Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Regulation von VMAT2 im ZNS in Wildtyp-Mausen und

Goo2-Deletionsmutanten - ein Vergleich
Aus vorangegangen Experimenten war bekannt, dass die Transporteraktivitat von VMAT2

durch vesikulare G-Proteine reguliert wird. G-Proteine sind molekulare Schalter, welche
vielfache Funktionen in Zellen austiben. G, hemmt sowohl VMAT1 als auch VMAT2 (Héltje
et al., 2000). Daher sollten weiterfihrende Erkenntnisse Uber die Regulation von VMAT2 auf
synaptischen Vesikeln durch den Vergleich von Wildtyp- und Go,”- Méusen gewonnen
werden.

In den Fraktionen einer synaptischen Vesikelaufarbeitung reichern sich vesikelassoziierte
Proteine an (s. Abb. 5). Es konnte gezeigt werden, dass VMAT2 im Vergleich zu den

Wildtyp-Mausen in den Gy’ - und den Geo1.2” -Mausen starker exprimiert wird.

Abbildung 5

Immunoblotanalyse von verschiedenen Fraktionen einer subzelluldren Fraktionierung des Gehirns
von Wildtyp-, Gaoz"-, und Goor.2” - Mausen

A Verschiedene Fraktionen einer subzelluldren Fraktionierung wurden via SDS-Page (10%) und
Immunreplikaanalyse dargestellt (10 pg Protein/Spur). AnschlieBend wurde mit spezifischen Antikdrpern
gegen Synaptophysin (38 kDa) und VMAT2 (~70 kDa) detektiert.

Die Graphik zeigt das Verhaltnis von VMAT2 zu Synaptophysin, ein vesikelassoziiertes Membranprotein, in
den jeweiligen Fraktionen.

B Synaptosomen von Wildtyp-, Gowz -, und Goor.2” - Mausen wurden mit den Ggo-Antikérpern 101.1 und
101.4 inkubiert. Der flr Ggyoz spezifische Antikérper 101.4 zeigte nur eine Bande in den Wildtyp-M&ausen,
wohin gegen der Antikérper 101.1, welcher sowohl Gyo1 und Ggo2 detektiert eine Bande in den Wildtyp und
Guoz” -Mausen zeigte.

Die Abbildung ist reprasentativ fir zwei verschiedene Immunoblotanalysen (n=2). Die Graphik zeigt die gemittelte
Darstellung aus beiden Experimenten. In Kooperation mit Dr. Irene Brunk.
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3.1.1 G-Protein vermittelte VMAT Regulation

Zu Beginn der Versuche wurde geklart, ob sich neben den aufgereinigten und
angereicherten synaptischen Vesikeln (LP2), welche bereits in anderen Arbeiten verwendet
wurden (HOltje et al., 2000), auch die von der Plasmamembran umgebenen Vesikel der
Synaptosomen flir eine Transmitteraufnahme eignen, da in dieser Fraktion zytosolische
Proteine in einer héheren Konzentration vorhanden sind und so Bedingungen vorliegen,
welche denen in intakten Neuronen ahnein.

Es konnte gezeigt werden, dass es bei 5.000 hamolytischen Einheiten Streptolysin O zu
einer ausreichenden Permeabilisierung der Plasmamembran kommt und so die Aufnahme
von [°H]-Serotonin in die Vesikel mdglich ist. Eine Hemmung der Transmitteraufnahme
durch das schwer hydrolisierbare GTP-Analogon GMP-P(NH)P, welches das G-Protein
aktiviert, konnte unter diesen Bedingungen in beiden Versuchen gezeigt werden.
Ohne Permeabilisierung der Synaptosomen kam es weder zu einer ausreichenden
Aufnahme von Serotonin noch zu einer GMP-P(NH)P vermittelten Hemmung, da GMP-
P(NH)P nicht membrangéngig ist und so die Vesikel nicht erreicht (s. Abb. 6).

Des Weiteren wurde die Haltbarkeit der gewonnen Synaptosomen untersucht.
Auch am Tag nach der Praparation eigneten sich die Synaptosomen fiir eine
Transmitteraufnahme (s. Abb. 7). Ein direkter Vergleich beider Fraktion erfolgte in einem

spateren Experiment (s. Abb. 9).

Abbildung 6 .
Abbildung 7

Austestung verschiedener Streptolysin O Kon- .
Haltbarkeit von Synaptosomen

zentrationen in Synaptosomen

Es konnte gezeigt werden, dass es bei ca. 5000 HE/ml|
Streptolysin O zu einer Aufnahme von [*H] Serotonin
durch die Vesikel in den permeabiliserten
Synaptosomen kommt. Des Weiteren konnte auch
eine signifikante Hemmung durch 20 uyM GMP-P(NH)P
erreicht werden. Die unspezifische Aufnahme wurde
mit Reserpin ermittelt und von den dargestellten
Werten subtrahiert.

Gezeigt ist hier eine gemittelte Darstellung aus zwei

Experimenten mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6).
Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,03

-31-

Es wurden an zwei Tagen Streptolysin-O
permeabilisierte Synaptosomen einer Charge
mit und ohne 10 pM GMP-P(NH)P inkubiert.
Es konnte gezeigt werden, dass sich
Synaptosomen auch am ersten Tag nach der
Praparation fir die Transmitteraufnahme
eignen.

Gezeigt ist hier eine gemittelte Darstellung aus
zwei Experimenten mit je drei individuellen Proben
je Wert (n=6). Der Student's t-Test ergab eine
Signifikanz * p<0,03
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Zunachst sollte gepruft werden, ob die Geschwindigkeit und die Substrataffinitdt des
Monoamintransporters in synaptischen Vesikeln des Gehirns durch die Aktivierung von
G-Proteinen beeinflusst werden. Dies wurde mittels einer Michaelis-Menten-Kinetik
untersucht (s. Abb. 8). Analog der V.« als MaB fir die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
und K, als MaB fiir die Substrataffinitdt eines Enzyms wurden diese Werte auch fiir die
Aktivitat der Transporter bestimmt.

Eine synaptische Vesikelpraparation aus dem Gesamthirn von Wildtyp-Mausen wurde mit
[®H]-markiertem Serotonin und jeweils ansteigenden Konzentrationen an nicht radioaktiv-
markiertem Serotonin (0; 0,04; 0,64; 10; 80 uM) in Ab- bzw. Anwesenheit von GMP-P(NH)P
inkubiert. Die kinetischen Messwerte der VMAT2-Aktivitat ohne G-Protein-Aktivierung sind
vergleichbar mit den kinetischen Daten fir die humane VMAT2-Aktivitéat (Erickson et al.,
1996). Der Wert fir die maximale Geschwindigkeit der vesikuldren Serotoninaufnahme
reduzierte sich nach Zugabe von GMP-P(NH)P von 18,67 auf 15,75 pmol/mg min.
Die Lineweaver-Burk-Darstellung (Inset) lieB einen leichten Anstieg des Km-Wertes von
2,36 uM auf 2,69 uM erkennen. In den Vesikeln des Gehirns beeinflusst somit die G-Protein-
aktivierung sowohl die maximale Geschwindigkeit als auch die Substrataffinitat der

Transporter.

