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Die Deutsche Forschungsgemeinschaft hat im Juli 2017
ein neues Kollaboratives Forschungszentrum der Neuro-
wissenschaften in Gottingen (SFB 1286) mit dem Namen
»Quantitative Synaptologie®“ gegriindet. In dem neuen
Zentrum (Referent Prof. Dr. Silvio O. Rizzoli von der Uni-
versitdtsmedizin Gottingen) sollen die Nanoanatomie und
-physiologie von Synapsen erforscht werden. Hierfiir arbei-
ten Wissenschaftler aus verschiedenen Institutionen Got-
tingens zusammen. Dazu zdhlen die Universitatsmedizin
Gottingen, die Georg-August-Universitit Gottingen (Fakul-
tat fiir Physik, Fakultét fiir Chemie), das Max-Planck-Insti-
tut fiir Biophysikalische Chemie, das Max-Planck-Institut
fiir Experimentelle Medizin, das Max-Planck-Institut fiir
Dynamik und Selbstorganisation sowie das Deutsche Zen-
trum fiir Neurodegenerative Erkrankungen.

Esist allgemeiner Konsens, dass Synapsen die zentra-
len Infomationsverarbeitungseinheiten des Gehirns sind.
Thre Funktionalitit, Effektivitdt und Plastizitdt nehmen
eine Schliisselposition in sdmtlichen Gehirnfunktionen
ein und beeinflussen so das daraus hervorgehende Ver-
halten. Im Umkehrschluss ist eine Dysfunktion von Sy-
napsen die Ursache fiir viele neurologische und psychi-
atrische Stérungen. Das oberste Ziel des SFB 1286 ist es,
die synaptische Weiterleitung in ausreichendem Detail
zu verstehen, sodass man in der Lage ist, eine voll funkti-
onstiichtige virtuelle Synapse in silico zu erzeugen. Diese
soll sowohl pra- als auch postsynaptische Kompartimente
beinhalten.
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Unsere Vision: Nanophysiologie am
Computer erforschen

Eines der Hauptziele der Zellbiologie ist es, die Aktivi-
tdt von Zellen vorhersagen zu konnen. Voraussetzung
hierfiir ist ein quantitatives Verstandnis aller zelluldren
Phdnomene, um parallel dazu ein Modell aller zelluldren
Reaktionen zu konstruieren. Dieses Ziel scheint, zumin-
dest innerhalb des nachsten Jahrzehnts, nicht in unserer
Reichweite zu liegen. Das liegt vor allem an einem Mangel
an Wissen iiber die Funktionsprinzipien von vielen zel-
luldren Elementen. Ohne dieses Wissen ist es schwierig,
Informationen iiber die Zellstruktur, egal wie detailliert
diese sein mégen, in funktionelle Modelle zu iiberfiihren.
Nichtsdestotrotz gibt es einen Teil der Zelle, der ausrei-
chend gut verstanden ist, um ein quantitatives Modell in
der ndheren Zukunft zu ermoglichen: die Synapse. Die
Synapse ist klein, beinhaltet einen begrenzten Pool an
Proteinen und Organellen und hat nur eine essenzielle
Hauptfunktion: Die Freisetzung von Neurotransmitter
an der prasynaptischen Seite sowie dessen Rezeption an
der postsynaptischen Seite. Daher sollte es mdglich sein,
die Zusammensetzung einer Synapse im quantitativen
Maf3stab zu entschliisseln und so ihre Funktion in silico
nachzubauen. Gleichzeitig jedoch ist die Synapse ausrei-
chend komplex, um als Musterbeispiel fiir die allgemei-
ne Zellfunktion zu dienen. Dies stellt sicher, dass die aus
ihr abgeleiteten Prinzipien fiir viele andere Bereiche der
Zellbiologie von Relevanz sind. Unsere Vision ist es daher,
eine virtuelle Synapse zu erzeugen, die sowohl das pra-,
als auch das postsynaptische Kompartiment darstellt. In
dieser Hinsicht arbeiten wir nicht nur an einem strukturel-
len Modell, da dieses, egal wie detailreich, von geringem
Nutzen wdre. Stattdessen streben wir ein dynamisch-funk-
tionelles Modell an, das wir als Werkzeug zur Erforschung
von synaptischer Funktion und Dysfunktion verwenden
kénnen.

