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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Signaliibertragung im zentralen Nervensystem

In komplexen Organismen kommen zahlreiche spezialisierte Zellen und Gewebe vor,
welche hochspezifisch an ihre jeweiligen Funktionen und Anforderungen angepasst
sind. Um ein reibungsloses Funktionieren dieser mannigfaltigen Prozesse zu
ermdglichen, ist eine enge Abstimmung der einzelnen Bauelemente des Organismus
Voraussetzung. Dies kann einerseits durch direkte Zell-Zell-Interaktion, andererseits
durch die Ausschittung von Botenstoffen und deren Erkennung durch spezifische
Rezeptoren der Zielzellen geschehen. Eine besondere Bedeutung bei der Kontrolle der
Korperfunktionen kommt hierbei dem zentralen Nervensystem zu. Es ermdglicht
einerseits die Wahrnehmung von unterschiedlichen Sinneseindriicken und Reizen und
stellt die Grundlage fur die verschiedensten Fahigkeiten dar, wie zum Beispiel fir die
Ausfuhrung von Bewegungen, die Entstehung von Emotionen, Sprachverstandnis und
-produktion und fur Lern- und Gedachtnisprozesse. Andererseits ist das Nervensystem
an der Steuerung und Abstimmung einzelner Korperfunktionen beteiligt und fligt diese
wichtigen Einzelaspekte zu einem funktionierenden System zusammen.

Die kleinste funktionelle und strukturelle Einheit des Gehirns ist das Neuron. Die
Gesamtzahl der Neurone im menschlichen Gehirn wird auf mehr als 100 Milliarden
beziffert. Ein Neuron besteht aus einem Zellkdrper (Soma), aus Dendriten, welche
Informationen von anderen Neuronen empfangen und einem Axon, Uber welches
wiederum Informationen an andere Neurone weitergeleitet werden. Kommt es zur
Erregung eines Neurons, wird diese entlang des Axons fortgeleitet. Die Ubertragung der
Erregung zwischen den einzelnen Neuronen erfolgt Gber Synapsen. Diese bestehen
aus der Prasynapse, dem synaptischen Spalt und der Postsynapse. Im Bereich der
Prasynapse werden infolge einer Depolarisation spannungsabhangige Kalziumkanale
geotffnet, woraufhin Kalzium aufgrund des hohen Konzentrationsgradienten in die Zelle
einstromt. Dies bewirkt letztendlich die Freisetzung von Neurotransmittern aus der
Prasynapse in den synaptischen Spalt. Transmitter werden in speziellen
Speicherorganellen (Vesikel) angereichert. Diese fusionieren mit der Zellmembran,
wodurch die Botenstoffe in den synaptischen Spalt gelangen. Dieser Vorgang nennt

sich Exozytose. Als Quantum wird die Menge an Botenstoffen bezeichnet, welche aus
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einem einzelnen Vesikel entleert wird (del Castillo & Katz, 1954; Katz, 1971). Die
Botenstoffe diffundieren zur postsynaptischen Membran und binden dort an spezifische
Rezeptoren. Es gibt einerseits lonenkanal-gekoppelte postsynaptische Rezeptoren,
welche bei ihrer Aktivierung die Leitfahigkeit fur bestimmte lonen erhéhen (ionotroper
Rezeptor). Andererseits gibt es Rezeptoren, die Uber die Aktivierung von G-Proteinen
eine intrazellulare Signalkaskade anstof3en (metabotroper Rezeptor). Die Wirkung kann
bei beiden Rezeptortypen entweder exzitatorisch, d.h., es kommt zur Depolarisation der
postsynaptischen Plasmamembran oder inhibitorisch, d.h., es kommt zur
Hyperpolarisation der postsynaptischen Membran, sein. Ob ein erregendes oder ein
hemmendes Signal ausgeldst wird, hangt von der Art des Neurotransmitters und vom
Rezeptortyp ab. Um eine Depolarisierung auszulésen, wird durch die Wirkung des
Transmitters die Leitfahigkeit fir Natrium-, Kalium- und Chloridionen erhéht. Durch den
hohen elektrochemischen Gradienten tUberwiegt der Einstrom der Natriumionen. Zur
Auslosung einer Hyperpolarisation wird die Leitfahigkeit fir Kalium- und Chloridionen
erhoht, die Erregbarkeit der Zelle wird dadurch vermindert.

Die synaptische Ubertragung wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Hierzu
zéhlen unter anderem die Anzahl der postsynaptischen Rezeptoren, die Grol3e der
Synapse und die Wahrscheinlichkeit von Exozytoseprozessen. Hinzu kommt die Menge
an Neurotransmittern im Vesikel, also das Transmitterquantum. Dieses kann durch die
intrazellulare Konzentration an Neurotransmittern, durch den vesikularen Transport ins
Vesikelinnere und durch unspezifische Verluste lber die Vesikelmembran beeinflusst
werden.

Es gibt zahlreiche verschiedene Neurotransmitter im Zentralnervensystem, so zum
Beispiel  verschiedene  Aminosauren, wie Glutamat oder Glyzin und
Aminosaurederivate, wie y-Aminobuttersaure (GABA) und die Monoamine Dopamin,
Adrenalin, Noradrenalin, Serotonin und Histamin. Des Weiteren kommen im ZNS die
Neurotransmitter Acetylcholin, die Purine ATP und Adenosin und verschiedene
Neuropeptide, wie Enkephaline, Endorphine oder Substanz P, vor.

Zur Beendigung der SignalUbertragung kommt es einerseits durch den Abbau der
Botenstoffe durch Enzyme im synaptischen Spalt (z.B. Abbau von Acetylcholin durch
die Acetylcholinesterase). Andererseits gibt es in der prasynaptischen Membran und in
angrenzenden Gliazellen spezifische Neurotransmittertransporter, welche die

Botenstoffe zurlick ins Zytoplasma transportieren, wie zum Beispiel die
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Plasmamembrantransporter fur Dopamin (DAT), Serotonin (SERT), Noradrenalin
(NET), GABA (GAT1-GAT4) oder Glyzin (GLYT1/2) (Edwards, 2007).

Neben den zahlreichen Nervenzellen gibt es verschiedene neuroendokrine Zellen im
menschlichen  Kérper, so beispielsweise im Nebennierenmark oder im
Gastrointestinaltrakt, welche unter nervaler Kontrolle stehen und bei Erregung ihre
Botenstoffe aus sekretorischen Vesikeln in die Blutbahn abgeben.

1.2 Sekretorische Vesikel und Transport und Speicherung von
Neurotransmittern

1.2.1 Sekretorische Vesikel

Sekretorische Vesikel dienen als Speicherorganellen fur Neurotransmitter. Es lassen
sich zwei Klassen unterscheiden: Die kleinen synaptischen Vesikel (small synaptic
vesicles; SSV) in Neuronen bzw. die synaptic-like microvesicles (SLMV) in
neuroendokrinen Zellen, welche einen Durchmesser von 40nm haben. Sie speichern
die niedermolekularen Transmitter, wie die Monoamine, Acetylcholin, GABA und Glyzin.
Daneben existieren die elektronendichten, 70-300nm grof3en dense core und large
dense core vesicles (LDCV), welche vor allem die Neuropeptide und Hormone, aber
auch Monoamine speichern.

Fur die verschiedenen Neurotransmitter existieren spezifische vesikulare Transporter,
die die Botenstoffe aus dem Zytoplasma ins Innere des Vesikels transportieren. Diese
Transporter  befinden sich in der Vesikelmembran. Die vesikularen
Monoamintransporter (VMAT) transportieren Dopamin, Adrenalin, Noradrenalin,
Serotonin und Histamin, der vesikuldre Glutamattransporter (VGLUT) transportiert
Glutamat, der vesikulare Transporter fir exzitatorische Aminosauren (VEAT)
transportiert Glutamat und Aspartat (Miyaji et al., 2010), der vesikulare Transporter fir
inhibitorische Aminosauren (VIAAT/VGAT) transportiert GABA und Glyzin, der
vesikuléare Acetylcholintransporter (VAChT) beftrdert Acetylcholin ins Vesikelinnere und
der vesikulare Transporter flr Nukleotide (VNUT) transportiert ATP (lwatsuki et al.,
2009).



Einleitung

1.2.2 Transport von Neurotransmittern in sekretorische Vesikel

Eine Voraussetzung fur die Weiterleitung von Erregung von einer Nervenzelle zur
nachsten bzw. die Ausschittung von Botenstoffen ins Blut ist die Speicherung und
Konzentrierung von Neurotransmittern in den sekretorischen Vesikeln. Die aus dem
Extrazellularraum aufgenommenen bzw. neu synthetisierten Transmitter missen hierfur
in die sekretorischen Vesikel aufgenommen werden. Fir die Transmitteraufnahme ins
Vesikellumen sind spezifische vesikulare Transporter (siehe 1.2.1) verantwortlich.

Fir die Aufnahme von Neurotransmittern oder Hormonen in sekretorische Vesikel spielt
der elektrochemische Gradient (AuH") tber der Vesikelmembran eine entscheidende
Rolle (Johnson, 1988). Dieser Gradient wird aus dem Protonengradienten (ApH) und
dem elektrischen Gradienten (AY) gebildet. Der Protonengradient entsteht mit Hilfe
einer vakuolaren H*-ATPase (v-ATPase), welche unter Energieverbrauch Protonen ins
Vesikelinnere transportiert und dort den pH-Wert auf etwa 5,6 absenkt. Der elektrische
Gradient resultiert aus einer Erh6hung der positiven Ladungen im Vesikel, was eine
Potentialdifferenz zum Zytosol bewirkt. Die verschiedenen vesikuldaren Transporter
unterscheiden sich hinsichtlich der Abh&ngigkeit ihrer Transportaktivitdt von ApH, AY
oder beiden. So ist die Aktivitat von VMAT und VAChT vor allem von ApH und nur
geringfugig von AY¥, wahrend VGLUT mehr von AY und VGAT von beiden abhangig ist
(Johnson, 1988; Hell et al., 1990; Schuldiner et al., 1995; Reimer et al., 1998). Der
Transport der Monoamine und Acetylcholin tber vesikulare Transporter erfolgt als
Antiport, wobei ein Aminmolekul gegen Austausch von zwei Protonen ins Vesikelinnere
gelangt. FUr den Transport von Glutamat und GABA wird jeweils nur ein Proton
bendtigt. Zusatzlich besitzen die synaptischen Vesikel Chloridkanéle, welche einen
Einfluss auf die Ansduerung des Vesikellumens nehmen kdnnen. Diese Chloridkanéle
arbeiten vermutlich als Antiporter und transportieren Chloridionen gegen Protonen ins
Vesikelinnere (Matsuda, 2008). Kommt es zur Offnung dieser Chloridkanéle, steigt die
vesikulare Chloridkonzentration an, was wiederum einen erhdhten ApH und einen
erniedrigten AY zur Folge hat. Dies wird dadurch erklart, dass die Chloridionen den
Anteil des elektrischen Potentials AY vermindern und die Protonenpumpen daher einen
hoheren Protonengradienten ApH aufbauen kénnen (Maycox et al., 1990) (Abbildung
1).
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Abbildung 1: Modell der Transporterstéchiometrie des vesikularen Monoamintransportes.

VMAT transportiert ein Monoaminmolekul im Austausch mit zwei Protonen. Der elektrochemische
Gradient (AuH") setzt sich aus dem Protonengradienten (ApH) und dem chemischen Gradienten (AY)
zusammen. Dieser wird durch eine vesikulare ATPase unter Energieverbrauch aufgebaut, deren Aktivitéat
durch den Transport von Chloridionen Uber einen Chloridkanal (CIC) moduliert werden kann (nach
Johnson, 1988; Edwards, 2007).

1.3 Monoaminerge Neurotransmitter und vesikulare Monoamin-
transporter

1.3.1 Monoaminerge Neurotransmitter

Monoaminerge Neurotransmitter kommen im gesamten Gehirn und in peripheren

Geweben vor. Zur Gruppe dieser Transmitter gehdren die Katecholamine Adrenalin,
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Noradrenalin und Dopamin sowie Serotonin und Histamin. Gemeinsames Merkmal der
Monoamine ist die primare Aminogruppe, welche Uber eine Ethylgruppe mit einer
Ringstruktur verbunden ist.

Die Biosynthese der Katecholamine geht von der nichtessentiellen Aminosaure
L-Tyrosin aus. Durch das Enzym Tyrosinhydroxylase entsteht L-DOPA. Dies ist auch
der geschwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritt. Dopamin entsteht nach
Decarboxylierung von L-DOPA durch die aromatische Aminosaure-Decarboxylase. Aus
Dopamin kann nun mit Hilfe der Dopamin-beta-Hydroxylase Noradrenalin gebildet
werden. Adrenalin wird vor allem im Nebennierenmark mit Hilfe der Methyltransferase
aus Noradrenalin synthetisiert.

Die Wirkungen aller Katecholamine im Zentralnervensystem sind sehr vielfaltig:
Dopamin spielt eine bedeutende Rolle bei der Beeinflussung der extrapyramidalen
Motorik. Dopaminerge Neurone befinden sich in der Pars compacta der Substantia
nigra. Bei einem Verlust dieser Neurone kommt es ungeachtet der Pathogenese zur
Ausbildung einer parkinsonoiden Symptomatik bestehend aus Hypokinesie, Tremor und
Rigor. Zudem wird Dopamin eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
Suchterkrankungen zugeschrieben. Noradrenerge Neurone sind vor allem im Locus
coeruleus, einer dunkelfarbigen, in der vorderen Rautengrube lokalisierten Zellgruppe,
nachweisbar. Neben den peripheren Wirkungen besitzt Noradrenalin eine grol3e
Bedeutung fur Aufmerksamkeits- und Gedachtnisprozesse und hat einen Einfluss auf
die Vigilanz. Aul3erdem ist Noradrenalin der Botenstoff des zweiten sympathischen
Neurons. Adrenalin kommt vor allem in der Peripherie vor und spielt eine wichtige Rolle
in der Regulation des Herz-Kreislaufsystems, der Atmung und der glatten Muskulatur
zahlreicher Organe. Im Zentralnervensystem konnten nur vereinzelt adrenalin-
produzierende Zellen gefunden werden, unter anderem in der Formatio reticularis.
Diesen Neuronen wird eine Bedeutung in der zentralen Regulation des Blutdruckes
zugeschrieben.

Serotonin wird aus der essentiellen Aminosaure L-Tryptophan synthetisiert. Seine
Wirkungen entfaltet Serotonin in verschiedenen Organen, zum Beispiel im Magen-
Darm-Trakt, im Herz-Kreislaufsystem und es spielt eine Rolle bei der Blutgerinnung.
Serotoninerge Neurone kommen in den so genannten Raphe-Kernen des Hirnstammes
vor, deren Axone in alle Areale des Gehirns ausstrahlen. Durch Serotonin beeinflusst

werden unter anderem die Wahrnehmung, der Schlaf-Wach-Rhythmus, die
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Temperaturregulation, die Sensorik, die Schmerzempfindung- und -verarbeitung, der
Appetit, das Sexualverhalten und die Hormonsekretion.

Histamin wird mit Hilfe der Histidindecarboxylase in einem pyridoxalphosphat-
abhangigen, enzymatischen Schritt aus der Aminoséaure L-Histidin synthetisiert. Es wird
in grolleren Konzentrationen in Mastzellen gebildet, welche in der Haut und in den
Schleimhauten lokalisiert sind. Histamin spielt eine bedeutende Rolle bei der
Entstehung einer Immunglobulin E-vermittelten allergischen Reaktion vom Typ 1.
Histamin kommt als Neurotransmitter auch im Zentralnervensystem, vor allem im
Hypothalamus, vor. Es spielt unter anderem eine Rolle bei der Auslésung von
Erbrechen und der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus.

1.3.2 Vesikulare Monoamintransporter

Der Transport der Monoamine ins Vesikellumen erfolgt Uber vesikulare
Monoamintransporter (VMAT). Bisher wurden zwei Isoformen isoliert. VMAT1 konnte in
PC12-Zellen (Liu et al., 1992) und im Nebennierenmark nachgewiesen werden. VMAT?2
wurde aus dem Rattengehirn isoliert (Liu et al., 1992; Erickson et al., 1992; Liu et al.,
1994). Aullerdem kommt VMAT2 in verschiedenen peripheren Zelltypen, wie
sympathischen Neuronen, enterochromaffinen Zellen, dem Nebennierenmark (Peter et
al., 1995; Erickson et al., 1996) und in Blutplattchen (Lesch et al., 1993), vor. Mit
Ausnahme von Neuronen der Epiphyse (Hayashi et al., 1999) kommt VMATL1 nicht im
adulten Gehirn vor. Es konnte aber eine Expression wahrend der
Embryonalentwicklung des Rattengehirns nachgewiesen werden (Hansson et al.,
1998).

Die vesikularen Monoamintransporter unterscheiden sich nicht nur durch den Ort ihrer
Expression, sondern auch hinsichtlich ihrer pharmakokinetischen Eigenschaften. Beide
transportieren die Monoamine Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin und Serotonin, wobei
die jeweiligen Ky-Werte fir VMAT1 im mikro-, die Ky-Werte fir VMAT2 im
submikromolaren Bereich liegen. Somit ist die Affinitdt von VMAT?2 fur dessen Substrate
in der Ratte (Peter et al.,, 1994) und im Menschen (Erickson et al., 1996) hdher.
Weiterhin unterscheidet sich VMAT2 durch eine 30-100-fach hohere Affinitdt zu
Histamin von VMATL1 (Peter et al., 1994 und Erickson et al., 1996). Es konnte gezeigt
werden, dass Reserpin die Monoaminaufnahme beider vesikularer

Monoamintransporter hemmt (Darchen et al., 1989). Hingegen blockt Tetrabenazin,
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welches beispielsweise in der Behandlung von Chorea Huntington zum Einsatz kommt,
den VMAT2 zehn- (Ratte) bis hundertfach (Mensch) effektiver als den VMAT1 (Peter et
al., 1994; Erickson et al., 1996). Die hohe Substrataffinitdt der Transporter und die
damit verbundene Mdglichkeit zur Speicherung der Monoamine in den Vesikeln sowie
ihre Entfernung aus dem Zytosol ist sinnvoll, da zumindest fur Dopamin und seine
Abbauprodukte eine Neurotoxizitat gezeigt werden konnte. So konnte nachgewiesen
werden, dass der in der Parkinsontherapie eingesetzte D2/D3-Rezeptoragonist
Pramipexol eine erhdhte Aktivitatt von VMAT2 und damit einen Schutz vor dem
Untergang dopaminerger Neurone bewirkt (Truong et al., 2003).

Die Bedeutung des VMAT?2 zeigen Versuche an Maus-Deletionsmutanten. Bei einem
Verlust beider VMAT2-Allele starben die Mause bereits einige Tage nach ihrer Geburt.
Bei Heterozygotie von VMAT2 zeigten die Mause eine hodhere Empfindlichkeit
gegenuber dem Neurotoxin MPTP und eine erhdhte Neigung zur Abh&ngigkeit
gegenuber den Sucht auslésenden Substanzen Kokain und Amphetamin (Fon et al.,
1997; Takahashi et al., 1997; Wang et al.,, 1997; Fumagalli et al., 1999). Aul3erdem
traten vermehrt Herzrhythmusstorungen mit einer Verlangerung der PQ-Zeit auf
(Itokawa et al., 1999).

Ausgehend von der Aminosduresequenz besitzen VMAT1 und VMAT2 12
Transmembrandoméanen, wobei vermutet wird, dass der C- und der N-Terminus ins
Zytosol weisen. Des Weiteren besitzen VMAT1 und VMAT2 zwischen der ersten und
der zweiten Transmembrandoméne eine grol3e hydrophile Schleife, welche ins
Vesikellumen hineinragt. Diese intraluminale Schleife besitzt drei (VMAT1) bzw. vier
(VMAT2) Glykosylierungsstellen (Henry et al., 1994). Auf Aminosaureebene stimmen
beide Transporter zu 78% uberein, die gro3ten Differenzen liegen im Bereich der
intraluminalen Schleife zwischen der ersten und zweiten Transmembrandoméne
(Schuldiner et al., 1995) (Abbildung 2).



Einleitung

Vesikellumen

POOVEE
P M

B ) Gl@m . L] K¢
) ) O A F (A ('P ‘)
L ¥ ® 11 11§ VIIE ¢~ Vi
\/ - v 0 ud

QS 1\2,“**0 O o

R 290 g0 ‘s

DO, 000 HHY ¢

BOOD oo~ ©OF y

Don Soeo 908 ©og
- ~C \

VAN OO GO -

i D &% :

B

Giey
3| OO6 EADOOOROR

Zytoplasma

Abbildung 2: Primare Aminosauresequenz und erwartete Sekundarstruktur des humanen
vesikuldaren Monoamintransporters 1.

Gezeigt sind die 12 Transmembrandoménen (I-XIl). Schwarz hinterlegt sind zwischen Ratte und
humanem VMAT1 und zwischen Ratte, humanem und bovinem VMAT2 konservierte Aminosauren. Die
grau schattierten Aminosauren stimmen im VMAT1 der Ratte und des Menschen uberein. Die weil3
hinterlegten Aminosauren finden sich lediglich im humanen VMATL1 (nach Erickson et al., 1996).

Durch die unter 1.2.2 beschriebenen Mechanismen der Transmitteraufnahme und
-speicherung kann eine Konzentrierung der Transmitter im Lumen des Vesikels erreicht
werden. So betragt beispielsweise die Konzentration von Serotonin in SSVs und LDCVs
nach Schatzungen 270mM (Bruns et al., 2000). Die VMAT besitzen damit die Fahigkeit
die Monoamine mit einem Faktor von 10* bis 10° zu konzentrieren.

Intrazellular konnte VMATL1 vor allem auf LDCVs, aber auch in geringerem Anteil auf
SLMVs nachgewiesen werden (Liu et al., 1994). Ahnliches wurde auch fir VMAT2
gezeigt, wo der Transporter auf LDCVs und SSVs nachgewiesen werden konnte
(Nierenberg et al., 1995).
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1.4 Heterotrimere G-Proteine und die sekundaren Botenstoffe cAMP
und cGMP

1.4.1 Aufbau und Funktionszyklus heterotrimerer G-Proteine

Es gibt eine Vielzahl von Proteinen, welche die Fahigkeit besitzen, Guanosintriphosphat
(GTP) zu binden und zu hydrolysieren. Diese so genannten G-Proteine lassen sich an
verschiedensten Strukturen in der Zelle nachweisen. Man unterscheidet zwischen den
heterotrimeren G-Proteinen und den monomeren G-Proteinen. Folgend soll lediglich auf
die heterotrimeren G-Proteine eingegangen werden, weil diese eine wichtige Rolle in
der Regulation der vesikularen Monoamintransporter spielen.

Am bekanntesten ist ihre Assoziation mit plasmamembranstandigen Rezeptoren, wo
G-Proteine fur die Vermittlung extrazellularer hormoneller bzw. Neurotransmittersignale
ins Zellinnere zustandig sind. Daneben kommen G-Proteine auch im Intrazellularraum
vor (siehe 1.4.2).

Heterotrimere G-Proteine setzen sich aus drei Untereinheiten zusammen, namlich der
a-, B- und y-Untereinheit. Es sind bisher 27 verschiedene ao-, 5 - und 14
y-Untereinheiten bekannt, welche die Bildung einer Vielzahl moglicher Heterotrimere
zulassen (Albert & Robillard, 2002). Die a-Untereinheiten lassen sich aufgrund ihrer
Aminosauresequenzhomologien in vier Gruppen unterteilen, namentlich Gs, Gi, Gq und
G12, welche sich wiederum in weitere Untergruppen untergliedern lassen (Simon et al.,
1991).

