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Zusammenfassung

Synaptische Vesikel (SV) besitzen eine gemeinsame Proteinausstattung, die in Abhéngigkeit des
Nervenzelltyps beziiglich des Neurotransmittertransporters variiert. In glutamatergen Neuronen
kommen die vesikuldren Glutamattransporter (VGLUT)1, VGLUT2 und VGLUT3 vor. GABAer-
ge Neurone verfiigen iiber den vesikuldren GABA-Transporter (VGAT). Die strenge Trennung
der Glutamat- und GABA-Speicherung in unterschiedlichen Neuronen gewéhrleistet die exakte
Funktionsweise neuronaler Netzwerke. Unter bestimmten Bedingungen weisen jedoch glutamaterge
Neurone einem dualen Neurotransmitterphédnotyp auf, der diese Neurone zur GABA-Freisetzung
befdhigt. Einige entscheidende Proteine GABAerger Nervenendigungen wurden auf Proteinebene
und mRNA-Niveau nachgewiesen. GABAerge Transmission glutamaterger Neurone wurde anhand
elektrophysiologischer Studien gezeigt.

Die vorliegende Arbeit untersucht das Ausmafl einer moglichen Kolokalisation der VGLUT und
VGAT. Zum Einsatz kommen die Immunisolierung von SV, Neurotransmitteraufnahmeversuche mit
aufgereinigten und immunisolierten SV und die elektronenmikroskopische Postembedding-Methode.
Immunisolierungen aus dem gesamten Gehirn der Ratte zeigen, dass die VGLUT1-SP VGLUT2 und
die VGLUT2-SP auch VGLUT1 enthélt. Beide VGLUTs kommen gemeinsam auf dem selben SV
vor. Die VGLUT2-SP beinhaltet VGAT-tragende SV und in der VGAT-SP befindet sich VGLUT2.
Transporterspezifische SPs aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien (P5, P15 und P30) zeigen in
der frithen Entwicklungsphase eine ausgepréagte vesikuldre Kolokalisation von VGLUT2 und VGAT.
Immunisolierte SVs sind zur Neurotransmitteraufnahme befdhigt und damit funktionell intakt. SV
der VGAT-SP akkumulieren neben GABA auch Glutamat. Die Hemmung von VGLUT offenbart
ihren unterstiitzenden Einfluss auf die vesikulare GABA- und Monoaminaufnahme. Damit modu-
liert die VGLUT-Aktivitdt die Neurotransmitterspeicherung in nicht glutamatergen Neuronen.

Doppelmarkierungsversuche im Postembedding-Verfahren zeigen die synaptische Kolokalisation der
VGLUT und VGAT in glutamatergen hippokampalen und cerebelldren Moosfaserendigungen. Da-
gegen ist VGAT weder in den ausschliefflich VGLUT1-positiven cerebelldren Parallelfaserendigun-
gen noch in den ausschliefllich VGLUT2-positiven Kletterfaserendigungen detektierbar. Die cere-
bellaren GABAergen Korbzellenendigungen beinhalten auch VGLUT?2. Diese Befunde liefern den
morphologischen Beweis fiir die gemeinsame synaptische Freisetzung von GABA und Glutamat aus

speziellen grofien glutamatergen und GABAergen priasynaptischen Nervenendigungen.
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Abstract

Synaptic vesicles (SV) are equipped with a common set of proteins. Dependent on the type of
nerve cell SV differ in their neurotransmitter transporters, i.e. the vesicular glutamate transporters
(VGLUT) 1 and VGLUT? in types of glutamatergic neurons and the vesicular GABA transporter
(VGAT) in types of GABAergic neurons. The strict separation of glutamate and GABA storage
generally guarantees the precise function of neuronal networks. However, GABA may be released
by glutamatergic neurons under certain conditions as shown by electrophysiological studies.

The project aims to analyse the extent of a putative vesicular and synaptic co-localisation of VG-
LUTs and VGAT using immunoisolations, neurotransmitter uptakes assays, and post-embedding
electron microscopy.

The immunoisolations from whole brain of adult rats revealed that VGLUT1 immunoisolates
contain VGLUT2 and VGLUT2 immunoisolates also have VGLUT1 indicating the vesicular co-
localisation of both VGLUTs. VGLUT2 immunoisolates harbour in addition VGAT and VGAT
immunoisolates also contain VGLUT2. Transporter-specific immunoisolations from rat brain at
different postnatal levels (P5, P15 and P30) show a pronounced vesicular co-localisation of VG-
LUT2 and VGAT during these early developmental stages.

Transmitter uptake studies using glutamate and GABA proved the functional integrity of im-
munoisolated vesicles. VGAT immunoisolates concentrate glutamate in addition to GABA. Us-
ing the specific inhibitor trypan blue we found that VGLUT activity improves GABA as well as
monoamine uptake into synaptic vesicles. Thus VGLUT activity modulates transmitter storage in
non-glutamatergic neurons.

Post-embedding immunogold double labelling indicates a synaptic co-localisation of VGLUTs and
VGAT in glutamatergic hippocampal and cerebellar mossy fibre terminals while VGAT was not
seen in cerebellar parallel fibre (VGLUT 1-positive only) and climbing fibre (VGLUT2-positive only)
terminals. Remarkably, cerebellar GABAergic basket cell terminals also contain VGLUT2. These
findings provide the morphological evidence for a synaptic co-release of GABA and glutamate from

some glutamatergic and GABAergic terminals.
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1 Einleitung

1.1 Informationsiibertragung im Nervensystem

Das Zentralnervensystem gewéhrleistet die addquate Reaktion eines Organismus auf Umweltreize.
Hauptaufgaben des Systems sind die Integration sensibler Reize aus dem Inneren und der Peripherie
des Organismus, die motorische Koordination als auch die Regulation innerorganismischer Ablaufe.
Camillo Golgi und Ramén y Cajal identifizierten die iiber Synapsen vernetzten Neurone als die Grund-
bausteine des Nervensystems. Die Zahl der Neurone im menschlichen Gehirn wird auf 10! geschétzt.
Ein typisches Neuron kann bis zu 2000 synaptische Kontakte eingehen und/oder von anderen Neuro-
nen eine dhnlich grofle Zahl synaptischer Eingénge erhalten. Dabei kommunizieren die Nervenzellen
mittels Botenstoffen — Neurotransmitter — miteinander, fiir die die Zielneurone spezifische Rezeptoren
besitzen.

FEine sténdige Anpassung des Organismus an wechselnde Umweltbedingungen setzt ein prézise ab-
laufendes und dennoch dynamisches System voraus. Die Synapse kann aktivitdtsabhiangig Form und
Antworteigenschaften von Neuronen beeinflussen. Dieses Phénomen — die synaptische Plastizitat — ist
die Basis flir Gedéachtnisleistungen und das Lernen und schliefft die Modulation synaptischer Kon-
takte ein. Dabei stehen Langzeit-Potenzierung (LTP, Lomo (1966)) und Langzeit-Depression (LTD)
fiir den Mechanismus, wie das Gehirn Informationen speichert. Aber auch die kurzzeitige Bahnung
bzw. Depression im Bereich von 10 bis 100ms setzt ein plastisches System voraus (als Uberblick Koch
(1997)).

1.2 Die Synapse

Die zellulire Struktur fiir die Ubersetzung von elektrischen in chemische Signale und umgekehrt ist
die Synapse. Es werden zwei Synapsentypen unterschieden: die elektrische und die chemische Synapse.
An elektrischen Synapsen findet die direkte Signaliibertragung statt, indem Neurone durch Kanile
(gap junctions) eine elektrische Kopplung eingehen. An diesen Stellen erfolgt eine fast verzogerungs-
und verlustfreie Reizleitung auf die Folgezelle.

An den chemischen Synapsen findet eine indirekte Signaltransmission statt, da der préa- und postsyn-
aptische Bereich durch den synaptischen Spalt (20-40nm) getrennt sind. Die Priasynapse gewéhrleis-

tet die Reizleitung tiber den synaptischen Spalt mit Hilfe von chemischen Neurotransmittern (NT).



1 Einleitung

Diese NTs werden présynaptisch in synaptischen Vesikeln (SV) gespeichert. Durch das an der Pré-
synapse ankommende Aktionspotential werden als Folge einer Depolarisation der Plasmamembran
spannungsabhéngige Calciumkanéle gedffnet, woraufhin Calciumionen in die Synapse einstromen. Die
ansteigende intrazelluldre Calciumkonzentration 16st eine Fusion synaptischer Vesikel mit der prasyn-
aptischen Plasmamembran aus. Es werden drei Theorien diskutiert, die das Binden (Exozytose) bzw.
das Losen (Endozytose) des SV zur Plasmamembran beschreiben: 1.) iiber den langsamen kompletten
Endo-/Exozytosemechanismus (Jahn, 1999) oder iiber die schnellen Wege 2.) , kiss and run® (Kling-
auf et al., 1998) und 3.) die clathrin- und dynamininvolvierte 1-Schritt-Vesikelknospung (Takei et al.,
1996). In jedem Fall wird der NT aus den Vesikeln in den synaptischen Spalt entlassen. Die Menge
des NT, die aus einem einzelnen Vesikel freigesetzt wird, wird als Quantum bezeichnet (del Castillo
und Katz, 1954; Katz, 1971). Die ausgeschiitteten Neurotransmittermolekiile diffundieren innerhalb
von ca. 0,2ms bis zu mehrere hundert Mikrometer weit, und beeinflussen damit diffus ein relativ
weitrdumiges postsynaptisches Areal. An der Postsynapse wird das chemische Signal der Prisynapse
in ein elektrisches Signal umgewandelt. Auf der postsynaptischen Membran sind ionotrope (direkte)
bzw. metabotrope (indirekte) Rezeptoren lokalisiert. Diese Rezeptoren binden den NT spezifisch. Da-
durch entstehen in der postsynaptischen Membran Poren bzw. werden Reaktionskaskaden ausgelost.
In Abhéngigkeit der Quantenzahl des NT und des aktivierten Rezeptortyps kann die postsynaptische
Membran eine Anderung in der Ionenpermeabilitit und/oder eine Anderung in der biochemischen Ak-
tivitdt erfahren. Ein einzelnes NT-Quantum ist nicht ausreichend, um eine postsynaptische Antwort
auszulosen (Fatt und Katz, 1952; Van der Kloot, 2003). Die Kombination aus Neurotransmittertyp
und postsynaptischem Rezeptor wirkt entweder exzitatorisch (Einstrom von Nat, K* und Ca?*) oder

inhibitorisch (Einstrom von C1~ und K*) auf die postsynaptische Zelle.

1.3 Die Neurotransmitter

Neurotransmitter sind kleine Aminosduren oder neuroaktive Peptide, die von der Synapse eines Neu-
rons ausgeschiittet werden und ein anderes Neuron oder Effektorgan in spezifischer Weise beeinflussen.
Die Neurotransmittersynthese erfolgt entweder in der Nervenendigung (Aminoséuren) bzw. im Zellkor-
per (Peptide). Spezifische Enzyme die in die Synthese eines NT involviert sind, konnen als ,, Marker*
fiir den NT-Phénotyp eines Neurons genutzt werden (Tab. 1.1). Ein Molekiil gilt als NT, wenn folgende
Kriterien erfiillt sind: 1.) Seine Synthese muss im Neuron stattfinden und 2.) in der prasynaptischen
Endigung lokalisiert sein und in ausreichender Menge ausgeschiittet werden, um an der Zielzelle oder
dem Zielorgan eine entsprechende Reaktion auslosen zu kénnen. 3.) Das exogene Applizieren eines NT
in angemessenen Konzentrationen 16st die gleichen Reaktionen wie ein endogener NT aus. Und 4.)
muss ein Mechanismus vorhanden sein, der den NT von seinem Wirkort entfernt (Kandel et al., 1991).
Folgende fiinf NT-Klassen werden unterschieden: 1.) Zu den inhibitorisch wirkenden Aminoséuren
zéhlen y-Amino-buttersidure (GABA) und Glyzin, und 2.) zu den exzitatorischen zéhlen L-Glutamat
und Aspartat. 3.) Einige Vertreter der biogenen Amine sind Acetylcholin, (Nor)Adrenalin, Dopamin
und Serotonin, aber auch ATP und Adenosin. 4.) Unter die Stoffklasse der Neuropeptide, die haupt-

séchlich neuromodulatorisch wirken und axonal aus dem Soma zur Terminalie transportiert werden,
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zéhlen unter anderem Endorphine, Enkephaline, Insulin, Substanz P, Oxytocin, Vasopression und
Somatostatin. 5.) Auch lésliche Gase wie Stickstoff und Kohlendioxid kénnen als Transmitter wir-
ken. Neurotransmitterkolokalisationen klassischer Neurotransmitter und neuroaktiver Peptid treten
ebenfalls auf (Abs. 1.6). Die NTs werden in dem selben Neuron synthetisiert und gemeinsam ausge-

schiittet (Hokfelt et al., 1987). Der freigesetzte Neurotransmitter muss aus dem synaptischen Spalt

Tabelle 1.1 — Kriterien zur Charakterisierung des synaptischen Neurotransmitterphznotyps Diese Tabelle fasst
die Marker der wesentlichen Synapsen zusammen, anhand derer der synaptische NT-Phanotyp bestimmt werden kann.
5HT=Serotonin, ChAT=Cholinacetyltransferase, DA=Dopamin, GDH=Glutamatdehydrogenase, Morphol.=Morphologie,
TrH=Tryptophanhydroxylase, TyH=Tyrosinhydroxylase, VNT T=vesikularer NT-Transporter.

Synapsentyp
cholinerg | GABAerg [ glutamaterg | serotonerg | dopaminerg
NT Acetylcholin | GABA/Glyzin Glutamat 5HT DA
Enzym ChAT GADG65/67 GDH TyH TrH
VNTT || VACKHT VGAT VGLUT VMAT(1)/2

entfernt werden, da die Synapse ansonsten in der Refraktdrphase verbleiben wiirde. Das Entfernen
des NTs geschieht entweder durch Diffusion aus dem synaptischen Spalt, durch enzymatischen Abbau
(hauptséchlich in cholinergen Systemen durch die Acetylcholinesterase Liu und Edwards (1997)) oder
durch den wohl hiufigsten Mechanismus — den Nat /K™ -ionengradientengetriebenen Transport mit-
tels Plasmamembrantransportern (Tab. 1.2). Die klassischen Transmitter Dopamin, GABA, Glyzin,
Noradrenalin und Serotonin werden durch die entsprechenden Na™/Cl™-angetriebenen Plasmamem-
brantransporter in die synaptische Endigung zuriicktransportiert. Im Gegensatz dazu wird Glutamat
zuerst in die Astrozyten transloziert, dort zu Glutamin umgewandelt und anschlieflend in die Synapse
zuriicktransportiert (Tab. 1.2) (Robinson und Dowd, 1997). Die Inaktivierung neuroaktiver Peptide
nach der Freisetzung erfolgt relativ langsam durch den proteolytischen Abbau extrazellularer Peptida-
sen. Aufgrund des Syntheseortes neuroaktiver Peptide muss nach der Freisetzung dieser Peptide eine

erneute Anlieferung aus dem Zellkérper erfolgen.

Tabelle 1.2 - Plasmamembrantransporter (PMNTT). Diese Tabelle fasst die wesentlichen Neuro-
transmitter und die entsprechenden NT-Transporter an der Plasmamembran zusammen. 5HT=Serotonin,
AD=Adrenalien, DAT=Dopamintransporter, EAAT=Transporter fiir exzitaotisch wirkende Aminosiauren, GAT=GABA-
Transporter, GLAST=Glutamattransporter der Astrozyten, GLT=Glutamattransporter, GLYT=Glyzintransporter,
NET=Noradrenalientransporter, PM=Plasmamembran, SERT=Serotonintransporter, *= an der astrozytiren PM. Als
Uberblick Edwards (2007).

Synapsentyp
cholinerg [ GABAerg | glutamaterg | dopaminerg | serotonerg
NT ACh GABA/Glyzin Glutamat (Nor)AD | DA 5HT
EAATI1-5
PMNTT Cholin GAT1-4 GLT1 NET DAT SERT
GLYT1-2 GLAST*
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1.4 Das synaptische Vesikel

In fast allen Neuronen findet die Speicherung und Ausschiittung chemischer Neurotransmitter, aber
auch der neuroaktiven Peptide, durch eine bldschenférmige Zellorganelle — das synaptische Vesikel
(SV) — statt (Abb. 1.1). In Neuronen bzw. Synapsen sind zwei Vesikeltypen zu unterscheiden: die klei-
nen synaptischen Vesikel (small synaptic vesicles, SSV) und die grofien, aufgrund ihres Proteingehalts,
elektronendichten Vesikel (large dense-core vesicles, LDCV). Die Analoga in den neuroendokrinen
Zellen wie z.B. in der Hypophyse werden ,small synaptic-like micro vesicles* (SLMV) und Granula
(large dense-core granules) genannt. Dariiber hinaus findet man sogenannte ,,small dense-core vesic-
les“ (SDCV) in Neuronen, die durch Hybridisierung aus den SSV und den LDCV entstehen kénnen
(Bauerfeind et al., 1995).

Damit das synaptische Vesikel befiillt werden kann, ist ein aktiver transportergestiitzter Prozess not-
wendig, der durch den elektrochemischen Gradienten (AuH™) {iber die Vesikelmembran angetrieben
wird. Fiir die Erzeugung und Aufrechterhaltung dieses Gradienten ist die ATP-verbrauchende V-
ATPase zusténdig, die das Vesikellumen durch Protoneneinstrom azidifiziert und damit auch positive
Ladungen akkumuliert.

Die SVs werden in der synaptischen Endigung in drei Gruppen unterschiedlich schnell transmitterfrei-
setzungsbereiter SVs unterteilt, die nicht rdumlich getrennt sein miissen: 1.) freisetzungsbereite Vesikel
(Readily Releasable Pool = RRP, Birks und MacIntosh (1961)), 2.) rezirkulierende SVs (Recycling
Pool) und 3.) Reservevesikel (Reservepool, RP) (als Uberblick Rizzoli und Betz, 2005). Die Frei-

Synaptobrevin

SNAP25 15 Synaptotagmin

V-ATPase

Cic3

Synaptophysin

Abbildung 1.1 — Das synaptische Vesikel. Das
synaptische Vesikel ist eine Zellorganelle in der Pra-
synapse, die zahlreiche Proteine, die in die Trans-
mitterbeladung und die Endo-/Exozytose involviert
sind, tragt. Das SV schiitzt den NT vor dem en-
zymatischen Abbau und entlasst den NT nach der
Fusion mit der prasynaptischen Plasmamembran in
den synaptischen Spalt. Nach endozytotischen Pro-
zessen erfolgt eine Umorganisation der vesikularen
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Sv2

SCAMP

Syntaxin
: ——Synapsin
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Rab

Proteinausstattung und die erneute Neurotransmit-
terbeladung des SV. Nach dieser Wiedereingeglie-
derung in den Kreislauf steht es fiir einen weiteren :
Exo-/Endozytosezyklus zur Verfiigung. Abbildung A MRS er

. . trimeric
verandert nach Takamori et al. (2006). pindion’y transporters

setzung niedermolekularer Neurotransmitter ist ein exozytotischer Prozess aus kleinen synaptischen
Vesikeln. Im Gegensatz zur Exozytose aus SVs, werden Peptide fast ausschliellich aus den LDCV
entlassen. Biochemie und Beladungsmechanismen entsprechen denen der sekretorischen Granula. Die
Fusion der LDCV ist jedoch in geringerem Mafle an einzelne Aktionspotentiale gekoppelt (Neher, 1998)

und findet priferentiell in einiger Entfernung zur aktiven Zone statt (als Uberblick: De Camilli und
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Jahn (1990)). Der Exozytose von SVs folgt ihre Rezyklierung durch die clathrinabhéngige Endozy-
tose und im Weiteren das Durchlaufen endosomaler Zwischenprodukte (Siidhof, 2004). Aufgrund des
Endozytose-Exozytose-Zykluses ist die Proteinausstattung des SV variabel (Takamori et al., 2006).
Die umfangreichen Arbeiten von Takamori et al. bestimmten die grundsétzliche Zusammensetzung ei-
nes SV aus den folgenden Grundbausteinen: Proteine 17,1*10~!8g/Vesikel, Phospholipide 8,8*10~18g/
Vesikel und Cholesterin 3,710~ !%g/Vesikel. Es ergibt sich eine hypothetische Gesamttrockenmasse
eines SV von 29,16%¥10718g /Vesikel, von der ca. 67,5% auf Proteine zuriickzufithren sind. Das SV trégt
mehr als 80 Proteine (Morciano et al., 2005), wohingegen Clathrinvesikeln ca. 200 Proteine besitzen
Blondeau2004, die in sehr unterschiedlicher Kopienzahl je Vesikel vorhanden sind (z.B. 1,4 Kopien der
V-ATPase und 69,8 Kopien des Synaptobrevin; Takamori et al. (2006)).

1.5 Ausgewdhlte vesikulare Proteine

1.5.1 Synaptophysin

Synaptophysin (Syp) wurde unabhéngig von zwei Arbeitsgruppen als eines der ersten vesikuléren
Membranproteine entdeckt (Jahn et al., 1985; Wiedenmann und Franke, 1985). Zwei Isoformen des
Proteins sind bekannt: Sypl (Syp) und Syp2 (Synaptoporin, Sypor). Syp nimmt ca. 10% der gesam-
ten Proteinmasse ein und ist mit rund 32 Kopien, neben Synaptobrevin (Syb), das zweithéufigste
vesikuldre Protein (Takamori et al., 2006). Syp kommt auf allen SVs vor (Navone et al., 1986) und
wird deshalb auch héufig als Marker fiir synaptische Vesikel verwendet. Trotz dieser hohen vesiku-
laren Présenz zeigen Deletionsmutanten keine phénotypischen Verdnderungen. Zur Zeit wird davon
ausgegangen, dass Syp regulatorische Funktionen in der Prasynapse iibernimmt. So wurde gefunden,
dass die synaptische Effizienz an der muskuldren Endplatte durch eine Erhéhung der Kopienzahl des
Proteins Syp mittels Transfizierung oder eine Verringerung durch einen Antisenseansatz erhéht bzw.
erniedrigt wird. Des Weiteren interagiert Syp in reifen Neuronen mit Syb unter Ausbildung eines Syp-
Syb-Komplexes (Edelmann et al., 1995; Becher et al., 1999). Dieser Komplex reguliert die Teilnahme
des Syb am SNARE-Komplex, der fiir die Exozytose entscheidend ist. Ferner wurde vermutet, dass
Syp fir die Stabilitdt und starke Krimmung der vesikuldren Membran verantwortlich ist. Syp ist am
Transport und Andocken der SV an die Plasmamembran beteiligt (Scheller, 1995; Siidhof, 1995). Wei-
terhin moduliert Syp die Aktivitdt des plasmamembranstdndigen GABA-Transporters GAT1 (Quick
et al., 1997).

