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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der Aktivitat der vesikularen
Monoamintransporter VMAT1 und VMAT2 durch heterotrimere G-Proteine
untersucht.

In der humanen neuroendokrinen Zellinie BON werden VMAT1 und VMAT2
exprimiert. Sie colokalisieren in diesen Zellen mit der o-Untereinheit des
heterotrimeren G-Proteins Go, vorwiegend auf grofden elektronendichten Vesikeln,
den LDCVs. Die Aktivitat beider Transporter unterliegt einer Regulation durch Goo,.
Nach Aktivierung des G-Proteins kommt es zu einer Hemmung der vesikularen
Monoaminaufnahme. Die Aktivitat von VMAT2 wird dabei empfindlicher reguliert als
die Aktivitat von VMAT1.

In Primarkulturen von Rapheneuronen der Ratte wird VMAT2 als neuronale Variante
des Transporters exprimiert. VMAT2 lokalisiert in diesen Neuronen Uberwiegend auf
kleinen synaptischen Vesikeln, den SSVs. Hier kommt es zu einer Colokalisation mit
Goo, auf diesem Vesikeltyp. Auch in Rapheneuronen wird die Aktivitat von VMAT2

durch diese G-Protein Untereinheit gehemmt.

Elektronenmikroskopische Befunde belegen die Lokalisation von VMAT2 und Goo,
auf SSVs von serotonergen Axonterminalen im prafrontalen Cortex der Ratte. An
einer Praparation synaptischer Vesikel aus diesem Gehirnbereich konnte ebenfalls
eine Hemmung der Transportaktivitat von VMAT2 durch Goo, nachgewiesen
werden.

Auch in Thrombozyten der Maus unterliegt die vesikulare Serotoninaufnahme einer
Hemmung durch ein heterotrimeres G-Protein. In chronisch entleerten Vesikeln aus
Mausen, in denen das Gen fur die periphere Tryptophanhydroxylase deletionsmutiert
vorlag, konnte zunachst keine Hemmung der Serotoninaufnahme durch
heterotrimere G-Proteine beobachtet werden. Nach Vorbeladung der Vesikel mit
Serotonin war dies jedoch der Fall. Die Aktivierung des G-Proteins wird somit sehr

wahrscheinlich Uber den Fullungszustand der Vesikel gesteuert.
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Abstract-English

In this study we investigated the regulation of the activity of the vesicular monoamine
transporters VMAT1 and VMAT2 by heterotrimeric G-proteins.

In the human neuroendocrine cell line BON both transporters are expressed. They
colocalize in these cells with the oa-subunit of the heterotrimeric G-protein Go,
predominantely on Large Dense Core Vesicles (LDCVs). The activity of both VMAT1
and VMAT2 is regulated by Gao,. G-protein activation results in a down-regulation of
vesicular monoamine uptake. VMAT2 appears to be more sensitive towards the
observed G-protein regulation than VMAT1.

Serotonergic raphe neurons in primary culture express VMAT2 as the neuronal form
of the transporter. In these neurons VMAT2 predominantely localizes to Small
Synaptic Vesicles (SSVs). Here, VMAT2 colocalizes with Goo, on SSVs. In these

neurons Goo,-dependent down-regulation of VMAT2 activity was observed, too.

Immunoelectron microscopic analysis confirmed a localization of VMAT2 and Goo;
on SSVs from serotonergic terminals in the rat prefrontal cortex. In addition, Goo,-
dependent regulation of VMAT2 activity could also be demonstrated when using a
crude synaptic vesicle preparation of this brain area.

Even in platelets obtained from mice the vesicular serotonin uptake is down-
regulated by heterotrimeric G-proteins. In serotonin-depleted platelets from peripheral
tryptophane-hydroxylase knockout mice no G-protein-dependent down-regulation of
monoamine uptake was observed. After preincubation of the platelets with serotonin,
the G-protein regulation was restored. Therefore, the vesicular transmitter content

appears to be a likely factor of G-protein activation in platelets.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Transmitter als Botenstoffe im Organismus

Die Aufrechterhaltung samtlicher Koérperfunktionen sowie die angepal3te Reaktion
des Organismus auf interne Signale und externe Reize erfordert die Kommunikation
unterschiedlicher Zellen und Gewebe miteinander. Spezialisierte Zellen
kommunizieren uber freigesetzte Botenstoffe wie Neurotransmitter, Hormone oder
Wachstumsfaktoren. Eine ubergeordnete Rolle bei der Kontrolle und Steuerung der
Korperfunktionen kommt dabei Gehirn und Riuckenmark, dem Zentralen
Nervensystem, zu. Die Struktur des menschlichen Gehirns bilden etwa einhundert
Milliarden (10'") Nervenzellen sowie die zehnfache Anzahl an Gliazellen. Eine
einzelne Nervenzelle, das Neuron, kann wenige Hundert bis etwa 200.000
synaptische Kontakte ausbilden, an denen die Informationstbertragung Uuber

Neurotransmitter stattfindet.

Eine Vielzahl von Substanzen, die den Kriterien eines Neurotransmitters
entsprechen, sind bisher charakterisiert worden. Sie lassen eine Einteilung in drei

Klassen sinnvoll erscheinen:

Einfache Aminosauren wie Glutamat, y-Aminobuttersaure (GABA) oder Glyzin
werden von 90 % aller Synapsen des ZNS als Neurotransmitter verwendet und sind
fir die schnelle synaptische Ubertragung verantwortlich (Nicholls, 1994). Glutamat
reprasentiert dabei den wichtigsten exzitatorischen (aktivierenden), GABA und Glyzin

die wichtigsten inhibitorischen (hemmenden) Transmitter des ZNS.

Die zweite Klasse setzt sich aus den klassischen Neurotransmittern zusammen,
deren Hauptvertreter Acetylcholin, die Katecholamine Dopamin, Adrenalin und
Noradrenalin, sowie Serotonin und Histamin darstellen. Die durch klassische
Neurotransmitter vermittelten Effekte zeichnen sich zumeist durch ihren langsamen,
oft aktivitatsmodulierenden Effekt aus. Fur Acetylcholin gilt dies nur bedingt. Als
Transmitter der motorischen Endplatte (Katz et al., 1957) steht Acetylcholin dort
beispielhaft fir eine schnelle synaptische Ubertragung.

Die dritte Klasse besteht aus einer Vielzahl von Neuropeptiden, wie Cholezystokinin,
Substanz P oder Somatostatin, die in sehr geringen Konzentrationen im ZNS

vorliegen und, Uberwiegend nicht-synaptisch freigesetzt, ebenfalls modulatorische
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Effekte vermitteln.

Generell kdnnen die Effekte Uber lonenkanalrezeptoren (ionotrophe) oder G-Protein

gekoppelte (metabotrophe) Rezeptoren Ubertragen werden.

Die Transmitterfreisetzung erfolgt Uberwiegend Uber den Mechanismus der
Exozytose. In eukaryontischen Zellen existieren zwei unterschiedliche Formen der
Exozytose: In allen Zellen findet sich eine konstitutive Sekretion, bei der Vesikel, die
dem trans-Golgi Netzwerk enstammen, Kkontinuierlich zur Plasmamembran
transportiert werden und dort mit dieser fusionieren. Dieser Prozel3 dient
hauptsachlich der Versorgung der Plasmamembran mit Protein- und
Lipidkomponenten. Zusatzlich findet sich in vielen Zellen eine regulierte Sekretion,
bei der Stoffe in sekretorischen Vesikeln gespeichert und konzentriert werden, bevor
sie in die Nahe des Freisetzungsortes transportiert und nur auf einen Stimulus hin
freigesetzt werden. Dieser Stimulus besteht zumeist in einer durch Depolarisation der
Plasmamembran hervorgerufenen Offnung von spannungsabhéngigen Na*- und
Ca?*-Kanalen, die zum Anstieg der intrazelluldren Konzentration freier Ca*-lonen
flhrt.

1.2 Transporter der Plasmamembran

Synaptische Ubertragung beinhaltet die Freisetzung des Transmitters in den
synaptischen Spalt, die Interaktion mit einem postsynaptischen Rezeptor und die
darauffolgende Entfernung des Transmitters aus dem synaptischen Spalt. Eine
schnelle Wiederaufnahme in die prasynaptische Zelle oder auch in Glia Zellen durch
spezifische Plasmamembrantransporter ist dabei fir die Beendigung der
synaptischen Transmission — und damit auch fir die physiologische Wirkung - vieler
Neurotransmitter essentiell. Plasmamembrantransporter sind integrale Membran-
proteine. Die Energie zur Akkumulation der Substrate im Zytosol beziehen sie aus
dem elektrochemischen Na'/K*-lonengradienten Uber der Plasmamembran, der
durch eine membranstandige Na'/K'-ATPase generiert wird. Die bekannten
Plasmamembrantransporter lassen sich in zwei Unterfamilien gruppieren: Die
Hauptvertreter der einen Unterfamilie bilden funf Glutamattransporter-Subtypen, die
in der Genfamilie der exzitatorischen Aminosaure-Transporter (EAAT)

zusammengefaldt werden (Arriza et al., 1994). lhnen gemeinsam ist der Cotransport

von Glutamat mit Natrium und Protonen in die Zelle hinein, im Austausch wird Kalium
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hinaustransportiert. Zwei Topologiemodelle, die von 8 bzw. 10
Transmembrandomanen ausgehen, werden diskutiert (Slotboom et al., 1999). Eine
weitgehende Sequenzhomologie zu den Glutamattransportern weisen zwei
Transporter fur neutrale Aminosauren, ASCT1 und 2, auf (Arriza et al., 1993). In der
anderen Unterfamilie sind eine Reihe von Transportern zusammengefalt, die GABA,
Glyzin, Katecholamine und andere Monoamine akkumulieren (Worrall und Williams,
1994). Hier kommt es zu einem Cotransport des Neurotransmitters mit Natrium und
Chlorid in die Zelle. Diese Na*/Cl-abhangigen Transporter unterscheiden sich durch
den Besitz von 12 Transmembrandomanen von der Gruppe der Glutamattransporter
(Guastella et al., 1990).

1.3 Vesikulare Speicherung der Transmittersubstanzen

Die Speicherung und Konzentrierung von Neurotransmittern oder auch Hormonen in
sekretorischen Vesikeln stellt eine Voraussetzung fur die Exozytose dar (Maycox et
al., 1990). Eine zusatzliche Bedeutung der vesikularen Speicherung besteht im
Schutz der Transmittermoleklle vor enzymatischem Um- oder Abbau, sowie dem
Schutz der Zelle selbst vor toxisch wirkenden hohen Konzentrationen einiger
Transmitter (Liu und Edwards, 1997).

Neurone und neuroendokrine Zellen speichern ihren Transmitter Gberwiegend in zwei
verschiedenen Klassen von Vesikeln, die sich hinsichtlich ihrer GroRe und
Proteinzusammensetzung, der Biogenese und dem Mechanismus der regulierten

exozytotischen Freisetzung unterscheiden.

In groRen Vesikeln (> 70 nm im Durchmesser), die aufgrund ihres Proteingehalts
elektronendicht erscheinen, und daher als LDCVs (Large Dense Core Vesicles) oder
Granula (in neuroendokrinen Zellen) bezeichnet werden, erfolgt die Speicherung von
Neuropeptiden und Hormonen. Letztere werden als Vorlaufermolekile synthetisiert,
bevor sie in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums gelangen und Uber
proteolytische Spaltungen und Transport zum Golgi-Komplex zum fertigen
Transmitter modifiziert werden. Im trans-Golgi Netzwerk erfolgt die Konzentrierung
und Speicherung in LDCVs (de Camilli und Jahn, 1990; Walter und Johnson, 1994).

Im Gegensatz zu Peptiden oder Hormonen werden die klassischen Neurotransmitter
entweder im Zytoplasma neu synthetisiert oder Uber spezifische Transporter der

Plasmamembran (s.0.) nach erfolgter exozytotischer Freisetzung wieder aus dem
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Extrazellularraum aufgenommen (Schloss et al., 1994). Ausschlieldlich in kleinen (40-
50 nm im Durchmesser), elektronenmikroskopisch klaren, und in Neuronen als SSVs
(Small Synaptic Vesicles) bezeichneten Vesikeln wird Acetylcholin, GABA, Glyzin
oder Glutamat gespeichert (Sudhof und Jahn, 1991; Edwards, 1992). Analoga dieses
Vesikeltyps, die SLMVs (Synaptic-Like Microvesicles) existieren in neuroendokrinen
Zellen. Wahrend LDCVs dem trans-Golgi Netzwerk im Zellkérper entstammen und
nach erfolgter Freisetzung des Sekrets fur eine erneute Beladung auch dorthin
zurUcktransportiert werden mussen, entstammen SSVs einem lokalen ,Recycling®
aus dem endosomalen Kompartiment in der synaptischen Endigung. Als Ausldser fur
die regulierte exozytotische Membranfusion der SSVs mit der Plasmamembran
fungiert eine sehr schnelle, durch Membrandepolarisation hervorgerufene, starke
lokale Erhdhung der Ca?* Konzentration. Es besteht hier eine sehr enge zeitliche
Kopplung zwischen extrazellularem Signal und Transmitterfreisetzung an den
sogenannten ,aktiven Zonen“. Im Gegensatz dazu kommt es bei den LDCVs nicht zu
einer verstarkten Akkumulation von Vesikeln an den aktiven Zonen, und nur
vereinzelt wurden dort exozytotische Ereignisse nachgewiesen. Hauptsachlich findet
die Exozytose von LDCVs nicht-synaptisch statt. Es kommt somit nicht zu einer
schnellen Bindung des Transmitters an einen postsynaptischen Rezeptor. Die durch
Neuropeptide oder Hormone vermittelten langsamen und eher modulatorischen
Effekte sind auch in Ubereinstimmung mit einer langeren Diffusionsstrecke zu sehen.
Die Exozytose von LDCVs ist, anders als bei SSVs, weniger genau an einzelne
Aktionspotentiale gekoppelt. Sie erfolgt aufgrund der gréReren raumlichen Distanz
der Vesikel zu den Ca?-Kandlen nach héherfrequenter Stimulation mit

vergleichsweise langer zeitlicher Latenz auf den Stimulus (Neher, 1998).

In noradrenergen Neuronen findet sich ein weiterer Vesikeltyp, der in der GroRe den
SSVs entspricht, jedoch nach Behandlung des Gewebes mit Permanganat
elektronendicht erscheint. Die Membran dieser SDCVs (Small Dense Core Vesicles)
enthalt Proteine, die Membrankomponenten sowohl von SSVs als auch von LDCVs
darstellen. Die Frage, ob es sich um eine Art Hybrid aus SSVs und LDCVs handelt,
wird diskutiert (Bauerfeind et al., 1995).

1.4 Vesikulare Transporter

Vier verschiedene vesikulare Transporteraktivitaten sind charakterisiert und die
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verantwortlichen Transporterproteine teilweise kloniert: Die Transporterproteine fir
Acetylcholin (Parsons et al., 1993) und Glutamat (Naito und Ueda, 1983) erwiesen
sich als spezifisch fur den jeweiligen Transmitter. Der Acetylcholintransporter VAChT
(Vesicular Acetylcholine Transporter) ist kloniert (Roghani et al., 1994). Fur die
vesikulare Speicherung von GABA und Glyzin existiert mit dem VIAAT (Vesicular
Inhibitory Amino Acid Transporter) ein gemeinsamer Transporter (Burger et al., 1991;
Dumoulin et al., 1999). Zusatzlich existieren zwei Transporter fur die vesikulare
Speicherung von Monoaminen, also Katecholamine, Serotonin und Histamin.

Die Energie zur Akkumulation von Transmittern in sekretorischen Speicherorganellen
beziehen alle bekannten vesikularen Transporter aus einem von innen nach aufden
gerichteten elektrochemischen Protonengradienten uber der Vesikelmembran.
Generiert wird dieser Gradient durch eine vesikelstandige H'-ATPase, die unter ATP-
Spaltung Protonen in das Lumen des Vesikels pumpt und so zu einer Ansauerung
fuhrt (Njus et al., 1986; Nelson, 1992). Sowohl die elektrische Komponente Ay als
auch der pH Gradient ApH konnen in unterschiedlichem Ausmal als treibende Kraft

fur den Transport der verschiedenen Transmitter in das Speicherorganell dienen.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht die Untersuchung der vesikularen
Speicherung von Monoaminen sowie die Regulation dieses Transportprozesses, sie

wird daher nachfolgend genauer behandelt werden.

1.5 Vesikulare Speicherung der Monoamine

Im  Saugerorganismus sind zwei strukturell sehr ahnliche vesikulare
Monoamintransporter bekannt. Sie unterscheiden sich jedoch bezlglich des
Substratspektrums, der Gewebeverteilung und ihrer pharmakologischen
BeeinfluRbarkeit. Die vesikularen Monoamintransporter VMAT1 und VMAT2 der
Ratte konnten vor einigen Jahren kloniert werden (Liu et al., 1992a/b; Erickson et al.,
1992). Zunachst fiel auf, dald sich PC12 Zellen, nicht jedoch CHO Zellen als resistent
gegen das Neurotoxin 1-Methyl-4-Phenylpyridin (MPP") erwiesen. Durch Selektion
von CHO Zellen, die sich nach Transfektion mit einer cDNA Bank aus PC12 Zellen
als resistent gegen MPP® erwiesen, konnte VMAT1 kloniert werden. Die
Sequenzanalyse ergab ein Protein, das aus 521 Aminosauren besteht. Die Analyse
einer Gehirn cDNA-Bande ergab ein Protein mit 515 Aminosauren. Beide Transporter

besitzen ein Molekulargewicht von etwa 55 kDa und weisen 12
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Transmembrandomanen auf (Abbildung 1).

VMAT2

Vesikellumen

TME . TMD TME l%' TME n" ’
10
i " D .

Zytoplasma

Abbildung 1
Sekundarstruktur von VMAT2 der Ratte (nach Liu und Edwards, 1997)

Sie entsprechen damit einem Topologiemodell, das fur alle vesikularen Transporter
postuliert wird. Entsprechend diesem Modell besitzen VMAT1 und VMAT2 eine
hydrophile Schleife zwischen den Transmembrandomanen (TMD) 1 und 2, die in das
Lumen des Vesikels gerichtet ist. Sie enthalt fir VMAT1 drei, fir VMAT2 vier
mogliche Glykosylierungsstellen. Sowohl der n-Terminus als auch der c-Terminus
befinden sich im Zytoplasma. Der Sequenzvergleich zwischen VMAT1 und VMAT2
ergab eine 78 %ige Homologie der beiden Transporter auf Aminosaureebene
(Schuldiner et al., 1995). Die grofte Divergenz existiert dabei in der luminalen
Schleife.

Interessanterweise existieren starke strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten zu
einer Gruppe von bakteriellen Transportern, die fur die Vermittlung von Antibiotika-
Resistenzen verantwortlich sind (Schuldiner et al., 1995). Diese Tatsache lal3t den
evolutionaren Ursprung der vesikularen Monoaminspeicherung in einem

phylogenetisch alten ,Entgiftungssystem® vermuten.
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Im Gegensatz zu den spezifischen Transportern der Plasmamembran akzeptieren
beide vesikularen Transporter samtliche Monoamin-Transmitter als physiologische
Substrate (Peter et al., 1994). Sowohl VMAT1 als auch VMAT2 besitzen die hochste
Affinitat fir Serotonin, wahrend die Katecholamine Dopamin, Adrenalin und
Noradrenalin mit in dieser Reihenfolge abnehmender Affinitat als Substrat erkannt
werden. Die vesikulare Speicherung dieser Monoamine stellt mit niedrigen K-
Werten im Bereich zwischen ca. 0,1 bis 2 yM fur die humanen VMATs (Schuldiner et
al., 1995) einen hochaffinen Transportprozel} dar. Insgesamt weist VMAT2 eine 2 bis
3-fach hohere Affinitat fur Serotonin und die Katecholamine auf als VMAT1. Ein
deutlicher Unterschied zwischen den beiden Transportern besteht in der Fahigkeit,
Histamin als Substrat zu verwenden. Sowohl VMAT1 als auch VMAT2 besitzen fur
Histamin die geringste Affinitat, jedoch zeigt VMATZ2 noch eine je nach Spezies 30
bis 100-fach hohere Affinitat fur Histamin als VMAT1 (Schuldiner et al., 1995).

Wahrend fur die vesikulare Speicherung von GABA und Glyzin sowohl die elektrische
als auch die chemische Komponente des Protonengradienten notig sind (Liu und
Edwards, 1997), ist fur den Monoamintransport lediglich der pH-Gradient von
Bedeutung. So kommt es zum Austausch von einem zytoplasmatischen
Subtratmolekul gegen zwei Protonen aus dem Lumen des Vesikels (Knoth et al.,
1981).

Unterschiede ergeben sich in der Gewebeverteilung zwischen beiden Transportern,
ebenso variiert die Verteilung zwischen den untersuchten Spezies. Den
Uberwiegenden Typ des im peripheren Nervensystem und neuroendokrinen Zellen
der Ratte exprimierten Transporters stellt VMAT1 dar (Liu et al., 1994; Peter et al.,
1995). Die urspringliche Bezeichnung CGAT (Chromaffine Granule Amine
Transporter) verweist dabei auf das Vorkommen von VMAT1 auf chromaffinen
Granula der Zellen des Nebennierenmarks. Im Gegensatz dazu ist VMAT2 der
vorwiegend im ZNS exprimierte Transportertyp (Liu et al., 1994; Peter et al., 1995;
Erickson et al., 1996). Die ursprungliche Bezeichnung SVAT (Synaptic Vesicle Amine
Transporter) deutet auf diese neuronale Variante des Transporters hin.

Zusatzlich lie sich VMATZ2 ebenfalls in den Histamin-produzierenden ECL-
(enterochromaffine-like) Zellen des Magens nachweisen (Dimaline und Struthers,
1996). Im Rind hingegen scheint VMAT2, neben seinem Vorkommen im ZNS, der
Transporter des Nebennierenmarks zu sein (Krejci et al, 1993). Die
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immunzytochemische Analyse der Verteilung von VMAT1 und VMAT2 im
menschlichen Gewebe (Erickson et al., 1996) belegt das Vorkommen von VMAT1 in
einigen Zellen symphatischer Ganglien, in praktisch allen Zellen des
Nebennierenmarks sowie den enterochromaffinen Zellen des Duodenums. Im
Gegensatz dazu liel® sich VMAT2 besonders stark im ZNS in den dopaminergen
Neuronen der Substantia nigra nachweisen. VMAT1 kommt dagegen in allen Zellen
des Nebennierenmarks, den ECL-Zellen der Mucosa des Magens und den
endokrinen Zellen des Pankreas vor.

Anders als die Ubrigen klassischen Transmitter werden Monoamine sowohl in LDCVs
als auch in SSVs und deren Analoga gespeichert (Johnson, 1988). Die Analyse der
subzellularen Verteilung von VMAT1 in chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks
der Ratte und der davon abstammenden Phaochromozytom Zellinie PC12 belegt das
Vorkommen des Transporters hauptsachlich auf LDCVs (Liu et al., 1994). Die
immunzytochemische Untersuchung eines Kerngebietes des Gehirns, des Nucleus
tractus solitarius, wies VMAT2 auf SSVs, haufiger jedoch auf ,tubovesikularen®
Strukturen und LDCVs katecholaminerger Neurone nach (Nirenberg et al., 1995).

Die Verfugbarkeit verschiedener potenter Inhibitoren der vesikularen
Monoamintransporter hat wesentlich zum Verstandnis ihrer Aktivitat und Bedeutung
beigetragen. Das Alkaloid Reserpin wurde als hochwirksames Antihypertensivum
eingesetzt, jedoch aufgrund seiner depressionsfordernden Nebenwirkung vom Markt
genommen. Reserpin bindet in nanomolaren Konzentrationen nahezu irreversibel an
die zytoplasmatische Substratbindungsstelle von VMAT1 und VMAT2 (Darchen et
al., 1989; Scherman und Henry, 1984), und fuhrt so zu einer Entleerung
zentralnervéser und peripherer Speicherorganellen. Tetrabenazin reprasentiert
dagegen einen Inhibitor, der VMAT2 ahnlich stark inhibiert wie Reserpin, jedoch nur
eine sehr geringe, im Fall der humanen Variante des Transporters praktisch keine
Affinitat fur VMAT1 besitzt (Erickson et al., 1996). Tetrabenazin bindet nicht an der
zytoplasmatischen Substratbindungstelle, sondern vermutlich an einer in das
Vesikellumen gerichteten Bindungsstelle (Liu et al., 1994). Radioaktiv markiertes
Dihydrotetrabenazin wird in funktionellen PET-Studien (PET: Positronen-Emissions-
Tomographie) als Markersubstanz fur die Verteilung von VMATZ2 im Gehirn
eingesetzt. Es besitzt damit eine groRe Bedeutung fur das Studium und die Diagnose
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des Parkinson-Syndroms, indem es den Untergang von dopaminergen Neuronen

dokumentiert.