Die a-Untereinheit besitzt die Bindungsstelle fir GTP und die intrinsische GTPase-
Aktivitat. Am nachhaltigsten untersucht ist die Funktion heterotrimerer G-Proteine, die
mit heptahelikalen Rezeptoren der Plasmamembran assoziiert sind. Bei Aktivierung des
Rezeptors durch einen Botenstoff kommt es zur Aktivierung des G-Proteins durch
Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) gegen GTP. Dadurch kann die
o-Untereinheit vom By-Dimer abdissoziieren und die jeweiligen Effektoren beeinflussen,
welche beispielsweise Enzyme oder lonenkanale sein kdnnen (Bourne et al., 1990).
Nach Hydrolyse von GTP wird die a-Untereinheit inaktiviert und reassoziiert wieder mit
dem By-Dimer (Ali et al.,, 1994). Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass das
By-Dimer zahlreiche intrazellulare Effektoren aktiviert (Clapham et al., 1993). Zudem ist

es der Zelle moglich, die intrinsische GTPase-Aktivitat durch bestimmte Proteine der so
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genannten RGS-Familie (regulators of G-protein signaling) zu beeinflussen und zu
regulieren (Ross & Wilkie, 2000) (Abbildung 3). RGS-Proteine kénnen die Aktivitat der
G-Proteine zudem dadurch veréndern, dass sie die Bindung des G-Proteins an seinen

Effektor verhindern oder die Affinitat der Ga-Untereinheit zum Gy-Dimer erhdhen.

Agonist

GAP alpha- beta-gamma-
Effektoren Effektoren

Abbildung 3: Modell der Rezeptor vermittelten Aktivierung heterotrimerer G-Protein assoziierter
Signaltransduktion.

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR; G-protein coupled receptor) binden mittels ihrer intrazellularen
Schleifen an das heterotrimere G-Protein. Dieses besteht aus Ga, das Guanosindiphosphat (GDP)
gebunden hat, und dem Gpy-Dimer. Das Gpy-Dimer unterstutzt die Bindung an die Plasmamembran,
nimmt an der Ankopplung an den Rezeptor teil und fungiert als Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitor
(GDI; guanine nucleotide dissociation inhibitor), der die spontane Aktivierung der Ga-Untereinheit
verhindert. Bindet ein Agonist an den Rezeptor (GPCR), fungiert dieser als Guaninnukleotid-
Austauschfaktor (GEF; guanine nucleotide exchange factor) durch Konformationséanderung im G-Protein
und fuhrt damit zur Dissoziation von GDP und zur Bindung von GTP an die a-Untereinheit. Die Bindung
von GTP an Ga bewirkt eine Anderung in drei flexiblen Regionen in der Ga-Untereinheit und dies fiihrt
zur Dissoziation des Gfy-Dimers. Anschlielend regulieren sowohl Ga-GTP als auch Gy verschiedene
nachgeschaltete Effektoren. Die a-Untereinheit besitzt eine intrinsische GTP-Hydrolyse-Aktivitéat, wodurch
GTP zu GDP hydrolysiert wird und die a-Untereinheit mit dem By-Dimer reassoziiert. Dadurch kehrt der
Komplex aus GPCR und heterotrimerem G-Protein in den inaktiven Zustand zurtick. Die Hydrolyse von
GTP wird durch die Familie der RGS-Proteine (regulator of G-protein signaling) gefordert, welche fur die
Go-Untereinheit als so genannte GAP’s (GTPase-accelerating proteins) dienen. (nach Johnston et al.,
2008)

Experimentell kommen schwer hydrolysierbare GTP-Analoga wie GMP-P(NH)P und
GTPyS zum Einsatz, um die Rolle der G-Proteine genauer zu untersuchen, da sie eine
permanente Aktivierung der a-Untereinheit bewirken. Des Weiteren wird durch
Aluminiumfluorid eine Aktivierung der o-Untereinheit verursacht (Chabre, 1990).

Bestimmte Bakterientoxine l6sen Modifikationen an der o-Untereinheit aus, welche
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ihrerseits zu einer Anderung des Funktionszustandes fihren. So verursacht das
Choleratoxin eine ADP-Ribosylierung der Gsa-Untereinheit und verhindert dadurch die
GTPase-Aktivitat und damit die Hydrolyse von GTP. Hieraus resultiert eine
kontinuierliche Aktivierung der Goa-Untereinheit. Das Pertussistoxin fiihrt ebenfalls zu
einer ADP-Ribosylierung, allerdings an der Rezeptorbindungsstelle der Gio-
Untereinheit, so dass diese vom Rezeptor funktionell entkoppelt wird (Nurnberg &
Ahnert-Hilger, 1996).

1.4.2 Die Ga-Untereinheiten Gola und Go2a

Eine besondere Bedeutung bei der Regulation der vesikularen Monoamintransporter
spielt die Go2a-Untereinheit, eine der beiden Splice-Varianten des Goa-Gens. Goa-
Untereinheiten werden der Gi-Subgruppe zugeordnet. Sie sind die in Neuronen am
haufigsten vorkommende a-Untereinheit und machen in Assoziation mit den
By-Dimeren etwa 1 bis 2% des Gesamtproteins im Gehirn aus (Sternweis & Robishaw,
1984; Jiang et al., 1998; Dhingra et al., 2002). AulRerdem konnten sie in endokrinen
Zellen (Ohara-Imaizumi et al., 1992) und in Myozyten (Wolf et al., 1998) nachgewiesen
werden. Go2a kommt nicht nur mit der Plasmamembran assoziiert, sondern auch im
Intrazellularraum vor. So sind Untereinheiten der Gi/o-Familie mit dem Golgi-Apparat
(Ercolani et al., 1990), dem endoplasmatischen Retikulum (Audigier et al., 1988),
Endosomen (Ali et al., 1989), dem Zytoskelett (Rasenick et al., 1990) und dem Zellkern
(Willard & Crouch, 2000) assoziiert. Des Weiteren wurde Go2a in Kolokalisation mit
VMATL1 und VMAT2 auf chromaffinen Granula im Nebennierenmark der Ratte gefunden
(Pahner et al., 2002) und wurde massenspektroskopisch neben anderen G-Protein-
Untereinheiten auf aufgereinigten synaptischen Vesikeln nachgewiesen (Takamori et
al., 2006). Funktionell konnte gezeigt werden, dass durch Aktivierung der Go2a-
Untereinheit die vesikulare Monoaminaufnahme gehemmt wird. Weitere Einflisse von
Go2a auf sekretorische Vesikel werden diskutiert. So soll Goa in Wechselwirkung mit
dem Zytoskelett die Exozytose inhibieren (Gasman et al., 1998) und Einfluss auf die
Bildung von LDCVs haben (Leyte et al.,, 1992). Weiterhin ist bekannt, dass die
Aktivierung von Goa nicht ausschlieBlich tber heptahelikale Rezeptoren erfolgt,
sondern auch Uber GAP43, einem neuronalen Protein (Strittmatter et al., 1991), und

das Alzheimer amyloid precurser-Protein moglich ist. In Go2a-Deletionsmutanten
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konnte gezeigt werden, dass, im Gegensatz zum Wildtyp, eine Kokain induzierte
Sensibilisierung und damit eine Zunahme der lokomotorischen Aktivitat (= motorische
Sensitivierung) nach wiederholter Kokaininjektion ausbleibt. AuRerdem zeigten sich
eine Verminderung der D1- und eine Erhéhung der D2-Rezeptorzahl (insbesondere
nach Kokainbehandlung), eine insgesamt verminderte Konzentration striatalen
Dopamins und eine erhdhte Expression von VMAT2. (Brunk et al., 2008a). Ahnliches
konnte auch fur die Behandlung mit Amphetamin gezeigt werden, wobei hier auch bei
den Go2a-Mausdeletionsmutanten bei repetitiver Amphetamingabe eine motorische
Sensitivierung auftrat (Brunk et al., 2010).

Uber die mdoglichen Effektoren, die Goo beeinflusst, ist bisher wenig bekannt.
Beispielsweise konnte die direkte Interaktion der Goo-Untereinheiten mit spannungs-
abhangigen Kalziumkanalen und die daraus resultierende Hemmung der Offnung dieser
Kanale nachgewiesen werden (Kinishita et al., 2001). Daneben gibt es Hinweise darauf,
dass Goa mit dem D, -Rezeptor (dopamine-like receptor) assoziiert ist (Jiang et al.,
2001). Weitere Interaktionspartner von Goo. konnten mit Hilfe der Yeast-two-hybrid-
Methode und Koimmunoprazipitationen identifiziert werden. Fiur Golo zeigten sich
dabei unter anderem direkte Interaktionen mit RGS14 (Traver et al., 2000), RGS17,
Gz-GTPase-activating protein (Gz-GAP), IP6, Rap1GAP (Jordan et al., 1999), Purkinje
cell protein-2 (Luo & Denker; 1999) und G-protein-induced-protein-of-Neurite-outgrowth
1 und 2 (GRIN1&2; Chen et al., 1999). Konstitutiv aktives Go2a interagiert mit
Rap1GAP, Girdin und weiteren Proteinen (Baron et al., 2012).

In experimentellen Versuchen mit Goa-Deletionsmutanten, die keine der beiden Goa
Splice-Varianten exprimieren, wurde eine deutlich verminderte Lebenszeit der
Nachkommen von durchschnittlich sieben Wochen festgestellt. AuRerdem fielen eine
Hyperalgesie, eine motorische Hyperaktivitdt und eine Beeintrachtigung der
motorischen Kontrolle, Tremor und die Neigung zu Krampfanféallen auf (Jiang et al.,
1998). Dies zeigt die enorme Bedeutung von Goa fur die Integritat des
Zentralnervensystems, ohne dass sich morphologisch Veranderungen des Gehirns im

Vergleich zu Wildtypmé&ausen zeigen liel3en (Valenzuela et al., 1997).
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1.4.3 Die Ga-Untereinheit Gga

Wie unter 1.4.1 beschrieben, lassen sich die G-Proteine in vier Gruppen unterteilen,
darunter befindet sich auch die Familie der Gqg-Proteine. Zu den Mitgliedern dieser
Gruppe gehéren Gqa, G1lla, G1l4a und G15/16a (Simon et al., 1991), welche alle vier
Isoformen der Phospholipase CB (PLC-B) aktivieren kdnnen. Dieses Enzym bewirkt die
Hydrolyse von Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) zu Inositoltrisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG). IP3; bewirkt die Freisetzung von Kalzium aus intrazellularen
Speichern, DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC). Sowohl Kalzium als auch die PKC
sind an zahlreichen intrazellularen Signalwegen beteiligt und bewirken verschiedene

zellulare Ereignisse (Mizuno et al., 2009).

1.4.4 cAMP und cGMP als sekundare Botenstoffe

Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) sind wichtige Botenstoffe innerhalb der Zelle.

Synthetisiert wird cAMP durch die Adenylylzyklase (AC) aus Adenosintriphosphat
(ATP). Dieses Enzym lasst sich in zwei Familien einteilen, die membranassoziierten AC
und die l6slichen AC. Von den membranassoziierten AC existieren neun Isoformen, alle
werden durch Gso aktiviert. Eine gut verstandene Signalkaskade ist der cAMP-
Proteinkinase A-Weg. Die durch cAMP aktivierte Proteinkinase A (PKA) ihrerseits kann
zahlreiche Ereignisse in der Zelle ausléosen. Abgebaut wird cAMP (ber
Phosphodiesterasen. Experimentell konnte gezeigt werden, dass der vesikulare
Monoamintransport in Phdochromozytomzellen durch cAMP vermindert wird (Nakanishi
et al., 1995a). Dieser Effekt konnte durch den Proteinkinase-Inhibitor K252a
aufgehoben werden (Nakanishi et al., 1995b).

cGMP entsteht nach G-Protein vermittelter Aktivierung der Guanylylzyklase (GC) aus
GTP. Von der GC existieren eine membrangebundene und eine l6sliche Form. cGMP
kann den Offnungszustand von Kationenkanalen beeinflussen, was bei der
Signaltransduktion in den Sinneszellen des Auges eine grofR3e Rolle spielt, und bewirkt
eine Aktivierung von cGMP-abhéangigen Proteinkinasen. So fuhren intrazellular erhohte
Konzentrationen von cGMP unter anderem zur Dilatation glatter Muskelzellen in

Gefallen und im Gastrointestinaltrakt. Auf3erdem interferiert die cGMP-abhangige
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Proteinkinase mit der Generierung von IP3 Uber Interaktion mit Gqa bzw. Phospholipase
CpB, wodurch die intrazellulare 1P3-Konzentration sinkt (Hofmann, 2005). cGMP wird

ebenfalls durch Phosphodiesterasen abgebaut.

1.5 G-Protein abhangige Regulation vesikuldrer Monoamintransporter

Wie unter 1.4.1 erwdhnt, kommen G-Proteine nicht nur rezeptorassoziiert an der
Zellmembran, sondern auch im Intrazellularraum vor. Go2a kommt auf Membranen von
chromaffinen Granula vor (Ahnert-Hilger et al., 1994) und Gi- und Go-Proteine sind auf
synaptischen Vesikeln vorhanden (Aronin & DiFiglia, 1992; Ahnert-Hilger, 1994; Pahner
et al., 2003).

Experimentell konnte eine Verminderung der vesikularen Aufnahme von Monoaminen in
permeabilisierte PC12-Zellen, welche ausschliel3lich VMAT1 exprimieren, durch Zugabe
schwer hydrolysierbarer GTP-Analoga (GMP-P(NH)P bzw. GTPyS) gezeigt werden. Es
stellte sich heraus, dass fur die Reduktion der Transmitteraufnahme Go2a, aber nicht
Gola, Gila oder Gi2a verantwortlich ist (Ahnert-Hilger et al., 1998). Ahnliches konnte
auch fur die Monoaminaufnahme in BON-Zellen nachgewiesen werden, einer Zelllinie,
die einer Metastase eines pankreatischen Karzinoidtumors entsprungen ist und welche
sowohl VMAT1 und VMAT2 exprimiert. Untermauert wurden diese Ergebnisse durch
Monoaminaufnahmeversuche an permeabilisierten Raphe-Neuronen der Ratte und
Vesikelpraparationen, welche ebenso eine Go2a vermittelte Verminderung der
Serotoninaufnahme durch eine Hemmung des vesikularen Monoamintransporters 2
zeigten (Holtje et al., 2000). Von der gleichen Arbeitsgruppe konnten sowohl VMAT2 als
auch Go2a durch elektronenmikroskopische Untersuchungen auf den SSVs
serotoninerger Nervenendigungen lokalisiert werden (Holtje et al., 2000). In spéateren
Experimenten konnte auf’erdem gezeigt werden, dass die durch GMP-P(NH)P
hervorgerufene Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme in  GoZ2a-
Deletionsmutanten ausbleibt (Brunk et al., 2008a).

VMAT2 wurde zudem in Thrombozyten nachgewiesen. Thrombozyten kdnnen
Serotonin nicht selbst synthetisieren. Sie nehmen das von enterochromaffinen Zellen
des Magen-Darm-Traktes synthetisierte Serotonin Uber den entsprechenden
Plasmamembrantransporter (SERT) auf und speichern es mit Hilfe von VMAT2 in

vesikularen Strukturen (large dense bodies). Auch in diesem System konnte eine
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Hemmung der Serotoninaufnahme durch Zugabe des nicht-hydrolysierbaren GTP-
Analogons GMP-P(NH)P gezeigt werden. In aus Tryptophanhydroxylase 1-
Deletionsmutanten (Tph 1) gewonnenen Thrombozyten, welche kaum Serotonin
enthalten, konnte keine Serotoninaufnahmehemmung durch GMP-P(NH)P gezeigt
werden. Hingegen wurde die Aufnahme dann gehemmt, wenn diese Thrombozyten mit
Monoaminen vorbeladen wurden. Dies liel3 erstmals die Vermutung zu, dass der
Fullungszustand der Vesikel zur Hemmung der Transmitteraufnahme beitragt (Héltje et
al., 2003). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass, im Gegensatz zu Neuronen, in
Thrombozyten kein Go2a exprimiert wird. Durch Experimente an Gqo-
Deletionsmutanten konnte Gqo als das fur die Regulation des vesikularen
Monoamintransporters 2 in Thrombozyten verantwortliche G-Protein identifiziert
werden. Zudem wurden in Ggo-Deletionsmutanten eine verlangerte Blutungszeit und
zerebrale Defizite, wie Koordinationsstérungen, nachgewiesen (Holtje et al., 2003).

An VMAT1- bzw. VMAT2-transfizierten CHO-Zellen, welche nicht die Enzymausstattung
fur die Serotoninsynthese und —speicherung enthalten, aber Go2a exprimieren, konnte
gezeigt werden, dass eine verminderte Serotoninaufnahme durch G-Protein-Aktivierung
(mit GMP-P(NH)P) nach Vorbeladung der Zellen mit anderen Monoaminen resultiert.
Auffallig war hierbei, dass die Serotoninaufnahmehemmung in mit VMATL1 transfizierten
CHO-Zellen nach Vorbeladung mit Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin oder Serotonin
signifikant ausfiel. Hingegen konnte in mit VMAT2 transfizierten CHO-Zellen keine
Hemmung der Serotoninaufnahme bei Vorbeladung mit Adrenalin gezeigt werden,
obwohl VMAT2 Adrenalin transportiert (Brunk et al., 2006). Diese Ergebnisse fuhrten zu
dem Schluss, ahnlich den Daten, die an Thrombozyten gewonnen werden konnten,
dass der Fullungszustand der Vesikel einen Einfluss auf die VMAT-Aktivitat hat und
eine Signaltransduktionskaskade unter Mitwirkung von Go2a diese Hemmung
vermittelt. Da CHO-Zellen nicht mit den nétigen Enzymen fir die Serotoninsynthese und
-speicherung  ausgestattet sind, wurde vermutet, dass der vesikulare
Monoamintransporter selbst als Sensor fur den Fillungszustand der Vesikel fungiert
und die Signalkaskade anst6(3t. Eine viel versprechende Struktur stellt die intraluminale
Schleife zwischen der ersten und zweiten Transmembrandom&ne der VMAT dar.
Zwischen den Isotypen bestehen in diesem Abschnitt der Aminosauresequenz grol3e
Differenzen. Nach Deletion der fiur diese intraluminale Schleife kodierenden DNA-

Sequenz und Transfektion von CHO-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass die
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G-Protein vermittelte Hemmung der Monoaminaufnahme deutlich reduziert war. Somit
stellt die intraluminale Schleife mutmaflich eine rezeptorahnliche Struktur dar, welche
zur Aktivierung einer Signalkaskade und damit von Go2a fuhrt (Brunk et al., 2006).
Dabei ist beim VMAT1 eine al-rezeptordhnliche Struktur an der Bestimmung des
intravesikularen Monoaminspiegels verantwortlich.

Bisher ist nicht geklart, ob das G-Protein direkt mit dem Transporter interagiert oder
uber weitere Zwischenschritte aktiviert wird. Des Weiteren ist unbekannt, ob Go2a
direkt zur Hemmung der VMAT-Aktivitdt beitrdgt oder ob ein nachgeschalteter
Signaltransduktionsweg involviert ist. Experimentell konnte jedoch mit Hilfe des Yeast-
two-hybrid-Systems mit konstitutiv. aktivem Go2a VMAT nicht als direkter

Interaktionspartner identifiziert werden (Baron et al., 2013).
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1.6 Fragestellungen

VMAT1 und VMAT2 unterscheiden sich hinsichtlich ihres Vorkommens und ihrer
Substratspezifitat. Uber die Regulation von VMAT?2 ist insgesamt mehr bekannt als tiber
die Regulation von VMAT1.

Daher sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen untersucht

werden:

1.) Ein Fragenkomplex betrifft den Einfluss von sekundaren Botenstoffen auf die
Aktivitat von VMATL1:
e Haben die sekundaren Botenstoffe cAMP und cGMP einen Einfluss auf die
vesikulare Monoaminaufnahme durch den vesikularen Monoamintransporter 1?
e Wodurch ist ein gegebener Einfluss charakterisiert (Hemmung/Steigerung der
VMAT-Aktivitat, Veranderung von Transportparametern)?
e Gibt es Unterschiede in der Wirkung von cAMP und cGMP?

2.) Welchen Einfluss haben verschiedene Ga-Untereinheiten (Gola, Go2a und Gqo)

auf die vesikulare Monoaminaufnahme tber VMAT1?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Chemikalien

40% Acrylamid/Bisacrylamid-Stammlésung (40%; 19:1)
Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Ascorbinséaure

Bicinchoninsaure (BCA)

Bovines Serum Albumin, Fraktion V (BSA)
Bromphenolblau

cAMP (cyclisches Adenosin 3’, 5’-monophosphat)
cGMP (cyclisches Guanosin 3’, 5’-monophosphat)
Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglykolbis(2-aminoethyl-)tetraacetat (EGTA)

Geneticin

Glukose

Glyzerin

Glyzin

5’-Guanolylimidodiphosphat (GMP-P(NH)P)
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin- N'-(2-ethansulfonsaure) (HEPES)
5-Hydroxytryptamin-Hydrochlorid
5-Hydroxy-[*H]-tryptamintrifluoracetat ([*H]-Serotonin)

Immu Mount

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Munchen)
Sigma (Miinchen)
Sigma (Schnelldorf)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Munchen)
Sigma (Minchen)
Sigma (Schnelldorf)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

Invitrogen
(Karlsruhe)

Sigma (Schnelldorf)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Munchen)
Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)

GE Healthcare
(Munchen)

Thermo Shandon
(Pittsburgh)

Sigma (Schelldorf)
Fluka (Buchs)
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Kaliumhydroxid
Kaliumglutamat
Kanamycin
Kupfersulfat

Lipofectamin
Low Molecular Weight-Marker (LMW)
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid
Mass-Ruler-DNA-Marker

Methanol

Natriumazetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Di-Natriumtartrat

Optiphase HighSafe Szintillationsflissigkeit

PageRuler — Protein Marker

Piperazin-N,N’-bis-(2-ethansulfonséure) (Pipes)
Ponceau S

Restriktionsenzyme

Reserpin

Salzsaure

Saccharose

Sulfosalizylsaure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trichloressigséaure

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)

Invitrogen
(Karlsruhe)

GE Healthcare
(Minchen)

Molkerei Heideblume
(Elsdorf)

Sigma (Schnelldorf)

Fermentas (St.
Leonrot)

Merck (Darmstadt)
Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)

Beckman Coulter
(Krefeld)

Fermentas (St.
Leonrot)

Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)

Fermentas (St.
Leonrot)

Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)
Sigma (Schnelldorf)
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Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin

Trypton

Tween 20

2.2 Puffer und Lésungen

PBS (Phosphate Buffered Saline)
140 mM NacCl

10 mM KCI

6,4 mM Na,HPO,4
2 mM KH>,PO,
pH 7,4

Trypsinlésung

0,25 % Trypsin

1 mM EDTA

in PBS

Losungen fir die Proteinbestimmung

LOosung A
1% (w/iv) BCA
17 % (W/V) Na,CO3
0,16 % (w/v) 2,3-Na,C4H4O¢ (Di-Natriumtartrat)
0,4 % (w/v) NaOH
0,95 % (w/v) NaHCOs3

Losung B
4% (wlv)  CuSO,

Losungen fur Immunoblots

Antikorperlésung
0,2 % (w/v) BSA

in PBS
TS (Tris Saline)-Puffer
20 mM Tris
140 mM NacCl
pH 7,5 (HCI)
TS-Tween-Puffer
20 mM Tris

150 mM NaCl
0,1 % (viv) Tween 20

Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Schnelldorf)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
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Magermilchlésung

5 % (wiv) Magermilchpulver
0,05 % (v/v) Tween 20
in TS-Puffer

Antikorperlosung

1,5 % (w/v) BSA
in TS-Puffer

Homogenisierungspuffer

320 mM Sucrose
4 mM Hepes

pH 7,4 (KOH) (vor Zugabe von Sucrose)
+1mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

+ Proteaseinhibitormix (Sigma) 1:1.000

Losungen fur Elektrophorese

Probenpuffer

200 mM Tris

400 mM DTT

8% (wlv)  SDS

0,4 % (w/v) Bromphenolblau
40 % (viv)  Glyzerin

Elektrophoresepuffer

25 mM Tris
200 mM Glyzin
3,5mM SDS

Ponceau S-Farbeldsung

0,3 % (w/v) Ponceau S

3 % (w/v)  Trichloressigsaure
3 % (w/v)  Sulfosalizylsdure
in ddH,O

Proteintransferpuffer

200 mM Glyzin
25 mM Tris

1,3 mM SDS

20 % (v/v)  Methanol

Tris I-Puffer (4x)

500 mM Tris
0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8 (HCI)

Tris lI-Puffer (4x)

1,5M Tris
0,4 % (W/v) SDS
pH 8,8 (HCI)
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Sammelgel
0,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (40%, 19:1)
2,5 ul TEMED
25 pl 10 % APS
1,25 ml Tris 1-Puffer
3,25 ml ddH,0
Trenngele
Acrylamid/Bisacrylamid (%) 8% | 10% | 12%
Tris 1l-Puffer 2,5ml
Acrylamid/Bisacrylamid (40%; 19:1) 2 ml 2,5ml 3 ml
ddH,0 5,5 ml 5ml 4,5 ml
TEMED 5 ul
10% APS 50 pl

Losungen fur Neurotransmitteraufnahme

Kaliumglutamat (KG1)- Puffer
150 mM Kaliumglutamat

20 mM Pipes
4 mM EGTA
2,8 mM MgCl; (durch Komplexbildung ca.1 mM freies Mg?")
pH 7,0 (KOH)
Kaliumglutamat-ATP-Puffer
KG-Puffer
2 mM Na,-ATP

Losungen zur Agarosegelelektrophorese
TE-(Tris-EDTA-)Puffer

10 mM Tris (pH 8,0, HCI)

1 mM EDTA
TAE-(Tris-Acetat-EDTA-Puffer)

40 mM Trisazetat

5 mM Natriumazetat

1mM EDTA

pH 7,4 (Essigsaure)

Agarosegel
2% (w/v)  Agarose
In 1x TAE-Puffer

Losungen fur Immunfluoreszenz

Paraformaldehydlésung
4 % (w/v) Paraformaldehyd
0,1M Phosphatpuffer
pH 7,4

Blockldsung
0,1 % (v/v) Triton X-100
5 % (v/Iv) Normal Goat Serum (NGS)
2 % (w/v)  Bovines Serum Albumin (BSA)
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2. Antikorper-Lésung
10 ml PBS
+ 2% BSA (200 mg)

2.3 Medien

2.3.1 Zellkulturmedien

Medium fur PC12-Zellen

170 ml RPMI 1640

20 ml Pferdeserum (HS)

10 ml Kalberserum (FBS)

2 ml L-Alanylglutamin (200 mM)

2 ml Penicillin (10.000 U) / Streptomycin (10 mg/ml)
Medium fur CHO-Zellen

180 ml DMEM/HAM’s F12

20 ml Kalberserum (FBS)

2 mi L-Alanylglutamin (200 mM)

2 mi Penicillin (10.000 U) / Streptomycin (10 mg/ml)
Sonstiges

Opti-MEM | Reduced Serum Medium von der Firma Gibco fur die Lipofectamin-

Transfektionen.