1.5.2 Rabb

Rab-Proteine sind kleine GTPasen, die den Transport der SV wahrend der Exo- und Endozytose re-
gulieren und an der Kontrolle des Andockens und der Fusion der SV an bzw. mit der Plasmamembran

beteiligt sind. Rund 60 verschiedene Rab-Proteine, die spezifisch mit bestimmten Organellen oder
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Kreisliufen assoziiert sind, wurden bisher identifiziert (als Uberblick Ng und Tang, 2008).

Rab5, als ein Mitglied dieser Proteinfamilie, hat ein Molekulargewicht von 25kDa und ist zytoplasma-
tisch vor Allem mit frithen Endosomen, seltener auch mit den SV assoziiert. Allgemein ist es in den
endozytotischen SV-Transport von der Plasmamembran zu den frithen Endosomen involviert (Chavrier
et al., 1990). Frithe Endosomen sind Kompartimente des endozytischen Membrantransportweges, mit
denen Endozytosevesikel, nach Verlust des Clathrinmantels, fusionieren. Drei spezielle Funktionen fiir
Rab5 in Neuronen und Gliazellen werden derzeit diskutiert: 1.) prasynaptisch und vesikuldr lokalisiert
gewahrleistet es die Uniformitdt der SV, indem homotypische Fusionen verhindert werden (Shimizu
et al., 2003), 2.) in Motorneuronen des Riickenmarks ist Rab5 priasynaptisch in den retrograden Trans-
port und die endosomale Sortierung von Neurotrophinen und deren Rezeptoren involviert (Deinhardt
et al., 2006) und 3.) ist Rab5 auch an dem endozytotischen Entfernen des AMPA-Rezeptors aus der
postsynaptischen Membran wihrend der Langzeitdepression beteiligt (Brown et al., 2005).

Rabb dient héufig als Marker fur die frithe Endosomen (Shimizu et al., 2003).

1.5.3 Die vesikuldaren Glutamattransporter

In allen Zellen spielt Glutamat eine wesentliche Rolle im Zellstoffwechsel und ist ein Bestandteil
von Proteinen. L-Glutamat ist der héufigste exzitatorische Neurotransmitter im ZNS der Saugetie-
re. Die Beladung der SV mit Glutamat erfolgt spezifisch durch die vesikuldren Glutamattransporter
(VGLUT). Von diesem NT-Transportertyp sind drei Isoformen bekannt: VGLUT1 (Bellocchio et al.,
2000; Takamori et al., 2000a), VGLUT2 (Hayashi et al., 2001; Fremeau et al., 2001; Takamori et al.,
2001) und VGLUTS3 (Gras et al., 2002; Schéfer et al., 2002; Takamori et al., 2002). Urspriinglich wurden
VGLUT1 (Abb. 1.2a) jedoch als gehirnspezifischer (brain-specific Na™-dependent inorganic phospha-
te cotransporter, BNPI, Ni et al. (1994)) bzw. VGLUT2 (Abb. 1.2a) als differentiationassoziierter
NaT-abhingiger Phosphattransporter (differentiation-associated Na*-dependent inorganic phospha-
te cotransporter, DNPI, Aihara et al. (2000)) beschrieben. Als Phosphattransporter transportieren
VGLUT1/2 anorganisches Phosphat in das Zytoplasma der Priasynapse. Eine weitere Eigenschaft des
VGLUT1 ist seine Fahigkeit, Cl™-Ionen in das SV zu transportieren. Die optimalen extrazelluldren
Cl~-Konzentrationen liegen hier bei 1-10mM (Naito und Ueda, 1985; Reimer et al., 2001; Schenck
et al., 2009). Glutamat besitzt auch eine Funktion in der osmotischen Regulation hormonhaltiger
Nervenendigungen (Kawasaki et al., 2005). VGLUT1 und VGLUT2 durchspannen die Vesikelmem-
bran mit je zwolf Transmembrandoménen und die C- und N-Termini weisen ins Zytoplasma. Ein
yStandard“-SV triagt jeweils zehn Kopien von VGLUT1 oder VGLUT2 (Takamori et al., 2006).

VGLUT1 und VGLUT?2 sind hauptséchlich in glutamatergen Neuronen zu finden. Ihre Verteilung ist
komplementédr. VGLUT1 ist der am héufigsten exprimierte vesikuldre NT-Transporter im adulten Ge-
hirn und lasst sich beispielsweise hauptséchlich im Hippokampus, Cortex und Cerebellum nachweisen
(Fremeau et al., 2001). VGLUT2 ist dagegen im Hirnstamm, in den tiefen cerebellaren Nuclei und im
Thalamus/Hypothalamus detektierbar (Fremeau et al., 2001). Eine strenge Trennung von VGLUT1
und VGLUT?2 auf zelluldrer Ebene wurde in den Synapsen im cerebelldren Cortex gefunden (Hioki

et al., 2003). Beide Transporter kénnen jedoch auch in bestimmten Entwicklungsstadien auf dem sel-
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Abbildung 1.2 — Sekundérstrukturen der VGLUTs. Die angenommene Struktur von VGLUT1 und 2 (a) mit zwdlf
und fir VGLUT3 (b) mit zehn Transmembrandomanen. C- und N-Terminus weisen ins Zytoplasma. Angepasst nach
Liguz-Lecznar und Skangiel-Kramska (2007).

Zytoplasma

Vesikellumen

ben SV vorkommen (Wojcik et al., 2004; Herzog et al., 2006; Nakamura et al., 2005).

VGLUT1 und VGLUT?2 zeigen dhnliche Glutamataufnahmeeigenschaften (Bellocchio et al., 2000; Ta-
kamori et al., 2000a). Die halbmaximale Séttigung der Transporter (Ku/-Wert) liegt bei 1-2mM Glu-
tamat. Damit ist die Affinitdt dieser VGLUT zum Glutamat relativ niedrig (Edwards, 2007). Die
VGLUTs (inklusive VGLUT3) konnen durch verschiedene Inhibitoren (héufig Farbstoffe) spezifisch
gehemmt werden (Thompson et al., 2005; Patel et al., 2007). Die Neurotransmitteraufnahmeeigen-
schaften der drei VGLUT-Isoformen sind sehr &hnlich. Die nichtiiberlappende Exprimierung dieser
Transporter im Gehirn gewinnt hinsichtlich der unterschiedlichen NT-Freisetzungswahrscheinlichkeiten
an reinen VGLUT1- und VGLUT2-postiven Synapsen an Bedeutung (Takamori et al., 2001; Wojcik
et al., 2004). Der Glutamattransport (Abb. 1.3) gewinnt seine Energie aus dem elektrochemischen

H* _ Proton pump~__H*

? Abbildung 1.3 — Glutamattransport durch VGLUT1. Das
@ ® Schema zeigt die vesikuldre Glutamataufnahme durch VGLUTL.
® K+ & ® + ® Die Aufnahme wird durch den elektrochemischen Gradienten an-
_ K getrieben. Die Glutamataufnahme der VGLUT héngt von der

Gluc @ CI- o elektrischen Komponente (AV) dieses elektrochemischen Gradi-

@ ® ® ® enten ab. Das Vesikellumen wird durch diesen Gradienten posi-
VGLUT tiv geladen und azidifiziert. Der VGLUT1 besitzt zusatzlich eine

Gl H+ Bl CI™-Transportfunktion. Die Abbildung verdeutlicht das Zusam-
ClI— M Cl— menspiel der Transportsysteme bei unterschiedlichen intra- bzw.

extraluminalen ClI™-Konzentrationen. Abbildung entnommen aus

[CTin =0, [CMoyt=4  [CIT;; =100, [Cllout=0  Schenck et al. (2009).

Gradienten (ApyH™ = ApH + AW), der im Vesikellumen sowohl positive Ladungen konzentriert als
auch das Innere azidifiziert. Dabei sind die VGLUTs in stdrkerem Mafle von AW als vom ApH ab-
hangig (Maycox et al., 1988, 1990). Fiir die Beladung der SV mit einem Molekiil Glutamat wird
mindestens ein H* nach auflen transportiert. Der vesikulire Neurotransmitterfiillstand ist von der
Transporteranzahl auf dem SV abhéngig, wobei jedoch ein VGLUT-Molekiil fiir eine vollstdndige Be-
filllung ausreicht (Daniels et al., 2006). Synaptische Vesikel sind jedoch nie komplett gefiillt, was durch
die VGLUT1-Uberexprimierung gezeigt werden konnte. Der Fiillstand eines SV ist nicht entscheidend
fiir seine Fusion mit der priasynaptischen Plasmamembran (Wojcik et al., 2004).

VGLUT1-Knockout-Méuse besitzen Defizite in der glutamatergen Signaliibertragung (Wojcik et al.,
2004; Fremeau et al., 2004a; Balschun et al., 2009) und VGLUT2-Knockout-Mé&use sterben schon bei
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der Geburt (Moechars et al., 2006; Wallén-Mackenzie et al., 2006). Das zeigt, dass VGLUTSs essentiell
fiir die glutamaterge Transmission sind.

VGLUTS ist in cholinergen Interneuronen des ventralen und dorsalen Striatums (Gras et al., 2002),
serotoninergen Neuronen der medialen und dorsalen Raphekerne und in GABAergen Interneuronen
des Hippokampus und des cerebelldren Cortex exprimiert (Herzog et al., 2004; Fremeau et al., 2002).
Dieser Transporter wirkt in diesen Synapsen wahrscheinlich als Kotransporter (Oliveira et al., 2003;
Ahnert-Hilger et al., 2003). Weiterhin wurde von Gras et al. (2008) gezeigt, dass VGLUT3 zusam-
men mit dem VAChT vesikulédr kolokalisiert. Dadurch sind synergistische Effekte moglich, die eine
Verbesserung der ACh-Aufnahme in diese Vesikel bewirken. VGLUT3 (Abb. 1.2b) besitzt im Gegen-
satz zu VGLUT1 und VGLUT?2 zehn Transmembrandoménen und stimmt strukturell zu 75% mit
den beiden VGLUTs {iberein. Der Kj;-Wert von VGLUTS liegt mit 0,6mM etwas niedriger als fiir
VGLUT1/2, und die Glutamataufnahme héngt starker vom ApH ab (Gras et al., 2002). Seal et al.
(2008) zeigten, dass VGLUT3-Knockout-M&use taub sind. Ferner haben diese Knockout-Méause nicht-

konvulsive Anfalle.

1.5.4 Die vesikuldaren Transporter fiir inhibitorische Aminosauren

Der héufigste inhibitorisch wirkende NT im ZNS ist GABA. Fiir die vesikulire GABA-Beladung ist
der vesikuldre GABA-Transporter (VGAT), auch als vesikularer Transporter fiir inhibitorisch wirken-
de Aminosduren (VIAAT) bekannt, verantwortlich (Abb. 1.4). Dieser Transporter akkumuliert neben
GABA auch Glyzin in SV. VGAT wurde zuerst durch Sagné et al. (1997) in der Maus kloniert. Das
VGAT-Molekill kommt wahrscheinlich zehnmal je Vesikel vor (vergleiche VGLUT, Takamori et al.
(2006)). Neueste Erkenntnisse ergaben, dass sich die Topologie des VGAT mit neun Transmembran-
doménen von der der anderen Transporter mit gerader Transmembrandoménenanzahl unterscheidet.
Der C-Terminus weist ins Vesikellumen (Martens et al., 2008). VGAT wird in glyzinergen und GA-
BAergen Neuronen exprimiert (Chaudhry et al., 1998; Wojcik et al., 2006). Die Affinitdt des VGAT zu

VGAT

Abbildung 1.4 — VGAT-Sekundirstruktur. VGAT besitzt
neun Transmembrandoméanen und der C-Terminus reicht in
das Vesikellumen. Angepasst nach Martens et al. (2008).
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seinem Substrat GABA ist mit einem Kj/-Wert von ca. 5mM niedriger als die der VGLUTSs zu Gluta-
mat (Edwards, 2007). Glyzin wird mit noch niedrigerer Affinitét von diesem Transporter erkannt und
kann die GABA-Aufnahme hemmen (IC50=25mM). Im Austausch fiir ein Proton (eventuell &hnlich
wie bei den VGLUTs) wird ein GABA-Molekiile in das Vesikellumen transportiert (Johnson, 1988;
Hell et al., 1990; Maycox et al., 1990; Reimer et al., 1998; Schuldiner et al., 1995). Der Transport
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von GABA héngt zu ungefdhr gleichen Teilen von AW und ApH ab. Die vesikelmembranassoziierte
Glutamatdecarboxylase-Isoform (GAD) 65 interagiert hochstwahrscheinlich mit dem VGAT, woraus
eine erhohte VGAT-Aktivitdt bzw. vesikulire GABA-Beladung resultiert (Jin et al., 2003). Deshalb
sind fiir VGAT geringere zytosolische GABA-Konzentrationen fiir die GABA-Aufnahme ausreichend.
Die Abwesenheit von VGAT in VGAT-Knockout-Méuse fiihrt zu Sterblichkeit im Embryonalstadi-
um, zu abdominalen Defekten und einer Gaumenspalte. Weiterhin bewirkt der Verlust von VGAT
einen deutlichen Riickgang der synaptischen Ubertragung sowohl an GABA- als auch an glyzinergen
Neuronen (Wojcik et al., 2006).

1.5.5 Die vesikularen Monoamintransporter

Die Beladung der SV mit Monoaminen erfolgt durch die vesikulédren Monoamintransporter (VMAT) 1
und 2 (Abb. 1.4a). Urspriinglich wurden diese Transporter in den chromaffinen Granula charakterisiert.
VMAT1 kommt nicht im Gehirn vor und wurde zuerst in PC12 Zellen (Liu et al., 1992) und VMAT?2
aus dem Rattengehirn kloniert (Liu et al., 1992, 1994; Erickson et al., 1996). Die VMATs kommen
mit ca. zehn Kopien pro SV vor (Takamori et al., 2006). Beide Transporter besitzen dhnlich struktu-
relle Eigenschaften. So haben die VM ATSs zw6lf Transmembrandoménen und C- und N-Terminus sind
jeweils in das Zytoplasma gerichtet. Eine luminale Schleife mit drei (VMAT1) bzw. vier (VMAT?2)
Glykosylierungsstellen ist fiir die Regulation der Transporteraktivitit zusténdig (Henry et al., 1994).

VMAT? ist der dominante Transporter im Gehirn, kommt aber auch in Neuronen und anderen Zellen

a b
__ @ jfw:} VMAT2 ATP "

a0 P Vesikellumen

ADP

Zytoplasma ZCI-

Abbildung 1.5 — Sekundirstruktur und Transportmechanismus von VMAT1/2. (a) Beide Transporter besitzen
zwolf Transmembrandoménen, eine zytoplasmatische Lokalisation des C- und N-Terminus und drei (VMAT1) bzw. vier
(VMAT?2) Glykosilierungsstellen. (b) Die Monoaminaufnahme der VMATS zeigt eine starkere Abhangigkeit von der chemi-
schen Komponente (ApH) des elektrochemischen Gradienten. VMATSs transportieren zwei Protonen im Gegentausch mit
einem protonierten NT-Molekiil. (a) angepasst nach Liu und Edwards (1997) und (b) entnommen aus Edwards (2007).

der Korperperipherie (sympathische Neurone und enterochromaffine Zellen) sowie in Thrombozyten
vor (Holtje et al., 2003). VMAT1 ist dagegen nur in der Peripherie zu finden (Hayashi et al., 1999).
Beide Isoformen transportieren Serotonin, Dopamin, Noradrenalin und Adreanalin mit K,;-Werten im
mikro- (VMAT1) bis submikromolaren (VMAT?2) Bereich (Edwards, 2007). Dabei werden zwei Proto-

nen aus dem SV-Lumen gegen ein zytosolisches Monoamin ausgetauscht (Johnson et al., 1981; Knoth



1 Einleitung

et al., 1981; Schuldiner et al., 1995). VMAT?2 hat eine zwei- bis dreimal hohere Affinitét fiir Monoamine
als VMAT1 und transportiert im Gegensatz zu VMAT1 auch Histamin (Peter et al., 1994; Erickson
et al., 1996). Die Monoaminaufnahme der VMAT kann durch Reserpin, das auf der zytoplasmatischen
Seite bindet, spezifisch gehemmt werden (Sano et al., 1958; Pletscher et al., 1962; Pletscher, 1976; Toll
und Howard, 1980; Scherman und Henry, 1984). Ein weiterer je nach Tierart deutlich effektiverer In-
hibitor ist Tetrabenazin (Peter et al., 1994; Erickson et al., 1996). Der Monoamintransport der VMAT
ist im Gegensatz zu den VGLUT und dem VGAT hauptséichlich vom ApH getrieben (Edwards, 2007).
Bei VMAT2-Knockout-Mé&use ist die Monoaminspeicher im Gehirn dramatisch reduziert und es findet
keine Monoaminausschiittung mehr statt (Fon et al., 1997; Takahashi et al., 1997). Folglich sterben

diese Knockout-Tiere wenige Tage nach der Geburt.

1.5.6 Der vesikuldre Acetylcholintransporter

Acetylcholin wird durch den vesikuldren Acetycholintransporter (VAChT) in die SV transferiert. Die-
ser Transporter wurde erstmals in der Ratte kloniert. Der VAChT ist mit ca. zehn Molekiilkopien
pro SV vertreten (Takamori et al., 2006). Dieser Transporter besitzt zwolf Transmembrandoménen
und ist genetisch mit den VMATSs verwandt. VAChT kommt nur auf den kleinen SVs im peripheren
Nervensystem und in zentralcholinergen Synapsen vor. Im Gegensatz zu den VMATS besitzt VAChT
deutlich hohere Kjr-Werte (im millimolaren Bereich). Bei dem VAChT-vermittelten Acetylcholintrans-
port werden jeweils zwei Protonen aus dem Vesikellumen gegen ein zytosolisches Acetylcholinmolekiil
ausgetauscht (Schuldiner et al., 1995). Die VAChT-Aktivitét ist stédrker vom ApH als vom AV getrie-
ben und kann eine Synergie mit VGLUT3 eingehen (Edwards, 2007; Gras et al., 2008).

1.5.7 Die vesikularen Transporter fiir exzitatorische Aminosdauren

Ein Transporter, der erst in jlingster Zeit entdeckt wurde, ist Sialin. Dieser Transporter gehort in
die Gruppe der vesikuldren Transporter fiir exzitatorisch wirkende Aminosduren (VEAT). Sialin hat
eine zweifache physiologische Funktion. In Abhéngigkeit von seiner Lokalisierung ist Sialin in hippo-
kampalen Neuronen (in der CAl-Region) und den SLMV der Pinealozyten fiir die Glutamat- und
Aspartatspeicherung verantwortlich. Aspartat ist eine exzitatorisch wirkende Aminosdure, die zusam-
men mit Glutamat gespeichert, aber nicht von den VGLUTs transportiert wird. In Lysosomen dagegen

exportiert dieser Transporter H-gekoppelt Sialinsiure (Miyaji et al., 2008).

1.6 Der duale NT-Phanotyp von Synapsen

Das Postulat von Sir Henry Dale — ,Dales Prinzip®“ (Eccles et al., 1954) — besagt, dass ein Neuron nur
eine einzige klassische Transmittersubstanz an all seinen Synapsen freisetzen kann (Dale, 1934, 1952).

Eine Vielzahl von spéteren Arbeiten, von denen hier nur einige Erwéhnung finden sollen, machten
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1.7 Ziel der Arbeit

jedoch Anpassungen bzw. Erweiterungen dieses Prinzips notwendig.

Auf der synaptischen Ebene konnte die stimulationsabhéngige Koausschiittung von Neurotransmit-
tern und Neuropeptiden (Hokfelt et al., 1984) und weiteren neuroaktiven Substanzen gezeigt werden.
Die Untersuchungen zur gemeinsamen Ausschiittung klassischer Neurotransmitter ergab zum Bei-
spiel, dass PC12-Zellen ACh und Katecholamine zusammen freisetzen und periphere Neurone unter
bestimmten Bedingungen ihren katecholaminergen Phénotyp in einen cholinergen verédndern kénnen
(Greene und Rein, 1977). Ferner sind diese Neurone in der Lage Norepinephrin und ATP freizusetzen.
Eine Koausschiittung von GABA, Glyzin und ACh konnte an Neuronen des Riickenmarks nachge-
wiesen werden (Furshpan et al., 1976). Dales Postulat musste erneut angepasst werden, als bekannt
wurde, dass an unterschiedlichen Synapsen des selben Neurons in Aplysia californica sogar nichtklas-
sische Neurotransmitter freigesetzt werden konnen (Sossin et al., 1990). Schliefllich ergaben sich die
ersten Hinweise, dass Monoamine und Glutamat aus nichtglutamatergen Neuronen gemeinsam frei-
gesetzt werden konnen (Sulzer et al., 1998). Der hier involvierte NT-Transporter ist wahrscheinlich
VGLUT3 (Boulland et al., 2004). VGLUT3 wird nicht nur in monoaminergen und cholinergen son-
dern auch in GABAergen présynaptischen Endigungen des Hippokampus exprimiert (Fremeau et al.,
2002). In der corticalen Schicht 5 wurden VGLUT1 und VGAT sowohl synaptisch als auch vesikulér
kolokalisierend nachgewiesen (Fattorini et al., 2009).

In frithen Entwicklungsstadien hippokampaler Kornerzellen wurden neben glutamatergen auch GA-
BAerge Marker gefunden (GABA, Bergersen et al. (2003); GAD67, Sandler und Smith (1991); Sloviter
et al. (1996) und VGAT auf der mRNA-Ebene durch Single-Cell PCR Gémez-Lira et al. (2005)). Im
adulten Gehirn geht der GABAerge Phénotyp der Kérnerzellen des Hippokampus verloren, kann aber
aktivitdtsabhingig (durch epileptische Anfille oder Uberreizungen, Schwarzer und Sperk (1995)) vor-
iibergehend wieder in Erscheinung treten (Gutiérrez (2000) und als Uberblick Gutiérrez (2005)). Die
Stimulierung dieser Zellen bewirkt sowohl glutamat- als auch GABA-vermittelte Antworten an den
postsynaptischen Neuronen. Neueste Studien zeigten die Kolokalisation von VGLUT2 und VGAT
in einer Subpopulation von Neuronen des Gyrus dentatus (Boulland et al., 2009). Eine gemeinsame
Ausschiittung von Glutamat und GABA in den hippokampalen Moosfasernsynapsen wird kontrovers
diskutiert (Uchigashima et al., 2007). Ein Uberblick iiber die Transmitter- und Transporterkolokali-
sationen liefern Sulzer und Rayport (2000); Gundersen (2008); Seal und Edwards (2006).

Neben der synaptischen Kolokalisierung konnten verschiedene Transporter auch auf dem selben SV

nachgewiesen werden (Herzog et al., 2006; Gras et al., 2008).