1.6 Regulation der vesikularen Speicherung

Uber die Regulation der Aufnahme von Neurotransmittern in sekretorische Vesikel ist
noch wenig bekannt. Eine Regulation der vesikularen Transportaktivitat bietet die
Moglichkeit, die Menge an gespeichertem Transmitter pro Vesikel zu variieren. Eine
daraus resultierende variable quantale Freisetzung aus SSVs konnte damit die
Aktivitat einer Synapse beeinflussen. Ebenso sind Phasen in der Biosynthese
sekretorischer Vesikel oder auch im metabolischen Zustand der Zelle denkbar, die
eine Regulation der Beladung mit Transmittern erforderlich machen. Einige Arbeiten
belegen die Variabilitat der gespeicherten und freigesetzten Transmittermenge. So
fihrt die Uberexpression des vesikuldren Acetylcholintransporters zu einer
aktivitatsabhangigen Erhéhung des Acetylcholingehalts im Vesikel (Song et al.,
1997). In PC12 Zellen hingegen fuhrt die Aktivierung von Dopamin D2-
Autorezeptoren zu einer Reduzierung der quantalen Freisetzung von Dopamin
(Photos et al.,, 1998a). Die Tatsache, dal} Monoamine und Acetylcholin, im
Gegensatz zu Aminosauretransmittern, auch in Puffern unterschiedlicher lonen-
Zusammensetzungen und -Konzentrationen stabil gespeichert bleiben (Johnson,
1988), schlieft eine Regulation des Transmittergehalts allein durch einen
Gleichgewichtsmechanismus, der sich zwischen zytoplasmatischem Milieu und

Vesikelinhalt einstellt, weitgehend aus.

Hinweise auf eine differenzielle Genexpression der vesikularen Monoamintransporter
ergeben Befunde an chromaffinen Zellen, in denen es wahrend einer
Dauerstimulation durch Depolarisierung zwar zu einer Verringerung der Anzahl an
Granula, jedoch zu einer Erhdhung der Anzahl an Transportermolekulen pro
Granulum kommt (Desnos et al., 1995). In PC12 Zellen fuhrt die Stimulation von c-
AMP abhangigen Signalkaskaden zu einer Hemmung der vesikularen Aufnahme von
Serotonin (Nakanishi et al., 1995). Jedoch konnte nicht eindeutig gezeigt werden, ob
diese Hemmung auf einer Regulation des Transporters oder dem Katecholamin-
Metabolismus beruht. Die Tatsache, dall VMATZ2, nicht jedoch VMAT1, konstitutiv
phosphoryliert wird (Krantz et al., 1997), deutet auf eine mdgliche unterschiedliche

Regulation der beiden Transporter hin.
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Eine bis dahin unbekannte Form der Regulation vesikularer Transporter wurde in
PC12 Zellen fur VMAT1 nachgewiesen: Es kommt dort zu einer Regulation der
Aktivitat durch ein G-Protein. So hemmt die a-Untereinheit des heterotrimeren G-
Proteins Go; die vesikulare Noradrenalinaufnahme in diese Zellinie. Dabei handelt es
sich um eine Interaktion des G-Proteins mit dem Transporter selbst, und nicht um
eine durch die Veranderung des Protonengradienten hervorgerufene Modifikation der
Transporteraktivitat (Ahnert-Hilger et al., 1998).

1.7 Heterotrimere G-Proteine als Bestandteile vieler Signaltransduktions-

prozesse

Heterotrimere G-Proteine sind Bestandteile von Signaltransduktionsprozessen in
einer Vielzahl von Zellen. Zusammen mit den ,kleinen® monomeren G-Proteinen
stellen sie eine Klasse von Guanin-Nukleotid bindenden, membranassoziierten
Proteinen dar. Das Heterotrimer setzt sich aus einer o-, einer B- und einer Y-
Untereinheit zusammen. Bekannt sind zur Zeit 23 verschiedene o-, 6 verschiedenen
B- und 11 verschiedene y-Untereinheiten. Die a-Untereinheiten werden auf der Basis
ihrer Aminosauresequenzen und der durch sie vermittelten Effekte in die vier Klassen
Gs, Gio, Gq und Gz eingruppiert. Die Nomenklatur des Heterotrimers folgt der
Identitat der o-Untereinheit. Die Vielzahl an moglichen Kombinationen der
Untereinheiten tragt zur Spezifitat und Diversitat sowohl der Interaktion zwischen
Rezeptor und G-Protein als auch zwischen G-Protein und Effektor bei. Tatsachlich
scheinen einige Rezeptortypen fur bestimmte Kombinationen von G-Protein
Untereinheiten spezifisch zu sein (Kalkbrenner et al., 1996). Alle heterotrimeren G-
Proteine folgen einem gemeinsamen Aktivierungs-/ Inaktivierungszyklus, der eine
reversible und spezifische Signaltransduktion erlaubt: Der erste Schritt der
Aktivierung besteht in der Interaktion des G-Proteins mit einer zytoplasmatischen
Domane eines meist Liganden-aktivierten, heptahelikalen Rezeptors (Gudermann et
al., 1995), aus der ein Austausch von an die a-Untereinheit gebundenem GDP gegen
GTP resultiert. Die so aktivierte a-Untereinheit dissoziiert daraufhin vom By-Komplex
ab. Sowohl die o-Untereinheit als auch der By-Komplex kénnen nun zu einer
Modulation verschiedener Effektor-Proteine fuhren. Die Inaktivierung erfolgt durch

eine intrinsische GTPase Aktivitat der o-Untereinheit, die zur hydrolytischen Spaltung
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von GTP zu GDP und freiem Phosphat fuhrt. Die inaktivierte o-Untereinheit |0st sich
vom Effektor und kann mit einem PBy-Komplex wieder zu einem Heterotrimer
reassoziieren, welches dann erneut fur eine Aktivierung zur Verfugung steht. Diese
Form der reversiblen Kopplung der einzelnen Komponenten der Signaltransduktion
bietet den Vorteil einer vielfachen Verstarkung des extrazellularen Signals bereits auf
der Ebene des G-Proteins. So aktiviert allein ein Rhodopsin-Lichtrezeptor der Retina
bis zu 3000 G-Proteine in einer Sekunde (Hargrave et al., 1993).

Die durch heterotrimere G-Proteine der Plasmamembran vermittelten Effekte sind
vielfaltig. So aktivieren die o-Untereinheiten der Gs —Unterklasse Adenylylzyklasen
und Calcium-Kanale (lyengar, 1993). Die Aktivierung von Gaiy, einem Mitglied der G;
Unterklasse, fuhrt dagegen zu einer Hemmung der Adenylylzyklase-Aktivitat
(NUrnberg et al., 1995). Hauptsachlich im Gehirn und neuroendokrinen Zellen
werden die beiden Subtypen Goos und Goo, exprimiert. Sie stellen alternative
Splicing-Varianten des Gai, Gens dar und vermitteln unter anderem die Hemmung
von spannungsgesteuerten Calcium-Kanalen (Nurnberg et al., 1994). Die ubiquitar
exprimierten o-Untereinheiten der G, Unterklasse fuhren hauptsachlich zu einer
Stimulation der Aktivitat von Phospholipasen des Typs C-B (Sternweis et al., 1992).
Auf sehr niedrigem Niveau erfolgt die Expression von o-Untereinheiten der Giz
Unterklasse, die unter anderem ein Rolle bei der Tumorgenese zu spielen (Xu et al.,
1994).

Plasmamembranstandigen Gpy Untereinheiten konnten Interaktionen etwa mit
spannungsgesteuerten Calcium-Kanalen (lkeda, 1996), Kalium-Kanalen (Cohen et
al., 1996) oder Phosphoinositol-3-Kinasen (Leopoldt et al., 1998) nachgewiesen

werden.

Neben ihrer Existenz auf der Plasmamembran konnten G-Proteine ebenfalls auf
Membranen intrazelluldrer Organellen nachgewiesen werden. Uber ihre Funktion auf
diesen Kompartimenten ist wenig bekannt. Die Ausbildung verschiedener Hull-
Proteine von Vesikeln des Golgi-Komplexes scheint der Regulation durch ein
heterotrimeres G-Protein der Pertussis Toxin sensitiven Gjo-Klasse zu unterliegen
(Ktistakis et al., 1992). Ebenso existieren Befunde, die auf eine Regulation der
Synthese von Vesikeln des trans-Golgi Netzwerks durch ein extra grofdes G-Protein

hinweisen (Kehlenbach et al., 1994). Immunzytochemische Untersuchungen konnten
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komplette Sets heterotrimerer G-Proteine sowohl auf chromaffinen Granula von
Nebennierenmarkszellen als auch auf SSVs von Neuronen nachweisen (Ahnert-
Hilger et al., 1994). Aus diesen Beobachtungen ergeben sich Fragen nach weiteren
Funktionen von G-Protein Untereinheiten auf sekretorischen Speicherorganellen.
Wie erwahnt, belegen erste Ergebnisse die Beteiligung eines heterotrimeren G-
Proteins bei der Kontrolle der Aktivitat von VMAT1 in PC12 Zellen. Da diese
Ergebnisse lediglich von einer einzelnen Zellinie stammen, ist unklar, ob ein solcher

Mechanismus generell in monoaminergen Zellsystemen und Geweben existiert.

1.8 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Regulation der Aktivitat vesikularer
Monoamintransporter durch heterotrimere G-Proteine in verschiedenen Systemen

untersucht werden. Im einzelnen standen folgende Fragen im Mittelpunkt:

Stellt die Regulation vesikularer Monoamintransporter durch heterotrimere G-

Proteine ein allgemeines Prinzip in neuroendokrinen Zellen und Neuronen dar?

Wird ausschliellich die Aktivitat von VMAT1 reguliert oder unterliegt VMAT2

ebenfalls einer Regulation durch heterotrimere G-Proteine?

Ist die Regulation auf einen Typ sekretorischer Vesikel beschrankt, oder gilt sie fur

die Monoaminspeicherung in LDCVs und SSVs?

Welche G-Proteine sind an der Regulation beteiligt?

Wie kommt es zur Aktivierung der G-Proteine?
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Reagenzien

5-Hydroxy-[3H] Tryptamintrifluoracetat

Serotonin, spez. Aktivitat 3260Bq / mmol
I-[7,8-3H] Noradrenalin

spez. Aktivitit 444 Bq / mmol

[2,5-3H] Histamindihydrochlorid
spez. Aktivitat 1550 Bq / mmol

Acrylamid Stammlésung (30%)
Agarose

Ammoniumpersulfat

Araldit

o~Toxin

ATP
Adenosin-5"-Triphosphat
B27 Supplement
(Eggenstein)
BCA
Natrium Bicinchoninsaure-4,4-di-
carboxy-2,2-Bichinolin
Bisacrylamid Stammldsung (30%)
BSA

Rinderserum Albumin
Diaminobenzidin (DAB)
DMEM

»Dulbecco’s Modified Eagle Medium*

Amersham (Dreieich)

Amersham (Dreieich)

Amersham (Dreieich)

Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Sigma (Munchen)
Serva (Heidelberg)

Weller, Institut Ray-Roecky-
Weller (Baden-Baden)

Sigma (Munchen)

Gibco Life Technologies

Sigma (St.Louis,. USA)

Roth (Karlsruhe)
Sigma (St.Louis, USA)

Sigma (Munchen)

Biochrom (Berlin)
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DMEM /HAM's F12

DMSO
Dimethyl-Sulfoxid

ECL™
Enhanced Chemiluminescence

EDTA

Ethylendiamintetraacetat

Fluoxetin

Hydrochlorid

Formvar

Glutamin

Glutaraldehyd

GMppNp
5’-Guanylylimidodiphosphat

G-Protein Untereinheiten

GO(O1, GO(Oz, GO(i'], und GO(iz

GTPyS

Guanosin 5°-O-( 3-thiotriphosphat )

Heparin
HEPES
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-

2-Ethansulfonsaure

Histamin

Hydrochlorid

Hybond C

Nitrozellulose Membran
Kaliumglutamat

Kalberserum, fotales

Ketavet

Biochrom (Berlin)
Roth (Karlsruhe)

Amersham (Buckinghamshire,
England)
Roth (Karlsruhe)

Biotrend (KolIn)

Serva (Heidelberg)
Biochrom (Berlin)
Fluka (Neu-Ulm)
Sigma (Munchen)

Bernd Nurnberg, Institut fur
Pharmakologie der FU Berlin

Sigma (Munchen)

Ratiopharm (Ulm)
Sigma (Munchen)

Sigma (Munchen)

Amersham (Buckinghamshire,

England)
Sigma (Munchen)

Biochrom (Berlin)

Curamed Pharma GmbH
(Karlsruhe)
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Kollagen

Lipofectin

LMW

Low Molecular Weight Marker
Magermilchpulver
Mowiol

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Neurobasal Medium (NBM)

Optimem
OptiPhase "HighSafe 3 °

Szintillationscocktail

Osmiumtetroxid
Penicilin / Streptomycin

Pertussis Toxin

Pipes

Piperazin-N,N"-bis[2-ethansulfonsdure]

Pferdeserum

Poly-L-Lysin

Ponceau S

Protease Inhibitoren:
Aprotinin
Leupeptin

Pepstatin

PMSF (Phenylmethylsulfonyifluorid)

Reserpin
Rompun

Serotonin

Hydrochlorid

Sigma (Munchen)

Gibco Life Technologies
(Eggenstein)

Pharmacia Biotech (Uppsala,
Schweden)

Glucksklee (Minchen)
Hoechst (Frankfurt/aM)
Boehringer Mannheim
Gibco Life Technologies
(Eggenstein)

Biochrom (Berlin)
Wallac (Turku, Finnland)

Merck (Darmstadt)
Biochrom (Berlin)
Calbiochem / Novabiochem
(Bad Soden / Taunus)
Sigma (Munchen)

Biochrom (Berlin)
Sigma (Munchen)
Sigma (St.Louis, USA)

Boehringer Mannheim

Boehringer Mannheim

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Sigma (Munchen)
Bayer (Leverkusen)

Sigma (Munchen)
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Streptolysin-O, Mutante 101

TEMED
Triton X-100

Tetanus Neurotoxin
Tetanus Neurotoxin, leichte Kette

Tetrabenazin

Wasserstoffperoxid

2.2 Puffer und Lésungen

Antikdrper-Losung fur Immunorepklika-Analysen

1,5% wiv

Block-L6sung fur Immunoreplika-Analysen

U.Weller, Institut Ray-Roecky-
Weller (Baden-Baden)

Sigma (Munchen)
Roth (Karlsruhe)

U.Weller, Institut Ray-Roecky-
Weller (Baden-Baden)

U.Weller, Institut Ray-Roecky-
Weller (Baden-Baden)

Jean Pierre Henry, Institut de
Biologie Physico-Chimique

(Paris)
Merck (Darmstadt)

Rinderserum Albumin in TS Puffer

5% wiv Magermilchpulver
0,1% viv Tween 20 in TS Puffer
Chlornaphtolentwicklung
2ml 3 mg / ml a-Chlornaphtol in DMSO
10 ml TS
10 i Wasserstoffperoxid (30%)

Elektrophorese Puffer (10 X)

304g Tris
144 g Glycin
1049 SDS

auf 1 Liter mit dH»O auffillen
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Kaliumglutamat Puffer | (KG1)

150 mM
20 mM
4 mM

1 mM

Kaliumglutamat
Pipes
EGTA

Mg®* (freies), durch Zusatz von 111,4 ul 1 M Magnesiumacetat
/100 ml Puffer

mit KOH auf pH 7,0 eingestellt

Kaliumglutamat Puffer Ill (KG3)

150 mM
20 mM
4 mM
2mM

1 mM

Kaliumglutamat
Pipes

EGTA

ATP

Mg®* (freies), durch Zusatz von 111,4 ul 1 M Magnesiumacetat
/100 ml Puffer

mit KOH auf pH 7,0 eingestellt

Kaliumglutamat Puffer IV (KG4)

150 mM
20 mM
4 mM
2mM

1 mM

15 uM

Kaliumglutamat
Pipes

EGTA

ATP

Mg®* (freies), durch Zusatz von 111,4 ul 1 M Magnesiumacetat
/100 ml Puffer

Ca?* (freies), durch Zusatz von 78,28 pl 1 M CaCl,/ 20 ml Puffer
mit KOH auf pH 7,0 eingestellt

Krebs-Hepes Puffer (KR)

140 mM
4,7 mM
2,5 mM
15 mM

NaCl
KCI
CaC|2

Hepes
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1,2 mM MgSOq4
6,5 mM Glucose
auf pH 7,4 eingestellt

Phosphatpuffer (PBS)
140 mM NaCl
2,7mM KCI
10 mM NazHPO4
1,8mM KH,PO4

Ponceau-S Lésung

0,5% wiv Ponceau S

3% viv Trichloressigsaure

Probenpuffer (Laemmli)

12,48 ml Sammelgel-Puffer (4 X)
1,5 ml 0,1 MEDTA (Na-Salz) pH7.0
15¢g Sacharose
5 ml 1,5MDTT

auffullen auf 1 Liter mit dH-O

Sammelgel-Puffer (4 X)
60,59 Tris pH6,8
49 SDS
auffullen auf 1 Liter mit dH,O

Trenngel-Puffer (4 X)
181,79 Tris pH 8,8
49 SDS
auffullen auf 1 Liter mit dH2.0

Tris-Puffer (TS)



20 mM
150 mM

Tris
NaCl

Tyrode-Hepes Puffer

134 mM
0,34 mM
2,9 mM
12 mM
20 mM
5 mM

1 mM

NaCl

NazHPO4

KCI

NaHCO;

Hepes

Glucose

MgCl,

auf pH 7,3 eingestellt

Immunoreplika Puffer (Semi Dry)

48 mM
385 mM
3,7 g/ml

800 ml

200 ml

Tris
Glycin
SDS 10 %
dH,0
Methanol

2.3 Medien fur die Zellkultur

Kulturmedium fiir BON Zellen

45 ml
45 ml
10 ml

1 mi

1 mi

DMEM
DMEM /HAM'S F12
fotales Kalberserum

Glutamin

Penicillin / Streptomycin

Kulturmedium fir PC12 Zellen

Material und Methoden
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85 ml DMEM
10 ml Pferdeserum
5ml fotales Kalberserum
1 ml Glutamin
1 ml Penicillin / Streptomycin

Dissoziationsmedium fir Rapheneurone

50 ml fotales Kalberserum
5 mi Glutamin

50 IE Insulin
5ml Hepes 1 M

4 g Glucose

auffullen auf 500 ml mit DMEM
Startermedium fur Rapheneurone
5ml Glutamat 2,5 mM

auffullen auf 500 ml mit Kulturmedium

Kulturmedium flr Rapheneurone

10 ml B27
1,25 ml Glutamin
5ml Penicillin / Streptomycin

auffullen auf 500 ml mit NBM

2.4 Verwendete Antikorper

Primare Antikorper

Antikorper Bezugsquelle und Publikation

VMATA1 R.Jahn, Max-Planck-Institut fur

polyklonal, Kaninchen biophysikalische Chemie, Gottingen

VMAT?2 R.Jahn, Max-Planck-Institut fir
biophysikalische Chemie, Gottingen
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polyklonal, Kaninchen

Synaptobrevin Il (Klon 69.1)

monoklonal, Maus

Synaptic Systems, Gottingen
Edelmann et al. (1995)

Synaptophysin (Klon 7.2)

monoklonal, Maus

Synaptic Systems, Gottingen
Jahn et al. (1985 )

Chromogranin A/ B

polyklonal, Kaninchen

Quartett, Berlin

Chromogranin B

polyklonal, Kaninchen

R.Fischer-Colbrie, Universitat Innsbruck
Kroesen et al. (1996)

Cytochrom b561

monoklonal, Maus

B.Wiedenmann, Universitatsklinikum
Charité, Berlin

Ahnert-Hilger et al. (1993)

Dopamin-B-Hydroxylase

polyklonal, Kaninchen

B.Wiedenmann, Universitatsklinikum

Charité, Berlin

Ahnert-Hilger et al. (1993)

Serotonin

polyklonal, Kaninchen und Huhn

R.W.Veh, Institut fir Anatomie der
Charité, Berlin

Goo. ASG6

polyklonal, Kaninchen

G.Schultz, Institut fur Pharmakologie der
FU Berlin

Spicher et al. (1992)

Goo; AS 248

polyklonal, Kaninchen

G.Schultz, Institut fur Pharmakologie der
FU Berlin

Spicher et al. (1992)

Gooz AS 371

polyklonal, Kaninchen

monoklonal, Maus (Klon 94.1)

G.Schultz, Institut fur Pharmakologie der
FU Berlin

Laugwitz et al. (1996)

R.Jahn, Max-Planck-Institut fir
biophysikalische Chemie, Gottingen

Sekundare Antikorper

Antikorper

Bezugsquelle

Pferd anti-Maus IgG

Vector Laboratories, Burlingham (USA)
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Peroxidase-gekoppelt

Ziege anti-Kaninchen IgG Vector Laboratories, Burlingham (USA)

Peroxidase-gekoppelt

Esel anti-Maus 1gG Jackson Laboratories, West Grove
Texas Red-gekoppelt (USA)

Ziege anti-Kaninchen 1gG Jackson Laboratories, West Grove
Texas Red-gekoppelt (USA)

Ziege anti Kaninchen IgG Molecular Probes, Eugene

Oregon Green-gekoppelt (USA)

Ziege anti-Huhn 1gG Molecular Probes, Eugene

Alexa Green-gekoppelt (USA)

2.5 Durchfuhrung der Experimente
2.5.1 Zellkultur
PC12 Zellen

PC 12 Zellen wurden in Kollagen-beschichteten Kulturschalen (Durchmesser 100
mm) bei 37 °C und 10 % CO; Gehalt in der Atmosphare kultiviert. Zunachst wurde in
einem Ansatz fur 10 Schalen ein Gemisch aus 32 ml 30 %igem Ethanol und 1 ml
Kollagen mit Hilfe eines Falcon 7107 Einmalfilter-Systems sterilfiltriert. Danach
wurden jeweils 3 ml in eine Schale pipettiert und kurz geschwenkt. Die Flussigkeit
wurde dann Uber mehrere Stunden unter der eingeschalteten Steril-Arbeitsbank
eingetrocknet. Die so vorbehandelten Schalen wurden im Brutschrank bei 37°C
aufbewahrt. PC12 Zellen wurden mit einer Dichte von 2-2,5 x 10° je 100 mm Schale
in Kulturmedium ausplattiert und einmal in der Woche zum Ausdinnen umgesetzt.
Zum Umsetzen wurde das Medium abgesaugt und die Schale mit 5 ml PBS gespdlt.
Darauf wurden die Zellen fGr 1 min mit 1 ml Trypsin-Lésung (1:10) Uberspult und
anschlie3end fur 2 min im Brutschrank stehen gelassen. Die Zellen wurden dann mit
2 ml PBS von der Schale gespult und fur 2 min bei 1000 xg abzentrifugiert. Die

sedimentierten Zellen wurden in 1 ml Medium aufgenommen, gut resuspendiert und
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in einer Dichte von 1-2 x 10° je Schale mit je 8,5 ml Kulturmedium ausplattiert.

BON Zellen

BON Zellen wurden in unbehandelten Schalen (100 mm Durchmesser) bei 37°C und
5 % CO, Gehalt in der Atmosphare kultiviert. Die Zellen wurden mit einer Dichte von
2,2-2,5x 10° je Schale in Kulturmedium fur BON Zellen ausplattiert und einmal in der

Woche zum Ausdinnen (wie fur PC12 Zellen beschrieben) umgesetzt.

Rapheneurone in Primarkultur

Die Gehirne von embryonalen Wistar Ratten wurden am Embryonaltag (E)13 oder 14
prapariert. Das Alter der Embryonen wurde dabei Uber morphologische Kriterien der
Extremitatenanlagen und des Kopfes nach Butler et al. (1987) bestimmt. Die Gehirne
wurden in Dissoziationsmedium aufgenommen und die Meningen wurden vorsichtig
vom Mittelhirn und Hirnstamm entfernt. Die dorsale Sutur des Neuralrohres wurde
erodffnet und ein Gewebestreifen von 0,25-0,5 mm Breite wurde entlang der Mittellinie
des Mes- und Rhombenzephalons freiprapariert. Von diesem Streifen konnten drei
verschiedene Regionen prapariert werden. Die am weitesten rostral gelegene Region
wurde als R1 bezeichnet und erstreckte sich vom Isthmus des Rhombenzephalons
1,5 mm nach rostral. Die zweite Region, R2, wurde weiter caudal zwischen dem
Isthmus und der Austrittsstelle der Hirnnerven aus der Pons prapariert. Die dritte
Region, R3, wurde definiert als die Region, die sich 1,56 mm von der Austrittsstelle
der Hirnnerven nach caudal erstreckte.