Abbildung 8

Kinetik der Serotoninaufnahme in einer synaptischen Vesikelpraparation von Wildtyp-Mausen vor
und nach G-Protein-Aktivierung durch GMP-P(NH)P

Eine synaptische Vesikelpraparation wurde mit einem Gemisch aus [3H]-markiertem und nicht radioaktiv
markiertem Serotonin in unterschiedlichen Konzentrationen mit und ohne GMP-P(NH)P inkubiert. Dargestellt
ist die Reaktionsgeschwindigkeit (V) in Abhangigkeit von der Konzentration an Serotonin. Die Werte fiir die
unspezifische Serotoninaufnahme in Anwesenheit von Reserpin wurden subtrahiert. In Anwesenheit von
GMP-P(NH)P sank Vmax von 18,67 auf 15,75 pmol/mg min. Die Lineweaver-Burk Darstellung (Inset) zeigt
entsprechend einen leichten Anstieg des Kn-Wertes.

Gezeigt ist hier eine gemittelte Darstellung aus zwei Experimenten mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6). Der
Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,03 fir Viax.
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Danach wurde die Serotoninaufnahme in An- und Abwesenheit von GMP-P(NH)P in Wildtyp
und Gz -Mausen untersucht (s. Abb. 9). In den Gg.»"-Mausen fehlt die fir die Inhibition
des VMAT2 verantwortliche Ggo-Untereinheit des G-Proteins. Infolge dessen wurde die
Monoaminaufnahme nach Gabe des GTP-Analogons GMP-P(NH)P in den G, -Mausen
nicht vermindert. Des Weiteren wurde ein direkter Vergleich zwischen Synaptosomen und
den aufgereinigten und angereicherten synaptischen Vesikeln durchgefihrt (s.o.).
Hierzu wurden Aliquots der Synaptosomen mit Streptolysin O permeabilisiert und
anschlieBend die [°H]-Serotoninaufnahme gemessen. Bei der Verwendung von Wildtyp-
Synaptosomen konnte schon mit 5 uM GMP-P(NH)P eine signifikante Hemmung der VMAT
Aktivitat erreicht werden. Ansonsten zeigten sich keine Unterschiede zur Vesikelpréaparation.

Abbildung 9

Regulation der vesikuldren Serotoninaufnahme durch das schwer-hydrolisierbare GTP-Analogon
GMP-P(NH)P in Synaptosomen und Vesikeln von Wildtyp und Goo,” Mausen

Eine Praparation von permeabilisierten Synaptosomen bzw. Vesikeln aus dem Gesamthirn wurde mit 40 nM
[3H] Serotonin (Kontrolle) sowie GMP-P(NH)P inkubiert. Dargestellt ist die Serotoninaufnahme in pmol/mg
Protein.

A In Synaptosomen von Wildtyp-Mausen konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation mit 5 pM GMP-
P(NH)P zu einer signifikanten Hemmung der Serotoninaufnahme fiihrt. Im Gegensatz dazu zeigt sich keine
signifikante Hemmung der Serotonin-Aufnahme bei den Goaoz”” Mausen.

B In der synaptischen Vesikelpraparation derselben Tiere konnten die Ergebnisse des Experiments in den
Synaptosomen bestatigt werden. Eine signifikante Inhibition der Serotoninaufnahme durch 100 pM GMP-
P(NH)P in den Wildtyp-Mausen und keine Hemmung der Aufnahme in den Gooz” Mausen.

Die Ergebnisse représentieren den Mittelwert aus zwei verschiedenen Experimenten mit je drei individuellen Proben je
Wert (n=6) und der Standardabweichung (SD). Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,02
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Um zu Uberprifen, ob sich heterozygote Gg..-Mause in Bezug auf die G-Protein-
Regulierung von den Wildtyp-Mausen unterscheiden, wurden permeabilisierte
Synaptosomen aller drei Genotypen mit und ohne GMP-P(NH)P inkubiert. Es zeigten sich
keine Unterschiede zwischen den Wildtyp Mausen und den heterozygoten Tieren,
wahrend in den Gge-Deletionsmutanten eine Hemmung der Serotoninaufnahme vorhanden
war (s. Abb. 10).

Abbildung 10

Vergleich der Regulation der vesikuldaren Serotoninaufnahme durch GMP-P(NH)P in Synaptosomen
von Wildtyp, Gowoz™"-, Gaoz” - Mausen

SLO-permeabilisierte Synaptosomen wurden in An- und Abwesenheit von GMP-P(NH)P mit 40 nM [°H]
Serotonin inkubiert.

A Dargestellt ist die signifikante Hemmung durch GMP-P(NH)P in Wildtyp und Gooa™- Mausen, welche nicht
in den Gowoz - Mausen gezeigt werden konnte.

B Abgebildet ist hier die prozentuale Hemmung der Serotoninaufnahme durch GMP-P(NH)P in den
verschiedenen Genotypen. Sie liegt bei den Wildtyp- und Gow.™- Mausen bei 13% bzw. 12,5%. Bei den
Gooz”- Mausen ist keine Hemmung nachweisbar.

Ergebnisse reprasentieren den Mittelwert aus drei individuellen Proben je Wert (n=3) und der Standartabweichung (SD).
Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,02.

Nach dem die Wirkung einer G-Proteinaktivierung auf die VMAT2-Aktivitdt in den
verschiedenen Genotypen untersucht worden war, sollte gezeigt werden, ob sich die
kinetischen Daten des VMAT2 zwischen den Wildtyp und Gge,"-Mausen unterscheiden.
Vesikelpraparationen von Wildtyp und Gg.»”-Mausen wurden mit [*H]-markiertem Serotonin
und jeweils ansteigenden Konzentrationen an nicht radioaktiv-markiertem Serotonin
(0; 0,04; 0,64; 10; 80 uM) inkubiert (s. Abb. 11).

Die maximale Geschwindigkeit des Transporters ist in den G -Mausen im Vergleich zu

den Wildtyp-M&ausen leicht aber nicht signifikant vermindert.

-34 -



Ergebnisse

Abbildung 11

Kinetik der Serotoninaufnahme von synaptischen Vesikeln aus Wildtyp- und Gaoz"- Mausen

Eine synaptische Vesikelpraparation wurde mit einem Gemisch aus [3H]-markiertem und nicht radioaktiv
markiertem  Serotonin in  unterschiedlichen  Konzentrationen inkubiert. Dargestellt ist die
Reaktionsgeschwindigkeit (V) in Abhangigkeit von der Konzentration an Serotonin. Die Werte fiir die
unspezifische Serotoninaufnahme in Anwesenheit von Reserpin wurden subtrahiert. Es zeigt sich eine
geringe aber nicht signifikante Verminderung von Vmax in den Goaloz"- Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-
Méausen.

Gezeigt ist hier eine gemittelte Darstellung aus vier Experimenten mit je drei individuellen Proben je Wert (n=12) und der
Standartabweichung (SD).