1.7 Ziel der Arbeit

Die Vielzahl der Studien {iber Kolokalisationen von Neurotransmittern bzw. Neurotransmittertrans-
portern auf den selben oder separaten Vesikeln oder in Synaspen zeigen deutlich, dass die Situation
»ein Neuron — ein Neurotransmitter®, wie von Dale behauptet, nicht immer gilt. Ins Besondere wird
derzeit kontrovers diskutiert, ob rein glutamaterge Nervenendigungen wie die Moosfasersynapsen der
CA3-Region des Hippokampus auch zu einer GABAergen Transmission in der Lage sind. Diese Diskus-

sion resultiert aus der Tatsache, dass in diesen Synapsen noch nicht alle notwendigen Komponenten
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1 Einleitung

fiir die gemeinsame Beladung, Speicherung, den Transport und die Freisetzung von Glutamat und
GABA auf der Proteinebene nachgeweisen wurden.

Zusétzlich ist zur Zeit noch nicht geklért, ob ein SV in vivo mit zwei gegensétzlich agierenden Neuro-
transmittern beladen werden kann. Um weitere beteiligte Komponenten fiir einen dualen NT-Phénotyp

dieser Synapsen zu finden, werden in der vorliegenden Arbeit folgende Ziele verfolgt:

1. Etablieren der Technik der Immunisolierung synaptischer Vesikel aus dem Gehirn bzw. aus Ge-

hirnarealen der Maus und Ratte.
2. Nachweis vesikuldrer Neurotransmittertransporter in vesikuldren Subpopulationen.

3. Etablieren der Technik zur Neurotransmitteraufnahme in immunisolierte Vesikel bzw. vesikulare

Subpopulationen.

4. Vergleich der Proteinausstattung unterschiedlicher préasynaptischer Organellen — den SV und

frithen Endosomen.

5. Analyse der Kolokalisation vesikuldrer Neurotransmittertransporter in ausgewéhlten glutama-

tergen und GABAergen prasynaptischen Endigungen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Feststoffe, Losungen und Materialien

Adenosin-5Z-Triphosphat (ATP) (Sigma-Aldrich, Miinchen)
Agar, reinst (Merck, Darmstadt)

Ammoniumpersulfat (APS) (Sigma-Aldrich, Minchen)

Araldit CY 221 (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
Ascorbinsiure (Sigma, Deutschland)
(2,2-Azino-bis-[3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure|-di-Ammonium-Salz ~ (ABTS) (Fluka Chemie
GmbH, Steinheim)

Bafilomycin A1 (Sigma-Aldrich)

BCA Protein Assay Reagent A (Thermo Scientific)

Bleizitrat ((Merck, Darmstadt)

Borsdaure (ICN Biomedicals Inc.)

Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Deutschland)

Dialyseschlauch 8mm Typ 8/32 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Dithiothreitol (DTT) (Biomol, Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Deutschland)
Dynabeads M-280 Sheep anti-Mouse (Invitrogen, Deutschland)
Dynabeads M-500 Subcellulare (Invitrogen, Deutschland)
Dynabeads Pan-Mouse-IgG (Invitrogen, Deutschland)

Enhanced Chemiluminescence (ECL) (GE Healthcare, Miinchen)
Entwicklerlosung Bonimix (Blach-Rontgen, Assamstadt)

Epon Beschleuniger DMP-30 (Fluka Chemie GmbH, Steinheim)
Epon Hérter MNA (Fluka Chemie GmbH, Steinheim)

Epon Hérter n-DDSA (Fluka Chemie GmbH, Steinheim)
Ethanol (Herbeta Arzneimittel, Berlin)
Ethylendiaminotetraazetat (EDTA) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Fixierlosung Bonimix (Blach-Réntgen, Assamstadt)

Formvar (Merck, Darmstadt)

GABA (Sigma-Aldrich)
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2 Materialien und Methoden

Gel-Blotting-Papier (VWR International, Darmstadt)

Gelatinekapseln (Plano GmbH, Wetzlar)

Glutaraldehyd (GA) (Fluka Chemie GmbH, Steinheim)

Glycin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Hamoglobin, Rind (Sigma, Deutschland)

HEPES, N-2-Hydroxyethylpiperazin-NZ-2-ethansulfonsiure (Biochrom, Berlin
n-Hexan (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Hydroxypropyl Methacrylat (HPMA) (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
Nitrozellulose Membran, Hybond C (Amersham, GE Healthcare, Miinchen)
3-Mercaptopropionsaure (MPA) (Aldrich)

L-Glutaminsdure Monokaliumnitratsalz Monohydrat (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
Kaliumgluconat (Sigma, Deutschland)

Ketamin (WDT, Deutschland)

Kunstharz - Lowicryl HM20 (Polysciences, Warrington, PA)

Kupfersulfat Pentahydrat (Merck, Darmstadt)

Magermilchpulver fiir Western Blot (Molkerei Heideblume, Elsdorf)
Maleinsdure (Fluka Chemie GmbH, Steinheim)

Marker fiir niedermolekulare Proteine (LMW) (Fermentas, Deutschland)
Medetomidin (Pfizer GmbH, Orion Pharma)

Methanol (Merck, Darmstadt)

Natriumazid (Aldrich, Deutschland)

Natriumkarbonat (Sigma-Aldrich, Deutschland)

Natriumdodecylsulfat (SDS) (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
Natriumthiosulfat (Sigma-Aldrich, Deutschland)

Netzchen (200-Mesh Nickel-, Kupfernetzchen bzw. mit Schlitz) (Plano GmbH, Wetzlar)
Nigericin (Sigma, Deutschland)

Normales Ziegenserum (NGS) (PAN Biotech GmbH, Aidenbach)
Szintillatorlosung - Optiphase Hisafe 3 (Perkin Elmer LAS)

Osmiumtetroxid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Paraformaldehyd (Electron Microscopy, Hatfield, PA)
Phenylmethylsulfonfluorid (PMSF) (Sigma-Aldrich, Deutschland)

Pikrinsdure (Fluka Chemie GmbH, Steinheim)
Piperazin-N,NZ-bis[2-ethansulfonsiure] (Pipes) (Sigma, Deutschland)
Ponceau S (Sigma-Aldrich, Miinchen)

Propylenoxid (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)

Protease Inhibitor Cocktail (Pi) (Sigma-Aldrich, Minchen)

Reserpin (Sigma, Deutschland)

Rinder-Serumalbumin (BSA), Fraktion V, pH 7,0 (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
Rinder-Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Miinchen)

Rinder-Serum Albumin, acetyliert (BSA®) (Aurion, Wageningen, Niederlande)
Rotiphorese Gel 40 (19:1) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

14



Saccharose (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Silbernitrat (Sigma, Deutschland)

TEMED, N,N,NZ,NZ-tetramethylethylendiamin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
2- Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Triton X-100 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Trypan Blau (Sigma, Deutschland)

Tween-20 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Uranylacetat (Merck, Darmstadt)
Valinomycin (Sigma, Deutschland)

2.1.2 Radioaktiv markierte Neurotransmitter

L-[3,4-3H]-Glutaminsiure; spezif. Aktivitit: 2,22TBq (60Ci)/mmol;
54fmol = 1000DPM; Moravek Bio- and Radiochemicals, CA, USA
5-Hydroxy-[*H]-tryptamintrifluoroacetat; spezif. Aktivitit:4,7TBq (127Ci)/mmol;
78fmol = 1000DPM; GE Healthcare, Miinchen
4-Amino-n-[2,3-3H]butterséure spezif. Aktivitit: 3,22TBq (87Ci)/mmol;
37fmol = 1000DPM; GE Healthcare, Miinchen

2.1.3 Antiseren und ihre Verdiinnungen

2.1.3.1 Primé&re monoklonale Antikdrper (Maus) gegen:

Verdiinn./Akm.

Name EM 1II WB Hersteller + Katnr.
a-Adaptin (CLLAC1-M11) 1:2000  Dianova: MA3-061
NMDA-Rezeptor 1 1:5000 Synaptic Systems: 114 011
Rabb 0,51g  1:5000  Synaptic Systems: 108 011
Synaptobrevin 2 (VAMP 2) 1:10000 Synaptic Systems: 104 211
Synaptogyrin (Cl. 80.1) Synaptic Systems: 103 011
Synaptophysin 1 0,5pug  1:10000 Synaptic Systems: 101 001
Synatxin HPC-1 1:5000  Sigma: S0664

VGAT (Cl. 117G4) lug 1:2000  Synaptic Systems: 131 011
VGLUT1 (CL 317D5) 0,5ug Synaptic Systems: 135 311
VGLUT1 (CL 317G6) 0,5ug Synaptic Systems: 135 511
VGLUT?2 (CL 321A8) 0,5ug Synaptic Systems: 135 411
VGLUT?2 (Cl. 234D6) 0,5ug Synaptic Systems: 135 611

2.1 Materialien

EM = Elektronenmikroskopie, II = Immunisolierung, WB = Westernblot, Verdiinn.=Verdiinnung,
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2 Materialien und Methoden
Akm=Antikérpermenge: Akm/10” Beads (Pan-Mouse-IgG).

Fiir die Beschichtung der M-500 Subcellular Beads wurden 4ug der entsprechenden Antikérper je 107

Beads verwendet.

2.1.3.2 Primére polyklonale Antiseren (Meerschweinchen)

Verdiinnungen

Name EM II WB Hersteller + Katnr.

GLAST 1:5000 Chemicon: AB 1782

GLT1 1:5000 Chemicon: AB 1783

VGAT 1:2000 Chemicon International, Hampshire, UK
VGAT 1:50 Synaptic Systems: 131 005

VGLUT1 1:200 Synaptic Systems: 135 304

VGLUT2 1:5000 Chemicon International, Hampshire, UK
VGLUT3 1:2500 Chemicon International, Hampshire, UK

2.1.3.3 Primére polyklonale Antiseren (Kaninchen)

Verdiinnungen
Name EM I WB Hersteller + Katnr.
AP3 bzw. AP180 1:5000  Synaptic Systems: 155 003
Clathrin LCA H-55 1:1000  Santa Cruz Biotechnologies: Sc-28276
GAD65 1:100 1:5000  Chemicon: AB5082
GAD67 1:100 1:5000  Chemicon International Inc.
Rabb 1:5000  Stressgen: KAP-GP006
Synaptogyrin 1 1:10000 Synaptic Systems: 103 002
Synaptoporin 1:1000  Synaptic Systems: 102 002
Synaptophysin 1 1:11111  Synaptic Systems: 101 002
Synaptotagmin 1 1:5000  Synaptic Systems: 105 002
VGAT 1:2000  Synaptic Systems: 131 002
VGLUT1 1:100 1:10000 Synaptic Systems: 135 302
VGLUT2 1:100 1:10000 Synaptic Systems: 135 402
VGLUT3 C-Term. 1:2500  Synaptic Systems/R. Jahn
VGLUT3 N-Term. 1:2500  Synaptic Systems/R. Jahn
VMAT2 1:2000  Synaptic Systems:138 302

EM = Elektronenmikroskopie, II = Immunisolierung, WB = Westernblot
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2.2 Puffer/Lésungen

2.1.3.4 Sekundar- und Verbindungsantikorper

Westernblot:
peroxidase-markiert Verdiinnung Hersteller
Ziege anti-Maus doppPAk  Vector Lab., Burlingame, CA, USA
Pferd anti-Kaninchen doppPAk  Vector Lab., Burlingame, CA, USA
Ziege anti-Kaninchen doppPAk  Vector Lab., Burlingame, CA, USA

Ziege anti-Meerschweinchen  doppPAk  Dianova, Hamburg
doppPAk=halbe Konzenzentration der Primarantikérperverdiinnung,.

Immunisolierung:
unmarkiert Verdiinnung Hersteller + Katnr.
Ziege anti-Maus IgG, Fc spezifisch 10pg Sigma-Aldrich: M3534-1ML
Normales Maus IgG 0,5ug Santa Cruz Biotechnol.: sc-2025

Die Sekundirantikorpermengen sind jeweils auf 107 Beads bezogen.

Elektronenmikroskopie:

goldmarkiert (5+10nm) Verdiinnung Hersteller + Katnr.
Ziege gegen-Kaninchen 1:20 British Biocell, UK, EM.GAR5/10
Ziege gegen-Meerschweinchen 1:20 British Biocell, UK, EM.GAG5/10

2.1.3.5 Kontrollpeptide

Name Hersteller + Katnr.

VGLUT1 Synaptic Systems: 135-3P
VGLUT2 Synaptic Systems: 135-4P
VGAT Synaptic Systems: 131-0P

2.2 Puffer/Losungen

2.2.1 Puffer fiir subzelluldare Fraktionierung

Saccharose-Puffer:
320mM Saccharose
4mM HEPES/KOH pH 7,5

Homogenisierungspuffer:
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2 Materialien und Methoden

Saccharose-Puffer
1pL/mL Pi
1mM PMSF

Lyse-Puffer:

ddH,0O

10mM HEPES/KOH pH 7,5
1puL/mL Pi

1mM PMSF

2.2.2 Puffer fiir Westernblot und Immundetektion

10x-TS-Puffer (10-fache Stammldsung):
200mM Tris

1,5M NaCl

pH 7,5

1x TS-Puffer:
10x-T'S-Puffer 1:10 mit Aqua dest. verdinnt

TS /Tween-20:
TS-Puffer
0,1% Tween-20

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

Ammoniumpersulfat-StammlGsung;:

10% in ddH2O

Blockl6sung:

5%(v/v) Magermilchpulver
Tween 20 (0,1% (v/v))
TS-Puffer

Elektrophorese-Puffer (10-fach):
250mM Tris

2M Glycin

35mM SDS
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Western Blot-Transferpuffer (Semi-Dry):

386mM Glycin
47,8mM Tris

20% (v/v) Methanol
(1,31mM SDS)

Probenpuffer nach Maniatis (4-fach):

200mM Tris

400mM DTT

8% (v/v) SDS

0,4% (w/v) Bromphenolblau
40% (v/v) Glycerol

Ponceau-S-Farbelsung:
0,5% (w/v) Ponceau S

3% (v/v) Trichloressigsaure

Tris 1:

500mM Tris
0,4% (w/v) SDS
pH 6.8

Tris 2:

1,5M Tris

0,4% (w/v) SDS
pH 8,8

Tabelle 2.1 — Zusammensetzungen der Trenngele

| Trenngel (%] || 12% | 10% | 8% |
Tris 2 2,5mL | 2,5mL | 2,5mL
Akryl-/Bisakrylamid || 3mL | 2,5mL | 2mL
dH>O 4,5mL | 5mL | 5,5mL
TEMED 5ul | 5uL | bul
APS 50ul | 50pl | 50uL

2.2.3 Puffer fur BCA-Test

Losung B:
4% (W/V) CuSO4 in dngO

2.2 Puffer/Lésungen
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2 Materialien und Methoden

Tabelle 2.2 — Zusammensetzung des Sammelgels

’ Sammelgel [%)] H 4% ‘
Tris 1 1,25mL
Akryl-/Bis-Acrylamid || 0,5mL
dH,0 3,25mL
TEMED 2,511
APS 25uL

2.2.4 Puffer fiir Dynabead-Beschichtung und Vesikelisolierung

Borat-Puffer:
0,1M Borsaure
pH 9,5

0,1M Phosphat-Puffer (PB):
2,62g NaH>PO4 x HoO

11,5g NasHPO4

pH 7.4

auf 1000mL auffiillen

Phosphat-gepufferte Saline (PBS):
0,88g NaCl
100mL 0,01M Phosphat-Puffer

PBS 4+ NalNj:
10mL PBS
0,02% NaN3 (0,002g)

PBS/BSA:

0,1% (w/v) BSA auf 80mL PBS (siehe oben)
mit 0,01M Phosphat-Puffer auf 100mL auffiillen
pH 7.4

Tris/BSA:
0,2M Tris

0,1% (w/v) BSA
pH 8,5

Puffer A fiir Vesikelisolierung:

PBS, pH 7,4
2 mM EDTA
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5% BSA (w/v)

2.2.5 Puffer fiir Neurotransmitteraufnahme-Experimente

KG3-Puffer:

150mM Kalium-Glutamat

20mM Pipes

4mM EGTA

2mM ATP (Natriumsalz)

2,871mM MgCly (d.h., ImM freies Mg?")
pH 7,0

KGC3-Puffer:

150mM Kalium-Gluconat

20mM Pipes

4mM EGTA

2mM ATP (Natriumsalz)

2,871mM MgCly (d.h., ImM freies Mg?")
pH 7,0

KG-50mM-KCl:

100mM Kalium-Glutamat

50mM KCl

20mM Pipes

4mM EGTA

2mM ATP (Natriumsalz)

2,871mM MgCly (d.h., ImM freies Mg?*)
pH 7,0

2.2.6 Losungen fiir die Elektronenmikroskopie

2.2.6.1 Perfusion

Perfusionsfixanz:

0,1M Natriumphosphatpuffer (NaPB), pH 7,4
4% Paraformaldehyd

0,05% Glutaraldehyd

0,2% Pikrinsaure

2.2 Puffer/Lésungen
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2 Materialien und Methoden

2.2.6.2 Einbettung in Lowycryl HM20

0,1M Phosphatpuffer (PB):
19mL von 0,2M NaHsPOy4
81mL von 0,2M NaoHPOy4

pH 7.4

0,1M PBS:

8g NaCl

0,2g KC1

1,44g NasHPOy4
0,24g KH2POy4
pH 7,45

0,05M Tris-Maleat-Puffer:

50mL von 24,2g/L Tris und 23,2g/L Maleinséure
54mL von 0,2 n NaOH

ddH>O

pH 7.4

Saccharose-Tris-Maleat-Puffer:

0,05M Trismaleat-Puffer
0,6M, 1M, 1,5M bzw. 2M Saccharose

2.2.6.3 Kontrastierungsmittel:

2% Uranylacetat in ddH20O (w/v)
Bleizitrat nach Reynolds (REYNOLDS, 1963)

2.2.6.4 Losungen fiir Postembedding-Prozeduren

1x PBS:
8 g NaCl
0,2 g KCl1
1,44 g NaoHPO,
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0,24 ¢ KHoPOy
in 800 mL. dH2O
pH 7.4 mit HCI. Mit HoO auf 1L. Sterilisieren.

PBST-Puffer:

1x PBS buffer

0,001% Tween 20 (Stock 1% in PBS)
0,001% Triton X-100 (Stock 1% in PBS)

Blockpuffer und 1-AB-Puffer:
PBST-Puffer

2% BSA

5% NGS

2-AB-Puffer:

PBST buffer
0,5% BSAC

2.3 Gerate

2.3.1 Subzellulare Fraktionierung

Binokular (Charité, Berlin)
Guillotine (Udo Basile, Biological Research Apparatus, Italien)
Homogenisator Rotor (VWR, Heidolph RZR 2021, Deutschland)

2.3 Gerdte

Hand-Homogenisator, Spaltmafl 0,1 - 0,15mm (Wheaton, Potter-Elvehjem, Fisher Scientific GmbH,

Schwerte)

Kaltlichtlampe KL 1500 LCD (Schott AG, Mainz)

Mikrotiterplatte, 96 Kavitéten (Falcon)

Nadel, 23 und 27G Microlance (BD, Spanien)

Rotor TLA 100.4 (Beckman Coulter GmbH, Krefeld)

Spektrophotometer HT2 (Anthos Mikrosysteme, Krefeld)

Zentrifuge. Centrifuge 5471C (Eppendorf, Hamburg)

Zentrifuge, Optima MAX Ultracentrifuge (Beckman Coulter GmbH, Krefeld)
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2.3.2 Immunisolierung

Magnet: Dynal MPC-S (Invitrogen, Dynal Biotech: 120.20)
Probenmischer, Dynal Sample Mixer MX1 (Invitrogen, Deutschland)

2.3.3 Westernblot-Analyse

Entwickler: CAWOMAT 2000IR (CAWO Photochemisches Werk, Schrobenhausen)
Gelkammern Mini-PROTEAN 3 Cell (Biorad)

PowerPac HC (Biorad)

Scanner:

- CanoScan 8800F (Canon)

- ScanMaker 4800 (Microtek)

Trans-Blot SD, SemiDry-Transfer Cell (Biorad)

2.3.4 Neurotransmitteraufnahme

Optima TL Ultracentrifuge (Beckman Coulter)
Rotor TLA 120.1 (Beckman Coulter)
Spektrophotometer MR5000 (Dynatech)
Szintilator LS6500 (Beckman Coulter)
Thermomixer (Eppendorf 5436)

2.3.5 Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskop ZEISS EM900 mit integrierter Digitalkamera
Gefriersubstitutionsapparatur (Leica EM AFS, Austria)
Ultra-Mikrotom Ultracut S (Leica)

2.4 Software

LabImage 1D 2006 (Kapelan Biolmaging GmbH, Halle/Saale)
LabVIEW 6.1 (National Instruments)

Soft Imaging Viewer (Soft Imaging Systems GmbH)
EsiVision Pro 3.2 (Soft Imaging Systems GmbH)
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2.5 Versuchstiere

2.5 Versuchstiere

Weibliche Ratten (Stamm: Wistar) wurden von der Forschungseinrichtung fiir experimentelle Medi-
zin (FEM), dem Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BFA), der Firma Charles River Laboratories
International, Inc. oder der Firma Harlan Winkelmann GmbH bezogen. Sie wurden bis zu den Ver-
suchen bei ca. 22°C und einem Tag-Nacht-Zyklus (12h:12h) im Tierstall des Instituts gehalten. Das
Zucht- bzw. Haltungsfutter stand fiir die Tiere ad libitum zur Verfiigung. Fiir einige Versuche wurden
Wildtypmause (WT-Méuse) des Stammes NMRI (Harlan Winkelmann) und fiir den Vergleich WT
gegen Knockout (KO) wurden WT-Méuse des Stammes Black 6 (FEM) verwendet. Die Goga ™/~
Miuse wurden von Prof. Dr. Lutz Birnbaumer, die Gqow™/~ Mé&use von Prof. Dr. Stefan Offermann,
die Syp~/~ Msuse von Prof. Dr. Thomas Siidhoff und die Ratten nach "Kindling" von Prof. Dr. Uwe
Heinemann freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt.

Unter Beachtung des Tierschutzgesetzes wurde versucht, im Rahmen der Moglichkeiten, das Versuchs-

design auf ein Minimum an Tiert6tungen anzupassen.

