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1 Zusammenfassung

In Nervensystemen bedlrfen Informationsweitergabe und Gedachtnisformation eines
prazisen Zusammenspiels von Synapsen in Zeit und Raum. Synaptische Transmission
basiert strukturell auf mesoskopischen cytosolischen Kompartimenten an der prasynap-
tischen Membran, sogenannten Aktiven Zonen (AZ). lhre Cytomatrix, bestehend aus
zentralen Gerilstproteinen wie Rab3 interacting molecule (RIM), erméglicht eine schnelle
Freisetzung synaptischer Vesikel. Die Defizienz der lokal haufigsten Isoform RIM1a re-
sultiert an einer komplexen zentralen Saugersynapse, die des hippocampalen Moosfa-
serboutons (MFB) zu im Cornu ammonis (CA)3 befindlichen Pyramidalzellen, in einer
dezimierten Langzeitplastizitat. Auf Verhaltensebene zeigen diese M&use eine redu-
zierte Lernfahigkeit.

Die vorliegende Dissertation widmet sich grundlegend der bisher unbekannten dreidi-
mensionalen (3D) AZ-Ultrastruktur des MFB in akuten Hippocampusschnitten der adul-
ten Wildtyp- und RIM1a-Knock-Out-Maus (RIM1a™). In einer methodischen Entwick-
lungsphase wurde ein neuartiges, anspruchsvolles Protokoll der nahezu artefaktfreien
(near to native) Synapsenpraparation am MFB mittels Hochdruckgefrierung und Ge-
friersubstitution sowie der 3D-Modellierung mittels Elektronentomographie etabliert. In
einer zweiten Experimentier- und Analysephase ermdéglichte die hochwertige synapti-
sche Gewebeerhaltung in beiden Genotypen eine standardisierte, auf Programmiers-
kripten basierte Quantifizierung der AZ-Ultrastruktur bis auf die Ebene eines individuell
gedockten synaptischen Vesikels

Dieser Dissertation gelingt der Nachweis, dass eine Defizienz von RIM1a zu einer mul-
tidimensionalen ultrastrukturellen Veranderung der AZ und ihres Vesikelpools am MFB
fuhrt. Neben einer Reduktion, Dezentralisierung und strukturellen Veranderung (eng) ge-
dockter Vesikel — der ultrastrukturellen Messgrof3en von unmittelbar freisetzungsfahigen
Vesikeln — verdichtet sich der distaler lokalisierte Vesikelpool auf zugleich gré3eren, he-
terogenen AZ-Flachen mit erweitertem synaptischem Spalt. Vorliegende Untersuchun-
gen tragen zum Verstandnisgewinn Uber eine zentrale Rolle von RIM1a fiir das Docking
und die Organisation von Vesikeln der AZ im MFB bei. Daruiber hinaus stellen die prazi-
sen ultrastrukturellen Analysen eine morphologische Grundlage fir weiterfuhrende Stu-
dien mit Hilfe modernster Techniken dar, beispielsweise Uber die Auswirkungen der ge-
anderten RIM1a” AZ-Ultrastruktur auf die prasynaptische Plastizitat sowie in Korrelation

zum Gedéachtnis und Lernen der Tiere.






2 Summary

In nervous systems, synapses precisely orchestrate information transfer and memory
formation. Active zones (AZ) are specialized subcellular compartments at the presynap-
tic mesoscale which process synaptic transmission on an ultrastructural level. The AZ
cytomatrix including the essential scaffold protein Rab3 interacting molecule (RIM) ena-
bles exocytosis of synaptic vesicles. A deficiency of the locally most abundant protein
isoform RIM1a diminishes long-term potentiation in a complex central mammalian syn-
apse — the connection of hippocampal mossy fiber boutons (MFB) to cornu ammonis
(CA)3 pyramidal neurons. Behaviourally, these mice present with learning impairment.
The present MD thesis addresses the so far unknown three-dimensional (3D) AZ ultra-
structure of MFBs in acute hippocampal slices of wild-type and RIM1a” mice. In a first
set of experiments, a standardized protocol for near-to-native synaptic tissue preparation
at MFBs using high-pressure freezing and freeze substitution and 3D modelling using
electron tomography was developed and established. Based on the excellent preserva-
tion of synaptic tissue using this protocol, the AZ ultrastructure in both genotypes was
qguantified in detail up to an individual docked synaptic vesicle using custom-written pro-
gramming scripts.

The experiments demonstrate that deficiency of RIM1a leads to multidimensional alter-
ation of AZ 3D ultrastructure and synaptic vesicle pools in MFBs. (Tightly) docked syn-
aptic vesicles — ultrastructural correlates of the readily releasable pool — are reduced,
decentralized, and structurally modified, whereas the more distant vesicle pool clusters
more densely above larger and more heterogenous AZ surfaces with higher synaptic
clefts. The present thesis contributes to a more comprehensive understanding regarding
the role of RIM1a for (tight) vesicle docking and organization at MFBs. Furthermore, the
precise 3D ultrastructural analysis of MFB AZs in this thesis provides the necessary mor-
phological basis for further studies to correlate synaptic ultrastructure with presynaptic
plasticity and memory dysfunction in RIM1a” mice using advanced electrophysiological

and behavioral techniques.






3 Einleitung

3.1 Synaptische Kommunikation

Prinzip der synaptischen Kommunikation

Neuronale Kommunikation beféahigt tierische Organismen, motorische und sensorische
Informationen innerhalb ihres Korpers zu transportieren und zu modifizieren. Speziali-
sierte subzellulare Kontaktbereiche der Nervenzellen (Neurone), sog. Synapsen, bilden
die morphologische Basis, uber die Signale durch elektrische oder chemische Mecha-
nismen unterschiedlicher Starke, Variabilitat und Komplexitat Ubertragen werden. Sy-
naptische Netzwerke aus Neuronenpopulationen (neuronale Netzwerke) ermdglichen in
gesunden Nervensystemen gerichtete, hochkomplexe Verarbeitung von bestehenden
und neuen Informationen. Synaptische Reifung und Aktivitatsanderungen von unter-
schiedlicher Zeitdauer (Plastizitat) innerhalb dieser Netzwerke scheinen grundlegend fir
héhere Kognition und Formation von Gedéchtnis zu sein (Kandel et al. 2012; Abraham,
Jones, and Glanzman 2019; Magee and Grienberger 2020).

Das Bild der synapsis

“So far as our present knowledge goes
we are led to think that the tip
of a twig of the [axon's] arborescence
is not continuous with but merely in contact
with the substance of the dendrite
or cell body on which it impinges.
Such a special connection of one nerve cell
with another might be called a synapsis”
(Foster and Sherrington 1897; Tansey 2022)

Im Jahr 1894 erhielt Ramoén y Cajal fir seine erstmalig erfolgten histologischen Visuali-
sierungen von neuronalen Kontaktbereichen, u.a. des Kleinhirns, die Einladung zur ehr-
wurdigen Croonian Lecture der Royal Society of London (Cajal 1888, 1894). Vor Ort
wurde er bei Anfertigung seiner Vorlesungsabbildungen durch Charles Sherrington, ei-
nen Assistenten des Physiologen Michael Foster, unterstiitzt. 1897 fiihrte Sherrington
fur Cajals Kontaktbereiche zwischen Neuronen in Fosters Textbook of Physiology, 7.
Edition, den heute gebrauchlichen Terminus der synapsis (Altgriechisch cuvémTtw, ver-
knipfen, beriihren) ein (Eccles and Gibson 1979; Liddell, Jones, and Scott 1996; De
Carlos and Molnar 2020; Tansey 2022). Cajal sollten mit einer von Camillo Golgi entwi-
ckelten Silbernitratfarbung in den Folgejahren zahlreiche weitere synaptische Visualisie-
rungen gelingen, u.a. der Retina und des optischen Hirnnervens (systematisch siehe

(Golgi 1873; Cajal 1909), die in ihrer Gesamtheit den Beginn der mikroskopischen



Untersuchungen von Synapsen und ihrer (subzelluldren) Struktur in gegenwartig nahezu
atomarer Aufldsung ebneten (Goodsell, Olson, and Forli 2020; Werner, Sauer, and Geis
2021; Zuber and Lucic 2022).

Synaptische Entitaten

Elektrische Erregung und ihre Weiterleitung folgen dem Prinzip der Balance (Pereda
2014; Kandel et al. 2012). Transmembrane Proteinkandle aus Connexinen bilden die
strukturelle Grundlage elektrischer Synapsen (gap junction), die unter Neuronenpopula-
tionen in schneller und stereotyper Art elektrische Aktivitat weiterleiten und diese mitei-
nander bidirektional koppeln (Connors and Long 2004). Komplexere Erregungsbildung
und -amplifikation auf Einzelzell- und Netzwerkebene, sowohl exzitatorisch als auch in-
hibitorisch, bedirfen funktionell und strukturell spezialisierter chemischer Synapsen
(Gray 1959a; Wichmann and Kuner 2022). Die vorliegende Dissertation fokussiert sich
auf zentrale chemische Synapsen des adulten Maushippocampus, im Besonderen auf
die Ultrastruktur des prasynaptischen Kompartiments, das in den folgenden Kapiteln ein-
gefuhrt werden soll.



3.2  Synaptische Transmission

Ultrastruktur der chemischen Synapse
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Abbildung 1. Die Ultrastruktur einer chemischen Synapse im zentralen Nervensystem der
Maus.

(A) Elektronenmikrographie eines synaptischen Komplexes des hippocampalen Moosfaserbou-
tons (MFBs), der mit einer klassischen Aldehyd-basierten Fixation behandelt wurde. Der synap-
tische Komplex besteht aus Prasynapse (prd), synaptischem Spalt und Postsynapse (post) mit
postsynaptischer Dichte (PSD). (B) Schemazeichnung des Pools aus synaptischen Vesikeln
(SVs) mit kleinen klaren synaptischen Vesikeln (small-clear vesicles, SCVs), grof3en klaren SVs
(large-clear vesicles, LCVs) und SVs mit dichtem Kern (dense-core vesicles, DCVs). (C) Elektro-
nentomographischer Schnitt einer durch Hochdruckgefrierung (HPF) und Gefriersubstitution (FS)
fixierten hippocampalen Présynapse, an der sich ein DCV (unten) und ein SCV (oben) befinden.
(D) Schemazeichnung der zu der AZ (orange-farbige Linie) perisynaptisch lokalisierten Endozy-
tosezone (grun-farbige Linie) fur SVs. (E) Elektronentomographischer Schnitt eines mit HPF/FS
erhaltenen synaptischen Komplexes mit perisynaptischer Endozytosezone (wei3er Pfeilkopf).
Mafstab: (A, E) 250 nm, (C) 25 nm.

Synaptische Transmission als ein elementarer Vorgang der synaptischen Kommunika-
tion involviert synaptische Ultrastruktur — die subzellulare elektronendichte Architektur

einer Synapse, die sich mit der von Ernst Ruska 1930-1931 entwickelten Elektronenmik-
roskopie (EM) visualisieren lasst (Ruska 1987). Die ultrastrukturelle Differenzierung der
Synapse (Abbildung 1A) in einen pra- und postsynaptischen Anteil sowie eine separie-
rende extrazellulare Erweiterung, den synaptischen Spalt, wurde 1954 erstmals von
George Emil Palade und Sanford Louis Palay veroffentlicht und spater als synaptischer
Komplex bezeichnet (Palade and Palay 1954; Palay and Palade 1955; Palay 1956,
1958). In elektronenmikroskopischen Visualisierungen imponieren an der Prasynapse
Cluster von elektronendichten, spharischen Organellen — synaptischen Vesikeln (SVs)
— unterschiedlichen Durchmessers (Sudhof 2013; Henze et al. 2002). So lassen sich

ultrastrukturell Populationen von kleineren (small-clear vesicles, SCVs, ~ 40 nm) und



groRReren klaren SVs (large-clear vesicles, LCVs, > 70 nm) (Amaral and Dent 1981,
Henze et al. 2002; Rollenhagen et al. 2007), partiell auch SVs mit elektronendichtem
Kern (dense-core vesicles, DCVs, ~ 80-200 nm) (De Camilli and Jahn 1990) identifizie-
ren (Abbildung 1B, C) (Peters, Palay, and Webster 1991). Am Fusionsort setzen SVs
als Teil des synaptischen Transmissionsvorgangs Neurotransmittermolekile (erstmals
bei (Heuser et al. 1979; Heuser and Reese 1981)) bzw. DCVs Neuropeptide frei (Salio
et al. 2006). Die postsynaptischen Anteile, die sich intrazellular an der postsynaptischen
Membran anlagern, werden im klassisch Aldehyd-fixierten Gewebe aufgrund ihrer Elekt-
ronendichte als postsynaptische Dichte (PSD) bezeichnet (erstmals morphologisch bei
(Couteaux 1944, 1946)). Nach friiheren Klassifikationen von Gray lasst die Symmetrie
der PSD Aufschluss Uber den exzitatorischen (asymmetrisch, Typ I) oder inhibitorischen
(symmetrisch, Typ Il) Charakter der synaptischen Verbindung zu (Gray 1959a, 1959b),
wohingegen dieses Konzept nach gegenwartigem Kenntnisstand der Komplexitat von
synaptischer Ultrastruktur nicht vollstandig gerecht wird (Klemann and Roubos 2011).
Perisynaptisch treten ultrastrukturell Zonen der Endozytose hervor, in denen Membran-
anteile ehemals fusionierter SVs invaginiert werden und als in Teilen verzweigte endo-
somale Strukturen in raumlicher Nahe zur SV-Population lokalisieren (Abbildung 1D, E)
(erstmals bei (Heuser and Reese 1973; Sudhof 2013; Chanaday et al. 2019). Die Visu-
alisierung von ultrastrukturellen Elementen an chemischen Synapsen wird inshesondere
in den vergangenen 20 Jahren durch die Kombination von speziellen Techniken des
schnellen Gefrierens (rapid freezing), des Hochdruckgefrierens (high-pressure freezing,
HPF), der Gefriersubstitution (freeze substitution, FS) und hochauflésender dreidimen-
sionaler (3D) EM stetig erweitert. Unter besonderem Fokus stehen komplexe elektro-
nendichte Filamente und Geriistmaterial, die sich zwischen SVs, SVs und prasynapti-
scher Membran und im synaptischen Spalt lokalisieren und tiefergehend in folgenden
Kapiteln betrachtet werden (Landis et al. 1988; Hirokawa et al. 1989; Harlow et al. 2001;
Siksou et al. 2007; Siksou et al. 2009; Fernandez-Busnadiego et al. 2010; Stigloher et
al. 2011; Fernandez-Busnadiego et al. 2013; Hallermann and Silver 2013; Imig et al.
2014; Cole, Chen, and Reese 2016; Neher and Brose 2018; Li et al. 2019;
Radhakrishnan et al. 2021; Zuber and Lucic 2022).



Physiologie der synaptischen Transmission

#® ‘ccc

postsyn.
AP u Rezeptor
_ . ®s* NT
/ Prasynapse \\Depolarisation
[ ) 3 N
_ () & \\\ N

D & :
D o @ @ Ca
LA AR N o
A A\ [ as
D EE) D) g
P ) C-)\'yﬁ N TR el
{ B Vi raras S SRR \3
\ Wy
Postsynapse

postsyn.
Signal

Abbildung 2. Ablauf der synaptischen Transmission an einer synaptischen Terminalen.
Das Aktionspotential (AP, Pfeil mit Doppelspitze) fuhrt zu einer Depolarisation der Plasmamemb-
ran (magenta-grauer Pfeil) und zum Calciuminflux durch spannungsgesteuerte Calciumkanéle
(voltage gated calcium channel, VGCC). Die dadurch initiierte SV-Exozytose an der Aktiven Zone
(AZ) bewirkt eine Freisetzung von Neurotransmittern (NT) in den synaptischen Spalt, die an post-
synaptische (postsyn.) Rezeptoren diffundieren. Dies fuihrt durch Offnen/Verschluss von lonen-
kanélen zu einem exzitatorischen oder inhibitorischen postsynaptischen Potential (EPSP, IPSP).
Im Fall einer exzitatorischen synaptischen Verbindung kann ein EPSP zur Generierung eines APs
fuhren bzw. dazu beitragen (Pfeil mit Doppelspitze).

Die physiologische Entschliisselung der synaptischen Transmission auf Einzelzellebene
gelang den britischen Physiologen Alan Lloyd Hodgkin, Andrew Fielding Huxley und Ber-
nard Katz Mitte des 20. Jahrhunderts (Abbildung 2): Das prasynaptische Aktionspoten-
tial (AP) propagiert bedingt durch eine veranderte Leitfahigkeit der Plasmamembran fir
Kalium-/Natriumionen mit konstanter Geschwindigkeit zu dessen Endigung, dem prasy-
naptischen Terminal. Dies bewirkt eine Offnung der durch die Membranspannung ge-
steuerten prasynaptischen Calciumkandle (voltage gated calcium channel, VGCC)
(Hodgkin 1937a, 1937b; Hodgkin, Huxley, and Katz 1949; Hodgkin and Katz 1949;
Hodgkin, Huxley, and Katz 1952). Der zytosolisch gerichtete Influx von Calciumionen ist
entscheidender Signalgeber der Exozytose von SVs (Fatt and Katz 1952; Katz and
Miledi 1965a). Freigesetzte Neurotransmittermolekiile diffundieren durch den synapti-
schen Spalt an postsynaptischen Rezeptoren (Katz 1969). Die Exozytose der Transmit-
termolekiile geschieht in Einheiten ahnlicher Molekilanzahl, sogenannter Quanten (Fatt
and Katz 1952; Del Castillo and Katz 1954). Die Aktivierung der postsynaptischen Re-
zeptoren bewirkt eine Offnung/Verschluss postsynaptischer lonenkanéle (Fatt and Katz
1951). Das Zeitintervall zwischen ankommendem AP und Aktivierung der postsynapti-
schen Rezeptoren von weniger als einer Millisekunde bis zu mehreren Millisekunden

wird als synaptische Latenz bezeichnet (Katz and Miledi 1965b) und lasst eine



quantitative Charakterisierung der Kinetik spezifischer Synapsen zu. Die postsynapti-
schen lonenstrome erzeugen eine Anderung des postsynaptischen Membranpotentials,
die entweder einem exzitatorischen oder inhibitorischen postsynaptischen Potential
(EPSP bzw. IPSP) entspricht. Im Falle einer exzitatorischen Verbindung kann dies die
Generierung eines APs bewirken bzw. dazu beitragen (Fatt and Katz 1952; Katz 1969).
Anderungen der synaptischen Aktivitat Giber Millisekunden, Minuten oder Jahre, die
durch Zu- oder Abnahme der AP-Frequenz und/oder AP-Amplitude mit einer verander-
ten synaptischen Ubertragungsrate einhergehen, werden abhangig von ihrer Dauer als
synaptische Kurz- (short-term plasticity, STP) bzw. Langzeitplastizitat (long-term plasti-
city, LTP) bezeichnet. Die Kombination aus synaptischer Grundaktivitdt und synapti-
schen Aktivitatsveranderungen wird strukturell im Besonderem vom prasynaptischen
Kompartiment der Aktiven Zonen (AZ) getragen (Atwood and Karunanithi 2002; Kandel
2009; Regehr 2012; Castillo 2012).
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3.3 Prasynaptische Aktive Zonen

Konzept
Aktive Zone (AZ) | B

A . :
connectors g k{
OOz Ity

tethers g
~S @' ;

DA

PSD

Cytomatrix der AZ

Bassoon/Piccolo

Munc13
ELKS/a-Liprin ,P\ Ve

AZ-Membran

Abbildung 3. Prasynaptische Aktive Zonen.

(A) Schemazeichnung einer AZ an einer chemischen Saugersynapse des zentralen Nervensys-
tems mit SV-Pool, der durch elektronendichte Filamente zwischen den SVs (connectors) verbun-
den ist. SVs werden mit Hilfe von elektronendichten Filamenten (tethers) an der AZ-Membran
angehaftet und zu dieser bewegt. Gegenlberliegend zur AZ-Membran befindet sich die an der
postsynaptischen Membran befestigte PSD. (B) Elektronentomographischer Schnitt einer AZ im
hippocampalen MFB aus einem HPF/FS-Praparat mit integrierter 3D-Modellierung (siehe Metho-
den). (C) Schemazeichnung einer VergréRerung des in Bildteil A durch eine gestrichelte griine
Linie eingefassten Bereichs der AZ-Cytomatrix (CAZ). Die AZ-Proteine sind als Striche eingefigt.
lhre individuellen Proteindomanen werden damit nicht abgebildet. Mal3stab: (B) 100 nm. Bildteil
B ist eine modifizierte Darstellung der Abbildung 1, Bildteil E, der dazugehérigen Originalpublika-
tion der Promovendin (Lichter et al. 2022).

Seit den 1960er Jahren existiert das von René Couteaux postulierte Struktur-Funktions-
konzept der spezialisierten prasynaptischen Kompartimente, sog. zones actives (Abbil-
dung 3A, B) (Couteaux and Pecot-Dechavassine 1970), durch die — funktionell definiert
— Calcium getriggerte SV-Exozytose orchestriert und synaptische Transmission mit ho-
her zeitlicher und 6rtlicher Prazision vermittelt wird (Zhai and Bellen 2004; Stidhof 2012;
Ackermann, Waites, and Garner 2015; Emperador-Melero and Kaeser 2020). Nach Cou-
teaux und Pecot-Dechavassine entspricht die AZ strukturell dem Anteil der prasynapti-
schen Plasmamembran mit elektronendichtem Material (EDM), an dem SV-Exozytose
stattfindet (Couteaux and Pecot-Dechavassine 1970). Bis heute verbleibt die molekulare
Feinmechanik der AZ als wesentliches Element des Transmissionsvorgangs nicht voll-
standig entschlisselt, obgleich eine Vielzahl der molekularen Bestandteile bekannt sind
(Takamori et al. 2006; Sudhof 2012; Reshetniak et al. 2020). Eine erste Verschriftlichung
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des Terminus der AZ — hervorgehend aus einer persénlichen Kommunikation mit René
Couteaux — existierte bereits in John Eccles 1964 erschienenem Lehrbuch ,The physio-
logy of synapses® (Eccles 1964; Tsuji 2006). Die Erforschung der Funktionsweise einer
AZ ist nicht allein fur das Verstandnis von synaptischer Transmission und Plastizitat
wichtig, sondern auch fur die molekulare Charakterisierung der Pathogenese zahlreicher
neurologischer und psychiatrischer Erkrankungen, fir deren Entwicklung oder Verlauf
Dysfunktionen prasynaptischer AZ-Elemente eine Rolle spielen konnten. Dieses Wissen
ist fur die Entwicklung von modernen nanotechnologischen Therapieanséatzen, z.B. gen-
therapeutischen Verfahren, unerlasslich (Waites and Garner 2011; Asan et al. 2016;
Huang et al. 2020; Zieger and Choquet 2021; Bonnycastle, Davenport, and Cousin
2021).

Morphologie der AZ

Die Morphologie der AZ ist als struktureller Motor der prasynaptischen Nanophysiologie
zu begreifen. Die Cytomatrix der AZ (CAZ) besteht aus AZ-Proteinen mit spezialisierten
Proteindomanen, die durch ihre Lokalisation und Anzahl die AZ spezifizieren (Stidhof
2012). Neben der CAZ sind entsprechend der Definition nach Couteaux die AZ-Memb-
ran als prasynaptischer Plasmamembrananteil, an dem SV-Exozytose stattfindet, sowie
der membrannahe SV-Pool weitere AZ-Strukturelemente. Zu den evolutionsbiologisch
hochkonservierten Kernproteinen der AZ in der Saugersynapse zahlen die Gerustprote-
ine Rab3 interacting molecule (RIM), welches durch seine Doméneninteraktionen mit
wesentlichen AZ-Strukturelementen als zentraler Organisator gilt und dessen Isoform
RIMla Forschungsgegenstand vorliegender Dissertation ist, sowie RIM binding protein
(RIM-BP), Munc13 (mammalian homolog of Caenorhabditis elegans uncoordinated gene
13), a-Liprin und ELKS (protein rich in the amino acids E, L, K and S) (Abbildung 3C)
(Sudhof 2012). Die Proteine Piccolo and Bassoon unterstiitzen als lange zytosolische
Filamente die Organisation des synaptischen SV-Pools (Gundelfinger, Reissner, and
Garner 2015). Um synchrone oder asynchrone Fusionen der Vesikel an Freisetzungs-
stellen (release sites) innerhalb der AZ zu gewahrleisten, interagiert die CAZ eng mit
Calciumsensoren und einem Proteinkomplex aus soluble N-ethylmaleimide-sensitive-
factor attachment receptor (SNARE)- und Sec1/Muncl8 (SM)-like-Proteinen (Sudhof
2013; Pulido and Marty 2017). Zu den auf der &uRR3eren Vesikelmembran lokalisierten
Calciumsensoren zahlen z.B. Rab3 (Geppert et al. 1997) oder Synaptotagmine (Perin et
al. 1991). Die in Teilen elektronendichte CAZ aus Kernproteinen ankert nach axonalem
Transport an der AZ-Membran (Emperador-Melero and Kaeser 2020). Die Flache und

Ausdehnung einer AZ-Membran wird ultrastrukturell neben der Prasenz von an ihr
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gedockten SVs durch die Ausdehnung der korrespondierenden PSD an der postsynap-
tischen Membran definiert (Abbildung 3A, B). Aufgrund der unterschiedlichen Anforde-
rungen an synaptische Signalweitergabe ist die Morphologie der AZ divers und differiert
abhangig von ihrem Aktivitatsstatus, innerhalb einer Synapse, eines Synapsentyps, ei-
nes Organismus und/oder unter Organismen (Atwood and Karunanithi 2002; Zhai and
Bellen 2004; Ehmann et al. 2014; Ackermann, Waites, and Garner 2015; Pauli et al.
2021). Die Diversitat der AZ-Morphologie lasst sich anhand der AZ-Ultrastruktur in etab-
lierten experimentellen Modellsynapsen exemplifizieren: An der AZ der neuromuskula-
ren Endplatte (neuromuscular junction, NMJ) in Drosophila melanogaster befindet sich
eine zweidimensional T-férmige (T-bar) bzw. 3D fontanenartige elektronendichte Struk-
tur u.a. aus Molekilen des prasynaptischen AZ-Proteins und ELKS-Homologs Bruchpi-
lot, das vielfach in Form langer filamentdser Projektionen ins Zytosol hineinragt und plas-
tizitatsabhangig seine molekulare Geometrie andern kann (Kittel et al. 2006; Wagh et al.
2006; Ehmann et al. 2014; Ehmann, Owald, and Kittel 2018; Mrestani et al. 2021; Paul
et al. 2022). In Caenorhabditis elegans entspricht die AZ an cholinergen NMJs einer
kompakt gelagerten Struktur mit elektronendichten Projektionen, tber die die SVs ver-
bunden sind und im Falle einer Defizienz der AZ-Proteine unc-10 (RIM), unc-13
(Munc13), syd-2 (a-Liprin) delokalisieren (Stigloher et al. 2011; Weimer et al. 2006). An
der NMJ des Frosches formiert sich eine charakteristische gratformige AZ mit langlicher,
zweireihiger SV-Anordnung mit funktionell unterschiedlichen elektronendichten Struktu-
ren (ribs, beams, pegs) (Harlow et al. 2001). Auch die AZ-Architektur von chemischen
Synapsen des zentralen Nervensystems im Sauger wird durch elektronendichte Fila-
mente unterschiedlicher Form und Lange gepragt, die SV-Populationen (SV-Pool) un-
tereinander in AZ-Nahe organisieren (connectors) bzw. Anker- (tethers) und Dockver-
bindungen zwischen SVs und der AZ-Membran herstellen (Abbildung 3A) (Landis et al.
1988; Hirokawa et al. 1989; Siksou et al. 2007; Siksou et al. 2009; Fernandez-
Busnadiego et al. 2010; Fernandez-Busnadiego et al. 2013; Cole, Chen, and Reese
2016; Radhakrishnan et al. 2021). Dieses EDM scheint trotz nicht vollstandiger moleku-
larer Entschlisselung wesentlich fur die Funktionsweise einer AZ zu sein (Fernandez-
Busnadiego et al. 2010; Fernandez-Busnadiego et al. 2013; Hallermann and Silver
2013).

Funktionen der AZ

Grundaktivitat und (prasynaptische) Plastizitat flexibel zu adaptieren und in den moleku-
laren Vorgang der SV-Exozytose zu transformieren, sind Kernaufgaben der (C)AZ
(Atwood and Karunanithi 2002; Kittel and Heckmann 2016; Jackman and Regehr 2017,
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Monday, Younts, and Castillo 2018). Die SV-Exozytose besteht aus den konsekutiven
Vorgangen einer Bewegung des SVs zur AZ-Membran (tethering), der Vermittlung eines
direkten Kontaktes zwischen dieser und der au3eren SV-Membran (docking), der Ver-
setzung des SVs in einen fusionsbereiten Zustand (priming) und schlieB3lich der Forma-
tion einer Fusionspore bzw. der Fusion des SVs (Sudhof 2013). Dies impliziert als Funk-
tion auch die raumliche Organisation eines membrannahen freisetzungsfahigen SV-
Pools (readily releasable pool, RRP), dessen ultrastrukturelles Korrelat nach einer gan-
gigen Definition die Anzahl von gedockten SVs an der AZ-Membran darstellt (Rizzoli and
Betz 2004; Imig et al. 2014; Neher 2015; Kaeser and Regehr 2017). Aufgrund der be-
schriebenen Funktion der Calciumionen als Trigger der SV-Exozytose erfordern die Cal-
ciumsensoren auf der au3eren SV-Membran eine rdumliche Anordnung zu VGCCs und
umgekehrt (Miki et al. 2017; Rebola et al. 2019). Dieser als Kopplung (coupling) bezeich-
nete AZ-Prozess bestimmt die Freisetzungswahrscheinlichkeit des SVs und damit Re-
aktionsfreudigkeit einer Synapse (Eggermann et al. 2011; Neher 2015; Dolphin and Lee
2020). Die Kombination aus Kopplungsdistanz, der Grol3e des RRPs, der Art des Calci-
umsensors und der endogenen Pufferfahigkeit fur Calcium reguliert die synaptische Ef-
fizienz (Vyleta and Jonas 2014; Chen and Jonas 2017). Eine weitere Aufgabe der AZ
besteht in der Vermittlung von transsynaptischen Organisationsprinzipien, z.B. soge-
nannten transsynaptischen Nanosaulen bzw. Nanoeinheiten zur strukturellen Befesti-
gung/Lokalisation prasynaptischer Elemente in Relation zu z.B. postsynaptischen Re-
zeptorclustern (Tang et al. 2016; Martinez-Sanchez et al. 2021). Auf molekularer Ebene
scheinen u.a. synaptische Adhasionsmolekile, wie Neurexine (Trotter et al. 2019) und
Neuroligine (Ramesh et al. 2021), bzw. Lipide, z.B. das Phospholipid Phosphatidylinosi-
tol-4,5-bisphosphat (PIP2) (de Jong et al. 2018), involviert zu sein. Diese Strukturadapti-
onen sind hdchstwahrscheinlich ebenso flir synaptische Plastizitat bzw. die Plastizitat

der AZ relevant (Biederer, Kaeser, and Blanpied 2017).
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3.4 Raba3 Interacting Molecule 1a
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Abbildung 4. RIM-Isoformen des Saugers.

(A) Schemazeichnung der sieben RIM-Isoformen des Saugers inklusive der Proteindoménen und
Splice-Stellen (a, b, ¢). (B) Bindungspartner und mdgliche Funktionen (blau) der ausgewahlten
Domanen des Proteins. Abklirzungen: a = alpha-Helix, AZ = Aktive Zone, LTP = Langzeitplasti-
zitat, PIP2 = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, PKA = Proteinkinase A, Pr = release probability
(Freisetzungswahrscheinlichkeit eines Vesikels), RRP = readily releasable pool, SV = synapti-
scher Vesikel, S413 = Serin413, VGCC = voltage gated calcium channel, Zn-F = Zinkfinger-Do-
mane.

Innerhalb einer AZ sind RIM-Proteine und ihre Homologe am Tethering, Docking und
Priming der SVs, an der Rekrutierung von VGCCs sowie an Plastizititsmechanismen
beteiligt (Mittelstaedt, Alvarez-Baron, and Schoch 2010; Sudhof 2012; Emperador-
Melero and Kaeser 2020). Vorliegende Dissertation untersucht die strukturelle Rolle der
im Maushippocampus haufigsten Isoform RIM1a an AZs der exzitatorischen Synapse

des hippocampalen Moosfaserboutons (MFB) zu im Cornu ammonis (CA)3 befindlichen
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Pyramidalzellen in einem murinen Knock-Out (KO) Modell (Abbildung 4A) (Schoch et
al. 2006). In der folgenden Charakterisierung von RIM findet die ausgewahlte Synapse
besondere Beachtung.