2.3.2 Mikrobielle Medien

Luria Bertani (LB)-Medium

10 g/ Trypton
59/l Hefextrakt
59/l NacCl

pH 7,0

Das LB-Medium wurde fur 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert.
Entsprechend Zusatz von Kanamycin (Endkonzentration 25 pg/ml) zum LB-Medium.
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2.4 Antikorper

2.4.1 Primare Antikorper

Anti-Chromogranin B-Antikorper
Monoklonal, Maus

Anti-GFP-Antikorper
Polyklonal, Kaninchen

Anti-Go2a-Antikorper (Klon 101.4)
Monoklonal, Maus

Anti-Synaptophysin-Antikorper (Klon 7.2)
Monoklonal, Maus

Anti-VMAT1-Antikorper
Polyklonal, Kaninchen

Anti-VMAT2-Antikorper
Polyklonal, Kaninchen

Anti-GFP-Antikorper
Polyklonal, Kaninchen

2.4.2 Sekundare Antikorper

Ziege-Anti-Kaninchen I1gG
Peroxidase gekoppelt
Ziege-Anti-Maus IgG
Peroxidase gekoppelt

Oregon green-Antikorper
Ziege-Anti-Kaninchen-1gG

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz, USA

MoBiTec
Gottingen, Deutschland

freundlicherweise von Prof.
Jahn, MPI fur
biophysikalische Chemie,
Gottingen, Deutschland, zur
Verfiigung gestellt

Synaptic Systems
Gottingen, Deutschland

Chemicon International
Schwalbach, Deutschland

Synaptic Systems
Gottingen, Deutschland

Abcam
Cambridge, USA

Vector Laboratories
Burlingham, USA

Vector Laboratories
Burlingham, USA

MoBiTec
Gottingen, Deutschland
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2.5 Vektoren / DNA

2.5.1 Vektoren

pEGFP-C1 (Clontech)

Der Vektor kodiert das Enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP), die Sequenz

hierfir wird von der Multiple Cloning Site (MCS) gefolgt. Zudem befindet sich auf dem
Vektor das Neomycinresistenzgen, was fur die Selektion stabiler Zelllinien von
Bedeutung ist. Dem Neomycinresistenzgen ist ein bakterieller Promotor vorgeschaltet,

der die Selektion erfolgreich transformierter E. coli mittels Kanamycin ermaéglicht.

pEGFP-(del2)-C3
Dieser Vektor ist durch Deletion der Basen 1341 (A) und 1342 (T) des Vektors peGFP-

C1l (Clontech) entstanden. Der Vektor kodiert ebenfalls fir das Enhanced Green

Fluorescent Protein und die Neomycin- /Kanamycin-Resistenz. Die MCS folgt auf
eGFP. Der Vektor wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Christian Derst (Charité —
Universitdtsmedizin Berlin, Institut fur Integrative Neuroanatomie) zur Verfligung

gestellt.

2.5.2 cDNA von Ga-Untereinheiten und ortsspezifische Mutagenese

Die cDNA fur die Ga-Untereinheiten Gola (Ratte), Go2a (Hamster) und Ggo (Maus)
wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Lutz Birnbaumer, National Institute of
Environmental Health Sciences, Research Triangle Park, North Carolina, USA, zur
Verfligung gestellt.

In unserem Labor wurden aus der cDNA der Goa-Untereinheiten mit Hilfe
ortsspezifischer Mutagenesen die jeweils konstitutiv aktiven Untereinheiten hergestellt.
Diese konstitutiv aktiven Mutanten verlieren die Fahigkeit gebundenes GTP zu
hydrolysieren. Die jeweiligen Mutanten wurden danach in den pEGFP-C3-Vektor
eingebaut (pEGFPG010Q205L, pEGFPG02aQ205L, pEGFPGqaQ209L). Diese
Vektoren mit den jeweiligen konstitutiv aktiven Ga-Untereinheiten wurden
freundlicherweise von Herrn Dr. Christian Blex, Charité — Universitdtsmedizin Berlin,

Institut fir Integrative Neuroanatomie, zur Verfiigung gestellt.
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2.6 Gerate und Apparaturen

Elektrophorese

Alle Gerate fur die Elektrophorese stammen von der Firma BioRad (Munchen).
Power/Pac 200/300 Spannungsgerat

TransBlot SD Semidry Elektrophorese Transferzelle

Mini Protean Il Elektrophorese-Kammer

Mini-Sub Cell GT/ Wide Mini-Sub Cell GT

Mikroskope
Leica DMLB Epifluoreszenzmikroskop mit Durchlichteinrichtung

Homogenisierung von Zellen

Ballhomogenisator des European Molecular Biology Laboratory (Heidelberg,
Deutschland)

Zentrifugen
Beckman J2-HS Kihlzentrifuge

Rotoren: JA-14, JA-20
Beckmann Optima Max Ultrazentrifuge
Rotoren: TLS 55, TLA 100.4, TLA 100.1
Eppendorf Kuhlzentrifuge 5417 R

Transformationen

Nucleobond PC 100 Macherey-Nagel (Duren)

Cawomat 2000 IR Entwicklungsmaschine Physia GmbH (Neu-
Isenburg)

Sonstige

Beckman LS 6500, Liquid Szintillation Counter

BioDoc Analyse (Video Dokumentationssystem)

Sterilarbeitsbanke Heraeus HeraSafe 18 / 2 bzw. Heto-Holten Safe 2010
Zellkulturbrutschranke bzw. Inkubatoren: Heraeus BB16CU / BBD 6220 bzw. T 6120

Neubauer Zahlkammer
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2.7 Methoden

2.7.1 DNA-Arbeiten

2.7.1.1 Transformation kompetenter E. coli Bakterien

Fur die Vervielfaltigung von Vektoren wurden Escherischia coli Bakterien des Stammes
Top10 F’ von der Firma Invitrogen verwendet. Zunéchst wurden die Bakterien auf Eis
langsam aufgetaut und danach 50ul der Bakterien-Losung mit 1-5ug des jeweiligen
DNA-Vektors fur etwa 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fir 2
Minuten bei 42 °C und danach die Abkuhlung auf Eis flr ebenfalls 2 Minuten. Nach
Zugabe von 400ul LB-Medium wurden die transformierten E. coli Bakterien fur 60
Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien-Suspension wurde daraufhin mit 50-100ml
LB-Medium Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Dem LB-Medium wurde Kanamycin
zugegeben, da auf den genutzten pEGFP-Vektoren das Kanamycin-Resistenzgen

enthalten ist und somit nur erfolgreich transformierte Zellen selektiert werden konnten.

2.7.1.2 Isolation von Plasmid-DNA aus transformierten E. coli Bakterien

Die Isolation der Plasmid-DNA aus den transformierten E. coli Bakterien erfolgte mit
Hilfe des NucleoBond® - Kits von der Firma Macherey-Nagel. Die Uber Nacht
gewachsene Bakterien-Suspension wurde fir 15 Minuten bei 6.000 x g bei 4 °C

zentrifugiert und danach mit Hilfe des Kits aufgearbeitet.

2.7.1.3 Konzentrierung der DNA durch Fallung

Im nachsten Schritt erfolgte die Konzentrierung der DNA mittels Fallung. Dazu wurde
zum, nach den Arbeitsschritten mit Hilfe des NucleoBond® - Kits erhaltenen wassrigen
Eluats, Isopropranolol hinzugegeben. Es schloss sich eine Zentrifugation bei 15.000 x g
fur 10 Minuten an. Der erhaltene Uberstand wurde verworfen und es erfolgten
mehrmalige Waschschritte des DNA-Pellets mit 70%igem Ethanol. Nach erneuter
Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes wurde das DNA-Pellet luftgetrocknet.

Zuletzt wurde das Pellet in TE-Puffer (pH 8,0) oder in Aqua bidest. geldst.
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2714 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der Konzentration der DNA-Menge wurde die Absorption der DNA-

Lésung bei 260 nm bestimmt und nach folgender Formel berechnet:

€ = ODyg0 X 50ug / ml x VF.

c Konzentration der DNA-L6sung [pg/ml]
OD260 Optische Dichte bei einer Wellenlange von 260nm
VF zu bertcksichtigender Verdinnungsfaktor der untersuchten DNA-
Losung
2.7.1.5 Restriktion von DNA durch Endonukleasen

Die Restriktion der erhaltenen DNA erfolgte durch eine zweistindige Inkubation mit
geeigneten Restriktionsenzymen (je nach Vektor) in einem fir die jeweils eingesetzten

Enzyme geeigneten Puffer bei der fur die Enzyme optimalen Temperatur.

2.7.1.6 Agarose-Gelelektrophorese

Nach der Restriktion erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Dabei kamen 2%ige Agarosegele zum Einsatz. Zur Herstellung
wurde TAE-Puffer mit der entsprechenden Menge Agarose vermischt und in einer
Mikrowelle aufgekocht bis die Agarose vollstandig gelost war. Die entstandene Losung
wurde mit 1pl/ml Ethidiumbromid versetzt, in den vorbereiteten Rahmen (Biorad)
gegossen und ausgekuhlt. Nach Auftragen der entsprechenden DNA-L6sung und des
Mass-Ruler-DNA-Ladder-Markers (5ul) (Fermentas) als GrofRenstandard wurde die
Elektrophorese in TAE-Puffer bei 60-100 Volt durchgefuhrt. Zum Nachweis der
gewunschten Inserts wurden im Anschluss an den Restriktionsverdau die entstandenen
DNA-Fragmente unter UV-Licht bei 254nm Wellenlange sichtbar gemacht, fotografiert

und ausgewertet.
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2.7.2 Zellkulturarbeiten

2.7.21 PC1l2-Zellen

Die PC12-Zelllinie entstammt Phaochromozytomzellen der Ratte. Sie stellen ein
natzliches Modellsystem in der Neurobiologie dar (Greene et al., 1976). Die PC12-
Zellen wurden auf 100 mm Kulturschalen ausgesét und mit einem geeigneten Medium
bei 37 °C und 10% CO; bis zur Konfluenz kultiviert, gegebenenfalls war ein Wechsel
des Kulturmediums erforderlich. Zum Ablésen der PC12-Zellen von der Zellkulturschale
wurde das Medium entfernt, mit 5ml PBS gespult und danach mit 1ml (1:10)
Trypsinlésung behandelt, welche sofort abgesaugt wurde. Nach Inkubation fiir ca. 2
Minuten im Brutschrank wurden die Zellen mit 1ml PBS von der Platte gespult und fir 2
Minuten bei 1.300 x g zentrifugiert. Die sedimentierten PC12-Zellen konnten daraufhin
mit Kulturmedium versetzt, in der gewunschten Dichte erneut ausgesat oder mit 1ml

PBS versetzt fur Neurotransmitteraufnahmetests verwendet werden.

2.7.2.2 CHO-Zellen

Die verwendeten CHO-Zellen sind Fibroblasten aus Ovarien des chinesischen
Hamsters. Die in unserem Labor zur Verfigung stehende Zelllinie ist stabil mit dem
vesikularen Monoamintransporter 1 (VMAT1) transfiziert. Die Zellen wurden auf
100 mm Kulturschalen ausgesét und bei 37 °C und 5% CO., kultiviert. Zum Ablésen der
Zellen wurde das Medium abgesaugt, mit 5ml PBS gespult und danach 1ml (1:10)
Trypsinlésung zugegeben, welche direkt abgesaugt wurde. Nach 2 Minuten Inkubation
im Brutschrank wurden die Zellen mit 1ml PBS von den Platten abgel6st und daraufhin
fur 2 Minuten bei 1.300 x g zentrifugiert. Die sedimentierten CHO-Zellen konnten
daraufhin mit Kulturmedium versetzt in der gewlinschten Dichte erneut ausgesat oder

mit 1ml PBS versetzt fur Neurotransmitteraufnahmetests verwendet werden.
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2.7.3 Bestimmung der Neurotransmitteraufnahme

2.7.3.1 Permeabilisierung von Zellen

Nach Ablésen der Zellen von den Zellkulturschalen und Uberfilhrung in
EppendorfgefaRe wurden die Zellen bei 1.300 x g fur 2 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, das Zellpellet erneut in 1ml PBS gewaschen und bei 2.000 x g fir
2 Minuten zentrifugiert.

Zur Durchfiihrung der Neurotransmitteraufnahmetests war es notig, die Zellmembran zu
permeabilisieren, damit die verwendeten Neurotransmitter ohne den Einfluss der
jeweiligen Plasmamembrantransporter ins Zellinnere gelangen konnten. Dies geschah
unter Verwendung des von Streptococcus pyogenes stammenden Toxins Strepto-
lysin O (SLO). SLO-Monomere binden an Cholesterol der Zellmembran und bilden
nicht-kovalentgebundene Heteromere, welche zur Porenbildung in der Zellmembran
fuhren (Weller et al., 1996). Dadurch wird ein passiver Transport von Neurotransmittern
in die Zelle ermdoglicht.

Zum nach den Wasch- und Zentrifugationsschritten erhaltenen Zellpellet wurde dann
die Permeabilisierungslosung, bestehend aus 1,5ml KG1-Puffer, 10uM DTT als
Reduktionsmittel vorhandener Disulfidbriicken und ca. 50 HE/ml SLO zugegeben und
auf Eis fur 10 Minuten inkubiert. Bei diesem Schritt lagert sich das Toxin an das
Cholesterol der Zellmembran an. Durch Erwarmung der Zellsuspension auf 37 °C wird
dann die Polymerisierung und die Porenbildung (Durchmesser ca. 12nm) induziert.
Nach Zentrifugation bei 2.000 x g und 4 °C fur 2 Minuten wurde der Uberstand
verworfen und die Zellen wurden im je nach Versuchsansatz benétigten KG-ATP-
Puffervolumen resuspendiert. Die permeabilisierten Zellen konnten nun fur die
Neurotransmitteraufnahmetests verwendet werden. Alle Versuche wurden, wenn nicht

anders angegeben, mit PC12-Zellen durchgefiihrt.

2.7.3.2 Monoaminaufnahme in permeabilisierte Zellen

Die, wie unter 2.7.3.1 beschrieben, vorbereiteten Zellen, wurden zu je 25ul auf die
erforderliche Anzahl an Reaktionsgefalien verteilt. Zur Durchfihrung der
Monoaminaufnahme wurden jeweils 25ul einer Losung, bestehend aus KG-ATP-Puffer

mit 80nM Tritium-markiertem Serotonin ([°H]-Serotonin), 2mM Ascorbinséure und je
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nach Versuchsaufbau weiteren Zusatzen (Aktivatoren, Inhibitoren oder unmarkierten
Zuséatzen) zugegeben. Nach einer Inkubation des Gemisches fur 10 Minuten bei 37 °C
wurde die Monoaminaufnahme durch Zugabe von 500ul eisgekihltem KG1-Puffer
beendet. Es folgten zwei Zentrifugationsschritte von jeweils 14.000 x g fur 2 Minuten mit
daran anschlieBendem Absaugen des Uberstandes. Um die unspezifische
[*H]-Serotoninaufnahme zu ermitteln, wurde zusatzlich die Monoaminaufnahme unter
Zugabe von 6uM Reserpin ermittelt. Reserpin bindet irreversibel an den vesikularen
Monoamintransporter (VMAT) und hemmt damit die spezifische Aufnahme der
Monoamine in die Vesikel. Die jeweiligen Pellets wurden mit je 200pl 0,4%Triton-X100
in H,O resuspendiert und fir 20 Minuten bei 42 °C inkubiert und dadurch lysiert. Im
Folgenden wurden je 100ul entnommen und in SzintillationsgefalBen mit 4ml
Szintillationsflissigkeit vermischt und im Beckman LS 6500, Liquid Szintillation Counter
gemessen. Das ubrige Lysat wurde fir die Proteinbestimmung verwendet.

Die Berechnung der in die Zellen aufgenommenen Tritium-markierten Serotoninmenge

wurde nach folgender Formel durchgefihrt:

MAMonoamin: 1/60 Bq X dpm X 1/(mPr0tein X 1/1000 X AS)

MAwonoamin - MoOnoaminaufnahme, bezogen auf die Proteinmenge der Probe [pmol/mg]

Mprotein Proteinmenge der untersuchten Probe [mg]
dpm Zerfalle pro Minute (1 dpm = 1/60 Bq)
As spezifische Aktivitat des tritiierten Monoamins [TBg/mmol]

Die mit Zusatz von Reserpin ermittelte unspezifische Aufnahme der Monoamine wurde
von der fir jeden Versuchsansatz errechneten Menge aufgenommenen Monoamins

subtrahiert. Bei allen Versuchsansatzen erfolgten Dreifachbestimmungen.

2.7.3.2.1 Monoaminaufnahme unter Zugabe von GMP-P(NH)P

5’-Guanolylimidodiphosphat (GMP-P(NH)P) ist ein schwer hydrolysierbares GTP-

Analogon. Das unter 2.7.3.2 beschriebene Vorgehen wurde unter Zugabe von 100uM

GMP-P(NH)P durchgefiihrt und mit zusatzfreien Ansatzen verglichen.
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2.7.3.2.2 Monoaminaufnahme unter Zugabe von cAMP bzw. cGMP

Die Durchfihrung des Experimentes erfolgte wie unter 2.7.3.2 beschrieben. AuRerdem
wurden entweder 1ImM cAMP oder cGMP zum Versuchsansatz hinzugefugt. In einem
weiteren Versuchsansatz wurde eine Verdunnungsreihe mit den Konzentrationen von
50uM, 100pM, 500uM, 1mM und 5mM von cAMP bzw. cGMP verwendet. Verglichen
wurden diese Ergebnisse ebenfalls mit Ansatzen ohne Zusatz von cAMP oder cGMP.
Um die Effekte auf die Monoaminaufnahme von cAMP und cGMP direkt vergleichen zu
konnen, wurden auf3erdem Serotoninaufnahmetests mit beiden Zusatzen in den oben

genannten Verdinnungen durchgefuhrt.

2.7.3.2.3 Monoaminaufnahme unter ansteigenden Konzentrationen von Serotonin

Das Vorgehen, wie unter 2.7.3.2 dargestellt, blieb unverandert. Der Versuch wurde
unter Zugabe von 500uM cAMP bzw. cGMP durchgefuhrt und mit Ansatzen ohne
Zusatz sekundarer Botenstoffe verglichen. AuRerdem wurde die Konzentration von
Serotonin erhéht, indem neben den 80nM Tritium-markierten Serotonins nichtmarkiertes
Serotonin in ansteigenden Konzentrationen (0,08uM, 1,28uM, 5,12uM, 20,48uM,
81,92uM, 163,84uM) hinzugefiigt wurde. Durch diesen Versuchsansatz sollten die
kinetischen Parameter von VMATL1 unter Einfluss von cAMP und cGMP ermittelt

werden.

2.7.4 Bestimmung der Neurotransmitteraufnahme nach Transfektion von
Zellen

2.7.4.1 Transfektion von Zellen

Fur die Transfektionsversuche wurden permanent VMAT1-transfizierte CHO-Zellen
verwendet. Das Vorgehen richtete sich nach dem Transfektionsprotokoll fir
Lipofectamin der Firma Invitrogen. Transfiziert wurde dabei mit den konstitutiv aktiven
Ga-Untereinheiten Gola (pPEGFPG010Q205L), Go2a (pPEGFPG020Q205L) und Gga
(PEGFPGQoQ209L). Als Kontrolle wurden CHOVMAT1-Zellen mit dem pEGFP-C1-
Vektor von Clontech transfiziert. Dabei wurden 4-10ug der gewinschten DNA in 800pl
Opti-MEM | Reduced Serum Medium und 100pul der Lipofectamin-Losung ebenfalls in
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Opti-MEM | Reduced Serum Medium geldst. Nach Vermischung dieser beiden Ansatze
und anschliel3ender Inkubation fir etwa 30 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die
Zugabe 4,8ml Opti-MEM | Medium. Die im Vorfeld angezlichteten Zellen wurden vom
Medium befreit. In den Zellkulturschalen wurden aufRerdem Deckglaschen fur die
fluoreszenz- und durchlichtmikroskopische Auswertung mitgefuhrt. Im Anschluss
wurden 6,4ml Wachstumsmedium ohne Serum und die DNA-Lipofectamin-Ldsung
hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank. Am
nachsten Tag wurden erneut 6,4ml des fur die Zellen entsprechenden
Wachstumsmediums mit der doppelten Serumkonzentration hinzugefligt. Danach
wurden die Zellen bis zur gewtinschten Wachstumsdichte angezichtet. Gegebenfalls

wurde das Wachstumsmedium gewechselt.