Dieser Effekt konnte in allen Versuchen zwischen Wildtyp, Gooo-Mausen und
Gao2-Deletionsmutanten beobachtet werden. Es konnte im Durchschnitt, aller in dieser Abreit
durchgefiihrten Versuche, gezeigt werden, dass die Serotoninaufnahme bei den
Gaoo-Deletionsmutanten im Schnitt 7-8% und bei den heterozygoten Tiere ca. 4% unter der
von Wildtyp-Mausen liegt (s. Abb. 12).

Abbildung 12

Unterschied in der Serotoninaufnahme zwischen Wildtyp-,

Gaio2™"- und Gooz - Mausen

Es konnte gezeigt werden, dass die Serotoninaufnahme bei den

Ggo2-Deletionsmutanten im Schnitt 7-8% und bei

heterozygoten Tiere ca. 4% unter der von Wildtyp-M&ausen liegt.

Ergebnisse reprédsentieren den Mittelwert aus funf verschiedenen
Experimenten mit mit je drei individuellen Proben je Wert (n=15) fiir die
Synaptosomen der Goao:”- Mause, zehn verschiedenen Experimenten
mit je drei individuellen Proben je Wert (n=30) fir die Vesikel
Gooz"-Mause und drei verschiedene Experimenten mit je drei
individuellen Proben je Wert (n=9) fir die Synaptosomen der

Gooe™ - Mause.
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3.1.2 Zeitabhangigkeit der Monoaminaufnahme in Wildtyp- und G

Deletionsmutanten

Ein weiterer Grund flr die oben dargestellte Verminderung der Monoaminaufnahme in den
Gooz -Mausen kénnte eine erhéhte Durchlassigkeit der Vesikelmembran fiir Monoamine
sein. Um dies zu Uberprifen, wurde die Serotoninaufnahme in Vesikeln zu verschiedenen
Zeitpunkten gestoppt und die [*H]-Serotoninaufnahme gemessen. Es zeigte sich bei allen
Zeitpunkten wiederum eine leichte, aber nicht signifikante Verminderung der
Serotoninaufnahme in den Gy, -Mausen (s. Abb. 13). Es wurden durch diese Versuche
keine Hinweise auf eine erhdhte Durchlassigkeit der Membran gefunden. Méglich ist jedoch,
dass aufgrund der hohen cytosolischen Toxizitdt von Serotonin einem erhéhten Efflux aus
dem Vesikel direkt gegengesteuert wird.

Abbildung 13

Zeitabhingigkeit der Serotoninaufnahme bei Wildtyp- und Gaoz™- Mausen.

Die Aufnahme von Serotonin in einer Praparationen von synaptischen Vesikeln wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten gestoppt und die Aufnahme von [*H]-markiertem Neurotransmitter an jedem individuellen
Zeitpunkt gemessen. Es zeigte sich eine leichte Verminderung der Serotoninaufnahme an allen Zeitpunkten
in den Gaoz”- Mausen im Vergleich zu den Wildtyptieren.

Gezeigt ist hier eine gemittelte Darstellung aus zwei Experimenten mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6) und der
Standardabweichung (SD).

3.1.3 Einfluss von ApH und AY auf die VMAT-Aktivitat in An- und
Abwesenheit von Goo.
Die Aktivitat aller vesikularen Transporter héngt von dem elektrochemischen

Gradienten (ApH") UOber der Vesikelmembran ab. Es setzt sich zusammen aus dem
Protonengradienten (ApH) sowie der elektrischen Ladungsdifferenz Uber der Membran (AW).
Der Protonengradient wird durch die vakuolare H*-ATPase erzeugt. Durch ihre Aktivitat wird
ein intravesikularer pH-Wert von 5,6 erreicht. Durch diesen Ladungsunterschied zwischen
der auBeren und inneren Seite der Membran ist die vesikulare Seite positiv geladen.
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Die Aktivitat von VMAT 1 und 2 hangt hauptséchlich von dem Protonengradienten ApH
(Johnson, Jr., 1988) ab. VMAT 1 und 2 tauschen zwei Protonen gegen ein
Neurotransmittermolekdl aus.

Um den Einfluss des elektrochemischen Gradienten auf die Serotoninaufnahme detaillierter
zu untersuchen und mégliche Unterschiede zwischen Wildtyp- und Gooz™- Mausen
aufzudecken, wurden Experimente unter verschiedenen ApH und AY¥ Bedingungen

durchgefihrt.

3.1.3.1 pH-Wert Abhangigkeit

In einem ersten Ansatz wurde der Einfluss verschiedener pH-Werte im Aufnahmepuffer auf
die Serotoninaufnahme untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass bei pH 7 die
Serotoninaufnahme optimal ist (s. Abb. 14). Im Gegensatz dazu kommt es bei pH 6,5 und
pH 8,5 zu einer starken Verminderung der Neurotransmitteraufnahme. Dies lasst sich durch
einen verminderten Protonengradienten erkldren bei dem der VMAT2 nicht im Optimum
arbeitet. Weiterhin ist erkennbar, dass sich die Abhangigkeit des VMAT2 vom

elektrochemischen Gradienten in Wildtyp- und Gg.,"-Mausen nicht unterscheidet.

Abbildung 14

pH-Wert Abhéngigkeit des VMAT2 in Wildtyp und Gao2”- Mausen.

Synaptische Vesikel von Wildtyp- und Gaioz - Mausen wurden bei pH 6,5; 7,0 und 8,5 mit 40 nM
[3H]-markiertem Serotonin inkubiert und die Transmitteraufnahme in Abhangigkeit zum pH-Wert
gemessen. Es zeigte sich, dass der Transporter bei einem pH von 7,0 optimal arbeitet. Dieses
Experiment wurde in Abwesenheit von Chlorid durchgefihrt.

Gezeigt ist hier eine gemittelte Darstellung aus zwei Experimenten mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6)
und der Standardabweichung (SD).
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3.1.3.2 Hemmung der vakuolédren H*-ATPase (V-ATPase)

In einem zweiten Schritt wurde durch die Hemmung der vesikularen H*-ATPase die Bildung
des Protonengradienten verhindert. Bafilomycin, ein sehr potenter Inhibitor der V-ATPase,
fhrte zu einer Verminderung der Serotoninaufnahme in SLO-permeabilisierten
Synaptosomen (s. Abb. 15). Nigericin, eine lonophore welche vor allem Kaliumionen gegen
Protonen austauscht, diente in diesem Versuch als Kontrolle. Es verweist allerdings auch
auf den starken Einfluss von ApH, da im Zuge des Austausches von Kaliumionen gegen
Protonen der Protonengradient zusammenbricht. Zwischen den Wildtyp und Ge."-Mausen

waren keine Unterschiede zu sehen.

Abbildung 15

Hemmung der vesikuldren Serotoninaufnahme durch Inhibitoren der

vakuolaren H*-ATPase,

Serotoninaufnahme in Wildtyp- und Gowz- Mausen in Gegenwart von Bafilomycin. Es zeigt sich eine
deutliche und signifikante Hemmung der Serotoninaufnahme. Es gab keinen Unterschied zwischen Wildtyp-
und Gowz”- Mausen nach einer Blockade der V-ATPase.

Gezeigt ist hier eine gemittelte Darstellung aus drei individuellen Proben je Wert (n=3) und der Standartabweichung (SD).
Der Student's t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,02.

