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Um Einblicke in die weitgehend ungeklérte physiologische Funktion von EBAGY9 zu erhalten,
sollten im Rahmen dieser Doktorarbeit EBAG9-interagierende Proteine isoliert werden. Durch die
Identifizierung von Snapin, einem modulatorischen Molekiil im Rahmen der Ca®’-regulierten
Exozytose in neuronalen und chromaffinen Zellen, konnte EBAGY9 in einen funktionellen
Zusammenhang mit Vesikelkreisldufen in eukaryotischen Zellen gebracht werden. Die
physiologische Relevanz von EBAG9 wurde anschlieBend in Uberexpressionsmodellen in vitro und
im Kontext des Gesamtorganismus durch die konstitutive Deletion von EBAGY in der Maus

analysiert.

5.1 Charakterisierung der Snapin-EBAG9-Assoziation

Snapin wurde als starkster Interaktionspartner von EBAG9 im Hefe-2-Hybrid-System identifiziert.
Die direkte und spezifische Interaktion von EBAG9 mit Snapin konnte im Hefesystem und mit
Hilfe von verschiedenen GST-Bindungsstudien und Koimmunprézipitationsexperimenten verifiziert
werden (Tab. 4.1 und 4.2; Abb. 4.2, 4.3, 4.4 und 4.5). Bei den gewdhlten experimentellen
Bedingungen gingen EBAG9 und auch Snapin keine artifiziellen Assoziationen mit unrelevanten
Proteinen ein, was fiir die Spezifitdit der EBAG9-Snapin-Interaktion spricht. Die Gelfiltration von
PC12-Zellextrakten zeigte, dal EBAG9 und Snapin in Proteinkomplexen mit einem hohen
Molekulargewicht (> 440 kD) vorkommen (Abb. 4.6), was die Vermutung nahelegt, dal EBAG9
und Snapin auch in vivo eine Interaktion eingehen. Zusétzlich lag Snapin in einem 66-98 kD-groflen
Proteinkomplex vor und konnte die Assoziation von Snapin mit monomeren (= 60-100 kD) bzw.
oligomeren (> 230 kD) SNARE-Komplexen widerspiegeln (Brunger 2001; Kubista et al., 2004;
Lawrence und Dolly 2002a; Lawrence und Dolly 2002b; Tokumaru et al., 2001). Das Elutionsprofil
von Snapin steht dabei im Einklang mit Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe, die die
Kofraktionierung von Snapin mit dem BLOC-1-Komplex (biogenesis of lysosome-related organelle
complex-1) in einem GréBenbereich von 600 kD beobachten konnte (Starcevic und Dell'Angelica
2004). Ein in vivo-Nachweis der EBAG9-Snapin-Assoziation durch die Koimmunprézipitation
beider Proteine aus nativen Geweben konnte aus technischen Griinden leider nicht gefiihrt werden,
da weder das endogen exprimierte EBAG9-Molekiil noch das Snapinprotein mit den zurzeit
erhéltlichen Antikorpern effizient immunprézipitiert werden konnen (Daten nicht gezeigt).

Die GST-Bindungsstudien sowie die Koimmunprézipitationsexperimente beider Proteine aus

HEK293-Zellen (Abb. 4.3, 4.5, 4.7 und 4.8) deuteten auf eine transiente Interaktion hin. Die
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Quantifizierung der EBAGY9-Snapin-Komplexe im Vergleich zu der im Zellysat vorhandenen
Gesamtmenge beider Proteine zeigte, dal3 ca. 8% der Proteine im Komplex vorliegen (Riider et al.,
2005). Dieser Prozentsatz korreliert mit der Anzahl der fusionskompetenten SNARE-Komplexe in
neuronalen Zellen (4 - 5%), und konnte die Rolle von Snapin im spéten Verlauf der Neuroexozytose
nach Ausbildung des SDS-resistenten, exozytosekompetenten SNARE-Komplexes reflektieren
(Chheda et al., 2001; Ilardi et al., 1999; Matveeva et al., 2001; Thakur et al., 2004). Werden
EBAGY9 und Snapin dagegen im zellfreien System (Retikulozytenlysat) translatiert, deuten die
Kompetitionsexperimente mit SNAP25 und SNAP23 auf eine 1:1-Stochiometrie fiir die EBAG9-
Snapin-Assoziation hin (Abb. 4.23). Die Diskrepanz zwischen GST-Pull-down- bzw.
Koimmunprézipitationsexperimenten und den Resultaten unter Verwendung von in vitro
translatiertem EBAG9 und Snapin konnte mehrere Griinde haben: (1) Rekombinante Proteine
entsprechen in ihrer Konformation nicht zwangsldufig dem nativen Zustand und dieser Umstand
konnte zur verminderten Bindungsféhigkeit fithren. (2) Proteine mit geringer Abundanz kénnen aus
kinetischen Griinden in Pull-down- oder Koimmunprézipitationsexperimenten nicht effizient
gebunden werden. (3) Auch konnen Komplexe mit anderen Proteine, die bereits in der Zelle
vorliegen, die Menge des frei verfiigbaren Interaktionspartners deutlich herabsetzen. Gleiches gilt
fiir artifiziell entstehende Komplexe, die wihrend der Zellsolubilisierung enstehen. In den
Kompetitionsexperimenten wurden EBAG9 und Snapin in Retikulozytenlysat translatiert, welches
eukaryotische Bedingungen fiir Proteintranslation, -faltung, Signalpeptidabspaltung sowie N-
Glykosylierungen liefert und damit ein natives Milieu fiir die Analyse von Protein-Protein-
Interaktionen darstellt. Ein bedeutender Vorteil bei der Verwendung dieses zellfreien Systems ist
aber, daf} storende Einfliisse durch andere Proteine auf Protein-Protein-Assoziationen vermieden
werden. Dieser Umstand ist moglicherweise die Ursache fiir die sehr unterschiedlichen Ergebnisse
bei der Ermittlung der Stochiometrie der EBAG9-Snapin-Assoziation.

Die Analyse der subzelluldren Verteilung von EBAGY und Snapin in HEK293-Zellen zeigte, da3
Snapin vorwiegend im Zytosol lokalisiert ist, aber zudem mit EBAG9 partiell an perinukledren
Membranen im Golgi-Apparat kolokalisiert (Abb. 4.11). Dies ist ein weiterer Hinweis fiir eine in
vivo-Assoziation von EBAG9 und Snapin. Da die Kolokalisation der membranassoziierten
Population der Snapinmolekiile mit dem Golgi-Markerprotein P1,4-Galaktosyltransferase und
EBAGY9 aber nur partieller Natur ist, kann spekuliert werden, daB3 Snapin noch in anderen
Zellorganellen, wie beispielsweise Endosomen, Lysosomen oder dem ER lokalisiert ist. Diese

Resultate bestdtigen die Beobachtungen von Buxton et al. (2003) und Vites et al. (2004), daf} die
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Lokalisation von Snapin nicht auf synaptische Vesikel beschréinkt ist, wie es urspriinglich publiziert
wurde (Ilardi et al., 1999).

Die Assoziation von Snapin mit dem Membranpool kann durch Waschen mit 1 M Harnstoff oder
1 M Natriumchlorid aufgehoben werden, was darauf hinweist, da3 Snapin iiber andere Proteine und
nicht iiber eine putative Transmembrandomidne am N-Terminus an die Membran gebunden ist
(Buxton et al., 2003; Ilardi et al., 1999). Diese These stimmt mit der Beobachtung tiberein, daf}
Snapin iiber posttranslationale Mechanismen zu mikrosomalen Membranen rekrutiert wird (Abb.

4.12).

5.2 EBAGY ist Uber Palmitinsaurereste peripher an Membranen assoziiert

Die essentiellen Proteinbereiche fiir die EBAG9-Snapin-Assoziation konnten durch Deletions-
analysen bestimmt werden. Dabei zeigte sich, da3 die putative Transmembrandoméne (AS 8-27)
von EBAG9 mit der N-terminalen coiled-coil-Doméne (H1) von Snapin interagiert (Abb. 4.7 und
4.8). EBAGY konkurriert damit also nicht mit SNAP25 oder SNAP23 um denselben
Aminosédurebereich im Snapin-Molekiil, da beide t-SNAREs jeweils an die C-terminale helikale
Doméne (H2) von Snapin binden (Buxton et al., 2003; Ilardi et al., 1999). Obwohl kiirzlich gezeigt
werden konnte, da3 Synaptotagmin I mit seiner Transmembrandoméne direkt an die coiled-coil-
Doméne von VAMP2 bindet (Fukuda 2002), ist eine Protein-Protein-Assoziation iiber eine
Transmembrandoméne und eine coiled-coil-Doméne sehr selten. Daher wurde iberpriift, ob der fiir
die Membranverankerung von EBAG9 verantwortliche Aminoséureabschnitt (AS 8-27) eine

membrandurchspannende Doméne ist oder alternativ eine periphere Membranassoziation des

EBAG9-Molekiils gewihrleistet (Abb. 5.1).

Lumen
- NH3‘
as17 |
Zytosol b
AS 28-213
coo
“Typ Ill TM-Protein” ? oder “Peripheres Membranprotein” ?