2.7.4.2 Bestimmung der Neurotransmitteraufnahme in transfizierte Zellen

Die transfizierten CHO-Zellen wurden von den Zellkulturschalen abgelost (siehe
2.7.2.2), auRerdem wurden die Deckglaschen entfernt. Nach Zentrifugation der Zellen
bei 1.300 x g fur 2 Minuten schloss sich die unter 2.7.3.1 beschriebene
Permeabilisierung mit SLO an. AnschlieRend wurde ein Neurotransmitteraufnahmetest
mit Tritium-markiertem Serotonin (Zielkonzentration 80nM) durchgefiihrt. Als Referenz
wurden die mit dem Leervektor pEGFP-C1 transfizierten Zellen verwendet. Wie auch
bei den anderen Versuchen zur Neurotransmitteraufnahme wurde jeder Ansatz in
3-facher Bestimmung durchgefuhrt und die unspezifische Neurotransmitteraufnahme
durch die Verwendung von Reserpin Uberprift. Die Berechnung der aufgenommenen
Menge an [*H]-Serotonin erfolgte wie unter 2.7.3.2 beschrieben. Es erfolgte auRerdem
eine Konzentrationsbestimmung der Proteinmenge nach der BCA-Methode (siehe
2.7.6.1).

2.7.4.3 Immunfluoreszenz und Fluoreszenzmikroskopie

Bevor die Zellen von den Zellkulturschalen abgeldst wurden, wurden die Deckglaschen
vorsichtig entfernt und in 24-Loch-Titerplatten zweimal mit PBS gewaschen. Das PBS
wurde entfernt und die Deckglaschen wurden zur Fixierung fur 20 Minuten mit 4%iger
Paraformaldehyd-Losung inkubiert. Danach erfolgten erneut zwei Waschschritte mit

PBS. Nach einer 60-minttigen Inkubation in Blocklésung wurde der in Blocklésung
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verdunnte Anti-GFP-Antikérper zu den Deckglaschen gegeben. Nach Inkubation tber
Nacht wurde am néchsten Tag die Antikdrperlésung entfernt und danach fir 90 Minuten
bei Raumtemperatur der Sekundarantikdrper (Oregon green-Antikdrper), verdinnt in 2.
Antikdrper-Losung, hinzugegeben. Zuletzt wurden die Deckglaschen in PBS gewaschen
und mit Hilfe von Immu Mount auf Objekttragern fixiert. Um die Transfektionseffizienz zu
bestimmen, wurden die Praparate unter dem Leica DMLB Epifluoreszenzmikroskop
betrachtet. Die transfizierten Zellen wurden ausgezahlt und mit der Gesamtzahl der
Zellen in der Durchlichtmikroskopie verglichen. Dazu wurden pro Transfektionsansatz in
jeder Kulturschale mindestens zwei Deckglaschen mitgefuhrt. Zur Ausz&hlung der
transfizierten Zellen wurden unter dem Mikroskop mindestens funf Gesichtsfelder pro

Deckglas ausgezahlt und gemittelt.

2.7.5 Homogenisierung von PC12-Zellen und subzellulare Fraktionierung

Die zur Homogenisierung verwendeten PC12-Zellen wurden nach der Anzichtung mit
Hilfe von 1ml Trypsinldsung von den Zellkulturschalen abgelost und in PBS-Puffer
gewaschen. Nach Zentrifugation bei 1.000 rpm und 4 °C fur 5 Minuten wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1ml Homogenisierungspuffer resuspendiert.
Nach Wiederholung der Zentrifugation und erneuter Resuspension in 1ml
Homogenisierungspuffer wurden die Zellen mit Hilfe des Ballhomogenisators (European
Molecular Biology Laboratory) homogenisiert. Samtliche folgenden Arbeitsschritte
wurden auf Eis ausgefuhrt. Das erhaltene Homogenat wurde fur 15 Minuten bei
2.400 x g zentrifugiert, um unzerstorte Zellen, Zellfragmente und Zellkerne abzutrennen.
Das Pellet wurde in 200ul Homogenisierungspuffer mit Proteaseinhibitoren
aufgenommen (P1-Fraktion). Der Uberstand wurde fir 10 Minuten bei 5.100 x g
zentrifugiert, um Plasmamembran- und Kernreste sowie Mitochondrien und
Zellorganellen &hnlicher GroéRe zu entfernen. Das erhaltene Pellet wurde in 100pl
Homogenisierungspuffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert (P2-Fraktion). Der
Uberstand wurde erneut zentrifugiert (fir 20 Minuten bei 34.000 x g). Das erhaltene
Pellet wurde in 100ul Homogenisierungspuffer mit Proteaseinhibitoren geldst (LDCV-
Fraktion; Large Dense Core Vesicles). Um Mikrosomen vom Ubrigen Zytosol
abzutrennen, wurde der Uberstand ein letztes Mal bei 347.000 x g fir 30 Minuten

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1004l Homogenisierungspuffer mit Proteaseinhibitoren
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aufgenommen (SLMV; Synaptic-like Microvesicles). Von allen Fraktionen wurde die
Proteinkonzentration nach der BCA Methode (siehe 2.7.6.1) bestimmt.

2.7.6 Protein-Techniken

2.7.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die BCA-Methode (Smith PK et al.,
1985) angewendet. Die Bestimmung erfolgte in 96-Loch-Mikrotiterplatten. Dazu wurden
je 20ul jeder Probe in die Vertiefung pipettiert. Zur Bestimmung einer Standardkurve
wurden zudem der Leerwert (0,4% Triton-X100) und verschiedene Konzentrationen
einer BSA-Standardlosung (50 — 400pg/ml) gemessen, welche ebenfalls in 0,4% Triton-
X100 gel6st wurden. Zu jeder Probe wurden 200pl der Losung A und LAsung B im
Mischverhaltnis 50:1 hinzupipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde danach fir 30 Minuten
im Wasserbad bei 60 °C inkubiert. Nach kurzem Abkihlen wurden die jeweiligen
Absorptionen bei einer Wellenlange von 550nm im Elisa-Reader gemessen. Die
Errechnung der Proteinkonzentrationen erfolgte tber die Standardkurve. Fur jede Probe
wurde eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt, woraus sich ein Mittelwert fir jeden

Probenansatz ergab.

2.7.6.2 SDS-PAGE

Zum Nachweis von Proteinen in den subzellularen Fraktionen kam das Verfahren der
SDS-PAGE (sodiumdodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) zur Anwendung.
Dieses dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht (Laemmli,
1970). Die zu untersuchenden Proben wurden mit 4-fachem Probenpuffer versetzt, fur 5
Minuten auf 95 °C erhitzt und danach auf Eis gekihlt. Anschlielend wurden,
entsprechend der Proteinkonzentration in der jeweiligen Fraktion, die Proben auf die
0,75 mm dicken Gele aufgetragen. Diese wurden zuvor vorbereitet, bestehend aus
einem 3,75%igen Sammelgel und einem 8%igen, 10%igen bzw. 12%igen Trenngel.
Zudem diente als Referenz der LMW-Standard (low molecular weight) oder die
PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas), Gemische von Proteinen mit

bekanntem Molekulargewicht. Die Elektrophorese erfolgte in der Mini Protean Il
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Elektrophorese-Kammer (BioRad) mit 1-fachem Elektrophoresepuffer. Die angelegte
Spannung betrug zun&chst 80 V im Sammelgel, danach 150 V im Trenngel.

2.7.6.3 Western-Blot und Immunférbung

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Sammelgel vom Trenngel entfernt und
das Trenngel in Proteintransferpuffer Gberfuhrt. Mittels Western-Blot erfolgte dann der
Transfer der aufgetrennten Proteine vom Trenngel auf Nitrozellulosemembranen im
Semi-Dry-Verfahren. Dazu wurde die TransBlot SD-Kammer (Biorad) verwendet.
Zunachst wurden zwei Schichten von passend geschnittenem, in Transferpuffer
getranktem Filterpapier auf die Anode gelegt. Darauf wurde das Sammelgel platziert.
Abgedeckt wurde dies wiederum mit Filterpapier, um dartber die Kathode zu platzieren.
Geblottet wurde mit 0,3 A / Gel fur 45 Minuten. Im Anschluss erfolgte die Anfarbung der
Nitrozellulosemembran mit Ponceau S-Lésung, um die Proteinbanden darzustellen.
Nun konnten die Membranen, je nach dem zu untersuchenden Protein, zerschnitten
werden, wodurch eine Inkubation mit verschiedenen Antikérpern ermdéglicht wurde. Im
nachsten Schritt wurden die Nitrozellulosemembranen mit Magermilchlésung tber 60
Minuten gewaschen, um unspezifische Antikorperbindungsstellen abzudecken. Danach
erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikdrper in ausreichender Menge Antikérperlésung
und in einer geeigneten Verdinnung bei 4 °C tUber Nacht. Am nachsten Tag wurden die
Membranen vier Mal mit Magermilchlosung fiir je 15 Minuten gewaschen. Im Folgenden
wurden die Blots fur 60 Minuten bei Raumtemperatur mit einem mit
Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert und dann mehrfach
mit TS-Tween-Puffer gewaschen. Daraufhin konnte die Chemilumineszenz-Reaktion
nach der ,enhanced chemiluminescence” (ECL)-Methode erfolgen (Xu HJ et al., 1992).
Sichtbar gemacht wurde diese Reaktion nach Zugabe des Chemilumineszenz-Reagens
mit Hilfe von Fotofilm (GE Healthcare), welcher auf die Blots fiir bis zu 60 Sekunden in
eine Filmkassette gelegt wurde. Die Entwicklung des Fotofilms erfolgte danach in der

Cawomat 2000 IR Entwicklungsmaschine vollautomatisch.
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3  Ergebnisse

3.1 Die PC12-Zelllinie als Modellsystem zur Untersuchung der
Regulation des vesikularen Monoamintransporters 1

Aus vorangegangenen Experimenten ist bekannt, dass die Aktivitat von VMAT1 durch
vesikelassoziierte heterotrimere G-Proteine reguliert wird. Kommt es zur Aktivierung der
o-Untereinheit, wird die VMAT1- und 2-Aktivitat gehemmt und der Monoamintransport
ins Vesikellumen ist reduziert. In neuroendokrinen Zellen und Neuronen ist flr diesen
Effekt die Go2a-Untereinheit verantwortlich (Ahnert-Hilger et al., 1998; Holtje et al.,
2000), wohingegen in Thrombozyten die Gqa-Untereinheit die Transportaktivitat
vermindert (HOltje et al.,, 2003). Zudem ist bekannt, dass die Hemmung der
Transportaktivitat vom Flllungszustand des Vesikels abhangig ist (Holtje et al., 2003;
Brunk et al., 2006). Dabei fungiert die intraluminale Schleife zwischen der ersten und
zweiten Transmembrandomane von VMAT als Sensor fur den Fullungszustand (Brunk
et al., 2006). Uber die genauen Signaltransduktionsmechanismen, die zur Aktivierung
der heterotrimeren G-Proteine und letztendlich zur Hemmung der vesikularen
Monoaminaufnahme ins Vesikelinnere fuhren, gibt es bisher keine genauen
Erkenntnisse.

Fur die Untersuchung der Regulation des VMAT1 wurden vorwiegend die
neuroendokrinen PC12-Zellen verwendet. Sie entstammen einem Phaochromozytom
der Ratte und besitzen alle fir die Monoaminsynthese und —speicherung nétigen
Enzyme (Greene et al, 1976). PC12-Zellen exprimieren nur den vesikularen
Monoamintransporter 1.

Um die Signaltransduktionsmechanismen der G-Protein vermittelten Regulation der
Monoaminspeicherung naher untersuchen zu konnen, musste in der verwendeten
Zelllinie zunéchst die Expression der beteiligten Proteine nachgewiesen werden.
Nachfolgend wurde die spezifische Monoaminaufnahme dber VMAT1 und deren

spezifische Hemmung nach G-Protein Aktivierung naher untersucht.
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3.1.1 Charakterisierung der PC12-Zellen

Fur eine genauere Charakterisierung der PC12-Zellen wurden die Techniken der
subzellularen Fraktionierung, der SDS-PAGE und des Western-Blots mit nachfolgender
Immunfarbung angewendet.

Folgende Fraktionen wurden hergestellt und untersucht: In der P1-Fraktion befinden
sich nach der Zentrifugation unzerstérte Zellen, groRere Zellfragmente und Zellkerne. In
der P2-Fraktion sind kleinere Zellfragmente, Mitochondrien, Endosomen und
Lysosomen und in der LDCV-Fraktion sind grof3ere Vesikel zu finden. Mikrosomen
befinden sich in der SLMV-Fraktion und im Uberstand das Zytosol. Bei den
untersuchten Proteinen handelte es sich um Chromogranin B, Synaptophysin, Go2a,
VMAT1 und VMAT2.

Als Marker fur vesikulare Strukturen wurden die Fraktionen auf Synaptophysin und
Chromogranin B untersucht. Synaptophysin ist ein Marker fir neuroendokrine
Differenzierung und fir synaptische Vesikel (Evans et al., 2005). Es konnte in allen
Fraktionen mit Ausnahme der Uberstandsfraktion nachgewiesen werden. Chromo-
granin B ist ein Marker fur LDCVs. lhm werden Aufgaben in der Biogenese von LDCVs
und deren Sortierung innerhalb der Zelle zugeschrieben (Borges et al., 2010). Der
vorwiegende Nachweis von Chromogranin B konnte in der P1-, P2- und LDCV-Fraktion
erfolgen, jedoch kaum in der SLMV- und Uberstandsfraktion. Hieran zeigt sich eine
suffiziente Differenzierung zwischen LDCV- und SLMV-Fraktion. VMAT1 konnte, aul3er
in der Uberstandsfraktion, in allen Fraktionen nachgewiesen werden. Da VMAT1 auf
vesikularen Strukturen erwartet wird, erklart dies den Nachweis in der LDCV- und
SLMV-Fraktion. Der Nachweis in der P1- und P2-Fraktion erklart sich unter anderem
durch eine unvollstandige Homogenisierung der PC12-Zellen. Dadurch bleiben groR3ere
Zellfragmente intakt, welche auch VMATL1 tragen. Dies erklart auch das Vorkommen
von Chromogranin B und Synaptophysin in der P1- und P2-Fraktion. VMAT2 hingegen
konnte in keiner Fraktion nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Es ist bereits
bekannt, dass PC12-Zellen ausschliel3lich VMAT1 exprimieren (Liu et al., 1992). Go2a
konnte in allen Fraktionen nachgewiesen werden. Von besonderer Bedeutung ist der
Nachweis von Go2a in der LDCV- und SLMV-Fraktion, in der sich die vesikularen

Strukturen und damit auch der VMAT1 befinden, welche mit Go2a assoziiert sind
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(Pahner et al., 2002). Da Go2a. aber auch auf weiteren Strukturen innerhalb der Zelle
vorkommt, erklart dies das Auftreten in der P1- und P2-Fraktion.

Zusammenfassend konnten die fur die Untersuchung der VMAT1-Regulation durch
Go2a erforderlichen Proteine in den PC12-Zellen nachgewiesen werden, eine wichtige
Voraussetzung fur alle weiteren Experimente. Die Ergebnisse der Immunféarbung sind in
Abbildung 4 dargestellt.

Chromogranin

Synaptophysin

Go2u

VMAT1

Abbildung 4: Darstellung von Chromogranin B, Synaptophysin, Go2a und VMAT1 nach
Homogenisierung und Fraktionierung von PC12-Zellen und anschlielRender elektrophoretischer
Auftrennung, Western-Blot und Immunfarbung

Dargestellt sind die einzelnen Fraktionen P1, P2, LDCV, SLMV und Uberstand (US) nach
elektrophoretischer Auftrennung, Western Blot und Immunfarbung. Zuvor wurden die PC12-Zellen im
Ballhomogenisator homogenisiert und in mehreren Zentrifugationsschritten fraktioniert. Vor der
Immunféarbung wurden die Nitrozellulosemembranen nach der zu erwartenden Laufweite der einzelnen
Proteine je nach deren Molekulargewicht zugeschnitten. Alle Banden befanden sich im Bereich dieser mit
Hilfe von Referenzmarkern bestimmten erwarteten Laufweite. Chromogranin B befand sich bei einer
Laufweite von 110kDa und konnte v. a. in der P1-, P2- und LDCV-Fraktion nachgewiesen werden.
Synaptophysin konnte bei einer Laufweite von etwa 38kDa nachgewiesen werden. Es kommt in allen
Fraktionen auBer dem US vor. Go2a. findet sich zum Einen in den Vesikel assoziierten Fraktionen (LDCV
und SLMV), zum Anderen auch in der P1- und P2-Fraktion, aber nur zu sehr geringen Anteilen im US.
Die Laufweite von Go2a lag erwartungsgeman bei ca. 39kDa. VMAT1 konnte v. a. in der P1- und LDCV-
Fraktion, aber auch in der SLMV-Fraktion nachgewiesen werden. Die Laufweite lag bei etwa 55kDa.
VMAT?2 konnte bei einer erwarteten Laufweite von 55kDa nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

40



Ergebnisse

3.1.2 Vesikulare Monoaminaufnahme und Hemmung durch Aktivierung
heterotrimerer G-Proteine

Um die vesikulare Monoaminaufnahme und -speicherung zu untersuchen, wurden
Serotoninaufnahmetests an mit Hilfe von SLO permeabilisierten PC12-Zellen
durchgefuhrt. Durch die Permeabilisierung wird die Diffusion des Serotonins in das
Zellinnere ermdéglicht und somit die Voraussetzung geschaffen, die vesikulare
Serotoninaufnahme zu bestimmen. Fir den Inkubationsansatz wurde ein, an das
intrazellulare Milieu angepasster, Natrium-freier Puffer und ATP (KG3) benutzt. Durch
die Zugabe von Reserpin wurde die unspezifische Serotoninanreicherung bestimmt.
Reserpin bewirkt eine irreversible Hemmung von VMAT und verhindert somit die
Aufnahme von Serotonin ins Vesikellumen. Die unspezifische vesikulare Aufnahme von
Tritium-markiertem Serotonin kann somit durch die Zugabe von Reserpin bestimmt und
die spezifische Aufnahme durch die Differenz der Gesamtaufnahme ohne Reserpin
errechnet werden. Dabei konnte im Ansatz unter Inkubation mit Reserpin ein Anteil der
unspezifischen Anreicherung von Serotonin von 15% (0,488pmol/mg Protein) der
Gesamtaufnahme nachgewiesen werden (Abbildung 5A). Bei allen folgenden
Serotoninaufnahmetests wurden diese mit Hilfe von Reserpin erhaltenen Werte als
unspezifische Serotoninanreicherungen abgezogen.

PC12-Zellen exprimieren, wie unter 3.1.1 gezeigt, als einzigen vesikularen
Monoamintransporter VMAT1, welcher sich auf den elektronendichten dense core
vesicles befindet. Dass die vesikulare Serotoninaufnahme unter dem Einfluss
heterotrimerer G-Proteine steht, kann unter Verwendung von schwer hydrolysierbaren
GTP-Analoga gezeigt werden. Bei Zusatz von GMP-P(NH)P konnte eine Verminderung
der [*H]-Serotoninaufnahme in die Vesikel gezeigt werden (Abbildung 5B). In PC12-
Zellen betragt die Hemmung der Serotoninaufnahme 26% von der Gesamtaufnahme.
Gleiche Effekte konnten auch in anderen, VMAT2 exprimierenden Modellsystemen, wie
in Praparationen synaptischer Vesikel der Maus (Hoéltje et al., 2000), in Thrombozyten
(Holtje et al., 2003) und den VMAT1 und VMAT2 exprimierenden Zellen der BON-
Zelllinie (Holtje et al., 2000) gezeigt werden.
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Abbildung 5: Wirkung von GMP-P(NH)-P und Reserpin auf die vesikulare Serotoninaufnahme.

A) Permeabilisierte PC12-Zellen wurden mit Tritium-markiertem Serotonin inkubiert. Zuséatzlich wurde
entweder das GTP-Analogon GMP-P(NH)-P oder Reserpin zugesetzt. Es zeigten sich eine
Hemmung der vesikularen Serotoninanreicherung durch die G-Protein Aktivierung durch GMP-
P(NH)-P und eine deutliche Hemmung der Serotoninaufnahme in die Vesikel durch Reserpin.

B) Prozentuale Darstellung der verminderten spezifischen vesikularen Serotoninaufnahme unter dem
Einfluss von GMP-P(NH)-P im Vergleich zu den Kontrollen.

Die Grafiken zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus drei separat durchgefiihrten Experimenten mit gleichem Ergebnis.

3.2 Einfluss sekundarer Botenstoffe auf die vesikulare
Monoaminaufnahme uber VMAT1

Eine direkte Interaktion zwischen den vesikularen Monoamintransportern und
heterotrimeren G-Proteinen konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Davon
ausgehend sind zwischengeschaltete Signaltransduktionsschritte wahrscheinlich,
welche zur Hemmung der Transportaktivitat von VMAT flhren. Zentrale Elemente vieler
Signaltransduktionskaskaden sind die sekundaren Botenstoffe cAMP und cGMP. Durch
Nakanishi et al. konnte bereits eine Verminderung der vesikularen Monoaminaufnahme
in PC12-Zellen durch Inkubation mit cCAMP gezeigt werden (Nakanishi et al., 1995a).
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Durch Versuche an Thrombozyten war ein Einfluss von sowohl cAMP als auch cGMP
auf die vesikulare Serotoninaufnahme tber VMAT2 bekannt (unveroffentlichte Daten
der Arbeitsgruppe).

Das Ziel der nachfolgend beschriebenen Experimente sollte es sein, die Beeinflussung
der vesikularen Monoaminaufnahme tber VMAT1 in PC12-Zellen durch die sekundéren
Botenstoffe cCAMP und cGMP zu untersuchen.

3.2.1 Einfluss von cAMP auf die vesikulare Serotoninaufnahme in
PC12-Zellen

Um einen Einfluss des sekundaren Botenstoffes cAMP auf die vesikulare
Serotoninaufnahme zu untersuchen, wurden Serotoninaufnahmetests an SLO-
permeabilisierten PC12-Zellen in An- und Abwesenheit von cAMP durchgefuhrt.

Erste Vorversuche mit 500uM cAMP hatten bestatigt, dass, wie bereits in der
Vergangenheit nach einer Vorbehandlung von PC12-Zellen mit dibuturyl-cAMP gezeigt
wurde (Nakanishi et al., 1995a), die Anwesenheit von cAMP zu einer verminderten
vesikularen [H®]-Serotoninaufnahme fiihrt (nicht gezeigt). Um den Effekt von cAMP bei
direkter Anwesenheit wéahrend des vesikuldren Uptakes genauer zu charakterisieren,
wurden im nachsten Schritt neben den Kontrollansatzen ohne cAMP die Auswirkung
verschiedener Konzentrationen von cAMP (50uM, 100uM, 500uM, 1mM bzw. 5mM) auf
die vesikulare  Serotoninaufnahme  getestet. Hierbei zeigte sich eine
konzentrationsabhéngige Verminderung der Serotoninaufnahme in die Vesikel der
permeabilisierten PC12-Zellen (Abbildung 6). Der grof3te Unterschied im Vergleich zu
den Kontrollen betrug 18% bei einer Konzentration von 5mM cAMP. Es fiel auch auf,
dass die Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme ab cAMP-Konzentrationen von
500uM praktisch nicht weiter zunahm. So betrug der Unterschied zwischen den
erhaltenen Werten bei Inkubation mit 500uM und 5mM cAMP lediglich 3,2%. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass cAMP-abhangige Signalkaskaden in vitro einen

Einfluss auf die vesikulare Serotoninaufnahme und —speicherung haben.
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Abbildung 6: Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme unter dem Einfluss ansteigender
Konzentrationen von cAMP.

