen abtoten, die korperfremdes Material prasentie-
ren. Demzufolge existiert ein grofler Gegensatz zwischen
Chromaffinzellen, die einen grof3en Pool an freisetzbaren
LDCVs vorhalten, und CTLs, die nur wenige CGs bereithal-
ten und diese bei Bedarf zur IS transportieren.

Die Bildung der IS beginnt mit der Erkennung von
prasentierten Antigenen auf der Oberfldche der Zielzellen
durch T-Zell-Rezeptoren der CTLs (Abb. 2). Die Prasentati-
on erfolgt durch MHC (major histocompatibility complex)-
Komplexe, die durch das Proteasom degradierte Peptide
im endoplasmatischen Retikulum binden und diese nach
Transport zur Plasmamembran auf der Zelloberfldche pra-
sentieren. Die Mehrzahl der prasentierten Peptide ist nicht
korperfremd und fithren dementsprechend zu keiner Im-
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Abb. 2: Wichtige subzelluldre Areale zytotoxischer T-Lymphozyten. A Nach Kontakt mit einer Antigen-présentierenden Zelle bilden zytotoxi-
sche T-Lymphozyten eine immunologische Synapse (IS) aus. Die IS ldsst sich in den peripheren und zentralen ,,supramolecular activation
cluster® unterteilen (Blick von oben). Im cSMAC befindet sich die sekretorische Zone (SZ), an der die Fusion der zytotoxischen Granula (CG)
erfolgt. B CGs werden entlang des Zytoskeletts zur IS transportiert. C Eine elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt die Kontaktstelle zur
Zielzelle (IS) sowie einige CGs, die entlang des Zentrosoms (MTOC) zur IS transportiert wurden. D Stimulated emission depletion (STED)
Aufnahme einer primdren CTL mit angefdrbten Mikrotubili und Zentrosom (MTOC).

munantwort. Umgekehrt ist die Erkennung korperfremder
Peptide durch die T-Zell-Rezeptoren hochspezifisch und
triggert die nachfolgende Kaskade, an deren Ende das
Abtoten der Antigen-prasentierenden Zelle durch Freiset-
zung zytotoxischer Substanzen aus CG steht.

Bindung der T-Zell-Rezeptoren (TCR) fiihrt zundchst
zu einer Starkung der Kontaktstelle durch Interaktion der
Adhisionsmolekiile LFA1 (CTL) und ICAM1 (Zielzelle).

Wie in Neuronen spielt der Adhdsionsprozess eine
Hauptrolle in der Generierung und Erhaltung der Kon-
taktstelle — genauso wie in der Signalgebung, obwohl der
Zielzellerkennung in CTLs wenig mit der Zielerkennung in
Neuronen gemeinsam hat. Im Gegensatz zur neuronalen

synaptischen Entwicklung gibt es hier keine Organisation
der postsynaptischen Antwort. Die Induktion des Zelltods
erfolgt durch die Internalisierung des zytotoxischen Mole-
kiils Granzym, welche durch die gleichzeitig freigesetzten
Proteine Granulysin und Perforin erleichtert wird.

Es bildet sich ein sogenannter ,,supramolecular acti-
vation cluster (SMAC)“, wobei der T-Zell-Rezeptor das Zen-
trum besetzt (central SMAC; cSMAC) und die Adhésions-
molekiile kreisf6rmig darum angeordnet sind (peripheral
SMAC; pSMAC). Die Konzentration der T-Zell-Rezeptoren
im cSMAC lockt Signalmolekiile wie Kinasen an und fiihrt
iiber Aktivierung von Phospholipasen zur Bildung von
DAG und IP3. Das gebildete IP3 induziert die Entleerung
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der Ca2*-Speicher im ER und fiihrt zur Aktivierung der
CRAC (calcium release-activated calcium)-Kanile in der
Plasmamembran. Der resultierende Anstieg der intrazel-
luldren Ca2*-Konzentration initiiert nun eine starke Pola-
risierung der T-Zelle und den zielgerichteten Transport der
CGs und anderer Vesikel zur IS. Zundchst transloziert das
Centrosom (,,microtubule organizing center (MTOC)*) vom
der Zielzelle abgewandten Ende der Zelle zu einer Positi-
on unmittelbar unterhalb der IS. Ausgehend vom MTOC
findet nun eine Polymerisation sowohl von Aktin als auch
von Tubulin statt (Abb.3). Aktinpolymerisation {iber-
briickt den finalen Transport der CGs zur IS. Die Tubulin-
Polymerisation ermoglicht die Projektion der Mikrotubuli
ins Innere der Zelle. Entlang dieses entstandenen Zytoske-
letts werden nun mittels Dynein- und Myosin-abhéngigen
Transport diverse Vesikelarten in sequenzieller Weise zur
IS gebracht.