Primarkulturen von Rapheneuronen wurden nach einem modifizierten Protokoll von
Brewer (1995) fur Serum-freie Kulturen angelegt. Definierte Bereiche aus der Raphe
(s.0.) wurden prapariert, 2X mit PBS gewaschen und fur 15 min bei 37°C in einem
Trypsin / EDTA Gemisch (0,05 % / 0,02 % w/v in PBS) inkubiert. Darauf wurden die
Zellen 1X mit PBS und 1X mit Dissoziationsmedium gewaschen, bevor sie
mechanisch mit Hilfe einer Feuer-polierten Pasteur-Pipette vereinzelt wurden. Die
Zellen wurden dann fur 2 min bei 210 xg und 21°C abzentrifugiert, in Startermedium
redissoziiert und nach der Zahlung in einer Neubauer-Kammer mit einer Dichte von
85000 Zellen / cm2 auf 48-Loch Platten ausplattiert. Die Platten waren vorher mit
poly-L-Lysin (0,5 % in PBS) fur 1 h bei Raumtemperatur behandelt worden. Die
Primarkulturen wurden bei 36,5°C und 5 % CO2 Gehalt bis zu 5 Wochen kultiviert.
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Ab Tag 4 der Kultur wurde die Halfte des Mediums 2X in der Woche durch frisches

Kulturmedium ersetzt.

2.5.2 Permeabilisierung mit o-Toxin und Streptolysin-O

Zur Permeabilisierung der Zellen wurden die bakteriellen Zytolysine o-Toxin und
Streptolysin-O (SLO), Mutante 101, verwendet. Fir alle Experimente, die nicht der
Vorstellung der Permeabilisierungstechnik (siehe 3.1) dienten, wurde ausschlielich

SLO verwendet.

Die zytolytische Aktivitat beider Toxine wurde nach Lind et al. (1987) und Ahnert-
Hilger et al. (1989) an Kaninchen-Erythrozyten bestimmt. Hierfur wurde eine
Erythrozyten Suspension (2,5 % in PBS) mit verschiedenen Verdunnungen der
Toxine versetzt. Nach Inkubation fur 40 min bei 37°C wurde der hamolytische Effekt
photometrisch bei 412 nm bestimmt. Der Kehrwert der Verdlinnung des Toxins, bei
der 50 % der Erythrozyten hamolysiert wurden, ergab die Anzahl der hamolytischen

Einheiten (HE) / ml der unverdinnten Toxinpraparation.

PC12 und BON Zellen

Das Medium wurde entfernt und die semikonfluent gewachsenen Zellen wurden
zunachst 2 X mit PBS, dann 1 X mit KG1 Puffer gewaschen. Darauf wurden sie mit 1
ml KG1 Puffer je Kulturschale suspendiert und bei 2000 xg fur 2 min bei 4°C
abzentrifugiert. Anschliefend wurden die sedimentierten Zellen in 100 pyl KG1 Puffer
je Kulturschale aufgenommen und resuspendiert. Zur Permeabilisierung mit a-Toxin
wurde die Zellsuspension mit dem gleichen Volumen an Toxin in einer Aktivitat von
50-100 HE / ml (in KG1 Puffer) fir 20 min bei 36°C inkubiert. Um ungebundenes
Toxin zu entfernen, wurde die Zellen bei 2000 xg fur 2 min bei 4 °C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen wurden fir Experimente zur
Monoamin Aufnahme oder Sekretion in KG3 Puffer mit den jeweiligen Zusatzen
aufgenommen.

Zur Permeabilisierung mit SLO wurde die Zellsuspension (s.0.) mit dem gleichen
Volumen an Toxin-Verdlinnung in einer Aktivitat von 50-100 HE / ml ( in KG1 Puffer,
der als Reduktionsmittel 1 mM DTT enthielt ) fir 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden bei 2000 xg fur 2 min bei 4 °C abzentrifugiert und in 100 pl KG1 Puffer /
Ansatz resuspendiert. Zur Porenbildung durch das an das Cholesterol in der
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Plasmamembran gebundene SLO wurden die Zellen fur 10 min bei 36°C inkubiert.
Die Zellen wurden anschlieRend mit 500 ul eiskaltem KG1 Puffer gewaschen und flr
2 min bei 2000 xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen
wurden fur Experimente zur Monoamin Aufnahme oder Sekretion in KG3 bzw. KG4

Puffer mit den jeweiligen Zusatzen aufgenommen.

Primarkulturen der Raphe

Rapheneurone in Primarkultur wurden 1X mit PBS und 1X mit KG1 Puffer
gewaschen, bevor sie mit 100 HE / ml SLO in KG1 Puffer (versetzt mit 0,1 % BSA)
fur 5 min auf Eis inkubiert wurden. AnschlieRend wurde die SLO-LAsung abgesaugt
und die Zellen wurden fur Experimente zur Monoamin Aufnahme in KG3 Puffer mit

den jeweiligen Zusatzen inkubiert.

Thrombozyten

Die sedimentierten Trombozyten wurden in 50 ul Tyrode-Hepes Puffer je Tier
suspendiert und mit dem gleichen Volumen an 20-30 HE / ml SLO (ebenfalls in
Tyrode-Hepes Puffer) fur 5 min auf Eis inkubiert. Die Thrombozyten wurden darauf
bei 1000 xg fur 5 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Nach dem Absaugen der
SLO-L6sung wurden die Thrombozyten fur Experimente zur Serotonin Aufnahme in
KG3 Puffer mit den jeweiligen Zusatzen inkubiert .

2.5.3 Monoaminaufnahme in permeabilisierte Zellen

Die Monoamin Aufnahme in permeabilisierte PC12 und BON Zellen (s.0.) wurde
durch die Zugabe von 100 uyl KG3 Puffer / Ansatz, der entweder 90 nM
[*H]Noradrenalin, 90 nM [*H]Serotonin oder 200 nM [*H]Histamin enthielt, gestartet.
Der Ansatz enthielt zusatzlich 1 mM Ascorbinsaure als Antioxidanz. Die Inkubation
wurde normalerweise fur 20 min bei 36°C durchgefuhrt. Die zu untersuchenden
Substanzen, wie GTP-Analoga oder G-Protein Untereinheiten wurden diesem
Inkubationsansatz zugeflgt. Gestoppt wurde die Monoamin Aufnahme durch die
Zugabe von 1 ml eiskaltem KG1 Puffer und die anschliessende Zentrifugation bei
15000 xg. Die sedimentierten Zellen wurden in 100 pl Triton X-100 (0,4 %)
aufgenommen und flr 10 min bei 42°C unter heftigem Schuitteln im Thermomixer
lysiert. Von dem Lysat wurden 50 pl abgenommen, mit 4 ml FlUssigszintillator
OptiPhase versetzt und fur die Sazintillationsmessung der aufgenommen
Radioaktivitat in einem Beckman LS 6500 Zahlautomat verwendet. Die ubrigen 50 pl
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wurden zur Bestimmung des Proteingehalts mit der BCA Methode verwendet. Die
aufgenommenen Mengen an [*H]Monoamin sind in pmol / mg Protein angegeben.
Berechnet wurde die aufgenommene Menge der Monoamine uber die Anzahl der
Zerfalle (DPM) / min und die spezifische Aktivitat des jeweiligen eingesetzten Tritium-

markierten Monoamins.

Rapheneurone

Permeabilisierte Neurone wurden auf den Kulturplatten mit je 100 ul KG3 Puffer je
Ansatz, der 1 mM Ascorbinsdure, 90 nM [*H]Serotonin oder [°H]Noradrenalin sowie
die zu untersuchenden Substanzen enthielt, fir 10 min bei 36°C inkubiert. Die
Monoamin Aufnahme wurde durch die Zugabe von 500 pl eiskaltem KG1 gestoppt.
Die Inkubations-L6sung wurde abgesaugt und die Neurone wurden noch einmal mit
500 pl eiskaltem KG1 Puffer gewaschen. Die anschliellende Lyse der Zellen erfolgte
durch die Inkubation fur 10 min bei 42°C mit 100 pl Triton X -100 (0,4 %). Die
Bestimmung der aufgenommenen Menge an [*H]Monoamin sowie des Proteingehalts
erfolgte wie fir PC12 und BON Zellen beschrieben.

Thrombozyten
Die Experimente zur Serotoninaufnahme wurden nach Permeabilisierung ebenso wie
in BON und PC12 Zellen durchgefuhrt

Die Inkubation neuroendokriner Zellen und Neurone mit Pertussis Toxin (100 ng / ml)
oder Tetanus Neurotoxin (10 nM) erfolgte flr 48 Stunden in Kulturmedium. In einigen
Experimenten wurden die Zellen nach der Permeabilisierung fur 20 min bei 36°C in
KG1 Puffer inkubiert, der die leichte Kette von Tetanus Neurotoxin (1 uM bzw. 200
nM) enthielt.

2.5.4 Monoaminsekretion
PC12 Zellen

PC12 Zellen wurden in serumfreiem DMEM, versetzt mit 20 nM [3H]Noradrenalin und
1 mM Ascorbinsaure fir 2 h im Brutschrank vorbeladen. Danach wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen noch einmal flr 1-2 h in DMEM im Brutschrank belassen.
Anschlielend wurde das DMEM abgesaugt und die Zellen 3X mit Krebs-Hepes
Puffer, sowie 1X mit KG1 Puffer gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden mit
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500 pl KG1 Puffer / Schale abgeschwemmt und zur Permeabilisierung mit o-Toxin
oder SLO (Mutante 101) inkubiert. Zur Kontrolle wurden die Zellen nur mit KG1
Puffer inkubiert. Die Zellen wurden dann flr 2 min bei 2000 xg abzentrifugiert, wieder
in KG1 Puffer (100 pl / Ansatz) resuspendiert und fur 10 min bei 36°C inkubiert.
Darauf wurden die Zellen erneut fur 2 min bei 3000 xg abzentrifugiert, mit 100 yl KG4
Puffer (15 uM freies Ca**) je Ansatz resuspendiert und zur Stimulation der Sekretion
fur 10 min bei 36°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen bei 15.000 xg
sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und fiir die Bestimmung des
[3H]Noradrenalingehalts mit der Methode der Flussigkeits-Szintillationsmessung
verwendet. Die Zellen selbst wurden mit 100 pl Triton X-100 versetzt und fir 10 min
bei 42°C lysiert. Das Lysat wurde dann ebenfalls zur Bestimmung der Menge des in
den Zellen verbliebenen [3H]Noradrenalins mit der Methode der Flussigkeits-
Szintillationsmessung benutzt. Die Angaben des sezernierten [?H]Noradrenalins sind
in Prozent des zu Beginn der Stimulation in den Zellen vorhandenen

[*H]Noradrenalins gemacht.

Primarkulturen der Raphe

Primarkulturen der Rapheneurone wurden zu unterschiedlichen Kulturzeitpunkten in
DMEM, versetzt mit 20 nM [°H]Serotonin und 1 mM Ascorbinsdure fiir 4 h im
Brutschrank vorbeladen. Die Inkubations-Losung wurde abgesaugt und die Zellen 3X
mit Krebs-Hepes Puffer gewaschen. Darauf erfolgte eine Zwischeninkubation fur 10
min bei 36°C mit Krebs-Hepes Puffer, der 0,1 % BSA enthielt. Der Puffer wurde
abgesaugt und durch frischen Krebs-Hepes Puffer ersetzt, der fur die Stimulation der
Sekretion einen auf 50 mM erhdhten K*-Gehalt besaR. Die Stimulation erfolgte mit
100 ul des Puffers flr 5 min bei 36°C. Die Bestimmung des [3H]Serotoningehalts im

Uberstand sowie in den Zellen erfolgte wie zuvor beschrieben.

2.5.5 Transfektion von COS Zellen

Um die Spezifitat und mogliche Kreuzreaktivitat der verwendeten polyklonalen
Antikdrper gegen VMAT1 und VMAT2 zu testen, wurden COS Zellen mit der DNA
des jeweiligen Transporters transient transfiziert. COS Zellen wurden in 35 mm
Kulturschalen auf Glasplattchen bis zu 40 % Konfluenz kultiviert. Fur die Transfektion
einer Schale wurden 1-2 ug DNA (Transporter DNA im Plasmidvektor pcDNA3) in

100 ul serumfreiem Medium (Optimem) aufgenommen, 30 min bei Raumtemperatur
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inkubiert, und dann mit 5 pul Lipofectin (ebenfalls in 100 yl Optimem) vermischt. Zur
Ausbildung des DNA-Liposomen Komplexes wurde das Gemisch fur weitere 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Das Kulturmedium wurde abgenommen und die
Zellen wurden 1X mit 2 ml Optimem gewaschen. Zur Transfektion wurden die Zellen
mit dem DNA-Lipofectin Gemisch und 0,8 ml Optimem fur 8 h im Brutschrank
inkubiert. Darauf wurde das DNA-Lipofectin Gemisch durch Wachstumsmedium
(DMEM) ersetzt, und die Zellen flir 48h zur Proteinsynthese im Brutschrank
belassen. Die erfolgreiche  Synthese der Transporterproteine  wurde

immunzytochemisch uberpruft.

2.5.6 Protein-Gelelektrophorese und Immunoreplika-Analyse

Protein Proben wurde elektrophoretisch in einem denaturierenden Natrium-
Dodecylsulfat Polyacrylamid Gel-System (SDS-Page) nach der Methode von
Laemmli (1970) aufgetrennt. Verwendet wurden 10 %ige Gele der Dicke von 0,75
mm. Die Protein-Proben wurden vor dem Aufbringen auf das Gel flr 5 min bei 95°C
zur Denaturierung erhitzt. Standard Marker-Proteine (LMW) von 14,4 bis 94 kDa
wurden bei jedem Lauf des Gels mit aufgetragen.

Zusammensetzung der Gele:

Trenngel 10 % Sammelgel 3,75 %

Trenngel Puffer 1,5 ml Sammelgel Puffer 500 pl
Acrylamid Stammldsung 2 ml Acrylamid Stammldsung 250 pl
Bisacryamid Stammldsung 0,8 ml Bisacrylamid Stammlésung 100 pl
H.O 1,7 ml H.O 1150 pl
TEMED 8 TEMED 2,6 pl
10 % Ammoniumpersulfat 75 10 % Ammoniumpersulfat 20 pl

Die Elektrophorese wurde bei 20 mA / Gel fur 80 min durchgefuhrt.
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Die aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch vom Gel auf Hybond C
Nitrozellulose Membranen transferiert und so immobilisiert. Die Stromstarke betrug
300 mA / Gel im "semi-dry" Verfahren in einer Bio-Rad Trans Blot® SD Kammer unter
Verwendung von ‘semi-dry’ Puffer. Nach dem Blot Verfahren wurden die Membranen
in Ponceau-S Losung gebracht, um die Banden der Marker-Proteine sichtbar zu
machen und die Integritdt der Ubrigen Proteine zu testen. Uberschiissiges Ponceau-
S wurde mit H,O abgewaschen. Die Membranen wurden getrocknet und, falls
bendtigt, mit dem Skalpell in horizontale oder vertikale Streifen geschnitten, wobei
die Banden der Marker-Proteine als Anhaltspunkte flir das apparente
Molekulargewicht der Proteine dienten. Die Membranstreifen wurden mit einem
Bleistift markiert und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur mit Block-Losung inkubiert.
Die Inkubation mit dem primaren Antikdrper erfolgte bei 4°C Uber Nacht in
Antikorper-Losung. Danach wurden die Membranstreifen 4X fuar 15 min in Block-
Losung gewaschen. Die Inkubation mit dem an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten
sekundaren Antikdrper erfogte bei Raumtemperatur fur 1 h in Antikorper-Lésung.
Anschlief3end wurden die Membranstreifen 3 X fir 10 min in TS Puffer gewaschen.
Alle Inkubations- und Wasch-Schritte wurden auf einem Schuttler durchgefuhrt. Zur
Detektion der Meerrettich-Peroxidase Aktivitat wurden die Membranstreifen fur 1 min
mit ECL-Lésung benetzt und zur Belichtung auf ECL-Film aufgelegt. Die
Membranstreifen konnten anschlieRend noch zur Nachfarbung mit o-Chlornaphthol

verwendet werden.

2.5.7 Immunzytochemie

BON und COS Zellen sowie Rapheneurone in Primarkultur wurden auf Glasplattchen
in 35 mm Kulturschalen kultiviert und 2X far 5 min mit PBS gewaschen.
Anschlielend wurden sie fur 15 min in eiskaltem Formalin (4 % in PBS) fixiert. Die
fixierten Zellen wurden dann 2X far 10 min mit PBS gewaschen. Zum Absattigen
unspezifischer Bindungsstellen wurden die Zellen fir 1 h mit PBS, das 2 % BSA, 5 %
NGS und 0,1 % Triton X-100 enthielt, bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubation
mit dem primaren Antikorper erfolgte in der Absattigungs-Losung fur 1,5 h bei 37°C
in einer feuchten Kammer. Im Anschlul} daran wurden die Zellen 2X fur 10 min mit
PBS gewaschen. Als sekundare Antikorper dienten Oregon Green-

fluoreszenzmarkiertes anti-Huhn bzw. anti-Kaninchen IgG, sowie Texas Red-
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fluoreszenzmarkiertes anti-Kaninchen 1gG. Die Inkubation mit dem sekundaren
Antikorper erfolgte in PBS, versetzt mit 2 % BSA, fur 1,5 h bei Raumtemperatur in
der abgedunkelten feuchten Kammer. Ungebundene Antikorper wurden 2X fur 10
min mit PBS abgewaschen und die Zellen in jeweils 10 yl Mowiol auf Objekttragern
eingebettet. Ausgewertet wurden die Farbungen mit einem Leica DMLB
Epifluoreszenz-Mikroskop. Die Bilder wurden mit einer SPOT Kamera der Firma

INTAS, Gottingen, digital aufgenommen.

2.5.8 Elektronenmikroskopie

Bereiche aus dem prafrontalen Cortex adulter Ratten wurden prapariert, in eiskaltem
PBS aufgenommen, und in kleine Wiirfel von ca. 8 mm?® geschnitten. Diese wurden
zuerst fur 2 h auf Eis und dann flir 2 h bei Raumtemperatur in PBS, versetzt mit 4 %
Formalin, 0,05 % Glutaraldehyd sowie 0,2 % Pikrinsaure, fixiert. Anschlielend wurde
das fixierte Gewebe fur 2 h in PBS gewaschen und in 3 % Agarose (in PBS) zur
Anfertigung von 50 uM dicken Vibratomschnitten eingebettet. Um die Aktivitat der
endogenen Peroxidase zu blockieren, wurden die Schnitte fir 30 min in 0,5 % H>0»
inkubiert. Die Schnitte wurden mit PBS gewaschen und fur 30 min in Block-L6sung
inkubiert. Die Inkubation mit einem polyklonalen anti-Serotonin Antikorper aus dem
Huhn wurde flr 24 h bei 4°C in Antikdrper-Lésung durchgeflhrt. Die Detektion der
Immunreaktivitat erfolgte mit einem Kit von Vectastain, wobei Diaminobenzidin (DAB)
als Chromogen verwendet wurde. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die
Schnitte fur 30 min mit 1 % OsO4 (in PBS) inkubiert, in aufsteigender Alkoholreihe
dehydratisiert und in Araldit flach-eingebettet. Ultradlinnschnitte von 70 nm wurden
auf Formvar-behandelten (in 0,3 % Dichlorethan) Nickel-Objekthaltern 2 X fur 7 min
in 1 % Perjodat angeatzt, 2 X mit doppelt destilliertem H,O gewaschen und nach der
‘post-embedding’Methode (Wenzel et al., 1997) weiterbehandelt. Verwendet wurden
hierflr polyklonale Antikdrper gegen VMAT2, Gao, und Synaptophysin sowie an 5

nM Goldpartikel gekoppeltes anti-Kaninchen IgG als sekundarer Antikorper.

2.5.9 Subzellulare Fraktionierung

Zur subzellularen Fraktionierung wurden 4-5 60 mm Kulturschalen semikonfluent

gewachsener BON Zellen oder Rapheneurone 2X mit eiskaltem PBS gewaschen.
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Die Zellen wurden mit 1 ml PBS pro Kulturschale abgeschwemmt und bei 2000 xg
abzentrifugiert. Sdmtliche folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgeflhrt: Die Zellen
wurden in 400 yl Homogenisierungs-Puffer aufgenommen, dem zuvor Leupeptin (2
Mg / ml), Aprotinin (1 pg / ml) sowie PMSF (1 mM) als Protease-Inhibitoren zugesetzt
worden waren. Die Zellsuspension wurde durch die 20-fache Passage durch eine
27G Kanlle homogenisiert. Das Homogenat wurde fiur 15 min bei 4000 xg
zentrifugiert und der resultierende postnukledre Uberstand (PNU) wurde
abgenommen. Wahrend der Zentrifugation wurden mit einem Hoefer SG 15
Gradienten-Mischer mindestens 2 kontinuierliche Saccharose-Gradienten in den
Konzentrationen von 0,35-2 M mit einem Volumen von 1,8 ml hergestellt. Der PNU
von etwa 350 pl wurde vorsichtig auf den Gradienten aufgetragen und fir 3 h in
einem Beckman TLS 55 Rotor bei 86.000 xg zentrifugiert. Der zweite Gradient wurde
dabei als Gegengewicht verwendet. Die Fraktionen von jeweils 60 pl wurden mit
einer Kanule Uber eine Schlauchpumpe vom Boden des Gradienten her abgesaugt
und aufgefangen. Anschlieliend wurden die aufgefangenen Fraktionen noch einmal
mit 1 ml 4 mM Hepes Puffer, pH 7,3, verdinnt und fur 30 min bei 65.000 xg in einem
Beckman TLA 100.4 Rotor abzentrifugiert. Die sedimentierten Membranen wurden
dann in 50 pl 1X Laemmli Puffer aufgenommen und der Gelelektrophorese mit

anschlieBender Immunoreplika-Analyse unterzogen.

2.5.10 Bestimmung von Protein-Konzentrationen

Die Bestimmung von Protein-Konzentrationen erfolgte mit der Bicinchoninsaure
(BCA) Methode nach Smith et al. (1985). Uber Verdiinnungsreihen wurde eine
Standardkurve von 50 bis 400 pg / ml BSA hergestellt. Das BSA wurde ublicher-
weise in 0,4 % Triton-X100 angesetzt.

Die Standardwerte sowie die Proben wurden in Duplikaten in die Lécher einer 96-
Loch Mikrotiter Platte (20 ul / Loch) pipettiert. Dazu wurden pro Loch 200 ul der BCA
Reaktionsldsung gegeben (eine Mischung aus Lésung A und B im Verhaltnis 50:1, v
/ v). Die Mikrotiter Platte wurde dann fur 30 min bei 60°C im Wasserbad inkubiert.
Anschliel3end wurde die Platte fur 10 min zum Abkuhlen stehen gelassen, bevor die
Absorption bei 550 nm in einem Elisa-Reader gemessen wurde. Die Protein-
Konzentrationen der Proben wurden anhand der Standardkurve bestimmit.
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2.5.11 Praparation von synaptischen Vesikeln (LP2)

Synaptische Vesikel wurden von adulten Wistar Ratten beiden Geschlechts nach
einem von Huttner et al. (1983) beschriebenem Protokoll prapariert. Alle Schritte
wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefuhrt.

Zumeist wurde ein Tier fur eine Praparation von synaptischen Vesikeln bendtigt.

Die Ratte wurde mit Ether betaubt und dann dekapitiert. Das Gehirn wurde so schnell
wie moglich entnommen und in 15 ml eiskalter Saccharose-Lésung (320 mM)
aufgenommen, der folgende Protease-Inhibitoren zugesetzt worden waren: Aprotinin
(1 pg / ml), Leupeptin (2 pg / ml), Pepstatin (2 pg / ml) und PMSF (0,1 mM). In einem
Dounce-Homogenisator (900 rpm, 10X) wurde das Gehirn homogenisiert. Das
Homogenat wurde darauf fir 10 min bei 800 xg in einem Beckman Ti 70 Rotor
zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde fir 15 min bei 9200 xg zentrifugiert.
Die sedimentierten Membranen wurden in 10 ml der Saccharose-Losung
resuspendiert und erneut fur 15 min bei 9200 xg zentrifugiert. Das resultierende
synaptosomale Pellet wurde in 1-1,5 ml der Saccharose-Lésung suspendiert, durch
die Zugabe von 9 Volumenanteilen destillietem H>O lysiert, und im Dounce-
Homogenisator (2000 rpm, 3X) homogenisiert. Das Lysat wurde durch die Zugabe
von Hepes (Endkonzentration 10 mM) auf einem pH-Wert von 7,4 eingestellt. Die
folgende Zentrifugation fur 20 min bei 25000 xg flihrte zum 1. Pellet des Lysats
(LP1), das sich hauptsachlich aus Fragmenten der Plasmamembran zusammensetzt,
sowie zum Uberstand des 1. Lysats (LS1). Der Uberstand wurde dann aufgeteilt und
in einem Beckman TLA 100.4 Rotor (Réhrchenvolumen 3,5 ml) fur 30 min bei
350.000 xg zentrifugiert. Diese letzte Zentrifugation fihrte zum 2. Pellet des Lysats
(LP2), das sich haupsachlich aus kleinen synaptischen Vesikeln zusammensetzt. Zur

Resuspendierung des Pellets diente die 5-fache Passage durch eine 27 G Kandle.