In permeabilisierten PC12-Zellen wurde die vesikulare Serotoninaufnahme in Anwesenheit ansteigender
Konzentrationen von cAMP (50um, 100uM, 500uM, 1mM und 5mM) bestimmt. Im Vergleich zu den
Kontrollen ohne Zusatz von cAMP zeigte sich eine konzentrationsabhédngige Hemmung der vesikularen
Serotoninaufnahme durch cAMP.

Die Grafik zeigt ein reprasentatives Ergebnis aus vier separat durchgefiihrten Experimenten mit dem gleichen Ergebnis. Bei jedem
Experiment wurden jeweils drei individuelle Proben gemittelt und die Standardabweichung bestimmt. Der Student’s t-Test ergab
eine Signifikanz von p<0,03 fiir die Proben nach Inkubation von 5mM cAMP.

3.2.2 Einfluss von cGMP auf die vesikulare Serotoninaufnahme In
PC12-Zellen

In ersten Vorversuchen zeigte sich in Anwesenheit von cGMP eine Reduktion der
vesikularen Serotoninaufnahme in PC12-Zellen im Vergleich zu nicht mit cGMP
inkubierten PC12-Zellen (nicht gezeigt). Daher wurden weitere Serotoninaufnahmetests
mit unterschiedlichen Konzentrationen von cGMP (50uM, 100uM, 500uM, 1mM bzw.
5mM) mit den Kontrollansdtzen ohne cGMP verglichen. Dabei konnte eine
konzentrationsabhéngige Hemmung der [H®-Serotoninaufnahme in PC12-Zellen
nachgewiesen werden (Abbildung 7). Bei einer Konzentration von 5mM cGMP betrug
diese Aufnahmeminderung 25% im Vergleich zu den Kontrollen. Auffallig war zudem,
dass die Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme bei Konzentrationen tber 1mM

praktisch kaum mehr zunahm.
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Abbildung 7: Hemmung der vesikuldaren Serotoninaufnahme unter dem Einfluss ansteigender
Konzentrationen von cGMP.

Die vesikuldare Serotoninaufnahme wurde in permeabilisierten PC12-Zellen unter Zugabe von
ansteigenden Konzentrationen von cGMP (50uM, 100pM, 500uM, 1mM und 5mM) bestimmt. Dabei
zeigte sich eine konzentrationsabhéngige Abnahme der vesikuldaren Serotoninaufnahme durch cGMP im
Vergleich zu den Kontrollen.

Die Grafik zeigt ein représentatives Ergebnis aus drei separat durchgefiihrten Experimenten mit dem gleichen Ergebnis. Dabei
wurden bei jedem Experiment jeweils drei individuelle Proben gemittelt und die Standardabweichung bestimmt. Der Student’s t-Test
ergab eine Signifikanz von p<0,02 fir die Proben nach Inkubation mit 1mM und 5mM cGMP.

3.2.3 Einfluss von cAMP und cGMP auf die vesikulare Serotoninaufnahme
im direkten Vergleich

In den Serotoninaufnahmetests unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen von
CAMP und cGMP konnte fur beide sekundaren Botenstoffe eine Hemmung der
vesikularen Aufnahme und Speicherung von Tritium-markiertem Serotonin gezeigt
werden. Es war trotz scheinbarer Unterschiede in den Vorexperimenten allerdings nicht
moglich, Aussagen zu treffen, welcher der beiden sekundaren Botenstoffe eine starkere
Hemmung auf die Fillung der Vesikel ausiibt. Dazu wurden, analog zu den bisherigen
Experimenten, Serotoninaufnahmetests an permeabilisierten PC12-Zellen durchgefihrt,
wobei diesmal fur beide sekundaren Botenstoffe zeitgleich und mit derselben
Zellpopulation gearbeitet wurde. Es kamen verschiedene Konzentrationen von cAMP
bzw. cGMP (100uM, 500uM, 1mM, 5mM) zum Einsatz. Im Vergleich zu den Kontrollen
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ohne Zugabe eines sekundaren Botenstoffes zeigte sich sowohl fir cAMP als auch fur
cGMP eine Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme, deren Ausmal}
konzentrationsabhangig war (Abbildung 8). Bei einer Konzentration von 5mM
zugesetztem sekundéaren Botenstoff fiel die vesikulare Monoaminaufnahme bei cAMP
um 19,0% und bei cGMP um 20,5% im Vergleich zur Kontrolle ohne Zusatz eines der
beiden sekundaren Botenstoffe geringer aus. Dies stimmt weitestgehend mit den zuvor
erhaltenen Ergebnissen der Einzelexperimente Uberein. Ein deutlicher Unterschied
zwischen dem Einfluss von cAMP und cGMP auf die vesikuldre Serotoninaufnahme
konnte nicht nachgewiesen werden. In der Tendenz war die Hemmwirkung auf die

Serotoninaufnahme in allen Experimenten von cGMP etwas starker als die von cAMP.
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Abbildung 8: Hemmung der vesikuldren Serotoninaufnahme unter dem Einfluss ansteigender
Konzentrationen von cAMP bzw. cGMP im direkten Vergleich.

An permeabilisierten PC12-Zellen wurde der Einfluss von cAMP und cGMP auf die vesikulare
Serotoninaufnahme im direkten Vergleich durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils ansteigende
Konzentrationen von cAMP bzw. cGMP (100uM, 500uM, 1mM und 5mM) zugesetzt. Es zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme sowohl fur cAMP als auch fur
cGMP, wobei die Hemmung unter Einfluss von cGMP etwas stérker war.

Die Grafik zeigt ein reprasentatives Ergebnis aus vier separat durchgefuhrten Experimenten mit dem gleichen Ergebnis. In jedem
Experiment wurden drei individuelle Proben gemittelt und die Standardabweichung bestimmt. Der Student’s t-Test ergab eine
Signifikanz von p<0,02 fur die Proben nach Inkubation mit 5mM cAMP und cGMP und 500uM cGMP und eine Signifikanz von
p<0,05 fur die Proben nach Inkubation mit ImM und 100uM cGMP.
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3.2.4 Beeinflussung der Transportgeschwindigkeit und der Substrat-
affinitdt von VMATL1 in PC12-Zellen durch die sekundéaren Botenstoffe
cAMP und cGMP

In  weiteren Experimenten wurden die Inhibitionscharakteristika (Einfluss auf
Transportgeschwindigkeit und Substrataffinitat) von cAMP und cGMP bei der Hemmung
von VMAT1 untersucht. Permeabilisierte PC12-Zellen wurden mit ansteigenden
Konzentrationen von Serotonin (0,08uM; 1,28uM; 5,12uM; 20,48uM; 81,92uM;
163,84uM) fur 10 Minuten bei 37° C in An- und Abwesenheit von 500pM cAMP oder
cGMP inkubiert.

Vergleicht man die Ergebnisse der Kontrollen fir jede individuelle
Serotoninkonzentration mit denen, bei denen cAMP zugesetzt wurde, fallt auf, dass die
vesikulare Serotoninaufnahme ohne Zusatz von cAMP stets héher als unter Einfluss
von cAMP war. Es zeigten sich eine Verminderung des Ky-Wertes (analog zum Ky-
Wert bei Enzymkinetiken als Mal3 fur die Substrataffinitat des Transporters verwendet)
und ein Absinken der maximalen Transportgeschwindigkeit unter Einfluss von cAMP im

Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Kinetik der Serotoninaufnahme in permeabilisierte PC12-Zellen unter An- und
Abwesenheit von 500 mM cAMP.

Permeabilisierte PC12-Zellen wurden mit ansteigenden Serotoninkonzentrationen (bestehend aus [3H]—
markiertem und nicht radioaktiv markiertem Serotonin) inkubiert. Zur Halfte der Probenansatze wurden
fur jede Serotoninkonzentration 500mM cAMP zugesetzt. Es zeigte sich eine Verminderung der
Maximalgeschwindigkeit unter Einfluss von cAMP. Des Weiteren fiel ein Abfall des Ky-Wertes bei den
Proben, denen zusatzlich cCAMP zugesetzt wurde, auf.

Die Grafik zeigt ein représentatives Ergebnis aus drei separat durchgefiihrten Experimenten mit gleichem Ergebnis. In jedem
Experiment wurden drei individuelle Proben gemittelt und die Standardabweichung bestimmt. Der Student’s t-Test ergab eine
Signifikanz von p < 0,05 fur die Proben mit 0,08uM, 1,28uM, 20,48uM und 163,84uM.

Bei den Experimenten mit Zusatz des sekundéren Botenstoffes cGMP zeigten sich
ebenso verminderte vesikulare Serotoninaufnahmen bei jeder Serotoninkonzentration
im Vergleich zu den Kontrollen ohne Zusatz von cGMP. Dabei wurde ein leichter
Anstieg des Ky-Wertes bei den mit cGMP inkubierten Ansatzen deutlich. Au3erdem war
die maximale Transportgeschwindigkeit niedriger als bei den Kontrollen (Abbildung 10).
Insgesamt &ahnelten sich die Effekte von cAMP und cGMP, wie auch in den

vorangegangenen Experimenten.
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Abbildung 10: Kinetik der Serotoninaufnahme in permeabilisierte PC12-Zellen unter An- und
Abwesenheit von 500 mM cGMP.

Unter ansteigenden Konzentrationen von Serotonin ([SH]—Serotonin und nichtmarkiertes Serotonin)
wurden permeabilisierte PC12-Zellen inkubiert. Zur Hélfte der Probenanséatze wurde zudem cGMP in
einer Konzentration von 500mM zugegeben. Es zeigten sich eine Verminderung der maximalen
Transportgeschwindigkeit und ein geringer Anstieg des Ky-Wertes bei den mit cGMP inkubierten
Ansatzen im Vergleich zu den Kontrollen.

Die Grafik zeigt ein reprasentatives Ergebnis aus drei separat durchgefiihrten Experimenten mit gleichem Ergebnis. In jedem
Experiment wurden drei individuelle Werte gemittelt und die Standardabweichung berechnet. Der Student’s t-Test ergab eine
Signifikanz von p < 0,05 fur die Proben mit der Serotoninkonzentration von 0,08uM, 1,28uM, 20,48uM und 163,84uM.

Zusammenfassend lie sich eine konzentrationsabhangige Hemmung der vesikularen
Monoaminaufnahme in PC12-Zellen durch die sekundaren Botenstoffe cAMP und
cGMP zeigen, welche sich in einem Absinken der maximalen Transportgeschwindigkeit
widerspiegelt. Dabei ergaben sich keine gréf3eren Unterschiede zwischen der Wirkung

von cAMP und cGMP.
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3.3 Rolle verschiedener Ga-Untereinheiten in der G-Protein
vermittelten Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme
uber VMAT1

Der vesikulare Monoamintransport in synaptische Vesikel tber VMAT2 wird durch die
Go2a-Untereinheit reguliert (siehe Abschnitt 1.5). In der neuroendokrinen Zelllinie BON
werden sowohl VMAT2 als auch VMAT1 durch Go2a inhibiert (Holtje et al., 2000). In
Thrombozyten dagegen wird VMAT2 durch die Gga-Untereinheit gehemmt (Hoéltje et
al., 2003). Um eine mogliche differentielle Wirkung von verschiedenen a-Untereinheiten
auf die vesikulare Serotoninaufnahme Uber VMAT1 zu Uberprifen, wurden VMAT1
exprimierende CHO-Zellen mit den mutierten, konstitutiv aktiven a-Untereinheiten
Gola, Go2a und Gqa transfiziert. Dazu wurde die cDNA nach ortsspezifischer
Mutagenese in den pEGFP-C3-Vektor eingebaut. Parallel dazu wurden CHOVMAT1-
Zellen mit dem Leervektor pEGFP-C1 transfiziert. Nach Kultivierung der Zellen im
Brutschrank wurden Serotoninaufnahmetests an den permeabilisierten CHO-Zellen
durchgeftihrt.  Die  Effizienz der Transfektionen wurde mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie ermittelt. Dies war mdglich, weil die fur die Transfektionen
verwendeten Vektoren die DNA-Information fur das ,grin fluoreszierende Protein®
(GFP) kodierten, welches die CHO-Zellen nach der Transfektion exprimierten. Nach der
Bebritung der Zellen in der Zellkultur wurden die Deckgldschen aus den Kulturschalen
entfernt und auf Objekttragern fixiert. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde danach
die Transfektionseffizienz bestimmt, indem das Verhaltnis zwischen fluoreszierenden
und nicht-fluoreszierenden Zellen ermittelt wurde (Abbildung 11 und siehe Abschnitt
2.7.4).
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Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopische und durchlichtmikroskopische Darstellung von pEGFP
transfizierten CHOVMAT1-Zellen.

Dargestellt sind die fluoreszenzmikroskopische (A) und die durchlichtmikroskopische Ansicht (B) von mit
pPEGFP transfizierten CHOVMAT1-Zellen. Dabei wurden CHOVMAT1-Zellen mit dem Kontrollvektor
pEGFP-C1 transfiziert. Dieser kodiert fiir das griine fluoreszierende Protein (GFP). Nach Kultivierung der
Zellen fur 72 Stunden im Brutschrank wurden die Praparate angefertigt und durch Auszéhlung der
fluoreszierenden und nicht-fluoreszierenden Zellen unter dem Epifluoreszenzmikroskop konnte die
Transfektionseffizienz bestimmt werden. Analog wurde die Transfektionseffizienz nach Transfektion mit
den die Information fir die Ga-Untereinheiten enthaltenden Vektoren bestimmt.

3.3.1 Effekt von konstitutiv aktivem Gola auf die Serotoninaufnahme tber
VMAT1 in CHO-Zellen

Um die Wirkung der aktiven Gola-Untereinheit auf die vesikulare Serotoninaufnahme
zu bestimmen, wurden CHOVMAT1-Zellen mit der konstitutiv aktiven Gola-
Untereinheit (pEGFPG010Q205L) transfiziert. Nach Kultivierung der transfizierten
Zellen fur 48 bis 72 Stunden wurden Serotoninaufnahmetests an den permeabilisierten
Zellen durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten CHOVMATL1-Zellen, welche mit dem
Leervektor pEGFP-C1 transfiziert wurden. Dabei zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der vesikularen Serotoninaufnahme zwischen den Kontrollen und den
mit konstitutiv aktivem Gola transfizierten Zellen (Abbildung 12). Im Mittel lag die
Transfektionseffizienz bei den mit pEGFP-C1 transfizierten CHOVMAT1-Zellen bei etwa
69%. Bei den mit Gola transfizierten CHOVMAT1-Zellen lag die Transfektionseffizienz
bei etwa 62%.
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Abbildung 12: Einfluss der konstitutiv aktiven Gola-Untereinheit auf die vesikulare
Serotoninaufnahme.

Mit konstitutiv aktivem Gola transfizierte und permeabilisierte CHOVMAT1-Zellen wurden mit [3H]-
Serotonin inkubiert und die vesikulare Serotoninaufnahme gemessen. Die Kontrolle erfolgte mit pEGFP-
C1 transfizierten CHOVMAT1-Zellen.

12 A) Zeigt das Ergebnis von drei separat und gleichartig durchgefiihrten Experimenten. In der
vesikularen Serotoninaufnahme fielen keine signifikanten Unterschiede zwischen Gola und pEGFP-C1
transfizierten Zellen auf.

12 B) Zeigt das Ergebnis eines Einzelexperimentes. Es zeigt sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
in der vesikularen Serotoninaufnahme zwischen Gola und pEGFP transfizierten CHOVMAT1-Zellen.
Dabei lag die Transfektionseffizienz fur die Transfektion mit pEGFP-C1 bei 73% und fir Gola bei 72%.

12 A) zeigt das Ergebnis dreier separat durchgefuhrter Experimente. In jedem Experiment wurden vier individuelle Werte gemittelt.
Zur Darstellung kommen die gemittelten Werte jedes Einzelexperimentes.

12 B) zeigt ein reprasentatives Ergebnis dreier separat durchgefiihrter Experimente mit gleichem Ergebnis. Es wurden vier
individuelle Werte gemittelt und die Standardabweichung bestimmt. Der Student’s t-Test ergab keinen signifikanten Unterschied.

3.3.2 Effekt von konstitutiv aktivem Go2a auf die Serotoninaufnahme tber
VMAT1 in CHO-Zellen

Die Wirkung der Go2a-Untereinheit auf die vesikulare Serotoninaufnahme wurde
analog zu 3.3.1 untersucht. Die mit dem konstitutiv aktiven Go2a kodierenden Vektor
(PEGFP G020Q205L) transfizierten CHOVMAT1-Zellen wurden tber 48 bis 72 Stunden
kultiviert. Danach wurden die mitgefihrten Deckplattchen aus den Zellkulturschalen

entfernt und die Zellen nach Permeabilisierung mit Tritium-markiertem Serotonin
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inkubiert. Im Vergleich mit den, mit dem Leervektor pEGFP-C1 transfizierten Zellen,
zeigte sich eine verminderte vesikulare Serotoninaufnahme in mit Go2aQ205L
transfizierten CHOVMAT1-Zellen. In diesen war die vesikulare Serotoninaufnahme im
Mittel um 27% geringer als bei den Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert wurden
(Abbildung 13). Die Transfektionseffizienz lag im Durchschnitt fir die Transfektion mit

pPEGFP-C1 bei 61% und mit Go2a bei 56%.
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Abbildung 13: Einfluss der konstitutiv aktiven Go2a-Untereinheit auf die vesikulare
Serotoninaufnahme.

Mit konstitutiv aktivem Go2o transfizierte und permeabilisierte CHOVMAT1-Zellen wurden mit [*H]-
Serotonin inkubiert und die vesikulare Serotoninaufnahme gemessen. Die Kontrolle erfolgte mit pEGFP-
C1 transfizierten CHOVMAT1-Zellen.

13 A) In drei separat und gleichartig durchgefihrten Experimenten fallt wiederholt eine signifikante
Verminderung der vesikularen Serotoninaufnahme bei mit Go2a-transfizierten CHOVMAT1-Zellen im
Vergleich zu Zellen, die mit den Leervektor pEGFP transfiziert wurden, auf.

13 B) Zeigt das Ergebnis eines Einzelexperimentes. Auch hier zeigt sich eine signifikante Vermindung der
vesikularen Serotoninaufnahme in den CHOVMAT1-Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Leervektor
pPpEGFP-C1). Dabei betrug die Transfektionseffizienz fur die Transfektion der CHOVMAT1-Zellen mit
PEGFP-C1 62% und mit Go2a 51%.

13 A) zeigt das Ergebnis dreier separat durchgefuhrter Experimente. In jedem Experiment wurden vier individuelle Werte gemittelt.
Die gemittelten Werte sind in der Abbildung dargestellt. Fir die Experimente ergab sich im Student’s t-Test eine Signifikanz von
p < 0,05.
13 B) zeigt ein représentatives Ergebnis dreier separat durchgefiihrter Experimente mit gleichem Ergebnis. Es wurden vier
individuelle Werte gemittelt und die Standardabweichung bestimmt. Der Student’s t-Test ergab einen signifikanten Unterschied von
p <0,01.
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3.3.3 Effekt von konstitutiv aktivem Gqa auf die Serotoninaufnahme tber
VMAT1 in CHO-Zellen

Nach der Transfektion von CHOVMAT1-Zellen mit konstitutiv aktivem Ggo
(PEGFPGQoQ209L) und Kultivierung der transfizierten Zellen im Brutschrank fir 48 bis
72 Stunden wurde analog zu den Serotoninaufnahmeversuchen mit den Gola- bzw.
GoZ2o-transfizierten Zellen vorgegangen. Als Kontrolle diente der Leervektor pEGFP-
C1. Dabei zeigte sich in den Serotoninaufnahmeversuchen eine, im Vergleich zu den
Kontrollen, erhohte vesikulare Serotoninaufnahme in den mit Gqo transfizierten
CHOVMAT1-Zellen. Im Mittel zeigte sich eine Steigerung der vesikularen
Serotoninaufnahme um ca. 39% bei den mit Gqa transfizierten CHOVMAT1-Zellen
(Abbildung 14). Die Transfektionseffizienz betrug im Mittel fir die mit pEGFP-C1
transfizierten CHO-Zellen 68% und fur die mit Gga transfizierten CHO-Zellen 67%.

Zusammenfassend konnte in den unter 3.3 gezeigten Versuchen ein gegenlaufiger
Effekt der Go2a- und Gqa-Untereinheiten auf die vesikulare Serotoninaufnahme in
VMAT1-transfizierten CHO-Zellen gezeigt werden. Dabei fuhrt das konstitutiv aktive
Go2a zu der bereits in BON-Zellen beobachteten Hemmung der vesikularen
Monoaminaufnahme. Hingegen zeigte sich fir die mit konstitutiv aktivem Gqga
transfizierten CHO-Zellen eine Zunahme der Serotoninaufnahme. Konstitutiv aktives

Gola hatte keinen Effekt auf die vesikulare Serotoninaufnahme.
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Abbildung 14: Einfluss der konstitutiv aktiven Gqa-Untereinheit auf die vesikulare
Serotoninaufnahme.

Mit konstitutiv aktivem Gqa transfizierte und permeabilisierte CHOVMAT1-Zellen wurden mit [°H]-
Serotonin inkubiert und die vesikulare Serotoninaufnahme gemessen. Die Kontrolle erfolgte mit pEGFP-
C1 transfizierten CHOVMAT1-Zellen.

14 A) Die vesikulare Serotoninaufnahme in den Gqa transfizierten CHOVMAT1-Zellen ist in drei separat
und gleichartig durchgefiihrten Experimenten signifikant héher als in den mit dem Leervektor pEGFP-C1
transfizierten CHOVMAT1-Zellen.

14 B) Zeigt das Ergebnis eines Einzelexperimentes. Die mit Gqa transfizierten CHOVMAT1-Zellen zeigen
eine signifikant hohere vesikulare Serotoninaufnahme als die mit pEGFP-C1 transfizierten CHO-Zellen.
Die Transfektionsrate lag bei 61% fur die Transfektion der CHOVMAT1-Zellen mit pEGFP und bei 64%
fur die Transfektion mit Gqa..

14 A) zeigt das Ergebnis dreier separat durchgefuhrter Experimente. In jedem Experiment wurden vier individuelle Werte gemittelt.
Die gemittelten Werte sind in der Abbildung dargestellt. Fir die Experimente ergab sich im Student’s t-Test eine Signifikanz von
p <0,01.
14 B) zeigt ein reprasentatives Ergebnis dreier separat durchgefuhrter Experimente mit gleichem Ergebnis. Es wurden vier
individuelle Werte gemittelt und die Standardabweichung bestimmt. Der Student’s t-Test ergab einen signifikanten Unterschied von
p <0,01.
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4 Diskussion

Die synaptische Informationsibertragung wird durch zahlreiche Faktoren beeinflusst.
Diese konnen auf unterschiedlichen Ebenen von Bedeutung sein. Bekannt ist, dass,
getriggert durch ein Aktionspotential, synaptische Vesikel unabhangig von ihrem
Fullungszustand mit der Plasmamembran fusionieren kénnen. Somit kénnen sowohl mit
Neurotransmittern gefillte als auch leere Vesikel mit gleicher Wahrscheinlichkeit zur
Exozytose kommen und ihren Inhalt in den synaptischen Spalt abgeben (van der Kloot,
2000). Eine variable Fullung der Vesikel kann dadurch die postsynaptische Antwort
modulieren. Auf postsynaptischer Ebene ist die Signaltransduktion unter anderem von
der Anzahl und der Sensitivitdit der Rezeptoren und lonenkanédle abhéngig. Des
Weiteren werden die synaptischen Ubertragungsprozesse vom Abbau bzw. der
Wiederaufnahme der Neurotransmitter im bzw. aus dem synaptischen Spalt bestimmit.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Teil der Signaltransduktionsprozesse, welche an
der Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme tber VMAT1 beteiligt sind, naher
untersucht.