Proteinfamilie

RIMs sind Multidomanenproteine modularen Aufbaus bestehend aus flnf Proteindoma-
nen (N-terminaler Zinkfinger, PDZ, C,A, PxxP (Prolin reiches Motiv), C2B), die in Inver-
tebraten Uber ein singulares Rim/uncl0-Gen und in Vertebraten tber die vier Gene
Rims1-4 kodiert werden (Mittelstaedt, Alvarez-Baron, and Schoch 2010; Kaeser et al.
2012). Die Strukturen der sieben RIM-Isoformen (RIM1a, RIM1B, RIM2a, RIM23, RIM2y,
RIM3y, RIM4y) unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung von Proteindomanen und
drei Splice-Stellen, was in unterschiedlichen Interaktionen innerhalb einer AZ resultiert
(Abbildung 4A). a-RIMs enthalten alle Domanen und Splice-Stellen, wahrend RIM13
die Rab3 bindenden a-Helices bzw. RIM2B3 die gesamte Zinkfingerdomane sowie die
dort lokalisierte Splice-Stelle A fehlt. Sowohl a- als auch B-RIMs kénnen durch alternati-
ves Splicing variiert werden, obgleich dessen Bedeutung nicht vollstéandig geklart ist.
Neben RIM2y bestehen die beiden Isoformen RIM3y und RIM4y, die von den beiden
kleineren Genen Rims3-4 kodiert werden, aus einer C-terminalen C,B-Domé&ne sowie
einer flankierenden spezifischen Aminosaurensequenz (Wang, Sugita, and Sudhof
2000; Wang and Sudhof 2003).

Spezialisierte Proteindomanen und ihre Funktionen

Die unterschiedlichen Proteindoméanen in den RIM-Isoformen stellen eine strukturelle
Verbindung zu der Ubrigen AZ-Cytomatrix, VGCCs sowie der AZ-Membran her und sind
so entscheidend fir die AZ-Funktionen von sowohl RIM im Allgemeinen als auch der
Isoformen im Speziellen (Abbildung 4B). Uber die vor dem Zinkfinger lokalisierten a-
Helices binden a-RIMs an die kleinen GTP-bindenden Proteine Rab3a und Rab27 auf
der Vesikelmembran (Wang et al. 1997; Wang, Sugita, and Stdhof 2000; Fukuda 2003),
deren alleinige Defizienz — im Fall von Rab3a — das LTP in hippocampalen Moosfaser-
boutons beeintrachtigt (Castillo et al. 1997). Der Zinkfinger selbst interagiert mit der
C,A-Domaéne von Munc13-1 und ubMunc13-2 (Andrews-Zwilling et al. 2006). RIM unter-
bricht durch seine heterodimere Komplexbildung mit Munc13-1 dessen Homodimerisie-
rung und nahert die SVs, zusammen mit Rab3a/27, rdumlich an die fur das SV-Priming
notige Komposition aus Muncl13-Molekilen an (Dulubova et al. 2005; Lu et al. 2006;
Gracheva et al. 2008; Camacho et al. 2017; Zarebidaki et al. 2020; Radhakrishnan et al.
2021). Dies kann als strukturelles Korrelat des SV-Dockings begriffen werden (Sudhof
2012). Eine Defizienz von RIM1la fuhrt zu einer 60-70% Reduktion der Muncl3-1
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Proteinlevel im Gewebe (Schoch et al. 2002). Ein Verlust der Interaktion zwischen RIM
und Muncl3-1 kann sowohl die Fusionsbereitschaft der SVs als auch die Gro3e des
RRPs beeintrachtigen (Betz et al. 2001; Dulubova et al. 2005). Die Funktion des RIM-
Munc13-Heterodimers an der AZ differiert jedoch unter Organismen, z.B. C. elegans (Liu
et al. 2019).

Die PDZ-Domane von RIM interagiert mit dem C-Terminus des ebenso fur Docking und
Priming relevanten AZ-Kernproteins ELKS (Wang et al. 2002; Ohtsuka et al. 2002; Lu et
al. 2005; Held, Liu, and Kaeser 2016; Kawabe et al. 2017; Dong et al. 2018). Die Inter-
aktion beider Gerustproteine ist fur die Lokalisation von RIM1, die strukturelle Gesamt-
heit der AZ-Cytomatrix sowie sowohl fiir das gegenseitige Proteinlevel als auch das der
Ubrigen AZ-Kernproteine relevant (Ohtsuka et al. 2002; Kaeser, Kwon, Chiu, et al. 2008;
Kaeser et al. 2009; Wang et al. 2016; Wong et al. 2018; Tan et al. 2022). VGCCs des N-
und P-/Q-Types als zweite bedeutende Bindungspartner der PDZ-Domé&ne kdnnen
durch die Interaktion in Vesikelnahe rekrutiert und lokalisiert werden, wodurch RIM eine
tragende Rolle in der Kopplung zwischen SV und VGCC zukommt (Kaeser et al. 2011;
Han et al. 2011; Graf et al. 2012).

Die Funktion der beiden nicht Calcium bindenden C2-Domaéanen gilt weiterhin als enig-
matisch. Fur die C;A-Doméane von RIM2 ist die Bildung eines Heterodimerkomplexes
mit dem langen Geriistprotein Piccolo beschrieben. Dies wiirde die Geristfunktion von
RIM unterstitzen (Fujimoto et al. 2002). Die 2005 veroffentlichte Kristallstruktur C,A-
Domane weist hingegen — anders als in vitro beschrieben — keine hohe Bindungsaffinitat
zu den SNARE-Proteinen Synaptotagmin-1 und SNAP-25 auf (Coppola et al. 2001; Dai
et al. 2005). Eine G-zu-A-Punktmutation im kodierenden Abschnitt fir die C.A-Domane,
die im Menschen zu einer autosomal-dominanten Zapfen-Stabchen-Dystrophie (cone-
rod dystrophy) CORD?7 fuhrt (Johnson et al. 2003; Michaelides et al. 2005), bewirkt u.a.
eine Veranderung VGCC-Strome an der AZ (Miki et al. 2007) sowie — untersucht in Dro-
sophila — eine Zunahme des RRPs (Paul et al. 2022). Die C,B-Domane scheint die Ki-
netik von VGCCs u.a. durch Interaktion mit deren B4-Untereinheit zu modulieren
(Kiyonaka et al. 2007; Uriu et al. 2010). Unter mdglichen weiteren beschriebenen Bin-
dungspartnern der C,B-Domane konnten das AZ-Kernprotein a-Liprin und das SNARE-
Protein Synaptotagmin-1 durch die entschlisselte Kristallstruktur der C,B-Doméne nicht
vollstandig bestatigt werden (Coppola et al. 2001; Schoch et al. 2002; Guan et al. 2007).
Fragmente beider C,-Domanen verbessern zumindest teilweise prasynaptische Ubertra-

gung bei Defizienz aller anderen RIM-Doménen (Kaeser et al. 2011). Jungst konnte die
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Bindung der C;B-Doméne zu in der Membran befindlichem PIP, nachgewiesen werden
(de Jong et al. 2018).

Das zwischen den C,-Domaénen lokalisierte Prolin reiche PxxP-Motiv bindet an die
zweite Src homology 3 (SH)-Domane des in Teilen zu RIM funktionell redundanten AZ-
Kernproteins RIM-BP und etabliert — am ehesten zur VGCC-Lokalisation — ein womog-
lich durch Phasenseparation geformtes triadisches Cluster aus RIM, RIM-BP und
VGCCs (Hibino et al. 2002; Acuna, Liu, and Sudhof 2016; Wu et al. 2019; Kushibiki et
al. 2019; Butola et al. 2021). Ein Verlust der Interaktion von RIM, RIM-BP2 mit Munc13-
1 scheint die Fusion und Freisetzungswahrscheinlichkeit von SVs u.a. auch an hippo-
campalen MFB-Synapsen zu beeintrachtigen (Brockmann et al. 2019; Brockmann et al.
2020).

Funktionen in synaptischer Aktivitat, Plastizitat und Verhalten

Singulare und doppelte KO-Studien in Mausen der RIM1/2-Isoformen haben in den letz-
ten beiden Jahrzehnten versucht, deren spezifischen Einzelfunktionen herauszuarbei-
ten. Wahrend eine singuléare RIM1a- oder RIM2a-Defizienz fir Mause vital und fortpflan-
zungsfahig ist, versterben diese im doppelten KO (RIM1a/B, RIM1a/2a) kurz nach bzw.
wenige Tage nach der Geburt (Schoch et al. 2002; Schoch et al. 2006). Auf Verhaltens-
ebene zeigen RIM1a defiziente Mause ausgepragte Einschréankungen im Lernverhalten
(Powell et al. 2004). Neben der Beeintrachtigung von Plastizitdtsmechanismen in aus-
gewahlten inhibitorischen Verbindungen (Chevaleyre et al. 2007; Kaeser, Kwon, Chiu,
et al. 2008; Lachamp, Liu, and Liu 2009) verandern die Abwesenheiten von RIM1a und
RIM1a/B in elektrophysiologischen Messungen vor allem prasynaptisch exprimiertes
Proteinkinase (PKA)-abhangiges LTP in betreffenden exzitatorischen Synapsen (Castillo
et al. 2002; Lonart et al. 2003; Simsek-Duran, Linden, and Lonart 2004; Fourcaudot et
al. 2008; Pelkey et al. 2008). Prominentes Exemplum ist die vorliegend untersuchte Sy-
napse des hippocampalen MFBs auf CA3-Pyramidalzellen, deren Basalaktivitat und
STP unbeeintrachtigt verbleibt (Castillo et al. 2002). RIM1a besitzt eine spezifische Bin-
dungsstelle (S413) fur u.a. PKA, die jedoch gebunden an RIM1a nicht kausal die LTP-
Veranderungen zu erklaren vermag (Lonart et al. 2003; Kaeser, Kwon, Blundell, et al.
2008). Vielmehr scheint die beschriebene Interaktion der a-RIMs mit Rab3a/b relevant
zu sein (Castillo et al. 1997; Huang et al. 2005; Tsetsenis et al. 2011). In Synapsen mit
postsynaptischer NMDA-Rezeptor-abhéngiger LTP, wie in denen der hippocampalen
Schafferkollateralen auf CAl-Pyramidalzellen, bewirkt eine Defizienz von RIM1a bzw.
RIM1a/B Veranderungen in Bezug auf Wahrscheinlichkeit und Kinetik der (asynchronen)

Vesikelfreisetzung, des SV-Primings als auch der STP (Castillo et al. 2002; Schoch et
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al. 2002; Calakos et al. 2004; Kaeser, Kwon, Chiu, et al. 2008). Dass diese dichotome
Trennung nach pra- oder postsynaptischer LTP-Expression den spezifischen Funktionen
von RIMla und RIM1a/B nicht vollstandig gerecht wird, lasst sich an der zerebellaren
Parallelfaser-zu-Purkinjezell-Synapse exemplifizieren. Diese zeigte zwar Veranderun-
gen ihrer klassisch PKA-abhangigen LTP in den KO-Modellen (Castillo et al. 2002;
Lonart et al. 2003; Simsek-Duran, Linden, and Lonart 2004), jedoch konnte eine neuere
Studie diesen Phanotyp nicht reproduzieren und beschreibt eine STP-Veranderung bei
RIM1a-Defizienz (Kintscher et al. 2013). Jingste Studien zeigen, dass die Isoformen
RIM2a/B moglicherweise uber die C.B-Domane und in Interaktion mit RIM-BP2 spezi-
fisch in die Lokalisation von Cayl.3-Kandlen an auditorischen Synapsen der sensori-
schen inneren Haarzelle eingebunden sind (Jung et al. 2015; Picher et al. 2017; Ortner
et al. 2020). An der Synapse der Stabchen-Photorezeptoren wurde diese Funktion von
RIM2 — der dort am haufigsten exprimierten Isoform — auch fur Cay1.4-Kanéale demons-
triert (Lohner et al. 2017; Dembla et al. 2020). Auch scheint RIM2a eine starkeren Supp-
ressionseffekt auf die spannungsabhéngige Inaktivierung von Cay2.1-Kanélen zu besit-
zen als RIM1a (Hirano et al. 2017). Obgleich im Gegensatz zu RIM1a bzw. RIM1a/3
RIM2a-KO-Mause alleinig keine Veranderungen in Basalaktivitat und Plastizitat aufwei-
sen, fordern diese jungsten Studien die Perspektive auf RIM2a als in seiner Funktion
redundante Isoform zu RIM1a heraus (Schoch et al. 2006). Dahingegen wird die Funk-
tion von RIM1B als zu RIM1a Uberlappend angenommen (Kaeser, Kwon, Chiu, et al.
2008). Nur wenige Studien widmen sich schlielich der Funktion von y-RIMs (Wang and
Sudhof 2003), die zum einen, RIM3y und RIM4y betreffend, in die Verzweigung neuro-
naler Axone und Dendriten involviert zu sein scheinen (Alvarez-Baron et al. 2013) und
zum anderen, im Fall von RIM3y, mdglicherweise mit Cayl.3-Kanélen interagieren
(Picher et al. 2017).

RIM und AZ-Ultrastruktur

Veréanderungen, die im Rahmen von RIM-Defizienzen in unterschiedlichen Organismen,
Synapsen und synaptischen Gewebepraparationen demonstriert wurden, betreffen vor
allem die Gr6RRe des (gedockten) SV-Pools, dessen Lokalisation sowie die Prasenz von
EDM. Eine alleinige Defizienz der Isoform RIM1a liel3 in klassisch Aldehyd fixiertem Ge-
webe keine ultrastrukturellen Anderungen der AZ erkennen (Castillo et al. 2002), wohin-
gegen Kryoelektronentomographie auf eine tragende Rolle dieser Isoform fur die AZ-
Struktur am Beispiel von kortikalen Synaptosomen hinweist (Fernandez-Busnadiego et
al. 2013). Diese zeigen eine Reduktion des (gedockten) SV-Pools sowie eine Reduktion

der sog. tethers. Sowohl in klassisch Aldehyd fixierten als auch hochdruckgefrorenen
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hippocampalen Zellkulturen weisen die AZs bei Defizienz von RIM1, RIM2 bzw. RIM1/2
einen reduzierten Pool an gedockten SVs auf (Deng et al. 2011; Kaeser et al. 2011,
Zarebidaki et al. 2020). Ein ahnliches Bild einer hauptsachlichen Reduktion des in Teilen
delokalisierten gedockten SV-Pools sowie einer Reduktion des EDMs (reduzierte T-
bars) weisen AZs bei Defizienz der RIM-Homologe in der Fliege (uncl0, Fife) und im
Fadenwurm (uncl0, Clarinet) auf (Koushika et al. 2001; Gracheva et al. 2008; Stigloher
et al. 2011; Xuan et al. 2017; Bruckner et al. 2017).

3.5 Hippocampale Moosfaserboutons

3.5.1 Hippocampus

Anatomie der hippocampalen Formation

Auf morphologischer Ebene differenziert man zwischen Hippocampus und Hippocam-
pusformation (Formatio hippocampi), zu welcher der Hippocampus als anatomischer Be-
standteil zahlt. Der Hippocampus proper umfasst das CA, die Formatio hippocampi zu-
satzlich Gyrus dentatus (DG), Subiculum, Presubiculum, Parasubiculum und Area en-
torhinalis (Andersen 2007). Das CA wird zytoarchitektonisch nach klassischer Definition
in CA1-CA4 differenziert (Lorente De N6 1934). In neueren Einteilungen, insbesondere
des humanen Hippocampus, entsprechen die hilaren Pyramidalzellen der CA4-Region
aufgrund ihrer anatomischen Verwandtschaft zu CA3-Pyramidalzellen der hilaren CA3-
Region (CA3h) (Lim et al. 1997; Ding and Van Hoesen 2015).

A B
CA3-Pyramidalneurone

CA3 \ \“_ﬂ‘\
\})\x ¥ DG
)

-

=)

CA4/CA3h

Abbildung 5. Der trisynaptische Schaltkreis des Hippocampus.

(A) Vereinfachte Schemazeichnung des trisynaptischen Schaltkreises im Hippocampus. Das
Konzept nimmt eine unidirektionale Verbindung aus drei Synapsen an: i) der Synapse zwischen
Afferenzen aus dem entorhinalen Cortex (griine Pfeile) und der Kérnerzellen des Gyrus dentatus
(DG) (orange), ii) der Synapse zwischen den als Moosfasern (MF, orange-farbiger Pfeile) be-
zeichneten Axonen der Kérnerzellen (orange) und den CA3-Pyramidalzellen (magenta), iii) der
Synapse zwischen den Schaffer-Kollateralen (magenta-farbiger Pfeil) von Axonen der CA3-Py-
ramidalzellen und der CA1-Pyramidalzellen (dunkelrot). (B) Vereinfachte Schemazeichnung der
supra- (1), intra- (2) und infrapyramidalen (3) MF-Bundel, die in die CA3-Region verlaufen. Wei-
tere in DG und CA3 lokalisierte Neuronentypen, z.B. Mooszellen, Parvalbumin positive Korbzellen
und Somatostatin positive Interneurone, sind in dieser Zeichnung nicht dargestellt.
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Als vereinfachtes anatomisches Modell der synaptischen Projektionen dient die An-
nahme des exzitatorisch trisynaptischen Schaltkreises (Abbildung 5A), beginnend mit
dem Tractus perforans als exzitatorische Projektion aus dem entorhinalen Cortex auf die
Kornerzellen (granule cells, GC) im DG. Diese senden ihre als Moosfasern (MF) be-
zeichneten Axone in mehreren Bindeln zu den Pyramidalzellen der CA3-Region. Die
Axone der CA3-Pyramidalzellen bilden Uber Kollateralen (Schaffer-Kollateralen) synap-
tische Verbindungen zu den Pyramidalzellen der CAl-Region aus. Intrahippocampal
existieren zahlreiche synaptische Assoziationsverbindungen, die insbesondere das Au-
toassoziationssystem in der CA3-Region bedienen (Witter 2007).

Deklaratives Gedéachtnis, raumliche Orientierung und Verhalten

Der Hippocampus ist nach tbereinstimmender Forschungsmeinung fur die Verschlis-
selung, Speicherung, das Wiederabrufen sowie die Ordnung von individuellen deklarati-
ven (expliziten) Gedé&chtnisinhalten zusténdig, die ein Individuum im Takt von Millisekun-
den in Zeit und Raum sammelt (Scoville and Milner 1957; O'Keefe and Nadel 1978;
Lisman et al. 2017; Buzsaki and Tingley 2018). Ein fir die Formation des (raumlichen)
Langzeitgedachtnisses hdochstwahrscheinlich relevanter synaptischer Mechanismus ist
die im Hippocampus wegweisend entdeckte und untersuchte LTP (Bliss and Lomo 1970,
1973; Bliss and Gardner-Medwin 1973; Lomo 2018; Nicoll 2017; Dringenberg 2020).
Seit den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde die hippocampale Forschung ebenso
von der Untersuchung der sowohl ego- als auch allozentrischen raumlichen Orientierung
eines Lebewesens gepragt. Als funktionelle Korrelate wurden ubiquitar im Hippocampus
lokalisierte Ortszellen (place cells) (O'Keefe and Dostrovsky 1971; O'Keefe and Nadel
1978) und im medialen entorhinalen Cortex existente Gitterzellen (grid cells) identifiziert
(Fyhn et al. 2004; Hafting et al. 2005; Fyhn et al. 2007). Ortszellen weisen fiir ortlich
spezifische Lokalisationen (place fields) selektiv erhéhte Feuerungsraten auf. Daraus
resultiert die Generierung von flexibel adaptierbaren Ortskartierungen (place maps). Git-
terzellen bilden bei Bewegung an zueinander hexagonal orientieren Positionen eine kon-
textunabhangige Referenzkartierung.

Im Hippocampus besteht eine strukturelle und funktionelle Heterogenitat der synapti-
schen Verbindungen entlang einer dorsoventralen als auch transversalen Achse sowie
interhemisphérisch, z.B. mit Implikationen auf angeborenes Angst-, Explorations-, Lern-
verhalten und emotionale Gedachtniskontrolle (Witter 2007; Kheirbek et al. 2013; El-
Gaby, Shipton, and Paulsen 2015; Jordan 2020; Pauli et al. 2021). Kontrovers wird dis-
kutiert, ob adulte Neurogenese im (menschlichen) DG zu hippocampalen Funktionen
beitragt (Zhao, Deng, and Gage 2008; Snyder 2019; Toda et al. 2019).

21



3.5.2 Moosfasertrakt

Axonale Projektionen

Die Axone der exzitatorischen (glutamatergen) Kornerzellen besitzen auf3ergewéhnlich
grol3e, gelappte, vielgestaltige Endigungen (Terminale, Boutons), die an Moospflanzen
erinnern und daher von Cajal als Moosfasern (MF) bezeichnet wurden (Cajal 1911). Sie
verlaufen organisiert in infra-, intra- und suprapyramidalen Biindeln zu den Pyramidalzel-
len der CA3-Region und innervieren deren apikale Dendriten (Abbildung 5B) (Blackstad
and Kjaerheim 1961; Laatsch and Cowan 1966; Amaral and Dent 1981). Ein hoher Anteil
der Terminalen befindet sich in der suprapyramidalen Cortexschicht, die bedingt durch
die fehlende axonale Myelinisierung der MF als Stratum lucidum bezeichnet wird. Dar-
tber hinaus projizieren MF sowohl auf sog. Mooszellen im Hilum (Frotscher, Soriano,
and Misgeld 1994) als auch GABAerge Interneurone in Hilum und Stratum lucidum
(Acsady et al. 1998; Szabadics and Soltesz 2009). Die raumliche Organisation der MF
besitzt eine hohe Komplexitat: Die proximal-distale Termination der MF unterscheidet
sich sowohl transversal als auch longitudinal (Lorente De N6 1934; Kilmer and McLardy
1970; Swanson, Wyss, and Cowan 1978; Claiborne, Amaral, and Cowan 1986; Witter
2007), wodurch sich mégliche funktionelle Neuronenpopulationen innerhalb des DGs
und der CA3-Region ergeben (Leutgeb et al. 2007; Lee et al. 2015; Lu et al. 2015).

Synaptische Terminalen

Hippocampaler Dornenkopf
Moosfaserbouton CA3-Pyramidalneuron

Abbildung 6. Synaptische Terminalen des hippocampalen Moosfasertraktes.

(A) Linksseitig: Schemazeichnung eines grofien MFBs, der sog. Dornenképfe (spine heads, sp)
der Dendriten von CA3-Pyramidalzellen einhillt und mit diesen Synapsen inklusive zugehoriger
AZ ausbildet. Rechtsseitig: Elektronenmikrographie eines in einem MFB lokalisierten Dornenkop-
fes aus einem HPF/FS-Praparates. (B1) Elektronenmikrographie von Axonen des MF-Traktes
(MF) und unmittelbar benachbarter MFBs aus einem HPF/FS-Praparat. (B2-3) Elektronenmikro-
graphien, die kleinere en passant Synapsen (weiRer Kasten) innerhalb des axonalen MF-Blindels
illustrieren. Beide Aufnahmen entstammen einem HPF/FS-Praparat. Mal3stab: (A, B2-3) 500 nm,
(B1) 1 um. Die linksseitige Schemazeichnung des Bildteils A ist in modifizierter Form dem Bildteil
D, Abbildung 1, der Originalpublikation der Promovendin enthnommen (Lichter et al. 2022).
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Morphologisch komplexe, Vesikel gefillte gro3e Moosfaserboutons (MFBs) von 2-5 um
Durchmesser bilden die haufigste Terminale der MFs und umhillen postsynaptische
Spezialisierungen der apikalen Dendriten von CA3-Pyramidalzellen, sog. dornenartige
Ausstllpungen (Abbildung 6A, 6B1) (spiny oder thorny excrescences) (Amaral and
Dent 1981; Rollenhagen et al. 2007; Wilke et al. 2013). Grof3e MFBs kénnen ebenso auf
hilaren Mooszellen terminieren (Acsady et al. 1998). Innerhalb der CA3-Region bildet
eine MF in spezifischen Abstanden ca. 10-15 MFBs aus, die sich wiederum variabel zu
kleineren satellitenartigen MFBs verzweigen (Galimberti et al. 2006; Galimberti et al.
2010). Eine weitere Terminale bilden kleinere en passant Boutons (Abbildung 6B1-2)
sowie filopodienartige Ausstilpungen (filopodial extensions) der MFBs, die Dendriten
der beschriebenen GABAergen Interneurone innervieren (Acsady et al. 1998; Szabadics
and Soltesz 2009).

3.5.3 Synapse des grol3en hippocampalen Moosfaserboutons

Synapsen des grof3en hippocampalen MFBs gehoéren aufgrund ihrer komplexen Mor-
phologie und Physiologie zu den auBergewdhnlichsten Synapsen des zentralen Nerven-
systems. Bis heute sind sie in ihrer Struktur-Funktionsbeziehung nicht vollstandig ent-
schlusselt. Im MFBs der adulten Maus finden sich in der Mehrheit 2-6 AZs von komplexer
Form pro dornenartiger dendritischer Ausstilpung (Wilke et al. 2013), die in ihrer GroRRe
entlang der dorsoventralen Achse variieren (Pauli et al. 2021). Eine einzelne CA3-Pyra-
midalzelle erhalt Input von ca. 50 Kérnerzellen (Amaral, Ishizuka, and Claiborne 1990).
In MFBs finden sich au3ergewdhnlich grol3e SV-Pools, die auf Basis von Kapazitats-
messungen auf ca. 1400 SVs pro MFB geschatzt werden (Geiger and Jonas 2000;
Hallermann et al. 2003).

MFB-Synapsen gelten als konditionale Detonator-Synapsen, die unter bestimmten Be-
dingungen die Aktivitdt von CA3-Pyramidalzellen direkt kontrollieren kdnnen (Henze,
Wittner, and Buzsaki 2002; Nicoll and Schmitz 2005). Die Basis fir diese Annahme bil-
den ihre komplexen physiologischen Eigenschaften, die durch in vitro und in vivo Mes-
sungen insbesondere in Ratte und Maus herausgearbeitet wurden. Auf der einen Seite
besitzen MFB-Synapsen durch ihre ausgepragte paired-pulse-Fazilitation, Frequenzfa-
zilitation (FF) und posttetanische Potenzierung (PTP) eine grofRe synaptische Starke
(Salin et al. 1996; Dobrunz and Stevens 1999; Nicoll and Schmitz 2005; Jung and
McNaughton 1993). Paired-pulse-Fazilitation, FF und PTP stellen dabei STP-Mechanis-
men dar. Auch wurde demonstriert, dass physiologisch auftretendes, hochfrequentes
Feuerungsverhalten der Kdrnerzellen Aktivitat in CA3-Pyramidalzellen initieren kann

(Henze, Wittner, and Buzsaki 2002). Auf der anderen Seite zeigten andere Studien, dass
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MFB-Synapsen sowohl eine geringe Freisetzungswahrscheinlichkeit von SVs als auch
eine lose Kopplungsdistanz zwischen VGCC und Calciumsensor besitzen, und dass ein
einzelnes EPSP nicht ausreicht, um die Aktivitat von CA3-Pyramidalzellen zu kontrollie-
ren (Jonas, Major, and Sakmann 1993; Lawrence, Grinspan, and McBain 2004; Vyleta
and Jonas 2014; Kim et al. 2012). Im Gegensatz zu anderen Saugersynapsen des zent-
ralen Nervensystems besitzen MFB-Synapsen nach lbereinstimmender Forschungs-
meinung eine prasynaptisch exprimierte, zu einem Grof3teil NMDA-Rezeptor unabhan-
gige LTP auf. Diese basiert u.a. auf einem cAMP-PKA-abhangigen Signalweg (Nicoll
and Schmitz 2005). Das Feuerungsverhalten der Synapsen scheint in die Verarbeitung
und das Abrufen des rdumlichen Gedachtnisses und somit in das raumliche Verhalten
eingebunden zu sein (Lisman 1999; Rebola, Carta, and Mulle 2017; Hainmueller and
Bartos 2020). Zugrunde liegende Mechanismen sind u.a. die Mustertrennung (pattern
separation) in Kornerzellen und die Mustervervollstandigung (pattern completion) in
CA3-CA3-Synapsen (Rebola, Carta, and Mulle 2017; Hainmueller and Bartos 2020).

3.6  Ultrastrukturanalyse von Aktiven Zonen

3.6.1 Rationale

Die elektronenmikroskopische Analyse von AZ-Ultrastruktur ist in die grundsatzliche An-
nahme einer Beziehung aus synaptischer Struktur und Funktion gebettet, deren Erfor-
schung in einem optimalen Fall symbiotische und/oder korrelative Erkenntnis tber den
Vorgang der synaptischen Transmission und der Vesikelfreisetzung in hochster Aufl6-
sung zu liefern vermag. Wie kann eine moglichst native Visualisierung einer AZ-Archi-
tektur gelingen? Wahrend aus modernen lichtmikroskopischen Verfahren der superauf-
[6senden Mikroskopie (super-resolution microscopy), z.B. die direkte stochastische op-
tische Rekonstruktionsmikroskopie (direct stochastic optical reconstruction microscopy,
dSTORM), Erkenntnisse zur molekularen 2D/3D-Anordnung einzelner oder zugleich
mehrerer AZ-Proteine auf Ebene eines einzelnen Molekils gewonnen werden kdnnen
(Werner, Sauer, and Geis 2021), vermitteln ausgewahlte EM-Techniken nanoskopische
Blickwinkel auf AZ-Ultrastruktur inklusive einer Darstellung der AZ-Flachen, SVs und
EDM. Fur eine stereogeometrische Interpretation der AZ-Architektur, der molekularen
Konfigurationen der AZ-Proteine sowie einer zeitlich und o6rtlich hochaufgelésten Nano-
physiologie einer Vesikelfreisetzung sind diese Bilddaten unerlasslich. Um die bisher
unbekannte AZ-Ultrastruktur des hippocampalen MFBs im akuten Hippocampusschnitt
adulter Mause in moglichst nativem Zustand zu untersuchen, wurde in vorliegender Dis-

sertation der Goldstandard einer nativen synaptischen Gewebepraparation fur EM, die
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Technik der Hochdruckgefrierung und Gefriersubstitution (HPF/FS-Technik), mit einem
nanoskopischen 3D EM-Verfahren, dem der Elektronentomographie, etabliert und kom-

biniert.

3.6.2 Hochdruckgefrierung und Gefriersubstitution

Die schnelle Kryoimmobilisation in Form der HPF/FS gilt als Goldstandard der synapti-
schen Gewebepraparation fiir elektronenmikroskopische Préparate (Weimer 2006;
Stigloher et al. 2011; Zhao et al. 2012; Imig and Cooper 2017; Borges-Merjane, Kim, and
Jonas 2020; Imig et al. 2020; Maus et al. 2020; Markert et al. 2020). In dem von Hans
Moor und Udo Riehle erstmalig 1968 vorgestellten Verfahren wird das im Praparat be-
findliche Wasser in weniger als 10 ms unter hohem Druck (> 2100 bar) und schneller
Temperaturanderung (> 20 000 K/s) in einen amorphen, glasahnlichen Zustand (-196°C)
transformiert bzw. vitrifiziert (Moor and Riehle 1968; Moor 1987). Diese Kombination ver-
hindert eine Induktion der Eiskristallnukleation (Kanno, Speedy, and Angell 1975) und
stabilisiert die zellularen Gewebekomponenten simultan. Modernste Ausflihrungen der
HPF-Vorrichtungen lassen gegenwartig die Manipulation synaptischer Aktivitat mittels
Optogenetik (flash-and-freeze) (Watanabe, Rost, et al. 2013; Watanabe, Liu, et al. 2013)
oder Elektrostimulation (zap-and-freeze) zu (Kusick et al. 2020). Flash-and-freeze-Ver-
fahren wurden in der Endphase vorliegender Dissertation von Arbeitsgruppen ebenso
auf die Untersuchung synaptischer Aktivitdt hippocampaler MFB-Synapsen in akuten
Hirnschnitten und organotypischer Schnittkultur der Maus angewandt (Borges-Merjane,
Kim, and Jonas 2020; Maus et al. 2020; Imig et al. 2020). In dem temperaturkontrollierten
Verfahren der Gefriersubstitution kdnnen die Proben konsekutiv fur die Niedrigvakuum-
saule des EMs dehydriert und mit u.a. vergleichsweise geringen Mengen von Aldehyden
mild fixiert werden, i.a. (Markert et al. 2020). Dies soll eine Agglutination von Lipiden
bzw. Alteration der nativen Proteinstruktur verhindern, wie sie typischerweise bei einer
klassischen Aldehyd-basierten Fixation auftritt (Griffiths 1993). Dariiber hinaus werden
die AZ-Ultrastruktur bzw. die zu analysierenden AZ-Prozesse so vor chemisch induzier-
ten, Artefakt behafteten Veranderungen bewahrt (Rostaing et al. 2006; Tanaka et al.
2010; Sudhof 2012).

