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1. Einleitung

1.1 \Variabilitat der vesikularen Neurotransmitterme  nge und Einfluss auf

die synaptische Ubertragung

1.1.1 Quantale Transmitterfreisetzung und synaptische Ubertragung

Die SignalUbertragung zwischen Neuronen erfolgt Gber die Freisetzung von Neurotransmittern
an spezialisierten Strukturen, den Synapsen. Die durch die Freisetzung eines Vesikels
hervorgerufene elektrophysiologisch beobachtbare postsynaptische Antwort wird als kleinste
Einheit oder ,Quantum* der synaptischen Ubertragung definiert (Katz et al., 1971) und mEPSC
(miniature excitatory synaptic current) genannt. Diese quantale Transmitterfreisetzung ist sowohl
im Rahmen spontaner als auch regulierter synaptischer Transmission beobachtbar. Dabei ist die
postsynaptische Antwort nach der Freisetzung eines Vesikels variabel, die GrolRe des
Vesikelguantums jedoch unabhéngig von der Freisetzungswahrscheinlichkeit (Biro et al., 2005).
Diese Variabilitat kann durch pra- und postsynaptische Parameter hervorgerufen werden und so
im Rahmen synaptischer Plastizitat die Effektivitat der Signallibertragung modulieren. Zu den
postsynaptischen Parametern gehdren die Sensitivitdt und die Anzahl postsynaptischer
Rezeptoren (Franks et al. 2002, Faber et al., 1992). Zu den prasynaptischen Parametern gehort
der Fullungszustand der synaptischen Vesikel (Edwards et al, 2007), deren Inhalt wahrend der
SignallUibertragung freigesetzt wird. Eine Voraussetzung fur die Beeinflussung der
postsynaptischen Antwort durch den vesikularen Fillungszustand ist, dass die postsynaptischen
Rezeptoren unter physiologischen Bedingungen nicht mit Neurotransmittern gesattigt sind (Forti
et al., 1997; Liu et al., 1999). So fuhrt die Exozytose eines starker beflllten Vesikels bei
ansonsten gleich bleibenden Bedingungen zu einer héheren Amplitude des ausgeldsten
mEPSC.

1.1.2 Variabilitat des vesikularen Fillungszustandes

Unterschiede im vesikularen Fullungszustand beeinflussen die Effektivitdt der synaptischen
Ubertragung (Edwards et al., 2007). Die Neurotransmittermenge pro Vesikel lasst sich auf
verschiedene Arten beeinflussen. Dazu gehoren die Neurotransmitterkonzentration im Zytosol,
die Transportrate des Neurotransmitters durch vesikulare Neurotransmittertransporter in die
synaptischen Vesikel und der unspezifische Verlust intravesikularen Transmitters Uber die
Vesikelmembran. Dabei héangt die Neurotransmitterkonzentration im Zytosol von der Aktivitat

und Expression auf- und abbauender Enzyme, sowie der Plasmamembran- und vesikularen



Transporter des entsprechenden Neurotransmitters ab. Fir das dopaminerge System konnte
dieser Einfluss unter anderem anhand von Deletionsmutanten des Dopamintransporters der
Plasmamembran DAT, durch Aktivierung der Tyrosinhydroxilase und durch Applikation des
Dopaminvorlaufers L-DOPA belegt werden: In allen genannten Ansatzen wurde die pro Vesikel
freigesetzte Transmittermenge beeinflusst (Chang et al., 2002; Jones et al., 1998; Pothos et al.,
1998a; Pothos et al., 1998b). Die Auswirkung der Expressionsrate der vesikularen Transporter
wurde einerseits fir die vesikularen Monoamin- und Azetylcholintransporter mehrfach belegt
(Fon et al., 1997; Pothos et al., 2000; Prado et al., 2006; Song et al., 1997; Travis et al., 2000).
Eine vermehrte Expression von VGLUT 1 fihrt zu einer Erhéhung der VGLUT-Menge auf
synaptischen Vesikeln und des Glutamatgehalts synaptischer Vesikel (Wojcik et al., 2005,
Daniels et al., 2004 ; Wilson et al., 2005). Im Falle der vesikularen Glutamattransporter scheinen
zirkadiane Sortierungsprozesse bei insgesamt gleicher Expressionsrate die Anzahl von
Transportern pro Vesikel zu regulieren und kénnten dadurch die vesikulére Fullung beeinflussen
(Yelamanchili et al., 2006; Darna et al., 2009). Neben den zuvor genannten Mechanismen kann
aber auch die Aktivitat der vesikuldren Neurotransmittertransporter den vesikularen

Fullungszustand und damit die synaptische Ubertragung beeinflussen.

1.2 Vesikulare Neurotransmittertransporter

Vesikulare Neurotransmittertransporter transportieren Neurotransmitter vom Zytosol in
sekretorische Vesikel (Ahnert-Hilger et al., 2003; Brunk et al., 2006). Man unterscheidet mehrere
Klassen vesikularer Neurotransmittertransporter:
» Die vesikularen Glutamattransporter (VGLUT) transportieren Glutamat.
« Der vesikulare Transporter flr exzitatorische Aminosauren (VEAT) transportiert Glutamat
und Aspartat (Miyaji et al., 2010).
 Die vesikularen Monamintransproter (VMAT) transportieren Dopamin, Adrenalin,
Noradrenalin, Serotonin und Histamin.
» Der vesikulare Acetylcholintransporter (VACHT) transportiert Acetylcholin.
e Der vesikulare Transporter fur inhibitorische Aminoséauren (VIAAT/VGAT) transportiert
GABA und Glycin.
e Der vesikulare Transporter fiir Nukleotide (VNUT) transportiert ATP (Ilwatsuki et al.,
20009).
Die treibende Kraft des vesikuldren Neurotransmittertransports ist ein elektrochemischer

Gradient Uber der Vesikelmembran (ApH") (Abb. 1). Er setzt sich zusammen aus einem

Protonengradienten (ApH) und einem elektrischen Gradienten (AW). Beide werden durch die



Aktivitat der vakuolaren H'-ATPase, die Protonen aus dem Zytosol ins Vesikellumen
transportiert, aufgebaut. Dadurch kommt es zu einer intravesikularen Ansammlung positiver
Ladungen. Neurotransmittermolekile werden im Antiport gegen Protonen in das Vesikellumen

transportiert (Johnson, 1988).
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Abb. 1: EinflussgréRen der vesikularen Neurotransmi ttermenge

Alle Faktoren, die die treibende Kraft AuH" des vesikularen Neurotransmittertransports verandern, beeinflussen die
vesikulare Speicherung von Neurotransmittern. Dazu gehéren die vakuolare H'-ATPase und vesikulare
Chloridkanale. Unspezifische Verluste durch die Vesikelmembran verringern den vesikuldren Neurotransmittergehalt.
Die zytosolische Neurotransmitterkonzentration [NT] beeinflusst die Menge an Neurotransmitter, die ins Vesikel
transportiert wird, und hangt wiederum von Expression und Aktivitdt auf- und abbauender Enzyme sowie der
Plasmamembrantransporter der entsprechenden Neurotransmitter ab.

+: Erh6éhung; -: Erniedrigung; CIC: Chloridkanal; NT: Neurotransmitter; PM: Plasmamembran; PMT:
Plasmamembrantransporter; VNT: vesikularer Neurotransmittertransporter

Die Aktivitdt verschiedener vesikularer Neurotransmittertransporter hangt in unterschiedlichem
Ausmalfd von ApH und AW ab. Zusatzlich kénnen intravesikulare Chloridionen und andere
Anionen (z.B. Glutamat) den elektrochemischen Gradienten beeinflussen. Aufnahme von
Chlorid in die Vesikel reduziert den elektrischen Anteil AW des elektrochemischen Gradienten.
Dadurch kann die Protonenpumpe einen grof3eren pH-Gradienten aufbauen. Die intravesikulare
Chloridkonzentration kann durch vesikulare Chloridkanale beeinflusst werden (Jentsch et al.,
2005). Dabei gibt es Hinweise darauf, dass die vesikular lokalisierten CIC3-Kanéle tatséachlich
als CI'/H* Austauscher funktionieren (Matsuda et al., 2008).

1.2.1 Vesikulare Monoamintransporter
Es gibt zwei Isoformen vesikularer Monoamintransporter, VMAT1 und VMAT2, die aus PC12-
Zellen und aus dem Rattengehirn isoliert wurden (Erickson et al., 1992; Liu et al., 1992; Liu et

al., 1994). Fur beide Isoformen wird eine Struktur mit 12-Transmembrandomé&nen postuliert. N-
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und C-Terminus sind zytoplasmatisch lokalisiert. Sowohl VMAT1 als auch VMAT2 besitzen eine
grol3e intravesikulare Schleife zwischen den Transmembrandoménen 1 und 2, die in das
Vesikellumen ragt (Henry et al., 1994a; Henry et al., 1994b).

Vesikellumen

[600660000)
P ©0gg @0

[cle]elole)

Rekele
8§88s
%

Zytoplasma

MLQOVVLGAPQRLLKEGRQSRKLVLVVVFVALLLDNMLLTVVVPIVPTFLYATEFKDSNSS 60
—MALSDLVLLRWLRDSRHSRKLILFIVFLALLLDNMLLTVVVPIIPSYLYSIKHEKNSTE 59

I . * * * **** * ** *************** * ** ________
VMAT1_RAT LHRGPSVSSQQALTSPAFSTIFSFFDNTTTTVEEHVP--FRVIWTNGTIPPPVTEASSVP 118
VMAT2_RAT IQ-----TTRPELVVSTSESIFSYYNNSTVLITGNATGTLPGGQSHKATSTQHTVANTTV 114
HH 288 ¥, 3 GekKEggeNsk, 2 3,, ¢ HE I T P 8
VMAT1_RAT KNNCLQGIEFLEEENVRIGILFASKALMQLLVNPFVGPLTNRIGYHIPMFVGFMIMFLST 178
VMAT2_RAT PSDCPSEDRDLLNENVQVGLLFASKATVQLLTNPFIGLLTNRIGYPIPMFAGFCIMFIST 174
ok . . * :***::*:****** :***-***:* %k kkkkk ****.** ***:**

Abb. 2: Darstellung von VMAT2 (Schema, Ratte) und S  equenzalignment von VMAT1 und VMAT2 im Bereich
der ersten intravesikuléren Schleife

VMAT1 und VMAT2 unterscheiden sich besonders im Bereich der ersten intravesikuldren Schleife (grau markierte
Abschnitte). Der am stérksten variable Bereich ist dunkelgrau markiert. Zur schematischen Darstellung von VMAT2
wurde die Transmembranprotein-Display-Software TOPO2 angewendet (http://www.sacs.ucsf.edu/TOPQO2/). Das
Sequenzalignment wurde mit Hilfe der Software Clustal W erstellt (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html);
(Chenna et al., 2003).

Beim Sequenzvergleich zwischen VMAT1 und VMAT2 fallt bei insgesamt 78-prozentiger
Homologie auf Aminosaureebene die grofite Divergenz im Bereich dieser luminalen Schleife auf
(Schuldiner et al.,, 1995). VMAT1 und VMAT2 unterscheiden sich sowohl beziiglich ihrer
Expression in verschiedenen Geweben als auch in ihren pharmakologischen Eigenschaften.
VMAT2 wird vor allem in Neuronen, sowie in enterochromaffinen Zellen und Thrombozyten
exprimiert (Erickson et al., 1996; Holtje et al.,, 2003; Lesch et al., 1993; Peter et al., 1995).
VMAT1 wird im adulten Gehirn nur in der Epiphyse exprimiert, diese Isoform kommt
Uberwiegend peripher in neuroendokrinen Zellen vor (Hayashi et al., 1999). Pranatal werden
beide Isoformen in manchen Gehirnregionen der Ratte koexprimiert (Hansson et al., 1998;
Schutz et al., 1998).

VMAT transportieren Monoamine im Austausch gegen zwei Protonen aus dem Zytosol in
sekretorische Vesikel (Johnson et al., 1981; Knoth et al., 1981). lhre Transportaktivitat hangt

mehr von ApH als von AW ab. Messungen an Blutegelsynapsen lieBen die Schatzung der
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vesikuléren Serotoninkonzentrationen auf 270 mM zu (Bruns et al., 2000). Fur chromaffine
Granula geht man von einer noch héheren Konzentration bis in den molaren Bereich aus
(Edwards, 2007). Die intravesikulare Monoaminkonzentration liegt damit um den Faktor 10*-10°
hoéher als die zytosolische Konzentration.

Beide VMAT-Isoformen transportieren Serotonin, Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin mit K,-
Werten im mikromolaren (VMAT1) und submikromolaren (VMAT2) Bereich, sowohl in der Ratte
als auch im Menschen (Erickson et al., 1996; Peter et al., 1994). VMAT?2 transportiert zusatzlich
auch Histamin, dessen Affinitdt fir VMAT1 30-100-fach niedriger als fur VMAT2 ist. Beide
Isoformen werden effektiv durch Reserpin inhibiert (Darchen et al., 1989; Erickson et al., 1996;
Scherman and Henry, 1984). Der Hemmstoff Tetrabenazin hemmt VMAT2 wirksamer als
VMAT1, wobei das Ausmalfd des Unterschiedes speziesabhangig ist: Der K,—Wert fir humanen
VMAT1 ist 200fach hoher als fir menschlichen VMAT2 (Erickson et al., 1996); die 1Cs, flr
VMAT1 aus der Ratte ist zehnmal héher als die fir VMATZ2 aus der Ratte (Peter et al., 1994).
Neben ihrer Funktion fur die Neurotransmitterspeicherung kénnen die VMAT Zellen vor
zytosolisch toxischen Substanzen schiitzen. Strukturell sind sie bakteriellen Transportern, die fiir
die Vermittlung von Antibiotikaresistenzen verantwortlich sind, &hnlich (Schuldiner et al., 1995).
Zytosolische Monoamine bzw. deren Oxidationsprodukte wirken toxisch, sodass die hohe
Substrataffinitat der VMAT physiologisch sinnvoll ist (Chaudhry et al., 2008). Besonders deutlich
konnte diese Funktion anhand von VMAT2-Deletionsmutanten (Maus) belegt werden.
Homozygote VMAT2-Deletionsmutanten sterben unmittelbar nach der Geburt (Fon et al., 1997).
Heterozygote Tiere sind sensitiver gegeniber dem Toxin MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-
Tetrahydropyridin), das fur die experimentelle Auslésung eines Parkinson-Syndroms in
Nagetieren eingesetzt wird (Gainetdinov et al., 1998; Takahashi et al., 1997; Tolwani et al.,
1999). MPTP wird nach Oxidation zu MPP* (1-Methyl-4-Phenyl-pyridinium) durch VMAT in die
Vesikel transportiert. Dadurch wird seine toxische Wirkung reduziert.