2.5.12 Thrombozytenpraparartion

Die Mause wurden zunachst mit 50 pl Ketavet und 50 pl Rompun je 10 g
Korpergewicht intraperitoneal narkotisiert. Danach wurde die Bauchhohle eréffnet
und die Vena cava freigelegt. Aus dieser wurde etwa 1 ml Blut mit einer Spritze
abgenommen, in der 30 |U Heparin vorgelegt waren. Das abgenommene Blut wurde

in ein Eppendorf-Réhrchen Uberflhrt, mit dem halben Volumen an Tyrode-Hepes
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Puffer vermischt, und bei 200 xg fur 7,5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das
thrombozytenreiche Plasma wurde abgenommen und erneut bei 1000 xg fur 5 min
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die sedimentierten Thrombozyten wurden darauf
in Tyrode-Hepes Puffer resuspendiert und zur Vorbereitung der Serotoninaufnahme
mit SLO permeabilisiert.

2.6 Verwendete Gerate

Zentrifugen

Beckman L-70 Ultrazentrifuge ~ Beckman Optima™ TL Ultrazentrifuge
Rotoren: TLS 55, TLA 100.4 Rotoren: Ti 70, SW 40
Beckman J2-HS Eppendorf Zentrifuge 5402
Rotor: JA 14

Elektrophorese

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad)

Power Pac 200 Netzgerat (Bio-Rad)

Mini-Protean® Il Elektrophorese-Kammer (Bio-Rad)
Photometer

Dynatech MR 500 Elisa Reader (Dynatech)

UV 1202 UV-VIS Spektrophotometer (Shimadzu)

Mikroskop

Leica DMLB Epifluoreszenz-Mikroskop mit Durchlichteinrichtung
Szintillationsmessungen

Beckman LS 6500, Liquid Szintillation Counter
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3. Ergebnisse

3.1 Poren-bildende Toxine als Werkzeuge zur Untersuchung intrazellularer

Transportprozesse

Die Permeabilisierung von Zellen mit bakteriellen zytolytischen Toxinen bietet die
Moglichkeit zum Studium intrazellularer Prozesse. Sie ermoglicht eine gezielte
Manipulation des intrazellularen Milleus und erlaubt das Einbringen von nicht oder
nur sehr schwer membrangangigen Substanzen in das Zytosol. Mit Hilfe dieser
Technik wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl von intrazellularen Prozessen
untersucht. So etwa die Ca?*-abhangige Membranfusion in PC12 Zellen (Ahnert-
Hilger et al., 1985), in exokrinen Zellen des Pankreas (Stecher et al., 1992) und
Synaptosomen (Bhakdi et al., 1993). An permeabilisierten Zellen konnten Aspekte
der Membrandynamik des Golgi-Komplexes (Mironov et al., 1997) aufgeklart werden.
Nicht zuletzt konnte die Regulation von VMAT1 durch das heterotrimere G-Protein
Gogy in permeabilisierten PC12 Zellen gezeigt werden (Ahnert-Hilger et al., 1998).
Zwei Poren-bildende Toxine, o-Toxin und Streptolysin-O, gehéren zu den
experimentell etablierten Zytolysinen: o-Toxin wird von Staphylococcus aureus
produziert und bindet als Monomer an einen bis jetzt nicht identifizierten Rezeptor
der Plasmamembran. In hohen Konzentrationen (50-200 pg / ml) wird o-Toxin
unspezifisch gebunden und bildet ringformige Heptamere aus, die zur Porenbildung
fuhren. Diese Poren erlauben jedoch nur die Passage von Molekilen mit einem
Molekulargewicht bis zu 3 kDa (Bhakdi et al., 1993). Streptolysin-O (SLO) wird von
Streptococcus pyogenes produziert und bindet an Cholesterol in der
Plasmamembran. Die durch Oligomere des SLO gebildeten heterogenen Poren sind
groRer als die des a-Toxins und lassen Molekule bis zu einem Molekulargewicht von
150 kDa passieren (Bhakdi und Tranum-Jensen, 1987, Bhakdi et al., 1993).
Charakterisierte Praparationen (siehe Methoden) beider Toxine wurden verwendet,
um einen direkten experimentellen Zugang zur Untersuchung der vesikularen
Aufnahme und Sekretion von Tritium-markierten Monoaminen in neuroendokrinen
Zellinien zu erhalten. So konnte eine quantitative Analyse des in die Zellen
aufgenommenen Monoamins durchgeflhrt werden. In der Ratten Phaochromozytom

Zellinie PC12 fiuhrte die Inkubation mit o-Toxin oder SLO zu einer
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konzentrationsabhangigen  Permeabilisierung der Zellen (Abbildung 2A,
dokumentiert ist das Ergebnis eines Trypan-Blau Ausschlu3-Tests nach Inkubation
mit SLO). In permeabilisierten Zellen konnte im Vergleich zu nicht permeabilisierten
Zellen eine deutliche Steigerung der Reserpin-sensitiven und damit vesikularen
(siehe Abschnitt 3.2.1) Noradrenalinaufnahme gemessen werden (Abbildung 2B).
Die Inkubation mit einer SLO Konzentration von 55 hamolytischen Einheiten ( HE ) /
ml fihrte zu einer maximalen Erhdhung der Aufnahme um das 8-fache auf etwa 2,2
pmol / mg Protein. Nach Permeabilisierung mit beiden Toxinen wurde ebenfalls eine
verstarkte Noradrenalinsekretion gemessen (Abbildung 2C): So lieR sich die Ca®'-
stimulierte Sekretion von 25 % in unbehandelten Zellen in permeabilisierten Zellen
auf maximal 58 % des aufgenommenen Noradrenalins um das 2 bis 3-fache steigern.
Die basale Sekretion stieg nach Permeabilisierung von 13 % auf maximal 35 %
ebenfalls an.

Der auch an der humanen neuroendokrinen Zellinie BON (siehe Einleitung)
durchgefuhrte Trypan-Blau Ausschlul-Test zeigt, dal} diese Zellinie ebenso durch
die Inkubation mit o-Toxin und SLO permeabilisiert werden konnte (Abbildung 3A,
dokumentiert ist das Ergebnis eines Trypan-Blau Ausschlu3-Tests nach Inkubation
mit SLO). In permeabilisierten Zellen konnte eine im Vergleich zu nicht
permeabilisierten Zellen deutlich gesteigerte vesikulare Serotoninaufnahme
gemessen werden (Abbildung 3B). So betrug die Reserpin-sensitive Aufnahme
nach Permeabilisierung mit 100 HE / ml o-Toxin mit 0,7 pmol / mg Protein etwa das
6-fache der in nicht permeabilisierte Zellen aufgenommenen Menge an Serotonin.
Insgesamt war die Serotoninaufnahme bei Anwendung beider Toxine vergleichbar.
FUir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten weiterfUhrenden
funktionellen Experimente an BON Zellen, Neuronen und Thrombozyten wurde
ausschlieBlich SLO zur Permeabilisierung verwendet. Die GroRe der in der
Plasmamembran erzeugten Poren ermoglichte im Gegensatz zum a-Toxin auch das
Einbringen von Proteinen, wie etwa G-Protein Untereinheiten oder der leichten Kette

von Tetanus Neurotoxin, in die Zellen.
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Abbildung 2
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Aufnahme und Sekretion von [3H]Noradrenalin nach Permeabilisierung von PC12 Zellen mit a-
Toxin und Streptolysin-O (SLO)

A: Trypan Blau AusschluRR-Test in PC12 Zellen
PC12 Zellen wurden gewaschen und fir 5 Min mit Puffer oder 100 hadmolytischen Einheiten (HE) / ml
SLO bei 36°C inkubiert. Gleiche Volumina der Zellsuspension und Trypan Blau, einem nicht-
membrangangigen Farbstoff, wurden vermischt und unter dem Lichmikroskop (Phasenkontrast flr
Kontrollzellen) betrachtet. Eine komplette Farbung war nur in den SLO permeabilisierten Zellen, nicht
jedoch in den Kontrollzellen, zu erkennen.

B: [3H]Noradrenalinaufnahme in PC12 Zellen
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PC12 Zellen wurden suspendiert und mit Puffer oder verschledenen Konzentrationen an o-Toxin oder
SLO inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen mit 90 nM [ H]Noradrenalm in KG / ATP Puffer fir 20
min inkubiert. In den Toxin-behandelten Zellen konnte eine deutlich héhere [ H]Noradrenalinaufnahme
als in den nicht-permeabilisierten Zellen gemessen werden. Die Permeabilisierung mit SLO hatte den
starksten Effekt, die Applikation von 55 HE / ml flhrte zu einer Erhéhung der Aufnahme um das 8-
fache.

C: [3H]Noradrenalinsekretion in PC12 Zellen

PC12 Zellen wurden fir 2 Stunden mit 40 nM [°H]-Noradrenalin vorbeladen. Nach dem Abwaschen
des Inkubationsmediums wurden die Zellen suspendiert und mit Puffer oder verschiedenen
Konzentrationen an o-Toxin oder SLO inkubiert. Die Stimulation erfolgte fir 10 min bei 36°C in KG4
Puffer (15 pM freies ca’ ). Die Toxin-behandelten Zellen zeigten eine deutlich hohere
[ H]Noradrenalinsekretion als die nicht permeabilisierten Zellen. Am starksten war der Effekt bei der
Permeabilisierung mit 100 HE / ml o—Toxin, die zu einer Erhdhung der Sekretion um das 5-fache
fuhrte.
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Abbildung 3

Aufnahme von [3H]Serotonin nach Permeabilisierung von BON Zellen mit Streptolysin-O (SLO)
und a-Toxin
A: Trypan Blau AusschluR-Test in BON Zellen

BON Zellen wurden gewaschen und fir 5 Min mit Puffer oder 100 HE / ml SLO bei 36°C inkubiert.
Gleiche Volumina der Zellsuspension und Trypan Blau wurden vermischt und unter dem
Lichtmikroskop (Phasenkontrast flr Kontroll Zellen) betrachtet. Eine komplette Farbung war nur in den
SLO-permeabilisierten Zellen, nicht jedoch in den Kontrollzellen, zu erkennen.

B: [3H]Serotoninaufnahme in BON Zellen
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BON Zellen wurden suspendiert und mit Puffer oder unterschiedlichen Konzentrationen an o-Toxin
oder SLO inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen mit 90 nM [°*H]Noradrenalin in KG / ATP Puffer
fur 20 min inkubiert. In den Toxin-behandelten Zellen konnte eine deutlich hohere
[3H]Serotoninaufnahme als in den nicht permeabilisierten Zellen gemessen werden. Die Applikation
von 100 HE / ml o-Toxin oder SLO fiihrte einer maximalen Erhéhung der Aufnahme um das 4 bis 5-
fache.

3.2 Regulation der vesikularen Serotoninaufnahme in permeabilisierte

BON Zellen durch heterotrimere G-Proteine

Die Aktivierung der o-Untereinheit Goo, hemmt die Aktivitat von VMAT1 in PC12
Zellen (Ahnert-Hilger et al., 1998). Im diesem Abschnitt soll die Frage geklart werden,
ob der beobachtete Effekt spezifisch fur PC12 Zellen ist oder ein generelles Prinzip
der Regulation vesikularer Transportprozesse in monoaminergen Zellen darstellt. Als

Modell diente die humane neuroendokrine Zellinie BON.

3.21 Vesikulare Aufnahme von Serotonin

BON Zellen wurden mit SLO permeabilisiert und mit Tritium-markiertem Serotonin
inkubiert. Unter den gewahlten experimentellen Bedingungen lie® sich eine
Serotoninaufname von 1,9 pmol / mg Protein messen (Abbildung 4). Um zu prifen,
ob es sich bei der beobachteten Aufnahme tatsachlich um den spezifischen
Transport des Serotonins in sekretorische Vesikel handelte, wurde die Inkubation
parallel mit ATP-freiem Puffer oder unter Zusatz von Reserpin als Inhibitor der beiden
vesikularen Monoamintransporter VMAT1 und VMAT2 durchgefuhrt. Die
Abwesenheit von ATP fuhrte zu einer stark verminderten Aufnahme des Serotonins
auf etwa 0,3 pmol / mg Protein. Ebenso bewirkte Reserpin eine komplette

Blockierung der ATP-abhangigen Serotoninaufnahme.
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Abbildung 4

Die [3H]Serotoninaufnahme in permeabilisierte BON Zellen ist ATP-abhidngig und kann durch
Reserpin blockiert werden

BON Zellen wurden mit SLO permeabilisiert, gewaschen und fiir 20 min bei 36°C mit [’H]Serotonin (90
nM) in KG3 Puffer inkubiert. In Abwesenheit von ATP (KG1 Puffer) war nur eine unspezifische
Akkumulation von Radioaktivitdt meRbar. Der Zusatz von Reserpin (Endkonzentration 5 uM) flhrte zu
einer kompletten Hemmung der [3H]Serotoninaufnahme.

3.2.2 Hemmung der vesikularen Aufnahme durch Aktivatoren

heterotrimerer G-Proteine

Um zu untersuchen, ob die vesikulare Serotoninaufnahme in BON Zellen ein Prozel}
ist, der durch (heterotrimere) G-Proteine reguliert wird, wurden Aktivatoren
heterotrimerer G-Proteine eingesetzt. Verwendet wurden die nicht hydrolysierbaren
GTP-Analoga GTPYS und GMppNp. Guanosintriphosphat (GTP) bindet an die o-
Untereinheit heterotrimerer G-Proteine und fuhrt zur Aktivierung der Untereinheit.
GTP-Analoga GTPyS und GMppNp werden von der o-Untereinheit als Substrat
erkannt, kdnnen jedoch nicht hydrolysiert werden und stellen so eine anhaltende
Aktivierung sicher.

Die Zugabe von GTPyS oder GMppNp zum Inkubationsansatz hemmte die
Serotoninaufnahme von etwa 6,9 pmol / mg Protein auf 3 (GTPyS) bzw. 3,7
(GMppNp) pmol / mg Protein um 40-50% (Abbildung 5). Die als unspezifisch zu



40

Ergebnisse

betrachtende Aufnahme in Gegenwart von Reserpin betrug 0,6 pmol / mg Protein.

Die Inkubation mit steigenden Konzentrationen an Serotonin (5-450 nM) ergab eine
konzentrationsabhangige vesikulare Aufnahme des Serotonins (Abbildung 6), die im
Konzentrationsbereich zwischen 250 und 450 nM in den Sattigungsbereich Uberging.
Uber den gesamten Konzentrationsbereich lieR sich die vesikuldre Aufnahme durch
GMppNp um 50-60 % hemmen. Fur samtliche Experimente zur Serotoninaufnahme
in permeabilisierte BON Zellen wurde mit 90 nM eine Konzentration aus dem linearen

Bereich der Transporter-Kinetik gewahilt.
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Abbildung 5

Die vesikuldre Aufnahme von [3H]Serotonin in permeabilisierte BON Zellen wird durch
Aktivatoren heterotrimerer G-Proteine gehemmt

BON Zellen wurden mit SLO permeabilisiert, gewaschen und fur 20 min mit [3H]Serotonin und den
angegebenen Zusatzen bei 36°C inkubiert. Die Zugabe der nicht-hydrolysierbaren GTP-Analoga
GTPYS oder GMppNp zum Inkubationsansatz (Endkonzentrationen jeweils 50 yM) fuhrte zu einer
Hemmung der Aufnahme des [3H]Serotonins um 50 %. Die Aufnahme in Gegenwart von Reserpin
(Endkonzentration 5 yM) reprasentiert die unspezifische Akkumulation von [3H]Serotonin.
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Hemmung der konzentrationsabhidngigen [3H]Serotoninaufnahme in permeabilisierte BON
Zellen durch GMppNp

BON Zellen wurden mit SLO permeabilisiert, gewaschen und fir 20 min mit steigenden
Konzentrationen an [3H]Serotonin bei 36°C inkubiert. Die Zugabe des nicht hydrolysierbaren GTP-
Analogons GMpng zum Inkubationsansatz (Endkonzentration 50 uM) flhrte zu einer Hemmung der
Aufnahme des ["H]Serotonins 50-60 % uber den gesamten Konzentrationsbereich. Die unspezifische
Aufnahme in Gegenwart von Reserpin betrug 0,04, 0,15, 0,58, 0,89 und 2,5 pmol / mg Protein.

3.2.3 Aufhebung der durch GTPYyS und GMppNp induzierten Hemmung

durch Pertussis Toxin

Um Hinweise auf die Identitat des oder der beteiligten G-Proteine zu bekommen,
wurden BON Zellen vor den Experimenten zur Serotoninaufnahme mit Pertussis
Toxin inkubiert. Pertussis Toxin ist ein von Bordetella pertussis produziertes
Enterotoxin, dessen Wirkmechanismus auf seiner ADP-Ribosyltransferase Aktivitat
beruht. Als spezifisches Substrat dienen dabei die a-Untereinheiten heterotrimerer
G-Proteine der Gj,-Klasse. Die Ubertragung einer ADP-Ribosegruppe auf das
Cystein®? der o-Untereinheit 138t die o-Untereinheit in der inaktiven GDP-
gebundenen Form verharren. Pertussis Toxin stellt somit ein Werkzeug zur
Inaktivierung bestimmter G-Proteine dar, mit dem gezielt in die transmembrandse

Signaltransduktion eukaryontischer Zellen eingegriffen werden kann.

Die Zugabe von GTPYS oder GMppNp zum Inkubationsansatz (Abbildung 7) flhrte

in permeabilisierten BON Zellen zur erwarteten Hemmung der vesikularen (Reserpin-
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sensitiven) Serotoninaufnahme, sie lag bei 55 % (GTPYS) bzw. 60 % (GMppNp). Die
Vorinkubation der Zellen fir 48 h mit Pertussis Toxin hob diese Hemmung fast

vollstandig auf.
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Abbildung 7

Die Hemmung der [3H]Serotoninaufnahme durch GTPYS und GMppNp in permeabilisierten BON
Zellen laRt sich durch Vorinkubation mit Pertussis Toxin (Ptx) aufheben.

Die Zugabe von GTPyS oder GMppNp (50 pM) fihrte in SLO-permeabilisierten Zellen zu einer
Hemmung von 55-60 % der [3H]Serotoninaufnahme. Die Vorbehandlung der Zellen fir 48 Stunden mit
Pertussis Toxin (100 ng / ml) hob diese Hemmung der [3H]Serotoninaufnahme durch die GTP-Analoga
fast vollstandig auf. Die unspezifische Aufnahme in Gegenwart von Reserpin wurde abgezogen und
betrug 0,93+0,05 pmol / mg Protein fir unbehandelte und 0,83+0,1 pmol / mg Protein fir Toxin-
behandelte Zellen.

Die Inkubation mit steigenden Konzentrationen an GMppNp dokumentierte, dal® die
durch Pertussis Toxin aufgehobene Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme
jedoch auch von der Konzentration des angebotenen GTP-Analogons abhangig und
damit reversibel ist (Abbildung 8). So lie3 sich der Pertussis Toxin Effekt, der bei

GMppNp-Konzentrationen zwischen 0,2 und 50 yM mit maximal 20 % Hemmung im
Gegensatz zu 48 % in unbehandelten Zellen noch sehr deutlich ausgepragt war, bei

einer GMppNp-Konzentration von 250 yM nicht mehr so deutlich darstellen. Die
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durch GmppNp induzierte Hemmung betrug hier 40 %, im Gegensatz zu 55% in
unbehandelten Zellen.

Die vorgestellten Experimente belegen, dal® die vesikulare Monoaminaufnahme in
BON Zellen durch die Aktivierung von heterotrimeren G-Proteinen der Gj,-Klasse

gehemmt wird.
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Abbildung 8
Die Wirkung von Pertussis Toxin hdngt von der Konzentration des angebotenen GMppNp ab

Die Zugabe von steigenden Konzentrationen an GMppNp fihrte in SLO permeabilisierten
Kontrollzellen zu einer dosisabhangigen Hemmung der [3H]Serotoninaufnahme. Die Vorbehandlung
der Zellen fur 48 Stunden mit Pertussis Toxin fuhrte zu einer partiellen Aufhebung dieser Hemmung,
die aber bei einer GMppNP-Konzentration von 250 yM kaum noch vorhanden war. Die unspezifische
Aufnahme in Gegenwart von Reserpin betrug 2,64+0,34 pmol / mg Protein flr unbehandelte und
1,7£0,21 pmol / mg Protein fir Toxin-behandelte Zellen.

3.24 Hemmung der vesikularen Aufnahme durch Goo,

Um die fur die Hemmung der Serotoninaufnahme verantwortlichen G-Proteine zu
identifizieren, wurden dem Inkubationsansatz verschiedene gereinigte, AlF 4 aktivierte
o-Untereinheiten der Gj,-Klasse zugegeben. Die aktivierende Wirkung von AlF,
beruht dabei auf einer Stabilisierung des Zustands der o-Untereinheit, der der GTP-

gebundenen Form entspricht (Chabre, 1990).

Die Zugabe von Goo, zum Inkubationsansatz flhrte in permeabilisierten BON Zellen
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zu einer Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme von 2,9 pmol / mg Protein
auf etwa 1,5 pmol / mg Protein (Abbildung 9A). Diese etwa 50 %ige Hemmung
konnte durch vorhergehendes Kochen des Goo; fast vollstandig aufgehoben werden.
Die Kontrolle der Hitzedenaturierung wurde durchgefuhrt, um magliche Effekte auf
die Aufnahme auszuschlie3en, die lediglich durch das Losungsmittel, in dem die G-
Protein Untereinheiten vorlagen, verursacht wurden.

Die Zugabe von Goos zum Inkubationsansatz hatte keinen Effekt auf die
Serotoninaufnahme. Die Inkubation mit Gais und Gaiz fihrte zwar zu einer Hemmung
der Serotoninaufnahme, jedoch konnte der Effekt durch Hitzedenaturierung nicht

aufgehoben werden (Abbildung 9B) und mufdte als unspezifisch betrachtet werden.
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Abbildung 9

Die [°H]Serotoninaufnahme in permeabilisierte BON Zellen wird durch Goo, gehemmt

A: Die Zugabe von gereinigtem, AIF, aktiviertem, Gocoz (Endkonzentration 10 nM) zum
Inkubationsansatz fiihrte zu einer Hemmung der vesikularen [ H]Serotoninaufnahme von 50 %. Die
Hitzedenaturierung von gereinigtem Goo, (30 min bei 95°C) vor der Inkubation bewirkte eine fast
vollstandige Aufhebung des hemmenden Effekts Ebenso zeigte der Zusatz von gereinigtem Goo;
(Endkonzentration 20 nM) keinen Effekt auf die [ H]Serotoninaufnahme. Die unspezifische Aufnahme
in Gegenwart von Reserpin betrug 0,83+0,1 pmol / mg Protein.

B: Die Zugabe von gereinigtem, AlF, aktiviertem, Gai, oder Guoi, (Endkonzentration jeweils 10 nM)
zum Inkubationsansatz fiihrte zu einer Hemmung der [H]Serotonmaufnahme von 30 %. Die
Hitzedenaturierung der G-Protein Untereinheiten vor der Inkubation hatte keine Wirkung auf den
hemmenden Effekt.
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3.2.5 Spezifitat der G-Protein Effekte auf die vesikulare Aufnahme

Um experimentell zu bestatigen, dal® die Zugabe der GTP—Analoga und Goo2 nicht
zu einer gesteigerten Sekretion fuhrt, und somit die beobachtete Hemmung nicht
lediglich einen “Nettoeffekt” aus Aufnahme und Sekretion darstellte, wurden
permeabilisierte BON Zellen mit der leichten Kette von Tetanus Neurotoxin inkubiert.
Tetanus Neurotoxin wird unter anaeroben Bedingungen von Clostridium tetani
produziert, im menschlichen Organismus (wie auch in vielen weiteren Taxa) Uber
periphere Nervenendigungen aufgenommen und durch retrograden axonalen
Transport bis ins Ruckenmark transportiert. Hier fuhrt es durch die spezifische
Spaltung von Synaptobrevin, einem Protein des fur die Exozytose essentiellen
SNARE-Komplexes, in inhibitorischen Interneuronen zur Blockierung der GABA-
bzw. Glyzinfreisetzung. Die daraus resultierende Enthemmung von Motoneuronen
fuhrt zu tetanischen Kontraktionen der quergestreiften Muskulatur. Tetanus
Neurotoxin reprasentiert ein Toxin der A / B Familie, die sich aus einer leichten (A fur
"active”) und einer schweren (B flr "binding”) Kette zusammensetzen. Wahrend die
schwere Kette der Internalisierung des Toxins dient, stellt die leichte Kette die

proteolytisch wirksame Komponente dar.
Es zeigte sich, dal} eine Zwischeninkubation von permeabilisierten BON Zellen mit
der leichten Kette von Tetanus Neurotoxin keinen Einfluf® auf die durch GTPyS und

GMppNP vermittelte Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme hatte. Sie lag in
nicht behandelten Zellen bei 25 % (GTPyS) bzw. 45 % (GMppNp) (Abbildung 10).

In Toxin-behandelten Zellen war die Hemmung durch GTPyS mit 60 % sogar noch
etwas starker ausgepragt.