3.6.3 Elektronentomographie

Elektronentomographie (ET) ist eine Sonderform der EM, bei der Elektronenmikrogra-
phien der AZ durch eine in Winkeln definierte Neigung (tilt) des Probenhalters perpendi-
kular zum Elektronenstrahl aufgenommen werden (Mclintosh, Nicastro, and Mastronarde

2005). Durch Verrechnung der Einzelaufnahmen aus unterschiedlichen Winkeln (tilt-
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Serie) erzeugen mathematische Algorithmen 3D-Elektronentomogramme mit nahezu
isotroper Aufldsung in allen rdumlichen Achsen (Kremer, Mastronarde, and Mclntosh
1996). Diese Uberwinden die raumliche Limitation einer 2D-Projektion der intrinsisch 3D
biologischen Struktur und ermdéglichen so den 3D-Kontext der AZ-Ultrastruktur bis auf
eine Ebene eines individuellen gedockten SVs und seines EDMs in nanoskopischer Auf-
I6sung zu untersuchen (Stigloher et al. 2011; Imig et al. 2014; Imig and Cooper 2017;
Maus et al. 2020; Imig et al. 2020; Markert et al. 2020).
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3.7 Zielsetzung der Dissertation

Zielsetzung der vorliegenden Dissertation ist die Untersuchung des Einflusses einer
RIM1a-Defizienz — der in der CA3-Region am hochsten exprimierten Isoform — auf die
Ultrastruktur AZs grof3er hippocampaler MFBs. Diese Arbeiten umfassen eine Etablie-
rung der HPF/FS-Technik fir akute Hirnschnitte des adulten Maushippocampus — der
Standardpréaparation fiur elektrophysiologische patch-clamp-Ableitungen von synapti-
scher Aktivitat auf Einzelzellebene — und einer hochstandardisierten elektronentomogra-
phischen Darstellung der ausgewéhlten AZs. Dabei soll eine quantitative Analyse der
bisher fur diese Gewebepraparation unbekannten 3D AZ-Ultrastruktur im Wildtyp und
RIM1a”-Tier mit Hilfe von programmiergestitzten stereogeometrischen Berechnungen
erfolgen. Dies geschieht unter besonderer Beachtung von RIM1a als zentraler Isoform
des AZ-Kernproteins RIM. Auf methodischer Ebene ful3t die Rationale insbesondere auf
der Anwendung der nativeren, jedoch herausfordernden Probenpréparation von 200 ym
dicken akuten Hippocampusschnitten mittels HPF/FS-Technik und einer hohen Standar-
disierung der Datenaufnahme in einer heterogenen, anspruchsvollen Synapse. Auf Ba-
sis der dargelegten Forschungserkenntnisse werden folgende Fragestellungen in dieser
Dissertation explizit adressiert:

i) Ist eine suffiziente Erhaltung der AZ-Ultrastruktur in grof3en hippocampalen
MFBs mit Hilfe der hochmodernen HPF/FS-Technik im Vergleich zur klassi-
schen ausschliel3lich Aldehyd-basierten Fixation méglich, die quantitativen
Ultrastrukturanalysen sachdienlich ist?

ii) Welchen Einfluss besitzt die Defizienz von RIM1a fir die Gesamtheit der AZ-
Ultrastruktur, im Besonderen bezogen auf die AZ-Membranflache und ihre
Ausdehnung sowie auf bisher nicht untersuchte transsynaptische Entitaten,
wie den synaptischen Spalt?

i) Welchen Einfluss besitzt die Defizienz von RIM1a auf die Gesamtheit des
gedockten SV-Pools inklusive dessen Grofl3e und Lokalisation sowie auf ei-
nen individuell gedockten SVs und sein EDM?

iv) Welchen Beitrag hat die Defizienz von RIM1a in einer ultrastrukturellen 2D-
/3D-Organisation des gesamten SV-Pools an der AZ des grof3en hippocam-
palen MFBs?
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4 Material und Methoden
4.1 Material

4.1.1 Losungen und Chemikalien

Zum Ansetzen von Lésungen sowie im weiteren Experimentverlauf wurde doppelt des-
tilliertes Wasser (4aH20) verwendet, welches vorab durch Reinigungssysteme (z.B. Milli-
Q®) behandelt worden war. Fur die Praparation der akuten Hirnschnitte und HPF-

Probenpraparation wurden folgenden Losungen und Chemikalien eingesetzt:

Chemikalie Hersteller Kennung
Calciumchlorid (CaCly) Sigma-Aldrich 223506; CAS:
10035-04-8
Carbogen (95% 02/5% CO.) Linde Gas -
Glucose Sigma-Aldrich G7021; CAS:
50-99-7
Isofluran (1 mil/ml) CP-Pharma Y0000858
Kaliumchlorid (KCI) Sigma-Aldrich P9333, CAS:
7447-40-7
Magnesiumchlorid (MgCl.) Sigma-Aldrich M9272; CAS:
7791-18-6
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich S7653; CAS:
7647-14-5
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Sigma-Aldrich S5761; CAS:
144-55-8

Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO.,)

Aldon CORP SE

SS0756-500GR,;
CAS: 7558-80-7

Polyvinylpyrrolidon (PVP) Sigma-Aldrich PVP40; CAS:
9003-39-8

Sucrose Sigma-Aldrich S0389; CAS: 57-
50-1

Flissiger Stickstoff (LN>) Linde Gas -

Sylgard 184 Sigma-Aldrich 761036; CAS:
N/A

Losungen

Artificial cerebrospinal fluid (ACSF)
(pH 7,3, aquilibriert mit Carbogen)

ACSF + Sucrose
15% PVP in ACSF

125 mM NacCl, 25 mM NaHCOs, 2,5
mM KCI, 1,25 mM NaH2PO4, 25 mM
Glucose, 2 mM CacCl;, 1 mM MgCls
ACSF, 75 mM Sucrose

ACSF, PVP



Fur die Gefriersubstitution und die Probeneinbettung wurden die Lésungen nach ei-
nem Protokoll von Stigloher et al. angesetzt (Stigloher et al. 2011). Epon wurde entspre-
chend der Bedienungsanleitung der Firma Serva Electrophoresis GmbH aus Glycidether
100, Dodecenylbernsteinsaureanhydrid (DDSA), Methylnadinsdureanhydrid (MNA) und
2,4,6-Trisdimethylaminomethylphenol (DMP-30) zubereitet.

Chemikalie Hersteller Kennung
Anhydriertes Aceton, 99% AppliChem 481007; CAS:
67-64-1
10% anhydr. Glutaraldehyd (GA) in Aceton EM Sciences 16530; CAS:
N/A
Dodecenylbernsteinsaureanhydrid Serva Electro- 20755.02; CAS:
(C16H2603, DDSA) phoresis GmbH 26544-38-7
25% GA-L6sung, wassrig EM Sciences 16220, CAS:
N/A
Glycidether 100 (EPON 812) Serva Electro- 21045.02, CAS:
phoresis GmbH 90529-77-4
Methylnadinsédureanhydrid (C10H1003, MNA)  Serva Electro- 29452.01; CAS:
phoresis GmbH 25134-21-8
2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol Serva Electro- 26975.03, CAS:
(C15H27N3O, DMP-30) phoresis GmbH 90-72-2
Osmiumtetraoxid (OsO.), kristallin, Science Services E19110, CAS:
99,95 %, 0,59 20816-12-0
Tanninsaure (TA) AppliChem 141065, CAS:
1401-55-4
Losungen
FS-Losung 1 0,5% GA, 0,1% TA in Aceton
FS-Losung 2 2% 0Os0, in Aceton
Epon Komponente A: 62 ml Glycidether

Einbettungslésung
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100, 100 ml DDSA

Komponente B:100 ml Glycidether

100, 89 ml MNA

Komponente C: 0,15 ml DMP-30
50/90/100% Epon in Aceton



Fur die Positivkontrastierung der Ultra- und Semidinnschnitte wurden folgende L6-

sungen und Chemikalien verwendet:

Chemikalie Hersteller Kennung
Ethanol absolut Chemsolute 2246.2500,
CAS: 64-17-5
Natriumhydroxid (NaOH), Pellet Sigma-Aldrich 1.06482, CAS:
1310-73-2
Uranylactetatdihydrat (UA) Merck 8473
aktuell z.B. Sci- E22400, CAS:

Loésungen

ence Services

6159-44-0 (541-
09-3)

Kontrastierlésung 1
Kontrastierlésung 2 (Reynolds 1963)

4.1.2 Labormaterial

5% UA in Ethanol absolut
50% Reynolds Lésung in 4qH20

Zur experimentellen Durchfihrung und als Zubehor zu den technischen Geréaten wurde

spezielles Labormaterial eingesetzt, das im Folgenden gesondert aufgefiihrt wird.

Selbstgebaute Konstrukte werden in der entsprechenden Sektion in den Methoden be-

schrieben.
Labormaterial Hersteller Kennung
Praparation der akuten Hirnschnitte und HPF-Proben
. . Fine Science
Chirurgische Schere, groR3 Tools 14001-14
. . . Fine Science
Chirurgische Schere, klein Tools 14060-094
Cyanoacrylat (Sekundenkleber) Uhu -
Einmalkantile, 20G B. Braun 5507660
Einmalkantle, 23G B. Braun 5507694
Einmalkantile, 27G B. Braun 5507652
Kinstlerpinsel, Synthetik Rico Design 7320.001
. Fine Science
Mikrospatel, gerade Tools 10094-13
Pasteurpipette, Glas Sigma-Aldrich S6143-250EA
Petrischale, 15 x 100 mm Sigma-Aldrich P5731-500EA
) Fine Science
Pinzette, gebogen Tools 11272-30
Rasierklinge, Modell Sword/Silver Blue Wilkinson, Gilette -
Fine Science
Skalpellhalter 1 Tools 10004-13



Skalpellhalter 2

Skalpellklinge, Grof3e 11

Skalpellklinge, Gro3e 21

Tuberkulinspritze, 1 ml

Fine Science

Tools 10003-12
Fine Science

Tools 10011-00
Fine Science

Tools 10022-00
BD Medical STB2

HPF

Tragerplattchen, Typ A, @ 3 mm, 200 um
Tragerplattchen, Typ B, @ 3 mm, 300 um

Baltic Praparation BP2135-3
Baltic Praparation BP2136-3

Probenhalterung, Halbzylinder Leica Microsys- 16770135
tems
Probenhalterung, Platte Leica Microsys- 16770136
tems
Einbettung, Ultramikrotomie
ACLAR®, Dicke 0,19812 mm Ted Pella 10501-10
Diamentmesser, Modell Histo . Sonderanferti-
Diatome AG gung
Kupergrid, 50 Mesh Plano G2050C
Kupfergrid, 2 x 1 mm Plano G2500C
4.1.3 Geréate
Es wurden folgende technische Gerate zur Durchfiihrung der experimentellen Schritte
verwendet:
Experiment Gerat Hersteller
Akute Hirnschnitte Leica VT1200s Leica Microsystems
HPF Leica HPM100 Leica Microsystems
FS Leica AFS2 Leica Microsystems
Ultramikrotomie Leica EM UC7 Leica Microsystems
Kohlestoffbeschichtung CCuU-010 Safematic
EM JEM-2100 Jeol Ltd.
Kamerasystem TemCam F416 4k x 4k Tietz Video and Image

41.4 Software

Elektronenmikroskopie

Processing Systems

Zur Steuerung des Transmissionselektronenmikroskops (TEM) JEM-2100 (JEOL) und

zur Bildaufnahme wurde die Software EM-MENU 4.0 (Tietz Video and Image Processing

Systems) genutzt. Zur Aufnahme von Tiltserien wurde die SerialEM Software (Version

3.7) verwendet (Mastronarde 2005). Die Tiltserie wurde mit der Software IMOD und sei-

nen Funktionen eTomo (Tomogrammrekonstruktion) und 3Dmod (Modellerstellung) be-

arbeitet (Kremer, Mastronarde, and Mcintosh 1996).
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Programmierung

Die Programmierskripte wurden in der Programmiersprache Python (Version 3.7 und
Version 3.9) verfasst. Zur Erstellung der Programmierskripte wurde die webbasierte Pro-
grammierungsumgebung Jupyter Notebook (Kluyver et al. 2016) in der Distribution Ana-
conda3 2019.10 und 2021.11 genutzt. Zur Berechnungen von stereogeometrischen Da-
ten an der AZ wurden in die Programmierskripte Softwarepakete integriert, die mathe-
matische Funktionen oder definierte geometrische Objekte zur Berechnung enthalten:
>,numpy*“ (Harris et al. 2020), ,scikit-learn” (Pedregosa et al. 2011) und ,shapely” (Gillies
et al. 2007). Die Programmierskripte sind dem Appendix zu entnehmen und sowohl auf
der Entwicklungsplattform ,GitHub“ als auch unter einem Digital Object Identifier (DOI)
hinterlegt: 10.5281/zenodo.6952807 (Lichter and Kollmannsberger 2022). Die Program-
mierskripte sind mit einer GNU General Public License Version 3.0 auf den Namen der
Promovendin sowie Prof. Dr. Philip Kollmannsberger lizensiert.

Statistik

Statistische Analysen wurden mit den Programmen Sigma Plot 14 (Systat Software
GmbH) und OriginPro 2021 (Origin Lab), zweidimensionale stereologische Quantifikati-
onen mit Fiji (Version v1.53n, (Schindelin et al. 2012)) durchgefihrt. Fir die Modellierung
sowie fUr Bootstrapping-Analysen wurden Programmierskripte in der Programmierspra-
che Python (Version 3.9) unter Integration des Softwarepakets ,statsmodels® (Version
v.0.13.2, (Seabold and Perktold 2010)) erstellt.

Visualisierung

Fur die Standardisierung der hippocampalen Schnittebene sowie zur Visualisierung des
Mausgehirns wurde der Allen Mouse Brain Atlas (Version: Mouse, Adult, 3D coronal)
genutzt. Zur Erstellung der statistischen Graphen wurde OriginPro 2021 (Origin Lab)
verwendet. Die statistischen Graphen, die die in Python durchgefiihrten Modellierungs-
rechnungen visualisieren, wurden mit Hilfe der Softwarepakete ,matplotlib® (Hunter
2007) und ,dabest* (Ho et al. 2019) erstellt. Alle verwendeten Elektronenmikrographien
wurden von der Promovendin selbststandig aufgenommen. Die grafischen Zeichnungen,
die statistischen Graphen und Elektronenmikrographien wurden mit Hilfe von Adobe II-

lustrator 2021 (Adobe Creative Cloud) zu finalen Abbildungen zusammengestellt.
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4.2 Methoden

4.2.1 Allgemeines

Vorliegendes Kapitel ist im Vergleich zur Originalpublikation (Lichter et al. 2022) durch
experimentelle Beschreibungen und Abbildungen erweitert. Der Abschnitt ist eine Erst-
beschreibung der experimentellen Ablaufe fur die Ultrastrukturanalyse von AZs des hip-
pocampalen MFBs im akuten Hirnschnitt der adulten Maus. Alle Datenanalysen wurden

von der Promovendin verblindet zum Genotyp der Tiere ausgewertet.

4.2.2 Ethik- und Versuchstiervotum

Alle Experimente wurden nach den deutschen Vorgaben und Richtlinien, nach der EU-
Direktive 2010/63/EU und den United States Public Health Service’s Policy on Humane
Care and Use of Laboratory Animals fur Tierexperimente durchgefiihrt. Der Tierversuch
wurde durch die Regierung von Unterfranken als verantwortliche Behdrde genehmigt
(Tierversuchsgenehmigung RUF-55.2.2.-2532-2-571-11).

4.2.3 Versuchstiere

Zur Etablierung der Methodik, zur experimentellen Analyse und Versuchsreplikation wur-
den insgesamt 15 mannliche RIM1a Knock-out Tiere (RIM1a”) und 19 mannliche Wild-
typtiere (RIM1a**) aus heterozygoten Verpaarungen von Mausen der Linie B6;129P2-
Rims1™Sud/J (RIM1a Knock-out, (Schoch et al. 2002)) prozessiert. Die Tiere waren zwi-
schen 12-19 Wochen alt. Zwischen Juni 2017 und Mai 2018 wurden fir die Untersu-
chungen sechs unabhéangige Gewebepraparationen an der Hochdruckgefriermaschine
durchgefuhrt. Fur die experimentelle Analyse der Aktiven Zonen am hippocampalen
Moosfaserbouton wurden drei RIM1a”-Tiere und drei Wurfgeschwister vom Wildtyp ein-

geschlossen. Das Alter der Tiere betrug 13-19 Wochen.

4.2.4 Ubersicht der experimentellen Ablaufe

Der Experimentablauf zur Untersuchung RIM1a” und RIM1a** AZs des groRen hippo-
campalen MFBs (Abbildung 7) gliederte sich in die Praparation akuter Hirnschnitte der
Mé&use am Vibratom (Abbildung 7A) unter strenger Standardisierung der Hirnschnitte
auf den dorsalen linken Hippocampus (Abbildung 7B) und der Vorbereitung der akuten
Hirnschnitte fur die HPF-Maschine. Daran schloss der HPF-Vorgang an mit darauffol-
gender FS uber sieben Tage. Die Einbettung der Proben erfolgte in einer fir das hippo-
campale Gewebe spezifischen Flacheinbettung, sodass eine fiir den hippocampalen
Moosfasertrakt gezielte Ultramikrotomie erfolgen konnte (Abbildung 7C). Dabei wurde

eine strenge Standardisierung der Aufnahmeposition fur ET auf die AZs der Synapse
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zwischen grofiem MFB und den Dornenkdpfen der CA3b-Pyramidalzellen durchgefiihrt
(Abbildung 7C). Die durch Elektronentomographie (Abbildung 7D) gewonnenen Elekt-
ronentomogramme der Prasynapse wurden mit Hilfe von IMOD-Modellen durch pro-
grammiergestitzte Analyse ausgewertet, um die Defizienz von RIM1a quantitativan den

AZs des grof3en hippocampalen MFBs zu untersuchen (Abbildung 7E).
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Abbildung 7. Experimentelle Ablaufe zur Untersuchung der Aktiven Zonen des grof3en
MFBs in RIM1a” und RIM1a**,

(A) Praparation akuter Hirnschnitte der Maus. (B) Standardisierung der hippocampalen Akut-
schnitte auf den dorsalen linken Hippocampus. Die Darstellung ist dem Allen Reference Atlas —
Mouse Brain 3D coronal, verflgbar unter atlas.brain-map.org (zuletzt aufgerufen am 22.08.22),
fur den Zweck einer wissenschaftlichen lllustration entnommen. (C) Standardisierte elektronen-
tomographische Aufnahme an den AZs des grof3en hippocampalen MFBs im Stratum lucidum
der CA3-Region. (D) Elektronentomographischer Schnitt einer AZ mit integrierter IMOD-Model-
lierung in RIM1a**. Die wei3e Linie zwischen den Pfeilkopfen gibt die Ausdehnung der postsy-
naptischen Filamente an, die zur Definition der AZ dienen. (E) IMOD-Modell einer AZ des in (D)
gezeigten elektronentomographischen Schnittes. MaRRstab: (D, E) 100 nm. Die Abbildung ist eine
modifizierte und Ubersetzte Version der Abbildung 1 aus der Originalpublikation der Promovendin
(Lichter et al. 2022).

4.2.5 Praparation von akuten Schnitten des Mausgehirns

Die Praparation der akuten Gehirnschnitte des Mausgehirns wurde nach einem Prapa-
rationsprotokoll fur elektrophysiologische patch-clamp-Aufzeichnungen im hippocampa-
len Moosfasertrakt angefertigt (Bischofberger et al. 2006). Dieses wurde fur die vorlie-
gende Versuchsreihe adaptiert. Die Andsthesie der Mause erfolgte mit Isofluran (1 mi/ml,
CP-Pharma, Y0000858). Nach Uberpriifung der Narkosetiefe wurde eine Dekapitation
der Maus auf Hohe der Medulla cervicalis mit Hilfe einer groR3en chirurgischen Schere

(Fine Science Tools, 14001-14) durchgefihrt. Der Kopf der Maus wurde daraufhin kurz
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in eine eiskalte Pufferlosung (artificial cerebrospinal fluid, ACSF) getaucht. Mit einer klei-
nen chirurgischen Schere (Fine Science Tools, 14060-09) wurde die Fellhaut vorsichtig
vom Schadel abgetrennt und die Schadelkalotte mit einem durchgehenden sagittalen
Schnitt von Foramen magnum zum Bulbus olfactorius hin geoffnet. Beide Seiten der
Schadelkalotte wurden ohne Kontakt zur ventralen Gewebeoberflache des Mausgehirns
mit Hilfe einer gebogenen Pinzette (Fine Science Tools, 11272-30) entfernt. Wahrend
der gesamten Praparation des Gehirns aus der Schadelkalotte und in Vorbereitung fir
den Schneidevorgang am Vibratom wurde darauf geachtet, mogliche Kontakte der In-
strumente mit dem Gehirngewebe oder dessen Kompression auf ein Minimum zu redu-
zieren. Mit einem Skalpell (Skalpellhalter, Fine Science Tools, 10003-12; Skalpellklinge,
GroRRe 21, Fine Science Tools, 10022-00) wurden auf Hohe von Cerebellum und Bulbus
olfactorius zwei coronale Schnitte gesetzt. Dies ermdglichte das Lésen des Gehirns von
der Schadelbasis mit Hilfe eines kleinen Spatels (Fine Science Tools, 10094-13). Auf-
grund von Verénderungen der zerebralen Zellmorphologie bei zu langen Praparations-
zeiten wurden die beschriebenen Ablaufe auf eine Zeit von 60 bis 90 Sekunden minimiert
(Bischofberger et al. 2006).

Die akuten Schnitte wurden in einer Schnittkammer eines Vibratoms (Leica VT1200 Vib-
ratom, Leica Microsystems) prapariert. Dessen Schnittklinge (Modell ,Sword*, Wilkinson,
und Modell ,Silver Blue®, Gilette) wurde vorab mit Hilfe eines Zubehotrgerétes (Leica
VT1200 Vibratom, Leica Microsystems) in horizontaler Ebene kalibriert. Zum Schneiden
wurde das Gehirn ventral mittels flissigem Cyanoacrylat (handelsgebrauchlicher Sekun-
denkleber, Firma Uhu) auf eine Halterung fixiert. Die Halterung wurde in die thermoiso-
lierte Schnittkammer des Vibratoms eingesetzt. Die Schnittkammer enthielt eine mit Su-
crose angereicherte, eisgekihlte ACSF-Lésung. Es wurden fir die zu analysierenden
Tiere vier konsekutive Horizontalschnitte mit einer Gewebedicke von 200 um angefertigt.
Die Schnittgeschwindigkeit betrug 0,03 mm/s. Die Schnittpraparation wurde an einer de-
finierten H6he des dorsalen Hippocampus durchgefiihrt, welche im Allen Mouse Brain
Atlas (Version: Mouse, Adult, 3D coronal) circa 2600 um unterhalb der dorsalen Gehirn-
oberflache lag. Dartber hinaus sollten beide fir den Hippocampus charakteristischen
Strukturen (Gyrus dentatus, Cornu ammonis) durch das Stereomikroskop detektierbar
sein. Die rechte Hemisphéare (Gegenseite) wurde mit einem kleinen Einschnitt an der
kortikalen Oberflache markiert, um spater die Hemisphéren am Stereomikroskop diffe-

renzieren zu kdnnen.
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4.2.6 Hochdruckgefrierung von akuten Schnitten des Mausgehirns
Transfer der akuten Gehirnschnitte in Petrischalen

Mit Hilfe der Rickseite von handelsublichen Glaspipetten (Sigma-Aldrich, S6143-
250EA) wurden die akuten Gehirnschnitte aus der Schnittkammer vorsichtig auf in Eis
vorgekuhlte Petrischalen (Sigma-Aldrich, P5731-500EA) transferiert. Ein direkter Kon-
takt mit dem Gehirngewebe durch ein Instrument wurde vermieden. Die Petrischalen
waren mit einem Silikonelastomer (Sylgard 184, Sigma-Aldrich, 761036) beschichtet und
eisgekuhltem ACSF geflllt. Unter einem Stereomikroskop mit Auflichtbasis wurden die
Schnitte auf die linke intakte Hippocampusformation zugeschnitten, um eine weitere Ma-
nipulation von DG oder CA-Region durch die Schnittklinge zu vermeiden. Zur Schnittan-
fertigung wurde ein Skalpell mit DIN-Norm Klingengré3e Nr. 11 benutzt (Skalpellhalter,
Fine Science Tools, 10004-13; Skalpellklinge, Fine Science Tools, 10011-00). Wenn
eine Positionierung des Gewebes innerhalb der Petrischale nétig war, wurde dies mit
Hilfe von kleinen, feinhaarigen Kinstlerpinseln aus Synthetik (Rico Design, 7320.001)
durchgefuhrt.

Transfer der akuten Hippocampusschnitte in HPF-Probentrager

Um die Schnitte in die unteren Probentrager (carrier) der Hochdruckgefriermaschine
(Typ A, 3 mm Durchmesser, 200 um Tiefe, Baltic Praparation) zu transferieren, wurden
diese in Tropfen aus ACSF eingeschlossen (Abbildung 8A, B). Die Tropfen wurden an
den Spitzen steriler Einmalkanilen (B. Braun, 20G: 5507660, 23G: 5507694, 27G:
5507652) unterschiedlicher Grof3e erzeugt, die mit einer sterilen Tuberkulinspritze (1 ml,
BD Medical) verbunden waren. So wurde erneut ein direkter Kontakt zwischen Instru-
ment und Gewebe vermieden.

C Anordnung der D

= Halbzylinder
Probentrager

@ 3 mm carrier

' v
A 3 Pinzette
AR=20_1 B yp A PVP15°/ \ ./_h HPF

100 ° carrier Fllterpapler /Masch,,,e
B L300 1 |

Tiefe [um] k .

— Mittelplatte

Abbildung 8. Praparation der Probentrager fur die Hochdruckgefrierung.

(A) Fur den HPF-Vorgang wurden 3 mm breite Probentrager (carrier, PT), Typ A und B verwendet.
(B) Der Transfer des akuten Hippocampusschnittes erfolgte mit einer entwickelten Tropfentech-
nik. (C) Zum luftblasenfreien Verschluss der beiden PT wurde der zweite PT mit Hilfe einer ther-
mostabilen Pinzette auf einen konvex geflillten unteren PT gesetzt. An den Ré&ndern auslaufen-
des 15% PVP wurde mit Filterpapier aufgesogen. (D) Fur die HPF-Maschine wurden die ge-
schlossenen PT in einer Mittelplatte gesetzt, die zwischen zwei Halbzylindern positioniert wurde.
Wahrend des HPF-Vorgangs fliel3t der fliissige Stickstoff (LN2) wie gezeichnet an der Probe vor-
bei. Die Zeichnung des unteren PT in Bildteil C ist unverandert der Abbildung 1, Bildteil C, aus
der Originalpublikation der Promovendin entnommen (Lichter et al. 2022).

37



Praparation der HPF-Probentrager

Die weitere Praparation erfolgte unter einem Stereomikroskop direkt an der Hochdruck-
gefriermaschine EM HPM100 der Firma Leica Microsystems. Mit einer Pipette von 2 pl
Volumen und feinen Spitzen steriler Einmalkantlen wurde Uberstandiges ACSF abge-
saugt, ohne das Gewebe direkt zu berlihren, und dann durch eine vorgekihlte ASCF-
Ldsung, zugesetzt mit 15% PVP als Gefrierschutz, ausgetauscht. Es erfolgte eine leichte
Uberfullung des Probentragers, sodass die Fliissigkeit eine konvexe Form annahm. Ein
zweiter Probentrager (Typ B, 3 mm Durchmesser und 300 um Tiefe, Baltic Praparation),
der als Deckel diente, wurde mit einer thermoisolierten Pinzette vorsichtig auf den unte-
ren Probentrager gesetzt (Abbildung 8C). Die hydrostatischen Krafte der konvexen
Flussigkeitshiille bewirkten, dass der zweite Probentrager ohne die Formation von Luft-
blasen auf den unteren gezogen wurde und eine geschlossene Hochdruckgefrierkam-
mer aus den beiden Probentrdgern entstand. Luftblasen sowohl bei diesem Schritt als
auch in der Fullflissigkeit wirden beim Hochdruckgefrieren sich ausdehnende Eiskris-
talle bewirken und einen Gefrierschaden verursachen. Austretende Fliissigkeit an den
Seiten der nun verschlossenen Hochdruckgefrierkammer konnte mit einem kleinen
Stlck Filterpapier abgesaugt werden.

Hochdruckgefrieren der Proben

Mit Hilfe einer thermoisolierten Pinzette wurden die Hochdruckgefrierkammer in die Mit-
telplatte der Tragerhalterung gesetzt (Abbildung 8D). Hierbei war darauf zu achten,
dass sich das Ensemble aus unterem und oberem Probentrager nicht erneut 6ffnet. Die
Mittelplatte wurde dann zu der Schussvorrichtung der Hochdruckgefriermaschine ge-
schoben. Zur Weiterverarbeitung der Probe wurde die Mittelplatte wiederum in die Mitte
zweier halbzylinderférmigen Verschlusshalterungen positioniert, die einen optimalen
Fluss des flissigen Stickstoffs zu den Probentragern ermdéglichten (Abbildung 8D). Die
Proben wurden im Anschluss mit einer Gefriergeschwindigkeit von > 20000 K/s und ei-
nem Druck von > 2100 bar in der Hochdruckgefriermaschine prozessiert.
Nachbereitung der Proben

Nach dem Vorgang des Hochdruckgefrierens wurde die Probe an der Seite des Gerates
in eine mit flissigem Stickstoff (liquid nitrogen, LN,, Temperatur -196°C) gefiillte Halte-
rung ausgeworfen. Es erfolgte ein Transfer in ein zweites thermoisoliertes Behdltnis, in
dem die Halbzylinder getffnet und die Hochdruckgefrierkammer vorsichtig aus der Mit-
telplatte gelést wurden (Abbildung 9A). Um einen zu starken Temperaturkontrast zwi-
schen LN, und der ersten Substitutionslésung in der Gefriersubstitutionsmaschine (-90

°C) zu vermeiden, wurden die ZylindergeféalRe aus der Gefriersubstitutionsmaschine (EM
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AFS2, Leica Microsystems) mit jeweils vier flissigkeitsdurchlassigen Tefloncontainern
stufenweise im thermoisolierten Behdltnis herabgekihlt (Abbildung 9B). Dies fihrte
zum Einfrieren der ersten Substitutionslésung, sodass ein Ablegen der einzelnen Hoch-
druckgefrierkammern auf dieser moglich war. Jeder hochdruckgefrorene Akutschnitt
wurde einzeln nach Reihenfolge seines HPF-Zeitpunktes in einen Tefloncontainer abge-

legt (Abbildung 9C). Nach Beflllen eines Zylindergefalies wurde dieses in die Kammer

des Gefriersubstitutionsgerates tberfihrt.

Abbildung 9. Probenvorbereitung fir die Gefriersubstitutionsmaschine.

(A) Nach der HPF wurde das Sandwich aus den beiden Probentragern mit Hilfe einer speziellen
Vorrichtung (doppeltes Sternchen) aus der Mittelplatte gelést und bei direkt anschlieRender FS
mit Hilfe eines Transferwerkzeugs in die Aluminiumzylinder der Gefriersubstitutionsmaschine
transferiert (Sternchen). (B) Die Inkubationslésungen in den Aluminiumzylindern wurden vorab
stufenweise herabgekihlt (Verlaufspfeil in magenta). (C) Danach erfolgte ein Einsetzen in die
Gefriersubstitutionsmaschine nach standardisiertem Protokoll. Die Ziffern in den schematisch ge-
zeichneten Aluminiumzylindern 1-4 geben eine Kerbenmarkierung der Tefloncontainer an, so-
dass jeder akute Hirnschnitt einzeln bearbeitet werden konnte.

