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1. Das Problem der Neurotransmitterfreisetzung

Die Erforschung von Synapsen zwischen Nervenzellen
hat eine lange Tradition in den Naturwissenschaften. Sie
wurden zuerst funktionell von Emil duBois-Reymond (1818–
1896) beschrieben, morphologisch von klassischen Neuro-
anatomen wie Rudolf von Kçlliker (1817–1905) und Ramon
y Cajal (1852–1934) identifiziert, und 1897 durch Michael
Foster (1836–1907) benannt. Obwohl duBois–Reymond be-
reits postulierte, dass die synaptische Erregungs�bertragung
ein chemischer Prozess sei, blieb diese Idee aufgrund der
unglaublichen Geschwindigkeit der synaptischen Erregungs-
�bertragung lange umstritten. Im Laufe der Zeit h�uften sich
jedoch die Beweise daf�r, dass die Mehrzahl der Synapsen
chemische Botenstoffe, so genannte Neurotransmitter, f�r die
Erregungs�bertragung verwenden. Hierzu trugen vor allem
die bahnbrechenden Entdeckungen von Otto Loewi (1873–
1961), Henry Dale (1875–1968), Ulf von Euler (1905–1983),
und Julius Axelrod (1912–2004) bei. Zeitgleich lieferten die
Arbeiten von Bernhard Katz (1911–2003), in denen er den
grundlegenden Mechanismus der synaptischen Erregungs-
�bertragung entschl�sselte,[1] den wohl wichtigsten Fortschritt
zu unserem Verst�ndnis �ber die Arbeitsweise der Synapsen.

W�hrend sich die fr�hen Pionierarbeiten zu Synapsen
haupts�chlich auf Synapsen der neuromuskul�ren Endplatte
konzentrierten, r�ckten die Synapsen des zentralen Nerven-
systems erst in den letzten Jahrzehnten in den Fokus der
Aufmerksamkeit. Viele Wissenschaftler, darunter unter an-
derem George Palade (1912–2008), Rodolfo Llinas, Chuck
Stevens, Bert Sakmann, Eric Kandel und Victor Whittaker,
best�tigten mit ihren Arbeiten an Synapsen des zentralen
Nervensystems nicht nur die urspr�nglichen Ergebnisse, die
Katz an der neuromuskul�ren Endplatte erzielt hatte, son-
dern zeigten auch, dass Synapsen eine enorme Komplexit�t
an Eigenschaften besitzen und außerdem eine unerwartete
Kapazit�t f�r plastische Ver�nderungen aufweisen.

Die wohl wichtigste Eigenschaft der synaptischen Erre-
gungs�bertragung ist ihre Schnelligkeit – an den meisten Sy-
napsen dauert die synaptische Erregungs�bertragung nur
wenige Millisekunden. Diese extreme Geschwindigkeit ist
von entscheidender Bedeutung f�r alle Hirnprozesse. Wie
sonst kçnnte ein Torwart in einem Bruchteil einer Sekunde
auf einen Torschuss reagieren, oder eine Ballerina eine Pi-
rouette drehen, ohne zu Boden zu fallen? Synapsen unter-
scheiden sich zwar dramatisch voneinander in einigen Ei-

genschaften, wie etwa in ihrer St�rke oder Plastizit�t, sie ar-
beiten aber immer nach demselben von Katz beschriebenen
Grundprinzip. Wenn ein Aktionspotential entlang eines
Axons weitergeleitet wird, depolarisiert es die Nervenendi-
gungen und lçst dort die �ffnung pr�synaptischer Kalzium-
kan�le aus. Die daraufhin in die Nervenendigungen einflie-
ßenden Kalzium-Ionen (Ca2+) induzieren dann innerhalb
eines bis zu 100 Mikrosekunden kurzen Zeitintervalls die
Neurotransmitterfreisetzung.[2]

Erstaunlicherweise beruht der so außerordentlich
schnelle Vorgang der pr�synaptischen Neurotransmitteraus-
sch�ttung auf einem vesikul�ren Transportprozess, also auf
einem �blicherweise eher aus viel langsameren zellul�ren
Prozessen bekannten Mechanismus. Die pr�synaptischen
Nervenendigungen sind angef�llt mit synaptischen Vesikeln,
einheitlich geformten kleinen Membranorganellen mit einem
Durchmesser von 35 nm, die eine hohe Konzentration an
Neurotransmittermolek�len enthalten. Die Aussch�ttung
dieser Neurotransmittermolek�le findet dann statt, wenn
Ca2+-Ionen die Fusion der Vesikel mit der pr�synaptischen
Plasmamembran an einer spezialisierten Membranregion, der
sogenannten aktiven Zone, stimulieren. Dabei befindet sich
die aktive Zone genau gegen�ber der postsynaptischen
Membran, die die Neurotransmitterrezeptoren enth�lt,
sodass die Neurotransmittermolek�le bei ihrer Freisetzung
direkt auf ihre jeweiligen Rezeptoren treffen (Abbildung 1).

In der aktiven Zone ist die Protein-Maschinerie, die die
Neurotransmitterfreisetzung bewerkstelligt und reguliert, in
einer Weise organisiert, die eine hohe Geschwindigkeit und
Pr�zision der synaptischen Erregungs�bertragung ermçg-
licht, obwohl sie auf einem vesikul�ren Transportprozess
beruht. Hierzu rekrutieren und verankern Proteine der akti-
ven Zone synaptische Vesikel an den Ort ihrer Fusion („do-
cking“) und �berf�hren sie dort durch einen Reifungsprozess
(„priming“) in einen fusionskompetenten Zustand, in dem sie

[*] Prof. T. C. S�dhof
Department of Molecular and Cellular Physiology and Howard
Hughes Medical Institute
Lorry Lokey SIM1 Building 07-535 Room G1021
265 Campus Drive, Stanford University School of Medicine, CA
94305 (USA)

[**] Copyright� Nobelstiftung 2013. Wir danken der Nobelstiftung,
Stockholm, f�r die Genehmigung zum Abdruck einer deutschen
Fassung dieses Vortrages.

.Angewandte
Nobelaufs�tze

T. C. S�dhof

12906 www.angewandte.de � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 12906 – 12931

http://www.angewandte.de


auf das Ca2+-Signal warten.[3] Dar�ber hinaus rekrutiert die
aktive Zone Ca2+-Kan�le an die Andockstellen der Vesikel.
Diese r�umliche N�he der Ca2+-Kan�le zu den fusionskom-
petenten Vesikeln am synaptischen Spalt erlaubt es der ak-
tiven Zone auf ein Aktionspotential mit der schnellen Frei-
setzung von Neurotransmittern zu antworten und die Aus-
sch�ttung der Transmitter genau in den synaptischen Spalt zu
dirigieren.

Nach der Exozytose werden die Protein- und Membran-
bestandteile der fusionierten synaptischen Vesikel auf unter-
schiedlichen Wegen wiedergewonnen. Dazu gehçren schnelle
endozytotische Vorg�nge, die gelegentlich als „kiss-and-
run“ [4] bezeichnet werden, aber auch langsamere Prozesse
�ber sogenannte „clathrin-coated pits“ [5] (Abbildung 1).

Im Vergleich zur pr�synaptischen Neurotransmitterfrei-
setzung ist die postsynaptische Neurotransmitterrezeption
auf den ersten Blick konzeptionell weniger kompliziert, da sie
grçßtenteils durch die Transmitterbindung an ligandenge-
steuerte Ionenkan�le vermittelt wird. Postsynaptische iono-

trope Rezeptoren sind hoch
entwickelte molekulare Ma-
schinen, die auf der Membran
der empfangenden Nerven-
zelle gegen�ber der aktiven
Zone verankert sind und ein
extrazellul�res Neurotrans-
mittersignal schnell in ein in-
trazellul�res elektrisches
Signal umwandeln (Abbil-
dung 1). Der erste Anschein,
dass es sich bei der postsy-
naptischen Transmitterrezep-
tion um einen einfachen Me-
chanismus handeln kçnnte,
tr�gt jedoch, denn postsynap-
tische Neurotransmitterrezep-
toren unterliegen sehr kom-
plexen regulatorischen Pro-
zessen, die unter anderem
auch vesikul�re Transportvor-
g�nge einschließen und noch
nicht vollst�ndig aufgekl�rt
sind. Dar�ber hinaus sind die
postsynaptischen Signal�ber-
tragungsprozesse in einem
ausgekl�gelten und viel-
schichtigen System organi-
siert, das zwischen den unter-
schiedlichen Synapsentypen
variiert. Angesichts des kon-
zeptionell einfachen aber tat-
s�chlich hoch komplexen ka-
nonischen Entwurfs von che-
mischen Synapsen kann man
nur staunen �ber die Geniali-
t�t eines molekularen und
zellul�ren Designs, das durch
die Nutzung von spezialisier-
ten pr�- und postsynaptischen

Protein-Maschinen die f�r die Hirnfunktion notwendige Ge-
schwindigkeit und Plastizit�t der synaptischen Erregungs-
�bertragung erlaubt.

Als ich mein Labor 1986 gr�ndete, waren die physiologi-
schen Grundlagen der Neurotransmitterfreisetzung bereits in
außerordentlichem Detail bekannt. Es fehlte jedoch ein me-
chanistisches und molekulares Verst�ndnis, und es gab noch
nicht einmal eine Hypothese dazu, wie synaptische Vesikel
fusionieren kçnnten, wie Ca2+-Ionen eine so schnelle Fusion
einleiten kçnnten und wie die Vesikelfusionsmaschinerie an
der aktiven Zone organisiert sein kçnnte. Kein einziger mo-
lekularer Baustein war charakterisiert, und es gab keinen
konzeptionellen Bezugsrahmen, innerhalb dessen die außer-
gewçhnliche Pr�zision und Plastizit�t der Ca2+-gesteuerten
Transmitteraussch�ttung h�tte erkl�rt werden kçnnen. Ich
entschied daher, mich auf diese Fragestellungen zu konzen-
trieren, anstatt die postsynaptische Neurotransmitterrezepti-
on zu untersuchen Die scheinbar unvorstellbare Geschwin-
digkeit der Ca2+-gesteuerten Neurotransmitterfreisetzung

Abbildung 1. Der synaptische Vesikelzyklus. Synaptische Vesikel durchlaufen in den pr�synaptischen Ner-
venenden einen Membranverkehrszyklus, durch den die Neurotransmitterfreisetzung vermittelt wird.
Schritt 1: Vesikel werden durch Abschn�rung von Endosomen oder durch Endozytose nach zuvor erfolgter
Exozytose wiedergewonnen und mit Neurotransmittern (NT) gef�llt. Schritt 2: Die Vesikel werden nah an
die aktive Zone der Plasmamembran transportiert, wo sie akkumulieren, um f�r die Exozytose rekrutiert
zu werden. Schritt 3: Die Vesikel werden in einem „docking“-Prozess, der von den Vesikelproteinen Rab3/
27 und dem RIM-Protein der aktiven Zone abh�ngig ist (siehe Abbildung 14), an die Plasmamembran der
aktiven Zone gebunden. Schritt 4: Die Vesikel werden f�r die Ca2+-vermittelte Fusion vorbereitet („pri-
ming“), indem sie in einen fusionskompetenten Zustand �berf�hrt werden. Schritt 5: Ca2+ lçst die �ff-
nung der Fusionspore aus, durch die die Neurotransmitter freigesetzt werden. Schritt 6–8: Die Vesikel
werden entweder unmittelbar nach der �ffnung der Fusionspore wiedergewonnen, indem sie direkt an der
Membran verbleiben (6, „kiss-and-stay“), oder sie durchlaufen einen schnellen lokalen Clathrin-unabh�ngi-
gen endozytotischen Weg (7, „kiss-and-run“) bzw. einen langsameren Clathrin-abh�ngigen Weg, in dem
die Vesikel �ber ein endosomales Intermediat sortiert werden (8). Die meisten der hier beschriebenen
Schritte des synaptischen Vesikeltransports wurden in den klassischen Untersuchungen von Heuser und
Reese (1973),[5] Ceccarelli und Mitarbeiter (1973)[4] und Zimmermann und Whittaker (1977)[181] ausgearbei-
tet (Grafik in Anlehnung an S�dhof und Jahn (1991)[7] und S�dhof (2004)[182]).
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faszinierte mich. Dar�ber hinaus trieb mich
die Frage an, welche allgemeine Bedeutung
das Verst�ndnis eines solch spezialisierten
Prozesses wie dem der Neurotransmitterfrei-
setzung f�r das Verst�ndnis von anderen
Membranverkehrsprozessen wie etwa der
Aussch�ttung von Hormonen haben kçnnte.

Ich gebe hier einen kurzen persçnlichen
�berblick dar�ber, was wir im Laufe unserer
Studien zu den Mechanismen der Neuro-
transmitterfreisetzung erarbeitet haben.
Dabei habe ich versucht, unsere Arbeit im
Kontext der Studien all derer Kolleginnen
und Kollegen vorzustellen, deren Beitr�ge
unerl�sslich f�r unser Vorankommen waren –
obwohl es aus Platzgr�nden nicht mçglich
war, all den vielen wichtigen Beitr�gen zum
Thema vollkommen gerecht zu werden. Es ist
mir wichtig festzustellen, dass unsere Arbei-
ten als Teil einer grçßeren wissenschaftlichen
Gemeinschaft stattfanden, die das selbe Pro-
blem erforscht. Der vorliegende Beitrag ist
deshalb der Versuch, trotz eines begrenzten
Rahmens einen ausgewogenen �berblick
�ber das relevante Forschungsfeld zu geben.

2. Die molekulare Anatomie der pr�sy-
naptischen Nervenenden

Als wir mit unseren Studien zu den Mechanismen der
Neurotransmitterfreisetzung begannen, entschieden wir uns
zun�chst f�r einen einfachen Ansatz, n�mlich alle wesentli-
chen Proteine in pr�synaptischen Nervenenden zu isolieren
und zu klonieren. Vor allem in der Zusammenarbeit mit
Reinhard Jahn konzentrierten wir uns zun�chst auf die sy-
naptischen Vesikel, da diese in großen Mengen und in einem
sehr reinen Zustand gewonnen werden konnten.[6,7] Sp�ter
weiteten wir diesen Ansatz auf die pr�synaptische aktive
Zone aus. Mit diesen ersten Experimenten zielten wir darauf
ab, einen molekularen Katalog aller relevanten pr�synapti-
schen Proteine zusammenzustellen und so eine Basis f�r die
funktionelle Analyse der Neurotransmitterfreisetzung zu
schaffen.

Die ersten synaptischen Vesikelproteine, die wir reinigen
und klonieren konnten, waren Synaptophysin,[8] Cytochrom
b561,[9] Synapsine,[10] Synaptobrevine[11] (ebenso unabh�ngig
in der Arbeitsgruppe von R. H. Scheller kloniert und Vesikel-
assoziiertes Membranprotein [VAMP] benannt[12]), Kompo-
nenten der vesikul�ren Protonenpumpe,[13, 14] und Synapto-
tagmine.[15–17] Dar�ber hinaus fanden wir, dass Rab3-Proteine,
die die im Gehirn am h�ufigsten vorkommenden GTP-bin-
denden Proteine repr�sentieren und aufgrund ihrer Se-
quenzhomologie mit Ras-Proteinen identifiziert worden
waren,[18] mit synaptischen Vesikeln assoziieren[19] und w�h-
rend des Exozytoseprozesses vorr�bergehend von synapti-
schen Vesikel dissoziieren.[20]

Im Zuge dieser Arbeiten war zu Beginn der 1990er Jahre
bereits eine recht umfassende molekulare Charakterisierung

synaptischer Vesikel als Organellen erfolgt (Abbildung 2).[7]

In der Folgezeit klonierten wir und andere eine Reihe wei-
terer Vesikelproteine, darunter etwa SVOP[21] und
SCAMPs,[22] und dehnten unsere molekulare Analyse des
Prozesses der Neurotransmitterfreisetzung auf die aktive
Zone aus. Dabei identifizierten wir Munc18-Proteine,[23]

Complexine,[24] Munc13-Proteine,[25] CASK,[26] RIM-Protei-
ne,[27] RIM-Bindeproteine (RIM-BPs)[28] und ELKS[29] (un-
abh�ngig beschrieben von Ohtsuka et al.[30]). Eine Reihe von
Kolleginnen und Kollegen komplementierten diese Unter-
suchungen und identifizierten a-Liprine,[31] Bassoon[32] und
Piccolo[33,34] als Komponenten der aktiven Zone.

Nachdem wir die Prim�rstrukturen einer wachsenden
Anzahl von pr�synaptischen Proteinen aufgekl�rt hatten,
standen wir vor der Herausforderung, deren Funktionen zu
ermitteln. Wir entschieden uns dazu, die entsprechenden
Proteine umfassend, unvoreingenommen und so systematisch
wie mçglich zu untersuchen. Dazu wendeten wir eine Kom-
bination aus verschiedenen Methoden an, die von der
Strukturbiologie �ber die Biochemie, Zellbiologie und Elek-
trophysiologie bis hin zur Mausgenetik reichten.

