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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Endozytierung synaptischer Vesikel-Proteine von der Plasmamembran zuriick in
synaptische Vesikel ist ein streng regulierter Prozess. Bisher wurde davon ausgegangen,
dass sich der Sortierungsprozess fiir alle synaptischen Vesikel-Proteine dhnelt.
Allerdings existieren Hinweise, die auf eine spezielle Sortierung von vesikuldren
Glutamattransportern (VGluts) hindeuten. Diese Sortierung ist jedoch weitestgehend
unverstanden. Es scheint, dass VGlutl und 2 nicht nur wéhrend der Endozytose an die
Plasmamembran sortieren, sondern (tageszeitabhidngig) gezielt dorthin transportiert
werden. Fraglich ist, ob sie an der Plasmamembran funktionell (z.B. als Natrium-
Phosphat-Transporter) ebenfalls relevant sind und ob ein Funktionswechsel eine Rolle

in der neuronalen Transmission spielt.

In dieser Arbeit wurde der Sortierungsprozess von VGlutl und 2 in verschiedenen
zelluldren und subzelluldren Systemen untersucht und die Bedeutung von
Interaktionspartnern fiir die Regulation von VGlutl und 2 betrachtet. Hierfiir wurden
unter anderem GST-Bindungsstudien mit Mausegehirnfraktionen, Neurotransmitter-
aufnahmeversuche und konfokale Mikroskopie eingesetzt. Die Untersuchung der
Translokation von VGlut zwischen Plasma- und synaptischer Vesikelmembran wurde
iiber zwei Wege bearbeitet.

Erstens zeigten GST-Bindungsstudien mit GST-Fusionsprotein, bestehend aus GST und
der SH3-Domine von Endophilin bzw. dem C-Terminus von VGlutl und 2, dass nur
VGlutl an Endophilin bindet, nicht jedoch VGlut2. VGlut2 hingegen bindet direkt an
den Adapterproteinkomplex AP2, was auf individuelle Sortierungsprozesse in den
jeweiligen VGlut-Neuronen hinweist. Neueste Studien zeigten eine Kolokalisation von
VGlutl und 2 in ein und demselben Neuron. Neurone, die sowohl VGlutl als auch
VGlut2 tragen, konnten iiber die individuelle Sortierung nicht nur unterschiedliche
VGlutl und 2-Vesikelpools generieren. Ebenfalls ist denkbar, dass eine spezifische
Sortierung eines der Transporter z.B. an die Plasmamembran moglich ist, wihrend der
andere Transporter z.B. auf dem Vesikel ,,gelagert™ wird.

VGlutl (und VGlut2) zeigt ein zirkadianes Sortierungsverhalten und lokalisiert in
Abhingigkeit der Tageszeit zwischen Plasma- und Vesikelmembran. Um zu priifen, ob
der zirkadianen Oszillation der vesikuldren VGlut1-Mengen eine ebenfalls oszillierende

Interaktion von VGlutl mit Endophilin zugrunde liegt, fanden zweitens in dieser Arbeit



Zusammenfassung

Untersuchungen an Miusen statt, die in einem 12h Licht/12h Dunkel- oder 12h
Dunkel/12h Dunkelzyklus gehalten wurden. Mit Hilfe von GST-Fusionsprotein,
bestehend aus GST und der SH3-Doméne von Endophilin, konnte in WT-Méusen eine
oszillierende Bindung von VGlutl/Dynamin in Abhédngigkeit der Tageszeit an
Endophilin festgestellt werden. Die Deletion des Uhrengens Period 2 in Per2®*PMI
Maiusen verdnderte die Rhythmizitdt der Mause, was sich in einer gleichbleibenden
Bindefdhigkeit von VGlutl (bezogen auf Dynamin) an GST-SH3-Endophilin zeigte.
Damit wird deutlich, dass VGlutl anders als andere synaptische Vesikel-Proteine
individuell sortiert wird und diese Sortierung nicht nur im Zuge der Endo- bzw.
Exozytose eine Rolle spielt.

Als Modell fiir die VGlut2-Translokation wurde eine VGlut2-exprimierende
Phiaochromozytomzelllinie der Ratte (PC12) charakterisiert. In diesen Zellen kommt der
Transporter vornehmlich an der Plasmamembran vor. Nur VGlut2- und nicht pcDNA3-
transfizierte PC12-Zellen zeigen in Gegenwart von Phosphat eine unmittelbare
Natriumaufnahme {iber die Plasmamembran. VGlut2 wirkt in diesen Zellen also eher als
Natrium-Phosphat-Co-transporter und weniger als vesikuldrer Glutamattransporter, was
auf eine funktionelle Relevanz in Abhéngigkeit der Sortierung deutet.
Zusammenfassend kann festgestellt werden: 1) Wéhrend VGlutl mit Endophilin
interagiert, bindet VGlut2 direkt den Adapterproteinkomplex AP2. 2) Die Bindung von
VGlutl an Endophilin unterliegt einer tageszeitabhingigen Regulierung. 3) VGlut2

besitzt in transfizierten PC12-Zellen die Funktion eines Natrium-Phosphat-Transporters.
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Abstract

Abstract

The Endocytosis of synaptic vesicle proteins from the plasma membrane back into
synaptic vesicles is a highly regulated process. Until now research assumed the
trafficking process of synaptic vesicle proteins to be similar. Data exists, however,
indicating that the trafficking of vesicular glutamate transporters (VGluts) differs even
though it is still poorly understood. It seems that VGlutl and 2 sort to the plasma
membrane not only during exocytosis, but are also transported there in a specific day
time dependent manner. Questions remain, such as whether VGlutl and 2 are
functionally relevant at the plasma membrane, e.g. as a sodium phosphate transporter,

and whether this change in function is important for synaptic transmission.

In this thesis, the trafficking of VGlutl and 2 in different cellular and subcellular
compartments was investigated as well as the impact of interaction partners for the
regulation of VGlutl and 2 using GST pulldown assays with mouse brain extract,
neurotransmitter uptake assays and confocal microscopy. This study approaches the
translocation of VGlut to the plasma membrane in two different ways.

Firstly, GST pulldown assays using GST fusion proteins with GST and the SH3 domain
of Endophilin or, accordingly, the C-Terminus of VGlutl and 2, showed an interaction
of Endophilin and VGlutl but not for VGlut2. VGlut2 interacts directly with the adapter
protein complex AP2 indicating individual trafficking routes for VGluts. The latest data
reveals the coexistence of VGlutl and 2 in the same neuron. Neurons carrying VGlutl
and 2 might not only generate different vesicle pools; it is further possible that one
transporter is sorted to the plasma membrane leaving the other on the synaptic vesicle.
VGlutl (and VGlut2) harbours a circadian trafficking pattern and cycles in a day time
dependent manner between plasma and vesicle membrane. Secondly, in order to
investigate whether an oscillating binding of VGlutl to Endophilin forms the basis of
the circadian oscillation in the amount of vesicular VGlutl, brain extracts of mice
entrained in a 12h light/12h dark-cycle or 12h dark/12h dark-cycle were analysed by
GST pulldown assays. The analysis of wild type mice using GST fusion protein
containing GST and the SH3 domain of Endophilin, showed an oscillating binding
pattern of VGlutl (in ratio to Dynamin) to Endophilin — depending on the time of the

BRDMI
2

day. The deletion of the period gene Period 2 in Per mice resulted in the loss of

this oscillating interaction between VGlutl/Dynamin and Endophilin. This effect
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Abstract

emphasizes the individual trafficking process of VGlutl in comparison to other synaptic
vesicle proteins, and its importance not only during endo- but also exocytosis.

In order to study the trafficking of VGIut2, a Rat adrenal pheochromocytoma cell line
(PC12) carrying VGlut2 was characterised. In these cells, VGlut2 presumably
translocates to the plasma membrane. Only VGlut2- and not pcDNA3 transfected PC12
cells exhibit an immediate sodium uptake across the plasma membrane in the presence
of phosphate. VGlut2 functions in these cells as a sodium-phosphate-transporter and not
as a vesicular glutamate transporter, indicating a functional relevance subject to the
trafficking of the transporter.

In summary, it was shown that: 1) whereas VGlutl binds to Endophilin, VGlut2 directly
interacts with the adaptor complex AP2. 2) The interaction of VGlutl and Endophilin is
regulated in a manner that depends on the time of the day. 3) In transfected PC12 cells,
VGlut2 functions more as a sodium-phosphate transporter within the plasma membrane

than as a vesicular glutamate transporter.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Signaliibertragung an chemischen Synapsen

Das menschliche Gehirn besteht aus mindestens 7*10° (Webster, 2001) bis 10"
Neuronen (Hyman & Nestler, 1993; Kandel et al., 1995), von denen jedes einzelne
wiederum aus einem Zellkorper (Soma), mehreren Dendriten und einem Axon
aufgebaut ist. Jedes Neuron kann u.a. mit mehreren tausend anderen Neuronen iiber
individuelle Verbindungen — den sogenannten Synapsen — in Kontakt treten (Hyman &
Nestler, 1993; Kandel et al., 1995). Mehrere Typen von Synapsen sind bekannt, die
jeweils individuell reguliert werden und nach bisherigem Kenntnisstand in chemische
und elektrische Synapsen zu unterscheiden sind. Wahrend letztere iiber lonenstrome an
Proteinkomplexen (Gap junctions) kommunizieren, ist das Grundprinzip der
chemischen Signaliibertragung die Umwandlung eines elektrischen Impulses
(Aktionspotential) in ein chemisches Signal an der prasynaptischen Membran von
Neuronen. Als Folge davon werden spannungsabhingige Kalziumkanéle gedftnet,
wodurch die lokale Kalziumkonzentration von ca. 100 nM im Ruhezustand auf bis zu
100 uM in der Nidhe des individuellen Kalziumkanals ansteigt (Adler et al., 1991). Der
Kalziumeinstrom in das Neuron endet schlieBlich in der regulierten Sekretion von
Neurotransmittern aus synaptischen Vesikeln (SV) in den synaptischen Spalt (Abb. 1).
Dieser streng kontrollierte Prozess kann innerhalb von 100 Millisekunden stattfinden
(Zucker, 1996) und wird auch regulierte Exozytose genannt. Aufgrund der Sensitivitit
gegeniiber Kalzium handelt es sich um einen Spezialfall der Membranfusion (Bennett et
al., 1997), der in dhnlichen Ablaufen tiberall in der Zelle stattfinden kann. Im weiteren
Verlauf der Informationsweiterleitung binden freigesetzte Neurotransmitter (NT) an
Rezeptoren der postsynaptischen Membran, was informationsweiterleitende Prozesse
und gegebenenfalls die Auslosung eines Aktionspotentials im nachfolgenden Neuron

nach sich zieht.
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Abb. 1 Chemische Synapse

Schematische Darstellungen einer chemischen Synapse (a) und der Exozytose synaptischer Vesikel (b).
Elektronenmikroskopische Aufnahme einer chemischen Synapse (c). Die Pfeile markieren den
synaptischen Spalt. Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

1.2 Vesikelzyklus und Vesikelentleerung

Synaptische Vesikel sind spezialisierte Organellen mit einem Durchmesser von ca. 40-
80 nm (Takamori et al., 2006), die sich in der Prasynapse konzentrieren. Ein aktuelles
Modell eines synaptischen Vesikels ist in Abb. 2 dargestellt. Die synaptische Antwort
auf die aus einem Vesikel freigesetzten Neurotransmitter wird als
Neurotransmitterquantum definiert (Del Castillo & Katz, 1956). Eine grof3e Anzahl von
spezifischen SV-Proteinen, manche mit hoher Kopienzahl, ist fiir wiederholte Zyklen
der Exo- und Endozytose notwendig (Schweizer et al., 1995). Eine zentrale Rolle
kommt dabei Synaptotagmin und den Proteinen des SNARE-Komplexes (englische
Abk. fiir: soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) zu
(Gundelfinger et al., 2003). Dabei wird angenommen, dass der SNARE- Komplex die
Fusion von Vesikel- und Plasmamembran katalysiert. Ein aktuelles Modell der
Exozytose von SV ist in Abb. 3 dargestellt (zur Ubersicht: (Chen & Scheller, 2001;
Fernandez-Chacon & Sudhof, 1999; Jahn & Sudhof, 1999; Sudhof, 2004)).
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Abb. 2 Synaptisches Vesikel

Quantitatives Molekularmodell eines sekretorischen glutamatergen synaptischen Vesikels. Dargestellt
sind die hdufigsten synaptischen Proteine, die ca. 2/3 der experimentell bestimmten Proteinmasse bilden.
Entnommen aus (Takamori et al., 2006).

Zunichst werden die Vesikel unter Beteiligung des Zytoskeletts in die Nahe der
»aktiven Zone* transportiert und an der Plasmamembran verankert (docking). Der
genaue Ablauf auf molekularer Ebene ist nicht ndher aufgeklart. AnschlieBend bildet
sich der SNARE-Komplex, bestehend aus den SNARE-Proteinen (soluble N-
ethylmaleimde-sensitive-factor attachment protein receptors).Vesikelmembranstandiges
Synaptobrevin (VAMP?2, vesicle associated membrane protein 2), welches eine
essentielle Funktion bei der Vesikelfusion einnimmt (Schiavo et al., 1992), sowie
plasmamembranstindiges Syntaxin 1 und SNAP25 bilden den SNARE-Komplex.
Dieser ATP-abhédngige Prozess erfordert die Anwesenheit mehrerer regulatorischer
Proteine und wird als priming bezeichnet. Eine Stabilisierung des entstandenen
SNARE-Komplexes wird durch die kalziumabhéngige Interaktion mit Complexinen
herbeigefiihrt. Durch diesen Vorgang entstehen akut fusionsfiahige Vesikel, deren Anteil
als ready releasable pool (RRP) definiert wird (Schikorski & Stevens, 1997; Schikorski
& Stevens, 2001). Allerdings ist der RRP im Vergleich zum gesamten Vesikel-
Repertoire sehr gering. Fiir die vollstdndige Verschmelzung von Vesikel- und
Plasmamembran wird Kalzium benotigt (Neher & Zucker, 1993). Ein Anstieg der
lokalen Kalziumkonzentration wird vermutlich durch das integrale SV-Protein
Synaptotagmin detektiert, welches durch die Wechselwirkung mit dem terniren

SNARE-Komplex und Phospholipiden der Plasmamembran die Fusion der beiden
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Membranen und damit die Freisetzung der Neurotransmitter in den ,,Synaptischen
Spalt“ induziert (Brose et al., 1992; Fernandez-Chacon et al., 2001; Pang et al., 2006).
Anschliefend werden die Komponenten des SNARE-Komplexes durch die ATPase
NSF (Nethylmaleimidesensitive factor) unter ATP-Verbrauch in Anwesenheit von NSF-

Adapterprotein a-SNAP dissoziiert und anschlieBend regeneriert (Jahn, 1999).
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Abb. 3 Modell der SNARE-vermittelten Vesikelfusion

An die Plasmamembran angelagerte Vesikel (Docking) (oben) werden durch Bildung des SNARE-
Komplexes fest an der Plasmamembran verankert (Priming) (1). Fiir den weiteren Verlauf der Exozytose
existieren zwei Modelle, in denen der Kalzium-Sensor Synaptotagmin eine unterschiedliche Rolle spielt.
Im Synchronous Release Pathway wird der SNARE-Komplex kalziumabhdngig von Complexinen
stabilisiert und geht in einen metastabilen Zustand iiber (Priming 11) (4). Ca**-Molekiile interagieren nach
einem Anstieg der intrazelluliren Ca”’-Konzentration mit Synaptotagmin, das nachfolgend an den
SNARE-Komplex und Phospholipide bindet. Die Dissoziation von Complexinen fiihrt schlieBlich zur
Vesikelfusion mit der Plasmamembran (5-6). Der Asynchronous Release Pathway geht von
Synaptotagmin-unabhingiger Vesikelfusion aus (2-3). AnschlieBend dissoziiert der SNARE-Komplex
und die Molekiile stehen fiir einen weiteren Zyklus der Vesikelfusion zur Verfiigung (7). Entnommen aus
(Tang et al., 2006)

Ein weiteres Vesikelprotein, das in diesem Zusammenhang diskutiert wird, ist das
membranintegrierte Glykoprotein Synaptophysin. Die Komplexbildung mit
Synaptobrevin (Synaptobrevin-Synaptophysin-Komplex) gilt als eine wichtige
Interaktion (Calakos & Scheller, 1994; Edelmann et al., 1995; Washbourne et al., 1995)
weshalb Synaptophysin als Modulator fiir die Verfiigbarkeit von Synaptobrevin
diskutiert wird (Edelmann et al., 1995). Mit einem Vorkommen von 6-8% gehort
Synaptophysin zu den haufigsten Vesikelproteinen. Trotz dieser Abundanz sind

Synaptophysin-Deletionsmutanten lebensfahig und zeigen keine schwereren

phénotypischen Auffalligkeiten (Eshkind & Leube, 1995; McMahon et al., 1996). Als

4
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weitere Interaktionspartner wurden u.a. Dynamin 1 und die vesikuldre Protonenpumpe
V-ATPase identifiziert (Daly et al., 2000; Daly & Ziff, 2002; Galli et al., 1996; Thomas
& Betz, 1990). Als cholesterinbindendes Protein assoziiert Synaptophysin mit
cholesterinreichen Mikrodoménen der synaptischen Vesikelmembran und trigt neben
einer Separierung von Plasmamembran- und SV-Membranbestandteilen zur
Stabilisierung des hohen Kriimmungsgrades der Membran synaptischer Vesikel bei
(Thiele et al., 2000). Weitreichende Anwendung findet Synaptophysin vor allem in
endokrinen Geweben und Tumoren als Markerprotein fiir Synapsen bzw. SV

(Wiedenmann et al., 1986).

1.3 Sortierung synaptischer Vesikel

Fiir die Funktionalitét der Synapse ist nach vorangegangener Exozytose eine prazise
und effiziente Rezyklierung synaptischer Vesikel durch die Endozytose erforderlich.
Dadurch wird sichergestellt, dass die Vesikel fiir weitere exozytotische Prozesse zur

Verfligung stehen (Abb. 4).
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Abb. 4 Synaptischer Vesikel-Zyklus am synaptischen Endknopfchen

Nach einem Zyklus der Vesikelentleerung werden SV iiber verschiedene Mdglichkeiten endozytiert. Falls
SV nicht vollstindig mit der Plasmamembran verschmelzen, sondern eine transiente Fusionspore bilden,
konnen sie tiber einen schnellen Kiss and Run-Weg (rot) oder einen Kiss and Stay-Weg rezykliert werden.
Bei vollstindiger Fusion mit der Plasmamembran werden SV Clathrin-abhéngig mit Hilfe von AP2
endozytiert. AuBerdem ist die Bulk-Endozytose dargestellt. In beiden Féllen werden SV entweder iiber
den direkten Weg (a) mit NT gefiillt oder aber indirekt (b) {iber eine endosomale Zwischenstufe, in die
moglicherweise AP3 involviert ist. So wurde bereits in PC12-Zellen gezeigt, dass AP3 die Bildung von
SV aus Endosomen vermittelt. Entnommen aus (Danglot & Galli, 2007).

Die Entfernung bzw. Riickgewinnung synaptischer Vesikelproteine und -lipide aus der
prasynaptischen Membran kann auf verschiedene Weise erfolgen. Gegenwirtig werden

zwei Modelle der Exoyztose und der darauffolgenden Endozytose diskutiert. Im

klassischen Modell erfolgt eine vollstindige Fusion des Vesikels mit der
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prasynaptischen Membran, wobei die Riickgewinnung der Vesikelmembran iiber die
Clathrin-vermittelte, kompensatorische Endozytose (CME) verlduft. In dem
sogenannten Kiss and Run-Modell fusioniert das Vesikel voriibergehend mit der
Membran, die Integritdt des Vesikels bleibt erhalten und die Neurotransmitter werden
iiber eine transiente Fusionspore in den Synaptischen Spalt entlassen, ohne dass eine
Vermischung der Vesikelproteine und -lipide mit denen der Plasmamembran erfolgt.
Das synaptische Vesikel wird im Bereich der aktiven Zone innerhalb weniger hundert
Millisekunden bis zu wenigen Sekunden Clathrin-unabhingig regeneriert oder direkt an
der aktiven Zone mit Neurotransmittern befiillt und somit zykliert (Kiss and Stay)
(Rizzoli & Jahn, 2007; Sudhof, 2004). Auf molekularer Ebene sind der Kiss and Run-
und Kiss and Stay-Mechanismen jedoch weitgehend unverstanden (Gundelfinger et al.,
2003). Im Gegensatz dazu dauert die CME ldnger (einige Sekunden bis Minuten).
Clathrin, ein Hetero-Hexamer, bildet aus insgesamt 6 Untereinheiten die Form eines
Triskelions (Smith & Pearse, 1999) (Abb. 5). An seinem Clathrin-Box-Motiv kdnnen
verschiedene Proteine binden (Owen & Luzio, 2000), z.B. Adapterproteine. AuBBerdem
kann Clathrin Kalzium binden, was moglicherweise die Bildung der Clathrin-Hiille
beschleunigt (Nathke et al., 1990; Ungewickell & Ungewickell, 1991). Die Vesikel-
Abschniirung erfolgt, indem eine polyhedrale, kugelartige Clathrinhiille um das
entstehende Vesikel gebildet wird.

Schwere Kette
Leichte Kette

;
B

Clathrin-Box

Abb. 5 Darstellung eines hexameren Clathrin-Triskelions.

Das Hexamer wird durch Oligomerisierung von 3 schweren Ketten mit 3 leichten Ketten gebildet. Ein
Clathrin-Box-Motiv an den N-terminalen Enden der schweren Ketten dient der Bindung Clathrin-
assoziierender Proteine. Entnommen aus (Lodisch et al., 2000).

Die Bildung dieser Clathrin-Hiille setzt die Anwesenheit von Adaptermolekiilen (AP-

Komplexe wie z.B. AP2 und monomere Adaptoren wie AP180, epsin und HIP1) voraus

(Brett et al., 2002; Collins et al., 2002; Robinson, 2004). Diese Adapterkomplexe
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werden mittels spezifischer Rezeptoren an die Plasmamembran rekrutiert. Dort
vermitteln die Adaptermolekiile sowohl die Bindung an die Vesikelmembran als auch
an Clathrin. Lipide, insbesondere Phosphoinositide (Brett et al., 2002; Di Paolo et al.,
2004; Ford et al., 2002; Gaidarov & Keen, 1999; Krauss et al., 2003; Rohde et al.,
2002) und Kargo-Proteine (De Camilli et al., 2001b; Haucke & De Camilli, 1999)
spielen eine wichtige Rolle fiir die raumlich und zeitlich abgestimmte Bildung der
Clathrin-Hiille an der Synapse. Die Interaktion von AP2 mit PIP2 und dem multimeren
SV- und Plasmamembranprotein Synaptotagmin fiihrt zur Rekrutierung sowohl von
AP2 als auch Clathrin an die Plasmamembran (Gaidarov & Keen, 1999; Grass et al.,
2004; Haucke et al., 2000; Jorgensen et al., 1995; Littleton et al., 2001; Rohde et al.,
2002). Uberdies wird die Hiillbildung anscheinend durch weitere Kargo-Proteine mit
endozytotischen Motiven unterstiitzt, indem sich positiv auswirkende Interaktionen
zwischen diesen Motiven, AP2 und Synaptotagmin bilden (Haucke & De Camilli, 1999;
Takei & Haucke, 2001).

Fiir die Abschniirung (fission) des Vesikels ist die GTPase Dynamin verantwortlich.
Dieses Molekiil polymerisiert am ,,Hals* des entstehenden Vesikels und schniirt es unter
Freisetzung von GDP von der Plasmamembran ab. Fiir die Beteiligung an der
Abschniirung werden andere Proteine, wie z.B. Synaptojanin oder Endophilin, das eine
Rolle in der Membraninvagination spielen kann, diskutiert (Ringstad et al., 1999; Sever
etal., 1999; Takei et al., 1999).

Obwohl der kiss and run -Mechanismus als alternativer Endozytose-Route diskutiert
wird, gilt nach wie vor die CME als Hauptweg des prasynaptischen Vesikel-Zyklierens
(Jung & Haucke, 2007). Die Deletion von Clathrin-Adapterproteinen (Gonzalez-Gaitan
& Jackle, 1997; Zhang et al., 1998) oder von essentiellen Kofaktoren in der CME (Di
Paolo et al., 2002; Dickman et al., 2005) reduzieren in den verschiedensten
Modellorganismen massiv die Féhigkeit von Neuronen, funktionelle SV zu rezyklieren.
Gleiches gilt fiir Proteine, die an der Regulierung des Phosphorylierungszustandes von
Phosphoinositiden beteiligt sind (Di Paolo & De Camilli, 2006). Uberdies sind SV-
Proteine, die exozytiert und anschlieBend endozytiert werden, nicht identisch
(Fernandez-Alfonso et al., 2006; Wienisch & Klingauf, 2006). Dies impliziert, dass SV
wihrend eines Vesikel-Zyklusses vollstandig mit der Plasmamembran fusionieren und

weniger im Kiss and run-Zyklus endozytiert werden.
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Ein weiterer Endozytoseweg findet iiber die sogenannte Bulk-Endozytose statt. Hierbei
werden in Nervenendigungen grof3e Bereiche der Plasmamembran in einem eingestiilpt
und endozytiert. Erstmals beschrieben von Takei und anderen (Takei et al., 1996) wurde
diese Art der Endozytose als ,,Notfall“-Kompensationsmechanismus propagiert (Royle
& Lagnado, 2003). Neueste Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass die Bulk-
Endozytose zum Standardrepertoire endozytotischer Mechanismen gehort (Clayton et
al., 2007; Leenders et al., 2002; Lenzi et al., 2002). Innerhalb von Sekunden kénnen
grol3e Bereiche der prasynaptischen Membran eingestiilpt werden (Teng et al., 2007).
Es bildet sich eine Vakuolen-&hnliche Struktur, die noch einige Zeit nach Stimulation an
der Plasmamembran haften kann (Gad et al., 1998). Von dieser Struktur konnen sich
mehrmals einzelne SV abschniiren (Takei et al., 1996). Besonders nach hoch-frequenter
Stimulation, wenn die endozytotische Fracht erhoht ist, scheint dieser Mechanismus

eine Rolle zu spielen (Holt et al., 2004; Takei et al., 1996).

Obwohl alle SV einer synaptischen Endigung in elektronenmikroskopischen
Aufnahmen dhnlich erscheinen, unterscheidet man aufgrund unterschiedlicher
Fusionsbereitschaft und Lokalisation 3 Vesikel-Populationen (Abb. 6). Wie bei Rizolli
und Betz (Rizzoli & Betz, 2005) wird in dieser Arbeit der Readily Releasable Pool
(RRP) als die Summe synaptischer Vesikel definiert, die bei Stimulation sofort zur
Verfligung stehen. Im Elektronenmikroskop kénnen angedockte Vesikel in der Ndhe der
prasynaptischen Plasmamembran gesehen werden (De Camilli et al., 2001a).
Uberraschenderweise korrelieren diese Vesikel jedoch nicht mit dem RRP, welcher
scheinbar zufillig liber die gesamte Anhdufung von Vesikeln in der synaptischen
Endigung verteilt ist (Rizzoli & Betz, 2004). Die fusionskompetenten Vesikel des RRP
konnen ihren Inhalt innerhalb von Millisekunden nach Stimulation freisetzen
(Mennerick & Matthews, 1996; Neves & Lagnado, 1999). Bartoletti und andere
(Bartoletti et al., 2010) zeigten in Ribbonsynapsen aus Zapfen des Salamanders, dass
sich etwa 20 Vesikel im RRP befinden, so dass der RRP nach moderater Stimulation
schnell aufgebraucht ist. Der Recycling Pool wird hier als eine Ansammlung von
synaptischen Vesikeln definiert, die im Falle einer moderaten (physiologischen)
Stimulation an die Plasmamembran rekrutiert werden und NT ausschiitten. Es wird
vermutet, dass sich 5-20% aller Vesikel in diesem Pool ansammeln (Harata et al.,
2001a; Rizzoli & Betz, 2005). Stimulationen in physiologischen Frequenzen fithren
dazu, dass dieser Pool fortlaufend rezykliert (de Lange et al., 2003; Harata et al., 2001b;
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Kuromi & Kidokoro, 2003; Richards et al., 2003) und mit neu endozytierten Vesikeln
wieder aufgefiillt wird. Der Reserve Pool wird als ein Bestand synaptischer Vesikel
definiert, die nur nach extensiver synaptischer Stimulation NT in den synaptischen Spalt
entleeren. Diese Vesikel bilden die Mehrheit (80-90%) der Vesikel in den meisten
synaptischen Endigungen und werden duflerst selten oder nie wahrend physiologischer
Aktivitat rekrutiert (Harata et al., 2001a; Harata et al., 2001b). Dieser Pool bildet eine
Art Reserve bei erh6htem Neurotransmitterbedarf und wird iiberwiegend dann
ausgeschiittet, wenn der Recycling Pool geleert ist (Richards et al., 2000; Richards et
al., 2003; Sudhof, 2000).
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Abb. 6 Schematische Darstellung der postulierten Vesikelpools

A) Klassisches Modell, bestehend aus 3 Vesikelpools. Der Reserve Pool beinhaltet den grofiten Teil der
Vesikel (80-90%), der Recycling Pool ist um einiges kleiner. Der Readily Releasable Pool (RRP) besteht
nur aus wenigen Vesikeln (~1%), die an der Plasmamembran fusionskompetent anlagern. B) Aus-
schiittungskinetiken am Beispiel von depolarisierenden Bipolaren Zellen des Goldfisches. Die Zellen
wurden in Anwesenheit von Fluoreszenz-Farbstoff FM1-43 stimuliert. Exozytose wird direkt iiber einen
Anstieg in der Fluoreszenz gemessen. Entnommen aus (Rizzoli & Betz, 2005).

Wahrscheinlich sind an der Aufrecherhaltung der beschriebenen Vesikelpools die oben
beschriebenen Rezyklierungsmechanismen beteiligt. Vermutlich trdgt der Kiss and Run-
Mechanismus zu einer Auffiillung des Recycling Pools bei, wihrend die CME eher fiir
die Befiillung des Reserve Pools mitverantwortlich ist. Vesikel des Recycling Pools
konnten bei extensiver synaptischer Stimulation auch direkt aus dem Reserve Pool

aufgefiillt werden (zur Ubersicht: (Gundelfinger et al., 2003)).
1.4 Auswahl weiterer Proteinkomponenten des Vesikeltransports

1.4.1 Endophilin

Endophiline sind wéihrend der Endozytose an der Vesikelbildung der Membran
beteiligt. Von Endophilinen sind zwei Untergruppen A und B mit gleicher
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Domaénenstruktur und mehreren Isoformen sowie Splicevarianten bekannt (Modregger
et al., 2003; So et al., 2000). Endophiline besitzen eine katalytische, Lipid-bindende
Domine am N-Terminus, eine zentrale Dimerisierungsdoméne und eine C-terminale
SH3-Doméne (Giachino et al., 1997; Ringstad et al., 1997) (Abb. 7). An die SH3-
Domaéne von Endophilin A1 und A3 binden verschiedene endozytotische Proteine, u.a.
Synaptojanin 1, Amphiphysine 1 und 2, Dynamin, Synapsin (de Heuvel et al., 1997;
Micheva et al., 1997; Ringstad et al., 1997). Wihrend Endophilin B1 Prozesse an
intrazelluldren Membranen vermittelt und nicht an Synaptojanin 1 oder Synapsin 1
bindet (Modregger et al., 2003), sind Endophilin A1 und A3 essentiell fiir die
Endozytose an der Plasmamembran und stabilisieren u.a. die Hiillenbildung von
Clathrin (Guichet et al., 2002). So zieht z.B. die Wechselwirkung mit Synaptojanin eine
beschleunigte Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zu
Phosphatidylinositol nach sich (Gad et al., 2000). Aus der Interaktion mit Dynamin
folgt eine beschleunigte Abschniirung der Vesikel von der Plasmamembran (Micheva et
al., 1997; Ringstad et al., 1999). Im Jahr 2006 wurde der C-Terminus von VGlut1 als
Interaktionspartner der SH3-Doméne von Endophilin identifiziert (De Gois et al., 2006;
Vinatier et al., 2006; Voglmaier et al., 2006). Endophilin rekrutiert moglicherweise
VGlutl fiir die schnell verlaufende, Clathrin/AP2-vermittelte Endozytose im Gegensatz
zur langsameren, AP3-vermittelten Vesikelbildung iiber endosomale Zwischenprodukte

(Voglmaier et al., 20006).

Endophilin
1 295 344 352
[ [ [
1 295
[ | LPAAT-Domiine
125 290
[ ] Dimerisierungsdoméne
295 344

— SH3-Domiine

Abb. 7 Darstellung des modularen Aufbaus von Endophilin

Am N-Terminus befindet sich eine Lipid-Bindedoméine mit (Lysophosphatidylsdure-Acyltransferase-
(LPAAT-) Aktivitat, zur Modifkation von Membranlipiden. Am zentralen coiled-coil Bereich erfolgt die
Dimerisierung des Proteins. Der C-Terminus besitzt eine SH3-Doméne, die als Bindedoméne fiir
prolinreiche Sequenzen, z.B. von Dynamin, Synaptojanin oder VGlutl dient.
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1.4.2 Dynamin

Dynamin ist eine groBe GTPase und erfiillt eine wesentliche Funktion bei der
Abschniirung Clathrin-umbhiillter Vesikel wihrend der Endozytose (zur Ubersicht:
(Mettlen et al., 2009; Schmid et al., 1998)). Das neuronenspezifische Dynamin 1 gehort
zu einer Proteinfamilie mit insgesamt 3 Isoformen, von denen jedes zusétzliche
Splicevarianten mit unterschiedlicher Gewebespezifitit (Schmid et al., 1998) und
intrazelluldrer Verteilung (Cao et al., 1998; McNiven et al., 2000) besitzt.

Dynamin besitzt neben einer N-terminalen GTPase-Domine eine in der C-terminalen
Halfte liegende PH-Doméne (Pleckstrin-Homology-Doméne), die Interaktionen mit
Membranlipiden vermittelt (Salim et al., 1996). An der PH-Doméne befindet sich eine
GED-Domaéne (GTPase-effector-domain-Doméne), die eine Erhéhung der GTPase
Aktivitdt verursacht, indem sie nach Oligomerisierung des Proteins direkt mit der
GTPase-Domaine interagiert (Muhlberg et al., 1997). Am C-Terminus liegt ebenfalls
eine prolinreiche Sequenz, die Bindungen an SH3-Doménen, z.B. die des Endophilins,
vermittelt (Okamoto et al., 1997) (Abb. 8). Zusammengesetztes Dynamin befdhigt
Liposomen dazu, Tubuli zu formen und aufzulésen (Sweitzer & Hinshaw, 1998; Takei
et al., 1998). Dynamin ist fiir Abschniirungsprozesse Clathrin-umhiillter Vesikel
essentiell (Hinshaw & Schmid, 1995; Marks et al., 2001; Sweitzer & Hinshaw, 1998;
Zhang & Hinshaw, 2001). Allerdings ist die Funktion von Dynamin bis heute nicht
eindeutig geklirt. Altere Modelle gehen von Dynamin-Tetrameren aus, die ringformig
um das abzuschniirende Vesikel polymerisieren (Hinshaw & Schmid, 1995; Muhlberg
et al., 1997). Nachfolgend bewirkt eine GTP-Hydrolyse eine Konformationsdnderung
des Dynamins womit der Abstand zwischen den einzelnen Dynaminproteinen
vergrofert wird und sich das Vesikel von der Plasmamembran 16st. Die Bedeutung der
GTPase-Domiine konnte durch die Uberexpression eines konstitutiv GTPase-defizienten
Dynamins in Sdugerzellen gezeigt werden. Als Folge wird die Rezeptor-vermittelte
Endozytose inhibiert (Urrutia et al., 1997; Warnock & Schmid, 1996). In anderen
Modellen dient Dynamin als molekularer Schalter fiir andere Proteine, welche als
Effektoren die Trennung von Vesikel und Plasmamembran bewirken (Takei et al.,
1999). Fiir dieses Modell spricht, dass Dynamin nicht allein am Vesikelhals lokalisiert
ist, sondern dort auch andere Proteine wie z. B. Amphiphysin und Endophilin
vorzufinden sind. Amphiphysin, ein zytosolisches Protein, bindet Clathrin, AP2 und
Dynamin (De Camilli et al., 2001b) und erleichtert in vitro Dynamin-vermittelte

Liposomen-Fragmentierung (Takei et al., 1999). Ein neueres Modell vertritt die
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Ansicht, dass Dynamin als Mechanoenzym auftritt. Es wird angenommen, dass der
Einschniirungsprozess durch die Bildung von Dynaminringen induziert und ebenfalls
eine ldngsgerichtete Zugspannung am Vesikelhals generiert wird. Die finale
Vesikelabschniirung wird durch das Zusammenwirken dieser Faktoren katalysiert. Auch
hier wird davon ausgegangen, dass an diesem Prozess weitere Faktoren beteiligt sind

(Roux et al., 2006).

Dynamin

1 301 521 623 746 870

GTPase PHD GED PRD

Abb. 8 Schema des modularen Aufbaus von Dynamin

Die GTPase, deren Doméne am N-Terminus liegt, fithrt zu Einschniirungsprozessen wéhrend der
Vesikelabschniirung und wird durch die eher C-terminal liegende GED (GTPase effector-domain)-
Doméne beeinflusst. Eine PHD (Pleckstrin-Homology-domain)-Doméne dient der Interaktion mit
Membranlipiden und die C-terminale, prolinreiche Doméne (PRD) bindet z.B. an die SH3-Doméne von
Endophilin.

1.4.3 Adapterproteine

Neben Clathrin gehoren Clathrin-Adapterproteinkomplexe zu den wichtigsten
Komponenten der Endozytose. Da Clathrin nicht direkt mit der Plasmamembran
interagieren kann, vermitteln Adapterproteine die Bindung der Clathrinhiille an die
Plasmamembran. Je nach Membrantyp und Transportweg werden dafiir
unterschiedliche Adaptermolekiile bendtigt. Bisher wurden in Sdugertieren 4 Arten
beschrieben: AP1, AP2, AP3 und AP4 (Le Borgne & Hoflack, 1998; Robinson &
Bonifacino, 2001). Wahrend AP1 an der Bildung von Clathrin-umbhiillten Vesikeln
(CCVs) am Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) beteiligt ist, vermittelt AP2 die Bildung von
CCVs an der Plasmamembran (Ahle et al., 1988; Robinson & Pearse, 1986). AP3,
welches ubiquitér als AP-3A und Neuronen-spezifisch als AP3-3B-Isoform exprimiert
wird, lokalisiert sowohl am TGN als auch an Endosomen. Eine mogliche Interaktion
mit Clathrin ist umstritten. Einerseits konnten in vitro Versuche und kristallografische
Studien die Bindung an Clathrin bestétigen (Dell'Angelica et al., 1998; ter Haar et al.,
2000), andererseits wurde in Praparationen von CCVs kein AP3 detektiert (Simpson et
al., 1996). AuBerdem zeigten genetische Studien in der Hefe, dass AP3 an Clathrin-
unabhédngigen Transportwegen beteiligt ist (Panek et al., 1997; Vowels & Payne, 1998).
AP4 lokalisiert am TGN und interagiert offenbar nicht mit Clathrin (Dell'Angelica et
al., 1999; Hirst et al., 1999; Simpson et al., 1999).
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Alle Adapterproteine liegen als Tetramer vor und bestehen aus jeweils zwei grof3en
Untereinheiten (ou/y/8/e-Adaptin und B 2 3 4 -Adaptin), einer mittleren Untereinheit
(11.23.4-Adaptin) und einer kleineren Untereinheit (o123 4-Adaptin) (Hirst & Robinson,
1998; Hirst et al., 1999; Takei & Haucke, 2001). Die analogen Untereinheiten dhneln
sich in ihrer Struktur und besitzen moglicherweise dhnliche Funktionen. So wird z.B.
die Bindung an Clathrin {iber die B-Adaptin Untereinheit vermittelt (Ahle &
Ungewickell, 1989; Dell'Angelica et al., 1998; Gallusser & Kirchhausen, 1993; Shih et
al., 1995). Die y- bzw. a-Untereinheit vermittelen die Assoziation mit der TGN- bzw.

Plasmamembran (Robinson, 1993) und kénnen ebenfalls an Clathrin binden (Prasad &

Keen, 1991) (Abb. 9).

o2

AP2

Abb. 9 Schematische Ubersicht iiber den molekularen Aufbau der Adapterproteine 1-4 am Beispiel
von AP2

Adaptorproteine bestehen aus zwei je 100 kDa schweren Untereinheiten a- und B (1-4)-Untereinheiten,
einer 50 kDa schweren Untereinheit p(1-4) und einer 19 kDa schweren Untereinheit ¢ (1-4). Die beiden
groBeren Untereinheiten bilden iiber flexible Verbindungsbereiche ,,Ohr-dhnliche Strukturen.
Abgewandelt nach (Dell'Angelica et al., 1999).

Die unterschiedlichen Adapterproteine hingen mit verschiedenen Sortierungswegen von
Proteinen zusammen. AP3 ist in die Sortierung von Proteinen in die Vakuole bzw. in
das Lysozym in Hefen (Cowles et al., 1997; Stepp et al., 1997), Fliegen (Kretzschmar et
al., 2000; Mullins et al., 1999; Ooi et al., 1997) und Séugern (Le Borgne et al., 1998;
Yang et al., 2000) involviert. Es wird neben anderen Proteinen mit der Bulk-Endozytose
in Verbindung gebracht (Voglmaier et al., 2006). Dieser Sortierungsweg beinhaltet die
Fusion einzelner SV mit Endosomen, bevor die SV-Membranproteine AP3-abhingig
wieder vom endosomalen Kompartiment abgetrennt werden (Newell-Litwa et al.,

2007). Obwohl fiir die Rezyklierung einiger synaptischer Vesikelproteine, wie z.B.
VGlutl oder VGAT]1 dieser langsame, AP3-3B-abhéngige Weg iiber endosomale
Zwischenprodukte von Bedeutung ist (Nakatsu et al., 2004; Salazar et al., 2005; Seong
et al., 2005; Voglmaier et al., 2006), erfolgt in Neuronen Endozytierung vor allem iiber
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den schnelleren Clathrin/AP2-abhédngigen Weg (Haucke & De Camilli, 1999). Wahrend
eines endozytotischen Prozesses bindet die a-Untereinheit an Membranlipide (z.B.
Phosphoinositole) und rekrutiert dadurch AP2 an die Plasmamembran. Dort fordert es
die Polymerisierung von Clathrin. Die fortschreitende Polymerisierung von Clathrin zu
einem polyedrischen Geriist fiihrt zu einer Einkriimmung der Membran. Diese Struktur
bezeichnet man als coated pit (Hirst & Robinson, 1998; Kirchhausen et al., 1997;
Schmid, 1997). Die Sortierung in Clathrin/AP2-umhiillte Vesikel erfolgt {iber die
Bindung von AP2 an bestimmte endozytotische Signalmotive in zytoplasmatischen
Dominen von Membranproteinen. Bisher konnten z.B. Tyrosin-haltige oder Leucin-
haltige Motive identifiziert werden (Boll et al., 1996; Dell'Angelica et al., 1999; Ohno
etal., 1995; Ohno et al., 1996; Sandoval & Bakke, 1994).