Bekannt ist, dass eine Verminderung der vesikularen Monoaminaufnahme tber VMAT
durch Aktivierung heterotrimerer G-Proteine vermittelt wird. Dies konnte in
Untersuchungen an neuroendokrinen Zellen (Ahnert-Hilger et al., 1998; Holtje et al.,
2000), permeabilisierten Thrombozyten (Holtje et al., 2003), transfizierten CHO-Zellen
(Brunk et al., 2006) und Praparationen synaptischer Vesikel aus dem Cortex (Holtje et
al., 2000) gezeigt werden. Als verantwortliche Untereinheiten wurden in Neuronen und
neuroendokrinen Zellen Go2a und in Thrombozyten Gqa identifiziert (Ahnert-Hilger et
al., 1998). Zusatzlich ist bekannt, dass die grofR3e intraluminale Schleife der VMAT
zwischen erster und zweiter Transmembrandomdane als rezeptordhnliche Struktur
fungiert und den Fullungszustand des Vesikels misst. Unbekannt ist aber, wie es zur
Aktivierung des G-Proteins kommt und welche Effektoren zur Hemmung der VMAT-
Aktivitat beitragen. Ein Schwerpunkt in dieser Arbeit war die Untersuchung maglicher,
der G-Protein Aktivierung nachgeschalteter Signaltransduktionswege, die zur Hemmung
der VMAT1-Aktivitat und somit zur Verminderung der vesikularen Fuillung fihren. In
diesem Zusammenhang werden die Faktoren, welche den Neurotransmittertransport in
die sekretorischen Vesikel beeinflussen, diskutiert und es soll die Rolle der
intrazellularen sekundaren Botenstoffe CAMP und cGMP erlautert werden. Ein weiterer

56



Diskussion

Schwerpunkt war die Untersuchung der Frage, ob verschiedene Go-Untereinheiten in
einem System moglicherweise differenzielle Wirkungen auf den vesikularen
Monoamintransport tber VMAT1 haben. Die physiologische Bedeutung einer solchen

Diversitat wird beleuchtet.

4.1 Faktoren mit Einfluss auf den vesikuldren Monoamintransport

Neben den schon erwahnten Faktoren, die die synaptische Signaliibertragung
beeinflussen, spielt die vesikulare Beflllung mit Botenstoffen eine wichtige Rolle. Der
vesikulare  Fillungszustand kann durch  Modulation des Aufnahme- und
Speichervorgangs beeinflusst werden. Hierbei spielt die oben beschriebene durch
Go2a vermittelte Signaltransduktion eine wichtige Rolle. Neben der G-Protein
vermittelten Regulation kann die Expression der Transporter die vesikulare
Monoaminspeicherung verdndern. Es konnte gezeigt werden, dass bei einer
Uberexpression von VMAT2 in PC12-Zellen die freigesetzte Menge an Monoaminen
aus den Vesikeln erhoht war (Pothos et al., 2000). Denkbar sind auch posttranslationale
Modifikationen des VMAT, welche die Transportaktivitdt verédndern konnten. Ein
weiterer beeinflussender Faktor kommt durch den unspezifischen Verlust von
Monoaminen uber die Vesikelmembran (Eisenhofer et al., 2004) zustande. Hier kénnten
insbesondere die Lipidzusammensetzung und der Proteingehalt der Vesikelmembran
eine Rolle spielen.

Zusatzlich kommen alle Prozesse in Frage, welche die Monoaminkonzentration in der
Zelle verandern, also solche, die die Synthese und den Abbau der Neurotransmitter
betreffen. Letztere sind bei den durchgefuhrten in vitro-Untersuchungen an
permeabilisierten Zellen jedoch zu vernachlassigen.

Fur den Transport der Monoamine Uber den vesikularen Monoamintransporter (VMAT)
aus dem Zytosol ins Vesikellumen ist der elektrochemische Gradient (AuH") tiber der
Vesikelmembran als Triebkraft essentiell. Dieser setzt sich aus dem
Protonengradienten (ApH) und dem elektrischen Gradienten (AY) zusammen. Der
Protonengradient wird (ber die vakuolare H*-ATPase (v-ATPase) generiert, indem
Protonen ins Vesikelinnere transportiert werden. Als Folge des Protonentransportes
entsteht zudem ein elektrischer Gradient Uber der Vesikelmembran, wobei das

Vesikellumen gegeniiber dem Zytosol positiv geladen ist. Uber die Regulation der
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v-ATPase in Saugetieren ist bislang nichts bekannt. Durch membranstandige vesikulare
Chloridkanale konnen jedoch Chloridionen ins Vesikelinnere gelangen. Befinden sich
mehr Chloridionen innerhalb des Vesikels, sinkt AY durch den Ladungsausgleich.
Dadurch wird die v-ATPase aktiviert und es werden mehr Protonen ins Vesikellumen
gepumpt. So hédngen AY und ApH voneinander ab und werden reguliert. Folglich
kommt indirekt auch die intravesikulare Chloridkonzentration als potentieller Modulator
fur die Monoaminspeicherung im Vesikel in Frage.

Fir VMAT1 und 2 konnte gezeigt werden, dass deren Aktivitdt vorrangig von ApH
abhangig ist (Johnson, 1988). In unserer Arbeitsgruppe konnte sowohl in
Wildtypmé&usen als auch in Goa-Deletionsmutanten eine Abnahme der VMAT2-Aktivitat
bei einem pH von 6,5 und 8,5 im Vergleich zu einem neutralen pH-Wert gezeigt werden
(Dissertation J. M. Sternberg, 2006). Auch die Hemmung der v-ATPase und der daraus
resultierende Zusammenbruch des Protonengradienten fuhrte in beiden Genotypen
gleichermaRen zu einer deutlichen Verminderung der VMAT2-Aktivitat. Die
Azidifizierung synaptischer Vesikelpraparationen von Wildtyp- und Go2a™-Mausen
unterscheidet sich nicht (Winter et al., 2005). Bei einem pH-Wert von 7,0 konnte zudem
gezeigt werden, dass eine Erhdhung der Chlorid-Konzentration keinen Einfluss auf die
Hemmung der VMAT2-Aktivitdt durch eine G-Protein Aktivierung hatte. Somit sind die
v-ATPase wund der vesikulare Chloridkanal zwar an der Regulation des
elektrochemischen Gradienten und damit indirekt auch der VMAT-Aktivitat beteiligt,
jedoch nicht in die durch Go2a vermittelte Regulation der vesikularen
Monoaminaufnahme involviert (Abbildung 15).

Andere Ergebnisse fanden sich beim vesikularen Glutamattransport, dessen
Abhangigkeit von der Chlorid-Konzentration gezeigt werden konnte. Interessanterweise
fehlte diese Chloridabhéngigkeit in Go2a-Mausen vollstandig (Winter et al., 2005).

Im folgenden Abschnitt soll vor allem die Rolle der G-Proteine auf den vesikuléaren
Monoamintransport betrachtet werden.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung von Faktoren, welche die vesikulare
Monoaminaufnahme beeinflussen.

Zu den Faktoren, die die vesikulare Monoaminspeicherung beeinflussen, gehdren einerseits solche, die
die zytoplasmatische Monoaminkonzentration verdndern und andererseits solche, die die Speicherung
der Monoamine (MA) im Vesikel verandern.

Die Monoamine werden durch den vesikularen Monoamintransporter (VMAT) aus dem Zytosol im
Austausch gegen zwei Protonen ins Vesikelinnere transportiert. Die Triebkraft fir den Monoamintransport
ins Vesikelinnere wird durch den elektrochemischen Gradienten (ApH") zwischen Vesikel und Zytosol
erzeugt. Dieser setzt sich aus dem Protonengradienten (ApH) und dem elektrischen Gradienten (AWY)
zusammen. ApH wird mit Hilfe der vesikularen ATPase (v-ATPase) unter Energieverbrauch aufgebaut.
Uber einen Chlorid-Kanal (CIC) kénnen Chlorid-lonen im Austausch gegen Protonen (nicht dargestellt)
ins Vesikelinnere gelangen, welche eine Verminderung von AY bewirken. Dies hat eine gesteigerte
Aktivitat der v-ATPase zur Folge. Zudem kann die vesikulare Monoaminaufnahme durch eine
Aktivitatsanderung von VMAT veréndert werden. Unspezifische Verluste von Monoaminen erfolgen tber
die Vesikelmembran aufgrund deren Permeabilitét (gestrichelter Pfeil).

Auf zytoplasmatischer Seite ist das Angebot an Monoaminen von Bedeutung. Hier spielen auf- und
abbauende Prozesse eine groRBe Rolle. Fir die Biosynthese sind vor allem die jeweiligen
Schlisselenzyme mafigeblich (Tyrosinhydroxylase, Histidindecarboxylase, Tryptophanhydroxylase). Am
Abbau sind unter anderem die Monoaminooxidasen beteiligt. Des Weiteren sind plasmamembran-
standige Monoamintransporter, welche ihre jeweiligen Monoamine im Symport mit einem Na'- und einem
Cl-lon transportieren, fir die Wiederaufnahme der Monoamine aus dem extrazelluldren Raum
verantwortlich.
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4.2 Die Regulation der vesikularen Monoamintransporter durch
a-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine

Die Aktivitat der vesikularen Monoamintransporter wird durch heterotrimere G-Proteine
reguliert. Dies wurde an neuroendokrinen Zellen (Ahnert-Hilger et al., 1998; Hoéltje et al.,
2000) neuronalen Primarkulturen, Praparationen synaptischer Vesikel aus dem Cortex
des Mausegehirns (Holtje et al.,, 2000) und an Thrombozyten (Holtje et al., 2003)
nachgewiesen. In neuronalen und neuroendokrinen Zellen ist die Go2a-Untereinheit
verantwortlich fur die Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme. So flihrt eine
Aktivierung von Go2a zu einer Verminderung der vesikuldren Serotoninaufnahme in
PC12-Zellen und anderen monoaminergen Systemen. Tatsachlich sind vollstandige
heterotrimere G-Proteine (bestehend aus der Go2a-, GB- und Gy-Untereinheit) auf der
Vesikelmembran von LDCVs und SSVs lokalisiert (Ahnert-Hilger et al., 1994; Pahner et
al., 2002; Pahner et al., 2003). Als regulierende Ga-Untereinheit in Thrombozyten
konnte Gqoa identifiziert werden, welches analog zu den oben genannten Zelltypen nach
Aktivierung die Serotoninaufnahme tber VMAT2 in die Vesikel hemmt.

Neben der Erkenntnis, dass die VMAT-Aktivitat durch heterotrimere G-Proteine
beeinflusst wird, stellte sich heraus, dass der vesikulare Fullungszustand selbst das
auslosende Signal fiur die Regulation sein koénnte. In Thrombozyten von
Tryptophanhydroxylase-1 (Tphl)-defizienten Mausen fehlt das Schlisselenzym der
Serotoninsynthese, was zu einem deutlich verminderten Serotoningehalt fihrt (Walther
et al., 2003). Bei Serotoninaufnahmetests an diesen ,leeren“ Thrombozyten zeigte sich
ein Fehlen der durch die G-Protein Aktivierung verursachten Hemmung der vesikuléren
Serotoninaufnahme, welche jedoch nach Vorbeladung der thrombozytaren Vesikel mit
Serotonin wieder nachweisbar war (Holtje et al., 2003).

Ahnliche Effekte konnten an BON-Zellen bzw. primaren Raphezellkulturen beobachtet
werden, wenn diese dem selektiven Serotoninwiederaufnahmehemmer Fluoxetin
ausgesetzt wurden. Dies bewirkte eine Abnahme der intrazellularen
Serotoninkonzentration und der Einfluss aktivierter G-Proteine auf die vesikulare
Serotoninaufnahme sank. In einem monoaminfreien System wie den CHO-Zellen zeigte
sich bei Serotoninaufnahmetests nach Transfektion mit VMAT1 bzw. VMAT2 eine
G-Protein vermittelte Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme ausschlief3lich
dann, wenn die Zellen zuvor mit Serotonin vorbeladen wurden (Brunk et al., 2006). Dies

legte den Schluss nahe, dass der Transmittergehalt intraluminal Uber eine rezeptor-
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ahnliche Struktur gemessen wird. Dies kann entweder der VMAT selbst oder ein
anderer vesikelmembranstandiger Rezeptor sein. Da CHO-Zellen jedoch urspringlich
ein monoaminfreies System darstellen, ist es wahrscheinlich, dass in den CHOVMAT-
Zellen der VMAT selbst die rezeptorahnliche Funktion erfuillt.

In weiteren Versuchen wurde mit Hilfe verschiedener Rezeptoragonisten und
-antagonisten versucht, eine G-Protein vermittelte Hemmung zu verursachen bzw. zu
blockieren. In VMAT2-Modellsystemen stellte sich heraus, dass 5-HTip-
Rezeptoragonisten in der Lage sind, eine G-Protein vermittelte Hemmung der
vesikularen Serotoninaufnahme zu induzieren. Durch 5-HT;g-Rezeptorantagonisten
wurde ein gegenteiliger Effekt gezeigt. Auf Modellsysteme mit VMAT1 hatten die
5-HT.g-Rezeptoragonisten und —antagonisten keinen Effekt. Es konnte aber eine
Wirkung des al-Rezeptoragonisten Cirazolin nachgewiesen werden (Brunk et al.,
2006). Diese Ergebnisse im Zusammenhang mit der Erkenntnis, dass weder in CHO-
Zellen, noch in Thrombozyten 5-HT;g-Rezeptoren nachgewiesen werden konnten
(Walther et al., 2003; Pullarkat et al., 1998), sprechen ebenfalls fur die Beteiligung der
VMAT an den Regulationsprozessen und gegen einen zusétzlich involvierten
(heptahelikalen) Rezeptor, der die G-Protein Aktivierung initiiert (Abbildung 16).

Bei einer Sequenzhomologie von 62% der beiden VMAT-Isoformen zeigten sich
insbesondere Unterschiede im Bereich der grof3en intraluminalen Schleife zwischen
erster und zweiter Transmembrandomé&ne. Durch Deletion dieser intraluminalen
Schleife konnte gezeigt werden, dass die G-Protein vermittelte Hemmung der
vesikularen Neurotransmitteraufnahme sowohl fur VMAT1 als auch fir VMAT2
vermindert bzw. aufgehoben wird, ohne dass dabei der vesikulare Serotonintransport
oder die Expression der Transporter verandert waren (Brunk et al., 2006).
Zusammenfassend spricht sehr viel daflr, dass die erste intraluminale Schleife der
vesikularen Monoamintransporter als rezeptordhnliche Struktur dient, welche den
vesikularen Fillungszustand misst. Im nachsten Schritt muss es in diesem Modell zur
Aktivierung des G-Proteins kommen. In Experimenten mittels Yeast-two-hybrid-
Verfahren und Glutathion-S-Transferase-Pulldown konnte in unserer Arbeitsgruppe eine
Interaktion des C-Terminus von VMAT2 mit Go2a und GpB1 gezeigt werden
(Dissertation J. Baron, 2012). Da es nach Aktivierung von Go2a zu einer Hemmung der
VMAT-Aktivitat kommt, VMAT also auch Effektor seiner selbst induzierten

Signaltransduktionskaskade ist, kommt der C-Terminus als moglicher Rezeptor- als
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auch als Effektor-Domane in Frage. Jedoch konnte bisher keine direkte Aktivierung des
heterotrimeren Go-Proteins durch VMAT gezeigt werden.

Des Weiteren gibt es noch keine Erkenntnisse, welche Effektoren durch die Ga-
Untereinheit aktiviert werden und Uber welchen Signaltransduktionsweg eine
Aktivierung des G-Proteins zur Hemmung der vesikularen Monoamintransporter fihrt.
cAMP und cGMP als potentielle sekundare Botenstoffe in dieser Kaskade wurden im
Rahmen dieser Arbeit untersucht und werden im Folgenden (siehe Abschnitt 4.3)
diskutiert.

A Plasmamembran B Plasmamembran
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Abbildung 16: Schematische Darstellung zur pharmakologischen Beeinflussung der Aktivitat von

VMAT1 und VMAT2.

Nach Aktivierung von VMAT kommt es direkt bzw. Uber einen Zwischenschritt zur Aktivierung des

G-Proteins. Hierbei dissoziiert die a-Untereinheit unter Austausch von GDP gegen GTP von der By-

Untereinheit. Die aktivierte Go2a-Untereinheit flhrt wiederum zur Hemmung des Serotonintransportes

Uber VMAT ins Vesikelinnere. Serotonin wird aus L-Tryptophan in mehreren Schritten synthetisiert, wobei

die Tryptophanhydroxylase 1 (Tph-1) das geschwindigkeitsbestimmende Enzym darstellt.

A) Fur VMAT1 konnte in CHOVMATL1-Zellen gezeigt werden, dass der o-Rezeptoragonist Cirazolin,
ebenso wie Serotonin, eine GMP-P(NH)P vermittelte Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme
induziert. In PC12-Zellen zeigte sich zudem ein Fehlen dieser Hemmwirkung bei Inkubation mit dem
o-Rezeptorantagonisten Prazosin.

B) In VMAT?2 transfizierten CHO-Zellen ergab sich eine durch GMP-P(NH)P vermittelte Hemmung der
vesikularen Serotoninaufnahme bei Inkubation mit dem 5-HT,g-Rezeptoragonisten Anpirtolin. Diese
Hemmung der VMAT2-Aktivitdt konnte durch den 5-HTg-Rezeptorantagonisten Isamoltan
aufgehoben werden.

Die erste intraluminale Schleife der vesikularen Monoamintransporter misst vermutlich den vesikularen

Fullungszustand und stellt somit eine Rezeptor-ahnliche Struktur dar (nach Brunk et al., 2006).
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4.3 Nachgeschaltete Signalwege in der G-Protein vermittelten
Regulation vesikularer Monoamintransporter

Eine Aktivierung der Go2a-Untereinheit fihrt in  neuroendokrinen Zellen und
Vesikelpraparationen zur Verminderung der Serotoninaufnahme in die Vesikel Uber eine
Hemmung der Aktivitat von VMAT1 und 2. Dies lasst sich in Untersuchungen mit
schwer hydrolysierbaren GTP-Analoga, wie GMP-P(NH)P, nachweisen. Der gleiche
Effekt konnte in der vorliegenden Arbeit in CHOVMAT1-Zellen, welche mit der Go2a-
Untereinheit transfiziert wurden, nachgewiesen werden. Unklar ist tber welchen,
moglicherweise nachgeschalteten Signalweg, eine Aktivierung der Go-Proteine zu einer
Hemmung der Aktivitat von VMAT1 und 2 fuhrt. Viel spricht dafir, dass die sekundaren
Botenstoffe cAMP und cGMP daran beteiligt sind.

4.3.1 Einfluss der sekundaren Botenstoffe cAMP und cGMP auf die
vesikulare Monoaminaufnahme

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Schwerpunkt auf die Untersuchung des Einflusses
der sekundaren Botenstoffe cCAMP und cGMP auf die vesikulare Monoaminaufnahme in
PC12-Zellen, die ausschlieBlich VMAT1 exprimieren, gelegt. Wie bereits erwahnt,
konnte fur VMAT2 inzwischen eine Interaktion mit der Go2a-Untereinheit gezeigt
werden. Jedoch gelang es bisher nicht, eine direkte Aktivierung von Go2oa durch
VMAT2 nachzuweisen. AuRerdem liel3 sich feststellen, dass die G-Protein vermittelte
Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme in permeabilisierten Zellen oder
Synaptosomen starker ausgepragt ist als in Vesikelpraparationen. Die Ursache dafur
konnte ein vermehrter Verlust an Zytosol bei der Anfertigung der Vesikelpraparationen
sein. All das macht einen zwischengeschalteten Signalweg, der zur Hemmung der
VMAT-Aktivitat fuhrt, wahrscheinlich. Allerdings ist bisher nicht geklart, welche
zwischengeschalteten Signalwege diese Hemmung bewirken. cAMP und cGMP sind
bei zahlreichen intrazellularen Signalkaskaden involviert und potentielle Kandidaten fur
diese Signaltransduktionskaskade. Daher wurden verschiedene Experimente
durchgefuhrt, die die Wirkung von cAMP und cGMP auf die vesikulare
Monoaminaufnahme tber VMAT1 untersuchen sollten.

Die Arbeitsgruppe um Nakanishi konnte eine Hemmung der vesikularen

Monoaminaufnahme tber VMATL1 in permeabilisierten PC12-Zellen nach Inkubation mit
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Dibutyryl-cAMP (dBcAMP), einem cAMP-Analogon, zeigen. Eine verminderte vesikulare
Monoaminaufnahme zeigte sich auf3erdem nach Inkubation von PC12-Zellen mit dem
Choleratoxin, einem hexameren Protein, synthetisiert durch das Bakterium Vibrio
cholerae, welches durch Hemmung der GTPase-Aktivitat der Gsa-Untereinheit zu einer
permanenten Aktivierung des G-Proteins, somit zu einer UberméaRigen Aktivierung der
Adenylatzyklase und letztendlich zu einem Uberschuss von intrazellularem cAMP fiihrt
(Nakanishi et al., 1995a). cAMP bewirkt zudem eine Aktivierung von Proteinkinasen in
der Zelle. Diese cAMP-abhéngigen Proteinkinasen kdnnen mit zahlreichen Proteinen
interagieren und besitzen die Fahigkeit, diese zu phosphorylieren (Scholten et al.,
2008). Nakanishi konnte in einer weiteren Versuchsreihe zeigen, dass es Uber eine
direkte Hemmung von Proteinkinasen (u.a. Proteinkinase A, Proteinkinase C) zu einer
Erh6hung der vesikularen Monoaminaufnahme kommt, und dass der durch dBcAMP
hervorgerufene Effekt aufgehoben werden konnte. Dies fihrte zu der Vermutung, dass
die Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme Uber eine durch Proteinkinasen
vermittelte Proteinphosphorylierung verursacht wird. Fuhrt man neben der Inkubation
der PC12-Zellen mit dBcCAMP eine Hemmung der Proteinphosphatasen durch, zeigte
sich eine starkere Hemmwirkung der vesikularen Monoaminaufnahme (Nakanishi et al.,
1995b).

In unserer Arbeitsgruppe konnte eine Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme
Uber VMAT2 an aus dem Mausegehirn gewonnenen permeabilisierten Synaptosomen
und Vesikelpraparationen unter Inkubation mit cAMP gezeigt werden. Zudem wurde der
Effekt unter Inkubation von cGMP untersucht. Unter Inkubation mit cGMP war die
vesikulare Monoaminaufnahme wiederum starker vermindert als unter Inkubation mit
CAMP (Dissertation J.M. Sternberg, 2006; Abbildung 17).

Die bisherigen Untersuchungen mit cAMP und cGMP fanden in aus Mé&usegehirn
gewonnenen Vesikelpraparationen und Synaptosomen statt. Hier findet sich der
vesikulare Monoamintransporter 2. Die von Nakanishi et al. durchgefiihrten
Experimente fanden an PC12-Zellen statt, welche nur den VMAT1 exprimieren. Diese
Untersuchungen wurden nur unter Inkubation mit cAMP durchgefihrt.

Zur genaueren Untersuchung der Beeinflussung der vesikularen Monoaminaufnahme
durch den VMATL1 in PC12-Zellen durch cAMP und cGMP wurden die in dieser Arbeit
vorgelegten Experimente durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurde bestétigt, dass
PC12-Zellen lediglich VMAT1 und nicht VMAT2 exprimieren.
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In permeabilisierten PC12-Zellen zeigte sich eine signifikante Verminderung der
vesikularen Serotoninaufnahme nicht nur unter dem Einfluss von cAMP, sondern auch
von cGMP. Es zeigte sich auRerdem eine konzentrationsabhdngige Hemmung, welche
bei hoheren Konzentrationen von cAMP bzw. cGMP zunahm. Dabei fiel im direkten
Vergleich kein signifikanter Unterschied im Ausmal3 der Hemmwirkung zwischen cAMP
und cGMP auf (Abbildung 17).