2.6 Methoden

2.6.1 Praparation synaptischer Vesikel

Die Fraktionierung eines M&use- bzw. Rattengehirns bzw. der Gehirnareale (Abb. 2.1) erfolgte auf
Eis nach einem abgewandelten Protokoll von (Nagy et al., 1976) und (Huttner et al., 1983). Danach
wurde das Tier mit Diethylether betdubt und anschliefend mittels einer Guillotine dekapitiert. Bei
der Verwendung von Mé&usen wurden diese durch zerivkale Dislokation getttet. Die Schéidelkalotte
wurde mit zwei Schnitten entlang der Schiddelnédhte gedffnet und nach oben aufgeklappt, um das Ge-
hirn freizulegen. Das Gehirngewebe wurde (meist ohne Bulbi olfactorii) entnommen und sogleich in
eiskalten Homogenisierungspuffer aufgenommen. Die Praparation der Gehirnareale (Cerebellum, Cor-
tex, Hippokampus, Hirnstamm und Striatum) erfolgte unter einem Binokular auf einem Kiihlblock.
Das entnommene Gewebe wurde anschliefend in entsprechend reduziertem Volumen des Homoge-
nisierungspuffers aufgenommen. Anschliefend wurde das Gehirn in einem Homogenisator (Wheaton,
Potter-Elvehjem, Spaltmaf 0,1 - 0,15mm) mit 10 Hiiben bei 900rpm homogenisiert (Homogenat = H).
In einem ersten Zentrifugationsschritt (1358xgmqz, 10min, 4°C, Optima MAX Ultracentrifuge, Rotor
TLA- 100.4) wurden Zellkerne und Membranfragmente abzentrifugiert. Das entstandene Pellet 1 (P1)
wurde verworfen und der Uberstand 1 (S1) einem zweiten Zentrifugationsschritt (13906xgqz, 15min,
4°C) zugefiithrt. Das resultierende Pellet 2 (P2 = Synaptosomen) wurde anschlieflend in Lysepuffer
resuspendiert (1 Teil P2 : 9 Teile Lysepuffer) und einem osmotischen und mechanischen Schock in
einem Homogenisator mit drei Hiiben bei 2000rpm unterzogen. Damit wurden die Synaptosomen auf-
gebrochen. Der erhaltene Lysetiberstand 0 (LS0) enthélt freie synaptische Vesikel (SV), pra- und post-
synaptische Membranen und reassemblierte Synaptosomen (Pseudosynaptosomen). Der LSO wurde

zentrifugiert (29000xg,qz, 20min, 4°C), was in einem Lysepellet 1 (LP1) mit prd- und postsynapti-
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Abbildung 2.1 — Schema der subzellulzren Fraktionierung. Synaptische Vesikel (SV) wurden aus Gehirngewebe der
Ratte oder Maus durch differentielle Zentrifugationsschritte angereichert. H = Homogenat, LP1 = Lysepellet 1, LP2 =
Lysepellet 2, LSO = Lyseliberstand 0, LS1 = Lyseliberstand 1, LS2 = Lyseliberstand 2, P1 = Pellet 1, P2 = Pellet 2, SV
= synaptische Vesikel. Mit Verénderungen basierend auf Huttner et al. (1983).

schen Membranen und dem Lyseiiberstand (LS1) mit freien SV resultierte. Der LS1 wurde abschlieend
zentrifugiert (347648xgq:, 30min, 4°C), was das Lysepellet 2 (LP2) ergab, in dem SV angereichert
sind. Das LP2 wurde in dem fiir das folgende Experiment entsprechenden Puffer resuspendiert, indem
es jeweils nacheinander fiinfmal durch eine 23G- und eine 27G-Nadel gezogen wurde.

Die LSO-Fraktion wurde als Ausgangsmaterial fiir die Immunisolierungen mit folgender Westernblot-
Analyse, die LS1-Fraktion fiir Immunisolierungen mit folgender Neurotransmitteraufnahme und die

LP2-Fraktion fiir die Neurotransmitteraufnahme an grob aufgereinigten SV verwendet (Abb. 2.1).

2.6.2 BCA-Test

Die Proteinkonzentration der einzelnen Gehirnfraktionen wurde mittels des BCA-Tests nach einem
Protokoll von Smith et al. (1985) bestimmt. Dazu wurde eine Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen =
»Wells“, Falcon) mit je 20ul Probe beschickt. Es wurden Doppelbestimmungen fiir den Leerwert (Ba-
sispuffer) und fiir den BSA-Standard von 50, 100, 200, 300 und 500ug pro Well durchgefiihrt. Fiir die
Ermittlung der Proteinkonzentrationen der Proben wurden Vierfachbestimmungen fiir drei verschiede-
ne Verdiinnungen aufgenommen. Alle Proben wurden mit 200uL einer 50:1-Mischung von BCA-L&sung
A und B (CuSOy,) versetzt. Anschlieflend erfolgte die Inkubation der Proben fir 30min bei 60°C im
Wasserbad. Die Extinktion der abgekiihlten Proben wurde bei 550nm in einem Spectrophotometer

ermittelt. Der Leerwertmittelwert wurde von dem BSA-Standard und den Proben abgezogen.

2.6.3 Proteingelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinproben wurden in Probenpuffer aufgenommen und fiir 10min bei 90°C gekocht. Im Proben-
puffer vorhandenes Dithiothreitol (DTT) spaltet Disulfidbriicken und SDS bewirkt an den Proteinen
eine einheitlich negative Ladungsverteilung. So wurden Proteine durch eine eindimensionale Gelelek-
trophorese in einem denaturierenden SDS-Polyakrylamidgel ladungsunabhéngig nach ihren Moleku-

largewichten aufgetrennt. Die Proteinproben durchliefen das Sammelgel bei 80V und das Trenngel bei
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135V in Richtung der Anode, bis die Lauffront das Gelende erreicht (ca. 1h 30min). Jedes Gel wurde
zusitzlich mit einem Molekulargewichtsmarker (LMW) beladen, der die Molekulargewichte in entspre-
chender Laufhohe anzeigt. Es wurden 1mm dicke Gele verwendet, die in eine Elektrophoresekammer

eingebracht wurden und von SDS-Elektrophoresepuffer umgeben waren.

2.6.4 Westernblot und Immundetektion

Die Gele mit den aufgetrennten Proteinproben, Nitrozellulosemembranen und Filterpapieren wurden
in Semi-Dry-Puffer eingeweicht und anschliefend nach dem ,,Sandwich“-Prinzip zusammengesetzt. Im
folgenden Westernblot-Verfahren wurden die Proteine bei 20V fiir 75min mittels Halbtrockenverfahren
auf die Nitrozellulosemembran (Hybond C) transferiert.

Proteine wurden nun mittels Immundetektion spezifisch nachgewiesen. Es bindet dabei ein spezifi-
scher Primérantikorper an ein Epitop (monoklonaler Antikoérper) oder mehrere Epitope (polyklonaler
Antikorper) des Zielproteins auf der Membran. Der Primérantikorper wurde durch die Bindung eines
enzymgekoppelten Sekundarantikorpers markiert.

Die Proteine wurden vor der Immundetektion zunéchst unspezifisch mit Ponceau S-Losung einige Se-
kunden gefdrbt und anschlieend bis auf stark gefdrbte Banden und den Molekulargewichtsmarker
(LMW) in dH20 entfarbt. Mit Hilfe des LMW konnten Proteine mit bestimmtem Molekulargewicht
aus der Membran herausgeschnitten werden. Anschliefend wurden unspezifische Proteinbindungsstel-
len auf der Membranen durch Inkubieren in Blocklésung (1h, bei RT) blockiert. Danach erfolgte eine
Inkubation mit einer Primérantikorperlésung tiber Nacht bei 4°C. Nicht gebundene Primérantikorper
wurde dann mit Blockpuffer (viermal je 15min bei RT) abgewaschen. Die Membran wurde anschlie-
Bend mit einer Sekundérantikérperlosung fiir 1h bei RT inkubiert. Die Membranen wurden danach
finfmal 15min in TS 4+ Tween 20 und einmal 15min in TS-Puffer gewaschen. Zur Sichtbarmachung
der gebundenen Antikérper wurden die Membranen 30s in ECL-Lésung inkubiert und abschliefend
fir die Belichtung eines Film in einer Dunkelkammer verwendet. Alle Inkubationen erfolgten unter

kontinuierlichem Schiitteln oder Schwenken.

2.6.5 Immunisolierung synaptischer Vesikel

Die Immunisolierung diente der Extraktion unterschiedlicher Vesikelsubpopulationen (SP) aus aus-
gewahlten subzelluldren Fraktionen (Ausgangsmaterial, Abb. 2.1). Fiir die Antikérperbeschichtung
wurden magnetische Kiigelchen (Beads) der Typen M-500 Subcellular (1,4*107 Beads = lmg Be-
ads), Pan-Mouse-IgG Beads (vorbeschichtet mit einem Antikorper: Mensch gegen Maus, Fe-spezifisch,
1,4*107 Beads ca. 1mg Beads) bzw. M-280 (vorbeschichtet mit einem Antikorper Ziege gegen Maus)
verwendet. Aufgrund eines Eisenoxidkerns konnen diese Beads mit Hilfe eines Magneten konzentriert
werden. Beads wurden dazu mit Antikorpern gegen Syp, VGLUT1, VGLUT2, VGAT und Rab5 be-
schichtet. Die Immunisolierung wurde in der direkten Technik durchgefiihrt, d.h. das Ausgangsmaterial

wurde zu den beschichteten Beads gegeben.
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Die M-500 Subcellular Beads kamen aufgrund der glatten Oberfliche, die besonders gut fiir elek-
tronenmikroskopische Anwendungen geeignet ist, zum Einsatz. Diese Beads sind nicht mit einem
Linkerantikérper vorbeschichtet und mussten vor der Verwendung fiir die Immunisolierung mit einem
Linkerantikorper beschichtet werden. Ihre Oberfliche ist tosyl-aktiviert und bindet somit Proteine

kovalent durch primére Amin- (NHg) und Sulfydrylgruppen (SH).

2.6.5.1 Dialyse des Linkerantikorpers (“Umpuffern”)

Die Bindung des Linkerantikorpers (Mensch gegen Ziege, Fe-spezifisch) erfolgte bei pH 9,5 in einem
0,1M Borat-Puffer. Daher musste die werkzeitige Pufferlésung des Antikorpers gegen den Borat-Puffer
ausgetauscht werden. Hierzu wurde ein Dialyseschlauch (Typ 8/32, 8mm) in 200mL ddH2O, mit einer
Spatelspitze EDTA versetzt und zweimal 2min in der Mikrowelle erhitzt. EDTA komplexiert zweiwerti-
ge lonen und das Erhitzen bewirkt ein Permeabilisieren des Schlauches mit entsprechender Porengrofie.
Anschlieflend wurde der Schlauch zweimal mit ddH2O gespiilt, erhitzt und zweimal das Schlauchinnere
mit einer Pipette gespiilt. Ein Schlauchende wurde verschlossen und mit 500uL Antikérper befiillt.
Luftblasen wurden herausgedriickt und der Schlauch mit einer Klammer verschlossen. Die Dialyse
erfolgte in 450mL Boratpuffer fiir 20h bei 4°C auf einem Magnetrithrer. Wahrend dieser Zeit wurde
der Puffer dreimal gewechselt. Der pH-Wert des erhaltenen Dialysats wurde mittles Indikatorpapier
iiberprift.

2.6.5.2 Antikorperbeschichtung: M-500 Subcellular Beads

Beschichtung mit Linkerantikorper: Alle Schritte erfolgten auf Eis. 500uL des Linkerantikérpers
wurden mit Boratpuffer auf 710uL aufgefiillt. 5*10% Beads/mL wurden magnetisch konzentriert, drei-
mal mit PBS und dreimal mit Boratpuffer gewaschen. Danach wurden Beadpellet und Antikérper
zusammengegeben und in eine 12-Well-Platte tiberfiihrt, mit Parafilm abgedeckt und bei 37°C unter
Riitteln auf einer Heizplatte in einer Styroporbox fiir 16 bis 24h inkubiert.

AnschlieBend wurden die Beads in Eppendorfgefifie iiberfithrt, magnetisch konzentriert und der Uber-
stand mit dem ungebundenen Antikérper schockgefroren. Die Beads wurden anschliefend zweimal
S5min in PBS/BSA, einmal 4h bei 37°C in 0,2M Tris/BSA unter Schiitteln (siehe oben) und einmal
5min in PBS/BSA gewaschen. Die vorbeschichteten Beads konnten in PBS/BSA /0,02%NaN3 bei 2-8°C

mehrere Monate gelagert werden.

Beschichtung mit Primarantikorper: Die Beschichtung erfolgte mit 8*107 Beads und 32uL Anti-
kérper in einem Endvolumen von 160uL. PBS/BSA (5*10% Beads/mL) bei 2-8°C iiber Nacht. Die
Inkubation fand in schrigliegenden Eppendorfgefiaien bei 1000rpm auf einem Vortexer statt. Das
Beadpellet wurde viermal gewaschen (5min, bei 4°C trituriert = aufziehen und ausstofien durch eine
Pipette) und bis zur Verwendung in PBS/BSA /NaN3 aufbewahrt.
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Immunisolierung mit M-500 Subcellular Beads: Es wurde mit 1mg Beads gearbeitet, die in 700uL
Puffer A resuspendiert wurden. 75ug der LSO-Fraktion wurden ebenfalls in Puffer A resuspendiert
(Endvolumen von 300uL) und zusammen mit den Beads in einer abgedeckten 12-Well-Platte auf
einem Horizontalschiittler (160rpm) fiir mindestens 12h und 2-8°C inkubiert. Als Kontrolle fiir unspe-
zifisch gebundenes Material wurden die linkerantikorper-beschichteten Beads ohne Primérantikérper
verwendet.

Die Proben wurden in Eppendorfgefafle iiberfithrt, die Beads mit den isolierten Vesikeln durch einen
Magneten an der Gefifiwand konzentriert, der Uberstand abgenommen und zur spéteren Weiterbe-
arbeitung auf Eis aufbewahrt. Das Beadpellet wurde dreimal in 1mL Puffer A gewaschen. Es wurde
eine ungefihre Proteinkonzentration von 2ug/uL mit 37,5uL Probenpuffer pro 75ug LSO eingestellt
(Annahme: alles Protein wird gebunden). Der Isolierungsiiberstand (1mL) wurde mit 2mL Puffer A in
einem 3,2mL Ultrazentrifugenréhrchen gemischt und zentrifugiert (347648xgqz, 15min, 4°C, Rotor
TLA-100.4). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 75uL Probenpuffer (Konzentration:
1pg/pl) durch zehnmaliges Aufziehen in einer 27G-Nadel resuspendiert. Alle Proben wurden bei -25
bis -32°C aufbewahrt.

2.6.5.3 Antikorperbeschichtung: Pan-Mouse-IgG- und M-280-Beads

Das Protokoll des Herstellers wurde in geinderter Form angewandt: 107 Pan-Mouse-IgG Beads bzw.
107 M-280 Beads wurden mit 0,5ug (Maus gegen-Syp, -VGLUT1, -VGLUT2, -Rab5) bzw. 1ug (Maus
gegen-VGAT) monoklonalem Antikérper in PBS/BSA in dem Startvolumen der Beadlésung fiir 2h
bei 4°C auf einem Vortexer inkubiert, wodurch ein Absetzen der Beads verhindert werden sollte.
Eine gleiche Menge Beads wurde parallel ohne primédren Antikérper (oAk-Beads, Pan-Mouse-IgG
Beads) bzw. mit normalem Maus-IgG (IgG-Beads, M-280-Beads) inkubiert und diente als Kontrolle
fiir unspezifisch gebundenes Material. AnschlieBend wurden die Beads viermal mit 1mL PBS/BSA
durch Triturieren (20-mal) gewaschen.

Zur Aufbewahrung beschichteter Beads, wurden diese in PBS/BSA mit 0,02% Natriumazid in einem

definiertem Volumen aufgenommen.

2.6.5.4 Immunisolierung synaptischer Vesikel

Die Immunisolierung (Abb. 2.2) erfolgte tiber Nacht bei 4°C an einem Probenmischer mit 75ug Vesikel-
fraktion pro 1mg Beads in Puffer A (Endvolumen: 1mL bzw. fiir VGAT-Beads: 0,5mL). Anschlieend
wurden die SV-Bead-Komplexe magnetisch konzentriert und der Uberstand zur Weiterbearbeitung auf
Eis aufbewahrt. SV-Bead-Komplexe wurden insgesamt je dreimal in 1mL Puffer A bzw. PBS/0,1%BSA
gewaschen (15- bis 20-mal trituriert). Die Proben wurden anschlieflend in neue Probengefifie tiber-
fihrt, da Proteine unspezifisch durch Wechselwirkungen mit der Gefafiwand an dieser hdngen bleiben
und durch Probenpuffer abgewaschen worden wéren. Zum Schluss wurden die SV-Bead-Komplexe

bzw. oAk-Bead-Komplexe magnetisch konzentriert, in Probenpuffer aufgenommen und eine theore-
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tische Konzentration von 1ug/uL eingestellt, unter der Annahme, dass das gesamte Protein isoliert
wurde. Der Uberstand wurde abzentrifugiert (347648xg,q., 4°C, 15min, Rotor TLA-100.4), in Pro-

Antikérper

Abbildung 2.2 — Prinzip der Im- - Kreuzreaklivitat
munisolierung. Das Schema fiir die Im-

munisolierung zeigt drei Bedingungen: 1. Magnet 4_

oben) die Inkubation mit SV an voll- Linkorantiomer

standig beschichteten Beads 2. rechts) L7 (Mensch, Schaf bzw.
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benpuffer aufgenommen (theoretische Konzentration: 1ugul) und durch zehnmaliges Aufziehen durch
eine 27G-Nadel resuspendiert.

Die Immunisolate fiir die Analyse mit dem SDS-PAGE/WB-Verfahren wurden hauptsichlich durch
Verwendung der Pan-Mouse-IgG-Beads generiert. In seltenen Féllen musste aus firmenpolitischen
Griinden auf die M-280-Beads zuriickgegriffen werden. Diese Experimente sind an der verdnderten

Negativkontrollbedingung (IgG) erkennbar.

2.6.6 Densitometrie

Die densitometrische Vermessung der Bandenvolumen erfolgte mit Hilfe der Software Lablmage 2006
1D (Kapelan Imaging Solutions, Halle/Saale). Es wurden dazu Standardkurven mit Probenpuffer als
Leerwert, aufsteigenden Mengen des Ausgangsmaterials (LSO-Fraktion) und die Immunisolate der WB-
Analyse unterzogen und die entsprechenden Proteine detektiert. Mit Hilfe der Standardkurve wurde die
relative Menge des Proteins im Ausgangsmaterial bestimmt. Das Bandenvolumen der oAk-Isolierung
wurde als unspezifische Isolierung betrachtet und von den Bandenvolumen der Isolate subtrahiert.
Anhand der Standardkurve, die moglichst den Séttigungsbereich der ECL-Reaktion erreichen sollte,
wurden 2 bzw. 4ug pro Isolat fiir die Beladung der Gele gewéhlt (Abb. 2.3).

An die Werte der Standardkurve wurde eine polynomiale Regressionskurve vierter bzw. fiinfter poly-
nomialer Ordnung angepasst (eigene Programmierung, LabVIEW 6.1, National Instruments). Mittels
dieser Regressionskurve wurde das Verhéltnis der relativen Proteinmengen a) des gesuchten, koloka-
lisierenden Proteins (POI) und b) dem Protein, gegen das isoliert wurde (Bezugsprotein), berechnet.
Dieses Verhéltnis gibt Aufschluss iiber die Menge des POIs auf der jeweiligen vesikuldren Subpopu-
lation (SP) bzw. des Vesikels. Eine Aussage iiber die Kopienanzahl des POI pro Vesikel kann nicht
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getroffen werden. Durch die Verwendung von Standardkurven sind die Verhéltnisse sowohl unabhingig
von der Affinitdt und Aviditdt der Antikorper als auch von der Belichtungsdauer der Filme. Dadurch
ist die Standardkurve des entsprechenden Proteins auf die Berechnung eines Proteins einer anderen
WB-Analyse iibertragbar. Insbesondere bei der Quantifizierung von Proteinen mit d&hnlichen Mole-
kulargewichten ist diese Ubertragbarkeit wichtig, da die WB-Banden dieser Proteine nicht sauber
voneinander zu trennen sind. Es mussten jedoch fiir diese Proteine getrennte WB-Analysen durchge-
fiihrt werden. Ferner durften die Signale der Immunisolate in der WB-Analyse den Sattigungsbereich
der ECL-Reaktion nicht erreichen.
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Abbildung 2.3 — Prinzip der WB-Quantifizierung. Es wurden Probenpuffer als Leerwert, aufsteigende Mengen
des Ausgangsmaterials der Immunisolierung (LSO-Fraktion) und die Immunisolate aufgetragen und die Bandenvolumen
ermittelt. Anhand der resultierenden Standardkurve wurden die relativen Proteinmengen fiir die entsprechenden Proteine in
den Immunisolaten bestimmt. AnschlieBend wurden die Verhéltnisse aus der relativen Proteinmenge des kolokalisierenden
Proteins (POIl) und des Proteins, gegen das isoliert wurde (Bezugsprotein), errechnet. Im Rahmen: Formel zur Berechnung
der relativen Haufigkeit der Proteine.

2.6.7 Praadsorption der Antikorper

Fiir die WB-Analyse wurde zur Bestimmung der Spezifitidt der Antikérper der Préadsorptionstest
durchgefithrt. Dazu wurden 10ug des Kontrollpeptids, dass zur Immunisierung des antikdrperpro-
duzierenden Tieres verwendet wurde, in 1mL Antikérperlésung mit dem entsprechenden Antikorper
inkubiert (30min, bei RT, gelegentliches Schiitteln). Die Verdiinnungen der Antikoérper entsprachen
denen in der WB-Analyse. Es wurden je 10ug P2 (Ratte) pro Gelspur analysiert und jeweils ein Nitro-
zellulosestreifen mit und ohne praadsorpiertem Antikérper inkubiert. Eine erfolgreiche Priaadsorption
ist durch das Fehlen der spezifischen Bande des untersuchten Proteins erkennbar.

Die monoklonalen Primérantikorper, die bei der Immunisolierung Verwendung fanden, wurden eben-
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falls mit dem Praadsorptionstest untersucht. Nach der Beschichtung und dem Waschen der Pan-Mouse-
IgG-Beads (Abs. 2.6.5.4) wurden diese mit 10ug Kontrollpeptids je 1,4*107 Beads unter stindigem
Schiittel fiir 1h bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurden die praadsobierten Beads viermal in je 1mL
Inkubationspuffer (PBS+0,1%BSA) durch Triturieren gewaschen und der weiteren Immunisolierungs-
prozedur zugefiihrt (Abs. 2.6.5.4).

2.6.8 Silberfarbung aufgetrennter Proteine

Die Silberfarbung aufgetrennter Proteine im Polyakrylamidgel erfolgte nach Shevchenko et al. (1996).
Das Gel wurde zuerst in 50% Methanol und 5% Essigsaure in ddH5O fiir 20min fixiert und anschlieflend
fiir 10min in 50% Methanol gewaschen. Die Essigsdure wurde durch zehnminiitiges Waschen in ddH;O
entfernt. Die Reduktion und Sensibilisierung erfolgte fiir 1min in 0,02% NaS203. Anschlieflend wurde
zweimal 1min in ddH2O gespiilt und nachfolgend fiir 20min bei 4°C in gekiihlter 0,1% AgNO3-Losung
inkubiert. Das Gel wurde zweimal 1min in ddHyO gewaschen. Die Entwicklung erfolgte in 0,04%
Formalin (aus 37% Formaldehyd in ddH20) und 2% NagCOs3. Diese Losung wurde bei aufkommender
Gelbfarbung der Gele erneuert. Die Entwicklung hatte in transparenter Losung zu erfolgen. Nach dem
Erreichen der gewiinschten Farbintensitdt wurde der Entwickler entfernt und die Reaktion mit 5%
Essigsdure gestoppt. Die Lagerung der entwickelten Gele erfolgte in 1% Essigsaure bei 4°C. Die Gele
wurden zur Auswertung in Plastikfolie eingeschweifit und anschliefend mit einem handelsiiblichen

Scanner digitalisiert.