Obwohl AP2 sowohl mit Membranlipiden als auch Proteinkomponenten von
Membranen direkt interagieren kann, weisen neuere Untersuchungen auf die Existenz
eines spezifischen Bindungsproteins — Synaptotagmin in neuronalen Zellen — hin
(Haucke & De Camilli, 1999; Zhang et al., 1994). Neben Clathrin binden u.a. die
endozytotischen Proteine AP180, Synaptojanin, Dynamin und Amphiphysin an die a-
Untereinheit von AP2 (Owen et al., 1999; Traub et al., 1999).

1.4.4 AP180/CALM

Nicht nur AP2 rekrutiert Clathrin an die Plasmamembran, sondern auch AP180, das
neben Clathrin auch AP2 und PIP2 binden kann. AP180 ist ein monomeres Mitglied der
Adapterproteinfamilie, das zeitweise AP3 genannt wurde (Hao et al., 1999; Kusner &
Carlin, 2003). Um Missverstidndnisse mit dem tetrameren Adaptermolekiil AP3 zu
vermeiden, wird in dieser Arbeit ausnahmslos die Bezeichnung AP180 verwendet. Bei
AP180 handelt es sich um die hirnspezifische Variante des ubiquitir exprimierten
verwandten Proteins CALM (clathrin assembly lymphoid myeloid leukaemia protein)
(Tebar et al., 1999). Beide Proteine fordern den Aufbau der Clathrin-Hiille bei
vesikuldren Abschniirungsprozessen. Hierfiir bindet AP180 an AP2 und Clathrin,
wodurch die Assoziation dieser beiden Proteine untereinander verstirkt wird (Ahle &
Ungewickell, 1986; Hao et al., 1999). Obwohl ein N-terminales Clathrin-box-Motiv in
AP180 enthalten ist, erfolgt die Bindung an Clathrin {iber ein sich wiederholendes DLL-
Motiv im C-Terminus (Morgan et al., 2000) (Abb. 10). Die Interaktion von AP180 mit
AP2 erfolgt iiber die o- und B-Untereinheiten des AP2-Komplexes (Traub et al., 1999;
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Wang et al., 1995). Neben Clathrin bindet AP180 {iber Phosphoinositide an die
Membran und reguliert dadurch die GroBe der Clathrin-Hiille (Hao et al., 1997).

AP180
1 14 145 907
[ | [T | | | DLL-Motive |
ENTH Clathrin-Box AP2-Binde- Clathrin-Binde-
dhnliche Domiine domiine domiine

Abb. 10 Schematische Ubersicht iiber den molekularen Aufbau von AP180

Uber eine N-terminal gelegene ENTH (Epsin n-terminal Homology)-Domine wird die Interaktion mit
Membranlipiden vermittelt. Neben einer AP2-Bindedoméne im zentralen Bereich befindet sich N-
terminal eine Clathrin-Box-&hnliche Doméne. Allerdings erfolgt die Bindung von Clathrin iiber DLL—
Motive im C-Terminus. Abgewandelt nach (Slepnev & De Camilli, 2000).

1.5 Vesikelproteine fiir die Neurotransmitter-Beladung synaptischer

Vesikel

1.5.1 Vesikulire Glutamattransporter

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn der Vertebraten.
Glutamaterge Synapsen finden sich an etwa 50% der Neuronen des zentralen
Nervensystems, vor allem im Hippokampus und im Telenzephalon (Danbolt, 2000;
Lujan et al., 2005). Glutamat wird aus L-Glutamin gebildet und mit einer Konzentration
von bis zu 60 mM in SV gespeichert (Burger et al., 1989). Der Transport in das SV
wird von 3 vesikuldren Glutamattransportern VGlutl-3 in Abhingigkeit eines
Protonengradienten katalysiert. Urspriinglich wurde VGlut1 als natriumabhingiger
Phosphattransporter BNPI charakterisiert (brain-specific Na+-dependent inorganic
phosphate cotransporter (Ni et al., 1994)). Dabei zeigte sich fiir den BNPI neben seiner
Eigenschaft als Phosphattransporter an der Plasmamembran eine Lokalisation auf SV
(Bellocchio et al., 1998). Genetische Studien von Lee u.a. (Lee et al., 1999)
beschrieben, dass eat-4, ein BNPI Orthologon in C. elegans, fiir glutamaterge
Neurotransmission benotigt wird. VGIut2 wurde anfanglich als DNPI beschrieben
(differentiation-associated brain-specific Na*- dependent inorganic phosphate
cotransporter (Aihara et al., 2000)), konnte jedoch zusammen mit BNPI im Jahr 2000
als vesikuldrer Glutamattransporter identifiziert werden (Bellocchio et al., 2000;
Takamori et al., 2000). Aufgrund seiner Sequenzhomologie zu VGlutl wurde 2002
schlielich VGlut3 isoliert (Gras et al., 2002; Schafer et al., 2002). Die vorgeschlagenen
Sekundarstrukturen sind in Abb. 11 gezeigt. Alle 3 Transporter sind stark homolog
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(>70% identische Aminosduren) und zeigen im C-Terminus die groBten Differenzen
(Liguz-Lecznar & Skangiel-Kramska, 2007; Takamori et al., 2002). Wiahrend der C-
Terminus von VGlutl z.B. eine prolinreiche Sequenz enthilt, ist dies weder fiir VGlut2
noch VGlut3 der Fall (De Gois et al., 2006; Voglmaier et al., 2006). Neben einer
dhnlichen Substratspezifitit weisen alle VGluts vergleichbare kinetische und

pharmakologische Transportereigenschaften auf (Takamori et al., 2002).

A VGlutl B VGlut3
VGlut2

NH, HOOC

Zytoplasma

Vesikellumen

Abb. 11 Angenommene Struktur vesikulirer Glutamattransporter

VGlutl und 2 haben zwolf Transmembrandominen, VGlut3 besitzt zehn. Beide Termini sind in das
Zytosol gerichtet. Entnommen aus (Liguz-Lecznar & Skangiel-Kramska, 2007).

Vesikuldre Glutamattransporter bendtigen fiir ein Aktivitditsmaximum geringe
zytoplasmatische Chloridkonzentrationen (2-4 mM) (Takamori et al., 2002). Beziiglich
ihrer Kinetiken unterschieden sich VGlutl und VGlut2 kaum (Bellocchio et al., 2000;
Takamori et al., 2000); die Affinitét fiir Glutamat ist mit K,,,-Werten in einem Bereich
von 1-2 mM gering (Edwards, 2007).

Eine besondere Rolle kommt der ATP-verbrauchenden vakuoldren VATPase zu, welche
durch den aktiven Transport von Protonen das Vesikellumen azifizidiert und
gleichzeitig die positive Ladung im Vesikellumen erhéht. Dadurch wird ein
elektrochemischer Gradient generiert. Der elektrochemische Gradient besteht aus einer
elektrogenen Komponente (Ay= Ladungsgradient) und einer chemischen Komponente
(ApH = Protonengradient). Die resultierende Membranpotentialdifferenz wirkt dabei als
Triebkraft fiir die vesikuldren Glutamattransporter. Die Beladung der SV ist somit ATP-
und protonenabhéngig. Fiir VGlutl und VGlut2 spielt anders als z.B. fiir vesikulére
Monoamintransporter oder den GABA-Transporter die elektrogene Komponente Ay
eine wichtigere Rolle als die pH-Komponente ApH (Maycox et al., 1988, 1990). Fiir
VGlut3 hingegen héngt die Funktionsfahigkeit stirker als fiir VGlutl und 2 vom ApH
ab (Gras et al., 2002). Ein aktuelles Modell zur vesikuldren Glutamatbeladung ist in
Abb. 12 dargestellt.
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Abb. 12 Aktuelles Modell des Glutamattransports durch VGlut

Die Glutamataufnahme ist abhéngig von der elektrogenen Komponente des elektrochemischen
Gradienten. Die Stérke der elektrogenen Komponente ist durch (+) angezeigt. Neben Glutamat wird
Chlorid von VGlutl transportiert. Links: In Abwesenheit von negativer Ladung im Vesikellumen wird
der Glutamattransport durch zytoplasmatisch-vorliegendes Chlorid aktiviert. Der Transport ist
iiberwiegend pH-abhingig, das Vesikel azidifiziert. Rechts: Bei hoher luminaler Chloridkonzentration
erleichtert der Chloridaussstrom tiber VGlutl die Ay-vermittelte Glutamataufnahme. Entnommen aus

(Schenck et al., 2009).

Unklar ist, unter welchen Bedingungen Glutamat in das SV transportiert wird. Bekannt
ist, dass fiir jedes Glutamatmolekiil ein H-Molekiil in das Zytoplasma befordert wird.
Ob Glutamat im Uniport, Sym- oder Antiport wahlweise mit Chlorid und/oder Protonen
transportiert wird und moglicherweise Ubergiinge zwischen den Modellen existieren,

konnte allerdings bisher nicht aufgeklart werden.

Im adulten ZNS werden VGlutl und VGlut2 hauptsichlich in glutamatergen Neuronen
exprimiert und sind vorrangig komplementér verteilt (Takamori et al., 2002). Im
Hippokampus, Cerebellum und Cortex wird vor allem VGlutlmRNA exprimiert,
wohingegen im Hirnstamm, Thalamus und Hypothalamus sowie in tiefen
Kleinhirnkernen tiberwiegend mRNA fiir VGlut2 detektierbar ist (Fremeau et al., 2001).
VGlut3 folgt nicht dem Verteilungsmuster der anderen VGlut-Isoformen und befindet
sich auch in nicht-glutamatergen Neuronen, wie z.B. auch in serotonergen Neuronen der
Raphekerne, in cholinergen Neuronen im Striatum oder in GABAergen Neuronen des
Hippokampus (Fremeau et al., 2002; Herzog et al., 2004; Takamori et al., 2002).
Gelegentlich finden sich VGlutl und VGlut2 in friihen Entwicklungsstadien im
gleichen Neuron (Herzog et al., 2006).

Wiéhrend VGlutl-Deletionsmutanten bedingt lebensféhig sind und neben starken

neurologischen Beeintrachtigungen eine defekte glutamaterge Signalweiterleitung
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aufweisen, sterben Deletionsmutanten von VGlut2 bereits bei der Geburt. Beides spricht

fiir den essentiellen Charakter der glutamatergen Neurotransmission.

Momentan wird angenommen, dass im Durchschnitt ca. 10 Kopien der vesikuldren
Glutamattransporter auf einem Vesikel zu finden sind (Takamori et al., 2006).
Allerdings ist fiir die Fiillung des Vesikels eine Kopie ausreichend (Daniels et al.,
2006). Ob dieser Uberschuss an Neurotransmittertransportern als eine Art
Sicherheitsnetz fiir die funktionelle Rolle des SV verwendet wird, eine héhere
Befiillungsgeschwindigkeit nach sich zieht oder durch Ungenauigkeiten wéihrend der
Rezyklierung des SV entsteht, ist unbekannt. Dariiberhinaus konnte gezeigt werden,
dass VGlutl direkt mit dem endozytotischen Apparat interagieren kann. VGlutl bindet
iber seine C-terminale prolinreiche Sequenz an die SH3-Doméne des Endophilin 1. Die
Bindung an Endophilin erlaubt moglicherweise in Konkurrenz mit der langsameren
AP3-vermittelten Endozytose eine Sortierung in die schnellere AP2-vermittelte
Endozytose (De Gois et al., 2006; Voglmaier et al., 2006). Moglicherweise ist die
Bindung an Endophilin auch fiir die Generierung verschiedener VGlut-spezifischer
Subpopulationen von Bedeutung. Fiir VGlut2 und VGlut3 konnten bisher keine direkten

Interaktionspartner identifiziert werden.

1.6 Lipid Rafts

Endozytotische Wege miissen unabhéngig voneinander kontrolliert und reguliert
werden. Das macht eine prizise Abstimmung auch mit anderen Membranprozessen
notwendig. Synapsen scheinen diese vielféltigen Sortierungsprozesse iiber
unterschiedliche Kompartimente zu bewiltigen. Als Teil der Plasma- und
Vesikelmembran kdnnten Lipide hierbei eine regulatorische Rolle iiber Protein-Lipid-

Interaktionen — sogenannte Lipid Rafts — einnehmen.

Lange Zeit galt das Fluid-Mosaik-Modell von Singer und Nicholson (1972) als
Erklarung fiir die Organisation der Zellmembran. Dies besagt, dass die
Lipiddoppelschicht der Membran eine neutrale zwei-dimensionale Losungsschicht
darstellt, die nur wenig Einfluss auf die Membranfunktionen besitzt. Ende der 90er
Jahre entstand schlieBlich die Lipid Raft-Hypothese, die besagt, dass vor allem Signal
und Rezeptorproteine in definierten Membranbereichen organisiert werden (Brown &

London, 1998; Simons & Van Meer, 1988; Simons & Ikonen, 1997). Es wird
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angenommen, dass durch die Rekrutierung von Proteinen in diese Bereiche
Interaktionspartner in enge rdumliche Beziehungen zueinander gebracht werden und so
Signaliibertragungen iiber kiirzere Distanzen ablaufen kann (Simons & Toomre, 2000).
Lipid Rafts weisen einen hohen Cholesterin- und Sphingolipidgehalt auf und enthalten
z.B. Glycosylphosphatidylinositol-verankerte Proteine, sogenannte GPI-Anker (Simons
& Ikonen, 1997). Sie sind resistent gegeniiber ionischen Detergentien und lassen sich
unter anderem durch Ultrazentrifugation im Saccharosegradienten isolieren. Bis zum
heutigen Tag ist jedoch unklar, ob es sich bei denen durch Ultrazentrifugation
erhaltenen Membrandoménen tatsdchlich um Lipid Rafts handelt, in die Proteine
rekrutiert werden. Diese konnten auch nur Membranproteinkomplexe mit geringerer
Dichte sein, weil komplexierte Proteine Lipide gebunden haben (Heerklotz, 2002;
Staneva et al., 2005). Im Folgenden wird daher der Begriff ,,Detergentien-resistente
Membrandominen* (DRM) verwendet.

Komponenten synaptischer Vesikel, die von der Plasmamembran internalisiert werden,
konnten in Lipid Rafts organisiert sein. Hinweise hierfiir lieferte eine Studie von Thiele
u.a. an PC12-Zellen. Es zeigte sich, dass eine Verminderung von Cholesterin in der
Plasmamembran die Bildung von SLMVs reduzierte, ohne jedoch den Ablauf der
Endozytose in Mitleidenschaft zu ziehen (Thiele et al., 2000).

1.7 Neuronale Grundlagen der zirkadianen Rhythmik

In den meisten Spezies steuert die tagliche Abfolge von Licht und Dunkel rhythmische
Verianderungen im Verhalten und/oder der Physiologie. Der offensichtlichste endogene
Rhythmus ist der Schlaf-Wach-Rhythmus. Daneben gibt es viele weitere Funktionen,
die in einem 24-stiindigen Rhythmus variieren. Vermittelt wird die zirkadiane Rhythmik
iber Neuronengruppen im Nucleus suprachiasmaticus (SCN) des Hypothalamus, der
iiber Kollateralen der Sehbahn Informationen iiber die Hell-Dunkel-Verhéltnisse erhélt
(Ibata et al., 1999; Klein, 1991). Der SCN wirkt als endogener Taktgeber und bewirkt
iiber gepulste Freisetzungen von Hormonen und rhythmische Entladungen seiner
Neuronen auch die Rhythmizitit anderer Hirnstrukturen. Durch zahlreiche Studien
konnte die Rolle des SCN in der zirkadianen Rhythmik bestétigt werden. So wurde z.B.
1991 von Schwartz und Gillette (Gillette, 1991; Schwartz, 1991) in (Klein et al., 1991)
gezeigt, dass SCN-Neurone in vivo und in vitro zirkadiane Rhythmen metabolischer und
elektrischer Aktivitdt aufweisen. Aullerdem lésst sich durch die elektrische Stimulation

des SCN eine Phasenverschiebung im Aktivititsmuster in gleicher Weise wie durch
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Lichtimpulse auslosen (Rusak & Groos, 1982). SchlieBlich konnte durch die
Transplantation eines fetalen SCN in arythmische adulte Tiere der SCN als Sitz der
zirkadianen Rhythmik belegt werden. Adulte Tiere wiesen eine wiederhergestellte
Rhythmik auf, die der Periodenlédnge des Spendertieres glich (Silver et al., 1990). Man
geht davon aus, dass die Neuronen des SCN in einem vorgegebenen Zyklus oszillieren
und dabei unter anderem das Trinken, die motorische Aktivitét, die Kdpertemperatur
und die Ausschiittung von Prolaktion, Melatonin, Wachstumsfaktoren und Kortisol
regulieren (Meyer-Bernstein & Morin, 1999). Wichtigster exogener Zeitgeber fiir die
Synchronisation auf eine 24-stiindige Rhythmik sind Lichtsignale. Ohne duf3eren
Zeitgeber stellt sich der endogen gesteuerte Zyklus jedoch auf eine Lange von ungeféhr
25 Stunden ein. Die photische Information gelangt von der Retina (u.a. liber den retino-
hypothalamischen Trakt) direkt in den SCN (Harrington & Rusak, 1986; Moore &
Lenn, 1972). Lasionsversuche zeigen diesbeziiglich Essentialitét des retino-

hypothalamischen Traktes (Johnson et al., 1988).

Verschiedene Gene sind in die Regulation des SCN involviert. Das molekulare Uhrwerk
basiert auf einem System von Riickkopplungsschleifen auf Ebene der Transkription/
Translation. Die Transkriptionsfaktoren CLOCK (Gekakis et al., 1998) und BMALI
(Hogenesch et al., 1998) aktivieren in Form eines Heterodimers zu Beginn der
Tagesperiode u.a. die Transkription der Period- (Per) (Albrecht et al., 1997) und
Cryptochrom- (Cry) (Okamura et al., 1999) Gene. Im Laufe des Tages bilden die
Proteine Per und Cry im Zytoplasma Oligomere, die in den Zellkern zuriickwandern
und dort CLOCK und BMALTI und damit ihre eigene Expression inhibieren. Nach
Ausbleiben der Neusynthese werden im Laufe der Nacht die Per/Cry-Oligomere
abgebaut, so dass am niachsten Morgen der Zyklus erneut beginnen kann. Der Abbau
der Per/Cry-Oligomere kann zusétzlich auf Ebene der Translation durch Kinasen
reguliert werden.

Es gibt 3 Per-Gene (Perl, 2, 3) (Albrecht et al., 1997; Shearman et al., 1997; Sun et al.,
1997; Tei et al., 1997; Zylka et al., 1998) und zwei Cry-Gene (Cryl, 2) (Miyamoto &
Sancar, 1998). Die Deletion einer PAS-Signaldoméne (Doméne, die in Period-, Arnt-
und Sim-Proteinen gefunden wurde) des Per2-Proteins in Per2® ™ -Musen fiihrt zu
einem Defekt in der Licht-induzierten Phasenverschiebung der zirkadianen Uhr
(Albrecht et al., 2001). Wihrend Per2® ™ -Miuse in konstanter Dunkelheit zunechmend

arhythmisch reagieren (Zheng et al., 1999), zeigen doppelt transgene Perl und Per2-
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Maiuse unter Dunkel-Dunkel-Bedingungen sofort einen vollstandigen Verlust ihrer

zirkadianen Rhythmik (Bae et al., 2001; Zheng et al., 2001).

1.8 Regulation von Neurotransmittertransportern in Wildtyp und

Per2® ' _M:iusen

Es existieren verschiedene Befunde, die auf eine Verbindung zwischen der Regulation
zirkadianer Rhythmik und der Regulation glutamaterger Neurotransmission hindeuten.

So zeigt sich neben einer deregulierten Zirkadianitit in Per2 ™

-Méusen ein
verdnderter Glutamatstoffwechsel. Die Expression des Glutamattransporters Eaat1 ist
herabreguliert. Folge davon ist eine vermehrte Glutamataufnahme von Astrozyten und
eine erhohte extrazelluldre Glutamatkonzentration (Spanagel et al., 2005). Eine Studie
aus dem Jahr 2004 zeigte, dass in einer Subpopulation von Amakrinzellen der
Mausretina neben VGlut3 auch das Period-Gen 1 exprimiert wird (Johnson et al., 2004).
VGlut3-Amakrinzellen spielen damit mdglicherweise eine wichtige Rolle bei der durch
Licht induzierten zirkadianen Rhythmik.

Auf der synaptischen Ebene wurde u.a. gezeigt, dass die Dopaminkonzentration in SV
von Per2® ™ _Miusen erhéht ist und der Neurotransmitter GABA die Expression von
Perl- und Per2-mRNA im SCN unterdriickt (Ehlen et al., 2006; Hampp et al., 2008). Im
gleichen Jahr wurden tagesabhédngige Schwankungen der VGlutl-Menge auf SV
nachgewiesen, die in Per2®“™_Miusen verdndert waren (Yelamanchili et al., 2006).
Wihrend Wildtyp-Maiuse eine tageszeitabhingige VGlut-Sortierung an die
Plasmamembran aufweisen, ist die Sortierung in Per2®“™-Miusen dereguliert (Darna et
al., 2009).

All diese Studien deuten darauf hin, dass VGlut-tragende Vesikel einer speziellen
Sortierung unterliegen. Welcher Art diese Sortierung ist und wie sie reguliert wird, gilt

es naher zu betrachten.

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Bis zum heutigen Zeitpunkt bildet die Regulation synaptischer Ubertragungsprozesse
eine spannungsreiche Thematik. Der Transport von Neurotransmittern wéhrend der
Exo- und Endozytose setzt die regulierte Generierung und Regenerierung synaptischer
Vesikel mit einem vollstdndigen Satz von Vesikelproteinen voraus. Die Anzahl der
Neurotransmittertransporter wiederum bestimmt die Menge an freigesetzten

Transmittern wahrend der Exozytose.
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Etliche Fragen beziiglich der Sortierung verschiedenster SV-Proteine sind
unbeantwortet. Mit Augenmerk auf die Sortierung von VGlutl und VGlut2 zwischen
Plasmamembran und synaptischer Vesikelmembran stellt sich die Frage, ob sie lediglich
im Zuge exozytotischer Prozesse an die Plasmamembran rekrutiert werden oder dariiber
hinaus auch aktiv iiber Regulationsmechanismen dorthin sortiert werden. Thre Rolle als
Natrium-Phosphat-Transporter an der Plasmamembran in Oozyten ist bekannt, konnte
bisher aber nie in einem anderen System gezeigt werden. Welche Relevanz spielt der
Funktionswechsel zwischen einem plasmamembranstdndigem Natrium-Phosphat-
Transporter und einem vesikuldrem Glutamattransporter beziiglich neuronaler

Transmission?

Neueste Ergebnisse haben die Interaktion von VGlutl mit dem endozytotischen Apparat
gezeigt (De Gois et al., 2006; Voglmaier et al., 2006). Endophilin bindet an eine
prolinreiche Sequenz im C-Terminus und sortiert VGlutl in den schnelleren, AP2-
abhingigen Endozytose-Weg (Voglmaier et al., 2006). Ein dhnlicher
Sortierungsmechanismus fiir VGlut2 ist bisher nicht bekannt. Allerdings konnte fiir
beide Transporter eine tagesabhingige Sortierung an die Plasmamembran nachgewiesen

werden (Darna et al., 2009; Yelamanchili et al., 2006).

Ziel war es, die Sortierung von VGlutl und 2 zwischen Vesikel- und Plasmamembran

genauer zu untersuchen und Gemeinsamkeiten und /oder Unterschiede in deren

Regulation aufzudecken. Desweiteren sollte eine Moglichkeit fiir die selektive

Betrachtung eines Transporters gefunden werden. Hierfiir wurden folgende

Untersuchungen in dieser Arbeit durchgefiihrt:

1. Sortierung von VGluts in spezielle Membrandoménen auf der Plasma- und
synaptischen Vesikelmembran.

2. Einfluss von Endophilin auf die tagesabhidngige Sortierung von VGlutl in Wildtyp-
und Per2® ™ _Miusen, konditioniert im Licht/Dunkel- bzw. Dunkel/Dunkelzyklus.

3. Identifizierung potentieller Interaktionspartner des C-Terminus von VGlutl und 2.

4. Charakterisierung einer VGlut2-transfizierten PC12-Zelllinie.
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2 Material

2.1 Chemikalien

40% Acrylamid/Bisacrylamid-Stammldsung
Adenosin-5’-Triphosphat (ATP)
Agar-Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

AmpliTaq DNA Polymerase
Ascorbinséure

Bafilomycin A1, Kat.nr.: 11711-1EA

BCA Protein Assay Reagent A

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue

Kat.nr. 161-0436
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
1,4-Diazabizylklo[2.2.2]oktan (DABCO)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Enhanced Chemiluminescence-Reagenzien (ECL)
Entfarbelosung

Kat.nr. 161-0438

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

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

Fixierlosung Bonimix

Gel-Blotting-Papier

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Applied Biosystems
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biomol

GE Healthcare
Bio-Rad

Blach-Rontgen
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Herbeta Arzneimittel
Carl Roth GmbH
Blach-Rontgen
VWR International
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Geneticin Invitrogen
Glukose Merck
Glutathion Sepharose 4 fast flow GE Healthcare
Glyzerin Merck

Glyzin Carl Roth GmbH
Hefeextrakt Carl Roth GmbH

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsdure Biochrom

(Hepes)

Kaliumchlorid (KCl)

Kaliumhydroxid

Kaliumgluconat

Kaliumglutamat

Kanamycin

Kollagen Typ I

Kupfersulfat Pentahydrat, CuSO4 * 5SH,O
Low molecular weight marker (LMW)
Kat.nr. SM0671

Lubrol

Lysozym

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magermilchpulver
Mass-Ruler-DNA-Marker
2-Mercaptoethanol

Methanol

Methyl-B-cyclodextrin (MBCD)
2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES)
Mowiol 4-88

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumbicarbonat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
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Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Fermentas

Merck
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich

Molkerei Heideblume, Elsdorf

Fermentas
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Serva Electrophoresis GmbH
Carl Roth GmbH

Merck
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Nigericin

Nitrocellulose Membran, Hybond C
p-Nitrophenylphosphat Fliissig-Substrat System
(N7653)

N-methyl-D-glucamine

Normales Ziegenserum (NGS)

Optiphase HighSafe 3, Szintillationsfliissigkeit
Paraformaldehyd

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS), steril
Piperazin-N,N’-bis-(2-ethansulfonsiure) (Pipes)
Poly-L-Lysin (PLL)

Ponceau S

Porablot

Protease-Inhibitor-Cocktail (Pi)
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail Set V (50x)
Protein G Sepharose 4 fast flow

RNAse A

Restriktionsenzyme

Reserpin

RNAase A

Saccharose

Salzsdure

Silbernitrat (AgNOs3)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsdure
Tris(hydromethyl)aminomethan (Tris)

Triton X-100, Kat.nr.: 11332481001

Trypan Blau

Trypsin

Trypton

Tween 20

Valinomycin

Sigma-Aldrich
Amersham, GE Healthcare
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Roche

Perkin Elmer LAS
Electron Microscopy, Hatfield, PA
Sigma-Aldrich
Biochrom
Sigma-Aldrich
Biochrom
Sigma-Aldrich
Machery & Nagel
Sigma-Aldrich
Calbiochem

GE Healthcare
Carl Roth GmbH
Fermentas
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Roche Diagnostics
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
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2.2 Antikorper

2.2.1 Primire Antikorper

Antikorper / Klon
Actin
alpha-Adaptin

(Klon A-C1)

AP180

Dynamin 1

Dynamin 1, 2, 3

Endophilin 1

Endophilin 1-3

Flotillin

GST

Na'K'-ATPase-03

Na'K'-ATPase-p

NMDA-Rezeptor 1

SNAP25

Synaptogyrin 1

Synaptobrevin 2
(VAMP 2)/69.1

26

Organismus und
Typ

polyklonal,
Kaninchen

monoklonal, Maus

polyklonal,
Kaninchen

monoklonal, Maus

polyklonal,
Kaninchen

polyklonal,
Kaninchen

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

polyklonal,

Kaninchen

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

polyklonal,
Kaninchen

monoklonal, Maus

Herkunft + Katalognr.

Sigma A5060

Dianova: MA3-061

Synaptic Systems:
155003

Santa Cruz: sc-12724

Synaptic Systems:
115002

Synaptic Systems:
159 002

Santa Cruz: sc-48378

Bio Transduction
Laboratories: 610820

Abcam: ab9085

Thermo Scientific
Pierce Antibodies
(ABR): MA3-915

Millipore: 05382
Synaptic Systems:
114011

Sternberger
Monoclonals
Baltimore, USA

Synaptic Systems:
103 002

Synaptic Systems:
104 211

verwendete
Verdiinnung

1: 5000 (WB)

1: 2 000 (WB)

1: 2000 (WB)

1: 1000 (WB)

1: 5000 (WB)

1: 5000 (WB)

1: 5000 (WB)

1: 500 (WB)

1: 10 000 (WB)

1:2 000 (WB)
1: 300 (IF)

1:2 000 (WB)
1: 300 (IF)

1: 5 000(WB),
1: 500 (IF)

1: 5000 — 1: 10 000
(WB)

1: 10 000 (WB)

1: 10 000 (WB)
1: 500 (IF)
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Synaptophysin 1
(Klon 7.2)

Synaptophysin 1

Synaptojanin 1

Synaptotagmin 1
(Klon 41.1)

Syntaxin 1A/B
(Klon HPC)

THY 1 (H-110)

Transferrin
Rezeptor
VGlutl
VGlutl/317D5
VGlutl/317G6

VGlutl

VGlutl/2-4LD

VGlutl-3LD
VGlut2
(N-Terminus)
VGlut2

VGlut2/321A8

VGlut2/321D6

monoklonal, Maus

polyklonal,
Kaninchen

monolonal, Maus

monoklonal, Maus

monolonal, Maus

monolonal, Maus
monolonal, Maus
polyklonal,

Meerschweinchen

monoklonal, Maus
monoklonal, Maus
polyklonal,

Kaninchen

polyklonal,
Kaninchen

polyklonal,
Kaninchen

polyklonal,
Kaninchen

polyklonal,
Meerschweinchen

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

Synaptic Systems:
101 011

Synaptic Systems:
101 002

Santa Cruz: sc-32770

Synaptic Systems:
105011

Sigma-Aldrich: S0664

Serotec: MCA47G
Invitrogen: 13-6800
Synaptic Systems:
135304

Synaptic Systems: 135

311

Synaptic Systems:
135511

Synaptic Systems:
135302

Synaptic Systems:
135 503

Synaptic Systems'
Abcam: ab72310
Synaptic Systems:

135 404

Synaptic Systems:
135411

Synaptic Systems:
135611

1: 5000 — 1: 10 000
(WB)

1: 5000 — 1: 10 000
(WB)

1: 500 (WB)

1: 5000

1: 5000

1: 500

1: 500

1: 5 000 (WB)

1: 5 000 (WB)

1: 1 000 (IF)

1: 5000 —-10 000

(WB)

50 pg/ml (IP)

50 pg/ml (IP)

50 pg/ml (IP)

1: 5 000 (WB)

1: 5 000 (WB)

1: 1 000 (IF)

! keine Informationen bekannt; freundlichweise von Synaptic Systems iiberlassen
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VGlut2 polyklonal, Synaptic Systems: 1: 5000 - 10 000
Kaninchen 135 402 (WB)
1: 1 000 (IF)
VMATI1 polyklonal, Chemicon: 1: 5000 (WB)
Kaninchen AB 1597P 1: 500 (IF)

2.2.2 Sekundire Antikorper

Antikorper Herkunft + Katalognr. Verdiinnung
fiir die Western-Immunoblot Analyse

Pferd anti-Maus IgG (H+L), Vector Laboratories, 2x Primérantikdrper,
Peroxidase-gekoppelt Burlingame, CA, USA maximal 1: 10 000

Ziege anti-Kaninchen IgG Vector Laboratories, 2x Primérantikorper,
(H+L), Peroxidase-gekoppelt ~ Burlingame, CA, USA maximal 1: 10 000

Ziege anti-Meerschweinchen ~ Dianova: 106 035 003 2x Primérantikorper,

IgG (H+L), Peroxidase- maximal 1: 10 000
gekoppelt

fiir die Immunzytochemie

Ziege anti-Kaninchen, Linaris GmbH: Ti-1000 1: 300
Texas-red
Ziege anti-Maus Invitrogen: 0 6380 1: 500

Oregon-green 488

2.3 Radioaktiv markierte Neurotransmitter
5-Hydroxy-[*H]-tryptamintrifluoracetat ([*H]-Serotonin), (GE Healthcare, Kat.nr.
TRK1006)

L-[3, 4-’H]-Glutaminsaure ([*H]-Glutamat), (Moravek Bio- and Radiochemicals, CA,
USA, Kat.nr. MT855)

2.4 Nukleinsiduren

VGlut2-pcDNA3.1-Konstrukt:

PC12-Zellen, stabil transfiziert mit einer vollstdndig Protein-kodierenden VGlut2-
cDNA-Sequenz (Maus), wurden freundlicherweise von Adolfo Zurita (Labor Prof. L.
Birnbaumer, National Institute of Environmental Health Sciences, USA) zur Verfiigung
gestellt. Die VGlut2-cDNA wurde in pcDNA3.1 kloniert. Dieser Vektor ermdoglicht die

Expression der gewlinschten cDNA in Sadugerzellen. Fiir die Selektion in Sdugerzellen
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dient das Neomycinresistenz-Gen, fiir die Selektion in E. Coli enthilt der Vektor
auflerdem das B-Laktamase-Gen.

¢VGlutl und ¢VGlut2-GST-Konstrukte:

Die C-Termina von VGlutl und VGlut2 wurden aus einer cDNA Bibliothek des
Mausgehirns mit spezifischen Primern amplifiziert. Die Maushirn cDNA Bibliothek
wurde freundlicherweise von Christina Blex (Labor Ahnert-Hilger) zur Verfiigung
gestellt. Alle Oligonukleotide wurden von TIB-MolBiol (Berlin) synthetisiert und sind
in der 5°-3’-Orientierung angegeben.

Primerpaar fiir die Sequenzierung des murinen C-Terminus von VGlutl:
cVGlutl-fwd: GGGGAATTCTCGGGAGAGAAGCAG

c¢VGlutl-rev: GGGCTCGAGTCAGTAGTCCCGGAC

Primerpaar fiir die Sequenzierung des murinen C-Terminus von VGlut2:
cVGlut2-fwd: GGGGAATTCTCAGGAGAGAAACAACCT

cVGlut2-rev: GGGCTCGAGTTATGAATAATCATCTCGGTC

Die VGIutl/VGlut2-cDNA wurde in den pGEX4T1 Vektor kloniert und das
resultierende GST-Fusionsprotein zur Expression in E. Coli BL21Zellen transformiert.
pGEXA4T1 (GE Healthcare): Dieser Vektor ermoglicht die Expression von Proteinen als
Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein. Der Vektor enthélt das Ampicillinresistenz-
Gen fiir die Selektion in E.Coli. Neben dem tac Promotor fiir die Expression des
Fusionsproteins enthilt der Vektor das laclg-Gen fiir die kontrollierte Expression nach
Induktion mit IPTG.

SH3-Enph-, SH3/GPRL-Enph- und SH3A-ITSN1-GST-Konstrukt:
GST-Fusionsproteine mit verschiedenen SH3-Doménen (SH3 Doméne des
Endophilin 1, mutierte SH3 Doméne des Endophilin 1, SH3 Doméne des humanen
Intersectin 1) wurden freundlicherweise von Arndt Pechstein (Labor Prof. V. Haucke,
Institut fiir Chemie und Biochemie, FU Berlin) zur Verfiigung gestellt. Die Konstrukte

wurden in E. Coli-Expressionsstimme transformiert.

Tab. 1 Eigenschaften verwendeter Vektorkonstrukte bzw. GST-Fusionsproteine

Konstrukt | Protein NCBI- cDNA/ Amino- Ziel- Restrikt. | Express.
Akzessions | Organism. | siure- vektor enzym |stamm
Nr. sequenz
enphSH3 | SH3 Doméne | AAH18385 | Maus 283-352 pGEX4T1 |EcoRI, |E.Coli
des Xhol BL21
Endophilin 1
enphSH3/ | mutiere SH3 | AAH18385 | Maus 283-352 pGEX4T1 |EcoRI, |E.Coli
GPRL Domine des G337R, Xhol ER2556
Endophilin 1 P340L
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cVGlutl | C-Terminus |NP_892038.1 | Maus, Hirn |491-560 | pGEX4T1 |EcoRL | E Coli
von VGlutl Xhol BL21

cVGlut2 | C-Terminus |QS8BLE7 Maus, Hirn [499-582  |pGEX4T1 |EcoRlL, | E. Coli
von VGlut2 Xhol BL21

VGlut2 VGlut2 AF324864 Maus, Hirn | vollstindige | pcDNA3.1 |? PC12-

(cds) Sequenz Zellen

2.5 Puffer und Losungen

HMK Puffer

20 mM
100 mM
2 mM

HEPES

KCl
Mng

pH 7,4 (NaOH)

HMK/TX Puffer
Triton X-100
in HMK Puffer

1 % (W/v)

Homogenisierungspuffer

320 mM Saccharose

4 mM HEPES

pH 7,4 (NaOH)

MES Buffered saline (MBS)
25 mM MES

150 mM NaCl

pH 6.5

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)
140 mM NaCl

10 mM KCl

6,4 mM NazHPO4

2 mM KH,PO4

pH 7,4

Losungen fiir die Neutrotransmitteraufnahme

KGC3 Puffer

2,871mM  MgCl, (durch Komplexbildung ca. 1 mM freies Mg*")

150 mM Kaliumgluconat
20 mM Pipes

4 mM EGTA

2mM Na,-ATP

pH 7,0 (KOH)

KG3 Puffer

150 mM Kaliumglutamat

* unbekannt; freundlicherweise zur Verfligung gestellt vom Labor Prof. L. Birnbaumer
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20 mM Pipes

4 mM EGTA

2,871 mM  MgCl, (durch Komplexbildung ca. 1 mM freies Mg”*")
2 mM Na,-ATP

pH 7,0 (KOH)

Krebs Ringer Hepes buffer (KR-Hepes)
140 mM NaCl

5 mM NaHCO;
1 mM MgCl,
1,2 mM NazHPO4
10 mM Glucose
20.0 mM HEPES
pH 7.4

Losungen fiir die Polvimerase-Kettenreaktion (PCR)

TAE (Tris-Azetat-EDTA) Puffer
40 mM Tris

2 mM EDTA

pH 8,5 (Essigséure)

TE (Tris-EDTA) Puffer
10 mM Tris

1 mM EDTA
pH 8,0 (HCI)

Probenpuffer

20 % (w/v)  Ficoll®400

100 mM EDTA

1,0 % (w/v) SDS

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

Losungen fiir die Proteinbestimmung (BCA-Test)

Losung A

1 % (W/v) BCA

17 % (w/v)  NayCOs

0,16 % (w/v) 2,3-Na,C4H4O4 (Dinatriumtartrat)
0,4 % (w/v) NaOH

0,95 % (w/v) NaHCO;

Losung B
4 % (W/v) CuSOq4
in ddeO

Losungen fiir die Elektrophorese

Laemmli-Puffer (4-fach)
200 mM Tris
400 mM DTT
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8 % (W/v) SDS
0,4 % (w/v) Bromphenolblau

40 % Glycerin
Elektrophoresepuffer
25 mM Tris

200 mM Glyzin
3,5mM SDS

Ponceau S-Firbelosung
0,3 % (w/v) Ponceau S
3 % (w/v) Trichloressigsdure

Western Blot-Proteintransferpuffer (Semi Dry)
386 mM Glyzin

47,8 mM Tris

1,31 mM SDS

20 % (v/v)  Methanol

Tris I (4-fach)
500 mM Tris
0,4 % (w/v) SDS

pH 6,8 (HCI)

Tris II (4-fach)

1,5M Tris

0,4 % SDS

pH 8,8 (HCI)

Sammelgel [%] 4 %

1,25 ml Tris |

0,5 ml 40 % Akrylamid

25 ul 10 % APS

2,5 ul TEMED

3,25 ml dH,0

Trenngel [%] 5% 8 %
Tris II 2,5 ml 2,5ml
Akryl-/Bisakrylamid 1,25 ml 2 ml
dH,0O 6,25 ml 5,5ml
TEMED 5ul Sul
10 % APS 50 ul 50 ul

Losungen fiir Inmunoblots

TS (Tris Saline) Puffer

20 mM Tris
150 mM NaCl
pH 7,5 (HCI)

32

10 %
2,5 ml
2,5 ml
5 ml
Sul
50 ul

12 %
2,5ml
3 ml
3 ml
S5ul
50 pul



Material

TS/Tween Puffer
0,1 % (v/v) Tween 20
in TS Puffer

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

Blocklosung

5% (W/v) Magermilchpulver
0,1 % (v/v) Tween 20

in TS Puffer

Losungen fiir die Immunfluoreszenz

Blocklosung

0,1% (v/v)  Triton X-100
5,0% (v/v) NGS

2,0 % (w/v) BSA

in PBS

Immunfluoreszenz-Antikorperlosung
2 % (w/v) BSA

in PBS

Mowiol

24¢g Mowiol 4-88

6g Glyzerin

6 ml ddH,0O

12 ml 0,2 M Tris (HCI), pH 8,5
0,6 g DABCO

Paraformaldehydlosung

4 % (w/v) Paraformaldehyd
0,1 M PBS

pH 7.4

2.6 Medien

2.6.1 Mikrobielle Medien

Alle aufgefiihrten Medien wurden fiir 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Fiir die

Herstellung von Agarplatten wurde Agar-Agar in einer Konzentration von 20 g/l

zugegeben.

Luria Bertani (LB) Medium
10 g/l Trypton

5¢g1 Hefeextrakt
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5¢g/l NaCl

pH 7,0

2YT Medium

16 g/l Trypton

10 g/l Hefeextrakt
5¢g/1 NaCl

pH 7,0

Teilweise wurde den hier aufgefiihrten Medien nach dem Autoklavieren und Abkiihlen
auf ca. 55 °C Antibiotika zugegeben.