1.2.2 Vesikulare Glutamattransporter

Es gibt drei Isoformen vesikularer Glutamattransporter, VGLUT1 (Bellocchio et al., 2000;
Takamori et al., 2000), VGLUT2 (Bai et al., 2001; Fremeau et al., 2001; Takamori et al., 2001)
und VGLUT3 (Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002; Schafer et al., 2002; Takamori et al.,
2002). VGLUT1 und VGLUT2 wurden zunachst als Natrium-abhangige Phosphattransporter an
der Plasmamembran, brain specific Na“-dependent inorganic phosphate cotransporter (BNPI)
und differentiation-associated Na’-dependent inorganic phosphate cotransporter (DNPI),
beschrieben (Aihara et al., 2000; Hisano et al., 2000; Ni et al., 1994). Fur VGLUT1 und VGLUT2
wird eine Struktur mit 12 Transmembrandoménen, fur VGLUT3 mit 10 Transmembrandoméanen
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angenommen, der C-Terminus und der N-Terminus sind zytoplasmatisch lokalisiert (Liguz-
Lecznar and Skangiel-Kramska, 2007).

Die regionale Verteilung von VGLUT1 und von VGLUT2 im Gehirn unterscheidet sich. Im
Neocortex, Hippocampus und Cerebellum wird Uberwiegend VGLUT1 exprimiert, im
Diencephalon und Hirnstamm berwiegend VGLUT2 (Fremeau et al., 2001; Hisano et al., 2000;
Kaneko and Fujiyama, 2002; Sakata-Haga et al., 2001). Innerhalb des Kleinhirns findet man
VGLUT1 in den Parallelfasern, VGLUT2 in den Kletterfasern (Fremeau et al., 2001). Peripher
werden VGLUT1 und VGLUT2 aulerdem von endokrinen Zellen exprimiert (Hayashi et al.,
2003; Hayashi et al., 2001). VGLUT3 ist in cholinergen, serotonergen und GABAergen
Terminalien lokalisiert, was fir eine Rolle des Glutamats als Kotransmitter in diesen Neuronen
spricht (Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002).

Alle drei VGLUT Isoformen transportieren spezifisch Glutamat, das ebenfalls exzitatorisch
wirksame Aspartat wird nicht transportiert (Gras et al., 2002; Takamori et al., 2000). Die K-
Werte fur Glutamat liegen bei etwa 1mM (1-2 mM fur VGLUT1 und 2; 0,6-1,6 mM fir VGLUT?3)
(Bellocchio et al., 2000; Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002) und damit etwa ein bis zwei
Zehnerpotenzen unter denen der Plasmamembrantransporter (K,,~20uM). Durch die hohe
zytosolische Glutamatkonzentration (geschatzt etwa 10mM (Danbolt, 2001)) kdnnen die
synaptischen Vesikel trotzdem ausreichend mit Glutamat beladen werden, resultierend in einer
intravesikularen Glutamatkonzentration von etwa 100mM. Intrazelluldres Glutamat ist im
Gegensatz zu den Monoaminen und ihren Oxidationsprodukten nicht zytotoxisch. Es gibt
Hinweise darauf, dass VGLUT1 auler Glutamat auch Cl-lonen in synaptische Vesikel
transportieren kann. Die daflr optimalen extravesikularen Cl"-Konzentrationen liegen zwischen
1mM und 10mM (Naito and Ueda, 1985; Reimer et al., 2001; Schenck et al., 2009). Alle drei
VGLUT Isoformen kénnen durch verschiedene Inhibitoren spezifisch gehemmt werden, dazu
gehdren zum Beispiel die Farbstoffe Trypanblau, Evans-Blau und Bengal-Rot (Ogita et al., 2001,
Patel et al., 2007; Roseth et al., 1995; Thompson et al., 2005).

Die Aktivitat der VGLUT hangt mehr von der elektrischen Komponente Ay als vom
Protonengradienten (ApH) des elektochemischen Gradienten Uber der Vesikelmembran ab
(Maycox et al., 1988; Maycox et al., 1990). Fir die vesikulare Speicherung von Glutamat ist
jedoch insbesondere ApH von Bedeutung (Wolosker et al., 1996). Der vesikulare
Glutamattransport wird auBBerdem von der extravesikularen Chloridionenkonzentration
beeinflusst (Bai et al., 2001; Fremeau et al., 2002; Fremeau et al., 2001; Naito and Ueda, 1985;
Varoqui et al., 2002). Dabei ist die Transportaktivitdt in Abwesenheit extravesikularen Chlorids
niedrig, erreicht bei 2-4mM ein Optimum und nimmt ab 10 mM Chlorid allmahlich wieder ab.

Eine Theorie geht davon aus, dass das Transportoptimum durch Bindung von Chlorid an eine
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regulatorische Bindungsstelle an den VGLUTSs selbst hervorgerufen wird (Hartinger and Jahn,
1993; Juge et al.,, 2010; Juge et al.,, 2006). Alternativ wurde der intravesikulare pH-Wert
verantwortlich gemacht (Tabb et al., 1992). Sowohl AW als auch ApH werden durch
intravesikulares Chlorid bzw. vesikulare Chloridkanale oder -transporter beeinflusst. Wodurch
die Chloridleitfahigkeit synaptischer Vesikel hauptséchlich bestimmt wird, ist nicht vollstandig
geklart (Xie et al., 1989). Im Falle von VGLUT1-exprimierenden Systemen kénnten daflir sowohl
der Chloridkanal CIC3 als auch VGLUT1 in Frage kommen (Stobrawa et al., 2001). Andere
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass VGLUT1 AW abhangig Glutamat im Austausch gegen
Chloridionen in synaptische Vesikel transportieren kann (Schenck et al.,, 2009, Abb. 3). In
Gegenwart extravesikularen Chlorids soll VGLUT1 Glutamat und Chlorid im Kotransport in
synaptische Vesikel transportieren kénnen, dabei hangt der Transport z.T. vom ApH ab, das

durch intravesikulares Chlorid entscheidend beeinflusst wird.

Abb. 3: Transporteigenschaften des VGLUTL:

H* - Proton pump '-~EEH+ Treibende  Kraft des  Transports ist  der

*' . elektrochemische Gradient tber der Vesikelmembran,

¥z * o insbesondere dessen elektrische Komponente AW.

@ " ® i Dadurch ist das Innere des Vesikels positiv geladen
K @ Kr = und gegeniiber dem Zytosol azidifiziert. Zusatzlich zur
Gluc— e GO e Glutamattransportfunktion soll VGLUT1 Chloridionen
R & s transportieren kdnnen. Diese Transporteigenschaft ist
- . S jedoch noch umstritten. Das Schema verdeutlicht die

*A VGLUT » verschiedenen Transporteigenschaften in Abhangig-
Glu— | "H* Glu— keit von der extra- und intravesikularen Chlorid-

cr G
[Crlp=0.[CMlow=4  [CMl, =100, [Clluy =0

konzentration. Abbildung entnommen aus Schenck et
al., 2009.

Nach diesen Erkenntnissen regulieren extravesikulare Chloridkonzentrationen im niedrig-
millimolaren Bereich die vesikulare Glutamataufnahme nicht durch regulatorische Bindung von
Chlorid an VGLUT1 selbst. Die Transporteigenschaften und Mechanismen der
Chloridabhangigkeit sind also immer noch Gegenstand kontroverser Diskussionen und damit

nicht vollstandig verstanden.

1.3 Heterotrimere G-Proteine

1.3.1 Allgemeine Eigenschaften heterotrimerer G-Proteine

Heterotrimere Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine) gehéren zur Familie der GTP-
hydrolysierenden Enzyme und bestehen aus je einer a-, B- und y-Untereinheit (Birnbaumer,

2007; Bourne et al., 1990). Sie dienen der Signaliibermittiung von heptahelikalen Rezeptoren
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der Plasmamembran, die durch extrazellulare Stimuli aktiviert wurden, an intrazellulare
Effektorsysteme. Es gibt 23 Isoformen der a- und 12 Isoformen der y-Untereinheiten. Von den
funf Genen der Gp-Untereinheiten sind mehrere Splice-Varianten der (33 und zwei Splice-
Varianten der Bs-Untereinheit bekannt (Mclintire, 2009). Durch die Kombination verschiedener
Isoformen der Untereinheiten konnen mehr als 1000 unterschiedliche Heterotrimere entstehen,
die an verschiedenen Signalkaskaden beteiligt sein koénnen. Dabei werden die
Kombinationsmdoglichkeiten einerseits durch die Expressionsmuster der Untereinheiten in
verschiedenen Geweben eingeschrankt, andererseits kdnnen sich die Isoformen nicht zu jedem
theoretisch moglichen Heterotrimer zusammenfinden. Heterotrimere G-Proteine werden anhand
ihrer a-Untereinheiten in vier Familien eingeteilt, Gs, Gi/o, Gg/11 und G12/13. Im inaktiven
Grundzustand liegt ein Heterotrimer vor, bestehend aus dem Komplex von 3- und y-Untereinheit
sowie einer GDP-bindenden a-Untereinheit. Im Aktivierungszyklus heterotrimerer G-Proteine
(Abb. 4) stellt Ga-GTP die aktive Form der a-Untereinheit dar, die Effektoren beeinflussen kann.

Efektorsysteme koénnen jedoch auch durch By-Komplexe beeinflusst werden (Smrcka, 2008).

GDP

aktivierter Rezeptor
RS /d\‘ apy GTP Abb. 4: Aktivierungszyklus heterotrimerer G-Protein e:
Bindet der aGDPRy Komplex an einen aktivierten Rezeptor,
aGDPBy kommt es zum Austausch von GDP gegen GTP in der a-
Untereinheit. Diese dissoziiert daraufhin vom By-Komplex.
K aGTPBy Sowohl a-Untereinheit als auch Py-Komplex kdnnen die
Aktivitdt von Effektoren beeinflussen. Nach Spaltung von
BV% GTP durch die intrinsische GTPase Aktivitit der Ga-
aGDP Untereinheit kommt es zu einer Reassoziation mit dem Py-
aGTP Komplex und der Signalzyklus kann erneut beginnen.
Pi

Durch die intrinsische GTPase-Aktivitdt der Ga-Untereinheit wird GaGTP zu GaGDP und
Phosphat umgesetzt. Inaktives GaGDP reassoziiert mit By zum Heterotrimer. Experimentell
kénnen schwer hydrolysierbare GTP-Analoga wie GMP-P(NH)P oder GTPYS Ga-Untereinheiten
in aktiviertem Zustand fixieren. In vivo kann die intrinsische GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit
durch sogenannte RGS-Proteine (Regulators of G-Protein signalling) oder Effektoren verstarkt
werden (Arshavsky and Bownds, 1992; Berstein et al., 1992; Hollinger and Hepler, 2002;
Kozasa et al., 1998; Neubig, 2002; Ross and Wilkie, 2000).

Heterotrimere G-Proteine lassen sich nicht nur durch heptahelikale Plasmamembranrezeptoren

aktivieren, sondern auch durch andere Proteine ohne Beteiligung eines Rezeptors: Ein Beispiel
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dafir sind die so genannten AGS-Proteine (Activators of G-Protein Signalling) (Cismowski,
2006). AuRerdem wurde dieses Phanomern fir GAP-43 (growth associated protein 43)
(Strittmatter et al., 1991), Presenilin (Smine et al., 1998), Phosphatidylethanolamin bindendes
Protein PBP (Kroslak et al., 2001), RicBA (Synembryn, (Tall et al., 2003)) und Cystein String
Protein (Natochin et al., 2005) beschrieben.

1.3.2. Goa-Isoformen und ihre Funktionen

Goa gehdrt zur Gi/o-Familie heterotrimerer G-Proteine und macht zusammen mit Gia bis zu
1,5% des Proteingehalts von Membranpréaparationen aus dem Rinderhirn aus (Neer et al., 1984;
Sternweis and Robishaw, 1984). Es gibt drei Goa-Isoformen. Gola und Go2a sind Splice-
Varianten, Go3a geht aus Gola durch posttranslationale Deamidierung hervor (Exner et al.,
1999; Hsu et al., 1990; Murtagh et al., 1994; Strathmann et al., 1990). Gola scheint in drei
verschiedenen Varianten zu existieren, die gewebe- und entwicklungsabhangig exprimiert
werden (Yoo et al., 2002). Die Aminosauresequenzen von Gola und Go2a unterscheiden sich
vor allem C-terminal, wo Ga-Untereinheiten im Zustand des Heterotrimers mit Rezeptoren
spezifisch interagieren (Grishina and Berlot, 2000). In vielen Studien tber Goa wird nicht
erwahnt, welche Goa-lsoform untersucht wurde, meistens ist dann Gola gemeint.
Goa-Untereinheiten werden in Neuronen, neuroendokrinen Zellen und im Herzen exprimiert
(Jiang and Bajpayee, 2009). Untersuchungen an Goa-Deletionsmutanten zeigten, dass
Dopamin-D2-Rezeptoren mit Goa verknipft sind (Jiang et al., 2001). In der Neuroblastom-
Zelllinie NS20Y kann Goa Uber D2L-Rezeptoren aktiviert werden und die Aktivitat der
Adenylylzyklase beeinflussen (Watts et al., 1998). Die beiden Splice-Varianten von Goa koppeln
an unterschiedliche Rezeptoren (Chen and Clarke, 1996; Dhingra et al., 2002; Kleuss et al.,
1991).