4.2.7 Gefriersubstitution

Wissenschaftliche Grundlage fiir die Gefriersubstitution bildeten Protokolle fir Ult-
rastrukturanalysen der synaptischen Kontakte in C. elegans, die durch Philippe Rostaing
und Robby Weimer etabliert (Rostaing et al. 2006; Weimer 2006) und durch das Labor
von Christian Stigloher weiterentwickelt wurden (Stigloher et al. 2011; Markert et al.
2020). Aufgrund der erzielten Kontrastierung der Membranstrukturen in diesem Proto-
koll, die fur die Analyse der SV-Positionen an der AZ-Membran von hoher Bedeutung
waren, wurde das Protokoll unverandert genutzt. Die Arbeit an der Gefriersubstitutions-
maschine gliederte sich in folgend dargestellte Schritte: Beim Transfer der Aluminium-
zylinder in die Gefriersubstitutionsmaschine wurden die Hochdruckgefrierkammern be-
stehend aus oberem Probentréager, Gewebeprobe und unterem Probentrager vorsichtig
geotffnet, um eine bessere Penetration der Losungen in der Gefriersubstitution zu errei-
chen. Die Gefriersubstitution setzte sich aus den in Tabelle 1 aufgefiihrten Einzelschrit-
ten zusammen, die in der Maschine bei automatisiert eingestellter Temperatur aufeinan-

der folgten. Austausch von Ldsungen und die Waschvorgange wurden manuell unter
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Schutzvorrichtungen innerhalb der gekuhlten Geratekammer durchgefiihrt. Um einen
abrupten Temperaturwechsel durch frische Lésungen in der Geratekammer zu vermei-
den, wurden diese ca. 20-30 Minuten in der Geratekammer vorgekuhlt und mit vorge-

kuhlten Einmalpipetten sowie thermostabilen Pinzetten ausgetauscht bzw. bewegt.

Tabelle 1. Experimentelle Schritte zur Gefriersubstitution in der AFS-Maschine.
GA: Glutaraldehyd, TA: Tanninsaure, OsO.: Osmiumtetroxid, RT: Raumtemperatur. Der
Pfeil symbolisiert einen graduellen Temperaturanstieg. Es wurde wasserfreies Aceton
verwendet.

Experiment Loésung Temperatur [°C] Dauer [h]
Inkubation 0,5% GA, 0,1% TA, -90 20
Aceton

Lésungswechsel 0,5
Inkubation 76
Waschvorgang (4 x) Aceton -90 ca. 4-6
Inkubation 2% 0Os0O,4, Aceton -90 28

1 bis -20 14

-20 16

1 bis 4 4
Waschvorgang (min. 4 x) | Aceton 4 2-3(a 0,5)
Inkubation Aceton 1 bis RT 1

Nach Abschluss der experimentellen Gefriersubstitutionsschritte wurden die Proben bei
Erreichen der Raumtemperatur herausgesetzt und aus den Tefloncontainern in eine
frisch zubereitete Epoxidharzldsung von 50% Epoxidharz (Epon) in Aceton Uberfihrt. Es
erfolgte eine Inkubation fir 3 h bei Raumtemperatur. Danach wurde die EpoxidharzIo-
sung auf 90% Epon in Aceton gewechselt, es folgte eine Inkubation der Proben bei 4°C
Uber Nacht. Am darauffolgenden Tag wurden die Proben innerhalb von 3-4 h dreimal in
frisch zubereitete Epoxidharzlosung von 100% Epon transferiert. Um die Probeninfiltra-
tion mit Epoxidharz zu verbessern, wurden die intakten Gewebeproben vorsichtig vom
Rand des Probentragers mit feinen Spitzen steriler Einmalkanilen gelést. In der Regel

konnten intakte Gewebeproben geldst werden.

4.2.8 Flacheinbettung der Gewebeproben
Da die ublichen Einbettungsarten in Kapseln, speziellen Einbettungsformen oder einfa-

chen LaborgefalRen nicht sicherstellten, dass die Hippocampusformation mit den
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anatomischen Strukturen (DG, CA) optimal zugéanglich fur das manuelle Trimmen und
fur die Ultramikrotomie lag, wurde fir das vorliegende Experiment eine luftblasenfreie
Flacheinbettung adaptiert (Abbildung 10A) (Kolotuev et al. 2012). Die einzelnen Gewe-
beproben wurden mit Epoxidharzlésung von 100% Epoxidharz umgeben und separiert
auf eine Folie aus transparenten Fluoropolymerfilm (ACLAR®, Dicke 0,19812 mm) gelegt
(Ted Pella, 10501-10). Eine zweite, zugeschnittene Folie gleicher Art wurde auf die
Probe als Deckel positioniert, wobei sich keine Luftblasen zwischen den beiden Folien
befinden durften. Um ein Auslaufen von Epoxidharz zu vermeiden, wurde die obere Folie
an ihren Seiten mit Klebeband fixiert. Der Stapel aus Folien und dazwischen befindlicher
Gewebeprobe in Epoxidharz wurde durch ein kleines, in der Werkstatt angefertigtes Ge-
wicht beschwert. Die Proben wurden anschliel3end fur 48 h bei 60°C in einem Warme-
schrank ausgehartet.

A
Flacheinbettung
_ ACLAR
K\ebegggf‘s -

. Gewebe B

Glasplatte mit Alufolie

Abbildung 10. Flacheinbettung der Hippocampusproben.

(A) Schemazeichnung der verwendeten Komponenten zur Flacheinbettung der hippocampalen
HPF/FS-Probe. Wichtig ist, dass sich zwischen den Fluoropolymerfilmen keine Luftblasen befin-
den. (B) Zum weiteren Trimmen der Probe wurde die Flacheinbettung (wei3er Pfeilkopf) mit Hilfe
von Cyanoacrylat auf einen vorgegossenen Eponblock geklebt.

4.2.9 Gezielte Ultramikrotomie der Gewebeproben

Die im Folgenden durchgefuhrten Schritte der gezielten Ultramikrotomie (targeted ultra-
microtomy) der HPF/FS-Schnitte intendierten, dass die Ultra- und Semidinnschnitte
eine fur EM und Elektronentomographie mdglichst standardisierte, replizierbare und ef-
fiziente Aufnahme von Prasynapsen im hippocampalen MFB erméglichten. Nach Entfer-
nung der Fluoropolymerfolie auf einer Seite wurden die flach eingebetteten hippocam-
palen Schnitte mit direktem Kontakt des Gewebes auf eine glatte Flache eines vorge-
gossenen Stickes Epoxidharz befestigt (Abbildung 10B). Als Klebstoff diente fliissiges
Cyanoacrylat. Die vorbereiteten Epoxidharzhalterungen bestanden aus 100% ausgehér-
tetem Epoxidharz und wurden in Reaktionsgefal3en (StandardgroRe, 1,5 ml) als Form
gegossen. Die Gewebebldocke wurden manuell unter einem Stereomikroskop mit Rasier-

klingen zu Trapezformen getrimmt, die zunachst die gesamte CA- und DG-Region zur

41



Orientierung enthielten und nach weiterem Anschneiden der Probe am Ultramikrotom
standardisiert auf die gesamte CA3-Region sowie einen Teil der Kérnerzellregion mini-
miert wurden (Abbildung 11A, B).

A Probe B Semidiunnschnitt o
/N W @

EponaE yrasmiaa Trapez CA3 GC Einloch-Netzchen

Abbildung 11. Gezielte Ultramikrotomie einer Hippocampusprobe.

(A) Der Eponblock wurde mit einer Rasierklinge manuell in eine 3D-Pyramide (linksseitige Sche-
mazeichnung) und die Probe selbst in eine 2D-Trapezform getrimmt (rechtsseitige Schemazeich-
nung in Vogelperspektive). (B) Bei Verkleinerung der Probenflache bleiben neben der CA3-Re-
gion charakteristische Landmarken wie Kérnerzell-Anteile (granule cell, GC) erhalten (magenta-
farbige Schemazeichnung). Zur Visualisierung der Fortschritte wahrend des Trimmens wurden
am Ultramikrotom Semidinnschnitte angefertigt, die mit Methylenblau angefarbt wurden. Diese
dienten im weiteren Verlauf ebenso als Referenzen zum Auffinden des Moosfasertraktes am EM.
(D) Fur die Elektronentomographie wurden die 250 nm dicken Semiduinnschnitte seriell auf Ein-
zelloch-Netzchen (single slot grids) von 2 x 1 mm GréRe positioniert.

Die Ultramikrotomie wurde mit einem Diamantmesser (Modell Histo, Diatome AG, Son-
deranfertigung) an einem EM UC7 Ultramikrotom der Firma Leica Microsystems durch-
gefihrt. Beim Anschneiden der Probe wurden zunachst Semidiinnschnitte von 0,5-2 pm
Schnittdicke angefertigt, die auf Glasobjekttrager gezogen wurden und mit Hilfe einer
Methylenblaufarbung die Orientierung im Gewebe und die Uberpriifung auf Vollstandig-
keit der Hippocampusstrukturen ermdglichten (Abbildung 11B). Nach einem weiteren
manuellen Trimmprozess wurden Ultradiinnschnitte mit einer Schnittdicke von 60-70 nm
angefertigt und auf elektronenmikroskopische Netzchen (grid) (50 Mesh, Plano GmbH,
G2050C) transferiert. Dieser Vorgang geschah im Wasserbecken des Diamantmessers
mit Hilfe von selbst gebauten Instrumenten (an HolzspieRe geklebte Wimpern), die zur
Positionierung der Schnitte auf dem Netzchen dienen. Die verwendeten Netzchen waren
mit 0,8% Pioloform beschichtet und wurden zur Evaluation der HPF-Qualitat und Gewe-
bemorphologie am TEM herangezogen. Fir die elektronentomographischen Aufnahmen
wurden in einem zweiten Schritt hippocampale Semidiinnschnitte von 250 nm Schnittdi-
cke angefertigt. Die Semidinnschnitte wurden mit einer minimalen Distanz von 20-40
um von der Gewebeoberflache der optimalen Gewebeproben geschnitten. In diesen Fal-
len wurden keine zunehmenden morphologischen Veranderungen des Gewebes durch
mogliche Schnittartefakte innerhalb eines Abstandes von 100 um zur Gewebeoberflache
(Rostaing et al. 2006) oder eine zunehmende Formation von Eiskristallen mit zunehmen-

der Distanz zur Mitte des Gehirnschnittes beobachtet (Siksou et al. 2007). In einer
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seriellen Folge wurden vier bis finf Semidlnnschnitte Einzelloch-Netzchen (single slot
grid) aus Kupfer positioniert (2 x 1 mm, Plano GmbH, G2500C), welche ebenfalls mit
0,8% Pioloform beschichtet waren (Abbildung 11C). Entgegen der sog. langen Schnitt-
bandern (ribbon(s)), die bei kleineren Organismen oder Strukturen mit dem Diamant-
messer geschnitten und in dessen Messertrog langgezogen werden kdnnen, lieRen sich
die hippocampalen Gewebebldcke aufgrund ihrer Gro3e nur so trimmen, dass sich auf
einen Einzelloch-Netzchen seriell vier bis funf Schnitte positionieren lieRen (Abbildung
11C). In diesen Fallen befand sich die CA3-Region mittig tber dem Einzelloch und die
langen Seiten des trapezférmigen Schnittes tiberspannten mit Uberstand das Einzelloch.
Dies minimierte die Gefahr, dass sich Schnitte aufgrund einer langen Exposition durch
den Elektronenstrahl vom Pioloformfilm wahrend der Bildaufnahme losten. Der Gewe-
beblock wurde so am Ultramikrotom eingespannt, dass die beiden langen Trapezseiten
parallel zum Diamantmesser orientiert waren; der Anschnitt erfolgte immer an der lan-
geren von beiden Trapezseiten. In Einzelféllen wurden, wie in der Ultramikrotomie Ub-
lich, durch den Schnittvorgang komprimierte Semidinnschnitte vor dem Transfer auf das
Netzchen mit Chloroformdampfen gestreckt. Um elektrostatische Aufladungen, insbe-
sondere in hohen Kippwinkeln am TEM zu vermeiden, erfolgte eine Kohlenstoffbeschich-
tung im Hochvakuum. Fir diesen Vorgang wurde ein Hochvakuum-Kohlenstoffbe-
schichtunsgerat des Types CCU-010 der Firma Safematic GmbH genutzt. Im Fall der
Semidiinnschnitte wurde eine ca. 3 nm diinne Kohlenstoffschicht gewahlt, die sich vorab
durch ein Programmmend einstellen liel3. Durch die geringe Ordnungszahl von Kohlen-
stoff ist dieses spater nicht im Elektronenmikroskop sichtbar.

Um eine effektive Streuung der Elektronen zu ermdglichen und somit einen hohe Kon-
trastbildung, wurde vor Aufnahme eine Positivkontrastierung der Schnitte mit Schwer-
metallen hoher Elektronendichte durchgefiihrt. Zur Kontrastierung der Schnitte wurden
die Netzchen fur eine definierte Zeit mit der Schnittseite jeweils einzeln auf Tropfen (ca.
30 ul pro Tropfen) gelegt. Als Arbeitsunterlage diente eine mit Alkohol gereinigte Glas-
platte, auf die ein Parafilm geklebt wurde. Beide Schnittarten wurden mit 5%
Uranylacetat (UA) in Ethanol fir 7,5 Minuten und 50% Bleicitratidsung nach Reynold
(Reynolds 1963) in 4qH20 fur 10 Minuten kontrastiert. Zwischen den Kontrastierschritten
wurden die Schnitte in reinem Ethanol, in 50% Ethanol in 4H>O sowie reinem ggH20
gewaschen. Nach dem zweiten Kontrastierschritt wurden die Schnitte dreimalig in 4aH20
gewaschen und mit einem Sttick Filterpapier getrocknet. Aufgrund der Lichtempfindlich-
keit von UA wurden die Netzchen wahrend der entsprechenden Kontrastierung durch

eine lichtundurchléssige Box abgedeckt. Bei Bleicitrat war zu beachten, dass eine
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Exposition mit CO, zu einem Ausfall von Bleicarbonat und somit Kontrastierartefakten
auf den Netzchen fiihren konnte. Neben der Verwendung von ¢H>O wurden daher fur
eine CO.-freie Versuchsumgebung in unmittelbarer Nahe zu den Bleicitrattropfen im Vor-
feld NaOH in Pelletform (Bildung von Natriumcarbonat) abgelegt. Der Kontrastierschritt

mit Bleicitrat wurde ebenfalls konstant mit einer staubfreien Petrischale abgedeckt.

4.2.10 Elektronenmikroskopie

Die Bildaufnahmen (Elektronenmikrographien, Tiltserien) erfolgten an einem 200 kV
TEM, Modell JEM-2100 der Firma JEOL, welches mit einer mit einer TemCam F416
4kx4k Kamera (Tietz Video and Image Processing Systems) ausgestattet war. Zur Auf-
nahme der Tiltserien wurde das Softwarepaket SerialEM (Version 3.7) genutzt (Mastro-
narde, 2005). Fur die Aufnahme der Tiltserien wurde ein minimaler Bereich der Tiltwinkel
von -60° bis +60° definiert. Dabei betrug die Winkelerhéhung jeweils 1°. Die maximale
Differenz zwischen den Tiltwinkeln betrug -70° bis +70°, allerdings setzte dies einerseits
optimal mittige Aufnahmepositionen auf dem Netzchen voraus, andererseits ein fehler-
freies Wiederauffinden der Aufnahmeposition nach Winkelverdnderung durch die ver-
wendete Software. Um eine mdglichst hochaufgeltste Bilddatei zu erzeugen, wurde eine
PixelgréfRe von 0,287 nm ohne Pixelzusammenfassung fir die Aufnahme verwendet.
Am spezifischen Aufnahmegerat entsprach dies einer Vergré3erung von 40000-fach.
Um die Aufnahme von prasynaptischen AZs sicherzustellen, die eine aulRergewdhnliche
breite Profillange in 2D besal3en, wurde in Einzelféllen die Auflésung auf 0,3897 nm pro
Pixel justiert. Dies entsprach einer Vergré3erung von 30000-fach. Zur Optimierung der
Aufnahmebedingungen wurde vor jeder Tiltserienaufnahme der Elektronenstrahl am

Mikroskop mittig zentriert (beam alignment).

4.2.11 Selektion der Analyseproben und Aufnahmeposition

Alle HPF/FS- und in Epoxidharz eingebettete hippocampale Schnitte wurden in Hinblick
auf mdgliche Gefrierschaden und/oder Einbettungsartefakte evaluiert. Um eine vorein-
genommene Selektion der Proben zu vermeiden, wurden alle Gewebeproben in zufalli-
ger Reihenfolge und kodiert Giber eine Einbettungsnummer betrachtet. Zu méglichen Ge-
frierschaden zahlten die Formation von Eiskristallen, vor allem im Chromatin der Zell-
kerne, in dem sie typischerweise zuerst erscheinen, und Volumenverschiebungen der
einzelnen Zellkompartimente und des extrazellularen Raumes (Abbildung 12). Dartber
waren Qualitditsmerkmale fiir eine gute Gewebeerhalten die Detektion und Erhaltung von
intakten Lipiddoppelmembranen und charakteristischen intrazellularen elektronendich-

ten Strukturen wie Mitochondrien und Mikrotubuli.
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Abbildung 12. Gefrierschaden bei hippocampalen HPF/FS-Proben.

(A) Elektronenmikrographie einer gefriergeschadigten Hippocampusprobe mit geschwollenen
neuronalen Strukturen (Dendrit, schwarzes Sternchen) und erweitertem Extrazellularraum (dop-
pelte schwarze Sternchen). (B) Ausschnitt aus (A) eines hippocampalen MFBs mit AZ (weiRes
Sternchen) an einem Dornenkopf (spine head, sp) einer CA3-Pyramidalzelle. Die weil3e Linie
verweist auf die Ausdehnung der PSD an der postsynaptischen Membran, tber die sich die Aus-
dehnung der AZ definiert. Der SV-Pool zeigt sich filamentts verandert, das Mitochondrium ist
voluminds verformt (weil3e Pfeilkdpfe). In diesem Fall stellen die Veranderungen durch Eiskris-
talle bedingte Artefakte dar. Mal3stab: (A, B) 1 pm.

Wenn die Gewebeproben den Qualitatsmerkmalen fur HPF/FS-Gewebe entsprachen
(Weimer 2006), wurden diese fur die Elektronentomographie weiter bearbeitet. Wahrend
der Methodenetablierung und -durchftihrung kam es bei der Evaluation der Gewebequa-
litat zu der Beobachtung, dass diese méglicherweise in Abhéngigkeit zum Zeitpunkt der
Schnittpraparation am Vibratom stand. Die Gewebequalitdt nahm mit zunehmender Zeit
ab. Dies kann auf ein kritisches (enges) Zeitfenster fir die Préparationsschritte unmittel-
bar vor dem Hochdruckgefrieren hindeuten. Die Aufnahmeregion wurde in Anbetracht
der verschiedenen Synapsentypen im und am Moosfasertrakt und deren Heterogenitét
standardisiert. Die Tiltserien wurden an synaptischen Kontakten von intakten grof3en
Moosfaserboutons mit einem Durchmesser von 2-5 um entlang des linken suprapyrami-
dalen Moosfasertraktes (Stratum lucidum) der CA3b Region aufgenommen (Abbildung
6, 7C). Fur die AZs und deren Aufnahme via Tiltserie musste erflllt sein, dass postsy-
naptische Dornenkopfe der Pyramidalzellen in der CA3b-Region durch sog. Dornenap-
parate (Gray 1959b) und postsynaptische Filamente (PSF) an der postsynaptischen
Membran identifizierbar waren. Membranen der Aktiven Zonen wurden durch korrespon-
dierende PSF an der postsynaptischen Plasmamembran des Dornenkopfes identifiziert.

Membranabschnitte mit und ohne PSF waren klar zu differenzieren. Es wurden nur
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Tomogramme in die Analyse eingeschlossen, in denen sowohl préa- und postsynaptische
Membran Uber die gesamte Tomogrammrekonstruktion durchgehend klar identifizierbar

waren.

4.2.12 Segmentierung und Annotation der Tomogramme

Das Alignment der Tiltserien und die Rekonstruktion des Tomogramms wurde im Pro-
gramm IMOD mit der Softwarefunktion eTomo durchgefiihrt (Kremer, Mastronarde, and
Mclintosh 1996). Zur Berechnung der Tomogramme wurde ein Protokoll mit systematisch
platzierten digitalen Markierungen (patches) sowie der im Programm implementierte
sog. weighted back projection Algorithmus gewahlt (Kremer, Mastronarde, and Mcintosh
1996). Die Markierungen wurden mit einer quadratischen Grof3e von 100-150 Pixel pro
Seite sowie einer Anzahl von mind. 15 x 15 fiir die Rekonstruktion genutzt. Nach Kor-
rektur des Modells sollte dieses stets einen Standardfehler < 2 besitzen. Eine Berech-
nung der Modelle und eine Verkleinerung bzw. Frequenzerhéhung der Markierungen
kann die Rekonstruktionsqualitat der Tomogramme erhéhen. Tomogrammrekonstrukti-
onen nahmen pro Tomogramm in Einzelféllen zeitlich bis zu 3-4 h ein. Optimal rekon-
struierte Tomogramme erlaubten durch ein qualitativ hochwertiges Alignment der Ein-
zelbilder Uber die gesamte z-Achse der virtuellen elektronentomographischen Schnitte
(electron tomographic slices) eine Segmentierung von Membranen und Vesikeln, ohne
dass diese unscharf oder verzerrt erscheinen. Aufgrund der spharischen Formation der
pré- und postsynaptischen Membran am Dornenkopf konnte es in Einzelfallen durch eine
suboptimale Orientierung von Membran und Aufnahmeachse (Abweichen von horizon-
taler Membranorientierung und vertikaler Aufnahmeachse) auch bei hochwertigen Re-
konstruktionen zu nicht darstellbaren Abschnitten in den prasynaptischen Membranen
fuhren. Diese Tomogramme wurden von der Segmentierung ausgeschlossen. Systema-
tisch platzierte digitale Markierungen waren qualitativ einer Rekonstruktion mit physisch
auf der Gewebeprobe platzierten Markierungen aus Goldpartikeln berlegen. Die hohe
AufnahmevergréRerung erforderte eine sehr dichte und gleichmafige Distribution von
Goldpartikeln auf dem Gewebe, welche in der Praxis in der Etablierung nicht zuverlassig
erreicht werden konnte. Zugleich hatte eine hohe Dichte an Goldpartikeln dazu gefuhrt,
dass gegebenenfalls morphologische Strukturen durch Partikel Uberlagert werden
und/oder bei Tiltaufnahmen in hohen Winkeln das Wiederfinden der spezifischen Auf-
nahmeposition durch die Partikel in der Software behindert wird.

Insgesamt wurden fiir die vorliegende Analyse 79 Tiltserien von AZs des hippocampalen
Moosfaserboutons im Wildtyp und 55 Tiltserien im RIM1a-KO-Tier aufgenommen und

zu Tomogrammen rekonstruiert. Es wurden 10 Tomogramme pro Wildtyptier und 10
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Tomogramme bei zwei KO-Tieren eingeschlossen, bei einem KO-Tier wurden zwoélf To-
mogramme fir die Segmentierung verwendet. Vor der Segmentierung und 3D-Rekon-
struktion wurden alle Tomogramme durch die Zuordnung von zufalligen Nummern ran-
domisiert. Beide Arbeitsschritte wurden ohne eine Pixelzusammenfassung (binning) und
in voller Auflésung mit 3Dmod durchgefuhrt. Die Annotation von (3D-)Objekten in allen
Tomogrammen wurde in Modelldateien (Dateityp file-name.mod) gespeichert. 3Dmod
bietet einen Objekthierarchie an, in welcher der Punkt die kleineste Einheit darstellt.
Mehrere Punkte ergeben eine Kontur, die wiederum einzeln oder in Mehrzahl ein Objekt
darstellt. Konturen kdnnen offen (keine Verbindung der Konturenden) oder geschlossen
vorliegen.

Bei den vorliegenden Annotationen wurde nach Standardregeln verfahren:
Synaptische Vesikel

SVs mit einem Abstand von 0-200 nm zur AZ-Membran wurden in die Annotation einge-
schlossen und als der einer AZ zugehdrige SV-Pool definiert (Rollenhagen et al. 2007).
Vesikel mit einem Abstand von 0-2 nm und elektronendichter Verbindung zur AZ-Mem-
nran wurden als eng gedockt (tightly docked) definiert (Neher and Brose 2018). In ein-
zelnen Originalarbeiten am hippocampalen Moosfaserbouton gelten SVs mit einem Ab-
stand von 0-5 nm und einer Verbindung zur AZ-Membran als gedockt (Borges-Merjane,
Kim, and Jonas 2020); diese Definition wurde Ubernommen. Der perisynaptische Be-
reich seitlich der AZs wurde in die Annotation der SVs bis zu einem Abstand von 200 nm
zu den beiden Randern der AZ sowie bis zu 10 nm Abstand zur Plasmamembran einbe-
zogen. Diese Definition wurde auf der Basis einer mittleren Distanz zwischen AZs im
Moosfaserbouton der Ratte von 0,40 (Alter = P28) bis 0,48 um (adultes Tier) gewahlt
(Rollenhagen et al. 2007).

Die Annotation erfolgte als ideales sphérisches Objekt (Kugel), indem ein Punkt auf den
Mittelpunkt des Vesikels gesetzt wurde. Dafir wurde die Einzelebene im Tomogramm
herausgesucht, auf der der Vesikel den grof3ten Durchmesser besall. Dieser Punkt
wurde mit dem Zeichenwerkzeug (drawing tool) im Modus ,normal“ so vergroRRert, dass
der entstandene Kreis auf der auReren SV-Membran sal3. Die GréRenveranderung des
Punktes wurde Uber das Rad an einer Computermaus justiert. Alle annotierten SVs wur-
den mit Hilfe von Programmierskripten auf ihre exakte euklidische Distanz zur AZ-Memb-
ran geprift und danach final in die Analyse eingeschlossen.

Um die nachfolgende Analyse der verschiedenen Vesikeltypen mit einer euklidischen
Distanz von 0-10 nm zur AZ-Membran zu erleichtern, wurden unterschiedliche Objekte

angelegt. Diese gliederten sich wie folgt auf:
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a) Tightly docked SVs (euklidische Distanz von 0-2 nm zur Membran der AZ)

b) Docked SVs (euklidische Distanz von 2,1-5 nm zur Membran der AZ)

c) Tethered SVs (euklidische Distanz von 5,1-10 nm zur Membran der AZ)

d) Perisynaptic docked SVs (euklidische Distanz von 0-5 nm zur Plasmamembran

im perisynaptischen Bereich)
e) Perisynaptic tethered SVs (euklidische Distanz von 5,1-10 nm zur Plasmamemb-
ran im perisynaptischen Bereich)

f) SVs mit einer euklidischen Distanz von 11-200 nm zur Membran der AZ
Die lllustration der SVs in dreidimensionalen IMOD-Modellen wurde im Programm ein-
heitlich eingestellt, indem die Qualitat der Punkte (global quality) auf den Grad 4 und der
Zeichenstil (drawing style) im Modus ,fill“ eingestellt wurden.
Bei SV-Annotationen fir vorliegende Analyse wurde beobachtet, dass die Form der du-
Reren Vesikelmembran und das Volumen des Vesikels von einem idealen spharischen
Objekt wie einer Kugel abwich. Auch wenn mdoglicherweise eine Deformation vorlag,
konnten die Vesikelvolumina bzw. -flachen klar von im Schnittbild morphologisch &hnli-
chen Strukturen, wie z.B. einem glatten endoplasmatischen Retikulum, unterschieden
werden.
AZ-Membran
Doppellipidmembranen der AZ wurde als sog. offene Linienobjekte annotiert und mit
dem Programmwerkzeug ,interpolator” alle 15-20 virtuellen Tomogrammschnitte mit li-
nearer Einstellung interpoliert. Mégliche Abweichungen der Linienfihrung durch die In-
terpolation wurden manuell korrigiert.
Synaptischer Spalt
Der synaptische Spalt wurde als alleiniges oder aufgeteilt in mehrere sog. geschlossene
Objekte annotiert (Abbildung 13). Die Annotation in mehrere Objekte ergab sich auf-
grund der irreguldren geometrischen Formen der Membranen und Volumina des synap-
tischen Spaltes mit in Teilen Aussttlpungen. Alle 20 virtuelle Tomogrammschnitte wurde
die Flache zwischen dem zum Spalt gerichteten Membrananteil der AZ-Membran und

der postsynaptischen Membran annotiert.
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3D IMOD-Modell

AZ-Membran

Abbildung 13. Der synaptische Spalt als 3D-IMOD-Objekt.

Seitliche Perspektive auf eine Modellierung aus dem Programm IMOD (siehe Methoden) mit den
Objekten der AZ-Membran (grau) und des synaptischen Spaltes (magenta). Die Objektgrenzen
des synaptischen Spaltes kdnnen in 3D-Koordinaten zur weiteren Berechnung extrahiert werden.
MafRstab: 100 nm.

Zwischen den Annotationen wurde erneut mit dem Interpolator-Werkzeug in der Einstel-
lung ,smooth”interpoliert und bei Abweichung der Linienfihrung manuell korrigiert. Die
laterale Ausdehnung des synaptischen Spaltes orientierte sich an der Detektion von

PSFs an der postsynaptischen Membran, koharent zur AZ-Definition.

4.2.13 Quantitative Datenanalyse

Zur Analyse der annotierten Objekte und Konturen innerhalb der AZ wurden Einzelinfor-
mationen aus der IMOD-Modelldatei extrahiert. Die Informationen lagen entweder in
Form von dreidimensionalen Koordinaten oder berechneten Langen-, Flachen- und Vo-
lumenmalen vor. Eine Flachen- oder Volumenberechnung wurde in 3Dmod im Pro-
gramm uber die sog. ,mesh“Funktion per Objekt generiert. Diese Berechnungen basie-
ren mathematisch auf Triangulationen zwischen Einzelpunkten. Fir die Datenextraktion
stehen Programmierkommandos namens ,imodinfo“ und ,model2point* innerhalb des
IMOD Softwarepaketes zur Verfligung. Es erfolgte die Extraktion von dreidimensionalen
Koordinaten (x-, y-, z-Koordinate) der Vesikelmittelpunkte sowie von Einzelpunkten einer
Membrankontur, von Langen der offenen und geschlossenen Membrankonturen sowie
Vesikelradien, angegeben in Nanometer, dartiber hinaus von Flachen der AZ-Membran
sowie Volumina des synaptischen Spaltes, angegeben in Quadrat- bzw. Kubiknanonme-
ter. Die Koordinatenwerte beziehen sich auf die Position des Punktes im rekonstruierten
Tomogrammvolumen und entsprechen der fortlaufenden Nummerierung der Pixel in ei-
nem Bild. Dreidimensionale Koordinaten von Membrankonturen und Vesikelmittelpunk-
ten sowie Vesikelradien wurden genutzt, um weitere Abstandsmaf3e mit Hilfe von Pro-
grammierskripten zu bestimmen (Appendix) (Lichter and Kollmannsberger 2022). Zu

den MessgrofRen gehorten die euklidische Distanz der VesikelauBenmembran zur AZ-
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Membran, die euklidische Distanz eines Vesikels zu benachbarten Vesikeln im dreidi-
mensionalen Vesikelpool (nearest neighbour(s), NN), die euklidische Distanz eines ge-
dockten Vesikels zu den AuBenrdndern der AZ sowie dem Massezentrum (center of
mass) der AZ. Die Distanz der synaptischen Vesikel innerhalb von 0-10 nm zur AZ-
Membran und das EDM, welches Vesikel und AZ-Membran verbindet, wurde manuell in
3Dmod gemessen. Dafiir wurde das programmeigene Langenmalwerkzeug (measuring
tool) verwendet. Standardisiert wurde die Messung auf der Schnittebene des Tomo-
gramms durchgefihrt, auf der sich der Vesikelmittelpunkt befand. Das EDM wurde in
seiner Weite am gréf3stmdglich zusammenhangenden Bereich von elektronendichten Pi-
xeln, der sich parallel zur Membrankontur befand, gemessen. Die Visualisierungseinstel-
lung von 3Dmod entsprach dabei dem sog. slicer-Fenster, in dem die Segmentierung
des Tomogramms in Einzelschnittebenen aus allen Achsen und somit eine 3D-Betrach-
tung einer elektronendichten Struktur moglich ist.

Raumliche 2D-Stereologie

Standardisierte Unbiased Counting
Elektronenmikrographien e Frame (JCE)
t 500
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Abbildung 14. 2D-Stereologie zur Quantifizierung der mitochondrialen Flache.
Schemazeichnung der Vorgehensweise zur Quantifizierung der 2D-Flache mitochondrialer Pro-
file in AZ-Nahe. Ein unbiased counting frame (UCF) diente als stereologische Methode; die Quan-
tifizierung der mitochondrialen (M) und nicht-mitochondrialen (NM) Flache erfolgte in funf Dis-
tanzfraktionen (1-5) in bis zu 500 nm Distanz zur AZ-Membran. Die Schemazeichnung ist ein
modifizierter Bildteil des Supplements Abbildung 3 aus der Originalpublikation der Promovendin
(Lichter et al. 2022).