Diese Untersuchungen f�hrten ultimativ zu einem neuen
Verst�ndnis des Prozesses der Neurotransmitterfreisetzung.
Allerdings wurden nicht alle M�hen belohnt – f�r eine Reihe
der bekannten, hoch konservierten und abundanten Proteine
in Pr�synapsen konnten wir keine wichtige Funktion ermit-
teln. So scheinen etwa die extrem abundanten pr�synapti-
schen Proteine der Synapsin- und Synaptophysin-Familien im
synaptischen Vesikelzyklus nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen, die zwar f�r den Gesamtorganismus von Bedeutung

Abbildung 2. Schaubild �ber die an der Neurotransmitterfreisetzung beteiligten synapti-
schen Vesikelproteine aus dem Jahr 1991. Zu Beginn des Vorhabens, die molekulare Ana-
tomie synaptischer Vesikel aufzukl�ren, wurden zun�chst f�nf wesentliche Klassen an sy-
naptischen Vesikelproteinen identifiziert: Die Synapsine, von denen zu dieser Zeit ange-
nommen wurde, dass sie Hauptkandidaten bei der Regulation der Neurotransmitterfrei-
setzung w�ren,[10] Rab3-Proteine,[19] Synaptophysine,[8] Synaptotagmine[15] und Synaptobre-
vine/VAMPs.[11] In sp�teren Untersuchungen stellte sich heraus, dass drei Klassen (Rab3,
Synaptotagmine und Synaptobrevine) dieser Proteine f�r die Neurotransmitterfreisetzung
entscheidend sind (aus S�dhof und Jahn, 1991[7]).
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ist, jedoch f�r den grundlegenden Ablauf der Exo- und En-
dozytose synaptischer Vesikel nicht essenziell ist.[35, 36]

In der folgenden Darstellung diskutiere ich den Prozess
der Neurotransmitterfreisetzung in drei Teilvorg�ngen: 1)
Die Membranfusion als Grundmechanismus, der die Trans-
mitteraussch�ttung durch die Exozytose von synaptischen
Vesikeln vermittelt, 2) die Ca2+-gesteuerte Einleitung der
Fusion als Schl�sselmoment, der die schnelle synaptische
Erregungs�bertragung ermçglicht, und 3) die r�umliche Or-
ganisation des Freisetzungsapparats an der aktiven Zone, die
die pr�zise Kopplung eines pr�synaptischen Aktionspotenti-
als mit einer postsynaptischen Antwort erlaubt.

3. Mechanismen der synaptischen Membranfusion

3.1. SNARE-Proteine w�hrend der Fusion

Die ersten Erkenntnisse dar�ber wie synaptische Vesikel
w�hrend der Nerurotransmitterfreisetzung mit der pr�sy-
naptischen Plasmamembran verschmelzen kçnnten, resul-
tierten aus Untersuchungen mit Tetanus- und Botulinum-
toxinen. Diese Toxine, die Wundstarrkrampf (Tetanus) bzw.
Botulismus verursachen, gehçren zu den st�rksten bekannten
Nervengiften.[37] Sie sind Metalloproteasen, die die Neuro-
transmitterausch�ttung bereits in Konzentrationen im nano-
molaren Bereich zum Stillstand bringen, indem sie die Fusion
der synaptischen Vesikel mit der pr�synaptischen Membran
verhindern.

Untersuchungen, die mit unserer Beteiligung in den La-
boren von Cesare Montecucco, Heiner Niemann (1945–1999)
und Reinhard Jahn durchgef�hrt wurden, zeigten 1992, dass
Tetanustoxin und Botulinumtoxin B die Fusion synaptischer
Vesikel durch die proteolytische Spaltung von Synaptobrevin-
2/VAMP blockieren.[38, 39] In den folgenden Jahren zeigten
dieselben Arbeitsgruppen, dass andere Subtypen der Botuli-
numtoxine zwei weitere pr�synaptische Membranproteine,
SNAP-25 und Syntaxin-1, spalten.[40, 41] Ferner fanden wir,
dass selbst die ubiquit�r vorkommende Synaptobrevin-Iso-
form Cellubrevin durch Tetanustoxin gespalten wird, was
darauf hin wies, dass die Tetanustoxin-induzierte Spaltung
von Synaptobrevin-�hnlichen Proteinen und die daraus re-
sultierende Blockade der Vesikelfusion einen generellen
Prozess bei Membranfusionsereignissen darstellt.[42] Insge-
samt lieferten diese Untersuchungen den ersten und wohl
noch immer �berzeugendsten Beweis daf�r, dass Synapto-
brevin-2, SNAP-25 und Syntaxin-1 essenzielle Bestandteile
des pr�synaptischen Vesikelfusionsapparats darstellen. Wie
im Folgenden dargestellt, lieferten parallele Untersuchungen
aus dem Labor von James Rothman weitere wichtige Er-
kenntnisse �ber die mçgliche Arbeitsweise dieser Proteine,
die sp�ter von Rothman SNARE-Proteine getauft wuden
(von „soluble NSF-attachment protein receptors“).

Rothman hatte zellul�re Membranfusionsprozesse unter-
sucht, indem er mit biochemischen Methoden in vitro den
Membranverkehr zwischen den einzelnen Teilen des Golgi-
Apparats rekonstituierte.[43] In diesen Experimenten isolierte
Rothman einen „N-ethyl maleimide-sensitive factor“ (NSF)
und NSF-Adaptorproteine, die die Membranassoziation von

NSF vermitteln (SNAPs; ungl�cklicherweise dasselbe Akro-
nym wie f�r SNAP-25). In Rothmans In-vitro-Studien er-
wiesen sich NSF und SNAPs als essenzielle Komponenten des
Membranverkehrs im Golgi-Apparat, und es zeigte sich
weiterhin, dass die beiden Proteine Homologe von Hefepro-
teinen sind, die an Sekretionsprozessen beteiligt sind. Diese
Ergebnisse ließen interssanterweise auf eine fundamentale
Rolle von NSF und SNAPs in Membranverkehrsprozessen
schließen.[44, 45] In einem entscheidenden Experiment in
Rothmans Labor wurden immobilisiertes NSF und SNAP als
eine Art Affinit�tsmatrix genutzt, um SNAP-Rezeptoren
(z. B. SNARE-Proteine) aus dem Gehirn zu reinigen – das
Gehirn stellt die reichste Quelle an diesen Rezeptoren dar.
Der Ansatz f�hrte zur Isolierung von Synaptobrevin-2, Syn-
taxin-1 und SNAP-25 als SNAP-Rezeptoren, exakt zu der-
selben Zeit als diese Proteine als Substrate der Tetanus- und
Botulinumtoxine identifiziert wurden.[46] Weiterhin zeigte
Rothman in Zusammenarbeit mit Richard Scheller, dass
Synaptobrevin-2, Syntaxin-1 und SNAP-25 einen Protein-
Komplex miteinander formen, und dass dieser Komplex von
NSF, das als ATPase arbeitet, dissoziiert wird.[47] Diese bril-
lanten Experimente lieferten eine plausible Erkl�rung daf�r,
wie diese Proteine w�hrend der Fusion arbeiten kçnnten,
obwohl es noch mehrere Jahre dauerte, bis ein �berzeugender
Mechanismus f�r ihre Rolle bei der Membranfusion formu-
liert wurde. In Zusammenarbeit mit Heiner Niemann fanden
wir heraus, dass SNARE-Komplexe extrem stabil und SDS-
resistent sind, und dass nur der SNARE-Komplex, nicht aber
freie SNARE-Proteine, an SNAPs und NSF binden, wohin-
gegen nur freie SNARE-Proteine und nicht solche innerhalb
eines SNARE-Komplexes von Botulinum- und Tetanustoxi-
nen gespalten werden.[48, 49]

Zusammenfassend zeigten uns die beschriebenen Ver-
suchsergebnisse, dass die Entstehung von SNARE-Komple-
xen zwischen synaptischen Vesikeln und der pr�synaptischen
Plasmamembran deren Fusion vermitteln kçnnte. Der
genaue Mechanismus der Fusion blieb allerdings unklar.
Einer aus dieser Zeit stammenden Hypothese zu Folge
wurden NSF und SNAPs als die eigentlichen Fusionsproteine
angesehen, w�hrend die SNARE-Proteine die Spezifit�t der
durch NSF und SNAPs vermittelten Fusionsreaktion sicher-
stellen w�rden, um dann nach der Formation der SNARE-
Komplexe als Rezeptoren f�r NSF und SNAPs zu fungie-
ren.[46, 47] Eine andere Idee, die wir favorisierten, basierte auf
den Ergebnissen der Botulinum- und Tetanustoxin-Experi-
mente und besagte, dass SNARE-Proteine, im Besonderen
Synaptobrevin-2, direkt an der Fusion beteiligt sind, obwohl
wir den genauen Mechanismus nicht kannten.[50]

Zwei aufeinanderfolgende Schl�sselexperimente kl�rten
daraufhin die Frage, ob NSF und SNAPs oder die SNARE-
Proteine die eigentlichen Membranfusionsproteine darstel-
len. Zun�chst zeigte Bill Wickners Labor in eleganten Ex-
perimenten, dass NSF in der Hefe nicht an der Fusion von
Vakuolen beteiligt ist, sondern nur f�r die Aktivierung der
SNARE-Proteine vor der Fusion bençtigt wird und die
Komponenten des SNARE-Komplexes nach der Fusion re-
cycelt.[51] In einem weiteren ausschlaggebenden Versuch
zeigten Reinhard Jahn und John Heuser, dass sich SNARE-
Komplexe in einer parallelen Anordnung zusammenlegen,
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sodass die C-terminalen Transmembranregionen der einzel-
nen SNARE-Proteine durch die Zusammensetzung der Pro-
tein-Komplexe eng zusammengef�hrt werden.[52] Die bahn-
brechenden Ergebnisse von Heuser und Jahn f�hrten unmit-
telbar zu einem Modell daf�r, wie SNARE-Proteine die
Membranfusion vermitteln kçnnten, n�mlich indem sie sich
von ihren N-Termini aus in Richtung ihrer C-Termini einem
Reißverschluss gleich zusammenschließen („zippering“) und
so die zu fusionierenden Membranen in der unmittelbaren
N�he der C-terminalen Transmembranregionen der SNARE-
Proteine eng zusammenziehen. Dieses Modell wurde kurze
Zeit sp�ter durch biophysikalische und strukturbiologische
Untersuchungen best�tigt[53, 55] und durch Rothman in In-
Vitro-Experimenten, in denen die durch SNARE-Proteine
vermittelte Fusion von Liposomen untersucht wurde, weiter
verfeinert.[56] Es ist mittlerweile das Standardmodell auf
diesem Gebiet.

3.2. SM-Proteine sind obligatorische SNARE-Partner w�hrend der
Membranfusion

Im Jahr 1993, kurz nachdem die SNARE-Proteine als
Komponenten des Membranfusionsapparats identifiziert
worden waren, suchten wir mittels Affinit�tschromatographie
mit immobilisiertem Syntaxin-1-Protein nach weiteren Bau-
teilen der Fusionsmaschinerie.[23] Wir isolierten ein 65 kDa
schweres Protein, das wir aufgrund seiner Sequenzhomologie
zu dem Unc-18-Protein in C. elegans Munc18-1 nannten
(Abbildung 3A). Urspr�nglich hatte Sidney Brenner unc-18-
Mutanten isoliert, da diese unkoordinierte lokomotorische
Bewegungen zeigten (engl. „uncoordinated“), aber die
Funktion des unc18-Gens blieb unbekannt.[57] Da Munc18 an
ein wesentliches Protein des Membranfusionsapparats binden
konnte und unc18 in C. elegans f�r normale Lokomotion es-
senziell war, formulierten wir die Hypothese, dass Munc18-
1 ein intrinsischer Bestandteil der Fusionsmaschinerie sein
und mit den SNARE-Proteinen w�hrend der Fusion zusam-
menarbeiten kçnnte (Abbildung 3A).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass Munc18-1 auch
eine Homologie zu sec1 aufwies, das erste Gen, das von Peter
Novick und Randy Schekman in Screens nach mutanten
Hefezellen mit defekter Sekretion isoliert worden war, aber
dessen Funktion, �hnlich wie im Fall von unc18, unbekannt
geblieben war.[58] Genau genommen f�hrte diese Homologie
dazu, dass einige Wissenschaftler Munc18-1 als n-sec1 oder
rb-sec1 bezeichneten.[59,60] Anschließend wurden mehrere
weitere homologe Proteine zu Sec1p und Munc18 beschrie-
ben, sodass die Mitglieder der entsprechenden Proteinfamilie
mittlerweile als Sec1/Munc18-�hnliche Proteine bezeichnet
(SM-Proteine) werden.[61]

Nach der Entdeckung von Munc18-1 herrschte zun�chst
große Verwirrung �ber dessen Funktion, die zum Teil durch
widerspr�chliche Beobachtungen befeuert wurde. Auf der
einen Seite zeigten sec1-Mutationen in der Hefe eine Blo-
ckade der Vesikelfusion,[58] f�hrte die Ausschaltung des
Munc18-1-Gens in Drosophila (rop) zu einem Verlust der
synaptischen Informationsweiterleitung[62] und wiesen
Munc18-1 Knockout-M�use einen vollst�ndigen Verlust der

Neurotransmitterfreisetzung auf[63] (Abbildung 3B). Diese
Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass Munc18-1 selbst
eine essenzielle Rolle bei der Fusionsreaktion spielt, eine
Hypothese, die durch elegante Untersuchungen Novicks ge-
st�tzt wurde, der nachwies, dass das Sec1-Protein an SNARE-
Komplexe binden kann[64] und auch nach der Zusammenset-
zung der SNARE-Komplexe agiert.[65] Auf der anderen Seite
fanden wir, dass Syntaxin-1 außerhalb des SNARE-Komple-
xes eine „geschlossene“ Konformation einnimmt, in der sich
die N-terminale Habc-Dom�ne auf das SNARE-Motiv von
Syntaxin-1 faltet und dass Munc18-1 an diese geschlossene
Syntaxin-1-Konformation bindet.[66] Habc-Dom�nen sind ein
konserviertes Merkmal von Syntaxin-Proteinen und machen
die H�lfte ihrer Sequenz aus, wohingegen das SNARE-Motiv
der Syntaxin-Proteine die SNARE-Komplexe formt, indem
es sich an �hnliche SNARE-Motive von Synaptobrevinen und
SNAP-25 oder deren homologer Proteine anlagert, was zur
Ausbildung eines Komplexes aus vier parallel angeordneten
a-Helices f�hrt (Abbildung 3C).[55, 67] In der geschlossenen
Syntaxin-1 Konformation verhindert also die intramolekulare
Interaktion der N-terminalen Habc-Dom�ne mit dem
SNARE-Motiv von Syntaxin-1, dass Syntaxin-1 SNARE-
Komplexe ausbilden kann. Diese Ergebnisse wiesen darauf
hin, dass Munc18-1 ein negativer Regulator bei der Entste-
hung von SNARE-Komplexen sein kçnnte. So entstand eine
paradoxe Datenlage, der zu Folge Munc18-1 einerseits zwar
f�r den Membranfusionsvorgang essenziell war, gleichzeitig
aber durch die Inhibition der SNARE-Komplex-Zusam-
mensetzung dazu in der Lage war, die Membranfusion zu
verhindern.

Diese anscheinende Widerspr�chlichkeit in der Wirk-
weise von Munc18-1 konnte aufgelçst werden, als wir in enger
Zusammenarbeit mit Josep Rizo herausfanden, dass die SM-
Proteine, die an dem Transport von Vesikeln vom Endo-
plasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat beteiligt sind
(Sly1), sowohl in Wirbeltieren als auch in der Hefe an ihre
verwandten Syntaxin-Proteine (Syntaxin-5 und Syntaxin-18
in Wirbeltieren und Sed5p und Ufe1p in der Hefe) �ber ein
kurzes konserviertes N-terminales Peptid binden (das „N-
Peptid“;[68] Abbildung 3C und 3D). Wir fanden weiterhin,
dass ein anderes SM-Protein (Vps45), das an der Fusion von
Endosomen und dem Trans-Golgi-Apparat beteiligt ist, den
gleichen Mechanismus verwendet und �ber ein sehr �hnliches
N-Peptid an sein verwandtes Syntaxin-16 (Tlg2p in der Hefe)
bindet.[69] �ber diesen Bindungsmechanismus kçnnten die
SM-Proteine auch w�hrend der Entstehung des SNARE-
Komplexes mit ihren jeweiligen Syntaxin-Partnern assoziiert
bleiben. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit Novicks
Untersuchungen zum Sec1-Protein,[65] wobei zu beachten ist,
dass sich die Details der Interaktion zwischen Sec1-Proteinen
und dem SNARE-Komplex in der Hefe mçglicherweise von
der Situation in Synapsen unterscheiden. In jedem Fall fiel
auf, dass in Wirbeltieren die Syntaxin-Proteine der Plasma-
membran eine sehr �hnliche konservierte N-terminale Se-
quenz aufwiesen (Abbildung 3D), was f�r uns den Ausschlag
dazu gab, nach einem �hnlichen Bindemechanismus zwischen
Munc18-1 und Syntaxin-1 zu suchen.

Tats�chlich fanden wird, dass Munc18-1 mit hoher Affi-
nit�t an zusammengesetzte SNARE-Komplexe binden
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konnte, und zwar �ber einen Mechanismus, der von dem N-
terminalen Peptid von Syntaxin-1 abh�ngig war (Abbil-
dung 3E;[70] James Rothmans Labor machte zeitgleich �hnli-
che Beobachtungen[71]). Bereits die Fusion eines kleinen Myc-
Epitops an das N-terminale Peptid von Syntaxin-1 beein-
tr�chtigte die Bindung an Munc18-1, wohingegen die Bin-
dung von Munc18-1 an die geschlossene, monomere Syntaxin-
1-Konformation das Syntaxin-1-N-Peptid nicht bençtigte.