2.6.9 Immunelektronenmikroskopische Analysen

2.6.9.1 Gewebevorbereitung

Die Einbettung des Gehirngewebes erfolgte mit Ratte, die durch ein Gemisch aus Medetomidin
(500ug/kg Korpergewicht) und Ketamin (75mg/kg Koérpergewicht) anesthesiert und durch den linken
Herzventrikel mit frischem Perfusionsfixanz perfundiert wurden. Das Gehirn wurde entnommen, die
gewiinschten Areale herausprépariert und iiber Nacht bei 4°C in frischem Perfusionsfixanz nachfixiert

und aufbewahrt.

2.6.9.2 Gefriersubstitution

Es wurden vom Hippokampus und Cerebellum koronale Schnitte mit einer Dicke von 1 - 2mm ange-
fertigt. Diese wurden nach zwei verschiedenen Protokollen gefriergeschiitzt.

Protokoll 1: Die Schnitte wurden sechsmal 10min in 0,1M PB gewaschen und in eine aufsteigende
Glycerolreihe (10, 20, 30% je 1h) in PB eingetaucht und iiber Nacht in 30% Glycerol bei 4°C belassen.

Am néchsten Tag wurde das Gewebe auf einem Filterpapier getrocknet und in -70°C kaltes n-Hexan
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getaucht.

Protokoll 2: Die Schnitte wurden sechsmal 15min in 0,1M PB gewaschen. Anschliefend wurden
sie sechsmal 10min in 0,05M Tris-Maleat-Puffer, je 1h in 0,5M, 1M, 1,5M Saccharose in Tris-Maleat-
Puffer und 1h in 2M Saccharose in Tris-Maleat-Puffer bei RT {iber Nacht bei 4°C schiittelnd inkubiert.
Anschlieend wurden die Schnitte auf einem Filterpapier getrocknet und auf einem Metallblock ein-
gefroren.

Die eingefrorenen Proben wurden in Methanol in eine vorgekiihlte Kammer (-90°C) einer Gefriersubsti-
tutionsapparatur tberfiihrt. Das Gewebe wurde zwei bis dreimal fiir je 1h in kaltem Methanol (-90°C)
gewaschen und tiber Nacht in wasserfreiem Methanol (-90°C) mit 2% Uranylacetat (w/v) als Kontrast-
mittel inkubiert. Am dritten Tag wurden die Proben mehrmals in wasserfreiem Methanol gewaschen
um restliches Wasser und Uranylacetatreste zu entfernen, bevor sie vom Kunstharz (Lowycryl HM20)
durchdrungen wurden. Wéhrend dieses Prozesses wurde die Temperatur schrittweise programmgesteu-
ert von -90°C auf -50°C (iiber Nacht bei -50°C) erhéht. Am vierten Tag wurde der Einbettprozess bei
-50°C mit steigendem Verhéltnis aus Harz und Methanol (je 1h: 1:2, 1:1, 2:1) fortgefithrt. Schliellich
wurden die Proben in reinem Harz zweimal 1h und bei -50°C iiber Nacht inkubiert. Am fiinften Tag
wurden die Proben in Gelatinekapseln, gefiillt mit reinem Harz (-50°C), iiberfiihrt. Die Polymerisation
des Harzes fand iiber Nacht bei -50°C mittels einer UV-Lampe (Wellenldnge 360nm) statt. Von Tag
sechs bis zehn polymerisierten die Proben bei schrittweisem Anstieg der Temperatur (-50°C bis -20°C
und von -20°C bis 420°C) aus. Zum Schluss wurden die eingebetteten Proben aus den Gelatinekapseln

gelost und zur weiteren Bearbeitung aufbewahrt.

2.6.9.3 Trimmen und Ultradiinnschnitte

Die Blocke mit eingebettetem Material wurden mit einer Rasierklinge getrimmt, sodass eine trapezoide
Flache entstand. Mit einem Ultramikrotom wurden 40-70nm diinne einzelne bzw. Schnitte in Serie
abgetragen. Diese Schnitte wurden auf formvar-befilmte Kupfer- bzw. Nickelgrids (Nickelnetzchen)
platziert und bis zur weiteren Bearbeitung (Kontrastierung oder zytochemische Markierungen) bei
RT aufbewahrt.

2.6.9.4 Postembedding-Immungold-Markierung (PIM)

Alle Schritte der PIM mit Ausnahme der Primérantikorperinkubation wurden bei RT durchgefiihrt.
Fiir Doppelmarkierungen wurden 70nm-Schnitte verwendet, die zweimal 5min in 0,1M PBS und
0,001% Triton X-100 und Tween-20 inkubiert wurden und fiir 90min in PBS mit 0,001% Triton X-100,
Tween-20 und 2% BSA und 5% NGS geblockt wurden. Nach der Absattigung unspezifischer Bindungs-
stellen wurden die Schnitte mit dem Primérantikérper in Blocklosung tiber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer (Petrischale mit feuchten Filterpapieren) inkubiert. Die Inkubation wurde durch
mehrmaliges Waschen in PBS/0,001% Triton X-100/0,001% Tween-20 gestoppt. Der Primérantikor-

per wurde durch 5 bzw. 10nm goldpartikelmarkierten Sekundéarantikérper aus dem Kaninchen oder
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Meerschweinchen sichtbar gemacht. Die Inkubation mit dem Sekundéarantikérper erfolgte fiir 75min
in einer feuchten Kammer in PBS (4 0,001% Triton X-100, + 0,001% Tween 20, + 0,5% azetyliertes
BSA®). Danach wurden die Schnitte mehrmals in PBS (+ 0,001% Triton X-100, + 0,001% Tween-20),
dann in reinem PBS und abschliefend in ddH2O gewaschen. Zur Kontrastierung wurden die Schnit-
te 2min auf Tropfen von 2% Uranylacetat in ddH2O und anschliefend fiir 30s auf Bleizitrat (nach
Reynolds) inkubiert. Unmittelbar nach der Kontrastierung wurden die Schnitte in ddH2O gewaschen,
schnell mit Filterpapieren an der Kante getrocknet und dunkel gelagert. Markierte Strukturen wurden
mittels eines Elektronenmikroskops fotografiert und als digitalisiertes Foto abgelegt.

Alle kontrastierten Grids sind dunkel zu lagern, um ein Ausbleichen zu verhindern.

2.6.9.5 Befilmen der Grids

Die Ultradiinnschnitte wurden auf Silber- oder Kupfergrids (Slots oder mit Gittermafl: 200-Mesh)
aufgebracht. Um dem Schnitt Stabilitdt gegen die mechanische und thermische Beanspruchung durch
den Elektronenstrahl zu verleihen, wurde eine Befilmung der Grids in Formvar (1% Formvar (w/v) in
Chloroform) vorgenommen. Diese Glasobjekttrager wurden zu 2/3 in Formvar eingetaucht und die-
ser dann mit gleichméfiger Geschwindigkeit abgelassen. Die Geschwindigkeit des Ablassens bestimmt
die Filmdicke. Die Farbe des Films sollte blau (diinn) bis golden (dick) sein, um eine ausreichende
Stabilitdat zu gewédhrleisten. Nach 30s Trocknungszeit wurde der Film von den Réndern des Objekt-
tragers mit einer Rasierklinge getrennt. Der Objekttrédger wurde nun langsam senkrecht in sauberes
dH>O getaucht, wodurch sich der Film abléste und auf dem Wasser schwamm. Grids wurden dann auf
den schwimmenden Film gelegt, den man an Parafilm anschwimmen lief3;, um ihn so aus dem Wasser
zu nehmen. Nach kurzer Trocknung wurden die Grids mit einer Pinzette vom Parafilm abgehoben
und staubfrei gelagert. Die Stabilitdt des Films ohne Schnitt wurde am Elektronenmikroskop durch

unterschiedlich starke Bestrahlung getestet.

2.6.10 Neurotransmitteraufnahme in synaptische Vesikel

2.6.10.1 NT-Aufnahme in SV der LP2-Fraktion

Alle Arbeitsschritte erfolgten innerhalb kiirzester Zeit und bei niedriger Temperatur (auf Eis), um die
Funktionstiichtigkeit der SV zu erhalten. Das LP2 wurde im entsprechenden Aufnahmepuffer resus-
pendiert (Abs. 2.6.1). Die Neurotransmitteraufnahme (NT-Aufnahme) in die SV der LP2-Fraktion,
erfolgte in dem entsprechenden Aufnahmepuffer (Abs. 2.2.5), der zusitzlich den tritiummarkierten
(®H-) und/oder den unmarkierten NT und andere Zusétze enthielt (Tab. 2.3).

Die Ansétze wurden bei 25°C fiir 10min und 1400rpm in einem Thermomixer inkubiert. Die NT-
Aufnahme wurde mit 380uL eiskaltem NT-Aufnahmepuffer gestoppt. Die SVs wurden anschlieend
pelletiert (435000xg,q Rotor TLA-120.1, 4°C, 10min) und dann einmal mit 550uL und einmal mit

600uL Aufnahmepuffer ohne Zuséitze gewaschen. Das Pellet wurde zwischen den Waschschritten nicht
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resuspendiert, um ein HerausflieBen des NT aus den SV zu verhindern. Anschlielend wurden die Prote-
ine der SV-Membranen in 200uL 0,4% Triton X-100 fiir 30min bei 35°C und 1400rpm im Thermomixer
herausgeldst. Dadurch wird der aufgenommene NT in den Puffer abgegeben. 100uL des Uberstandes
wurden in 4mL Szintillatorlosung gegeben und kriftig gemischt. In einem Szintillator wurden die
radioaktiven Zerfille pro Minute in DPM ermittelt. Die Messwerte wurden geréteintern iiber 1min
gemittelt. Fir die NT-Aufnahme wurden Vierfachbestimmungen und fiir die Aufnahme in Gegenwart
von Inhibitoren des jeweiligen Transporters wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Der KGC3-Puffer wurde standardméfig fiir die GABA- und Glutamat-Aufnahme bzw. KG3-Puffer
fiir die 5HT-Aufnahme verwendet.

Tabelle 2.3 — Zusitze fiir die NT-Aufnahmelssungen.

Komponenten Inhibitor Konzentration Spezifitdt  Literatur
GABA-Aufnahme
SH-GABA 1uM
GABA 199,M
Bafilomycin 2uM  V-ATPase Fykse und Fonnum (1988)
Nigericin 5uM  unspezif. Fykse und Fonnum (1988)
Valinomycin 20uM  unspezif. Fykse und Fonnum (1988)
Glutamat-Aufnahme
3H-Glutamat 0,5uM
Kaliumglutamat 49,5uM
Trypanblau 1uM  VGLUT Roseth et al. (1995)
Serotonin-Aufnahme
3H-Serotonin 40nM
Ascorbinsiure 1mM
Reserpin 6uM  VMAT1/2 Johnson (1988)

2.6.10.2 NT-Aufnahme in immunisolierte SV

Fir die NT-Aufnahme an immunisolierten SV wurden primérantikorper-beschichtete M-280 Sheep
anti-Mouse IgG Beads mit 35 bis 55ug LS1 pro 107 Beads (Endvolumen: ca. 10mg Bead + 1mL
LS1 + 0,5mL des entsprechenden Aufnahmepuffers) fiir 2h bei 4°C unter standigem Schiitteln und
Rotieren (Dynal Samplemixer MX1) inkubiert (siehe Abs. 2.6.5.4). Nach der Inkubation wurden die
Immunisolate dreimal in dem entsprechenden Aufnahmepuffer je 10x schonend trituriert. Dieser Ansatz
wurde zu je 60ul. auf 0,5mL Ultrazentrifugen-Réhrchen aufgeteilt und der NT-Aufnahme, wie im
Abs. 2.6.10.1 beschrieben, zugefiihrt. Der erste Zentrifugationsschritt erfolgte bei 435680xg,42, 10min
und 4°C im Rotor TLA-120.1. Nach der Behandlung und Lyse mit Triton-X 100 wurden die Beads in
einem letzten Zentrifugationsschritt (108920xg;,q4., 10min, 4°C, Rotor TLA-120.1) von der fliissigen
Phase getrennt und der Uberstand wie beschrieben weiterbearbeitet (Abs. 2.6.10.1).
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2.6.11 Quantitative Analyse der Immunsignale

Fiir die statistische Analyse wurde der ein- bzw. zweiseitige Studentische t-Test fiir unterschiedliche
Varianzen verwendet.

Die Ermittelung der Proteinkonzentrationen erfolgte durch Vierfachbestimmungen. Die Datenerhe-
bung zur NT-Aufnahme erfolgte teils durch Dreifachexperimente mit Vierfachbestimmungen. Experi-
mente mit anschliefender Quantifizierung der Westernblotsignale wurden drei- bis viermal wiederholt.
Fiir die elektronenmikroskopischen Arbeiten erfolgten je Gehirnareal zwei unabhéngige Einbettungen.
Je Markierungsbedingung wurden mindestens 25 prasynaptische Nervenendigungen von zwei unter-

schiedlichen Schnitten vermessen.
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3.1 Anreicherung synaptischer Vesikelproteine

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden an synaptischen Vesikeln (SV) der Ratte bzw. Maus und
an synaptischen Endigungen der Ratte durchgefiihrt. Anhand von SDS-PAGE/Westernblot-Analysen
(WB-Analysen) soll die Anreicherung von SV demonstriert werden.

Eine grundlegende Methode synaptische Vesikel aufzureinigen ist die subzelluldre Fraktionierung des
Gehirns. Hierbei werden SVs schrittweise angereichert (Abb. 3.1). Das homogenisierte Gehirn adulter
Ratten wurde durch mehrere Zentrifugationsschritte in die subzelluldren Gehirnfraktionen Homogenat
(H), Pellet 1, 2 (P1, 2), die Fraktionen nach osmotischer Lyse 0, 1, 2 (LSO, 1 und 2) und die daraus
gewonnenen Pellets (LP1 und 2) aufgeteilt. Es wurden 5 bzw. 10ug Protein je Fraktion und Spur auf
die Gele aufgetragen. In den Fraktionen wurden anschlieBend das vesikelassoziierte Protein (Rabb),
pra- und postsynaptische Proteine (Syntaxin HPC1, NMDA-Rezeptor 1) und vesikuldre Transmem-
branproteine (Syp, Syg, Sypor und Syb und die vesikuldren Neurotransmittertransporter VGLUT1,
VGLUT2 und VGAT) nachgewiesen. Dabei wurden Antikorper, die in verschiedenen Wirtstieren her-
gestellt wurden, verwendet.

Das vesikelassoziierte Protein Rab5 und die vesikuldren Transmembranproteine zeigen eine Anrei-
cherung. Der postsynaptische NMDA-Rezeptor 1 wurde bis zum LP1 angereichert und erfuhr eine
Abnahme mit fortschreitender Anreicherung der SV. Der Lyseiiberstand LS2 enthéilt zytosolische
Komponenten und Proteine, die transient mit Vesikeln assoziiert bzw. von ihnen dissoziiert sind (z.B.
Rabb). Der Proteinnachweis mit Antikérpern aus unterschiedlichen Wirtstieren erbrachte vergleichba~
re Signale.

Mit der Methode der subzellulldren Fraktionierung ist es somit moglich SV anzureichern.

3.2 Spezifitdt der Antikorper - Praadsorption

Die Spezifitat der Antikorper ist entscheidend fiir die Detektion des entsprechenden Proteins. Darum
wurde im Folgenden die Spezifitdt der Antikérper gegen ausgewihlte Proteine, die in der vorliegenden
Arbeit verwendet wurden, untersucht.

Die Antikorper, gerichtet gegen die vesikuldren Neurotransmittertransporter (NT-Transporter)
VGLUT1, VGLUT2 und VGAT, wurden hierzu mittels eines Préaadsorptionstests untersucht. Jeder
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subzellulare Fraktionen
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Abbildung 3.1 — Anreicherung synaptischer Ve-  Syntaxin HPC1 (M)— "

sikel. In den subzellulédren Fraktionen Homogenat (H) 38kDa
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wiesen. Vesikulédre Proteine zeigen eine Anreicherung bis 25kDa

zur LP2-Fraktion. Im Gegensatz dazu erfahren pra- und Synaptobrevin (M) — M
postsynaptische Proteine eine Abnahme. 18kDa

Antikoérper wurde mit und ohne Inkubation durch sein entsprechendes Kontrollpeptid, das zur Im-
munisierung des Wirtstieres verwendet wurde, an der Gehirnfraktion P2 einer adulten Ratte getestet
(Abb. 3.2). Es wurden mono- und polyklonale Antikérper aus der Maus bzw. aus dem Kaninchen
untersucht.

Die Inkubation mit 10ug der entsprechenden Kontrollpeptide reichte aus, um die untersuchten An-
tikérper — in den Verdiinnungen, die auch fiir die WB-Analysen eingesetzt wurden — spezifisch und
vollstandig abzuséattigen. Dadurch konnte die Bindung der Antikérper an das Proteine im Blot unter-
driickt werden.

Der Antikérper VGLUT1G6 wird vom Hersteller nicht fiir WB-Analysen empfohlen und zeigte nur
eine verdringbare Bande bei 120kDa, die wahrscheinlich VGLUT1-Dimere darstellt. Der VGLUT1G6-
Antikorper ist fiir Immunisolierungs- bzw. Prézipitationsversuche empfohlen und wird daher fir die

folgenden Immunisolierungen verwendet.

3.3 Etablierung der Immunisolierungstechnik

Die Immunisolierung ist eine anerkannte Methode, um die Proteinausstattung von Organellen, wie den

synaptischen Vesikeln, zu untersuchen. Mit Hilfe dieser Methode kénnen nicht nur Vesikel im Allge-
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Abbildung 3.2 — Priadsorptionstest. Die Spezifitit der Antikdrper gegen die vesikularen Neurotransmittertransporter
VGLUT1, VGLUT2 und VGAT wurde mit dem Praadsorptionstest im WB-Verfahren untersucht. Jede Gelspur wurde mit
10ug der P2-Fraktion beladen. AnschlieBend wurde ein Blotstreifen mit dem Antikdrper gegen den entsprechenden NT-
Transporter inkubiert. Ein anderer Blotstreifen wurde mit dem gleichen Antikérper nach Praadsorpition mit 10ug des
entsprechenden Kontrollpeptids, das zur Immunisierung des Wirtstieres verwendet wurde, inkubiert. Die Inkubation der
Blots mit dem unbehandelten Antikérper (jeweils links je Spurenpaar) ergab eine Bande auf Hohe des Molekulgewichtes
des gesuchten NT-Transporters. Die Praadsorbtion mit dem entsprechenden Kontrollpeptid verhindert die Markierung
des NT-Transporters (jeweils rechts je Spurenpaar, ,,+Kp"). Die untersuchten Antikérper, hergestellt in der Maus (M),
wurden fiir Immunisolierungsversuche verwendet. Die untersuchten Antikérper, hergestellt im Kaninchen (K) wurden fiir
die WB-Analysen verwendet. Der Antikérperklon VGLUT1G6 ist laut Hersteller nicht fiir den Westernblot geeignet, ist
jedoch gegen das gleiche Kontrollpeptide wie VGLUT1D5 gerichtet und wurde fiir die Immunisolierungen verwendet. Die
Molekulargewichte des Proteinmarkers sind in kDa links aufgefiihrt. ,,-“: Immunisolierung unter Standardbedingungen;
.+Kp": Vorinkubation des Primarantikdrpers mit dem Kontrollpeptid.

meinen, sondern auch bestimmte Vesikelsubtypen, die zusammen eine vesikuldre Subpopulation (SP)
bilden, angereichert werden. Diese SP kann anschlieflend z.B. durch Proteomic- oder WB-Analysen
hinsichtlich ihres Proteinbesatzes untersucht werden. Die WB-Analyse setzt voraus, dass das gesuchte
Protein bekannt und ein Antikérper gegen dieses Proteine vorhanden ist.

Fiir die vorliegende Studie musste die Immunisolierung synaptischer Vesikel aus subzelluldren Fraktio-
nen des Gehirns im Labor der AG Ahnert-Hilger zunéchst etabliert werden. Hierzu wurden verschie-
dene Parameter wie die Beadkonzentration, Primarantikrpermenge und die Menge der eingesetzten
Vesikelfraktion optimiert werden. Damit sollten spezifische Isolierungen mit maximaler Isolierungs-

ausbeute und die Reduzierung unspezifisch gebundenen Materials erreicht werden.

3.3.1 Optimierung der Beadkonzentration

Groflere Mengen entsprechend beschichteter Beads sollen die Interaktionen zwischen SV und Antikor-
per erhohen. Um die optimale Beadmenge fiir die Immunisolierungsprozedur zu ermitteln (vergleiche
Abb. 2.2), wurde eine SP generiert, die eine Mischung aus sekretorischen SV enthélt.

Es wurden 1, 3 und 10mg Beads (M-500 Subcellular) mit einem gegen Syp gerichteten Antikorper in
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einem konstanten Bead-anti-Syp-Antikorperverhéltnis (4ug Antikorper/ 1,4¥107 Beads = 1mg Beads)
beschichtet. Das vesikuldre Protein Syp diente in diesem Versuch als Marker fiir SV. Als Kontrolle
auf unspezifisch gebundenes Material wurden 10mg Beads ohne Primérantikorper (oAk) verwendet.
Die antikoérperbeschichteten und unbeschichteten Beads wurden mit einer konstanten Menge der LSO-
Fraktion (75ug LSO-Fraktion, Herstellerempfehlung: 10-200ug) inkubiert (Abb. 3.3).

Das Ausgangsmaterial (LSO-Fraktion), das Immunisolat (SP), die Isolierung mit Beads ohne Pri-

Immunisolierung

LSO SP Us sp Us sp U

S oAk Us
2 -t
.

1mg 3mg 10mg 10mg

Beads Beads Beads Beads

Abbildung 3.3 — Optimierung der Immunisolierungsmethode: Beadkonzentration. Beads (Typ: M-500 Subcellular)
wurden mit einem konstanten Bead-anti-Syp-Antikorperverhaltnis (4ug Antikorper/1,4*107 = 1mg Beads) beschichtet.
Es wurden sowohl 1, 3 und 10mg der beschichteten Beads als auch 10mg der Beads ohne Primarantikorper als Kontrolle
fiir unspezifisch gebundenes Material mit jeweils konstanter Menge der LSO-Fraktion (75ug) inkubiert. Die LSO-Fraktion,
die Isolate und Isolierungsiiberstinde wurden im SDS-PAGE/WB-Verfahren beziiglich einer Syp-Prasenz analysiert. Im
Vergleich zum Einsatz von 1mg Beads ist eine geringe Steigerung der Isolierungseffizienz beim Einsatz von 3mg Beads
zu verzeichnen. Die schwachen Banden in den US-Fraktionen liegen in der noch nicht ausreichend angepassten Riickge-
winnung dieser Fraktion begriindet. Img Beads = 1,4*10" Beads. SP = SV-Subpopulation, US = Isolierungsiiberstand,
oAk = Isolierung ohne Primérantikérper.

mérantikdrper (oAk) und nichtisolierte Bestandteile (Isolierungssiiberstand = US) wurden im SDS-
PAGE/WB-Verfahren analysiert.