Antibiotikum Stammlosung Konzentration im Medium
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Kanamycin 25 mg/ml 25 pg/ml

2.6.2 Zellkulturmedien

Alle fiir die Zellkultur angegebenen Medienbestandteile wurden von der Firma

Biochrom AG (Berlin) bezogen.

Kollagenlosung

1 ml Kollagenlésung (1 mg/ml in 0,1 % Eisessig)

32 ml 30 % Ethanol

PLL-Losung

0,5 ml PLL-L6sung (2 mg/ml in dest. H,O)

50 ml dest. H,O

Einfrierlosung

28 ml DMEM

12 ml DMSO

10 mM HEPES

Einfriermedium

60 ml DMEM

40 ml FCS

Medium fiir PC12-Zellen

170 ml RPMI 1640

10% Pferdeserum (HS), 30 min, 56 °C hitzeinaktiviert, Charge 0557S
5% Fetales Kélberserum (FCS), 30 min, 56 °C hitzeinaktiviert, Charge 0037G
2 mM L-Alanyl-L-Glutamin

1 ml/100 ml  Penicillin (10 000 U/ml)/Streptomycin (10 000 pg/ml)
Medium fiir transfizierte PC12-Zellen enthielt zusétzlich Geniticin (300 pg/ml).

CoroNa Green-Losung

50 ug CoroNa Green
40 pul Pluronic F-127
40 pl DMSO
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Medien fiir Versuche mit CoroNa Green

-Na'/ -POs* +Na'/ -PO, +Na'/ +PO,>
20 mM Tris Tris Tris
130 mM N-methyl-D-glucamin ~ NaCl (80 mM) NacCl (80 mM)
3 mM KCl KCI K,HPO,4
1 mM MgCl, MgCl, MgCl,
2 mM CaC12 CaClz CaClz
5 mM Glucose Glucose Glucose

pH 7,4 (HCI)

Alle Medien fiir die Versuche mit CoroNa Green wurden steril filtriert (0,4 uM) und bei
4°C aufbewahrt.

2.7 Gerite und sonstige Hilfsmittel

Elektrophorese

Alle Gerite fiir die Elektrophorese stammen von Bio-Rad falls nicht anders angezeigt.
Power/Pac 200/300 Spannungsgerat

TransBlot SD SemiDry Elektrophorese Transferzelle

Mini Protean II Elektrophorese-Kammer

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

Entwickler und Fixierer: CAWOMAT 2000IR (CAWO Photochemisches Werk,

Schrobenhausen)

In silico Methoden

www.pubmed.de

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

Kits

Cholesterol/Cholesteryl Ester Quantitation Kit (BioVision, Kat.nr. 603-100)
Quantum Prep™ Plasmid Midiprep Kit (Bio-Rad, Kat.nr. 732-6120)
Quantum Prep™ Plasmid Miniprep Kit (Bio-Rad, Kat.nr. 732-6100)
QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)

Silver Stain Plus Kit (Bio-Rad, Kat.nr. 161-0449)

Mikroskopie
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Laser Scanning Mikroskop LSM 5 exciter (Carl Zeiss AG)

Photometer

GeneQuant I (Pharmacia Biotech)

HT-2 Mehrzweck-Mikrotiterplattenlesegerit (Anthos Labtec)

MR 500 Mikrotiterplattenlesegerit (Dynatech)

Software

LabImage 1D 2006 (Kapelan Biolmaging GmbH)
LabVIEW 6.1 (National Instruments)

Chromas Lite (Technelysium Pty Ltd, Australia)
ClustalX2 (University College Dublin)

Clustal W (EMBL)

Sonstige Geriite

Bandelin SONOPLUS Ultraschall-Homogenisator, GM70
Beckmann LS 6500, Liquid Szintillation Counter
BioDoc Analyse (Video Dokumentationssystem)
Gradientenmixer-25 ml N857.1 (Carl Roth GmbH)
Silikon-Schlauch 0,8 mm (Heidolph)
Scanner:
CanoScan 8800F (Canon)
ScanMaker 4800 (Microtek)
Thermomixer (Eppendorf)
Thermocycler (Uno II, Biometra)

Schiittelapparat Unimax 1010 (Heidolph )

Subzellulire Fraktionierung

Guillotine (Udo Basile, Biological Research Apperatus, Italien)

Homogenisator Rotor (Heidolph Riihrer RZR 2021)

Hand Homogenisator, Spaltmal3 0,1 — 0,15 mm (Wheaton, Potter-Elvehjem)

Zellkultur

Alle Zellkulturschalen und Zellkulturplatten zur Kultivierung von PC12 Zellen wurden

von der Firma BD Biosciences bezogen.
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Sterilarbeitsbanke Heraeus HeraSafe 18/2 bzw. Heto-Holten Safe 2010
Zellkulturbrutschranke bzw. Inkubatoren: Heracus BB16CU/BBD 6220 bzw. T6120
Leica DM LB Mikroskop (Leica Mikrosystems GmbH)

Zentrifugen

Alle Zentrifugen, Rotoren und Zentrifugationsgefale stammen von Beckmann Coulter
falls nicht anders angezeigt.
J2-HS Kiihlzentrifuge
Rotoren: JA-14, JA-20
Optima Max Ultrazentrifuge
Rotoren: TLS 55, TLA 100.4, TLA 120.1, MLS-50
Zentrifugationsgefafle: 13 x 51 mm, 5,1 ml
Optima L-90K Ultrazentrifuge
Rotoren: Type 70 Ti, SW 40 Ti
Zentrifugationsgefale: 14 x 95 mm, 14 ml
Kiihlzentrifuge 5471C (Eppendorf)
Zentrifuge 54702 (Eppendorf)

2.8 Versuchstiere

In dieser Studie wurden folgende Tierstimme verwendet:

1. Weibliche Wildtyp (WT) Ratten (Wistar) wurden von der FEM-
Forschungseinrichtung fiir experimentelle Medizin, dem Bundesinstitut fiir
Risikobewertung, Charles River oder Harlan Winkelmann bezogen.

2. WT-Miuse (NMRI) wurden von Harlan Winkelmann, Borchen bezogen.

3. Per2® ™ _-Miuse wurden von Prof. Urs Albrecht (Department of Medizine,
Fribourg) freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt. Die Per2®“™-Miuse besitzen ein
mutiertes Allel des Period2-Gens und zeigen im Gegensatz zu Wildtypméausen nach
einem spontanen Lichtpuls keine Verschiebung der Dunkelphase (Resetting) (Albrecht
et al., 2001). Sie reagieren arythmisch, wenn sie in einem konstantem
Dunkel/Dunkelzyklus gehalten werden (Zheng et al., 1999). Fiir die Analyse von
Deletions-mutanten wurden zum Vergleich WT-Mause (C57BL/6) von Urs Albrecht
bezogen.

Alle Miuse und alle Ratten wurden in einem 12h Licht/12h Dunkelzyklus (LD-Zyklus)
oder 12h Dunkel/12h Dunkelzyklus (DD-Zyklus) gehalten.
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3 Methoden

3.1 DNA-Techniken

3.1.1 DNA-Amplifikation iiber die Polymerase-Ketten-Reaktion

Fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde als Matrize cDNA aus Mausgehirn
verwendet. Hierfiir wurde die Pfu-Polymerase benutzt. Diese zeichnet sich durch eine
geringere Fehlerrate aus, verglichen mit der Tag-Polymerase. Die Sequenzen der
verwendeten Primer sind in 2.4 aufgelistet. In einem PCR-Ansatz von 50 pl wurden

folgende Komponenten verwendet und nach folgendem Programm im Thermocycler

inkubiert:
Komponente Volumen Konzentration Programm

[ud]
Pfu DNA 0,5 1,25 U/50 pl 95°C 2 min
Polymerase
Matrizen-DNA 1 1,2 ug 29 Zyklen:
10 x Pfu Puffer 5 1x 95°C 30 sec
mit MgSO4
dNTP Mix 1 0,2 mM pro Nucleotid 40°C 30 sec
Primer [ 2,5 1 uM 72°C 2 min
Primer I1 2,5 1 uM 72°C 10 min
H,O 37,5 - 4°C 0

Die Hybridisierungstemperatur wurde 5 bis 7°C unterhalb der mit einem

Rechenprogramm (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html)

bestimmten Schmelztemperatur gewéhlt. Die Sequenzen der Primer wurden mit Hilfe
der oben genannten Webseite so gewdhlt, dass der GC-Gehalt ca. 40-60% und die
Lange 20-30 Basen betrug.

Zur Kontrolle unspezifischer Amplifizierungen diente ein PCR Ansatz ohne DNA-

Matrize. Alle Proben wurden bis zur Verwendung bei —20°C aufbewahrt.

3.1.2 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente E. Coli TOP10F’ Zellen bzw. E. Coli BL21-Zellen wurden

freundlicherweise von C. Derst zur Verfligung gestellt.
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3.1.3 Transformation von E. Coli

Zur Transformation wurden 50 pl kompetente TOP10F’-Zellen bzw. BL21-Zellen
aufgetaut und mit 10-500 ng Plasmid-DNA in einem Volumen von maximal 5 pl
versetzt. Der Ansatz wurde durch Antippen des EppendorfgefdB3es vorsichtig gemischt
und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem 30-sekiindigen Hitzeschock bei 42°C wurde
250 pl LB Medium zum Ansatz zugegeben und bei 37°C fiir 1h und 300 rpm inkubiert.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation konzentriert, in 100 ul LB-Medium
resuspendiert und auf Selektionsplatten (LB/Amp) ausgestrichen, um Transformanten

uber Nacht bei 37°C zu kultivieren.

3.1.4 Isolation von Plasmid DNA aus E. Coli

Ausgewihlte E. Coli Kolonien wurden in 2 ml LB/Amp Medium iiber Nacht bei 37°C
und 300 rpm kultiviert. Am néchsten Tag wurden die Bakterien bei 5000 rpm
sedimentiert und die Plasmid-DNA mit Hilfe des Quantum Prep™ Plasmid Miniprep
Kit (Bio-Rad) gemdl3 Herstellerangaben isoliert.

Fiir groBBere Mengen wurde 50 ml LB/Amp Medium mit einer E.Coli-Kolonie
angeimpft und iiber Nacht, wie oben beschrieben, kultiviert. Die Isolierung und
Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Quantum Prep™ Plasmid Midiprep
Kit (Bio-Rad).

3.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von Plasmid-DNA nach Isolierung wurde im Photometer iiber die
Absorption bei 260 nm bestimmt. Eine DNA-Konz. von 50 pg/ml entspricht einer

optischen Dichte von 1.

3.1.6 Restriktionsverdau von DNA

Fiir analytische Zwecke wurde DNA (ca. 0,5 - 2pg ) in 10 pl Gesamtvolumen iiber eine
Stunde mit 1 bis 1,5 U eines oder mehrerer Restriktionsendonucleasen geschnitten. Der
Inkubationspuffer und die Inkubationstemperatur wurden nach Empfehlung des
Restriktionsenzymherstellers gewéhlt. Die Fragmente wurden durch
Agarosegelektrophorese aufgetrennt (3.1.7) und das Restriktionsmuster mit Hilfe der
Videogeldokumentationsanlage dokumentiert. AnschlieBend wurde die DNA

aufgereinigt (3.1.8).
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Fiir praparative Zwecke wurden bis zu 40 ul DNA in 50 pl Gesamtvolumen mit
Restriktionsenzymen geschnitten und nach Auftrennung in der

Agarosegelelektrophorose aufgereinigt.

3.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

StandardmiBig wurden 1%ige Gele verwendet. Die Analyse von DNA-Fragmenten
kleiner als 500 bp wurde mit Hilfe 2%iger Agarosegele in TAE-Puffer durchgefiihrt.
Ethidiumbromid wurde in einer Endkonz. von 1 pg/ml zugefiigt und das Gel in den
Geltrdger mit eingesetztem Probenkamm der Elektrophoresekammer gegossen. Die
DNA-Proben wurden mit 1 x Probenpuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und bei
100 V fiir 1h aufgetrennt. Ethidiumbromid lagert sich in die DNA ein und wird durch
UV-Licht angeregt. Die DNA-Ethidiumbromid-Komplexe wurden unter der UV-Lampe
sichtbar gemacht und fotografiert. Als Groenstandard dienten 5 pl des Mass-Ruler-
DNA-Ladder-Markers (Fermentas).

3.1.8 Gelelution und Aufreinigung von DNA

Das gewiinschte DNA-Fragment wurde nach der Auftrennung im Agarosegel unter
einer UV-Lampe mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAEX II Gel

Extraction Kit der Firma Qiagen gemal Herstellerangaben aufgereinigt.

3.1.9 Ligation von DNA

Die Ligation wurde mit Hilfe der T4-DNA-Ligase durchgefiihrt. Diese kann sowohl
zwel glatte (blunt-) Enden als auch zwei liberstehende, komplementére (sticky-) Enden
in doppelstrangiger DNA verbinden. Die Bindung erfolgt durch Kniipfung kovalenter
Phosphodiestergruppen unter Verbrauch von ATP zwischen der 3’-Hydroxylgruppe
eines Nukleotids und der 5’-Phosphatgruppe eines weiteren Nukleotids.

Lineare Vektor-DNA (100 ng) wurde mit der einzufiigenden DNA (insert) in einem
molaren Verhéltnis von 1:3 in einem Endvolumen von 10 pl in einem
Eppendorfreaktionsgefdl3 vereint. Die Reaktion erfolgte in Ligasepuffer des Herstellers

(Fermentas) mit 1 U T4-DNA-Ligase liber Nacht bei 14°C.

3.1.10 DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen erfolgten durch die Firma SMB Services in Molecular Biology

(Berlin). Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Chromas Lite und ClustalX2.
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3.2 Proteintechniken

3.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration (BCA-Test)

Die Proteinkonzentration wurde nach einem Protokoll von Smith et al. (Smith et al.,
1985) bestimmt. 20 pl Probe wurde in 200 ul BCA-Reagenz (50:1-Mischung von BCA-
Losung A und B) aufgenommen und 20 min bei 60°C in einer Mikrotiterplatte (96 well)
inkubiert. Als Referenz wurden BSA-Standards von 0 (Leerwert), 50, 100, 200, 400 und
500 pg aufgetragen. Die Extinktion der abgekiihlten Proben erfolgte bei 550 nm in

einem Spektrophotometer.

3.2.2 Proteingelektrophorese (SDS-PAGE)

Alle Proben wurden in Laemmli-Puffer aufgenommen und fiir 10 min bei 90°C
inkubiert. Das im Laemmli-Puffer enthaltene DTT spaltet Disulfidbriicken, wahrend
SDS eine einheitliche Ladungsverteilung an den Proteinen bewirkt. Dadurch erfolgt
eine Auftrennung der Proteine in diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen nach
ihrem Molekulargewicht. Die Elektrophorese wurde in Mini-PROTEAN II-
Gelkammern fiir 15 min bei 75 V und anschlieend bei 130 V durchgefiihrt (ca.

1h 15 min). Als Referenz diente in jedem Gel ein Molekulargewichtsmarker.
AnschlieBend wurden die Gele gefarbt (Silberfarbung oder Coomassie Brilliant Blue-

Férbung) oder die Proteine auf Nitrocellulose transferiert.
3.2.3 Proteingelfirbung

Firbung mit Coomassie Brilliant Blue

Alle Arbeitsschritte erfolgten bei RT und fanden unter Rotation (300 rpm) statt. SDS-
Polyacrylamidgele wurden 45 min in Entférbelosung (Bio-Rad) von storenden Salzen
befreit und anschlieBend 45 min in Coomassie-Féarbelosung (Bio-Rad) inkubiert. Um
das Signal-Rausch-Verhéltnis zu verbessern, wurden die Gele zweimal je 45 min in
jeweils frischer Entfarbelosung gewaschen. Die eingesetzte Menge entsprach dem
zehnfachen Volumen der Férbelosung. Ein lingeres Entfarben wurde vermieden, um ein

Bleichen der Signalstérke zu verhindern.

Silberfarbung

Die Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte mit dem Silver Stain Plus Kit
von Bio-Rad. Die Farbung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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3.2.4 Western-Immunoblotanalyse

Proteine wurden aus SDS-Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulosemembranen iiber ein
elektrisches Feld transferiert. Dazu wurde die Nitrocellulosemembran auf das Gel gelegt
und mit Filterpapieren zu einem ,,Sandwich* zusammengesetzt. Sowohl
Nitrocellulosemembran, Filterpapier als auch das Gel wurden zuvor in Semi-Dry-Puffer
getrankt. Der Transfer erfolgte bei 20 V fiir 1h 15 min in einer Semi-Dry-Blot-Kammer.
Die Proteinbanden auf der Nitrocellulosemembran wurden durch Inkubation in

Ponceau S-Losung (2 min) sichtbar gemacht. Die Hintergrundfiarbung wurde durch
mehrfaches Waschen mit destilliertem Wasser entfernt.

Um unspezifische Bindungen zu blockieren, wurde die Membran fiir mind. 30 min in
Magermilchlésung bei RT inkubiert. Proteine wurden mit Primarantikdrpern, gerichtet
gegen ProteinX (a-ProteinX), iiber Nacht bei 4°C markiert. Uberschiissiger Antikdrper
wurde durch mehrmaliges Waschen der Membran fiir mind. 5 min mit TS/Tween
entfernt. Im Anschluss erfolgte fiir 1h bei RT die Inkubation mit entsprechendem
Sekundérantikorper (gegen Maus (ms), Kaninchen (rb) oder Meerschweinchen (gp)
gerichtetes, Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppeltes Ziegenserum). Alle Inkubationen
erfolgten unter Schiitteln (300 rpm). Nach griindlichem Waschen (mind. 1h, je 15 min
in TS/Tween) wurde die Membran ca. 30 s mit HRP-Substrat (Enhanced
Chemiluminescence-Ldsung) benetzt. Die daraus resultierenden Signale wurden

anschlieBend in einer Dunkelkammer iiber Exposition auf einem Film visualisiert.

Quantifizierung

Filme wurden eingescannt und die Bandenvolumina densiometrisch mit Hilfe des

Labimage 1D 2000 Programms gemessen und ausgewertet.

3.3 Subzellulire Fraktionierung

Fiir die subzelluldre Fraktionierung wurden sowohl PC12-Zellen als auch Ratten- bzw.
Mausgehirne benutzt. Synaptosomen und synaptische Vesikel wurden nach einem
Protokoll von Huttner und anderen prapariert (Huttner et al., 1983). Alle Schritte
wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt, um insbesondere proteolytische
Enzymaktivititen zu minimieren. Zusitzlich wurden dem Homogenisierungspuffer kurz
vor Gebrauch Protease-Inhibitoren und PMSF zugesetzt. Protease- Inhibitoren sowie
PMSF wurden aufgrund ihrer geringen Stabilitdt in wissriger Losung alle 60 min erneut

zugegeben.
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3.3.1 Priaparation von Synaptosomen

Eine Ratte wurde mit Diethylether betdubt und anschlieBend dekapiert. Bei der
Verwendung von Méusen wurden diese durch Genickbruch getotet. Die Schiadeldecke
wurde gedffnet, das Gehirn so schnell wie moglich entnommen und in 10 ml (Ratte)
bzw. 5 ml (Maus) Homogenisierungspuffer tiberfiihrt. Das Gewebe wurde in einem
Dounce-Homogenisator homogenisiert (900 rpm, 10x) und die Zellkerne und
Zelltriimmer bei 1200 x g fiir 10 min in einer Ultrazentrifuge sedimentiert (P1). Aus
dem Uberstand (S1) wurden Synaptosomen durch 15 miniitige Zentrifugation bei

14 000 x g angereichert (P2). Die unreine Synaptosomenfraktion im Pellet P2 wurde je
nach experimentellem Design im entsprechenden Puffer resuspendiert und

weiterverwendet.

| B

> » | s1 » | S2 > > N >oclsts
900rpm 1200g 14000g 2000rpm  “fir. 230009 2.0 3500009
Y 10x 10min 15min 10x ST85 | 20min ' 30min
y e aE
A4 P2 " P2 LSO LP1 LP2"

Gehirn

Abb. 13 Grundschema der subzelluliren Fraktionierung von Miuse- und Rattengehirn

Synaptische Vesikel/Synaptosomen aus Maus- bzw. Rattengehirn wurden durch verschiedene
Zentrifugationsschritte angereichert. Homogenat [H], Zellkerne und Zelltrimmer [P1], Synaptosomen
[P2], Uberstand 1 [S1], Uberstand 2 [S2], Lyseiiberstand 0 [LS0], Lyseiiberstand 1 [LS1], Lysepellet 1
[LP1], synaptische Vesikel [LP2].

3.3.2 Aufreinigung von Synaptosomen

Synaptosomen aus Rattengehirn wurden préapariert (3.3.1) und in ca. 2 ml
Homogenisierungspuffer resuspendiert. In der Zwischenzeit wurde in Ultra-Clear
Zentrifugationsgefifen (14 x 95 mm) ein diskontinuierlicher Ficoll-Gradient
vorbereitet, indem verschiedene Konz. von Ficoll®400, geldst in
Homogenisierungspuffer, tiberschichtet wurden: auf 4 ml einer 6%igen Ficolllsg. folgte
1 ml einer 9%igen Ficolllsg. und schlieBlich 4 ml einer 13%igen Ficolllsg.. Auf den
Gradienten wurden vorsichtig 2 ml P2 geladen. Die Zentrifugation erfolgte in einem
Beckmann SW 40 Ti swing-out Rotor in einer Ultrazentrifuge bei 90 040 x g fiir 35 min
bei 4°C. Es wurde darauf geachtet, dass die Ultrazentrifuge langsam beschleunigte und
abbremste. An der Grenzschicht zwischen 9% und 13% sammelt sich die aufgereinigte
Synaptosomenfraktion, welche abgenommen und in 20 ml Homogenisierungspuffer

erneut bei 12 000 x g fiir 20 min pelletiert wurde. Das Sediment mit den aufgereinigten
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Synaptosomen wurde abhingig vom Versuchsaufbau in ca. 500 pul des entsprechenden

Puffers aufgenommen.

3.3.3 Priparation synaptischer Vesikel

Synaptosomen wurden prapariert (3.3.1) und in ca. 1 ml Homogenisierungspuffer
resuspendiert. Die Synaptosomen wurden mit destilliertem Wasser in einem Verhéltnis
von neun Volumenanteilen destilliertes H,O zu einem Volumenanteil P2 versetzt, um
einen osmotischen Schock herbeizufiihren. Durch die Zugabe von Hepes-KOH
(Endkonzentration 10 mM) wurde der pH-Wert auf 7.4 eingestellt. Die anschlieende
Homogenisation im Dounce-Homogenisator (2 000 rpm, 3x) diente der mechanischen
Lysierung der Synaptosomen. Das Lysat (LS0) wurde 20 min bei 23 000 x g in einer
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das resultierende Pellet (LP1) setzt sich hauptsdchlich aus
Fragmenten der Plasmamembran zusammen. Aus dem Uberstand (LS1) wurde durch
Zentrifugation fiir 30 min bei 350 000 x g die unreine synaptische Vesikelfraktion
gewonnen (LP2). Zur Resuspendierung wurde der Uberstand (LS2) verworfen und das
Pellet (LP2) in ca. 200 pul Homogenisierungspuffer aufgenommen und zehnmal jeweils

durch eine 27 G und eine 23 G Kaniile passagiert.

3.3.4 Priparation von Membranfraktionen von PC12-Zellen

Zur Autbereitung von Membranfraktionen wurden PC12-Zellen bis zur Semikonfluenz
in 60 mm-Kulturschalen angeziichtet. Die Zellen von 3 bis 4 Kulturschalen wurden
zweimal mit kaltem Homogenisierungspuffer gewaschen, mit 1 ml
Homogenisierungspuffer pro Kulturschale abgeldst und bei 1 000 x g fiir 5 min
sedimentiert. Die folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Sediment einmal in eiskaltem Homogenisierungspuffer
gewaschen, bevor es fiir 10 min bei 1 200 x g sedimentiert wurde. Das resultierende
Sediment konnte fiir weitere Inkubations- bzw. Experimentieranséitze verwendet
werden.

Zur Herstellung von Membranen wurde das Zellsediment in Homogenisierungspuffer
aufgenommen und im Verhéltnis 1:9 mit destilliertem Wasser vermischt. Der Ansatz
wurde durch die Zugabe von 10 mM Hepes-KOH (pH 7,4) gepuffert und anschlieSend
9x bei 900 rpm im Dounce-Homogenisator aufgeschlossen. Nach 20 miniitiger
Zentrifugation bei 25 000 x g wurde der Uberstand erneut zentrifugiert (350 000 x g,
30 min) und das Pellet je nach Grofe in einem entsprechenden Volumen (~ 200 —

1 000 ul) des fiir den Versuch bendtigten Puffers resuspendiert. Dieses Pellet enthélt
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unter anderem vesikuldre Membranen und wird aufgrund seiner Aufarbeitung in den

folgenden Versuchen als Pseudo-LP2 bezeichnet.

3.4 Stimulation von Synaptosomen mit Saccharose

Durch die Zugabe von Saccharose in Form einer hypertonischen Losung wird
Vesikelfusion ausgelost (Rosenmund & Stevens, 1996). Eine Stimulation mit
Saccharose zieht somit exozytotische Prozesse nach sich.

Aufgereinigte Synaptosomen wurden aus Maus- bzw. Rattengehirn prépariert (3.3.2)
und mit Saccharose stimuliert. Das synaptosomale Pellet (P2) wurde in KR-Hepes
Puffer resuspendiert und mit 0,5 M Saccharose fiir 5 min bei 37°C stimuliert.
AnschlieBend wurde der Ansatz sofort auf Eis gestellt und die Hyperosmolaritit durch
die Zugabe des zehnfachen Volumens an eiskaltem KR-Hepes reduziert. Die
Saccharose wurde durch Zentrifugation bei 8 500 x g fiir 5 min bei 4°C entfernt.

Das Sediment wurde in Homogenisierungspuffer aufgenommen und fiir Glutathion-S-

Transferase (GST)-Bindungsstudien weiterverwendet (3.9).

3.5 Hemmung Dynamin- und AP3- abhiingiger Signalwege unter der
Verwendung von Dynasore und Brefeldin A

Die Substanz Brefeldin A (BFA) aus dem Pilz Eupenicillium Brefeldianum stort den
vesikuldren Proteintransport vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Komplex
(Sciaky et al., 1997) und hemmt Dynamin-und AP3-abhingige Signalwege (Salazar et
al., 2004; Stoorvogel et al., 1996).

Aufgereinigte Synaptosomen (3.3.2) wurden in KR-Hepes Puffer plus 2,5 mM Ca*"
resuspendiert und mit 10 pM BFA (AP3 Inhibitor) und 80 uM Dynasore (Dynamin
Inhibitor) fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Die Stimulation wurde gestoppt, indem der
Ansatz sofort auf Eis gestellt wurde. Es folgte eine Zentrifugation von 5 min bei

8 500 x g und 4°C. Das Sediment wurde in Homogenisierungspuffer resuspendiert und

fiir GST-Bindungsstudien weiterverwendet.

3.6 Extraktion von Membranproteinen

Die zu untersuchenden Proteine wurden mit Detergentien aus dem Membranverband
extrahiert. Als Detergentien dienten Lubrol oder Triton X-100 in einer finalen Konz.
von 2 bzw. 1 %. Die Proteinproben wurden mit dem jeweiligen Detergenz im

entsprechenden Puffer versetzt und fiir 1h bei 4°C inkubiert. Je nach Versuchsaufbau
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wurden die nicht extrahierbaren Anteile (Non-Extrakt) durch Zentrifugation (5000 rpm,

5 min) vom Extrakt getrennt.

3.7 Isolation von Detergenz-resistenten Membrandom:inen

Die Isolation von Detergentien-resistenten (unldslichen) Membrandoméinen (DRMs)
erfolgte nach einer Anleitung von Becher und anderen, indem unlosliche Fraktionen
niedriger Dichte von 16slichen Fraktionen hoher Dichte durch Zentrifugation in einem
Saccharosegradienten getrennt wurden (Becher et al., 2001).

DRMs wurden aus Synaptosomen und synaptischen Vesikeln adulter Mause oder
Ratten gewonnen. Gereinigte Synaptosomen wurden iiber einen Ficoll-Gradienten
hergestellt (3.3.2). Im Fall von ungereinigten synaptischen Vesikeln erfolgte die
Aufarbeitung wie unter 3.3.3 beschrieben. Das synaptosomale Pellet (P2) bzw. die
synaptischen Vesikel (LP2) wurden in MBS Puffer resuspendiert und die
Membranproteine extrahiert (3.6). Im Anschluss wurde die gesamte Probe (Extrakt +
Non-Extrakt) mit dem gleichen Volumen einer 80%igen Saccharoselosung vermischt
(250-500 pl). Das Gemisch wurde vorsichtig mit einer gebogenen Pasteurpipette auf
den Boden eines Saccharose-Dichtegradienten geladen. In Abhéngigkeit des Volumens
der Zentrifugationsgefa3e wurde unterschiedlich fiir die Herstellung des Gradienten
vorgegangen. Fiir Zentrifugationsgefafle mit einem Volumen von 14 ml, 14 x 95 mm
(13 Fraktionen) wurden Fraktionen von 5%, 10%, 15%, 25% und 30% Saccharose in
MBS hergestellt. Jede MBS-Saccharose-Fraktionslosung wurde mit 0,1%igem Triton
bzw. 0,2%igem Lubrol versetzt und per Hand aufsteigend von 30% bis hin zu 5%
vorsichtig im Zentrifugationsgefal ibereinander geschichtet. Der Gradient wurde
anschlieBend iiber Nacht bei 4°C equilibriert. Fiir Saccharose-Dichtegradienten in
Zentrifugationsgefaflen mit einem Volumen von 5,1 ml, 13 x 51 mm (10 Fraktionen)
wurde ein Gradientenmixer (Carl Roth GmbH) verwendet. Hierfiir wurde eine 20%ige
und eine 30%ige MBS-Saccharoselosung hergestellt und der Gradientenmixer mit je
1,3 ml von beiden Lésungen beladen. Der Gradient wurde bei RT und 10 rpm gegossen
und anschliefend per Hand mit 500 pl einer 5%igen MBS-Saccharoseldsung
iiberschichtet. Alle MBS-Saccharoseldsungen wurden, wie bereits beschrieben, mit
0,1%igem Triton bzw. 0,2%igem Lubrol ergénzt. Der mit Probe beladene Saccharose-
Dichtegradient wurde iiber Nacht bei einer Temperatur von 4°C und 140 000 x g in
einem Beckmann SW 40 Ausschwingrotor zentrifugiert. Die Beschleunigung und

Abbremsung der Ultrazentrifuge erfolgte so langsam wie moglich. Es wurden 1 ml
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Fraktionen (groBere Dichtegradienten) bzw. 350 ul Fraktionen (kleinere
Dichtegradienten) von der Spitze bis zum Boden abgenommen und in Laemmli-Puffer
aufgenommen. Die Proben wurden im Anschluss der Grof3e nach mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und nach dem Western-Blot Verfahren mit spezifischen Antikdrpern

analysiert.

3.7.1 Entfernung von Cholesterin aus Zellmembranen mit Methyl-p-

cyclodextrin

Fiir die Entfernung von Cholesterin aus den Zellmembranen wurde Methyl-f3-
cyclodextrin (MBCD) verwendet. Cyclodextrine bilden aufgrund ihrer Struktur als
zyklische Oligossaccharide hydrophobe Hohlrdume, in welchen Cholesterin und andere
Steroide eingelagert werden konnen.

Aufgereinigte Synaptosomen (P2) bzw. ungereinigte synaptische Vesikel (LP2) wurden
in MBS Puffer resuspendiert und mit 10 mM MPBCD fiir 30 min bei 37°C und unter
Schwenken (300 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe ein zweites mal mit
MBCD fiir 20 min bei 4°C unter Schwenken behandelt. Durch Zentrifugation bei 9000
rpm fiir 5 min bei 4°C wurde MBCD entfernt und das Pellet in 1ml MBS Puffer fiir die

Isolation von Detergentien-resistenten Mikrodoménen resuspendiert.

3.7.2 Bestimmung des Cholesteringehalts in Membranfraktionen

Der Cholesteringehalt von Membranfraktionen wurde mit Hilfe des
Choelsterol/Cholesteryl Ester Quantitation Kit der Firma BioVision geméaf
Herstellerangaben bestimmt. Das Prinzip dieser Untersuchung basiert auf einer
enzymatischen Reaktion der Cholesterinoxidase. In der Probe befindliches Cholesterin

wird durch die Cholesterinoxidase zu Cholestenon oxidiert.
Cholesterin + H,O — Keton + H,O,

Das entstandene Wasserstoffperoxid reagiert in Anwesenheit der Meerrettichperoxidase
(HRP) mit 10-Acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazin (Amplex Red Reagenz) und bildet
Resorufin. Resorufin ist stark fluoreszierend und kann photometrisch detektiert werden
(A 570 nm). Zugabe von Cholesterinesterase ermdglicht es, zusitzlich zum Gehalt an
freiem Cholesterin auch das in Cholesterylestern gebundene Cholesterin zu erfassen.
Enzymreaktion und Messung wurden in 96 well Platten und mit einem Probevolumen
von 50 pl pro well durchgefiihrt. Vor der photometrischen Messung wurde der
Reaktionsansatz 1h bei 37°C lichtgeschiitzt inkubiert.
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3.7.3 Aktivititsbestimmung der Alkalischen Phosphatase

Die Alkalische Phosphatase ist in DRMs angereichert und wird oft als Markerprotein
verwendet (Eckert et al., 2003; Hooper, 1999). Ihre Anwesenheit in Detergentien-
resistenten Mikrodoméanen wird {iber einen Aktivitétstest bestimmt.

Als Substrat fiir die Aktivitdtsbestimmung der alkalischen Phosphatase wurde p-
Nitrophenylphosphat eingesetzt. Die alkalische Phosphatase katalysiert die Hydrolyse
von Phosphatestern. Als Produkt der Enzymreaktion entsteht neben Phosphat auch p-
Nitrophenol, dessen Konzentration bei 405 nm photometrisch bestimmt werden kann.
Der Test wurde in 96-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Eine Stammlosung von 0,2 mM p-
Nitrophenol diente der Herstellung einer Verdiinnungsreihe von 0, 40, 80, 120, 160 und
200 uM. Dazu wurden je 0, 20, 40, 60, 80, 100 pul Stammldsung in die Mikrotiterplatte
pipettiert und anschliefend mit dest. Wasser auf 100 pl aufgefiillt.

Der Standard sowie die Proben (je 100 pl) wurden 1:1 mit Substratlosung (p-
Nitrophenylphosphat Substratsystem) versetzt und die Reaktionsansdtze 1h bei RT
lichtgeschiitzt inkubiert. Die Absorption wurde bei 405 nm im ELISA-Lesegerét
gemessen. Anhand der Verdiinnungsreihe wurde eine Standardkonzentrationskurve

berechnet und die Enzymaktivitdt durch Vergleich mit dem Standard bestimmt.

3.8 Immunprizipitation

Mit Hilfe der Immunprizipitation (IP) kann ein bestimmtes Protein inklusive seines
Interaktionspartners aus einer Vielzahl von Proteinen und Protein-Protein-Komplexen
eines Zellysates isoliert werden, und so die Frage geklart werden, ob zwei (oder
mehrere) Proteine miteinander interagieren. Die Methode wird neben GST-
Bindungsstudien oft zur Identifizierung neuer Interaktionspartner eines Proteins
eingesetzt.

Fiir die Immunprézipitation wurde Proteinextrakt (3.6) aus Synaptosomen oder
synaptischen Vesikeln der Maus bzw. der Ratte hergestellt. Vom Extrakt wurden 200 pul
mit 2 pl Antikorper versetzt und der Ansatz tiber Nacht bei 4°C unter stindiger Rotation
(300 rpm) inkubiert. Am néchsten Tag wurden zu jeder Probe jeweils 60ul aufgereinigte
G-Sepharose-Kiigelchen gegeben und das Gemisch 1h bei 4°C unter Rotation inkubiert.
Anschliefend wurde die Sepharose mit gebundenem Antikorper bei 5000 rpm fiir 5 min
sedimentiert und der Uberstand (SN) in Laemmli-Puffer geldst. Das Sepharose
Sediment - das sogenannte Immunprézipitat (IP) - wurde 3x in Extraktionspuffer

gewaschen, um danach in Laemmli-Puffer aufgenommen zu werden. AnschlieBend
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erfolgte die Analyse der Proben mittels Proteingelektrophorese (3.2.1) und Western-
Immunoblotanalyse (3.2.4).

3.9 Bindungsstudien mit rekombinanten Fusionsproteinen

Glutathion-S-Transferase (GST)-Bindungsstudien, auch GST-Pulldown in der
englischen Literatur genannt, dienen dem Nachweis von in vitro Protein-Protein-
Interaktionen. Im Gegensatz zur Immunprézipitation wird als Bindungsprotein ein
rekombinantes Protein eingesetzt.

Dazu wird ein Fusionsprotein aus GST und Kdderprotein hergestellt. Die GST (aus
Schistosoma japonicum) hat eine hohe Affinitét fiir Glutathion, was eine Kopplung des
Fusionsproteins an Glutathion Sepharose Kiigelchen ermoglicht. Bindungspartner des
Koderproteins konnen mit Hilfe der gekoppelten Glutathion Sepharose aus einem

Homogenat co-aufgereinigt und analysiert werden.

3.9.1 Herstellung von Glyzerinkulturen

Zur Lagerung von transfomierten E. Coli Zellen {iber einen ldngeren Zeitraum wurden
Glyzerinkulturen angelegt. Dazu wurde das Zellmaterial aus LB-Fliissigkulturen im
Verhiltnis 1:1 mit 80%-igem Glyzerin versetzt und als 1 ml Aliquots bei -80°C
gelagert.

3.9.2 Expression von Fusionsproteinen in E. Coli

Mit Plasmid transformierte E. Coli BL21-Stdmme (Tab. 1) wurden in 50 ml LB/Amp-
Medium iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln kultiviert. Am nédchsten Tag wurde mit
dieser Kultur im Verhiltnis von 1:10 2YT/Amp-Medium angeimpft und bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODggp = 0,5-
0,8) wurde die Expression durch Zugabe von IPTG (0,5 mM) bei 30°C induziert. Nach
vierstiindiger Expressionszeit wurden die Bakterien sedimentiert (15 min, 5000 rpm)

und bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren.

3.9.3 Aufbereitung von Gluthathion-S-Transferase-Fusionsproteinen
Eingefrorene Bakterienpellets einer 500 ml Kultur wurden in 40 ml PBS resuspendiert.
Nach Zugabe von RNAse und DNAse (je 10 ul), PMSF (1 mM), Pi (1:1000, 10 pl) und
einer Spatelspitze Lysozym wurde der Ansatz 15 min auf Eis inkubiert und die

Bakterien durch aufeinanderfolgende Ultraschallpulse mit einer Arbeitsfrequenz von

50-60 kHz tiber 90 s (Energiestufe 60%, Puls-Dauerverhiltnis 50%) aufgeschlossen.
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Nach Zugabe von 1% Triton und ein- bis fiinfminiitiger Inkubation auf Eis wurden die
Bakterien erneut durch aufeinanderfolgende Ultraschallpulse mit einer Arbeitsfrequenz
von 50-60 kHz iiber 60 s lysiert (Energiestufe 60%, Puls-Dauerverhiltnis 50%). Danach
wurde der Ansatz fiir 15 min auf Eis inkubiert und anschlieBend Zelltriimmer und
Zellkerne durch Zentrifugation bei maximaler Umdrehung (15 min bei 4°C)
sedimentiert. Das bakterielle Lysat enthélt das GST-Fusionsprotein und wurde fiir die
Beladung von Glutathion Sepharose-Kiigelchen benutzt. Je GST-Fusionsprotein wurden
1 ml Glutathion Sepharose-Kiigelchen 3x in PBS (jeweils 40 ml pro Waschgang)
gewaschen (5000 rpm, 4°C, 5 min). Das bakterielle Lysat wurde 1h bei 4°C mit den
Kiigelchen unter leichtem Schwenken inkubiert. Die Kiigelchen wurden erneut 3x
gewaschen, um unspezifische Bindungen zu minimieren. AnschlieBend wurden die
Kiigelchen in PBS gelost und die Konzentration des gebundenen Proteins auf den

Kiigelchen mittels BCA-Test bestimmt.

3.9.4 Proteinaufbereitung fiir Glutathion-S-Transferase-Bindungsstudien

Fiir die Aufarbeitung von Protein wurden Miuse- bzw. Rattengehirne verwendet. Dazu
wurden Synaptosomen frisch prépariert (3.3.1) oder aber gefrorenes Material
verwendet. Je nach experimenteller Durchfiihrung wurden die Synaptosomen
gegebenenfalls mit Saccharose stimuliert (3.4) sowie mit Brefeldin A und Dynosore
behandelt (3.5). Bei der Verwendung von Gesamtgehirnlysat fiir Bindungsstudien
wurde frisch pripariertes oder gefrorenes Mausgehirn bis zum S1 aufbereitet (3.3.1).
Zur Lyse wurde das Material mit Homogenisierungspuffer auf 5 mg/ml Proteinlosung
konzentriert und mit einer finalen Konzentration von 20 mM Hepes (pH 7,4, KOH),
100 mM KCl und 2 mM MgCl, versetzt. Neben Pi (1: 1000), PMSF (1 mM) und
Phosphatase-Inhibitoren (einfach) wurde zur Probe 1% Triton zugegeben. Nach
zehnminiitiger Inkubation auf Eis unter Rotation folgte eine 15 miniitige Zentrifugation
bei 43 500 x g, 4°C. Der Uberstand wurde im Anschluss bei 26 5000 x g zentrifugiert.
Vom hierbei erhaltenen Uberstand wurde im BCA-Test die Proteinkonzentration
bestimmt und auf 2 mg/ml mit HMK/TX Puffer konzentriert. Das Mausgehirnlysat

wurde fiir GST-Bindungsstudien verwendet.
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Abb. 14 Schematischer Ablauf von GST-Bindungsstudien zur Identifizierung potentieller
Bindungspartner am Beispiel des C-Terminus von VGlutl

Der C-Terminus von VGlutl [cVGlutl] wurde als GST-Fusionsprotein [cVGlutl-GST] in Bakterien
exprimiert und an Glutathion Sepharose [Glutathion Sepharose] gebunden. Der entstandene Komplex
wurde mit Gehirnlysat der Maus inkubiert. Potentielle Bindungspartner an das Fusionsprotein kdnnen in
einer weiteren Analyse identifiziert werden.