Zusammenfassend zeigten uns diese Ergebnisse, dass
Munc18-1 �ber zwei aufeinanderfolgende Mechanismen und
unter Einbeziehung unterschiedlicher Syntaxin-1-Konforma-
tionen an Syntaxin-1 bindet (Abbildung 4): Eine Exozytose-
spezifische Interaktion, in der Munc18-1 unabh�ngig von dem
N-Peptid an die geschlossene Konformation von Syntaxin-

1 bindet[66] und einen allgemeinen Bindemechanismus, der
dem einiger anderer SM-Protein/SNARE-Komplex-Interak-
tionen �hnlich ist und �ber den Munc18-1 das Syntaxin-1-N-
Peptid in der geçffneten Form von Syntaxin-1 innerhalb des
SNARE-Komplexes bindet und mit anderen Bestandteilen
des SNARE-Komplexes interagiert.[70]

Unklar blieb zu diesem Zeitpunkt jedoch, welche Funk-
tionen sich hinter den zwei Bindemechanismen von Munc18-
1 an SNARE-Proteine verbargen und welche der beiden In-
teraktionen f�r die Fusion wichtiger war. In der Held�schen
Calyx zeigten die ersten Peptid-Kompetitions-Experimente,
dass durch die Verdr�ngung des N-Terminus von Syntaxin-
1 durch Munc18-1 die Fusion synaptischer Vesikel behindert
wird.[72] Weitere Untersuchungen zeigten, dass Mutationen in
Munc18-1, die zu einer verminderten Bindung von Munc18-
1 an die N-terminalen Sequenzen von Syntaxin-1 f�hrten,
ebenfalls die Vesikelfusion beeintr�chtigten.[73] In diesem
Zusammenhang ist festzustellen, dass in einer sp�teren

Abbildung 3. Interaktionen der Sec1/Munc18-�hnlichen („SM“) Protei-
ne mit Syntaxinen und dem SNARE-Komplex w�hrend der Fusion sy-
naptischer Vesikel. A) Schaubild �ber die Munc18-1/SNARE-Interaktio-
nen aus der urspr�nglichen Beschreibung von Munc18-1 (seinerzeit
als Munc-18 bezeichnet) als ein Syntaxin-1-Bindeprotein, das Teil des
Vesikel-Fusionsapparats ist (aus Hata et al.[23]). B) Nachweis dar�ber,
dass Munc18-1 f�r die Vesikelfusion essenziell ist und nicht in erster
Linie als negativer Regulator der Fusion agiert. Die Bilder zeigen im
Kortex gemessene synaptische Aktivit�ten von neugeborenen Wildtyp-
M�usen (Kontrollen) und Munc18-1-Knockout-Wurfgeschwistern (Null-
mutation). Es ist ein kompletter Verlust der elektrischen Aktivit�t in
Abwesenheit von Munc18-1 zu erkennen (aus Verhage et al.[63]). C) Die
Dom�nenstruktur der Syntaxine besteht aus einer konservierten N-ter-
minalen Sequenz (N-Peptid), einer autonom gefalteten Habc-Dom�ne,
bestehend aus drei a-Helices,[67] dem SNARE-Motiv, das sich mit den
SNARE-Sequenzen von Synaptobrevin-2 und SNAP-25 oder deren ho-
mologen Proteinen zu einem SNARE-Komplex zusammensetzt, und
einer C-terminalen Transmembranregion (TMR). Außerhalb des
SNARE-Komplexes bilden Syntaxine spontan eine „geschlossene“ Kon-
formation in der sich die N-terminale Habc-Dom�ne zur�ck auf das
SNARE-Motiv faltet, dadurch das SNARE-Motiv verdeckt und auf diese
Weise die Zusammensetzung von SNARE-Komplexen verhindert.
D) Entdeckung eines konservierten N-terminalen Sequenzmotivs, das
in einem Großteil der SM-Proteine die Bindung an ihre entsprechen-
den Syntaxin-Partner vermittelt. Auf der linken Seite ist ein Vergleich
der N-terminalen Syntaxin-Sequenzen zu sehen (rot, an der Bindung
zu den SM-Proteinen beteiligte konservierte Aminos�urereste) sowie
Immunblots, die zum ersten Mal zeigten, dass der N-Terminus des
ER/Golgi-Proteins Syntaxin-5 an das SM-Protein Sly1 bindet und dass
diese Bindung vom konservierten N-terminalen Syntaxin-5 Sequenz-
motiv abh�ngt (aus Yamaguchi et al.[68]). E) Gelfiltrationsexperimente
zeigten, dass Munc18-1 mit dem vollst�ndig zusammengesetzten
SNARE-Komplex einen stabilen Komplex formt. Munc18-1 oder synap-
tische SNARE-Komplexe, die die komplette N-terminale Sequenz von
Syntaxin-1 besaßen, wurden entweder isoliert untersucht (Munc18-1,
schwarze Kurve; SNARE-Komplex, blaue Kurve), oder es wurde eine
Kombination aus Munc18-1 und SNARE-Komplexen verwendet, die
entweder die vollst�ndige N-terminale Sequenz von Syntaxin-1 (rote
Kurve) oder aber eine N-terminal verk�rzte Version des Syntaxin-1-Pro-
teins enthielten (gr�ne Kurve). Munc18-1 wurde in Anwesenheit der
SNARE-Komplexe, die die vollst�ndige N-terminale Sequenz von Syn-
taxin-1 enthalten, fast vollst�ndig zusammen mit diesen eluiert, w�h-
rend Munc18-1 in Anwesenheit von SNARE-Komplexen, die die N-ter-
minal verk�rzte Version von Syntaxin-1 enthielten, nicht mit den
SNARE-Komplexen eluiert wurde (aus Dulubova et al.[70]).

Vesikeltransport
Angewandte

Chemie

12911Angew. Chem. 2014, 126, 12906 – 12931 � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


Studie, in der unsere Ergebnisse zur Bindung von Munc18-
1 an die N-terminalen Sequenzen von Syntaxin-1 angefochten
wurde, Mutationen verwendet wurden, die den von uns ver-
wendeten zwar �hnlich waren aber schw�chere Effekte auf
die Bindung hatten[74] sodass diese Mutationen in Munc18-
1 die Bindung an das Syntaxin-1-N-Peptid nur unvollst�ndig
inhibierten. In den entsprechenden Untersuchungen fanden
alle physiologischen Experimente nach einer starken �ber-
expression der jeweiligen Proteine statt, was eine verminderte
Bindeaffinit�t leicht kompensiert haben kçnnte. Dar�ber
hinaus zeigten Experimente in C. elegans auf elegante Weise,
dass das Syntaxin-1-N-Peptid f�r die Fusionsreaktion essen-
ziell ist, f�r seine Funktion aber nicht mit Syntaxin-1 verbun-
den sein muss solange es sich in der N�he der SNARE-
Komplexe befindet.[75] In �bereinstimmung mit diesen Be-
funden fanden wir, dass das Syntaxin-1-N-Peptid in S�uge-
tiersynapsen auch f�r die Vesikelfusion unter physiologischen
Bedingungen bençtigt wird.[76]

In der Zusammenschau zeigen die oben diskutierten Ex-
perimente, dass die Bindung von Munc18-1 an die „geçffne-
te“ Konformation von Syntaxin-1 innerhalb des SNARE-
Komplexes f�r die Membanfusion essenziell ist. Sie best�ti-
gen weiterhin, dass Munc18-1 – analog zu Sec1p – ein in-
trinsischer Bestandteil der Fusionsmaschinerie ist, aber sie
lassen die Frage nach der Bedeutung der Bindung von
Munc18-1 an die „geschlossene“ Form von Syntaxin-1 offen.
Um diese Funktion von Munc18-1 zu untersuchen, stellten
wir Knock-in-M�use her, die Syntaxin-1-Proteine nur in ihrer

konstitutiv geçffneten Form (Syntax-
in-1OPEN) produzierten, sodass die
Bindung von Munc18-1 an die „ge-
schlossene“ Form von Syntaxin-1 un-
terdr�ckt wurde.[77] Durch diese in
M�usen erzeugte Mutation wurden
sowohl Syntaxin-1 als auch Munc18-
1 und Syntaxin-1 destabilisiert und
lagen in verringerten Mengen in
Zellen vor. Diese Ergebnisse wiesen
zusammen mit weiteren Indizien
darauf hin, dass der Komplex aus
Munc18-1 und der geschlossenen
Form von Syntaxin-1 beide Proteine
stabilisiert.[63] Die reduzierte Menge
an Syntaxin-1- und Munc18-1-Protein
in Synapsen der Syntaxin-1OPEN-
M�use f�hrte dazu, dass weniger fu-
sionskompetente Vesikel in den Sy-
napsen vorlagen, sehr wahrscheinlich
dadurch bedingt, dass weniger Fusi-
onspl�tze f�r die Verschmelzung der
Vesikel mit der Membran zur Verf�-
gung standen.[77, 78]

Trotz dieses Defekts war die
Wahrscheinlichkeit der Ca2+-gesteu-
erten Neurotransmitterfreisetzung in
den Syntaxin-1OPEN-Synapsen drama-
tisch erhçht und die Fusion war ge-
steigert. Selbst die Verschmelzung
einzelner Vesikel mit der Plasma-

membran, gemessen an der Kinetik einzelner Vesikelfusi-
onsereignisse, sogenannter „mini“-Ereignisse (engl. „minia-
ture“), war schneller in den Syntaxin-1OPEN-Synapsen im
Vergleich zu Wildtyp-Synapsen.[78] Diese Daten und weitere
Ergebnisse, die zeigten, dass die Habc-Dom�ne von Syntaxin-
1 im Unterschied zu dem N-Peptid nicht f�r die Fusion es-
senziell ist,[79] f�hrten zu dem Nachweis, dass die Bindung von
Munc18-1 an die „geschlossene“ Konformation von Syntaxin-
1 keine Bedeutung f�r die Fusionsreaktion hat, wobei die
Interaktion mit der „geçffneten“ Form von Syntaxin-1 inner-
halb des SNARE-Komplexes essenziell f�r die Verschmel-
zung der Vesikel ist. Die Bindung von Munc18-1 an die ge-
schlossenen Form von Syntaxin-1 scheint jedoch zwei wich-
tige Funktionen zu haben, die nicht direkt mit dem Fusions-
prozess zu tun haben, n�mlich die gegenseitige Stabilisierung
von Munc18-1 und Syntaxin-1 sowie eine Rolle als eine Art
„Schleuse“ f�r die Fusionsreaktion, durch die die Fusionsrate
�ber die Zusammensetzung von SNARE-Komplexen kon-
trolliert wird.

3.3. Wie vermitteln SNARE- und SM-Proteine die Fusion?

Im Prinzip arbeiten die SNARE-Proteine �ber einen
einfachen Mechanismus: Sie sind mit beiden f�r die Fusion
bestimmten Membranen verbunden und bilden einen trans-
Komplex, indem sich die vier a-Helices der einzelnen
SNARE-Komplex-Komponenten wie bei einem Reißver-

Abbildung 4. Konformations�nderungen von SNARE- und SM-Proteinen vermitteln die Fusion sy-
naptischer Vesikel. Syntaxin-1 nimmt vor der Fusion eine „geschlossene“ Konformation ein, indem
es Munc18-1 �ber eine Syntaxin-1-N-Peptid-unabh�ngige Interaktion bindet.[66] In Reaktion A wird
Syntaxin-1 „geçffnet“ (vermutlich katalysiert durch Munc13),[173] um synaptische Vesikel f�r die
Fusion vorzubereiten („priming“). In Reaktion B bilden sich durch den fortschreitenden Zusam-
menschluss der Proteine von deren jeweiligen N-Termini zu den C-Termini teilweise zusammenge-
setzte SNARE-Komplexe,[52] w�hrend Munc18-1 weiterhin �ber die Bindung zum N-Peptid mit Syn-
taxin-1 assoziiert bleibt.[72] In Reaktion C gibt Ca2+ das Startsignal f�r die �ffnung der Fusionspore,
indem es den vollst�ndigen Zusammenschluss des SNARE-Komplexes stimuliert: Auch Munc18-
1 ist an diesem Prozess beteiligt und wird in diesem Schritt f�r die �ffnung der Fusionspore benç-
tigt, da die Bindung von Munc18-1 zu SNARE-Komplexen f�r die �ffnung der Fusionspore essenzi-
ell ist.[79] Nach der Fusion werden die SNARE-Komplexe durch die NSF-ATPase und deren SNAP-
Proteinadapter (es besteht keine Verwandtschaft mit dem SNARE-Protein SNAP-25) dissoziiert,
und Vesikel werden durch Endozytose wieder gewonnen (siehe Abbildung 1), wobei Munc18-1 wei-
terhin mit Syntaxin-1 assoziert bleibt und Syntaxin-1 in „geschlossener“ Konformation eine heter-
odimere Interaktion mit Munc18-1 eingeht. Es liegen also zwei grundlegende Konformations�nde-
rungen w�hrend der exozytotischen Membranfusion vor: Die �ffnung von Syntaxin-1 durch eine
Ver�nderung der Bindungsweise von Munc18-1 an Syntaxin-1 und die Zusammensetzung der
SNARE-Proteine zu SNARE-Komplexen.
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schluss schrittweise vom N- zum C-Terminus aneinanderf�-
gen. �ber diesen Mechanismus bringen die SNARE-Proteine
die zu verschmelzenden Membranen eng zusammen und de-
stabilisieren deren Oberfl�chen. Auf diese Weise wird eine
Fusionspore geçffnet, durch deren Ausweitung die trans-
SNARE-Komplexe in cis-SNARE-Komplexe umgewandelt
werden. Diese cis-SNARE-Komplexe werden anschließend
durch NSF und SNAP-Adapterproteine dissoziiert, was die
Wiederverwendung der SNARE-Proteine f�r eine neue Fu-
sionsrunde ermçglicht (Abbildung 4).

Allerdings kommen an diesem Punkt mindestens zwei
grundlegende Fragen auf, n�mlich erstens ob SNARE-Pro-
teine vor allem die Krafterzeugung f�r die Fusion �berneh-
men, indem sie die beiden fusionierenden Membranen zu-
sammenziehen (was in vitro f�r die Einleitung der Fusion
bereits ausreichend sein kçnnte) oder ob sie selbst sogar die
Fusionspore bilden, und zweitens, was die genaue Bedeutung
und Funktion der SM-Proteine w�hrend der Fusion ist.

In-vitro-Experimente zeigten, dass die Transmembran-
regionen von Synaptobrevin und Syntaxin-1 miteinander in
der Ebene der Membran interagieren, und die SNARE-
Motive dieser Proteine zusammen mit ihren Transmembran-
regionen eine kontinuierliche starre a-Helix bilden. Dies
weist daraufhin, dass die Transmembranregionen von Syna-
ptobrevin und Syntaxin-1 aktiv an der Entstehung der Fusi-
onspore beteiligt sein kçnnten.[80] Allerdings fanden wir vor
kurzem, dass Synaptobrevin-2 und Syntaxin-1 auch dann noch
die Vesikelfusion vermitteln kçnnen, wenn sie nicht �ber ihre
Transmembranregionen sondern mit flexibleren, so genann-
ten Lipidankern mit ihren jeweiligen Membranen verbunden
sind. Diese Befunde zeigten uns, dass die Transmembran-
regionen der SNARE-Proteine nicht essenzielle Bestandteile
der Fusionsmaschinerie sind,[79] und sie unterst�tzen die An-
nahme, dass die SNARE-Proteine die Energie f�r die Fusion
erzeugen aber ihre Transmembranregionen in diesem Prozess
nicht als Fusionsbeschleuniger fungieren.

Trotz der bisher erzielten Fortschritte bleibt die Frage
nach der genauen Rolle der SM-Proteine w�hrend der Fusion
unklar. Die Tatsache, dass diese Proteine w�hrend der Zu-
sammensetzung der SNARE-Komplexe fortlaufend bençtigt
werden, spricht daf�r, dass sie entweder bei der Organisation
der SNARE-Komplex-Zusammensetzung beteiligt sind und
so die Entstehung falsch geformter, so genannter „dead-end“-
SNARE-Komplexe verhindern, oder dass sie bei der Vermi-
schung der Membranlipide w�hrend der Fusion helfen. Zum
jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine eindeutigen Beweise f�r
die Richtigkeit einer der beiden Hypothesen, sodass diese
Frage viele von uns noch �ber einige Jahre besch�ftigen wird.

3.4. SNARE-Chaperone sind f�r die Erhaltung der Integrit�t in
den pr�synaptischen Nervenenden essenziell

Nervenzellen feuern oft hochfrequente Salven („bursts“)
oder Folgen von Aktionspotentialen, deren Frequenzen
100 Hz �berschreiten kçnnen. Jedes einzelne Neurotrans-
mitterfreisetzungsereignis involviert die Faltung und Entfal-
tung von reaktiven SNARE-Proteinen, was dazu f�hren kann,
dass das pr�synaptische Zytosol aufgrund der reaktiven

SNARE-Motive sch�dlichen Fehlfaltungen der SNARE-
Proteine und fehlerhaft zusammengesetzten Komplexen
ausgesetzt ist. Es �berrascht daher nicht, dass Nervenzellen
spezialisierte Chaperone produzieren, die bei der richtigen
Faltung der SNARE-Proteine helfen, und dass der Verlust
dieser Chaperone neurodegenerative Prozesse zur Folge hat.
Wir entdeckten zwei Klassen solcher Chaperone, CSPa (cy-
steine-string protein-a), das seinen Namen einer Kette pal-
mitoylierter Cystein-Reste verdankt, �ber die CSPa an
Vesikel bindet,[81] und die Synukleine, die so benannt wurden,
weil zun�chst angenommen wurde, dass sich diese Proteine
auch im Nukleus befinden.[82]

Unsere Entdeckung, dass CSPa und die Synukleine als
SNARE-Chaperone fungierten, war ein gl�cklicher Zufall.
Wir fanden n�mlich heraus, dass die Ausschaltung von CSPa

in M�usen eine massive Neurodegeneration hervorruft, die
durch eine Beeintr�chtigung der Zusammensetzung der
SNARE-Komplexe hervorgerufen wird und dazu f�hrt, dass
die betroffenen Tiere innerhalb von 3–4 Monaten sterben.[83]

�berraschenderweise wurde diese Neurodegeneration durch
eine leichte �berexpression von CSPa unterdr�ckt.[84] Als wir
diese Beobachtungen weiterverfolgten, fanden wir, dass
CSPa – welches eine DNA-J Dom�ne besitzt und einen ka-
talytisch aktiven, ATP-abh�ngigen Chaperon-Komplex mit
Hsc70 und dem Tetratricopeptid-Repeat-Protein SGT
bildet[85] – die richtige Faltung von SNAP-25 katalysiert und
so SNAP-25 zu der SNARE-Komplex-Zusammensetzung
bef�higt.[86–88] In CSPa-KO-M�usen f�hrt die Fehlfaltung von
SNAP-25 zu einer Beeintr�chtigung der SNARE-Komplex
Zusammensetzung, was wiederum eine Neurodegeneration
hervorruft. Interessanterweise kann a-Synuklein diese Neu-
rodegeneration revertieren, indem es �ber eine nichtklassi-
sche, ATP-unabh�ngige Chaperon-Aktivit�t die Zusammen-
setzung der SNARE-Komplexe in unabh�ngiger Weise vor-
antreibt.[89]

Obwohl diese Beobachtungen eine interessante Facette
der SNARE-Protein-Biologie ans Licht gebracht haben,
wissen wir noch nicht, in welchem Verh�ltnis die physiologi-
schen Aktivit�ten von a-Synukein zu dessen neurotoxischen
Effekten bei der Parkinson�schen Krankheit stehen. Eine
attraktive Hypothese w�re in diesem Zusammenhang, dass
die Aggregation von a-Synuklein in Nervenzellen bei der
Parkinson�schen Krankheit die Erschçpfung eines Vorrats an
funktionalem a-Synuklein verursacht und dadurch zu einer
sch�dlichen SNARE-Proteinfehlfaltung f�hrt. Allerdings er-
scheinen andere Hypothesen, wie zum Beispiel die, dass a-
Synuklein-Oligomere eine direkte pathologischen bzw. neu-
rotoxische Aktivit�t besitzen, ebenso plausibel.