Zur Quantifizierung von mitochondrialen Profilen wurde eine 2D-Methode der rAumlichen
Stereologie nach C. Hacker und J. Lucocq (Hacker and Lucocq 2014) genutzt (Abbil-
dung 14). Dazu wurden Elektronenmikrographien gleicher Vergrof3erung (15000-fach)
verwendet (RIM1a”: N = 45, Wildtyp: N = 20), auf denen ein kastchenférmiges Gitter mit
einer Einzellange von 22,36 nm zufallig positioniert wurde. Es wurden mitochondriale
Profile innerhalb von 500 nm zur AZ- und perisynaptischen Membran (0-200 nm zum
AZ-Rand) quantifiziert. Dazu wurden Punkte (jeweilige Eckpunkte der Kastchen) gezahlt,
die entweder auf einem Mitochondrium (M) oder dem Cytosol (kein Mitochondrium, NM)

lagen, und in funf Banden je 100 nm Distanz zur Membran kategorisiert. Die AZ-Profile
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in den groRen MFBs wurden anhand einer klaren Detektion von Mitochondrien nahe der
AZ und exzellenter Ultrastruktur des gesamten Boutons ausgewahlt. Wenn mehrere AZs
an einem Dornenkopf zu detektieren waren, wurde diejenige AZ ausgewahlt, die dem
Mitochondrium am néchsten lag. Mitochondrien, die klar zu einem AZ-Profil zuzuordnen

waren, wurden ebenso perisynaptisch quantifiziert.

4.2.14 Statistik

Die Anzahl der Tiere und der eingeschlossenen Tomogramme wurde a priori anhand
einer Standardpublikation im Bereich der Elektronentomographie von synaptischen Kon-
takten festgelegt ((Imig et al. 2014), im Speziellen fir RIM1a Untersuchungen
(Fernandez-Busnadiego et al. 2013). Die Anzahl der Tomogramme ist durch den auf-
wendigen experimentellen Vorgang sowie durch die (bisher) manuelle Annotation von
AZs durch eine Einzelperson limitiert. Aufgrund des hohen experimentellen Charakters
der Untersuchung wurde eine nicht-parametrische Verteilung der Daten angenommen.
Fur alle Datenverteilungen wurde ein Test auf Normalverteilung zur weiteren statisti-
schen Berechnung durchgefuhrt. Fir eine Anzahl von < 5000 einzelnen Datenpunkten
wurde der Shapiro-Wilk-Test verwendet, fur eine hdhere Anzahl von einzelnen Daten-
punkten der Kolmogorov-Smirnov-Test. Wenn eine nicht-parametrische Datenverteilung
vorlag, wurde die Differenz der beiden Gruppen mit einem nicht-parametrischen Wil-
coxon-Mann-Whitney-Test (WMWT) ermittelt. Im Fall von parametrisch verteilten Daten
wurde die Varianz beider Gruppen aufgrund des experimentellen Charakters der erho-
benen Parameter sowie der Seltenheit der untersuchten Phanomene als nicht gleich
angenommen und die Differenz daher mit einem t-Test nach Welch getestet. Eine
Poweranalyse wurde post hoc zur Einordnung des Wahrscheinlichkeitswertes (p-Wert)
durchgefuhrt. Um zwei Parameter auf eine Korrelation hin zu untersuchen, wurde der
Rangordnungskoeffizient r nach Spearman berechnet. Um die Datenverteilung von zwei
Parametern in den beiden Untersuchungsgruppen auf eine Differenz zu testen, wurde
das Akaike Informationskriterium sowie im Falle von parametrischen Datenverteilungen
der F-Test genutzt. Wahrscheinlichkeitswerte wurden in einem Statistikprogramm mit
einem Minimum von sechs Dezimalstellen berechnet. Zum Vergleich der AZ-Membran-
flachen unter den drei Tieren wurde nach Voraussetzung aller Testbedingungen eine
Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) nach Kruskal-Wallis durchgeftuihrt. Die
gemischte lineare Modellierung (linear mixed modeling, LMM) der AZ-Membranflache
(ausfuhrlich siehe Appendix) (Lichter and Kollmannsberger 2022) wurde unter der An-
nahme durchgefiihrt, dass eine Statistik basierend auf den Mediandifferenzen zwischen

den Tieren eine nicht hinreichende Analyse der Komplexitdt entspricht. In der
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Modellierung wurde die Proteindefizienz als fester Effekt und die Variabilitéat unter den
Tieren als Zufallseffekt behandelt. Zur Feststellung des Konfidenzintervalls der LMM-
Koeffizienten wurde eine Bootstrapping-Analyse mit 120000 Wiederholungen angewandt.
Das Model wurde zuséatzlich Gber einen randomisierten Austausch der Gruppenlabel va-
lidiert. Wenn Wahrscheinlichkeitswerte geringere Werte als < 0,001 aufwiesen, wurden
sie als auf drei Dezimalstellen gerundete Werte angegeben. In der Datentabelle und in
der Visualisierung als Boxplot wurden bei nicht-parametrisch verteilten Daten der Me-
dian sowie das 25. and 75. Perzentil berichtet, im Fall von parametrischen verteilten
Daten der Mittelwert + Standardabweichung (SD).
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5 Ergebnisse

5.1 Nativere EM-Probenpréaparation an hippocampalen MFBs vermittelt
einen neuartigen Detailreichtum

Die Praparation von Hirngewebe in einem moglichst nativen Zustand und nach elektro-
physiologischen Standards fur HPF/FS ist komplex und anspruchsvoll. Zu Beginn der
Experimente im Jahr 2016 war weder die HPF/FS-Technik fiir die verwendete Gewebe-
praparation etabliert, noch existierte aus dieser eine morphologische Beschreibung der
AZs in hippocampalen MFBs. Vor Durchfihrung der quantitativen Analyse erfolgte daher
auf deskriptiv-qualitativer Ebene ein Vergleich ultrastruktureller Merkmale des hippo-
campalen MFBs zwischen der klassischen ausschlie3lich Aldehyd-basierten Gewebefi-
xation fur EM und der zu etablierenden HPF/FS-Technik. Die Strukturerhaltung der
MFBs in der HPF/FS-Technik wurde nach den Kriterien der allgemeinen Gewebequalitét
sowie der Identifikation von morphologischen Charakteristika der Boutons beurteilt.

Klassische Aldehyd-basierte Fixation

Abbildung 15. Strukturerhaltung von hippocampalen Moosfaserboutons in Aldehyd-ba-
sierten Fixationen.

(A) Elektronenmikrographie des MF-Traktes (MF) mit hippocampalen MFBs im Stratum lucidum.
Auf Basis des Karnovsky-Fixativs (2% Paraformaldehyd, 2,5% Glutaraldehyd) zeigen sich struk-
turell gut erhaltene hippocampale MFBs, die von grof3kalibrigen Dendriten (D) umgeben sind. An
den Dornenkoépfen (spine head, sp) bzw. dendritischen Endigungen lokalisieren AZs (weil3e
Sternchen), die ausgepragt elektronendichten PSDs gegenuberliegen. Mitochondrien (M) sind
gut zu identifizieren. (B) Aquivalenter Bildausschnitt zu (A) mit variierter Karnosvky-Fixation
(1/1%) nach Palay und Chan-Palay. SV-Pools erscheinen weitlaufiger verteilt als in (A) bei ins-
gesamt &hnlicher Strukturerhaltung. Maf3stab: (A, B) 1 pm.
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Als Vergleichsprobe zur HPF/FS-Technik dienten kontrastierte Ultradiinnschnitte Alde-
hyd-fixierter Mausgehirne (vier C57BI/6-Mause, Alter 14 Wochen, Zucht von Prof. Dr.
Anna-Leena Sirén), die durch das EM-Labor des Anatomischen Institutes der Universitéat
Wirzburg angefertigt worden waren und in Teilen an einem TEM, Modell LEO 912 AB
(Zeiss), des Anatomischen Institutes der Universitat Wirzburg durch die Promovendin
analysiert wurden (Appendix). Die Applikation beider Fixative erfolgte durch eine kardi-
ale Perfusion, die in tiefer Anasthesie der Tiere von Prof. Dr. Anna-Leena Sirén und Dr.
med. Martin Pauli durchgefihrt wurde. Die klassisch Aldehyd-basierten Fixationsproto-
kolle setzten das in der EM traditionell verwendete Karnovsky-Fixativ ein (2% Parafor-
maldehyd (PFA), 2.5% GA) (Karnovsky 1965; Korogod, Petersen, and Knott 2015) (Ap-
pendix). Zur Reduktion der Aldehyd-Menge wurde ein Protokoll mit 1% PFA und 1% GA
nach einem Protokoll von Sanford Louis Palay und Victoria Chan-Palay eingesetzt (Seite
326-328, (Palay and Chan-Palay 1974)) (Appendix). Beide Fixationsvarianten wiesen
ultrastrukturell vergleichbare Resultate auf und werden daher im Folgenden nicht weiter
differenziert.

In den Aldehyd-fixierten EM-Préparaten zeigten sich hippocampale MFBs — entspre-
chend den Vorarbeiten — als groRe, SV-gefillte Strukturen, die mehrere Dornenkdpfe
umrandeten und SVs unterschiedlichen Durchmessers aufwiesen (Abbildung 15-17).

Die Membran der Boutons konnte klar identifiziert werden, ebenso waren AZs, auch in

geringen VergroéRRerungsstufen, durch die elektronendichte PSD deutlich zu erkennen
(Abbildung 15).

Abbildung 16. Ultrastrukturelle Organisation des SV-Pools in Aldehyd-fixierten hippocam-
palen MFBs.

(A, B) Elektronenmikrographien von Aldehyd-fixierten hippocampalen MFBs nach klassischen
EM-Fixationsprotokollen. Der SV-Pool erscheint eng gedrangt und fillt weite Anteile des Boutons
aus. Die Zuordnung zu einzelnen AZs (weil3e Sternchen) ist vorhanden, der SV-Pool verbleibt
jedoch insgesamt als zusammenhangendes Cluster. (C) Elektronenmikrographie eines Aldehyd-
fixierten hippocampalen MFBs nach klassischen EM-Fixationsprotokollen. In einer zweiten Art
von Boutons erscheint der SV-Pool reduziert und einzelnen AZs zugeordnet mit deutlich erkenn-
baren freien Zytosolflachen. Maf3stab: (A-C) 1 um.
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Der synaptische SV-Pool konnte in Form von SV-Clustern identifiziert werden, die sich
in freien Bereichen des Zytosols, jedoch mit Abstand zu anderen Organellen, wie z.B.
Mitochondrien, oder der Plasmamembran formierten (Abbildung 16). Eine weitere Form
des SV-Clusters konnte einzelnen AZs klar zugeordnet und von weiteren SV-Clustern
innerhalb des Boutons differenziert werden (Abbildung 16C). In héheren Vergrolie-
rungsstufen erschienen die AZ-Profile durch elektronendichte Strukturen sowohl pra- als
auch postsynaptisch sowie von perisynaptischen Bereichen und dem Zytosol abgrenz-
bar (Abbildung 17A). Neben der PSD waren sog. pyramidenformige Partikel an der AZ-
Membran zu erkennen (Abbildung 17B) (Phillips et al. 2001).

Abbildung 17. Ultrastruktur der AZ in Aldehyd-fixierten hippocampalen MFBs.

(A) Elektronenmikrographie einer AZ mit gedockten DCVs und prominenter PSD an einem Dor-
nenkopf (spine head, sp). Weilie Pfeile deuten auf elektronendichtes Material (EDM) an der AZ-
Membran. (B) Elektronenmikrographie einer AZ mit EDM von unterschiedlicher Form. Maf3stab:
(A, B) 250 nm.

Probeweise durchgefihrte ET an klassisch fixierten AZs im hippocampalen MFB konnte
keine tiefergehende Differenzierung von pré- oder postsynaptischen EDM vermitteln
(Abbildung 18A). Auf deskriptiver Ebene fiel eine Positionierung der elektronendichten
pyramidenformigen Partikel an der AZ-Membran in nahezu regelméafigen Absténden auf
(Abbildung 18B). Zusammenfassend gelang mit den Aldehyd-fixierten Préparaten eine

aus der Literatur bekannte, morphologische Deskription komplexer MFBs.
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Abbildung 18. Elektronentomographie der AZ in Aldehyd-fixierten hippocampalen MFBs.

(A, B) Elektronentomographische Schnitte einer verzweigten AZ mit SV-Pool (griin) und pyrami-
denférmigen EDM (rot) in regelmafRigen Abstanden an der AZ-Membran. Die elektronentomogra-
phischen Schnitte sind einem Tomogramm an zwei unterschiedlichen Z-Positionen enthommen.

Postsynaptische Membran (hellblau) und Lokalisation der PSD (dunkelblau) sind gesondert mar-
kiert. Maf3stab: (A, B) 250 nm.
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HPF/FS-Technik

Abbildung 19. Strukturerhaltung von hippocampalen Moosfaserboutons in HPF/FS-behan-
delten akuten Hirnschnitten.

(A-B) Elektronenmikrographien von hippocampalen MFBs, die anhand ihrer uniformen SV-Dichte,
Existenz von Mitochondrien (M) und umhiiliten Dornenképfen (spine heads, sp) auch in geringe-
ren VergrolRerungsstufen gut zu identifizieren sind. Die AZs (weil3e Sternchen) lokalisieren sich
an den Dornenkdpfen. (C1, C2) Elektronenmikrographien eines hippocampalen MFBs mit gerin-
gerer SV-Dichte mit Nahaufnahme eines ausgewéahlten Dornenkopfes (schwarzes Késtchen, C2).
PSDs erscheinen weniger elektronendicht als in klassischer Aldehyd-basierter Fixation. Es lassen
sich verschiedene SV-Typen (schwarze Pfeile deuten auf LCVs, schwarze Pfeile deuten auf
DCVs) an der AZ-Membran und in AZ-Nahe identifizieren. Maf3stab: (A) 2 um, (B, C) 500 nm.

In den mit der HPF/FS-Technik behandelten EM-Préaparaten lieRen sich auf optisch-de-
skriptiver Ebene die charakteristischen morphologischen Merkmale des hippocampalen
MFBs Klar identifizieren (Abbildung 19). Membranstrukturen und Organellen, insbeson-
dere Mitochondrien, erschienen anhand von EM-Standards, z.B. der Auflosung von
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Doppellipidmembranen oder Membranfaltungen in Mitochondrien, von hoher strukturel-
ler Qualitat.

In hippocampalen MFBs verteilte sich der SV-Pool im Gegensatz zu Aldehyd-fixierten
MFBs in nahezu uniformer, dichter Art um die Dornenkopfe bzw. dendritischen Ausstil-
pungen sowie um Mitochondrien (Abbildung 19). Im Gegensatz zu Aldehyd-fixierten
MFBs zeigten sich in der HPF/FS-Technik wenig freie Zytosolflachen. Eine optisch
strenge Zuordnung einzelner SV-Cluster zu AZs, wie sie in Aldehyd-fixierten hippocam-
palen MFBs aufgefallen war, konnte in MFBs mit hoher SV-Dichte nicht getroffen wer-
den. In Einzelfallen konnten MFBs mit geringerer SV-Dichte identifiziert werden, wobei
der SV-Pool weiterhin uniform verteilt erschien (Abbildung 19C). In Ultradiinnschnitten
waren die AZs der hippocampalen MFBs sowohl anhand gedockter SVs an ihrer Memb-
ran als auch feinen elektronendichten PSF zu identifizieren, die als Aquivalent zu der
optisch auffalligen, stark elektronendichten PSD in Aldehyd-fixierten Synapsen begriffen
wurde. Innerhalb des SV-Pools waren SVs unterschiedlichen Durchmessers und Art zu
erkennen, darunter SCVs, LCVs und DCVs (Abbildung 19C2). Diese erschienen in ihrer
Form rundlicher und in der Verteilung weniger gestaucht als in der klassischen Fixation.
Elektronendichte (pyramidenférmige) Partikel konnten an der Membran nicht identifiziert
werden.

Unter Beachtung der Qualitatsstandards fir synaptische Gewebeerhaltung in der
HPF/FS-Technik und im Vergleich zu EM-/ET-Aufnahmen aus murinen organotypischen
Schnittkulturen (Imig et al. 2014) erschien die erzielte MFB-Morphologie hochwertig und
fur eine Aufldsung feiner filamentdser Strukturen an AZ- und SV-Membranen angemes-
sen. Dies war fur eine ultrastrukturelle Einordnung von RIM1a in elektronentomographi-
schen Aufnahmen von hoher Bedeutung. Nach mehrfacher Replikation der erzielten Ge-
webequalitdt und unter Beachtung der standardisierten Aufnahmekriterien, die in den
Methoden ausfuhrlich aufgefihrt sind, wurde die neu etablierte HPF-FS-Praparations-
technik fir die quantitative Analyse der AZ-Ultrastruktur in hippocampalen MFBs einge-

setzt.
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5.2 Hochwertige Qualitat der AZ-Ultrastruktur in hippocampalen MFBs
von RIM1a** und RIM1a’"

Abbildung 20. Hochwertige Qualitat der AZ-Ultrastruktur in hippocampalen MFBs von
RIM1a** und RIM1a™.

(A-D) Exemplarische Elektronenmikrographien von AZs des hippocampalen MFBs an Dornen-
kopfen (spine heads, sp) der CA3-Pyramidalzellen in beiden Genotypen, die fur Elektronentomo-
graphie ausgewahlt wurden. Pfeilkopf deutet auf die PSD an den postsynaptischen Membranen,
Uber die die Ausdehnung der AZ-Membran definiert wird. (E-H) Elektronentomographische
Schnitte aus Tomogrammen von AZs (wei3e Kastchen), die in A-D gezeigt werden. (E1-H1a)
VergroéRerte Bildauschnitte der elektronentomographischen Schnitte aus E-H. Die blaue Linie
markiert das zweidimensionale prasynaptische AZ-Profil. Dieses liegt feinen postsynaptischen
Filamenten (PSF) gegenuber, die an der postsynaptischen Membran befestigt sind (in magenta
nachgezeichnet) und der PSD nach klassischer Definition entsprechen. Maf3stab: (A-H) 250 nm,
(E1-H1a) 100 nm. Die Abbildung entspricht einer modifizierten Form der Abbildung 2, Bildteile A-
H1a, der Originalpublikation der Promovendin (Lichter et al. 2022).

Fur die quantitative Ultrastrukturanalyse der AZs in RIM1a** (N = 30 3D AZ-Modelle aus
individuellen MFBs) und RIM1a™ (N = 32 3D AZ-Modelle aus individuellen MFBs) wur-
den die Proben nach standardisierten Qualitatskriterien vorausgewahlt, um eine Artefakt
behaftete Analyse auszuschlieRen und um die notwendige ultrastrukturelle Grundlage
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fir Nanometer prazise geometrische Quantifikationen sicherzustellen. Eine AZ-Memb-
ranflache (3D) / ein AZ-Profil (2D) definierte sich ultrastrukturell als die Membranflache
(3D) / die Membranlinie (2D), die — durch den synaptischen Spalt getrennt — der an der
postsynaptischen Membran von CA3b-Dornenkopfen befindlichen PSF exakt gegen-
uberlag. Sowohl in RIM1a** als auch in RIM1a”- konnten die AZs in morphologisch cha-
rakteristischen grof3en MFBs mit (nahezu) uniformer SV-Dichte identifiziert werden (Ab-
bildung 20A-H). Die Morphologie der MFBs in beiden Genotypen wies auf deskriptiv-
optischer Ebene keine auffalligen Unterschiede auf. Die MFBs enthielten einen dichten
SV-Pool mit den vorbeschriebenen unterschiedlichen SV-Typen (Henze et al. 2002;
Rollenhagen and Libke 2010) (Abbildung 20E1-H1a). In der qualitativen Betrachtung
der Praparate im TEM fiel auf, dass die AZ-Profile in 2D breiter und gedockte SVs in
RIM1a” AZs reduziert erschienen (Abbildung 20E1-H1a). Auch bei RIM1a-Defizienz
erwies sich der synaptische Komplex inklusive der AZ auf deskriptiv-optischer Ebene als
ultrastrukturell intakt. Ein extremer ultrastruktureller Phanotyp, wie beispielswiese eine
durchgehende Depletion der SVs an der AZ-Membran, war in RIM1a’- AZs nicht zu er-
kennen (Abbildung 20E1-H1a). Dies unterstrich die Bedeutung einer standardisierten
quantitativen 2D- und 3D-Ultrastrukturanalyse der AZs des groRen MFBs sowohl in

RIM1a’ als auch RIM1a** mit Hilfe von Elektronentomographie.
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5.3 Variabilitat und Komplexitat der AZ-Membranflache in hippocampa-
len MFBs

3D-Bilddaten des adulten murinen MFBs aus einer Technik der Volumen-EM, der sog.
serial-block face scanning electron microscopy (SBF-SEM), legen nahe (Wilke et al.
2013), dass die AZ-Formen geometrisch heterogen sind und keine uniforme scheiben-
artige (disc-like) Struktur darstellen (Stidhof 2012). dSTORM-Aufnahmen des prasynap-
tischen AZ-nahen Proteins Bassoon in grof3en MFBs zeigten eine hohe Variabilitat der
AZ-Grol3e, gemessen an Einzellokalisationen von Bassoon, innerhalb der CA3-Region
und unter Tieren gleichen Genotyps auf (Pauli et al. 2021). Bei hoher Standardisierung
der Aufnahmelokalisation wiesen die 3D AZ-Modelle aus Elektronentomogrammen von
250 nm dicken Semidinnschnitten in beiden Genotypen auf einem deskriptiv-optischen
Level unregelmaRige und komplexe Formen mit Lochern, Verzweigungen und durch die
Lokalisation am Dornenkopf bedingte langflachige Kurvaturen auf (Abbildungen 21,
22).

RIM1c** Modelle der AZ-Membran (N = 30)
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Abbildung 21. RIM1a**-Modelle der AZ-Membran in hippocampalen MFBs.

Standardisierte Auf- und Seitensicht der IMOD-Modellobjekte fir die AZ-Membranen. Maf3stab:
100 nm. Die Abbildung entspricht einer Gibersetzten Version des Supplements Abbildung 1, Bild-
teil A, aus der Originalpublikation der Promovendin (Lichter et al. 2022).



RIM1c - Modelle der AZ-Membran (N = 32)
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Abbildung 22. RIM1a’-Modelle der AZ-Membran in hippocampalen MFBs.

Standardisierte Auf-/Seitensicht der IMOD-Modellobjekte fur die AZ-Membranen. MalRstab: 100
nm. Die Abbildung entspricht einer Gibersetzten Version des Supplements Abbildung 1, Bildteil B,
aus der Originalpublikation der Promovendin (Lichter et al. 2022).

5.4 Gr6RBenzunahme der AZ-Membranflache in hippocampalen MFBs in

RIM1a”

In der quantitativen Analyse der AZ-Membranflachen zeigte sich eine hochsignifikante
Zunahme von im Median 0,100 um2 (0,072-0,132, 25-75. Perzentile) in RIM1a-defizien-
ten AZs verglichen zu 0,068 umz (0,048-0,098) in RIM1a**-AZs (p = 0,002, WMWT, Ta-
belle 2) (Abbildung 23A). Innerhalb des jeweiligen Genotyps unterschieden sich die
AZ-Membranflachen der drei Tiere nicht (RIM1a™: p = 0,987, RIM1a**: p = 0,337, beides
KW ANOVA) (Abbildung 23B). Auf Basis der experimentellen Anzahl der eingeschlos-
senen 3D AZ-Modelle wurde die Differenz der AZ-Membranflache in beiden Genotypen
mit der Kovariablen einer angenommenen Variabilitdt zwischen den Tieren pro Genotyp
simuliert. Die Zunahme der AZ-Membranflache zeigte sich fur den RIM1a”-Genotyp
konstant (p = 0,001) (Abbildung 23C-F) (Tabelle 2, siehe Appendix fiir Modellparame-
ter). Als mathematische Grundlage der Modellierung wurde ein restriktives gemischt li-
neares Verfahren (restricted LMM) eingesetzt und durch eine Bootstrapping-Simulation
mit 10000 Wiederholungen erganzt. Eine signifikante Differenz in der 2D-Flache der
dendritischen Dornenkdpfe, an denen sich die ausgewahlten AZ befanden, bestand zwi-
schen beiden Genotypen nicht (p = 0,215, WMWT) (Abbildung 23F).
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Abbildung 23. Zunahme der AZ-Membranflache in RIM1a™.

(A) Diagramm der AZ-Membranflache in beiden Genotypen. (B) Diagramm der AZ-Membranfla-
chen pro Tier in beiden Genotypen. (C) Gardner-Altman-Diagramm zur Mediandifferenz der AZ-
Membranflache in beiden Genotypen. Die Kurve (violett) reprasentiert das 95-prozentige Kon-
fidenzintervall der Bootstrapping-Analyse (5000 Bootstraps); auf der rechtsseitigen y-Achse ist
die EffektgroRe (Mediandifferenz) aufgetragen. (D, E) Diagramm und Histogramm der berechne-
ten Modellresiduen der gemischten linearen Modellierung. (F) Histogramm des Mittelwertes aller
randomisierten Koeffizienten. Deren Konfidenzintervall wurde durch eine Bootstrapping-Analyse
mit 10000 Wiederholungen bestimmt. (G) Diagramm der zweidimensionalen (2D) dendritischen
Dornenflache an den untersuchten AZs, die sich unter beiden Gruppen nicht signifikant unter-
schied. Die Diagramme sind modifiziert der Abbildung 2, Bildteil I, und dem Supplement Abbil-
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dung 2 der Originalpublikation der Promovendin entnommen (Lichter et al. 2022).
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Da die Untersuchung einer AZ-GrélRenveranderung in den KO-Modellen der AZ-Proteine
gehéauft auf einer Quantifizierung eines 2D AZ-Profils beruht und diese GroRe in kiirzlich
veroffentlichten HPF/FS-Studien am hippocampalen MFB 28 Tage alter Mause verwen-
det wurde (Borges-Merjane, Kim, and Jonas 2020), wurde unter den Genotypen die
Lange aller 2D AZ-Profile verglichen. Dies umfasste 12750 AZ-Profile in RIM1a” und
13991 AZ-Profile in RIM1a** und entsprach der Anzahl von elektronentomographischen
Schnitten der eingeschlossenen Tomogramme. Aquivalent zu den 3D-Daten zeigte sich
im RIM1a”-Genotyp eine signifikant vergréRerte mediane AZ-Profillange von 513,49 nm
(330,33-665,85) mit einer hochverstreuten Verteilung der Einzellangen tiber den gesam-
ten Wertebereich. Die mediane AZ-Profillange im Wildtyp betrug dazu im Gegensatz
338,77 nm (241,16-460,77) in RIM1a** (p < 0,001, WMWT) (Abbildung 24A).

Ein weiteres 3D-Mal} stellt die maximale Ausdehnung der AZ-Membran als grof3ter
Durchmesser durch den Mittelpunkt der 3D rekonstruierten AZ-Membranflache dar.
Diese zeigte sich im RIM1a’ mit 802,50 nm (Standardabweichung (SD): 208,92) im Ver-
gleich zu 602,31 nm (159,14) im RIM1a** vergrofRert (p < 0,001, Welch t-Test) (Abbil-
dung 24B). Zusammenfassend ist daher von einer hochsignifikanten Gré3enzunahme

der AZ-Membranflache in RIM1a-defizienten AZs des hippocampalen MFBs auszuge-

hen.
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Abbildung 24. Zunahme der 2D AZ-Profillange und max. Ausdehnung der AZ-Membran in
RIM1a™.

(A) Histogramm der 2D AZ-Profillangen aus allen eingeschlossenen IMOD-Modellen in beiden
Genotypen (RIM1a: 12750 AZ-Profile, RIM1a*+: 13991 AZ-Profile). (B) Diagramm der maxima-
len (max.) Ausdehnung der AZ-Membran in beiden Genotypen. Die Abbildung ist eine modifizierte
Form der Bildteile J und K, Abbildung 2, der Originalpublikation der Promovendin (Lichter et al.
2022).

64



Tabelle 2. Zusammenfassung der numerischen und statistischen Werte zu AZ-

Membranflachen in beiden Genotypen

Abkirzungen: KW ANOVA = Kruskal-Wallis ANOVA, pw = Analysepower, SD = standard
deviation (Standardabweichung), T = Tier, WMWT = Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, W t-

Test = t-Test nach Welch.

RIM1a™” RIM1a*"*
Parameter Median (25.-75. Perzentile)/ p-Wert  Test
Mittelwert (SD)
AZ-Membranflache | 0,100 (0,072- 0,068 (0,048- 0,002 WMWT
[um?] 0,132) 0,098)
T1 (12 AZs): 0,097 | - 0,987 KW
(0,074-0,131), ANOVA
T2 (10 AZs): 0,109
(0,067-0,135)
T3 (10 AZs): 0,101
(0,075-0,173)
- T1 (10 AZs): 0,073 | 0,337 KW
(0,041-0,123), ANOVA
T2 (10 AZs): 0,084
(0,057-0,105),
T3 (10 AZs): 0,059
(0,049-0,071)
2D AZ-Profillange | 513,49 (330,33 338,77 (241,16- <0,001 | WMWT
[nm] 665,85) 460,77)
Max. Ausdehnung | 802,50 (208,92) 602,31 (159,14) <0,001 | Wt-Test,
AZ-Membran [nm] pw = 0,99
2D Dornenflache 0,701 (0,542- 0,575 (0,479- 0,215 WMWT
[um?] 0,793) 0,733)

Linear mixed modelling (LMM): AZ-Membranflache

Restricted maximum likelihood, Bootstrapping (BStr) mit 10000 Wiederholungen

Parameter LMM BStr Mittel- | 0,025 0,975 p-Wert
wert

Effekt 0,036 0,036 0,015 0,058 0,001

inter-animal | O - - - -

variability

label swap - 0,001 - - -
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5.5 Hohen- und Volumenzunahme des synaptischen Spaltes in RIM1a
Eine grundlegende Funktion der AZ besteht in der Vermittlung von transsynaptischen
Organisationsprinzipien, in die RIM als zentrales AZ-Protein eingebunden ist (i.a. (Tang
et al. 2016)). Die Hohe des synaptischen Spaltes in RIM1a”-AZs des hippocampalen
MFBs war mit einem Mittelwert von 10,08 nm (2,03) im Vergleich zu 8,45 nm im Wildtyp
vergroRert (p = 0,002, Welch t-Test) (Abbildung 25A). Der Mittelwert entspricht einer
fur den synaptischen Spalt globalen Hohenangabe, der sich aus dem Gesamtvolumen
des synaptischen Spaltes dividiert durch die AZ-Membranflache ergibt. Das Volumen
des synaptischen Spaltes war kongruent zur AZ-Membranflachenzunahme mit 947 494
nm3 im RIM1a”-Genotyp im Vergleich zu 593 067 nm?3 im RIM1a**-Genotyp erhoht (p <
0,001, WMWT) (Abbildung 25B).
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Abbildung 25. Hohen- und Volumenzunahme des synaptischen Spaltes in RIM1a™.

(A) Diagramm der mittleren Héhe des synaptischen Spaltes in beiden Genotypen. (B) Diagramm
des Spaltvolumens in beiden Genotypen. Bildteil A ist eine modifizierte Version des Bildteils L,
Abbildung 2, der Originalpublikation der Promovendin (Lichter et al. 2022).

5.6 Akkumulation von Mitochondrien an RIM1a’ AZs

Mitochondrien in der Nahe zu Prasynapsen fungieren u.a. als interne Calciumspeicher,
Regulatoren einer Calciumhomdstase und ATP-Produzenten (Devine and Kittler 2018).
Waéhrend der quantitativen Ultrastrukturanalysen an den AZs beider Genotypen fiel auf
deskriptiv-optischer Ebene auf, dass Mitochondrien bzw. mitochondriale Netzwerke eine
hohe Prasenz an einzelnen AZs aufwiesen (Abbildung 26A, B). Fur den hippocampalen
MFB des Wildtyps ist die Prdsenz von Mitochondrien beschrieben (Rollenhagen and
Libke 2010), eine quantitative Untersuchung in Bezug auf AZs wurde bisher nicht durch-

gefuhrt.
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Abbildung 26. Akkumulation von Mitochondrien an RIM1a”- AZs.