Die Bedeutung dieser Art der Analyse wird unterstri-
chen durch die Tatsache, dass die durchschnittliche Pra-
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synapse im ZNS ein sehr geringes Zytoplasmavolumen hat
(ca. 0,25 pm?). In diesem Volumen benétigt ein Protein nur
ca. 150 Kopien, um die Konzentration von 1 pM zu errei-
chen. Diese Konzentration liegt fiir viele relevante Enzyme
um oder iiber der Affinitdtskonstante. Demzufolge konnen
bereits geringe Verdnderungen der Protein-Kopienzahl
oder -Lokalisation signifikante funktionelle Auswirkun-
gen haben.

In einer ersten Finanzierungsperiode werden wir Bild-
gebung, Biochemie, Molekularbiologie und Modellierung
kombinieren, um ein strukturelles und teilweise funkti-
onstiichtiges Modell der Synapse zu erstellen. Dieses Mo-
dell wird die allgemeine Organisation der Synapse sowie
die funktionellen Prinzipien verschiedener synaptischer
Nano-Mechanismen, wie etwa das synaptische Vesikel
oder die aktive Zone, wiedergeben. Selbstverstandlich
sind wir uns bewusst, dass die eine ,,Durchschnittssyn-
apse” nicht existiert und dass jede einzelne Synapse des
Organismus‘ individuelle Eigenschaften besitzt, die sie
von allen anderen Synapsen unterscheidet. Allerdings
kann eine quantitative Beschreibung von einer Vielzahl
von Synapsentypen, aufgrund der schieren Arbeitsmen-
ge, nicht auf dem von uns angestrebten, detaillierten Le-
vel erfolgen. Deshalb werden wir mit zwei ,,Modellsynap-
sen” arbeiten: Einerseits der von Hippocampusneuronen,
die sehr gut fiir bildgebende Experimente geeignet ist,
und andererseits Synaptosomen (isolierte Synapsen aus
dem Kortex), die sich sehr gut fiir biochemische Studien
eignen. Indem wir die Informationen aus diesen Model-
len kombinieren, werden wir die quantitative molekulare
Organisation von einer, idealisierten Synapse (Prd- und
Postsynapse) ableiten. Die Modellsynapse wird auf einer
kleinen glutamatergen Prdsynapse, gekoppelt an eine glu-
tamaterge Postsynapse, basieren. Diese stellt mit ca. 90%
den hadufigsten Synapsentyp in sowohl den hippocampa-
len Neuronen als auch den Synaptosomen dar. Wir werden
dieses strukturelle Modell mit funktionellen Parametern
ergédnzen, wie z. B. den Prinzipien von der Instandhaltung
der Identitdt von Organellen, der Mobilitdt von synapti-
schen Organellen und Proteinen, oder den Prinzipien der
Bildung von Membranprotein-Domédnen oder postsynap-
tischen Verdichtungen. Die Bildung postsynaptischer Re-
zeptordomédnen wird momentan am besten anhand von
GABAergen Modellen erforscht. Daher werden wir diese
Forschungsrichtung in unseren SFB einbeziehen, trotz
seiner allgemeinen Ausrichtung auf die exzitatorische Si-
gnalweiterleitung durch Glutamat. Wir werden die daraus
hervorgehenden quantitativen Daten nutzen, um in silico
Parameter der synaptischen Aktivitdt und Plastizitdt zu
eruieren. AuBerdem werden wir einen Vergleich von zwei
Modellen synaptischer Erkrankungen anstellen: Zum ei-
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nen ein Modell, das starke phanotypische Verdnderungen
vom Kindheitsalter an zeigt (Autismus), zum anderen ein
Modell zu neurodegenerativen Vorgéangen (M. Parkinson).
Die Kombination aus Plastizitdts- und Krankheitsstudie
wird es uns ermoglichen, den Nutzen der quantitativen
Information festzustellen. Dazu wollen wir {iberpriifen,
ob die Kenntnis iiber die quantitative Organisation der Sy-
napse uns dazu befdhigt, die synaptische Plastizitidt sowie
die Ausbildung von Erkrankungen vorherzusagen.