4. Ca2+-Steuerung der Fusion: Synaptotagmine und
ihre Partner

Parallel zu unseren Arbeiten zur synaptischen Mem-
branfusion untersuchten wir eine wichtige verwandte Frage,
n�mlich die nach dem Mechanismus, mittels dessen Ca2+-
Ionen die synaptische Membranfusion w�hrend der Neuro-
transmitterfreisetzung steuern. Diese Frage besch�ftigte mich
bereits seit meiner Zeit als Doktorand in Victor Whittakers
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Labor in Gçttingen. Die zentrale Bedeutung der Ca2+-ge-
steuerten Neurotransmitterfreisetzung f�r die Gehirnfunkti-
on sowie deren unglaubliche Geschwindigkeit und Plastizit�t
faszinierten mich, und die �hnlichkeit der Ca2+-induzierten
Exozytose von synaptischen Vesikeln zu anderen Arten der
Ca2+-induzierten Exozytose, wie sie etwa der Hormonsekre-
tion, der Mastzelldegranulation oder der Eizell-Befruchtung
zu Grunde liegen, f�hrten mich zu dem Schluss, dass ein
Verst�ndnis der Ca2+-gesteuerten Neurotransmitterfreiset-
zung auch allgemein f�r das Verst�ndnis anderer zellul�rer
Signal�bertragungsprozesse von Bedeutung sein m�sste.
Obwohl einige unserer Schl�sselbeobachtungen zu den
Synaptotagminen bereits zeitgleich zur Entdeckung der
SNARE- und SM-Proteine gemacht wurden, streckten sich
unsere Arbeiten zu den Synaptotagminen �ber einen l�nge-
ren Zeitraum, um selbst die strengsten Kritiker zu �berzeu-
gen. Dar�ber hinaus wurden einige der bedeutendsten Ent-
deckungen erst vor kurzem gemacht.

4.1. Die Entdeckung von Syntaptotagmin-1: Die Identifizierung
der C2-Dom�nen als vielf�ltige Ca2+-Bindedom�nen

W�hrend wir die molekulare Anatomie synaptischer
Vesikel erforschten, suchten wir zeitgleich auch nach einem
Kandidaten f�r den Ca2+-Sensor, der die Ca2+-Steuerung der
Exozytose von synaptischen Vesikeln vermitteln kçnnte. Als
wir Synaptotagmin-1 (Syt1) klonierten, das zuvor bereits
mithilfe eines gegen Synaptosomen gerichteten monoklona-
len Antikçrpers als synaptisches Vesikelprotein beschrieben
wurde,[90] waren wir sofort von seiner Prim�rstruktur faszi-
niert, da Syt1 zwei C2-Dom�nen besaß, die �ber eine Trans-
membranregion mit der Vesikelmembran verankert waren
(Abbildung 2 und 5A).[15] Zu dieser Zeit wusste man fast
nichts �ber C2-Dom�nen, außer dass sie die „zweite kon-
stante Region“ des klassischen Proteinkinase-C-Isoenzyms
(PKC) darstellten.[91] Da die klassischen PKC-Isoenzyme
durch Ca2+ reguliert werden und mit Phospholipiden inter-
agieren, mutmaßten wir, dass die C2-Dom�nen von Syna-
ptotagmin Ca2+-Bindemodule sein kçnnten, die mit Phos-
pholipiden interagieren, und dass Syt1 der Ca2+-Sensor f�r die
Neurotransmitterfreisetzung sein kçnnte.[15] In den zwei
Jahrzehnten, in denen wir diese Hypothese verfolgten,
konnten wir zeigen, dass die Ca2+-Steuerung der Neuro-
transmitterfreisetzung durch die Bindung von Ca2+ an Syt1
und andere Synaptotagmine vermittelt wird und dass ver-
schiedene Synaptotagmin-Isoformen �hnliche Funktionen als
Ca2+-Sensoren in anderen Ca2+-abh�ngigen Exozytosepro-
zessen �bernehmen.

Die erste Herausforderung nach der Beschreibung von
Syt1 bestand darin zu testen, ob die C2-Dom�nen von Syt1
tats�chlich eine neue Form der Ca2+/Phospholipid-Bindedo-
m�nen darstellten. Wir fanden, dass die C2-Dom�nen von
Syt1 an Phospholipide banden,[15] dass diese Bindung auch
durch gereinigtes Syt1 aus dem Gehirn in Ca2+-abh�ngiger
Weise vermittelt wurde[92] und dass eine einzelne C2-Dom�ne
von Syt1 – die C2A-Dom�ne – aus einer autonom gefalteten
Dom�ne besteht, die Ca2+ und Phospholipide in einem tri-
partiten Komplex bindet (Abbildung 5B).[93, 94] Dar�ber

hinaus beobachteten wir und andere, dass die C2-Dom�nen
von Syt1 in Abh�ngigkeit von Ca2+ auch Syntaxin-1 und den
SNARE-Komplex binden konnten.[95, 96] In Zusammenarbeit

Abbildung 5. Dom�nenstruktur und Ca2+-Bindung von Syntapto-
tagmin-1. A) Die Dom�nenstruktur von Synaptotagmin-1 (Syt1) und
die Struktur der C2-Dom�nen von Syt1 (mit freundlicher Genehmigung
von J. Rizo; Shao et al.,[183] Fernandez et al.[102]). B) Nachweis dar�ber,
dass die C2A-Dom�ne von Syt1, und im weiteren Sinne auch andere
C2-Dom�nen, autonom faltende Ca2+-Bindedom�nen darstellen. Die
Daten zeigen, dass die gereinigte rekombinante C2A-Dom�ne hochaf-
fin und durch Ca2+-Ionen hoch kooperativ reguliert an Phospholipide
bindet (aus Davletov und S�dhof[93]). C) Architektur der Ca2+-Bindestel-
len in der C2A-Dom�ne von Syt1, ermittelt durch NMR-Spektroskopie
(in Anlehnung an Fernandez-Chacon et al.,[22]). Mehrere Ca2+-Ionen
werden in unvollst�ndigen Koordinationssph�ren �ber mehrere Aspar-
tatreste gebunden.
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mit Steven Sprang und Josep Rizo erhielten wir die atomare
Struktur der C2-Dom�nen von Syt1 und bestimmten die Ar-
chitektur der Ca2+-Bindestellen (Abbildung 5A).[97–102]

Unsere Strukturstudien zeigten, dass die C2-Dom�nen von
Syt1 aus stabilen b-Sandwiches mit beweglichen Schleifen
bestehen, die oben und unten aus der Sandwich-Struktur
herausragen, und dass Ca2+ in unvollst�ndigen Koordinati-
onssph�ren ausschließlich an die oberen Schleifen der C2-
Dom�nen bindet (Abbildung 5A und 5 C). Demzufolge band
Ca2+ die C2-Dom�nen von Syt1 mit intrinsisch niedriger Af-
finit�t, wobei die Affinit�t dieser Bindung durch die Inter-
aktion mit Phospholipiden, �ber die die Ca2+-Koordinati-
onssph�ren vervollst�ndigt werden, dramatisch erhçht
wird.[93,94, 100, 102]

Die biochemische und strukturelle Beschreibung der
Syt1-C2A-Dom�ne als ein sich autonom faltendes Ca2+-Bin-
demodul – die erste f�r C2-Dom�nen �berhaupt – stellte sich
sp�ter als paradigmatisch f�r alle C2-Dom�nen heraus, die
inzwischen in vielen Proteinen als weit verbreitete Ca2+-
Bindemotive bekannt sind.[103,104] Allerdings binden nicht alle
C2-Dom�nen Ca2+. Einige C2-Dom�nen sind Ca2+-unab-
h�ngige Phospholipid-Bindemodule (z. B. die PTEN C2-
Dom�ne[105]), w�hrend andere Ca2+-unabh�ngige Protein-
interaktionsdom�nen darstellen (z. B. die N-terminale C2-
Dom�ne von Munc13, die, wie im Folgenden besprochen,
RIM-Proteine bindet[106,107]). Selbst Ca2+-bindende C2-Do-
m�nen sind funktionell divers. Zum Beispiel weisen einige
C2-Dom�nen im Unterschied zu den C2-Dom�nen von Syt1
auch in der Abwesenheit von Phospholipiden eine hohe in-
trinsische Ca2+-Affinit�t auf (z. B. die zentrale C2-Dom�ne
von Munc13-2[108]). Somit sind C2-Dom�nen vielseitige Pro-
teinmodule, die meistens als Ca2+/Phospholipid-Bindedom�-
nen agieren aber auch eine Vielzahl anderer Funktionen
�bernehmen kçnnen.

4.2. Syt1 wird als Ca2+-Sensor f�r die Exozytose nachgewiesen

Nachdem unsere biochemischen Untersuchungen bewie-
sen hatten, dass Syt1 Ca2+ bindet, bestand die n�chste Her-
ausforderung darin herauszufinden, ob Syt1 tats�chlich Katz�
lange vorhergesagter Ca2+-Sensor f�r die Neurotransmitter-
freisetzung war. Erste Experimente in C. elegans und
Drosophila kamen jedoch zu dem entt�uschenden Ergebnis,
dass die Neurotransmitterfreisetzung nach der Ausschaltung
von Syt1 lediglich signifikant reduziert aber nicht vollst�ndig
unterbunden war.[109–111] Unsere elektrophysiologischen
Analysen von Syt1-Knockout-M�usen, mithilfe derer eine
hçhere Auflçsung bei der Messung der Neurotransmitter-
freisetzung erzielt werden konnte, zeigten, dass Syt1 in Ner-
venzellen des Vorderhirns spezifisch und unbedingt f�r die
schnelle synchrone synaptische Vesikelfusion bençtigt wird,
wobei es f�r langsamere Formen der Ca2+-induzierten Frei-
setzung entbehrlich ist (Abbildung 6).[112, 113] Diese Experi-
mente in Zusammenarbeit mit Chuck Stevens am Salk Insti-
tute erkl�rten die Ph�notypen in Drosophila und C. elegans
und bewiesen, dass Syt1 f�r die schnelle Ca2+-gesteuerte
Freisetzung essenziell ist, nicht aber f�r den Fusionsprozess
im eigentlichen Sinne – Syt1 wird noch nicht einmal f�r alle

Ca2+-gesteuerten Fusionsprozesse bençtigt. Dar�ber hinaus
zeigten wir, dass die Ausschaltung von Syt1 die spontanen
„mini“ Freisetzungen in einigen Synapsen erhçhte. Diese
Ergebnisse wiesen darauf hin, dass Syt1 in Abwesenheit einer
Stimulation daran beteiligt ist, die spontane Exozytose sy-
naptischer Vesikel zu verhindern.[113, 114]

Die Untersuchung der Syt1-Knockout-M�use unterst�tz-
te die Hypothese, dass Synaptotagmin als Ca2+-Sensor fun-
giert, schloss jedoch die Mçglichkeit nicht aus, dass Syt1 an
der Positionierung der Vesikel in die N�he von Ca2+-Kan�len
beteiligt ist – mittlerweile ist allerdings bekannt, dass diese
Funktion durch RIM und RIM-BP vermittelt wird.[115] Solch
eine Rolle w�rde es einem weiteren, „echten“ Ca2+-Sensor
ermçglichen, die eigentliche Ca2+-Steuerung vorzunehmen.
Diese viel diskutierte alternative Hypothese[116] w�rde auch
die nicht vollst�ndig ausgeschaltete Ca2+-induzierte Freiset-
zung der Syt1-Knockout-Synapsen erkl�ren, jedoch nicht,
warum Syt1 in diesem Fall selbstst�ndig Ca2+ binden kann.

Um direkt zu untersuchen, ob die Ca2+-Bindung an Syt1
tats�chlich die Neurotransmitterfreisetzung steuert, f�hrten
wir in das endogene Syt1-Gen der Maus eine Punktmutation
(R233Q) ein, die die Ca2+-Bindeaffinit�t von Syt1 w�hrend
der Phospholipidbindung um das zweifache herabsetzte aber
keine messbaren Auswirkungen auf die Ca2+-abh�ngige
Syntaxin-1-Bindung hatte (Abbildung 7A und 7B).[117] Elek-
trophysiologische Messungen, die in Zusammenarbeit mit
Christian Rosenmund durchgef�hrt wurden, zeigten dann,
dass die R233Q-Mutation die synaptische Hemmung (De-
pression) w�hrend der Hochfrequenzstimulation in eine sy-
naptische Bahnung (Fazilitation) umwandelte. Diese Ergeb-
nisse wiesen auf eine herabgesetzte Transmitter-Freiset-
zungswahrscheinlichkeit in Anwesenheit der R233Q-Mutan-
te hin (Abbildung 7C), und weitere Analysen zeigten, dass

Abbildung 6. Der Synaptotagmin-1-Knockout verhindert selektiv die
schnelle, synchronisierte Neurotransmitterfreisetzung. Ableitungen
evozierter postsynaptischer Strçme, aufgenommen in hippocampalen
Mausneuronen in Wildtyp- (WT, links) und Syt1-Knockout-Wurfge-
schwistern (rechts). Die synaptischen Antworten wurden durch isolier-
te Aktionspotentiale hervorgerufen. Zwei verschiedene Maßst�be sind
unter (i) und (ii) mit ihren jeweiligen Messbalken gezeigt. Es wird
deutlich, dass die schnelle synchrone, nicht jedoch die langsame asyn-
chrone Neurotransmitterfreisetzung, in Syt1-Knockout-Neuronen voll-
st�ndig eliminiert ist (aus Geppert et al.[112]).
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Abbildung 7. Knock-in-M�use mit Syt1-Mutationen, die zu ver�nderten Ca2+-Affinit�ten f�hren, zeigen, dass die Ca2+-Bindung an Synaptotagmin-
1 (Syt1) die Neurotransmitterfreisetzung auslçst. A,B) Der Austausch einer einzelnen Aminos�ure in der C2A-Dom�ne von Syt1 (R233Q) vermin-
dert die apparente Ca2+-Affinit�t von Syt1 w�hrend der Phospholipidbindung, nicht jedoch die der Interaktion mit Syntaxin-1. Die Messdaten
zeigen die Ca2+-abh�ngige Bindung des gesamten cytoplasmatischen Fragments von endogenem Syt1 aus Wildtyp-M�usen und R233Q-mutierten
Syt1-Knock-in-Wurfgeschwistern an Liposomen (A) oder an immobilisiertes GST-Syntaxin-1 (B). C) Der R233Q-Aminos�urenaustausch vermindert
die Wahrscheinlichkeit der Neurotransmitterfreisetzung, was durch einen Wechsel von synaptischer Hemmung (Depression) in Wildtyp-Synapsen
zu einer synaptischer Bahnung (Fazilitation) in Synapsen der R233Q-Mutante ersichtlich wird. Synaptische Antworten, gemessen w�hrend einer 10
Hz Stimulation (links, repr�sentative Aufzeichnungen; rechts, normalisierte Daten). D) Die R233Q-Mutante zeigt eine auf 50 % reduzierte appa-
rente Ca2+-Affinit�t bei der Neurotransmitterfreisetzung, hervorgerufen durch die verminderte Freisetzungswahrscheinlichkeit, wie in (C) gezeigt.
Der Effekt der Mutante auf die Neurotransmitterfreisetzung ist �hnlich wie der Effekt auf die apparente Ca2+-Affinit�t bei der Phospholipidbindung
(siehe A). Die Daten zeigen normalisierte Amplituden synaptischer Antworten als eine Funktion der extrazellul�ren Ca2+-Konzentration. E) Ein
weiterer einfacher Aminos�ureaustausch in der C2A-Dom�ne von Syt1 (D232N) wirkt sich anders auf die Ca2+-Bindeeigenschaften von Syt1 aus:
Er erhçht die Ca2+-abh�ngige Bindung von Syt1 an den SNARE-Komplex. Die Messdaten zeigen die Ca2+-abh�ngige Bindung von Wildtyp-Syt1 und
D232N-mutiertem Syt1 aus Knock-in-M�usen an in Triton X-100 gelçste SNARE-Komplexe aus Gehirnhomogenisaten. Die SNARE-Komplexe
wurden in Anwesenheit der angegebenen freien Ca2+-Konzentrationen immunpr�zipitiert. Die Immunpr�zipitate wurden mithilfe von quantitati-
vem Immunblotting f�r Syt1 (obere Abbildung), Munc18-1 und Complexine (untere Abbildungen) analysiert. Munc18-1 und Complexine co-imm-
unpr�zipitieren mit SNARE-Komplexen auf konstitutive Weise, w�hrend die Co-Immunpr�zipitation von Syt1 bei zunehmenden Ca2+-Konzentratio-
nen dramatisch gesteigert war. F,G) Ein direkter Vergleich der Syt1-D232N- und Syt1-R233Q-Knock-in Mutationseffekte zeigt, dass diese beiden
Mutationen, die sich gegens�tzlich auf die Ca2+-Bindeeigenschaften von Syt1 auswirken, auch zu entsprechend entgegengesetzten Ver�nderungen
der jeweiligen apparenten Ca2+-Affinit�t w�hrend der Neurotransmitterfreisetzung f�hren. F) Messung der absoluten Amplitude der evozierten
inhibitorischen postsynaptischen Strçme als Funktion der extrazellul�ren Ca2+-Konzentration in kultivierten Neuronen von Syt1-D232N- oder Syt1-
R233Q-mutierten Knock-in M�usen und ihren jeweiligen Wildtyp-Wurfgeschwistern (WT) (jede Mutante hat ihre eigene Wildtyp-Kontrolle). Die
synaptischen Amplituden kçnnen durch eine Hill-Funktion beschrieben werden. G) Die apparente Ca2+-Affinit�t der synaptischen Transmitterfrei-
setzung (Vergleich zwischen Wildtyp-Kontrollen und ihren jeweiligen Syt1-D232N- oder Syt1-R233Q-Mutationen) kann durch die in F bestimmten
Hill-Funktionen berechnet werden. (Abbildungen (A)–(D) aus Fernandez-Chacon et al.,[22] Abbildungen (E)–(G) aus Pang et al.[118, 126] und Xu
et al.[114]).
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die verminderte Freisetzungswahrscheinlichkeit durch eine
um das zweifache herabgesetzte apparente Ca2+-Affinit�t der
Neurotransmitterfreisetzung hervorgerufen wurde. Diese
Daten bewiesen eindeutig, dass Syt1 der Ca2+-Sensor f�r die
Neurotransmitterfreisetzung ist (Abbildung 7D).