3.1.3.3 Einfluss der Chlorid-Konzentration

Um die Ergebnisse von Johnson (Johnson, Jr., 1988) im Hinblick auf die Aktivitat des
Transporters bei Anderung der elektrischen Ladungsdifferenz (A¥) zu bestatigen, wurden
synaptische Vesikelpraparationen von Wildtyp- und Goo,”- Mausen bei verschiedenen
Chlorid-Konzentrationen mit und ohne GMP-P(NH)P und bei pH 6,5 und pH 7,0 inkubiert
(s. Abb. 16). Es =zeigte sich bei beiden pH-Werten ein leichter Anstieg der
Serotoninaufnahme zwischen 0 mM und 50 mM Chlorid. Bei pH 6,5 kam es bei héheren
Chloridkonzentrationen zu einem signifikanten Abfall der Neurotransmitteraufnahme.
Dies lasst sich durch einen héheren Einfluss der Ladungsdifferenz (A¥) bei pH 6,5 erklaren,
da die V-ATPase durch die erhéhte Konzentration extrazelluldrer Protonen keinen hohen
Protonengradienten (ApH) aufbauen kann. Bei pH 7,0 hat eine Erhéhung der

Chloridkonzentration keinen Einfluss, da der Transporter, getragen durch einen hohen
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Protonengradienten, im Optimum arbeitet und so eine Veranderung in der Ladungsdifferenz
nicht ins Gewicht féallt. Es zeigte sich, dass die durch GMP-P(NH)P vermittelte Hemmung
von den Veranderungen des elektrochemischen Gradienten unabhangig ist und 9-15% unter
der Serotoninaufnahme der Kontrollwerte liegt.

Abbildung 16

Vergleich der Chlorid-Abhéangigkeit der VMAT-
Transporter unter verschiedenen pH-Werten

Eine synaptische Vesikelpréparation wurde bei
verschiedenen pH-Werten sowie bei verschiedenen
Cl-Konzentrationen mit 40 nM [3H]-markiertem
Serotonin (Kontrolle) und GMP-P(NH)P inkubiert.

A Dargestellt ist hier die Abhéangigkeit der
Serotoninaufnahme durch VMAT2 von verschiedenen
Cl'-Konzentrationen bei pH 6,5. Es ist deutlich ein
Maximum bei 50 mM Chlorid und ein signifikanter
Abfall der Transmitteraufnahme zu héheren Chlorid-
Konzentrationen zu sehen.

B Auch bei pH 7,0 konnte ein Maximum der
Neurotransmitteraufnahme bei 50 mM  Chlorid
nachgewiesen werden.

Eine GMP-P(NH)P induzierte Hemmung war unter
allen Bedingungen nachweisbar (Inset).

Gezeigt ist hier eine gemittelte Darstellung aus je drei
individuellen Proben je Wert (n=3) und der

Standartabweichung (SD).
Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,04.

3.1.4 Metabolisierende und synthetisierende Enzyme des Monoaminstoffwechsels in
Wildtyp- und Gowo, - Mausen

An dieser Stelle sollte die Monoaminbildung und der -abbau betrachtet werden, da durch die
vorangegangenen Experimente deutlich wurde, dass die Aufnahme von Serotonin in die
Vesikel in Goo, - Mausen leicht erniedrigt war. Dies kénnte zu einer erhdhten zytosolischen
Konzentration an Monoaminen fuhren, welches flr die Nervenzelle toxisch ware. Mosharov
et al. (Mosharov et al., 2003) konnten zeigen, dass die Konzentration an zytosolischen
Monoaminen stark reguliert und stabil gehalten wird.

Es wurden zwei Schlisselenzyme fir die Bildung und den Abbau von Monoaminen
ausgewahlt. Die Tyrosinhydroxylase und die Monoaminooxidase.
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Die Tyrosinhydroxylase setzt Tyrosin zu Dihydroxyphenylalanin, unter Umwandlung von
Tetrrahydrobiopterin und Sauerstoff zu Dihydrobiopterin, um, welches dann durch die
aromatische-Aminosauren-Decarboxylase zu Dopamin umgewandelt wird.

Die Monoaminooxidasen sind eine Familie mitochondrialer Enzyme, welche Monoamine
durch Desaminierung mit Hilfe von Wasser und Sauerstoff zu den entsprechenden
Aldehyden, Ammoniak und Wasserstoffperoxid abbauen.

Die MAO-A (Monoaminooxidase A) baut vorwiegend Monoamine (v.a. Desaminierung von
Serotonin, Noradrenalin und Nahrungsaminen) in der Kérperperipherie ab. Die MAO-B baut
vorwiegend Monoamine (v.a. Dopamin) im ZNS ab.

3.1.4.1 Tyrosinhydroxylase

Die Tyrosinhydroxylase wurde in verschiedenen Fraktionen einer synaptischen
Vesikelpraparation durch Immunoblotanalyse mit einem polyklonalen Tyrosinhydroxylase-
Antikdrper dargestellt und ins Verhaltnis zur Menge an Synaptophysin gestellt. Es zeigte
sich, dass die Tyrosinhydroxylase in der P2 Fraktion Gq.,"-Mausen signifikant erniedrigt ist.
(s. Abb.17)

Abbildung 17

Immunoblotanalyse der P2 Fraktion von Wildtyp-, Gaoz”-Mausen

Synaptosomen wurden via SDS-Page (10%) und Immunreplikaanalyse dargestellt. AnschlieBend wurde mit
spezifischen Antikdérpern gegen Synaptophysin (38 kDa) und Tyrosinhydroxylase (~60 kDa) detektiert.

Die Graphik zeigt das Verhaltnis der Tyrosinhydroxylase zu Synaptophysin in den jeweiligen Laufspuren.

Die Abbildung ist reprasentativ flir zwei verschiedene Immunoblotanalysen (n=2). Die Graphik zeigt die gemittelte
Darstellung aus beiden Experimenten. In Kooperation mit Dr. Irene Brunk.

Parallele Immunoblotanalysen mit Antikérpern gegen die Tryptophanhydroxylase, welche
Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan umwandelt und so an der Synthese von Serotonin
beteiligt ist, zeigten bisher keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und

Goz - Mausen (Dr. Irene Brunk, persdnliche Mitteilung).
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3.1.4.2 Monoaminooxidase

Die Aktivitat der Monoaminooxidasen wurde fluorometrisch bestimmt. Es zeigte sich sowohl
bei Messung der Aktivitat beider Isoformen als auch bei den spezifischen
Fluoreszenzmessungen von MAO-A und MAO-B in den G, -Mausen eine leichte, aber

nicht signifikante, héhere Aktivitat.

Abbildung 18

Vergleich der Aktivitat der Monoaminoxidase A und B in Wildtyp- und G- Mausen

Es kam das Amplex Red Monoaminoxidase Assay Kit der Firma "Molecular Probes Invitrogen" zur Anwendung.
Mit diesem System ist es mdglich, eine fluorometrische Messung der Aktivitdt der Monoaminoxidasen
durchzufiihren. Als Substrat wurde p-Tyramin (A,B,C), ein Substrat fur MAO-A und -B eingesetzt. Als
spezifische Inhibitoren diente fir MAO-A Clorgylin (B)und fir MAO-B Pargylin (C). Aufgetragen wurden
Fluoreszenz Units (FU) als MaB der Aktivitat der Monoaminooxidasen gegen die Zeit in Minuten.