Abb. 5.1 Membrantopologie von EBAG9
Mogliche Membranorientierung des EBAG9-Proteins (nach Engelsberg et al., 2003). TM, Transmembran.
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Eine zytosolorientierte, periphere Membranassoziation konnte dabei {iber eine hydrophobe
Modifizierung mit Fettsduren erfolgen. Die verschiedene Formen der hydrophoben
Proteinmodifikationen umfassen die Myristylierung, Isoprenylierung und S-Acylierung (Magee und
Courtneidge 1985; Wilcox et al., 1987). Die Protein-S-Acylierung, die nach der am haufigsten in
dieser Verkniipfung vorkommenden Fettsdure auch Palmitylierung genannt wird, ist einzigartig
unter den hydrophoben Lipidmodifikationen von Proteinen, da sie reversibel ist und dadurch das
Potential hat, regulierbar zu sein (Mumby 1997). Die Prenylierung und auch die Myristylierung
sind dagegen irreversibel. Wiahrend die Myristylierung durch kovalente Verkniipfung iiber
Amidbindungen an N-terminale Glycinreste und die Prenylierung iiber eine stabile
Thioetherbindung an Cysteinreste erfolgt, ist die Palmitinsdure kovalent {iber Thioesterbindungen
mit Cysteinresten in der Polypeptidkette verkniipft. Durch Behandlung mit Hydroxylamin bei
neutralem pH kann die iiber eine Thioesterbindung verkniipfte Fettsdure abgespalten werden. Die
sehr selten vorkommende Oxyesterbindung der Palmitinsdure mit Serinen und Threoninen kann
dagegen nicht durch Hydroxylamin entfernt werden (Magee et al., 1984). Die metabolische
Markierung mit [*H]-markierter Palmitinsdure sowie die Analyse der subzelluliren Lokalisation
einer Cystein-defizienten EBAG9-Mutante zeigte, dafl die drei Cysteinreste (Position 12, 14 und
27) im EBAG9-Molekiil essentiell fiir die Membranassoziation von EBAGY sind (Abb. 4.9 und
4.10). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dal EBAG9 kein Transmembranprotein ist, sondern
als palmityliertes Protein peripher in Membranen verankert ist. Es ist allerdings nicht
auszuschlieBen, daf die Isoprenylierung von einzelnen Cysteinresten zusdtzlich zur
Membranverankerung von EBAG9 beitragen konnte. Diese periphere Membrantopologie des
EBAGOY-Proteins wiirde eine strukturelle Erleichterung fiir die EBAG9-Assoziation mit der N-

terminalen coiled-coil-Doméne von Snapin gewéhrleisten.

5.3 EBAG9 unterliegt einer dynamischen Umverteilung in neuroendokrinen

Zellen

Ein detailliertes Wissen 1iber die subzellulire Lokalisation von Proteinen ist eine
Grundvoraussetzung, um Hypothesen tliber die Funktion dieses Proteins zu formulieren. Da Snapin
eine regulatorische Funktion im Rahmen der Ca*'-regulierten Exozytose von SSV und LDCV
einnimmt, wurde die subzelluldre Lokalisation von EBAGY in der neuroendokrinen Zellinie PC12
untersucht, die als Modellsystem fiir Ca*-abhéngige Freisetzung von LDCV akzeptiert ist. Die
Zugabe von NGF und die damit einhergehende Differenzierung der PCI12-Zellen von

proliferierenden in post-mitotische, neuritische Zellen (Greene und Tischler 1976) fiihrte zu einer
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Umverteilung von EBAGY9 von perinukledren Membranen hin zu vesikuldren Strukturen in den
Neuriten und nahe der Plasmamembran, wo EBAGY9 mit den sekretorischen Vesikelmarkern von
SSV und LDCV (Synaptophysin und VAMP2) kolokalisierte (Abb. 4.13 und 4.14). Eine derart
dynamische Umverteilung eines Proteins im Verlauf der neuronalen Differenzierung ist sehr selten.
In diesem Zusammenhang konnen nur Lokalisationstudien von Synaptotagmin IV (Syt IV) und Hrs
(hepatocyte growth factor-regulated kinase substrate) herangezogen werden (Fukuda et al., 2003;
Kwong et al., 2000). Beide Proteine sind regulatorische Molekiile der Exozytose von LDCV in
PC12-Zellen und werden wie EBAGY9 durch die NGF-induzierte Differenzierung von
intrazelluldren Kompartimenten hin zu sekretorischen Vesikeln sortiert. Am besten untersucht ist
der Transport von Syt IV. Syt IV wird in PC12-Zellen nach der Translation im ER zundchst zum
Golgi-Apparat transportiert und dort festgehalten. Erst die NGF-induzierte Differenzierung der
Zellen fiihrt zu einer Umverteilung von Syt IV hin zu fusionskompetenten LDCV (Fukuda et al.,
2003; Fukuda und Yamamoto 2004; Ibata et al., 2000).

Wie konnte die Umverteilung von EBAGY9 im Verlauf der Differenzierung von PC12-Zellen
reguliert sein? NGF gehort zusammen mit BDNF (brain derived neurotrophic factor), NT-3
(Neurotrophin-3), NT-4 und NT-5 zur Familie der Neurotrophine (Nervenwachstumsfaktoren).
Diese spielen bei der Embryonalentwicklung und der Regulation von postembryonalen
Differenzierungs- und Reparaturmechanismen des zentralen und peripheren Nervensystems eine
entscheidende Rolle. Bevorzugter Rezeptor fiir NGF ist die Rezeptortyrosinkinase TrkA (Huang
und Reichardt 2003). Nach Bindung von NGF dimerisieren die Trk-Rezeptoren, wodurch sie sich
gegenseitig an mehreren Tyrosinen in der intrazelluliren Doméne phosphorylieren. Diese
Phosphotyrosine dienen dann als Anker fiir eine Reihe intrazelluldrer Signalproteine. Die Bindung
von NGF an TrkA fiihrt dabei zur Aktivierung einer Reihe kleiner G-Proteine, wie Ras, Raf sowie
Mitgliedern der Cdc-42-Rac-Rho-Familie. Weiterhin induziert die Ligand-Rezeptor-Interaktion
aber auch Signalwege, bei denen ERK/MAP-Kinasen, Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase)
und der Phosopholipase Cy einbezogen sind.

Proteinphosphorylierungen stellen einen entscheidenden Mechanismus der Zelle dar,
Stoffwechselwege genau zu regulieren (Graves und Krebs 1999). Auch bei der Regulation der
synaptischen Transmission und allgemein der Exozytose hat die Phosphorylierung von SNARE-
Molekiilen und anderer regulatorischer Molekiile eine essentielle Rolle, wie es u.a. Untersuchungen
zur Phosphorylierung von Synaptotagmin, Rabphilin 3A, VAMP, Syntaxin, SNAP25 und SNAP23
gezeigt haben (Bennett et al., 1993; Cabaniols et al., 1999; Fykse et al., 1995; Nagy et al., 2004,
Nielander et al., 1995; Risinger und Bennett 1999). Da die durch NGF-induzierte Signalkaskade zur
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Aktivierung einer Vielzahl von Proteinkinasen (u.a. PKA und PKC) fiihrt und EBAG9 als Substrat
der PKA, PKC und CK II identifiziert werden konnte (Abb. 4.22; Daten nicht gezeigt), wire eine
Regulation der EBAG9-Lokalisation iiber Phosphorylierung denkbar. Einen solchen Einflufl der
Phosphorylierung auf die subzellulire Lokalisation wurde auch fiir Syt IV, SNAP2S5, den
Acetylcholintransporter oder Synaptotagmin IX beschrieben (Fukuda und Yamamoto 2004;
Haberman et al., 2005; Kataoka et al., 2000; Krantz et al., 2000). Da der Austritt von Proteinen aus
dem Golgi-Apparat und allgemein der anterograde Transportweg vom ER zur Plasmamembran
durch die posttranslationale Anheftung von Palmitinséureresten reguliert wird, konnte alternativ die
dynamische, reversible Palmitylierung von einzelnen Cysteinresten im EBAG9-Molekiil die
Sortierung hin zu sekretorischen Vesikeln induzieren (Apolloni et al., 2000; Bijlmakers und Marsh
2003; Choy et al., 1999; Kanaani et al., 2004; Qanbar und Bouvier 2003).

Da NGF auch auf nicht-neuronale Zellen wirkt, im besonderen auf Zellen des hdmatopoetischen
Systems, wie Mastzellen und Lymphozyten, wire die Analyse der subzelluldren Verteilung von
EBAGY in diesen Zelltypen von besonderem Interesse (Levi-Montalcini et al., 1995; Levi-
Montalcini et al., 1996; Vega et al., 2003).