Ebenso konnte in permeabilisierten BON Zellen, die mit der leichten Kette von
Tetanus Neurotoxin inkubiert worden waren, durch gereinigtes Goo, eine Hemmung
der vesikularen Serotoninaufnahme um 50 % erzielt werden (Abbildung 11A). Das
entsprach dem an nicht behandelten Zellen (siehe auch Abb.9A) beobachteten

Effekt. Die Hemmung konnte wiederum durch Hitzedenaturierung des Goo;
aufgehoben werden. Um zu Uberprifen, ob die eingesetzte Konzentration des Toxins
(1 puM) ausreichte, um Synaptobrevin vollstandig zu spalten, wurde ein Teil der
Zellsuspension fur die Immunoreplika-Analyse verwendet (Abbildung 11). In

permeabilisierten BON Zellen flhrte bereits eine Konzentration von 200 nM der
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leichten Kette von Tetanus Neurotoxin zu einer spezifischen Spaltung von
Synaptobrevin. In nicht permeabilisierten Zellen erfolgte keine Aufnahme der leichten
Kette und damit keine Spaltung von Synaptobrevin. Synaptophysin, ein integrales
Membranprotein kleiner synaptischer Vesikel und deren Analoga, wurde zur Kontrolle
ebenfalls analysiert. Es wurde weder in permeabilisierten noch in nicht-

permeabilisierten Zellen gespalten.
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Abbildung 10

Die Inkubation von permeabilisierten BON Zellen mit der leichten Kette von Tetanus Neurotoxin
(TeNt / LC) beeinfluBt die Hemmung der [*H]Serotoninaufnahme durch GTPyS und GMppNp
nicht.

Die Zugabe von GTPyS oder GMppNp (50 pM) fihrte in SLO-permeabilisierten Zellen zu einer
Hemmung der [’H]Serotoninaufnahme von etwa 35 % (GTPYS) bzw. 50 % (GMppNp). Wurden die
Zellen fur 20 min mit TeNt / LC (1 pM) inkubiert, konnte eine &hnlich starke Hemmung beobachtet
werden. Die unspezifische Aufnahme in Gegenwart von Reserpin betrug 0,92+0,39 pmol / mg Protein
fur unbehandelte und 0,68+0,07 pmol / mg Protein fur Toxin-behandelte Zellen.
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Abbildung 11

Die Inkubation von BON Zellen mit TeNt/LC hat keinen Effekt auf die Hemmung der
[3H]Serotoninaufnahme durch Goo,

A: Die Zwischeninkubation der permeabilisierten Zellen fir 20 min mit der leichten Kette von Tetanus
Neurotoxin (TeNt/LC) hatte keinen Effekt auf die Hemmung der [*H]Serotoninaufnahme durch Gao,.
Die Zugabe von Goo, flhrte auch hier zu einer Hemmung der [3H]Serotoninaufnahme von 50 %. Die
Hitzedenaturierung des Gao, bewirkte eine vollstandige Aufhebung dieses Effekts. Die unspezifische
Aufnahme in Gegenwart von Reserpin betrug 0,28+0,2 pmol / mg Protein.

B: Die Immunoreplika-Analyse von BON Zellen zeigt, dall unter den experimentellen Bedingungen wie
in A aufgeflhrt die Zugabe von TeNt/LC (Endkonzentrationen 1 pyM und 200 nM) zu SLO-
permeabilisierten Zellen eine vollstdndige Spaltung von Synaptobrevin bewirkte. In nicht
permeabilisierten Zellen ( n.p.) hatte das Toxin keinen Effekt. Das synaptische Protein Synaptophysin
wurde weder in permeabilisierten noch in nicht permeabilisierten Zellen gespalten.

Die vorgestellten Ergebnisse belegen die Spezifitat der durch GTP-Analoga und

Goos vermittelten Effekte allein auf die vesikulare Monoaminaufnahme.
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3.3 Charakterisierung von polyklonalen Antikorpern gegen VMAT1 und
VMAT2

Ob BON Zellen VMAT1, VMAT2 oder beide Transporter exprimieren, und wie sie
subzellular lokalisieren, wurde mit Hilfe Subtyp-spezifischer polyklonaler Antikorper
Uberpraft.

Ein Kaninchen-Antiserum, dal3 gegen ein Gluthation S-Transferase (GST)
Fusionsprotein des c-Terminus gerichtetet war, wurde als Antikdrper gegen VMATA1
eingesetzt. Fur VMAT2 wurde sowohl ein Antiserum gegen ein Fusionsprotein des n-
Terminus als auch ein Peptid-Antikérper gegen den c-Terminus vewendet. Um die
Antikorper auf ihre Spezifitdat und mogliche Kreuzreaktivitat zu testen, wurde die
Fibroblasten Zellinie COS mit dem eukaryontischen Plasmidvektor pcDNAS3, in den
die cDNA von VMAT1 oder VMAT2 einkloniert worden war, transient transfiziert. Die
erfolgreiche Synthese der Transporterproteine wurde immunzytochemisch tberpruft.
Zusatzlich konnte die Spezifitdt der Antikorper in der Immunoreplika-Analyse von
PC12 Zellen, die nur endogenes VMAT1 besitzen, sowie durch die Praabsorption mit
rekombinantem Peptid aus dem C-Terminus von VMAT1 der Ratte getestet werden.

Die Antiseren erwiesen sich in der immunzytochemischen Analyse der transfizierten
COS Zellen (Abbildung 12) als spezifisch fur VMAT1 oder VMAT2 (verwendet
wurde hier der Peptid-Antikorper), eine Kreuzreaktivitat war nicht vorhanden. In der
Immunoreplika-Analyse der PC12 Zellen wurden durch das anti-VMAT1 Antiserum
eine Hauptbande mit einem Molekulargewicht von 55 kDa sowie einige weitere
hohermolekulare Banden detektiert (Abbildung 13). Nach Praabsorption mit dem
rekombinantem Peptid war kaum noch Immunreaktivitdt vorhanden, lediglich eine
schmale Proteinbande bei ca. 60 kDa wurde detektiert Die bei 55 kDa detektierte
Proteinbande reprasentiert das Monomer, wahrend die hohermolekularen Banden
durch eine Glykosylierung oder die Dimerisierung des Transporters zu erklaren sind
(Liu et al., 1992a). Durch das anti-VMAT2 Antiserum wurden keine Proteinbanden

detektiert.
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detektiert mit Antiserum detektiert mit Antiserum
gegen VMAT1 gegen VMAT2

transfiziert mit
VMAT1

transfiziert mit
VMAT2

transfiziert mit
Vektor pcDNA3

Abbildung 12

Die Antikorper gegen VMAT1 und VMAT2 sind spezifisch fiir das jeweilige Transporterprotein

Zur Untersuchung der Spezifitat der verwendeten Antikérper wurden COS Zellen mit der DNA von
VMAT1, VMAT2 oder dem eukaryontischen Plasmidvektor pcDNA3 transient transfiziert. Die
Proteinexpression beider Transporter wurde immunzytochemisch Uberprift. Als sekundarer Antikérper
diente Texas Red markiertes Ziege anti-Kaninchen IgG. Beide Antiseren erwiesen sich als spezifisch
fur das jeweilige Transporterprotein, eine Kreuzreaktivitat trat nicht auf. In den zur Kontrolle mit dem

Plasmidvektor transfizierten Zellen wurde ebenfalls keine Immunreaktivitdt nachgewiesen. Der
Mafstab betragt 10 um.
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Abbildung 13
PC12 Zellen exprimieren nur VMAT1, kein VMAT2

Ein postnukledrer Uberstand von PC12 Zellen wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf
Nitrozellulose-Membran transferiert und mit polyklonalen Antiseren gegen VMAT1 und VMAT2
inkubiert. Die Immunoreplika-Analyse zeigt, da® durch das anti-VMAT1 Antiserum eine Hauptbande
bei ca. 55 kDa, sowie einige weitere hohermolekulare Banden detektiert wurden. Die Praabsorbtion
mit 10 ug eines synthetisch hergestelllten Peptids aus dem c-Terminus von VMAT1 der Ratte fiihrte
zum Verschwinden fast aller Banden. Lediglich eine schmale Bande bei ca. 60 kDa wurde weiterhin
deutlich detektiert. Durch das anti-VMAT2 Antiserum wurden keine Proteinbanden detektiert.

3.4 Untersuchungen zur subzellularen Verteilung von VMAT1 und VMAT2
in PC12 und BON Zellen

Nach der Charakterisierung der Antikorper konnte die Frage untersucht werden,
welche Monoamintransporter in BON Zellen exprimiert werden. Hierfir wurde
zunachst die Immunoreplika-Analyse eines postnuklearen Uberstands durchgefihrt.

Weiterhin konnte an PC12 und BON Zellen mittels subzellularer Fraktionierung
untersucht werden, auf welchen Vesikeltypen, LDCVs oder SLMVs, die Transporter
lokalisieren. Eine immunzytochemische Analyse der BON Zellen sollte die Verteilung
von Serotonin sowie den exprimierten Monoamintransportern in der Zellkultur

darstellen.

3.41 In PC12 Zellen lokalisiert VMAT1 uberwiegend auf LDCVs

Die subzellulére Fraktionierung eines postnukledren Uberstandes von PC12 Zellen
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dokumentierte das Vorkommen von VMAT1 hauptsachlich in den schweren
Membranfraktionen (Abbildung 14). Die Analyse der Membranfraktionen mit
Antikorpern gegen Cytochrom b561 und Dopamin-R-Hydroxylase als Markerproteine
fur LDCVs zeigte, dal’ in den schweren Fraktionen hauptsachlich Membranen dieses
Vesikeltyps sedimentierten. Die partielle Uberschneidung mit Synaptophysin als
Markerprotein der SLMVs deutete auf eine unvollstandige Trennung von LDCVs und
SLMVs in einem kleinen Bereich des Gradienten hin. Dies lal3t eine Lokalisation von
VMAT1 in geringerem Umfang auch auf SLMVs moglich erscheinen. AusschlieBlich
in den schweren Membranfraktionen fand sich Gooi, wahrend Goo, in allen
Fraktionen des Gradienten verteilt, jedoch hauptsachlich mit den LDCV Fraktionen
assoziiert war. Bestatigt wurde diese Verteilung der G-Protein Untereinheiten durch
die Analyse mit einem Antiserum, das gegen beide Untereinheiten (Gooc) gerichtet
war, und den Hauptanteil des gesamten Gao in den schwereren Membranfraktionen
nachwies. Synaptobrevin, ein Membranprotein sowohl der LDCVs als auch der

SSVs, lield sich in allen Fraktionen nachweisen.
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Abbildung 14
In PC12 Zellen kommt VMAT1 bevorzugt auf elektronendichten, groBen Vesikeln ( LDCVs vor)
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Aus einem Homogenat von PC12 Zellen wurde ein postnuklearer Uberstand hergestellt und auf einen
kontinuierlichen Saccharose-Gradienten (0,35-2 M) aufgetragen. Uber eine Dichtegradienten-
Zentrifugation erfolgte die subzelluldre Fraktionierung der Membranen. Die Immunoreplika-Analyse
zeigt, dall VMAT1 in den schweren Membranfraktionen vorkommt. Die parallele Analyse der
Membranfraktionen mit Antikdrpern gegen Cytochrom b561 und Dopamin-B-Hydroxylase zeigte, daf}
sich VMAT1 hauptséchlich auf Membranen von LDCVs befand. Eine partielle Uberschneidung von
VMAT1 mit Synaptophysin, einem Markerprotein fir SSVs und deren Analoga, war ebenfalls
vorhanden. AusschlieBlich in den schweren Fraktionen fand sich Gowo; wahrend Goo, Uber den
gesamten Gradienten verteilt, hauptsachlich jedoch ebenfalls mit den Fraktionen der LDCVs assoziiert
war. Ein gegen beide G-Protein Untereinheiten gerichtetes Antiserum (Goo.) belegt, dal3 sich der
Hauptanteil des gesamten Goo in den schweren Fraktionen anreicherte. Synaptobrevin, als
Membranprotein beider Vesikeltypen, fand sich sowohl in den schweren als auch den leichten
Fraktionen des Gradienten.

3.4.2 In BON Zellen lokalisieren VMAT1 und VMAT2 uberwiegend auf
LDCVs

In der Immunoreplika-Analyse eines postnukledren Uberstandes von BON Zellen
(Abbildung 15) detektierten sowohl das anti-VMAT1 Antiserum als auch das anti-
VMAT2 Antiserum Proteinbanden. Das Bandenmuster von VMAT1 entsprach dabei
dem fur PC12 Zellen beschriebenen. Durch das anti-VMATZ2 Antiserum wurde
lediglich eine Proteinbande bei 50-55 kDa detektiert.
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Abbildung 15

BON Zellen exprimieren die vesikularen Monoamin-transporter VMAT1 und VMAT2
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Ein postnukledrer Uberstand von BON Zellen wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf
Nitrozellulose-Membran transferiert und mit polyklonalen Antiseren gegen VMAT1 und VMAT2
inkubiert. Die Immunoreplika-Analyse zeigt, dal® beide Antiseren eine Proteinbande bei ca. 55 kDa
detektierten. Durch das anti-VMAT1 Antiserum wurden zusatzlich noch weitere héhermolekulare
Banden (siehe PC12 Zellen) detektiert.

Die subzellulédre Fraktionierung des postnukledren Uberstands von BON Zellen
(Abbildung 16) dokumentierte eine Proteinverteilung, die der fir PC12 Zellen
beschriebenen ahnlich war. VMAT1 und VMAT2 waren hauptsachlich in den
schweren Membranfraktionen lokalisiert. Die Analyse der Membranfraktionen mit
einem Antikorper gegen Cytochrom b561 lie® erkennen, dald sich die schweren
Fraktionen hauptsachlich aus Membranen der LDCVs zusammensetzten. Die
partielle Uberschneidung mit Synaptophysin deutete wie in der subzellularen
Fraktionierung der PC12 Zellen auf eine unvollstandige Trennung von LDCVs und
SLMVs in einem kleinen Bereich des Gradienten hin. AusschlieBlich in den schweren
Membranfraktionen fand sich Goo4, wahrend Gowo; in allen Fraktionen, Gberwiegend
aber in den LDCV Fraktionen lokalisierte. Synaptobrevin liel3 sich in den Fraktionen

beider Vesikeltypen nachweisen.
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Abbildung 16

In BON Zellen kommen VMAT1 und VMAT2 bevorzugt auf elektronendichten, groBen Vesikeln
(LDCVs) vor

Aus einem Homogenat von BON Zellen wurde ein postnukledrer Uberstand hergestellt und auf einen
kontinuierlichen Saccharose-Gradienten (0,35-2M) aufgetragen. Uber eine Dichtegradienten-
Zentrifugation erfolgte die subzellulare Fraktionierung der Membranen. Die Immunoreplika-Analyse
dokumentiert die Lokalisation von VMAT1 und VMAT2 in den schweren Fraktionen. Die parallele
Analyse der Membranfraktionen mit Antikdrpern gegen Cytochrom b561 belegt, daf sich VMAT1 und
VMAT2 hauptséchlich auf Membranen von LDCVs befinden. Eine partielle Uberschneidung der
beiden Transporter mit Synaptophysin, einem Markerprotein fir SSVs und deren Analoga in
neuroendokrinen Zellen, war ebenfalls vorhanden, jedoch geringer als bei PC12 Zellen. AusschlieRlich
in den schweren Fraktionen fand sich Goo,, wdhrend Goo, Uber den gesamten Gradienten verteilt,
hauptsachlich jedoch ebenfalls mit den LDCV-Fraktionen assoziiert war. Synaptobrevin fand sich
sowohl in den schweren als auch den leichten Fraktionen des Gradienten.

Die Verteilung von VMAT1, VMATZ2 und Serotonin in BON Zellen wurde zusatzlich
immunzytochemisch untersucht (Abbildung 17). Eine Immunreaktivitat fur Serotonin
lield sich in 40-50 % aller Zellen nachweisen. In der Doppelimmunfluoreszenz wurde
dabei die Colokalisation mit VMAT1 und VMAT2 deutlich. VMAT1 wurde in nahezu
allen Zellen exprimiert, wahrend VMAT2 nur in etwa 50 % der Zellen nachgewiesen
werden konnte. Die Analyse der Verteilung von Chromogranin (der Antikorper war
gegen die Subtypen A und B gerichtet), als Markerprotein fur LDCVs, und Serotonin
demonstrierte eine weitgehende Colokalisation in den Zellen. In wenigen Zellen lief3

sich eine Immunreaktivitat fir Chromogranin, nicht jedoch flr Serotonin nachweisen.
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Abbildung 17
Serotonin colokalisiert in BON Zellen mit VMAT1, VMAT2 und Chromogranin

BON Zellen wurden gewaschen, mit Paraformaldehyd fixiert und mit einem anti-Serotonin Antikérper
aus dem Huhn, sowie Antiseren aus dem Kaninchen gegen VMAT1, VMAT2 oder Chromogranin A/B
inkubiert. Als sekundare Antikérper dienten Oregon Green-markiertes anti-Huhn IgG sowie Texas
Red-markiertes anti-Kaninchen IgG. Die Aufnahmen der linken Spalte zeigen die Serotonin-
Immunreaktivitdt in 40-50 % der BON Zellen. In der Doppelimmunfluoreszenz wird die fast
vollstandige Colokalisation des Serotonins mit VMAT1 (obere Reihe), VMAT2 (mittlere Reihe) und
Chromogranin A/B als Markerprotein fir LDCVs (untere Reihe) deutlich. Der Maf3stab betragt 10 um.

3.5 Funktionelle Differenzierung zwischen der Aktivitat von VMAT1 und
VMAT2 in BON Zellen

Um die Frage zu klaren, ob der beobachteten Hemmung der vesikularen
Serotoninaufnahme durch Goo, (siehe 3.2.4) eine Regulation von VMAT1, VMAT2

oder von beiden Transportern zugrunde liegt, mufte funktionell zwischen der Aktivitat



56

Ergebnisse

von VMAT1 und VMAT2 unterschieden werden.
VMAT2 wird durch Tetrabenazin (TBZ) wesentlich effektiver gehemmt als VMAT1.

Besonders ausgepragt ist dieser Unterschied zwischen den beiden humanen
Varianten des Transporters: Hier hemmt TBZ den Serotonin Transport durch VMAT2
mit einem Ki-Wert von ~100 nM (Serotonin Konzentration 90 nM), wahrend eine TBZ
Konzentration von 20 yM keinen Effekt auf die Aktivitat von VMAT1 hat (Erickson et
al., 1996). Im Gegensatz zu den geringen Unterschieden in der Substrataffinitat von
VMAT1 und VMAT2 gegenuber Serotonin und den Katecholaminen (siehe
Einleitung) weist VMAT2 eine etwa 30-fach hohere Affinitat fir Histamin als VMAT1
auf (Erickson et al., 1996).

Die beschriebenen Unterschiede bezuglich der Pharmakologie und des
Substratspektrums boten Ansatzpunkte fur die experimentelle Differenzierung
zwischen der Aktivitat von VMAT1 und VMAT2.

Zunachst wurde die Monoaminaufnahme in permeabilisierte PC12 Zellen, die nur
endogenes VMAT1 exprimieren, anhand der Substrate Serotonin, Noradrenalin oder
Histamin gemessen. Es zeigte sich, dal} lediglich Serotonin und Noradrenalin
spezifisch in die Vesikel aufgenommen wurden (Abbildung 18). Die Aufnahme von
Histamin konnte durch die Zugabe von Reserpin nicht signifikant blockiert werden,
und muldte daher als unspezifisch betrachtet werden. Das belegt, dafl3 Histamin in der

angebotenen Konzentration von 200 nM nicht als Substrat fur VMAT1 dient.
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Abbildung 18

Permeabilisierte PC12 Zellen nehmen nur [3H]Serotonin und [3H]Noradrenalin, nicht aber
[*H]JHistamin spezifisch auf.

Die Monoaminaufnahme in permeabilisierte PC12 Zellen wurde anhand der drei Substrate
[’H]Serotonin (90 nM), [*H]Noradrenalin (90 nM) und [*H]Histamin (200 nM) gemessen. Die
unspezifische Aufnahme in Gegenwart von Reserpin zeigt, da® nur Serotonin und Noradrenalin in die
Vesikel der Zellen aufgenommen wurden. Die hdéchste spezifische Aufnahme von 2,5 pmol / mg
Protein wurde mit [3H]Serotonin erzielt, [3H]Noradrenalin wurde mit 1 pmol / mg Protein aufgenommen.
Die [3H]Histaminaufnahme von 1 pmol / mg Protein konnte mit Reserpin nicht signifikant blockiert
werden und ist daher unspezifisch.

Um die spezifische Wirkung von TBZ auf die Aktivitat von VMATZ2 nachzuweisen,
wurde die Serotoninaufnahme in permeabilisierte BON und PC12 Zellen gemessen.
In BON Zellen konnte die Reserpin-sensitive Aufnahme von 2,6 pmol / mg Protein
durch TBZ um 30 % auf 1,7 pmol / mg Protein gehemmt werden (Abbildung 19).
Unter denselben experimentellen Bedingungen konnte in PC 12 Zellen die durch
VMAT1 vermittelte Reserpin-sensitive Serotoninaufnahme von 4,7 pmol / mg Protein
nicht durch TBZ blockiert werden.

Um die Aktivitat von VMAT1 und VMAT2 experimentell getrennt darstellen zu
konnen, wurde an permeabilisierten BON Zellen zum einen die Serotoninaufnahme
in Gegenwart einer hohen Histamin-Konzentration (2 mM, nicht radioaktiv markiert),
zum anderen die Aufnahme von Histamin (200 nM, Tritium-markiert) gemessen.

Unter der zuerst genannten Bedingung konnte davon ausgegangen werden, dal} die
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Abbildung 19
Tetrabenazin ( TBZ ) hemmt die [3H]Serotoninaufnahme in permeabilisierte BON Zellen

In permeabilisierten BON Zellen konnte die Reserpin-sensitive [3H]Serotoninaufnahme durch die
Zugabe von TBZ (Endkonzentration 1 pM) zum Teil blockiert werden. Wurden dieselben
experimentellen Bedingungen auf permeabilisierte PC12 Zellen Ubertragen, zeigte sich, dal die
Reserpin-sensitive [3H]Serotoninaufnahme nicht durch Zugabe von TBZ blockiert werden konnte.

hohe Histamin-Konzentration zu einer kompetitiven Verdrangung des Serotonins aus
der Bindung mit VMAT2 fuhrt und somit die gemessene Serotoninaufnahme nur die
Aktivitat von VMAT1 darstellt. Unter der zweiten experimentellen Bedingung sollte
sich, wie bereits in Abbildung 18 demonstriert, nur die Aktivitat von VMAT2 messen
lassen, da Histamin in der geringen Konzentration von 200 nM nicht als Substrat fur
VMAT1 dient.

Die experimentellen Befunde bestatigten diese Annahmen: Die Reserpin-sensitive
Serotoninaufnahme von 2,5 pmol / mg Protein konnte in Gegenwart von 2 mM
Histamin nicht mehr durch TBZ gehemmt werden (Abbildung 20A) und
charakterisierte die gemessene Aufnahme als VMAT1 Aktivitat. Im Gegensatz dazu
konnte die Reserpin-sensitive Histaminaufnahme von 0,4 pmol / mg Protein durch
TBZ fast vollstandig blockiert werden (Abbildung 20B), was die gemessene
Aufnahme als VMAT2 Aktivitat charakterisierte.
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Abbildung 20

In permeabilisierten BON Zellen kann funktionell zwischen der Monoaminaufnahme durch
VMAT1 und VMAT2 differenziert werden.

A: Die [3H]Serotoninaufnahme in permeabilisierte BON Zellen wurde in Gegenwart von Histamin (2
mM) als Substrat flir den VMAT2 durchgeflihrt. Es zeigte sich, dall unter diesen Bedingungen eine
Reserpin-sensitive Aufnahme stattfand, die jedoch nicht mehr durch TBZ blockierbar war. B: Wurde
ausschlieBlich [3H]Histamin als Substrat angeboten, konnte die Reserpin-sensitive Aufnahme durch
TBZ zu 80 % blockiert werden. Die unspezifische Aufnahme von [3H]Serotonin in Gegenwart von

Reserpin betrug 2,2+1,3 pmol / mg Protein, die unspezifische Aufnahme [3H]Histamin 1,23+0,006
pmol / mg Protein.

3.6 Unterschiedliche Empfindlichkeit der Aktivitat von VMAT1 und
VMAT2 gegenuiber der Regulation durch Goo,

Unter den beiden vorgestellten experimentellen Bedingungen konnte jetzt selektiv
der Effekt von Goo, auf die Aktivitat von VMAT1 und VMAT2 untersucht werden.