Die Detektion des Syp im den Isolaten zeigte nur eine geringfiigige Erhéhung der Isolierungseffizienz
bei einer Verdreifachung der eingesetzten Beadmenge (von 1mg auf 3mg Beads). Die Verwendung von
10mg Beads bewirkte keine weitere Steigerung der Isolierungseffizienz. Die Negativkontrolle wies eine
drastisch reduzierte Menge isolierter SV auf.

Aufgrund des geringeren Materialeinsatzes und der nur geringfiigigen Verbesserung der Isolierungsef-
fizienz bei der Verwendung von 3 und 10mg Beads, wurde 1mg der Beads mit der jeweiligen Antikor-

perbeschichtung fiir die weiteren Immunisolierungsversuche verwendet.

3.3.2 Optimierung der Antikorpermenge

Des Weiteren sollte die optimale Menge des Primérantikorpers fiir die Beschichtung der Beads ermit-
telt werden.

Dazu wurden jeweils konstante Beadmengen (1mg, M-500 Subcellular) mit 4, 6 und 8ug des Anti-
korpers gegen Syp beschichtet (Abb. 3.4) und anschlieBend mit konstanten Mengen des Ausgangs-
materials (75ug LSO-Fraktion) inkubiert. Als Kontrolle auf unspezifisch gebundenes Material wurden
Img Beads ohne Primérantikorper (0Ak) verwendet. Das Ausgangsmaterial, die SPs, die Isolierung
ohne Primirantikorper (oAk) und die entsprechenden US wurden mittels SDS-PAGE/WB-Verfahren
analysiert. In allen Proteinproben wurde Syp als Marker fiir SV verwendet. Die Bandenstirken des

Syp-Nachweises zeigten keine deutliche Verbesserung der Isolierungseffizienz bei erhéhtem Antikor-
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Immunisolierung

Lso sp Us sp Us sp UsS oAk Us

4ug 6ug 8ug
Syp-Ak Syp-Ak Syp-Ak

Abbildung 3.4 — Optimierung der Immunisolierungsmethode: Antikérpermenge. Je 1mg Beads (M-500 Subcel-
lular) wurde mit 4, 6 und 8ug Antikdrper gegen Syp beschichtet und mit jeweils konstanter Menge der LSO-Fraktion
(75ug) inkubiert. Die Inkubation der Beads ohne Primarantikérper diente der Kontrolle auf unspezifisch gebundenes
Material. Die LSO-Fraktion, die Isolate und Isolierungsiiberstinde wurden mit dem SDS-PAGE/WB-Verfahren beziiglich
des SV-Markerproteins Syp analysiert. Eine Steigerung der Isolierungeffizienz mit erhéhtem Antikorpereinsatz ist nicht
erkennbar. 1mg Beads = 1,4*¥107 Beads. SP = SV-Subpopulation, US = Isolierungsiiberstand, oAk = Isolierung ohne
Primarantikorper.

pereinsatz. Weiterhin konnte in diesem Versuch die US-Riickgewinnung optimiert werden, was an
stirkeren Banden in den US deutlich wird (vgl. Abb. 3.3).

Fiir die weiteren Beadbeschichtungen werden 4ug Antikérper je 1mg Beads verwendet wurden.

3.3.3 Optimierung des Materialeinsatzes

Schliefllich sollte der Materialeinsatz der LSO-Fraktion fiir die Immunisolierung optimiert werden. In
diesem Fall sollte die Wahrscheinlichkeit fiir Antikérper-Antigen-Wechselwirkungen durch eine Zunah-
me der Menge des angebotenen Epitops erhoht werden (vergleiche Abs. 3.3.1, Abb. 3.3).

Dafiir wurden jeweils Beads (M-500 Subcellular) mit einem konstanten Bead-anti-Syp-Antikérperver-
hiltnis ((4pug Antikorper/1,4¥107 Beads = 1mg Beads)) mit aufsteigenden Mengen der LS0-Fraktion
inkubiert (37,5 (halbe), 75 und 112,5ug (doppelte) Menge der LS0-Ausgangsmenge, Abb. 3.5). Das
Ausgangsmaterial, die SPs, die Isolierung ohne Primirantikérper (oAk) und die entsprechenden US
wurden mittels SDS-PAGE/WB-Verfahren analysiert und Syp als Marker fiir SV in den Blots detek-

tiert.

Die stérkste Bande fiir Syp war in der Inkubation mit 75ug der LSO-Fraktion erkennbar. Eine Ver-

Immunisolierung

LSO sP Us sp Us sp Us oAk Us

Syp

37.5ug 75u9 112,5ug
LSO LSO LSO

Abbildung 3.5 — Optimierung der Immunisolierungsmethode: Materialeinsatz. Die Immunisolierung erfolgte mit
Beads (M-500 Subcellular) eines konstanten Bead-anti-Syp-Antikorperverhiltnisses (4ug Antikérper/1,4¥107 Beads =
1mg Beads). Diese wurden mit verschiedenen Mengen der LSO-Fraktion inkubiert (37,5, 75, 112,5ug LSO-Fraktion).
Die Inkubation der Beads ohne Primarantikérper diente der Kontrolle auf unspezifisch gebundenes Material. Die LSO-
Fraktion, die Isolate und Isolierungsiiberstinde wurden mit dem SDS-PAGE/WB-Verfahren beziiglich der Syp-Présenz
analysiert. Die Inkubation mit 75ug der LSO-Fraktion zeigte das stirkste Signal. 1mg Beads = 1,4*10” Beads. SP =
SV-Subpopulation, US = Isolierungsiiberstand, oAk = Isolierung ohne Primarantikdrper.

doppelung der eingesetzten Materialmenge verbessert die Isolierungsausbeute nicht. Die Signalstéirke
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nimmt nur in dem entsprechenden US zu.

Das bedeutet, dass alle Antikérperbindungsstellen mit Syp besetzt bzw. abgesittigt waren. Die wei-
teren Immunisolierungen wurden demzufolge mit 75ug der LSO-Fraktion je 1mg Beads durchgefiihrt.
Durch eine zeitweilige Anderung der Produktpalette des Herstellers, wurden die nachfolgenden Ver-
suche mit Beads des Types Pan-Mouse-IgG durchgefiihrt. Aufgrund &dhnlicher Eigenschaften dieser
Beads wurde nur die Antikérpermenge fiir die Beschichtung dieser Beads auf 0,5-1ug Antikérper je
107 Beads (Img = 1,4*107 Beads) geéindert.

3.3.4 Kreuzreaktivitat des Sekundarantikorpers

Antikérper werden in einem Wirtstier gezielt gegen artspezifische Aminosiduresequenzen (Epitope)
gebildet. Bindet der resultierende Antikoérper auch unabhingig von der Tierart an Epitope, kann
es zu unerwiinschten Antikorper-Antigen-Bindungen — Kreuzreaktionen — kommen. Dieser Fall kann
z.B. zwischen dem peroxidasemarkierten, gegen Kaninchen gerichteten Pferdeserum, dem peroxidase-
markierten, gegen Meerschweinchen gerichteten Pferdeserum, dem peroxidasemarkierten, gegen Maus
gerichteten Ziegenserum, die in der WB-Analyse verwendet werden und den in der Maus hergestellten
Primérantikérpern, die fiir die Immunisolierungen verwendet wurden, auftreten. In diesem Fall wiirden
die peroxidasemarkierten Antikorper des Serums der WB-Analyse an die schweren (Molekulargewicht
50kDa) und die leichten Ketten (Molekulargewicht: 25kDa) des Priméarantikorpers der Immunisolie-
rung binden. Um diese falschpositiven Signale auszuschlielen, wurde ein Test auf die Kreuzreaktivtét
der verwendeten Antiseren und Antikérper durchgefithrt (Abb. 3.6).

Die Immunisolierungen mit Antikérpern gegen Syp, VGLUT1, VGLUT2 und ohne Primérantikoérper
(oAk, Kontrolle) wurden mit den antikérperbeschichteten Beads ohne Vesikelinkubation (Abb. 3.6, B)
verglichen (Schema der Immunisolierung: Abb. 2.2). Transporterproteine und andere vesikuldre Trans-
membranproteine mit einem Molekulargewicht von ca. 25 bzw. 50kDa wurden mit der WB-Analyse
detektiert. Als Nachweis der schweren und leichten Ketten der Primérantikorper in den Immunisola-
ten und den B-Proben wurde mit einem peroxidasegekoppelten, gegen Maus gerichteten Ziegenserum
inkubiert (Positivkontrolle).

Es konnten fiir die peroxidasemarkierten Sekundérantikorper, die gegen Kaninchen- und Meerschwein-
chen-IgG gerichtet sind, keine Banden auf der Hohe der schweren Ketten bzw. der leichten Ketten in
den B-Proben festgestellt werden, d.h. die peroxidasemarkierten Sekundéirantikérper reagieren nicht
kreuzreaktiv mit den Priméarantikérpern aus der Maus. Der Nachweis mit dem peroxidasegekoppelten,
gegen Maus gerichteten Ziegenserum produziert deutliche Banden in den Isolaten und den B-Proben
auf der Hohe der leichten (25kDa, nicht gezeigt) und der schweren Kette (50kDa). In den oAk-Proben
ist aufgrund des Fehlens der Primérantikorper kein Signal detektierbar.

Der Proteinnachweis in den Immunisolaten wurde nachfolgend iiberwiegend mit Antikérpern aus dem

Kaninchen durchgefiihrt.
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Abbildung 3.6 — Kreuzreaktivitit der peroxidasemarkierten Sekundarantikorper. Die Sekundarantikérper der WB-
Analyse wurden auf Kreuzreaktivitdt mit den Primarantikorpern der Immunisolierung getestet. Dazu wurden die Syp-,
VGLUT1-, VGLUT2-SP, die Kontrolle auf unspezifisch gebundenes Material (0Ak) und die jeweiligen beschichteten Beads
ohne gebundene SV aufgetragen. In den Proben wurden nur die Proteine detektiert, die ein dhnliches Molekulargewicht
wie die schweren (50 kDa, z.B. VGLUT1/2 und VGAT) und leichten Ketten (25 kDa, z.B. Syg) der Antikérper be-
sitzen. Es wurden Antikorper verschiedener Spezies und Firmen getestet. Die schweren Ketten des Primarantikorpers
konnten nicht mit gegen Kaninchen- oder Meerschweinchen-1gG gerichteten peroxidasemarkierten Sekundérantikorper
nachgewiesen werden. Das peroxidasegekoppelte, gegen Maus gerichtete Ziegenserum bindet an die schweren Ketten des
Priméarantikérpers der Immunisolierung (Blot mit leichter Kette nicht gezeigt) der SP- und B-Proben (Blot unten, Spur
1-6). Das Fehlen des Primarantikérpers in der oAk-Probe wird durch fehlende Banden angezeigt (Blot unten, Spur 7+8).
Verwendete Beads: Pan-Mouse-1gG. B = Bead-Antikoérper-Komplex, K = Kaninchen, Me = Meerschweinchen, oAk =
ohne Primarantikérper, SP = Subpopulation.

3.3.5 Spezifitat der Immunisolierung

Ein Problem der Immunisolierung stellen Bestandteile des Ausgangsmaterials dar, die unspezifisch an
beadgekoppelte Antikérper binden. Deshalb wurde die Spezifitdt der Antikorper wihrend der Immu-
nisolierung mit zwei verschiedenen Ansétzen untersucht — dem Praadsorptionstest und der Immuni-

solierung aus Syp~/~-Miusen.

3.3.5.1 Immunisolierung im Praadsorptionstest

Der Praadsorbtionstest, mit dem die Spezifitdt der Antikorper in der WB-Analyse untersuchte wurde
(Abb. 3.2), wurde mit den monoklonalen Primarantikérpern gegen VGLUT1, VGLUT2 und VGAT
in Immunisolierungsexperimenten in dhnlicher Weise wiederholt (Abb. 3.7).

Die Antikérperbindungsstellen fiir das vesikelstdndige Epitop wurden durch die Préadsorption mit
dem entsprechenden Kontrollpeptid besetzt. Daraus folgte eine reduzierte Isolierungseffizienz in den
+Kp-Proben.

Die jeweiligen Antikérper binden das Kontrollpeptid spezifisch, womit nur die freien Bindungsstellen
fir die Isolierung SV zur Verfiigung stehen. Die vollstindige Absattigung der Antikérper mit dem

Kontrollpeptid ist wahrscheinlich auch durch einen erhéhten Kontrollpeptideinsatz unter Standard-
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Abbildung 3.7 — Immunisolierung im Priadsorbtionstest Die in der Immunisolierung verwendeten beadgekoppelten
Primarantikorper wurden in diesem Test mit dem jeweiligen Kontrollpeptid, das zur Immunisierung des Wirtstieres ver-
wendet wurde, vorinkubiert und der weiteren Immunisolierung unterzogen. Es wurden 10ug des Kontrollpeptid je 1,4*¥107
komplett beschichtete Beads verwendet. Aufgetragen sind die LS0-Fraktion und die Isolate ohne (-) und mit vorgeschalte-
ter Kontrollpeptidvorinkubation der Primarantikérper (+Kp). Der WB-Nachweis erfolgte fiir Syp, VGLUT1, VGLUT2 und
VGAT. In allen kontrollpeptidbehandelten Proben sinkt die Immunisolierungseffizienz im Vergleich zur Isolierung unter
Standardbedingungen. Verwendeter Beadtyp: Pan-Mouse-IgG.

bedingungen nicht zu erreichen. Ebenso ist eine 100%ige Isolierung mit geringeren Mengen des zu

isolierenden Materials (Kontrollpeptid) unwahrscheinlich (vergleiche Abb. 3.5 und 3.11).

3.3.5.2 Immunisolierung aus Syp-KO-Mausen

Die Primérantikorper der Immunisolierung sind gegen ein spezifisches Protein gerichtet. Im Gegensatz
dazu ist die oAk-Bedingung aufgrund des fehlenden Priméirantikérpers gegen kein bestimmtes Prote-
in gerichtet. Zelluldres Material kann unspezifisch aufgrund der Anwesenheit eines beadgebundenen
spezifischen Primérantikérpers binden.

Um die Bindung unspezifischen Materials zu priifen, wurden als weitere Kontrolle auf Reinheit der
Immunisolierung Syp-, VGLUT1-, VGLUT2-, VGAT- und Rab5-SPs aus adulten Syp—/~-M#usen ge-
neriert. Die oAk-Bedingung ohne Primérantikérper diente der Kontrolle auf unspezifisch gebundenes
Material (Abb. 3.8).

Der Nachweis fiir Syp in der LS0-Fraktion, den SP und der oAk-Bedingung war negativ, was die Abwe-

Subpopulationen
N U
S«

N N X~ » N
S KO §

Abbildung 3.8 — Reinheit der Inmunisolierung. Die Rein-  SYp
heit der Immunisolierung soll anhand der Syp-, VGLUT1-,

VGLUT2-, VGAT-, Rab5-SP und der Kontrolle auf unspezifi- VGLUT1 . . - - -

sch gebundenes Material (0Ak, ohne Primarantikdrper) aus der

LSO-Fraktion von Syp~/~-Mausen (KO-Mausen) gezeigt wer-

den. Die LSO-Fraktion und die SPs wurden im WB-Verfahren VGLUTZ2 - =
hinsichtlich vesikularer Proteine untersucht. Der Antikorper ge-

gen Syp reagiert spezifisch, d.h. in der Syp-SP werden durch VGAT

das Fehlen des Syp-Epitops keine SVs und kein unspezifisches

Material isoliert. Vesikulare Proteine sind in der Syp-SP nicht Syg -_m
detektierbar. Verwendete Beads: Pan-Mouse-lgG. oAk = Im- T
munisolierung ohne Priméarantikorper. Syb

senheit dieses Proteins demonstriert. Als Folge konnte keine Syp-SP generiert werden. Daher konnten

weder Transporterproteine noch andere vesikuldre Proteine in der Syp-SP nachgewiesen werden. Die-
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ses Experiment zeigt exemplarisch, dass durch die Immunisolierung mit einem spezifischen Antikérper
kein unspezifisch gebundenes Material aufgrund von Aggregationen oder unspezifischen Anheftungen
angereichert wird.

Der Antikorper gegen Syp reagiert somit hochspezifisch. KO-Mé&use, in denen die vesikuldren NT-
Transporter bzw. Rab5 fehlen, sind nicht (ausreichend lange) lebensfahig bzw. standen dem Labor

nicht zur Verfligung.

3.3.6 Optimierung der Immunisolierung gegen VGAT

VGAT kommt im Vergleich zu Syp, VGLUT1 und VGLUT?2 deutlich weniger hdufig im Gehirn vor.
Das hat eine geringere Immunisolierungsausbeute VGAT-tragender SV zur Folge. Die Immunisolie-
rung mit Antikérpern gegen VGAT musste darum gezielt optimiert werden (Abb. 3.9).

In diesem Fall wurden Beads mit einem Bead-Antikérperverhiltnis von 107 Beads zu 0,5, 1 und

Immunisolierung
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Abbildung 3.9 — Optimierung der Immunisolierung gegen VGAT. Zur Optimierung der Immunisolierungen gegen
VGAT wurden konstante Beadmengen mit verschiedenen Antikdrpermengen beschichtet bzw. wurde das Inkubationsvolu-
men reduziert. Zusatzlich wurde die LSO-Fraktion und die Isolierungsiiberstdnde aufgetragen. Hier wurden Beads des Typs
Pan-Mouse-IgG verwendet. Eine Verdoppelung der Antikérpermenge und Halbierung des Inkubationsvolumen erwiesen
sich als optimal. Die SP wurden im SDS-PAGE/WB-Verfahren analysiert. Verwendete Beads: Pan-Mouse-lgG. US =
Isolierungsiiberstand, oAk = Isolierung ohne Primarantikorper.

2ug des Antikorpers gegen VGAT beschichtet. In einem weiteren Ansatz wurden Beads mit einem
Bead-Antikorperverhéltnis von 107 Beads zu 1ug des Antikorper gegen VGAT in einem doppeltkon-
zentrierten Vesikelansatz inkubiert. Beads ohne Priméarantikorper (oAk) dienten der Kontrolle auf
unspezifisch gebundenes Material.

In dem konzentrierteren Vesikelansatz erhoht sich die Wahrscheinlichkeit der Antikérper-Antigen-
Interaktion. Die Detektion des VGAT in diesem Ansatz zeigte das stérkste Signal.

Im Folgenden wird der Ansatz mit erhohter Vesikelmenge fiir die weiteren Immunisolierung gegen
VGAT verwendet.

3.3.7 Optimieren der Negativkontrolle

Da fiir die Immunisolierungen, die nur mittels SDS-PAGE/WB-Verfahren analysiert werden sollten
Pan-Mouse-IgG Beads und fiir Neurotransmitteraufnahmeversuche M-280 Beads verwendet wurden,

mussten die Negativkontrollbedingungen fiir beide Beadtypen angepasst werden (Abb. 3.10).
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Abbildung 3.10 — Optimierung der Negativkontrollen. Ziel dieses Versuchs ist die Optimierung der Negativkontrollen
hinsichtlich der Vermeidung unspezifisch gebundenen Materials. Es wurden Immunisolierungen aus dem Gehirn einer
adulten Ratte mit Antikoérpern gegen Syp beschichteten Pan-Mouse-lgG- und M-280-Beads durchgefiihrt. Der Test auf
die Bindung unspezifischen Material warend der Immunisolierung wurde sowohl durch die Beschichtung der Beads mit
normalem (unspezifischem) Maus-1gG (IgG) als auch ohne Priméarantikérper (oAk) untersucht. Die LSO-Fraktion und die
Syp-SPs wurden beziiglich der aufgefiihrten Proteine mit dem WB-Verfahren analysiert. Die Negativkontrolle mit Pan-
Mouse-lgG-Beads zeigte ohne Priméarantikoérper und die mit M-280-Beads mit unspezifischem IgG eine geringere Bindung
von unspezifischem Material. oAk = Isolierung ohne Priméarantikdrper; IgG = mit unspezifischem IgG aus der Maus.

Es wurde eine Syp-SP sowohl mit Pan-Mouse-IgG Beads als auch mit M-280 Beads isoliert. Zur Ver-
meidung der Bindung von unspezifischem Material wahrend der Immunisolierung wurden als Negativ-
kontrolle Beads zum einen mit unspezifischen Primérantikérpern (IgG, normales IgG aus der Maus)
beschichtet. Zum anderen wurden Kontrollbeads ohne Primérantikorper (oAk) fir die Immunisolie-
rung verwendet. Die LS0-Fraktion, die Syp-SPs und die Kontrollbeads wurden mit dem WB-Verfahren
hinsichtlich einiger vesikulérer, pra- und postsynaptischer Proteine analysiert.

Mittels der Immunisolierung mit Pan-Mouse-IgG Beads, die gegen Syp gerichtet war, konnten SVs
stiarker angereichert werden, als bei Verwendung der M-280 Beads. An Pan-Mouse-IgG Kontrollbeads
hat ohne Beschichtung mit normalem Maus-IgG weniger unspezifisches Material gebunden. Im Gegen-
satz dazu wurde durch die M-280 Kontrollbeads nach Beschichtung mit normalem Maus-IgG weniger
Material unspezifisch isoliert.

In den weiteren Experimenten werden die Pan-Mouse-IgG Kontrollbeads ohne und die M-280 Kon-

trollbeads mit dem normalen Maus-IgG beschichtet.

3.3.8 Effizienz der Immunisolierung

Die Immunisolierungseffizienz wird hier definiert als die Menge synaptischer Vesikel mit einem be-
stimmten Protein (in %), die aus der Gesamtmenge der SV im Ausgangsmaterials isoliert werden

kann. Die Isolierungseffizienz gibt Aufschluss iiber die Giite der Immunisolierung. Das Bandenvolu-
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men des entsprechenden Proteins im Ausgangsmaterial entspricht 100%. Die Isolierungseffizienz wird
durch die Affinitét, die Spezifitdt des Primérantikoérpers und die Hiufigkeit des entsprechenden Prote-
ins im Ausgangsmaterial (Gehirn bzw. Gehirnfraktion) beeinflusst. Mit dem folgenden Versuch wurde
die Effizienz der Immunisolierung abgeschétzt (Abb. 3.11).

Die Isolierungseffizienzen wurden fiir die Syp-, VGLUT1-, VGLUT2-, VGAT- und Rab5-SP anhand
eines reprasentativen Experiments bestimmt. Fiir die Kontrolle auf unspezifisch gebundenes Materi-
al wurden Beads ohne Priméarantikdrperbeschichtung verwendet. Die Werte der Isolierungseffizienzen
wurden durch die Werte der Negativkontrolle (0Ak) korrigiert.