Nach Uberexpression von konstitutiv aktivem Goo konnten in verschiedenen Systemen
Einflusse auf Phospholipasen, lonenkanadle und Signalkaskaden, die an Wachstum und
Differenzierung beteiligt sind, nachgewiesen werden (Kroll et al., 1992; Moriarty et al., 1990;
Ram and lyengar, 2001; van Biesen et al., 1996; VanDongen et al., 1988). Dabei blieben die
direkt mit Goa interagierenden Effektoren unklar. AuRer neuronalen Ca*-Kanalen sind nur
wenige direkte Effektoren von Goa-Untereinheiten bekannt (Kinoshita et al.,, 2001).
Interaktionsstudien identifizierten verschiedene Interaktionspartner fir Goa oder Gola, dazu
gehdren RGS14 (Traver et al., 2000), RGS17, RaplGap (Jordan et al., 1999) Purkinje cell
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protein 2 (Pcp2, (Luo and Denker, 1999) und G-protein regulated inducer of neurite outgrowth
1&2 (GRIN1&2; (Jordan et al., 1999; Nakata and Kozasa, 2005; Zhao et al., 1999)).
Isoformspezifische funktionelle Untersuchungen ergaben, dass Go2a die Adenylylzyklase
inhibieren und spannungsabhéngige Kalziumstrome reduzieren kann (Kobayashi et al., 1990;
Man-Son-Hing et al., 1992). Aktivierung von Go2a fiihrt auBerdem zu einer Verminderung der
vesikularen Monoaminaufnahme tUber VMAT1 und VMAT2 in neuroendokrinen Zelllinien und
Neuronen (Ahnert-Hilger et al., 1998; Hoéltje et al., 2000). Auf die Rolle von vesikularen Ga-
Untereinheiten fiir die Regulation der vesikularen Neurotransmitterspeicherung wird im
folgenden Abschnitt (1.4) ausfiihrlicher eingegangen.

Die Bedeutung von Goa im Nervensystem wird durch die Auswirkungen der Deletion beider
Goa-Splice-Varianten in Mausen verdeutlicht. Goa-Deletionsmutanten sterben etwa vier bis
sechs Wochen nach der Geburt und zeigen neurologische Symptome, wie Krampfanfélle,
Tremor, auffallige Bewegungsmuster und Hyperalgesie (Jiang et al., 1998). Morphologisch ist ihr
Gehirn jedoch unverandert gegentber Wildtyp-Mausen (Valenzuela et al., 1997). Die
Lebensdauer von Gola-Deletionsmutanten ist ebenfalls deutlich verkirzt, wahrend Go2a-

Deletionsmutanten zunachst phanotypisch unauffallig erschienen.

1.4 Vesikulare G a-Untereinheiten als Regulatoren der Speicherung vo n
Neurotransmittern in synaptischen Vesikeln

AuRBer ihrer Lokalisation an der Plasmamembran kommen heterotrimere G-Proteine auf
intrazellularen Organellen vor (Leyte et al., 1992; Nurnberg and Ahnert-Hilger, 1996; Pahner et
al., 2003). So konnten Go2a, Gga und GB-Untereinheiten (vor allem Gf,) in Kolokalisation mit
VMAT1 und VMAT?2 auf chromaffinen Granula im Nebennierenmark der Ratte gefunden werden
(Pahner et al., 2002). Sowohl auf synaptischen Vesikeln serotonerger als auch glutamaterger
und GABAerger Nervenendigungen konnten G-Protein Untereinheiten nachgewiesen werden
(Holtje et al., 2000; Pahner et al., 2003). Massenspektroskopisch lie3en sich Goa, Gqa, Gza,
G13a und Gi2a und GBi.4 auf aufgereinigten synaptischen Vesikeln nachweisen (Takamori et
al., 2006), und Goa, Gi2a und GB-Untereinheiten auf Clathrin-ummantelten Vesikeln aus dem
Rattengehirn (Blondeau et al.,, 2004). Da GpB-Untereinheiten immer gebunden an Gy
Untereinheiten vorkommen (Dingus et al., 2005), belegen diese Daten das Vorkommen
vollstandiger Heterotrimere auf sekretorischen Vesikeln.

Funktionell sind diese vesikularen Heterotrimere fir die Regulation der vesikuldren

Neurotransmitterspeicherung von Bedeutung. Aktives Go2a oder G-Protein Aktivierung durch
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schwer hydrolysierbare GTP-Analoga inhibiert die Monoaminspeicherung in den
neuroendokrinen Zelllinien PC12 und BON, die VMAT1 (PC12) bzw. VMAT1 und VMAT2 (BON)
exprimieren (Ahnert-Hilger et al., 1998; Hdltje et al., 2000). Diese Beobachtung konnte an
aufgereinigten chromaffinen Granula des Nebennierenmarks der Ratte bestatigt werden (Pahner
et al.,, 2002). Auch die VMAT2-Aktivitdt in Neuronen wird durch Go2a reguliert, wie an
serotonergen Neuronen aus Raphe-Priméarkulturen und synaptischen Vesikeln gezeigt wurde
(Holtje et al., 2000). Die Serotoninspeicherung in sekretorischen Vesikeln von Thombozyten wird
ebenfalls durch G-Proteine beeinflusst. Dabei wird die VMAT2-Aktivitat durch Gqa inhibiert, wie
Untersuchungen an Gqa-Deletionsmutanten zeigten (Hoéltje et al., 2003). Die Hemmung der
Glutamataufnahme durch synaptische Vesikel nach Applikation des schwer hydrolysierbaren
GTP-Analogons GMP-P(NH)P deutet darauf hin, dass die Aktivitdt der VGLUTs auch durch
heterotrimere G-Proteine beeinflusst wird, wobei die verantwortlichen Untereinheiten zunachst
nicht identifiziert werden konnten (Pahner et al., 2003). Sowohl bei der VMAT2-Regulation in
Thrombozyten und Neuronen als auch bei der VMAT1- und VMAT2-Regulation in
neuroendokrinen Zellen sind die direkten Effektoren der Ga-Untereinheiten nicht bekannt.

Untersuchungen an Thrombozyten von Tryptophanhydroxylasel (TpH1)-Deletionsmutanten
(Walther and Bader, 2003) ergaben erste Hinweise darauf, dass die G-Protein vermittelte
Regulation der Monoaminspeicherung vom Fillungszustand der sekretorischen Vesikel
abhangt. Die sekretorischen Vesikel der Thrombozyten von TpH1 -/- Mausen enthalten fast kein
Serotonin. Dort fehlt die G-Protein vermittelte Regulation der VMAT2-Aktivitat, kann aber durch
Vorbeladung der sekretorischen Vesikel mit Monoaminen rekonstituiert werden (Hoéltje et al.,
2003). Das deutet darauf hin, dass die Signalkaskade, die in der G-Protein vermittelten
Hemmung der Monoaminspeicherung resultiert, im Lumen sekretorischer Vesikel beginnt.
Welche Struktur dabei den vesikularen Monoamingehalt misst und die Rolle des G-Protein

aktivierenden Rezeptors Gibernimmt, war jedoch unklar.
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Forschungsschwerpunkte

Im Rahmen der vorgelegten Arbeiten wurden folgende Fragenstellungen untersucht:

Welche G-Protein Untereinheit ist fur die Regulation der vesikularen Glutamataufnahme
verantwortlich?

Ist die Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme in Neuronen auch vom

vesikularen Fullungszustand abhangig?

Falls die vorherige Frage positiv beantwortet werden kann: Welche Struktur bernimmt
die Rolle des Rezeptors in der G-Protein vermittelten Regulation der vesikularen

Monoaminaufnahme?
Gibt es Hinweise auf G-Protein Effektoren innerhalb dieser Signalkaskade?

Welche physiologische Bedeutung hat die G-Protein vermittelte Regulation der
Neurotransmitterspeicherung?
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2. Zusammenfassung der eigenen Arbeiten

Die in den folgenden Abschnitten vorgestellten Arbeiten befassen sich mit unterschiedlichen
Aspekten der G-Protein vermittelten Regulation der vesikularen Monoamin- und

Glutamatspeicherung.

Aus vorherigen Untersuchungen war bereits bekannt, dass G-Protein Aktivierung durch GMP-
P(NH)P zu einer Verminderung der vesikularen Glutamataufnahme fiihrt. Daher wurde zunachst
Uberprift, welche Ga-Untereinheit fir diese Regulation verantwortlich ist, und wie sich die G-
Protein Aktivierung auf die Chloridabhéangigkeit der vesikuldren Glutamataufnahme auswirkt
(Beitrag 2.1).

AnschlieBend wurden Mechanismen der G-Protein vermittelten Hemmung der Monoamin-
speicherung in VMAT1- und in VMAT2-exprimierenden Systemen untersucht. Dabei sollten
insbesondere die der G-Protein Aktivierung vorgeschalteten Signale identifiziert werden (Beitrag
2.2).

Mithilfe des Vergleichs von Go2a-Deletionsmutanten mit Wildtyp-Mausen und durch die
Behandlung beider Genotypen mit Kokain konnte die physiologische Bedeutung der GoZ2a-
induzierten Regulation fur das Gleichgewicht des dopaminergen Systems, insbesondere in
Hinblick auf motorische Funktionen, deutlich gemacht werden (Beitrag 2.3).

Die Untersuchung der Effekte von Isoformen der Ca?-dependent Activator Proteins of Secretion
CAPS1 und CAPS2 auf die vesikulare Monoaminspeicherung ergab Hinweise auf Go2a

nachgeschaltete Signalwege in der G-Protein vermittelten Regulation (Beitrag 2.4).

Der Einfluss von Go2a auf das Zusammenspiel glutamaterger und dopaminerger Signalwege
und seine Bedeutung im Rahmen der differentiellen Wirkung unterschiedlicher
Psychostimulanzien auf die motorische Aktivitat wurde anhand von Go2a-Deletionsmutanten
erforscht. Dadurch konnte die komplexe Rolle von Go2a in der monoaminergen und
glutamatergen Neurotransmission sowie ihre in vivo Auswirkung auf (patho)physiologische

Zustande dargelegt werden (Beitrag 2.5).
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2.1 Go2a reguliert die Aktivitdt vesikularer Glutamattransp orter durch

Anderung ihrer Chloridabhangigkeit

In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe war bereits gezeigt worden, dass die Aktivitat
vesikularer Neurotransmittertransporter durch Vesikel-assoziierte heterotrimere G-Proteine
reguliert wird: Go2a wurde auf sekretorischen Vesikeln gefunden und inhibierte die Aktivitat von
VMAT1 und VMAT2 (Ahnert-Hilger et al., 1998; Hoéltje et al.,, 2000; Pahner et al., 2002).
AulRerdem waren Goa-Isoformen auch auf glutamatergen Vesikeln nachweisbar, und G-Protein
Aktivierung durch das nicht-hydrolysierbare GTP-Analogon GMP-P(NH)P verminderte die
vesikulare Glutamataufnahme (Pahner et al., 2003).

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit zunachst Gberprift, welche Ga-Untereinheit fir die G-
Protein vermittelte Regulation der vesikuldren Glutamatspeicherung verantwortlich ist. Dazu
wurde die vesikulare Glutamataufnahme an Préparationen synaptischer Vesikel von
Wildtypmausen und verschiedenen Ga-Deletionsmutanten untersucht: In Wildtypmausen
bewirkte der G-Protein Aktivator GMP-P(NH)P in Gegenwart von 5mM Chlorid eine
Verminderung der Vpna und des K.,-Werts der vesikuldaren Glutamataufnahme. G-Protein
Aktivierung fuhrte in Gegenwart von 5mM Chlorid ebenfalls zu einer Hemmung der
Glutamataufnahme in synaptische Vesikelpraparationen von Gola-/-, Gqa-/- und Gllo-/-
Mausen, wahrend kein Effekt auf die vesikulare Glutamataufnahme in synaptische Vesikel von
Go2a-/- Mausen zu beobachten war. Dieses Ergebnis deutete auf eine (alleinige) Beteiligung
von Go2a an der Regulation der vesikularen Glutamataufnahme hin. Die Rolle von Go2a fir die
vesikulare Glutamataufnahme wurde dadurch bestétigt, dass Prainkubation von synaptischen
Vesikeln von Wildtypmausen mit Antikbrpern gegen Go2a die Inhibition der vesikularen
Glutamataufnahme durch GMP-P(NH)P induzierte G-Protein Aktivierung verhinderte. Allerdings
konnte keine Aussage darliber gemacht werden, ob Go2a alle drei VGLUT Isoformen reguliert,
da in den Neurotransmitteraufnahme-Assays nicht zwischen den Isoformen unterschieden
werden kann. Allerdings wird im Kleinhirn bis zum postnatalen Tag (P) 10 nur VGLUT2
exprimiert (Boulland et al., 2004; Miyazaki et al., 2003). In Vesikelpraparationen aus dem
Kleinhirn von neun Tage alten Mausen war die G-Protein vermittelte Inhibition der vesikularen
Glutamataufnahme wie in adulten Tieren nachweisbar. Also wird zumindest VGLUT2 durch
Go2a reguliert.

Um Anderungen in der vesikularen Proteinausstattung als Ursache fiir die fehlende G-Protein
Regulierung der vesikularen Glutamataufnahme in Go2a-/- Mausen auszuschliel3en, wurde die
Expression von VGLUT1, VGLUT2 und VGLUT3, sowie der vesikular vorkommenden
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Chloridkandle CIC3 und CIC7 mittels Western-Blot Analysen von Gehirnfraktionen aus
Wildtypmausen, sowie aus Gola- und Go2a-Deletionsmutanten untersucht. Dabei ergab sich
kein Unterschied zwischen den Genotypen.

Als néchstes wurde geklart, ob die Hemmung der vesikuldren Glutamataufnahme nach G-
Protein Aktivierung moglicherweise auf eine Beeinflussung der Aktivitat der vakuolaren H'-
ATPase zurlickzufiihren ist. Sie ist durch den Transport von Protonen ins Vesikellumen fir den
Aufbau des elektrochemischen Gradienten Uber die Vesikelmembran verantwortlich, der die
treibende Kraft des vesikularen Neurotransmittertransports darstellt. Dazu wurde die
Azidifizierung synaptischer Vesikel von Wildtyp- und Go2a-/- Mausen nach Glutamat- und
Chloridapplikation gemessen. Da sich kein Unterschied zwischen den Genotypen ergab, war
eine Beeinflussung der H*-ATPase durch Go2a unwahrscheinlich.