Die ersten Vesikel, die innerhalb der ersten Minute
nach Zellkontakt eintreffen, sind Rab11-positive Recycling-
Endosomen. Befunde aus unserem Labor konnten zeigen,
dass diese Recycling-Endosomen essenziell fiir den Trans-
port von Cargo sind, der spdter fiir das Docking, Priming
und die Fusion zytotoxischer Granula benétigt wird (Mar-
shall et al., 2015). Zu den identifizierten Proteinen auf
Recycling-Endosomen, die in VAMP8-abhdngiger Weise
mit der Plasmamembran an der IS fusionieren, gehdren
Syntaxin1l und Munc13-4. Die plasmamembranstdndigen
SNARE-und SNARE-assoziierte Proteine akkumulieren in
einem Teil des cSMAC und bilden die sogenannte Sekre-
tionsdomine. Ahnlich wie bei der aktiven Zone in neuro-
nalen Synapsen findet ausschliefllich in diesem Bereich
Docking, Priming und Fusion zytotoxischer Granula statt.
Die ersten CGs erreichen die IS wenige Minuten nach Kon-
taktbildung, und die Fusion von durchschnittlich 12 Gra-
nula/CTL ist etwa 15 Minuten nach Kontaktbildung abge-
schlossen.

Docking, Priming und Fusion zytoto-
xischer Granula in CTLs

Zytotoxische T -Lymphozyten (CTL) sind Teil des adaptiven
Immunsystems und téten Antigen-prasentierende Zellen
durch die Freisetzung der zytotoxischen Substanzen Per-
forin und Granzym aus zytotoxischen Granula. CGs sind
mit Lysosomen-verwandte Organellen, die etwas grofier
sind als LDCVs von Chromaffinzellen und ebenfalls einen
dichten Kern aus Proteinen enthalten. Nahezu samtliches
Wissen {iber die molekularen Mechanismen von Docking,
Priming und Fusion zytotoxischer Granula basiert auf leta-
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len Immunerkrankungen wie dem Griscelli-Syndrom oder
der familidren hdmophagozytischen Lymphohistiozytose
(FHL) (Janka, 2012; de Saint Basile et al., 2010).