In Folgestudien weiteten wir diese Analyse aus und
f�hrten weitere Punktmutationen �ber Knock-in-M�use in
das Syt1-Gen ein. Darunter befand sich unter anderem eine
Mutation (D232N), die die Ca2+-abh�ngige Interaktion von
Syt1 mit SNARE-Proteinen verst�rkte (Abbildung 7E).[118]

Wir fanden, dass diese Mutation gleichermaßen die Neuro-
transmitteraussch�ttung erhçhte. In einem detaillierten Ver-
gleich zwischen der R233Q- und der D232N-Punktmutation,
die jeweils eine Verminderung bzw. Erhçhung der apparenten
Ca2+-Affinit�t von Syt1 verursachten, zeigten wir, dass sie sich
ebenso gegens�tzlich auf die apparente Ca2+-Affinit�t der
Transmitterfreisetzung auswirkten (Abbildung 7 F und 7G).
Dar�ber hinaus beobachteten wir in parallelen Untersu-
chungen in Zusammenarbeit mit Erwin Neher, dass Syt1 auch
in chromaffinen Zellen als Ca2+-Sensor bei der endokrinen
Exozytose von Granula beteiligt ist.[119, 120] Allerdings verur-
sacht die Ausschaltung von Syt1 in chromaffinen Zellen nur
eine sehr geringe Beeintr�chtigung der Ca2+-gesteuerten
Exozytose, da die Funktion von Syt1 hier grçßtenteils von
Syt7 �bernommen werden kann (siehe die Diskussion im
Folgenden).[121]

Insgesamt bewiesen diese Untersuchungen, dass Syt1 als
ein Ca2+-Sensor bei der Exozytose von synaptischen Vesikeln
fungiert. Wir fragten uns daraufhin, ob eine Ca2+-Bindung zu
beiden C2-Dom�nen von Syt1 bei der Steuerung der Neuro-
transmitterfreisetzung beteiligt sein kçnnte. Erste Untersu-
chungen in Drosophila zeigten, dass die Ca2+-Bindestellen in
der C2B-Dom�ne von Syt1 f�r die Neurotransmitterfreiset-
zung essenziell sind.[122] Eine �hnliche Studie legte nahe, dass
die Ca2+-Bindestellen der C2A-Dom�ne funktionell ent-
behrlich sein kçnnten,[123] wobei aufgrund der limitierten
Empfindlichkeit der verwendeten Messmethoden nicht ein-
deutig ausgeschlossen werden konnte, dass die Ca2+-Binde-
stellen in der C2A-Dom�ne von Syt1 doch signifikant zur
Neurotransmitterfreisetzung beitragen. Um einen direkten
und quantitativen Vergleich der Ca2+-Steuerungseigenschaf-
ten der Syt1-Mutanten, denen die Ca2+-Bindestellen entwe-
der in der C2A- oder der C2B-Dom�ne fehlten, zu erzielen,
zeigten wir durch systematische Reexpression von Syt1-Mu-
tanten in Syt1-Knockout-Nervenzellen, dass die Ca2+-Binde-
stellen in der C2A-Dom�ne zus�tzlich zu denen der C2B-
Dom�ne an der Transmitterfreisetzung beteiligt sind.[124]

Dar�ber hinaus beobachteten wir, dass die Ca2+-gesteuerte
Freisetzung in der Abwesenheit der Ca2+-Bindestellen der
C2A-Dom�ne eine signifikante Herabsetzung der apparenten
Ca2+-Kooperativit�t aufwies. Diese Ergebnisse bewiesen, dass
die Ca2+-Bindung an die C2A-Dom�ne von Synaptotagmin-
1 direkt an der Ca2+-Steuerung der schnellen Neurotrans-
mitterfreisetzung beteiligt ist.

4.3. Die Vielf�ltigkeit von Synaptotagminen bei der schnellen
Ca2+-gesteuerten Neurotransmitterfreisetzung

Das S�ugetiergenom kodiert f�r 16 Synaptotagmine (de-
finiert als Proteine mit einer doppelten C2-Dom�ne und einer
N-terminalen Transmembranregion). Die C2-Dom�nen von
acht Synaptotagminen (Syt1–Syt3, Syt5–Syt7, Syt9 und Syt10)
binden Ca2+, wohingegen die �brigen acht Synaptotagmine
kein Ca2+ binden kçnnen. Die acht Ca2+-bindenden Syna-
ptotagmine bilden zwei Klassen hinsichtlich der Anwesenheit
(Syt3, Syt5, Syt6 und Syt10) oder Abwesenheit (Syt1, Syt2,
Syt7 und Syt9) einer N-terminalen Disulfidbr�cke, �ber die
die jeweiligen Synaptotagmine kovalent dimerisieren
kçnnen. Angesichts dieser Vielf�ltigkeit der Synaptotagmine
(z. B. Geppert et al. ,[16] Li et al.[17]) war es umso erstaunlicher,
dass der Syt1-Knockout einen solch dramatischen Ph�notyp
hervorrief, denn zumindest einige der weiteren Synaptotag-
mine werden zusammen mit Syt1 in denselben Nervenzellen
exprimiert. Wir konnten jedoch durch systematische Reex-
pression von Syt-Isoformen in Syt1-Knockout-Nervenzellen
zeigen, dass tats�chlich nur drei der acht Ca2+-bindenden
Synaptotagmine – Syt1, Syt2 und Syt9 – die schnelle Exozy-
tose synaptischer Vesikel vermitteln kçnnen.[125] Diese Syna-
ptotagmine besitzen eine unterschiedliche Kinetik, was be-
deutete, dass Syt2 im Vergleich zu Syt1 die Transmitterfrei-
setzung beschleunigt, w�hrend Syt9 sie langsamer vermittelt.
Die meisten Nervenzellen des Vorderhirns exprimieren nur
Syt1, eine Tatsache, die den dramatischen Syt1-Knockout-
Ph�notyp erkl�rt. Syt2 hingegen ist der Ca2+-Sensor f�r
schnelle Synapsen im Hirnstamm und an der neuromuskul�-
ren Endplatte (Abbildung 8A und 8B),[126, 127] w�hrend Syt9
vor allem im limbischen System vorliegt.[125] Interessanter-
weise entsprechen die kinetischen Eigenschaften von Syt1,
Syt2 und Syt9 den funktionellen Anforderungen der jeweili-
gen Synapsentypen, in denen sie vorliegen.

In den ersten Syt1-Knockout-Untersuchungen[128] beob-
achten wir eine langsamere Form der Ca2+-gesteuerten
Transmitterfreisetzung, obwohl die schnelle Neurotransmit-
terfreisetzung fast vollst�ndig blockiert war (Abbildung 6).
Wir wollten daher die Beteiligung der „schnellen“ Synapto-
tagmin-abh�ngigen Form der Freisetzung biophysikalisch
nachweisen und die Eigenschaften der residuellen, langsa-
meren Freisetzung in Abwesenheit von Syt1 charakterisieren.
Daf�r w�hlten wir die Held�sche Calyx als Modellsystem, da
sie es uns ermçglichte, gleichzeitig pr�- und postsynaptische
Kompartimente zu kontrollieren bzw. zu messen, und somit
eine einmalige Auflçsung f�r elektrophysiologischen Mes-
sungen bot.[129,130] Die Held�sche Calyx exprimiert von den
„schnellen“ Synaptotagminen nur Syt2 (Abbildung 8A).[127]

Der Knockout von Syt2 schaltete die schnelle Ca2+-gesteuerte
Neurotransmitterfreisetzung in der Held�schen Calyx fast
vollst�ndig aus, sodass nur eine langsamere Form der Frei-
setzung messbar blieb (Abbildung 8B). Im Unterschied zu
unseren Beobachtungen in den Syt1-Knockout-Synapsen
hippocampaler und kortikaler Neuronen (siehe Maximov und
S�dhof,[113] und Abbildung 9 unten), zeigte diese residuelle
Ca2+-gesteuerte Freisetzung in der Held�schen Calyx von
Syt2-Knockout-M�usen keine Fazilitation w�hrend hochfre-
quenter Stimulation. Vielmehr resultierte der Syt2-Knockout
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unabh�ngig von der Stimulationsfrequenz in einer Blockade
des grçßten Teils der Ca2+-gesteuerten Transmitterfreiset-
zung.[127]

Wir untersuchten daraufhin mithilfe von photolytischen
Ca2+-Freisetzungen die Ca2+-Abh�ngigkeit der Neurotrans-
mitterfreisetzung in der Held�schen Calyx von Wildtyp- und
Syt2-Knockout-M�usen. Dabei nutzten wir eine Methode, die
durch die Arbeitsgruppen von Sakmann, Schneggenburger
und Neher etabliert wurde,[131, 132] und die es erlaubt, die
postsynaptischen Antworten zu analysieren, die eine genaue
Berechnung der synaptischen Vesikelexozytose erlauben, und
gleichzeitig mithilfe von Mikrofluorometrie das pr�synapti-
sche Ca2+-Niveau zu messen. Wir fanden in diesen Experi-
menten, dass – wie bereits aus fr�heren Studien bekannt[131] –
die Transmitterfreisetzung bei physiologischen Ca2+-Kon-
zentrationen eine apparente Ca2+-Kooperativit�t von 5 auf-
wies, was der Anzahl der gebundenen Ca2+-Ionen an die
Synaptotagmine entsprach (Abbildung 8C und 8D). Im Ge-
gensatz dazu hatte die residuelle Ca2+-gesteuerte Freisetzung
in Syt2-Knockout-Calyces nur eine apparente Ca2+-Koope-
rativit�t von 2. Dieses Ergebnis wies darauf hin, dass der
langsame Typ der Neurotransmitterfreisetzung von einem
Ca2+-Sensor vermittelt wird, der sich in seinen Eigenschaften,

zumindest in der Held�schen Calyx, von Syt1, Syt2 und Syt9
unterscheidet.[127]

4.4. Die Rolle von Synaptotagmin-7 bei der langsamen Ca2+-
gesteuerten Neurotransmitterfreisetzung

In der Folgezeit widmeten wir uns der Frage, welcher
Ca2+-Sensor f�r die langsame Neurotransmitterfreisetzung
verantworlich ist, die in Syt1- und Syt2-Knockout-Neuronen
noch messbar ist, wobei unser Fokus auf den anderen f�nf
Ca2+-bindenden Synaptotagminen lag. Die residuelle Trans-
mitterfreisetzung in Syt1-Knockout-Neuronen weist typische
Eigenschaften auf, die unter anderem auch von den Eigen-
schaften des jeweiligen Synapsentyps abh�ngen. W�hrend die

Abbildung 8. Die Ausschaltung von Synaptotagmin-2 (Syt2), einem
schnellen Ca2+-Sensor f�r die Neurotransmitterfreisetzung, bringt in
der Held’schen Calyx eine langsamere Form der Ca2+-gesteuerten Frei-
setzung ans Licht, die durch einen zweiten untergeordneten Ca2+-
Sensor mit einer niedrigeren Ca2+-Kooperativit�t als Syt2 kontrolliert
wird. A) Immunhistochemische F�rbungen zeigen eine starke Syt2-Ex-
pression in den pr�synaptischen Nervenenden der Held’schen Calyx.
B) Der Knockout (KO) von Syt2 in der Held’schen Calyx eliminiert
einen Großteil der schnellen synchronisierten Neurotransmitterfreiset-
zung, gemessen durch Hochfrequenzstimulation (40 Stimuli bei 25
Hz). Der obere Teil der Abbildung zeigt repr�sentative synaptische
Antworten (EPSCs), aufgenommen w�hrend der Stimulation (Wildtyp-
und KO-Antworten sind in einem unterschiedlichen Maßstab darge-
stellt), und der untere Teil der Abbildung zeigt die Vergrçßerung der
ersten und letzten vier EPSCs (hier sind die Wildtyp- und KO- Antwor-
ten im selben Maßstab dargestellt, dieser unterscheidet sich jedoch
zwischen den ersten und letzten vier EPSCs). Die Verschiebung der
Basislinie in den Syt2-KO-Messungen ist bedingt durch die asynchrone
Neurotransmitterfreisetzung, die in Wildtyp-Synapsen nicht stattfindet.
C) Die Ausschaltung von Syt2 beeintr�chtigt die durch hohe Ca2+-Kon-
zentrationen gesteuerte Neurotransmitterfreisetzung in der Held’schen
Calyx-Synapse. Pr�synaptische Nervenenden wurden durch eine Patch-
Pipette mit Ca2+-Chelatoren („caged“ Ca2+) sowie mit einem Ca2+-Indi-
katorfarbstoff gef�llt, und die Neurotransmitterfreisetzung wurde
durch die photolytische Freisetzung von Ca2+ gesteuert. Die Menge an
freigesetzten Neurotransmittern wurde postsynaptisch detektiert,
indem die EPSCs gemessen wurden und daraus die Anzahl der freige-
setzten Vesikel zu einem bestimmten Zeitpunkt bestimmt wurde (Frei-
setzungsrate). Die pr�synaptische Ca2+-Konzentration wurde zeitgleich
mithilfe von Mikrofluorometrie gemessen. D) Die Ca2+-gesteuerte Neu-
rotransmitterfreisetzung weist eine zweiphasige Ca2+-Konzentrations-
abh�ngigkeit in Wildtyp-Calyx-Synapsen auf (WT), die durch eine nied-
rige apparente Ca2+-Kooperativit�t w�hrend der Freisetzung bei niedri-
gen Ca2+-Konzentrationen (ca. 2 Ca2+-Ionen) und eine hohe apparente
Ca2+-Kooperativit�t bei hohen Ca2+-Konzentrationen (ca. 5 Ca2+-Ionen)
charakterisiert ist. Die Ausschaltung von Syt2 eliminiert spezifisch die
durch eine hohe Ca2+-Kooperativit�t charakterisierte Freisetzungsphase
und vermindert dadurch die Freisetzungsrate bei physiologischen Ca2+-
Konzentrationen fast um das 100-fache, ohne jedoch die Ca2+-gesteu-
erte Freisetzung bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen signifikant zu ver-
�ndern. Die Daten zeigen eine Zusammenfassung der hçchsten Vesi-
kel-Freisetzungsraten als Funktion von verschiedenen freien Ca2+-Kon-
zentrationen im pr�synaptischen Nervenende. Die gestrichelte Linie
stellt eine Modellfunktion f�nften Grades f�r die Messwerte der Wild-
typ-Nervenenden bei >1 mm freiem Ca2+ dar. Die durchgehende Linie
zeigt eine Funktion zweiten Grades f�r die Daten der Syt2-KO-Nerven-
enden f�r alle Ca2+-Konzentrationen. Die Wildtyp-Antworten bei niedri-
gen Ca2+-Konzentrationen folgen der durchgehenden Linie. (Alle Daten
in Anlehnung an Sun et al.[127]).
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residuelle Transmitterfreisetzung in der Held�schen Calyx
von Syt2-Knockout-M�usen selbst bei hohen Stimulations-
frequenzen niedrig und konstant bleibt (Abbildung 8B), zeigt
die residuelle „asynchrone“ Transmitterfreisetzung w�hrend
der hochfrequenten Stimulation in hippocampalen und kor-
tikalen Syt1-Knockout-Synapsen eine massiv Fazilitation
(Abbildung 9A). Dies f�hrt dazu, dass sich die absolute
Menge der Ca2+-gesteuerten Transmitterfreisetzung w�hrend
der hochfrequenten Stimulation zwischen Wildtyp- und Syt1-
Knockout-Neuronen nicht unterscheidet, obwohl die An-
fangsrate der schnellen Transmitterfreisetzung in hippocam-
palen und kortikalen Syt1-Knockout-Synapsen auf weniger
als ein Zehntel verringert ist.[113, 133]

Bei der Suche nach dem Ca2+-Sensor, der f�r die residu-
elle Transmitteraussch�ttung in hippocampalen Syt1-Knock-
out-Neuronen verantwortlich ist, konzentrierten wir uns auf
Syt7. Wir hatten zun�chst herausgefunden, dass Syt7, �hnlich
wie Syt1, als Ca2+-Sensor an der Exozytose in chromaffinen
Zellen und in anderen neuroendokrinen und endokrinen
Zellen beteiligt ist,[134–137] und Paul Brehm hatte gezeigt, dass
Syt7 an der neuromuskul�ren Endplatte eine Rolle bei der
Transmitterfreisetzung spielt.[138] In weiteren Studien fanden
wir, dass ein Funktionsverlust von Syt7 in Nervenzellen, die
noch Syt1 produzierten, keine wesentlichen Ver�nderungen
der Neurotransmitterfreisetzung hervorrief,[139] aber dass die
langsame Ca2+-gesteuerte Aussch�ttung in Syt1-Knockout-
Neuronen durch den Funktionsverlust von Syt7 fast voll-
st�ndig unterbunden wurde (Abbildung 9).[140] Der durch den
Funktionsverlusts von Syt7 in Syt-1-Knockout-Neuronen
hervorgerufene Ph�notyp konnte bereits durch die alleinige
Expression der funktionalen Ca2+-Bindestellen von Syt7 ge-
rettet werden. Diese Beobachtung deutete darauf hin, dass
Syt7 als Ca2+-Sensor fungiert. Im Unterschied zu Syt1, f�r das
die Ca2+-Bindestellen der C2B-Dom�ne von grçßerer Be-
deutung sind als die der C2A-Dom�ne, wirkte sich die Mu-
tation und entsprechende Blockierung der Ca2+-Bindestellen
der C2B-Dom�ne von Syt7 nicht auf dessen Aktivit�t aus,
w�hrend eine homologe Mutation der Ca2+-Bindestellen der
C2A-Dom�ne die Funktion von Syt7 komplett inhibierte.[140]

Diese Ergebnisse zeigten, dass sich die Funktionsmechanis-
men von Syt1 und Syt7 zum Teil unterscheiden.