Plasmamembran

Legende:
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ADP + Pi
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Abbildung 17: Schematische Darstellung einer Hemmung der VMAT1-Aktivitdt Uber die
sekundéren Botenstoffe cCAMP und cGMP.

Die Aktivierung des heterotrimeren G-Proteins wird vermutlich durch VMAT1 selbst ausgeltst. Dabei ist
bisher nicht geklart, ob dies direkt oder Gber Zwischenschritte passiert. Nach Austausch von GDP gegen
GTP in der dazugehorigen Bindungsstelle der Go2a-Untereinheit, dissoziiert diese von der pBy-
Untereinheit. VVorstellbar sind eine Aktivierung der Adenylyl- bzw. Guanylylzyklase und die Erhéhung der
zytosolischen cAMP- bzw. cGMP-Konzentrationen. Diese kdnnten Uber weitere Zwischenschritte die
Aktivitatshemmung von VMAT1 vermitteln.
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Sowohl fir cAMP als auch fur cGMP fand sich eine Veranderung der Kinetik von
VMATL. Es zeigte sich eine Abnahme des Ky-Wertes unter der Einwirkung von cAMP.
Bei Inkubation mit cGMP kam es zu einer leichten Erhéhung des Ky-Wertes. AuRerdem
lieR sich eine Abnahme der maximalen Transportgeschwindigkeit (Vmax) in Anwesenheit
beider sekundarer Botenstoffe im Vergleich zu den Kontrollen feststellen.

Unter Berucksichtigung der von Nakanishi et al. erhobenen Ergebnisse hinsichtlich der
Aufhebung der Hemmwirkung durch Blockade der Proteinkinase A als Effektor von
cAMP, lasst sich die unter Abbildung 18 dargestellte schematische Regulation der
VMAT1-Aktivitat ableiten.

Jedoch darf nicht unerwahnt bleiben, dass es der Arbeitsgruppe um Kobayashi gelang
zu zeigen, dass die Go2a-Untereinheit einen hemmenden Einfluss auf die
Adenylatzyklaseaktivitat hat. Hierbei wurde die Aktivitat der Adenylatzyklase unter dem
Einfluss von gereinigtem, durch GTPyS-aktivierten Gsa allein und unter Anwesenheit
von GTPyS-gebundenem Go2a gemessen. Eine Hemmung der Gso-Wirkung auf die
AC zeigte sich unter Anwesenheit von Go2a (Kobayashi et al., 1990). Mdglicherweise

liegt hierbei jedoch ein anderer, Proteinkinase A unabhangiger Prozess zugrunde.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der putativen Regulation der VMAT1-Aktivitat Uber
CAMP.

Nach Aktivierung der Go2a-Untereinheit aktiviert diese die Adenylylzyklase (AC). Diese bewirkt einen
Konzentrationsanstieg von cAMP. cAMP wiederum aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche Uber
Modifikationen an VMAT1 zu einer Hemmung des vesikularen Monoamintransportes fiihrt.

Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung dieses Signalweges stellt die
Signaltransduktion Uber den D2-&hnlichen Rezeptor (D, -Rezeptor) dar, der mit der
Goa-Untereinheit assoziiert ist. Kommt es zur Aktivierung von Dj steigt Uber
Aktivierung der Adenylatzyklase der intrazellulare cAMP-Spiegel an (Watts et al., 1998;
Cumbay & Watts, 2001). Von einer anderen Arbeitsgruppe konnte in diesem

Zusammenhang die Verminderung des aus einzelnen Vesikeln freigesetzten Dopamins
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durch Aktivierung von D2-&hnlichen Autorezeptoren gezeigt werden (Pothos et al.,
1998).

Ein weiterer maoglicher Signaltransduktionsweg wurde an HEK-293- und den
Neuroblastomzellen N1E-115 entdeckt. Dabei kam es nach Aktivierung des -
Adrenozeptors mit Adrenalin bzw. nach Aktivierung der Adenylatzyklase durch Forskolin
zu einer Erhohung der intrazellularen Kalzium- und Inositol-1,4,5-trisphosphat-(I1P3)-
Konzentration. IP3 ist das Produkt der Phospholipase C und bewirkt unter anderem eine
Freisetzung intrazellularer Kalziumspeicher. Bei einer Hemmung der AC durch 1’,5’-
Dideoxyadenosin wurde dieser Effekt aufgehoben. Bekannt ist, dass cAMP die
Proteinkinase A aktiviert. Die oben beschriebenen Prozesse wurden allerdings nicht
durch eine Hemmung der PKA beeinflusst. Dies spricht fur einen alternativen cAMP-
abhangigen Signalweg. Hierbei wird tber einen weiteren Zwischenschritt Rap2B, eine
Rap GTPase, aktiviert. Das letztendlich aktivierte Enzym ist die Phospho-
lipase C-¢ (Schmidt et al., 2001; Abbildung 19).

Ein Einfluss von cAMP auf die Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme konnte
bereits mehrfach gezeigt werden. Jedoch bleibt weiterhin unklar, Uber welche
Einzelschritte die Hemmung von VMAT1 vermittelt wird.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung eines alternativen, putativen Signalweges zur Regulation
der VMAT1-Aktivitat Uber cAMP.

Nach Aktivierung der Go2a-Untereinheit kommt es Uber die Aktivierung der Adenylatzyklase (AC) zur
Erhdhung der zytosolischen cAMP-Konzentration. Hierbei wird Rap2B aktiviert, welches wiederum die
Phospholipase C-¢ (PLC-¢) aktiviert. Diese kdnnte Uber weitere Zwischenschritte die VMAT-Aktivitat
regulieren. (nach Schmidt et al., 2001)

Uber die Bedeutung von cGMP in Goa-abhangigen Signalwegen ist bisher wenig
bekannt. In Untersuchungen am Parietalorgan des Gemeinen Seitenfleckenleguans
(Uta stansburiana) konnte gezeigt werden, dass durch eine Aktivierung von Goa die
Phosphodiesterase 6 inhibiert wird und es somit zu einem Anstieg von cGMP in der

Zelle kommt (Su et al., 2006). Da die G-Protein vermittelte Regulation des VMAT1 in
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PC12-Zellen durch Go2a bewirkt wird, konnte ein ahnlicher Signalweg beteiligt sein
(Abbildung 20).

Wie bereits erwdhnt, konnte in unserer Arbeitsgruppe eine starkere,
konzentrationsabhangige Hemmwirkung durch cGMP als durch cAMP auf VMAT2 in
permeabilisierten Synaptosomen gezeigt werden (Dissertation J. M. Sternberg, 2006),
wahrend sich deren Effekt auf die VMAT 1-Aktivitat nicht unterschied.

In Thrombozyten erfolgt die Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme durch
VMAT2 durch die Ggoa-Untereinheit. In vorangegangenen Arbeiten konnte, im
Gegensatz zu neuroendokrinen Zellen und synaptischen Vesikeln, kein direkter Effekt
von cAMP und cGMP auf die vesikulare Monoaminaufnahme gefunden werden.
Allerdings konnten beide sekundaren Botenstoffe nach Aktivierung des G-Proteins
durch das GTP-Analogon GMP-P(NH)P dessen vermittelten Hemmeffekt aufheben.
Diese Erkenntnisse deuten zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
darauf hin, dass sich die nachgeschalteten Signalwege je nach Gewebe und nach

Expression der Transporterisoform unterscheiden.
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Plasmamembran

Legende:
#—— Inhibition
+—— Aktivierung

ADP + Pi

GTP

Abbildung 20: Schematische Darstellung eines putativen Signalweges zur Regulation von VMAT1.
Durch die Aktivierung von Go2a kann die intrazellulare cGMP-Konzentration durch die Hemmung der
Phosphodiesterase 6 (PDE6) erhdht werden. Gleiches passiert durch die Aktivierung der ldslichen
Guanylylzyklase (sGC) durch die Aktivierung durch Stickstoffmonoxid (NO). cGMP selbst fithrt nun tber
einen bisher unbekannten Mechanismus zur Hemmung des VMATL1.

Ungeklart bleibt, welche Einzelelemente zum Signaltransduktionsweg der Regulation
der vesikularen Monoamintransporter gehoren. Deutlich ist ein Einfluss von cAMP und
cGMP auf die Serotoninaufnahme in die Vesikel nachweisbar. Ob es aber in vivo einen
direkten Einfluss von cAMP oder cGMP gibt bzw. ob es sich um unabhangige oder
synergistische Effekte handelt, konnte nicht abschlieRend geklart werden.
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4.3.2 Mogliche Interaktionspartner von Go2a in der Regulation des
vesikularen Monotransportes

Eine  Mdoglichkeit, nachgeschaltete Signaltransduktionsschritte der G-Protein
vermittelten Regulation der VMAT zu identifizieren, ist die Suche nach
Interaktionspartnern der beteiligten Ga-Untereinheiten. Spezifische Interaktionspartner
von Go2a sind in unserem Labor mit Hilfe des Yeast-two-hybrid-Systems identifiziert
worden (Baron et al., 2013).

Ein Interaktionspartner von Go2a ist das Protein Rap1Gap (Jordan et al., 1999). Dieses
stimuliert die GTPase-Aktivitat des kleinen G-Proteins Rapl. Bekannt ist, dass eine
Inaktivierung von RaplGap die Differenzierung von Zellen fordert. Zudem kann es zur
Phosphorylierung von RaplGap, unter anderem durch die cAMP-abhéngige Kinase,
kommen. Kuirzlich konnte gezeigt werden, dass es in Go2a-Deletionsmutanten im
Vergleich zum Wildtyp der Maus zu einer erhdhten Rate von aktiviertem Rapl-GTP
ohne signifikante Anderung der Expressionsrate von Rapl oder RaplGap kam. Des
Weiteren fanden sich in den Go2a-Deletionsmutanten langere Axone mit mehr
Verzweigungsstellen als bei Wildtypmausen (Baron et al., 2013). In Thrombozyten
konnte auf3erdem ein mit RaplGap verwandtes Protein, RaplGap2, identifiziert
werden, welches eine 52 %ige Sequenzhomologie aufweist (Schultess et al., 2005). Es
aktiviert, wie RaplGap, das Protein Rapl. Diese Erkenntnisse und die starke
Expression von Rap1Gap im Gehirn machen einen Einfluss auf die Signaltransduktion
der vesikularen Monoaminaufnahme tber VMAT2 mdglich.

Einen weiteren Interaktionspartner von Go2a stellt das ,Galpha interacting vesicle
associated protein“ (GIV oder auch Girdin) dar. GIV interagiert mit verschiedenen Ga-
Untereinheiten, unter anderem auch mit Goa (Le-Niculescu et al., 2005). Die grof3te
Expression fand sich im Gehirn und im Hoden. Es ist unter anderem auf verschiedenen
vesikularen Strukturen, vor allem auf COPI-Vesikeln und auf Vesikeln des Golgi-
Apparates / Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert. In unserer Arbeitsgruppe konnte
die direkte Interaktion von Girdin mit Go2a gezeigt werden (Baron et al., 2013).
Weiterhin bekannt ist, dass Girdin durch die Proteinkinase B phosphoryliert werden
kann und dass Girdin mit Actin interagiert. Ihm wird eine Bedeutung bei der
Zellmigration zugeschrieben (Enomoto et al., 2005).

Mit beiden Goa-Untereinheiten und der Ggoa-Untereinheit interagiert das Protein

Synembryn (Ric8). Das im Fadenwurm C. elegans isolierte Protein hat vermutlich in

72



Diskussion

Interaktion mit Gola und Gqgo eine Bedeutung in der Regulation der synaptischen
Transmission (Miller et al. 1996; Miller et al. 2000). Dabei sollen Prozesse der
synaptischen Transmission und zahlreiche Vorgange in der Embryogenese beeinflusst
werden.

Des Weiteren gibt es eine Reihe von Regulatorproteinen heterotrimerer G-Proteine, die
mit Goa interagieren, wie die RGS-Proteine 17, 19 und 20.

Ob die identifizierten, mit Go2a-interagierenden Proteine an der Regulation des VMAT1
beteiligt sein kdnnten, ist bislang nicht untersucht.

Ein weiteres Signalmolekil, welches an der G-Protein vermittelten Regulation der
vesikularen Monoaminaufnahme in Neuronen und neuroendokrinen Zellen beteiligt sein
konnte, ist das ,Calcium-dependent activator protein for secretion (CAPS). CAPS spielt
eine essentielle Rolle fur die Generierung von reifen synaptischen Vesikeln (Jockusch
et al.,, 2007). Es gibt zwei Isoformen, CAPS 1 und 2, wobei sich beide in der
Prasynapse von Neuronen und in neuroendokrinen Zellen lokalisieren lassen. Auch in
Struktur und Funktion &hneln sich beide Isoformen (Speidel et al., 2003). Nach Deletion
von CAPS1 konnte eine Verminderung der vesikularen Monoaminaufnahme in
embryonalen chromaffinen Zellen der Maus gezeigt werden. Bei adulten Tieren sinkt die
Transmittersekretion um 30-35%, wenn ein CAPS-Allel ausgeschaltet wird (Speidel et
al., 2005). Hingegen zeigte sich eine Erh6hung der vesikularen Serotoninaufnahme in
mit CAPS1 und CAPS2 transfizierten CHOVMAT1- bzw. CHOVMAT2-Zellen (Brunk et
al., 2008b). In Go2a-Mausdeletionsmutanten konnte zudem eine verminderte
Expression von CAPS1 nachgewiesen werden. Somit scheinen die CAPS-Proteine eine
bedeutende Rolle fir die vesikulare Monoaminaufnahme sowohl tber VMAT1 als auch
Uber VMAT?2 zu spielen. Jedoch ist bislang ungeklart, ob sie dabei direkt auf den Go2a

vermittelten Signalweg oder Gber einen anderen Weg Einfluss nehmen.

4.4 Effekt der a-Untereinheiten Gola, Go2a und Gqo auf den
vesikularen Monoamintransport

In verschiedenen Systemen (den neuroendokrinen Zellinien BON und PC12,
neuronalen Primarkulturen von Raphe-Neuronen, synaptischen Vesikelpraparationen)
konnte in vitro eine Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme durch die
Aktivierung der Go2a-Untereinheit nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung damit

konnte in Versuchen an stabilen, mit VMAT1 transfizierten CHO-Zellen nach
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Transfektion mit konstitutiv aktivem Go2o ebenso eine Hemmung der vesikuléren
Serotoninaufnahme belegt werden. Diese konstitutiv aktiven a-Untereinheiten verlieren,
induziert durch ortsspezifische Mutation auf DNA-Ebene, ihre Fahigkeit zur Hydrolyse
von GTP. Daraus resultiert eine verlangerte Aktivierung der Go-Untereinheit. Der
beobachtete Effekt der vesikularen Hemmwirkung von Go2a konnte somit auch nach
Uberexpression der konstitutiv aktiven Mutante gezeigt werden und steht im Einklang
mit den vorherigen Ergebnissen.

Ausgehend davon, dass Go2a eine Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme
bewirkt, sollte ein Fehlen von Go2a einen erhfhten Monoamintransport in die Vesikel
bewirken. In Go2a-Mausdeletionsmutanten zeigten sich Uberraschenderweise
erniedrigte  Dopaminkonzentrationen in Zellen des Striatums. Zudem konnte eine
verminderte  vesikulare  Serotoninaufnahme in  Synaptosomen von Go2a-
Deletionsmutanten nachgewiesen werden. Mdglich scheint, dass durch den
verminderten Transport der Monoamine in die Vesikel eine erhOhte zytosolische
Konzentration resultiert. Dies hatte besonders fir Dopamin eine Konsequenz, da es
neurotoxisch wirksam ist. Dieser erhdhte zytosolische Dopaminspiegel kdnnte eine
Transkriptionshemmung der Tyrosinhydroxylase, dem Schlisselenzym der Dopamin-
Biosynthese und eine Expressionssteigerung von VMAT2 in den Go2a-Maus-
deletionsmutanten bewirken (Brunk et al., 2008a). Der Verlust von Go2a fihrt also zu
einer Verminderung der vesikularen Speicherfahigkeit von Dopamin. Den erhohten
zytosolischen Dopaminkonzentrationen wirkt eine verminderte Synthese durch
erniedrigte Expression der Tyrosinhydroxylase entgegen. Die erhdhte VMAT2-
Expression bewirkt hingegen, dass genug Dopamin fir die neuronale Kommunikation
zur Verfugung gestellt werden kann. Diese Kompensationsmechanismen kdnnten dazu
fuhren, dass die Go2a-Deletionsmutanten unter physiologischen Bedingungen keine
deutlichen phanotypischen Auffalligkeiten zeigen. Weiterhin interessant waéren
Untersuchungen an neuroendokrinen Zellen von Deletionsmutanten im Hinblick auf die
Auswirkung der fehlenden Expression von Go2a auf den VMAT1 und den vesikuléren
Transport anderer Monoamine.

In Neurotransmitteraufnahmeversuchen an PC12-Zellen mit Noradrenalin wurden die
aufgereinigten a-Untereinheiten Gil, Gi2, Gol und Go2 zum Inkubationsgemisch
hinzugegeben. Diese Untereinheiten lagen entweder in der nicht aktivierten, GDP-

gebundenen oder in der durch GTPyS bzw. Aluminiumfluorid (AlF,’) aktivierten Form

74



Diskussion

vor. Dabei liel3 sich lediglich fur die aktivierten Go2a-Untereinheiten eine Hemmung der
vesikulare Noradrenalinaufnahme nachweisen. Fir Goloa konnte in keinem der
Versuchsansétze eine Hemmung nachgewiesen werden (Ahnert-Hilger et al., 1998). Im
Rahmen dieser Arbeit konnte das Ergebnis bestatigt werden. Die VMATL1 transfizierten
CHO-Zellen wurden zusatzlich mit der konstitutiv aktiven Gola-Untereinheit transfiziert.
Dabei zeigte sich kein Unterschied der vesikularen Serotoninaufnahme im Vergleich zu
den Kontrollen. Dies untermauert die bisherigen Ergebnisse und macht eine Regulation
von VMAT1 durch Gola unwahrscheinlich. In Versuchen unserer Arbeitsgruppe, in
denen Serotoninaufnahmetests in Vesikelpraparationen von Gola- und Gol/2a-
Deletionsmutanten durchgefiihrt wurden, zeigte sich in den Goloa”-M&usen eine durch
Inkubation mit GMP-P(NH)P vermittelte Hemmung der VMAT2-Aktivitat, welche
hingegen in den Gol/20-Mé&usen nicht mehr nachweisbar war (Dissertation J. Baron,
2012). Dies spricht abermals fur eine selektive Regulation der VMAT2-Aktivitat durch
Go2a. Bei der naheren Untersuchung der Konzentration des Dopamingehalts im
Striatum dieser Deletionsmutanten fiel eine Erniedrigung des Dopaminspiegels bei den
Go2a’-Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen auf. In den Gola-Deletionsmutanten
war hingegen die striatale Dopaminkonzentration erhdht.

Um eine mdgliche Rolle von Gola auf die Aktivitdt von VMAT1 weiter zu untersuchen,
waren  Monoaminaufnahmetests in  neuroendokrinen Zellen von Gola-
Deletionsmutanten interessant.

In Thrombozyten wird die vesikuldre Serotoninaufnahme durch die Gga-Untereinheit
reguliert. Durch die Aktivierung von Gqa kommt es zu einer Hemmung der vesikularen
Monoaminaufnahme. Hingegen konnte Go2oa in Blutplatichen nicht nachgewiesen
werden (Holtje et al., 2003). Wie unter 4.3.1 beschrieben, konnte an Thrombozyten
gezeigt werden, dass CcAMP und cGMP keinen Einfluss auf die vesikulare
Serotoninaufnahme haben. Hingegen kann die durch GMP-P(NH)P ausgeloste
Hemmwirkung der VMAT2-Aktivitat durch die beiden sekundaren Botenstoffe
aufgehoben werden. Diese Erkenntnis spricht flr einen, zumindest partiell, anderen
Signalweg als in neuronalen und neuroendokrinen Zellen, in denen cAMP und cGMP
eine Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme bewirken.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit VMAT1 transfizierte CHO-Zellen mit konstitutiv
aktivem Gqa transfiziert. Dabei zeigte sich, im Gegensatz zu den Untersuchungen an

Thrombozyten, eine deutliche Zunahme der vesikularen Serotoninaufnahme durch die
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Transfektion mit Ggo.. Bei Untersuchungen an der Nebenniere der Ratte konnte gezeigt
werden, dass sich Gga auf chromaffinen Granula befindet (Pahner et al., 2002). Jedoch
bleibt zu klaren, inwieweit Gqgo in diesen Zellen Uberhaupt einen Einfluss auf die
Regulation des vesikularen Monoamintransporters 1 hat. Hierbei ware des Weiteren zu
untersuchen, ob es in vivo ebenso zu einer Zunahme der Aktivitat des vesikularen
Monoamintransporters 1 wie in den transfizierten CHO-Zellen kommt.

Eine mdgliche Ursache fur die unterschiedlichen Ergebnisse in CHOVMAT1-Zellen und
Thrombozyten stellt der Transporter selbst dar. Davon ausgehend, waren Versuche in
VMAT?2 transfizierten CHO-Zellen interessant. So wird in Thrombozyten nur der VMAT?2
exprimiert, in den im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten CHO-Zellen war
hingegen nur der VMATL1 vorhanden. Weiterhin ist es mdglich, dass Thrombozyten und
endokrine Zellen unterschiedliche Signalwege in der VMAT-Regulation aufweisen
konnten, so dass eine Transfektion mit Gqa letztendlich fur eine erhdhte vesikulare
Monoaminaufnahme sorgt. Grundsatzlich besteht aber auch die Mdglichkeit, dass die
Uberexpression von Gga. weitere intrazellulare Signalwege so beeinflusst, dass dies im
Endergebnis indirekt zu einer erh6hten Monoaminaufnahme in die Vesikel der CHO-
Zellen fuhrt. Zuséatzlich ist auch zu bedenken, dass die mit VMATL transfizierten Zellen
lediglich als reduziertes experimentelles System im Vergleich zu Neuronen bzw.
Thrombozyten fungieren kdnnen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten zusammen mit den friheren
Erkenntnissen auf eine Diversitat der Effekte verschiedener Ga-Untereinheiten in
Abhéangigkeit der Gewebe und der exprimierten Isoform des VMAT hin. Fur eine
abschlieBende Aussage zu den unterschiedlichen Effekten und Mechanismen sind

weiterfihrende Untersuchungen notwendig.

4.5 Die Regulation der vesikularen Monoamintransporter als
Einflussfaktor auf die Signaltibertragung

In  verschiedenen Systemen konnte eine Hemmung der vesikularen
Monoaminaufnahme durch Aktivierung von Ga-Untereinheiten nachgewiesen werden.
Daher soll an dieser Stelle die mdgliche Bedeutung dieses Regulationsmechanismus
diskutiert werden. Fir Nervenzellen spielt dabei vor allem die Regulation des VMAT?2

eine Rolle, in endokrinen Zellen auch die Regulation des VMAT1.
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Es gibt eine Vielzahl von Faktoren, die auf synaptische Prozesse einwirken. Dabei
wurde der Fokus bei der Betrachtung der Variabilitat synaptischer Ubertragungen lange
Zeit auf die postsynaptische Membran gelegt, so zum Beispiel auf die Dichte und die
Affinitat der postsynaptisch lokalisierten Rezeptoren. An Neuronen und an der
neuromuskularen Endplatte konnte gezeigt werden, dass die Fullung eines Vesikels
unterschiedlich sein kann und somit auch die Anzahl an Transmittermolekilen, welche
nach Exozytose in den synaptischen Spalt freigesetzt werden (Van der Kloot, 1991).
Somit besitzt die Zelle einen weiteren Mechanismus, die synaptische Ubertragung zu
modulieren, indem die Transmitterquanten auf prasynaptischer Ebene variiert werden
kénnen. In amperometrischen Untersuchungen konnte zudem gezeigt werden, dass der
Serotoningehalt in LDCVs von Retzius-Zellen einer hohen Variabilitat unterliegt (Bruns
et al., 2000).