Jenes Modell einer Durchschnittssynapse, das aus
diesen Experimenten abgeleitet werden kann, wird fiir
keine reale, einzelne Synapse reprdsentativ sein kdnnen.
Allerdings wird es die Eigenschaften und molekularen Me-
chanismen, die fiir hippocampale Synapsen und Synap-
tosomen typisch sind, verallgemeinert zusammenfassen
konnen. Wir werden zusdatzlich diese Form der Charakte-
risierung erweitern und einen Typ von spezialisierten Sy-
napsen untersuchen, namlich die Held’sche Calyx. Diese
wird Inhalt von zwei Projekten sein, in denen sich diese
Synapsen am besten erforschen lassen, um ihre konkre-
ten molekularen Prinzipien zu verstehen. Allerdings
werden wir nicht versuchen, die vergleichende Analyse
unterschiedlicher Synapsen weiter zu verfolgen. Unserer
Ansicht nach konnten andere Forschungseinrichtungen
unsere Daten iiber den ,,durchschnittlichen* Aufbau einer
Synapse ausweiten. Auf der ganzen Welt konnen dann alle
verschiedenen Arten von Synapsen erforscht werden, in-
dem die von uns entwickelten quantitativen Bildgebungs-
verfahren und Analysetechniken angewendet werden.

Die erste Finanzierungsperiode soll also eine bioche-
mische und morphologische Sicht auf die Synapse zeigen.
Wir haben dies als Fokus der ersten Finanzierungsperiode
gewdhlt, weil das quantitative biochemische Verstdndnis
der Synapse deutlich dem funktionellen Verstandnis der
Synapse hinterherhdngt. Wir haben die Absicht, den Auf-
bau der Synapse im quantitativen Maf3stab zu verstehen.
Auch die Verdnderungen in der Physiologie der Synapse
bei neuronaler Stimulation sollen analysiert werden. Die
Verbindung zwischen der biochemischen Sicht auf die
Synapse und ihrer Funktionalitdt wird in einigen weni-
gen Projekten der ersten Finanzierungsperiode erforscht
werden. Dies soll inshesondere durch die Kooperation von
experimentellen Forschungsgruppen und mathematisch-
theoretischen Modellierungsgruppen geschehen. Aller-
dings soll erst wahrend der zweiten Finanzierungsperiode
der Fokus auf diese Verbindung gelegt werden. Dann soll
ndamlich das Modell der ,,idealen Durchschnittssynapse*
weiterentwickelt werden, indem es mit weiteren Krank-
heitsmodellen verglichen und unter verschiedenen Ma-
nipulationen der synaptischen Aktivitdt und Plastizitét
untersucht wird. In dieser zweiten Finanzierungsperiode
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werden wir uns aufierdem darauf konzentrieren, samtli-
che Methoden der Elektrophysiologie, Optogenetik und
aktivitdtsbezogener Bildgebung (z.B. Ca*-gekoppelte
Bildgebung) auszunutzen, um die funktionellen Aspekte
der Synapse vollstandig und abschlieflend zu quantifi-
zieren. Die daraus hervorgegangenen Ergebnisse sollen
dann mit denen aus der ersten Finanzierungsperiode so-
wie mit den diversen Ergebnissen aus der Literatur {iber
synaptische Funktion und Plastizitat verkniipft werden.
Genetische Manipulation und Pharmakon-Anwendung
sollen dariiber hinaus genutzt werden, um verschieden-
artige Veranderungen von synaptischen Parametern zu
bestimmen. Somit soll die Aussagekraft unserer Vorhersa-
gen {iber das Verhalten von Synapsen erhéht werden. Wir
werden die in-silico-Modelle weiter verbessern und weite-
re quantitative Aspekte hinzufiigen. Dies wird uns erlau-
ben, Vorhersagen zu Parametern wie etwa synaptischer
Turnover, Verdnderungen in der Protein- und Organellen-
Ausstattung (z. B. synaptische Vesikel-Pools oder postsyn-
aptische Rezeptoren) oder synaptische Alterungsprozesse
zu treffen. Des Weiteren werden wir in der ersten Finanzie-
rungsperiode beginnen, die Modellierungstechniken zu
entwickeln, die dafiir benotigt werden, samtliche Daten
in ein grofles Synapsenmodell zusammenzufiihren.

Im letzten Schritt sollen in einer dritten Finanzie-
rungsperiode die gesammelten Daten in einem Modell
zusammengebracht werden. Dieses Modell wird genutzt
werden, um offen gebliebene Fragen in Bezug auf syn-
aptische Funktion und Dysfunktion anzugehen. Es wird
Aufschluss geben {iiber Synaptopathien, insbesondere
solche, die durch synaptische Degeneration (z. B. durch
Proteinakkumulation, synaptische Uberladung oder an-
dere Pathomechanismen) hervorgerufen werden. Das Sy-
napsenmodell soll neue, zentrale Funktionsschritte iden-
tifizieren, die dann das Ziel weiterfiihrender Forschung
sein werden. Gleichzeitig wird ein solches Modell einen
eheblichen Beitrag zur Pharmakotherapie leisten, indem
es als Leitfaden fiir die Pravention und/oder Therapie
synaptischer Dysfunktion dient. In anderen Worten: Un-
ser Synapsenmodell wird verdeutlichen, welche Prozes-
se sinnvollerweise durch Therapiemafinahmen anvisiert
werden sollten und wie dies geschehen kann.