3.9.5 Glutathion-S-Transferase-Bindungsstudien (Pulldown Experiment)

Je 1,5 ml einer 2 mg/ml Gehirnlysatlosung der Maus bzw. der Ratte wurden mit PMSF
(1ImM) und Pi (1: 1 000, 10 pl) versetzt und im Anschluss mit 100 pg an Kiigelchen
gekoppeltem GST-Fusionsprotein 1h bei 4°C unter Schwenken inkubiert. Die
Unterschiede im bendtigten Kiigelchen-Volumen aufgrund variierender
Konzentrationen des GST-Fusionsproteins wurden durch die entsprechende Zugabe
unbeladener Kiigelchen ausgeglichen. Als Kontrolle dienten ein Ansatz unbeladener
Glutathion-Kiigelchen sowie die Inkubation von Proteinlysat mit an Kiigelchen
gekoppeltem GST-Protein. Die Kiigelchen wurden sedimentiert (5000 rpm, 5 min, 4°C)
und der Uberstand in 4 x Laemmli-Puffer aufgenommen. Die Kiigelchen wurden im
Anschluss 3x in HMK/TX-Puffer und anschlieend einmal mit HMK-Puffer fiir 5 min
bei 5000 rpm und 4°C gewaschen. Nach vollstindiger Entfernung des Uberstands
wurden die Kiigelchen in 100 pl 1 x Laemmli-Puffer durch vorsichtiges Auftropfen

aufgenommen und anschlieBend 10 min bei 90°C im Thermomixer inkubiert.
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3.9.6 Alkylierung der Cystein-tragenden Proteine mit Acrylamid

Reduktion und Alkylierung der in den Proteinen enthaltenen Cysteine ist ein essentieller
Schritt des In-Gel-Verdaus, ein Verfahren zur Probenvorbereitung fiir
massenspektrometrische Analysen von Proteinen. Um die Effizienz des In-Gel Verdaus
und damit die Sequenzabdeckung in der massenspektrometrischen Analyse zu
verbessern, wurden die Proben vor der Beladung auf das SDS-Polyacrylamidgel mit
Acrylamid alkyliert. Der frithe Alkylierungsschritt verhindert die Riickfaltung der
Proteine bei der elektrophoretischen Trennung und ermdglicht damit eine optimale
Zuginglichkeit der Schnittstellen fiir die Protease wihrend des In-Gel-Verdaus.

Eine Reduktion der Cyteine erfolgte durch die Zugabe von Laemmli-Puffer zu den
Proben, in welchem bereits DTT als reduzierendes Agens enthalten ist. Die Proben
wurden in Laemmli-Puffer 10 min bei 90°C inkubiert und anschlieBend 20 min bei 4°C
mit 10%igem Acrylamid behandelt. Direkt im Anschluss erfolgte die SDS-
Gelelektrophorse (3.2.2). Proteolytischer Verdau und massenspektrometrische Analysen
wurden von Andreas Pich (Institut fiir Toxikologie, Medizinische Hochschule

Hannover) durchgefiihrt.

3.10 Zellkulturarbeiten

3.10.1 Kultivierung von PC12-Zellen

PC12-Zellen wurden auf Zellkulturschalen bis zur Konfluenz bei 37°C und 10% CO,
kultiviert. Nach Bedarf wurden die Platten bzw. Schalen mit Kollagen oder PLL
beschichtet.

Die Zellkulturschalen wurden mit steriler Kollagenlosung unter der Sterilbank benetzt
und die Fliissigkeit iiber Nacht eingetrocknet. Die beschichteten Schalen wurden bis zur
Verwendung im Brutschrank bei 37°C aufbewahrt.

Im Fall von PLL wurden die benetzten Platten unter der Sterilbank 2h bei RT inkubiert.
Restliche PLL-Losung wurde entfernt und die Platten nach zweimaligem Waschen mit
PBS iiber Nacht unter der Sterilbank getrocknet. Die beschichteten Platten wurden bis
zur Verwendung bei 4°C in Aluminiumfolie maximal zwei Wochen aufbewahrt.

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 2 - 2,5 x 10° Zellen je 100 mm Schale in
Kulturmedium ausgesédht und bei Konfluenz zum Ausdiinnen umgesetzt. Zum
Umsetzen wurde das Medium entfernt, die Zellen mit frischem Medium heruntergespiilt
und mit einer Dichte von 2 - 2,5 x 10° Zellen je Schale mit 8 ml Kulturmedium

verdiinnt.
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3.10.2 Einfrieren von Zellen

Zellen einer konfluent bewachsenen 100 mm Schale wurden in 1 ml Einfriermedium
resuspendiert und zu je 500 ul in Kryordhrchen gefiillt. Zur Zellsuspension wurden
langsam 500 pl Einfrierlosung getrdufelt. Die R6hrchen wurden iiber Nacht in
Isopropanol bei -80°C eingefroren und am darauffolgenden Tag zur Langzeitlagerung in

fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

3.10.3 Aufschluss von Zellen

Fiir die Western-Immunoblotanalyse wurden die Zellen mechanisch aufgeschlossen.
PC12-Zellen wurden auf 60 mm-Kulturschalen semikonfluent angeziichtet. Die Zellen
von 1-2 Kulturschalen wurden 2x mit kaltem Homogenisierungspuffer gewaschen und
mit 1 ml Homogenisierungspuffer pro Kulturschale abgelost. Die folgenden Schritte
wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die Zellen wurden durch 15 aufeinanderfolgende
Ultraschallpulse mit einer Arbeitsfrequenz von 50-60 kHz Gleichschall (Energiestufe
60%, Puls-Dauerverhéltnis 50%) aufgeschlossen. Die Zelltriimmer und Kerne wurden
in einem Zentrifugationsschritt (3.000 x g, 4°C, 5 min) pelletiert, und die
Proteinkonzentration vom Uberstand fiir folgende Western-Immunoblotanalysen auf

1 mg/ml in Laemmli-Puffer konzentriert.

3.10.4 Permeabilisierung von Zellen

Eine Permeabilisierung von Zellen ermdglicht eine Neurotransmitteraufnahme an
Vesikeln auch ohne Vesikelpréparation.

Das Medium wurde entfernt und die semikonfluent gewachsenen PC12-Zellen zunichst
zweimal mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen/100 mm Kulturschale in je
4 ml des entsprechenden Puffers suspendiert und bei 1 000 x g fiir 3 min bei 4°C
sedimentiert. Anschlieend wurde das Sediment in ca. 1 ml Puffer resuspendiert. Zur
Zellyse wurde dem Puffer das aus Streptococcus pyogenes stammende porenformende
Toxin Streptolysin O (SLO) (ca. 50-100 HE/ml) zugesetzt. Dieses Toxin besitzt
hamolytische Aktivitdt (HE/ml), welche nach einer Methode von Ahnert-Hilger
(Ahnert-Hilger et al., 2000) bestimmt wurde. Zur Reduktion der Disulfidbriicken wurde
DTT (1mM) zugegeben. Der Ansatz wurde 10 min auf Eis inkubiert, da bei dieser
Temperatur das Toxin an das Cholesterin der Plasmamembran bindet. Eine

anschlieBende Erwédrmung der Proben (10 min, 37°C) auf mind. RT induziert
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Porenbildung (@12nm). AnschlieBend wurde erneut zentrifugiert (16 000 x g, 4°C) und

das Pellet fiir die Neurotransmitteraufnahme genutzt.

3.10.5 Neurotransmitteraufnahme

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis falls nicht anders gekennzeichnet, um die
Funktionstiichtigkeit der Zellen zu erhalten. Der KGC3 Puffer wurde standardmiBig fiir
die Glutamataufnahme bzw. KG3 Puffer fiir die Serotoninaufnahme verwendet.
Anderungen in den Pufferzusitzen sind, falls notig, angegeben.

Die vorbereiteten Zellen wurden im entsprechenden Puffer resuspendiert. Dieses
Resuspendat wurde fiir die Neurotransmitteraufnahme mit Puffer versetzt (1:1 — 25 pl
+ 25 pl), der zusétzlich den tritiummarkierten und/oder unmarkierten Neurotransmitter

und andere Zusatze enthielt:

Glutamataufnahme Serotoninaufnahme

49,5 uM Kaliumgluconat 80 nM *H-Serotonin

+ 0,5 uM *H-Glutamat + 1 mM  Ascorbinsédure

+/- Inhibitor(en) +/- Inhibitor

1 uM Trypan Blau (— VGlut) 6 uM Reserpin (— VMATI1/2)
2 uM Bafilomycin (— VATPase)

5uM Nigericin (unspez.)

20 uM Valinomycin (unspez.)

Die Ansétze wurden bei 37°C und 1 400 rpm fiir 10 min stimuliert. Durch Zugabe von
eiskaltem Puffer wurde die Neurotransmitteraufnahme gestoppt. Die Proben wurden
zentrifugiert (43 500 x g, 4°C, 10 min) und zweimal im jeweiligen Puffer gewaschen
(Verhéltnis Puffer zu Probe mind. 10:1). Das Pellet wurde zwischen den Waschschritten
nicht resuspendiert, um ein HerausflieBen des Neurotransmitters aus den Zellen zu
verhindern. Im Anschluss wurden die Pellets der Ansétze in 200 pl Triton X-100 fiir
30 min bei 37°C unter starkem Schiitteln (1 400 rpm) resuspendiert. 100 pul des
Uberstandes wurden in 4 ml Szintillatorldsung gegeben und kriftig gemischt. Die
radioaktiven Zerfille pro Minute wurden in DPM ermittelt und die Messwerte {iber

1 min gemittelt. Fiir die Neurotransmitter-Aufnahme wurden mind. Vierfach-
bestimmungen, fiir die Aufnahme in Anwesenheit des Inhibitors Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Die Differenz der DPM-Werte aus ungehemmter und gehemmter
Aufnahme ergab ADPM.
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3.10.6 Immunzytochemische Methoden

Die Immunfarbung von Zellkulturzellen wurde auf Glaspléttchen in 24well Platten
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen in einer Dichte von 0,5 x 10° Zellen pro PLL-
beschichtetes Glaspléttchen ausgesidt. Am nichsten Tag wurden die Zellen vorsichtig
zweimal in PBS gewaschen und mit 4% PFA 20 min bei RT fixiert. Um unspezifische
Bindungen des Antikdrpers zu vermeiden, wurden die Zellen anschliefend 1h bei RT in
Blocklosung inkubiert. Die Zellen wurden mit spezifischem Primdrantikérper iiber
Nacht bei 4°C in Blockldsung ohne Triton inkubiert und iiberschiissiger Antikdrper
durch mehrmaliges Waschen in PBS entfernt. Die Inkubation mit dem
Sekundérantikorper fand fiir 1-2h in Immunfluoreszenz-Antikorperlosung bei RT
lichtgeschiitzt statt. AnschlieBend wurden die Zellkerne mit 4°, 6-Diamidino-2-
Phenylindol (DAPI) gefarbt. DAPI ist ein in die DNA interkalierendes Molekiil,
welches bevorzugt an AT-reiche Regionen der DNA-Helix bindet. Der blau
fluoreszierende Farbstoff wird mit Licht der Wellenldnge 355 — 360 nm angeregt und
hat sein Fluoreszenzmaximum bei 450 nm. Die Zellen wurden nach einmaligem
Waschen in DAPI-Methanol-Losung (1 ng DAPI/ ml Methanol) fiir 15 min bei
Raumtemperatur in DAPI- Methanol-Ldsung inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit
Methanol wurden die Zellen ein letztes Mal in destilliertem Wasser gewaschen und die

Glasplattchen auf Objekttragern in Mowiol-Eindeckungsmedium fixiert.

3.10.7 Firbung mit CoroNa Green

CoroNa Green ist ein griin-fluoreszierender Na'-Indikator. Eine Bindung von Na" fiihrt
zu einem Anstieg der Intensitéit der Fluoreszenzemission neben einer geringen
Verschiebung der Wellenlinge von 492 nm auf 516 nm. Uber die Intensitit der
Fluoreszenzemission lisst sich auf die Na -Konzentration in der Zelle schliefen.

Als natriumbindene Struktur des Indikators CoroNa Green kommt ein
Monobenzomonoaza-15-Kronen-5-Ether und als fluoreszierende Komponente ein
Fluoreszeinderivat zum Einsatz. Zum Farbstoff liegen bisher nur wenige

Untersuchungen vor. Der Hersteller Invitrogen gibt einen Kyg-Wert von 80 mM an.
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Abb. 15 CoroNa Green
Fluoreszenz Emission Spektrum des CoroNa Green Indikators in Puffer (50 mM MOPS/pH 7,0,

100 mM K") mit unterschiedlichen Konzentrationen von Natrium (©Invitrogen).

PC12-Zellen wurden auf Kollagen beschichtete Glaspléttchen in einer Dichte von

0,5 x 10° Zellen/Glasplittchen ausgesit und bis zur Semikonfluenz 12-24h kultiviert.
Die Zellen wurden vorsichtig zweimal in Natrium-und Phosphat-freiem (-Na '/ -PO,)
Medium gewaschen und anschlieBend 15 min bei 37°C im Brutschrank in Na'-freiem
Medium inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit 10 uM CoroNa Green, geldst in
Pluronic F-127 (Dispersionsmittel und Emulgator) und DMSO, in Natrium- und
Phosphat-freiem Medium minimal benetzt (ca. 1 ml/60 mm Schale) und 40 min bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Bis zur Messung wurden die Zellen in der CoroNa
Green-Losung kultiviert, um fehlerhafte Messungen durch Leckstrome des CoroNa
Green zu vermeiden. Nach einmaligem Waschen in natrium- und phosphatfreiem
Medium wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop platziert. Das Medium
wurde vollstdndig mit einer Pipette entfernt und die Zellen sofort mit Medien
unterschiedlicher Natrium- und Phosphatkonzentration versetzt. Die
Fluoreszenzemission bei 510 nm wurde direkt nach Zugabe des jeweiligen Mediums
aufgenommen. Die Fluoreszenzintensitdt wurde fiir jedes Glasplittchen an mindestens
zweil und maximal 3 verschiedenen Stellen fotografiert. Eine Auswertung erfolgte mit

Hilfe der iTEM 5.1 Software der Firma Olympus Soft Imaging Solutions GmbH.

3.11 Statistische Analyse

Die Statistische Analyse wurde mit dem zweitseitigen Studentischen T-Test
durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von

p < 0,05 sind mit einem Stern in den Abbildungen markiert. Die Datenerhebung erfolgte
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durch mindestens Fiinffachexperimente. Im Fall von geringen Fallzahlen (N=3) wurden
auf Aussagen einer schlieBenden Statistik verzichtet und deskritive Verfahren
angewendet.

Fiir die Vermessung der optischen Dichte in Western-Immunoblotanalysen wurden drei
verschiedene Verdiinnungen der untersuchten Proben quantifiziert. In den Abbildungen
sind die Mediane sowie die zugehorigen Abweichungen durch Minimal- und
Maximalwert oder Semiquartilsabstand (N>3) dargestellt. Wurden in Western-
Immunoblotanalysen mehrere Versuchsbedingungen innerhalb eines Experiments
miteinander verglichen, wurde die Summe der Bandenvolumina gebildet und fiir jedes
Bandenvolumen die relative Abweichung von dieser Summe (AvdS) ermittelt. Von
mehreren Experimenten wurde der Median der AvdS berechnet und die Divergenz vom
Median entweder tliber den Minimal- und Maximalwert oder den Semiquartilsabstand
dargestellt.

Die statistische Vorgehensweise wurde in Absprache mit dem Institut fiir Biometrie der

Charité getroffen.
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4 Ergebnisse

In der folgenden Arbeit wurde die Sortierung vesikuldrer Glutamattransporter zwischen
Plasma- und synaptischer Vesikelmembran und deren Regulation untersucht.

Im ersten Teil wurde der Frage nachgegangen, welchen Einfluss Interaktionspartner auf
die Regulation bzw. Sortierung vesikuldrer Glutamattransporter nehmen und die
Sortierung vesikuldrer Glutamattransporter in cholesterinreiche Membrandoménen —
sogenannte Lipid Rafts — synaptosomaler Membranen und synaptischer Vesikel
untersucht.

Im zweiten Teil wurde dargestellt, ob eine VGlut2-transfizierte PC12-Zelllinie als
Untersuchungsmodell fiir VGlut2-Sortierungs- und Funktionsstudien geeignet ist.
Lokalisationsstudien und Funktionsstudien u.a. zur Neurotransmitteraufnahme dienten

hierbei der Klarung dieser Fragestellung.

4.1 Anreicherung synaptischer Vesikelproteine

Ein GroBteil der Versuche wurde an Synaptosomen/synaptischen Terminalien (P2) oder
synaptischen Vesikeln (LP2) der Maus bzw. der Ratte durchgefiihrt. Zur Aufreinigung
derselben wurde die subzelluldre Fraktionierung des Gehirns nach Huttner und anderen
als grundlegende Methode angewendet (Huttner et al., 1983). Dazu wurde das
homogenisierte Gehirn der adulten Tiere durch verschiedene Zentrifugationsschritte
fraktioniert (3.3) und die gewonnenen Fraktionen (Homogenat, postnuklearer Uberstand
S1 und dazugehdriges Pellet P1, mit Synaptosomen angereichertes Pellet P2 und
dazugehdoriger Uberstand S2, nach der Lyse von Synaptosomen erhaltenes
Synaptosomenmembranpellet LP1 und das Pellet synaptischer Vesikel LP2) in einer
Western-Immunoblotanalyse untersucht.

Es wurden je 5pg Protein aus einer Aufreinigung mit Maus- bzw. Rattengehirn pro Spur
aufgetragen und anschliefend mit Antikorpern (Ak), gerichtet gegen die vesikuléren
Proteine VGlutl, Synaptobrevin (Syb), Synaptophysin (Syp) und Synaptogyrin (Syg),
detektiert. Zur Kontrolle der Aufreinigung wurde ebenfalls mit Ak gegen Proteine der
pri- und postsynaptischen Membran, wie der NMDA-Rezeptor 1 und die Na'K -
ATPase detektiert, welche auf synaptischen Vesikeln nicht vorkommen (Lv et al.,
2008).

Es war in der Western-Immunoblotanalyse eine Anreicherung der synaptischen

Vesikelproteine vom Homogenat zum LP2 zu beobachten (Abb. 16). Als
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postsynaptisches Protein wurde der NMDA-Rezeptor nur bis zum LP1 angereichert.
Gleiches galt fiir die Na'K'-ATPase, ein post- und prisynaptisches
Plasmamembranprotein. In den synaptischen Vesikel-Fraktionen (LP2) war der NMDA-
Rezeptor sehr schwach (Maus) bzw. stirker (Ratte) detektierbar. Die Na'/K'-ATPase
war im LP2 starker detektierbar, allerdings nicht weiter angereichert im Vergleich zur
LP1-Fraktion. Moglicherweise wurden mit diesem Antikorper Vesikel detektiert, die
wihrend der Endozyose aus der Plasmamembran abgeschniirt wurden. Ein weiterer
Grund hierfiir kdnnte im Reinheitsgrad der Aufarbeitung gelegen haben. Eine

Aufreinigung mit Rattengehirn lieferte entsprechende Ergebnisse.

subzelluldre Fraktionen

Maus Ratte
H S1 Pl S2 P2 LPl1 LP2 H S1 Pl S2 P2 LPI LP2

NMDAR [110kDa] S - - — ———
Na'K'-ATPase [110kDa] - T - ————

VGlutl [60kDa] “.“ EE L T Y

Synaptophysin [38kDa] - - - . - e - D

Synaptogyrin [29kDa] ~- - -... ———————

Synaptobrevin [18kDa] - e T e e eoee

Abb. 16 Aufreinigung synaptischer Proteine

Das Gehirn einer adulten Maus und einer adulten Ratte wurde mit der Methode der subzelluldren
Fraktionierung aufgereinigt. Die verschiedenen Fraktionen (Homogenat [H], postnuklearer Uberstand
[S1] mit dazugehorendem Pellet [P1], Uberstand [S2] mit dazugehdrendem Pellet angereicherter
Synaptosomen [P2], nach der Lyse von Synaptosomen erhaltenes Synaptosomenmembranpellet [LP1],
angereicherte synaptische Vesikel [LP2] wurden in Laemmli-Puffer aufgenommen. In Reihung der
Praparation wurden von jeder Fraktion 5Spg pro Spur in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Molekulargewichte der untersuchten Proteine sind in eckigen Klammern aufgefiihrt.

Vesikulére Proteine zeigten eine Anreicherung hin zum LP2, wohingegen postsynaptische Proteine wie
der NMDAR und die Na'K'-ATPase lediglich bis zum LP1 bzw. P2 angereichert wurden.

4.2 Charakterisierung der VGlutl-Endophilin-Interaktion

Im Gegensatz zu VGAT und anderen synaptischen Proteinen unterliegen VGluts einer
Tageszeit-abhéngigen Sortierung zwischen Plasmamembran und synaptischer

Vesikelmembran (Darna et al., 2009; Yelamanchili et al., 2006). Unbekannt ist bisher,

59



Ergebnisse

welche Regulationsfaktoren fiir diese Sortierung eine Rolle spielen. Ein moglicher
Regulationspartner in diesem Zusammenhang ist Endophilin, welches an VGlutl, nicht
aber an VGlut2 bindet (Voglmaier et al., 2006). Es stellt sich die Frage, inwiefern diese
Interaktion Einfluss auf Sortierungsprozesse nimmt und wie weit diese
Sortierungsprozesse unabhédngig von VGlut2 stattfinden.

Interaktionsstudien an Endophilin und VGlutl erfolgten in einem ersten Ansatz mittels

der Methode der Immunprézipitation (3.8).

4.2.1 Nachweis der VGlutl-Endophilin Interaktion durch
Immunprizipitation

Die Proteine von frisch priparierten Synaptosomen (P2) der Ratte wurden mit Triton X-
100 extrahiert (3.6) und inkubiert mit einem Antikorper, gerichtet gegen Endophilin (a-
Endophilin Ak)®. Hierfiir wurde ein Antikérper, produziert im Kaninchen (rb-o-
Endophilin Ak), sowie ein Antikorper, produziert in der Maus (ms-a-Endophilin Ak),
verwendet. Als Kontrolle wurde parallel dazu eine Probe mit ms-a-Syp Ak versetzt.
Diese Kontrollbedingung diente dem Nachweis der Bindungsspezifitdt der a-Endophilin
Ak. Durch Zugabe von G-Sepharose wurde das Protein, gegen das der Antikdrper
gerichtet ist, samt seiner Interaktionspartner als Antigen-Antikorper- Komplex an die G-
Sepharose Kiigelchen gebunden. Die Isolation der prizipitierten Proteinkomplexe, das
sogenannte Immunprizipitat, erfolgte durch Zentrifugation. Die isolierten Proteine im
Immunprizipitat (IP) als auch die ungebundenen Proteine im Uberstand (SN) wurden
durch die Zugabe von Laemmli-Puffer denaturiert.

In den Western-Immunoblotanalysen wurde fiir die Detektion von VGlutl die
Verwendung von ms- und rb-0-VGlutl Antikorpern ausgeschlossen, um ein falsch
positives Signal fiir VGlutl, verursacht durch eine Markierung der schweren
Polypeptidkette des a-Endophilin Antikorpers, zu verhindern. Die schwere
Polypeptidkette jedes Antikorpers liegt mit 55 kDa in der Hohe von VGlutl mit einem
Molekulargewicht von 60 kDa.

Die Immunprézipitation mit ms-a-Endophilin Ak flihrte zu keiner Prizipitation von
Endophilin, so dass dieser Antikorper fiir eine Immunprézipitation ungeeignet ist (Abb.
17, A). Weitere Analysen wurden nicht durchgefiihrt. In Abb. 17, B ist die SDS-
PAGE/Western-Immunoblotanalyse der Immunprézipitation mit rb-a-Endophilin Ak

? beispielhaft fiir alle Antikorper-Bezeichnungen
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und ms-a-Syp, Klon7.2 Ak dargestellt. Neben den Immunpréazipitaten (IP) wurden die
Uberstéinde (SN) aufgetragen, in denen nicht prizipitierbare Proteine nachgewiesen
werden konnen. Der Vergleich von IP und SN zeigte, dass beide Antikorper effizient
und entsprechend ihrer Antigenspezifitit spezifisch Endophilin bzw. Synaptophysin
prazipitierten.

A

Immunprézipitation: ms-a-Endophilin

IP SN P2
Endophilin [45kDa] O
B
Immunprézipitation: rb-a-Endophilin Immunprézipitation: ms-a-Syp

IP SN P2

IP SN P2
Lo dod

Dynamin [110kDa]

VGlutl (gp) [60kDa] - “

Endophilin [45kDa]

Synaptophysin [38kDa] -

Abb. 17 Immunprizipitation zum Nachweis der VGlutl-Endophilin Interaktion

Western-Immunoblotanalyse einer Immunprézipitation mit rb-a-Endophilin Ak und ms- a-Synaptophysin
Ak in frisch préparierten, aufgereinigten Synaptosomen der Ratte. A) Frisch priparierte, aufgereinigte
Synaptosomen (P2) der Ratte wurden in 1%igem Triton lysiert. m-a-Endophilin Ak wurde iiber Nacht mit
dem Lysat inkubiert und G-Sepharose zur Bindung des Antigen-Antikdper-Komplexes zugegeben.
Gebundene Proteine im Sepharose Sediment (Immunprézipitat) wurden durch Zentrifugation von nicht
gebundenen Proteinen im Uberstand getrennt. Nach mehrmaligem Waschen mit Extraktionspuffer
wurden 15 pl Immunprizipitat [IP] und 5 ul Uberstand [SN] auf SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt
und im Western-Immunoblot-Verfahren mit verschieden Antikorpern analysiert. In [P2] sind ca. 3pg
Ausgangsmaterial aufgetragen. In B) wurde wie in A) verfahren, jedoch rb-a-Endophilin Ak bzw. als
Kontrolle ms-a-Synaptophysin Ak fiir die Immunprézipitation verwendet.

Wihrend der m-a-Endophilin Ak fiir eine Prézipitation ungeeignet war, zeigte die Prizipitation mit rb-a-
Endophilin Ak die Bindung von Dynamin an Endophilin. Ein spezifischer Nachweis einer VGlutl-
Endophilin Interaktion war nicht moglich.

Wie aus der Literatur bekannt ist, bindet Endophilin an Dynamin (Ringstad et al., 1999;
Schuske et al., 2003; Verstreken et al., 2003), was im rb-a-Endophilin IP durch eine
schwache, jedoch spezifische Dynaminmarkierung bestitigt werden konnte, da im ms-

a-Syp IP keine Markierung vorhanden war. Die Bindung an VGlutl konnte in der

Western-Immunoblotanalyse nicht eindeutig belegt werden. Sowohl im rb-a-Endophilin
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IP als auch im ms-a-Syp IP lieferte der im Meerschweinchen (gp) produzierte a-VGlutl
Ak eine Markierung in einer Hohe des Molekulargewichts von VGlutl, was die
Spezifitit des verwendeten Detektionsantikorpers in Frage stellte. Daher fand in einem
weiteren Ansatz ein ms-a-VGlutl Ak zur Detektion von VGlutl Verwendung.

In einer SDS-PAGE wurden IP, SN und Ausgangsmaterial (P2) einer
Immunprézipitation mit rb-a-Endophilin Ak aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine
durch Westernblotting wurden die Nitrocellullosemembranen mit ms- und gp-o-VGlutl
Ak, sowie ms- und gp-a-VGlut2 Ak als Negativ-Kontrolle bestiickt. Zur Detektion der
schweren Kaninchen-Polypeptidkette wurde eine Nitrocellulosemembran iiber einen
Trennbereich von ca. 30 bis 100 kDa mit rb-a-Endophilin Ak, gefolgt von
Sekundérantikdrper (HRP-gekoppeltes Pferde-IgG, gerichtet gegen Kaninchen)

inkubiert.

Die Inkubation mit rb-a-Endophilin Ak zeigte in Abb. 18 eine Markierung von
Endophilin (45 kDa) und eine Markierung der schweren Kaninchen-Polypeptidkette in
einer Hohe von 55 kDa. Beide a-VGlutl Ak und a-VGlut2 Ak zeigten im IP ebenfalls
eine Markierung in einer Hohe von 55 kDa. Ein Vergleich mit dem synaptosomalen
Pellet P2 verdeutlichte, dass es sich im Fall von a-VGlut2 Ak um eine unspezifische
Markierung handelte, da VGlut2 im P2 auf einer Hohe zwischen 60 und 72 kDa
markiert wurde. Im Gegensatz dazu konnte keine eindeutige Aussage beziiglich der
Markierung von VGlutl bzw. der Spezifitit der a-VGlutl Ak (gp,m) gemacht werden.
Die Markierung von VGlutl im P2 liegt exakt auf der Hohe der Markierung der
schweren Kaninchen-Polypeptidkette (55 kDa). Es war ungewiss, ob im IP VGlutl oder

die schwere Polypeptidkette markiert wurde.

Um die Spezifitit des Sekundirantikorpers (HRP-gekoppeltes gegen Maus I1gG oder
Kaninchen IgG gerichtetes Pferde- bzw. Ziegenserum von Vector Laboratories) sowie
des Primédrantikorpers (VGlutl Ak (m, gp)) ndher zu charakterisieren, wurden zwei
Ansitze gewidhlt. Zum einen wurde auf einer SDS-PAGE Kaninchenserum, zum
anderen rb-a-Endophilin Ak aufgetrennt. Das optimale Auftragungsvolumen fiir das
Kaninchenserum wurde in einem Vorversuch durch eine Verdiinnungsreihe bestimmt
(Daten nicht gezeigt). Die aufgetragene Antikdrperkonzentration entsprach der
verwendeten Antikdrperkonzentration in der Immunprézipitation. In der anschlieBenden

Western-Immunoblot-Analyse wurde mit verschiedenen Primarantikérpern und
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entsprechenden Sekundérantikdrpern inkubiert oder aber die Inkubation mit

Primirantikorpern unterlassen und allein mit Sekundérantikorpern bestiickt (Abb. 19).

Immunprézipitation: rb-a-Endophilin

| rb-anti-Endophilin

<—— schwere Kette

j | Endophilin [45kDal]

SN P2

1P SN P2

ms-anti-VGlutl ms-anti-VGlut2

72kDa : 72kDa & " VGlut2 [65kDa]
55kDa 55kDa | - |<— schwere Kette?
W VGlutl [60kDa] j
43@ VGlutl i 43kDa
!’ gp-anti-VGlut1 gp-anti-VGlut2
= HE Y
72kDa R VGlut2 [65kDa]
H 2
55kDa - | VGlut! [60kDa] <—— schwere Kette?
A5 43kDa
43kDa VGlut1?

Abb. 18 Signalspezifitit von VGlutl Antikorpern

Western-Immunoblotanalyse einer Immunprézipitation mit rb-a-Endophilin Ak. Frisch préparierte,
aufgereinigte Synaptosomen (P2) der Ratte wurden in 1%igem Triton lysiert. rb-a-Endophilin Ak wurde
iiber Nacht mit dem Lysat inkubiert und G-Sepharose zur Bindung des Antigen-Anitkdper-Komplexes
zugegeben. Gebundene Proteine im Sepharose Sediment (Immunprézipitat) wurden durch Zentrifugation
von nicht gebundenen Proteinen im Uberstand getrennt. Nach mehrmaligem Waschen mit
Extraktionspuffer wurden 15 pl Immunprizipitat [IP] und 5 ul Uberstand [SN] auf einem 12%igem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und im Western-Immunoblot-Verfahren mit verschiedenen Antikdrpern
analysiert (rechter, oberer Bildrand). In [P2] waren ca. 3ug Ausgangsmaterial aufgetragen.

Bei allen verwendeten Antikorpern war ein Signal auf der Hohe der schweren Kette der Antikorper (55 —
60 kDa) zu sehen.

Durch Inkubation der Nitrocellulosemembran mit a-Kaninchen (rb) IgG von Vector
Laboratories konnten die im Kaninchenserum schweren Polypeptidketten der
Immunglobuline auf einer Hohe von 55 kDa nachgewiesen werden (Abb. 19, A).

Sowohl die Inkubation mit a-VGlutl Ak (ms, gp), gefolgt von Sekundirantikdrper, als

auch die Inkubation allein mit a-Meerschweinchen (gp) IgG von Dianova zeigte eine
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Markierung der schweren Polypeptidketten des Kaninchens, wobei ein Anstieg in der
Signalstirke durch Zugabe von Primérantikorper zu verzeichnen war. Lediglich die
Inkubation mit Sekundéirantikdper a-Maus (ms) IgG (Vektor Laboratories) ohne
vorherige Primédrantikorper-Inkubation zeigte keine Kreuzreaktivitit mit dem
Kaninchenserum.

A B

Kaninchenserum rb-a-Endophilin Ak (je 0,12 pl/Spur)

<

,‘3.
EE. - - . -
55kDa . -
Primérantikémper: - - - VGlutl Ak (ms) VGlutl Ak (gp) Endophilin Ak (rb) VGlutl Ak (ms) VGlutl Ak (gp)
Sekundirantikomper:  a-rb-IgG a-ms-IgG a-gp-IgG a-ms-IgG a-gp-IgG a-rb-1gG a-ms-1gG a-gp-IgG

Abb. 19 Kreuzreaktivitit von Primér- und Sekundirantikérpern

Je 2 pug normales unspezifisches Kaninchenserum (A) und je 100 ng a-Endophilin Ak, produziert im
Kaninchen (B), wurden in einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt und in einer Western-
Immunoblotanalyse mit verschiedenen Primér- gefolgt von Sekundérantikdrpern oder mit Sekundér-
antikdrpern ohne vorherige Inkubation mit Primérantikrpern bestiickt (unterer Bildrand). Die Molekular-
gewichte des Proteinmarkers sind in kDa aufgefiihrt (links).

Der Sekundarantikorper, gerichtet gegen Maus IgG, zeigte keine Kreuzreaktivitat mit Kaninchenserum.
Alle anderen getesteten Antikorper zeigten eine Kreuzreaktivitit im Bereich der schweren Antikdrper-
Polypeptidkette bei 55 — 60 kDa.

Ebenso zeigten alle getesteten Primdrantikorper (gp-o-VGlutl, m-a-VGlutl, rb-a-
Endophilin), gefolgt von einer Inkubation mit entsprechendem Sekundérantikorper, eine
Markierung der schweren Polypeptidketten des rb-a-Endophilin Ak (Abb. 19, B).

Eine Unterscheidung zwischen einer spezifischen VGlutl-Markierung oder aber einer
Markierung der schweren Polypeptidkette des rb-a-Endophilin Ak konnte nicht

getroffen werden.

Zusammenfassend ist in Tab. 2 die Kreuzreaktivitéit der verwendeten Antikorper

dargestellt.
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Tab. 2 Zusammenfassung der Kreuzreaktivitit von Antikorpern

Antikorper (Ak) Spezies Antigen Kreuzreaktivitit (in der Immunoblotanalyse) mit:
rb-Serum rb-o-E Ak HC* (rb-o-E Ak)
Endophilin (E) rb aa* 256 - 276 + + +
ms aa 53-352 / / -
VGlutl ms c-Terminus +
ep c-Terminus +
VGlut2 ms c-Terminus /
ep c-Terminus / /
IgG, Pferd ms - / /
Peroxidase Ziege op + / /

gekoppelt

* aa: Aminosiure, HC: heavy chain (schwere Polypeptidkette) des fiir die Immunprizipitation verwendeten Antikdrpers
Die Kreuzreaktivitit verschiedener Antikérper auf Kaninchenserum, rb-o-Endophilin AK und die
schwere Polypeptidkette des rb-a-Endophilin wurde in Western-Immunoblotanalysen untersucht. + :
Kreuzreaktivitit, - : keine Kreuzreaktivitit, / : nicht getestet.
Da die Interaktion zwischen VGlutl und Endophilin iiber eine Immunprizipitation mit
rb-a-Endophilin Ak und ms-a-Endophilin Ak nicht nachgewiesen werden konnte,
wurde in einer weiteren Immunprézipitation mit Antikorper, gerichtet gegen VGlutl,
prézipitiert (Abb. 20). Hierflir wurden die Proteine von frisch prapariertem P2 der Ratte
mit Triton X-100 extrahiert (3.6) und mit a-VGlutl Ak inkubiert (3.8). Die
Verwendung eines Antikorpers, gerichtet gegen den C-Terminus von VGlutl, wurde
ausgeschlossen, da es sich beim C-Terminus um die Bindestelle von Endophilin handelt
(De Gois et al., 2006; Voglmaier et al., 2006). Es wurden Antikdrper benutzt, die gegen
die 4. luminale (rb-a-VGlut1/2-4LD) bzw. 3. luminale (rb-a-VGlut1-3LD) Domine von
VGlutl gerichtet sind. Beide Antikorper wurden im Kaninchen produziert. Als
Kontrolle wurde parallel dazu eine Probe mit m-a-Synaptobrevin Ak versetzt, um die
Bindungsspezifitit der a-VGlutl Ak zu zeigen. Ebenfalls wurde eine Probe ohne
Antikorper inkubiert, um die Bindungsspezifitit der Antikdrper an die Sepharose zu
zeigen. Alle Proben wurden mit G-Sepharose versetzt und das Immunprézipitat (IP)
durch Zentrifugation von ungebundenem Protein im Uberstand (SN) abgetrennt. Mit
Laemmli-Puffer versetzte Proben wurden zusammen mit dem Ausgangsmaterial (P2) in
einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und im Western-Immunoblot-Verfahren mit

ms-o-VGlutl Ak, rb-a-Endophilin Ak und ms-a-Synaptobrevin Ak analysiert (3.2.2).

Eine Immunprézipitation von VGlutl war mit rb-a-VGlut1-3LD VGlutl Ak nicht
moglich, wohingegen im IP des rb-a-VGlut1/2-4LD Aks eine spezifische, wenn auch
schwache Markierung des VGlutl zu sehen war (Abb. 20). Allerdings wurde aus dem
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Vergleich von IP und SN ersichtlich, dass die Effizienz der VGlutl-Préizipitation mit

diesem Ak sehr gering war.

Immunprézipitation gegen:  VGlutl VGlutl/2 . Syb
-3LD -41LD

IP SN IP SN IP SN IP SN P2
VGlutl [60kDa] == s #3 L I

Endophilin [40kDa] - eas e o .

Syb [18kDa] -— - ao e e

Abb. 20 Immunprizipitation mit rb-0-VGlutl-3LD und rb-0-VGlut1/2-4L.D Ak

Frisch préparierte, aufgereinigte Synaptosomen (P2) der Ratte wurden in 1%igem Triton lysiert. rb-o-
VGlutl-3LD Ak [VGlutl1-3LD], rb-0-VGlut1/2-4LD Ak [VGlut1/2-4LD] und m-a-Synaptobrevin Ak
[Syb] wurden iiber Nacht mit dem Lysat inkubiert. In einem Kontrollansatz wurde Gehirnlysat ohne
Antikdrper [-] inkubiert. G-Sepharose wurde zur Bindung des Antigen-Anitkdper-Komplexes zu allen
Proben zugegeben und gebundene Proteine im Sepharose Sediment (Immunprézipitat) durch
Zentrifugation von nicht gebundenen Proteinen im Uberstand getrennt. Nach mehrmaligem Waschen mit
Extraktionspuffer wurden 15 pl Immunprizipitat [IP] und 5 pl Uberstand [SN] auf einem 12%igem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. In [P2] sind ca. 3ug Ausgangsmaterial aufgetragen.

Im Gegensatz zum a-Syb Ak war mit den a-VGlutl Ak keine (a-VGlutl-3LD Ak) bzw. nur eine
unzureichende (a-VGlutl/2-4LD Ak) Prazipitation des Zielproteins Synaptobrevin bzw. VGlutl mdglich.
Die Interaktion von Endophilin und VGlutl konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Interaktion von VGlutl und Endophilin konnte aufgrund der Kreuzreaktivitét der
verwendeten Antikorper mit der schweren Polypeptidkette des rb-a-Endophilin Aks mit
der Methode der Immunprézipitation nicht nachgewiesen werden, so dass in einem
zweiten Ansatz GST-Bindungsstudien zum Studium der VGlutl-Endophilin Interaktion

herangezogen wurden.

4.2.2 Nachweis der VGlutl-Endophilin Interaktion mit Hilfe von

Glutathion-S-Transferase-Bindungsstudien

In einem zweiten Ansatz erfolgte der Nachweis der VGlutl-Endophilin Interaktion mit
Hilfe von GST-Bindungsstudien. Hierbei wird die Interaktion zwischen einem GST-
Fusionsprotein und einem weiteren Protein untersucht.

Fusionsproteine aus GST und der SH3-Domaine des Endophilin (GST-enphSH3) bzw.
einer mutierten Variante der SH3-Domine (GST-enphSH3/GPRL) wurden
freundlicherweise von Prof. Volker Haucke, Freie Universitit Berlin zur Verfiigung

gestellt (Tab. 1).
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4.2.2.1 Nachweis der VGlutl-Endophilin Interaktion in Lysat aus frisch

pripariertem und ehemals gefrorenem Mausgehirn

Gelegentlich macht die begrenzte Verfiigbarkeit von frisch priaparierten Proben die
Verwendung von gefrorenem Material unerlédsslich. Um sicherzustellen, dass der
Materialzustand keinen Einfluss auf das Ergebnis hat, wurden GST-Bindungsstudien
sowohl mit frisch pripariertem als auch gefrorenem Mausgehirn durchgefiihrt (3.9).
Nach Aufreinigung der GST-Fusionsproteine aus E. Coli (3.9.2) wurden diese an
Glutathion Sepharose gebunden (3.9.3). Das an Glutathion Sepharose-gebundene GST-
Fusionsprotein wurde mit Lysat von frisch prépariertem und gefrorenem Mausgehirn
inkubiert (3.9.4, 3.9.5). Gebundene Proteine im Sepharose Sediment (P) wurden durch
Zentrifugation von den ungebundenen Proteinen im Uberstand (SN) getrennt und durch
mehrmaliges Waschen der Sepharose aufgereinigt. Die Proben wurden anschliefend im
Western-Immunoblot-Verfahren analysiert (Abb. 21). Als Positivkontrolle diente die
Inkubation mit a-Dynamin Ak sowie mit a-Synaptojanin Ak zum Nachweis der
Dynamin-Endophilin-Interaktion (Ringstad et al., 1997). Dynamin bindet ebenso wie
Synaptojanin neben der SH3-Domine von SH3GL2 (SH3-domain GRB2-
like)/Endophilin u.a. die GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2) -SH3-Doméne
(de Heuvel et al., 1997; Gout et al., 1993; Herskovits et al., 1993; McPherson et al.,
1994).
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Abb. 21 VGlutl und Dynamin binden an die SH3-Doméne von Endophilin in GST-
Bindungsstudien

50 ug GST bzw. GST-endphSH3 und GST-endphSH3/GPRL wurden an Glutathion-Sepharose gebunden.
Wihrend das GST-endphSH3-Fusionsprotein die SH3-Doméne des Endophilin trégt, ist im GST-
endphSH3/GPRL-Fusionsprotein durch einen Aminosiureaustausch von Glyzin gegen Arginin an
Position 337 sowie von Prolin gegen Leuzin an Position 340 die SH3-Doméne mutiert. Aus dem
Homogenisat von frisch prépariertem (A) bzw. vergleichend aus gefrorenem Mausgehirn (B) wurde durch
Zentrifugation die Zellkerne und Zelltriimmer entfernt und der Uberstand in 1%igem Triton lysiert. Das
Lysat wurde fiir 1h mit den GST-Proteinen [GST-endphSH3, GST-endphSH3/GPRL, GST] inkubiert und
gebundene Proteine im Sepharose Sediment durch Zentrifugation von nicht gebundenen Proteinen im
Uberstand getrennt. Als Kontrolle diente eine Inkubation von Mausgehirnlysat mit Glutathion Sepharose
ohne gebundenes GST [-]. Nach mehrmaligem Waschen mit HMK-Puffer wurden Sediment (P) und
Uberstand (SN) auf einem 8%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. In [L] sind ca. 10 pg Protein aus
Mausgehirnlysat aufgetragen. Die Analyse erfolgte im Western-Immunoblot mit spezfischen
Antikoérpern.