5.4 EBAGY ist ein spezifischer Regulator der LDCV-Exozytose

Die Identifikation von Snapin als Interaktionspartner von EBAG9 und die vesikuldre Lokalisation
von EBAGY in differenzierten PC12-Zellen legte eine Rolle von EBAGY bei der Regulierten
Membranfusion nahe. In der Tat fiihrte die Uberexpression von EBAGY zu einer deutlichen
Verringerung der Exozytoserate von NPY und Norepinephrin in PCI12-Zellen unter
depolarisierenden Bedingungen (Abb. 4.15 und 4.16). Auch die Verwendung eines Fragmentes von
EBAG?Y, das nur die Snapin-Bindedomine beinhaltet (AS 1-30), war in der Lage, die Exozytose
von LDCV in PCI12-Zellen zu inhibieren. Wahrscheinlich konkurriert bei diesem dominant-
negativen Ansatz dieses EBAG9-Fragment mit dem endogenen EBAG9-Protein um die Bindung an
Snapin. Bei Koexpression von Snapin erlangt die Exozytose das urspriingliche Niveau zuriick und
1aBt damit vermuten, daf die inhibitorische Wirkung von EBAGY auf die Exozytose von LDCV
alleine durch die Assoziation mit Snapin vermittelt wird.

Obwohl die Rolle von Snapin im Rahmen der synaptischen Vesikelexozytose noch nicht
vollstandig aufgeklart ist (s.a. Kap. 1.8.5)(Chheda et al., 2001; Ilardi et al., 1999; Thakur et al.,
2004), wire eine inhibitorische Rolle bei der Freisetzung von SSV in hippokampalen Neuronen sehr
wahrscheinlich. Unerwarteterweise hatte die Uberexpression von EBAGY9 in exzitatorischen/

glutamergen, hippokampalen Neuronen keinen Effekt auf die basalen Parameter der synaptischen
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Transmission (Riider et al., 2005). Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden dabei in
Kooperation mit Ignacio Delgado-Martinez (Abteilung Membranbiophysik, Max-Planck-Institut fiir
Biophysikalische Chemie, Gottingen) durchgefiihrt. Weder die EPSC-Amplitude noch die Grofle
des akut freisetzbaren Vesikelpools (RRP) oder die Depressionsrate der EPSC-Amplituden bei
hochfrequenter, repetitiver Stimulierung waren in EBAGY9-iiberexprimierenden hippokampalen
Neuronen statistisch signifikant verdndert (Riider et al., 2005).

Zwar gleichen sich die Mechanismen der Exozytose von SSV und LDCV in vielen Aspekten, wie
etwa der involvierten SNARE-Proteine SNAP25, VAMP2 und Syntaxin2 sowie der Ca'-
Sensorfamilie der Synaptotagmine, sind aber aufgrund spezifischer regulatorischer Proteine in
einigen wesentlichen Aspekten sehr unterschiedlich (Burgoyne und Morgan 2003; Geppert und
Stidhof 1998; Martin 2003; Rettig und Neher 2002). So unterscheiden sich die beiden Vesikeltypen
in Morphologie, Ca**-Sensitivitit sowie verschiedenen luminalen und Membranproteinen. Auch ist
die Kinetik der Vesikelfreisetzung verschieden. Wahrend SSV innerhalb von Millisekunden nach
Ca”*-Einstrom mit der Plasmamembran fusionieren, ist die Kinetik der LDCV-Exozytose um den
Faktor 10-20.000x langsamer. Ein weiterer fundamentaler Unterschied zwischen diesen beiden
Vesikelarten ist die Vesikelbiogenese und der ,,Recycling“-Transportweg. Obwohl der Ablauf der
Biogenese von SSV noch nicht in allen molekularen Einzelheiten aufgekldrt werden konnte, so
zeichnet sich dennoch ab, dal die Proteine der SSV das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) im
Zellkorper der Neuronen in sekretorischen Vesikeln des konstitutiven Weges verlassen und durch
einen schnellen axonalen Transport zur Synapse gelangen. Reife synaptische Vesikel werden dann
durch einige Zyklen konstitutiver Exozytose und ,Recycling“ durch ein endosomales
Kompartiment gebildet. Uber transmitterspezifische Vesikeltransporter werden dabei die
Neurotransmitter wie Acetylcholin, Glutamat oder GABA aktiv in das Lumen der Vesikel
transportiert. Nach Ende der Exozytose werden die SVV lokal in den Nervenendigungen (nerve
terminals) tiber ein endosomales Kompartiment regeneriert. Unreife LDCV hingegen knospen vom
TGN, wo sie auch mit ihrem Inhalt, Neuropeptiden oder modulatorischen biogenen Aminen beladen
werden. Nach der Ca*"-abhiingigen Fusion mit der Plasmamembran werden die LDCV
endosomenunabhingig iiber den Golgi-Apparat regeneriert (Hannah et al., 1999; Stidhof 2004).
Bisher konnten allerdings nur wenige Proteine identifiziert werden, welche selektiv im Rahmen des
Vesikelzyklus von LDCV oder SSV agieren. Eines der wenigen Beispiele ist das Regulatorprotein
CAPS-1, welches nur essentiell fiir das ,,priming” von LDCV ist und nicht von SSV (Berwin et al.,
1998; Grishanin et al., 2004; Tandon et al., 1998). Moglicherweise ist nun EBAG9 solch ein neues

Molekiil, welches eine spezifische Rolle im Verlauf des Vesikelzyklus von LDCV einnimmt. Um
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diese auBlerordentliche Spezifitit des EBAG9-Molekiils im Rahmen der Vesikelfreisetzung zu
iiberpriifen, wére es wichtig, elektrophysiologische Experimente in verschiedenen Hirnregionen
bzw. mit neuroendokrinen Zellen auf dem genetischen Hintergrund der EBAG9-Knockouts zu
wiederholen.

Die Féhigkeit von EBAGY, trunkierte O-Glykane in HEK293-Zellen zu generieren, 1483t vermuten,
daBB EBAGY eine allgemeinere Rolle im sekretorischen Transportweg haben konnte (Engelsberg et
al., 2003). Die korrekte Glykosylierung ist eine strukturelle Voraussetzung fiir die Proteinstabilitdt
und Aktivitdt einer groen Anzahl von Molekiilen und beeinflufit indirekt den Transport von
Proteinen zu ihrem jeweiligen Zellkompartiment (Hanover 2001; Rudd et al., 1995; Van den Steen
et al., 1998). Da allerdings sowohl die EBAG9-Uberexpression in Zellinien als auch die Deletion
des EBAG9-Molekiils in der Maus keinen ubiquitdren Einflufl auf die N- oder O-Glykosylierung
von Proteinen haben, scheint die modulatorische Aktivitit auf die O-Glykosylierung auf wenige
oder ein einziges, bisher nicht identifiziertes Protein- oder Lipidriickgrat beschrankt zu sein (Daten
nicht gezeigt; Abb. 4.17 und 4.18). Damit im Einklang stehen die Beobachtungen des
Vesikeltransports der schweren Kette der MHC Klasse [-Molekiile, von Cathepsin D sowie al-
Antitrypsin. Diese intrazelluldren, konstitutiven Transportwege konnten nicht durch die
Uberexpression von EBAG9 in Kurzzeit-Transportassays beeinfluBt werden (Abb. 4.17-4.19).
Vielmehr scheint die EBAGY9-vermittelte Inhibition der LDCV-Exozytose und die Generierung von
trunkierten O-Glykanen iiber unabhdngige Mechanismen, abhéngig vom Zelltyp zu erfolgen, da die
Uberexpression von EBAG9 in PCI12-Zellen nicht wie in Zellen ohne den regulierten
Exozytoseapparat (HEK293-, HeLa- und MCA-205-Zellen) zu einer Generierung der
tumorassoziierten O-Glykanantigene Tn und TF fiihrt (Daten nicht gezeigt; Engelsberg et al.,
2003). Diese Beobachtung konnte moglicherweise die Unterschiede der Organisation des
sekretorischen Stoffwechselweges zwischen Zelltypen, in denen regulierte und konstitutive
Exozytose koexistieren (PC12-Zellen), und solchen Zellen, die lediglich eine konstitutive
Exozytose aufweisen (HEK293-Zellen), widerspiegeln (Khvotchev et al., 2003).

Zusammengefallit deuten diese Befunde darauf hin, daB EBAGY im Rahmen der Vesikelexozytose
eine spezifische Rolle bei der Ca*"-abhingigen Freisetzung von LDCV hat. Die Freisetzung kleiner,
synaptischer Vesikel und die Vesikeltransportmaschinerie des konstitutiven Transportweges
scheinen dagegen nicht beeinfluflt zu sein. Die EBAG9-vermittelte Inhibition der LDCV-Sekretion
in PC12-Zellen 146t sich damit nicht auf einen unspezifischen Effekt der Proteiniiberexpression
zuriickfiihren, der beispielsweise die strukturelle oder funktionelle Integritidt des sekretorischen

Transportweges stort. Damit reiht sich EBAGY in eine Reihe von regulatorischen Proteinen im
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Rahmen der Regulierten Exozytose ein, wie den Synaptotagminen, Complexin, CSP (cystein spring

protein) und auch Snapin, die wie EBAGY kein Ortholog im Hefesystem haben (Littleton 2000).