Aus der LSO-Fraktion konnten ca. 60% der Syp-, 63% der VGLUTI1-, 49% der VGLUT2-, 43% der

100
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© 80

qg) 70
N 60 Abbildung 3.11 — Effizienz der Immunisolierung.
D 50 Zur Bestimmung der Immunisolierungseffizienz wurden
Y eine Syp-, VGLUT1-, VGLUT2-, VGAT- und Rab5-
5 40 SP angereichert. Die LSO-Fraktion und die SPs wur-
@ 30 den im WB-Verfahren auf ausgewahlte Proteine unter-
§ 20 sucht. Die Bandenvolumina wurden ermittelt und mit
- dem Bandenvolumen der Kontrollisolierung (oAk) kor-
10 ~ rigiert. Die Effizienzwerte sind in Prozent aufgetragen.
0 - Die SV-Menge im Ausgangsmaterial entspricht 100%.

Syp VGLUT1VGLUT2 VGAT Rab5 Dargestellt sind Einzelbestimmungen fiir jede SP. Ver-
Subpopulationen wendeter Beadtyp: Pan-Mouse-1gG.

VGAT- und 11% der Rab5-tragenden Vesikel isoliert werden.

Eine geringere Isolierungsmenge fiir VGLUT2 und VGAT korreliert mit der geringeren Exprimierung
dieser Proteine im Gehirn. Es konnten deutlich geringere Mengen Rab5b-tragender SV bzw. frither
Endosomen isoliert werden. Rabb ist ein vesikel- bzw. endosomenassoziiertes Protein. Dieses Protein

konnte sich vor oder wéhrend des Isolierungsprozesses teilweise von den Vesikeln/Endosomen ablo-

sen.

3.3.9 Qualitative Unterschiede im Proteinbesatz der vesikularen Subpopulationen

Mit Hilfe einer Silberfarbung wurden die SPs zuerst unspezifisch auf qualitative Unterschiede in der
Proteinausstattung untersucht (Abb. 3.12).

Hierzu wurden das Ausgangsmaterial (LSO-Fraktion), die fiinf SPs und die Kontrolle auf unspezifisch
gebundenes Material (0Ak) aufgetragen. Die Proteine wurden mit dem SDS-PAGE-Verfahren in einem
relativ weiten Molekulargewichtsbereich aufgetrennt (ca. 17 bis 170kDa).

Im Vergleich zur LSO-Fraktion sind in den SP durch die selektive Isolierung der Vesikel deutlich weniger
Proteinbanden zu erkennen. Ursache fiir die deutlichen Banden in den SP und der Kontrollbedingung
sind die leichten (25kDa) und schweren Ketten (50kDa) des Primérantikérpers der Immunisolierung
und das Rinderserumalbumin (BSA), das zum Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen der Beads

verwendet wurde (Pfeile, exemplarisch fiir die Syp-SP, Abb. 3.12). Im Bereich zwischen 26 und 55kDa
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Abbildung 3.12 - Silberfirbung der SV-SP.

Die LSO-Fraktion und die SPs wurden auf qua- 43
litative Unterschiede untersucht. Dazu wurden
die Proben dem SDS-PAGE-Verfahren unterzo-
gen und die Proteine anschlieBend durch Silberfar-

bung sichtbar gemacht. Die Proben liefen in einem
10%igen Gel. Deutlich zu erkennen sind sowohl 26 — 4 '
die Banden der schweren (ca. 50kDa) und leich-

ten (ca. 25kDa) Kette der Antikérper als auch die
Bande des BSA bei ca. 65kDa (Pfeile, Beispiel:
Syp-SP). Diese Banden maskieren die gesuchten
Proteine.

sind schwache Banden um 38kDa in allen SPs und der LSO-Fraktion erkennbar. In diesem Bereich
befinden sich vesikuldre Transmembranproteine wie Syp, Syg und Synaptoporin, die als Marker fiir
SV dienen. Eine Anreicherung der Proteine, gegen die die Immunisolierung gerichtet war (VGLUT1,
VGLUT2, VGAT und Rab5) ist aufgrund der Uberlagerung der Banden bei 25 und 50kDa nicht
erkennbar. Die Unterschiede der Bandenintensititen spiegeln auch die unterschiedlichen Isolierungs-
effizienzen wieder.

Der Nachweis von Proteinen mittels Silberfarbung ist aufgrund der geringen Mengen isolierten Mate-
rials nicht sensitiv genug. Daher lassen diese Ergebnisse keine Aussage {iber eventuelle Unterschiede

in der Proteinausstattung der SP zu.

3.4 Vesikuldre Proteinausstattung

3.4.1 Die Subpopulationen der vesikularen Neurotransmittertransporter

Im Folgenden wurden die Syp-, VGLUT1-, VGLUT2- und VGAT-SPs untereinander verglichen und
Unterschiede zwischen den SP verdeutlicht. Die Proteinausstattungen dieser SP wurden zuerst beziig-
lich der Neurotransmittertransporter (NT-Transporter) VGLUT1, VGLUT2 und VGAT untersucht.

Aus der LSO-Fraktion des Gesamtgehirns adulter Ratten wurden Syp-, VGLUT1-, VGLUT2- und
VGAT-SPs isoliert. Die subpopulationsdefinierenden Proteine dienen als Marker der jeweiligen SP.
Die Kontrolle auf unspezifisch gebundenes Material erfolgte anhand der oAk-Kontrolle.

Das Signal der LSO-Fraktion (Abb. 3.13, links) repréisentiert die Menge der NT-Transporter im gesam-
ten Gehirn. Innerhalb der Syp-SP, die die Protein- bzw. Transporterausstattung eines sekretorischen
Vesikels zeigt, sind die drei Transporter detektierbar. Fiir die Transporter-SPs (Abb. 3.13, rechts)
gilt in jedem Fall, dass der SP-definierende Transporter nachweisbar ist. Die Vesikel der VGLUT1-SP
tragen zuséitzlich VGLUT2 und in der VGLUT2-SP kénnen VGLUT1 und VGAT detektiert werden.
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3.4 Vesikulare Proteinausstattung

Ausgangsmaterial (LS0) [ug] Subpopulationen

0,1 0,25 0,5 0,75 1,0 2,0 Syp VGLUT1 VGLUT2 VGAT 0Ak

VGLUT “ e ' . .. B " w

VGLUT2 “'.... -.
VGAT ﬁ..-- :

Abbildung 3.13 — Vergleich der SP beziiglich der NT-Transporter. Die Syp-, VGLUT1-, VGLUT2- und VGAT-SP
aus dem Gesamtgehirn adulter Ratten wurden auf Unterschiede in der Transporterproteinausstattung untersucht. Die
Konzentrationsreihe des Ausgangsmaterials (links) diente der spiteren Berechnung relativer Proteinmengen bestimmter
Proteine. Das Ausgangsmaterial (LSO-Fraktion in aufsteigenden Mengen; links), die SPs und die Kontrollbeads (jeweils
rechter Teil der Abb.) wurden einer WB-Analyse unterzogen. Es sind Unterschiede zwischen den VGLUT-SP und der
VGAT-SP zu erkennen. Insbesondere die VGLUT2- und VGAT-SP zeigen eine Uberlappung in der Transporterausstattung.

Die Kontrollbedinguung (oAk) zeigt eine unspezifische Immunisolierung ohne Primarantikérper.Verwendeter Beadtyp:
Pan-Mouse-IgG.

In der VGAT-SP kolokalisieren VGLUT1 und VGLUT?2.

3.4.2 Allgemeine Proteinausstattung der Subpopulationen

Die Analyse der SP erfolgte dhnlich wie im vorangegangenen Versuch (Abs. 3.4.1).
Die SPs wurden beziiglich eines postsynaptischen Proteins (NMDA-Rez. 1) und einiger allgemeiner

|_ Ausgangsmaterial (LS0) [ug] _| |_ Subpopulationen _|

0,1 0,25 0,5 0,75 1,0 1.5 2,0 Syp VGLUT1 VGLUT2 VGAT oAk

NMDA-Rez. 1 — — -

Syp - . B B BN R
Sypor -~ - - ] - -

Clathrin:

leichte Kette

Syg - — pr— - > - p— pore s
Syb - - e e g B s = - -

Abbildung 3.14 — Vergleich der vesikuliren Subpopulationen beziiglich allgemeiner Vesikelproteine. Die Syp-,
VGLUT1-, VGLUT2- und VGAT-SP aus dem Gesamtgehirn adulter Ratten wurden beziiglich der aufgefiihrten allgemeinen
SV- und postsynaptischen Proteine verglichen. Die Konzentrationsreihe des Ausgangsmaterials (links, LSO-Fraktion) diente
der spiteren Berechnung relativer Proteinmengen bestimmter Proteine. Das Ausgangsmaterial, die SPs (rechts) und die
Kontrollbeads (rechts) wurden einer WB-Analyse unterzogen. Es sind keine deutlichen Unterschiede zwischen den SP

erkennbar. Die oAk-SP zeigt eine unspezifische Immunisolierung ohne Primarantikorper. Verwendeter Beadtyp: Pan-
Mouse-IgG.

Vesikelproteine wie Syp, Syg, Sypor, Clathrin und Syb untersucht (Abb. 3.14).
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3 Ergebnisse

Erwartungsgeméaf lasst sich der NMDA-Rezeptor 1 im Ausgangsmaterial (vereint pré- und postsyn-
aptische Bestandteile) deutlich nachweisen. Die anderen vesikuléren Proteine, aufler dem transient auf
den SV vorkommenden Clathrin, sind in der LSO-Fraktion, in der Syp-SP und in allen Transporter-SP
ohne deutliche Unterschiede detektierbar.

3.4.3 Relative Haufigkeiten der SV-Proteine in den vesikularen Subpopulationen

Nachfolgend wird der qualitative Vergleich der SPs durch eine Quantifizierung der Ergebnisse der WB-
Analyse fiir die VGLUT1-, VGLUT2- und VGAT-SP (Abb. 3.13 und 3.14) auf dem semi-quantitativen
Niveau ergénzt (Abb. 3.15).

Aus den Konzentrationsreihen der WB-Analyse (Abb. 3.13 und 3.14, links) wurden Standardkurven
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Abbildung 3.15 — Vergleich der relativen Hiufigkeiten der SV-Proteine innerhalb und zwischen den SP. Aus
den Standardkurven (berechnet aus der Konzentrationsreihe der LSO-Fraktion) wurden die relativen Proteinmengen (in
ug) der entsprechenden Proteine ermittelt. Die relative Haufigkeit ist das Verhaltnis aus der relativen Proteinmenge des
gesuchten Proteins (POI) und des Bezugsproteins, gegen das isoliert wurde. Die relativen Hiufigkeiten der Bezugsproteine
auf den SP wurden auf ,,1* (= 100%) gesetzt und sind durch eine schwarze Umrandung hervorgehoben. Die relativen
Haufigkeiten sind mit Standardabweichungen dargestellt. N = 3.

fiir jedes untersuchte Protein ermittelt, die anschliefend fiir die Berechnung der relativen Protein-
menge im Ausgangsmaterial verwendet wurden. Mit der relativen Proteinmenge wurde die relative
Héufigkeit eines Proteins auf dem SV bestimmt (Abb. 2.3). Es wurden die relativen Haufigkeiten der
Proteine VGLUT1, VGLUT2, VGAT, Syp, Syg und Syb auf den Vesikeln der drei Transporter-SP
berechnet. Die relative Haufigkeit ist hier definiert als das Verhéltnis aus der relativen Proteinmenge
des gesuchten Proteins (POI) und des Bezugsproteins im Ausgangsmaterial (vgl. Abs. 2.6.6). So ist
das resultierende Verhéltnis des subpopulationsdefinierenden Proteins in der entsprechenden SP im-
mer ,, 1% Die Bezugsproteine — VGLUT1, VGLUT2 und VGAT - entsprechen den Proteinen, gegen
die immunisoliert wurde.

Die relativen Héufigkeiten der Proteine der allgemeinen Proteinausstattung (Syp, Syg und Syb) zei-
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3.5 Syp-SP versus Rab5-SP

gen in der VGLUT2- und VGAT-SP keine signifikanten Unterschiede. Die VGLUT1-SP zeigt dhnliche
Verhéltnisse wie die anderen beiden SP. Jedoch ist die Tendenz zu hoheren relativen Héufigkeiten
verglichen mit den VGLUT2- und VGAT-SP zu erkennen. Die VGLUT2- und VGAT-SP weisen keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich VGLUT1 und VGLUT2 auf. Die Prisenz von VGLUT2 auf
der VGAT-SP und von VGAT auf der VGLUT2-SP konnte auch in der quantitativen Analyse der
Proteine bestétigt werden. Auf den Vesikeln der VGLUT2-SP befindet sich signifikant mehr VGAT
als auf den SV der VGLUT1-SP.

3.5 Syp-Subpopulation versus Rab5-Subpopulation

3.5.1 Qualitative Analyse

Durch die vorangegangene Analyse wurde die Proteinausstattung auf synaptischen Vesikeln, also in-
nerhalb eines Organellentyps, untersucht. Das SV durchlduft nach seiner Endozytose einige Stationen
bis es rezirkuliert ist. So entstehen Kompartimente bzw. vesikuldre Strukturen mit synaptischen Ve-
sikelproteinen, die aber nicht oder nur bedingt die Figenschaften von SV haben. Nachfolgend werden
daher zwei verschiedene Kompartimente — das synaptische Vesikel und das frithen endosomale Kom-
partiment — auf qualitative Unterschiede im Proteinbesatz verglichen.

Dazu wurden Immunisolierungen an Gehirnen adulter Ratten durchgefiihrt. Syp diente als Marker fiir
ein sekretorisches SV und Rabb als Marker fiir frithe Endosomen (Bucci et al., 1994; von Mollard et al.,
1994). Mit Hilfe dieser Markerproteine wurden eine Syp- und eine Rab5-SP aufgereingt. Die Immu-
nisolierung ohne Priméarantikorper (0Ak) gibt Aufschluss iiber die Unspezifitdt der Immunisolierung
(Abb. 3.16). Die Beladung der Gele erfolgte mit aufsteigenden Mengen des Ausgangsmaterials (LSO-
Fraktion), woraus Standardkurven fiir eine quantitative Analyse ermittelt wurden. Das Vorkommen
der NT-Transporter, des assoziierten Proteins Rab5 und der Proteine der generellen Proteinausstat-
tung wurde in allen SP analysiert.

Erwartungsgemaf sind alle untersuchten Proteine im Ausgangsmaterial detektierbar. Auflier Rab5 in
der Syp-SP konnten alle weiteren untersuchten Proteine in beiden SP nachgewiesen werden. Die Rab5-

tragende Strukturen wurden im Vergleich zur Syp-SP in geringeren Mengen isoliert.

3.5.2 Proteinhaufigkeiten in der Syp- und Rab5-Subpopulation

Die qualitative Analyse des vorangegangenen Abschnitts wurde durch eine semi-quantitative Analyse
ergénzt (Abb. 3.17).

Das Vorgehen der Analyse erfolgte wie in Abschnitt 3.4.3.

Die Analyse der beiden Kompartimente ergab keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Prote-
inausstattungen. Beide SPs bzw. Kompartimente zeigen deutliche Signale fiir VGLUT1, VGLUT2
und VGAT. Die realtive Haufigkeit von VGLUT1 ist in beiden SP mit der VGLUT2- und VGAT-SP
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3 Ergebnisse

Ausgangsmaterial (LS0) [ug] |_ Subpopulationen —|

0,1 0,25 0,5 0,75 1,0 1,5 Rab5 oAk
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Abbildung 3.16 — Vergleich der Proteinausstattung der SV und friilhen Endosomen. Es wurden Immunisolate mit
dem SV-Kompartiment (Syp-SP) und dem friihen endosomalen Kompartiment (Rab5-SP) aufgereinigt. Zusatzlich erfolgte
eine Isolierung ohne Priméarantikérper (oAk). Die aufgefiihrten Proteine wurden mittels WB-Verfahren analysiert. Sowohl
in der Konzentrationsreihe des Ausgangsmaterials (0,1 - 2ug, links) als auch in den SP sind die aufgefiihrten Proteine bis
auf Rab5 in der Syp-SP nachweisbar. Die Konzentrationsreihen dienen der Quantifizierung der relativen Proteinmengen
und spateren Berechnung der relativen Haufigkeiten der aufgefiihrten Proteine. Verwendeter Beadtyp: Pan-Mouse-lgG
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Abbildung 3.17 — Quantitativer Vergleich der zwei Kompartimente. Mittels Immunisolierung wurden eine Syp-
SP und eine Rab5-SP generiert. Es wurden relative Proteinmengen berechnet, indem das Protein von Interesse (POI)
mit dem Bezugsprotein, gegen das isoliert wurde, ins Verhaltnis gesetzt wurden. Dabei ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede im Proteinbestz beider Kompartimente. Es sind die relativen Proteinmengen der angegebenen Proteine pro
SP mit Standardabweichungen dargestellt. N = 3.
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3.6 SPs aus verschiedenen Gehirnarealen

vergleichbar (Abb. 3.15). Insgesamt zeigte sich die Tendenz fiir einen geringeren Proteinbesatz auf
der Rab5-SP im Vergleich zur Syp-SP. Ursache hierfiir kénnte ein Auswertungsartefakt sein, da fiir
die Rab5-SP grofiere Probenmengen in der WB-Analyse zum Einsatz kamen. Fiir die quantitative
Analyse wurde der erhéhte Proteineinsatz durch ein lineares Modell anstelle eines Sattigungsmodells

in der Signalentwicklung im WB korrigiert.

3.6 Subpopulationen aus verschiedenen Gehirnarealen

3.6.1 Subpopulationen aus dem Cerebellum und Hippokampus

In den vorangegangenen Untersuchungen wurden SPs stets aus dem Gesamtgehirn isoliert. Die fol-
genden Untersuchungen sollen zeigen, ob eine Immunisolierung, mit Antikérpern gerichtet gegen die
NT-Transporter, auch aus speziellen Gehirnarealen moglich ist. Damit kénnen aufgrund der weitestge-
hend komplementéren Verteilung der VGLUT und VGAT auf bestimmte Gehirnareale (Herzog et al.
(2001), Fremeau et al. (2001), Fremeau et al. (2004b), Kaneko und Fujiyama (2002), Kaneko et al.
(2002), Hisano et al. (2002) und Mclntire et al. (1997)) Unterschiede in der vesikuldren Verteilung der
Transporter in ausgewédhlten Gehirnarealen untersucht werden.

Zuerst wurden die Gehirnareale Cerebellum und Hippokampus untersucht. Das Cerebellum und die
Hippokampi adulter Ratten wurden subzelluldr bis zur LSO-Fraktion fraktioniert. Anschlielend wur-
den VGLUT2- und VGAT-SPs isoliert und auf die Présenz von Syp, dem NMDA-Rezeptor 1 und die
Kolokalisation der NT-Transporter untersucht (Abb. 3.18). Die Kontrolle auf unspezifisch isoliertes
Material erfolgte mit Beads, die mit unspezifischen Maus-IgG beschichtet sind (IgG).

Im Cerebellum waren VGLUT1, VGLUT2 und Syp in beiden SP im Vergleich zum Ausgangsmaterial

|_ Cerebellum _||_ Hippokampus _|
[ SP ] r sk

LSO VGLUT2 VGAT IgG LSO VGLUT2 VGAT IgG

veor (S .. [
b .
VGLUT2 h L A ‘

VGAT

Abbildung 3.18 — Vesikulidre SPs aus dem Cere-
bellum und dem Hippokampus. Es wurden VGLUT2-
und VGAT-SPs aus dem Cerebellum (links) und den Hip-
pokampi (rechts) adulter Ratten isoliert. Die Proteinaus-
stattungen der LSO-Fraktion und der SP wurden mittels
WB-Verfahren beziiglich der aufgefiihrten Proteine ana-
lysiert. |gG = Kontrolle auf unspezifisch gebundenes Ma-

. Lol terial mit beadgebundenem normalem Maus-IgG, SP =
—

e -

NMDA-R1

Subpopulation. Verwendeter Beadtyp: M-280 (0,5 bzw.
1ug/107 Beads)

schwach markiert. Hinsichtlich dieser Proteine unterscheiden sich die beiden SPs nicht. Es konnten
VGAT-tragende SVs in beiden Immunisolaten angereichert werden. Der NMDA-Rezeptor 1 ist er-
wartungsgeméafl nur im Ausgangsmaterial und hier aber auch nur schwach nachweisbar. Aus dem

Cerebellum ist die Isolierung einer VGLUT2- und VGAT-SP nur mit geringerer Menge moglich. Im
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3 Ergebnisse

Hippokampus sind der NMDA-Rezeptor 1, Syp, VGLUT1 und VGLUT2 deutlich starker exprimiert.
VGAT ist auf den SV der VGLUT2-SP und VGLUT2 auf den SV der VGAT-SP nachweisbar. Aus
dem Hippokampus konnten insgesamt groflere Mengen synaptischer Vesikel isoliert werden. Eine Ge-
meinsamkeit beider Gehirnareale ist, dass VGAT sowohl in der VGAT-SP als auch in der VGLUT2-SP
detektierbar ist.

3.6.2 Subpopulationen aus dem Cortex, Hirnstamm und Striatum

Im Weiteren wurden der Cortex, der Hirnstamm und das Striatum hinsichtlich einer moéglichen Kolo-
kalisation der NT-Transporter VGLUT1, VGLUT2 und VGAT untersucht.

Es wurde eine VGLUT1-SP aus der LS0-Fraktion der jeweiligen Gehirnregion angereichert. Das Aus-
gangsmaterial und diese SPs wurden hinsichtlich der Transporter und Syp untersucht (Abb. 3.19).
Die Kontrolle auf unspezifisch isoliertes Material erfolgte mit Beads, die mit unspezifischen Maus-IgG
beschichtet sind (IgG).

Erwartungsgemaf ist VGLUT1 im Cortex und Striatum stérker exprimiert als im Hirnstamm. Die

r Cortex 1 [ Hinstamm 7 [ Striatum -

- sp 1 - sp 7 - sp
LSO VGLUT1 IgG LSO VGLUT1 IgG LSO VGLUTY IgG

Abbildung 3.19 — VGLUT1-SP aus dem
Cortex, Hirnstamm und Striatum. Es wurden VGLUT2 .

VGLUT1-SPs aus dem Cortex, Hirnstamm und Stria-
tum isoliert und die Verteilung der aufgefiihrten Pro-

teine mittels WB-Verfahren analysiert. Die Kontrol- VGAT . . -
le auf unspezifisch gebundenes Material erfolgte mit
beadgebundenem normalem Maus-IgG. SP = Subpo-

pulation. Verwendete Beads: M-280 (0,51g/10” Be- Syp .- I-i'. - - . .- -
|

ads).

Immunisolierungsmenge aus dem Hirnstamm mit Antikérpern gegen VGLUT1 ist im Gegensatz zur
Isolierung aus dem Gesamtgehirn stark reduziert.