Synaptojanin, Dynamin und VGlutl, nicht aber VGIut2 banden an die SH3-Doméne von Endophilin. Ein
Aminosiureaustausch an Position 337 und 340 fiihrte zu einem Verlust der Bindung von Synaptojanin
und Dynamin, nicht jedoch von VGlutl an die SH3 Doméne(A).Eine GST-Bindungsstudie war mit Lysat
aus gefrorenen Méusegehirnen ebenso moglich wie mit dem Lysat frisch priparierter Méusegehirne (B).

Die Western-Immunoblotanalyse bestétigte die Bindung von Synaptojanin, Dynamin
und VGlutl an die SH3-Doméne von Endophilin (Abb. 21). Ebenso wurde bestétigt,

daf3 VGlut2 keine Interaktion mit der SH3-Doméne zeigt. Ein Aminoséureaustausch
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von Glyzin (G) gegen Arginin (P) an Position 337 sowie von Prolin (R) gegen Leuzin
(L) an Position 340 in der SH3-Domine (GPRL-Mutation) fiihrte zum Verlust der
Bindungsfihigkeit von Dynamin und Synaptojanin, wie es in Abb. 21 zu sehen ist. Uber
jede dieser Mutationen ist bekannt, dass sie zu einer verdnderten Bindungskapazitét der
GRB2-SH3-Doméne fiihren (Clark et al., 1992; Grabs et al., 1997). Die Bindung von
VGlutl an die SH3-Doméne wurde hingegen durch die Mutation nicht beeintréchtigt.
Unspezifische Bindungen an die Matrix konnten ausgeschlossen werden. Einzig der a-
VGlut2-Ak zeigte in der Western-Immunoanalyse eine schwache Markierung im
Sediment (P). Unspezfische Bindungen der a-Dynamin Ak, a-Synaptojanin Ak und a-
VGlutl Ak an GST-Protein konnte ebenfalls ausgeschlossen werden.

Der Vergleich zwischen gefrorenem und frisch prépariertem Mausgehirn zeigte keinen

Unterschied im Bindeverhalten von VGlutl und Dynamin an die GST-Fusionsproteine.

Ein Nachweis der VGlutl-Endophilin Interaktion war sowohl in frischem als auch
gefrorenem Mausgehirn mit Hilfe von GST-Bindungsstudien moglich, wodurch fiir
zukiinftige Experimente ebenfalls gefrorenes Gehirn verwendet werden konnte.

Ein Aminoséureaustausch an Position 337 und 340 in der SH3-Domine von Endophilin

hatte keinen Einfluss auf die Bindefahigkeit von VGlutl.

4.2.3 Stimulation von exo- und endozytotischen Prozessen mit Sachharose

bzw. Dynasore und Brefeldin A

Ausgehend von der Tatsache, dass VGlutl an Endophilin bindet und nach Stimulation
exozytotischer Prozesse vermehrt an die Plasmamembran transloziert (Darna et al.,
2009), sollte untersucht werden, ob die Stimulation exo- und endozytotischer Prozesse
zu Verdnderungen in der VGlutl-Endophilin Interaktion fithren. Um die Auswirkung
exozytotischer Fusionen der Vesikel mit der Plasmamembran auf das
Bindungsverhalten von VGlutl an Endophilin zu untersuchen wurde die Fusion von
Vesikeln mit der Plasmamembran durch eine hypertonische Saccharose-Losung
ausgelost. Endozytotische Prozesse wurden durch die Verwendung von Brefeldin A
(BFA) und Dynasore gehemmt. BFA hemmt die AP3-vermittelte Vesikelformierung in
Endosomen, indem es ARF (ADP-Ribolsylierungsfaktor) inhibiert - ein
Regulatorprotein von AP3 (Sata et al., 1999).

Dynasore ist ein nicht-kompetetiver Inhibitor von Dynamin, der vermutlich an der

GTPase-Domiine Dynamins ansetzt (Thompson & McNiven, 2006). Uber eine
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Interaktion mit der prolinreichen Sequenz von Dynamin, an die Endophilin bindet, ist

nichts bekannt.

Frisch préparierte Synaptosomen (P2) der Maus wurden mit Saccharose stimuliert (3.4)
oder mit Dynasore (Dyn) und Brefeldin A (BFA) versetzt (3.5) und anschlieend in
Triton lysiert (3.9.4). Parallel dazu wurde das GST-enphSH3-Fusionsprotein nach
Aufreinigung aus E. Coli (3.9.2) an Glutathion Sepharose gebunden (3.9.3) und im
Anschluss mit dem Triton-Lysat 1h inkubiert. Gebundene Proteine im Sepharose
Sediment (P) wurden durch Zentrifugation von den ungebundenen Proteinen im
Uberstand getrennt und durch mehrmaliges Waschen der Sepharose aufgereinigt. Nach
Aufnahme des Sediments in 100 pl Laemmli-Puffer wurden in einer SDS-
Gelelektrophorese anschlieBend 3 verschiedene Proteinmengen aufgetrennt und im
Western-Immunoblot-Verfahren analysiert. Die optischen Dichten wurden mit Hilfe der
Lablmage Software quantifiziert. Als Ladekontrolle diente GST. Die optischen Dichten
von Dynamin und VGlutl wurden auf das GST-Signal normiert. Fiir jedes
Einzelexperiment wurden die Summen der normierten Einzelwerte berechnet und die
relative Abweichung der Einzelwerte von diesen Summen ermittelt. Von diesen Werten

wurde der Median gebildet und der Semiquartilabstand berechnet.

Eine Behandlung von Synaptosomen der Maus mit Brefeldin A und Dynasore zog eine
signifikante Abnahme der Bindung von VGlutl an das GST-enphSH3-Fusionsprotein
nach sich (Abb. 22, B). Tendenziell ergab sich dieser Effekt ebenfalls fiir Dynamin,
allerdings war in lediglich zwei der drei aufgetragenen Proben eine signifikante
Abnahme zu sehen. Eine Behandlung mit Saccharose fiihrte zu einer Abnahme der
Bindung sowohl von VGlutl als auch Dynamin an das GST-enphSH3-Fusionsprotein
(Abb. 22, A). Allerdings ist diese Abnahme nicht fiir alle 3 aufgetragenen
Proteinmengen signifikant. Lediglich in zwei (VGlutl) bzw. einer (Dynamin) der 3
verschiedenen aufgetrennten Proteinmengen wurde eine signifikante Abnahme
detektiert. Je weniger Protein aufgetrennt wurde, desto besser konnten die Unterschiede

zwischen den untersuchten Bedingungen aufgeldst werden.
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Abb. 22 GST-Bindungsstudie mit Synaptosomen nach Behandlung mit Saccharose oder Brefeldin

A und Dynasore

Frisch préparierte Synaptosomen der Maus wurden A) 5 min bei 37°C in Saccharose (S) bzw. KR-Hepes-
Puffer (K) oder B) 10 min bei 37°C mit Brefeldin A und Dynasore (B+D) bzw. KR-Hepes-Puffer (K)
inkubiert und das Sediment nach Zentrifugation in Homogenisierungspuffer, versetzt mit 1%igem Triton,
lysiert. Das Lysat wurde flir 1h mit 50 pg GST-endphSH3Fusionsprotein, gebunden an Glutathion-
Sepharose, inkubiert und gebundene Proteine im Sepharose Sediment durch Zentrifugation von nicht
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gebundenen Proteinen im Uberstand getrennt. Nach mehrmaligem Waschen mit HMK-Puffer wurde das
Sediment in 100 pl Lammli-Puffer aufgenommen. Von jeder Probe wurden 3 verschiedene
Verdiinnungen, berechnet an der GST-Konzentration in der Probe, auf einem 10%igem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Analyse von mindestens 3 unabhéngigen Experimenten erfolgte im
Western-Immunoblot mit spezifischen Antikdrpern, gerichtet gegen Dynamin, VGlutl und GST. Die
optische Dichte von VGlutl und Dynamin wurde quantifiziert und auf die optische Dichte des
entsprechenden GST-Signals normiert. Fiir jedes Einzelexperiment wurde die Summe der normierten
Einzelwerte berechnet und die Differenzen der Einzelwerte von dieser Summe ermittelt. Von den
Differenzen wurde der Median bestimmt, sowie die durchschnittliche Abweichung vom Median
(Semiquartilabstand) im Fall von N=4 (Saccharose) berechnet. Fiir N=3 (Brefeldin A + Dynasore) wurde
als Abweichung vom Median Maximal- und Minimalwert dargestellt. C) Protein, gebunden an 0,5pug
GST, wurde mittels SDS/PAGE-Western-Immunoblotting analysiert und quantifiziert. Die Ergebnisse
wurden in einem Punktdiagramm inklusive Median dargestellt.

Eine Behandlung mit Saccharose fiihrte zur Abnahme der Bindung von VGlutl an Endophilin (A). Die
Hemmung endozytotischer Prozesse zog eine Abnahme der Bindung von VGlutl an Endophilin nach sich
(B). Tendenziell waren diese Effekte auch fiir Dynamin beobachtbar.

Die Hemmung endozytosischer Prozesse mittels Brefeldin A und Dynasore hatte eine
Abnahme der Bindefdhigkeit von VGlutl an Endophilin zur Folge. Tendenziell war dies
auch fiir Dynamin der Fall. Auch die Auslosung exozytischer Prozesse mittels
Saccharose flihrte zu einer Abnahme der Bindefdhigkeit sowohl von VGlutl als auch

von Dynamin an Endophilin.

Eine Blockade der Exozytose (BFA) und eine massive Stimulation (Saccharose) fiihrten

zu einer Verminderung der Interaktion von VGlutl und Endophilin.

4.2.4 GST-Bindungsstudien zur Analyse der zirkadianen Sortierung von

VGlut1 in Wildtyp- und Per2®*™!-M:usen

Vesikuldre Glutamattransporter unterliegen einer tagesabhédngigen Sortierung zwischen
Plasma- und Vesikelmembran (Darna et al., 2009). Um zu klaren, inwieweit Endophilin
in die tagesabhéngige Sortierung von VGlutl an die Plasmamembran involiert ist,
wurden GST-Bindungstudien mit Wildtyp- und Per2®™-Miusen durchgefiihrt. Die fiir
diese Versuche verwendeten Mause wurden in einem LD- bzw. DD-Zyklus gehalten
und zu verschiedenen Zeitpunkten (,,Zeitgeber Time*, ZT) bzw. zu den entsprechenden
zircadianen Zeitpunkten (,,circadian time*, CT) geopfert (Beginn der Lichtperiode, 6
Uhr morgens (ZT0), Mitte der Lichtperiode, 12 Uhr mittags (ZT6), am Ende der
Lichtperiode, 18 Uhr abends (ZT12) und in der Mitte der Dunkelperiode, 24 Uhr nachts
(ZT18)). Auf Trockeneis tiefgefrorenes Gesamthirn dieser Mause aus dem Jahr 2010
wurde freundlicherweise von Urs Albrecht, Department of Medizine, Fribourg, zur
Verfligung gestellt. In fl. Stickstoff tiefgefrorene synaptosomale Préparationen dieser

Maiuse wurden freundlicherweise aus einer Priparation aus dem Jahr 2007 von Mahesh
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Darna, Labor Ahnert-Hilger, zur Verfligung gestellt. Das Material wurde bis zur
Verwendung bei —80°C gelagert.

4.2.4.1 Analyse synaptosmaler Praparationen aus Wildtypméiusen, konditioniert
im LD-Zyklus
Tiefgefrorene Synaptosomen-Prédparationen von Wildtypmausen, konditioniert im LD-
Zyklus (LD-konditioniert), wurden nach dem Auftauen auf Eis in 1% Triton lysiert
(3.9.4) und das Lysat mit einem an Sepharose gebundenen GST-enphSH3-
Fusionsprotein 1h inkubiert (3.9.5). Gebundene Proteine im Sepharose Sediment (P)
wurden durch Zentrifugation von den ungebundenen Proteinen getrennt und durch
mehrmaliges Waschen der Sepharose aufgereinigt. Die Proben wurden anschlieBend in
3 verschiedenen Verdiinnungen im Western-Immunoblot-Verfahren analysiert und die
optische Dichte quantifiziert. Als Ladekontrolle diente GST. Die optischen Dichten von
Dynamin und VGlutl wurden auf das GST-Signal normiert. Fiir jedes Einzelexperiment
wurden die Summen der normierten Einzelwerte berechnet und die relativten
Abweichungen der Einzelwerte von diesen Summen ermittelt und der Median gebildt.
Als Abweichung vom Median wurde der Maximal- und Minimalwert dargestellt (Abb.
23).

Abb. 23 zeigt, dass sowohl fiir VGlutl als auch fiir Dynamin keine Veranderungen in

der Bindung an Endophilin zu verschiedenen Tageszeiten nachweisbar waren.
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Abb. 23 GST-Bindungsstudie mit synaptosomalen Fraktionen aus Wildtypmiusen, konditioniert

im LD-Zyklus

Zu den angegebenen Zeitpunkten (6 Uhr morgens (ZT0), 12 Uhr mittags (ZT6), 6 Uhr abends (ZT12))
wurden Synaptosomen von Wildtypméusen prapariert und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert. Nach
dem Auftauen auf Eis wurden die synaptosomale Fraktionen in 1% Triton lysiert und das Lysat 1h mit

50 ug GST-endphSH3-Fusionsprotein, gebunden an Glutathion-Sepharose inkubiert. Gebundene Proteine
im Sepharose Sediment wurden durch Zentrifugation von nicht gebundenen Proteinen getrennt. Nach
mehrmaligem Waschen mit HMK-Puffer wurde das Sediment in 100pul Laemmli-Puffer aufgenommen. 3
verschiedene Verdiinnungen, berechnet an der GST-Konzentration in der Probe, wurden auf einem
10%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. A) Die Analyse von 3 unabhéngigen Experimenten erfolgte
im Western-Immunoblot mit spezifischen Antikdrpern, gerichtet gegen Dynamin, VGlutl und GST. Die
optische Dichte von VGlutl und Dynamin wurde quantifiziert und auf die optische Dichte des
entsprechenden GST-Signals normiert. Fiir jedes Einzelexperiment wurde die Summe der normierten
Einzelwerte berechnet und die Differenzen der Einzelwerte von dieser Summe ermittelt. Von den
Differenzen wurde der Median berechnet und als Abweichung vom Median Maximal- und Minimalwert
dargestellt. B) Protein, gebunden an 0,5pg GST und 0,8ug GST, wurde mittels SDS/PAGE-Western-
Immunoblotting analysiert und quantifiziert. Die Ergebnisse wurden in einem Punktdiagramm dargestellt.
Die Bindung von VGlutl an Endophilin war zu keinem Zeitpunkt veréndert.
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4.2.4.2 Analyse von Gesamtgehirn-Priparationen aus Wildtypméusen und

Per2®" "™ _Miusen, konditioniert im LD- oder DD-Zyklus

Gesamtgehirne von Per2® ™ _Miusen und parallel dazu von Wildtypméausen wurden im
Labor Urs Albrecht, Department of Medizine, Fribourg zu den Zeitpunkten ZT0 — ZT18
prépariert und bis zur Verwendung bei —80°C aufbewahrt. Die Gesamtgehirne wurden
auf Eis vorsichtig aufgetaut und nach Homogenisation durch die Verwendung eines
Dounce-Homogenisators (900 rpm, zehnmal) zentrifugiert. Im Sediment (P1)
befindliche Zellkerne und Zelltriimmer wurden entfernt und der erhaltene Uberstand
(S1) direkt fiir GST-Bindungsstudien verwendet. Damit sollte verhindert werden, dass
durch vorheriges Ein- und Wiederauftauen bereits freigesetztes Zytosol aus zerstorten
Synaptosomen entfernt wurde. Der Uberstand wurde wie unter 4.2.4.1 beschrieben

behandelt und analysiert.

In den Proben von LD-konditionierten Méusen zeigten sich keine Verdanderungen in der
Bindung von Dynamin an Endophilin zu den verschiedenen Zeitpunkten (Abb. 24). Fiir
VGlutl hingegen war ein Abfall in der Endophilin-Bindung vom Zeitpunkt ZTO bis
zum Zeitpunkt ZT18 in WT-Maiusen zu beobachten. Aufgrund der Begrenztheit des
Gewebematerials wurde eine Fallzahl von N=3 gewihlt, sodaB sich keine Aussage
beziiglich der Signifikanz treffen 1dsst. Wurde das Verhiltnis von VGlutl und Dynamin
gebildet, verdeutlichten sich die tageszeitabhingigen Schwankungen in der Bindung
von VGlutl (im Verhiltnis zu Dynamin) an Endophilin in Wildtypméusen. In Per2 ™'
Maiusen war dieser Effekt nicht zu sehen.

In den Proben von DD-konditionierten WT-Madusen waren ebenfalls keine
Verdnderungen in der Bindung von Dynamin an Endophilin zu den verschiedenen
Zeitpunkten zu beobachten (Abb. 25). Gleiches galt fiir die Bindung von VGlutl an
Endophilin. Wurde das Verhiltnis von VGlutl zu Dynamin gebildet, zeigte sich eine
oszillierende Bindung von VGlutl (im Verhéltnis zu Dynamin) an Endophilin.
Allerdings war das Muster im Vergleich zu LD-konditionierten WT-Mé&usen stark
verdndert. Das Maximum verschob sich auf CT12 und das Minimum auf CTO. In

Per2®™ Miusen war dieser Effekt ebenfalls zu sehen, jedoch deutlich schwicher.
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Abb. 24 GST-Bindungsstudie mit Gesamtgehirnlysat aus Wildtyp- und Per2®"*™'-M:usen,
konditioniert im LD-Zyklus

Zu den angegebenen Zeitpunkten (6 Uhr morgens (ZT0), 12 Uhr mittags (ZT6), 18 Uhr abends (ZT12),
24 Uhr abends (ZT18)) wurde Gesamtgehirn von A) Wildtypméusen und B) Per2®™ -Miusen (n=3)
isoliert und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert. Nach dem Auftauen auf Eis wurde das Gehirn
homogenisiert, Zellkerne und Zelltriimmer durch Zentrifugation entfernt und der erhaltene Uberstand als
synaptosomale Fraktion verwendet. Synaptosomale Fraktionen wurden in 1% Triton lysiert und das Lysat
1h mit 50 ug GST-endphSH3-Fusionsprotein, gebunden an Glutathion-Sepharose inkubiert. Gebundene
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Proteine im Sepharose Sediment wurden durch Zentrifugation von nicht gebundenen Proteinen getrennt.
Nach mehrmaligem Waschen mit HMK-Puffer wurde das Sediment in Laemmli-Puffer aufgenommen.
Von jeder Probe wurden 3 verschiedene Verdiinnungen, berechnet an der GST-Konzentration in der
Probe, auf einem 10%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Analyse erfolgte im Western-
Immunoblot mit spezifischen Antikérpern, gerichtet gegen Dynamin, VGlutl und GST. Die optische
Dichte von VGlutl und Dynamin wurde quantifiziert und auf die optische Dichte des entsprechenden
GST-Signals nomiert. Fiir jedes Einzelexperiment wurde die Summe der normierten Einzelwerte
berechnet und die Differenzen der Einzelwerte von dieser Summe ermittelt. Von den Differenzen wurde
der Median berechnet und als Abweichung vom Median Maximal- und Minimalwert dargestellt. C)
Protein, gebunden an 0,5ug GST (graue Fiillung) und 0,8ug GST (weille Fiillung), wurde mittels
SDS/PAGE-Western-Immunoblotting analysiert und quantifiziert. Das Verhiltnis von VGlutl zu
Dynamin (relative OD) wurde in einem Punktdiagramm dargestellt.

Die Bindung von VGlutl an Endophilin verdnderte sich in Abhingigkeit der Tageszeit in WT- nicht
jedoch in Per2® ™ -Mzusen.

Es zeigte sich eine verdnderte, tageszeitabhangige Bindung von VGlutl in Lysaten aus
Gesamtgehirn, nicht jedoch fiir synaptosomale Lysate von WT-Méusen. Ursache hierfiir
konnte in der unterschiedlichen Aufarbeitung der Proben und der verhéltnismaBig

langen Lagerung der synaptosomalen Priparationen liegen.
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Abb. 25 GST-Bindungsstudie mit Gesamtgehirnlysat aus Wildtyp- und Per2®*™'-M:usen,
konditioniert im DD-Zyklus

Zu den angegebenen zirkadianen Zeitpunkten (6 Uhr morgens (CTO0), 12 Uhr mittags (CT6), 18 Uhr
abends (CT12), 24 Uhr abends (CT18)) wurde Gesamtgehirn von A) Wildtypmausen und B) Per2Briml.
Mausen (n=4) isoliert und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert. Nach dem Auftauen auf Eis wurde das
Gehirn homogenisiert, Zellkerne und Zelltriimmer durch Zentrifugation entfernt und der erhaltene
Uberstand als synaptosomale Fraktion verwendet. Synaptosomale Fraktionen wurden in 1% Triton lysiert
und das Lysat 1h mit 50 pg GST-endphSH3-Fusionsprotein, gebunden an Glutathion-Sepharose
inkubiert. Gebundene Proteine im Sepharose Sediment wurden durch Zentrifugation von nicht
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gebundenen Proteinen getrennt. Nach mehrmaligem Waschen mit HMK-Puffer wurde das Sediment in
Laemmli-Puffer aufgenommen. Von jeder Probe wurden 3 verschiedene Verdiinnungen, berechnet an der
GST-Konzentration in der Probe, auf einem 10%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Analyse
erfolgte im Western-Immunoblot mit spezifischen Antikorpern, gerichtet gegen Dynamin, VGlutl und
GST. Die optische Dichte von VGlutl und Dynamin wurde quantifiziert und auf die optische Dichte des
entsprechenden GST-Signals nomiert. Fiir jedes Einzelexperiment wurde die Summe der normierten
Einzelwerte berechnet und die Differenzen der Einzelwerte von dieser Summe ermittelt. Von den
Differenzen wurde der Median berechnet und der zugehdrige Semiquartilsabstand dargestellt. C) Protein,
gebunden an 0,5ug GST (graue Fiillung) und 0,8ug GST (weille Fiillung), wurde mittels SDS/PAGE-
Western-Immunoblotting analysiert und quantifiziert. Das Verhéltnis von VGlutl zu Dynamin (relative
OD) wurde in einem Punktdiagramm dargestellt.

Eine schwach-verdnderte Bindung von VGlutl an Endophilin in Abhéngigkeit der Tageszeit zeigte sich
in WT-Miusen, und ebenfalls- allerdings schwicher- in Per2®™ -Mzusen.

Sowohl LD-konditionierte als auch DD-konditionierte WT-Méuse zeigten Oszillationen
in der Bindung von VGlutl (bezogen auf Dynamin) an Endophilin. Dieser Effekt war
nicht in LD- und nur schwach in DD-konditionierten Per2®™™!-Mausen zu sehen (Abb.
26).

Aufgrund der geringen Fallzahl (N=3 bzw. 4) konnte aus beiden Versuchsansitzen

keine allgemeingiiltige Aussage iiber eine Beteiligung von Endophilin an der

tagesabhéngigen Sortierung von VGlutl getroffen werden.
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Abb. 26 Zusammenfassung der GST-Bindungsstudie mit Gesamtgehirnlysat von LD- und DD-
konditionierten WT- und Per2”"*™'-M:usen

Die Ergebnisse aus Abb. 24, C und Abb. 25, C wurden zusammenfassend gegeniibergestellt: Protein,
gebunden an 0,5ug GST-SH3-Endophilin und 0,8pg GST-SH3-Endophilin, wurde mittels SDS/PAGE-
Western-Immunoblotting analysiert und quantifiziert und das Verhéltnis VGlutl/Dynamin (relative OD)
gebildet. Dargestellt sind die ermittelten Mediane.

In LD-konditionierten Méusen [LD] ist die Bindung von VGlutl an Endophilin in Abhéngigkeit der
Tageszeit in WT- nicht jedoch in Per2®™-Miusen verdndert. Das gleiche gilt fiir DD-konditionierte
Miuse [DD], wobei hier der Unterschied zwischen WT- in Per2® ™ -Mzusen schwicher ausfillt.
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4.3 Identifizierung von Bindungspartnern des C-Terminus von

VGlutl und VGlut2

Mit Ausnahme von Endophilin fiir VGlutl sind fiir die vesikuldren Glutamattransporter
1 und 2 keine Interaktionspartner bekannt. In Anbetracht der Tageszeit-abhingigen
Sortierung zwischen Plasmamembran und synaptischer Vesikelmembran (Darna et al.,
2009) ist von Interesse, inwiefern bisher nicht identifizierte Interaktionspartner eine
Rolle in diesem Sortierungsprozess spielen.

Eine anerkannte in vitro Methode zur Identifizierung potentieller Bindungspartner von
Proteinen sind GST-Bindungsstudien.

Membranproteine, zu denen auch die vesikuldren Glutamattransporter gehdren, eignen
sich in ihrer vollstindigen Form nicht fiir die Fusion an das GST-Protein, da eine native
Expression in bakteriellen Zellen nicht moglich ist. Fiir die GST-Bindungsstudien haben
wir uns fiir den cytosolischen C-Terminus von VGlutl und VGlut2 entschieden, um
nach cytosolischen Interaktionspartnern zu suchen. Die 3 VGlut-Transporter VGlutl,
VGlut2 und VGlut3 weisen in ihrer Aminoséduresequenz untereinander eine sehr hohe
Homologie auf (Takamori et al., 2002). Allerdings beherbergt VGlutl im Gegensatz zu
VGlut 2 eine Polyprolin-Sequenz im C-Terminus. Auch dieser Aspekt legte fiir die
GST-Bindungsstudien eine Betonung auf den C-Terminus nahe. Die Bindung des C-
Terminus von VGlutl {iber eine Polyprolin-Sequenz an die SH3-Doméne des
Endophilin 1-3 konnte bereits im Hefe-zwei-Hybrid-System und in GST-
Bindungsstudien gezeigt werden (Voglmaier et al., 2006).

80



Ergebnisse

Zytoplasma

Vesikellumen

B
VGlutl

msVGlutl |NM 182993.

cVGlutl-pGEXA4T1

msvGlutl|NM_182993.

cVGlutl-pGEX4T1

msvGlutl|NM_182993.

cVGlutl-pGEX4T1

msVGlutl |NM 182993.

cVGlutl-pGEXA4T1

msvGlutl|NM_182993.

cVGlutl-pGEX4T1

VGlut2

msVGlut2 |AF324864
cVGlut2-pGEX4T1

msVGlut2 |AF324864
cVGlut2-pGEX4T1

msVGlut2 |AF324864
cVGlut2-pGEX4T1

msVGlut2 |AF324864
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Abb. 27 Schematische Darstellung von VGlutl und 2 sowie Sequenzalignements von ¢VGlutl- und

VGlutl
VGlut2

ATGGGGTCTTTGCTICGCCCAGAGAAGCAGCCGTGGGCAGAGCCGGAGGAG
--GGAATTC----- TCGGGAGAGAAGCAGCCGTGGGCAGAGCCGGAGGAG

* Kk Kk AR R R R R R S S S S R S h I

ATGAGCGAGGAGAAGTGTGGCTTTGTTGGCCACGACCAGCTGGCTGGCAG
ATGAGCGAGGAGAAGTGTGGCTTTGTTGGCCACGACCAGCTGGCTGGCAG

R R R R R R R S R R R S S S E kI S E 3 k3

TGACGAAAGTGAAATGGAGGACGAGGCTGAGCCCCCAGGGGCGLCCCCCCG
TGACGAAAGTGAAATGGAGGACGAGGCTGAGCCCCCAGGGGCGCCCCCCG

R R R R R R R R R R I E I E E 3 k3

CGCCGCCTCCGTCCTACGGGGCCACACACAGCACAGTGCAGCCTCCGAGG
CGCCGCCTCCGTCCTACGGGGCCACACACAGCACAGTGCAGCCTCCGAGG

R R R R R R R S R R R Rk I E h E h S E E 3 3k

CCCCCGCCCCCTGTCCGEGEACTACTGACCACGGGCCTCCCACTGTGGGGC
CCCCCGCCCCCTGTCCGGGACTACTGA- - === == —=——————————————

R R R R R R Sk

ATATTTTATGCACTATTTGCCTCAGGAGAGAAACAACCTTGGGCAGACCCTGAGGAA
CCGCGTGGATCCCCGGAATTCTCAGGAGAGAAACAACCTTGGGCAGACCCTGAGGAA

* *  x RR R R R Ik Ik I I b b b b b h b b b b b I I b I I I I I Ik O I I i

ACAAGCGAAGAAAAATGTGGCTTCATTCACGAAGATGAACTGGATGAAGAAACGGGG
ACAAGCGAAGAAAAATGTGGCTTCATTCACGAAGATGAACTGGATGAAGAAACGGGG

R R R IR I I h b b b I b b b b b b b I I I I I I I I b I I I I I i I I I I I I I I I I I I I I i I I

GACATCACTCAGAATTACATAAATTACGGTACCACCAAATCTTACGGTGCTACCTCA
GACATCACTCAGAATTACATAAATTACGGTACCACCAAATCTTACGGTGCTACCTCA

R IR I I dE b b b b b b b b b b b b I I I I I I I I I I I I I i I I I I I I I I I I I I I I I i

CAGGAGAATGGAGGCTGGCCTAACGGCTGGGAGAAAAAGGAAGAATTTGTGCAAGAA
CAGGAGAATGGAGGCTGGCCTAACGGCTGGGAGAAAAAGGAAGAATTTGTGCAAGAA

R R IR Ik I I b b b b b b b b b b I I I I I I b I I I i I I I I I I I I I I I I I I I i

GGTGCGCAAGACGCGTACACCTATAAGGACCGAGATGATTATTCATAA
GGTGCGCAAGACGCGTACACCTATAAGGACCGAGATGATTATTCATAA

R R Rk I b b b I I I I I I b b b I I b I b I b b E I I I I I I I I I I I I

cVGlut2-pGEX4T1 im Bereich des C-Terminus von msVGlutl und 2

A) Der C-Terminus von VGlutl und 2, in rot dargestellt, diente als Ausgangspunkt fiir GST-

Bindungsstudien. B) DNA-Sequenzen fiir den C-Terminus des murinen VGlutl [msVGlutl] und 2
[msVGlut2] stammen aus der NCBI-Datenbank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/). Grauunterlegte Bereiche

wurden zur Generierung von Primern benutzt (Tab. 1). Mittels PCR-Reaktionen wurde der C-Terminus
von VGlutl und 2 amplifiziert. Es folgte die Aufreinigung und die Klonierung in den pGEX4T1-Vector.

Positive Klone [cVGlutl-pGEX4T1, cVGlut2-pGEX4T1] wurden auf Ampicillin-Agarplatten

selektioniert und die aufgereinigte DNA sequenziert. Ein Sequenzalignment der klonierten Sequenz mit

der jeweiligen Zielsequenz wurde mit der Software Clustal W erstellt.

Die beiden Sequenzen stimmten zu 100% mit der jeweiligen Zielsequenz aus der NCBI-Datenbank

iiberein.
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Fiir die Amplifikation des C-Terminus von VGlutl und 2 wurde als Matrize cDNA aus
einer cDNA-Bank aus Mausgehirn verwendet. Die cDNA-Bank wurde
freundlicherweise von Christian Blex, Labor Prof. Ahnert-Hilger zur Verfligung
gestellt. Die vollstandige Sequenz des murinen VGlutl und 2 findet sich im Anhang
(6.1, 6.2).

Die Suche nach geeigneten Primern (2.4) zur Amplifizierung des C-Terminus erfolgte

mit Hilfe der Internetplattformen http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=PubMed

und http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html. Die C-Termina wurden

in einer PCR-Reaktion amplifiziert (3.1.1) und die aufgereinigten PCR-Produkte in den
Glutathion-S-Transferase (GST) exprimierenden pGEX4T1-Vektor kloniert (3.1.9). Die
Plasmidkarte des pGEXT4T1 findet sich im Anhang (6.3). cDNA’s wurden von Dr.
Martin Meixner (SMB, Services in Molecular Biology, Berlin) sequenziert (Abb. 27)
und positive Klone in E. Coli BL21(DH3)-Zellen transformiert (3.1.3).

In einem ersten Schritt wurden die verschiedenen E. Coli BL21(DH3)- Klone auf die
Expression des GST bzw. GST-VGlut-Fusionsproteins tiberpriift. Stellvertretend fiir
alle GST-Fusionsproteine ist in Abb. 28 die Expression und Aufreinigung des GST-
cVGlutl-Fusionsproteins abgebildet. Das Allactose-Analogon IPTG induzierte die
Expression des Fusionsproteins (ca. 43 kDa). Nach Aufschluss des Bakteriensediments

mit 1%igem Triton fand sich das GST-Fusionsprotein zu groen Teilen im Extrakt.

Nach Uberpriifung der Expression der verschiedenen GST-VGlut-Fusionsproteine in
E.Coli BL21 wurden mit dem Extrakt des jeweiligen GST-VGlut-Fusionsproteins und
Mausgehirnzellysat GST-Bindungstudien durchgefiihrt (3.9). Zur Identifzierung
potentieller Interaktionspartner des C-Terminus von VGlutl und/oder 2 wurden die
Pulldown-Proben zur Vorbereitung fiir massenspektrometrische Analysen alkyliert
(3.9.6) und in einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Proteine wurden mit Hilfe

einer Coomassie-Farbung sichtbar gemacht (3.2.3).
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E.Coli BL21-GST-cVGlutl E.Coli BL21-GST-cVGlut2

72kDa
55kDa

43kDa
34kDa
25kDa

17kDa

IPTG Triton IPTG Triton

Abb. 28 Expression und Aufreinigung von GST-cVGlutl und 2 aus E.Coli BL21

E.Coli BL21-Zellen wurden mit GST-Fusionsprotein- bzw. GST-Protein transformiert und die Expression
mit IPTG induziert. In der mit Coomassie Brilliant Blue angefarbten SDS-Gelelektrophorese wurden in
Spur [M] der Protein-Langenstandard, in den mit [Sediment] gekennzeichneten Spuren die
Bakterienkultur vor bzw. 4h nach der Induktion mit IPTG und in der Spur [Uberstand] der zugehorige
Uberstand nach Sedimentierung der bakteriellen Kultur aufgetrennt. Ein AufschluB der Bakterien mit
1%igem Triton resultierte in [Extrakt] und [Non-Extrakt], die beide neben Bakterienproteinen das
exprimierte GST-cVGlutl-Fusionsprotein in einer erwarteten Hohe von ca. 34 kDa enthielten.

Eine massenspektrometrische Analyse durch Andreas Pich, Institut fiir Toxikologie,
Medizinische Hochschule Hannover, identifizierte Alpha- und Beta-adaptin,
Untereinheiten des AP2 — Komplexes, in der GST-cVGlut2 Pulldown-Probe (Bande 4,
rot markiert, Abb. 29), sowie die cytoplasmatische C-1-Tetrahydrofolat (C1-THF)-
Synthase (Bande 5, Abb. 29). Als Verunreinigung wurden humane und murine Keratin-
und GST-Fragmente in beiden GST-VGlut-Fusionsproteinen eingestuft. In der GST-

¢V Glutl Pulldown-Probe konnten keine weiteren Proteine identifiziert werden.
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Abb. 29 GST-Pulldown mit dem C-Terminus von VGlutl bzw. VGlut2

Bindungsstudienexperimente mit GST-Fusionsproteinen [GST-cVGlutl, GST-cVGlut2] wurden mit dem
Zelllysat von adultem Mausgehirn durchgefiihrt. Als Spezifititskontrolle diente eine Bindungsstudie mit
GST-Protein [GST]. In 10% [A] bzw. 8% [B] SDS-PAGE wurden jeweils 20 pl einer Pulldown-Probe
aufgetrennt. Um unspezifische Bindungen an die Matrix auszuschlieBen, wurde als weitere Kontrolle
Mausgehirnlysat mit unbeladenen Glutathion Sepharose-Kiigelchen inkubiert und aufgetragen [-]. Der
Nachweis gebundener Proteine erfolgte iiber eine Coomassiefarbung. Mit Pfeilen bzw. Zahlen markierte
Banden wurden massenspektrometrisch von Andreas Pich, Medizinische Hochschule Hannover
untersucht. Fett markiertes Protein wurde als putativer cVGlut2-Interaktionspartner {iberpriift.

4.3.1 Verifizierung der putativen Interaktionspartner

Basierend auf den Ergebnissen der massenspektrometrischen Analyse wurde AP2 als
Kandidat fiir Western-Immunoblotanalysen ausgewéhlt. Die C1-THF-Synthase wurde
nicht einbezogen, da bisher keine Hinweise auf eine Funktion im Prozess der Endo- und
Exocytose existieren und daher von einer unspezifischen Bindung an VGlut2
ausgegangen wurde.

Die GST-cVGlut-Pulldownproben wurden in einem Western-Immunoblot mit
Antikorpern, gerichtet gegen alpha- bzw. beta-Adaptin und GST, analysiert. Als
Positivkontrolle wurde mit einem Antikdrper, gerichtet gegen Endophilin, analysiert.
Desweiteren wurde mit Antikdrpern, gerichtet gegen AP180 - einem AP2-
Interaktionspartner, inkubiert.

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse konnten in der Western-

Immunoblotanalyse bestitigt werden (Abb. 30). Ebenso konnte in der Western-
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Immunoblotanalyse die erwartete Bindung von Endophilin an den C-Terminus von

VGlutl gezeigt werden.

GST-cVGlutl  GST-cVGlut2 GST = Ausgangsmaterial
P SN P SN P SN P SN
Enph[45kDa] -— s - -
a-AP2 [100kDa] == T == -_ ] .

B-AP2 [100kDa] . l‘-. ’ . . .

e [ I I S B
GST [26kDal] """' ' -
|

Abb. 30 AP2 bindet an den C-Terminus von VGlut2

Jeweils 15l Eluat [P] und Uberstand [SN] der Bindungsstudie mit GST [GST] und Fusionsproteinen
[GST-cVGlutl, GST-cVGlut2] wurden in einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Als
Ausgangsmaterial fiir die Bindungsstudie diente das Zelllysat von adultem Mausgehirn. Um
unspezifische Bindungen zu iiberpriifen, wurde das Ausgansmaterial mit der Glutathion Sepharose-
Matrix [-] inkubiert und Eluat und Uberstand aufgetrennt. Daneben wurde das Ausgangsmaterial
aufgetrennt. Die Western-Immunoblotanalyse mit Antikorpern, gerichtet gegen Endophilin [Enph], alpha-
Adaptin [a-AP2], beta-Adaptin [3-AP2], AP180 [AP180] und GST [GST], lieferte neben der erwarteten
Endophilinmarkierung im Eluat der GST-cVGlut1-Bindungsstudie eine alpha- und beta-Adaptin-
Markierung im Eluat der GST-cVGlut2-Bindungsstudie. Unspezifische Bindungen an GST oder an die
Matrix waren nicht zu erkennen.

In den Proben vom Pulldown mit GST-Protein war keine Markierung von AP2 oder
Endophilin zu sehen. Gleiches galt fiir eine Inkubation des Mausgehirnlysats mit
Glutathion Sepharose. Unspezifische Bindungen an die unbeladenen Kiigelchen oder an
GST-Proteine waren somit ausgeschlossen.

Die Western-Immunoblotanalyse bestétigte, dass AP2 an die C-terminale Doméne des

VGlut2 bindet. Fiir AP180 konnte keine Interaktion gezeigt werden.

In Tab. 3 sind zusammenfassend die Interaktionspartner der einzelnden GST-Kontrukte

dargestellt.
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Tab. 3 Zusammenfassung der GST-Bindungsstudien

VGlutl  VGlut2  Endophilin AP2 Dynamin  Synaptojanin  AP180

(alpha/beta
GST-Konstrukt adaptin)

Endophilin- B
SH3

Endophilin-
SH3/GPRL

¢VGlutl - - + - : 2 :
VGlut2 - 2 : + ? - :

In GST-Bindungsstudien wurden Interaktionspartner verschiedener GST-Fusionsproteine identifiziert. + :
Interaktion, - : keine Interaktion

4.4 Verteilung vesikulirer Glutamattransporter in cholesterinreichen
Mikrodominen

Fiir die Untersuchung der Sortierung und der Funktionsweise der Transmembran-
proteine VGlutl und VGlut2 miissen die Wechselwirkungen mit dem Lipidverband der
Membran beriicksichtigt werden.

Proteine kdnnen in verschiedenen Membrandoménen angeordnet sein, die sich durch
ihren unterschiedlichen Gehalt an Lipiden und Cholesterin voneinander abgrenzen.

In Sdugetierzellmembranen spielen fiir die Sortierung von Membranbestandteilen unter
anderem Mikrodoménen eine entscheidende Rolle, sowohl fiir Lipid- als auch fiir
Proteininteraktionen. Zu spezialisierten cholesterinreichen Mikrodoménen zdhlen die
Lipid Rafts. Diese Membrandoménen werden seit einiger Zeit mit
Proteinsortierungsprozessen in Verbindung gebracht und als eine Art Plattform fiir
Signaltranssduktionskaskaden diskutiert (Simons & Toomre, 2000). Ergebnisse deuten
bereits darauf hin, dass Glutamattransporter in Lipid Rafts assoziiert sind (Butchbach et
al., 2004).