Die vesikulare Glutamataufnahme hangt von der (zytosolischen) Chloridkonzentration ab mit
einem Transportoptimum zwischen 4-6 mM. Daflr ist einmal der Einfluss von Chlorid auf den
elektrischen Gradienten und den Protonengradienten tber die Vesikelmembran verantwortlich
(Tabb et al., 1992; Wolosker et al., 1996), zusatzlich stimuliert Chlorid im niedrig millimolaren
Bereich die Transportaktivitat (Naito and Ueda, 1985), mdglicherweise Uber eine direkte oder
indirekte Interaktion mit den Transportern (Hartinger and Jahn, 1993; Juge et al.,, 2010). Um
Hinweise auf den Mechanismus der Go2a-vermittelten Regulation der VGLUT-Aktivitat zu
erhalten, wurde die Chloridabhangigkeit des Transports in Wildtypm&usen und Go2a-/- Mausen
in An- und Abwesenheit von GMP-P(NH)P untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass das
Transportoptimum in synaptischen Vesikeln von Wildtypmausen unter G-Protein Aktivierung zu
niedrigeren Chloridkonzentrationen (1mM) verschoben ist. In synaptischen Vesikeln von Go2a-/-
Mausen hingegen fehlt ein Chlorid-abhangiges Transportoptimum vollig, wahrend
Vesikelpraparationen aus Gola-/- Gqgo-/- und Gllo-/- Méausen eine den Wildtypmausen
entsprechende Chloridabhangigkeit zeigten. Go2a scheint also die Chloridabhangigkeit des
vesikularen Glutamattransports zu modulieren, wodurch das Transportoptimum an die
zytosolische Chloridkonzentration, die die neuronale Exzitabilitat beeinflusst (Zhu et al., 2005),
angepasst werden konnte.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass Go2a nicht nur die vesikulare
Monoaminaufnahme sondern auch die vesikulare Glutamataufnahme reguliert, wobei es zu
einer Verschiebung des chloridabhangigen Transportoptimums zu niedrigeren Chlorid-
konzentrationen kommt. Diese Regulation konnte der Anpassung der vesikularen
Glutamataufnahme an unterschiedliche metabolische und Aktivitdtszustdande von Neuronen

dienen.
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2.2 Die erste Iluminale Doméane vesikularer Monoamintr  ansporter
vermittelt die G-Protein abhangige Regulation der

Transmitteraufnahme

In dieser Arbeit wurden Mechanismen der G-Protein vermittelten Hemmung der
Neurotransmitteraufnahme in VMAT1- und in VMATZ2-exprimierenden Systemen untersucht.
Dabei sollten inshesondere die der G-Protein Aktivierung vorgeschalteten Signale identifiziert
werden.

Vorangegangene Untersuchungen hatten darauf hingewiesen, dass der vesikulare
Fullungszustand das der G-Protein Aktivierung vorgeschaltete Signal in der Ga-vermittelten
Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme sein kénnte: Die Gqga-vermittelte Inhibition der
VMAT2-Aktivitat in Thrombozyten lieR sich ndmlich nur in Thrombozyten von Wildtypmausen,
nicht jedoch in Thrombozyten von Tryptophanhydroxylase 1 (TpH1)-Deletionsmutanten
nachweisen (Hdltje et al., 2003), deren sekretorische Vesikel fast kein Serotonin enthalten
(Walther et Bader, 2003; Walther et al., 2003).

In der hier zusammengefassten Arbeit wurde mithilfe von VMAT1- und VMAT2-transfizierten
CHO-Zellen uberprift, ob der vesikulare Monoamingehalt das der Ga-vermittelten Hemmung
vorangeschaltete Signal ist, unahbhangig davon, welche VMAT-Isoform reguliert wird und in
welchem Gewebe die Regulation stattfindet. Zunachst wurde nachgewiesen, dass CHO-Zellen
Go2a exprimieren und Go2a in CHO-Zellen mit VMAT1 bzw. VMAT2 nach Transfektion auf
intrazellularen Membranen Kkolokalisiert ist. Die Sortierung von VMAT auf endosomale
Kompartimente nach Transfektion in CHO-Zellen war auch in der Vergangenheit beschrieben
worden (Liu and Edwards, 1997). Die transfizierten Transporter waren funktionell aktiv und ihre
Transporteigenschaften entsprachen denen bei natirlicher Expression in anderen Geweben.
Zur Messung der Transporteigenschaften wurde die Plasmamembran der CHO-Zellen durch
Streptolysin O (SLO) permeabilisiert, so dass die vesikulare Monoaminaufnahme untersucht
werden konnte.

G-Protein Aktivierung durch GMP-P(NH)P beeinflusste die vesikuldre Monoaminaufnahme in
transfizierte CHO-Zellen nicht. Intrazellulare Kompartimente von CHO-Zellen enthalten keine
Monoamine. Nach Vorbeladung von permeabilisierten VMAT-transfizierten CHO-Zellen mit
verschiedenen Monoaminen (Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin, Serotonin oder Histamin)
konnte die G-Protein vermittelte Hemmung der VMAT-Aktivitat induziert werden, wobei jedoch
Unterschiede zwischen den beiden VMAT-Isoformen feststellbar waren. Alle der genannten
Monoamine konnten die G-Protein vermittelte Hemmung der Transportaktivitat in CHOVMAT1-

Zellen induzieren, wobei Serotonin und Adrenalin am effektivsten waren. Bei Vorbeladung von
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VMAT2-exprimierenden CHO-Zellen konnte Noradrenalin am effektivsten die G-Protein
vermittelte Hemmung induzieren, wahrend Vorbeladung mit Histamin erst bei hdheren
Konzentrationen eine entsprechende Wirkung zeigte. Erstaunlicherweise fiihrte Vorbeladung mit
Adrenalin nicht zu einer Induktion der VMAT2-Hemmung durch G-Protein Aktivierung, obwohl
auch Adrenalin durch VMAT2-transportiert wird (Peter et al., 1994). Adrenalin kann sogar die G-
Protein vermittelte Hemmung der VMAT2-Aktivitat in Thrombozyten und synaptischen Vesikeln
der Ratte, sowie in Noradrenalin-vorbeladenen CHOVMAT2-Zellen aufheben. Insgesamt
deuteten diese Ergebnisse auf eine luminale Rezeptorstruktur hin, die die intravesikulére
Monoaminkonzentration messen kann und im Fall der VMAT2-transfizierten CHO-Zellen durch
Adrenalin antagonistisch angesteuert werden kann.

Im Folgenden wurde die hypothetische rezeptive Struktur weiter charakterisiert. Dabei stellte
sich heraus, dass 5HT1B-Rezeptor Agonisten in serotoninfreien Thrombozyten von TpH1-/-
Mausen die G-Protein vermittelte Hemmung induzieren kénnen, wéhrend 5HT1B-Rezeptor
Antagonisten die G-Protein vermittelte Hemmung in monoaminhaltigen VMAT2-exprimierenden
Systemen, wie z.B. Wildtyp-Thrombozyten oder synaptischen Vesikeln, aufheben kénnen. Eine
5HT1B-Rezeptor ahnliche Struktur scheint also in die G-Protein vermittelte Hemmung in VMAT2
exprimierenden Systemen involviert zu sein unabhangig davon, ob die G-Protein vermittelte
Hemmung Uber Go2a (synaptische Vesikel) oder Gqa (Thrombozyten) ablauft. Analog konnte in
VMAT1 exprimierenden Systemen (CHOVMAT1-Zellen und PC12-Zellen) eine al-Rezeptor-
ahnliche Struktur identifiziert werden.

Da sich die pharmakologische Induzierbarkeit zwischen VMAT1- und VMAT2-exprimierenden
System unterschied, auch wenn diese abgesehen von der transfizierten Transporterisoform
identisch waren (CHOVMAT1- und CHOVMATZ2-Zellen), lag die Vemutung nahe, dass
intravesikulare Domanen der VMAT selbst als vorgeschaltete Sensoren dienen.

Um die rezeptive Struktur innerhalb der VMAT-Proteine zu identifizieren, wurden nach einem
Sequenzvergleich der intravesikularen Doméanen mutierte VMAT-Isoformen hergestellt: VMAT1
und VMAT2 haben beide eine groBe intravesikulare Schleife zwischen den
Transmembrandoménen 1 und 2, die sich besonders in ihrem mittleren Bereich zwischen den
beiden Isoformen unterscheidet (Erickson et al., 1992; Liu et al., 1992; Schuldiner et al., 1995).
CHO-Zellen wurden mit mutierter DNS einer der beiden VMAT-Isoformen transfiziert, in der
entweder die gesamte intrazelluldare Schleife oder nur deren zentraler Teil deletiert war
(VMAT2AP42-V130, VMAT2AQ61-T113, VMAT1AH62-V117). Nachdem die unverénderte
Transportaktivitat der mutierten VMAT und die im Vergleich zu den Wildtyp-Transportern
unveranderte Expression in CHO Zellen Uberpriift worden war, wurde die Induzierbarkeit der G-

Protein vermittelten Hemmung der Transportaktivitat Uberprift. Weder Vorbeladung mit
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Noradrenalin noch Vorbehandlung mit dem 5HT1B-Agonisten Anpirtoline konnte die G-Protein
vermittelte Hemmung der VMAT2-Aktivitat in VMAT2-transfizierten CHO-Zellen induzieren. Die
durch Adrenalin und den al-Agonisten Cirazoline induzierte G-Protein vermittelte Hemung der
VMAT1-Aktivitat war in mit Wildtyp-VMAT1 transfizierten CHO-Zellen signifikant héher als in
CHO-Zellen, die mit mutierter VMAT1-DNS transfiziert waren.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass der intravesikulare
Monoamingehalt das vorgeschaltete Signal der G-Protein vermittelten Hemmung der
vesikularen Monoaminspeicherung darstellt. Dabei wird der Monoamingehalt Uiber eine rezeptive
Struktur innerhalb der ersten intravesikularen Schleife der VMAT-Isoformen gemessen. Dieses

Signal fiihrt auf noch unbekanntem Weg zur G-Protein Aktivierung.
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2.3 Die Deletion von Go2 a verhindert die Entwicklung einer Kokain-

induzierten motorischen Sensitivierung durch Beeintr achtigung des

striatalen dopaminergen Systems

Die in den vorigen Abschnitten vorgestellten Arbeiten belegen die Rolle von Go2a in der
Regulation der vesikularen Monoamin- und Glutamataufnahme. Uber die Bedeutung dieser
Regulation in vivo unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen konnte
allerdings nur spekuliert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem durch
Behandlung von Go2a-Deletionsmutanten mit Kokain die Rolle der Go2a-induzierten Regulation
fir das Gleichgewicht des dopaminergen Systems, insbesondere in Hinblick auf motorische
Funktionen, deutlich gemacht.

Wiederholte Behandlung mit Kokain fiihrt in Wildtypm&usen zu einer motorischen Sensitivierung.
In Go2a-Deletionsmutanten blieb die Entwicklung einer motorischen Sensitivierung aus, obwohl
sich die motorische Ausgangsaktivitat vor Behandlung in beiden Genotypen nicht signifikant
unterschied. Auch die konditionierte Platzpraferenz als Parameter fur die Suchtentwicklung
(Tzschentke, 2007) unterschied sich in Wildtyp- und Go2a-/- Mausen nicht. Im Folgenden
wurden die diesem motorischen Phanotyp zugrunde liegenden molekularen Veranderungen
untersucht.

Zunachst wurde sichergestellt, dass sich die Wirkung von Kokain auf den
Dopaminplasmamembrantransporter (DAT) und VMAT2 in den beiden Genotypen nicht
unterscheidet. Auswirkungen auf die motorische Aktivitat legen Anderungen in der striatalen
Signaliibermittlung an D1- und D2-Rezeptoren und deren koppelnden G-Proteinen (Golf, Gs an
D1-Rezeptoren, Go an D2-Rezeptoren) nahe (Corvol et al., 2007; Jiang et al., 2001; Zhuang et
al., 2000). Die Untersuchung der Expression von D1- und D2-Rezeptoren, sowie Gsa und Golfa

im Striatum ist in Tabelle 1 zusammengefasst.

Protein unbehandelte Tiere Kokain-behandelte Tiere
D1-Rezeptor wt = ko wt > ko
D2-Rezeptor wt = ko wt < ko
Gsa wt > ko wt = ko
Golfa wt > ko wt = ko

Tab. 1: Expression von Dopaminrezeptoren und G a-Untereinheiten im Striatum
von unbehandelten und Kokain-behandelten Wildtyp u nd Go2 a-/- Mausen

=: Expression in beiden Genotypen gleich; >: Expression héher im zuerst
aufgefiihrten Genotyp; <: Expression niedriger im zuerst aufgefiihrten Genotyp
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Insgesamt sprachen die Ergebnisse fir Verschiebungen in der D1- und D2-Rezeptor
vermittelten  SignalUbermittlung im  Striatum zuungunsten der U(Uber D1-Rezeptoren
angesprochenen, die Motorik fordernden Basalganglienschleifen, was als Erklarung fir die
motorischen Defizite nach Kokain-Behandlung interpretiert wurde.

HPLC-Untersuchungen ergaben, dass die striatale Dopaminkonzentration in GoZ2a-
Deletionsmutanten niedriger als in Wildtypmausen war, moglicherweise durch eine ebenfalls
nachgewiesene reduzierte Expression der Tyrosinhydroxilase (TH), die auch nach
Kokainbehandlung nachweisbar war. Die Aktivitaten der Monoamninooxidasen (MAO) A und B
unterschieden sich nicht zwischen den Genotypen. Gleichzeitig war die Expression von VMAT2
im Striatum von unbehandelten und Kokain-behandelten Go2a-/- Mausen hoher als in
Wildtypmausen, maoglicherweise um  kompensatorisch  trotz  verringerter Dopamin-
konzentrationen eine ausreichende vesikulare Flllung sicherzustellen.

Wegen der bekannten Rolle von Go2a in der vesikuldren Monoaminspeicherung konnte
vermutet werden, dass das Fehlen von Go2a zu einer Dysregulation der striatalen vesikularen
Dopaminspeicherung fuhrt. Das konnte konsekutiv die beobachteten Veranderungen im
Dopaminspiegel, der Expression der an Transport und Bildung von Dopamin sowie der
dopaminergen Signaltransduktion beteiligten Proteine anstol3en, die in dem veranderten
motorischen Phanotyp resultieren.