Dieser Regulationsmechanismus kann aber nur funktionieren, wenn die Reifung und
Bereitstellung der Vesikel unabhéngig von deren Fillungszustand ist. So konnte an
isolierten Mastzellen von VMAT2-defizienten Mausen gezeigt werden, dass die
Exozytoseprozesse ablaufen, ohne dass Transmitterquanten freigesetzt werden (Travis
et al., 2000). Die VMAT sind also essentiell fiir die synaptische Ubertragung, indem sie
die Beladung der Vesikel ermdglichen. Die Ergebnisse dieser und einiger weiterer
Arbeiten untermauern die physiologische Bedeutung eines Regulationsmechanismus
der vesikularen Monoamintransporter.

Dass eine Variabilitat in der synaptischen Ubertragung besteht, konnte auch durch
Veranderungen im Transmitterangebot gezeigt werden. So konnte dargestellt werden,
dass in PC12-Zellen und in einer neuronalen Zelllinie des Mittelhirns der Ratte bei
einem erhohten Angebot der Dopaminvorstufe L-DOPA die quantale
Dopaminfreisetzung im Vergleich zu Zellen, die nicht mit L-DOPA inkubiert wurden,
erhoht ist (Pothos et al.,, 1996). Des Weiteren konnte die quantale Freisetzung von
Transmittern durch Beeinflussung von VMAT1 gezeigt werden. Dabei ist die
Freisetzung nach Inkubation von PC12-Zellen mit 100nM Reserpin signifikant erniedrigt.
Bei Inkubation mit L-DOPA zeigte sich neben der bekannten erhéhten
Quantenfreisetzung eine VergroRerung der Vesikeldurchmesser. Dass VMAT flr den
Fullungszustand und die Vesikelgrof3e verantwortlich ist, spricht die Feststellung, dass
der Effekt von Reserpin durch die zusatzliche Zugabe von L-DOPA aufgehoben werden

kann (Colliver et al., 2000). Weiterhin konnte bei einer Uberexpression von VMAT2 in
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vitro eine erhdhte Dopaminfreisetzung je Vesikel nachgewiesen werden (Pothos et al.,
2000).

Postsynaptische Rezeptoren sind unter physiologischen Bedingungen nicht mit
Neurotransmittern gesattigt (Forti et al., 1997), so dass eine Erhéhung der freigesetzten
Transmittermenge auch zu einer Veradnderung der postsynaptischen Antwort flhren
kann. Es gibt allerdings eine Reihe von Faktoren, die den Transmittergehalt im
synaptischen Spalt beeinflussen. Dazu zahlen unter anderem die Morphologie des
synaptischen  Spaltes selbst, aber auch unterschiedliche Affinitatswerte
postsynaptischer Rezeptoren, die Schnelligkeit der Freisetzung der Neurotransmitter
durch Exozytose, die Diffusionsgeschwindigkeit durch den synaptischen Spalt und die
Geschwindigkeit, mit der die Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt entfernt
werden. Hinzu kommt noch ein weiterer Faktor: Glutamat beispielsweise diffundiert Gber
den synaptischen Spalt hinaus und kann an benachbarten Zellen an Rezeptoren binden
(Danbolt, 2001). Zusammenfassend scheint die postsynaptische Antwort, neben den
anderen beschriebenen Faktoren, auch tber die Flllung der Vesikel reguliert werden zu
konnen.

Neben den verschiedenen Einflussfaktoren auf die synaptische Ubertragung sind auch
das Expressionsmuster und die Transporteigenschaften der beiden Isoformen der
vesikularen Monoamintransporter zu beriicksichtigen. Bekannt ist, dass VMAT1 in
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks und in neuroendokrinen Zellen exprimiert
wird. Hierbei kommt der Transporter vorrangig auf dense core vesicles vor. VMAT2
wurde hingegen in monoaminergen Zellen im Gehirn, in Ganglienzellen des
sympathischen Nervensystems, in Thrombozyten und in Mastzellen nachgewiesen.
Zudem gelang es, VMAT2 in chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks nachzuweisen
(Peter et al., 1995). Moglicherweise sind es die unterschiedlichen Anforderungen bei
einem schnelleren Umsatz der synaptischen Vesikel im Vergleich zu den dense core
vesicles, welche eine hohere Substrataffinitat des VMAT2 bedingen.

Da es zudem Hinweise fir die gleichzeitige Expression von VMAT1 und VMAT2 in
chromaffinen Zellen im Nebennierenmark gibt, ist auch eine differentielle Regulation

beider Transporter moglich.
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4.6 Maogliche physiologische Bedeutung einer Regulation von VMAT

Davon ausgehend, dass sich der vesikulare Monoamintransport durch die
Aktivitatsregulierung von VMAT uber die Go2a-Untereinheit beeinflussen lasst, stellt
sich die Frage, welche mdglichen physiologischen Bedeutungen dieser Vorgang hat.
Durch die Aktivierung von Go2a erhoht sich der Ky-Wert von VMAT. Daraus resultiert
eine verminderte Aufnahme von Monoaminen in die Vesikel aufgrund der geringeren
Substrataffinitéat. Da die VMAT hochaffin fur ihre Substrate sind, kommt es bereits bei
niedrigen Monoaminkonzentrationen zur Sattigung des Transportsystems. Eine
Verminderung der Affinitdt kann somit zu einer Erh6hung der Transportkapazitat fihren.
So kommt es im Kapillarnetz des Dinndarms zu sehr hohen Serotoninkonzentrationen.
Um eine toxische Wirkung des Serotonins zu vermeiden, ist eine schnelle vesikulare
Aufnahme essentiell. Durch Erhdhung des Ky-Wertes kann die Transportkapazitat der
VMAT erhéht und damit die Toxizitat der Monoaminabbauprodukte verhindert werden.

Die Applikation von MPTP induziert bei Primaten ein irreversibles Parkinson-Syndrom
durch die Zerstérung dopaminerger nigrostriataler Zellen (Heikkila et al., 1984). MPTP
wird im Organismus durch die Monoaminooxidase B zum aktiven Metaboliten MPP*
umgebaut. Dieser hemmt die Aktivitat der Mitochondrien. In Versuchen an PC12-Zellen,
welche nur VMAT1 exprimieren, konnte gezeigt werden, dass diese gegeniiber MPP*
relativ unsensibel sind. Hingegen sind CHO-Zellen deutlich sensitiver, sie besitzen
keinen vesikularen Monoamintransporter. Nach Transfektion der CHO-Zellen mit der
PC12-cDNA-Bibliothek sinkt die Sensitivitat der CHO-Zellen gegeniiber MPP™ deutlich.
Dies kann durch Zugabe von Reserpin rickgangig gemacht werden. Die Expression
von VMAT scheint also fiur die Resistenz gegeniber MPTP und damit dem
neuroprotektiven Effekt verantwortlich zu sein (Liu & Edwards, 1997). Aber auch
Dopamin selbst wirkt toxisch auf die dopaminergen Zellen. Somit ist es auch hier von
gro3er Wichtigkeit, dass die Dopaminkonzentration durch die vesikularen
Monoamintransporter im Zytosol niedrig gehalten wird. An heterozygoten VMAT2-
Mausdeletionsmutanten zeigte sich aul3erdem eine erhdhte Neurotoxizitat bei erhéhtem
Dopamingehalt im Striatum im Vergleich zu Wildtypmausen. Dieser Effekt wurde durch
die Injektion von Methamphetamin erreicht (Fumagalli et al., 1999). In diesem
Zusammenhang von Bedeutung ist auch die Erkenntnis, dass die neuronale

Degeneration beim Morbus Parkinson oft im Bulbus olfactorius beginnt. Die sich dort
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befindlichen Neurone besitzen keinen vesikularen Monoamintransporter (Daniel &
Hawkes, 1992).

In der Mukosa des Magenantrums konnte gezeigt werden, dass VMATL1 in gastrin-
produzierenden Zellen exprimiert wird. Gastrin ist ein Peptidhormon, welches unter
anderem zu einer Steigerung der Magensaureproduktion und zu einer Erhéhung des
Tonus des Kardiasphinkters fuhrt und zudem als Wachstumsfaktor fungiert. Aus
Prograstrin wird Uber verschiedene Biosyntheseschritte das aus 34 bzw. das aus 17
Aminosauren bestehende G34 bzw. G17 synthetisiert. Dabei wird G34 etwa finfmal
langsamer abgebaut als G17. Es konnte gezeigt werden, dass es durch Zugabe von
L-DOPA zu einer Verschiebung des Verhaltnisses von G34 zu G17 kommt, wobei die
Konzentration von G34 im Verhéltnis zunimmt und die von G17 abnimmt. Dabei wurde,
aufgrund des Transportmechanismus von VMATL1, eine intravesikulare pH-Abhangigkeit
postuliert, da die Prohormonkonvertasen ein pH-Optimum im sauren pH-Bereich haben.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass der VMAT1 neben seiner Transportfunktion zudem
eine Rolle in der Modulation der intravesikalen Prohormonverarbeitung spielt (Hussain
et al., 1999).

Eine weitere Wirkung von VMAT1 konnte an glatten Muskelzellen der Aorta der Ratte
(smooth muscle aorta cells; SMAC) gezeigt werden. Diese Zellen sind sehr empfindlich
gegenuber Hypothermie. Nach Wiedererwarmung auf 37° C kommt es, wie bei vielen
anderen Zelltypen, die empfindlich fur Hypothermie sind, zu einem Anstieg reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), zu einem Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration, zu
einer Entleerung der intrazellularen Vesikel, zu einer Zellschwellung und letztendlich zur
Apoptose. Nach Transfektion von SMAC mit Tryptophanhydroxylase-1 und VMAT1
(VTSMAC) kam es nach einer 24-stiindigen Hypothermie (3° C) mit anschlieRender
Erwarmung (37° C) zu einem signifikanten Anstieg des Uberlebens der transfizierten
Zellen. Durch Inkubation mit Fluoxetin konnte dieser Effekt aufgehoben werden. Die
Transfektion mit VMAT1 und Tryptophanhydrohylase-1 fiuhrte zu einer vesikularen
Akkumulation von Serotonin, das wahrend der Kaltephase exozytiert wurde. Einerseits
wirkt Serotonin selbst antioxidativ. Andererseits scheint es durch Serotonin zu einer
Induktion der Cystathionin-beta-Synthetase und damit zu einer erhéhten Produktion von
Schwefelwasserstoff, welches Zellen vor ROS wahrend der Erwdrmungsphase schutzt,
zu kommen (Talaei et al., 2012). Diese Erkenntnisse zeigen eine weitere Rolle des
vesikularen Monoamintransporters und ermdoglichen eventuell die Entwicklung neuer

Strategien, um beispielsweise das Uberleben von Transplantatorganen zu verbessern.
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4.7 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisse (ber die Regulation des
vesikularen Monoamintransporters 1 gesammelt und im Zusammenhang mit bereits
bekannten wissenschaftlichen Erkenntnissen diskutiert. Bekannt ist, dass VMAT1 und
VMAT2 durch G-Proteine reguliert werden (VMAT1 durch Go2a in neuroendokrinen
Zellen, VMAT2 durch Go2a in synaptischen Vesikeln und durch Gga in Thrombozyten).
Dabei kommt es sowohl nach Aktivierung von Go2a als auch von Gqa zu einer
verminderten Monoaminaufnahme in die Vesikel. Bei den Versuchen mit den
CHOVMAT1-Zellen kam es allerdings zu einer Erhdhung der vesikularen
Serotoninaufnahme nach Transfektion mit konstitutiv aktivem Gqa. Dabei ist zu klaren,
ob es sich dabei um einen gewebsspezifischen Prozess oder eine andersartige
Regulation des VMAT1 im Vergleich zu VMAT2 handelt. So bleibt zu untersuchen,
welche Wirkung Gqo in anderen Systemen, in denen der VMAT1 exprimiert wird, hat.
Zudem ist bisher wenig untersucht, welche Auswirkung Gqo auf die VMAT2-Aktivitat
aul3erhalb von Thrombozyten hat (im Gehirn hat Gqa keine Auswirkung auf die VMAT2-
Aktivitét). Dies konnte beispielsweise in VMAT2-transfizierten CHO-Zellen naher
untersucht werden.

Des Weiteren bleibt zu klaren, welche Prozesse zur Aktivierung des jeweiligen
G-Proteins fihren. So ist bekannt, dass die grof3e intraluminale Schleife zwischen erster
und zweiter Transmembrandomane fir die Detektion des vesikularen
Fullungszustandes verantwortlich ist. Zudem konnte eine Interaktion zwischen dem
C-Terminus von VMAT2 und der Go2a-Untereinheit gezeigt werden. Um eine direkte
Aktivierung von Go2a durch VMATZ2 nachzuweisen, mussen zukinftig weitere
Untersuchungen, wie zum Beispiel Aktivierungs-Assays, durchgefuhrt werden. Zudem
gelang es bisher nicht, eine Interaktion zwischen Go2a und dem VMAT1 zu zeigen.

Es konnte in dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass cAMP und cGMP die vesikulare
Monoaminaufnahme in PC12-Zellen hemmen. Dabei stellt sich zunachst die Frage, ob
es sich hierbei um zwei voneinander getrennte oder aber synergistische Prozesse
handelt. Zudem ist nicht geklart, Giber welche Signaltransduktionswege diese Hemmung
zustande kommt, also welche Effektoren durch das G-Protein beeinflusst und welche
Zielstrukturen durch cAMP und cGMP angesprochen werden. In der Vergangenheit

wurde bereits gezeigt, dass durch Hemmung der cAMP-abh&ngigen Proteinkinase A die
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durch cAMP vermittelte Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme aufgehoben
werden kann. Jedoch bleibt offen, welche Zielstrukturen die Proteinkinase A verandert

und somit die vesikulare Monoaminaufnahme reduziert.
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5 Zusammenfassung

Die Kommunikation von Zellen in einem Organismus erfolgt unter anderem durch die
Ausschittung von Botenstoffen. Neurone und endokrine Zellen besitzen zu diesem
Zweck spezielle Speicherorganellen fur diese Botenstoffe, so genannte Vesikel. Durch
Exozytoseprozesse kénnen die Transmitter beispielsweise in den synaptischen Spalt
oder ins Blut abgegeben werden. Neben zahlreichen Faktoren, die die Konzentration
des jeweiligen Botenstoffes beeinflussen, kann auch der Fullungsgrad der Vesikel
reguliert werden.

In  monoaminergen Systemen werden die Monoamine durch die vesikularen
Monoamintransporter 1 und 2 (VMAT1 und 2) ins Vesikelinnere transportiert. Aus
Vorarbeiten ist bekannt, dass die Monoaminspeicherung dieser Vesikel durch die
Ga-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine reguliert wird. Kommt es zur Aktivierung der
GoZ2a-Untereinheit, wird die vesikulare Monoaminspeicherung in Neuronen und
neuroendokrinen Zellen gehemmt. In Thrombozyten konnte dieser Effekt ebenfalls
gezeigt werden, allerdings ist dort die Gqa-Untereinheit dafir verantwortlich. Als
auslosendes Signal ist dabei der vesikulare Fullungszustand anzusehen, wobei
vermutlich die groBe intraluminale Schleife zwischen erster und zweiter
Transmembrandomane der VMAT als Sensor fir die Fillung der Vesikel fungiert. Uber
die Signaltransduktionsprozesse, welche letztendlich zur Hemmung des vesikularen
Monoamintransportes und auch zur Aktivierung des heterotrimeren G-Proteins fuhren,
ist bisher wenig bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Regulation des VMAT1 naher untersucht. Dabei
wurden Hinweise auf Signaltransduktionsschritte, die der G-Protein Aktivierung
nachgeschaltet sind, gefunden: Die sekundéren Botenstoffe cAMP und cGMP, die
bekanntermalRen in verschiedenen intrazellularen Signaltransduktionsprozessen eine
Rolle spielen, bewirken eine Hemmung des vesikularen Monoamintransportes in PC12-
Zellen. Es zeigte sich aulRerdem eine Verminderung der maximalen
Transportgeschwindigkeit des VMATL. Im Vergleich zu Voruntersuchungen mit den
sekundaren Botenstoffen cAMP und cGMP an Vesikelpraparationen des Mausegehirns
konnte kein signifikanter Unterschied im Ausmald der Hemmung zwischen cAMP und

cGMP gefunden werden.
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Weiterhin wurde die unterschiedliche Rolle verschiedener Ga-Untereinheiten in der
G-Protein vermittelten Regulation der VMAT untersucht: In mit VMAT1-transfizierten
CHO-Zellen konnte gezeigt werden, dass es zu einer Hemmung der vesikularen
Serotoninaufnahme nach Transfektion dieser Zellen mit konstitutiv aktivem Go2a
kommt. Eine Transfektion mit konstitutiv aktivem Gola zeigte keine Beeinflussung der
Monoaminaufnahme in die Vesikel. Hingegen kam es nach Transfektion mit konstitutiv
aktivem Gga zu einer verstarkten vesikularen Serotoninaufnahme.

Insgesamt konnten durch die Ergebnisse dieser Arbeit neue Erkenntnisse uber die
Regulation des VMAT1 gewonnen werden. Daran zeigt sich, dass die Regulation von
VMAT1 und VMAT?2 trotz gemeinsamer Elemente auch Unterschiede aufweist: Neben
der Untermauerung der Bedeutung der Go2a-Untereinheit konnte die differentielle
Wirkung verschiedener o-Untereinheiten je nach Gewebe oder exprimierter VMAT-
Isoform gezeigt werden. Auch flr die Beteiligung intrazellularer sekundarer Botenstoffe
an der VMAT-Regulation ergaben sich Hinweise auf Unterschiede zwischen den
Signalwegen fur VMAT1 und VMAT2.
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6 Abstract

The role of G-protein a-subunits and of intracellular signaling pathways in the

regulation of the vesicular monoamine transporter 1

The communication of cells in an organism occurs amongst others by the release of
transmitters. For this purpose neurons and endocrine cells possess special storage
organelles for these transmitters, so-called vesicles. By exocytosis, the transmitter is
released, for example, into the synaptic gap or into the blood. Among many factors that
are influencing the concentration of the transmitter, the filling degree of the vesicles can
be controlled.

In monoaminergic systems the monoamines are transported into the vesicle by the
vesicular monoamine transporters 1 and 2 (VMAT1 and 2). Previous studies showed
that the monoamine storage of these vesicles is regulated by the Ga subunits of
heterotrimeric G-proteins. The activation of Go2a causes inhibition of vesicular
monoamine storage in neurons and neuroendocrine cells. In platelets the Gqo subunit
is responsible for this effect. The vesicular filling state is considered to be the triggering
signal of G-protein activation, and is presumably sensed by the large intraluminal loop
between the first and second transmembrane domain of the VMAT. Little is known
about downstream and upstream signal transduction cascades, which ultimately lead to
the inhibition of the vesicular monoamine transport and to the activation of the
heterotrimeric G-protein, respectively.

In this work, the regulation of VMAT1 was investigated. The following information of
downstream signalling pathways after G-protein activation could be gathered: The
second messengers cAMP and cGMP, which are known to play a role in various
intracellular signal transduction processes, cause an inhibition of the vesicular
monoamine uptake into PC12 cells. A reduction in the maximum transport rate of
VMAT1 could be shown. In contrast to previous investigations in vesicle preparations of
the mouse brain, no significant difference in the degree of inhibition between cAMP and
cGMP could be found.

A second main focus was the investigation of the different role of various Ga subunits in

the G-protein mediated regulation of VMAT: In VMAT1 transfected CHO cells an
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inhibition of the vesicular serotonin uptake could be demonstrated after transfection with
constitutively active Go2a. A transfection with constitutively active Golo had no effect
on monoamine uptake into the vesicles. In contrast transfection with constitutively active
Gga results in an increased serotonin vesicular monoamine uptake.

Taken together the results of this work yielded new insights into the regulation of
VMATL. Despite of common elements there are differences in the regulation of VMAT1
and VMAT2. In addition to the substantiation of the importance of Go2a, the differential
effect of various a-subunits depending on the tissue or expressed VMAT isoform could
be shown. There was also evidence for differences between the participation of

intracellular second messengers in signaling pathways for VMAT1 and VMAT?2.
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7 Abkurzungsverzeichnis

AC

ADP
AlF,
ATP

BCA
BSA

cAMP
CAPS
cGMP
CHO
CiCc

D

ApH?
ApH

Ay

Do,

DAG
DAT
dBcAMP
DNA
DTT

E

ECL
eGFP

GABA
GAP
GAT
GC
GDiI
GDP
GEF

Adenylylzyklase
Adenosindiphosphat
Aluminiumfluorid
Adenosintriphosphat

Bichinchoninsaure-4,4-dicarboxy-2,2-Bichinolin
Bovines Serum Albumin

cyclisches Adenosinmonophosphat
Calcium-dependent activator proteins of secretion
cyclisches Guanosinmonophosphat

Zelllinie aus Ovarien des chinesischen Hamsters
Chloridkanal

elektrochemischer Gradient
Protonengradient

elektrischer Gradient

D,-like dopamine autoreceptor
Diacylglycerol

dopamine active transporter
Dibutyryl-cAMP
Desoxyribonukleinséaure
Dithiothreitol

enhanced chemiluminescence
enhanced Green Fluorescent Protein

y-Aminobuttersdure

GTPase-activating protein
GABA-Transporter

Guanylylzyklase

guanine nucleotide dissociation inhibitor
Guanosindiphosphat

guanine nucleotide exchange factor
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GFP
GLYT

GMP-P(NH)P

GPCR
GRIN
GTP
GTPYS

H
HE
|

IP3

KG-Puffer
Ku-Wert

L

LB-Medium
LDCV
LMW

M

MCS
MPP*
MPTP

NET
NO

PBS
PC12
PIP,
PKA
PKC
PLC

green fluorescent protein (grin fluoreszierendes Protein)
Glyzin-Transporter

5’-Guanylylimidodiphosphat

G-protein coupled receptor
G-protein-induced-protein-of-Neurite-outgrowth
Guanosintriphosphat

Guanosin-5"-O-(thiotriphosphat)

Hamolytische Einheit

Inositol-1,4,5-trisphosphat

Kaliumglutamat-Puffer
Michaelis-Menten-Konstante

Luria Bertani-Medium
large dense core vesicles
low molecular weight

Multiple Cloning Site
N-methyl-4-phenylpyridinium
1-Methyl 4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin

norepinephrine transporter (=NAT, Noradrenalin-Transporter)
Stickstoffmonoxid

Phosphate-buffered Saline
Ph&ochromozytomzelllinie der Ratte
Phosphatidylinositolbisphosphat
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholipase C
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RGS
ROS

S

SDS-PAGE

SERT
SLMV
SLO
SMAC
SSV

T

TAE-Puffer

TE-Puffer
Tphl

U
uv
Vv

viv
VAChT
v-ATPase
VEAT
VGAT
VGLUT
VIAAT
VMAT
VNUT

W

wi/v

ZNS

regulators of G-protein signaling
reaktive Sauerstoffspezies

sodiumdodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Serotonin-Transporter

synaptic-like micro vesicles

Streptolysin O

smooth muscle aorta cells

small synaptic vesicles

Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-EDTA-Puffer
Tryptophanhydroxylase-1

Ultraviolet

Volumen pro Volumen

vesikularer Acetylcholintransporter

vakuolare ATPase

vesikularer Transporter fur exzitatorische Aminoséuren
vesikularer GABA-Transporter

vesikularer Glutamattransporter

vesikularer Transporter flr inhibitorische Aminosauren
vesikularer Monoamintransporter

vesikularer Nukleotidtransporter

Gewicht pro Volumen

Zentralnervensystem
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