(A1-2) Exemplarische Elektronenmikrographien von AZs mit Ortlich assoziierten Mitochondrien
(M) in hippocampalen MFBs in beiden Genotypen. Beide Elektronenmikrographien wurden fur
die stereologische Quantifizierung der mitochondrialen Flache genutzt. (B) Elektronentomogra-
phischer Schnitt einer RIM1a”- AZ, an der membrannahe Mitochondrien assoziiert sind. Ultra-
strukturell lassen sich die Einfaltungen der inneren Mitochondrienmembran (Cristae) identifizie-
ren. MaR3stab: (A1-2) 500 nm, (B) 100 nm. Die Bildteile sind in modifizierter Form dem Supplement
Abbildung 3 der Originalpublikation der Promovendin entnommen (Lichter et al. 2022).

Unter Anwendung einer Methode der 2D-Stereologie (Hacker and Lucocq 2014) zeigte
sich eine signifikant erhohte Prasenz von mitochondrialer Flache an RIM1a” AZs zwi-
schen 200-500 nm Distanz zur AZ-Membran (200-300 nm: p = 0,016, 300-400 nm: p =
0,038, 400-500 nm: p = 0,050, WMWT) (Abbildung 27A-B) (Tabelle 3). In beiden Ge-
notypen konnte in den ausgewdahlten Elektronenmikrographen kein signifikanter Anteil
mitochondrialer Flache zwischen 0-200 nm nachgewiesen werden (Abbildung 27B).
Perisynaptisch, d.h. in bis zu 200 nm Distanz zu den AZ-Randern, wiesen 25 von 45
RIM1a’ AZs mitochondriale Flache mit einem gréRten Anteil in einer Distanz von 300-
400 nm zu der perisynaptischen Plasmamembran auf (Abbildung 27B). In RIM1a** AZs
wurde keine mitochondriale Flache quantifiziert, die der ausgewdahlten AZ zugeordnet
werden konnte (Tabelle 3). Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf eine Akku-
mulation von Mitochondrien an RIM1a” AZs in groRen hippocampalen MFBs hin.
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Abbildung 27. Quantifizierung der mitochondrialen 2D-Flachen in beiden Genotypen.

(A) Prozentuale Verteilung der mitochondrialen 2D-Flache in beiden Genotypen. (B) Diagramm
der totalen mitochondrialen Flache an der AZ und perisynaptisch in beiden Genotypen. UCF =
unbiased counting frame. Die Bildteile sind in modifizierter Form dem Supplement Abbildung 3
der Originalpublikation der Promovendin entnommen (Lichter et al. 2022).
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Tabelle 3. Zusammenfassung der numerischen und statistischen Werte der 2D-
Flachen von Mitochondrien in beiden Genotypen.

Abkirzungen: mito. = mitochondrial, pw = Analysepower, SD = standard deviation (Stan-
dardabweichung), WMWT = Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, W t-Test = t-Test nach
Welch. Die EM-Aufnahmen entsprachen standardisierten Elektronenmikrographien bei
15 000-facher Vergrof3erung. Details sind dem Methodenteil zu entnehmen.

RIM1a™” RIM1a*"*
N =45 EM-Aufnah- N =20 EM-Aufnah-
men men
Parameter Median (25.-75. Perzentile)/ p-Wert Test
Mittelwert (SD)
Mito. Gesamtflache - AZ [um?]
0-100 nm 1 von 45 AZ: 1 von 20 AZ: 0,005 | - -
0,001
100-200 nm 0 0 - -
200-300 nm 0,009 (0,000- 0,000 (0,000- 0,016 WMWT
0,023) 0,007)
300-400 nm 0,016 (0,000- 0,003 (0,000- 0,038 WMWT
0,024) 0,015)
400-500 nm 0,013 (0,000- 0,000 (0,000- 0,05 WMWT
0,028) 0,017)

Mito. Gesamtflache - perisynaptisch [um?]
RIM1a™: 25 von 45 EM-Aufnahmen, RIM1

a*: 1 von 20 EM-Aufnahmen

0-100 nm 0 - - -

100-200 nm 0,002 (0,000- - - -
0,009)

200-300 nm 0,005 (0,000- - - -
0,009)

300-400 nm 0,015 (0,004- - - -
0,020)

400-500 nm 0,012 (0,004- 1AZ:0,111 - -
0,020)
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5.7 Hochaufgeltste 3D-Visualisierung von synaptischen Vesikeln in AZs
des hippocampalen MFBs

Die Kombination aus Elektronentomographie in hohen Vergro3erungen und HPF/FS-
praparierten akuten Hirnschnitten vermittelten einen bisher unbekannten visuellen De-
tailreichtum von individuellen SVs in 0-10 nm Distanz zur AZ-Membran (Abbildung 28).
Optisch liel3en sich in nanoskopischer Auflésung sowohl feine filamentdse Strukturen
auf der &ul3eren SV-Membran identifizieren als auch EDM unterschiedlicher Gestalt zwi-
schen SV und AZ-Membran.

Abbildung 28. Hochaufgeldste 3D-Visualisierung von synaptischen Vesikeln in AZs des
hippocampalen MFBs.

(A1-A5) Exemplarische elektronentomographische Schnitte von SVs in unmittelbarer N&he zur
AZ-Membran in RIM1a**. (B1-B5) Exemplarische elektronentomographische Schnitte von SVs
in unmittelbarer Nahe zur AZ-Membran in RIM1a”-. MaRstab: (A, B) 25 nm. Die Bildteile A2, A4,
B2 und B4 entsprechen den Bildteilen A1-A4 in Abbildung 3 der Originalpublikation der Promo-
vendin (Lichter et al. 2022).

5.8 Docked SV pool — Reduktion und Delokalisation der gedockten SVs
in RIM1a’- AZs des hippocampalen MFBs

5.8.1 Reduziertes SV-Docking in RIM1a”

In RIM1a AZs des groRRen hippocampalen MFBs war der SV-Pool aus eng gedockten
SVs (0-2 nm) mit 0,341 SVs pro 0,01 um? AZ-Membranflache (0,108-0,469) im Vergleich
zu 1,133 SVs pro 0,01 um? AZ-Membranflache (0,674-1,410) in RIM1a** AZs signifikant
reduziert (p < 0,001, WMWT) (Abbildung 29A). In einer erweiterten Definition von SV-
Docking (0-5 nm) verblieb das SV-Docking in RIM1a”- AZs mit 0,946 SVs pro 0,01 ym?
AZ-Membranflache (0,477) im Vergleich zu 1,662 SVs pro 0,01 um? AZ-Membranflache
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(0,679) in RIM1a** AZs ebenfalls signifikant vermindert (p < 0,001, Welch t-Test, Power
= 0,99) (Abbildung 29A). Unter Annahme des SV-Dockings als zeitlich konsekutiver
Vorgang und einer funktionell begriindeten Definition in eng und lose gedockte SVs
(Neher and Brose 2018), wurden in beiden Genotypen gedockte SVs in 2,1-5 nm Distanz
zur AZ-Membran quantifiziert. Es zeigte sich eine leichte, jedoch nicht signifikante Zu-
nahme der gedockten SVs von 0,612 SVs pro 0,01 ym? AZ-Membranflache (0,365) in
RIM1a’ AZs verglichen zu 0,488 SVs pro 0,01 um? AZ-Membranflache (0,256) in
RIM1a** AZs (p = 0,123, Welch t-Test, Power = 0,34) (Abbildung 29A). Bei den sog.
tethered SVs, d.h. durch EDM verbundene SVs in 5,1-10 nm Distanz zur AZ-Membran,
bestand in der Anzahl der SVs pro 0,01 um? AZ-Membranflache keine Differenz (p =
0,871, WMWT). Durchschnittlich lokalisierten sich SVs in 0-10 nm Distanz zur AZ-Memb-
ran in RIM1a”-AZs mit 3,36 nm (1,96-5,10; N = 429 SVs) doppelt so weit von der Memb-
ran entfernt als SVs mit 1,75 nm (0,00-3,88; N = 428 SVs) in RIM1a** AZs (p < 0,001,
WMWT) (Abbildung 29B).
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Abbildung 29. Reduziertes SV-Docking in RIM1a™.

(A) Diagramm der zur AZ-Membranflache normalisierten SV-Anzahl zwischen 0-10 nm Distanz
zur AZ-Membran in beiden Genotypen. (B) Histogramm der relativen Haufigkeit der SVs in Rela-
tion zur Distanz des SVs zur AZ-Membran. Die Abbildung entspricht einer Ubersetzten und mo-
difizierten Version des Bildteils B, Abbildung 3, der Originalpublikation der Promovendin (Lichter
et al. 2022).

5.8.2 Distanzzunahme der perisynaptischen SVs (0-10 nm) in RIM1a’
Untersuchungen in C. elegans zeigen, dass sich SVs bei RIM-Defizienz peripher in Re-
lation zu der AZ lokalisieren (Stigloher et al. 2011). In vorliegender Quantifizierung waren
gedockte SVs und ,tethered” SVs mit bis zu 200 nm Distanz zu den AZ-Randern in bei-
den Genotypen selten (RIM1a”: 91 SVs, RIM1a**: 86 SVs). Betrachtet man die Distanz
der SVs zur perisynaptischen Membran, befanden sich diese im RIM1a-Genotyp - 4qui-

valent zu den SVs innerhalb der AZ — mit 6,01 nm (3,75-8,12) nahezu doppelt so weit
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entfernt von der Membran wie SVs mit 3,47 nm (1,46-6,75) im RIM1a**-Genotyp (p <
0,001, WMWT) (Abbildung 30).
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Abbildung 30. Distanzzunahme der perisynaptischen SVs in 0-10 nm Distanz zur Plasma-
membran in RIM1a”.

Diagramm der SV-Distanz zur perisynaptischen Plasmamembran (PM) mit < 200 nm Distanz zu
den AZ-Réandern in beiden Genotypen. Die Abbildung entspricht einer modifizierten und uber-
setzten Version des Bildteils C, Abbildung 3, der Originalpublikation der Promovendin (Lichter et
al. 2022)

5.8.3 Reduziertes elektronendichtes Material an eng gedockten SVs in
RIM1a”

Gedockte SVs sind mit der AZ-Membran durch EDM strukturell verbunden (Abbildung
31A), das sowohl ein ultrastrukturelles Korrelat der SV-Proteine auf der au3eren SV-
Membran als auch von AZ- und SNARE-Proteinen auf der AZ-Membran darstellen kann.
Bisher wurde dieses weder an gedockten SVs in akuten murinen Hirnschnitten unter-
sucht noch existierte ein quantitatives Maf3 in den unterschiedlichen Definitionen der ge-
dockten SVs.

Eng gedockte SVs in RIM1a” AZs (N = 101 SVs) des groRen hippocampalen MFBs
besalRen mit einer Breite von 17,87 nm (5,62) ein reduziertes EDM verglichen zu 19,43
nm (6,42) fur eng gedockte SVs (N = 188 SVs) in RIM1a** AZs (p = 0,033, Welch t-Test,
Power = 0,57) (Abbildung 31B). Wurde die EDM-Breite zum individuellen SV-Durch-
messer normalisiert, verblieb das relative EDM des eng gedockten SVs im RIM1a”-Ge-
notyp mit 39,6% des SV-Durchmesser (31,7-45,5) reduziert. Eng gedockte SVs in
RIM1a** AZs des groRen hippocampalen MFBs besitzen im Median ein mit 41,8% des
SV-Durchmessers (32,2-51,8) im Vergleich zu RIM1a™ signifikant groReres EDM (p =
0,043, WMWT) (Abbildung 31C). Das absolute EDM lose gedockter SVs (2,1-5 nm)
unterschied sich hingegen zwischen beiden Genotypen nicht signifikant (RIM1a”: 13,86
nm (9,69-18,53 nm), N = 136 SVs; RIM1a**: 13,59 nm (10,68-17,00), N = 62 SVs; p =
0,665, WMWT) (Abbildung 31B). Dies liel3 sich auch in einer normalisierten Rechnung
bestatigen (RIM1a™”: 32% des SV-Durchmessers (22,4-41,9); RIM1a**: 30,6% (23,5-
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36,9); p=0,331, WMWT) (Abbildung 31C). Unter Betrachtung der relativen EDM-Breite
unter allen gedockten SVs zwischen 0-5 nm war diese in RIM1a” AZs mit 36,5% des
SV-Durchmessers (26,5-43,8) verglichen zu RIM1a** AZs (38,5%, 29,9-48,7; p = 0,003,
WMWT) reduziert. In beiden Genotypen differierte das relative EDM zwischen den bei-
den Docking-Kategorien hochsignifikant (RIM1a”: p < 0,001, Welch t-Test, Power =
0,95; RIM1a**: p < 0,001, WMWT) (Abbildung 31C).

In RIM1a’ AZs des groRen hippocampalen MFBs wiesen SVs des gesamten SV-Pools
(N = 4079 SVs) einen gering vergroRerten, jedoch hochsignifikant unterschiedlichen SV-
Durchmesser von 43,96 nm (41,33-46,7) im Vergleich zu 43,39 nm (41,33-46,15) der
SVs in RIM1a** AZs auf (p < 0,001, WMWT) (Abbildung 31D). Zusammenfassend ist
in RIM1a’ AZs des groRRen hippocampalen MFBs nicht nur von einer Reduktion des
(eng) gedockten SV-Pools, sondern ebenso von einer Reduktion und Veranderung des
EDMs unmittelbar am individuell (eng) gedockten SV auszugehen.
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Abbildung 31. Reduziertes elektronendichtes Material an eng gedockten SVs in RIM1a™.

(A) Elektronentomographischer Schnitt eines gedockten SVs (cyan) am Vesikelmittelpunkt mit
integrierter 3D-Modellierung (IMOD) und Annotation des elektronendichten Materials (EDM,
orange), das den SV mit der AZ-Membran verbindet. (B) Diagramm der EDM-Breite in gedockten
SVs der beiden Genotypen. (C) Diagramme der zum individuellen SV-Durchmesser normalisier-
ten EDM-Breite in gedockten SVs der beiden Genotypen. (D) Histogramm der SV-Durchmessers
in beiden Genotypen. MaR3stab: (A) 25 nm. Die Bildteile A, B und D sind eine modifizierte und
Ubersetzte Version der Bildteile D-F, Abbildung 3, der Originalpublikation der Promovendin

(Lichter et al. 2022).
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5.8.4 Delokalisation des eng gedockten SV-Pools in RIM1a™
A B

Index-SV

AZ-Rand 1 AZ-Rand 2

AZ-Profillange ¢ = d, + d,

Abbildung 32. Die Geometrie des eng gedockten SV-Pools in AZs des hipoocampalen
MFBs.

(A) Schemazeichnung der geometrischen Parameter zur Quantifizierung des eng gedockten SV-
Pools in AZs des hippocampalen MFBs. (B) Exemplarische Ansichten jeweils eines IMOD-Mo-
delles mit AZ-Membran (grau) und eng gedockten SVs (cyan). MaR3stab: (B) 100 nm. Die Abbil-
dung ist eine modifizierte und Uibersetzte Version der Bildteile A-B, Abbildung 4, der Originalpub-
likation der Promovendin (Lichter et al. 2022).

Die Lokalisation der Vesikelfreisetzung bzw. der gedockten SVs steht in Zusammenhang
mit asynchronen und synchronen Formen der Vesikelfreisetzung an Synapsen (Kusick
et al. 2020; Mendonca et al. 2022). In AZs des grofRen hippocampalen MFBs erfolgte
bisher keine 3D-geometrische Quantifizierung der gedockten SVs (Abbildung 32).

Unter Anwendung programmiergestiitzter Berechnungen zu den néchsten Nachbar-SVs
(nearest neighbour (NN) calculation, Appendix) verteilte sich der eng gedockte SV-Pool
in RIM1a” AZs mit vergroRerten NN-Distanzen zwischen einem individuell eng gedock-
ten SV und seinen nachsten eng gedockten Nachbar-SVs auf der gesamten AZ-Memb-
ranflache (NN1-NN5: p < 0,001, WMWT) (Abbildung 33A) (Tabelle 4). Eng gedockte
SVs in RIM1a’ AZs befanden im Median nahezu doppelt so weit auseinander wie eng
gedockte SVs in RIM1a** AZs (Abbildung 33A) (Tabelle 4). Setzt man die Position des
individuell eng gedockten SVs in Relation zu den beiden AZ-Randern, die sich klar im
3D-Tomogrammvolumen der AZ identifizieren lieRen, befanden sich diese in RIM1a™
AZs (N =108 SVs) im Median 404,65 nm (186,92-632,44) zum einen AZ-Rand und kor-
respondierend 550,76 nm (299,09-915,65) zum anderen AZ-Rand entfernt (Abbildung
33B). In einer normalisierten Rechnung zu der dazugehoérigen AZ-Profillange entsprach
dies einem Verhaltnis von 0,389 (0,207-0,643) zu 0,611 (0,357-0,793). Beide relative
Distanzen unterschieden sich signifikant (p < 0,001, WMWT) (Abbildung 33C). Das be-

deutet, dass sich ein eng gedockter SV in Relation zu den AZ-Randern im auf3eren Drittel
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der AZ-Membranflache in RIM1a” AZs befindet. Dies unterschied sich signifikant zu den
eng gedockten SVs (N = 203 SVs) in RIM1a** AZs, die mit 219,07 nm (120,55-341,93)
zum einen AZ-Rand und mit 227,59 nm (107,09-381,22) korrespondierend zum anderen
AZ-Rand geringere absolute Distanzen aufwiesen (p < 0,001, WMWT) (Abbildung
33B). Dies entsprach einem relativen Distanzverhaltnis von 0,479 (0,251-0,744) zu
0,521 (0,256-0,748) zu beiden AZ-Randern, wobei sich die beiden relativen Maf3e nicht
signifikant voneinander unterschieden (p = 0,859, WMWT) (Abbildung 33C). Das be-
deutet, dass sich ein eng gedockter SV in RIM1a** AZs in Relation zu den AZ-Randern
nahezu mittig auf der AZ-Membran positioniert und die Entfernungen zu einem der bei-
den AZ-Rander keinen signifikanten Unterschied untereinander besitzen. Dies differierte
signifikant vom relativen Distanzverhaltnis des eng gedockten SVs zu den AZ-Randern
in RIM1a” AZs (p = 0,031, WMWT) (Abbildung 33C).

Als weiteres geometrisches Mal3 zur Beschreibung der 3D-Lokalisation eng gedockter
SVs kann das Massezentrum (center of mass, c.0.m.) einer AZ dienen (Mrestani et al.
2021). In RIM1a’ AZs des groRen hippocampalen MFBs waren eng gedockte SVs (N =
108 SVs) im Median mit 195,03 nm (118,28-312,79) weiter vom Massezentrum der AZ
entfernt als eng gedockte SVs (N = 203 SVs) mit 110,59 nm (68,73-187,13) in RIM1a**
AZs (p < 0,001, WMWT) (Abbildung 33D).

Zusammenfassend ist von einer Veranderung des eng gedockten SV-Pools in hippo-
campalen MFBs des RIM1a-defizienten Genotyps auf Basis unterschiedlicher quantita-
tiver geometrischer 2D/3D-Male auszugehen, die sich vor allem in der periphereren Lo-

kalisation der eng gedockten SVs manifestiert.
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Abbildung 33. Delokalisation des eng gedockten SV-Pools in RIM1a™.

(A) Diagramm der nearest neighbouring (NN)-Distanzen von benachbarten eng gedockten SVs
zu einem eng gedockten Index-SV in beiden Genotypen. (B) Diagramm der Distanz eines indivi-
duellen, auf einem 2D AZ-Profil gelegenen eng gedockten SVs zu beiden AZ-Randern, dargestellt
fur beide Genotypen. (C) Diagramm der zur individuellen 2D AZ-Profillange normalisierten Dis-
tanz eines eng gedockten SVs zu beiden AZ-Réandern. (D) Histogramm der relativen Haufigkeit
der eng gedockten SVs in Relation zu ihrer Distanz zum Massenzentrum (center of mass, ¢.0.m.)
der AZ. Die Abbildung entspricht einer modifizierten und Ubersetzten Version der Bildteile C-E,
Abbildung 4, der Originalpublikation der Promovendin (Lichter et al. 2022).
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Tabelle 4. Zusammenfassung der numerischen und statistischen Werte der NN-
Distanzen des eng gedockten SV-Pools in beiden Genotypen.

N = Anzahl, NN = nearest neighbouring, SD = standard deviation (Standardabweichung),
WMWT = Wilcoxon-Mann-Whitney-Test.

RIM1a™” RIM1a*"*
Parameter Median (25.-75. Perzentile)/ p-Wert Test
Mittelwert (SD)

NN-Distanzen

NN1 [nm] 50,57 (31,00- 39,05 (28,12- <0,001 | WMWT
101,83) fur N =110 | 57,88) fur N = 225
SVs SVs

NN2 [nm] 111,32 (75,50- 60,97 (42,90- <0,001 | WMWT
227,31) fur N = 110 | 89,15) fir N = 225
SVs SVs

NN3 [nm] 255,59 (136,25- 89,42 (62,32- <0,001 | WMWT
374,15) fur N = 101 | 134,23) fir N = 216
SVs SVs

NN4 [nm] 310,94 (194,49- 105,27 (81,53- <0,001 | WMWT
443,03) fur N =89 | 159,60) fur N = 203
SVs SVs

NN5 [nm] 310,94 (207,22- 141,10 (99,92- <0,001 | WMWT
442,37) fur N =59 | 215,09) fur N = 188
SVs SVs
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5.9 Die Organisation des SV-Pools (0-200 nm) in AZs des hippocampalen
MFBs

5.9.1 Reduktion des SV-Pools in RIM1a™

Geht eine veranderte Organisation des eng gedockten SV-Pools mit einer Reduktion des
gesamten SV-Pools an RIMla-defizienten AZs des grofl3en hippocampalen MFBs ein-
her? Vorarbeiten an RIM1a-defizienten, kryo-immobilisierten zerebro-kortikalen Synap-
tosomen weisen auf einen reduzierten SV-Pool hin (Fernandez-Busnadiego et al. 2013).
In vorliegender Analyse war der SV-Pool an RIM1a” AZs des groRBen hippocampalen
MFBs, definiert als die Gesamtheit der SVs mit 0-200 nm euklidischer Distanz zur AZ-
Membran pro 250 nm dickem Semidinnschnitt, mit im Mittel 12,14 (3,33) SVs pro 0,01
um? AZ-Membranflache im Vergleich zu 15,26 (4,24) SVs an RIM1a** AZs reduziert (p
= 0,002, Welch t-Test, Power = 0,86). Nimmt man einen durchschnittlichen SV-Durch-
messer von 43-44 nm an und addiert eine Proteinbesatzzone auf der dauf3eren SV-
Membran von ca. 5 nm, so erschien eine 2D-Aufteilung des SV-Pools in vier Distanz-
fraktionen sinnvoll (I: 0-50 nm, 1I: 51-100 nm, Ill: 101-150 nm, IV: 151-200 nm) (Kaeser
and Regehr 2017). In allen Distanzfraktionen fand sich relativiert zur AZ-Membranflache
eine signifikant reduzierte SV-Anzahl in RIM1a-defizienten AZs, wobei in beiden Geno-
typen die meisten SVs in der Distanzfraktion Il quantifiziert wurden (Tabelle 5) (Abbil-
dung 34A, B).
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Abbildung 34. Reduktion des SV-Pools in RIM1a™’".

(A) Diagramm der zur AZ-Membranflache normalisierten SV-Anzahl in vier Distanzfraktionen un-
ter beiden Genotypen. (B) Absolute SV-Anzahl in vier Distanzfraktionen unter beiden Genotypen.
Die Abbildung entspricht einer modifizierten und tbersetzten Version der Bildteile G-H, Abbildung
4, der Originalpublikation der Promovendin (Lichter et al. 2022).
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5.9.2 Direkte Korrelation der AZ-Membranflache und der Grofl3e des SV-
Pools in beiden Genotypen

Sowohl in RIM1a” AZs als auch in RIM1a** AZs des groRen hippocampalen MFBs kor-
relierten die AZ-Membranflache und die GroRRe des SV-Pools direkt miteinander (fur
beide: p < 0,001, Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman) (Abbildung 35A). Diese
Korrelation zeigte sich ebenso, wenn auch mit reduziertem Rangkorrelationskoeffizien-
ten im RIM1a”-Genotyp, fir den membrannahen SV-Pools in 0-50 nm Distanz zur AZ-
Membran in beiden Genotypen (RIM1a™: r = 0,611, RIM1a**: r = 0,871, fir beide: p <
0,001; Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman). Die schwéchere Korrelation im
RIM1a’-Genotyp zeigte sich in einem signifikanten Unterschied zwischen beiden Korre-
lationen (p = 0,007, F = 5,49, F-Test) (Abbildung 35B).
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Abbildung 35. Positive Korrelation der AZ-Membranflache und der Grof3e des SV-Pools in
beiden Genotypen.

(A) Diagramm der Korrelation zwischen absoluter SV-Anzahl mit 0-200 nm Distanz und AZ-
Membranflache in beiden Genotypen. (B) Diagramm der Korrelation zwischen absoluter SV-An-
zahl mit 0-50 nm Distanz und AZ-Membranflache in beiden Genotypen. Bildteil A entspricht einer
modifizierten und Ubersetzten Version des Bildteils F, Abbildung 4, der Originalpublikation der
Promovendin (Lichter et al. 2022).

5.9.3 Veranderte 3D-Organisation des SV-Pools in RIM1a

In Studien zu KO-Modellen der AZ-Proteine, im Speziellen auch RIM1a und dem grof3en
MFB, lberwiegt eine 2D-Beschreibung des SV-Pools auf Basis von Distanzfraktionen
unterschiedlicher GrofRe (z.B. (Imig et al. 2014; Fernandez-Busnadiego et al. 2013;
Rollenhagen and Liibke 2010) (Abbildung 36A). Aquivalent zu Berechnungen fir den
eng gedockten SV-Pool erfolgte fiir vorliegende Analysen auf Basis der 3D-Koordinaten
der SV-Mittelpunkte und SV-Radien aus den 3D IMOD-Modellen die Implementation ei-

ner programmiergestiitzten Berechnung der nachsten SV-Nachbarn fir den gesamten

80



SV-Pool (Appendix). Dies wurde mit der tblichen Analyse in Distanzfraktionen je 50 nm
kombiniert (Abbildung 36A).

Wahrend der reduzierte eng gedockte SV-Pool in RIM1a’ AZs des groRen hippocam-
palen MFBs vergroRerte NN-Distanzen zeigte, d.h. eng gedockte SVs zueinander weit
verteilt auf der AZ-Membran lagen, wies der SV-Pool in RIM1a” AZs sowohl in unmittel-
barer Nahe zur AZ-Membran (0-50 nm) als auch weiter distal (51-200 nm) signifikant
geringere NN-Distanzen als der SV-Pool in RIM1a** auf (Tabelle 5) (Abbildung 36B-
C). Die NN-Distanzen reduzierten sich mit zunehmender Distanz zur AZ-Membran (Ta-
belle 5) (Abbildung 36B-C). Die NN-Distanzen der an der AZ-Membran lokalisierten
Distanzfraktion | (0-50 nm) unterschieden sich in beiden Genotypen signifikant von den
NN-Distanzen der tbrigen Distanzfraktionen (51-200 nm) (fur beide: p < 0,001, WMWT)
(Tabelle 5) (Abbildung 36D).

Zusammenfassend ist somit von einer Reduktion des SV-Pools als auch einer differen-
ten geometrischen Organisation in RIM1a-defizienten AZs des grof3en hippocampalen
MFBs auszugehen.
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Abbildung 36. Veranderte 3D-Organisation des SV-Pools in RIM1a™.

(A) Schemazeichnung zu méglichen 2D-/3D-Quantifizierungen in Distanzfraktionen (linksseitig)
oder nearest neighbouring (NN)-Distanzen (rechtsseitig). (B) Diagramm der NN-Distanzen der
SVs in 0-50 nm Distanz zur AZ-Membran in beiden Genotypen. (C) Diagramm der NN-Distanzen
der SVs in 51-200 nm Distanz zur AZ-Membran in beiden Genotypen. (D) Schemazeichnung zu
eines freisetzungsfahigen SV-Pools (releasable pool) in 0-200 nm Distanz zur SV-Membran. Es
besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den NN-Distanzen der SVs in 0-50 nm vs. 51-200
nm Distanz zur AZ-Membran in beiden Genotypen (p < 0,001). Die Abbildung entspricht einer
modifizierten, Ubersetzten Version der Bildteile I-L, Abbildung 4, aus (Lichter et al. 2022).
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Tabelle 5. Zusammenfassung der numerischen und statistischen Werte der SV-
Pools (0-200 nm) in beiden Genotypen.
N = Anzahl, NN = nearest neighbouring, pw = Analysepower, SD = standard deviation
(Standardabweichung), WMWT = Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, W t-test = t-Test nach

Welch.
RIM1a” RIM1a**
Parameter Median (25.-75. Perzentile)/ p-Wert Test
Mittelwert (SD)
SV-Anzahl [SVs/0,01 pm? AZ-Membranflache]
SV-Pool pro To- 12,14 (3,33) 15,26 (4,24) 0,002 W t-test,
mogramm pw = 0,86
SV (0-50 nm) 2,70 (0,79) 3,66 (0,89) <0,001 | W t-test,
pw = 0,99
SV (51-100 nm) 3,23 (1,01) 3,82 (1,20) 0,043 W t-test,
pw = 0,53
SV (101-150 nm) 3,54 (1,17) 4,24 (1,40) 0,037 W t-test,
pw = 0,56
SV (151-200 nm) 2,69 (0,95) 3,51 (1,32) 0,007 W t-test,
pw = 0,79
NN-Distanzen 0-50 nm [nm]
RIM1a”: N =964 SVs, RIM1a**: N =741 SVs
NN1 [nm] 27,90 (23,63- 29,52 (24,55- 0,004 WMWT
33,02) 34,35)
NN2 [nm] 34,15 (29,63- 35,50 (31,42- 0,003 WMWT
40,95) 41,46)
NN3 [nm] 39,69 (33,99- 40,86 (35,61- 0,038 WMWT
48,15) 48,31)
NN4 [nm] 45,62 (38,45- 45,80 (39,20- 0,82 WMWT
56,11) 55,34)
NN5 [nm] 51,89 (43,21- 51,86 (43,75- 0,729 WMWT
63,43) 61,57)
NN-Distanzen 51-200 nm [nm]
RIMla’: N = 3256 SVs, RIM1a**: N = 2443 SVs
NN1 [nm] 26,00 (22,36- 27,88 (24.37- <0,001 | WMWT
30,04) 31.60)
NN2 [nm] 30,95 (27,70- 32,77 (29,12- <0,001 | WMWT
35,10) 36,78)
NN3 [nm] 34,83 (30,96- 36,42 (32,53- <0,001 | WMWT
39,64) 40,86)
NN4 [nm] 38,39 (33,89- 39,65 (35,46- <0,001 | WMWT
44,52) 45,47)
NN5 [nm] 42,16 (36,67- 43,18 (38,19- <0,001 | WMWT
49,83) 50,44)
NN-Distanzen 0-50 nm vs. 51-200 nm [nm]
NNZ1-NN5 [nm] NN 0-50 nm vs. NN | - <0,001 | WMWT
51-200 nm
NN21-NN5 [nm] - NN 0-50 nmvs. NN | < 0,001 | WMWT

51-200 nm
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6 Diskussion

Die vorliegende Dissertation widmet sich der Untersuchung des Einflusses einer Defizi-
enz des zentralen AZ-Geristproteins RIM1a auf die AZ-Ultrastruktur des grof3en hippo-
campalen MFBs im Préparat des hochdruckgefrorenen und gefriersubstituierten akuten
Hippocampusschnitts der adulten Maus. Fir die Arbeit wurde die HPF/FS-Technik fur
das elektrophysiologische Standardpraparat des akuten Hirnschnittes unter physiologi-
schen Bedingungen etabliert. Die daraus gewonnene Probe wurde zur Generierung von
3D-Daten mittels Elektronentomographie und zur quantitativen Analyse der AZ-Ult-
rastruktur des hippocampalen MFBs in beiden Genotypen verwendet. Zur weiteren Au-
tomatisierung der Auswertung wurde die Analyse der im Programm IMOD erstellten AZ-
Modelle durch Programmierskripte erganzt. Diese ermdglichten eine quantitative Aus-
wertung neuartiger geometrischer Parameter der AZ-Ultrastruktur und kénnten fir wei-
tergehende Ultrastrukturanalysen der prasynaptischen Doméane genutzt werden.