Tatsachlich konnte der hemmende Effekt von aktivem Go2a auf die VMAT2-vermittelte
Monoaminspeicherung in Neuronen dadurch bestatigt, werden, dass G-Protein Aktivierung in
Go2a-Deletionmutanten im Gegensatz zu Wildtypmausen nicht zu einer Hemmung der
Serotoninaufnahme fiihrte. Erstaunlicherweise war aber die vesikulare Monoaminaufnahme in
synaptische Vesikel von Go2a-/- Mausen niedriger als in Vesikel von Wildtypmausen. Wegen
der hemmenden Wirkung der G-Protein Aktivierung ware bei Fehlen von Go2a zunéchst eher
eine Zunahme der Monoaminaufnahme zu erwarten gewesen. Eine Verminderung der
Monoaminaufnahme aufgrund einer veréanderten pH-Abhangigkeit des vesikularen Transports
oder einer veranderten Expression der vakuolaren H*-ATPase wurde ausgeschlossen.
Zusammenfassend kénnen die Ergebnisse dieser Arbeit folgendermal3en interpretiert werden:
Fehlen von Go2a in Deletionsmutanten fiihrt zu einer Verminderung der vesikuldren
Monoaminspeicherung in synaptischen Vesikeln. Zur Vermeidung erhdhter zytosolischer
Dopaminkonzentrationen kommt es zu einer Verminderung der Expression der TH und einer
erhohten VMAT2-Expression. Die durch die verminderte TH-Expression resultierenden

niedrigeren Dopaminspiegel im Striatum sind zusammen mit den Veranderungen in der
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Dopaminrezeptor-vermittelten Signaltransduktion fiir den motorischen Phénotyp der GoZ2a-
Deletionsmutanten verantwortlich.

Das scheinbare Paradoxon, dass sich die Wirkungen von G-Protein Aktivierung und Deletion
von Go2a auf die vesikulare Monoaminaufnahme gleichen, lasst sich durch zwei hypothetische
Modelle erklaren: Vesikulares Go2a kénnte bei Aktivierung vom Vesikel dissoziieren, was dem
Zustand ohne Go2a bei den Deletionsmutanten gleichkame. Alternativ kénnte der Verlust von
Go2a einen Einfluss auf den fir die Monoaminspeicherung bedeutenden Portonengradienten
Uber der Vesikelmembran haben und dadurch die vesikulare Monoaminspeicherung

beeintrachtigen.
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2.4 Ca**-dependent Activator Proteins of Secretion fordern die vesikulére

Monoaminaufnahme

Ca®*-dependent Activator Proteins of Secretion (CAPS) regulieren das Priming sekretorischer
Vesikel in Neuronen und neuroendokrinen Zellen (Jockusch et al., 2007; Speidel et al., 2005).
Eine Rolle der Isoformen CAPS1 und CAPS2 in der vesikularen Monoaminspeicherung wurde
vermutet, die Art des Einflusses war jedoch Gegenstand kontroverser Diskussionen (Fuijita et al.,
2007; Speidel et al., 2005). In dieser Arbeit wurden daher die Effekte von CAPS1 und CAPS2
auf die vesikuldre Monoaminspeicherung untersucht. Zusatzlich ergaben sich Hinweise auf eine
Beteiligung von CAPS1 an Go2a-nachgeschalteten Signalwegen in der G-Protein vermittelten
Regulation der vesikularen Monoaminspeicherung.

Die Serotoninaufnahme in Préaparationen synaptischer Vesikel aus CAPS1-defizienten Mausen
war geringer als die Aufnahme in Praparationen aus Wildtypmausen. Da CAPS1-
Deletionsmutanten kurz nach der Geburt versterben, wurden Praparationen embryonaler
Gehirne (E18) verwendet. Da weder die Expression von VMAT2 noch der vakuolaren H*-
ATPase in Gehirnen der CAPS1-/- Embryonen verandert war, weist die verminderte
Serotoninaufnahme auf einen fordernden Einfluss von CAPS auf die vesikulére
Monoaminspeicherung hin. Als nachstes wurde die Wirkung von CAPS1 und CAPS2 auf die
vesikulare Monoaminspeicherung in Gehirnen adulter M&use untersucht. Dazu wurden
synaptische Vesikelpraparationen vor Messung der Serotninaufnahme mit CAPS1- oder
CAPS2-spezifischen Antikbrpern bzw. den entsprechenden Praimmunseren inkubiert. Sowohl
die CAPS1- als auch die CAPS2-spezifischen Antikoérper fiuhrten im Gegensatz zu den
Praimmunseren zu einer Verminderung der vesikularen Monoaminaufnahme. CAPS1-Antikdrper
hatten jedoch keine Auswirkung auf die Serotoninaufnahme durch synaptische Vesikel aus
CAPS1-/- Embryonen. Beide CAPS Isoformen schienen also die vesikulare Monoaminaufnahme
gleichermal3en zu beeinflussen.

Da in Caenorhabditis elegans Go Proteine und das CAPS Ortholog unc31 funktionell verknipft
sind (Charlie et al., 2006) und, wie zuvor dargelegt, CAPS Isoformen und Go2a die vesikulare
Monoaminspeicherung beeinflussen, wurde die Expression von CAPS1 und CAPS2 in Gehirnen
von Go2a-Deletionsmutanten untersucht. Die Menge an CAPS1 war im Hirnhomogenat und der
synaptosomalen Fraktion von Go2a-/- Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen vermindert. Es
gab keinen Unterschied in der CAPS2 Expression zwischen den Genotypen. Prainkubation von
syaptischen Vesikeln aus Go2a-/- Mausen mit CAPS2 Antikdrper fuhrte, wie in Wildtypmausen,

zu einer Verminderung der Serotoninaufnahme. CAPS1-Antikorper hatte jedoch, wahrscheinlich
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aufgrund der geringeren Expression von CAPS1 in den Go2a-Deletionsmutanten, keinen Effekt
auf die Serotoninaufnahme. In Hinblick auf die bereits bekannte verminderte Serotoninaufnahme
durch synaptische Vesikel von Go2a-Deletionsmutanten (Beitrag 2.3) kann vermutet werden,
dass sie moglicherweise durch die reduzierte Expression von CAPS1 in Go2a-/- bewirkt wird.
Nach Transfektion von VMAT1- und VMATZ2-exprimierenden CHO-Zellen mit CAPS1- und
CAPS2-cDNS wurde die Serotoninaufnahme nach Permeabilisation gemessen. Dadurch sollte
geklart werden, ob Uberexpression von CAPS1 oder CAPS2 einen der CAPS-Defizienz
entgegengesetzten Effekt hat und die vesikulare Monoaminspeicherung fordert. Transfektion mit
CAPS1 und CAPS2 fuhrten zu einer Zunahme der V. der Serotoninaufnahme in VMAT1- und
VMAT2-exprimierenden Zellen, wahrend die K., Werte weitgehend unbeeinflusst blieben.
Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass sowohl CAPS1 als auch
CAPS2 die vesikulare Monoaminspeicherung in VMAT1- und VMATZ2-exprimierenden Systemen
fordern. Darlberhinaus lie3 sich ein Zusammenhang zwischen der CAPS1-Isoform und Go-
Proteinen in Go2a-Deletionsmutanten bestatigen. Daher wére eine Rolle von CAPS1 in der G-

Protein vermittelten Regulation der Monoaminspeicherung denkbar.
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2.5 Amphetamin beeinflusst die Expression von NR2B in Go2 a Knockout-
Mausen und fordert dadurch die Entwicklung einer mo torischen

Sensitivierung

Wie im Beitrag 2.3 dargelegt, duBlert sich das dopaminerge Defizit im Striatum von Go2a-/-
Mausen durch das Fehlen einer motorischen Sensitivierung nach Kokainbehandlung, was auf
Veranderungen in der Signaltransduktion Gber D1- und D2-Rezeptoren zurlickgefiihrt wurde.
Striatale Projektionsneurone exprimieren Dopamin- und Glutamatrezeptoren. Die Interaktion
dopaminerger und glutamaterger Signallbermittlung spielt eine wichtige Rolle bei der
Regulation der motorischen Aktivitat und fir die Wirkung von Psychostimulanzien (Kauer and
Malenka, 2007; Mameli et al., 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Go2a auf
das Zusammenspiel glutamaterger und dopaminerger Signalwege und seine Bedeutung im
Rahmen der differenziellen Wirkung der Psychostimulanzien Kokain und Amphetamin auf die
motorische Aktivitat von Go2a-Deletionsmutanten erforscht.

Obwohl mehrfache Behandlung mit Amphetamin &hnliche Veranderungen in der Expression von
D1- und D2-Rezeptoren wie Kokainbehandlung (Beitrag 2.3) verursachte, entwickelten Go2a-/-
Mause nach Amphetaminbehandlung im Gegensatz zu den Befunden nach Kokainbehandlung
eine motorische Sensitivierung. Die Wirkung von Amphetamin auf die Dopamintransporter der
Plasmamembran und VMAT2 unterschied sich nicht zwischen den Genotypen, wie
Neurotransmitteraufnahme- und -freisetzungsexperimente an Synaptosomen zeigten.

Da die meisten D2-Rezeptoren an Goa-Untereinheiten binden (Jiang et al.,, 2001) und die
Expression von D2-Rezeptoren nach Behandlung mit Kokain oder Amphetamin im Striatum von
Go2a-Deletionsmutanten im Vergleich zu Wildtypmausen erhéht war, stellte sich die Frage, ob
diese Rezeptoren funktionell aktiv sind. Durch Verdrangungsstudien mit dem D2-
Rezeptorantagonisten Spiperone in Anwesenheit ansteigender Dopaminkonzentrationen ohne
oder unter G-Protein Aktivierung durch GTPYS konnte bestatigt werden, dass die striatalen D2-
Rezeptoren in den Go2a-/- Méausen unverandert funktionell sind. Insgesamt war auch die
Veranderung in der Expression von Goa-Untereinheiten (Gsa, Golfa, Gola) nach Kokain- und
Amphetaminbehandlung ahnlich, so dass die unterschiedliche motorische Reaktion auf die
beiden Psychostimulanzien anders begriindet sein musste.

Die Aktivitat striataler Projektionsneurone wird durch Wechselwirkungen zwischen dopaminerger
und glutamaterger Signaltransduktion beeinflusst. Eine direkte Interaktion zwischen D2-
Rezeptoren und der nicht-phosphorylierten NMDA-Rezeptor Untereinheit NR2B und die

Modulation dieser Interaktion nach Kokainbehandlung sind beschrieben (Liu et al., 2006). Ko-
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Immunprazipitationen zeigten, dass die Interaktion zwischen nicht-phosphoryliertem NR2B und
D2-Rezeptor in Wildtypmausen und Go2a-Deletionsmutanten gleichermaf3en vorhanden ist.
Auch die Aktivitdt D1-Rezeptor exprimierender Neuronen im Striatum wird durch ein
Zusammenspiel der glutamatergen und dopaminergen Signaltransduktion moduliert. Hier
spielen Homer-Proteine, insbesondere Homerla eine Schlisselrolle (Zhang et al., 2007). Die
Analysen der Expression von NR2B und phosphoryliertem NR2B sowie von Homer-Proteinen in

Striata von Go2a-Deletionsmutanten und Wildtypmausen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Protein Unbehandelte Tiere Kokain-behandelte Tiere | Amphetamin-behandelte Tiere
NR2B wt = ko wt = ko wt <_ko
pNR2B* wt = ko wt = ko wt = ko
Homer** wt < ko wt = ko wt = ko
Homerla wt < ko wt < ko wt = ko

* pSer 1203NR2B; ** alle Homer Isoformen

Tab. 2: Expression von Homer-Proteinen und phosphor  yliertem und nicht-phosphoryliertem NR2B im
Striatum von unbehandelten und Psychostimulanzien- behandelten Wildtyp und Go2 a-/- Mausen

=: Expression in beiden Genotypen gleich; >: Expression héher im zuerst aufgefiihrten Genotyp; <: Expression
niedriger im zuerst aufgefiihrten Genotyp. Fett hervorgehoben sind die Proteine, deren Expression nach Kokain- und
Amphetaminbehandlung unterschiedlich ist.

Die im Vergleich zum Wildtyp erhdhte Expression von Homerla, die nur nach
Kokainbehandlung zu beobachten ist, vermindert die Aktivitdit D1-Rezeptor exprimierender
striataler Projektionsneurone (Brakeman et al., 1997), deren Aktivitat die Motorik férdert. Dieser
die motorische Aktivitat hemmende Effekt kann fir die fehlende motorische Sensitivierung nach
Kokainbehandlung verantwortlich sein.

Die im Vergleich zum Wildtyp erhdhte Expression von gesamt-NR2B nach
Amphetaminbehandlung kann Ausdruck einer erhthten NR2B/pNR2B Ratio sein. Nur
phosphoryliertes NR2B fiihrt zur Verstarkung der Aktivitat von D2-Rezeptor exprimierenden
striatalen Projektionsneuronen, deren Aktivitat die motorische Aktivitat vermindert. Die erhéhte
NR2B/pNR2B Ratio nach Amphetaminbehandlung kann also als Motorik-férdernd interpretiert
werden und erlaubt dadurch die Entwicklung einer motorischen Sensitivierung nach
Amphetaminbehandlung.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Amphetaminbehandlung in Go2a-/- Mausen
zwar eine ahnliche Veranderung der Expression von D1- und D2-Rezeptoren wie
Kokainbehandlung zur Folge hat. Jedoch zeigten nur Amphetamin-behandelte Go2a-/- Mause
Veréanderungen in der Expression von Proteinen, die an der glutamatergen Signalverarbeitung in
striatalen Projektionsneuronen beteiligt sind. Als Kompensationsmechanismen fur die
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veranderten D1- und D2-Rezeptor vermittelten Signale erlauben diese Verédnderungen die
Entwicklung einer motorischen  Sensitivierung in  Go2a-Deletionsmutanten  nach
Amphetaminbehandlung. Insgesamt konnte so die komplexe Rolle von Go2a in der
monoaminergen und glutamatergen Neurotransmission sowie ihre in vivo Auswirkung auf

(patho)physiologische Zustande genauer beleuchtet werden.
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3.