Patienten mit Griscelli-Syndrom Typ2 haben Mutatio-
nen im GTP-bindenden Protein Rab27a und zeigen neben
Albinismus eine Immunschwéche, die ohne Knochen-
marktransplantation tédlich verlduft. In CTLs interagiert
Rab27a mit MyosinV und sorgt fiir das korrekte Docking
von CGs an der Plasmamembran der IS. Dariiber hinaus
interagiert Rab27a mit Muncl3-4, einem Mitglied der
Munc13-Familie. Wie seine Isoformen in ZNS und im neu-
roendokrinen System ist Munc13-4 fiir das Priming zytoto-
xischer Granula verantwortlich. Mutationen im Munc13-4
Gen fiihren zur ebenfalls tédlich verlaufenden Immun-
schwidche FHL Typ 3, da CTLs dieser Patienten keine Ziel-
zellen mehr abtdten konnen (Ménager et al., 2007). Auch
Mutationen in Munc18-2 fithren zu FHL, in diesem Fall
Typ 5, und sind auf die bereits in neuronalen Synapsen
beschriebene Funktion von Munc18 beim Docking-Prozess
zurilickzufiihren. Die Fusion zytotoxischer Granula wird,
ebenso wie die Exozytose von LDCVs in Chromaffinzellen,
durch SNARE-Proteine vermittelt. Auch in diesem Fall
wurde ein plasmamembranstdndiges SNARE -Protein,
Syntaxinll, durch menschliche Mutationen, die zu FHL
Typ 4 fiihren, identifiziert (Kogl et al., 2013). Weitere Kom-
ponenten des fusions-vermittelnden SNARE -Komplexes
sind Synaptobrevin2 auf der Vesikelmembran sowie ver-
mutlich SNAP-23 in der Plasmamembran. Im Gegensatz
zu neuronalen Synapsen ist an der immunologischen Sy-
napse bisher ungeklart, ob Synaptotagmin oder andere
Ca2*-bindende Proteine beim eigentlichen Fusionsprozess
eine Rolle spielen. Die Ubersicht der an Docking, Priming
und Fusion von CG beteiligten Proteine verdeutlicht die
verbliiffende Ubereinstimmung mit den molekularen Me-
chanismen an der neuronalen Synapse (Abb. 3) (Becherer
et al., 2012).

Synapsenabbau

In ihrer Funktion als ,,serial killer* miissen CTLs in der
Lage sein, ihre Synapsen nach erfolgreicher Fusion von
CGs schnell abzubauen. Deshalb erfolgt bereits 15-30 Mi-
nuten nach Etablierung des ersten Kontakts mit einer
Antigen-prasentierenden Zelle der koordinierte Abbau der
IS. Die Lebenszeit einer immunologischen Synapse ist viel
kiirzer als die einer neuronalen Synapse, obwohl in bei-
den Synapsen das Wiederverwerten der Vesikelbestand-
teile wichtig ist fiir ihre Funktion. T-Zell-Rezeptoren sowie
an der Fusion beteiligte, integrale Plasmamembran-Pro-
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Abb. 3: Synapsenbildung, Synapsenfunktion und Synapsenabbau in zytotoxischen T-Lymphozyten. Links: Die Bildung der immunologischen
Synapse (IS) startet mit der Abschniirung von Recycling-Endosomen von friihen Endosomen. Die Recycling-Endosomen werden zur IS
transportiert und fusionieren in VAMP8-abhdngiger Weise mit der Plasmamembran. Recyling-Endosomen bringen Proteine, die fiir das
spatere Docking, Priming und Fusion der zytotoxischen Granula (CG) benétigt werden, zur 1S. Mitte: Nach erfolgter Maturierung liber spate
Endosomen und Lysosomen polarisieren CGs zur Plasmamembran und werden dort verankert (Docking). Nach dem Priming durch das
Protein Munc13-4 vermittelt der SNARE-Komplex die Fusion. Rechts: Entleerte CGs werden durch Endozytose in das Zellinnere gebracht und

verschmelzen dort mit frithen Endosomen.

teine wie Syntaxin1l werden iiber Recycling-Endosomen
in das Zellinnere zuriickgeholt und entweder degradiert
oder auf Stufe der frithen Endosomen in den Recycling-
Pathway eingespeist.

Auch die Membrankomponenten von CGs werden im
Rahmen des Synapsenabbaus wiederverwertet. Wie wir
kiirzlich mithilfe einer Synaptobrevin2-mRFP Knockin-
Maus zeigen konnten, erfolgt das Recycling jedoch nicht
iiber Recycling-Endosomen, sondern iiber einen unab-
hédngigen Weg (Chang et al., 2016). Synaptobrevin2, das
fiir die CG Fusion verantwortliche vSNARE (Matti et al.,
2013), bleibt unmittelbar nach der Fusion in Clusters an
der Plasmamembran und kann mit einem monoklonalen
Antikorper gegen den luminalen (intravesikuldren) Be-
reich des Proteins detektiert werden (Abb. 4). Innerhalb
weniger Minuten wird Synaptobrevin2, zusammen mit
weiteren CG Membranproteinen, wie z. B. der vesikuldren
H*-ATPase, an der IS endozytiert. Wie die Endozytose sy-
naptischer Vesikel in Neuronen (Soykan et al., 2016), ist
auch die Endozytose der CG in CTLs durch Clathrin und
Dynamin vermittelt. Des Weiteren spielt das Synaptobre-
vin2-spezifische Adapterprotein CALM (Koo et al., 2011)
eine essenzielle Rolle. Nach erfolgter Endozytose werden
die CGs angesduert und gelangen {iber frithe endosoma-