Wie die meisten synaptischen Vesikelproteine befinden sich VGlutl und VGlut2
sowohl auf synaptischen Vesikeln als auch auf der Plasmamembran, u.a. im Zuge von
exo- bzw. endozytotischen Prozessen. Es stellt sich die Frage, inwiefern VGlutl und
VGlut2 in Lipid Rafts in Plasmamembrandoménen und in Membrandoménen

synaptischer Vesikel verteilt sind.
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4.4.1 Extraktion synaptischer Proteine nach Cholesterinsenkung

Zur Extraktion von cholesterinreichen Mikrodoménen aus dem Membranverband stehen
unterschiedliche Detergentien zur Verfiigung. Hierbei zeigte sich, dass Membrane und
Proteine eine unterschiedliche Sensititivit beziiglich ihrer Extrahierbarkeit gegeniiber
Detergentien besitzen.

In einem ersten Ansatz wurde der Anteil von cholesterinreichen Membrandoménen
durch Cholesterinsenkung vermindert und der Einfluss auf die Extrahierbarkeit
vesikuldrer Glutamattransporter, sowie Synaptophysin und SNAP25 vergleichend
untersucht. Als Detergenz diente Lubrol. Zum einen ist im Gegensatz zu Triton liber die
Detergenzloslichkeit synaptischer Proteine in Lubrol nach Cholesterinsenkung wenig
bekannt, da groBtenteils Triton als Detergenz z.B. fiir die Isolation von Lipid Rafts in
Studien verwendet wird. Zum anderen sollte das Extrahierverhalten in Lubrol ndher
charakterisiert werden, da fiir spatere Versuche zur Isolation von Lipid Rafts neben
Triton ebenfalls Lubrol als Detergenz verwendet werden sollte.

Der Cholesteringehalt von Synaptosomen und synaptischen Vesikeln wurde durch
Methyl-B-cyclodextrin (MBCD) vermindert. Methyl-B-cyclodextrin ist ein
wasserldsliches, ringformiges Molekiil, das unpolare, hydrophobe Einschlusshohlen
bildet (Saenger, 1980). Es besitzt eine hohe Affinitit zu Cholesterin und
Cholesterinderivaten, weshalb Cyclodextrine zur Depletion von membranstiandigem
Cholesterin benutzt werden (Christian et al., 1997; Pitha et al., 1988). Eine Folge der
Cholesterinsenkung mit MBCD ist die selektive Freisetzung einiger Transmembran- und
GPI-verankerter-Proteine (Ilangumaran & Hoessli, 1998).

Experimente wurden an synaptischen Vesikeln adulter Wistar Ratten durchgefiihrt.
Aufbereitetes LP2 wurde nach Cholesterinsenkung mit unterschiedlichen
Konzentrationen von MBCD (-, 20, 60, 100 mM) mit 2% Lubrol behandelt (3.6), um die
Proteine vollstindig zu extrahieren. Die Verteilung der beriicksichtigten synaptischen
Proteine im Extrakt und Non-Extrakt wurde im Western-Immunoblot- Verfahren
analysiert (Abb. 31). Neben Antikorpern, gerichtet gegen VGlutl und VGlut2, wurden
Antikorper, gerichtet gegen SNAP25 und gegen das cholesterinbindende Protein

Synaptophysin, verwendet.
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Abb. 31 Extrahierbarkeit synaptischer Vesikelproteine nach Behandlung mit Methyl-f-
Cyclodextrin

Synaptische Vesikel (LP2) adulter Wistar Ratten wurden in MBS Puffer resuspendiert. LP2 wurde zur
Cholesterin-Depletion mit unterschiedlichen Konzentrationen MBCD [0, 20, 60, 100 mM] fiir 30 min bei
37°C behandelt. Im Anschluss wurden die Proteine in 2% Lubrol 1h bei 4 °C extrahiert. Extrakt und Non-
Extrakt wurden durch Zentrifugation (3 000xg, 5 min) voneinander getrennt. In einer SDS-PAGE wurden
pro Spur 10 pg Gesamtprotein aus Extrakt und Non-Extrakt aufgetrennt und im anschlieBenden Western-
Immunoblot-Verfahren analysiert. A) Verhiltnis von optischer Dichte (OD) des Extrakts bzw. Non-
Extrakts zur Summe (OD Extrakt + OD Non-Extrakt). B) Prozentualer Anteil des jeweiligen Proteins im
Extrakt nach Behandlung mit 0OmM MBCD (schwarz) und 60mM MBCD (weiB3).

In synaptischen Vesikeln fiihrte eine Behandlung mit mindestens 60 mM MBCD zu einer signifikanten
Verminderung der Detergenzloslichkeit synaptischer Proteine. VGluts waren von diesem Effekt stirker
betroffen als Syp oder SNAP25.
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Fiir Synaptophysin zeigte sich in Lubrol keine Verdnderung in der Extrahierbarkeit im
Konzentrationsbereich von 20 mM MBCD. Allerdings war eine deutliche Abnahme der
Detergenzloslichkeit nach Behandlung mit 60 mM MBCD zu erkennen, ein Grof3teil der
Proteinprobe war im Non-Extrakt nachweisbar. Fiir VGlutl, VGlut2 und SNAP25
fiihrte eine Behandlung mit mindestens 60 mM MBCD zu deutlich sinkender
Detergenzloslichkeit in 2%igem Lubrol.

Wie bereits in Triton von Mitter und anderen gezeigt wurde, zog Cholesterinentzug eine
Verminderung der Extrahierbarkeit von Synaptophysin in Lubrol nach sich (Mitter et
al., 2003). Steigende MBCD- Konzentrationen hatten ebenfalls fiir alle anderen
untersuchten synaptischen Proteine einen deutlich vermindernden Effekt auf die
Detergenzloslichkeit in Lubrol, wobei die Depletion von Cholesterin am nachhaltigsten
die Extrahierbarkeit von VGlut2, gefolgt von VGlutl beeinflusste. Eine Erhohung der
Extrahierbarkeit, wie dies in Triton fiir verschiedene andere cholesterinassoziierte
Proteine bereits beobachtet wurde (Keller & Simons, 1998; Smart et al., 1994), war

nach Cholesterinentzug nicht zu erkennen.

Hinweise auf eine Lokalisation in cholesterinreiche Mikrodoménen lie8en sich nicht
aufkliren und eine genauere Auftrennung von Detergentien-resistenten und
Detergentien-l16slichen Membrandoméanen war notwendig.

In Experimenten zur Isolation von Lipid Rafts wurde eine MPCD-Konzentration von

10 mM verwendet, da in diesem Konzentrationsbereich in bisherigen Studien keine
toxische Wirkung auf Zellen und damit keine unspezifischen Effekte festgestellt wurden

(Cherukuri et al., 2004; Ohtani et al., 1989; Peng et al., 2007).

4.4.2 Proteinumverteilung synaptischer Proteine

Um die Verteilung synaptischer Proteine und insbesondere von VGlutl und VGlut2
innerhalb der Membran detaillierter und ihre Assoziation mit Lipid Rafts zu studieren,
wurden sogenannte Detergenz-resistente Membranbereiche (DRMs) der
Plasmamembran und synaptischer Vesikel isoliert. Die Isolation von DRMs ist
heutzutage eine Methode zur Untersuchung von Lipid Rafts, in der Annahme, dass diese
Detergentien-resistenten Membranmikrodoméinen (DRMs) die molekulare
Zusammensetzung der Rafts widerspiegeln (Brown & Rose, 1992; Brown & London,
2000; Pike, 2003). Synaptosomale Fraktionen niedriger Dichte mit Detergentien-

16slichen Bestandteilen (DSM) wurden von Fraktionen hoher Dichte mit Detergentien-
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unldslichen Domidnen (DRM) getrennt. Dazu wurden iiber einen Ficollgradienten
gereinigte Synaptosomen (P2) adulter Wistar Ratten (3.3.2) mit Triton oder Lubrol
behandelt (3.6) und das Lysat auf einen Dichtegradienten aus Saccharoseldsungen
aufgetragen. Die Auftrennung von DRM und DSM erfolgte iiber Nacht mittels
Ultrazentrifugation (3.7). Nach Auftrennung wurden Fraktionen gleichen Volumens von
der Spitze bis zum Boden des Gradientenréhrchens abgenommen. Anhand der
Verteilung von DRM-Markern in den verschiedenen Fraktionen lassen sich im Western-
Immunoblot-Verfahren DRM von DSM unterscheiden.

In einer weiteren Versuchsbedingung wurde der Cholesteringehalt der Membran
vermindert. Hierfiir wurde aufbereitetes P2 mit MBCD versetzt und anschlieend in

Lubrol extrahiert (3.7.1). Die weitere Verarbeitung erfolgte wie oben beschrieben.

Um eine vollstidndige Solubilisierung der Detergentien-resistenen DRM Fraktionen
durch zu hohe Detergentien-Konzentrationen zu verhindern und gleichzeitig eine
moglichst klare Trennung zwischen DRM und DSM Fraktionen sicherzustellen, wurden
im Vorfeld Experimente an Synaptosomen mit unterschiedlichen Detergentien-
Konzentrationen durchgefiihrt.

Die Detergentien-Konzentration wurde im Fall von Lubrol auf 2% optimiert (Abb. 32).
Im Fall von Triton war keine Trennung von DRM und DSM méglich. Stellvertretend ist
in Abb. 32 die Proteinverteilung in synaptosomalen Membranfraktionen nach
Solubilisierung mit 1%igem Triton gezeigt.

Zur Identifizierung cholesterinreicher Domédnen wurde in den Fraktionen neben dem
Cholesteringehalt die Aktivitdt des DRM-Markers Alkalische Phosphatase bestimmt
(3.7.2,3.7.3).

Die Proteinverteilung in Triton X-100 solubilisierten Membranfraktionen unterschied
sich stark von der Verteilung in Lubrol solubilisierten Membranfraktionen (Abb. 32). In
den mit Triton behandelten Proben war die Verteilung der Proteine auf die Fraktionen
hoherer Dichte (30-40%) beschriankt. Das Aktivitdtsmaximum der Alkalischen
Phosphatase lag ebenfalls in den Fraktionen hoherer Dichte. Der Cholesteringehalt war
in den Fraktionen niedrigerer Dichte (5%) und in der Interphase gering (4 ug pro
Fraktion) und nahm erst in den Fraktionen hoherer Dichte zu.

In den mit Lubrol solubilisierten Membranfraktionen zeigte sich ein differenzierteres

Bild. Die untersuchten synaptischen Proteine zeigten grofBtenteils eine breite Verteilung
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iiber den Gradienten und waren in Fraktionen niedriger sowie hoher Dichte detektierbar.
Der Transferrin Rezeptor, ein DSM-Marker (Harder et al., 1998), fand sich bei
Verwendung von Lubrol allein in den Fraktionen hoher Dichte — den Fraktionen 10-12.
Thy1 dagegen, ein DRM-Marker (Brugger et al., 2004; Wilson et al., 2004), der tiber
den gesamten Saccharosegradienten detektiert wurde, war in den Fraktionen 3-5
angereichert. Eine Zerstdrung der Detergentien-unldslichen Membranen durch
Depletion des Cholesteringehalts mit Hilfe von MBCD (Ilangumaran & Hoessli, 1998;
Smart & Anderson, 2002) hatte eine Verschiebung dieses Markers in die 16slichen
Fraktionen zur Folge. Allerdings war die Zerstdrung der Detergentien-unldslichen
Membranen unvollstindig, worauf eine verbleibende Detektion des DRM-Markers
Thyl in den Fraktionen niedriger Dichte 3-4 hinwies.

Das Aktivitdtsmaximum der Alkalischen Phosphatase, ebenfalls ein Marker fiir
Detergentien-resistente Membrandomaénen (Eckert et al., 2003), lag in MBCD-
unbehandelten Proben in der Lubrol-unldslichen Fraktion 4. Nach MBCD- Behandlung
erfolgte ebenfalls eine Verschiebung in die Lubrol-16slichen Fraktionen. In den Lubrol-
unldslichen Fraktionen war im Vergleich dazu eine deutliche Zunahme im
Cholesteringehalt auf ca. 14 pg zu sehen. Nach MBCD- Behandlung verschob sich das

Maximum des Cholesteringehalts in die Lubrol-16slichen Fraktionen.

Eine Unterscheidung zwischen cholesterinreichen Detergentien-resistenten
Mikrodominen und Detergentien-16slichen Membranenfraktionen war in Triton-
Extrakten nicht moglich, wohingegen eine Extraktion mit Lubrol zur Isolation von
Detergentien-resistenten Membrandomaénen fiihrte. Fiir weitere Versuche wurde
ausschlieflich Lubrol als Extraktions-Detergenz verwendet und somit die Verteilung

synaptischer Proteine in ,,Lubrol-Membranen Rafts* charakterisiert.
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Abb. 32 Vergleich von Lubrol- und Triton-solubilisierten Membranfraktionen

Aufgereinigte Synaptosomen [P2] adulter Wistar Ratten wurden wie unter 3.3.1 beschrieben prépariert
und mit 10 mM MBCD [+MBCD] oder in Homogenisierungspuffer [-MBCD] inkubiert (3.7.1). Die
Proben wurden mit 1% Triton A) bzw. 2% Lubrol B) solubilisiert (3.6) und fiir die Auftrennung von
16slichen und unldslichen Detergentien-Membrandoméanen durch Ultrazentrifugation auf einen
Saccharosegradienten geladen (3.7). Fraktionen wurden von der Spitze (1) bis zum Boden (13) des
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Gradientenrohrchens abgenommen und mittels SDS-PAGE, gefolgt von Western-Immunoblotting
analysiert. In jeder Spur wurden je 10 pl/Fraktion aufgetragen. In allen Fraktionen wurde die Aktivitdt der
Alkalischen Phosphatase als uM umgesetztes Nitrophenylphosphat bestimmt (3.7.3) und der
Cholesteringehalt in pg ermittelt (3.7.2).

A) In Triton behandelten Proben war im Gegensatz zu Lubrol behandelten Membranfraktionen die
Verteilung der Proteine auf Fraktionen hoherer Dichte beschréinkt. Eine Isolation von cholesterinreichen
Mikrodoménen war kaum moglich. B) Anhand spezieller Markerproteine (Alkalische Phosphatase, Thy1)
konnten cholesterinreiche Membrandoménen in Lubrol-solubilisierten Membranfraktionen identifiziert
werden. Eine Behandlung mit MBCD fiihrte zur Zerstérung dieser Mikrodoménen.

4.4.2.1 Proteinumverteilung in Membrandoménen synaptischer Vesikel

Uber Lipid Rafts in synaptischen Vesikeln ist bisher nur wenig bekannt. Im Vergleich
zu einem Cholesterin/Phospholipid (C/P)-Quotient von ~0,3-0,4:1 (mol/ mol) in der
Plasmamembran (Martin, 2000; Shapiro & Barchi, 1981) ist der Cholesterinanteil
synaptischer Vesikel mit einem C/P-Quotienten von 0,6-0,8:1 sehr viel hoher (Martin,
2000; Takamori et al., 2006; Tong et al., 2009). Welche Folgen hat die Entfernung von
Cholesterin auf synaptische Veskelmembranen und inwiefern unterscheidet sich die
Verteilung von VGlutl und VGlut2 in Lipid Rafts der Plasmamembran von jener in

synaptischen Vesikeln?

Zur Klarung dieser Fragestellung wurde die methodische Vorgehensweise zur
Isolationen von DRMs auf synaptische Vesikelmembranen tibertragen. Ficoll-gereinigte
Synaptosomen (P2) und synaptische Vesikel (LP2) wurden nach bzw. ohne vorherige
Inkubation in 10 mM MBCD in 2% Lubrol solubilisiert und DRMs isoliert (3.7). Neben
der SDS-PAGE/Western-Immunoblotanalyse der einzelnen Fraktionen erfolgte eine

Aktivitdtsbestimmung der Alkalischen Phosphatase (Abb. 34).

Abb. 33 zeigt die Western-Immunoblotanalyse synaptosomaler Membrandoméinen im
Vergleich zu Membrandoménen synaptischer Vesikel.

Im Fall von synaptosomalen Membranen konnten die Fraktionen 9-10 mittels des DSM-
Markers Transferrin Rezeptor als Lubrol-16sliche Fraktionen identifiziert werden. Die
DRM-Marker Flotillin (Lang et al., 1998; Suzuki, 2002) und Thy1 fanden sich ebenfalls
in Fraktionen niedriger Dichte eins — 3 und in der Interphase. Die hohe Aktivitit des
DRM-Markers Alkalischen Phosphatase in den Fraktionen 2-4 war ein Indiz fiir Lubrol-
unlosliche DRMs. VGluts fanden sich in Lubrol-unléslichen Membranfraktionen,
ebenso die SNARE-Proteine Syb und SNAP25. Dagegen waren Syp und Endophilin

nicht in Lubrol-unldslichen Membranbereichen vorzufinden.
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Abb. 33 Membranverteilung synaptischer Proteine nach Cholesterin-Depletion

Western-Immunoblotanalyse der Verteilung von synaptischen Proteinen innerhalb der Membrane von
Synaptosomen A) oder synaptischen Vesikeln B) adulter Wistar Ratten.

A) Ficoll-gereinigte Synaptosomen [P2] und B) synaptische Vesikel [LP2] wurden nach bzw. ohne
vorherige Inkubation mit 10 mM MBCD in 2% Lubrol solubilisiert. Die Trennung von unldslichen und
16slichen Lubrol-Membranfraktionen erfolgte in einem Saccharosegradienten unterschiedlicher Dichte
durch Ultrazentrifugation. Fraktionen gleichen Volumens wurden von der Spitze (1) bis zum Boden (10)
des Gradienten abgenommen und in einer SDS-PAGE, gefolgt von Western-Immunoblotting analysiert.
Neben 10 pl Fraktion pro Spur wurden 10 pl des Lubrol-Extrakts [E] aufgetragen.

In Synaptosomen konnten anhand spezieller Markerproteine (Flotillin, Thy1) Raft-Doménen identifiziert
werden. Eine Behandlung mit MBCD fiihrte zur Zerstdrung dieser Doméanen. In Membranfraktionen
synaptischer Vesikel war dieser Effekt weniger deutlich ausgeprigt.
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Eine Verminderung des Cholesteringehalts durch MBCD-Behandlung fiihrte zu einer
Zerstorung der DRMs. Dieses hatte eine Verschiebung der Raft-lokalisierten Proteine
(Fraktionen 1-3) in die Lubrol-16slichen Membranfraktionen (7-10) zur Folge.
Allerdings waren in den mit MBCD behandelten Proben Restspuren in den Fraktionen
niedriger Dichte und in der Interphase von Flotillin detektierbar. Eine
Cholesterinsenkung fiihrte gleichsam zu einem Aktivitétsabfall der Alkalischen
Phosphatase in den Fraktionen niedriger Dichte, einhergehend mit einem
Aktivitdtsanstieg in den Bodenfraktionen.

Trotz widerspriichlicher Hinweise ihrer Existenz auf synaptischen Vesikeln wurden fiir
die Charakterisierung von Membranfraktionen synaptischer Vesikel die bereits
bekannten Proteine Flotillin, Thy-1 und Alkalische Phosphatase als Raft-Marker, sowie
der Transferrin Rezeptor als DSM-Marker verwendet. Flotillin wurde in Betracht
gezogen, da es auf Endosomen lokalisiert wurde (Dermine et al., 2001; Fivaz et al.,
2002) und synaptische Vesikel wihrend ihres Lebenszykluses mit Endosomen (Sudhof,
1995; Sudhof, 2004) fusionieren. Im Fall von Thy-1 gibt es in der Literatur Hinweise
darauf, dass dieses Protein auf synaptischen Vesikeln (Jeng et al., 1998) als auch
ausschlieBlich in der Plasmamembran zu finden ist (Acton et al., 1978; Watanabe et al.,
1981). Im Fall der Alkalischen Phosphatase konnte eine Assoziation mit synaptischen
Vesikeln bereits gezeigt werden (Sugimura & Mizutani, 1979; Zisapel & Haklai, 1980;
Zisapel & Levi, 1980). Als gebriduchlicher Endosomenmarker ist der Transferrin
Rezeptor sowohl auf synaptosomalen Membranen als auch frithen Endosomen zu finden

(Mundigl et al., 1993) und kolokalisiert mit Synaptophysin (Cameron et al., 1991).

Fiir die synaptischen Vesikelmembranfraktionen ergab sich ein leicht veréndertes Bild
im Vergleich zu synaptosomalen Membranfraktionen. Der DSM-Marker Transferrin
Rezeptor befand sich nur in den Bodenfraktionen 9-10 des Gradienten und die
Detektion von Thy-1 und Flotillin im Western-Immunoblot deutete auf Lubrol-
unldsliche DRMs in den Fraktionen 2-4 hin. Allerdings war die Markierung fiir Flotillin
sehr schwach und eine Behandlung mit MBCD schien keine Auswirkung auf die
Verteilung des Proteins zu haben. Die Alkalische Phosphatase zeigte nach
Cholesterinsenkung durch MBCD einen Aktivitétsabfall in den Fraktionen niedriger
Dichte (2-4), jedoch war dieser Effekt nicht so deutlich wie im Fall von synaptosomalen

Membranen (Abb. 34).

95



Ergebnisse

VGlutl und 2, sowie SNAP25 und Syb konnten in Lubrol-unldslichen Fraktionen
identifiziert werden. Eine Cholesterinsenkung durch MBCD hatte jedoch nur eine
leichte Verschiebung dieser Proteine in die DSM-Fraktionen 6-10 zur Folge.

Die Auftrennung von DRM und DSM-Fraktionen in synaptischen Vesikelmembran-
fraktionen war im Vergleich zu synaptosomalen Membranfraktionen um einiges
unschérfer. Eine Cholesterinsenkung fiihrte zu einer schwachen Verschiebung der
Proteine in Fraktionen hoherer Dichte; moglicherweise bedingt durch den hohen
Cholesteringehalt synaptischer Vesikel. Anders als Thy-1 schien Flotillin als Marker fiir
Lubrol-unlésliche Membrandoménen synaptischer Vesikel ungeeignet. VGlutl und 2
lieBen sich auf cholesterinreichen Membrandominen in Synaptosomen sowie
synaptischen Vesikeln finden, allerdings bevorzugt in DRMs von synaptosomalen
Membranfraktionen und weniger in DRMs von SV-Membranfraktionen. Mogliche
Regulationsmechanismen aufgrund einer Sortierung in diese Membrandoménen
miissten genauer betrachtet werden. Eine Sortierung von Endophilin gemeinsam mit
dem Interaktionspartner VGlutl (De Gois et al., 2006; Voglmaier et al., 2006) und
VGlut2 in cholesterinreiche Lubrol-unldsliche Membranbereiche war nicht der Fall

bzw. konnte mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden.

— )

] = = =pP2+MRCD
0v8’ — | PD
= = =|P2+MRCD

mM umgesetztes Nitrophenylphospha

Fraktionen

Abb. 34 Aktivititsbestimmung der Alkalische Phosphatase in solubilisierten Membranendoménen

Ficoll-gereinigte Synaptosomen [P2] und synaptische Vesikel [LP2] wurden nach bzw. ohne vorherige
Inkubation in 10 mM MBCD in 2% Lubrol solubilisiert und Detergentien-unlosliche Membran-
bestandteile von loslichen Bestandteilen durch Ultrazentrifugation in einem Saccharosegradienten
unterschiedlicher Dichte getrennt. Fraktionen wurden von der Spitze (1) bis zum Boden (10) des
Gradienten abgenommen und die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase bestimmt. Die Aktivitit ist als
mM umgesetztes Nitrophenylphosphat dargestellt.

MBCD-Behandlung fiihrt zu einem Aktivititsverlust in Fraktionen niedriger Dichte (2-4). In Uberein-
stimmung dazu kommt es zu einem Aktivitdtsanstieg in Nidhe der Bodenfraktion (7-10). Dieser Effekt ist
deutlicher in synaptosomalen Membranfraktionen als in Membranfraktionen synaptischer Vesikel.
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VGlutl und 2 sortierten beide in der Plasmamembran in Lubrol-DRMs - in Regionen,
die bekannt sind fiir ein hohes Maf an Signal- und Regulationsvorgédngen. In der
synaptischen Vesikelmembran gestaltete sich die Deutung der Ergebnisse schwierig.
Die Trennung zwischen DRM und DSM-Fraktionen war unscharf, dennoch fanden sich
Hinweise fiir eine Sortierung von VGlutl und 2 in cholesterinreiche
Membranmikrodoménen, die hier ebenfalls als Plattform fiir Regulationsvorginge

fungieren konnten.

In den vorangegangenen Experimenten lag zum einen das Augenmerk auf der VGlutl-
Endophilin-Interaktion, zum anderen wurden beide Transporter betrachtet und die
Sortierung in Lipid Rafts untersucht. Um den Fokus auf VGlut2 zu legen, wurde in
einem weiteren Ansatz eine VGlut2-transfizierte PC12-Zelllinie charakterisiert.
Zellmodelle bieten die Chance, die komplexe Dynamik des zelluldren Metabolismus zu
manipulieren. Da VGlut2 nicht via Endophilin mit dem endozytotischen Apparat

interagiert, konnen selektiv VGlut2-abhingige Sortierungswege betrachtet werden.

4.5 Charakterisierung VGlut2-transfizierter PC12-Zellen

Um die Regulation des VGlut2 niher zu betrachten, wurde eine stabil mit VGlut2-
transfizierte PC12-Zelllinie untersucht. Sie wurde freundlicherweise von Adolfo Zurita,
Labor Prof. L. Birnbaumer, National Institute of Environmental Health Sciences, USA
zur Verfiigung gestellt.

Native PC12-Zellen exprimieren keinen der 3 vesikuldren Glutamattransporter, so dass
eine Transfektion die selektive Betrachtung des VGlut2 unabhingig von VGlutl
und/oder VGlut3 erlaubt. Ein weiterer Vorteil eines solchen neuroendokrinen
Zellkulturmodells ist die leichtere Handhabung im Vergleich zur neuronalen Zellkultur
sowie der Verzicht auf die Préparation von synaptischen Vesikeln und die damit
verbundene Tdtung von Labortieren.

Zur Charakterisierung der transfizierten PC12-Zellen wurde zunéchst die Expression
und Verteilung von VGlut2 im Western-Immunoblot-Verfahren und im konfokalen

Laser-Raster Mikroskop untersucht.
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4.5.1 Verteilungs- und Funktionsanalyse von VGlut2

4.5.1.1 Proteinverteilung nach Western-Immunoblotanalyse

Die Zellysate von PC12-Zellen, die entweder mit VGlut2-pcDNA3 (VGlut2) transfiziert
waren oder mit dem Leervektor (pcDNA3), wurden im Western-Immunoblotanalyse auf
Unterschiede untersucht. Mit Augenmerk auf Vesikelproteine wurden Ak, gerichtet
gegen VGlut2, Synaptophysin, Synaptotagmin, VMAT 1, alpha-Adaptin (alphaA),
Snap25 und Synaptobrevin, verwendet. Wahrend VGlut2-PC12-Zellen eine Markierung
von VGlut2 zeigten, war dies in den pcDNA3-transfizierten PC12-Zellen nicht der Fall.
Unterschiede in der Expression anderer Vesikelproteine waren nicht erkennbar (Abb.

35).

PCI12
VGlu2 pCDNA3

alphaA [100kDa]

VGlut2 [65kDa]

VMAT!I [60kDa]

Synaptotagmin [60kDa]

Synaptophysin [38kDa] . .

SNAP25 [25kDa] | W -

Synaptobrevin [ 18kDa]

Abb. 35 Expression von VGlut2 in transfizierten PC12-Zellen

Das Homogenat transfizierter PC12-Zellen wurde durch 15 Ultraschallpulse mit einer Arbeitsfrequenz
von 50-60 kHz (Energiestufe 60%, Puls-Dauerverhéltnis 50%) mechanisch aufgeschlossen und die
Zellkerne und Zelltrimmer durch Zentrifugation entfernt. In einer SDS-PAGE sind 5 pg Zelllysat sowohl
von VGlut2-transfizierten PC12-Zellen [VGlut2] als auch PC12-Zellen, die lediglich mit Vektor-DNA
transfiziert wurden [pcDNA3], aufgetragen. In einer Western-Immunoblotanalyse wurde mit
verschiedenen Antikorpern, gerichtet gegen Vesikelproteine, detektiert.

Wihrend die VGlut2-transfizierten PC12-Zellen VGlut2 exprimierten, war in den pcDNA3-transfizierten
PC12-Zellen kein VGlut2 vorhanden.
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4.5.1.2 Analyse der zelluliren Expression vonVGlut2 mittels konfokaler Laser-
Mikroskopie

In Ergidnzung zu den Western-Immunoblotanalysen wurde die Expression von VGlut2

in konfokalen Immunfluoreszenzstudien beobachtet.

Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie bietet gegeniiber der klassischen

Fluoreszenzmikroskopie den Vorteil, dass nur Fluoreszenz aus einer Fokusebene

abgebildet wird. Fluoreszenz auflerhalb wird ausgeblendet, wodurch eine scharfe

Abbildung ausschlieBlich aus der Fokusebene des Priparates moglich ist.

PFA-fixierte, permeabilisierte PC12-Zellen wurden mit spezifischen Primédrantikorpern,
gefolgt von Texas Red- oder Oregon Green-gekoppelten Sekundérantikorpern inkubiert
und nach Kernanfarbung mit DAPI fiir Immunfluoreszenzanalysen in Mowiol
eingebettet (3.10.6). Um unspezifische Bindungen des Sekundérantikorpers zu
detektieren, wurden PC12-Zellen ohne Primédrantikorper und allein mit
Sekundérantikdrper behandelt. Das dabei entstehende Fluoreszenzsignal wurde als
Hintergrundsignal bewertet und zur Beurteilung der parallel dazu angefertigten Féarbung

inklusive Primdrantikérper herangezogen.

Wiéhrend VGlut2-transfizierte PC12-Zellen ein deutliches Fluoreszenzsignal nach
Anfiarbung mit rb-a-VGlut2 Ak zeigen, ist das Signal in pcDNA3-transfizierten PC12-
Zellen sehr schwach und diffus (Abb. 36). Es ist von einer Hintergrundmarkierung
auszugehen. Das VGlut2-Fluoreszenzsignal ist in der Gesamtpopulation der VGlut2-
transfizierten PC12-Zellen ungleichmiBig verteilt. Wahrend manche Zellen ein starkes
Signal zeigen, ist bei anderen Zellen lediglich ein Signal vergleichbar mit dem Signal in
pcDNA3-transfizierten PC12-Zellen vorhanden. Nicht alle VGlut2-transfizierten PC12-
Zellen exprimieren demnach VGlut2. Alle weiteren Studien an VGlut2-transfizierten
PC12-Zellen wurden im Abgleich mit pcDNA3-transfizierten PC12-Zellen angefertigt.
Die Fluoreszenzsignalstirke des VGlut2 wurde anhand des Fluoreszenzsignals in

pcDNA3-transfizierten PC12-Zellen bewertet.
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50pm

A
VGlut2
rb-a-VGlut2
(Texas Red: rot)
pcDNA3
B
VGlut2
a-rb-1gG
(Texas Red: rot)
pecDNA3

Abb. 36 Konfokale Immunfluoreszenzanalyse von VGlut2-transfizierten und pcDNA3-
transfizierten PC12-Zellen: Expression des VGlut2

[VGlut2]- bzw. [pcDNA3]- transfizierte PC12-Zellen wurden in PFA fixiert und mit Triton
permeabilisiert, bevor sie in A) mit und ohne rb-a-VGlut2 Antikorper, gefolgt von Texas Red-
gekoppeltem Sekundérantikdrper behandelt wurden. Parallel dazu wurden in B) PC12-Zellen lediglich
mit Sekunddrantikdrper o-rb-I1gG, gekoppelt an Texas Red oder Oregon Green inkubiert. Die Kerne
wurden mit DAPI angefarbt und die Zellen in Mowiol eingebettet. Die Auswertung der am konfokalen
Mikroskop erhaltenen Fluoreszenzsignale erfolgte mittels dem ZEN 2008 Programm. In der linken Spalte
wurden die Fluoreszenzsignale des Kernfarbstoffs DAPI (blau) und des Texas Red (rot)-gekoppelten
Sekundérantikdrpers iiberlagert, in der rechten Spalte wurde das Fluoreszenzsignal separat dargestellt. In
VGlut2-transfizierten PC12-Zellen war ein deutliches Fluoreszenzsignal detektierbar. Die Stirke des
Signals schwankte in der Gesamtpopulation jedoch erheblich von Zelle zu Zelle. In pcDNA3-
transfizierten PC12-Zellen war ein sehr schwaches und diffuses Fluoreszenzsignal zu erkennen, das
unspezifisch war. Eine Inkubation allein mit Sekundérantikdrper zeigte kein Fluoreszenzsignal.
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4.5.1.3 Neurotransmitteraufnahme in VGlut2-transfizierten PC12-Zellen

Nach Uberpriifung der Expression in transfizierten PC12-Zellen wurde die
Funktionalitit des VGlut2 in Neurotransmitteraufnahmeversuchen (3.10.5) untersucht.
Hierfiir wurde die Neurotransmitteraufnahme von *H-Glutamat und *H-Serotonin an
intakten VGlut2- bzw. lediglich mit dem Vektor (pcDNA3)-transfizierten PC12-Zellen
in KR-Hepes-Puffer gemessen. Die Spezifitit der VMAT1-vermittelten
Serotoninaufnahme wurde mittels Reserpin, einem spezifischen Inhibitor des VMATI,
iiberpriift. Um die Aufnahme von Reserpin in die Zellen zu garantieren, wurden die
Zellen 1h in Kultivierungsmedium mit Reserpin inkubiert. Im Anschluss wurde die
Neurotransmitteraufnahme wie unter 3.10.5 beschrieben durchgefiihrt. Der Nachweis
der Spezifitit der Glutamataufnahme iiber die Plasmamembran durch VGlut2 erfolgte
direkt mit Trypan Blau. Ein indirekter Nachweis der vesikuldren Glutamataufnahme
erfolgte durch eine Hemmung von ApH" mittels der plasmamembrangingigen
TIonophore Nigericin und Valinomycin. Das K'/H -Ionophor Nigericin transportiert H'-
Ionen, was zur Disruption des Protonongradienten ApH iiber der Membran fiihrt. Eine
Behandlung mit Valinomycin, einem K'-Ionophor, fiihrt zu einem Abfall von Ay, der
elektrogenen Komponente des elektrochemischen Gradienten. Beide bedingen einen
Zusammenbruch des elektrochemischen Gradienten AuH", welches eine verminderte

Aufnahme von Neutrotransmitter nach sich zieht (Ahmed & Booth, 1983).

Im KR-Hepes-Puffer zeigten VGlut2- ebenso wie pcDNA3-transfizierte PC12-Zellen
eine signifkante verminderte Glutamataufnahme unter dem Einflu3 von Nigericin und
Valinomycin (Abb. 37, A). Die Glutamataufnahme reduzierte sich in VGlut2-
transfizierten PC12-Zellen um ca. 45% (Abb. 37, B), in pcDNA-transfizierten Zellen im
Mittel um ca. 36%. Diese Verminderung ist in VGlut2-transfizierten PC12-Zellen
tendenziell, allerdings nicht signifikant hoher als in pcDNA3-transfizierten PC12-
Zellen.

Fiir beide Zelltypen wurde eine signifikante vesikuldre Serotoninaufnahme beobachtet

(Abb. 37, A). Auffillig war die im Vergleich zu pcDMA3-transfizierten PC12-Zellen
deutlich erhohte Serotoninaufnahme VGlut2-transfizierter PC12-Zellen.
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Neurotransmitteraufnahme intakter PC12-Zellen in KR-Hepes-Puffer
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Abb. 37 *H-Glutamataufnahme von intakten PC12-Zellen in KR-Hepes-Puffer

Die *H-Glutamat- bzw. *H-Serotoninaufnahme von intakten VGlut2- und pcDNA3-transfizierten PC12-
Zellen wurde in KR-Hepes-Puffer bestimmt. Die unspezifische Aufnahme des trittummarkierten
Neurotransmitters wurde durch 5 uM Nigericin [Nig] und 20 uM Valinomycin [Val] bzw. 6 pM Reserpin
gemessen. Im Fall von Reserpin wurden die Zellen hierfiir 1h mit Reserpin in Kultivierungsmedium
vorinkubiert und im Anschluss die Transmitteraufnahme nach Standardprotokoll durchgefiihrt. Je Modell
wurden drei Ansétze, bestehend aus vier Messwerten, sowie drei Kontrollansitzen mit spezifischem
Inhibitor aufgefiihrt. A) Die Werte eines Experiments sind angegeben als der Durchschnitt von
Dreifachwerten +/- Standardabweichung (p < 0,05 nach Student’s T-Test). B) Von drei unabhéngigen
Experimenten wurden die Daten der Glutamataufnahme unter Nigericin und Valinomycin-Einwirkung fiir
beide Zelllinien in Boxblots (Mediane) mit Ausreiflern (°) und Extremwerten (*) dargestellt.

Beide Zelllinien zeigten eine Glutamat- und Serotoninaufnahme tiber die Plasmamembran. Die
Reserpinhemmung der Serotoninaufnahme sprach fiir eine ebenfalls vorhandene vesikuldre Aufnahme.
Nigericin und Valinomycin zeigten einen hemmenden Einfluss auf die Glutamataufnahme, wobei diese
Hemmung in beiden Zelllinien dhnlich verteilt war und damit auf einen unspezifischen Effekt hindeutet.

Nigericin und Valinomycin hatten einen signifikant hemmenden Einfluss auf die
Glutamataufnahme in intakten transfizierten PC12-Zellen. Diese Hemmung war in

beiden Zelllinien dhnlich stark und deutet damit auf einen unspezifischen Effekt hin.
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Inwiefern eine direkte Aufnahme auf vesikuldrer Ebene moglich war, sollte in einem

weiteren Ansatz untersucht werden.

Um die Neurotransmitteraufnahme von VGlut2-transfizierten PC12-Zellen auf
vesikuldrer Ebene zu betrachten, wurde die Neurotransmitteraufnahme von
permeabilisierten transfizierten PC12-Zellen untersucht. Nach einer Permeabilisierung
stehen intakte Vesikel fiir die Neurotransmitteraufnahme zur Verfiigung.

Die Permeabilisierung von transfizierten PC12-Zellen wurde mit SLO und DTT
durchgefiihrt (3.10.4) und die *H-Glutamat- bzw. *H-Serotoninaufnahme in KGC3
Puffer gemessen.

In Versuchen mit permeabilisierten PC12-Zellen, die mit VGlut2 oder pcDNA3
transfiziert waren, zeigte sich unter identischen Reaktionsbedingungen eine
gleichmiBige [*H]-Serotoninaufnahmerate von 6 — 8 pmol/mg Protein (Abb. 38). Die
Reserpin-sensitive Serotoninaufnahme war in VGlut2- im Vergleich zu pcDNA3-
transfizierten PC12-Zellen erhoht. Weder VGlut2-transfizierte noch pcDNA3-
transfizierte PC12-Zellen zeigen eine spezifische Glutamataufnahme, was sich nach

Abzug der unspezifischen Aufnahme in Gegenwart von Trypan Blau ergibt.

Neurotransmitteraufnahme von permeabilisierten PC12-Zellen in KGC3 [4mM Cl]
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Abb. 38 *H-Glutamataufnahme von permeabilisierten PC12-Zellen

VGlut2- und pcDNA3-transfizierten PC12-Zellen wurden mit SLO und DTT permeabilisiert und die *H-
Glutamat- bzw. *H-Serotoninaufnahme bestimmt. Die unspezifische Aufnahme des trittummarkierten
Neurotransmitters wurde durch 6 pM Reserpin (fiir Serotonin) bzw. 10 uM Trypan Blau (fiir Glutamat)
gemessen. Je Modell wurden drei Ansétze, bestehend aus drei Messwerten, sowie drei Kontrollansitzen
mit spezifischem Inhibitor aufgefiihrt. Die Werte sind angegeben als der Durchschnitt von
Dreifachwerten +/- Standardabweichung (p < 0,05 nach Student’s T Test).

Waihrend eine Serotoninaufnahme fiir beide PC12-Zelllinien deutlich erkennbar war, lag keine
Glutamataufnahme nach Abzug der Trypan Blau-sensitiven Aufnahme vor.
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Da in den Versuchsbedingungen mit Vesikelfraktionen keine Glutamataufnahme von
transfizierten PC12-Zellen mdglich war, wurde die Zusammensetzung des
Aufnahmepuffer variiert.

Bereits bekannt ist, dass das Optimum der chloridabhingigen Glutamataufnahme bei
~3-5 mM Chlorid liegt (Bai et al., 2001; Naito & Ueda, 1985). Aus diesem Grund sind
dem KGC3-Aufnahmepuffer standardméBig ca. 4-6 mM Chlorid zugesetzt. Es sollte der
Einfluss der Chloridkonzentration auf die Neurotransmitterauftnahme in transfizierten
PC12-Zellen untersucht werden. Dafiir wurden dem Aufnahmepuffer (KGC3)
verschiedene Konzentrationen von Chlorid zugesetzt und die Auswirkungen auf die
Glutamat- bzw. Serotoninaufnahme in permeabilisierten VGlut2-transfizierten PC12-

Zellen beobachtet (Abb. 39).

Neurotransmitteraufnahme von permeabilisierten PC12-VGlut2-Zellen
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Abb. 39 Chloridabhiingige *H-Glutamataufnahme von permeabilisierten PC12-Zellen

VGlut2-transfizierte PC12-Zellen wurden mit SLO und DTT permeabilisiert und die Abhéngigkeit der
*H-Glutamat- bzw. *H-Serotoninaufnahme von der Chloridkonzentration im Aufnahmepuffer bestimmt.
Die unspezifische Aufnahme des trittummarkierten Neurotransmitters wurde durch 6 uM Reserpin (fiir
Serotonin) bzw. 10 uM Trypan Blau (fiir Glutamat) gemessen. Je Modell wurden drei Ansitze, bestehend
aus drei Messwerten, sowie drei Kontrollansétzen mit spezifischem Inhibitor aufgefiihrt. Die Werte sind
angegeben als der Durchschnitt von Dreifachwerten +/- Standardabweichung (p < 0,05 nach Student’s T
Test).

Wihrend die Serotoninaufnahme durch steigende Chloridkonzentrationen vermindert wurde, war keine
nennenswerte Glutamataufnahme nach Abzug der Trypan Blau-sensitiven Aufnahme unter allen
getesteten Versuchsbedingungen zu verzeichnen.