Die

Diskussion

hier vorgestellten Untersuchungen wurden mit dem Ziel durchgefihrt, die G-Protein

vermittelte Regulation der Neurotransmitterspeicherung naher zu untersuchen. Dabei sollten

einerseits vor- und nachgeschaltete Signalwege der G-Protein vermittelten Regulation der

VMAT-Isoformen charakterisiert werden. Andererseits sollten die firr die Regulation der VGLUT-

Akti

vitdt verantwortlichen G-Protein Untereinheiten identifiziert werden. Die Auswirkung der G-

Protein vermittelten Regulation auf die synaptische Ubertragung und ihre physiologische und

pathophysiologische Bedeutung stellen einen weiteren Schwerpunkt der vorliegenden Arbeiten

dar. Vor diesem Hintergrund sollen die im vorigen Abschnitt beschriebenen Ergebnisse anhand

folg

3.1

3.1.

ender Aspekte diskutiert werden:

Mechanismen der G-Protein vermittelten Regulation der vesikularen Neurotransmitter-
speicherung: Es werden nachgewiesene und mogliche vor- und nachgeschaltete
Signalwege der G-Protein vermittelten Regulation der Monoamin- und Glutamatspeicherung
beleuchtet. Auf bekannte Interaktionspartner von VGLUT1 und VMAT2 wird eingegangen.
Bedeutung der Regulation fir den Neurotransmittergehalt von Neuronen und die
synaptische Ubertragung: Die Auswirkungen der Regulation auf den Neurotransmittergehalt
von synaptischen Vesikeln und Neuronen und auf die synaptische Ubertragung werden
erlautert.

Physiologische und pathophysiologische in vivo Auswirkungen: Anhand der differenziellen
Wirkung der Psychostimulanzien Kokain und Amphetamin auf die motorische Aktivitat von
Go2a-Deletionsmutanten wird die physiologische Bedeutung der G-Protein vermittelten

Regulation der Monoaminspeicherung verdeutlicht.

Mechanismen der G-Protein vermittelten Regulati  on der vesikularen
Neurotransmitterspeicherung

1 Interaktionspartner von VMAT2 und VGLUT1

Das Zel, die an der G-Protein vermittelten Regulation der vesikularen

Neurotransmitterspeicherung beteiligten Signaltransduktionselemente zu identifizieren, macht
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neben maoglichen Interaktionspartnern von Go2a (s. Abschnitte 1.3.2 und 3.1.3)
Bindungspartner vesikularer Transporter interessant.

Protein-Protein Interaktionen von Transportern konnen einerseits die Aktivitdt von
Transportprozessen beeinflussen (Jackson et al., 2001; Wersinger et al., 2003), andererseits die
Sortierung der Transporterproteine innerhalb von Zellen (Torres et al., 2001). Dabei kann auch
die Sortierung durch gezielte Konzentration der Transporterproteine an den funktionell
relevanten Orten in der Zelle die Transportaktivitat beeinflussen. Zytoplasmatische Anteile des
vesikularen Acetylcholintransporters VACHT, von VMAT2 und VGLUT1 (s.u. Interaktion
Endophilin A1 und VGLUTL1) enthalten Sortierungssignale (Fei et al., 2008). Da die G-Protein
vermittelte Regulation der Neurotransmitterspeicherung auch bei der Untersuchung vesikularer
Fraktionen nachweisbar ist, erscheint ein Einfluss auf die Sortierung der Transporter weniger
wahrscheinlich, mag aber zusatzlich eine Rolle spielen.

Zytosolische Domanen von VMAT?2 interagieren mit Vesikel-assoziierter DOPA-Decarboxylase
und Tyrosinhydroxilase, die beide an der Dopaminsynthese beteiligt sind (Cartier et al., 2010).
Dadurch ist die Synthese von Dopamin 6rtlich und funktionell eng mit dem vesikuléren Transport
verknipft. Eine Bedeutung fir die Einhaltung einer niedrigen  zytosolischen
Dopaminkonzentration und die Regulation des vesikuldren Fillungszustandes sowie der
Beladungseffizienz dopaminerger Vesikel liegt nahe. Dabei sind weitere beteiligte (regulative)
Faktoren unbekannt, so auch ein Zusammenhang mit der G-Protein vermittelten Regulation der
Monoaminspeicherung. a-Synuclein, dem eine Schlisselrolle in der Entstehung des
idiopathischen Parkinson-Syndroms zugeschrieben wird, bindet an Tyrosinhydroxilase und
inhibiert die Aktivitdt von VMAT?2 und Tyrosinhydroxilase (Guo et al., 2008; Perez et al., 2002).
Eine Interaktion von Go2a mit Tyrosinhydroxilase, DOPA-Decarboxilase oder a-Synuclein war in
einem Yeast-Two Hybrid Screen nicht nachweisbar (Blex, Rachakonda, Hulsenbeck, Just,
Ahnert-Hilger, Brunk, Manuskript in Vorbereitung).

Der zytoplasmatisch orientierte C-Terminus von VGLUT1 interagiert mit Endophilin A1 und A3,
die an der Bildung und am Trafficking glutamaterger synaptischer Vesikel beteiligt sind (DeGois
et al., 2006; Vinatier et al., 2006). Endophilin Al reguliert die Freisetzungswahrscheinlichkeit
glutamaterger synaptischer Vesikel, die selektive Bindung an VGLUT1 fihrt zu
unterschiedlichen Freisetzungswahrscheinlichkeiten VGLUT2- und VGLUT1-tragender Vesikel
(Weston et al., 2011). Einfluss von Endophilinen auf die Aktivitat vesikularer Glutamattransporter
oder ein Zusammenhang mit deren G-Protein vermittelter Regulation sind nicht bekannt. Eine
Interaktion von Go2a mit Endophilinen war in einem Yeast-Two Hybrid Screen nicht
nachweisbar (Blex, Rachakonda, Hilsenbeck, Just, Ahnert-Hilger, Brunk, Manuskript in

Vorbereitung).
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3.1.2 Vorgeschaltete Signale der G-Protein vermittelten Regulation der

Neurotransmitterspeicherung

. Vorgeschaltete Signale der G-Protein vermittelten Regulation der VMAT

Die G-Protein vermittelte Regulation der vesikularen Monoaminspeicherung findet nur in
geflllten Vesikeln statt (Beitrag 2.2). Die erste intravesikulare Schleife von VMAT1 oder VMAT2
dient als rezeptive Struktur fir den intravesikuldaren Fillungszustand (Abb. 5), dabei
unterscheiden sich ihre pharmakologischen Eigenschaften: Im VMAT1 hat diese Schleife al-
Rezeptor &hnliche, im VMAT2 5HT1B-rezeptordhnliche Eigenschaften (Beitrag 2.2). Die
Lokalisation der VMAT-Isoformen, sei es auf dense-core Vesikeln oder auf synaptischen
Vesikeln oder auf endosomalen Kompartimenten in CHO-Zellen, spielt fir die Regulation keine
Rolle (Ahnert-Hilger et al., 1998; Holtje et al., 2000; Pahner et al., 2002; Pahner et al., 2003).

Die Ergebnisse des Beitrags 2.2 deuten darauf hin, dass VMAT2 selbst die Funktion eines G-
Protein aktivierenden Rezeptors in der Go2a-vermittelten Regulation der vesikularen
Monoaminspeicherung einnimmt. Im Fall der VMAT-Regulation durch heterotrimere G-Proteine
scheint die G-Protein Aktivierung also nicht von einem heptahelikalen Rezeptor, wie bei der
klassischen G-Protein Aktivierung, abhéngig zu sein. Tatsachlich konnten heptahelikale
Rezeptoren bisher nicht auf synaptischen Vesikeln nachgewiesen werden (Takamori et al.,
2006). Fur Goa-Untereinheiten wurden zusétzlich zum klassischen Aktivierungsweg durch
heptahelikale plasmamembranstandige Rezeptoren andere Aktivierungsmechanismen, wie zum
Beispiel durch GAP43 und das Alzheimer amyloid precursor-Protein, bereits beschrieben
(Nishimoto et al., 1993; Strittmatter et al., 1991). Auf intrazellularen Membranen wurde bislang
nur fur den sogenannten KDEL-Rezeptor auf Golgi-Membranen die Funktion eines G-Protein
gekoppelten Rezeptors vermutet (Capitani and Sallese, 2009).

Wenn die VMAT-Isoformen die Funktion eines G-Protein gekoppelten Rezeptors ausfihren
kénnen, sollte eine Interaktion von VMAT1 und VMAT2 mit Go2a nachweisbar sein.
Koimmunprazipitationen ergaben bislang keinen Hinweis auf eine Interaktion zwischen VMAT?2
und Go2da. Diese Fragestellung soll daher mit Hilfe eines Yeast-Two Hybrid Assays beantwortet
werden. Insgesamt kann die Induktion der G-Protein vermittelten Regulation der vesikularen
Monoaminspeicherung durch den vesikuldren Monoamingehalt als Feedbackschleife zur

Feinregulation des vesikularen Fillungszustands aufgefasst werden (Abb. 5).
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Abb. 5: G-Protein vermittelte Regulation von VMAT i n Abhé&ngigkeit vom vesikularen Fillungszustand

Bei wenig gefulltem Vesikel bleibt das vesikulare G-Protein ein inaktives Heterotrimer. Die vesikulédre
Monoaminkonzentration wird von der ersten luminalen Schleife des VMAT erfasst. Bei starkerer Fillung wird das G-
Protein aktiviert und dissoziiert in Ga-GTP und den By-Komplex. Ga-GTP reguliert die VMAT-Aktivitat Gber noch
unbekannte Zwischenschritte. PM: Plasmamembran

. Vorgeschaltete Signale der G-Protein vermittelten Regulation der VGLUT

Das vorgeschaltete Signal der Regulation der VGLUT-Aktivitdt durch Go2a ist noch unbekannt.
Die Tatsache, dass G-Protein Aktivierung das chloridabhdngige Transportoptimum verschiebt
(Beitrag 2.1), sodass je nach zytosolischer Chloridkonzentration G-Protein Aktivierung entweder
zu einer Transportaktivierung oder einer Transporthemmung fuhrt, spricht gegen die vesikulére
Glutamatkonzentration als vorgeschaltetes Signal. Da Chlorid Uber Chloridkandle oder -
transporter in das Vesikel gelangt und so ApH und AW beeinflusst, waren der intravesikulare pH-
Wert oder die intravesikulare Ladungsbilanz als vorgeschaltete Signale denkbar. Es wurden
bereits G-Protein gekoppelte Rezeptoren beschrieben, die in Abhangigkeit vom pH-Wert
aktiviert werden (Ludwig et al., 2003). Experimentell wurde diese Theorie bislang jedoch noch
nicht verfolgt. Go2a konnte jedoch auch durch zytosolische Faktoren aktiviert werden, sodass
die Regulation der vesikularen Glutamatspeicherung mit anderen intrazellularen Signalwegen
verkniipft wiirde und so die Effektivitit der synaptischen Ubertragung beeinflusst werden

konnte.
3.1.3 Nachgeschaltete Signale der G-Protein vermittelten Regulation der
Neurotransmitterspeicherung

. Nachgeschaltete Signale der G-Protein vermittelten Regulation der VMAT
Die der G-Protein Aktivierung nachgeschalteten Signalwege in der G-Protein vermittelten

Regulation vesikularer Monoamin- und Glutamattransporter sind noch nicht vollstandig
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aufgekart. Die Beitrdge 2.4 und 2.1 lieferten jedoch Hinweise auf Go2a-Effektoren in der G-
Protein vermittelten Regulation der Monoamin- und Glutamatspeicherung.

Bezlglich der vesikularen Monoaminspeicherung sind insbesondere die CAPS-Proteine
interessant. Die CAPS Isoformen CAPS1 und CAPS2 fordern die vesikulare Monoamin-
speicherung (Jockusch et al., 2007; Speidel et al., 2005; Beitrag 2.4). Da in synaptischen
Vesikeln von CAPS-Deletionsmutanten weder die Menge von VMAT2 noch der vesikularen H*-
ATPase verandert ist, scheint die verminderte Monominaufnahme direkt durch den Verlust des
CAPS1 Proteins und nicht durch indirekte, sekundare Effekte bedingt zu sein. Mdglicherweise
koénnen CAPS-Proteine iiber eine Erhohung des elektrochemischen Gradienten ApH" tiber der
Vesikelmembran die Monoaminspeicherung synaptischer Vesikel fordern: Eine Erhéhung der
pH-Komponente (ApH) erleichtert die Speicherung von Monoaminen im Vesikel und verhindert
so den unspezifischen Verlust Uber die Vesikelmembran (Brunk et al., 2006; Edwards, 2007).
Andererseits ist die vesikulare Glutamataufnahme in CAPS 1 und 2 Deletionsmutanten nicht
beeintrachtigt, was fiir eine spezifische Rolle in der Monoaminspeicherung und gegen eine
Storung des elektrochemischen Gradienten spricht (Jockusch et al., 2007).

Da neben den CAPS-Proteinen auch Go2a die vesikulare Monoaminaufnahme reguliert, stellt
sich die Frage, ob diese beiden Proteine Teile desselben oder unterschiedlicher Signalwege
sind. Hinweise auf ein Zusammenwirken von Go und CAPS ergaben Untersuchungen an C.
elegans: der Funktionsverlust des Go-Proteins konnte (teilweise) die phanotypischen
Auswirkungen eines Defizits des CAPS-Homologs unc31 aufheben (Charlie et al., 2006).
AuBerdem ist die Expression von CAPS1 in Gehirnen von Go2a-Deletionsmutanten im
Vergleich zu Wildtypmausen erniedrigt (Beitrag 2.4). Im Zusammenhang mit der beschriebenen
fordernden Wirkung der CAPS-Proteine auf die vesikulare Monoaminaufnahme ware es
denkbar, dass die verminderte CAPS1 Expression die Ursache fur die geringere vesikulare
Monoaminspeicherung und die erniedrigten striatalen Dopaminkonzentrationen in GoZ2a-
Deletionsmutanten darstellt (Beitrag 2.3). Dagegen spricht, dass insbesondere CAPS2, dessen
Expression im Gehirn von Go2a-Deletionsmutanten unverandert ist, in dopaminergen Neuronen
der Area tegmentalis ventralis (VTA) und der Substantia nigra pars compacta konzentriert ist
(Sadakata et al., 2006). Allerdings wurde die Expression von CAPS1 und CAPS2 in den
Gehirnen der Go2a-Deletionsmutanten an Fraktionen des Gesamtgehirns untersucht, dabei
kénnen Expressionsveranderungen in einzelnen Arealen, wie zum Beispiel dem Striatum, das
viele dopaminerge Afferenzen aus der Substantia nigra pars compacta erhalt, nicht nachweisbar
sein. Insgesamt ist der funktionelle Zusammenhang zwischen Go2a und CAPS-Proteinen nicht

vollstandig aufgeklart. Trotzdem ist es denkbar, dass CAPS1 einen Effketor von Go2a in der G-
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Protein-vermittelten Regulation  der  vesikularen Monoaminspeicherung  darstellt.
Immunprazipitationen ergaben keinen Hinweis auf eine Interaktion zwischen Go2a und CAPS1.
Zusatzlich soll in Zukunft die Interaktion zwischen Go2a und CAPS-Proteinen durch einen
Yeast-Two Hybrid Assay untersucht werden.