Vorausgegangene Beitrage zum
Forschungsfeld
Obwohl die Art unserer Arbeit bisher nur sehr sparlich

durchgefiihrt wurde, so hat sie dennoch bereits ihren Wert
bewiesen. Es sollen im Folgenden zwei Beispiele beschrie-
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ben werden, bei denen uns das Wissen iiber Kopienzahlen
von (Vesikel-)Proteinen in der Synapse geholfen hat, ihre
Funktion zu verstehen. Beide der folgenden Projekte wur-
den von Mitgliedern des SFB 1286 durchgefiihrt.

Ein bedeutendes Projekt zur molekularen Anatomie
wurde von Reinhard Jahrn (Max-Planck-Institut fiir Bio-
physikalische Chemie), Henning Urlaub (Max-Planck-Ins-
titut fiir Biophysikalische Chemie und Universitdtsmedi-
zin Gottingen) und Kollegen im Jahr 2006 publiziert: Die
Organisation des synaptischen Vesikels (Takamori et al.,
2006). Diese Publikation gab grundlegende Einsicht vor
allem in die Engstellen von Freisetzung und Recycling
von synaptischen Vesikeln. So sind zum Beispiel Vesikel-
Fusionsproteine (SNAREs), Kalziumsensoren und Neuro-
transmitter-Transporter in grofier Anzahl in einer Synapse
vorhanden (10-70 pro Vesikel). Daher ist es unwahrschein-
lich, dass diese die maximale Erregungsfrequenz der Syn-
apse limitieren. Im Gegensatz dazu enthalten synaptische
Vesikel durchschnittlich eine bis zwei Protonenpumpen.
Dies ldsst vermuten, dass es sich bei der Ansduerung und
Transmitterbeladung der Vesikel um eine Engstelle der
synaptischen Weiterleitung handelt, da bereits der Ver-
lust von sehr wenigen Molekiilen dazu fiihrt, dass Vesikel
nicht mehr mit Neurotransmittern beladen werden kon-
nen.

Die sich anschlief3ende Quantifizierung von Proteinen
in der durchschnittlichen Synapse (Synaptosom) durch
Silvio Rizzoli (Universitdtsmedizin Gottingen), Henning
Urlaub und Kollegen gab aufierdem Aufschluss iiber die
Prozesse des Vesikelrecyclings (Wilhelm et al., 2014). Die
durchschnittliche Synapse (mit ca. 380 Vesikeln) hat nur
eine begrenzte Menge an Endozytosefaktoren zur Verfii-
gung, zum Beispiel nur etwa 4000 Kopien der schweren
und leichten Ketten von Clathrin. Bei ca. 150-300 benétig-
ten Clathrinmolekiilen zur Endozytose von einem Vesikel
geniigen diese 4000 Molekiile fiir das Recycling von 10-
20 Vesikeln gleichzeitig. Diese Erkenntnis beendete eine
Jahrzehnte andauernde Debatte {iber die Griinde und Be-
deutung von langsamer Endozytose als Folge von starker
Erregung: Sie ist einfach die Konsequenz einer begrenzten
Anzahl an Endozytose-Cofaktoren. Ein weiterer andauern-
der Diskurs, ndmlich der iiber die Rolle von Endosomen
im Vesikel-Recyclingprozess, wurde auf dhnliche Art ge-
16st: Synapsen enthalten nur einige hundert Kopien von
endosomalen SNARE-Proteinen (im Gegensatz zu den
zehntausenden Kopien von exozytotischen SNARES), was
darauf schliefen ldsst, dass nur einige ausgewdhlte Vesi-
kel via Endosomen recycelt werden konnen. Diese zwei
quantitativen Studien sind heute im Standardlehrbuch fiir
zelluldre und molekulare Biologie, ,,Molecular Biology oft
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he Cell“ von Alberts und Kollegen (Garland Science, 2014,

6. Edition), enthalten.

Die praktische Organisation des

Projekts
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len korrelieren, die wir fiir die erste Finanzierungsperiode

formuliert haben:

- A: einen quantitativen Uberblick iiber das synapti-
sche Kompartiment erhalten
B: die Prinzipien von synaptischer Funktion und Dys-
funktion besser verstehen

—  C:in-silico-Modelle zu synaptischer Transmission und
Plastizitdt initiieren

Unser Projekt ist sehr interdisziplindr gepragt und beno-

tigt daher die Expertise von Spezialisten aus den Feldern
der Neurobiologie, Medizin, Physik, Chemie und Bioinfor-
matik. Die Projekte, an denen sie arbeiten sind in drei Pro-
jektfelder A, B und C eingeteilt, die mit den drei Hauptzie-
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oder sowohl die pra- als auch die postsynaptische Seite
(8 Projekte). Jede Forschungsgruppe wird einen separaten
Aspekt der synaptischen Struktur und/oder Funktion cha-
rakterisieren. Von der Zusammenfiihrung aller Projekte
erhoffen wir uns den umfangreichsten Uberblick iiber die
Synapse, der je erstellt wurde.

Ausblick

Dieser SFB wird das erste funktionstiichtige Modell eines
entscheidenden Elements der Nervenzelle erstellen. Uns
sind keine konkurrierenden Projekte bekannt. Viele Grup-
pen beschiftigen sich momentan mit der allgemeinen
Organisation des Gehirns, z. B. mit neuronaler Konnekti-
vitat. Allerdings erforschen, wenn iiberhaupt, nur wenige
Gruppen die quantitative Organisation auf subzelluldrer
Ebene. Deshalb wird die Arbeit, die wir vorschlagen, einen
einzigartigen Einfluss auf die Welt der Neurowissenschaf-
ten haben. Die quantitativen Parameter, die wir erhalten,
werden Antworten auf eine grof3e Spannweite von lange
unbeantworteten Fragen der Nervenzellbiologie geben.
Beispielsweise kann die Dynamik von Kalziumstrémen
in der Synapse besser verstanden werden, wenn die An-
zahl und relative Position der Kalziumkanéle zueinander,
die Kalzium-Puffermolekiile und -Speicherorte bekannt
sind. Auf dhnliche Weise konnen elektrophysiologische
Parameter der Plasmamembran besser dargestellt wer-
den, wenn die Anzahl und Position der relevanten Kanile
bekannt sind. Die morphologischen Verdnderungen der
Synapse, die mit ihrer Funktion in Verbindung stehen,
konnen im Detail verstanden werden. Zudem kann die
molekulare Organisation von Zellteilen, die nicht durch
Zellfraktionierung analysiert werden kdnnen, aufgedeckt
werden. Dies beinhaltet auch Teile von Axonen und Den-
driten, den Raum um Vesikelcluster, Mitochondrien sowie
den synaptischen Spalt.

Die von uns beabsichtigte Arbeit wird uns helfen, die
Organisation von Proteinen, die im Zuge von neurodege-
nerativen Prozessen akkumulieren, zu verstehen. Es wird
moglich sein, die Rolle von Amyloid-Vorldauferproteinen
und Amyloid-beta bei M. Alzheimer oder die von alpha-
Synuklein bei M. Parkinson endgiiltig aufzukldren. Thre
Effekte auf die Synapsenphysiologie werden au3erdem in
einen funktionellen Kontext gestellt werden. Auf dhnliche
Weise wird die Anordnung von neuronalen Membranpro-
teinen aufgeklart werden, z. B. die raumliche Anordnung
von Fusionsproteinen (SNARESs). Wir werden die Organi-
sation der Proteinabbau-Maschinerie (Proteasomen, Ly-
sosomen) und ihre Rolle in lokalen Proteolyseprozessen
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in Prda- und Postsynapse verstehen. Letztlich soll auch
Einsicht in die lokale Proteinbiosynthese in der Synapse
gewonnen werden. Dafiir sollen die Position und Anzahl
von mRNAs fiir diverse Proteine, die raumliche Organisa-
tion von Ribosomen sowie die Orte, an denen Proteine aus
verschiedenen synaptischen Kompartimenten translatiert
werden, untersucht werden.

Abschliefend wollen wir feststellen, dass unser Ver-
such, die Nanophysiologie durch einen umfassenden,
quantitativen Ansatz zwar zugegebenermaf3en schwierig,
jedoch durchaus vielversprechend ist. Er konnte elemen-
tare und innovative Ergebnisse liefern, die das hohe Risiko
unserer angestrebten Forschung zu rechtfertigen vermo-
gen,
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