In allen drei Graphiken ist eine leichte aber nicht signifikante héhere Aktivitdt der Monoaminoxidase-Isoformen
in den Gaog'/'-Méusen festzustellen.

Gezeigt ist hier eine gemittelte Darstellung aus drei Versuchen mit je vier individuellen Proben je Wert (n=12) und der
Standardabweichung (SD).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in den Gge-Deletionsmutanten die
Tyrosinhydroxylase schwacher exprimiert wird, wohin gegen die Monoaminooxidasen eine
héhere Aktivitat aufweisen.

3.1.5 Nachgeschaltete Signaltransduktionswege

Immunprézipitationen sowie Versuche mit chemischer Quervernetzung konnten keine
direkte Interaktion von G-Proteinen mit dem VMAT2 nachweisen. Dies macht eine
Beteiligung weiterer Signalketten wahrscheinlich. Daher wurden die sekundaren Botenstoffe
cGMP und cAMP sowie ihre Analoga diButyryl-cAMP und diButyryl-cGMP im Hinblick auf
ihnre Wirkung auf die Neurotransmitteraufnahme naher untersucht. Dibutyryl-cAMP und
diButyryl-cGMP wurden verwandt, da diese im Gegensatz zu cAMP und cGMP
membrangéngig sind. In den Synaptosomen werden die Butyryl-Gruppen durch Esterasen
abgespalten. Nakanishi et al. (Nakanishi et al., 1995a; Nakanishi et al., 1995b) konnte an
permeabilisierten PC12-Zellen zeigen, dass ansteigende cAMP Konzentrationen die
vesikulare Monoaminaufnahme vermindern. Weitere wichtige sekundare Botenstoffe sind

cGMP, Diacylglyzerol und IP3.

41 -



Ergebnisse

3.1.5.1 cAMP und cGMP und ihre Rolle in der Regulation des VMAT2-
Transporters

Es wurden Versuche mit Synaptosomen und der aufgereinigten Vesikelfraktion (LP2) von
Wildtyp- und Gao,”- Mausen durchgefithrt. In einem ersten Schritt wurden die durch
Streptolysin O permeabilisierten Synaptosomen und das LP2 direkt mit cAMP bzw. cGMP
inkubiert. Es zeigte sich sowohl in den Synaptosomen als auch im LP2 eine signifikante
Hemmung der Serotoninaufnahme durch den sekundaren Botenstoff cGMP.
Die Hemmung durch cAMP war in beiden Fraktionen schwécher.

Im zweiten Schritt wurde eine Vorinkubation der Synaptosomen mit den Analoga dBcAMP
und dBcGMP fir 20 min, bei 25 °C durchgeflihrt. AnschlieBend wurde im Fall der
Synaptosomen mit SLO permeabilisert bzw. die so vorbehandelten Synaptosomen zu
synaptischen  Vesikeln (LP2) weiterverarbeitet. Die erwartete Hemmung der
Serotoninaufnahme konnte nur in der an synaptischen Vesikeln reichen Fraktion (LP2)

gezeigt werden (s. Abb. 19).

Abbildung 19

Einfluss von cAMP und cGMP auf die Regulation des VMAT2

Eine Praparation von Synaptosomen bzw. Vesikeln aus dem Gesamthirn einer Maus wurden mit 40 nM [3H]
Serotonin, sowie den zyklischen Nukleotidmonophosphaten cAMP und cGMP bzw. ihren Analoga inkubiert.
A Es konnte in SLO-permeabilisierte Synaptosomen sowie in der an synaptischen Vesikeln reichen Fraktion
eine leichte Inhibition der Transmitteraufnahme nach Inkubation mit cAMP und eine deutliche Verringerung
der Aufnahme nach Inkubation mit cGMP gezeigt werden.

B Eine Vorinkubation der Synaptosomen mit dBcAMP bzw. dBcGMP zeigte hingegen keine Effekte in den
anschlieBend durch Streptolysin O permeabilisierten Synaptosomen. Eine folgende Weiterverarbeitung der
mit dBcAMP bzw. dBcGMP behandelten Synaptosomen zur an Vesikeln reichen Fraktion und der sich daran
anschlieBenden Transmitter-Aufnahme ergab eine Hemmung der Aufnahme bei beiden mit Butyryl-Gruppen
gekoppelten zyklischen Nukleotidmonophosphaten.

Die Graphiken zeigen eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6) und
der Standardabweichung (SD). Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,03
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Die nicht nachweisbare Hemmung in den mit dBcAMP bzw. dBcGMP vorbehandelten
intakten Synaptosomen lasst sich zum einen durch eine ungenligende Aufnahme der
zyklischen Nukleotidmonophosphat-Analoga wéhrend der Vorinkubation und zum anderen
durch eine ungeniigende Abspaltung der Butyryl-Gruppen durch Esterasen in den
Synaptosomen selbst erklaren. Diese Faktoren flhrten dann zu einer zu geringen
Konzentration an cAMP bzw. cGMP, welche fir die Verminderung der Serotoninaufnahme
notig ist.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass auf vesikularer Ebene sowohl cGMP- als auch
cAMP- abhangige Signaltransduktionswege einen Einfluss auf die Transmitterspeicherung
haben.

Im weiteren Verlauf sollte geklart werden, in wie weit sich die Geschwindigkeit und
Substrataffinitdt des Transporters durch die Gabe eines sekundaren Botenstoffs andert.
Synaptosomen von Wildtyp und Gge:”-Mausen wurden mit 100 pM dBcAMP fiir 20 min. bei
25 °C vorbehandelt und dann zur aufgereinigten Vesikelfraktion (LP2) weiterverarbeitet.
Die Aufnahme erfolgte mit [*H]-markiertem Serotonin und jeweils ansteigenden
Konzentrationen an nicht radioaktiv-markiertem Serotonin (0; 0,04; 0,64; 10; 80 uM).
Sowohl bei den Wildtyp als auch bei den Gq.»"-Mausen zeigte sich eine Verminderung der
maximalen Geschwindigkeit und ein leichter Anstieg der Michaelis-Menten-Konstante unter
der Behandlung mit dBcAMP (s. Abb. 20).

Abbildung 20

Kinetik der Serotoninaufnahme in Gegenwart von dBcAMP in einer synaptischen Vesikelpraparation
von Wildtyp- und Gowoz” - Mausen.

Eine synaptische Vesikelpraparation wurde mit einem Gemisch aus [°H]-markiertem und nicht radioaktiv
markiertem  Serotonin  in  unterschiedlichen  Konzentrationen inkubiert. = Dargestellt ist die
Reaktionsgeschwindigkeit (V) in Abhangigkeit von der Konzentration an Serotonin. Die Werte fir die
unspezifische Serotoninaufnahme in Anwesenheit von Reserpin wurden subtrahiert.