Mit steigender Chloridkonzentration nimmt die Aufnahme von Serotonin ab. Fiir
Glutamat konnte bei einer Konz. von 0 mM Chlorid im Aufnahmepuffer eine
signifikante, wenn auch nur sehr geringe Trypan-sensitive Aufnahmerate verzeichnet

werden. Die Variation der Chloridkonzentration im Aufnahmepuffer hatte eine geringe

Verbesserung der Glutamataufnahme in transfizierten PC12-Zellen zur Folge.
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In den bisherigen Experimenten hatte es den Anschein, als sei die Serotoninaufnahme in
VGlut2-transfizierten PC12-Zellen im Vergleich zu pcDNA3-transfizierten leicht, wenn
auch nur teilweise signifikant, erhéht (Abb. 37, Abb. 38). Dies konnte ein Hinweis
dafiir sein, dass VGlut2 die Serotoninaufnahme beeinfluf3t.

Um den Einfluss des VGlut2 auf die Serotoninaufnahme zu untersuchen, wurden
VGlut2-transfizierte PC12-Zellen permeabilisiert und die *H-Serotoninaufnahme in
Gegenwart von Trypan Blau als spezifischer Inhibitor des VGlut2 beobachtet. Wenn
VGlut2 tatsichlich die Serotoninaufnahme fordert, sollte eine Inhibierung des VGlut2
einen negativen Effekt auf die Serotoninaufnahme haben.

In Abb. 40 ist die Serotoninaufnahme reserpinsensitiv dargestellt. Eine spezifische
Inhibition des VGlut2 durch Trypan Blau hat keinen signifikanten Effekt auf die Hohe

der Serotoninaufnahme.

Einfluss von VGlut2 auf die Serotoninaufnahme von
permeabilisierten PC12-VGlut2 Zellen in KG3 [4mM Cl]
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Abb. 40 Einfluss von VGlut2 auf die VMAT1-abhiingige Serotoninaufnahme von permeabilisierten
PC12-Zellen

VGlut2- und pcDNA3-transfizierten PC12-Zellen wurden mit SLO und DTT permeabilisiert und die *H-
Serotoninaufnahme in Gegenwart von 10 uM Trypan Blau zur spezifischen Inhibition des VGlut2
bestimmt. Dargestellt ist die reserpinsensitive Serotoninaufnahme. Je Modell wurden drei Ansétze,
bestehend aus drei Messwerten, sowie drei Kontrollansdtzen mit spezifischem Inhibitor aufgefiihrt. Die
Werte sind angegeben als der Durchschnitt von Dreifachwerten +/- Standardabweichung (p < 0,05 nach
Student’s T-Test).

Die Expression des VGlut2 in PC12-Zellen hatte keinen direkten Einfluss auf die Serotoninaufnahme
oder lief} sich nicht aufklaren.

Da eine Glutamataufnahme in permeabilisierten PC12-Zellen unter den getesteten
Versuchbedingungen nur bedingt moglich war, wurden VGlut2- und pcDNA3-
transfizierte PC12-Zellen bis zu einem Aquivalent synaptischer Vesikel (LP2-

Aquivalent, PsLP2) aufbereitet (3.3.4). Anschliefend wurde die Aufnahme von *H-

Glutamat bzw. *H-Serotonin in KGC3 Puffer gemessen. Zur Ermittlung der
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unspezifischen Bindung des tritiummarkierten Neurotransmitters wurden die Proben in
einem weiteren Ansatz mit spezifischen Inhibitoren des VGlut2 (Trypan Blau) bzw.

VMAT]I (Reserpin) versetzt.

Neurotransmitteraufnahme PC12-Zellen, PseudoLP2 in KGC3 [4mM Cl|

700 Glutamat Serotonin 7
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< 200 2 &
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Abb. 41 *H-Glutamataufnahme in Vesikelmembranfraktionen transfizierter PC12-Zellen

Die Aufnahme von Neurotransmittern wurde an einem Aquivalent zu synaptischen Vesikeln (PsLP2) von
VGlut2- transfizierten PC12-Zellen [VGlut2] und von PC12-Zellen, die lediglich mit Vektor-DNA
transfiziert waren [pcDNA3] durchgefiihrt. Die unspezifische Aufnahme des trittummarkierten
Neurotransmitters wurde durch 5 pM Reserpin (fiir Serotonin) bzw. 10 uM Trypan Blau (fiir Glutamat)
bestimmt. Je Modell wurden drei Ansétze, bestehend aus drei Messwerten, sowie drei Kontrollansitzen
mit spezifischem Inhibitor aufgefiihrt. Die Werte sind angegeben als der Durchschnitt von
Dreifachwerten +/- Standardabweichung (p < 0,05 nach Student’s T-Test).

Wihrend eine Serotoninaufnahme fiir beide PC12-Zelllinien deutlich zu sehen war, war keine
Glutamataufnahme nach Abzug der Trypan Blau-sensitiven Aufnahme zu beobachten.

Wiahrend Serotonin in einer Menge von 2,5 — 4 pmol/mg Protein aufgenommen wurde,
ist keine Aufnahme von Glutamat im LP2-Aquivalent zu verzeichnen, was sich aus dem
Vergleich mit der unspezifischen Glutamataufnahme in Gegenwart von Trypan Blau
ergibt (Abb. 41). Die Reserpin-sensitive Serotoninaufnahme in pcDNA3-transfizierten
PC12-Zellen war im Vergleich zu VGlut2-transfizierten PC12-Zellen leicht erhoht.
EineGlutamataufnahme war im LP2-Aquivalent von VGlut2- und pcDNA3-

transfizierten PC12-Zellen unter den getesteten Versuchbedingungen nicht moglich.

4.5.2 Analyse der zelluliren VGlut2-Distribution mittels konfokaler Laser-
Mikroskopie

In den bisherigen Experimenten konnte eine Glutamataufnahme lediglich in intakten

VGlut2-transfizierten PC12-Zellen beobachtet werden. Eine Glutamataufnahme auf

vesikuldrer Ebene war nicht moglich. Neben ihrer Funktion als vesikuldrer

Glutamattransporter besitzen VGlutl und VGlut2 an der
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Plasmamembran die Eigenschaften eines natriumabhéingigen Phosphattransporters
(Aihara et al., 2000; Bellocchio et al., 1998; Ni et al., 1994). Eine mogliche
Lokalisation des VGIut2 in transfizierten PC12-Zellen an der Plasmamembran wurde in

einem ersten Ansatz mittels konfokaler Mikroskopiestudien untersucht.

Um die Lokalisation des VGlut2 nédher einzugrenzen, wurden PC12-Zellen parallel zu
Firbungen mit rb-a-VGlut2 Ak ebenfalls mit m-a-Syb Ak bzw. m-a- Na'/K'-ATPase
Ak angeférbt. Dargestellt sind in Abb. 42 repridsentative Vergroflerungen einzelner

Zellen.

Synaptobrevin fand sich in PC12-Zellen auf sogenannten synaptic-like micro vesicles
(SLMV) und dense core granules (Chilcote et al., 1995). Eine Doppelfarbung von
Synaptobrevin- und VGlut2-Antikdrpern zeigte eine Uberlagerung des
Fluoreszenzsignals an einigen Stellen, jedoch war das Fluoreszenzsignal des VGlut2
nicht exklusiv auf Synaptobrevin-markierte Strukturen beschrdnkt, sondern verteilte
sich im Zytoplasma ebenso auf andere, zytoplasmatische Bereiche. Eine
Unterscheidung der Lokalisation an Granula und/oder Mikrovesikeln war nicht
moglich. Auftillig war ein angehduftes Fluoreszenzsignal an der Plasmamembran. Die
Doppelmarkierung von VGlut2 mit dem Plasmamembranprotein Na'/K ' -ATPase
bestitigte dies (Abb. 43). Eine Kolokalisation von Na"/K -ATPase und VGlut2 an der

Plasmamembran war eindeutig zu erkennen.

In VGlut2-transfizierten PC12-Zellen schien VGlut2 in geringen Anteilen an
endosomale Strukturen und {iberwiegend an die Plasmamembran sortiert zu werden. Es
sollte untersucht werden, ob VGlut2-transfizierte PC12-Zellen fiir die Analyse des

Natrium-Phosphattransports vesikuldrer Glutamattransporter geeignet sind.

107



Ergebnisse

10pum

rb-a-VGlut2
(Texas Red: rot)

m-a-Synaptobrevin
(Oregon Green: griin)
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m-a-Synaptobrevin (griin)
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(Texas Red: rot)

a-m-IgG
(Oregon Green: griin)

Abb. 42 Lokalisation des VGlut2 im Zytosplasma und vesikuliren Strukturen in VGlut2-
transfizierten PC12-Zellen

PFA-fixierte, permeabilisierte PC12-Zellen wurden mit rb-a-VGlut2 Ak und m-a-Syb Ak, gefolgt von
Texas Red- und Oregon Green gekoppeltem Sekundirantikorper behandelt. Die Kerne wurden mit DAPI
angefarbt und die Zellen in Mowiol eingebettet. Die Auswertung der am konfokalen Mikroskop
erhaltenen Fluoreszenzsignale erfolgte mittels der ZEN 2008 Software. In der linken Spalte wurden die
Fluoreszenzsignale des Kernfarbstoffs DAPI (blau) und des Texas Red (rot)- bzw. Oregon Green (griin)-
gekoppelten Sekundérantikorpers iiberlagert, in der rechten Spalte wurde das Fluoreszenzsignal separat
dargestellt.

VGlut2-transfizierte PC12-Zellen zeigten eine Fluoreszenziiberlagerung - angezeigt durch weil3e Pfeile -
mit Synaptobrevin-markierten Strukturen wie die dense core grandula und synaptic-like micro vesicles,
allerdings war die Lokalisation nicht exklusiv auf die markierten Bereiche beschrénkt.

108



Ergebnisse

10pum

rb-a-VGlut2
(Texas Red: rot)

m-a-Na /K -ATPase
Oregon Green: griin)

rh-a-VGlut2 (rot)

m-a-Na /K -ATPase (griin)

a-rb-1gG

(Texas Red: rot)

4

a-m-lgG

(Oregon Green: griin)

Abb. 43 Lokalisation des VGlut2 an der Plasmamembran in VGlut2-transfizierten PC12-Zellen

PFA-fixierte, permeabilisierte PC12-Zellen wurden mit rb-o-VGlut2 Ak und m-o- Na"/K'-ATPase Ak,
gefolgt von Texas Red- und Oregon Green gekoppeltem Sekundérantikdrper behandelt. Die Kerne
wurden mit DAPI angefédrbt und die Zellen in Mowiol eingebettet. Die Auswertung der am konfokalen
Mikroskop erhaltenen Fluoreszenzsignale erfolgte mittels der ZEN 2008 Software. In der linken Spalte
wurden die Fluoreszenzsignale des Kernfarbstoffs DAPI (blau) und des Texas Red (rot)- bzw. Oregon
Green (griin)-gekoppelten Sekundérantikorpers tiberlagert, in der rechten Spalte wurde das
Fluoreszenzsignal separat dargestellt.

VGlut2-transfizierte PC12-Zellen zeigten groftenteils Fluoreszenzsignale an der Plasmamembran, keine
Kolokalisation mit dem Plasmamembranprotein Na'/K'-ATPase.
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4.5.3 Natriumsensitive Fluoreszenzmikroskopische Messungen mit CoroNa

Green

Vorhergehende Ergebnisse zeigten, dass eine Glutamataufnahme durch intakte VGlut2-
transfizierten PC12-Zellen nur bedingt moglich war. Allerdings war auch hierbei die
Glutamataufnahme sehr gering (im pmol-Bereich) im Vergleich zur Glutamataufnahme
synaptischer Vesikel von Ratten oder Mausen (im nmol-Bereich (Winter et al., 2005)).
In der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie von VGlut2-transfizierten PC12-Zellen
zeigte sich, dass VGlut2 zu erheblichen Teilen an der Plasmamembran lokalisiert ist.
Die Funktion von VGlutl und VGlut2 an der Plasmamembran als natriumabhingiger
Phosphattransporter ist seit langem bekannt, wurde bisher aber nur in Oozyten direkt
nachgewiesen. Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen wurde eine mogliche
Funktion des VGlut2 als natriumabhéngiger Phosphattransporter in transfizierten PC12-
Zellen untersucht.

Hierflir wurden transfizierte PC12-Zellen mit 10 uM CoroNa Green-Losung in natrium-
und phosphatfreiem Medium kultiviert (3.10.7) und das Fluoreszenzsignal bei 516 nm
nach Zugabe von Puffern mit unterschiedlichen Natrium- und Phosphatkonzentrationen
fotografisch festgehalten.

Die Fluoreszenzintensitéit des Natriumindikators CoroNa Green steigt mit
Natriumbindung an und kann deshalb als Signalparameter fiir Natriummessungen
genutzt werden. Eine hiiufige Fehlerquelle bei Natriummessungen ist, dass Anderungen
der intrazelluldren Indikatorkonzentration oder der Anregungsintensitét einen Anstieg
oder Abfall der Fluoreszenzintensitit zur Folge haben. Diese Anderungen der
Fluoreszenzintensitit konnten filschlicherweise als Anderung der Natriumkonzentration
interpretiert werden. In der Literatur finden sich Hinweise auf ein Ausstromen von
CoroNa Green aus der Zelle (Meier et al., 2006). Daher wurden die Zellen bis zur
direkten Messung in CoroNa Green Puffer kultiviert. Hierdurch sollten mogliche
Leckstrome des Fluoreszenzindikators aufgrund eines Konzentrationsgefalles
vermieden werden. Desweiteren wurden maximal zwei Pléttchen pro
Versuchsbedingung und maximal 6 Plittchen pro Experiment in einem Zeitfenster von
maximal 30 min vermessen. Direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde CoroNa
Green Puffer gegen Puffer mit unterschiedlichen Konzentrationen von Natrium und
Phosphat ausgetauscht und das Fluoreszenzsignal bei 516 nm sofort fotografisch erfasst.
Die Fluoreszenzintensititen wurden mittels der iTem Software berechnet. Als Indikator

fiir die Natriumaufnahme wurde die Anzahl fluoreszierender PC12-Zellen gewahlt. Zur
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Unterscheidung zwischen fluoreszierenden und nicht fluoreszierenden Zellen wurde
eine Intensititsschwelle in der Kontrollbedingung (natrium- und phosphatfreies
Medium) willkiirlich festgelegt und die Zellzahl oberhalb der Schwelle bestimmt. Die

Intensitdtsschwelle wurde fiir alle Versuchsbedingungen beibehalten.

In einem ersten Ansatz wurden VGlut2-transtizierte PC12-Zellen in ihrer
Natriumaufnahme mit pcDNA3-transfizierten Zellen verglichen. Es zeigte sich fiir
VGlut2-transfizierte PC12-Zellen im Vergleich zu pcDNA3-transfizierten PC12-Zellen
eine deutlich erhohte Natriumaufnahme unter den getesteten Versuchsbedingungen
(Abb. 44, A). Um zu kléren, ob es sich hierbei um eine phosphatabhingige
Natriumaufnahme handelte, wurden VGlut2-transfizierte PC12-Zellen mit 10 uM
CoroNa Green beladen (3.10.7) und die Fluoreszenzintensitit nach Zugabe von Medien
mit verschiedenen Natrium- bzw. Phosphatkonzentrationen beobachtet.

Wihrend eine Aufnahme von Natrium in Natrium-Phosphat-Puffer moglich war, fiihrte
eine Depletion von Phosphat zu einem Verlust der Natriumaufnahme (Abb. 44, B). Die
Aufnahme von Natrium schien unter den gegebenen Versuchsbedingungen somit
VGlut2-abhéngig.

Die vorangegangenen Ergebnisse zeigten, dass sich VGlut2-transfizierte PC12-Zellen
als Modellsystem zur Untersuchung des Natrium-Phosphat-abhéngigen

Transportmechanismus von VGlut2 eignen.
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Abb. 44 Phosphatabhingige Natriumaufnahme von VGlut2-transfizierten PC12-Zellen

A) VGlut2-transfizierte und pcDNA-transfizierte PC12-Zellen wurden in natriumfreiem Medium mit

10 uM des natriumsensitiven Fluoreszenzindikators CoroNa Green fiir 40 min bei 37°C beladen und nach
einmaligem Waschen in natriumfreiem Medium unter dem Fluoreszenzmikroskop platziert. Die Zellen
wurden mit natriumhaltigem Kultivierungsmedium (RPMI) versetzt und die Fluoreszenzemmission bei
510 nm nach 5 s fotografiert. B) VGlut2-transfizierte PC12-Zellen wurden in natrium- und
phosphatfreiem Medium mit 10 pM CoroNa Green fiir 40 min bei 37°C beladen und nach einmaligem
Waschen in natrium- und phosphatfreiem Medium unter dem Fluoreszenzmikroskop platziert. Die Zellen
wurden mit Medium mit (w/Na) und ohne (0/Na) Natrium bzw. mit (w/Ph) und ohne (o/Ph) Phosphat
versetzt und die Fluoreszenzemmission bei 510 nm an minimal zwei, maximal drei verschiedenen Stellen
direkt fotografiert. Von jeder Versuchsbedingung wurden jeweils zwei unabhéngige Messungen an zwei
unabhingig voneinander passagierten Zellkulturen durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der
iTem Software. Dargestellt ist die Natriumaufnahme als % angeférbte Zellen oberhalb einer willkiirlich
festgelegten Intensitdtsschwelle.

Im Vergleich zu pcDNA3-transfizierten PC12-Zellen zeigten VGlut2-transfizierte PC12-Zellen eine
siginifikant hohere Natriumaufnahme. Der Verlust von Phosphat im natriumhaltigen Medium fiihrte zu
einer verminderten Natriumaufnahme in VGlut2-transfizierten PC12-Zellen. VGlut2 vermittelt in
transfizierten PC12-Zellen eine phosphatabhéngige Aufnahme von Natrium.

112



Diskussion

5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, das individuelle (tageszeitabhéngige) Sortierungsverhalten
von VGluts zwischen Vesikel- und Plasmamembran zu untersuchen und dabei das

Augenmerk auf die Bedeutung von Interaktionspartnern zu richte.

Als potentiell regulatorisch-wirkendes Protein fiir die Sortierung von VGlutl wurde
Endophilin in Betracht gezogen, ein Protein, das in die Endozytose involviert ist und
dessen SH3-Domine spezifisch an VGlutl, nicht aber an VGlut2 bindet. Um die
Interaktion zwischen Endophilin und VGlutl zu untersuchen, wurden GST-
Bindungsstudien und Immunprizipitationen durchgefiihrt. Die Immunprézipitation
erwies sich jedoch als ungeeignet.

Mit Hilfe von GST-Bindungsstudien konnte zum einen bestdtigt werden, dass VGlutl,
Dynamin und Synaptojanin an die SH3-Doméne von Endophilin binden. Zum anderen
zeigte sich, dass eine massive Stimulation von Synaptosomen mit Saccharose oder
Brefeldin A und Dynasore zu einer Abnahme der Bindefdhigkeit von VGlutl und
Dynamin an GST-SH3-Endophilin* fiihrte. Es zeigten sich tagesabhingige
Schwankungen in der Bindung von VGlutl an GST-SH3-Endophilin, nicht jedoch fiir
Dynamin.

Zur Identifizierung weiterer Regulations-/Bindungspartner von VGlutl und 2 wurden
GST-Fusionproteine aus dem C-Terminus generiert und fiir GST-Bindungsstudien mit
Zelllysaten aus Méusegehirn verwendet. Eine massenspektrometrische Analyse
identifizierte die alpha und beta Untereinheit von Clathrin-Adapterproteinkomplex 2
(AP2) als potentielle Interaktionspartner des C-Terminus von VGlut2. Die Bindung von
alpha- und beta-Adaptin wurde im SDS-PAGE/Western-Immunoblot-Verfahren
bestdtigt, ebenso die Bindung von Endophilin an den C-Terminus an VGlutl.

Um selektiv die Translokation von VGlut2 untersuchen zu konnen, wurde eine VGlut2-
transfizierte PC12-Zelllinie charakterisiert. Expressionsanalysen zeigten die
hauptsdchliche Lokalisation von VGlut2 an der Plasmamembran (Fluoreszenzanalyse).
Neurotransmitteraufnahmeexperimente und Versuche mit Corona Green, einem
griinfluoreszierenden Natriumindikator, offenbarten, dass VGlut2-transfizierte PC12-

Zellen nur in Gegenwart von Phosphat Natrium aufnehmen. Eine vesikulare

* GST-Fusionsprotein, bestehend aus GST und der SH3-Doméne von Endophilin
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Glutamataufnahme war nicht moglich. VGlut2 funktioniert daher in VGlut2-
transfizierten PC12-Zellen eher als ein Natrium-Phosphat-Transporter und weniger als
vesikuldrer Glutamattransporter.

Um das Sortierungsverhalten von VGluts innerhalb der Membran néher aufzukléren,
wurde als mogliche Plattform fiir Proteininteraktionen die Lokalisation von VGlutl und
2 in DRMs untersucht. Mit steigenden Konzentrationen von MBCD nahm die
Detergenzloslichkeit in Lubrol in folgender Reihenfolge ab: Syp, SNAP25, VGlutl,
VGlut2. VGlutl und 2 wurden in Lubrol-DRMs der synaptosomalen Plasmamembran
und der synaptischen Vesikelmembran nachgewiesen, wobei eine Anreicherung von

VGlutl und 2 in DRMs der synaptosomalen Plasmamembran zu beobachten war.

5.2 Bedeutung von Interaktionspartnern fiir die individuelle Sortierung

von VGlutl und 2

5.2.1 Moglichkeiten und Grenzen der experimentellen Methodik

Um die Rolle von Interaktionspartnern in der individuellen Sortierung von VGlutl und
2 zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit Immunprizipitationen und GST-
Bindungsstudien eingesetzt. Die Immunprézipitation eignet sich im Allgemeinen gut fiir
in vitro Interaktionsstudien. Wegen Kreuzreaktivitit der verwendeten Antikorper war
diese Methode allerdings in der vorliegenden Arbeit nicht durchfiihrbar. Spezies-
iibergreifende Kreuzreaktivititen gegeniiber Antigenen sind bereits mehrfach
beschrieben worden (Boenisch, 2001; Cowin & Garrod, 1983).

Daher wurden hier GST-Bindungsstudien angewendet. In der Literatur werden
zahlreiche Beispiele fiir erfolgreiche Bindungsstudien mit GST-Fusionsproteinen
angefiihrt. Erstmals wurden GST-Bindungsstudien 1988 beschrieben (Smith & Johnson,
1988).

Die Strategie der GST-Bindungsstudien wurde in dieser Arbeit angewendet, um u.a. die
kiirzlich beschriebene Problematik der Spezies-libergreifenden Kreuzreaktivitit von
Antikorpern zu vermeiden. Der Vorteil im Vergleich zur Immunprézipitation liegt
darin, dass der Ligand (anstelle des Zielproteins) kovalent an GST gebunden ist und
nicht iiber Ak selektiv isoliert werden muss. Im spiteren Eluat sind nach verschiedenen
Aufreinigungsschritten keine Antikdrper vorhanden, sondern nur das GST-
Fusionsprotein und die daran assoziierten Proteine.

Eine Schwierigkeit besteht in der Aufreinigung von Fusionsproteinen aus Bakterien,

ausgelost durch die Bildung von Einschlusskorperchen, sogenannten Inclusion Bodies
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(IBs). Bei IBs handelt es sich um grof3e, fehlerhaft gefaltete Proteinaggregate, die vor
allem dann auftreten, wenn die Expression Plasmid-kodierter Gene in hohen Raten
stattfindet (Hober & Uhlén, 2000; Marston, 1986). Ein weiterer Nachteil liegt in einer
moglicherweise fehlerhaften posttranslationalen Modifikation des Liganden, der fiir die
Assoziation des Bindungspartners nétig ist (Baneyx, 1999). Fiir die Verwendung von
Fusionsproteinen, bestehend aus Proteindoménen und nicht dem Gesamtprotein, spricht
die gezielte Eingrenzung von Bindungspartnern. Andererseits ist die Gefahr von in vitro
Artefakten bei der Verwendung von Liganden, bestehend aus Proteindoménen und nicht
Gesamtprotein, hoher. Es kann nicht garantiert werden, dass die Zugangsmdoglichkeit an
die Proteindoméne im GST-Fusionsprotein so gegeben ist wie fiir das Protein in vivo
(Anggono et al., 2006).

Mit Hilfe von GST-Fusionsproteinen wurde einerseits die VGlutl-Endophilin-
Interaktion mit Fokus auf der tageszeitabhiangigen Sortierung von VGlutl betrachtet,
andererseits sollten Bindungspartner des C-Terminus’ von VGlutl und 2 identifiziert
werden. Da es sich bei den VGluts um Transmembranproteine handelt (Liguz-Lecznar
& Skangiel-Kramska, 2007) und die Expression von Membranproteinen als GST-
Fusionsproteinen aufgrund der geringen Loslickeit und verdnderten Konformation nicht
sinnvoll ist, wurde GST-Fusionsprotein, bestehend aus den C-Termini von VGlutl und
2, und nicht aus Gesamtprotein, hergestellt. AuBerdem weisen VGlutl und 2 lediglich
im N- und C-Terminus groBere Sequenzunterschiede auf (Liguz-Lecznar & Skangiel-
Kramska, 2007; Takamori et al., 2002) und fiir den C-Terminus von VGlutl wurde
bereits Endophilin als Interaktionspartner beschrieben (Voglmaier et al., 2006). Der
Fokus wurde auf den C-Terminus gelegt, da sich dort neben einer prolinreichen
Sequenz in VGlutl ebenfalls Dileucin-dhnliche Motive sowohl fiir VGlut1 als auch
VGlut2 befinden. Diese Motive werden unter anderem als potentielle Bindestellen fiir
Regulationsproteine der Endozytose (z.B. AP2) vermutet (Bonifacino & Traub, 2003;
Jung & Haucke, 2007; Kim & Ryan, 2009; Santos et al., 2009; Voglmaier et al., 2006),
was eine GST-Bindungsstudie zur Identifizierung von Interaktionspartnern interessant

machte.

5.2.2 Identifikation von VGlutl und 2- Interaktionspartnern

In der GST-Bindungsstudie mit dem C-Terminus von VGlutl und 2 wurden zwei
Proteine als potentielle Interaktionspartner von VGlut2 detektiert. Bei der C1-TFH-
Synthase handelt es sich um ein ~100 kDa schweres multifunktionelles Enzym, welches
in den C1-Metabolismus involviert ist (Diao et al., 2008; Prasannan & Appling, 2009).
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Da sich dieses Protein in Mitochondrien befindet (Ghaemmaghami et al., 2003; Huh et
al., 2003; Shannon & Rabinowitz, 1986), wurde von einer falsch-positiven Interaktion
ausgegangen. Mdoglicherweise wurde diese durch Nukleinsduren (z.B. RNA) ausgelost,
die aufgrund ihrer negativen Ladung an die Oberfldche von Proteinen anhaften konnen
(Nguyen & Goodrich, 2006). Neben der C1-TFH-Synthase wurden die a- und [3-
Untereinheit von AP2 in der massenspektrometrischen Analyse identifiziert, welche in
der Western-Immunoblot-Analyse bestitigt werden konnte. Fiir VGlutl konnte eine
direkte Interaktion von AP2 weder in der GST-Bindungsstudie noch im Western-
Immunoblotting gezeigt werden. Die Interaktion von Endophilin und dem C-Terminus
von VGlutl wurde in der MS-Analyse nicht identifiziert, konnte allerdings in der
Western-Immunoblot-Analyse bestitigt werden. Dies ist nicht verwunderlich. Nicht alle
Protein-Protein Interaktionen sind stabil genug, um in einer Bindungsstudie isoliert zu
werden. Storungen konnen u.a. durch Detergentien, Salze und vorliegende
Zellkomplexe entstehen. AuBerdem kann es vorkommen, dass Proteinkomplexe isoliert
werden, von denen nur einige wenige Proteine direkt mit dem GST-Fusionsprotein
interagieren (Moskalenko et al., 2002; Moskalenko et al., 2003; Sugihara et al., 2002).
Die Spezifitit der gefundenen Interaktion lieBe sich in einem in vivo-System wie z.B.

dem Hefe-Zwei-Hybrid-Verfahren verifizieren.

Bereits in einigen Féllen wurde gezeigt, dass vesikuldre Transporter direkt an
Adapterproteine binden: VMAT?2 bindet z.B an Adapterprotein PACS-1. Das Protein
PACS-1 begiinstigt die Bildung Clathrin-umbhiillter Vesikel und damit den Transport
von VMAT?2 aus unreifen LDCVs zuriick ins Golgi (Waites et al., 2001). VAChT wird
als potentieller Bindungspartner von AP1 und AP2 vorgeschlagen (Barbosa et al., 2002;
Kim & Hersh, 2004). Fiir VGAT wurden bisher noch keine Sortierungssignale
identifiziert. Dennoch wird vermutet, dass AP3 (Nakatsu et al., 2004) und das Protein
unc-46 (Schuske et al., 2007) in die VGAT-Sortierung involviert sind.

VGlutl und 2-haltige Synapsen unterscheiden sich in ihrer Freisetzungswahrscheinlich-
keit (Fremeau et al., 2001; Liu, 2003; Takamori et al., 2001; Varoqui et al., 2002;
Wojcik et al., 2004). VGlutl-exprimierende Synapsen zeigen im Allgemeinen eine eher
geringere Freisetzungswahrscheinlichkeit (Hanse & Gustafsson, 2001; Xu-Friedman et
al., 2001), wihrend die Expression von VGlut2-Expression vielmehr mit einer hohen

Freisetzungswahrscheinlichkeit verbunden wird.
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Es ist denkbar, dass VGlut2-haltige Synapsen durch eine direkte Sortierung liber AP2
eine schnelle Rezyklierung in SV garantieren und dariiber eine hohere
Freisetzungswahrscheinlichkeit ermdglicht wird. Fiir VGlutl ist vorstellbar, dass die
verschiedenen Sortierungsvarianten eine erhohte Modulationsfahigkeit in der
Freisetzungswahrscheinlichkeit erlauben. Welchen Einfluss die individuelle Sortierung
von VGlutl und 2 auf die Freisetzungswahrscheinlichkeit glutamaterger Synapsen
besitzt, kann nicht beantwortet werden. Es bleibt zu kldren, inwiefern die

unterschiedlichen Sortierungen die jeweilige Synapse modulatorisch beeinflussen.

Nach dem Prinzip von Dale wurde in den 30er Jahren davon ausgegangen, dass ein
Neuron nur jeweils einen klassischen Neurotransmittertyp beherbergt (Dale, 1952; Dale,
1934). Allerdings ist dieses Prinzip in den letzten Jahren vielfach tiberarbeitet worden.
Wihrend die Kolokalisation von VGlutl und 2 auf vesikuldrer Ebene bereits im
juvenilen Gehirn der Maus gezeigt wurde (Herzog et al., 2006), weisen neueste Studien
sogar auf eine Kolokalisation im adulten Gehirn der Ratte hin (Zander et al., 2010).
Moglich ist, dass die individuelle Sortierung von VGlutl und 2 in einer Synapse eine
spezifische Lokalisation eines der beiden Transporter, z.B. an die Plasmamembran,
erlaubt, wéhrend einige SV als eine Art Lagerstitte fiir den anderen Transporter dienen
konnten. Transporterproteine konnten gezielt und bedarfsabhingig an die
Plasmamembran sortiert werden, was nachhaltig die postsynaptische Antwort
moduliert. Moglicherweise wird die Effizienz der NT-Freisetzung iiber den Transport
unterschiedlicher Mengen von NT-Transportermolekiilen an die Plasmamembran
reguliert. Fiir Plasmamembran-Transmittertransporter wurden bereits dhnliche Effekte
beschrieben. Der Plasmamembran-GABA-Transporter GAT1 wird nach Kalzium-
induzierter Exozytose rasch internalisiert und auf einer Subpopulation von SV, die
weder Syp noch VGAT tragen, gespeichert (Deken et al., 2003). Die Autoren gehen
davon aus, dass in GABAergen Neuronen moglicherweise ein Bruchteil von SV nicht
an der NT-Ausschiittung teilnimmt und diese SV eher in der Neuverteilung von
Membranproteinen, die an der NT-Aufnahme beteiligt sind, eine Rolle spielen.
AuBerdem ist denkbar, dass eine sortierungsabhéngige Funktionalitét existiert. Zander
und andere konnten z.B. zeigen, dass die Lokalisation von VGlut2 auf VGAT-tragenden
Vesikeln eine erhohte GABA-Aufnahme zur Folge hat (Zander et al., 2010). Die
VGlut2-Aktivitit auf SV unterstiitzt damit die GABA-Aufnahme.
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5.3 Bedeutung der Endophilin-VGlutl-Interaktion fiir das
Sortierungsverhalten von VGlutl

In fritheren Studien konnte eine zirkadiane Rhythmik in der Sortierung von VGlutl
(und weniger VGlut2) zwischen Vesikel- und Plasmamembran nachgewiesen werden,
welche nicht auf Ebene der Transkription stattfindet (Darna et al., 2009; Yelamanchili
et al., 2006). Ein spezifischer Interaktionspartner von VGlutl ist Endophilin. Die C-
terminal gelegenen prolinreichen Doméinen (PRD) von Dynamin und VGlutl
interagieren mit der SH3-Doméne von Endophilin, wenn auch an unterschiedlichen
Sequenzabschnitten (Ringstad et al., 1997; Voglmaier et al., 2006). Beide Interaktionen
sind mit Prozessen der SV-Endozytose verbunden (Gad et al., 2000; Slepnev et al.,
1998; Voglmaier et al., 2006). So geht man z.B. davon aus, dass Endophilin und andere
synaptische Proteine in unterschiedliche Formen der SV-Endozytose involviert sind,
z.B. in schnellere und langsamere Endozytierungsverldufe (Jockusch et al., 2005;
Verstreken et al., 2003). Fiir Endophilin konnte gezeigt werden, dass es VGlutl in die
schnelle, AP2-vermittelte Endozytose rekrutiert (Voglmaier et al., 2006). Um zu priifen,
ob der zirkadianen Oszillation der vesikuldren VGlutl-Mengen (Yelamanchili et al.,
2006) eine ebenfalls oszillierende Interaktion von VGlutl mit Endophilin zugrunde
liegt, wurden GST-Bindungsstudien mit GST-SH3-Endophilin-Fusionsprotein
durchgefiihrt. Es wurde bereits beobachtet, dass VGlutl starker an GST-SH3-
Endophilin-Fusionsprotein als an GST-Endophilin-Fusionsprotein bindet (Voglmaier et
al., 2006). Moglicherweise wird die Zugéanglichkeit an die SH3-Bindestelle durch
andere Proteine oder Proteinbestandteile reguliert, dhnlich wie bei Endophilin 2 (Chen
etal., 2003).

Fiir die GST-Bindungsstudien wurde Zelllysat von Mausgehirnfraktionen verwendet. In
diesem Zelllysat steht durchgédngig quantitativ die gleiche Menge an Protein zur
Verfligung. Schwankungen in dem Grad der Bindung eines Interaktionspartners an das
GST-Fusionsprotein lassen sich erkldren, wenn der Interaktionspartner in einem aktiven
(bindefdhigen) und inaktiven (nicht-bindefiahigen) Zustand vorliegt. Diese
Zustandsdnderungen konnen durch eine Modifikation (z.B. Phosphorylierung) ausgelost
werden, die im Anschluss zu einer Konformationsénderung fiihrt. Ebenso ist der
umgekehrte Fall moglich, indem eine Konformationsédnderung zu einer Modifikation
des Proteins fiihrt. Die Folge ist ein Verlust der Bindefahigkeit an das GST-

Fusionsprotein.
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In mehreren in vitro Experimenten wurde die phosphorylierungsabhidngige Bindung von
Dynamin an Endophilin bestétigt, wobei eine Phosphorylierung an Ser-774 und Ser-778
als regulatorisches Element fiir die Bindung an Endophilin propagiert wird (Beart &
O'Shea, 2007; Larsen et al., 2004; Robinson et al., 1993). Allerdings ist dieses Modell
umstritten. Eine neuere Studie geht eher von in vitro Artefakten aus und sieht eine
Phosphorylierung nicht als regulatorisches Element in der Bindung an Endophilin
(Anggono et al., 2006). VGlutl beherbergt ebenfalls Serin-, Threonin- und Tyrosin-
Motive im C-Terminus. Eine Phosphorylierung konnte jedoch bisher nicht

nachgewiesen werden.

5.3.1 Bindungsverhalten von VGlutl an GST-SH3-Endophilin nach

Stimulation

Stimulationsabhéngige Experimente wurden durchgefiihrt, um einen Einblick in die
Dynamiken der VGlutl-Endophilin-Interaktion zu erhalten. Nach einer Stimulation
werden gezielte Endozytose-Prozesse ausgeldst, welche in Folge Modifikationen von
Proteinen und damit verdnderte Bindungen an Interaktionspartner auslosen kénnen.
Exozytotische Prozesse wurden in dieser Arbeit durch die Behandlung der
Synaptosomen mit 0,5 M Saccharose fiir 5 min induziert, da Endophilin besonders
wichtig fiir die endozytotische Antwort auf langanhaltende Stimulation zu sein scheint
(Dickman et al., 2005; Verstreken et al., 2002).

Endozytotische Abldufe wurden mit BFA und Dynasore blockiert. Dynasore ist ein
nicht-kompetetiver, spezifischer Inhibitor der GTPase-Aktivitdt von Dynamin in vitro,
ohne jedoch die Fahigkeit zur Oligomerisierung zu beeintrichtigen (Kirchhausen et al.,
2008; Thompson & McNiven, 2006). Dynasore interagiert nicht mit der SH3-Doméne
von Endophilin (Macia et al., 2006). Indem Dynasore die Bildung Clathrin-umhiillter
Vesikel verhindert, wird die Endozytose vollstdndig blockiert ohne Einfluss auf die
Exozytose zu nehmen (Macia et al., 2006). BFA inhibiert indirekt die AP3-vermittelte
Endozytose tiber endosomale Zwischenprodukte, indem es an ARF1 bindet, ein
Regulatorprotein von AP3 (Ooi et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass BFA die
Rekrutierung von VGIutl-GST ohne funktionale PRD-Sequenz wihrend
langanhaltender Stimulation von der langsameren AP3-vermittelten Endozytose in die
schnellere AP2-vermittelte Endozytose erleichtert, was normalerweise iiber die Bindung

an Endophilin vermittelt wird (Voglmaier et al., 2006).
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Es zeigte sich eine verminderte Bindung von Dynamin und VGlutl an Endophilin nach
massiver Stimulation (der Exozytose) sowie Blockade der Endozytose mit BFA und
Dynasore. Wurde das Verhiltnis aus gebundenem VGlutl und gebundenem Dynamin
gebildet (VGlutl/Dyn), zeigten sich keine Unterschiede. Die Bindung von VGlutl und
Dynamin an Endophilin wird gleichermaflen vermindert nach massiver Stimulation und
unter Blockade der Endozytose.

Zunichst scheint eine verminderte Bindung von Dynamin und VGlutl an Endophilin
unter massiver Stimulation verwunderlich. Eine Studie aus dem Jahr 2002 zeigte
jedoch, dass die Zeitkonstante der Endozytose mit der Stirke der Stimulation ansteigt,
so dass eine Erh6hung der Exozytose-Rate eine Abnahme der Endozytose-Rate
induziert (Sun et al., 2002). Die Akkumulation von SV an der Plasmamembran
verlangsamt endozytotische Prozesse im Allgemeinen, was eine verminderte Bindung
von VGlutl und Dynamin an Endophilin nach sich zieht.

Im Widerspruch zu den hier gewonnenen Daten in Bezug auf VGlutl steht eine Studie
mit pHluorin VGlutl, einer pH-sensitiven-VGlutl-Variante (Voglmaier et al., 2006).
Diese Studie zeigte eine erhohte Rezyklierung zuriick in das Vesikel im Rahmen von
hoch-frequenter, langanhaltender (5 min) Stimulation von Wildtyp-VGlutl im
Vergleich zu VGlutl, in dem die Endophilin-Bindedoméine mutiert war. Die Autoren
erkldren diesen Effekt mit einer effizienteren VGlutl-Rekrutierung von der
Plasmamembran durch Endophilin. Eine verstirkte Bindung von VGlutl an GST-SH3-
Endophilin konnte jedoch nicht gezeigt werden. Mdglicherweise ldsst sich diese
Diskrepanz mit der Verwendung unterschiedlicher Systeme erklédren. Wahrend hier mit
endogenem Protein gearbeitet wurde, verwendeten Voglmaier und andere transfizierte

Hippocampus-Neurone, in denen pHluorin VGlutl {iberexprimiert wurde.

Unter Blockade der Endozytose wird wie erwartet weniger Dynamin an Endophilin
gebunden. Unklar ist, wie sich diese Befunde auf der funktionellen Ebene fiir VGlutl
einordnen lassen. Da BFA die AP3-abhéingige Endozytose hemmt, hétte man eine
verstirkte Bindung von VGlutl unter diesen Umstdnden an Endophilin und damit
Rekrutierung in die AP2-vermittelte Endozytose erwarten kdnnen, wie dies von
Voglmaier und anderen postuliert wird (Voglmaier et al., 2006). In Verbindung mit
Dynasore scheint dies nicht der Fall zu sein. Die Inhibierung von Dynamin und damit
der AP2-vermittelten Endozytose durch Dynasore fiihrt moglicherweise zu einer

Verschiebung des Gleichgewichts von aktivem (Endophilin-bindendem) VGlutl hin zu
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inaktivem VGlutl. Eine spezifische Hemmung der AP3-vermittelten Endozytose mit
BFA sollte die oben genannten Befunde néher beleuchten. Nichtsdestotrotz konnten
Verdnderungen in der Bindung von VGlutl und/oder Dynamin an Endophilin mit Hilfe

von GST-Bindungsstudien detektiert werden.

5.4 Tageszeitabhingig verindertes Bindungsverhalten von VGlutl an

GST-SH3-Endophilin in Wildtyp- und Per2®®*"'®'-Miusen

Wir haben angenommen, dass sich mogliche zirkadiane Verdnderungen in der Bindung
von VGlutl an Endophilin in GST-Bindungsstudien widerspiegeln lassen. Bereits in
den vorherigen GST-Bindungsstudien lie sich eine stimulationsabhéngig verminderte
Bindung von VGlutl und Dynamin an Endophilin nachweisen.

Es wurden GST-Bindungsstudien mit dem Zelllysat von Wildtypméusen und

Per2®"™P! _Miusen, die in einem LD- oder DD-Zyklus gehalten wurden, durchgefiihrt.
Zum einen wurden Synaptosomen prapariert, zum anderen wurde Gesamtgehirn
verwendet.