Zunachst wurde der Effekt auf die Aktivitat von VMAT1 untersucht: Die Reserpin-
sensitive Serotoninaufnahme (in Gegenwart von 2 mM Histamin) von 1,3 pmol / mg
Protein wurde durch die Zugabe von Goo, um ca. 45 % auf 0,7 pmol / mg Protein
gehemmt (Abbildung 21A). Um den Effekt von Goo, auf die Aktivitat von VMAT?2
darzustellen, wurde die vesikulare Histaminaufnahme gemessen: Die Reserpin-
sensitive Histaminaufnahme von 0,27 pmol / mg Protein wurde durch die Zugabe von
Gaoz um 70 % auf 0,08 pmol / mg Protein gehemmt (Abbildung 21B). Die

Hitzedenaturierung von Goo, hob diese Hemmung vollstandig auf.
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Abbildung 21

Die Aktivitait von VMAT1 und VMAT2 in permeabilisierten BON Zellen wird durch Goo,
gehemmt

Die [3H]Serotoninaufnahme wurde in Gegenwart von 2 mM Histamin (VMAT1 Aktivitat) durchgefihrt.
A: Die Zugabe von gereinigtem Goao, (10 nM) fuhrte zu einer Hemmung der Reserpin-sensitiven
Aufnahme auf 55 % des Kontrollniveaus. B: Wurde [3H]Histamin (200 nM, VMAT2 Aktivitat) als
Substrat benutzt, fihrte die Zugabe von Gowo, zu einer Hemmung der Reserpin-sensitiven Aufnahme
auf etwa 30 % des Kontrollniveaus. Die Hitzedenaturierung des Goo, bewirkte eine vollstandige
Aufhebung dieses Effekts. Die unspezifische Monoaminaufnahme in Gegenwart von Reserpin betrug
0,42+0,035 pmol / mg Protein unter der VMAT1 Bedingung sowie 0,33+0,001 pmol / mg Protein unter
der VMAT2 Bedingung.

Um die beobachtete unterschiedliche Empfindlichkeit von VMAT1 und VMAT2
gegenuber der Regulation durch Gao, genauer darzustellen, wurden permeabilisierte
BON Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an Goo, und GMppNp inkubiert.
Die Zugabe von steigenden Konzentrationen an Goo, (0,23-6 nM) flihrte zu einer
dosisabhangigen Hemmung beider Transporteraktivitaten (Abbildung 22A). Im
Bereich zwischen 0,7 und 6 nM wurde die VMAT2 Aktivitat (Histaminaufnahme)
starker gehemmt als die VMAT1 Aktivitat (Serotoninaufnahme). So fuhrte Goo, in
einer Konzentration von 0,7 nM bereits zu einer Hemmung der VMAT2 Aktivitat um
50 %, wahrend die Aktivitat von VMAT1 erst bei einer Goo, Konzentration von 6 nM
um 50 % gehemmt wurde. Die Zugabe von steigenden Konzentrationen an GMppNp
(5-100 M) fuhrte ebenfalls zu einer dosisabhangigen Hemmung der beiden
Transporteraktivitaten (Abbildung 22B). Beide Transporteraktivitaten wurden uber
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den gesamten Konzentrationsbereich durch GMppNp gehemmt. Auch hier zeigte
sich eine hohere Empfindlichkeit von VMAT2 gegenuber der Regulation durch G-

Proteine.
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Abbildung 22

In permeabilisierten BON Zellen ist VMAT2 empfindlicher gegeniiber einer Hemmung durch
Goo, oder GMppNp

A: Die Zugabe von steigenden Konzentratlonen an Goo; fuhrte in permeabilisieten BON Zellen zu
einer dosisabhangigen Hemmung der [’H]Monoaminaufnahme. Beide Transporteraktivitaten wurden
in Konzentrationen ZW|schen 0,2 und 6 nM der G-Protein Untereinheit gehemmt Im Bereich zwischen
0,7 und 6 nM wurde die [ H]Histaminaufnahme starker gehemmt als die [ H]Serotoninaufnahme. Die
unspezifische Monoaminaufnahme in Gegenwart von Reserpin betrug 1,86+0,2 pmol / mg Protein
unter der VMAT1 Bedingung sowie 0,33+0,03 pmol / mg Protein unter der VMAT2 Bedingung.

B: Die Zugabe von steigenden Konzentrahonen an GMppNp flihrte in permeabilisierten BON Zellen zu
einer dosisabhangigen Hemmung der [’H]Monoaminaufnahme. Beide Transporteraktivitaten wurden
in Konzentratlonen zwischen 5 und 100 yM des GTP-Analogons gehemmt. Dabei war die Hemmung
der [° H]Hlstamlnaufnahme in Konzentrationen zwischen 10 und 100 pM sehr viel starker ausgepragt,
als die Hemmung der [ H]Serotoninaufnahme. Die unspezifische Monoaminaufnahme in Gegenwart
von Reserpin betrug 1,03+0,2 pmol / mg Protein unter der VMAT1 Bedingung sowie 0,53+0,01 pmol /
mg Protein unter der VMAT2 Bedingung.

So fuhrte GMppNp in einer Konzentration von 50 uM bereits zu einer Hemmung der
VMAT2 Aktivitat um ca. 90 %, wahrend die Aktivitat von VMAT1 bei einer GMppNp
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Konzentration von 100 yM lediglich um 60 % gehemmt wurde.

3.7 Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme in Neuronen

Die in den Abschnitten 3.2 bis 3.6 vorgestellen Ergebnisse dokumentieren eine
Regulation (Hemmung) der vesikularen Monoaminaufnahme in der neuro-endokrinen
Zellinie BON, die sich vorwiegend auf die Speicherung von Monoaminen in LDCVs
beschrankt. Weitere  Experimente sollten klaren, ob die vesikulare
Transmitterspeicherung in monoaminergen Neuronen ebenfalls einer solchen

Regulation, mdglicherweise auf der Ebene der SSVs, unterliegt.

3.7.1 Primarkulturen der Raphe als Modell zur Untersuchung der

Speicherung von monoaminergen Transmittern

Die o.a. Fragestellung wurde an Primarkulturen der Raphe aus der Ratte untersucht.
Die serotonergen Neurone der Raphekerne innervieren im adulten Gehirn das
Vorderhirn, Cerebellum und Riuckenmark. Sie beeinflussen komplexe physiologische
Funktionen wie Schlaf, Appetit und Verhalten (siehe Diskussion). Neben den
serotonergen Neuronen befinden sich in den Raphekernen auch noch dopaminerge

Neurone als weitere monoaminerge Zellpopulationen.

Die Praparation von drei unterschiedlichen Regionen der embryonalen Raphe (siehe
Material und Methoden) sollte Aufschlul® Gber regionale Unterschiede beziglich des
Gehalts an serotonergen Neuronen geben, um so Primarkulturen mit einem
moglichst hohen Anteil an serotonergen Neuronen zu erhalten. Die Raphekulturen
wurden dafur zu unterschiedlichen Kulturzeitpunkten immunzytochemisch analysiert.
Ein serotonerger Phanotyp war bereits am Kulturtag 2 in einzelnen Neuronen der
Regionen R1 (Abbildung 23) und R2 ausgebildet. Das Verzweigungsmuster dieser
Neurone war zu diesem fruhen Zeitpunkt in der Kultur noch wenig entwickelt.
Innerhalb eines Zeitraums von 14 Tagen stieg die Anzahl der serotonergen Neurone
an. Ebenso wurde die Morphologie der Zellen durch ein vermehrtes Aussprossen der
neuronalen Fortsatze deutlich komplexer. Die quantitative Analyse (Abbildung 24)
belegt, dal® sich die Anzahl der serotonergen Neurone, bezogen auf die
Gesamtzellzahl, in den Regionen R1 und R2 innerhalb von 14 Tagen etwa
verdoppelte, sie lag dann bei 2,23 % (R1) bzw. 1,22 % (R2). In der am weitesten
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caudal gelegenen Region R3 waren am Kulturtag 2 noch keine serotonergen

Neurone zu identifizieren, nach 14 Tagen betrug der Anteil 0,96 %.

Abbildung 23

Entwicklung serotonerger Neurone in Primérkultur aus der Raphe

Rapheneurone aus der Region R1 wurden am Embryonaltag 13 (E13) prapariert und Uber die
angegebenen Tage in Kultur genommen. Die immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der
serotonergen Neurone erfolgte Uber ein polyklonales anti-Serotonin Antiserum, der sekundare
Antikérper war an den Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green gekoppelt. Bereits am zweiten Kulturtag
(DIV: "days in vitro™) war in wenigen Zellen eine positive Immunreaktivitat sichtbar. Die Aufnahmen auf
der linken Seite lassen eine deutliche Zunahme der Anzahl der serotonergen Neurone Uber den
Zeitraum von 14 Tagen erkennen. Die bei starkerer VergroRerung aufgenommenen Bilder der rechten
Seite verdeutlichen, da® auch das Verzweigungsmuster dieser Neurone (ber den beobachteten
Zeitraum intensiver wurde. Der Malf3stab betragt jeweils 10 pm.
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R1 R2 R3
total 5HT % total 5HT % total 5SHT %
DIV 2 720 9 1.25 606 6 0.99 600 O 0
DIV 6 560 10 1.79 693 11 1.59 517 4 0.77
DIV 14 537 12 223 572 7 1.22 729 7 0.96
2.5
DIV 2 DIV 6 DIV 14

5HT immunoreaktive Zellen

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 RS3

Abbildung 24

Quantitative Analyse der Anzahl serotonerger Neurone in Primarkulturen aus drei
unterschiedlichen Regionen (R1-R3) der embryonalen Raphe

Die Neurone wurden am Tag E13 prapariert und fir die angegebenen Tage in Kultur genommen. Der
Anteil der serotonergen Neurone ist in Prozent der Gesamtzellzahl angegeben.

3.7.2 Funktionelle Charakterisierung monoaminerger Neurone in

Primarkultur der Raphe

Zunachst wurde untersucht, ob die verwendeten Raphekulturen ein geeignetes
Modell fur die vesikulare Monoaminaufnahme in Neuronen darstellten. Hierfur wurde
die Expression von VMAT2 in den Kkultivierten Neuronen immunzytochemisch
Uberpruft. Experimente zur vesikularen Serotoninspeicherung und Sekretion an nicht
permeabilisierten Zellen dienten der funktionellen Charakterisierung der Neurone.
Die immunzytochemische Analyse der Raphekulturen machte deutlich, daly
Serotonin mit VMAT2 kolokalisierte (Abbildung 25A, dargestellt ist eine Mischkultur
aus allen drei Regionen am Kulturtag 2, prapariert am Tag E 14). Einige nicht
serotonerge Neurone waren immunpositiv fur VMAT2, was sie ebenfalls als
monoaminerge Neurone, vermutlich dopaminerge, auswies (s.0.). In Kulturen aus
allen drei Regionen der Raphe (prapariert am Tag E 14) lie3 sich bereits am Tag 2
der Kultur eine Serotoninaufnahme messen, die durch TBZ um 40-50 % gehemmt
werden konnte (Abbildung 25B). Diese vesikulare Aufnahme betrug in den drei

Regionen 0,2-0,4 pmol / mg Protein.
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Abbildung 25

Serotonerge Rapheneurone in Primarkultur exprimieren funktionelles VMAT2

A: Die Doppelimmunfluoreszenz zeigt die Colokalisation von Serotonin (sekundarer Antikorper
Oregon Green-markiert) und VMAT2 (sekundarer Antikdrper Texas Red-markiert) in einzelnen
Neuronen aus dem Gebiet R2 nach zwei Tagen (DIV 2) in Kultur. Der Maf3stab betragt 10 pm.

B: Rapheneurone wurden am Tag E14 préapariert, in Kultur genommen und nach zwei Tagen mit
[*H]Serotonin (4 Stunden, 40 nM) inkubiert. In den Regionen R1, R2 und R3 war eine
[3H]Serotoninaufnahme mefbar, die in allen drei Fallen durch die Zugabe von TBZ (10 uM) zu 40-50
% blockiert werden konnte.

Um die Fahigkeit der Neurone zur Serotoninspeicherung und Sekretion auch nach

langeren Kultivierungszeiten zu Uberprifen, wurden Aufnahme- und Sekretions-
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experimente an Tag 7 und Tag 21 der Kultur durchgefthrt (Abbildung 26).
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Abbildung 26

Funktionelle Charakteristika der [3H]Serotoninaufnahme und -sekretion von Rapheneuronen in
Priméarkultur.

A: Rapheneurone aus den drei Regionen R1, R2 und R3 wurden am Tag E14 prapariert und bis zu 21
Tage in Kultur genommen. Jeweils am 7. und am 21. Kulturtag wurden die Neurone mit [’H]Serotonin
(4 Stunden, 40 nM) inkubiert und die vesikuldre Aufnahme gemessen. In allen drei Regionen war zu
beiden untersuchten Zeitpunkten eine TBZ-sensitive (10 uM) Aufnahme zu messen. B: Parallel zu
den Aufnahmemessungen wurde ebenfalls die Kalium-stimulierte Sekretion des zuvor
aufgenommenen [3H]Serotonins gemessen. In allen drei Regionen konnte zu beiden Zeitpunkten eine

Steigerung der Sekretion auf das 2 bis 3-fache der basalen Werte durch die Erhéhung der
extrazellularen Kaliumkonzentration auf 50 mM (5 min) erzielt werden.

In allen drei Regionen konnte zu beiden untersuchten Zeitpunkten eine vesikulare
(TBZ-sensitive) Aufnahme gemessen werden (Abbildung 26A). Die hdchste
Serotoninaufnahme wurde am Tag 7 in der Region R1 mit etwa 4,2 pmol / mg Protein
gemessen, gegenuber einer Aufnahme von 0,8 bzw. 1,5 pmol / mg Protein fur die
Regionen R2 und R3. Dieser deutliche Unterschied lie} sich nach 21 Kulturtagen



67

Ergebnisse

nicht mehr darstellen, die Werte flir die vesikulare Aufnahme lagen hier zwischen 0,6
und 1,5 pmol / mg Protein. Die parallel zu den Aufnahmemessungen durchgeflhrten
Experimente zur Sekretion (Abbildung 26B) ergaben, dal} sich in den Kulturen aus
allen drei Bereichen zu beiden Zeitpunkten eine Freisetzung von Serotonin messen
lieR, die durch eine Erhdhung der extrazellularen Kalium-Konzentration auf 50 mM
auf das 2 bis 3-fache (maximal 55 % des aufgenommenen Serotonins in Region R1
am Tag 7) der basalen Werte gesteigert werden konnte.

Wie erwartet, blockierte die Vorinkubation einer Mischkultur aus allen drei Regionen
mit Tetanus Toxin (Abbildung 27) die Kalium-stimulierte Sekretion fast vollstandig,

die basale Sekretion wurde ebenfalls teilweise gehemmt.
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Abbildung 27

Die Vorinkubation von Rapheneuronen in Priméarkultur mit TeNt blockiert die Kalium-stimulierte
Sekretion von [3H]Serotonin

Rapheneurone wurden am Tag E14 prapariert und flr 14 Tage in Kultur genommen. Ein Teil der
Neurone wurde vor der Messung fur 48 Stunden mit TeNt (10 nM) inkubiert.

Nach der Inkubation der Zellen mit [3H]Serotonin erfolgte die Kalium-Stimulation. Deutlich wird, daf3 in
den Toxin-behandelten Zellen die stimulierte Sekretion sehr stark reduziert war. Die basale Sekretion
wurde ebenfalls maRkig gehemmt.

3.7.3 Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme in permeabilisierte

Rapheneurone durch Goo,.

Die Permeabilisierung von Neuronen ist experimentell wenig etabliert. Um die Frage
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zu klaren, ob die vesikulare Monoaminaufnahme durch VMAT?2 ein Transportprozel}
ist, der auch in Neuronen einer Regulation durch heterotrimere G-Proteine unterliegt,
wurde die an den neuroendokrinen Zellinien PC12 und BON verwendete
Permeabilisierungstechnik auf die Primarkulturen der Raphe ubertragen. Dieser
methodische Ansatz sollte, in Analogie zu den Experimenten an BON Zellen, Uber
die Inkubation mit GTP-Analoga und gereinigten G-Protein Untereinheiten auch in
Neuronen einen Zugang zur Untersuchung der Transporterregulation durch G-
Proteine liefern. In den verwendeten Raphekulturen konnte nach Permeabilisierung
mit SLO eine Aufnahme von Serotonin gemessen werden, die durch TBZ fast
vollstandig blockiert werden konnte. Sie Ubertraf mit 15 pmol / mg Protein die

Aufnahme in nicht permeabilisierte Neurone um das 15-fache (Abbildung 28).

nicht
20 1 permeabilisiert

SLO

[ H]Serotoninaufnahme
pmol / mg Protein
)

i: B

Abbildung 28
Aufnahme von [3H]Serotonin nach Permeabilisierung von Rapheneuronen mit SLO

Rapheneurone in Primarkultur wurden mit PBS gewaschen und fiir 2 min mit 100 HE / ml SLO auf Eis
inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen fir 10 min mit [3H]Serotonin inkubiert. In permeabilisierten
Neuronen konnte eine deutlich hohere vesikulare (TBZ-sensitive) Aufnahme als in nicht
permeabilisierten Neuronen nachgewiesen werden.

Permeabilisierte Rapheneurone konnten nun mit den GTP-Analoga GTPYyS und
GMppNp inkubiert werden. Die Zugabe von GTPYS oder GMppNp zum

Inkubationsansatz flhrte in den permeabilisieten Neuronen (Abbildung 29A) zu
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einer Hemmung der Reserpin-sensitiven Serotoninaufnahme von 5,5 pmol / mg
Protein um 35 % (GTPYS) bzw. 40 % (GMppNp). Die Vorbehandlung der Zellen mit
Pertussis Toxin verhinderte die Hemmung der vesikularen Aufnahme von 3,7 pmol /
mg Protein durch GTPYS und GMppNp vollstandig. Eine Vorbehandlung der

Zellen mit Tetanus Neurotoxin (Abbildung 29B) hatte dagegen keinen Effekt auf die
Hemmung der Serotoninaufnahme durch die beiden GTP-Analoga und bestatigte

eine spezifische Wirkung von GTPyS und GMppNp auf die vesikulare Aufnahme.

Die Toxin-Experimente belegen, dal® die Aktivitat von VMAT2 auch in
monoaminergen Neuronen einer Hemmung durch ein G-Protein der Gj,-Klasse
unterliegt (siehe auch Abschnitt 3.2.3 und 3.2.5). In einem folgenden Experiment
wurde die Wirkung von Goo, auf die Monoaminaufnahme in permeabilisierte
Rapheneurone untersucht (Abbildung 30). Gereinigtes Goo, fluhrte zu einer
Hemmung der vesikularen Noradrenalinaufnahme von 7,8 pmol / mg Protein um 35

%. Die parallel durchgefuhrte Inkubation mit GMppNp hatte den gleichen Effekt.

Die in Abschnitt 3.7 vorgestellten Ergebnisse dokumentieren eine Hemmung der

Aktivitat von VMAT2 durch Gowo, auch in monoaminergen Rapheneuronen.
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Abbildung 29

Die Aufnahme von [3H]Serotonin in permeabilisierten Rapheneuronen wird durch GTPyS und
GMppNp gehemmt

A: Rapheneurone (E14) wurden fur 24 Tage in Kultur genommen und vor dem Experiment fur 48
Stunden mit Puffer oder Ptx (100 ng / ml) behandelt. Vor der Inkubation mit [*H]Serotonin (90 nM, 10
min) erfolgte die SLO-Permeabilisierung mit 100 HE / ml fir 2 min. Die Zu%abe von GTPYS oder
GMppNp (jeweils 50 uM) fihrte zu einer Hemmung der Reserpin-sensitiven ["H]Serotoninaufnahme
von etwa 40 % in den Kontrollzellen. Die Vorbehandlung mit Ptx verhinderte diese Hemmung
vollstandig.

B: Nach Vorinkubation fur 48 h mit TeNt (1 nM) konnte die Hemmung der [’H]Serotoninaufnahme
durch GTP-Analoga nicht aufgehoben werden.
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Abbildung 30

Die Aufnahme von [*H]Serotonin in permeabilisierte Rapheneurone wird durch Goo, gehemmt

Das Experiment wurde ahnlich wie in Abb. 29 durchgefihrt, jedoch wurde [’H]Noradrenalin als
Substrat verwendet, und TBZ (10 uM) als spezifischer Inhibitor von VMAT2 eingesetzt. Die Zugabe
von AlF, aktiviertem Goo, (10 nM ) fuhrt zu einer Hemmung der vesikuldren Aufnahme, die dem der
durch GTPys vermittelten entsprach.

3.8 VMAT2 und Goo, auf monoaminergen synaptischen Vesikeln

Um zu klaren, auf welchem Vesikeltyp VMAT2 und Gooz in monoaminergen
Neuronen lokalisieren, wurden unterschiedliche experimentelle Ansatze verwendet.
Zum einen sollte die subzellulare Fraktionierung der Raphekulturen Hinweise auf die
Lokalisation von VMATZ2 und Gawos in diesen Neuronen liefern. Zum anderen wurden
Areale aus dem prafrontalen Cortex der Ratte mit Hilfe der Immun-
elektronenmikroskopie hinsichtlich der Lokalisation von VMAT2 und Goo, auf
einzelnen Membrankompartimenten untersucht. Um die Transporter-G-Protein
Interaktion funktionell auf isolierten Vesikeln nachzuweisen, wurden die Effekte von
gereinigten G-Protein Untereinheiten und GMppNp auf die Serotoninaufnahme an

Praparationen synaptischer Vesikel gemessen.
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3.8.1 Lokalisation von VMAT2 und Goo, auf synaptischen Vesikeln von

Neuronen

Zur Untersuchung der subzellularen Verteilung von VMAT2 und Goo, wurde ein
postnukledrer Uberstand von 14 Tage alten Raphekulturen mittels einer
Dichtegradienten-Zentrifugation analysiert. Die Immunoreplika-Analyse (Abbildung
31) zeigt, dal® VMATZ2 hauptsachlich auf Membranfraktionen lokalisierte, die sich aus
SSVs zusammensetzten. Deutlich wurde dies durch die weitgehende Colokalisation
mit Synaptophysin. Ebenfalls in den leichten Membranfraktionen, hauptsachlich den
SSV Fraktionen, fand sich der Groldteil des Goo,. Geringere Mengen der G-Protein
Untereinheit lokalisierten auch auf schweren Membranfraktionen, die sich, markiert
durch ihren Chromogranin B Gehalt, aus LDCVs zusammensetzten, sie enthielten
praktisch kein VMAT2. Synaptobrevin fand sich als Membranprotein beider
Vesikeltypen sowohl in den Fraktionen der LDCVs als auch der SSVs.

M <& Saccharose Konzentration >0,35M
, 9 Fraktionen 10 ,
kDa
67> M' 'h " Chromogranin B
67> 1 ‘
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43»
i SR —— GO,
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Abbildung 31

Der neuronale Monoamintransporter VMAT2 ist mit Goo, auf kleinen synaptischen Vesikeln
von Rapheneuronen colokalisiert.

Rapheneurone wurden am Tag E14 prapariert und Uber 14 Tage in Kultur genommen. Aus einem
Homogenat der Zellen wurde ein postnukleérer Uberstand hergestellt und auf einen kontinuierlichen
Saccharose-Gradienten (0,35-2 M) aufgetragen. Uber eine Dichtegradienten-Zentrifugation erfolgte
die subzelluldre Fraktionierung der Zellmembranen. Die Immunoreplika-Analyse zeigt, da® VMAT2
hauptsachlich auf Membranfraktionen lokalisiert ist, die den SSVs zuzurechnen sind. Dies wird durch
die weitgehende Colokalisation mit Synaptophysin als Markerprotein fir kleine synaptische Vesikel
deutlich.

Im Bereich der SSV-Fraktionen fand sich ebenfalls der GroRteil des Gowo,, das jedoch auch in den
Ubrigen Membranfraktionen, wie etwa denen der LDCVs, markiert durch Chromogranin B, zu finden
war. Synaptobrevin fand sich sowohl in den LDCV- als auch in den SSV- Fraktionen des Gradienten.
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Um genauere Aussagen Uber die subzellulare Verteilung von VMAT2 und Goo; in
monoaminergen Neuronen machen zu kénnen, wurden Areale aus dem prafrontalen
Cortex der Ratte immunelektronenmikroskopisch untersucht.

Zunachst wurden serotonerge Fasern, die aus der Raphe in den prafrontalen Cortex
projezieren, nach Immunfarbung lichtmikroskopisch identifiziert (Abbildung 32A).
Die elektronenmikroskopische Analyse dieser serotonergen Projektionen (identifiziert
durch das DAB Prazipitat, siehe Methoden) zeigte, dall die Endigungen
ausschlieBlich mit Vesikeln eines Typs, den SSVs, gefullt waren (Abbildung
32B,C,D). Auf den SSVs sowohl der serotonergen als auch einiger nicht-
identifizierter Endigungen fand sich, wie erwartet, Synaptophysin (Abbildung 32B ).
VMAT2 fand sich auf SSVs sowohl der serotonergen als auch anderer
monoaminerger, vermutlich dopaminerger, Endigungen (Abbildung 32C, C’). Die
Analyse der Verteilung von Gowo, machte deutlich, dall Gowo, ebenfalls auf SSVs
serotonerger sowie nicht serotonerger Endigungen lokalisierte (Abbildung 32D, D).
Zusatzlich konnte Goo, auch auf anderen Membranen, etwa der Plasmamembran,

gefunden werden (nicht gezeigt).