Sowohl bei den Wildtyp-Mausen (A) als auch bei den Goaoz - Mausen (B) zeigt sich eine Verminderung der
maximalen Geschwindigkeit (Vmax). Entsprechend zeigt die Lineweaver-Burk Darstellung (Insert) einen leichten
Anstieg des Kn-Wertes.

Die Graphiken zeigen eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6) und
der Standardabweichung (SD). Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,04
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In einem weiteren Versuch konnte gezeigt werden, dass cGMP die Serotoninaufnahme
starker hemmt als cAMP (s.Abb. 21).

Abbildung 21

Vergleich der Hemmung durch cAMP und cGMP

SLO-permeabilisierte  Synaptosomen wurden mit verschiedenen Konzentrationen cAMP bzw. cGMP
inkubiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Neurotransmitteraufnahme stérker durch den sekundaren
Botenstoff cGMP inhibiert wird als durch cAMP.

Die Graphik zeigt eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6) und der
Standardabweichung (SD). Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,02

3.1.5.1.1 Synthese von cGMP- die Guanylatzyklase

Nachdem gezeigt wurde, dass eher cGMP an der Regulation des VMAT2-Transporters
beteiligt ist, sollte geklart werden, welchen Einfluss eine Erniedrigung bzw. Erhéhung des
physiologisch vorkommenden cGMP-Spiegels auf die VMAT-Regulation hat.

Hierzu wurden Synaptosomen bis zu zwei Stunden mit einem Aktivator bzw. Inhibitor der
I6slichen Guanylatzyklase (sGC) inkubiert. Danach wurden sie permeabilisiert und die
verschiedenen Anséatze mit ansteigenden Konzentrationen an GMP-P(NH)P (0,5, 1, 1,5 uM)
inkubiert. Es zeigte sich, dass eine Erhéhung des cGMP-Spiegels durch den sGC-Aktivator
BAY 41-2272 zu einer Verstarkung der durch GMP-P(NH)P induzierten Hemmung fihrte.
Eine Erniedrigung des cGMP-Spiegels durch den Inhibitor ODQ fuhrte hingegen zu einer
leichten Aufhebung der Hemmung durch GMP-P(NH)P. Sowohl beim Aktivator als auch
beim Inhibitor wurde die Gesamtaufnahme an Serotonin jedoch gehemmt.
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Abbildung 22

Regulation der vesikuldren Serotoninaufnahme durch die 16sliche Guanylatzyklase (sGC)

Durch Streptolysin O permeabilisierte Synaptosomen wurden mit dem sGC-Aktivator (BAY 41-2272) sowie
dem sGC-Inhibitor (ODQ) unter verschiedenen GMP-P(NH)P Konzentrationen inkubiert.

A Der sGC-Aktivator verstarkte die durch GMP-P(NH)P induzierte Hermmung wohin gegen der sGC-Inhibitor
zu einer leichten Aufhebung der GMP-P(NH)P induzierten Hemmung flhrte.

Darstellung findet hier die prozentuale Inhibition der Serotoninaufnahme bezogen auf den jeweiligen
Kontrollwert.

B Aufgetragen ist hier die Aufnahme an [°H] Serotonin gegen die Konzentration an GMP-P(NH)P.

Die Graphik zeigt eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6) und der
Standardabweichung (SD). Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,03

3.1.5.1.2

Die Superfamilie der Phosphodiesterasen umfasst elf Familien, welche als PDE1-11

Abbau von cGMP- die Phosphodiesterasen

bezeichnet werden. Fir die Regulation des cGMP bzw. cAMP-Spiegels im Gehirn kommen
folgende Phosphodiesterasen in Frage:

PDE-Familie Substrat Besonderheiten
PDE 1 cAMP, cGMP Ca®*/Calmodulin stimulierbar, geringe Aktivitat
PDE 2 cAMP, cGMP durch cGMP aktivierbar
PDE 4 cAMP
PDE 7 cAMP
PDE 9 cAMP, cGMP Hohere Aktivitat fiir cGMP
PDE 10 cAMP, cGMP Hoéhere Aktivitat flir cGMP

(Palfreyman & Souness, 1996; Soderling et al., 1998; Fisher et al., 1998a; Fisher et al., 1998b; Soderling et al., 1999; Fawcett
et al., 2000)

Von besonderem Interesse im Hinblick auf die Regulation des cGMP-Spiegels waren also
die PDE 2, 9 und PDE 10. Fir die PDE 10 steht kein spezifischer Hemmstoff zur Verfligung.
In einem ersten Schritt wurde der Einfluss von IBMX, ein unspezifischer Inhibitor der
Phosphodiesterasen, sowie dem spezifischen PDE2-Inhibitor BAY 60-7550 auf die
Serotoninaufnahme untersucht. Es kam in beiden Féllen zu einer deutlichen Hemmung der
Serotoninaufnahme in die Vesikel und zu einer Verstarkung der durch cGMP ausgeldsten
Hemmung. Als Negativkontrolle kam Zaprinast, ein spezifischer Inhibitor der PDE 5/6, zur
Anwendung. Die PDE 5 kommt hauptsé&chlich in der glatten Muskulatur und der Niere vor.
Die PDE 6 ist eine Phosphodiesterase des Auges (sog. Photorezeptor PDE).
Wie zu erwarten hatte Zaprinast keinen Einfluss auf die Regulation der
Transmitteraufnahme (s. Abb. 23).
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Abbildung 23

EinfluB verschiedener Phosphodiesterase-Inhibitoren

Permeabilisierte Synaptosomen wurden unter verschiedenen Konzentrationen cGMP mit und ohne
Phosphodiesterase-Inhibitoren behandelt. Zur Anwendung kamen: IBMX ein unspezifischer PDE- Hemmer,
BAY 60-7550 ein spezifischer PDE2-Hemmer und Zaprinast ein Inhibitor der PDE 5 und PDES6.

A Unter Zugabe von 5 mM IBMX ist eine deutliche Hemmung der Serotoninaufnahme zu sehen

B Nach Inkubation mit dem sehr spezifischen PDE2-Inhibitor BAY 60-7550 ist schon bei 20 pM eine
signifikante Hemmung zu beobachten

C Nach Zugabe des spezifischen PDE 5 u. 6 —Inhibitors konnte kein EinfluB ermittelt werden.

Die Graphiken zeigen eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6) und
der Standartabweichung (SD). Der Student’s t-Test ergab in den Graphiken A, B je Wert eine Signifikanz * p<0,03

In einem weiteren Schritt wurden die PDE2a und die PDE9 mittels einer Immunoblotanalyse
in verschiedenen Fraktionen dargestellt. PDE2 kommt gleichmaBig in allen Fraktionen vor.
Die Phosphodiesterase 9 ist im LP2 weniger vorhanden als in den anderen Fraktionen

(s. Abb. 24). Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den Wildtyp und Ge:-Mausen.