Insgesamt wisen diese Beobachtungen darauf hin, dass
Syt7 – wie auch die anderen Synaptotagmine in dessen Klasse
(Syt1, Syt2 und Syt9) – als Ca2+-Sensor bei der Exozytose
fungiert. Allerdings besitzt es eine langsamere Kinetik als
Syt1, wodurch seine Funktion in Wildtyp-Synapsen norma-
lerweise keine wesentliche Rolle spielt, da das schnellere Syt1
das langsamere Syt7 dominiert. Obwohl die Funktion von
Syt7 in einem Großteil normaler Synapsen nicht unmittelbar
erkennbar war (Abbildung 9), zeigten Paarableitungen, dass
Syt7 selbst im Beisein von Syt1 eine physiologisch relevante
Rolle bei der Transmitteraussch�ttung spielt.[140] Diese Er-
gebnisse f�hren zu dem Schluss, dass die gesamte Neuro-
transmitterfreisetzung an Synapsen fast vollst�ndig von vier
Synaptotagminen (Syt1, Syt2, Syt7 und Syt9) �bernommen
wird. Die Geschwindigkeitsunterschiede in der Arbeitsweise
von Syt1 und Syt7 kçnnten mit der unterschiedlichen Loka-
lisation dieser Proteine zusammenh�ngen, da in mehreren
Untersuchungen gezeigt wurde, dass Syt7 anders als Syt1

Abbildung 9. Synaptotagmin-7-Knockdown beeintr�chtigt die langsa-
me Freisetzung in Synaptotagmin-1-Knockout Nervenzellen. A,B) Die
Unterdr�ckung der Syt7-Expression in kultivierten hippocampalen
Wildtyp-Neuronen durch einen Knockdown (KD) von Syt7 hat keine si-
gnifikanten Auswirkungen auf die durch Hochfrequenzstimulation her-
vorgerufene synaptische Neurotransmitterfreisetzung (A). Allerdings
f�hrt eine Unterdr�ckung der Syt7-Expression in Syt1-KO-Neuronen zu
einer fast vollst�ndigen Beeintr�chtigung der langsamen und bahnen-
den (fazilitierenden) Ca2+-gesteuerten Freisetzung, die nach der Aus-
schaltung von Syt-1 detektierbar bleibt (B). Die Abbildung zeigt repr�-
sentative inhibitorische postsynaptische Strçme (IPSC-Antworten), die
durch eine 10-Hz-Stimulation in Kontrollneuronen und in Neuronen,
die vier verschiedene Syt7-shRNAs zur Sicherstellung der Reproduzier-
barkeit exprimieren, hervorgerufen wurden. In hippocampalen Syt1-KO-
Neuronen ruft die Hochfrequenzstimulation eine stark fazilitierende
Form der asynchronen Neurotransmitterfreisetzung hervor, so dass
sich die absolute Menge der Transmitterfreisetzung zwischen Syt-1-
KO- und Wildtyp-Neuronen kaum unterscheidet. Im Unterschied dazu
wurde in der Held’schen Calyx von Syt2 KO M�usen keine solche Bah-
nung beobachtet (siehe Abbildung 8B). C, D) In akuten Gehirnschnit-
ten hat die selektive Unterdr�ckung der Syt7-Expression ebenfalls
keine signifikanten Auswirkungen auf die Neurotransmitterfreisetzung.
Die Unterdr�ckung der Syt1-Expression eliminiert hier wieder die erste
Phase der Freisetzung, wobei eine residuelle, stark fazilitierende Form
der asynchronen Neurotransmitterfreisetzung messbar bleibt, die
durch die zus�tzliche Unterdr�ckung der Syt7-Expression stark beein-
tr�chtigt wird. Die Abbildungen zeigen EPSC-Messungen, die durch
einzelne Stimuli in aufsteigender St�rke (C) oder durch eine 100-Hz-
Stimulation mit einer Dauer von 100 ms hervorgerufen wurden (D, re-
pr�sentative Antworten mit einer unten angef�gten Vergrçßerung der
ersten Antwort). Die Messungen wurden in akuten hippocampalen
Schnitten von M�usen vorgenommen, denen zwei Wochen vor dem
Experiment ein Virus in die CA1-Region injiziert wurde, das f�r die
shRNAs zum Knockdown der jeweiligen oben angezeigten Synaptotag-
mine kodiert. Die EPSCs wurden nach der pr�synaptischen Stimulation
von Axonen, die von CA1-Neuronen stammten, in postsynaptischen
Neuronen des Subiculums gemessen. (Alle Daten in Anlehnung an
Bacaj et al.[140]).
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nicht auf synaptischen Vesikeln lokali-
siert.[139, 141] Da Syt7 jedoch auf endokri-
nen Granula vorhanden ist, ist es denk-
bar, dass Syt7 in der Synapse so langsam
arbeitet, weil es im Vergleich zu Syt1
weiter von den Stellen der Ca2+-gesteu-
erten Fusion entfernt liegt.

4.5. Complexine unterst�tzen die
Synaptotagmin-abh�ngige Ca2+-
Steuerung der Fusion

Wir entdeckten die Complexine, eine
Familie kleiner, saurer Proteine, auf-
grund ihrer F�higkeit, mit hoher Affini-
t�t an SNARE-Komplexe aber nicht an
einzelne SNARE-Proteine zu binden
(sp�ter auch unabh�ngig von Ishizuka
et al.[142] beschrieben).[24] Die Kristall-
struktur eines Komplexes zwischen
Complexin und dem SNARE-Komplex wurde in Zusam-
menarbeit mit Josep Rizo charakterisiert und zeigte, dass
Complexin eine zentrale a-Helix besitzt, die sich in antipar-
alleler Orientierung in die Furche zwischen den SNARE-
Motiven von Syntaxin-1 und Synaptobrevin-2 legt.[143] Der
zentralen a-Helix von Complexin gehen N-terminal eine ak-
zessorische a-Helix und eine kurze unstrukturierte Sequenz
voran, und sie wird C-terminal von einer l�ngeren unstruk-
turierten Sequenz flankiert. Untersuchungen von Complexin-
defizienten Nervenzellen zeigten, dass Complexin ein Co-
faktor f�r Synaptotagmin ist, der unter physiologischen Be-
dingungen die Ca2+-gesteuerte Vesikelfusion gleichzeitig in-
hibiert und beschleunigt.[144–148] Nervenzellen, denen Com-
plexine fehlten, zeigten einen �hnlichen Ph�notyp wie Syt1-
Knockout-Neurone, der allerdings schw�cher ausgepr�gt war
und durch eine partielle Unterdr�ckung der schnellen syn-
chronisierten Exozytose und eine Erhçhung der spontanen
Exozytoserate gekennzeichnet war. Diese Ergebnisse wiesen
darauf hin, dass Complexine und Synaptotagmine funktionell
voneinander abh�ngen.

Allerdings kam bald eine substantielle Verwirrung �ber
die Funktionsweise von Complexinen auf, da In-vitro-Fusi-
onsexperimente darauf hinwiesen, dass die einzige Funktion
der Complexine darin besteht, die spontane Vesikelfusion zu
verhindern,[149] w�hrend Messungen der synaptischen Erre-
gungs�bertragung in autaptischen Neuronen (isolierte Ner-
venzellen, die in Abwesenheit einer Partnerzellen Synapsen
mit sich selbst ausbilden) zeigten, dass Complexine die Ca2+-
gesteuerte Vesikelfusion nur aktivieren. Nachfolgende Un-
tersuchungen wiesen rasch nach, dass Complexin in dissozi-
ierten Neuronenkulturen beide Funktionen wahrnimmt. In
diesem Pr�parat erhçht n�mlich der Funktionsverlust von
Complexin die Rate der spontanen „mini“-Transmitterfrei-
setzungen (was als eine fehlende Inhibition der spontanen
Vesikelfusion interpretiert wurde), w�hrend die durch Akti-
onspotentiale evozierte Neurotransmitterfreisetzung stark
beeintr�chtigt ist (was als eine fehlende Aktivierung der
Fusion interpretiert wurde; Abbildung 10).[147]

Unklar blieb zu diesem Zeitpunkt allerdings, wie die
Fusion synaptischer Vesikel durch ein so kleines Molek�l wie
Complexin, das nur aus etwa 130 Aminos�ureresten besteht,
gleichzeitig aktiviert und inhibiert werden kann und wie
dieser Prozess mit der Funktion von Synaptotagmin in Ver-
bindung steht. Die zentrale a-Helix von Complexin, die den
SNARE-Komplex bindet, wird nur f�r die Inhibierung nicht
aber f�r die Aktivierung der Vesikelfusion bençtigt. Dies
bedeutet, dass die inhibitorische Funktion von Complexin
keine Voraussetzung f�r dessen die Vesikelfusion aktivie-
rende Funktion ist.[148] Die bewegliche N-terminale Sequenz
von Complexin vermittelt im Gegenzug nur die aktivierende,
nicht aber die inhibierende Funktion von Complexin.[147–150]

Neuere Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die aktivierende
Funktion von Complexin wohl unerwartet komplex ist (das
Wortspiel ist unbeabsichtigt), da Complexin auch an der
Reifung („priming“) der synaptischen Vesikel beteiligt ist.
Allerdings wird f�r diese Facette der aktivierenden Funktion
die C-terminale Sequenz von Complexin bençtigt.[148, 151]

Auf den beschriebenen Untersuchungen basiert unser
derzeitiges Modell, demzufolge Complexin an SNARE-Pro-
teine bindet und den SNARE/SM-Proteinkomplex aktiviert,
w�hrend zumindest ein Teil von Complexin mit Synaptotag-
min um die Bindung an den SNARE-Komplex konkurriert
und so die vollst�ndige Zusammensetzung des SNARE-
Komplexes inhibiert.[145] Ca2+-aktiviertes Synaptotagmin ver-
dr�ngt diesen Teil von Complexin und ermçglicht �ber diesen
Mechanismus die �ffnung der Fusionspore (Abbildung 11).
Allerdings ist es durchaus mçglich, dass die inhibierende
Funktion von Complexin relativ weniger wichtig ist als dessen
aktivierende Funktion. Obwohl eine durch den Funktions-
verlust von Complexin hervorgerufene, um das zehnfache
erhçhte spontane Vesikelfusionsrate signifikant klingt, ist sie
auf eine Synapse bezogen weiterhin eher gering. Wenn man
bedenkt, dass jede Nervenzelle Informationen �ber tausende
von synaptischen Eing�ngen empf�ngt, bedeutet die in
Complexin-defizienten Synapsen erhçhte „mini“-Rate nur
ein Freisetzungsereignis oder weniger pro Synapse und

Abbildung 10. Complexin fungiert als Aktivator und Inhibitor der synaptischen Vesikelfusion.
A,B) Exzitatorische postsynaptische Strçme (EPSCs) ausgelçst durch einzelne Aktionspotentia-
le (A), und spontane „mini“-EPSCs (mEPSc; B), gemessen in Kontrollneuronen und in Com-
plexin-Knockdown-Neuronen mit oder ohne Re-Expression von Complexin-Konstrukten (Wild-
typ-Complexin [Cpx1–134] und eine Complexin-1-Mutante, die nicht an SNARE-Komplexe bindet
[Cpx1–134M]). Repr�sentative Messungen auf der linken und �bersichtsgraphen auf der rechten
Seite veranschaulichen die duale Natur der Complexin-Funktion als Aktivator der Ca2+-gesteu-
erten Exozytose (A) und als Inhibitor der spontanen „mini“-Fusionen (B). (Daten in Anleh-
nung an Maximov et al.[147]).
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Abbildung 11. Modell zur Kooperation der SNARE- und SM-Proteine mit Synaptotagminen und Complexinen bei der Ca2+-gesteuerten Neurotrans-
mitterfreisetzung. A) Atomare Strukturen der SNARE-Proteine, der Complexine und von Syt1 w�hrend der Vesikelfusion. Die Illustration zeigt die
atomaren Strukturen der C2-Dom�nen von Syt1,[183,102] der Syntaxin-1-Habc-Dom�ne,[184] und der zusammengesetzten SNARE-Komplexe mit ge-
bundenem Complexin (pink[143]). Die Strukturen sind das Ergebnis von Untersuchungen, die zusammen mit Josep Rizo durchgef�hrt wurden (UT
Southwestern). Die jeweiligen Transmembranregionen sind als Zylinder dargestellt, und die Linker-Sequenzen sind als einfache Linien gezeigt. Alle
Strukturen sind im richtigen Grçßenverh�ltnis zu einem synaptischen Vesikel dargestellt. Die Skizze veranschaulicht die r�umliche Enge, die
w�hrend der Zusammenarbeit von Syt1 und Complexin bei der Zusammensetzung des SNARE-Komplexes herrscht. Munc18-1 bindet gleichzeitig
an den SNARE-Komplex (siehe Abbildungen 3D und 4), ist aber hier nicht dargestellt, da keine Strukturinformationen �ber die Bindung von
Munc18-1 an den SNARE-Komplex vorliegen. Die Richtung der durch die Zusammensetzung des SNARE-Komplexes hervorgerufenen Kraft, die die
Phospholipidmembranoberfl�chen destabilisiert, ist eingezeichnet. B) Schematisches Diagramm zur Funktion von Synaptotagminen und Comple-
xinen innerhalb des SNARE/SM-Proteinzykus. Der SNARE/SM-Proteinzyklus beinhaltet die Zusammensetzung der SNARE-Proteine Synaptobre-
vin/VAMP, SNAP-25 und Syntaxin-1 zu Komplexen, deren vollst�ndige Assoziation die Fusionspore zur �ffnung zwingt. Das SM-Protein Munc18-
1 bleibt w�hrend des gesamten Zyklus mit Syntaxin-1 assoziiert und ist essenziell f�r die �ffnung der Fusionspore. Nach der Fusion katalysieren
das Chaperon NSF, eine ATPase, und dessen SNAP-Adapter die Dissoziation der SNARE-Komplexe. Complexin bindet w�hrend der Vorbereitung
der Vesikel auf die Fusion („Priming“) an die unvollst�ndig zusammengesetzten SNARE-Komplexe und dient so als essenzieller Adapter, der es
Synaptotagmin erlaubt als Ca2+-Sensor das Signal zur �ffnung der Fusionspore zu geben (unterer Rand des Zyklus). Synaptotagmin interagiert
zudem in einer Ca2+-abh�ngigen Weise konstitutiv mit dem SNARE/SM-Proteinkomplex, um so einen Pr�fusionskomplex vor dem Ca2+-Signal f�r
die Exozytose zu formen. Weiterhin f�hrt die Bindung von Ca2+ an Syntaptotagmin in diesem Zusammenhang – anders als bei der Bindung von
Synaptotagmin an Phospholipide – nicht zu einer Alles-oder-Nichts-Reaktion, sondern sie f�hrt stattdessen zu einer Neuanordnung des Pr�fusi-
onskomplexes. Dieser Schritt ist in der Abbildung aufgrund der Schwierigkeiten, diese facettenreichen dreidimensionalen Interaktionen in einem
zweidimensionalen Format wiederzugeben, nicht dargestellt. Synaptotagmine und Complexine dienen beide zus�tzlich als eine Art Klammer, die
die spontane Neurotransmitterfreisetzung verhindert, was wahrscheinlich auf ihre Ca2+-unabh�ngigen konstitutiven Interaktionen mit teilweise
zusammengesetzten SNARE-Komplexen zur�ckzuf�hren ist. Drei vesikul�re Synaptotagmine fungieren als Ca2+-Sensoren f�r die schnelle Exozyto-
se (Syt1, Syt2 und Syt9). Dar�ber hinaus vermittelt Syt7, das nicht auf synaptischen Vesikeln lokalisiert ist, sondern wahrscheinlich in pr�synapti-
sche Membranen integriert wird,[134] eine langsamere Form der Ca2+-gesteuerten Exozytose (Syt7 ist zur Vereinfachung nur in der oberen �ber-
blicksabbildung dargestellt). (Grafik modifiziert nach S�dhof[185]).
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Minute.[152] Dar�ber hinaus �bernehmen einige der nur in
geringen Mengen exprimierten Complexin-Isoformen
(Complexin-3 und -4) keine inhibierende Funktion.[151] Auch
die bei der Ca2+-gesteuerten Exozytose von IGF-1-gef�llten
Vesikeln (siehe unten) beteiligten Complexine behindern die
Vesikelfusion nicht.[153] Daher ist es wahrscheinlich, dass
Complexine vor allem als Aktivatoren der Exozytose fun-
gieren und die inhibierende Funktion eine Begleiterschei-
nung darstellt oder lediglich eine untergeordnete Rolle bei
der Feinabstimmung der synaptischen Erregungs�bertragung
spielt.