Die in Abschnitt 3.8.1 vorgestellten experimentellen Befunde belegen eine

Lokalisation von VMAT?2 in serotonergen Neuronen ausschlieBlich auf SSVs.
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Abbildung 32

Immunelektronenmikroskopische Lokalisation von VMAT2 und Goo, in serotonergen
synaptischen Terminalen aus dem prafrontalen Cortex

A: Die lichtmikroskopische Aufnahme eines Vibratomschnitts aus dem préafrontalen Cortex einer
adulten Ratte zeigt die mit einem anti-Serotonin Antiserum aus dem Huhn markierten, mit der DAB
Methode sichtbar gemachten, serotonergen Endigungen (Pfeilspitzen). Ausgehend von diesem
Gewebe wurden Ultra-Diinnschnitte fir die ‘post-embedding™ -Technik angefertigt. Verwendet wurden
hierfur Antikérper gegen VMAT2, Gowo,, Synaptophysin sowie anti-Kaninchen IgG, konjugiert mit 5 nm
Goldpartikeln, als sekundarer Antikorper.
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B: Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt zwei Terminalen, von denen eine durch das DAB
Prazipitat als serotonerg identifiziert werden konnte. Synaptophysin befand sich auf SSVs sowohl der
serotonergen (Pfeile) als auch der anderen Terminale (Pfeilspitzen). C, C: Die Aufnahmen stellen die
elektronenmikroskopischen Details zweier serotonerger Terminalen dar. Auf einigen der SSVs dieser
Terminalen war VMAT2 lokalisiert (Pfeile). VMAT2 fand sich ebenso auf einigen SSVs benachbarter
monoaminerger Terminalen (Pfeilspitzen).

D, D': Die elektronenmikroskopische Aufnahme in D zeigt die Lokalisation von Goo, auf SSVs einer

serotonergen Varikositat (Pfeile). Die Aufnahme in D° zeigt, dass Gowo, auch auf synaptischen
Vesikeln nicht-serotonerger Terminalen zu finden war. Maf3stab: A 1um; B-D 150 nm

Die Aufnahme wurde freundlicherweise von Dr. Ingrid Pahner zur Verfugung gestellt.

3.8.2 Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme in synaptische

Vesikel durch Goo,

Fir die funktionelle Analyse wurde aus dem prafrontalen Cortex eine
Vesikelpraparation (LP2) hergestellt, die sich hauptsachlich aus SSVs
zusammensetzt (Huttner et al. 1983).

Uber die Immunoreplika-Analyse einer LP2 Vesikelpraparation (Abbildung 33)
konnte nachgewiesen werden, dalR VMAT2 und Goo, auf den Membranen
vorhanden waren. Wie fur synaptischer Vesikel zu erwarten, ergab sich ein sehr
intensives Immunsignal fur Synaptophysin.

Um die Regulation der Monoaminaufnahme in synaptische Vesikel durch Goo;
nachzuweisen, wurde die Serotoninaufnahme unter Zugabe von gereinigten G-
Protein Untereinheiten oder GMppNp gemessen (Abbildung 34). Die Zugabe von
Gooz, zum Inkubationsansatz flhrte zu einer Hemmung der TBZ-sensitiven
Serotoninaufnahme von 5,5 pmol / mg Protein um 45% (Abbildung 34A) . Die
Zugabe von GMppNp flhrte zu einer Hemmung von 50%. In einem ahnlichen
Experiment wurde auch gereinigtes Gooq zugegeben (Abbildung 34B). Nur Goo,,

nicht jedoch Gao4 fuhrte zu einer Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme.
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Nachweis von Goo,, VMAT2 und Synaptophysin auf synaptischen Vesikeln aus dem

prafrontalen Cortex (LP2 Praparation).

Die in der Immunoreplika-Analyse verwendeten Antikdrper gegen Goo, (371/4 polyklonal, 94.1
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Gao, hemmt die [3H]Serotoninaufnahme in synaptische Vesikel aus dem prafrontalen Cortex
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A: Synaptische Vesikel (LP2) aus dem préafrontalen Cortex adulter Ratten wurden fur 10 Minuten mit
KG3 Puffer, der [3H]Serotonin (90 nM) und entweder Gowo, (10 nM), GMppNp (50 uM) oder TBZ (10
uM) enthielt, inkubiert. Die Zugabe von Goo,, wie auch GMppNp fiihrte zu einer Hemmung der TBZ
sensitiven [3H]Serotoninaufnahme von 40-45 %. B: In einem ahnlichen Experiment wurden die Vesikel
entweder mit gereinigtem, AIF, aktiviertem Goo; oder Goo, inkubiert. Nur Gowo, aber nicht Goo;
fUhrten zu einer Hemmung der vesikularen TBZ-sensitiven Aufnahme.

3.9 Die durch GMppNp vermittelte Hemmung der vesikularen
Serotoninaufnahme in permeabilisierte Thrombozyten ist abhangig

vom Fullungszustand der Vesikel

Blutplattchen oder Thrombozyten besitzen eine entscheidende Funktion bei der
Blutgerinnung. Serotonin wird von ihnen Uber den Plasmamembrantransporter
aufgenommen und in elektronendichten Granula gespeichert. Die Freisetzung des
Serotonins tragt Uber die Bindung an 5HT,-Rezeptoren entscheidend zur
Thrombozytenaggregation und Kontraktion der glatten Gefalmuskulatur bei. In
peripheren Geweben wird Serotonin hauptsachlich durch die enterochromaffinen
Zellen des Verdauungstraktes synthetisiert und in die Blutbahn abgegeben (Racke et
al., 1991). Die Aktivitdt der Tryptophan-Hydroxylase stellt dabei den
Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt bei der Serotonin-Synthese dar.

Die Verfugbarkeit genetisch modifizierter Mause, in denen eine Deletionsmutation fur
das Gen der peripheren Tryptophanhydroxylase vorlag, bot die Mdoglichkeit, die
Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme in Abhangigkeit von der
vorhandenen  Substratkonzentration, und damit vermutlich auch dem

Fullungszustand der Vesikel, zu untersuchen.

Nach Permeabilisierung der Thrombozyten liel3 sich sowohl flr den Wildtyp als auch
fur die Mutante eine Serotoninaufnahme messen, die durch Inkubation mit Reserpin
oder Tetrabenazin vollstandig blockiert werden konnte. Deutlich wurde dabei, dal} die
Thrombozyten der Deletionsmutanten eine gegenuber dem Wildtyp um etwa 40 %
gesteigerte vesikulare Serotoninaufnahme aufwiesen (Abbildung 35 A). Ein weiterer
auffalliger Unterschied bestand in der Empfindlichkeit der Serotoninaufname
gegenuber der Inkubation mit GMppNp: Die Inkubation mit dem GTP-Analogon fuhrte
in den Wildtyp-Thrombozyten zu einer Hemmung der vesikularen Aufnahme von fast
40% (Abbildung 35 B). Die Serotoninaufnahme in Thrombozyten der
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Deletionsmutante konnte dagegen nicht durch GMppNp gehemmt werden.

Um zu untersuchen, ob dieser offensichtliche Verlust der Regulation ein Resultat des
stark verminderten Serotonin Angebots, und damit auch héchstwahrscheinlich des
Fullungszustands der Vesikel darstellt, wurden die Thrombozyten der
Deletionsmutante vor den Aufnahme-Experimenten mit steigenden Serotonin
Konzentrationen (nicht radioaktiv markiert) zwischen 1,5 und 150 uM vorbeladen.

Die vesikulare Serotoninaufnahme konnte jetzt in Abhangigkeit von der zuvor
angebotenen Serotonin-Konzentration durch GMppNp gehemmt werden (Abbildung
36). Die Hemmung stieg zwischen 1,5 und 15 yM Serotonin auf maximal ca. 35 %
an, um bei 150 yM Serotonin wieder auf 22 % abzunehmen
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Abbildung 35

[*H]Serotoninaufnahme in permeabilisierte Thrombozyten aus Wildtyp und
Tryptophanhydroxylase-deletionsmutierten (TPH -/-) Mausen

Thrombozyten wurden mit SLO permeabilisiert und fir 15 min bei 36°C mit 90 nM [3H]Serotonin
inkubiert. A: Die vesikulare Serotoninaufnahme in die Thrombozyten der Deletionsmutante Ubertraf
die Aufnahme in die Wildtyp-Thrombozyten um 40 % (Wildtyp-Aufnahme auf 100 % gesetzt). B: Die
Inkubation mit GMppNp fuhrte im Wildtyp zu einer Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme von
38 %. In den Thrombozyten der Deletionsmutante hatte die Inkubation mit GMppNp jedoch keinen
Effekt.
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Abbildung 36

Die Hemmung der vesikuldren Serotoninaufnahme in Thrombozyten aus TPH -/- Mdusen kann
durch die Vorinkubation mit Serotonin konzentrationsabhéngig induziert werden.

Thrombozyten der Tryptophanhydroxylase-Deletionsmutante wurden vor den Experimenten zur
[3H]Serotoninaufnahme mit steigenden Konzentrationen an Serotonin (1,5 bis 150 uM, nicht radioaktiv
markiert) vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Thrombozyten permeabilisiert und gewaschen. Die
Zugabe von GMppNp zum Inkubationsansatz filihrte zu einer Hemmung der vesikularen
Serotoninaufnahme. Sie stieg zwischen 1,5 und 15 pM Serotonin auf maximal ca. 35 % an, um bei
150 uM Serotonin auf 22 % abzunehmen.
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4. Diskussion

4.1 BON Zellen als Modell zur Untersuchung der vesikularen

Monoaminspeicherung

Die humane neuroendokrine Zellinie BON konnte vor einigen Jahren aus einem
Tumor des Pankreas etabliert werden. BON Zellen speichern und sezernieren
Serotonin, das diese Zellen als autokrinen Wachstumsfaktor benétigen (Ishizuka et
al., 1992). Der Signaltransduktionsweg verlauft dabei uUber eine 5-HT Rezeptor-
gekoppelte Hemmung der Adenylylzyklaseaktivitat. Elektronenmikroskopische
Analysen belegen die Existenz von elektronendichten sekretorischen Vesikeln in
BON Zellen (Parekh et al., 1994). Aufgrund dieser Eigenschaften erschien die
Zellinie geeignet zur Untersuchung der Regulation der vesikularen Speicherung von
Monoaminen. Neben der einfachen Verfugbarkeit bieten Zellinien gegenuber einer
Untersuchung im Gewebe den Vorteil einer gezielteren Manipulation der Kultur- und
Versuchsbedingungen. Zudem ermdglicht ein ,reduziertes® System, wie es Zellinien

darstellen, oftmals eine fokussiertere Beobachtung einzelner Prozesse.
BON Zellen lie3en sich erfolgreich permeabilisieren. Dies stellte eine Voraussetzung

fur die Kontrolle des intrazellularen Millieus und den direkten Zugang zur

Untersuchung intrazellularer Transportprozesse dar.

4.2 In BON Zellen wird die vesikulare Monoaminaufnahme durch Gao,

gehemmt

In SLO-permeabilisieten BON Zellen konnte eine vesikulare Aufnahme von
Serotonin nachwiesen werden. Die Inkubation der Zellen mit GTPYS oder GMppNp
fuhrte zu einer deutlichen Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme. Dieser
Prozel} liel® sich durch die Vorbehandlung der Zellen mit Pertussis Toxin aufheben.
Damit war gezeigt, dald heterotrimere G-Proteine der Gj,-Klasse an der Regulation
der Transporteraktivitat beteiligt sind. Pertussis Toxin belegt die Beteiligung von G-
Proteinen im allgemeinen flur Rezeptor-G-Protein Interaktionen, da die ADP-
Ribosylierung den GDP/GTP Austausch verlangsamt. DarUber hinaus scheint jedoch
auch die G-Protein-Effektor Interaktion aktivierter ADP-ribosylierter G-Proteine

verlangsamt. Der teilweise reversible Charakter des Pertussis Toxin Effekts konnte
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durch die Inkubation mit steigenden GMppNp-Konzentrationen auch fir die
Transporterregulation demonstriert werden.

Die Inkubation permeabilisierter BON Zellen mit verschiedenen praaktivierten G-
Protein Untereinheiten ermdglichte es, Goo; als die fur die Hemmung verantwortliche
Untereinheit zu identifizieren.

Die Spezifitat der G-Protein-Effekte auf die vesikulare Aufnahme konnte durch die
Inkubation der Zellen mit Tetanus Neurotoxin demonstriert werden. Auch in Toxin-
behandelten Zellen flhrte die Inkubation mit den GTP-Analoga und Goo, zu einer
Hemmung der vesikularen Serotoninaufnahme, die der in unbehandelten Zellen

vergleichbar war.

4.3 In BON Zellen lokalisieren die vesikularen Monoamintransporter

uberwiegend auf LDCVs

Immunoreplika- Analysen und immunzytochemische Farbungen konnten zeigen, dal}
in BON Zellen VMAT1 und VMAT2 exprimiert werden. Die immunzytochemische
Analyse der zellularen Verteilung ergab aullerdem eine Colokalisation der beiden
Transporter mit Serotonin, welches in 50 % aller Zellen nachgewiesen werden
konnte. Ebenfalls in etwa der Halfte der Zellen fand sich VMAT2, wahrend VMAT1 in
fast allen Zellen exprimiert wurde. In einigen Zellen, die fur VMAT1 oder VMAT2
immunpositiv waren, lie3 sich kein Serotonin nachweisen. Eine mdgliche Ursache
hierflr kdnnte eine zuvor erfolgte massive Serotoninfreisetzung sein. Einzelne Zellen
enthielten weder Transporterprotein noch Serotonin. Die Analyse der zellularen
Verteilung von Chromogranin ergab eine weitgehende Colokalisation zwischen
diesem in LDCVs gespeicherten Cosekret und Serotonin.

Bei BON Zellen handelt es sich um eine unklonierte Zellinie (Townsend et al., 1993),
was die beobachtete heterogene Transporterverteilung erklaren konnte. Unklar ist in
diesem Zusammenhang, aus welchem Anteil des Pankreas sich die Zellen
zusammensetzen. Immunzytochemische Studien belegen das Vorkommen von
VMAT2 ausschliel8lich im endokrinen Anteil des Pankreas (Erickson et al., 1996).
Nicht nachgewiesen ist, ob VMAT1 moglicherweise im exokrinen Pankreas exprimiert
wird.

Die subzellulare Fraktionierung von BON Zellen ergab, dal} beide Transporter sowie
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Gao4 und Goo, auf den schweren Membranfraktionen der LDCVs zu finden waren.
Die partielle Uberschneidung beider Transporter mit Fraktionen der SLMVs lie
jedoch in geringerem Umfang auch eine Lokalisation von VMAT1 und VMAT2 auf
diesem Vesikeltyp moglich erscheinen. Zusatzlich fand sich Goo, auch in den
Fraktionen, die sich aus SLMVs und (vermutlich) Fragmenten der Plasmamembran
zusammensetzten. Ausschliellich in  den LDCV-Fraktionen konnte Gooq
nachgewiesen werden.

Die Analyse der subzellularen Proteinverteilung in PC 12 Zellen dokumentierte ein
Muster, das dem flr BON Zellen nachgewiesenen sehr ahnlich war.

Neuroendokrine Zellen und die aus neuroendokrinen Tumoren abstammenden
Zellinien enthalten sowohl LDCVs als auch SLMVs (Navone et al.,, 1986;
Wiedenmann et al., 1989). Wahrend die Speicherung von Hormonen und anderen
biogenen Peptiden in LDCVs erfolgt, werden in SLMVs hauptsachlich
Aminosauretransmitter wie GABA, Glyzin oder Glutamat gespeichert (Reetz et al.,
1991; Ahnert-Hilger et al., 1996).

In den chromaffinen Granula der Zellen des Nebennierenmarks erfolgt die
Speicherung der Katecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin (Johnson,
1988). Die o.a. Ergebnisse zur Lokalisation von VMAT1 hauptsachlich auf den
Membranen der LDCVs von PC 12 Zellen stimmen mit elektronenmikroskopischen
Befunden an dieser Zellinie Uberein. Sie wiesen VMAT1 ebenfalls Uberwiegend auf
LDCVs, in geringem Ausmal} jedoch auch auf SLMVs nach (Liu et al., 1994).

Die subzellulare Fraktionierung der BON Zellen verdeutlichte, dal® die Speicherung

von Monoaminen in dieser neuroendokrinen Zellinie vorwiegend in LDCVs erfolgt.
Untersuchungen dokumentieren eine differentielle Lokalisation von Gaos und Goos
auf Membranen der LDCVs und SSVs (Ahnert-Hilger et al., 1994). Wahrend die
Verteilung der 3— und y-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine der Gj,-Klasse fur
beide Vesikeltypen ahnlich war, ergaben sich Unterschiede in der Verteilung der o-
Untereinheiten: Auf SSVs von Gehirnhomogenaten der Ratte konnten Goo4, Gooz
sowie Gois und Gaiz; nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu fand sich auf
chromaffinen Granula aus dem Rind lediglich Goo,. Generell kommen Ge-

Untereinheiten in Neuronen und neuroendokrinen Zellen in hohen Konzentrationen

vor. Sie konnen in diesen Zelltypen bis zu 2 % des Gesamtproteins ausmachen
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(Sternweis und Robishaw, 1984).

Fir BON Zellen konnte in dieser Arbeit die Existenz von Gooz und Gooq
Uberwiegend auf der Membran von LDCVs dokumentiert werden. Welche Funktion
Gooq auf der Vesikelmembran ausulbt, ist nicht bekannt. An der Regulation der

vesikularen Monoaminaufnahme ist diese Untereinheit jedoch nicht beteiligt.

4.4 Die Aktivitat von VMAT1 und VMAT2 wird in BON Zellen durch Goo,
reguliert

Das gemeinsame Vorkommen von VMAT1 und VMAT2 in BON Zellen auf LDCVs
ermdglichte es, die Regulation beider Transporter vergleichend unter denselben

experimentellen Bedingungen zu untersuchen.

Die vorhandenen Unterschiede bezuglich der Affinitat fir Histamin sowie der
Sensitivitat gegenuber Tetrabenazin eigneten sich sehr gut fir eine experimentelle
Differenzierung zwischen der Aktivitat von VMAT1 und VMAT2. Die alternative
Methode der Transfektion einer Fibroblasten-Zellinie mit der jeweiligen Transporter-
DNA hatte den Nachteil von Spezies- und Gewebeunterschieden, sowie mogliche
Probleme durch das ,Sortieren® der Transporter auf unterschiedliche

Zellkompartimente beinhaltet.

Beide Transporter weisen fur Histamin eine im Vergleich zu den ubrigen
Monoaminen geringe Affinitat auf, jedoch besitzt VMAT2 noch eine deutlich hdhere
Affinitat fir dieses Substrat als VMAT1. In Ubereinstimmung damit repréasentiert
VMAT2 auch den in Histamin-produzierenden Zellen exprimierten Transportertyp
(Dimaline und Struthers, 1996). Im Gegensatz zu den Katecholaminen und dem
Indolamin Serotonin weist Histamin einen unsubstituierten aromatischen Ring auf.
Dies scheint verantwortlich fur die schlechteren Transporteigenschaften und die
Unterschiede in der Affinitat zu beiden Transportern zu sein (Schuldiner et al., 1995).

PC12 Zellen, die nur VMAT1 exprimieren, dienten zur Uberpriifung der Anséatze.
Erwartungsgemal} konnte hier keine vesikulare Histaminaufnahme gemessen
werden. Dies konnte als Beleg dafur genommen werden, daf® Histamin in der
angebotenen geringen Konzentration nicht als Substrat fir VMAT1 diente.
Tetrabenazin wurde benutzt, um VMATZ2 zu hemmen. Da dieser Inhibitor fur VMAT1

generell eine sehr geringe, flr die humane Variante des Transporters praktisch keine
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Affinitat besitzt, konnte VMAT2 sehr selektiv gehemmt werden.

So konnten zwei verschiedene Versuchsbedingungen erarbeitet werden, die es
gestatteten, die Aktivitat von VMAT1 und VMAT2 in BON Zellen getrennt zu
untersuchen:

Zur Untersuchung der Aktivitat von VMAT1 wurde die Serotoninaufnahme in
Gegenwart einer hohen Histamin-Konzentration (nicht radioaktiv markiert) gemessen.
Hier sollte das in dieser Konzentration angebotene Histamin zu einer kompetitiven
Verdrangung des Serotonins aus der Bindung mit VMAT2 fuhren. Die Zugabe von
Tetrabenazin zum Inkubationsansatz bestatigte diese Annahme: Die vesikulare
Serotoninaufnahme konnte nicht mehr durch diesen Inhibitor blockiert werden, was
die Aufnahme als VMAT 1-Aktivitat charakterisierte.

Um die Aktivitat von VMAT2 experimentell darzustellen, wurde die vesikulare
Aufnahme von Histamin als Substrat fur diesen Transportertyp gemessen (s.0.). Hier
fuhrte die Inkubation mit Tetrabenazin zu einer annahernd vollstandigen Blockierung
der Histaminaufnahme. Dies kennzeichnete die gemessene Aufnahme als VMAT?2
Aktivitat. Ausgehend von diesen Ergebnissen konnte nun selektiv der Effekt von
Gl]o2 auf die Aktivitat von VMAT1 und VMAT2 untersucht werden.

Die Zugabe von Goo, zum Inkubationsansatz fuhrte unter beiden experimentellen
Bedingungen zu einer Hemmung der Monoaminaufnahme. Dabei erwies sich VMAT2
jedoch empfindlicher gegenuber der Hemmung durch Goo; als VMAT1. Bestatigt
wurde die hohere Empfindlichkeit von VMAT2 gegenuber der G-Protein Regulation

auch durch die Inkubation mit GMppNp, wobei endogenes Goo, aktiviert wurde.

Die Ergebnisse zur Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme in BON Zellen

konnen wie folgt zusammengefal’t werden:
In der humanen neuroendokrinen Zellinie BON wird die vesikulare
Monoaminaufname durch Gao; reguliert.

Es kommt hier zu einer Hemmung der Aktivitat der beiden in dieser Zellinie
exprimierten vesikularen Monoamintransporter VMAT1 und VMAT2 durch diese G-

Protein Untereinheit.
Diese Regulation gilt vorwiegend fur LDCVs.

Eine Beteiligung von SLMVs an der Serotoninspeicherung und damit auch eine
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Regulation der SLMV-standigen Transporteraktivitat kann aufgrund der geringen,
jedoch vorhandenen Colokalisation von VMAT1, VMAT2 und Goo, auch auf diesem

Vesikeltyp nicht ausgeschlossen werden.

Die Aktivitat von VMAT2 erwies sich als empfindlicher gegenlber der Regulation

durch die G-Protein Untereinheit.

Diese Ergebnisse zeigen, dal} die bisher nur flr die Zellinie PC12 nachgewiesene
Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme (Ahnert-Hilger et al., 1998) ein
Prinzip darstellt, welches zumindest in neuroendokrinen Zellinien aus
unterschiedlichen sekretorischen Geweben verwirklicht ist. Sie zeigen weiterhin, daf}
diese Regulation auch in verschiedenen Spezies — PC 12 Zellen stammen aus der
Ratte, BON Zellen reprasentieren eine menschliche Zellinie — existiert. Ein weiterer
wichtiger Aspekt, auch im Hinblick auf einen ahnlichen Mechanismus im Zentralen
Nervensystem, war die Erkenntnis, dal} die Interaktion zwischen Transporter und G-
Protein Untereinheit nicht auf VMAT1 beschrankt bleibt, sondern auch fur VMAT2
besteht. Die im Vergleich zu VMAT1 erhohte Sensitivitat von VMATZ2 gegenuber der
Hemmung durch Goo, koénnte im Zusammenhang mit der unterschiedlichen
Gewebeverteilung beider Transporter zu sehen sein. VMAT2 stellt die Uberwiegend
im ZNS exprimierte neuronale Variante des Transporters dar (Peter et al., 1995;
Erickson et al., 1996). Es ist vorstellbar, da® die Transmitterspeicherung dort einer
empfindlicheren Regulation als in peripheren sekretorischen Geweben unterliegt. In
diesem Zusammenhang ist moglicherweise auch die Tatsache zu sehen, dald nur
VMATZ, nicht jedoch VMAT1, konstitutiv phosphoryliert wird (Krantz et al., 1997).

4.5 Primarkulturen der Raphe stellen ein geeignetes Modell zur Unter-

suchung der vesikularen Monoaminspeicherung in Neuronen dar

Die vorangehend diskutierten Ergebnisse dokumentieren eine Hemmung der
vesikularen Monoaminaufnahme, die vorwiegend auf die Speicherung der
Monoamine in LDCVs beschrankt sein durfte. Daraus ergab sich die Frage, ob ein
ahnlicher Mechanismus auch fur die Monoaminaufnahme in SSVs von Neuronen
erfolgt.

Als Modellsystem zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden Primarkulturen der
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Raphe aus der Ratte verwendet. Als nicht-karzinoid transformierte Zellen kdnnen sie
den Zellinien BON und PC12 gegenubergestellt werden. Die Raphekerne enthalten
Populationen von serotonergen Neuronen, die entlang der Mittellinie des Hirnstamms
vom Mittelhirn zum verlangerten Riuckenmark lokalisiert sind. Von dort projizieren sie
diffus in fast alle Bereiche des ZNS. Das serotonerge System Ubt eine wichtige
Funktion bei der Kontrolle komplexer physiologischer Verhaltensfunktionen wie
Schlaf  (Jouvet, 1999), Appetit (Leibowitz et al., 1998) oder auch
Aggressionssteuerung (Kavoussi et al., 1997; Ferris et al., 1999) aus. Zudem tragt
Serotonin  entscheidend zur Differenzierung des Gehirns wahrend der
Embryonalentwicklung bei (Lauder und Krebs, 1978; Chubakov et al., 1986).