5.5 Die molekularen Mechanismen der EBAGY9-Funktion im Rahmen der

Vesikelexozytose

Ein wichtiger Bestandteil der Regulation der synaptischen Aktivitit ist die Phosphorylierung einer
Vielzahl von Proteinen, die eine essentielle oder regulatorische Rolle im Rahmen des Transportes
und der Exozytose von sekretorischen Vesikeln einnehmen (Evans und Morgan 2003; Turner et al.,
1999). Es wurde vorgeschlagen, dafl die PKA-abhingige Phosphorylierung von Snapin an
Aminoséureposition 50 die Bindungsaffinitit der Snapin-SNAP25-Assoziation verstiarkt und in
einer erhohten Rekrutierung von Synaptotagmin I zum SNARE-Komplex resultiert (Chheda et al.,
2001). Die fundamentale Bedeutung der Snapin-Phosphorylierung zeigen auch die funktionellen
Befunde der Expression einer phosphomimetischen Mutante (S50D) in chromaftfinen Zellen, die zu
einer Steigerung des exozytotischen ,,burst”, also der Grof3e des RRP, fiihrt. Da aber die Kinetik der
langsamen, verzogerten Freisetzung (sustained component) durch die phosphomimetische Snapin-
Variante schneller ablauft, ist es unwahrscheinlich, dafl diese Effekte alleine auf einer verstirkten
Bindung von Synaptotagmin I zum neuronalen SNARE-Komplex beruhen (Chheda et al., 2001).
Synaptotagmin I nimmt eine exklusive Rolle bei der Ausreifung und Freisetzung sekretorischer
Vesikel des RRP-Pools ein (Geppert et al., 1994b; Voets et al., 2001), daher liegt eine Rolle fiir
Snapin in der Rekrutierung der putativen Ca®-Sensoren der verzdgerten Freisetzungsphase
(Synaptotagmin III, VII und IX) oder im ProzeB} des ,,Priming® nahe (Fukuda et al., 2004; Fukuda
et al., 2002b; Siidhof 2002; Sugita et al., 2002).

Die signifikante Herabsetzung (= 50%) der basalen Snapin-Phosphorylierung durch die transiente
Koexpression von EBAGY9 in HEK293-Zellen konnte eine mdgliche Erkldrung fiir die
inhibitorische Aktivitit des EBAG9-Molekiils im Prozel der LDCV-Membranfusion sein (Abb.
4.21). Die Reduktion der Phosphorylierung von Snapin durch EBAGY sollte in einer verminderten
Rekrutierung von Synaptotagmin zum synaptischen SNARE-Komplex resultieren (Chheda et al.,
2001). Unerwarteterweise konnte das basale Niveau der Snapin-Phoshorylierung nicht durch eine
Aktivierung der PKA durch Forskolin verstirkt werden. Obwohl im Snapin-Molekiil mehrere
potentielle PKC-Konsensussequenzen liegen, konnte die Snapin-Phosphorylierung auch nicht durch
Phorbolester erhoht werden. Auch die in vitro-Phoshorylierung von rekombinant exprimiertem
Snapin durch die PKA war sehr ineffizient (Abb. 4.22). Diese Diskrepanz zu Untersuchungen von

Chheda et al. (2001) kann vielfiltige Ursachen haben: zundchst wurde in der vorliegenden Arbeit
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nicht das cAMP-Analogon BIMP als Induktor genutzt, welches in vivo eine stirkere Aktivierung
der PKA als Forskolin induziert (Sandberg et al., 1991). Zum anderen wurden keine ,back-
phosphorylation“-Experimente durchgefiihrt. Der wohl entscheidende Unterschied aber ist, dafl im
Vergleich zu den vorherigen Untersuchungen nicht die Phosphorylierung des im nativen Gewebe
endogen exprimierten Snapin-Molekiils untersucht wurde. Die transiente Expression von Snapin in
der nicht-neuronalen Zellinie HEK293 spiegelt dabei moglicherweise nicht die physiologischen
Bedingungen wider und konnte die Phosphorylierungskapazitit der Zelle iiberfordern (Thakur et
al., 2004). Alternativ wire es denkbar, daf3 die Phosphorylierung in einer zelltypspezifischen Weise
reguliert ist und daher nicht in der nicht-neuronalen Zellinie HEK293 und der neuroendokrinen
PC12-Zellinie direkt vergleichbar ist.

Im Einklang mit der beobachteten Verringerung der Snapin-Phosphorylierung fiihrt die
Anwesenheit von EBAGY im zellfreien System, dem Retikulozytenlysat, zur funktionellen Stoérung
der Snapin-Bindung an seinen Interaktionspartner SNAP25 (Abb. 4.23). Die maximale Inhibition
der Snapin-SNAP25-Assoziation wurde dabei bei einem molaren Verhiltnis von 1:1 fiir EBAG9
und Snapin erreicht. Es ist nicht bekannt, ob das Retikulozytenlysat Kinasen enthilt und ob solche
Kinasen aktiv sind. Daher kann in diesem kompetitiven Bindungsexperiment unter Verwendung
von in Vitro translatierten Proteinen nicht eindeutig geklart werden, ob die Inhibition durch eine
Herabsetzung der Snapin-Phosphorylierung oder durch eine sterische Beeinflussung der Snapin-
SNAP25-Bindung durch EBAGY hervorgerufen wird. Gleichermaflen inhibiert EBAG9 auch die
Assoziation von Snapin mit dem ubiquitidren t-SNARE-Homolog SNAP23 und legt damit eine
Rolle fiir EBAGY und Snapin im Rahmen der Ca”"-abhingigen Vesikelexozytose in einer weitaus
grofleren Anzahl von Zelltypen nahe (s.a. Kap. 5.6).

Zusammengefaft 148t sich aus den in dieser Arbeit gewonnenen Daten die Funktion von EBAGY im
Rahmen der Ca’"-abhingigen Exozytose in neuroendokrinen Zellen durch folgendes Modell
beschreiben. Das Erreichen eines Aktionspotentials fithrt zur Depolarisation der présynaptischen
Plasmamembran und damit zu einem Offnen von spannungsabhingigen Ca’’-Kanilen. Der
Einstrom von extrazelluldren Ca**-Ionen in das Zytosol der Zelle ermdglicht die Bindung von Ca*'-
Tonen an das Ca’*-Sensormolekiil Synaptotagmin, wodurch Synaptotagmin an den synaptischen
SNARE-Komplex - bestehend aus SNAP25, Syntaxinl und VAMP2 — rekrutiert wird und durch die
Wechselwirkung mit Phospholipiden in die Plasmamembran eintaucht. Die Bindung von
Synaptotagmin an den SNARE-Komplex und an Phospholipide ist dabei unerléBlich fiir den finalen
Schritt der Vesikelfreisetzung, der die Ca*'-abhingige Membranfusion der akut freisetzbaren

Vesikel des RRP umfalit (Siidhof 2004; Tucker und Chapman 2002). Das SNARE-assoziierte
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Protein Snapin interagiert mit dem t-SNARE-Molekiil SNAP25 und verstirkt dadurch die

Rekrutierung von Synaptotagmin zum SNARE-Komplex (Ilardi et al.,

1999). Die Phosphorylierung

von Snapin erhoht die Affinitét der Interaktion zwischen Snapin und SNAP2S5, stabilisiert dadurch

zusitzlich den SNARE-Synaptotagmin-Komplex und fiihrt zu einer Vergroferung des RRP (Abb.

5.2A)(Chheda et al., 2001).

Synaptotagmin

“Ready-to-release”-Vesikel

A
LDCV
Snapin
Plasmamembran
B
LDCV
EBAG9

Synaptotagmin

Snapin
Plasmamembran

Abb. 5.2 Ein mégliches Modell fiir die Funktion von EBAGS9 in neuroendokrinen Zellen.
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Syntaxin
SNAP25

ca™

spannungsabhangiger
Ca-Kanal

L
= Nervenimpuls

. —

Die Uberexpression von EBAGO fiihrt zum einen zu einem reduzierten Phosphorylierungsgrad von

Snapin und zum anderen zu einer verminderten Bindung von Snapin an SNAP25. Folglich kann

eine reduzierte Rekrutierung von Synaptotagmin zum synaptischen SNARE-Komplex erwartet

werden, was zu einer verringerten Exozytoserate von LDCV in PC12-Zellen fiihrt (Abb. 5.2B). Ein

Teil der EBAGY9-Proteinpopulation ist in differenzierten PC12-Zellen peripher mit LDCV assoziiert

und wére damit prédestiniert, an diesem spdten Schritt des Vesikelzyklus einzugreifen. Alternativ
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wire es denkbar, daB3 der im perinukledren Golgi-Bereich befindliche Anteil der EBAG9-Molekiile
als Anker fiir Snapin fungiert und so die Verfiigbarkeit von Snapin fiir den Prozefl der
Membranfusion limitiert. Eine dritte Mdoglichkeit wire, dal der Golgi-Pool als Reservoirpool

fungiert und nur unter bestimmten Bedingungen zu sekretorischen Granula rekrutiert wird.

5.6 Ein Ausblick: Weitere mdgliche Funktionen von EBAG9 und Snapin

5.6.1 SNAP23- und SNAP25-abhéangige Fusionsprozesse

SNAP25 ist nicht nur Bestandteil des exozytoserelevanten SNARE-Komplexes in neuronalen und
chromaffinen Zellen, sondern auch in Zellen endokrinen Ursprungs, wie den Pankreas B-Inselzellen
(Sadoul et al., 1995). Da der molekulare Mechanismus der Ca®"-abhiingigen Freisetzung in p-Zellen
der synaptischen Exozytose in Bezug auf die involvierten SNAREs und der Schliisselrolle des Ca®-
Sensors Synaptotagmin gleicht, wire eine Funktion von EBAGY und Snapin in der Regulierten
Exozytose von Insulin aus den B-Inselzellgranula sehr wahrscheinlich.