Abbildung 24

Immunoblotanalyse von PDE2a und PDE9 in verschiedenen Fraktionen einer Vesikelpriaparationen von
Wildtyp- und Gow” - Mausen

Verschiedene Fraktionen einer synaptischen Vesikelpraparation wurden via SDS-Page (10%) und
Immunreplikaanalyse dargestellt (10 pg Protein/Spur). AnschlieBend wurde mit den spezifischen Antikdrpern
gegen die Phosphodiesterase 2a (~95 kDa) und 9 (~70 kDa) und Synaptophysin (~38 kDa) detektiert.

PDE2a ist konstant in allen Fraktionen vorhanden. PDE9 ist weniger im LP2 vorhanden als in anderen
Fraktionen. Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Wildtyp- und Gooe” - Mausen.

Die Abbildung ist repréasentativ fiir zwei verschiedene Immunoblotanalysen (n=2). Die Graphik zeigt die gemittelte Darstellung
aus beiden Experimenten.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass vor allem die Phosphodiesterase 2 im Gehirn
an der Regulation des cGMP Spiegels beteiligt ist. Auch ist eine vorlbergehende
Assoziation dieser Phosphodiesterase an die Vesikeln wahrscheinlich, da sie, im Gegensatz
zur Phosphodiesterasde 9, auch in der aufgereinigten vesikelreichen Fraktion zu finden ist.

AbschlieBende Versuche an SLO-permeabilisierte Synaptosomen konnten zeigen, dass
sowohl der sGC-Aktivator BAY 41-2272 und der PDE2-Inhibitor BAY 60-7550 durch eine
Erhdhung des cGMP-Spiegels zu einer Verminderung der Serotoninaufnahme in die Vesikel
fuhrt. Dieser Effekt konnte sowohl in den Wildtyp-Mausen als auch in den

Gao2-Deletionsmutanten gezeigt werden (s. Abb. 25).

Abbildung 25

Vergleich der Wirkung von cGMP, BAY 41-2272 und BAY 66-7550 auf die vesikulare
Serotoninaufnahme

A Permeabilisierte Synaptosomen von Wildtyp- und Gaoz”- Mausen wurden mit dem sGC-Aktivator (BAY
41-2272) und dem PDE2-Inhibitor (Bay 66-7550) inkubiert und ihre Wirkung auf die vesikulare
Serotoninaufnahme im Hinblick auf Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen untersucht.
GMP-P(NH)P wurde in diesem Fall als interne Kontrolle benutzt. Es zeigt sich kein Unterschied zwischen
Wildtyp- und Gaioz”- Mausen.

B Gezeigt ist hier die prozentuale Inhibition der verschiedenen Substanzen in Bezug auf den jeweiligen
Kontrollwert.

Die Graphiken zeigen eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6) und
der Standartabweichung (SD). Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,03
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3.2 Regulation von VMAT2 durch Gyq in humanen Thrombozyten

In Thrombozyten der Maus wird VMAT2 nicht wie in den Vesikeln des Gehirns durch die

G-Proteinuntereinheit G2, sondern durch G, reguliert. Verschiedene Arbeitsgruppen

konnten unabhangig voneinander zeigen, dass als Speicherstatte fir Serotonin in humanen

Thrombozyten die ,dense bodies® dienen (Wurzinger, 1990; Morgenstern, 1995; Héltje et al.,

2003).

In einer Immunoblotanalyse gereinigter humaner Thrombozyten konnten sowohl die

Gg-Untereinheit, sowie der VMAT2 nachgewiesen werden (s. Abb. 26).

Die Ggo-Untereinheiten sowie der VMAT1 konnte wie erwartet nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 26

Immunoblotanalyse von humanen
Thrombozyten

Gewaschene Thrombozyten wurden via SDS-
Page (10%) und Immunreplikaanalyse
dargestellt (10 pg Protein/Spur). AnschlieBend
wurde mit den spezifischen Antikdrpern gegen
VMAT2 (~60 kDa) und Gy (~40 kDa)
dedektiert.

Die  Graphik st reprasentativ. fir  drei
Einzelexperimente.

Die Haltbarkeit der humanen Thrombozyten wurde von der Blutbank mit ca. finf Tagen bei

22°C angegeben was auch in Bezug auf die vesikuldre Serotoninaufnahme und die
Hemmung durch GMP-P(NH)P bestétigt werden konnte (s. Abb. 27).

Abbildung 27

Haltbarkeit von humanen Thrombozyten

Es wurden an verschiedenen Tagen Streptolysin-O
permeabilisierte Thrombozyten einer Charge mit
und ohne 10 uM GMP-P(NH)P inkubiert.

Es konnte gezeigt werden, dass sich
Thrombozyten bis zum vierten Tag nach der
Praparation fir eine Transmitteraufnahme eignen.
Die unspezifische Serotoninaufnahme (Reserpin)
wurde mit Reserpin ermittelt und von den
dargestellten Werten subtrahiert.

Die Graphiken zeigen eine gemittelte Darstellung aus je
drei individuellen Proben je Wert (n=3) und der
Standartabweichung (SD). Der Student’s t-Test ergab
eine Sianifikanz * p<0.03

Somit wurden flr die folgenden Versuche bis zu drei Tage alte Thrombozyten eingesetzt.
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3.2.1 G-Protein vermittelte VMAT Regulation

Zunéchst sollte untersucht werden, ob auch in humanen Thrombozyten G-Proteinaktivierung
zu einer VMAT2-Hemmung fuhrt. Hierzu wurden SLO-permeabilisierte Thrombozyten mit
verschiedenen Konzentrationen an GMP-P(NH)P (2, 10, 50, 100 puM) inkubiert und die
Serotoninaufnahme gemessen. Es zeigte sich schon bei 20 uM GMP-P(NH)P eine fast
100%ige Hemmung der Neurotransmitteraufnahme (s. Abb. 28).

Abbildung 28

Regulation der vesikuldren Serotoninaufnahme durch das schwer-hydrolisierbare GTP-Analogon
GMP-P(NH)P in menschlichen Thrombozyten

Durch Streptolysin O permeabilisierte Thrombozyten wurden mit 40 nM [°H] Serotonin (Kontrolle) sowie
GMP-P(NH)P inkubiert. Dargestellt ist die durch GMP-P(NH)P vermittelte Hemmung.

In Thrombozyten fiihren schon 10 pM GMP-P(NH)P zu einer maximalen Hemmung der vesikularen
Neurotransmitteraufnahme.

Die Graphiken zeigen eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6)
und der Standartabweichung (SD).

3.2.2 Nachgeschaltete Signaltransduktionswege

Analog zu den Untersuchungen an synaptischen Vesikeln (s. Kapitel 3.1.5) sollte auch in
den Thrombozyten der Effekt der sekundaren Botenstoffe cAMP und cGMP untersucht
werden. Uberraschender Weise konnte hier ein anderer Regulationsweg gezeigt werden.
Die Inkubation permeabilisierter Thrombozyten mit cAMP bzw. cGMP hatte keinen Einfluss
auf die Serotoninaufnahme. Jedoch zeigte sich nach gleichzeitiger Inkubation von
GMP-P(NH)P mit cAMP bzw. cGMP eine Aufhebung der GMP-P(NH)P vermittelten
Hemmung. (s. Abb. 29). Dieser Effekt war bei der Inkubation mit cGMP starker ausgepragt,
was auch hier auf einen maBgeblich durch cGMP regulierten Prozess schlieBen lasst.
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Abbildung 29

EinfluB von cGMP und cAMP auf die vesikulédre Serotoninaufnahme in Thrombozyten

A Eine Inkubation von SLO-permeabilisierten Thrombozyten mit cAMP und cGMP zeigte keine Veranderung in
der Aufnahme von Serotonin durch die Vesikel

B In Kombination mit dem schwer-hydrolisierbaren GTP Analogon GMP-P(NH)P zeigte sich jedoch eine

Aufhebung der durch GMP-P(NH)P induzierten Hemmung. Dieser Effekt war besonders bei der Kombination
mit cGMP deutlich.