4.6. Ein Vorschlag, wie SNARE- und SM-Proteine mit
Synaptotagminen und Complexinen bei der Ca2+-
gesteuerten Fusion zusammenarbeiten kçnnten

Die biochemischen und biophysikalischen Informationen
�ber den molekularen Apparat, der die Neurotransmitter-
freisetzung steuert, lieferten uns in der Gesamtschau ein
vorl�ufiges Modell, das einen mçglichen Ablauf der Ca2+-
gesteuerten Neurotransmitterfreisetzung beschreibt (Abbil-
dung 11).

Werden die atomaren Strukturen von Complexin, Syna-
ptotagmin und den SNARE-Proteinen im richtigen Grçßen-
verh�ltnis zu einem gedockten und fusionsf�higen synapti-
schen Vesikel gezeichnet, wird offensichtlich, wie wenig Platz
es gibt f�r alle an der Fusion beteiligten Protein-Partner, um
schnell miteinander interagieren zu kçnnen (Abbil-
dung 11A). Wie oben beschrieben, erfordert die Fusion der
synaptischen Vesikel zwei aufeinanderfolgende Konforma-
tions�nderungen. Wenn wir betrachten, wie die Interaktion
zwischen den SNARE- und SM-Proteinen mit Complexin
und Synaptotagmin die Ca2+-Steuerung der Fusion hier ver-
mitteln kçnnten, scheint es am wahrscheinlichsten, dass
Complexin und Synaptotagmin schon w�hrend dieser Kon-
formations�nderungen mit den SNARE/SM-Komplexen in-
teragieren (Abbildung 11 B; siehe auch Abbildung 4). Um es
genauer zu formulieren, nachdem die gedockten und gebun-
denen Vesikel durch die �ffnung der zuvor geschlossenen
Syntaxin-1-Konformation und nach der partiellen Zusam-
mensetzung der trans-SNARE-Komplexe f�r die Fusion
vorbereitet wurden („Priming I“, Abbildung 11 B), bindet
Complexin an den unvollst�ndig zusammengesetzten trans-
SNARE-Komplex, um diesen in einen aktiveren („superpri-
ming“) Zustand zu �berf�hren und die Vesikel �ber diesen
Mechanismus f�r die Ca2+-gesteuerte Fusion mit Energie zu
laden („Priming II“). Auch Synaptotagmine binden wahr-
scheinlich in einer Ca2+-unabh�ngigen Weise konstitutiv an
sich zusammensetzende SNARE-Komplexe, und die Inter-
aktion von Complexin und Synaptotagmin mit dem SNARE-
Komplex kçnnte dazu beitragen, dass unvollst�ndig zusam-
mengesetzte SNARE-Komplexe sozusagen „eingefroren“
werden, um so eine vorzeitige spontane Fusion zu verhindern.
Ca2+ gibt den Startschuss f�r die �ffnung der Fusionspore,
indem es an Synaptotagmin bindet, das daraufhin Mem-
branphospholipide bindet und durch die zeitgleiche Interak-
tion mit dem trans-SNARE-Komplex Complexin von diesem
teilweise verdr�ngt. Es ist sehr wahrscheinlich, dass Syna-

ptotagmin und Complexin in Ca2+-unabh�ngiger Weise kon-
stitutiv mit dem SNARE/SM-Proteinkomplex interagieren
und so einen Pr�fusionskomplex bilden. Dar�ber hinaus be-
deutet die Bindung von Ca2+ an Synaptotagmin aller Wahr-
scheinlichkeit nach nicht, dass Synaptotagmin den SNARE-
Komplex in einer Alles-oder-Nichts-Reaktion bindet, wie es
zum Beispiel f�r die Interaktion von Synaptotagmin mit
Phospholipiden der Fall ist, sondern dass Synaptotagmin
stattdessen die Pr�fusionskomplexe neu anordnet (siehe z. B.
Shin et al.[154]).

Der einfachste Mechanismus, durch den die Fusionspore
durch die Ca2+-Bindung an Synaptotagmin geçffnet werden
kçnnte, w�re, dass Synaptotagmin eine Zugwirkung auf den
SNARE/SM-Proteinkomplex aus�bt. Dies kçnnte durch die
Ca2+-gesteuerte Bindung von Synaptotagmin an Membran-
phospholipide erreicht werden. Daraufhin weitet sich die
geçffnete Fusionspore, und NSF und SNAPs werden an den
vollst�ndig zusammengesetzten cis-SNARE-Komplex rekru-
tiert. NSF lçst im Anschluss daran den cis-SNARE-Komplex
wieder auf, der Munc18-1/SNARE-Komplex wird in den he-
teromeren Munc18-1/Syntaxin-1-Komplex �berf�hrt, und
synaptische Vesikel werden durch einen der vielen bekannten
Endozytose-Wege wiedergewonnen (siehe Abbildung 1).

4.7. Parallele Wege bei der Synaptotagmin-vermittelten Ca2+-
gesteuerten Exozytose

Die vier Synaptotagmine, denen die N-terminalen Disul-
fidbr�cken fehlen (Syt1, Syt2, Syt7 und Syt9), sind an der
Exozytose synaptischer Vesikel und an Exozytoseprozessen
in neuroendokrinen Zellen beteiligt. Dem gegen�ber blieb
lange unklar, welche Rolle die anderen vier Ca2+-bindenden
Synaptotagmine spielen, die als �ber Disulfidbr�cken ver-
bundene Dimere vorliegen. J�ngere Untersuchungen zeigten,
dass eines dieser Synaptotagmine, Syt10, auch als Ca2+-Sensor
bei der Exozytose fungiert, wobei sich die entsprechende
Form der Exozytose von der Exozytose synaptischer Vesikel
und neuroendokriner Granula unterscheidet. Insbesondere
fanden wir, dass Syt10 in olfaktorischen Neuronen als Ca2+-
Sensor f�r die Fusion spezialisierter IGF-1-enthaltender
Vesikel fungiert.[155] Diese Vesikel unterscheiden sich von den
Neuropeptiden enthaltenden Vesikeln, die ebenfalls in diesen
Zellen vorliegen, und die sich eher wie neuroendokrine
Granula verhalten und Syt1 enthalten.[153] Unsere Experi-
mente zeigten unter anderem, dass verschiedene Synapto-
tagmine selbst innerhalb derselben Nervenzelle als Ca2+-
Sensoren an unterschiedlichen Ca2+-gesteuerten Fusionsre-
aktionen beteiligt sind (Abbildung 12). Dar�ber hinaus
wiesen unsere Beobachtungen darauf hin, dass die Ca2+-ge-
steuerte Exozytose generell Synaptotagmine als Ca2+-Senso-
ren bençtigt und dass verschiedene Synaptotagmine zu der
Spezifit�t und den unterschiedlichen Eigenschaften be-
stimmter Exozytosewege beitragen.

Interessanterweise unterst�tzt Complexin nicht nur die
Funktion der Synaptotagmine, die bei der Neurotransmitter-
freisetzung beteiligt sind, sondern auch die Syt10-abh�ngige
Sekretion von IGF-1 – trotz der unterschiedlichen kovalenten
Strukturen von Syt1 und Syt10.[153] Das bedeutet, dass Com-
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plexin sehr wahrscheinlich ein genereller Cofaktor f�r alle
Synaptotagmine bei der regulierten Exozytose ist. Diese
Hypothese wird von der Tatsache unterst�tzt, dass Complexin
ubiquit�r in allen Zellen vorliegt[24] und ebenfalls zentral an
der postsynaptischen Membranintegration von Glutamatre-
zeptoren des AMPA-Typs w�hrend der Langzeitpotenzierung
(long-term potentiation; LTP) beteiligt ist.[156] Dies weist
darauf hin, dass Complexine generelle Cofaktoren der regu-
lierten Exozytose darstellen.

5. Die Organisation des Transmitterfreisetzungs-
apparats an der aktiven Zone

In einem pr�synaptischen Nervenende docken und fu-
sionieren synaptische Vesikel an der aktiven Zone der pr�-
synaptischen Plasmamembran. Die aktive Zone ist eine spe-
zialisierte Region, die in elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen von fixiertem Gewebe sehr elektronendicht er-
scheint und die sich exakt auf der gegen�berliegenden Seite
der Cluster an postsynaptischen Rezeptoren befindet (Ab-
bildung 1). Das erste spezifische Protein der aktiven Zone,
das wir entdeckten war Munc13-1,[25] dessen Name �hnlich
wie Munc18-1 klingt (keine Verwandtschaft!). Munc13-
1 wurde nach einem homologen Gen in C. elegans (unc13)
benannt, das f�r koordinierte Bewegungsabl�ufe im Wurm
unbedingt bençtigt wurde, dessen Funktion aber unbekannt
war.[57] Da die Homologie zu unc13 bestand, der „unkoordi-

nierte“ („uncoordinated“) Wurmph�notyp
bekannt war und Munc13-1 an der aktiven
Zone detektiert wurde, vermuteten wir,
dass Munc13-1 ein Teil des f�r die Neuro-
transmitteraussch�ttung verantwortlichen
Proteinapparats sein kçnnte.[25] Unsere
Annahmen best�tigten sich, als wir her-
ausfanden, dass Munc13-1-Knockout-Sy-
napsen ein dramatisches Defizit bei der
Neurotransmitteraussch�ttung aufwiesen,
weil synaptische Vesikel nicht mehr f�r die
Fusion vorbereitet werden konnten.[157]

Kurz nach Munc13-1 entdeckten wir
eine Reihe weiterer Proteine der aktiven
Zone, darunter CASK,[26] RIM-Proteine
(f�r Rab3-interagierende Molek�le[27]),
RIM-BPs[28] und ELKS,[29] w�hrend weite-
re Proteine der aktiven Zone wie a-Lipri-
ne,[31] Bassoon[32] und Piccolo[33, 34] von an-
deren beschrieben wurden. Interessanter-
weise interagierten die meisten dieser
Proteine direkt oder indirekt miteinander
und formten dadurch ein Proteinnetzwerk
an der aktiven Zone.[2] Vor allem binden
die RIM-Proteine an Munc13-1, RIM-BPs,
ELKS (obwohl es nicht klar ist, ob diese
Bindung physiologisch relevant ist) und a-
Liprine. Diese Tatsache weist darauf hin,
dass die RIM-Proteine den zentralen
Knotenpunkt dieses Proteinnetzwerkes
darstellen, w�hrend einige der weiteren

Proteine �ber andere Interaktionen miteinander verkn�pft
sind.[28, 158–160] Viele Fragen �ber aktive Zonen, wie etwa die
nach dem Mechanismus, der aktive Zonen gegen�ber der
postsynaptischen Spezialisierung positioniert, sind bisher
unbeantwortet geblieben. Dennoch haben wir bereits eine
stimmige Vorstellung davon, wie die aktive Zone ihre drei
Hauptfunktionen ausf�hrt, n�mlich die Anbindung der sy-
naptischen Vesikel („Docking“) an die Plasmamembran, die
Reifung („Priming“) solcher Vesikel zur Vorbereitung auf die
Fusion und die Rekrutierung von Ca2+-Kan�len in die N�he
der gedockten und fusionsf�higen Vesikel.

5.1. Die Anbindung („Docking“) der synaptischen Vesikel an die
aktive Zone

Wie in anderen Membranverkehrsprozessen auch,
werden f�r die Anbindung der synaptischen Vesikel an die
aktive Zone Rab-Proteine bençtigt, kleine GTPasen, die
entfernt mit den Ras-Proteinen verwandt sind. Die zentrale
Rolle der Rab-Proteine w�hrend des Membranverkehrs
wurde in Novicks Studien zu Sec4p entdeckt.[161] Als wir 1992
Novicks Arbeit aufgriffen, beobachteten wir in Zusammen-
arbeit mit Reinhard Jahn, dass Rab3, das am weitesten ver-
breitete Rab-Protein im Gehirn, w�hrend des Ruhezustands
hoch konzentriert auf synaptischen Vesikeln vorliegt, w�h-
rend der Exozytose jedoch von den Vesikeln dissoziiert.
Diese Daten wiesen auf eine Rolle von Rab3 bei der Neu-

Abbildung 12. Redundante und nicht redundante Funktionen verschiedener Synaptotagmine
bei der Ca2+-Steuerung von verschiedenen Exozytoseformen in einer Nervenzelle. Drei Arten
der Ca2+-gesteuerten Exozytose sind gezeigt. Links: Die Exozytose synaptischer Vesikel ver-
mittelt die Neurotransmitterfreisetzung mithilfe der schnellen Ca2+-Sensoren Syt1, Syt2,
und/oder Syt9[150] und des langsamen Ca2+-Sensors Syt7.[140] Mitte: Die Exozytose großer
Vesikel mit elektronendichtem Kern (large dense-core vesicle; LDCV) verwendet dieselben
Ca2+-Sensoren wie die Exozytose synaptischer Vesikel (Syt1 und Syt7, wie aus Arbeiten in
chromaffinen Zellen hervorgegangen ist,[134, 186] und wahrscheinlich auch Syt2 und Syt9).
Rechts: Die Exozytose einer separaten Klasse von Vesikeln, die grçßer als die LDCVs sind
und Syt10 als Ca2+-Sensor verwenden.[153,155] Obwohl es an der Exozytose von synaptischen
Vesikeln und LDCVs beteiligt ist, ist Syt7 nicht auf synaptischen Vesikeln, wohl aber auf
LDCVs zu finden. Daher wird angenommen, dass die langsamere Funktionsweise von Syt7
bei der Neurotransmitterfreisetzung durch diesen Unterschied in der Lokalisation zu erkl�-
ren ist. (Diagramm modifiziert nach Cao et al.[155]).
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rotransmitterfreisetzung hin.[19,20] Anschließende mausgene-
tische Untersuchungen der vier verschiedenen Rab3-Isofor-
men (Rab3A, 3B, 3c und 3D) best�tigten, dass Rab3 eine
zentrale Rolle bei der Neurotransmitterfreisetzung
spielt.[128, 162–164]

Auf der Suche nach dem Wirkmechanismus der Rab3-
Proteine testeten wir zun�chst die funktionelle Beteiligung
von Rabphilin, dem ersten vermeintlichen Rab3-Effektor,
der durch Yoshimi Takai beschrieben wurde.[165] Die Aus-
schaltung von Rabphilin verursachte allerdings nur geringe
Ver�nderungen bei der Neurotransmitterfreisetzung, was
bedeutete, dass es sich bei Rabphilin nicht um einen der
Hauptakteure handeln konnte.[166, 167]

Wir suchten anschließend nach weiteren Rab3-Effektor-
proteinen, die sich durch eine GTP-abh�ngige Bindung an
Rab3, nicht aber an andere wichtige Rab-Proteine, aus-
zeichneten. Dabei identifizierten wir die RIM-Proteine (f�r
Rab3-interagierende Molek�le), eine Gruppe von evolutio-
n�r konservierten großen Multidom�nenproteinen der akti-
ven Zone.[27, 29] In S�ugetieren werden vier RIM-verwandte
Gene exprimiert, von denen nur zwei Gene (RIMS1 und
RIMS2) Proteine mit der Rab3-Bindedom�ne erzeugen.[28,29]

Die RIMS1- und RIMS2-Gene besitzen allerdings mehrere
unabh�ngige Promotoren und es ergeben sich daraus f�nf
Hauptformen (RIM1a, RIM1b, RIM2a, RIM2b und RIM2g),
die durch extensives alternatives Splicing weiter diversifiziert
werden.

Die anschließenden Untersuchungen erstreckten sich
�ber einen Zeitraum von 15 Jahren und zeigten, dass RIM-
Proteine mehrere Funktionen an der aktiven Zone �berneh-
men, die weit �ber ihre Rolle als Rab3-Effektoren hinaus-
gehen. Wie wir im Weiteren erfahren werden, sind RIM-
Proteine nicht nur f�r die Anbindung/Andockung der sy-
naptischen Vesikel an die Plasmamembran der aktiven Zone
wichtig, sondern auch f�r die Rekrutierung von Ca2+-Kan�len
an die aktive Zone und f�r die Einleitung des Reifeprozesses
der synaptischen Vesikel, der durch die Munc13-Proteine
vermittelt wird. Die Anbindung- und Andockungsfunktion
der RIM-Proteine, die aufgrund ihrer Anwesenheit an der
aktiven Zone und ihrer Interaktion mit Rab3 vorhergesagt
wurde, konnte zuerst in C. elegans validiert werden. C. elegans
besitzt nur ein einziges RIM-Gen (bezeichnet als
unc10).[168, 169] Die Ausschaltung individueller RIM-Isoformen
in M�usen, darunter auch die des pr�dominanten RIM1a,
zeigte in Untersuchungen, die konventionelle elektronenmi-
kroskopische Methoden verwendeten, keine Ver�nderung in
der F�higkeit, Vesikel an die Membran zu docken.[160] Dop-
pelt konditionale Knockouts, in denen alle durch die RIMS1-
und RIMS2-Gene hergestellten Isoformen ausgeschaltet
werden, zeigten jedoch eine dramatische Beeintr�chtigung in
der F�higkeit von Nervenzellen, Vesikel an die Membran der
aktiven Zone zu binden.[115, 170] Aufgrund dieser Ergebnisse ist
es sehr wahrscheinlich, dass synaptische Vesikel �ber die
GTP-abh�ngige Bindung der RIM-Proteine der aktiven Zone
an die Rab3/27-Proteine der Vesikel an die aktive Zone ge-
bunden („gedockt“) werden.