Neben dem Einfluss der CAPS-Proteine auf die vesikulate Monoaminspeicherung konnte in der
Vergangenheit gezeigt werden, dass die vesikulare Monoaminaufnahme in PC12-Zellen von der
cytosolischen cAMP-Konzentration abhangt (Nakanishi et al., 1995). Moglicherweise sind an der
Go2a-abhangigen Regulation der VMATs cAMP-abhangige Signalwege beteiligt. Sowohl cAMP
als auch cGMP koénnen, ahnlich wie die Aktivierung von Go2a, die Monoaminaufnahme in
synaptische Vesikel und sekretorische Vesikel der neuroendokrinen Zelllinien BON und PC12
hemmen (Sternberg/Maul/Brunk/Ahnert-Hilger - unveréffentliche Daten).

Um mogliche Effektoren von Go2a zu identifizieren, wurde zusatzlich ein Yeast-Two Hybrid
Screen einer cDNS-Bibliothek des Méausegehirns mit konstitutiv aktivem Go2a als Kdderprotein
durchgefihrt. Es konnten mehrere Proteine identifiziert werden, von denen jedoch keines in
Zusammenhang mit der vesiklaren Monoaminaufnahme gebracht werden konnte (Blex,

Rachakonda, Hilsenbeck, Just, Ahnert-Hilger, Brunk, Manuskript in Vorbereitung).

. Nachgeschaltete Signale der G-Protein vermittelten Regulation der VGLUT

Die G-Protein vermittelte Regulation der vesikularen Glutamataufnahme besteht in der
Verschiebung des Transportoptimums zu niedrigeren zytoslischen Chloridkonzentrationen: Es
liegt bei 5mM ohne G-Protein Aktivierung, bei 1mM unter G-Protein Aktivierung (Beitrag 2.1).
Die Interpretation dieses Befundes in einem Ubergeordneten Kontext unter Beriicksichtigung
zusatzlicher Faktoren, wie zum Beispiel vesikularer Chloridkandle oder -transporter, ist
insbesondere deswegen schwierig, da die Transporteigenschaften der VGLUTs und die
Ursache fir die Chloridabhéngigkeit des Transports immer noch Gegenstand kontroverser
Diskussionen ist (Juge et al, 2010; Schenck et al., 2009). Die Existenz einer
Chloridbindungsstelle am VGLUT lieRe sich mit den im Beitrag 2.1 vorgestellten Ergebnissen im
Rahmen folgender Hypothese in Einklang bringen (Abb. 6): Bindung von Chlorid an VGLUT
fihrt zu einem optimalen Transport von Glutamat in das Vesikellumen. Die
Chloridbindungsstelle an den VGLUTSs kann jedoch durch einen hypothetischen Faktor X belegt
werden, sodass eine Chloridbindung nicht mehr stattfinden kann. Dadurch ist die vesikulare

Glutamataufnahme eingeschrankt. Faktor X kann nicht nur an VGLUT sondern auch an Go2a

binden, Bindung an Go2a und VGLUT schlieBen einander aus.
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Die Affinitat von Go2a zu Faktor X hangt vom Aktivierungsstatus von Go2a ab. Die Affinitat ist
im aktiven Zustand hoher als im inaktiven, sodass bei aktiviertem Go2a geringe (1mM)
Chloridkonzentrationen fir eine ausreichende Belegung der Bindungsstellen am VGLUT
ausreichen. Ist Go2a inaktiv, ist die Affinitat zu Faktor X niedriger, es kann vermehrt die
Chloridbindungstelle der VGLUT belegen. Erst bei htheren Chloridkonzentrationen (5mM) kann
Chlorid mit Faktor X effektiv um die Bindungsstelle konkurrieren. Fehlt Go2a, kann es nicht mit
der Bindung von Faktor X an die VGLUT konkurrieren, sodass die Chloridbindungsstelle
maximal belegt ist. Dadurch fehlt die Chloridabhangigkeit des Transports komplett. Dieses
hypothetische Modell erklart die Foérderung des vesikularen Glutamattransports bei 1mM

(aktives Go2a) bzw. 5mM Chlorid (inaktives Go2a) gegeniiber OmM zytosolischem Chlorid.

X
Go2a Go2a

Glu Glu

1 I
cl —> X

VGLUT < VGLUT
/ v N\ / | N\

Glu Glu

Abb. 6: Regulation der Chloridabhangigkeit des vesi kuldren Glutamattransports durch Go2  a.

Méglicherweise existiert eine Chloridbindungstelle an den VGLUT, die auch konkurrierend durch einen Faktor X
belegt werden kann. Bindung von Chlorid an VGLUT optimiert den vesikularen Glutamattransport. Faktor X kann auch
mit Go2a in Abh&ngigkeit von dessen Aktivierungszustand interagieren. Naheres s. Text.

Die Abnahme der Transportaktivitat bei Chloridkonzentrationen jenseits von 5mM ist dadurch
begriindet, dass Chlorid tber vesikulare Chloridkanale/-transporter in das Vesikellumen gelangt
und so die Ladungsdifferenz AW vermindert, von der die VGLUT-Aktivitat hauptséchlich
abhangt. Dabei sind die verschiedenen teilweise umstrittenen Transporteigenschaften, wie ein
Chloridtransport durch VGLUT (Juge et al., 2010; Schenck et al., 2009), und die verschiedenen
diskutierten Transportmodi (Symport oder Antiport von Protonen, (Brunk et al., 2006)) nicht
beriicksichtigt. Experimentell wurde die Existenz eines Faktors X, der mit der
Chloridbindungsstelle des VGLUT interagiert, nicht belegt.
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3.2 Bedeutung der Regulation far den Neurotransmitt  ergehalt von
Neuronen und die synaptische Ubertragung

3.2.1 Bedeutung der Regulation der VMAT

Die Effektivitat der synaptischen Ubertragung kann durch verschiedene Mechanismen
beeinflusst werden: Dazu geho6ren die Sensitivitat und Anzahl postsynaptischer Rezeptoren
sowie die Konzentration des Neurotransmitters im synaptischen Spalt, die nicht immer zur
Sattigung aller postsynaptischen Rezeptoren fihrt (Liu et al., 1999). Die Konzentration von
Neurotransmittern im synaptischen Spalt hangt von der Wahrscheinlichkeit exozytotischer
Ereignisse, dem vesikularen Fuillungszustand und der Beseitigung des ausgeschitteten
Neurotransmitters aus dem synaptischen Spalt ab. Parameter, die den vesikularen
Fullungszustand beeinflussen, wurden bereits im Abschnittt 1.1 (Variabilitdt der vesikularen
Neurotransmittermenge und Einfluss auf die synaptische Ubertragung) beschrieben. Wie bereits
in Abschnitt 3.1.1 angedeutet, kann die Regulation der VMAT durch heterotrimere G-Proteine
als negativer Feedback-Loop zur Feinregulation des vesikuldren Fillungszustands aufgefasst
werden, da diese Regulation nur in geflllten sekretorischen Vesikeln nachweisbar ist (Beitrag
2.2). Dadurch wird die vesikulare Fillung mit Monoaminen begrenzt. Bedenkt man die
Bedeutung der monoaminergen Neurotransmission fir die Entstehung verschiedener
Erkrankungen, wie zum Beispiel M. Parkinson durch Untergang dopaminerger Neurone in der
Substantia nigra pars compacta, oder die liberschieBende dopaminerge Transmission als eine
der vermuteten molekularen Grundlagen fiir die so genannte Positiv-Symptomatik im Rahmen
schizophrener Psychosen oder verminderte Monoaminkonzentrationen im synaptischen Spalt
als Ursache flr die Entstehung depressiver Stérungen, erscheint die genaue Regulation der
vesikularen Fullung monoaminerger Vesikel physiologisch wichtig.

Aufgrund der Hemmung der vesikularen Monoaminspeicherung nach Aktivierung von Go2a
wirde man im Gehirn von Go2a-Deletionsmutanten héhere Monoaminspiegel als in
Wildtypmausen erwarten. Veranderungen lie3en sich nur im Striatum nachweisen: dort war die
Dopaminkonzentration im Vergleich zu Wildtypmausen jedoch erniedrigt, die Konzentration der
anderen Monoamine waren unverdndert. Dies geht einher mit einer verminderten
Dopaminaufnahme durch synaptische Vesikel, sowie einer verminderten Expression von
Tyrosinhydroxilase, dem Leitenzym dopaminerger Neurone. Erstaunlicherweise ist die
Expression von VMAT2 in den Gehirnen der Go2a-Deletionsmutanten erhéht, was der
verminderten vesikularen Dopaminaufnahme zunachst zu widersprechen scheint. Diese
Befunde lassen sich duch folgende Hypothese in Einklang bringen: Moglicherweise sind die

Vesikelmembranen von Go2a-Deletionsmutanten durchléssiger fir Dopamin oder Monoamine,
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dafur konnte zum Beispiel die verminderte Expression von CAPS1 in Go2a-Deletionsmutanten
(Beitrag 2.4) verantwortlich sein. Eine erhdhte Durchlassigkeit der Vesikelmembran wirde zu
einer Erhéhung der zytoplasmatischen Dopaminkonzentration flihren. Zytosolische Monoamine
bilden toxische Oxidationsprodukte und schadigen dadurch Zellen. Als Kompensations-
mechanismus kommt es zu einer verminderten Expression der Tyrosxinhydroxilase. Um
trotzdem eine ausreichende Dopaminspeicherung zu gewahrleisten, wird VMAT2 vermehrt
exprimiert (Beitrag 2.3). Diese Veranderungen im dopaminergen System sind unter
physiologischen Bedingungen so ausbalanciert, dass die Go2a-Deletionsmutanten
phanoytpisch unauffallig wirken. Deutliche Verdnderungen zeigen sich erst unter

pathophysiologischen Bedingungen (s. 3.3).

3.2.2 Bedeutung der Regulation der VGLUT

Auch bezuglich der G-Protein vermittelten Regulation der VGLUT ist ein Einfluss auf den
Neurotransmittergehalt von Neuronen und die synaptische Ubertragung denkbar. Es wurden
jedoch bislang keine Messungen des Glutamatgehalts im Gehirn von Go2a-Deletionsmutanten
vorgenommen. Da Go2a das Chlorid-abhdngige Transportoptimum des vesikularen
Glutamattransports reguliert, liegt eine Modulation der synaptischen Ubertragung im
Zusammenhang mit Verdnderungen der zytosolischen Chloridkonzentration nahe. Unter
physiologischen Bedingungen schwankt die zytosolische Chloridkonzentration zwischen 8 und
20 mM in Abhangigkeit von der neuronalen Aktivitat. Hohere Chloridkonzentrationen
begiinstigen dabei die Entwicklung einer neuronalen Hyperexzitabilitat (Zhu et al., 2005).
Gleichzeitig ist bei hoheren Chloridkonzentrationen die VGLUT-Aktivitat nicht im Bereich des
Optimums. Dadurch sind die glutamatergen Vesikel mdglicherweise weniger geflllt als bei
optimaler VGLUT-Aktivitat, was einer drohenden Hyperexzitabilitat entgegenwirken koénnte.
Go2a koénnte auch durch die Verschiebung der chloridabhangigen Aktivierung zu niedrigeren
Chloridkonzentrationen die optimale Transportaktivitdat bei erniedrigten neuronalen
Chloridkonzentrationen ermdglichen. Es existieren auch pathophysiologische Zustande, die die
Chloridabhangigkeit des vesikuldren Glutamattransports beeinflussen: Durch Ansammlung von
a-Ketonsduren im Rahmen der Ahornsirup-Krankheit wird die Chloridabhangigkeit zu hdheren
Chloridkonzentrationen verschoben (Reis et al., 2000). Ahnliche Effekte werden durch die
Ansammlung von Ketonkérpern im Rahmen einer katabolen Stoffwechsellage im
Hungerzustand hervorgerufen, die in einer verminderten Glutamatfreisetzung an hippocampalen
Synapsen, moglicherweise durch Kompetition mit der Chloridbindung an VGLUTS, resultieren

(Juge et al.,, 2010). Die Regulation durch Go2a konnte also einerseits einer negativen
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Auswirkung der Ansammlung von z.B. a-Ketonsauren auf die glutamaterge Neurotransmission
entgegenwirken, andererseits auch erwinschten Effekten z.B. im Rahmen einer ketogenen Diat

entgegenwirken.

3.3 Physiologische und pathophysiologische in vivo Auswirkungen der
Deletion von Go2 a

3.3.1 Veranderte motorische Wirkung von Psychostimulanzien nach Deletion von Go2a

Go2a beeinflusst das dopaminerge System durch Regulation der vesikularen
Monoaminaufnahme (Beitrag 2.3 und 2.5). Unter physiologischen Bedingungen erscheinen
Go2a-Deletionsmutanten bezliglich ihres Verhaltens zunachst phanotypisch unauffallig. Genaue
Untersuchung ihrer Gehirne ergeben jedoch Verdnderungen im dopaminergen System (Beitrag
2.3). Behandlung von Go2a-Deletionsmutanten mit den Psychostimulanzien Kokain und
Amphetamin wirkt sich unterschiedlich auf Wildtyp-Mause und GoZ2a-Deletionsmutanten aus:
Mehrfache Applikation von Kokain fuhrt nur in Wildtyp, nicht jedoch in Go2a-/- Mausen zur
Entwicklung einer motorischen Sensitivierung (Beitrag 2.3). Repetitive Behandlung mit
Amphetamin fihrt jedoch in beiden Genotypen gleichermalen zu einer Entwicklung einer
motorischen Sensitivierung, dabei ist allerdings die motorische Aktivitat in den
Deletionsmutanten vermindert im Vergleich zu den Wildtypméausen (Beitrag 2.5). Die Induktion
einer motorischen Sensitivierung durch psychoaktive Substanzen stellt ein Dopamin-abhéngiges
Verhaltensphanomen dar und wird als Parameter fiir die Entwicklung von motorischen
Verhaltensweisen, die mit der Beschaffung psychoaktiver Substanzen verbunden sind,
verwendet (Sanchis-Segura and Spanagel, 2006). Die konditionierte Platzpraferenz (CPP) als
Mafd fir die Entwicklung einer Sucht unterschied sich nicht zwischen Wildtyp- und Go2a-/-
Mausen. Grund hierfiir kbnnte sein, dass die Entwicklung einer konditionierten Platzpraferenz
nicht allein vom dopaminergen System abhangig ist: Deletionsmutanten des
Plasmamembrantransporters fiir Dopamin (DAT) entwickeln eine konditionierte Platzpraferenz
nach Behandlung mit Kokain, erst die zusatzliche Deletion des Serotonintransporters SERT
verhindert die Entwicklung einer konditionierten Platzpraferenz (Sora et al., 2001).