Im postnukleiren Uberstand von LD-konditionierten Wildtyp-Miusen zeigte sich ein
oszillierendes Bindungsmuster von VGlutl an Endophilin in Abhédngigkeit der
Tageszeit. Im Gegensatz dazu blieb die Bindung von Dynamin an Endophilin wéhrend
des gesamten Zeitraumes weitgehend unveridndert. VerhéltnisméBig mehr VGlutl als
Dynamin wurde zum Beginn der Lichtphase (ZT0) gebunden. Am wenigsten VGlutl
wurde am Ende der Lichtphase (ZT12) von Endophilin gebunden.

Es muss beriicksichtigt werden, dass durch die Bildung des Verhiltnisses von
gebundenem VGlutl/Dynamin eine Summierung der Einzeleffekte erfolgt. Andererseits
kann damit die oszillierende Bindung von VGlutl an Endophilin verdeutlicht werden.
Erst durch den Bezug VGlutl/Dynamin zeigten sich in DD-konditionierten WT-Ma&usen
ebenfalls Schwankungen in der Bindung von VGlutl an Endophilin. In diesen Mausen
war das Oszillationsmuster allerdings deutlich verschoben. In der oszillierenden
Sortierung von VGlutl zwischen Plasma- und Vesikelmembran bestehen ebenso
Unterschiede im Oszillationsmuster zwischen LD- und DD-konditionierten WT-Méusen
(Yelamanchili et al., 2006). Sowohl in LD- als auch in DD-konditionierten Per2®*™P!-
Maiusen konnten die fiir WT-Tiere beschriebenen Oszillationen nicht beobachtet
werden.

Die oszillierende Bindung von VGlutl an Endophilin wird moglicherweise durch

Signale des SCN ausgelost. Neurone des SCN enthalten Hormone und Neuropeptide,
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die in einer zirkadianen Rhythmik synthetisiert und freigesetzt werden, wie z.B. TGFa
(transformierender Wachstumstaktor o), CLC (Kardiotrophin-dhnliches Zytokin),
Vasopressin und Prokineticin 2 (Cheng et al., 2002; Laposky et al., 2008). Die
Expression von Prokineticin 2 ist lichtabhingig und verandert sich nach Modifikationen
des LD-Zyklus (Cheng et al., 2005). Verdnderungen in der Expression von Prokineticin
2 oder seines Rezeptors kdnnten die Verdnderungen im Oszillationsmuster in DD-
konditionierten Méusen vermitteln.

In synaptosomalen Membranen aus Wildtyp-Méusen waren die oben beschriebenen
Effekte nicht zu sehen. Die Beobachtung, dass ein tageszeitabhidngig-veréndertes
Bindungsverhalten von VGlutl an GST-SH3-Endophilin nur in Lysaten aus
Gesamtgehirn, nicht jedoch in angereicherten Synaptosomen zu sehen ist, scheint
zunichst widerspriichlich. Im Gegensatz zu angereicherten synaptosomalen Membranen
befinden sich in Gesamtgehirnpriparationen zusitzlich somatisches Zytosol,
Plasmamembran und Organellen. Denkbar ist, dass tagesabhéngige Verdnderungen in
der VGlutl-Endophilin-Interaktion in den gefrorenen synaptosomalen Fraktionen durch
das methodische Vorgehen unterbunden wurden. Wéhrend Gesamtgehirn direkt nach
der Entnahme schockgefroren wird, ist der Zeitaufwand fiir die Aufarbeitung von P2
bedeutend hoher. Instabile Modifikationen kdnnten unter Umstédnden aufgrund des

hoheren Zeitaufwandes verloren gehen und damit nicht mehr detektierbar sein.

Unter Umsténden erlaubt die tageszeitabhdngig-verdnderte Bindung von VGlutl an
Endophilin eine Sortierung in die schnellere, mutmaBlich AP2-vermittelte Endozytose.
Diese Sortierung konnte in Abhdngigkeit der physiologischen Aktivitéts- bzw.
Ruhephase stattfinden. Mause sind vorzugsweise nachtaktiv. Zu Beginn der Lichtphase,
der einsetzenden Ruhephase, bindet am meisten VGlutl an Endophilin und wird damit
in die anscheinend AP2-vermittelte Endozytose sortiert. Im Laufe der physiologischen
Ruhephase nimmt die Bindung von VGlutl an Endophilin ab. Mdglicherweise wird in
diesem Zeitraum VGlutl vermehrt AP3-vermittelt endozytiert. In Abwesenheit der
VGlutl-Endophilin-Interaktion wurde gezeigt, dass ein Teil von VGlut1 {iber den
langsameren AP3-Weg endozytiert wird (Voglmaier et al., 2006).

Die Sortierung iiber verschiedene Endozytose-Wege erlaubt moglicherweise die
spezifische Generierung verschiedener VGlutl-Vesikelpools. Die AP3-vermittelte
Endozytose iiber endosomale Zwischenprodukte wird nur nach massiver Stimulation

aktiviert und entspricht vermutlich der Bulk-Endozytose (Voglmaier et al., 2006;
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Voglmaier & Edwards, 2007). In der gleichen Studie konnte gezeigt werden, dass
genetische und pharmakologische Blockade des AP3-Wegs die GroBe des Recycling
Pools erhohen (Voglmaier et al., 2006).

Desweiteren wurde an der neuromuskuldren Endplatte nachgewiesen, dass der RRP
besonders innerhalb der schnellen (AP2-vermittelten) Rezyklierung aufgefiillt wird,
wihrend der Reserve Pool im Zuge der Bulk-Endozytose ausgeglichen wird (Cheung et
al.; Richards et al., 2003; Rizzoli & Betz, 2004). Diese Unterschiede im Mechanismus
zwischen schneller, AP2-vermittelter SV-Rezyklierung und langsamerer Bulk-
Endozytose (eher AP3-vermittelt) deuten auf eine unabhéngige Regulation im Rahmen
synaptischer Plastizitit hin (Ashton & Ushkaryov, 2005; Evans & Cousin, 2007;
Richards et al., 2004).

Die Sortierung von VGlutl in unterschiedliche Vesikelpools in Abhéngigkeit der
Tageszeit konnte somit die Moglichkeit bieten, tageszeitabhiangig die Grofle der
verschiedenen Vesikelpools zu regulieren. Dies konnte die physiologischen
Eigenschaften der Synapse beeinflussen, moglicherweise auf Ebene der synaptischen
Plastizitdt. Es ist denkbar, dass im Gesamtgehirn verschiedene Neuronengruppen
existieren, die fiir sich verschiedene Aufgaben in Abhingigkeit der Tageszeit erfiillen.
Bereits im SCN befinden sich phénotypisch unterscheidbare Subpopulationen von
Neuronen, die spezifische Bereiche der Peripherie innervieren (Kalsbeek et al., 2006).
Uber den SCN werden im Hippocampus neuronale Eigenschaften wie Erregbarkeit und
die Bildung von neuronalen Verbindungen tageszeitabhéngig moduliert. Zum Beispiel
findet Hippocampus-vermitteltes Lernen in Mausen und anderen Lebewesen teilweise
in Abhéngigkeit zur zirkadianen Phase statt (Biebach et al., 1991; Carr & Wilkie, 1997,
Chaudhury & Colwell, 2002; Monk et al., 1984; Monk et al., 1997; Moore et al., 1989;
Reebs, 1996; Valentinuzzi et al., 2004; Wakamatsu et al., 2001). Auch GnRH-Neurone
werden zirkadian reguliert, indem sie z.B. tageszeitabhdngig Hormone freisetzen
(Hickok & Tischkau; Legan & Karsch, 1975; Mahoney et al., 2004). Desweiteren zeigt
die Genexpression und Aktionspotentialfrequenz einer Subpopulation von Neuronen im
Bulbus olfactorius eine zirkadiane Rhythmik (Granados-Fuentes et al., 2004).

Bei jedem Wechsel (Licht/Dunkel, Dunkel/Licht) konnten diese unterschiedlichen
Neuronengruppen je nach Aufgabe unterschiedliche VGlutl-Vesikelpools bilden.
Moglicherweise sind zu bestimmten Zeiten bestimmte Neurone aktiver als andere.
Neurone, die verantwortlich sind fiir die Aktivitatsphase (ZT12), konnten vermehrt

Endophilin-bindefdahiges VGlutl bilden.
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Die verschiedenen Sortierungssignale und -mechanismen steuern die Regulierung der
Endozytose und beeinflussen die Komposition synaptischer Vesikel. Im Gegenzug
werden physiologische Eigenschaften der Synapse determiniert, was sich auf die
Informationsweitergabe und die Synaptische Plastizitdt auswirkt (Bonanomi et al.,

2006; Valtorta et al., 2001; Voglmaier & Edwards, 2007).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass unter physiologischen Konditionen, wie z.B. in
der Licht/Dunkelphase, VGlutl zu bestimmten Tagszeiten weniger {iber Endophilin —

und damit AP2-vermittelt — sortiert wird, und evt. vermehrt iiber AP3.

5.5 PC12-Zellen als Modell fiir Translokations- und Funktionsstudien
von VGlut2

Zelllinien bieten im Gegensatz zu Untersuchungen im Gewebe eine erleichterte
Verfiligbarkeit und den Vorteil der gezielteren Manipulation der Versuchsbedingungen.
Ein ,,reduziertes* System, wie es Zelllinien darstellen, bietet auBerdem die Mdglichkeit,
einzelne Prozesse fokussiert zu betrachten. In unserem Fall ermdglichte die
Exprimierung von VGlut2, nicht jedoch von VGlutl und 3, eine selektive Betrachtung
der Translokation einer der 3 VGlut-Isoformen.

PC12-Zellen sind neuroendokrine Zellen. Auch wenn ihre Funktionen und evt.
Vorlduferzellen unterschiedlich sind, nutzen neuroendokrine Zellen und Neurone
teilweise die gleichen Proteine fiir exozytotische Prozesse (Scalettar, 2006). Allerdings
gibt es neben den Gemeinsamkeiten auch Unterschiede. So erfolgt die Ausschiittung
von Transmittern in Neuronen iiber SV (20 — 50 nm), wohingegen neuroendokrinen
Zellen sekretorische Granula mit einem Durchmesser von etwa 100 nm besitzen
(Morgan & Burgoyne, 1997). Granula werden im Gegensatz zu SV immer durch
Abschniirung vom trans-Goli-Netzwerk neu gebildet (Burgoyne & Morgan, 2003). Eine
Besonderheit ist, dass PC12-Zellen von den vesikuldren NT-Transportern lediglich
VMAT]1 exprimieren (Liu et al., 1994; Peter et al., 1995).

Trotz der Vorteile, die eine isolierte Betrachtung von Vorgéngen in einer einzelnen
Zelllinie bietet, ist zu beachten, dass die Komplexitit eines physiologischen Verbands
nicht wiedergegeben wird. Problematisch ist weiterhin, dass sie oft eine

unphysiologische Proteinexpression zeigen.
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So zeigten z.B. die Ergebnisse der Western-Immunoblot-Analyse wie erwartet eine
starke Expression von VGlut2 in VGlut2-transfizierten Zellen, nicht jedoch Zellen, die
lediglich mit dem Leervektor transfiziert sind (pcDNA3-transfiziert). Allerdings wiesen
die Signale der Immunfluoreszenz auf eine VGlut2-PC12-Mischpopulation hin,
bestehend aus VGlut2-exprimierenden und Nicht-VGlut2-exprimierenden PC12-Zellen
im Verhiltnis von 1:3. Weitere Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
identifizierten schlieBlich einen Grof3teil des exprimierten VGlut2 an der
Plasmamembran und nicht, wie erwartet, an vesikuldren Strukturen. Zwar konnte auch
hier VGlut2 in der Immunfluorenszenz gezeigt werden, jedoch in wesentlich

geringerem MaR als an der Plasmamembran.

Da VMAT]1 endogen in PC12-Zellen exprimiert wird, diente die bereits fiir die PC12-
Zelllinie nachgewiesene vesikuldre Monoaminaufnahme (Ahnert-Hilger et al., 1998) in
dieser Arbeit zur Uberpriifung der Funktionalitit der NT-Aufnahme. Reserpin hemmte
in fast allen Versuchsbedingungen vollstindig die ATP-abhéngige Serotoninaufnahme.
Eine Glutamataufnahme war lediglich in intakten Zellen moglich. Eine vesikuldre
Glutamataufnahme von VGlut2-transfizierten PC12-Zellen war hingegen nicht
eindeutig nachweisbar. In intakten PC12-Zellen hatte es zundchst den Anschein, dass
eine Hemmung der Glutamataufnahme mit Nigericin und Valinomycin in den VGlut2-
transfizierten PC12-Zellen einen stirkeren Effekt hatte als in pcDNA3-transfizierten
PC12-Zellen. Wie der Boxblot jedoch verdeutlicht, liegen die Mediane der
Glutamataufnahme und der gehemmten Glutamataufnahme fiir beide Zelllinien im
gleichen Bereich. Auffillig ist die breitere Streuung der Daten in pcDNA3-transfizierten
Zellen. Permeabilisierte PC12-Zellen zeigten keine Glutamataufnahme. In anderen
Studien mit Vesikel-reichen Membranen von VGlut2-transfizierten PC12-Zellen liel3
sich eine Glutamataufnahme nachweisen — allerdings unter anderen experimentellen

Bedingungen (Bai et al., 2001; Bellocchio et al., 2000; Fremeau et al., 2001).

Obgleich eine Glutamat-Aufnahme in VGlut2-transfizierten PC12-Zellen nicht moglich
war, zeigte sich eine phosphatabhingige Natrium-Aufnahme in intakten VGlut2-
transfizierten PC12-Zellen. Mit Hilfe des Natrium-Indikators CoroNa Green konnte
eine Natriumaufnahme in VGlut2-transfizierten PC12-Zellen nachgewiesen werden. In
Abhingigkeit von der Phosphatkonzentration im Medium wurde Natrium von VGlut2-

transfizierten PC12-Zellen aufgenommen. In unserem Versuchsaufbau konnte in
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pcDNA3-transfizierten PC12-Zellen nur eine minimale Natriumaufnahme verzeichnet
werden. Die passive Natriumaufnahme von PC12-Zellen ist vergleichsweise langsam
(Rudy et al., 1987; Siman & Klein, 1982), so dass die geringe Zeitspanne zwischen
Natriumzugabe und Messung eine Detektion von Natrium in pcDNA3-transfizierten
PC12-Zellen verhinderte. Die Zellen wurden sofort nach Natriumzugabe vermessen, da
ein betrichtlicher Anteil des Farbstoffes CoronNa Green aus der Zelle diffundiert
(Meier et al., 2006).

Die Natriumaufnahme von ~ 20% der Zellen in Kultur entsprach den Daten in der
Immunfluoreszenz, die eine VGlut2-Expression lediglich in 1/3 der Gesamtpopulation
zeigten.

Experimente mit CoroNa Green allein liefern allerdings noch keine ausreichenden
Ergebnisse. Fiir weitere Untersuchungen muss eine direkte Phosphataufnahme,
moglicherweise durch Versuche mit radioaktivmarkiertem Phosphat, gezeigt werden.
Aufnahmeversuche mit radioaktiv-markiertem Phosphat konnten direkte Messungen zu

den Stochometrien beziiglich Natrium und Phosphat ermoglichen.

Die vorgestellten Ergebnisse der VGlut2-transfizierten PC12-Zelllinie dokumentieren
die vornehmliche Sortierung von VGlut2 an die Plasmamembran und die dortige
Eigenschaft als Natrium-Phosphat-Transporter in diesen Zellen. Allerdings zeigten
VGlutl bzw. VGlut2 in allen VGlut2- bzw. VGlutl-transfizierten PC12-Zellen bisher
Eigenschaften eines vesikuldren Glutamattransporters (Bai et al., 2001; Bellocchio et
al., 2000; Fremeau et al., 2001). Die Funktion als Natrium-Phosphat-Transporter an der
Plasmamembran wurde bisher lediglich in Oozyten und in zellfreien Systemen
beschrieben (Aihara et al., 2000; Edwards, 2007; Ni et al., 1994). Bisher ist unklar, in
welcher Weise VGluts an der Plasmamembran physiologisch relevant sind. Aullerdem
ist nicht verstanden, fiir welche Form des Transports welche lonenzusammensetzung
vorliegen muss. Dennoch konnte in Studien mit Miusen und Ratten gezeigt werden,
dass sich grofie Mengen der VGluts an der Plasmamembran befinden (Darna et al.,
2009). Denkbar ist eine sortierungsabhingige Aktivierung. Bereits fiir andere
Transmittertransporter konnte dies beobachtet werden. Der Aktivitdtszustand und die
Sortierung des Serotonintransporters SERT kann bei einer Lokalisation in die
Plasmamembran {iber verschiedene assoziierte Proteine reguliert werden. Wihrend der
Rezyklierung tiber endosomale Kompartimente jedoch befindet SERT sich

ausschlieBlich in einem inaktiven Zustand (Steiner et al., 2008). Auch der
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plasmamembranstindige Cholintransporter CHT wird abhidngig von seiner Lokalisation
reguliert. Der Hauptanteil von CHT befindet sich auf SV und bis heute ist unklar, ob
CHTs auf SV funktionell sind oder aktiv an einem Transport von ACh und /oder
Protonen aus dem Vesikel gehindert werden (Iwamoto et al., 2006). Es ist denkbar, dass
plasmamembran-stindige Transmittertransporter mit SV-Transmittertransportern
funktionell verwandt sind. Die Funktion vesikuldrer Glutamattransporter konnte in

Abhéngigkeit ihrer Lokalisation aktiv reguliert werden.

Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften stellen die in dieser Arbeit untersuchten
VGlut2-transfizierten PC12-Zellen ein geeignetes Modell fiir Untersuchungen zum
Natrium-Phosphattransport durch VGlut2 dar.

5.6 Verteilung vesikulirer Glutamattransporter in Detergentien-
resistenten Membranen

Die Lipidstruktur der Membran hat einen entscheidenden Einfluss auf
Membranprozesse und Proteininteraktionen. So wird eine Separation oder
Konzentration spezifischer Membranproteine und Lipide in Membranmikrodoménen
diskutiert. Zu den spezialisierten cholesterinreichen Membranmikrodoménen gehoren
Lipid Rafts. Es gibt Hinweise, dass Lipid Rafts auch in der SV-Membran zu finden sind
(Green et al., 1999; Huttner & Schmidt, 2000). Da Cholesterin das wichtigste
Membranlipid zur Aufrecherhaltung der Fluiditét ist (Bretscher & Munro, 1993), kann
durch den Entzug von Cholesterin aus der Membran die Organisation und Struktur der

Membran und Membranmikrodomaénen stark beeinflusst werden.

Um das Extraktionsverhalten von SV-Proteinen zu untersuchen, wurde der
Cholesteringehalt SV-Membranen mittels MBCD vermindert. MBCD besitzt eine hohe
Affinitdt gegeniiber Cholesterin und eignet sich daher gut fiir die Modulation des
membrandren Cholesteringehalts (Arispe & Doh, 2002; Bodovitz & Klein, 1996; Frears
etal., 1999; Green et al., 1999; Kojro et al., 2001). Eine Behandlung mit MBCD fiihrte
fiir alle untersuchten Proteine zu einer Verminderung der Extrahierbarkeit in Lubrol,
wobei dieser Effekt am stirksten fiir VGlutl und 2 zu beobachten war. Eine Abnahme
der Extrahierbarkeit wurde fiir Synaptophysin, ein cholesterinbindendes Protein, bereits
in Triton gezeigt (Mitter et al., 2003). Damit verhélt sich Synaptophysin

entgegengesetzt zu vielen anderen cholesterinassoziierten Proteinen, wie Caveolin
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(Smart et al., 1994), Himogglutinin (Keller & Simons, 1998) und GPI-verankerte
Proteine (Ilangumaran & Hoessli, 1998), deren Extrahierbarkeit in Triton nach
Cholesterinverminderung ansteigt. Durch den Entzug von Cholesterin konnte eine
Auflosung der Lipidmikrodoménen der Vesikelmembran bewirkt werden. Die neue
Anordnung hitte eine verstdrkte Zusammenlagerung der Proteine zu Aggregaten zur
Folge. Diese Aggregate werden stirker in der Membran verankert und kdnnen durch
Lubrol nicht mehr aus der Membran solubilisiert werden. Mdglich sind ebenfalls durch
hohe Konzentrationen ausgeldste unspezifische Effekte. Insbesondere bei der
Verwendung von hohen Konzentrationen wird dadurch die Membranintegritit

empfindlich beeinflusst.

Die Sortierung in Lipid Rafts wurde in der vorliegenden Arbeit tiber die Isolierung von
Detergentien-resistenten Membrandoménen (DRMs) untersucht. Eine Cholesterin-
verminderung wurde zur Solubilisierung cholesterinreicher Mikrodoménen verwendet,
was in Folge zu einer Auflosung der Rafts fiihrt (Ilangumaran & Hoessli, 1998; Keller
& Simons, 1998). Das am héufigsten verwendete Detergenz zur Isolation von DRMs ist
Triton (Chamberlain, 2004), allerdings sind auch andere Detergentien beschrieben
worden (Chamberlain, 2004; Kim et al., 2008; Pike, 2004). Da Rafts nur im Vergleich
zu Nicht-Rafts gegeniiber Detergentien unldslich sind, ist eine Konzentrationsanalyse
des verwendeten Detergenz unerlésslich, denn bei einer hohen Detergentien-zu-Lipid-

Ratio werden auch Rafts effektiv solubilisiert (Chamberlain & Gould, 2002).

Obwohl eine Isolation von Triton-resistenten DRMs nicht moglich war, kénnen
dennoch Proteine, die in Triton unldslich sind, mit anderen Nanomembrandoméanen
interagieren (Huttner & Schmidt, 2000; Roper et al., 2000). In dieser Arbeit wurde
neben Triton Lubrol verwendet. Lubrol-resistente Membranen wurden erstmals in
Hundenierenzellen (MDCK-Zellen, Madin Darby Canine Kidney) identifiziert (Roper et
al., 2000).

Eine Isolation von Lubrol-Rafts in Synaptosomen und SV zeigte die Verteilung von
VGluts und den meisten anderen SV-Proteinen wie Syb, SNAP25 in Rafts. Syp
hingegen konnte in Lubrol-Rafts von Synaptosomen nicht identifziert werden. Das
gleiche gilt fiir SV-Rafts. Eine Lokalisation in Triton-Rafts wurde von Synaptotagmin
und Synaptobrevin beobachtet, nicht hingegen von Synaptophysin (Li et al., 2006). Die
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Anwesenheit von SNARE-Proteinen (Syb, Synaptotagmin, SNAP25) in
cholesterinreiche Membrandomédnen wurde bereits in einigen Studien vermutet (Lang et
al., 2001; Lang, 2007) und konnte in Lubrol-Rafts sowohl aus der Plasmamembran als
auch aus synaptischen Vesikeln bestitigt werden. Wiahrend VGluts eindeutig in Lubrol-
Rafts aus Synaptosomen lokalisiert sind, kann ihre Verteilung in SV-Rafts nicht
eindeutig bestimmt werden. Durch das hohe Cholesterin-Protein-Verhiltnis (0,6-0,8:1)
(Takamori et al., 2006) ist die MBCD-Konzentration mit 10 mM moglicherweise zu
gering, um das Cholesterin aus der SV-Membran vollstdndig zu desorbieren.
Andererseits hat sich in der Literatur in Studien mit Triton die Verwendung von 10 mM
MBCD bewihrt (Calzolari et al., 2006; Jia et al., 2006; Lv et al., 2008). AuBerdem sind
unspezifische Effekte bedingt durch hohere Konzentrationen von MBCD méglich
(Cherukuri et al., 2004) und wurden in Versuchen mit Zellen bereits beschrieben
(Ohtani et al., 1989; Peng et al., 2007). SchlieBlich sollte sichergestellt werden, dass
MBCD per se keine pharmakologischen Effekte auf die Membranpréiparationen besitzt,

sondern nur durch den Entzug von Cholesterin agiert.

Zu bedenken bleibt, dass sich die hier isolierten Bereiche tiber ihre Unloslichkeit in
Lubrol definieren lassen, aber moglicherweise in stringenteren Detergentien wie Brij 96
oder Triton X-100 16slich sind. Es existieren verschiedene Modelle fiir die Verteilung
von Proteinen in Subdoménen, tiber die sich erkldren ldsst, warum sich einige Proteine
in Lubrol-DRMs befinden, jedoch vollstindig mit Triton X-100 solubilisiert werden
(Abb. 45). In einigen Modellen wird davon ausgegangen, dass sich die Protein- und
Lipidkomposition in DRMs im Allgemeinen dhnelt (Ilangumaran & Hoessli, 1998) und
die unterschiedlichen Detergentien verschiedene Doménen isolieren, deren Lipid- und
Proteinkomposition sich stark voneinander unterscheidet. Ein anderes Modell betrachtet
hingegen die verschiedenen Subdoménen als unabhéngig voneinander vorkommende
Einheiten in der Membran (Roper et al., 2000).

Es stellt sich die Frage, ob eine Extraktion mit Detergentien ein akkurates Bild der
Komposition von Rafts in intakten Membranen liefert. Um ein differenzierteres Bild der
Verteilung von Rafts in der Membran zu erhalten, sollte die Verteilung nach so geringer
Einflussnahme wie mdglich untersucht werden, z.B. mit konfokalen

Mikroskopiestudien (Vidal & Mclntosh, 2005).
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Obwohl die Identifizierung von den untersuchten Proteinen in DRMs keinen Hinweis
fiir die Lokalisation in Lipid Rafts darstellt, deutet die Lokalisation von Proteinen in

DRMs auf eine Nachbarschaft innerhalb einer Zelle hin.

I Rafts aus konzentrisch-angeordneten Lipidringen

I

III Heterogene Rafts

TEET ]

Abb. 45 Aufbau von Lipid Rafts

Modell I: Rafts, bestehend aus konzentrischen Lipidringen. Die stark geordnete Kernstruktur ist
besonders reich an Cholesterin- und Glykosphingolipiden, wihrend die &ufleren Lipidschichten
zunehmend weniger geordnet vorliegen und schlie8lich in die ungeordnete Struktur der Plasmamembran
iibergehen. Die verschiedenen Detergentien solubilisieren verschiedene Lipidschichten mit
unterschiedlichem Gehalt an Proteinen und Lipiden. Modell II: Homogene Rafts. Homogene Rafts aus
geordneten Doménen sind von einer relativ ungeordneten Plasmamembranschicht umgeben. Aufgrund
ihrer Fahigkeit, Lipide und/oder Proteine selektiv zu isolieren, solubilisieren die einzelnen Detergentien
DRMs, deren Protein- und Lipidkomposition variiert. Modell I1I: Heterogene Rafts. Es existieren Rafts,
die sich in ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung voneinander unterscheiden und unterschiedlich
sensitiv auf die verschiedenen Detergentien reagieren. Abgewandelt nach (Pike, 2004).
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5.7 Offene Fragen und Ausblick

Die bisherigen Modelle beziiglich der Rezyklierung von SV-Proteinen schlielen die
direkte Einstiilpung der Membran oder die Biogenese aus endosomalen
Zwischenprodukten ein. Die meisten Modelle gehen davon aus, dass SV-Proteine
gleichzeitig endozytiert werden. Biochemische und optische Ansédtze der letzten 5 Jahre
zeigen jedoch Unterschiede im Verhalten von individuellen SV-Proteinen. Diese
Unterschiede reflektieren moglicherweise verschiedene Interaktionen mit dem
endozytotischen Apparat. Mocha Mause, die kein funktionelles AP3 besitzen, weisen
eine fehlerhafte Endozytierung einzelner Proteine auf, jedoch keinen allgemeinen
Defekt in der SV-Biogenese (Kantheti et al., 1998; Scheuber et al., 2006). Die
Vermutung liegt nahe, dass die Sortierung von VGluts einem individuellen
Mechanismus sowohl auf Ebene der VGluts als auch in Bezug auf andere SV-Proteine

unterliegt. Diese Arbeit unterstreicht diesen Ansatz; gleichzeitig aber bleiben Fragen:

1. Ist eine Modifizierung von VGlutl (z.B. in Form einer Phosphorylierung) der
Grund fiir eine verminderte Bindung an GST-SH3-Endophilin? Unklar bleibt,
um welche Art der Modifikation es sich handeln kdnnte und inwiefern
moglicherweise Artefakte bedingt durch die angewendete Methode eine Rolle
spielen.

2. Wird die Bindung von VGlutl an Endophilin tageszeitabhéngig reguliert? Die
Daten der GST-Bindungsstudien mit Lysaten aus Mausgesamtgehirn deuten
darauf hin. Allerdings sollte die Fallzahl erhoht werden, um die Ergebnisse auf
Ebene der schlieenden Statistik zu sichern.

3. Die Interaktion von AP2 und VGlut2 konnte in vitro mit Hilfe der GST-
Bindungsstudie gezeigt werden. Der Nachweis der Interaktion in vivo, z.B. mit
Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Verfahrens, konnte die Interaktion verifizieren.

4. Der direkte Nachweis der Phosphataufnahme von VGlut2-transtizierten PC12-
Zellen mit radioaktiv-markiertem Phosphat ist notwendig, um die Funktion des
VGlut2 in transfizierten PC12-Zellen als Natrium-Phosphattransporter zu

bestdtigen.
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Anhang

Anhang

6.1 VGlutl-cDNA-Sequenz

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

tggggatatt cagggagggg atactgaggt aagcaagcaa gtagaactga gcttctaggc
agcagcgcct gtagctaaag tggtagggca ggccctagca acatagaagg gtggagctcc

actgagctct
ggagctaagt
tgtgtatttt
acatggctcc
aaaattcgca
gttgatccct
gggattggtg
tcccttagaa
ggttgccatg
tgtctatggc
accggcactg
ggagagcgcc
tacgtccatg
cctgctcectce
ggtggggctg
ccagatcgct
catgaactgc
ctccaagggc
ctctgggttt
catttccaat
gaccaagcac
ctacggcggt
gccggaggag
tgacgaaagt
gtcctacggg
ctactgacca
tagcctgagce
gtcctceccectt
ggggggtgaa
tccgcttgtt
cagttcaacc
ggattctcag
gtcctctatt
ctaaccacca
gcggtttcaa
cgggccttga
tcaccccgtg
ttaattcagc
ccccceccccce
tctcagtggce
tcccctcecata
gaagttacag
gggtcgtgtce
aataaacgct
aaaaaaaaaa

gattggtaga
ctatgggtgc
gacccacaga
tttttctggg
gccaacaggg
tcagcagccc
gagggggtca
cggagtcggce
cccttggcectg
agcttcggga
caccccagca
aagctcatga
cccgtctatg
atctctcagce
gtgtcggcge
gactttttgc
gggggtttcg
gtggccatct
aacgtgaacc
ggcgtgggcea
aagacgcggg
gtcatcttct
atgagcgagg
gaaatggagg
gccacacaca
cgggcctccce
ggcagtgtcg
gttcccagtg
gctgcacact
tctgcctgtg
tcttcctcecte
gctaccccga
agtttcaagg
atgccgceccegt
gtccccccac
ccttagctta
ctctttttct
ggctcgaggc
ccaaatcctt
catttgttgt
gacacccctc
aatcccagga
ttggtgtctg
ctggtgtacg
aaaaaaaaaa

Abb. 46 VGlutl-cDNA
Der codierende Bereich der Sequenz ist in der NCBI-Datenbank unter der Nummer NM_182993.1

tttgggcaga
tgattggtag
aagcccagtt
gctacattgt
tctttggcectt
gcgttcacta
cataccctgc
tggcaacgac
gggtccttgt
tcttttggta
tctctgagga
accctgttac
ccatcatcgt
ccgcctactt
tgcctcacct
gcagtcgtca
ggatggaagc
ccttcctggt
acttggacat
cactgtctgg
aggagtggca
atggggtctt
agaagtgtgg
acgaggctga
gcacagtgca
actgtggggc
aggaacccca
ctgtccgacc
agcagtttca
tgggctcaaa
ttgtggtttt
gattattcag
ctcgcctaac
tcccaggact
cccecectttte
gtacaatcat
gactcagttt
cacctcttcc
gcactttatt
gtgtccctca
tctcaacgta
aagggagcgg
tctctgtgac
gaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

gggcggggca
agggtagagt
caactgggat
cactcagatt
tgccattgtg
tggctgtgtc
ttgccatggce
agccttttgce
gcagtattca
cctgttctgg
ggagcgcaaa
gaagtttaac
tgcgaacttt
tgaagaagtg
tgtcatgacc
cataatgtcc
cacgctgctg
cctggctgtg
cgcccctege
gatggtgtgc
gtacgtgttc
tgcttcggga
ctttgttggc
gcccccaggg
gcctccgagg
agtttccagg
ctcctcccect
agccctettt
aggataccca
tctcceecttt
gaggtttcac
gtggtcccct
caattctaca
gattctcacc
ttccctegte
tgtccaggga
tcaggtctca
tccecegtggt
ctcctgggtg
ggggctaaat
gaaatctggg
ggctgggagg
gtaaatcctg
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaa

tcttgttgct
ctggggggca
ccagagactg
cctggaggat
gctacctcca
atcttcgtga
atctggagca
ggttcctatg
ggatggagtt
ttgcttgtct
tacattgagg
acaccctgga
tgccgcagcet
ttcggctttg
atcatcgtac
actaccaacg
ctggtggtcg
ggcttcagtg
tatgccagca
cccatcatcg
ctcatagcct
gagaagcagc
cacgaccagc
gcgcccececcg
ccccecgecce
acttccactc
gcctcaggcet
ccctctcaac
gactcccctg
gagggcttta
cccttececceccce
actcagaaga
tttttccaag
agcgtttctg
ccctcaccag
aatggccaaa
gtagtggctg
ggtttcagga
gttccaggcc
gattccaaat
tgggggtgag
agagggttgt
ccctgcccca
aaaaaaaaaa

eingetragen. Startcodon und Stopcodon sind fett markiert und unterstrichen.

gattggctaa
tctagtttga
tcggcctcat
ttatctgcca
ccctaaacat
ggatccttca
aatgggcccc
ctggggcggt
ctgtcttcta
cctatgagtc
atgccatcgg
ggcgcttcectt
ggaccttcta
agatcagcaa
ccattggagg
tgcgaaagct
gatactcgca
gctttgccat
tcttgatggg
tgggtgcaat
ccctggtgcea
cgtgggcaga
tggctggcag
cgccgcctcece
ctgtccggga
catacacctc
taagatgcaa
tgcctcctge
aaagtcgttc
tttggaggga
aagaccccag
cttcatggtc
ctggtttaac
agggaaaatg
cacactttgc
atggctctgce
cccaaagcta
tcceectege
gccctcggtt
ctggggtgcet
gtgtgtgaga
tcctggggceca
ccccactccce
aaaaaaaaaa
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Anhang

6.2 VGlut2-cDNA-Sequenz

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521

ggcacgaggc tcagtcttaa ttccactctg ccactctgcc gcagagcaca attacgccgg
cgcgatggga ggagaccatg ttaaggcagg aagctaacag cagccgctca cctgaggcect

aggaagctcc
cagtagggtt
gattaaaaga
ttcggtgagg
gcgcgcgcecce
aattctccta
gccctcecte
aaagctctac
tttaaatctg
ttttggcccc
acagggtgct
agcccctgga
cgcgccgcta
gctgtaacct
gcaaagttat
acggatcgtt
ggctggctgce
tgatcccatc
gacttgtgga
ccttggagag
ttgcaatgcc
tgtatggaag
ctgcaaagca
agagcgcaaa
catccatgcc
tactgctcat
ttggcatgtt
aaattgcaga
tgaattgtgg
ctagaggggt
ctggtttcaa
tttcaaatgg
caaagaataa
atggtggagt
ctgaggaaac
cgggggacat
cacaggagaa
gtgcgcaaga
tggattcatt
aatgtggtgt
aaaaaaaa

caagggttct
cttttgcttt
cagcggattt
tgacttccag
tcggccaccg
ttaggaaacc
ccctctccaa
cttaaccaac
gtaaggctgg
ggggaaagag
ggagaagaag
ggtgcctgag
catcatagcc
gggcgtggcece
caaggagaaa
cttctggggce
taaccgggtc
tgcagccaga
gggtgtcacc
gagtaggttg
cttagctggt
ctttggcatg
tcctaccatt
tctgctaggt
cgtctacgcg
cagtcagcca
gtctgcagtc
tttcctaagg
gggttttggce
ggccatctcc
tgttaatcac
cgttggcacg
gtcccgtgaa
catattttat
aagcgaagaa
cactcagaat
tggaggctgg
cgcgtacacc
tgtagtgttt
gaacatgtaa

Abb. 47 VGlut2-cDNA
Der codierende Bereich der Sequenz ist in der NCBI-Datenbank unter der Nummer AF324864.1

gagagctatg
tttccttaca
gattgcgata
aacagggact
gatcctcccce
cgtgggctgce
ctcacagcct
taagactatg
acaccagtct
gggataaaga
caggacaacc
aagaaggctc
atcatgagcg
atcgtggaca
gccaaattta
tatatcatca
tttggggctg
gtgcattatg
tacccagcct
gctacaacct
atccttgtgce
gtctggtaca
acagatgaag
gcaatggaaa
ataattgttg
gcttattttg
cctcaccttg
agcaagcaaa
atggaagcca
ttcttggtgce
ttggatattg
ctgtcgggga
gaatggcagt
gcactatttg
aaatgtggct
tacataaatt
cctaacggct
tataaggacc
gtgaatcaat
acatatcaac

agctctgatc
caagggttcg
agacttcaaa
catcagcacc
ttccaatgag
atgcagctat
tgctggaaag
cgcagaatcc

agcaaagtca
atgacgtttc
accgggaatt
cgcccaaata
actttgtgac
tctgttgtac
ctcacctctg
gtctttcata

ttacaagagz ggagtcggta

attttgctgg
gagagaccat
cgctatgcga
gcctcggcett
tggtcaacaa
actgggaccc
cccagattcc
cgatactgct
gatgtgtcat
gtcatgggat
ccttttgtgg
agtacactgg
tgttctggct
aacgtaggta
aatttaagac
ccaacttctg
aggaggtttt
tcatgacaat
ttctctcaac
cgctgcttcet
ttgcagtagg
ctccaagata
tggtttgccce
atgtcttcct
cctcaggaga
tcattcacga
acggtaccac
gggagaaaaa
gagatgatta
taattgtgat
caagcaagtc

aaaatccctc
cgagctgaca
ctgcacgtgc
ctgcatatcc
cagcactatc
cgagaccgtg
aggaggatat
cacctctacc
ctttgttagg
atggagcaag
ttcctatgcect
atggtcgtca
tctggtgtct
catagaggag
cccatggagg
caggagctgg
tggatttgaa
cattgtgcct
aactacagtg
ggttgttggc
attcagtgga
tgccagtatc
tatcattgtt
cattgctgca
gaaacaacct
agatgaactg
caaatcttac
ggaagaattt
ttcataacga
tgcacaaaaa
ttgctgttca

eingetragen. Startcodon und Stopcodon sind fett markiert und unterstrichen.

144

ccattttaga
tggtcaatct
tacgttgttt
ccacggcact
tgtgtgtacc
tctctttcte
ctgagaagaa
gccacaacaa
aaacaaagga
ggacagatct
gaggacggta
ttcggcctge
ttcggcatcc
caccgcggag
gggatgatcc
atcgcatcgce
ctcaatatgc
atattgcaag
tgggcccctce
ggagcagtca
gtattttatg
tatgagagcc
agcattggag
aagtttttca
actttttatt
atcagcaagg
atcggggggce
agaaagatca
tactctcata
tttgctatct
ttaatgggca
ggtgcaatga
ctcgtccact
tgggcagacc
gatgaagaaa
ggtgctacct
gtgcaagaag
tgctagttgc
taattttaaa
aaaaaaaaaa



Anhang

6.3 Vektorkarte pGEX4T1

PGEX-4T-1 (27-4580-01)
Thrombin

i
lai 5

p51104Eam7StopT

pGEX
~4%00 bp

Abb. 48 Vektorkarte pGEX4T1

Die cDNA des C-Terminus von VGlutl bzw. VGlut2 ist zwischen der ECORI und Xhol-
Restriktionschnittstelle des pGEX4T1-Vektors (GE Healthcare) eingefiigt. Quelle: Amersham

Bioscience, GST Gene Fusion System Handbook
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

Ak Antikorper

Amp Ampicillin

ATP Adenosin-5’-Triphosphat

ATPase ATP-spaltende Enzyme

c Konzentration

Ca®* Kalziumionen

cDNA Komplementdr-DNA

ca. circa

cpm counts per minute / Zdhlungen pro Minute
ApH+ elektrochemischer Gradient

Da Dalton

DD-Zyklus 12h Dunkel/12h Dunkelzyklus
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleodisditriphosphat
ApH pH-Gradient

dpm decay per minute / Zerfélle pro Minute
DTT Dithiothreitol

AY elektrischer Gradient

GABA y-Aminobuttersiure

GFP green fluorescent protein

GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

H,O Wasser

dd doppelt destilliert

SHT 5-Hydroxy-tryptamintrifluoracetat
IF Immunfluoreszenz

K" Kaliumion

LB Luria Bertani

LD-Zyklus 12h Licht/12h Dunkelzyklus
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Abkiirzungsverzeichnis

LDCV
LMW

SDS
SLO
SSv
TAE

TE

U

uN

Uv

v/v
VAChT
VATPase
F

VGAT
VMAT
VGLUTI1

large dense-core Vesikel

Low molecular weight-marker / Molekulargewichtsmarker
Losung

Minute

Natriumion

Nummer

N-Methyl-D-Aspartat
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphatgepufferte Salzlosung
Phéochromozytomzelllinie der Ratte
Polymerasekettenreaktion

Protease Inhibitor
Ribonukleinsédure

Ribonuklease

rounds per minute / Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Streptolysin O

Small synaptic Vesikel
Tris-azetat-EDTA

Tris-EDTA

Unit (Einheit der Enzymaktivitét)
tiber Nacht

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

vesikuldrer Azetylcholintransporter
vakuoldre H'-ATPase
Verdiinnungsfaktor

vesikuldrer GABA-Transporter
vesikuldrer Monoamintransporter

vesikuldrer Glutamattransporter 1
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Abkiirzungsverzeichnis

VGLUT2
VGLUT3
Vmax
w/w

w/v

WB

WT

Xg

X Zmax
z.B.

ZNS
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vesikuldrer Glutamattransporter 2

vesikuldrer Glutamattransporter 3
Maximalgeschwindigkeit enzymatischer Reaktionen
Gewicht pro Gewicht

Gewicht pro Volumen

Western Blot

Wildtyp

Erdbeschleunigung

maximale Erdbeschleunigung (Zentrifugation)

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem



Lebenslauf

Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Griinden des Datenschutzes nicht

enthalten.
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