Snapin geht nicht nur eine Assoziation mit dem neuronalen t-SNARE-Molekiil SNAP25 ein,
sondern auch mit dem ubiquitér exprimierten Homolog SNAP23 und kann einen terndren Komplex
mit Syntaxin4 und SNAP23 ausbilden (Buxton et al., 2003). SNAP23 ersetzt in einer Vielzahl
nicht-neuronaler Zellen sein Homolog SNAP25 als t-SNARE-Molekiil im SNARE-Komplex. Die
Ca” -regulierte Freisetzung von Effektor- oder Signalmolekiilen ist ein universeller Mechanismus
aller Zellen. Im Vergleich zur Exozytose von SSV und LDCV neuronaler oder chromaffiner Zellen
sind die zelluliren und molekularen Mechanismen der Exozytose in Zellen nicht-neuronalen
Ursprungs nicht in diesem Detail bekannt (Burgoyne und Morgan 2003). Die terndren SNARE-
Komplexe, bestehend aus SNAP23 und verschiedenen Isoformen der Synaptobrevin- und Syntaxin-
Familie, katalysieren die Ca*"-induzierte Exozytose sekretorischer Vesikel nach Erreichen eines fiir
jede Zellart spezifischen Stimulus: (1) die Vesikelfusion von konventionellen Lysosomen mit der
Plasmamembran in nicht-sekretorisch aktiven Zellen zur Membranregeneration nach einer
mechanischen Verwundung oder zur Abwehr einer Bakterieninfektion (Jaiswal et al., 2002; Roy et
al., 2004), (2) die Freisetzung von dense-core Vesikeln in Thrombozyten (Chen et al., 2000), (3)
die Ca2+-abhéingige Akrosom-Reaktion (Tomes et al., 2002), (4) die Exozytose in polarisierten
Epithelien (Huet et al., 2003; Li et al., 2002; Low et al., 1998), (5) Zymogenfreisetzung im
exokrinen Pankreas (Huang et al., 2001) und (6) die Freisetzung sekretorischer Lysosomen in

Zellen der hamatopoetischen Zellreihe. Zu den hdamatopoetischen Zelltypen zédhlen Mastzellen, T-
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und NK-Zellen sowie neutrophile Granulozyten (Das et al., 2004; Martin-Martin et al., 2000;
Vaidyanathan et al., 2001). Da EBAGY wie auch Snapin in einer grolen Anzahl von Zelltypen
exprimiert wird und EBAG9 die Assoziation von Snapin mit dem t-SNARE-Molekiil SNAP23
verhindert, wire fir EBAG9 eine ubiquitire Rolle im Rahmen der Ca*"-abhingigen Sekretion

denkbar.

5.6.2 Rezeptorexpression und cAMP-Signaling

Weitere beschriebene Interaktionen von Snapin, u.a. mit TRPV-1 (transient receptor potential
vanniloid-1) und Adenylatcyclase VI, deuten darauf hin, dal Snapin moglicherweise noch indirekte,
SNAP25-unabhingige Rollen in der Regulierten Exozytose einnehmen konnte. In einer Studie
konnte gezeigt werden, daBl Snapin die SNARE-abhdngige Plasmamembranexpression des
Vanilloidrezeptors (TRPV-1) reguliert. Dieser erfiillt die Funktion eines Kationenkanals fiir Ca®'-
und Mg”*"-Ionen und ist fiir die Wahrnehmung von hitze- oder entziindungsinduzierten Schmerzen
verantwortlich (Caterina et al., 1997; Nilius et al., 2004). Eine zentrale Rolle fiir die Regulation von
TRPV-1 nimmt die PKC ein. Die PKC hat dabei zwei Effekte auf die Aktivitdt von TRPV-1, zum
einen sensitiviert die PKC-abhédngige Phosphorylierung den Rezeptor und zum anderen verstarkt
die PKC die Exozytose von TRPV-1. Die Uberexpression von Snapin fiihrt teilweise zur
Aufhebung der PKC-Wirkung auf den Vanilloidrezeptor und somit indirekt zur verringerten
Zelloberflachenexpression des Rezeptors (Morenilla-Palao et al., 2004). Dabei erscheint Snapin in
diesen Versuchen als ebenso potenter Blocker wie Botulinusneurotoxin A. Somit konnte Snapin
auch ein Teil der Signaltransduktionskaskade sein, die zur PKC-abhidngigen Aktivierung der
SNARE-regulierten Exozytose fiihrt.

Damit im Einklang stehen Beobachtungen einer anderen Arbeitsgruppe, die zeigen, dal3 Snapin
zwar spezifisch die Inhibition der Adenylatcyclase VI durch PKC moduliert, jedoch nicht die basale
Aktivitit oder die inhibitorischen Effekte von PKA und Ca®"-Ionen (Chou et al., 2004). Die Familie
der Adenylatcyclaseenzyme ist fiir die Herstellung des ,,second messenger* cAMP verantwortlich,
der fiir die Weiterleitung vieler Hormonsignale und Sinnesreize dient (Skalhegg und Tasken 2000).
Des weiteren induziert bzw. verstérkt die intrazelluldre Erhohung des cAMP-Niveaus die Exozytose
von reguliert sezernierten Mediatoren in einer Vielzahl sekretorischer Gewebe, u.a. in der
Hypophyse, Pankreas B-Inselzellen, Parotis, neuronalen Zellen, chromaffinen Zellen und auch
PC12-Zellen (Carabelli et al., 2003; Chavez-Noriega und Stevens 1994; Fujita-Yoshigaki 1998).
Die Adenylatcyclasen werden iiber positive und negative Regulationsmechanismen mittels

verschiedener G-Proteine reguliert. Dabei induziert ein primdrer Stimulus, wie die Bindung eines
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Neurotransmitters oder Hormons an seinen Rezeptor, den GDP-GTP-Austausch in der a-
Untereinheit des G-Proteins, welche anschlieBend an die Adenylatcyclase bindet und diese aktiviert.
Die ubiquitdr exprimierte Adenylatcyclase VI zeichnet sich durch eine sehr niedrige basale
Aktivitdt aus und wird durch die Kinasen PKA, PKC sowie Ca**-Ionen inhibiert (Lai et al., 1997;
Mons und Cooper 1994; Premont et al., 1992). Auch die beschriebene Interaktion von Snapin mit
RGS7 (regulator of G-Protein signaling) deutet auf eine Rolle von Snapin im Rahmen der cAMP-
abhédngigen Signalweiterleitung hin. RGS-Proteine verstdrken die intrinsische GTPase-Aktivitit von
G-Proteinen und deaktivieren sie damit (Hunt et al., 2003). Die funktionelle Konsequenz der

Snapin-RGS7-Assoziation wurde in dieser Arbeit allerdings nicht untersucht.

5.6.3 Sekretorische Lysosomen

Eine Reihe von Zellen, meist aus der himatopoetischen Linie, speichern ihre Sekretionsprodukte in
einem endosomal-lysosomalen Kompartiment, welches auch als sekretorisches Lysosom bezeichnet
wird (Blott und Griffiths 2002). Die Abb. 5.3 zeigt einige der bekanntesten Vertreter, wie z.B.
zytotoxische T-Zellen (CTL), Thrombozyten und Melanozyten. Weitere Zelltypen mit
sekretorischen Lysosomen stellen Osteoklasten, Makrophagen und B-Zellen dar. Im Vergleich zu
konventionellen Lysosomen unterscheiden sich sekretorische Lysosomen in Morphologie und der
Ausstattung an Proteinkomponenten, wohingegen der Mechanismus der Exozytose beider
Lysosomenarten weitgehend identisch ist. Trotzdem existieren genetische Krankheiten, die speziell
die Funktion von sekretorischen Lysosomen beeintriachtigen (Griffiths 1996). Vergleichbar der
Neuroexozytose wird die Sekretion sekretorischer Lysosomen durch Mitglieder der SNARE-, Rab-,
Munc- und Synaptotagmin-Familie reguliert (Stinchcombe et al., 2004).

Die Beschreibung der genetischen Krankheiten Chediak-Higashi-Syndrom, Griscelli-Syndrom und
Hermansky-Pudlak-Syndrom erlaubte es, die mit diesen Krankheiten assoziierten Gene zu
identifizieren. Am besten charakterisiert ist das Hermansky-Pudlak-Syndrom (HPS) durch ein
etabliertes Mausmodell, das sich durch einen partiellen Albinismus und Blutungsneigung klinisch
manifestiert (Li et al., 2003). 16 mit dieser Krankheit assoziierten Gene wurden in der Maus bisher
identifiziert (Li et al., 2004). Deren Genprodukte konnen drei verschiedene Proteinkomplexe ohne
gemeinsame Komponenten bilden: BLOC-1, BLOC-2 und BLOC-3. Obwohl Mutationen in
einzelnen Komponenten zu ausgepragten Biogenese- und Transportdefekten von lysosomalen und
endosomalen Vesikeln (Nazarian et al., 2003; Nguyen et al., 2002) fiihren und die typischen
Syndrome von HPS zeigen, ist die Funktion der BLOC-Komplexe nicht bekannt. Der BLOC-1-
Komplex besteht aus Pallidin, Muted, Cappuccino, BLOS-1, BLOS-2, BLOS-3, weiteren
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unbekannten Proteinen und Snapin. In HPS-Madusen ist die Expression all dieser Bestandteile, auch
die von Snapin, reduziert. Alle Komponenten kommen zytosolisch und membranassoziiert vor und
sind unter Eukaryoten hoch konserviert. Da sie nicht zur Standardausriistung der Membranfusion
gehoren, sondern Bestandteil eines spezialisierten Organells hoherer Eurkaryonten sind, haben sie
auch keine Orthologe in der Hefe (Li et al., 2004; Starcevic und Dell'Angelica 2004; Wei et al.,
2004).