Der inhaltliche Kernbefund der vorliegenden Dissertation ist der Nachweis einer multidi-
mensionalen Alteration der AZ-Architektur in einer komplexen Saugersynapse des zent-
ralen Nervensystems bei RIM1a-Defizienz. Dazu zahlt eine Zunahme von AZ-Membran-
flache und Volumen des synaptischen Spaltes, eine Reduktion, Delokalisation und Ver-
anderung des strukturellen Apparates (eng) gedockter Vesikel (~ RRP) ebenso wie eine
veranderte, heterogenere Organisation des gesamten SV-Pools an der AZ. Der metho-
dische Fortschritt der vorliegenden Dissertation liegt in der Etablierung replizierbarer,
zuverlassiger Gewebepraparationsschritte sowie elektronenmikroskopischer und pro-
grammunterstitzter Detektions- und Analysemethoden, die eine notwendige Grundlage
fur die Beschreibung der vorliegenden, Nanometer genauen Befunde darstellten und
diese ermdglichten. Insbesondere wurde mit Hilfe der HPF/FS-Technik eine Artefakt
freie, detailreiche Visualisierung von AZ-Ultrastruktur in hippocampalen MFBs erzielt, die
zum einen auch fur weniger hochaufgeldste EM-Methoden, wie z.B. SBF- oder focused
ion beam (FIB) scanning EM, und fur Lichtmikroskopie geeignet ware, und die, zum an-
deren, die direkte Korrelation der AZ-Ultrastruktur mit elektrophysiologischen Untersu-
chungen der synaptischen Aktivitat ermdglicht. Im Folgenden werden die Dissertations-
ergebnisse im Kontext der wissenschaftlichen Literatur diskutiert und um mogliche Limi-

tationen sowie einen Ausblick auf weiterfihrende Experimente erganzt.
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6.1 Multidimensionale Alteration der AZ-Ultrastruktur in RIM1a™
6.1.1 Abhangigkeit der Ausdehnung und GrofRe der AZ-Membran von
RIM1a
In den Quantifizierungen zeigte sich sowohl eine hochsignifikante VergréRerung der 3D-
AZ-Membranflache und ihrer Ausdehnung als auch eine Vergro3erung und erhéhte Va-
riabilitat der 2D AZ-Profillange in RIM1a’ AZs des groRen hippocampalen MFBs (vgl.
Abbildung 23 und 24). Diese Flachendifferenz verblieb auch in den mathematischen
Modellierungen, in denen angesichts der experimentellen Untersuchungszahl die Varia-
bilitat unter den Tieren eingeschlossen wurde, stabil. Der Befund ist in Hinblick auf die
initiale Studie, die eine Relevanz von RIM1a flr die LTP an hippocampalen MFBs her-
ausgearbeitet hatte (Castillo et al. 2002), Uberraschend. In dieser friiheren Studie wurde
in Aldehyd-fixierten MFBs keine Veranderung der synaptischen Ultrastruktur beschrie-
ben, allerdings wurde dazu kein Bildmaterial publiziert. In der ersten kryo-elektronenmik-
roskopischen Studie an RIM1a-defizienten kortikalen Synaptosomen war bei einem An-
teil der Synapsen (vier von neun Synapsen) ein signifikanter Trend zur Flachenzunahme
zu erkennen (Fernandez-Busnadiego et al. 2013).
Die vorliegenden Daten sind unter drei Gesichtspunkten zu diskutieren:
1. Die in den Tomogrammen quantifizierte AZ-Membranflache spiegelt durch ihre Defi-
nition als ein der PSD/PSF gegenuberliegender prasynaptischer Membrananteil den ge-
samten Bereich der Neurotransmitterfreisetzung mit individuellen Freisetzungssstellen
der AZ wider. Eine Aussage Uber die molekulare Komposition sowohl der AZ-Membran
als auch ihrer GroRenzunahme bei RIM1a-Defizienz kann nicht getroffen werden. In An-
betracht der multiplen Doméaneninteraktionen von RIM1a (vgl. 3.4) kommen als ultra-
strukturelles Korrelat umverteilte AZ-Komponenten, d.h. SVs, VGCCs sowie AZ-Prote-
ine, in Frage. Neben der Verbindung der Zinkfingerdoméne zu den SVs und mehrerer
Domanen zu VGCCs erscheint die Interaktion mit den Geriistproteinen ELKS, RIM-BP
und a-Liprin als AZ-Gerlstkomplex von Bedeutung (Emperador-Melero and Kaeser
2020). Eine kurzlich veroffentlichte Studie in doppelten ELKS/RIM-KO-Mausen zeigte
ein Auseinanderfallen (disassembly) der AZ-Struktur bei Defizienz der beiden Proteine
(Tan et al. 2022). Es ist daher von einer hohen Bedeutung der Interaktion mit ELKS Uber
die PDZ-Domane fir die strukturelle Integritat der AZ auszugehen (Held, Liu, and Kaeser
2016; Tan et al. 2022). Da eine RIM1a-Defizienz nach bisherigen Befunden nicht zu
einer Funktionseinschréankung der Basalaktivitdt und der STP in den AZs des grof3en
hippocampalen MFBs fuhrt (Castillo et al. 2002), stellt sich die Frage, welche Anordnung

die AZ-Komponenten, inklusive der Anzahl ihrer Einzelmolekile, in einer vergréfRerten
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Membranflache fir eine funktionelle Unversehrtheit einnehmen. Daran schlief3t sich
ebenso die Frage an, wo sich weitere RIM1/2-1soformen als mdgliche Kompensatoren
lokalisieren (Schoch et al. 2006). Aufgrund der technisch diffizilen 3D-Immunmarkierung
von Epitopen in elektronentomographischen Praparaten, wéare diese Fragestellung in
vorliegendem HPF/FS-Praparat mit hochauflésenden lichtmikroskopischen Mehrkanal-
Aufnahmen in einer 3D-Technik der Einzelmolekullokalisation, beispielsweise en bloc
3D dSTORM, ahnlich der Studie von Pauli et al. 2021 zu adressieren (Pauli et al. 2021).
2. Auf Basis bisheriger Untersuchungen von Grof3e und Form der AZ-Membranen in
hippocampalen MFBs der Maus mit Volumen-EM-Techniken (Wilke et al. 2013) und der
AZ-Grol3e mit Einzelmolekillokalisation des AZ-Proteins Bassoon-Signalen in dSTORM-
Untersuchungen (Pauli et al. 2021) war von einer hohen Variabilitdt und Komplexitat der
der AZ-Membran und ihrer Ausdehnung im Wildtyp auszugehen. Dies liel3 sich auch bei
hoher Standardisierung der Hemisphére, hippocampalen Region und des Aufnahmeor-
tes (AZ an dendritischen Ausstllpungen) in den vorliegenden Daten bestatigen (vgl. Ab-
bildungen 21-24). Dennoch konnte in vorliegenden Analysen gezeigt werden, dass bei
RIM1a-Defizienz sowohl die Komplexitat und Variabilitdt der AZ-Membranform und AZ-
Membranflache als auch die Variabilitat der Gré3enverteilung in den 2D-AZ-Profillangen
zunimmt. Dies kann &hnlich der reinen Zunahme der AZ-Membranflache als ein Verlust
von RIM1a als struktureller Integrator der CAZ gedeutet werden. Eine genauere Funktion
der AZ-Membranform in hippocampalen MFBs bleibt bisher allerdings ebenso wie deren
(adaptive) Anderung wéhrend Basalaktivitat und Plastizitatsmodi unbeantwortet.

3. Im Vergleich zu Vorstudien wurde eine hohe Anzahl an 2D-AZ-Profillangen untersucht
(12750 AZ-Profile in RIM1a™, 13991 AZ-Profile in RIM1a**) (vgl. Abbildung 24). Dar-
Uber hinaus wurde die Groé3e der AZ-Membran durch unterschiedliche geometrische Pa-
rameter (Flache, Lange einer einzelnen AZ-Profillange, Lange der max. Membranaus-
dehnung) erfasst, die in dieser Auflosung und Standardisierung fur die AZs des hippo-
campalen MFB bisher nicht vorlagen. Diese geometrische Beschreibung erweitert die
nanoskopische Vorstellung Uber AZ-Membranen im hippocampalen MFB um wichtige
gquantitative Mal3e, die unregelméRige gebogene, komplexe Formen mit Auslaufern und
Lochern nahergehend beschreiben als die Annahme einer standardisierten homogenen
Form (vgl. (Stidhof 2012)).
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6.1.2 Abhangigkeit der Hohe und des Volumens des synaptischen Spaltes
von RIM1a

Eine Kernfunktion der AZ besteht in der Vermittlung transsynaptischer Organisations-
prinzipien (vgl. 3.3). Eine vielbeachtete Studie (Tang et al. 2016) in hippocampalen Neu-
ronenkulturen der Ratte stellte die Hypothese auf, dass Nanocluster von RIM-Molekiilen
mit postsynaptischen NMDA-Rezeptoren sog. geometrische Nanos&ulen bilden, an de-
nen bevorzugt SV-Exozytose stattfindet. Derartiges Organisationsprinzip wiirde den sy-
naptischen Spalt als 3D-Volumen involvieren. Bisher existierten nur vereinzelte 2D-
Male des synaptischen Spaltes in AZs des hippocampalen MFBs der Maus (z.B. (Zhao
et al. 2012; Borges-Merjane, Kim, and Jonas 2020)).

In vorliegender Untersuchung wurde erstmalig das 3D-Volumen des synaptischen Spal-
tes an AZs des groRen hippocampalen MFBs als IMOD-Objekt quantifiziert (vgl. Abbil-
dung 25). In RIM1a’-AZs wiesen sowohl das Volumen als auch die zur AZ-Membran-
flache normalisierte Hoéhe des synaptischen Spaltes eine signifikante VergréZerung auf.
Wahrend das vergréferte Volumen in Teilen auf die Zunahme der Membranflache zu-
rickzufiihren ist, verbleibt die normalisierte Zunahme der Hohe bei RIM1a-Defizienz der
erste quantitative Nachweis eines Einflusses von RIM1a auf den synaptischen Spaltes
in den betreffenden AZs. Die Hohen-/Volumenzunahme (bersetzt sich bezogen auf die
Ablaufe der synaptischen Transmission in einen vergrof3erten Diffusionsraum fur Neu-
rotransmittermolekile und lonen. Beides kann die synaptische Kinetik innerhalb eines
ultrastrukturell derart komplexen Volumens (vgl. (Martinez-Sanchez et al. 2021)) beein-
flussen. Bei einer Zunahme der Distanz zwischen AZ-Membran und postsynaptischer
Membran in RIM1a-defizienten AZs kann der Verlust von indirekter Interaktion zu synap-
tischen Adhasionsmolekulen, z.B. Neurexin (Brockhaus et al. 2018), eine Rolle spielen,
das Uber einen Kontakt mit a28-1-Untereinheiten in Ca,2.1-Kanalen Calciuminflux regu-
liert.

Die Ubersetzung des Konzeptes von synaptischen Nanosaulen an AZs des hippocam-
palen MFBs erscheint intellektuell reizvoll, ist jedoch aufgrund der spezifischen nano-
physiologischen Konfiguration der Synapse zu diskutieren. Eine kirzlich veréffentlichte
Studie wies am Beispiel einer mdglichen Modulation bzw. Induktion einer speziellen
STP-Form, der posttetanischen Potenzierung (PTP), auf die Relevanz einer transsynap-
tischen Signalgebung an hippocampalen MFBs hin, am ehesten durch eine Beteiligung
von metabotropen Glutamatrezeptoren (Vandael, Okamoto, and Jonas 2021). Nanophy-
siologische Eigenschaften wie die lose Kopplungsdistanz von SV und VGCC von ca. 75

nm (Vyleta and Jonas 2014) und prasynaptische Plastizitatsformen (Nicoll and Schmitz
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2005) sprechen eher gegen ein strenges Alignment von RIM-Molekilen mit NMDA-Re-
zeptoren in Form von Saulen.

Eine weitere Spezifizierung des ultrastrukturellen Einflusses von RIM1a auf den synap-
tischen Spalt, z.B. zu der Frage, ob eine Veranderung von Volumen und Héhe an aus-
gewadhlten Stellen — moglicherweise den Freisetzungsstellen (release sites) — existiert,
koénnte durch eine koordinatenexakte Auswertung des 3D-IMOD-Objektes in beiden Ge-
notypen gelingen. In dieser wére es sinnvoll, die Quantifizierung von EDM innerhalb des
synaptischen Spaltes mittels subtomogram averaging (Radhakrishnan et al. 2021), die
Position der gedockten SVs als auch ein umfassendes 3D-H6henprofil mit Hilfe von Pro-

grammierskripten zu kombinieren.
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6.1.3 Abhangigkeit der Anzahl, Lokalisation und des EDMs eng gedockter
SVs von RIM1a

In den RIM1a-defizienten AZs des grof3en hippocampalen MFBs zeigte sich eine drasti-
sche Reduktion des (eng) gedockten SV-Pools (vgl. Abbildung 29). Dieser Befund ist
kongruent zu den Vorarbeiten an kryo-fixierten RIM1a-defizienten kortikalen Synaptoso-
men (Fernandez-Busnadiego et al. 2013) ebenso wie Aldehyd-basierten bzw. HPF/FS-
basierten 2D-Quantifizierungen von gedockten SVs in RIM1/2-defizienten hippocampa-
len Neuronenkulturen (Deng et al. 2011; Kaeser et al. 2011; Zarebidaki et al. 2020).
Besondere Relevanz besitzt die Gro3e des eng gedockten SV-Pools (~ RRP) an AZs
des hippocampalen MFBs auch aufgrund einer jingst demonstrierten Struktur-Funkti-
ons-Beziehung zwischen der Anzahl der gedockten SVs und einer temporéaren Informa-
tionsspeicherung unter PTP (vesicle pool engram) (Vandael et al. 2020).

Die Interaktion der Zinkfingerdomane RIMs mit der C;A-Domane von Munc13-1 wird als
Vermittlung des engen SV-Dockings angenommen (Imig et al. 2014; Neher and Brose
2018) (vgl. 3.4); diese Interaktion scheint die AZ-Funktion zu definieren (Tan et al. 2022).
Mechanistisch betrachtet konnte somit beim Fehlen von RIM1a ein Verlust von den fur
das SV-Priming kompetenter Munc13-Molekile fir den Docking-Phanotyp verantwort-
lich sein (Camacho et al. 2017). Eine bis zu 60- bis 70-prozentige Reduktion der Munc13-
1-Molekule im Hirngewebe der RIM1a-defizienten Mausen spréche fur dieses Erkla-
rungsmodell (Schoch et al. 2002; Andrews-Zwilling et al. 2006). Auch der Verlust einer
direkten Interaktion zwischen RIM und der AZ-Membran uber seine C,B-Domane mit
dem Membranlipid PIP, ware eine mdgliche Erklarung fir das reduzierte SV-Docking (de
Jong et al. 2018) (vgl. 3.4).

Vorliegende Daten lassen keine Aussage Uber eine Reduktion des SV-Dockings durch
eine veranderte Dynamik zu, d.h. einer moglichen Reversibilitat des Docking-Zustandes,
der in einer kirzlich veroffentlichten Studie unter der Anwendung des zap-and-freeze-
Verfahrens beschrieben wurde (Kusick et al. 2020; Kusick, Ogunmowo, and Watanabe
2022). Auch der Zustand einer kompletten Depletion aller gedockten SVs, der im Falle
des Wildtyps einmal und in RIM1a-defizienten AZs fiinf- (eng gedockte SVs) bzw. sechs-
malig (gedockte SVs) zu detektieren war, kénnte einen Einfluss auf die GroRe des RRPs
besitzen, kann aber anhand vorliegender Daten nicht ndhergehend einbezogen werden.
Neben einer Reduktion des eng gedockten SV-Pools ergaben standardisierte geometri-
sche Berechnungen der Vesikelpositionen auf den AZ-Membranflachen eine periphere
Delokalisation des eng gedockten SV-Pools in RIM1a-defizienten AZs des grofR3en hip-

pocampalen Moosfaserboutons (vgl. Abbildung 32, 33). Anhand von Vorstudien ist eine
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Beteiligung von RIM in der SV-Positionierung anzunehmen: In C. elegans lokalisierten
bei Defizienz des RIM-Homologes unc-10 gedockte SVs vermutlich durch den Verlust
einer Interaktion mit syd-2, einem Homolog des AZ-Geristproteins a-Liprin, von der AZ
entfernt (Stigloher et al. 2011). Auf mechanistischer Ebene ist auch Uber einen Verlust
der Kopplung zwischen SVs mit VGCCs nachzudenken. So zeigte eine kurzlich verof-
fentlichte Studie am hippocampalen MFB in RIM-BP2-defizienten Tieren mittels stimula-
ted emission depletion (STED)-Mikroskopie eine bis zu 35-prozentige Zunahme der Dis-
tanz zwischen Signalen der VGCCs und RIM-Molekiilen (Brockmann et al. 2019).

Die Lokalisation des gedockten SVs ist fur die Kinetik der Vesikelfreisetzung hochst-
wabhrscheinlich von Relevanz. Sowohl Quantifikationen des SV-Dockings im zap-and-
freeze-Verfahren (Kusick et al. 2020) als auch in der Fluoreszenzmikroskopie unter An-
wendung eines optogenetischen Glutamatsensors (glutamate sensitive fluorescent re-
porter, GluSnFR) (Mendonca et al. 2022) weisen darauf hin, dass asynchrone SV-Frei-
setzung peripher verteilter auf der AZ-Membranflache lokalisiert.

Erweitert man die Betrachtung des eng gedockten SV-Pools auf das individuelle EDM,
welches SV und AZ-Membran miteinander verbindet, ergaben die standardisierten Mes-
sungen eine signifikante Reduktion des EDM an eng gedockten SVs von 19,4 nm auf
17,9 nm in RIM1a”-AZs (vgl. Abbildung 31). In beiden Genotypen unterschied sich das
EDM in Abhangigkeit zur Distanz des (eng) gedockten SVs zur AZ-Membran (vgl. Ab-
bildung 31). Zwischen eng (0-2 nm) und lose gedockten SVs (2,1-5 nm) zeigte sich eine
hochsignifikante Reduktion des EDMs auf 14 nm in beiden Genotypen (vgl. Abbildung
31).

Insbesondere kryo-elektronenmikroskopische Arbeiten von James Rothman et al. be-
schaftigen sich seit einigen Jahren mit der geometrischen Anordnung von Munc13-Mo-
lekilen und SNARE-Komplexen bei der SV-Exozytose (Rothman et al. 2017; Li et al.
2019; Radhakrishnan et al. 2021). Annahmen aus einer kurzlich veréffentlichte Studie
kommen interessanterweise den vorliegenden Daten nahe (Grushin et al. 2022). In dem
beschriebenen Model nehmen Munc13-1 Oligomere drei unterschiedliche Positionen
ein. Von einer zunachst aufrechten hexagonalen Position unter den gedockten SVs mit
ungeordneten SNARE-Komplexen in Stadium 1 gehen die Munc13-1-Molekule in Sta-
dium 2 in eine geschlossene hexagonale Anordnung tiber, wenn sich die gedockten SVs
in einem Zustand der unmittelbaren Freisetzungsfahigkeit befinden (pre-priming). In ei-
nem dritten Stadium erweitert sich der Durchmesser des Hexagons unter den nun frei-
setzungsfahigen SVs mit sog. SNARE pins in einer durch Synaptotagmine bedingten,

zur Halfte vollstandigen geometrischen Konfiguration (zippering, metaphorisch
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ReilRverschluss). Dies ist durch den Influx von Calciumionen und einer konsekutiven Bin-
dung an C.B-Domanen der Munc13-1-Molekiile bedingt. Die geometrische Konfiguration
als geschlossenes Hexagon in Stadium 2 besaf3e im Vergleich zu Stadium 3 einen re-
duzierten Durchmesser ahnlich des EDMs in lose gedockten SVs. Eine Reduktion des
EDMs an eng gedockten SVs des RIM1a’-Genotyps lieRRe sich durch die bis zu 60- bzw.
70-prozentige Reduktion der Munc13-1-Molekile erklaren (Schoch et al. 2002). Fir die
dargelegte Hypothese, die sich aus der Interaktion des RIM/Muncl3-Heterodimers er-
geben wirde, ware nicht nur die Breite des EDMs, sondern ebenso die Distanz der SVs
innerhalb der ersten 10 nm zur AZ-Membran von Interesse. In diesem Fall wirde man
annehmen, dass sich SVs bei einer Defizienz von RIM1a von der Membran entfernen.
Vorliegende Daten konnten dies mit einer nahezu verdoppelten Distanz der SVs im Ab-
stand von 0-10 nm zur AZ-Membran bzw. ebenso zur perisynaptischen Plasmamembran
in RIM1a-defizienten AZs des grof3en hippocampalen MFBs bestatigen (vgl. Abbildung
29, 30). SchlieRlich kdnnte in beiden Fallen auch ein Verlust der Interaktion von RIM mit
dem in der AZ-Membran befindlichen Phospholipid PIP2 ein mdgliches Erklarungsmodell
darstellen (de Jong et al. 2018).

In diese Uberlegungen ist aufgrund der biophysikalischen Kréafte zwischen der Vesikel-
und Plasmamembran auch die GroRRe des SV-Durchmessers einzuschlie3en, der mog-
licherweise Einfluss auf die Anzahl und Konfiguration des RIM/Muncl13-Heterodimers
ebenso wie die hexagonale Anordnung der Muncl13-Molekile haben kénnte. Die Be-
funde zum EDM erwiesen sich in zum individuellen SV-Durchmesser normalisierten
Rechnungen als stabil (vgl. Abbildung 31). Im RIM1a”-Genotyp zeigten SVs bis 60 nm
Durchmesser eine leichte, dennoch hochsignifikante Zunahme des SV-Durchmessers
(vgl. Abbildung 31), was sich mit elektronentomographischen Vorarbeiten in Munc13-
1/2 defizienten organotypischen Schnittkulturen deckt (Imig et al. 2014). Fur die AZs des
hippocampalen MFBs ist eine Diversitat der SV-Durchmesser bekannt (Rollenhagen et
al. 2007) und liel? sich auch in der Studie zum flash-and-freeze-Verfahren in akuten Hip-
pocampusschnitten der Maus reproduzieren (Borges-Merjane, Kim, and Jonas 2020).
Welche Ursache und welchen Einfluss eine Zunahme des SV-Durchmessers explizit in
RIM1a” AZs des hippocampalen MFBs besitzen kénnte, die sich zugleich auch in eine
Volumenzunahme des SVs und somit méglicherweise in mehr darin enthaltene Gluta-
matmolekiile Gbersetzt, verbleibt bisher wie auch bei der Defizienz anderer AZ-Proteine,
z.B. Munc13-1/2, unbekannt.
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6.1.4 Abhangigkeit der SV-Pool-Organisation von RIM1a

Auf Basis von Quantifikationen der SV-Anzahl und der NN-Distanzen im 3D-Raum wie-
sen RIM1a” AZs des hippocampalen MFBs in vorliegenden Daten eine veranderte Or-
ganisation des SV-Pools bei insgesamt reduzierter SV-Anzahl auf (vgl. Abbildung 34-
36). Ahnlich zu der kryo-elektronentomographischen Studie in RIM1a defizienten korti-
kalen Synaptosomen (Fernandez-Busnadiego et al. 2013) war der proximale SV-Pool in
unmittelbarer Nahe zur AZ-Membran in der ersten Distanzfraktion (vgl. 5.9.1, Abbildung
34) reduziert. In Kontrast zu betreffender Studie, die einen nicht signifikanten Pearson
Korrelationskoeffizienten von r = 0,07 fur die Korrelation zwischen der Grol3e des proxi-
malen SV-Pools und der AZ-Flache aufwies, d.h. eine Unabhangigkeit beider Parameter,
bestand in Abwesenheit von RIM1a weiterhin eine signifikant direkte Korrelation der SV-
Subpopulation mit der AZ-Membranflache (vgl. Abbildung 35). Diese unterschied sich
zwar in Form einer geringeren Korrelation vom Wildtyp, weist jedoch darauf hin, dass
bei Zunahme der AZ-Membranflache auch in RIM1a-defizienten AZs die GréRRe des pro-
ximalen SV-Pools zunimmt. In Hinblick auf die Studie von Fernandez-Busnhadiego et al.
(Fernandez-Busnadiego et al. 2013) ist anzunehmen, dass ein direkter Vergleich einer
AZ-Membranflache eines zerebro-kortikalen Synaptosoms mit einer Membranflache der
AZ des grolien MFBs im hippocampalen Gewebeschnitt nicht ausreichend erfolgen
kann.

Die Berechnungen der NN-Distanzen deuten in beiden Genotypen auf eine raumlich un-
terschiedliche Organisation eines proximal loseren SV-Pools und distaler gelegenen en-
geren SV-Pools hin, die sich signifikant voneinander unterscheiden. Aufgrund der be-
kannten Verbindung von SVs mit elektronendichten Filamenten (connectors) (vgl. 3.3)
liegt das Konzept eines SV-Netzes/Netzwerks nahe. In RIM1a-defizienten AZs des gro-
Ren hippocampalen MFBs waren die NN-Distanzen in beiden SV-Subpopulationen (O-
50 nm, 51-200 nm) im Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert (vgl. Abbildung 36).
Transferiert man die Befunde in das Bild des SV-Netzes, wirde dies fur SV-Nester/-
Cluster sprechen, die sich innerhalb der RIM1a-defizienten AZs nahe von Freisetzungs-
stellen lokalisieren.

Verschiedene Erklarungsmodelle, die auf RIM als Bestandteil eines AZ-Geriistkomple-
xes mit RIM-BP und ELKS beruhen, kommen fur die Befunde in Frage:

1. Eine Theorie der Phasenseparation legt die Organisation des SV-Pools in Lipidcluster
nahe, die unterschiedliche synaptische Proteine enthalten und von denen insbesondere
Synapsin fur den gesamten SV-Pool von hoher Relevanz ist (Milovanovic and De Camilli

2017; Milovanovic et al. 2018). Eine auf dieser Theorie basierende Studie schlagt die
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Organisation von RIM und RIM-BP in Form von Clustern vor, die zu einer Differenzierung
des SV-Pools in funktionell unterschiedliche Populationen beitragt (Wu et al. 2019) (vgl.
3.4). Dies wirde sich zum einen mit Annahmen einer Aufteilung des SV-Pools in einen
RRP und einen Reserve-Pool (Zhang and Augustine 2021) bzw. Recycling-Pool
(Rollenhagen and Libke 2010) decken, zum anderen bei veranderter Organisation von
RIM-BP und Synapsin (Owe et al. 2009) ein mogliches Erklarungsmodell fur eine hete-
rogenere Organisation des SV-Pools in RIM1a defizienten AZs des grof3en hippocam-
palen MFBs darstellen. 2. Ebenso scheint die Interaktion von RIM und ELKS einen Ein-
fluss auf die Grol3e des SV-Pools inklusive des RRPs zu besitzen (vgl. 3.4) ((Held, Liu,
and Kaeser 2016; Wang et al. 2016), deren Verlust eine rdumliche Umorganisation des
SV-Pools nach sich ziehen wirde.

Es verbleibt die Frage unbeantwortet, welche funktionelle Konsequenz eine veranderte
Organisation des SV-Netzes an AZs des hippocampalen MFBs besitzt, zumal der SV-
Pool insgesamt vergleichsweise grol3 gegenuber tbrigen zentralen Synapsen ist (maxi-
pool, (Hallermann et al. 2003). Verkleinerte NN-Distanzen zwischen den Vesikeln kénn-
ten eine raumlich néhere Verfugbarkeit des SV-Nachschubs innerhalb des SV-Pools be-
deuten, wobei dazu Annahmen zur SV-Beweglichkeit und zur Membraninteraktion zwi-
schen den SV-Membranen im Generellen zu bedenken wéren. Naheliegend ist die Un-
tersuchung der Frage einer individuellen 3D-Organisation des SV-Pools in Relation zu

den Freisetzungsstellen innerhalb der AZ bzw. der Position der gedockten SVs.

6.1.5 Abhangigkeit der Lokalisation von Mitochondrien an AZs von RIM1a
Die 2D-stereologischen Quantifikationen der Flachen von mitochondrialen Profilen erga-
ben eine Zunahme in RIM1a defizienten AZs des groflen hippocampalen MFBs (vgl.
Abbildung 14, 26, 27). Die signifikante Ver&nderung in der Organisation des SV-Pools
und eine derartige Expansion der AZ-Membranflache im RIM1a-Genotyp kdnnte einen
erhdhten Bedarf von Energie bzw. explizit ATP-Molekilen nach sich ziehen (Pulido and
Ryan 2021; Devine and Kittler 2018). Bei moglicherweise veranderter Topografie der
VGCCs und daraus resultierender Veranderung der lokalen Calciumkonzentration waren
Mitochondrien als intrazellulare Calciumspeicher von mdglicher Relevanz. Um weiter-
fihrend zu prifen, wie Mitochondrien an den AZs des grofRen hippocampalen MFBs
r&umlich organisiert sind, z.B. in Form einzelner Organellen oder eines zusammenhan-
genden mitochondrialen Netzwerkes, erscheint eine fluoreszenzmikroskopische Volu-
mentechnik, z.B. lattice light-sheet microscopy, in Kombination mit Techniken der Ex-

pansionsmikroskopie denkbar (Gambarotto et al. 2019). In dieser kdnnten Mitochondrien
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beispielsweise durch konventionelle Fluoreszenzfarbstoffe wie MitoTracker™ markiert

werden.

6.1.6 Funktionelle Implikationen

Elektrophysiologische Messungen mittels Ableitungen von Feldpotenzialen an RIM1a-
defizienten Synapsen des hippocampalen MFBs ergaben, dass Basalaktivitat und STP
von der Defizienz des Proteins unbeeintrachtigt bleiben, PKA-abhangige LTP hingegen
beeinflusst wird (vgl. 3.4) (Castillo et al. 2002). Vorliegende Daten wurden ohne ein In-
duktionsprotokoll von kontrollierter Aktivitat (chemisch, optogenetisch, elektrisch) durch-
gefihrt, sodass eine Korrelation zwischen ultrastrukturellen Befunden und LTP bzw. de-
finierten Aktivitditsmustern spekulativ verbleibt. Die signifikante Alteration der AZ-Ult-
rastruktur in RIM1a defizienten AZs wirft die Frage auf, welcher Anteil der Ver&nderun-
gen eine direkte oder indirekte Folge des Proteinverlustes und welcher Anteil der Veran-
derungen im Sinne einer Kompensation notwendig fiir die Aufrechterhaltung der synap-
tischen Aktivitat ist.

Bei der Defizienz von RIM1a wére bedingt durch die Reduktion und Delokalisation der
eng gedockten SVs (~ RRP) eine Untersuchung zur Kopplungsdistanz zwischen SV und
VGCC in Relation zu STP und/oder die Lokalisation und Anzahl von VGCCs und Ubrigen
RIM-Isoformen von Interesse. Experimentell lie3e sich die Kopplungsdistanz an AZs des
hippocampalen MFBs in RIM1a-defizienten Tieren durch den anspruchsvollen Einsatz
der exogenen Calciumchelatoren BAPTA (schnell) und EGTA (langsam) in vorliegender
Praparationstechnik des akuten Hirnschnittes untersuchen (Vyleta and Jonas 2014). Die
Anzahl und Lokalisation von VGCs korrespondierend zu bspw. RIM-Isoformen kénnte
man mit Hilfe von Einzelmolekillokalisationsmikokroskopie und/oder freeze-fracture-
Technik adressieren (Hagiwara et al. 2005; Siddig et al. 2020). Dabei ist einschrankend
zu erwahnen, dass die Antikbrper basierte Lokalisation von VGCCs anspruchsvoll ist
und zur Korrelation der geometrischen Parameter der Einsatz von hochdruckgefrorenem
und gefriersubstituierten Gewebe anstatt Aldehyd-basierte Fixationen vorteilhaft wéare,
bisher jedoch nicht hinreichend etabliert ist.