Die Graphiken zeigen eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6) und
der Standartabweichung (SD). Der Studend’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,02

Dies konnte durch eine Konzentrationsabhangigkeit von cAMP und cGMP bestatigt werden.
Hier wurden permeabilisiete Thrombozyten bei einer konstanten GMP-P(NH)P
Konzentration von 20 uM mit verschieden Konzentrationen an cAMP bzw. cGMP inkubiert
und das Ergebnis als Aufhebung der GMP-P(NH)P vermittelten Hemmung dargestellt
(s. Abb. 30).

Abbildung 30

Konzentrationsabhéngige Aufhebung der GMP-P(NH)P induzierten Hemmung durch cAMP und cGMP
Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Aufhebung der GMP-P(NH)P induzierten Hemmung
maBgeblich um einen durch cGMP induzierten Effekt handelt. So liegt die maximale Aufhebung der
Hemmung bei 1mM cGMP bei ~40%. Die eingesetzte GMP-P(NH)P Konzentration liegt bei allen Werten bei
20 puM.

Die Graphiken zweigen eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6)
und der Standartabweichung (SD).
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3.3 Die Phospholipase C- die gemeinsame Endstrecke?

Sowohl im ZNS und als auch in den Thrombozyten wird Serotonin durch den VMAT2 in
Vesikel transportiert. Des Weiteren wird die Monaminaufnahme in beiden Sytemen durch
G-Proteinaktivierung reguliert. Somit sollte es auch neben den herausgestellten
Unterschieden in der Regulation der Monoaminaufnahme auch Gemeinsamkeiten geben.

Im ZNS konnten durch Schmidt et al. (Schmidt et al., 2001) einer neuer
Signaltransduktionsweg Uber die Phospholipase C-f sowie cAMP und die Rap GTPase
gezeigt werden. Auch spielt die Phospholipase C in der Plattchenaggregation eine groBe
Rolle (Saeed et al., 2004).

In den folgenden Versuchen sollte untersucht werden, ob die Phospholipase C als
gemeinsame Endstrecke in der Regulation der Monoaminaufnahme im ZNS und in den
,dense bodies® in Thrombozyten in Frage kommit.

Zuerst wurden Versuche an permeabilisierten Synaptosomen durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass der PLC-Inhibitor U-73122 in Wildtyp- sowie in Goo,”- Mausen zu einer
dosisabhangigen Abnahme der Serotoninaufnahme flihrte. Des Weiteren hatte der
PLC-Aktivator m-3m3FBS keinen Effekt auf die Neurotransmitteraufnahme (s. Abb. 31).

Abbildung 31

Regulation der vesikuldren Serotoninaufnahme durch die Phospholipase C

A Permeabilisierte Synaptosomen wurden mit dem PLC-Inhibitor U-73122 und dem PLC-Aktivator m-
3m3FBS inkubiert und ihre Wirkung auf die vesikuléare Serotoninaufnahme untersucht.

Es zeigte sich, dass U-73122 zu einer Inhibition der Transmitteraufnahme flihrte. Wohin gegen der
Aktivator keinen Effekt zeigte.

B Eine synaptische Vesikelpraparation aus Wildtyp- und Goaoz - Mausen wurde mit U-73122 inkubiert
eventuelle Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen zu untersuchen. Es zeigte sich kein
Unterschied.

Die Graphiken zeigen eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert
(n=6) und der Standartabweichung (SD). Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,02.
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In einem weiteren Schritt wurde eine Dosisabhéngigkeit des PLC-Aktivators und -Inhibitors
in verschiedenen Konzentrationen (0,3; 1,1; 3,3; 10 uM) durchgefihrt (s. Abb. 32).

Abbildung 32

Dosisabhéngigkeit des PLC —Inhibitors U-73122 und -Aktivators m-3m3FBS in SLO permeabilisierten
Synaptosomen

Der PLC Inhibitor U-73122 fiihrte bei 10 uM zu einer fast 100%igen Inhibition der Neurotransmitter-
aufnahme. Der Aktivator zeigte bis zu einer Konzentration von 3,3 uM keinen Effekt.

Die Graphik zeigt eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je drei individuellen Proben je Wert (n=6) und der
Standartabweichung (SD).

Durch diesen Versuch konnte bestatigt werden, dass durch den PLC-Inhibitor U-73122 die
Serotoninaufnahme dosisabhangig gehemmt werden konnte. Eine vollstdndige Hemmung
war schon mit ca. 3 pM Inhibitor méglich. In hohen Konzentrationen zeigte Uberraschender
Weise auch der PLC-Aktivator, welcher fir die Isoformen B2, B3, y1, y2, 81 spezifisch ist
(Bae et al., 2003), einen Effekt auf die Serotoninaufnahme.

Warum auch der PLC-Aktivator einen inhibierenden Effekt auf die Serotoninaufnahme hatte
konnte nicht geklart werden. Des Weiteren war es nicht mdglich die durch U-73122
ausgeléste Inhibition durch Zugabe des Aktivators wieder aufzuheben. Dies kénnte durch
folgende Ansatze erklart werden: Zum einen kénnten der Aktivator und der Inhibitor am
Enzym verschiedene Angriffstellen haben, welche nur ohne eine zuvor erfolgte Bindung des
Gegenspielers zur Verfigung steht. Zum anderen kdnnte es sich beim Aktivator um einen
partiellen Agonisten handeln.
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Ergebnisse

Nachdem der Einfluss des PLC-Inhibitors und des -Aktivators in Synaptosomen gezeigt
wurde, wurden auch Versuche an SLO-permeabilisierten Thrombozyten durchgefiihrt. Es
zeigte sich, dass der PLC-Inhibitor U-73122 auch in Thrombozyten zu einer

dosisabhangigen Hemmung der Serotoninaufnahme fiihrt (s. Abb. 33).

Abbildung 33

EinfluB des PLC-Inhibitors U-73122 in Thrombozyten
Permeabilisierte  Thrombozyten wurden mit U-73122 in
verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Auch hier zeigte sich eine
Verminderung der Neurotransmitteraufnahme.

Die Graphik zeigt eine gemittelte Darstellung aus je zwei Versuchen mit je

drei individuellen Proben je Wert (n=6) und der Standartabweichung (SD).
Der Student’s t-Test ergab eine Signifikanz * p<0,02

Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dass in der Regulation des VMAT2 durch das
G-Protein sowohl in den Vesikeln des Gehirns als auch in Thrombozyten die

Phospholipase C eine wichtige Rolle spielt.
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