Fur Serotonin konnte die Speicherung in SSVs serotonerger Projektionen im
Ruckenmark nachgewiesen werden (Fried et al., 1988; Iverfeldt et al., 1989).
Elektronenmikroskopische Analysen bestatigen dies fur serotonerge Axone aus dem

prafrontalen Cortex von Affen (Smiley et al., 1996).

Um die Primarkulturen auf ihren Gehalt an serotonergen Neuronen zu untersuchten,
wurden die Zellen immunzytochemisch analysiert. Bereits nach zwei Tagen in der
Kultur liel3 sich Serotonin in einzelnen Neuronen nachweisen. Dies kann in
Ubereinstimmung mit der Tatsache gesehen werden, dal das serotonerge System
zu den am frGhesten in der Embryonalentwicklung vorhandenen
Transmittersystemen gehort (Aitken und Tork, 1988). Innerhalb des beobachteten
Kulturzeitraums erhdhte sich der Anteil der serotonergen Neurone. Ebenfalls ab Tag
2 in der Kultur lie3 sich VMATZ2 in den serotonergen Neuronen nachweisen. Das
verstarkte Aussprossen der neuronalen Fortsatze mit zunehmender Kulturdauer kann
als ,Reifen” der Zellen interpretiert werden. Die funktionelle Charakterisierung

der Rapheneurone dokumentierte, dal® ab Kulturtag 2 duber mehrere Wochen eine
vesikulare Serotoninaufnahme, ebenso wie eine Kalium-stimulierte und durch
Tetanus Neurotoxin blockierbare Serotoninfreisetzung gemessen werden konnte.

Die Voraussetzungen fur eine vesikulare Speicherung und Freisetzung von
Monoaminen scheint somit in Rapheneuronen ahnlich frth wie die Fahigkeit zur
Serotonin-Synthese entwickelt zu sein. Diese funktionellen Eigenschaften konnen

offensichtlich auch Gber einen langeren Zeitraum in Kultur aufrecht erhalten werden.
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4.6 Die Aktivitat von VMAT2 wird in permeabilisierten Rapheneuronen

durch Goo,.gehemmt

Um die Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme in Rapheneuronen zu
untersuchen, wurde die an BON wund PC 12 Zellen angewandte
Permeabilisierungstechnik auch an den Primarkulturen aus der Raphe eingesetzt.
Funktionelle Untersuchungen an permeabilisierten Neuronen sind bisher wenig
etabliert. Eingesetzt wurde diese Technik zumeist lediglich in immunzytochemischen
Studien an Primarkulturen von Neuronen (Noel et al., 1999) oder Neuroblastoma-
Zellinien (Chambaut-Guerin et al., 1997).

Nach Permeabilisierung der Rapheneurone mit SLO lield sich eine gegenuber nicht-
permeabilisierten Zellen deutlich gesteigerte Serotoninaufnahme messen, die durch
die Inkubation mit Tetrabenazin blockiert werden konnte. Aufgrund der Umgehung
der substratspezifischen Plasmamembrantransporter reprasentierte die gemessene
Serotoninakkumulation nun den vesikularen Transport aller in der Kultur
vorhandenen monoaminergen, also auch dopaminergen, Neurone.

In Analogie zu den an BON Zellen durchgefihrten Experimenten konnten
permeabilisierte Rapheneurone jetzt mit G-Protein Aktivatoren inkubiert werden. Die
Ergebnisse lielen auf eine Beteiligung heterotrimerer G-Proteine bei der Regulation
der vesikularen Monoaminspeicherung auch in Rapheneuronen schlieen: So kam
es nach Inkubation der Zellen mit GTPyS oder GMppNp zu einer Hemmung der
vesikularen Serotoninaufnahme. Die Vorbehandlung der Raphekulturen mit Pertussis
Toxin verhinderte diese Hemmung vollstandig und erlaubte die Einordnung des
verantwortlichen G-Proteins in die Pertussis Toxin sensitive Gj,-Klasse. Die
Spezifitat der Effekte auf die vesikulare Aufnahme wurde wie in BON Zellen durch
Vorinkubation der Zellen mit Tetanus Neurotoxin sichergestellt.

Um zu klaren, ob die Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme in
Rapheneuronen auf der Regulation von VMAT2 durch Gooz beruht, wurde die
Wirkung dieser Untereinheit auf die Aufnahme untersucht. Durch die Inkubation mit
Gao, konnte die vesikulare Monoaminaufnahme ebenfalls gehemmt werden.

Die an Primarkulturen der Raphe durchgefuhrten Experimente konnten
demonstrieren, dal® es auch in monoaminergen Neuronen zu einer Regulation der

Transmitterspeicherung durch Goo, kommt. Die Tatsache, dald es sich um die
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gleiche Untereinheit handelt, die auch in BON und PC12 Zellen flr eine Hemmung
der vesikularen Monoaminaufnahme verantwortlich ist, dokumentiert deutlich eine
generelle  Funktion dieser G-Protein  Untereinheit auf intrazellularen
Speicherorganellen.

4.7 VMAT2 und Goo, lokalisieren in kultivierten Rapheneuronen und

serotonergen Axonen aus dem prafrontalen Cortex auf SSVs

Unterschiedliche experimentelle Ansatze wurden verwendet, um die Frage zu klaren,
auf welchem Vesikeltyp VMATZ2 und Goo, lokalisieren. Zunachst sollte wiederum die
subzellulare Fraktionierung der Rapheneurone Hinweise auf die Verteilung des
Transporters und der G-Protein Untereinheit auf SSVs oder LDCVs liefern.
Monoamine konnen in Neuronen in unterschiedlichen Zellorganellen gespeichert
werden: In Neuronen der Substantia nigra scheint die Dopaminspeicherung nur zu
einem geringen Teil in SSVs oder LDCVs zu erfolgen. Der Groldteil wird in
tubovesikularen Strukturen, die vermutlich dem glatten endoplasmatischem
Retikulum zuzurechnen sind, gespeichert. Zumindest missen die Befunde zur
Lokalisation von VMAT2 auf diesen Endomembrankompartimenten so interpretiert
werden (Nirenberg et al., 1996). Fur Serotonin konnte, wie erwahnt, die Speicherung
in SSVs nachgeweisen werden. Ultrastrukturelle Untersuchungen belegen jedoch
auch die Existenz von LDCVs in serotonergen Axon-Terminalen des Striatums
(Soghomonian et al., 1989). Eine Besonderheit stellt die Noradrenalinspeicherung
dar. In noradrenergen Neuronen kann die Speicherung in kleinen elektronendichten
Vesikeln erfolgen, die moglicherweise einen Mischtyp aus SSVs und LDCVs
reprasentieren (Bauerfeind, 1995).

Die subzellulare Fraktionierung der kultivierten Rapheneurone ergab ein
Verteilungsmuster von VMAT2 und Goo,, das sich deutlich von dem in BON und
PC12 Zellen vorgefundenen unterschied: So fand sich VMAT2 Uberwiegend auf
Membranen der SSVs. Membranfraktionen der LDCVs wiesen nur sehr geringe
Mengen des Transporters auf. Ebenfalls in den leichten Membranfraktionen fand sich
der Grolteil des Gowo,. Geringere Mengen der G-Protein Untereinheit konnten auch

in den LDCV- Fraktionen nachgewiesen werden.

Um die Lokalisation von VMAT2 und Goo, auf sekretorischen Vesikeln serotonerger
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Neurone genauer analysieren zu kdnnen, wurde der prafrontale Cortex der Ratte als
Projektionsgebiet der Rapheneurone immunelekronenmikroskopisch untersucht.

Die Analyse des Vesikeltypen dokumentierte, dal® die serotonergen Endigungen
ausschlieBlich mit SSVs angefullt waren. Auf diesen Vesikeln konnte sowohl VMAT?2
als auch Gaoz nachgewiesen werden. Auf den SSVs einiger nicht identifizierter
Neurone fanden sich ebenfalls VMAT2 und Gaoo,. Vermutlich handelte es sich bei

diesen offensichtlich ebenfalls monoaminergen Zellen um dopaminerge Endigungen.

Diese Ergebnisse dokumentieren die Lokalisation von VMAT2 und Gllo2 in
serotonergen Projektionen im prafrontalen Cortex ausschliellich auf SSVs. Sie
bestatigen damit die Ergebnisse zur subzellularen Verteilung in Kkultivierten
Rapheneuronen. Im Gegensatz dazu ist die vorwiegende Lokalisation der VMATSs in
PC12 und BON Zellen auf LDCVs zu sehen.

Um diese morphologischen Ergebnisse auch funktionell zu bestatigen, wurde
versucht, die Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme durch Goo, auch an
isolierten synaptischen Vesikeln nachzuweisen. Hierfur wurde aus dem prafrontalen
Cortex eine Vesikelpraparation (LP2) hergestellt, die sich hauptsachlich aus SSVs
zusammensetzt (Huttner, 1983). Eine vollstandige Aufreinigung der LP2 Praparation
in Richtung kleiner synaptischer Vesikel war durch Immunisolation Uber
Synaptophysin moéglich. Dies erschien jedoch nicht geeignet, da bei dieser Methode
mit dem Verlust von regulatorischen Membrankomponenten, z.B. G-Protein
Untereinheiten, zu rechnen ist (Ahnert-Hilger et al., 1994).

Auf den Vesikel der LP2 Praparation lieRen sich VMAT2 und Goo, ebenso wie das
zur Kontrolle untersuchte Synaptophysin in der Immunoreplika-Analyse nachweisen.
An den isolieten Vesikeln konnte schlieBlich direkt eine vesikulare
Serotoninaufnahme gemessen werden, die durch die Inkubation mit GMppNp oder

Goo; stark gehemmt werden konnte.

Diese Daten belegen, dal} die Regulation von VMAT2 durch Goo, auch fir SSVs des
ZNS zutrifft
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4.8 Funktionelle Bedeutung der Regulation der vesikularen

Monoaminaufnahme durch Goo,

Die vorgestellten Ergebnisse der an der neuroendokrinen Zellinie BON, neuronalen
Primarkulturen der Raphe und Praparationen aus dem prafrontalen Cortex
durchgefuhrten Experimente dokumentieren die Funktion von vesikelstandigem Gowo,
bei der Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme. In diesen monoaminergen
Zellsystemen und Geweben existiert somit ein G-Protein-Effektor System, bei dem es
zu einer Hemmung der Aktivitat von VMAT1 und VMAT2 durch die oa-Untereinheit
des heterotrimeren G-Proteins Go, kommt. Die Regulation der Transporteraktivitat
bleibt dabei nicht auf die Monoaminaufnahme in LDCVs beschrankt, sondern erfolgt

auch auf SSVs von Neuronen.

Die Daten zur Histaminaufnahme in BON Zellen und Noradrenalinaufnahme in
Rapheneurone bestatigten, dal® es sich bei den untersuchten Transportvorgangen
ausschlieRlich um die spezifische Akkumulation in sekretorischen Vesikeln handelte.
Hiermit konnte ausgeschlossen werden, dal® es nach Inkubation mit dem Tritium-
markierten Transmitter zu einem Austausch mit dem bereits in den Vesikeln

gespeicherten Transmitter (Serotonin) Uber den Transporter kam.

Die Hemmung der Aktivitat vesikularer Monoamintransporter durch Goo;
reprasentiert somit ein  allgemeines Prinzip der Regulation dieses
Transportprozesses durch ein Element der intrazellularen Signaltransduktion in
peripheren neuroendokrinen Geweben und zentralnervosen Neuronen. Dieser
Mechanismus reguliert in verschiedenen Spezies die Monoaminspeicherung in
LDCVs und SSVs bzw. deren Analoga.

Unterschiedliche Funktionen der durch G-Proteine vermittelten Hemmung der

Aktivitat vesikularer Monoamintransporter sind denkbar.

Eine wichtige Funktion kdnnte darin bestehen, Uber die Aktivitat der Transporter den
Fillungszustand der Vesikel zu beeinflussen. Die freigesetzte Transmittermenge
bestimmt die postsynaptische oder hormonelle Antwort auf einen Stimulus. Sie stellt
somit einen entscheidenden Parameter dar, der die Aktivitat einer Synapse oder
sekretorischen Zelle bestimmt. Die Variabilitat des freigesetzten Transmitter-
quantums konnte bereits fur monoaminerge sekretorische Vesikel nachgewiesen

werden. So steigert der neurotrophe Faktor GDNF (glial-derived neurotrophic factor)
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die quantale Freisetzung aus dopaminergen Neuronen etwa um das 4-fache (Pothos
et al., 1998b). Durch die zusatzliche Gabe von L-DOPA, einer Vorstufe in der
Dopamin-Synthese, konnte eine ahnlich starke Erhohung der quantalen Freisetzung
erzielt werden. In PC 12 Zellen dagegen fuhrte die Uber D2-Autorezeptoren
vermittelte Hemmung der Tyrosinhydroxylase-Aktivitat zu einer verminderten
quantalen Freisetzung (siehe Einleitung). Die prasynaptische Regulation der
freigesetzten Transmittermenge durfte besonders in  neuromodulatorischen
Systemen eine grof3e Bedeutung besitzen, in denen es durch die sehr weitraumige
Diffusion des Transmitters zu einer Beeinflussung einer hohen Anzahl
postsynaptischer Neurone kommt. Ein Beispiel flr eine solche flr viele
monoaminerge Systeme zutreffende ,Uberflutung® postsynaptischer Zellen ist die
Dopamin-Freisetzung aus den Neuronen des Nucleus accumbens (Garris et al.,
1994). Auch die in nicht-monoaminergen Vesikeln gespeicherte Transmittermenge
kann moduliert werden. So kommt es durch die Uberexpression des
Acetylcholintransporters auf SSVs zu einer deutlichen Steigerung des vesikularen
Acetylcholingehalts bis auf das 10-fache (Song et al., 1997).

An der neuromuskularen Endplatte der Schlange (Thamnophis sirtalis) erfolgt eine
aktivitatsabhangige Modifikation des Transmitterquantums. Nach andauernder
Stimulation motorischer Nerven kam es in einer Population sekretorischer Vesikel zu
einer Verringerung des freigesetzten Transmitterquantums, wahrend die
Transmittermenge einer anderen Population unverandert blieb (Searl et al., 1990).
Interpretiert werden konnten die zwei unterschiedlich beladenen Vesikelpopulationen
als zum Zeitpunkt der Stimulation bereits ,fertige® (gleichbleibender
Acetylcholingehalt) bzw. im Verlauf der Stimulation neu gebildete (verringerter

Acetylcholingehalt) Vesikel.
Die Regulation der Aktivitat von VMAT1 und VMAT2 durch Goo, kdnnte der Faktor

sein, der den Fullungszustand monoaminerger Vesikel aktivitatsabhangig steuert und

somit auch zur synaptischen Plastizitat beitragt.

Die generelle Bedeutung der Aktivitat vesikularer Monoamintransporter fur den
Fullungszustand sekretorischer Vesikel zeigt sich in transgenen Tieren, in denen die
Gene fur die Transporter funktionell ausgeschaltet worden sind. An isolierten
Mastzellen aus Mausen, die homozygot fur die VMAT2 Deletionsmutante waren, liel3
sich nach exozytotischer Mebranfusion amperometrisch keine Monoaminsekretion
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nachweisen (Travis et al., 2000). Zellen aus heterozygoten Tieren sezernierten eine
geringere Menge an Histamin und Serotonin als die Wildtyp-Zellen. Wahrend
homozygote Tiere nach wenigen Tagen sterben, zeigen sich heterozygote Tiere
sensibler gegenuber einigen Neurotoxinen oder Pharmaka, erreichen jedoch ohne
gravierende Storungen das Erwachsenenalter (Takahashi et al., 1997).

Im Zusammenhang mit einer schnellen Wiederbeladung besonders der SSVs — hier
erfolgt das lokale Recycling innerhalb von 1-2 min (Betz und Bewick, 1992) — konnte
eine durch Gooz bewirkte Erhdhung der Km-Werte der Transporter gesehen werden:
Die vesikulare Speicherung von Monoaminen reprasentiert einen hochaffinen
Transportprozel3. Die Km-Werte als Maly fur die Affinitat der Transporter zu den
einzelnen Substraten liegen im niedrigen mikromolaren Bereich (siehe Einleitung).
Sie stehen damit im Gegensatz zu den im millimolaren Bereich liegenden Km-Werten
der vesikularen Transportaktivitaten fur Acetylcholin (Parson et al., 1993), Glutamat
und GABA / Glyzin (Maycox et al., 1988; Burger et al., 1991). Als funktionelle
Konsequenz dieser hohen Affinitat geht die vesikulare Monoaminspeicherung bereits
bei sehr niedrigen Substratkonzentrationen in Sattigung Uber. Darin durfte ein
limitierender Schritt fir die schnelle Wiederbeladung der SSVs bestehen. Eine
Verringerung der Substrataffinitat besonders von VMAT2 durch G[Jo2 konnte den
Mechanismus darstellen, der eine schnelle Wiederbeladung synaptischer Vesikel bei

hohem Monoaminangebot ermoglicht.

Ein essentieller Aspekt der Regulation der vesikularen Monoaminaufnahme kann im
Zusammenhang mit dem Schutz der Zelle vor toxisch wirkenden Substanzen
gesehen werden. Da vor allem hohe Dopamin-Konzentrationen bzw. dessen
oxidative Abbauprodukte toxisch auf mitochondriale ATPasen wirken (Rosenberg
1988), ist die Aufrechterhaltung einer niedrigen zyoplasmatischen Konzentration
dieses Transmitters entscheidend fiir das Uberleben der Zelle. Auch beziiglich
anderer, pathophysiologisch bedeutsamer Substanzen wie Amphetamine, MPP”,
Ethidium oder Rhodamin konnte fur VMAT1 und VMAT2 eine Transportaktivitat
nachgewiesen werden (Yelin und Schuldiner, 1995). Das Substratspektrum ahnelt
somit dem der phylogenetisch eng verwandten bakteriellen Toxin-exportierenden
Transporterproteine (Schuldiner et al.,, 1995). Die Abwesenheit vesikularer

Monoamintransporter in periglomerularen dopaminergen Zellen des Bulbus
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olfactorius (Peter et al., 1995) macht diese Neurone vermutlich zu den ersten vom

Parkinson-Syndrom betroffenen Zellen (Daniel und Hawkes, 1992).

Eine durch Goo, bewirkte Erhohung der K,-Werte der VMATSs konnte die Zelle dazu
befahigen, selbst hohe Konzentrationen toxischer Substanzen effektiv aus dem
Zytoplasma zu entfernen.

Der Effekt einer selektiven Ausschaltung der Aktivitat von vesikelstandigem Goo, auf
den Organismus konnte bislang nicht demonstriert werden. Die Deletionsmutation
des Goo Gens fuhrte zu einer verringerten Lebenserwartung der Mause (Jiang et al.,
1998). Auffallig sind dabei unterschiedliche neurologische Storungen, die zum
teilweisen  Verlust der motorischen Steuerung oder einer erhdhten

Schmerzempfindlichkeit der homozygoten Tiere fuhren.

4.9 Wie kommt es zur G-Protein-Aktivierung?

Verschiedene Mechanismen, die zu einer Aktivierung von Go,, und damit zu einer

Hemmung der vesikularen Monoaminaufnahme fuhren, sind denkbar.

Maoglicherweise existiert ein Sensor im Vesikelinneren, der den Transmittergehalt
registriert und den Transportprozeld herunterreguliert, etwa wenn ein bestimmter
Fullungszustand erreicht ist. Als Sensor koénnte dabei ein vesikelstandiger
Transmembranrezeptor dienen, der ahnlich den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
der Plasmamembran Uber eine Interaktion mit einem Liganden (aus dem
Vesikellumen) zur Aktivierung des G-Proteins fuhrt. Bis jetzt ist lediglich ein Beispiel
fur ein Protein auf dem Endomembransystem bekannt, dessen Topologie dem eines
heptahelikalen G-Protein-gekoppelten Rezeptors entspricht. Der KDEL-Rezeptor auf
Membranen des Golgi-Apparates ist am RuUcktransport I6slicher Proteine zum
endoplasmatischen Retikulum beteiligt (Scheel und Pelham, 1998).

Ein Ausloser fur die Hemmung der vesikularen Aufnahme kdnnte sowohl ein volles,
aber auch ein leeres Vesikel sein. Die Hemmung der Transporteraktivitat eines
leeren Vesikels konnte wahrend der Biosynthese oder dem endozytotischen
Recycling-Prozeld sekretorischer Vesikel sinnvoll sein. In beiden Fallen durfte sich
die Zusammensetzung des Vesikelinneren von dem eines ,reifen Vesikels
unterscheiden. Eine Beteiligung von vesikelstandigen a-Untereinheiten von Go

zumindest bei der Regulation der exozytotischen Membranfusion konnte in
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chromaffinen und PC 12 Zellen nachgewiesen werden (Vitale et al., 1994; Ahnert-
Hilger et al., 1998).

Alternativ dazu konnte es auch zu einer Aktivierung des G-Proteins durch
zytoplasmatische Faktoren kommen. Denkbar ware im bereits diskutierten
Zusammenhang eine Abhangkeit von der zytoplasmatischen Substratkonzentration.
Interessanterweise erfolgt die Aktivierung plasmamembranstandiger G-Proteine der
Go-Klasse nicht ausschlieBlich Uber Membranrezeptoren. Mit GAP43, einem in
Wachstumskegeln von Neuriten aktiven Protein (Strittmatter et al., 1990), sowie dem
Alzheimer Amyloid-Vorlaufer Protein (Nishimoto et al., 1993) existieren zwei weitere

bekannte Aktivatoren fur G,.

Zwei verschiedene Modelle der Regulation des Fullungszustandes sekretorischer
Vesikel werden diskutiert (Williams, 1997): Das ,set point® Modell geht von einem
festgelegten Fullungsgrad des Vesikels aus, der nicht Uberschritten wird. Eine
Veranderung der Aktivitat vesikularer Transporter wurde demnach lediglich zu einer
schnelleren oder langsameren Vesikelfullung, nicht jedoch zu einer Veranderung der
gespeicherten Transmittermenge fluhren. Das ,steady state“ Modell geht hingegen
von einem FlielRgleichgewicht aus, das sich zwischen Transmitteraufnahme und

einem Leck-Mechanismus der Vesikelmembran einstellt. In diesem Fall wiirde sich

der Fullungsgrad des Vesikels abhangig von der Aktivitat der Transporter auf
unterschiedlichem Niveau einstellen. Die Ergebnisse, die eine Erhdéhung des
freigesetzten Transmitterquantums belegen (s.o.), wurden sich unter der Annahme,
dall die Grolle des Vesikels unverandert bleibt, also nur mit dem ,steady state®
Modell erklaren lassen. Kommt es jedoch zu einer — mdglicherweise
aktivitatsabhangigen - Veranderung der VesikelgrolRe, konnten diese Befunde jedoch
auch mit dem ,set point* Modell erklart werden.

Die in den Experimenten an Thrombozyten erhaltenen Befunde sprechen fur eine
Regulation der Transporteraktivitat iber den Flllungszustand des Vesikels:

In Thrombozyten der Tryptophanhydroxylase-Deletionsmutante konnte zunachst
keine Hemmung der Serotoninaufnahme durch GMppNp gemessen werden. Nach
Vorinkubation der Thrombozyten mit Serotonin lie sich jedoch eine Hemmung
nachweisen, die der im Wildtyp beobachteten entsprach. Vermutlich kommt es in der
Deletionsmutante Uber die Verarmung des Serotonin-Angebots zu einer chronischen



95

Diskussion

Entleerung der Speicherorganellen, die eine Hemmung der Transporteraktivitat Gber
den G-Protein-Mechanismus verhindert. Durch die Vorbeladung der Vesikel mit
Serotonin, wodurch das System wieder in Richtung Wildtyp verschoben wurde,
konnte also ein Zustand geschaffen werden, in dem die Regulation der
Transporteraktivitat durch Goo, einsetzte. Eine Beteiligung zytoplasmatischer
Faktoren bzw. der Substratkonzentration an der Regulation ist in diesem System
durch die Permeabilisierung und das Waschen nach Vorinkubation mit Serotonin

unwahrscheinlich.

4.10 Ausblick

Zu klaren bleibt, ob es sich bei der Regulation der Transporteraktivitat um eine
direkte Interaktion der G-Protein Untereinheit mit dem Transporter handelt, oder ob
die Hemmung uber die Aktivierung zusatzliche Faktoren — moglicherweise Kinasen
oder Phospholipasen — erfolgt. Experimente mit Methoden der Immunprazipitation
sowie chemischem ,Crosslinking“ lieferten noch keine eindeutigen Ergebnisse.Ein
weiterer interessanter Aspekt liegt in der Frage, ob die beschriebene Regulation
durch Goo, auch fur die vesikulare Speicherung anderer Transmitterstoffe, wie
Acetylcholin, Glutamat oder GABA und Glyzin zutrifft.
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