Die motorische Aktivitat wird durch neuronale Schaltkreise reguliert, deren zentralen Bestandteil
die Basalganglien darstellen. Dopamin fordert die motorische Aktivitat durch Aktivierung des
sogenannten direkten Wegs Uber D1-Rezeptoren striataler Projektionsneurone und durch
Inhibierung des indirekten Wegs Uber D2-Rezeptoren striataler Projektionsneurone. D1-

Rezeptoren koppeln an Golfa und Gsa, eine verminderte Expression dieser Untereinheiten im
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Striatum beeinflusst die motorischen Effekte von Psychostimulanzien, wobei die Bedeutung
Golfa gréRRer zu sein scheint (Corvol et al., 2007; Hummel and Unterwald, 2002; Zhuang et al.,
2000). D2-Rezeptoren im ZNS koppeln an Goa-Untereinheiten, dabei ist nicht bekannt, welche
der Splice-Varianten Gola und/oder Go2a beteiligt ist (Jiang et al., 2001).

Sowohl Behandlung mit Kokain als auch Behandlung mit Amphetamin verschieben das
Mengenverhéltnis striataler D1- und D2-Rezeptoren in Go2a-Deletionsmutanten zugunsten der
D2-Rezeptoren. Dabei sind die D2-Rezeptoren in Go2a-Deletionsmutanten funktionell aktiv, was
fir eine Kopplung an Gola spricht (Beitrag 2.5). Die Expression von Gola und Gsa ist nach
Kokain- und Amphetaminbehandlung in Go2a-Deletionsmutanten im Vergleich zu den
Wildtyptieren erhoht, die Expression von Golfa fir beide Genotypen unverandert. Da die
beschriebenen Veradnderungen in den Go2a-Deletionsmutanten sowohl nach Kokain- als auch
nach Amphetaminbehandlung auftreten, sind sie nicht flr die unterschiedlichen Effekte von
Kokain und Amphetamin in den Deletionsmutanten verantwortlich.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die unter Normalbedingungen kompensierten
Veranderungen im dopaminergen System von GoZ2a-Deletionsmutanten durch Applikation von

Psychostimulanzien verstarkt und damit phanotypisch relevant waren.

3.3.2 Auswirkung der Deletion von Go2a auf das Zusammenspiel der glutamatergen und

dopaminergen Signaltransduktion striataler Projektionssneurone

Das Zusammenspiel der dopaminergen und glutamatergen Signaltransduktion ist fir die
Regulation der motorischen Aktivitat und bei der Entwicklung einer motorischen Sensitivierung
von Bedeutung (Kauer and Malenka, 2007; Mameli et al., 2009; Vanderschuren and Kalivas,
2000). Dieses Zusammenspiel ist in Go2a-Deletionsmutanten verandert und bewirkt dadurch die
unterschiedlichen Effekte der Psychostimulanzien Kokain und Amphetamin. Die Veranderungen
in der Expression von Elementen der glutamatergen Signaltransduktion in D1-Rezeptor
exprimierenden striatalen Projektionsneuronen des direkten Wegs und D2-Rezeptor
exprimierenden striatalen Projektionsneuronen des indirekten Wegs sind in Abbildung 7
zusammengefasst.

Die Psychostimulanzien Kokain und Amphetamin fiihren zu einer Freisetzung von Dopamin und
einer Erhéhung der extrazellularen Glutamatkonzentration im Striatum (Del Arco et al., 1999).
Freigesetztes Glutamat stimuliert nicht nur NMDA-Rezeptoren sondern auch Gruppe |
metabotrope Glutamatrezeptoren striataler Projektionsneurone des direkten Weges. Dadurch
wird die Signalibermittlung dieser Neurone verstarkt. Homer-Proteine sind daran durch Cross-

Link von metabotropen Glutamatrezeptoren mit intrazellularen Effektoren beteiligt (Tu et al.,
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1998; Xiao et al.,, 1998). Nach repetitiver Behandlung mit Kokain ist die Expression von
Homerla im Striatum von Go2a-/- Mausen hoher als in Wildtypmausen. Homerla vermindert
durch die Interferenz mit der Interaktion anderer Homer Proteine mit metabotropen
Glutamatrezeptoren (Zhang et al., 2007) NMDA-Rezeptor vermittelte Stréme von D1-Rezeptor
exprimierenden striatalen Projektionsneuronen des direkten Wegs. Die resultierende Reduktion
der motorischen Aktivitdt koénnte fiir das Fehlen der motorischen Sensitivierung nach
Kokainbehandlung in Go2a-Deletionsmutanten verantwortlich sein.

Auch in D2-Rezeptor exprimierenden striatalen Neuronen des indirekten Wegs findet ein
Zusammenspiel zwischen der dopaminergen und glutamatergen Signaltransduktion statt. D2-
Rezeptoren kénnen zum Beispiel mit einer Reihe anderer Rezeptoren interagieren (Hillion et al.,
2002; Zhao-Shea et al.), dazu gehort unter anderem die NMDA-Rezeptor-Untereinheit NR2B
(Liu et al., 2006).

Striatales Projektionsneuron des direkten Wegs

mGIuUR1 ———~ mGIuR1 MGIuUR1 "===p MGIuR1
Homer @ Homer Homer Homer
| | '
* @ Homer 1a J @ Homer 1a
NMDA-Rezeptor vermittelte Strome NMDA-Rezeptor vermittelte Stréme
Unbehandelte Tiere Go2a-Deletionsmutanten nach Kokainbehandlung

Striatales Projektionsneuron des indirekten Wegs

D2R NR2B —— NR2B ——— pNR2B D2R NR2B —— NR2B —— pNR2B
— o —
CamKll n - CamKill .@
V@ '
NMDA-Rezeptor vermittelte Strome NMDA-Rezeptor vermittelte Strome
Unbehandelte Tiere Go2a-Deletionsmutanten nach Amphetaminbehandlung

Abb. 7: Veranderungen in der Expression von Elemen  ten der glutamatergen Signaltransduktion in Go2  a-/-
Mé&usen nach Kokain- und Amphetaminbehandlung

Oben: Die vermehrte Expression von Homerla im Striatum von Go2a-/- Mausen nach Kokainbehandlung im
Vergleich zu Wildtypmausen vermindert durch die Interferenz mit Interaktion anderer Homer Proteine mit
metabotropen Glutamatrezeptoren hemmend auf NMDA-Rezeptor vermittelte Stréme von D1-Rezeptor
exprimierenden striatalen Projektionsneuronen des direkten Wegs. Die resultierende Hemmung der motorischen
Aktivitat konnte fir das Fehlen der motorischen Sensitivierung nach Kokainbehandlung in Go2a-Deletionsmutanten
verantwortlich sein.

Unten: Die vermehrte Expression der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR2B kdnnte durch das veranderte Verhaltnis von
nicht-phosphoryliertem und phosphoryliertem NR2B das Gleichgewicht zu einer vermehrten Interaktion von NR2B mit
D2-Rezeptoren verschieben. Da nur phosphoryliertes NR2B NMDA-Rezeptor vermittelte Strome verstarkt, kdnnte
dadurch die Aktvitat D2-Rezeptor exprimierender striataler Projektionsneurone des indirekten Weges vermindert sein.
Dadurch kénnen Go2a-Deletionsmutanten nach Amphetaminbeahndlung eine motorische Sensitivierung entwickeln.
MGIuR: metabotroper Glutamatrezeptor; D2R: Dopaminrezeptor 2; CamKll: Ca2+/Calmodulin-abhéngige
Proteinkinase Il
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Diese Interaktionen modulieren die Signallbertragung Uber die beteiligten Rezeptoren.
Interaktion von NR2B mit D2-Rezeptoren verhindert die Phosphorylierung der NR2B-
Untereinheit durch CamKinasell an Serin 1303 und hemmt dadurch NMDA-Rezeptor vermittelte
Strédme striataler Projektionsneurone (Liu et al., 2006). Nur nach wiederholter Amphetamin- nicht
nach Kokainbehandlung ist die Gesamtmenge von NR2B in GoZ2a-Deletionsmutanten im
Vergleich zu Wildtypmausen erhdht, wahrend die Menge an phosphoryliertem NR2B gleich
bleibt (Beitrag 2.5). Das konnte zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten einer
Interaktion von NR2B mit D2-Rezeptor filhren, sodass die Aktivitat der striatalen
Projektionsneurone des indirekten Wegs gehemmt wird. Da dadurch die motorische Aktivitat
beginstigt wird, kénnen Go2a-Deletionsmutanten trotz ihres dopaminergen Defizits eine
motorische Sensitivierung nach Amphetaminapplikation entwickeln.

Insgesamt zeigen die Befunde nach Behandlung der GoZ2a-Deletionsmutanten mit den
Psychostimulanzien Kokain und Amphetamin, dass die Effekte von Go2a-/- in der
(Fein)Regulation der Neurotransmitterspeicherung vor allem  Auswirkungen patho-
physiologischer Bedingungen beeinflussen koénnen, und untermauern die physiologische

Relevanz der Regulation der Neurotranmitterspeicherung duch heterotrimere G-Proteine.

4. Zusammenfassung

In den hier vorgestellten Studien wurde die Regulation der vesikularen Monoamin- und
Glutamatspeicherung durch die Go2a-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine untersucht. Dabei
wurden einerseits die der Regulation vorgeschalteten Signale, andererseits die beeinflussten
Transportparameter und mdogliche Effektoren naher beleuchtet. Zusatzlich konnten fir das
monoaminerge System der Einfluss auf den Neurotransmittergehalt von Neuronen sowie
phanotypische Auswirkungen der Deletion von Go2a unter physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen gezeigt werden.

Aktivierung von Go2a verschiebt das chloridabhangige Transportoptimum des vesikularen
Glutamattransports zu niedrigeren Chloridkonzentrationen. Dadurch kann die optimale
Transportaktivitat auch bei erniedrigten neuronalen Chloridkonzentrationen ermdéglicht werden
oder einer drohenden Hyperexzitabilitdt bei erhdhten zytosolischen Chloridkonzentrationen
entgegengewirkt werden. Die der G-Protein vermittelten Regulation vorgeschalteten und direkt
nachgeschalteten Signaltransduktionselemente bleiben jedoch unbekannt.

Aktives Go2a inhibiert die vesikulare Monoaminspeicherung tdber VMAT1 und VMAT2 in

Neuronen und neuroendokrinen Zellen. Dabei ist der vesikulare Fillungszustand das der G-
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Protein Aktivierung vorgeschaltete Signal. Der mittlere Teil der ersten intravesikularen Schleife
von VMAT1 und VMAT2 konnte als Sensor des vesikuldren Fillungszustands identifiziert
werden und stellt im Fall von VMAT1 pharmakologisch eine al-Rezeptor ahnliche Struktur, im
Fall von VMAT2 eine 5HT1B-Rezeptor dhnliche Struktur dar. Moglicherweise Ubernehmen
VMAT die Rolle eines G-Protein koppelnden Rezeptors in der G-Protein vermittelten Regulation
der Monoaminspeicherung. Die Regulation kann als negative Feedback-Schleife zur
Feinregulation des vesikularen Fillungszustands verstanden werden.

Die zytosolischen Proteine CAPS1 und CAPS2 fordern die vesikulare Monoaminspeicherung
tiber VMAT1 und VMAT2, wie durch Uberexpression in VMAT1- und VMAT 2-transfizierten CHO-
Zellen und an CAPSL1 Deletionsmutanten gezeigt werden konnte. Die verminderte Expression
von CAPS1 in Gehirnen von GoZ2a-Deletionsmutanten und die in der Literatur beschriebene
Aufhebung der phanotypischen Auswirkung eines Defizits des CAPS Homolgs unc31l durch
Funktionsverlust des Go-Proteins in C. elegans konnten auf CAPS1 als mdglichen Effektor von
Go2a in der Regulation der vesikularen Monoaminspeicherung hindeuten.

Die physiologische Bedeutung der G-Protein vermittelten Regulation der vesikularen
Neurotransmitterspeicherung wurde durch die Behandlung von Go2a-Deletionsmutanten mit
den Psychostimulanzien Kokain und Amphetamin deutlich. In Go2a-Deletionsmutanten, die
wiederholt mit Kokain behandelt wurden, fehlt die in Wildtyptieren vorhandene motorische
Sensitivierung, was zunéchst auf verminderte striatale Dopaminspiegel und veranderte
Expression von Dopaminrezeptoren in Deletionsmutanten zurlickgefihrt wurde. Nach
Amphetaminbehandlung konnte jedoch auch in Go2a-/- Mausen eine motorische Sensitivierung
beobachtet werden, auch wenn die motorische Aktivitat der Go2a-/- Mause im Vergleich zu den
Wildtypmausen vermindert war. Verantwortlich fir die unterschiedliche Wirkung von
Amphetamin und Kokain auf Go2a-Deletionsmutanten waren Veranderungen der Expression
von Proteinen (Homerla und NR2B) in Go2a-Deletionsmutanten, die fir das Zusammenspiel
der glutamatergen und dopaminergen Signaltransduktion in striatalen Projektionsneuronen
verantwortlich sind.

Insgesamt konnten neue Einblicke in die Mechanismen der G-Protein vermittelten Regulation
der vesikularen Neurotransmitterspeicherung gewonnen werden und am Beispiel der

Speicherung der Monoamine ihre physiologische Relevanz belegt werden.
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