Eine Zunahme der Kopplungsdistanz an hippocampalen MFBs konnte in einer (noch)
niedrigeren Freisetzungswahrscheinlichkeit der SVs resultieren (Eggermann et al.
2011). Zu spekulieren wéare, ob eine derartige Zunahme der Kopplungsdistanz fur die
cAMP-PKA abhangige LTP limitierend ist. Untersuchungen mittels total internal reflec-
tion fluorescence (TIRF)-Mikroskopie an Synapsen des hippocampalen MFBs legen
nahe, dass cAMP als Substrat der cAMP-PKA-abhangigen LTP die Freisetzungswahr-

scheinlichkeit der SVs durch Veranderung der Kopplungsdistanz erhéht (Midorikawa and
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Sakaba 2017). Dabei ist einschrankend zu erwéhnen, dass die Feldableitungen mog-
licherweise eine zu geringe Auflésung besitzen, um explizite Veranderungen der Basa-
laktivitéat oder der STP bei Defizienz von RIM1a zu detektieren (Castillo et al. 2002).
Trotz des Nachweises, das RIM1a kein direktes PKA-Substrat ist (Kaeser, Kwon,
Blundell, et al. 2008), ware zur Korrelation der nanoskopischen 3D AZ-Ultrastruktur und
LTP in RIM1a-defizienten AZ des hippocampalen MFBs ein Protokoll zur chemisch in-
duzierten LTP durch PKA-Aktivatoren wie Forskolin in Kombination mit der HPF/FS-
Technik und Elektronentomographie denkbar. In der initialen Studie von Castillo et al.
2002 wurde zwar bei der Induktion der chemischen LTP durch Forskolin kein Unter-
schied in der Potenzierung zwischen Wildtyp- und RIM1a-Knock-Out-Maus gefunden
(Castillo et al. 2002), erneut gemessen Uber Feldpotentiale, allerdings ist eine chemische
Induktion einer invasiven Induktion durch ein patch-clamp-Experiment in Hinblick auf die
Erhaltung der AZ-Ultrastruktur vorzuziehen. Die chemische Induktion von LTP an Sy-
napsen des hippocampalen MFBs wurde sowohl in lichtmikroskopischen Studien
(STED-Mikroskopie (Fukaya et al. 2021), dSTORM (Pauli et al. 2021)) als auch in Stu-
dien unter Einsatz der HPF/FS-Technik (Orlando et al. 2021; Maus et al. 2020) durchge-
fuhrt. Letztere ergaben in unterschiedlichen Praparaten (organotypische Schnittkultur,
akuter Hirnschnitt) nach chemischer Induktion der LTP gegenteilige Ergebnisse zur
Grole des RRPs.
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6.2 Nearer-to-native? — AZ-Ultrastruktur und HPF/FS-Techniken

Der Einsatz einer Fixation von Gewebe dient zum Erhalt und zur Stabilisierung (sub-
)zellularer Strukturen fur eine dem nativen Zustand méglichst nahen Betrachtung im Mik-
roskop, um im Optimalfall zu einer wissenschaftlichen Erkenntnis tber die biologische
Struktur von Interesse zu gelangen. Annahmen Uber die Funktionsweise von AZs, die
Uber elektrophysiologische Ableitungen, funktionelle Mikroskopie sowie molekularbiolo-
gische und computergestitzte Verfahren erforscht werden, sind von Visualisierungen
der AZ-Ultrastruktur wesentlich beeinflusst. Im Optimalfall liegen Quantifikationen der
AZ-Geometrie aus einem moglichst nativen Gewebezustand vor, sodass die Analyse
einer durch chemische Einfliisse veranderten AZ-Ultrastruktur vermieden wird. Klassi-
sche EM-Fixationen, die auf einem verhaltnismaRig hohen Gehalt von Aldehyden basie-
ren (vgl. Appendix), erflilliten das Prinzip der Strukturerhaltung von Synapsen bis zur
Weiterentwicklung der milderen Gewebefixation durch die HPF/FS-Technik. Fir die Er-
haltung der Ultrastruktur in synaptischem Gewebe stellten diese klassischen Fixations-
protokolle replizierbare, zuverlassige und Uber Jahrzehnte getestete methodische Ver-
fahren dar. Die daraus gewonnene visuelle Vorstellung und Nomenklatur von Synapsen
basiert bis heute auf der Erkenntnis, die aus Elektronenmikrographien klassisch fixierter
synaptischer Komplexe entstanden ist (vgl. 3.2).

Mit der vorliegenden Etablierung der HPF/FS-Technik fur akute Gewebeschnitte des
adulten Mausgehirns und ihrer vielfachen Replikation im Rahmen der Dissertationsarbeit
konnte ein zuverlassiges Protokoll fir eine nativere Erhaltung der AZ-Ultrastruktur ent-
wickelt werden (vgl. 4-5). Durch die hohe Qualitat der zu analysierenden Proben erfiillt
das Protokoll die notwendige Grundlage (vgl. Abbildung 20), um eine mdglichst prazise
Quantifikation der AZ-Ultrastruktur zu ermgglichen. Dabei einschrénkend zu erwéhnen
ist, dass die Durchfiihrung der HPF/FS-Technik an einem anspruchsvollen, fragilen Pra-
parat wie dem akuten Hirnschnitt mitunter aufgrund von einem mehrtagigen Gefriersub-
stitutionsprotokoll und Auftreten von moglichen Gefrierschaden zeitintensiv sein kann.
Zudem ist der Einsatz von chemischen Substanzen zwar auf ein Minimum reduziert, z.B.
0,5% GA im Gefriersubstitutionsprotokoll oder 15% PVP als Gefrierschutz, von dem kein
Einfluss auf die synaptische Funktion berichtet wird (Borges-Merjane, Kim, and Jonas
2020), jedoch ist ein eine mogliche (minimale) Alteration der AZ-Ultrastruktur nicht voll-
standig ausgeschlossen.

Die Entwicklung der stetig hoheren optischen Auflésung biologischer Prozesse, wie sie
an der Einzelmolekillokalisationsmikroskopie in nano- bis mesoskopischer Auflésung zu

exemplifizieren ist (vgl. 3.1, 3.6), diversifiziert auch den erforderten Detailreichtum in der
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Visualisierung von AZ-Ultrastruktur (Goodsell, Olson, and Forli 2020). Die vorliegenden
Daten konnten einen hohen bzw. vergleichsweise hdheren Detailreichtum der 3D AZ-
Ultrastruktur am hippocampalen MFB demonstrieren (vgl. (Rollenhagen et al. 2007;
Zhao et al. 2012; Wilke et al. 2013), der in den Dimensionen sowohl die Feinheit einer
AZ-Membranform als auch die Feinheit eines mit EDM konfigurierten eng gedockten SVs
einschlief3t. Dies konnte bisher mit ausschlieB3lich Aldehyd-basierten Fixationstechniken
nicht erreicht werden. Dabei kann das verwendete HPF/FS-Praparat des akuten Hirn-
schnittes als direktes Referenzelement zu funktionellen elektrophysiologischen Messun-
gen fungieren. Dies erdffnet die Moglichkeit zu einer direkten Korrelation von synapti-
scher Aktivitat (patch-clamp, flash-and-freeze (Borges-Merjane, Kim, and Jonas 2020),
chemische Induktion (Maus et al. 2020)) oder der Ubertragung von Modellierungen na-
nophysiologischer Eigenschaften, bspw. der losen Kopplungsdistanz (Vyleta and Jonas
2014), auf 3D-Koordinatenkartierungen einer nativeren AZ-Ultrastruktur.

AbschlieRend ist zu erwahnen, dass die Erhaltung einer nativeren AZ-Ultrastruktur auch
eine (notwendige) Grundlage fur eine Quantifikationen von zunéchst nicht bekannten
Alterationen der AZ-Architektur in 3D darstellen kann, die — wie bei RIM1a-Defizienz auf
deskriptiv-optischer 2D-Ebene — keinen drastischen morphologischen Phanotyp, z.B.
eine auseinandergefallene AZ oder eine vollstandige Depletion des gedockten SV-

Pools, aufweisen.
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6.3 Ausblick

Der Input von ca. 50 Kérnerzellen trifft auf eine einzelne CA3-Pyramidalzelle (Amaral,
Ishizuka, and Claiborne 1990). Das niederfrequente Aktivitdtsmuster der Kérnerzellen
ist dabei in der Lage, PTP als spezielle STP-Form in einer singularen Synapse des MFBs
zu induzieren und somit die synaptische Aktivitat einer nachgeschalteten CA3-Pyrami-
dalzelle zu modulieren (Vandael et al. 2020). Wie kann ein derartiger Umsatz von sy-
naptischer Starke an einer singularen AZ bzw. mit einer singularen AZ-Ultrastruktur ge-
lingen (Atwood and Karunanithi 2002; Nicoll and Schmitz 2005)? Um diese Vorgange
auf nanoskopisch bis mesoskopischer Ebene in ihrer Struktur-Funktions-Beziehung zu
verstehen, erscheint es notwendig, die Dimension der Aktivitat (4D) in die Untersuchung
der kleinsten funktionellen Elemente der AZ, die der einzelnen Freisetzungsstellen (re-
lease sites), einzubeziehen. Bisher verbleibt die Frage unbeantwortet, wie sich ihre An-
zahl, geometrische Organisation und zeitliche Synchronisation zueinander bei basaler
Aktivitat und bei Amplifikation synaptischer Stéarke auf nanoskopischer Ebene verhalten.
Vorliegende elektronentomographischen Daten sprechen daflr, dass RIM1a fiir dieses
Zusammenspiel tragend sein kdnnte.

Fur derartige Untersuchungen ware es wiinschenswert, wenn sich zeitlich und 6rtlich
hochaufgeldste Techniken, z.B. funktionelle scanning transmission electron microscopy
(STEM)-Tomographie (flash-and-freeze, zap-and-freeze), die eine Bildgebung dickerer
Gewebeschnitte und somit vollstéandiger AZs des MFBs zulassen wiirde, mit nanoskopi-
scher Lokalisationsmikroskopie im gleichen Praparat korrelieren lie3en (correlative light
electron microscopy, CLEM). Auch die Kombination funktioneller Elektronentomographie
mit subzellularen patch-clamp-Aufzeichnungen simultaner pra- und postsynaptischer
Aktivitat (Vandael et al. 2021) erscheint moglich. Um eine grof3flachige Quantifizierung
von AZ-Aktivitat auch Uber den einzelnen akuten Hirnschnitt hinaus zu erreichen, bieten
sich als Erganzung zu Analysen der Struktur-Funktionsbeziehung hochaufgeldste in vivo
Experimente mit beispielsweise modernsten Glutamat- oder Spannungssensoren (vol-
tage indicators) an AZs des grol3en hippocampalen MFBs an (z.B. (Jensen et al. 2019;
Rama, Jensen, and Rusakov 2019)).

Vorliegende Analysen der AZ-Ultrastruktur an hippocampalen MFBs der Maus zeigen
eine bisher unbekannte nativere, prasynaptische 3D-Architektur im Wildtyp und bei
RIM1a-Defizienz. Die beschriebene multidimensionale Alteration der Ultrastruktur in
RIM1a” AZs des groRen hippocampalen MFBs erfordert eine tiefergehende korrelative
Analyse mit synaptischer Basalaktivitdt und Plastizitditsmodi bei RIM1a-Defizienz in hip-

pocampalen MFB-Synapsen. Die weitere Erforschung dieser hochkomplexen Synapse
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und die Entschlisselung ihrer Struktur-Funktions-Beziehung an den AZs auf nanoskopi-
scher Ebene kann auch in Zukunft notwendige Erkenntnisse flr ein molekulares Ver-

standnis von Lernen und Gedachtnis im Hippocampus liefern.
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8 Appendix
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8.4 Appendix
8.4.1 Programmierskripte

Lizenz

This code is intended to analyze coordinates of presynaptic active zones extracted from
IMOD models (for information on how to install and use the code see README).

Copyright (C) 2022 Katharina Lichter, Philip Kollmannsberger

This program is free software: you can redistribute it and/or modify

it under the terms of the GNU General Public License as published by
the Free Software Foundation, either version 3 of the License, or

(at your option) any later version.

This program is distributed in the hope that it will be useful,

but WITHOUT ANY WARRANTY; without even the implied warranty of
MERCHANTABILITY or FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. See the
GNU General Public License for more details.

You should have received a copy of the GNU General Public License
along with this program. If not, see <https://www.gnu.org/licenses/>.

README

This code is intended to support 3D coordinate analysis for IMOD model output of pre-
synaptic active zones in giant hippocampal mossy fiber boutons. IMOD models are
based on electron tomograms which were reconstructed using the IMOD software. For
further details including how to create IMOD model output please visit https://bio3d.col-
orado.edu/imod/.

To use the code please follow the instructions in this file and the selected notebook.

1. download Aanaconda (https://www.anaconda.com/distribution/#download-sec-
tion).

2. open Anaconda prompt and create new environment.
conda create --name lichter_tomo-active-zones

activate new environment.
conda activate lichter_tomo-active-zones

install some dependencies.
conda install jupyter scikit-learn sklearn numpy scipy shapely
statsmodels

start jupyter notebook from Anaconda prompt. navigate to and select one of the four

notebooks. follow the instructions in the notebook to analyze the exemplary text files
(az-test_area/sv-pool/docked-sv-pool).
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Python Codebook — LMM und Bootstrapping

Inter-animal variability of giant MFB AZ area measurements - Linear Mixed Model with Bootstrapping
code authors: katharina lichter, philip kollmannsberger, university and university hospital of wuerzburg, 2022.

this code is used in the manuscript “Ultrastructural analysis of wildtype and RIM1a knock-out active zones in a large cortical synapse” by k lichter, mm paul, m pauli, s
schoch, p kollmannsberger, ¢ stigloher, m heckmann, a-| sirén, 2022.

Import all relevant packages and disable warnings:

import numpy as np

import pandas as pd

import seaborn as sns

import os

import matplotlib.pyplot as plt
import statsmodels.api as sm
import dabest

import multiprocessing as mp
import randem

import warnings
warnings.simplefilter('ignere")

Define a function to load data from Excel file:

def load_dataset(directory):

curr_path = os.getcwd();
os.chdir(directory);

alldata = pd.read_excel('lichter-et-al_az-area_animal-variability.xlsx', header=@, usecols='B:G')
kel = pd.DataFrame.from_dict({'animal': 'KO_1', 'grp': 1, 'area': alldata['RIMla-KO_1']})

ko2 = pd.DataFrame.from_dict({'animal’: 'k0_2', ‘grp': 1, ‘area’: alldata[ 'RIMla-KO_2']})
ko3 = pd.DataFrame.from_dict({'animal’: 'k0_3', ‘grp': 1, ‘area’: alldata[ 'RIMla-KO_3']})

wtl = pd.DataFrame.from_dict({'animal’: ‘area': alldata[ 'RIMla-WT_1"]})
wt2 = pd.DataFrame.from_dict({'animal': i ‘area': alldata[ 'RIMla-WT_2']})
wt3 = pd.DataFrame.from_dict({'animal': 'WT_3', 'grp': @, 'area': alldata['RIMla-WT_3'1})

ko = kol.append(ko2.append(ko3))
wt = wtl.append(wt2.append(wt3))

data = ko.append(wt).dropna()

# change index to line numbers
data.reset_index(inplace=True)

os.chdir(curr_path);

return data

Load dataset:

f = load_dataset('.")

df
index animal grp area
0 0 KOl 1 0094337
1 1 KO_1 1 0101795
2 2 KO_1 1 0211087
3 3 KO_1 1 0097947
4 4 KO_1 1 0.0560%0
57 5 WT3 0 0045195
58 6 WT3 0 0.041756
59 7 WT3 0 0061615
60 8 WT3 0 0.070826
61 9 WT3 0 0.105931

62 rows x 4 columns

2) Estimation statistics for n = animal

Consider animal as n and perform estimation statistics on the medians of the animals. This approach is underpowered and likely underestimates the effect, because pooling
the results of individual animals before applying statistical tests discards much of the information in the data. In addition, the different animals contain different numbers of
AZs, and pooling their means or medians might not lead to reliable statistical estimates.
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data
data

df.groupby(“animal™).median();
data.astype({'grp': 'string'})

dabest_area = dabest.load(data=data, x="grp", y="area"”, idx=("8.9","1.@"))

dabest_area.mean_diff.plot(swarm_ylim=(0.04, 8.12));
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3) Linear Mixed Model

In the second step, we fit a linear mixed model to the data, treating deficiency of RIM1a (RIM1a-KO) as fixed effect and the differences between animals as random effect.
This approach both corrects for inter-animal variability and avoids the problem of pooling by using all data points for fitting.

First, select which parameter to fit:

param = "area"”

Fit a linear mixed model to the full dataset and show the summary:

# variance component formula: animal variability as random effect
vef = []

vef = {"animal™: "@+C(animal)"}

oo = np.ones(df.shape[@])

model =

(1
model = sm.MixedLM.from_formula(f"{param} ~ grp", vc_formula=vcf, groups=cc, re_formula="1", data=df).fit()
model.summary ()

Model: MixedLM Dependent Variable: area

No. Observations: 62 Method: REML
No. Groups: 1 Scale:  0.0020
Min. group size: 62 Log-Likelihood: 97.4289
Max. group size: 62 Converged: Yes
Mean group size: 62.0
Coef. Std.Err. z P=z| [0.025 0.975]
Intercept  0.077 0046 1.684 0092 -0013 0.167
grp 0036 0011 3127 0002 0013 0058

Group Var 0002 1387074411

animal Var  0.000

Look at the residuals:

res = pd.DataFrame()
res["predicted"] = model.fittedvalues
res[param] = df[param]

f, ax = plt.subplots(nrows=1, ncols=2, figsize=(10, 3), gridspec_kw={ 'wspace': 0.5});

sns.residplot(x = "predicted”, y = param, data = res, lowess=True, ax=ax.flat[@8]);
sns.histplot(model.resid.values, ax=ax.flat[1]);

015

010
o 005 £ w0
s 8 5

000 )

-0.05

008 009 010 011
predicted

123



4) Bootstrapping

To determine confidence intervals of the model coefficients, use bootstrapping of resampled data (10000 repetitions), and derive p values from the confidence intervals of
the estimate.

First, define a function to perform k=100 bootstraps:
def get_bootstrap(f=f"{param}~grp", g="animal", df=df, k=100):

r = np.zeros(k)
np.random.seed()

"animal": "@+animal"}
0o = np.ones(df.shape[@])
for i in range(k):
model = []
s = df.groupby(g).sample(frac=1,replace=True);
s.reset_index(inplace=True);
model = sm.MixedLM.from_formula(f, groups=oo, vc_formula=vcf, re_formula="1", data=s).fit()
r[i] = model.params.grp
return r

Run 100 processes with 100 bootstraps each using all available cores:

samp = []
pool = mp.Pool(mp.cpu_count())

future_res = [pool.apply_async(get_bootstrap) for i in range(1e@)]

res = [f.get() for f in future_res]
pool.close()

samp = np.array(res).flatten()

Show the results:

est = np.mean(samp)

1 = np.percentile(samp, 2.5)

u = np.percentile(samp, 97.5)

SE = (u-1)/(2*1.96)

z = np.sign(est)*est/SE

np.exp(-8.717%z-8.416%z%z)

print(f'Results for {param}:\n');

print(’LMM: {@:.3f}\n\nBootstrap: {1:.3f}\n(@.825) {2:.3f}\n(0.975) {3:.3f}\n\np = {4:.3f}".format(model.params[1],est,1,u,p))

Results for area:
LMM: @.836
Bootstrap: 8.836
(0.825) 9.015
(0.975) 0.058

p = ©.001

sns.histplot(samp, bins=10@)

<AxesSubplot:ylabel="Count'>
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5) Random swapping of labels

Assess the validity of the bootstrapping results by randomly swapping group labels between animals: define a new bootstrap function on the randomized labels. Random

swapping is performed every 100 bootstraps; the resulting overall coefficient should be close to zero.

def get_swap_bootstrap(f=f"{param}~rgrp”, g="animal", df=df, k=189):
r = np.zeros(k)
np.random.seed()
vef = []
vef = {"animal": "@+animal"}
oo = np.ones(df.shape[@])

# get random permutation of labels
a = df.groupby("animal”).grp.max().values
np.random. shuffle(a)

# assign random labels to new column “rgrp”:
for i,key in enumerate(df["animal"].unique()):
df.loc[df["animal"].str.contains(key), 'rgrp'] = a[i]

for i in range(k):
model = []
s = df.groupby(g).sample(frac=1,replace=True);
s.reset_index(inplace=True);
model = sm.MixedLM.from_formula(f, groups=co, vc_formula=vcf, re_formula="1", data=s).fit()
r[i] = model.params.rgrp
return r

Run 100 processes with 100 bootstraps each using all available cores:

rand_samp = []

pool = mp.Pool(mp.cpu_count())

future_res = [pool.apply_async(get_swap_bootstrap) for i in range(100)]
res = [f.get() for f in future_res]

pool.close()

rand_samp = np.array(res).mean(axis=1)

Plot histogram of means of all randomized coefficients:

rand_samp = np.array(res).mean(axis=1)

sns.histplot(rand_samp, bins=20)
np.mean(rand_samp)

-1.3487729084893827e-03

0
-0.04 -003 -002 -001 000 001 002 003 004
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Python Codebook — Analyse der geometrischen Position eng gedockter SVs

## code authors: katharina Lichter, philip kollmannsberger, university and university hospital of wuerzburg, 2022.

## this code 1is used in the manuscript "Ultrastructural analysis of wildtype and RIMla knock-out active zones in a large cortical synapse”
## by k Llichter, mm paul, m pauli, s schoch, p kollmannsberger, c stigloher, m heckmann, a-lL sirén, 2022.

## notebook for calculation of synaptic vesicle (SV) distances to the active zone (AZ) center of mass (com) and AZ edges.
# please import relevant python packages via anaconda navigator or anaconda prompt.

import numpy as np

import math as math

import scipy as sp

from scipy.spatial import distance

from shapely.geometry import LineString, MultiPoint, Point
from shapely.ops import transform, split

## please import active zone information which is extracted from individual IMOD models (https://bio3d.colorado.edu/imod/).
# please note that coordinate data are provided in text files. in case of SV data, the SV radius represents a separate column.

# step 1: lLoad the coordinates.
pts = np.loadtxt(fname = 'az-test_docked-sv-pool.txt', usecols = [1,2,3,4,5,6,7]);
linepts = np.loadtxt(fname = 'az-test_area.txt', usecols = [1,2,3,4,5,6]);

# step 2: add the pixel size of the tomogram. this information can be found in your original tilt series.
px_factor = 0.287

## step 3: distance calculations to AZ com and AZ edge(s).
# calculation of mean coordinate for x, y and z.

AZ_com_x = np.mean(linepts[:,3])

AZ_com_y = np.mean(linepts[:,4])

AZ_com_z = np.mean(linepts[:,5])

# definition of AZ com as 3D point.
AZ_com = Point(AZ_com_x, AZ_com_y, AZ_com_z);

# Loop for distance calculation.
for z in np.unique(pts[:,5]):

z_value = np.array(z)
linepts_z = linepts[linepts[:,5]==2,:];

if linepts_z.shape[@]>0:

line = LineString(linepts_z[:,3:5])
pts_z = pts[pts[:,5]==2,:]
vesicle = MultiPoint(pts_z[:,3:5])

# projection of 3D vesicle centers onto the AZ membrane.
for p in list(vesicle):

proj_p = Point(line.interpolate(line.project(p)))
print(proj_p)

np_proj_p = np.array(proj_p)

proj_p_3D = transform(lambda x, y: (x, y, z_value), proj_p)

np_line_coords = np.array(line.coords)
np_line_coords_y = np_line_coords([:,1]

# 1integration of projected 3D vesicle centers into the AZ line profile.

index_in_line = (min(range(len(np_line_coords_y)), key=lambda i: abs(np_line_coords_y[i]-np_proj_p[1])))+1
np_new_line = np.insert(np_line_coords, index_in_line, np_proj_p, axis=0)

new_line = LineString(np_new_line)

print(new_line)

## distance calculation of projected 3D vesicle centers alongside the individual AZ membrane profile to both AZ edges (2D).
point_to_edge = split(new_line, proj_p)
line_split_1 = point_to_edge[®@]
line_split_2 = point_to_edge[1]
# calculation of absolute distances.
az_edge_1 = (line_split_1.length) * px_factor
print(az_edge_1)
az_edge 2 = (line_split_2.length) * px_factor
print(az_edge_2)
# calculation of relative distances (normalized to individual AZ profile Length).
az_edge_factor_1 = line_split_l.length / new_line.length
print(az_edge_factor_1)
az_edge_factor_2 = line_split_2.length / new_line.length
print(az_edge_factor_2)
# 3D distance of projected 3D vesicle centers to the AZ com.
distance_com = (math.sqrt((proj_p_3D.x - AZ_com.x)**2 + (proj_p_3D.y - AZ_com.y)**2 + (proj_p_3D.z - AZ_com.z)**2)) * px_factor
print(distance_com)
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Python Codebook — Euklidische Distanz des SVs zur AZ-Membran

## code authors: katharina Lichter, philip kollmannsberger, university and university hospital of wuerzburg, 2022.

## this code is used in the manuscript "Ultrastructural analysis of wildtype and RIMla knock-out active zones in a large cortical synapse”
## by k Lichter, mm paul, m pauli, s schoch, p kollmannsberger, c stigloher, m heckmann, a-L sirén, 2022.

## notebook for calculation of euclidean synaptic vesicle (SV) distances to the active zone (AZ) membrane.
# please import relevant python packages via anaconda navigator or anaconda prompt.

import numpy as np

import scipy as sp

import shapely.geometry as geom
from scipy.spatial import distance

## please import active zone (AZ) information which is extracted from individual IMOD models (https://bio3d.colorado.edu/imod/).
# please note that coordinate data are provided in text files. in case of SV data, the SV radius represents a separate column.

# step 1: Load the coordinates.

np.set_printoptions(threshold=np.inf);

linepts = np.loadtxt(fname = 'az-test_area.txt', usecols = [1,2,3,4,5,6]);
pts = np.loadtxt(fname = 'az-test_sv-pool.txt', usecols = [1,2,3,4,5,6,7]);

# step 2: add the pixel size of the tomogram. this information can be found in your original tilt series.
px_factor = 0.287

## step 3: calculation of euclidean distances of the outer SV membrane to the presynaptic AZ membrane.
# defintion of calculation Loop.
for z in np.unique(pts[:,5]):

z_value = np.array(z)

linepts_z = linepts[linepts[:,5]=

BH

# definition of individual 3D SV centers and of corresponding presynaptic AZ membrane.
if linepts_z.shape[@]>0:
line = geom.LineString(linepts_z[:,3:5])
pts_z = pts[pts[:,5]==2,:]
vesicle = geom.MultiPoint(pts_z[:,3:5])
for p in list(vesicle):
r = pts_z[:,6]
# euclidean calculation for more than one 3D vesicle center with the same z coordinate.
if r.shape[0]>1:
D1 = (line.distance(p) * px_factor) - r
SVdistance = np.append(z_value, D1)
print(SVdistance, file = open("az-test_sv-pool_dist_1.txt", "a"))
# euclidean calculation for 3D vesicle centers with unique z coordinate.
else:
D2 = (line.distance(p) * px_factor) - r
SVdistance = np.append(z_value, D2)
print(SVdistance, file = open("az-test_sv-pool_dist_2.txt", "a"))
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Python Codebook — Distanzanalyse der nearest neighboring (NN)-SVs in 3D

## code authors: katharina lichter, philip kollmannsberger, university and university hospital of wuerzburg, 2022.

## this code is used in "Ultrastructural analysis of wildtype and RIMla knock-out active zones in a large cortical synapse”
## by k Lichter, mm paul, m pauli, s schoch, p kollmannsberger, c stigloher, m heckmann, a-L sirén

## notebook for calculation of nearest neighbour (NN) distances in the synaptic vesicle (SV) pool

# please import relevant python packages via anaconda navigator or anaconda prompt.
import numpy as np

import math as math

import scipy as sp

from shapely.geometry import LineString, MultiPoint, Point

from scipy.spatial import distance

from sklearn import neighbors

from sklearn.neighbors import NearestNeighbors

## please import active zone (AZ) information which is extracted from individual IMOD models (https://bio3d.colorado.edu/imod/).
# please note that coordinate data are provided in text files. in case of SV data, the SV radius represents a separate column.

# step 1: load the coordinates.

pts = np.loadtxt(fname = 'az-test_sv-pool.txt', usecols = [1,2,3,4,5,6,7]);
linepts = np.loadtxt(fname = 'az-test_area.txt', usecols = [1,2,3,4,5,6]);

# step 2: add the pixel size of the tomogram. this information can be found in your original tilt series.
px_factor = 0.287

## step 3: calculation of NN euclidean distances within the SV pool.
# calculation of euclidean distances from each SV to all other SVs

r = np.array(pts[:,6])
repetitions = r.size

rarray = np.reshape(r, (repetitions, 1))

rmatrixl = np.tile(rarray, repetitions)
rmatrix2 = np.tile(r,(repetitions, 1))

scale = np.tile(np.array(px_factor), (repetitions, repetitions))
vesicle = MultiPoint(pts[:,3:6]);
D = distance.squareform(distance.pdist(vesicle));

rmatrix = np.add(rmatrixl, rmatrix2)
nearest = np.multiply(np.subtract(D, rmatrix), scale)

# individual distance matrices for each SV

dnearest = np.where(nearest<@, @, nearest);

(dnearest)

# calculation of the 5 nearest neighbouring SVs (index, absolute distance)
nn = NearestNeighbors(n_neighbors=6, metric='precomputed’)
nn.fit(dnearest)

distances, indexes = nn.kneighbors(dnearest)
np.set_printoptions(threshold=np.inf)

knearest = nn.kneighbors(dnearest)

with open("az-test_kn5_index.txt"”, 'w') as f:
print(knearest, file=f)

print('")

with open("az-test_kn5_dist.txt", 'w') as f:
print(distances, file=f)
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8.4.2 Fixationsprotokolle

Klassische Aldehyd-basierte Fixation fur TEM |

Kurzversion

Karnovsky-Fixans:

0,15 M Cacodylatpuffer (CaP) (pH 6,9), 2,5% Glutaraldehyd (GA), 2% Paraformaldehyd
(PFA) + 2 mM CaCl,

Vorspillésung:
0,9% NaCl in 4qH20 + 0,66 ml/100 m|

Vorgehen:

1.

2.

3.

Perfusion der Mause in tiefer Anasthesie, Dekapitation und Postfixation in Kar-
novsky-Fixans tber Nacht bei 4°C (durchgefuhrt von M. Pauli und A.-L. Sirén)
Praparation des Gehirns und Uberfihrung in 0,15 M CaP (pH 6,9) und 2 mM
CaCl;

Herstellung der 100 um dicken Vibratomschnitte (horizontal) in 0,15 M CaP (pH

6,9) und 2 mM CacCl,
4. Weiterfihrend siehe Tabelle:

Experiment Losung Temperatur Dauer
Waschvorgang 0,15 M CaP (pH 6,9) 4°C 3 X
10 min
Inkubation 1% Os0O4in 0,1 M CaP (pH 6,9) | RT 1lh
Waschvorgang 0,1 M CaP (pH 6,9) RT 10 min
Waschvorgang aaH20 RT 2 x 10 min
Inkubation adH20 4°C Uber Nacht
Inkubation 30%, 50%, 70% Ethanol 4°C je 15 min
2% UA in 70% Ethanol RT 1h
70%, 80%, 90%, 96%, 2 x 100% | RT je 15 min
Ethanol
Propylenoxid (PO) RT 2 x 30 min
Verhéltnis Epon zu PO 1:1 RT Uber Nacht
Epon RT 2x2h
Flacheinbettung der Probe
Polymerisation Epon 60°C 48 h
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Klassische Aldehyd-basierte Fixation fir TEM Il - nach Sanford Louis Palay und
Victoria Chan-Palay (Cerebellar Cortex, 1974, S. 326-28)

Kurzversion
Fixans:
1% PFA, 1% GA, in 0,12 M Phosphatpuffer und 0,02 mM CacCl.

Vorspullésung:
0,9% NaCl in 4¢H20 + 0,66 ml/100 ml

Weitere Anséatze:

0,4 M Standard-Phosphatpuffer, Spullésung (rinse solution) (0,12 M Phosphatpuffer,
0,02 mM CacCl,, 8% Dextrose, double-strength buffer (siehe Originalpublikation), 2%
0s0O4in 0,12 M Phosphatpuffer + 7 % Dextrose

Vorgehen:
1. Perfusion der Mause in tiefer Anésthesie, Dekapitation und Postfixation in Fixans
Uber Nacht bei 4°C (durchgefihrt von M. Pauli und A.-L. Sirén)
2. Praparation des Gehirns und Uberfiihrung in Spiillésung
3. Herstellung der 300 um dicken Vibratomschnitte (horizontal) in der Splllésung
4. Weiterfihrende Schritte sind der folgenden Auflistung zu entnehmen:

Protokollschritt  Ldsung Temperatur Dauer
Inkubation 2% 0s0.4in 0,12 M Phosphatbuf- | RT 2h
fer + 7 % Dextrose
Waschvorgang 0,1 M Natriumacetat 4°C 2x2min
Inkubation 0,5% UA in 4@H>0 4°C 0,5h
Waschvorgang 0,1 M Natriumacetat 4°C 2x2min
50%, 70%, 80%, 95%, 2 x 100% | 4°C je 15 min
Methanol
PO 4°C 2 x 15 min
Inkubation Verhaltnis Epon zu PO 1:1 RT 3h
Verhéltnis Epon zu PO 1:1 RT Uber
Nacht
Epon RT 6h

Flacheinbettung der Probe

Polymerisation Epon 37°C Uber
Nacht
Epon 45°C 8h
Epon 60°C 48 h
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