Spermium: Akrosom Thrombozyt Fibroblast
(@ = I = \ - -vc; h
& g‘: (® ;r:,\

Rab27a/b Rab27a/b Syntaxin 4
Myosin Va Syntaxin 2 and 4 SNAP-23
Syntaxin 2 SNAP-23 VAMPNAMPTY
VAMP Synaptotagmin VI
CTL Melanozyt Mastzelle
& 3

Rab27a Rab27a LYST Rab27a VAMPS
Munc13-4 Myosin Va AP-3 Munc18-2  Synaptotagmin Il
LYST Syntaxin 4 Vps33a Syntaxin 4

AP-3 SNAP-23 and 25 Melanophilin SNAP-23

Abb. 5.3 Zellklassen mit sekretorischen Lysosomen und beteiligte Proteine an der Sekretion.
(modifiziert nach Blott und Griffiths, 2002)

Einige Komponenten des BLOC-1-Komplexes interagieren mit SNARE-Molekiilen. Beispielsweise
interagiert Pallidin mit Syntaxin13, welches an der Fusion von frithen Endosomen und Recycling-
Endosomen beteiligt ist (McBride et al., 1999; Prekeris et al., 1998). Bei der Fusion der
sekretorischen Lysosomen ist fast immer SNAP23 als t-SNARE-Molekiil beteiligt (Stinchcombe
und Griffiths 2001). Daher wire Snapin als SNAP23-interagierendes Molekiil gut positioniert, eine
Rolle bei der Biogenese oder Exozytose dieser spezialisierten Organellen des endosomal-
lysosomalen Systems einzunehmen. Ubertragen auf die inhibitorische Aktivitit auf das Snapin-
Molekiil ware daher eine indirekte Funktion von EBAGY auf den sekretorischen, lysosomalen

Vesikelzyklus in der himatopoetische Zellreihe denkbar.
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5.7 EBAG9-Knockout-M&use als Modell zur Analyse der in vivo-Funktion

Zur Untersuchung der Proteinfunktion von EBAGY in vivo konnten mit Hilfe der homologen
Rekombination in ES-Zellen in der vorliegenden Arbeit erstmals konventionelle EBAG9-defiziente
Maiuse mit einer ubiquitiren Deletion des EBAG9-Proteins generiert werden. Dabei wurde ein
mutiertes EBAG9-Gen hergestellt, in dem die Exons 2 bis 4 (entspricht AS 1- 107) durch eine
Neomycin-Kassette ersetzt wurden. Die durchgefiihrten Analysen zur Beschreibung des Phénotyps
konzentrierten sich zum einen auf die postulierte Funktion des tumorassoziierten 22-1-1-definierten
Antigens, das bis vor kurzem noch irrtiimlicherweise dem EBAG9-Genprodukt gleichgesetzt wurde
(Engelsberg et al., 2003; Reimer et al., 2005). Zum anderen bildeten die in dieser Arbeit
gewonnenen Hinweise auf eine modulatorische Rolle von EBAG9 im Rahmen der Ca**-regulierten

Exozytose eine mafigebliche Grundlage zur Auswahl der Phinotypisierungsexperimente.

5.7.1 EBAGY9: ein apoptoseinduzierender Ligand ?

EBAGY wurde in den ersten Beschreibungen iiber den 22-1-1-Antikdrper definiert. Das vom 22-1-
I-Antikorper erkannte Antigen wurde als neuer Todesligand beschrieben, der &hnlich der
Funktionsweise des Fas/FasL-Systems (CD95/CD95L) in rezeptortragenden Zielzellen (u.a.
aktivierte T-Zellen) Apoptose induzieren kann (Nakashima et al., 1999). Die Eliminierung von
aktivierten Lymphozyten ist zum einen eine Strategie von Tumorzellen, um sich vor dem
Immunsystem zu verstecken (immune escape). Zum anderen ist sie aber auch essentiell fiir die
Aufrechterhaltung der Homoostase der Lymphozytenpopulationen, um am Ende einer
Immunantwort die Zahl der aktivierten Lymphozyten zu reduzieren (Baumann et al., 2002;
Krammer 2000). Das Verstindnis der biologischen Funktion des CD95/CD95L—Systems wurde
durch die Beschreibung der natiirlichen Mutationen Ipr (lymphoproliferation) auf der Rezeptorseite
und gld (generalized lymphoproliferative disease) auf der Ligandenseite gefordert (Andrews et al.,
1978; Matsuzawa et al., 1990; Roths et al., 1984; Watanabe-Fukunaga et al., 1992). Der Defekt des
Fas/FasL-Systems in diesen Mausstimmen fiihrt zum Ausbleiben der Eliminierung autoreaktiver T-
und B-Zellen und zur Bildung einer groBen Menge an autoreaktiven Antikdrpern. Dies fiihrt u.a. zur
starken Vergroferung von Lymphknoten und Milz, die durch eine Akkumulation von T- und B-
Zellen hervorgerufen wird. Dadurch kommt es zu Lymphadenopathie, Splenomegalie und einer
dem systemischem Lupus erythematodes &hnlichen Autoimmunerkrankung (Adachi et al., 1995;
Izui et al., 1984; Nagata und Suda 1995)

Vor diesem Hintergrund und aufgrund der robusten Expression des EBAG9-Proteins im

Lymphknoten (Abb. 4.30C) wurden die Lymphknotenhistomorphologie hinsichtlich der B- und T-
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Zellzonen (Abb. 4.31) und die Verteilung der Lymphozytensubpopulationen (CD4", CD8" und
B220") im Blut untersucht (Daten nicht gezeigt). Diese Analysen zeigten, daB keiner dieser
Parameter durch das Fehlen von EBAGY signifikant verdndert war. Schlieflich wurde
vorgeschlagen, dal EBAGY9 die maternale Immunantwort wihrend der Schwangerschaft
unterdriickt und somit zur Aufrechterhaltung der Toleranz gegeniiber dem Fetus beitrdgt (Ohshima
et al., 2001). Hirn, Ovar, Hoden, Plazenta, und Uterus wihrend der Schwangerschaft sowie das
Auge sind Gewebe, die von der normalen Immunerkennung ausgenommen sind. Die Zellen dieser
Gewebe exprimieren CD95L und gewinnen dadurch einen immunologisch privilegierten Status
(Barker und Billingham 1977; Bossi et al., 2000). Die Auswertung der Haufigkeiten, mit denen die
drei Genotypen (+/+, +/- und -/-) unter heterozygoten Eltern vorkamen, ergab keine Abweichung
vom erwarteten Mendelschen Vererbungsmuster. Zudem zeigten weder ménnliche noch weibliche
knockout-Tiere eine verminderte Fertilitdt (Tab. 4.3). Obwohl fiir EBAGY keinerlei Isoformen oder
Homologe im murinen oder auch humanen System existieren, kann nicht vollstindig
ausgeschlossen werden, dall andere Proteine diese apoptosevermittelnde Funktion {ibernehmen.
Dies wiirde beinhalten, dafl die EBAGY9-Funktion redundant ist und diese Funktion in genetisch
deletierten Tieren ersetzt werden kann. Dagegen spricht allerdings, dafl die EBAG9-Deletion im
Rahmen der Vesikelexozytose in CD8'-T-Zellen (Abb. 4.33) oder beim ReifungsprozeB der
Zymogengranula im Pankreas (Abb. 4.39) zu einem signifikanten Phidnotyp fiihrt. Aus diesen
Griinden erscheint eine Rolle von EBAGY als apoptoseinduzierender Ligand — vergleichbar dem
Fas-Liganden - eher unwahrscheinlich. Vielmehr bestitigen die Resultate in der vorliegenden
Arbeit jiingere Untersuchungen, wonach das EBAG9-Protein und das 22-1-1-definierte Antigen
strukurell und funktionell nicht identisch sind (Engelsberg et al., 2003; Reimer et al., 2005).