le Kompartimente in spate Endosomen. Hier werden sie
erneut mit zytotoxischen Komponenten wie Granzym B
befiillt und stehen nach diversen Maturierungsschritten
fiir weitere Fusionsprozesse an neugebildeten Synapsen
zur Verfiigung. Etwa 50% der Killing-Effizienz, die CTLs
auszeichnet, wird durch das effiziente Recycling von CG-
Membranproteinen erreicht. Der Synapsenabbau inclu-
sive der Endozytoseprozesse ist dabei schnell genug, um
bereits nach wenigen Minuten erneut eine neue IS bilden
und weitere Antigen-prasentierende Zellen abtdten zu
konnen (Chang et al., 2016).

Fazit

Die immunologische Synapse zwischen zytotoxischen
T-Lymphozyten und Antigen-prasentierenden Zellen be-
sitzt viele Ahnlichkeiten mit den neuronalen Synapsen im
zentralen Nervensystem. Zusatzlich zur Untersuchung der
prasynaptischen Funktion ist in CTLs der Zugang zu den
Prozessen der Synapsenbildung und des Synapsenabbaus
moglich. Dazu verfiigen wir {iber ein System, das die Erfor-
schung dieser Prozesse mit hochauflésenden live- bildge-
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Abb. 4: Visualisierung der Endozytose zytotoxischer Granula in Echtzeit. Konfokalmikroskopische Aufnahmenserie einer zytotoxischen T
Lymphozyte (CTL) in Kontakt mit einer Antigen-prédsentierenden Zelle (target). Die zytotoxischen Granula sind durch die endogene Expres-
sion von Synaptobrevin2-mRFP rot geférbt. In der Badlosung befindet sich ein mit einem griinen Fluoreszenzfarbstoff markierter anti-Synap-
tobrevin2 -Antikdrper, der nur an das Synaptobrevin2 binden kann, wenn sich dieses nach Vesikelfusion in der Plasmamembran befindet.
Die Serie beginnt mit dem Kontakt zwischen CTL und Zielzelle (0°‘00*), zum Zeitpunkt 3‘06* hat sich eine immunologische Synapse gebildet
(erkennbar an der Polarisierung der Granula zur Zielzelle). Im ndchsten Bild (7°06*) hat die Fusion einzelner CG stattgefunden, denn der
griine Antikdrper bindet an das rote Synaptobrevin2 in der Plasmamembran (gelb). Am Ende der Serie (1306*) ist zu erkennen, dass

mehrere CGs durch Endozytose in das Zellinnere transportiert wurden.

benden Verfahren ermdéglicht. Zusammen mit der Verfiig-
barkeit von primdrem Material aus Menschen gibt es also
Argumente, die immunologische Synapse als zukiinftiges
Modellsystem fiir Aspekte der synaptischen Funktion he-
ranzuziehen.

Abkiirzungen

CG zytotoxisches Granulum

CRAC ,calcium release-activated calcium“

CTL zytotoxischer T-Lymphozyt

FHL familidre hamophagozytische Lymphohistiozytose

IS immunologische Synapse

LDCV »large dense-core vesicle*

MHC »,major histocompatibility complex*

MTOC  Mikrotubuli Organisations-Zentrum

SMAC  ,supramolecular activation cluster”

SNARE ,soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptor®

TCR T-Zell Rezeptor

ZNS zentrales Nervensystem
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