In diesem Zusammenhang sollte allerdings erw�hnt
werden, dass in elektronenmikroskopischen Studien unter
Verwendung von chemisch fixierten und traditionell mit

Schwermetall gef�rbten Schnitten außer den RIM-Proteinen
keine weiteren Proteine identifiziert werden konnten, die f�r
den Prozess der Vesikel-Andockung essenziell waren. Ein
komplett anderes Bild ergibt sich jedoch, wenn das Gewebe
ohne chemische Fixierung und durch schnelle Einfrierung der
Probe f�r die Elektronenmikroskopie vorbereitet wird – hier
wurde inzwischen eine große Anzahl weiterer Proteine be-
schrieben, die an dem „Docking“-Prozess beteiligt sind. In
diesen Pr�parationen zeigen selbst die RIM1a-Knockout-
M�use einen „Docking“-Ph�notyp. Es ist jedoch unwahr-
scheinlich, dass so viele Proteine gleichzeitig und nicht-re-
dundant an der Anbindung der Vesikel an die Membran der
aktiven Zone beteiligt sind. Wahrscheinlicher ist vielmehr,
dass die Art von „Docking“-Ph�notyp, der in Gefrierproben
detektierbar ist, eine Beeintr�chtigung bei dem Reifeprozess
(„Priming“) der Vesikel dokumentiert. Obwohl wohl meh-
rere Molek�le bei der stabilen Anbindung der synaptischen
Vesikel an die Membran der aktiven Zone beteiligt sein
kçnnen, scheinen nur die RIM-Proteine f�r den eigentlichen
„Docking“-Prozess an sich von Bedeutung zu sein. Es sollte
auch erw�hnt werden, dass der „Docking“-Prozess der se-
kretorischen Granula in chromaffinen Zellen andere Cha-
rakteristika aufweist als der von synaptischen Vesikeln an der
aktiven Zone. So f�hrt die Ausschaltung von Syt1 zum Bei-
spiel zu einer Beeintr�chtigung der F�higkeit von Zellen,
sekretorische Granula an die Membran zu docken,[171] was
jedoch f�r synaptische Vesikel nicht der Fall ist.[112, 128] Die
Ausschaltung von Syt1 hat jedoch im Vergleich zu seinem
großen Effekt auf die synaptische Exozytose, nur einen ge-
ringen Effekt auf die Ca2+-gesteuerte Transmitterfreisetzung
in chromaffinen Zellen. Diese Beobachtung kann wahr-
scheinlich dadurch erkl�rt werden, dass Syt1 und Syt7 f�r die
Exozytose in chromaffinen Zellen vollst�ndig redundant sind,
was jedoch nicht f�r die synaptische Exozytose gilt.[121,125]

Dieser Widerspruch zwischen „Docking“- und Exozytose-
Ph�notypen deutet darauf hin, dass der „Docking“-Prozess in
chromaffinen Zellen im Unterschied zu dem in Synapsen, f�r
die Transmitterfreisetzung womçglich nicht einmal von Be-
deutung sein mag.

5.2. Die Vorbereitung der Vesikel auf die Fusion

Es wird angenommen, dass Vesikel w�hrend eines Rei-
fungsprozesses („Priming“) in einen f�r die Ca2+-gesteuerte
Verschmelzung mit der Membran fusionsf�higen Zustand
�berf�hrt werden und so einen unmittelbar freisetzbaren
Vesikelpool (readily-releasable pool; RRP) bilden. Neben
den Proteinen, die an dem Fusionsprozess an sich beteiligt
sind (z. B. SNARE- und SM-Proteine), und neben den Com-
plexinen sind Munc13 und RIM die wahrscheinlich wichtigs-
ten Faktoren f�r diesen Reifungsprozess. Munc13- und RIM-
Proteine binden einander. Untersuchungen, die grçßtenteils
in den Gruppen von Nils Brose und Josep Rizo durchgef�hrt
wurden, zeigten, dass Munc13 f�r den Reifungsprozess von
Vesikeln essenziell ist, da es wahrscheinlich �ber seine MUN-
Dom�ne die Zusammensetzung des SNARE-Komplexes ka-
talysiert.[157, 172] Die gereinigte MUN-Dom�ne von Munc13
kann die �ffnung des „geschlossenen“ Syntaxin-1 f�r die
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anschließende SNARE-Komplex-Zusammensetzung erleich-
tern, was auf einen molekularen Mechanismus hinweist, der
den dramatischen Ph�notyp der Munc13-Mausmutanten er-
kl�rt.[173] Eine �berraschende Erkenntnis war in diesem Zu-
sammenhang, dass die Funktion von Munc13 durch ver-
schiedene Signalwege stark reguliert wird. Die neuronalen
Munc13-Isoformen besitzen unter anderem eine C1-Dom�ne,
die N-terminal zu der zentralen Ca2+-bindenden C2-Dom�ne
liegt. Diese C1-Dom�ne von Munc13 bindet unter physiolo-
gischen Bedingungen Diacylglycerol und kann pharmakolo-
gisch durch Phorbolester aktiviert werden.[174] Die Bindung
von Diacylglycerol an die C1-Dom�ne von Munc13-1 regu-
liert die Funktion der Synapse, da Mausmutanten, in denen
die Phorbolesterbindung an Munc13-1 nicht mehr stattfinden
kann, eine dramatische Beeintr�chtigung des Vesikelrei-
fungsprozesses und der synaptischen Kurzzeitplastizit�t auf-
weisen.[175] Die Ca2+-Bindung an die C2-Dom�ne von Munc13
ist ebenso wichtig und tr�gt ebenfalls signifikant zur synap-
tischen Kurzzeitplastizit�t bei.[108] Schließlich binden Munc13-
Proteine Ca2+/Calmodulin, was eine weitere Regulation der
Funktion von Munc13 ermçglicht.[176]

Auch die Ausschaltung der RIM-Proteine verur-
sacht eine schwer wiegende Beeintr�chtigung w�h-
rend des Reifeprozesses der Vesikel.[160,168] Diese
Beeintr�chtigung scheint jedoch indirekt zu sein, da
RIM-Proteine an Munc13-Proteinen binden und
dadurch deren Funktion aktivieren.[177] Die N-ter-
minale Sequenz der RIM-Proteine enth�lt ein
Zinkfinger-Motiv, das an die Ca2+-unabh�ngige N-
terminale C2-Dom�ne von Munc13-Proteinen
bindet.[106, 107] Ohne diese Bindung dimerisiert die C2-
Dom�ne von Munc13 zu einem konstitutiven Ho-
modimer, das durch die Interaktion der RIM-Zink-
fingerdom�ne mit den C2-Dom�nen der dimeren
Munc13-Komplexe in ein RIM-Munc13 Heterodi-
mer umgewandelt wird. Wir fanden erstaunlicher-
weise, dass in RIM-defizienten Synapsen die Beein-
tr�chtigung der Reifung synaptischer Vesikel zu-
mindest zum Teil durch die �berexpression einer N-
terminal trunkierten Munc13-1-Mutante, der die N-
terminale C2-Dom�ne fehlt und die deshalb nicht
homodimerisiert, revertiert werden kann. Die
�berexpression von Wildtyp-Munc13-1 hatte keinen
solchen Effekt.[177] Diese Befunde sind im Einklang
mit einer zentralen Funktion der RIM-Proteine an
der aktiven Zone und weisen auf einen mçglichen
Mechanismus hin, �ber den die RIM-Proteine den
Vesikelreifungsprozess �ber Munc13-Proteine regu-
lieren kçnnten.

5.3. Die Rekrutierung von Ca2+-Kan�len an die aktive
Zone

Um die schnelle, mit dem Aktionspotential syn-
chronisierte Neurotransmitterfreisetzung sicher zu
stellen, m�ssen sich vor allem die Ca2+-Kan�le der
aktiven Zone in der N�he der gedockten und fusi-
onsbereiten Vesikel befinden. Nur eine solche An-

ordnung ermçglicht kurze Ca2+-Diffusionswege, die f�r die
erforderliche Geschwindigkeit der Synapse bençtigt werden.
Dar�ber hinaus kann nur ein kurzer Ca2+-Diffusionsweg er-
kl�ren, wie die so extrem kurzen pr�synaptischen Ca2+-
Transienten die Transmitterfreisetzung einleiten kçnnen –
denn letztendlich sind die Ca2+-Sensoren bei der schnellen
synaptischen Neurotransmitterfreisetzung und der langsa-
meren neuroendokrinen Exozytose dieselben.

�ber den Nachweis, dass RIM-Proteine zusammen mit
ihren Bindungspartnern, den RIM-BPs, Ca2+-Kan�le an die
Vesikelfreisetzungsstellen rekrutieren, entschl�sselten wir
den molekularen Mechanismus, �ber den die Ca2+-Kan�le in
die N�he von fusionsbereiten synaptischen Vesikeln an der
aktiven Zone gebracht werden (Abbildung 13).[115] Da RIM-
Proteine auch synaptische Vesikel an die aktive Zone binden
und grundlegend an dem Reifungsprozess der Vesikel betei-
ligt sind, stellen RIM-Proteine die zentralen Elemente bei der
Organisation der aktiven Zone dar, die die eindrucksvollen
Eigenschaften der Neurotransmitterfreisetzung determinie-
ren. Die einfache Architektur der aktiven Zone, in der ein

Abbildung 13. Die Deletion von RIM-Proteinen vermindert pr�synaptische Ca2+-
Transienten. A) Einzelne Aktionspotentiale verursachen einen Anstieg der pr�sy-
naptischen Ca2+-Konzentration, die durch die Ausschaltung von RIM-Proteinen
(RIM cDKO) beeintr�chtigt wird, aber durch die Re-Expression eines RIM1-Frag-
ments, das Ca2+-Kan�le binden kann (RIM-PASB), wiederhergestellt werden
kann. Die Abbildung zeigt repr�sentative Messungen von Aktionspotentialen
(oben), Linienscans der Ca2+-Transienten in pr�synaptischen Kompartimenten,
die durch die Aktionspotentiale hervorgerufen wurden, die Fluoreszenz des Ca2+-
Indikators Fluo5F (Mitte) und die Quantifizierung der Ca2+-Transienten (unten).
B) Darstellung des zeitlichen Verlaufs der intrazellul�ren Ca2+-Konzentrationen in
pr�synaptischen Nervenenden und Dendriten (Einschub) w�hrend eines Aktions-
potentials. Die Abbildung zeigt die durchschnittlichen Ca2+-Konzentrationen aus
mehreren unabh�ngigen Experimenten wie in (A) dargestellt, gemessen in Wild-
typ-Neuronen, in Neuronen ohne RIM-Proteine (cDKO) und in Neuronen, die in
der Abwesenheit der RIM-Proteine ein RIM-Fragment exprimieren, das die Bin-
dung an Ca2+-Kan�le ermçglicht (cDKO + RIM-PASB). C) Analoge Abbildung zu
(B), wobei hier die Revertierung der defizienten Ca2+-Transienten nach RIM-Dele-
tion in Anwesenheit einer RIM-Variante getestet wurde, der die PDZ-Dom�ne
fehlt. (Alle Abbildungen aus Kaeser et al.[115]).
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einzelnes Protein als zentraler Vermittler die Zusammenset-
zung aller Komponenten an einem Ort kontrolliert, macht die
Neurotransmitterfreisetzung gleichzeitig effizient und effek-
tiv (Abbildung 14).

In weiteren Studien zeigten wir, dass RIM-Proteine direkt
und selektiv an die Ca2+-Kan�le der aktiven Zone binden.
Der Beweis daf�r, dass RIM-Proteine bei der Rekrutierung
von Ca2+-Kan�len an die aktive Zone beteiligt sind, gelang
erst, nachdem wir, wie schon bei dem Nachweis der Beteili-
gung der RIM-Proteine an der Anbindung/Andockung der
Vesikel, alle RIM-Isoformen in pr�synaptischen Nervenen-
den ausschalteten.[115] Dabei fanden wir, dass die Ausschal-
tung der RIM-Proteine zu einem verminderten Ca2+-Ein-
strom in die Pr�synapse f�hrte, was auf eine verminderte
Anzahl an pr�synaptischen Ca2+-Kan�len hindeutete, und
dass die enge Kopplung zwischen Aktionspotential und
Transmitterfreisetzung verloren ging (Abbil-
dung 13).[115,170, 178] RIM-Proteine erf�llen ihre Schl�sselrolle
an der aktiven Zone also, indem sie mit Ca2+-Kan�len, mit
weiteren Proteinen der aktiven Zone, wie etwa mit den RIM-
BPs (die wiederum ebenfalls Ca2+-Kan�le binden) und mit
Munc13-1, sowie mit den synaptischen Vesikeln einen Super-
Komplex bilden. Die Funktion der RIM-Proteine und der
RIM-BPs bei der Rekrutierung der Ca2+-Kan�le zur aktiven
Zone und bei der Andockung der Vesikel an die aktive Zone

ist evolution�r konserviert[179, 180] und stellt einen grundle-
genden Mechanismus bei der synaptischen Erregungs�ber-
tragung dar.

6. Die Zusammenf�hrung aller Komponenten

Die drei Phasen der Neurotransmitterfreisetzung, die wir
untersucht haben – die Membranfusion, die Ca2+-Steuerung
der Fusion und die Organisation des Ca2+-regulierten Fusi-
onsapparats an der aktiven Zone – stellen eine hierarchische
Kaskade unabh�ngiger Prozessen dar. Wie bei einer russi-
schen Matroschka-Puppe sind diese drei Phasen ineinander
eingebettet, wobei der eigentliche Membranfusionsprozess
den inneren Kern bildet, der von dem Ca2+-abh�ngigen
Steuerungsprozess „umgeben“ bzw. kontrolliert wird. Beide
Prozesse sind eingebettet in ein �bergeordnetes Organisati-
onsprinzip, das die exakte und f�r die Geschwindigkeit der
synaptischen Signal�bertragung essentielle Zusammenset-
zung der aktiven Zone garantiert. Mit unserer Arbeit ent-
h�llten wir zusammen mit anderen einen stimmigen Mecha-
nismus, der erkl�rt, wie synaptische Vesikel w�hrend der
Neurotransmitterfreisetzung schnell mit der Plasmamembran
verschmelzen, wie diese Fusion durch Ca2+ eingeleitet wird
und wie die Schl�sselprozesse im pr�synaptischen Nerven-
ende r�umlich so organisiert werden, dass das einstrçmende
Ca2+-Signal nach der �ffnung der Ca2+-Kan�le durch ein
Aktionspotential schnell in ein Fusionsereignis �bersetzt
werden kann.

Insgesamt ist der von uns beschriebene Proteinapparat
des Transmitterfreisetzungsprozesses f�r die unglaubliche
Schnelligkeit und Pr�zision der Ca2+-gesteuerten synapti-
schen Signal�bertragung verantwortlich. Zudem weisen das
Design dieses Proteinapparats und die regulatorischen Pro-
teindom�nen innerhalb dieses Apparats auf Mechanismen
hin, die die dramatische Kurz- und Langzeitplastizit�t der
Transmitterfreisetzung erkl�ren kçnnen. Diese wiederum
spielen eine zentrale Rolle bei den neuronalen Netzwerkei-
genschaften, die die Gehirnfunktion steuern.

Trotz aller Fortschritte bleiben viele wichtige Fragen
offen. Welche physikochemischen Mechanismen liegen der
Membranfusion zu Grunde? Wie genau funktionieren
SNARE- und SM-Proteine? Welche Rolle spielt der hier
vorgestellte Fusionsapparat bei der Entstehung von Krank-
heiten wie der Parkinson�schen Krankheit? Wie ver�ndern
sich pr�synaptische Nervenenden w�hrend langfristiger
plastischer Prozesse und welche Rolle spielt die synaptische
Plastizit�t beim Langzeitged�chtnis? Welche Mechanismen
sind f�r die funktionellen Unterschiede zwischen verschie-
denen Synapsentypen verantwortlich? Warum besitzen zum
Beispiel inhibitorische Synapsen oft eine hçhere Transmitter-
Freisetzungswahrscheinlichkeit als exzitatorische Synapsen
und welche Mechanismen f�hren zu den unterschiedlichen
Plastizit�tsformen in den verschiedenen Synapsentypen? Wie
wird die pr�synaptische aktive Zone mit so großer Pr�zision
gegen�ber dem postsynaptischen Transmitter-Rezeptionsap-
parat ausgerichtet und wie wird die Grçße der aktiven Zone
reguliert?

Abbildung 14. Schematisches Diagramm des RIM-, RIM-BP- und
Munc13-Proteinkomplexes, der gleichzeitig Rab3/27 auf den synapti-
schen Vesikeln und Ca2+-Kan�le in der Plasmamembran bindet und
�ber diese Interaktion die Anbindung der Vesikel an die Freisetzungs-
zone („Docking“), die Reifung der Vesikel f�r die Freisetzung („Pri-
ming“, Pfeil mit gestrichelter Linie) und die Rekrutierung der Ca2+-
Kan�le in die N�he der gebundenen Vesikel vermittelt. RIM, RIM-BP,
und Munc13 sind Multidom�nenproteine, die einen stabilen Protein-
komplex bilden, der drei essenzielle Funktionen der aktiven Zone ver-
mittelt, n�mlich die Rekrutierung der Ca2+-Kan�le, wodurch der Ca2+-
Einstrom in die N�he des Ca2+-Sensors Synaptotagmin dirigiert wird
und und so Aktionspotential und Neurotransmitterfreisetzung eng ge-
koppelt werden, das Andocken der Vesikel an die Fusionszonen und
die Munc13-abh�ngige Reifung der Fusionsmaschinerie bestehend aus
den SNARE-Proteinen Syntaxin, SNAP-25 und Synaptobrevin/VAMP,
sowie aus Munc18-1. Die Kugeln stellen Ca2+-Ionen dar. Von den dar-
gestellten Dom�nen wurden nur die C2-Dom�nen speziell gekenn-
zeichnet. Andere Proteine der aktiven Zone wie a-Liprine und ELKS,
die an den RIM/Munc13/RIM-BP-Komplex binden und zur Transmitter-
freisetzung beitragen, sind nicht gezeigt. (Modifiziert nach Kaeser
et al.[115] und S�dhof[3]).
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Viel bleibt noch zu tun und ich w�nsche mir, die Beant-
wortung von zumindest einem Teil dieser Fragen noch mit-
erleben zu d�rfen.
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