5.7.2 Die Bedeutung von EBAGSY als Modulator der zytotoxischen Aktivitat von CD8"-
T-Zellen

Um den in vivo-Nachweis fiir die modulatorische Aktivitdt von EBAG9 im Rahmen der Regulierten
Exozytose zu fiihren, wurde die Exozytose von lytischen Granula aus zytotoxischen CD8"-T-Zellen
untersucht. Dieses Modellsystem wurde gewihlt, da die zytotoxischen Granula von T-Zellen, die zu
den ,,Sekretorischen Lysosomen® zihlen, iiber den klassichen Ca’"-abhingigen Exozytoseweg
freigesetzt werden, dhnlich den LDCV in PC12-Zellen (Blott und Griffiths 2002; Burkhardt et al.,
1990; Peters et al., 1991; Stinchcombe und Griffiths 1999). Die zytotoxischen Granula liegen in den
T-Zellen gespeichert vor und werden erst nach Stimulation des T-Zell-Rezeptors freigesetzt. Durch

Quervernetzung mit anti-CD3g-Antikdrpern und damit Aktivierung des T-Zellrezeptors kann die
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Freisetzung der lytischen Granula in CD8'-T-Zellen initiiert werden. Der T-Zellrezeptor liegt in
einem Multiproteinkomplex vor und interagiert unter physiologischen Bedingungen mit
korperfremden Peptiden, die im Komplex mit Molekiilen des Haupthistokompatibilitits-Komplexes
(MHC; major histocompatibility complex) auf Antigen-Préasentierenden-Zellen (APC) prisentiert
werden. Nach einer solchen Interaktion beginnt eine Kaskade von Phosphorylierungsereignissen, in
deren Verlauf eine Reihe von Adaptermolekiilen, Tyrosinkinasen und Phosphatasen an der
Amplifikation und Regulation der Signale beteiligt sind (u.a. ZAP-70, Fyn, Lck) und an deren Ende
eine Erhohung der intrazelluliren Ca®’-Konzentration steht. Dabei kommt es sowohl zu einem
Einstrom von extrazelluliren Ca**-Ionen als auch zur Freisetzung von Ca’" aus dem
Endoplasmatischen Retikulum (Badou et al., 2005; Gray et al., 1987; Zweifach und Lewis 1993).
Nach der Aktivierung des T-Zellrezeptors erfolgt eine Umorientierung von Rezeptoren,
Signalmolekiilen, Adhidsionsmolekiilen und der lytischen Granula hin zur Kontaktstelle zwischen T-
Zelle und APC, der sogenannten ,,Jmmunologischen Synapse (Grakoui et al., 1999; Monks et al.,
1998; Stinchcombe und Griffiths 1999). Entscheidend fiir diese Polarisierung ist die
Umorganisation des  Aktin-Zytoskeletts, welche die Bewegung des Mikrotubuli-
Organisationszentrums (MTOC), der Mitochondrien und des Golgi-Apparates hin zur
Immunologischen Synapse ermdglicht (Kupfer et al., 1987; Wulfing et al., 1998). Diese
Polarisierung des Vesikelverkehrs an die Kontaktstelle zur APC erlaubt dann den T-Zellen eine
schnelle und zielgerichtete Antwort auszufiihren. Im Falle von zytotoxischen T-Zellen gewéhrleistet
diese Polarisierung eine lokale Freisetzung von Perforin und Granzymen aus ihren lytischen
Vesikeln, wobei benachbarte Zellen geschont werden. Hierbei ermdglicht Perforin mit seinen
porenbildenden Eigenschaften das Eindringen der Granzyme in die Zielzelle, die dann {iber
Caspase-abhidngige und —unabhingige Apoptosemechanismen den Zelltod der Zielzelle induzieren
(Henkart et al., 1997; Podack und Hengartner 1989; Young et al., 1986).

Im Vergleich zu neuronalen und neuroendokrinen Zellen sind die exakten molekularen
Mechanismen der regulierten Vesikelfusion von T-Zellen allerdings nicht bekannt. Es gibt
allerdings Hinweise darauf, da3 SNAP23, Syntaxin4 und VAMP3 oder VAMPS8 den SNARE-
Komplex bilden, der fiir Tetanustoxin-sensitive, Ca*-abhingige Freisetzung der zytotoxischen
Mediatoren verantwortlich ist (Das et al., 2004). Das Ca*"-Sensormolekiil fiir CTL konnte bisher
nicht identifiziert werden, es wird aber vermutet, dass Synaptotagmin VII, der Ca’’-Sensor fiir
konventionelle Lysosomen, diese Rolle tibernimmt (Lyubchenko et al., 2001; Martinez et al.,
2000). Viele regulatorische Proteine des Vesikelzyklus neuronaler und neuroendokriner Zellen wie

die Complexine, die Munc13-Familie oder auch Rab27a erfiillen dieselben Funktionen in Zellen der
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hdmatopoetischen Zellreihe und auch in T-Zellen. Hieraus 146t sich ableiten, dall die molekularen
Grundprinzipien des Vesikeltransportes liber die unterschiedlichen Zelltypen und auch Spezies
hinweg konserviert sind (Feldmann et al., 2003; Haddad et al., 2001; Stinchcombe et al., 2001a;
Tadokoro et al., 2005).

Im Einklang mit den in vitro-Untersuchungen in PC12-Zellen herrschen in den EBAG9-deletierten
CD8"-T-Zellen reziproke Verhiltnisse vor. Im Vergleich zu Wildtypzellen war die Ca*"-abhingige
Freisetzung von Granzym A und der -Hexosaminidase aus den lytischen Granula um den Faktor 2
erhoht (Abb. 4.33). Demgegeniiber hatte die Deletion von EBAGY keinen Einflu auf den
konstitutiven Vesikeltransport von IFNy sowie auf die Freisetzung des Chemokinliganden
RANTES (Abb. 4.34 und 4.35). Diese Beobachtungen bekriftigen die Spezifitit dieser Experimente
und schlieffen einen indirekten Effekt durch Unterschiede im Reifungsgrad der Effektor-T-Zellen
aus. Damit im Einklang steht der vergleichbare Aktivierungsgrad- bzw. Reifungsgrad von allogen
stimulierten zytotoxischen T-Zellen (Abb. 4.32), der anhand der CD25-Expression (IL-2-Rezeptor
o-Kette) bestimmt werden kann (Lowenthal et al., 1985). Die physiologische Relevanz der
effizienteren Exozytose der zytotoxischen Vesikel bleibt allerdings offen und kann nur in vitro in
zelluldren Zytotoxititsversuchen sowie in vivo in Infektionsmodellen oder Tumorabstossungs-
modellen ermittelt werden. Diese Zielvorgaben werden in weiterfilhrenden Analysen der in vivo-

Funktion von EBAGY im Vordergrund stehen.

5.7.3 Der Einflu von EBAGY auf die Biogenese und Reifung sekretorischer Granula

Die Deletion von EBAG9 fiihrte im exokrinen Pankreas zu einer durchschnittlichen VergroB3erung
des Zymogengranuladurchmessers um 20%, was einer 60%igen VergroBerung des
Vesikelvolumens entspricht (Abb. 4.39). Der exokrine Pankreas ist eine tubulo-azindse Driise, die
den Verdauungsaft mit einer Vielzahl von Proteasen, Lipasen, Glukosidasen und Nukleasen
produziert, bestehend aus 15-20 Verdauungsenzymen und verschiedenen Proenzymen
(Zymogenen). Die Enzyme sind in groBen Vesikeln, den sogenannten Zymogengranula,
gespeichert. Die molekularen Mechanismen der Proteinsortierung, Formierung und Reifung der
Zymogengranula sind bisher wenig verstanden (Zur Ubersicht: Wisle und Edwardson 2002). Die
Trennung der reguliert sezernierten Zymogene von den Proteinen des konstitutiven Transportweges
erfolgt im TGN. Derzeit werden fiir die Proteinsortierung zwei Modelle diskutiert: das sorting-for-
entry und das sorting-for-retention Modell (Zur Ubersicht: Arvan und Castle 1998). Die
Granulabiogenese in den Azinuszellen beginnt mit der Abschniirung von kondensierenden

Vakuolen am TGN, die ein saures Milieu haben. Die elektronenmikroskopische Analyse zeigte, daf3
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die Vakuolen nach der Abknospung ein flockiges Material enthalten und groBer sind als reife
Zymogengranula. Wéhrend der Reifung kondensiert/aggregiert der Granulainhalt pH-Wert- und
Ca’"-abhingig, so daB er elektronendichter wird und die Granula ihre endgiiltige GroBe erreichen
(Dartsch et al., 1998). Zur Reifung der Granula miissen schlieBlich verschiedene Substanzen
entfernt werden, z.B. Mannose-6-Phosphatrezeptoren und gebundene lysosomale Proteine, sowie
Proteine, die fiir die konstitutive Sekretion bestimmt sind. Diese Proteine werden in
clathrinumhiillten, konstitutiven Vesikeln von den reifenden Granula abgeschniirt. Dieser
sogenannte ,,constitutive-like*“-Transportweg wird auch fiir die stimulusunabhdngige, unregulierte
Sekretion neu-synthetisierter Proteine verantwortlich gemacht (Fernandez et al., 1997; Kuliawat
und Arvan 1992; Tooze 1998; Tooze et al., 2001). Durch einen neuronalen (Acetylcholin) oder
hormonellen (Cholecystokinin) Reiz, der jeweils zur Freisetzung von Ca*"-Ionen aus dem ER fiihrt,
wird die Exozytose der Zymogengranula iiber einen SNARE-Komplex, bestehend aus SNAP23,
Syntaxin4 und VAMPS8, mit der apikalen Plasmamembran induziert (Wang et al., 2004); (Thevenod
2002; Williams 2001).

Wie konnte EBAG9 die GroBe der sekretorischen Granula im exokrinen Pankreas regulieren ? Zwei
Moglichkeiten kommen dafiir in Betracht: zundchst konnte die Abwesenheit von EBAG9 dazu
fiihren, daBl die vom TGN abknospende kondensierende Vakuole vergrofert ist und diese
Volumenzunahme auch nach der vollstindigen Reifung und Kondensation der Zymogengranula
erhalten bleibt. Alternativ konnte EBAGY die Maturierung der unreifen Granula regulieren, also in
die Prozesse der Kondensation und Aggregation des Vesikelinhaltes und/oder der Reduzierung des
Vesikelvolumens durch Abschniirung kleiner Vesikel eingreifen. EBAG9 konnte somit als positiver
Modulator in den ProzeB des ,,constitutive-like“-Transportweges eingreifen. Andere Molekiile,
deren Deletion in der Maus zu einer Dysregulation der Vesikelreifung fiihrt, sind Rab3D, das
LYST-kodierte Genprodukt, Noc2 oder AP-3. Die physiologische Bedeutung des Vesikelvolumens
fir die Kinetik der Vesikelfreisetzung bzw. flir die Menge der sezernierten Mediatoren im
jeweiligen Zellsysten wird derzeit noch diskutiert (Barbosa et al., 1996; Cheviet et al., 2004). Die
Abwesenheit von Rab3D fiihrt z.B. zu einer signifikanten Volumenzunahme der Zymogengranula,
hat aber keine Auswirkung auf die Menge der Zymogenfreisetzung im exokrinen Pankreas (Riedel
et al., 2002). Im starken Konstrast dazu stehen die ungewohnlich groflen lytischen Vesikel der
zytotoxischen T-Zellen, die defizient fiir das Adaptorprotein AP-3 sind und nicht mehr in der Lage
sind, mit der Plasmamembran zu fusionieren. Daher wurde vermutet, daf3 die GroB3e der Vesikel die
Mobilitit und damit die Polarisierung hin zur Immunologischen Synapse limitiert. Ein direkter

Zusammenhang zwischen der Grofle sekretorischer Vesikel und deren Migrationsfahigkeit ist
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allerdings hypothetischer Natur (Clark et al., 2003). Um Aussagen iiber die zellbiologischen
Konsequenzen und vor allem die physiologische Relevanz der vergrof3erten Zymogengranula in den
EBAGOY-defizienten Méusen machen zu konnen, bedarf es daher einer weiteren Untersuchung zum
Einflul der EBAG9-Deletion auf die Zymogengranulafreisetzung. Eine andere offene Frage bleibt,
ob die Deletion von EBAGY9 auch in anderen Zellsystemen, wie neuroendokrinen Zellen oder
CDS8"-T-Zellen, zu einer Dysregulation der Vesikelbiogenese und -reifung fiihrt und diese somit

indirekt die Effizienz der Vesikelexozytose reguliert.

5.8 Die Bedeutung von EBAG9 fir den Gesamtorganismus: Ein Ausblick

Die synaptische Transmission kann auf pri- als auch postsynaptischer Seite auf vielfdltige Art und
Weise moduliert werden, was allgemein als Ursache fiir die Plastizitit unseres Gehirns angesehen
wird und die Basis fiir die integrativen Leistungen, also Lernen, Gedichtnis und Denken, bildet
(Bliss und Collingridge 1993; Nicoll und Malenka 1995). Fiir das Funktionieren des neuronalen
Netzwerkes des zentralen und peripheren Nervensystems sowie von peripheren Korperfunktionen
ist - neben der monosynaptischen Verbindung mit einer Quelle (prdsynaptisches Neuron) und einem
Ziel (postsynaptisches Neuron) - die ,,Volumentransmission von biogenen Aminen von
entscheidender Bedeutung. Die Katecholamine (Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin) sowie
andere biogene Amine und Neuropeptide nehmen dabei eine zentrale Stellung ein. Sie werden
vorwiegend durch LDCV in verschiedenen Neuronen (vor allem im sympathischen Nervensystem)
und neuroendokrinen Zellen entlassen und wirken nicht alleine auf postsynaptische Zellen, sondern
konnen auch weit entfernte Zellen mittels Diffusion im extrazelluldren Raum oder durch Zirkulation
im Blutstrom erreichen (Torrealba und Carrasco 2004; Zoli et al., 1999). Nur die strenge Kontrolle
und strikte Regulation der Effizienz der Signaliibertragung wihrend der Entwicklung, aber auch
unter bestimmten physiologischen und pathologischen Bedingungen, gewiéhrleistet die Homoostase
verschiedenster Korperfunktionen und Aufrechterhaltung des Neurotransmittergleichgewichtes
(Rettig und Neher 2002; Zucker 1999). Die Katecholamine regulieren u.a den Wach-Schlaf-
Rhythmus, das Herzkeislaufsystem und die Nahrungsaufnahme sowie die Synthese und Sekretion
verschiedenster Neurotransmitter. Die Dysregulation der Katecholaminfreisetzung fiihrt zu einer
Vielzahl von neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen wie der Parkinson-Krankheit,
Schizophrenie und Depression. In der vorliegenden Arbeit konnte EBAG9 als ein neues Mitglied im
komplexen Proteinnetzwerk identifiziert werden, welches - indirekt iiber die Interaktion mit Snapin

- die Effizienz der Ca®’-induzierten Freisetzung von LDCV reguliert. EBAG9 konnte somit
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regulativ in neuronale und neuroendokrine Vesikelkreisldufe eingreifen und so das Funktionieren
des Organismus unter bestimmten physiologischen oder pathologischen Bedingungen ermoglichen.

Die Funktion von EBAGY als Modulator der Regulierten Exozytose ist allerdings nicht auf Zellen
neuronalen Ursprungs beschrinkt. Die konstitutive Deletion von EBAG9 in der Maus fiihrt zu einer
enthemmteren Freisetzung zytotoxischer Mediatioren aus Effektor-CD8"-T-Zellen. Zytotoxische T-
Zellen setzen normalerweise nur ca. 15% ihrer Granula ein, um eine virusinfizierte Zelle oder
Tumorzelle zu eliminieren und behalten den GroBteil ihrer zytotoxischen Mediatoren in Reserve,
um fiir spitere Begegnungen mit Zielzellen noch geniigend zytotoxische Kraft zur Verfiigung zu
haben (Faroudi et al., 2003; Lyubchenko et al., 2001; Stinchcombe et al., 2001b). EBAGY koénnte
durch die Restriktion der Vesikelfreisetzung somit die Effizienz der zytotoxischen Immunantwort
auf eine Virusinfektionen oder einer Tumorentwicklung optimieren und so der Erschopfung der T-
Zellimmunitit entgegenwirken (prevention of CD8+ T cell exhaustion)(Critchfield et al., 1994;
Moskophidis et al., 1993).

Wie 1aBt sich die vorgeschlagene physiologische Rolle von EBAGY9 im Rahmen der Regulierten
Exozytose vor dem Hintergrund der publizierten Tumorassoziation einordnen? Die maligne
Transformation einer Zelle geht einher mit der Modulation des sekretorischen
Vesikeltransportapparates und begiinstigt so die Entwicklung, Proliferation sowie Metastasierung
karzinogener Gewebe und entzieht sich so der lokalen Wachstumskontrolle und Apoptosesignalen.
Dabei kommt es sowohl zu verdnderten Expressionsprofilen von Zelloberflichenmolekiilen sowie
zu einer Dysregulation der Synthese und Freisetzung verschiedenster Wachstumsfaktoren und
Zytokinen wie PDGF, FGF, EGF, IL-1 und VEGF (Chan und Weber 2002). Ein direkter
Zusammenhang zwischen der Modulation des Membranfusionsprozesses und der
Tumorentwicklung konnte erst kiirzlich durch die Identifizierung des tumorassoziierten BAIAP3-
Proteins (brain-specific angiogenesis inhibitor associated protein 3) gezeigt werden, einem
Homolog des Munc-13-1-Proteins (Palmer et al., 2002). Die Proteine der Muncl3-Familie sind
essentielle Proteine fiir die Bereitstellung (priming) exozytosekompetenter Vesikel in neuronalen,
endokrinen und exokrinen Zellen sowie Zellen hdmatopoetischen Ursprungs (Ashery et al., 2000;
Feldmann et al., 2003). Obwohl EBAG9 ein physiologisch vorkommendes Protein ist, zeigen
jiingere Untersuchungen, dall die Expression von EBAGY in verschiedenen karzinogen Geweben
wie Eierstock-, Prostata-, Leber- und Nieren-Tumoren mit der Tumorproliferation korreliert und
spiegelt damit moglicherweise eine Rolle von EBAGY in der Regulation von Exozytoseereignissen
in malignen Geweben wider (Akahira et al., 2004; Aoki et al., 2003; Ogushi et al., 2005; Takahashi
et al., 2003; Tsuneizumi et al., 2001). Es wire denkbar, dal EBAG9 durch Hemmung der Sekretion
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anti-inflammatorischer Zytokine bzw. hemmender (antiangiogener) Wachstumsfaktoren - wie
Angiostatin, Endostatin und Thrombospondin - die Tumorprogression fordert und so zur Stérung
des Gleichgewichts zwischen negativen und positiven Angiogenesefaktoren fiihrt (Folkman 1995;

Gohongi et al., 1999; O'Reilly et al., 1997; O'Reilly et al., 1994).
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