VGLUT?2 ist in der LSO-Fraktion des Hirnstamms am deutlichsten sichtbar. Dagegen liegt das
VGLUT2-Signal in den drei SP nur geringfiigig iiber dem des jeweiligen Hintergrundsignals (IgG).
Wie auch schon in den Isolaten aus dem Gesamtgehirn (Abb. 3.13 und 3.15) ersichtlich, ist VGAT
nicht bzw. kaum in den arealspezifischen VGLUT1-SP nachweisbar. Aufgrund des hohen Myelinanteils

im Hirnstamm koénnen wahrscheinlich nur geringere Mengen immunisoliert werden .
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3.7 NT-Transporterkolokalisation in verschiedenen Entwicklungsstadien

3.7 NT-Transporterkolokalisation in verschiedenen Entwicklungsstadien

3.7.1 Qualitative Analyse

Nachdem die Kolokalisation der NT-Transporter in verschiedenen Transporter-SPs, unterschiedlichen
Zellkompartimenten und Gehirnarealen tiberpriift wurde, stellte sich die Frage, ob diese Kolokalisation
entwicklungsbedingten Verdnderungen unterliegt oder nur im adulten Gehirn vorkommt?

Zu diesem Zweck wurden Immunisolierungen gegen Syp, VGLUT1, VGLUT2 und VGAT aus dem
gesamten Rattengehirn in unterschiedlichen postnatalen Entwicklungsstadien durchgefithrt (P5, P15
und P30, Abb. 3.20). Die Immunisolierung ohne Primérantikorper (0Ak) gibt Aufschluss tiber die
Unspezifitdt der Immunisolierung.

Zu erkennen ist eine schwache Exprimierung des VGLUT1 im P5-Stadium, die mit fortschreitender

a ps b ris C P30
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Abbildung 3.20 — Kolokalisation der NT-Transporter in verschiedenen Entwicklungsstadien Die Kolokalisation
der NT-Transporter VGLUT1/2 und VGAT wurde in Immunisolierungen in drei postnatalen Entwicklungsstadien am
Gesamtgehirn der Ratte untersucht ( a = P5, b = P15, ¢ = P30). Im P5-Stadium ist VGLUT1 schwach exprimiert.
VGLUT2 und VGAT zeigen eine starke Exprimierung. In diesem Stadium ist bereits eine Kolokalisation von VGLUT1/2
und VGAT sowohl in der VGLUT2-SP als auch in der VGAT-SP zu erkennen. In den folgenden Stadien bleibt diese
Kolokalisation bestehen, wobei VGLUT1 zunehmend stérker und VGLUT2 zunehmend schwéicher exprimiert werden. a -
c gleiche Belichtungsdauer. oAk = Immunisolierung ohne Primarantikérper. N: P5 = 3, P15=1, P30=1 bzw. 4.

Entwicklung bis zum P30-Stadium im Ausgangsmaterial und in allen untersuchten SP deutlich zu-
nimmt. Dadurch kénnen grofiere Mengen VGLUT1-tragender SV angereichert werden. Es ist bekannt,
dass VGLUT?2 in frithen Stadien die dominante VGLUT-Isoform im Gehirn ist. Spéter sind weni-
ger prasynaptische Endigungen mit VGLUT2 und auch VGAT ausgestattet. Diese Verschiebung der
Verhéltnisse ist auch in den LS0-Fraktionen und den SP erkennbar. Schon in den frithen Entwicklungs-
stadien (P5 und P15) ist die Lokalisierung von VGLUT?2 auf den Vesikeln der VGAT-SP aber auch
von VGAT auf den Vesikeln der VGLUT2-SP klar ersichtlich. VGLUT1 ist in allen SP nachweisbar.
Die Untersuchungen am P30-Stadium zeigen die SPs und ihre vesikuldre Proteinausstattung einer
Ratte vor dem Adultstadium. Daher unterscheiden sich die SPs aus Gehirnen des P30-Stadiums und
die SPs aus Gehirnen adulter Tiere (Abs. 3.4.1 und 3.4.3).
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3 Ergebnisse

3.7.2 Quantitative Analyse

Die qualitative Analyse der Proteinausstattung der SP aus Abschnitt 3.7.1 wurde durch eine semiquan-
titative Analyse des Proteinbesatzes der VGLUT1-, VGLUT2- und VGAT-SP aus dem Gesamtgehirn
der Ratte im P5-Stadium ergénzt (Abb 3.21).

Die relativen Proteinhéufigkeiten wurden mit Hilfe der Standardkurven, die sich aus den Konzentrati-
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Abbildung 3.21 - Relative Haufigkeiten vesikulidrer Proteine in transporterspezifischen SPs im P5-Stadium.
Diese Abbildung stellt den Vergleich der relativen Haufigkeiten vesikularer Proteine innerhalb und zwischen den trans-
porterspezifischen SP in P5-Ratte dar. Mit Hilfe von Konzentrationsreihen aus dem Startmaterial (LSO-Fraktion) wurden
Standardkurven fiir die jeweiligen Proteine berechnet. Anhand der Standardkurven wurde fiir jedes Protein die relative
Proteinmenge im Ausgangsmaterial bestimmt und daraus die relative Proteinhaufigkeit ermittelt. Die relative Haufigkeit ist
das Verhiltnisse aus der relativen Proteinmenge des gesuchten Proteins (POI) und des Bezugsproteins (NT-Transporter),
gegen das isoliert wurde. Die relative Haufigkeit des Bezugsproteins jeder SP ist in der Darstellung stark umrandet. p =
0,02. N = 3.

onsreihen des Ausgangsmaterials ergaben, analog zu denen des adulten Gehirns ermittelt. Die relativen
Proteinhdufigkeiten in den SP wurden fiir VGLUT1, VGLUT2, VGAT und Syp ermittelt.

Die Isolierungsmenge der VGLUT1-SP ist aufgrund der schwécheren VGLUT1-Exprimierung gerin-
ger. Das zeigte auch die die qualitative Untersuchung (Abb. 3.20). Die VGLUT1-SP des P5-Stadiums
ist durch einen geringeren Proteinbesatz charakterisiert. Im Gegensatz dazu ist der Proteinbesatz der
VGLUT2-SP im Vergleich zur VGLUT1- und VGAT-SP héher. Das spricht fiir einen héheren An-
teil der SV, die zusétzlich zum VGLUT2 entweder VGLUT1 oder VGAT tragen. Erstaunlicherweise
kommen VGLUT1 und VGAT — im Gegensatz zur VGLUT2-SP aus dem adulten Gehirn — héufiger
in der VGLUT2-SP der P5-Priaparation vor (Abb. 3.15). In der VGAT-SP finden sich neben VGAT
auch die anderen untersuchten Transporter. Diese SP besitzt eine dhnliche Proteinausstattung wie die
VGAT-SP aus dem adulten Gehirn.
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3.8 Neurotransmitteraufnahme synaptischer Vesikel

Die Kolokalisation der NT-Transporter — im speziellen VGLUT2 und VGAT — wurde bisher nur auf

der Ebene der Proteinausstattung eines SV betrachtet. Daraus ergeben sich folgende Fragen:

1. Sind immunisolierte SV funktionell aktiv bzw. zur Transmitteraufnahme fahig?

2. Wenn ja, hat die vesikuldre Kolokalisation der NT-Transporter eine funktionelle Relevanz?

3.8.1 Neurotransmitteraufnahme in Vesikel der LP2-Fraktion

Zu Beginn wurde die Aufnahme der Neurotransmitter Serotonin (5HT), Glutamat und GABA durch
den entsprechenden NT-Transporter an der Vesikelfraktion LP2 unter Standardbedingungen
(Abb. 3.22) anhand etablierter Protokolle getestet (Brunk et al., 2008).

Als Kontrolle wurden im Fall der Transporter VMAT2 und der VGLUT (alle drei Isoformen) die
Inhibitoren Reserpin bzw. Trypanblau verwendet (Abb. 3.22a und b). Eine spezifische Hemmung des
VGAT ist nach heutigem Kenntnisstand noch nicht méglich. Deswegen wurde die GABA-Aufnahme
durch die Hemmung des elektrochemische Gradienten (ApyH™) mit Valinomycin, Nigericin und Bafi-
lomycin durchgefiihrt (Abb. 3.22c¢).

Ohne Hemmung der Transporter wurden die entsprechenden Neurotransmitter im Vesikellumen ange-

Q  3H-Serotonin b H-Glutamat C 3H-GABA
10000 1 35000 A 15000 1
30000 1 t 12500 -
7500
N N 25000 A N
5 1 5 5 10000 - .
- — 20000 A -
& 5000 - 5 & 7500 -
< £ 15000 =
5 & 10000 5 50007
2500
5000 - 2500 1
0 - 0 - 0 -
Hemmung Aufnahme Hemmung Aufnahme Hemmung Aufnahme
(Reserpin) (5HT) (Trypanblau) (Glutamat) (Val/Nig/Baf) (GABA)

Abbildung 3.22 — NT-Aufnahmen in SV der LP2-Fraktion. Die Aufnahme der radioaktiv markierten NTs wurde
in Zerfallsereignisse pro Minute (DPM) gemessen. Zu beachten ist die unterschiedliche Skalierung der y-Achsen. a und
c wurden mit der LP2-Fraktion aus der Ratte und b mit der LP2-Fraktion aus der Maus durchgefiihrt. Die Vesikel der
LP2-Fraktion nehmen sowohl 5HT (a, rechts), Glutamat (b, rechts) als auch GABA (c, rechts) auf. Dabei zeigen der
VMAT?2 und die VGLUT jeweils eine deutliche Reduzierung der Transportleistung in Gegenwart des spezifischen Inhibitors
(a und b, jeweils links). Durch das Zusammenbrechen des ApH™ wird deutlich weniger GABA aufgenommen (c, links).
Nig = Nigericin, Val = Valinomycin und Baf = Bafilomycin.

reichert. Beim Einsatz der Inhibitoren erfolgt in jedem Fall ein eindeutiger Abfall der Transportleistung
(Abb. 3.22).
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3 Ergebnisse

3.8.2 Vesikulare Subpopulationen aus der LS1-Fraktion

Die NT-Aufnahme in immunisolierte SV setzt voraus, dass in grofler Menge SV isoliert werden kénnen
und diese nach der Isolierung in einer noch funktionell aktiven Form vorliegen. Eine hohe Isolie-
rungseffizienz begiinstigt die Detektion geringer Unterschiede in den Eigenschaften des betreffenden
Transportsystems.
Fiir die NT-Aufnahme in immunisolierte SV wurde die LSO-Fraktion einem weiteren Zentrifugations-
schritt unterzogen (Abb. 2.1, LS1-Fraktion). Die resultierende LS1-Fraktion enthélt im Vergleich zur
LSO-Fraktion keine Plasmamembranen, was den Zugang der beadgekoppelten Antikérper zu den ent-
sprechenden SV wihrend der Immunisolierung erleichtern sollte. Anhand einer WB-Analyse wurde
im Anschluss qualitativ gepriift, ob die vesikuldre N'T-Transporterausstattung der SPs aus der LSO0-
und LS1-Fraktion dhnlich sind (Abb. 3.23). Es wurde eine Syp-, VGLUT1-, VGLUT2-, VGAT- und
eine Rab5-SP isoliert. Die Isolierungseffizienz der LS1-Fraktion ist gegeniiber der der LSO-Fraktion
’( Subpopulation _‘
& &

&
")\’ (,;\Q 4(9 40\/ \\0?~ G V\{-

Abbildung 3.23 — Immunisolierungen aus der LS1-Fraktion. Die VGLUTL .m.. -

Syp-, VGLUT1-, VGLUT2-, VGAT- und Rab5-SP aus dem Gesamtge- "
hirn adulter Ratten wurden aus der LS1-Fraktion isoliert und im WB- ~ VGLUT2 . . .
Verfahren beziiglich der aufgefiihrten Proteine untersucht. Die Inkubati-

on der Beads ohne Primarantikérper diente der Kontrolle auf unspezifisch VGAT ' ; - . —-—
gebundenes Material. Insbesondere die Isolierungseffizienz fiir Rabb ist
gegeniiber der Isolierung aus der LSO-Fraktion erhéht. Das subpopula-

tionsspezifische Expressionsmuster der NT-Transporter stimmt mit dem Syp .. e .- - -

Muster der Isolierung aus der LSO-Fraktion (Abb. 3.13, 3.14) iiberein. :
oAk = Isolierung ohne Primérantikérper. Rab5 e —

deutlich erhéht. Das ist auch an einem deutlichen Nachweis fiir Rab5 und den anderen Proteine auf
der Rab5-SP erkennbar (vergleiche auch mit der Immunisolierung aus der LSO-Fraktion, Abb. 3.16).
Das Proteinausstattungsmuster der SP aus der LS1-Fraktion weist im Vergleich zu dem aus der LSO-
Fraktion keine wesentlichen Unterschiede auf (siche auch Abb. 3.13, 3.14). Auch hier sind VGLUT1
und VGLUT2 in der VGAT-SP sowie VGLUT1 und VGAT in der VGLUT2-SP kolokalisiert. Die
VGLUT1-SP tragt zusétzlich nur VGLUT1 aber kein VGAT.

Eine ausreichende Menge an SV ist insbesondere fiir die NT-Aufnahme an immunisolierten SV ent-
scheidend. Mit dem angewendeten Versuchsansatz konnte eine Erhohung der Menge isolierter SV

erreicht werden.

3.8.3 5HT-Aufnahme in SV der Syp-Subpopulation

Die Aufnahme der verschiedenen NT konnte eindeutig an der LP2-Fraktion gezeigt werden (Abb. 3.22).
Immunisolierungen, die fiir die NT-Aufnahme bestimmt waren, wurden mit Beads des Typs M-280 (0,5-
1ug Antikérper/1,4¥107 Beads) durchgefiihrt, da diese Beads in der IgG-Kontrollbedingung weniger
unspezifische Aufnahme zeigten (Abs. 2.6.5.3). Im Vergleich zur NT-Aufnahme in SV der LP2-Fraktion
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3.8 Neurotransmitteraufnahme synaptischer Vesikel

ist die NT-Aufnahme in immunisolierte SV aufgrund geringer Mengen isolierter SV erschwert. Darum
wurde zu Beginn mit der Serotonin-Aufnahme (5HT-Aufnahme) durch den NT-Transporter VMAT2
ein robustes Transportsystem gewéhlt. Der Kp-Wert des VMAT?2 zu seinem Substrat 5HT liegt im
nanomolaren Bereich. Dieser Transporter besitzt im Vergleich zu VGLUT1/2 und VGAT die héchste
Affinitdt zu seinem Substrat. Die Syp-SP beinhaltet auch eine Teilmenge der VM AT2-tragender SV.
Daher kann anhand dieser SP die 5SHT-Aufnahme in immunisolierte SV iiberprift werden (Abb. 3.24).

Die Kontrolle auf die unspezifische 5HT-Aufnahme erfolgte in SV einer unspezifischen SP (isoliert mit

A 2H-Serotonin

*kk

2000 1 ’7 j
1750 A
21500 I
I
8 1250 |
~
© 1000 -
<
E 750 A I
Qo 500 7 T Abbildung 3.24 — 5HT-Aufnahme durch die Vesikel der Syp-SP. Mit unspezifi-
250 sch (IgG) und spezifisch (Syp) immunisolierten SV aus der LS1-Fraktion wurde die 5SHT-
o0 | Aufnahme durchgefithrt. VMAT2 wird durch Reserpin spezifisch gehemmt (nicht gezeigt).
19G Syp Dabei zeigt sich, dass der VMAT2-tragende Anteil der Vesikel einer Syp-SP 5HT aufnimmt.

Subpopulationen Die dargestellten DPM-Werte sind durch die Werte der reserpinsensitiven Aufnahme korri-
giert. 4-fach-Bestimmungen. t-Test, einseitig, ungleiche Varianz: p = 0,000013.

beadgekoppeltem unspezifischem IgG aus der Maus). Die 5HT-Aufnahme wurde an einer Syp-SP
durchgefithrt. Die 5HT-Aufnahme durch VMAT2 in SV der IgG- und Syp-SP wurde durch Reserpin
gehemmt.

Dieser Versuch zeigt, dass neurotransmitteraufnahmekompetente SVs isoliert wurden. Die SV der
IgG-SP, die unspezifisch gebunden sind, nehmen gegeniiber der Syp-SP signifikant weniger Neuro-
transmitter auf.

Die deutlich reduzierte NT-Aufnahme beider SP weist auf eine drastisch verminderte Menge SV im
Vergleich zur NT-Aufnahme in SV der LP2-Fraktion hin (NT-Aufnahme in SV der LP2-Fraktion,
Abb. 3.22).

3.8.4 NT-Aufnahme in transporterspezifische Subpopulationen

Die vorangegangenen Versuche haben bereits verdeutlicht, dass NT-aufnahmefdhige SV durch die
Immunisolierung angereichert werden kénnen. Darliber hinaus wurde gezeigt, dass ein bestimmter
Transporter innerhalb einer SP mit unterschiedlichen Transportern selektiv aktiviert werden kann.
Im Folgenden wurde tiiberpriift, ob die SV der transporterspezifischen SPs in der Lage sind, ihren
entsprechenden Neurotransmitter aufzunehmen.

Dazu wurden die VGLUT1- und VGLUT2-SP jeweils der Glutamat- und die VGAT-SP der GABA-
Aufnahme unterzogen (Abb. 3.25). Die Glutamataufnahme der VGLUT-SP wurde mit Trypanblau
spezifisch und die GABA-Aufnahme der VGAT-SP mit Valinomycin und Bafilomycin unspezifisch
gehemmt. Die Kontrolle auf unspezifische NT-Aufnahme erfolgte an SV einer unspezifischen SP (IgG-
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aQ 2H-CGlutamat b sH-Glutamat C 3H-GABA
2000 1 ’7 kel j 2000 1 ’7 kel j 2000 1 ’7 il j
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(9] (3] (3]
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I
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Abbildung 3.25 — NT-Aufnahme an den transporterspezifischen SPs. Die VGLUT1- und VGLUT2-SP zeigen eine
deutliche Glutamat- (a und b) und die Vesikel der VGAT-SP eine GABA-Aufnahme (c). Die Immunisolierung mit der
1gG-SP stellt die Glutamat- bzw. GABA-Aufnahme an unspezifisch gebundenen SV dar. Die Aufnahmeversuche erfolgten
mit den entsprechenden Standardpuffern. Aufgetragen sind die Mittelwerte der Zerfallsereignisse pro Minute (DPM),
die durch die inhibitorsensitive Aufnahme korrigiert wurden. Die NT-Aufnahme der VGLUT1- und VGLUT2-SP wurde
durch Trypanblau und die GABA-Aufnahme der VGAT-SP durch Valinomycin und Bafilomycin gehemmt. Anzahl der
Bestimmungen: (a) = 3, (b) = 4, (c) = 4. t-Test: einseitig, ungleiche Varianz, p-Werte:

(a) = 0,000005; (b) = 0,00000079; (c) = 0,0069.

SP, isoliert mit beadgekoppeltem unspezifischem IgG aus der Maus).

Alle untersuchten transporterspezifischen SPs nehmen gegeniiber den IgG-SP signifikant mehr des
angebotenen Neurotransmitters auf. Dabei zeigt die VGLUT1-SP eine hohere Glutamataufnahme als
die VGLUT2-SP (Abb. 3.25a und 3.25b).

Insgesamt ist die Menge isolierter Vesikel der VGLUT1-, VGLUT2- und VGAT-SP ausreichend, um
die Glutamat- bzw. GABA-Aufnahme an isolierten SV zu zeigen (vergleiche Abs. 3.8.1).

3.8.5 Keine GABA-Aufnahme der VGLUT2-SP

Wie die WB-Analyse deutlich zeigte, befanden sich zusétzlich zum VGLUT2 auch VGLUT1 sowie
VGAT auf den Vesikeln der VGLUT2-SP (Abb. 3.13). Der GABAerge Charakter eines VGLUT2-
tragenden SV sollte deshalb auch anhand der GABA-Aufnahme iiberpriift werden (Abb. 3.26).

Um einen eventuell synergistischen Effekt von VGLUT2 und VGAT zu zeigen, wurden experimentelle
Bedingungen gewihlt, in denen der 3H-GABA-Transport in SV der VGLUT2-SP in Gegenwart von
150mM unmarkiertem Glutamat stattfand (KG-Puffer). Die Hemmung von VGLUT1, VGLUT2 und
VGAT erfolgte in diesem Fall unspezifisch mit Nigericin, Valinomycin und Bafilomycin.

Die GABA-Aufnahme in die SV der VGLUT2-SP kann unter diesen Bedingungen allerdings nicht ge-
zeigt werden. Die VGAT-vermittelte GABA-Aufnahme in die SV der VGLUT2-SP ist wahrscheinlich
aufgrund der geringen Anzahl an VGAT-Kopien auf diesen Vesikeln sowie der geringen Affinitdt des
VGAT zu seinem Substrat (millimolarer Kj,-Wert) mit diesem methodischen Ansatz nicht aufzulé-

Sell.
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a >H-GABA
2000 1
1750 A

8 1500 -

500 1 Abbildung 3.26 — GABA-Aufnahme in die SV der VGLUT2-SP. Die Aufnahme
250 markierten GABAs (*H-GABA) in SV der VGLUT2-SP erfolgte zusitzlich in Gegenwart von
o ) I| ] 150mM unmarkiertem Glutamat. Die NT-Aufnahme wurde durch Nigericin, Valinomycin
I9G vGLUT2  und Bafilomycin unspezifisch geghemmt. Dargestellt sind die gemittelten Zerfallsereignisse
Subpopulationen pro Minute (DPM), die durch die inhibitorsensitive Aufnahme korrigiert wurden. 1gG =

unspezifische SP. 4-fach-Bestimmungen. t-Test: einseitig, ungleiche Varianz, n. s..

3.8.6 Glutamataufnahme in die SV der Syp- und VGAT-SP

Die VGLUTs besitzen eine héhere Affinitdt zu ihrem Substrat als VGAT (K;-VGLUT = 1-3mM <
Ku-VGAT = 5mM). Der experimentelle Nachweis der Glutamataufnahme in die SV der VGAT-SP
— und damit die Préisenz der VGLUT auf den Vesikeln der VGAT-SP — ist als Folge dieser htheren
Affinitdt moglicherweise leichter zu erbringen (Abb. 3.27).

Fiir die Untersuchung, ob die Glutamataufnahme aus einer Teilmenge isolierter SV moglich ist, wurde
zu Beginn die 3H-Glutamataufnahme in die SV der Syp-SP untersucht. Aufgrund ihrer Eigenschaft
als vesikuldre Mischpopulation beinhaltet sie auch VGLUT-tragende SV, die zur Glutamataufnahme
befahigt sein sollten. Die VGLUT-Isoformen miissen sich jedoch nicht auf dem selben Vesikel befinden.
Wie fiir die SV der Syp-SP wurde die Glutamataufnahme auch an den SV der VGAT-SP durchgefiihrt.
Die VGLUTs wurden in beiden SP spezifisch durch Trypanblau gehemmt.

Die Vesikel der Syp- und VGAT-SP nahmen signifikant mehr Glutamat auf als die IgG-SP. Die Gluta-

a 3H-Glutamat b 3H-Glutamat

2000 - 2000 - .
[ o [ o Abbildung 3.27 — Glutamataufnahme an der
1750 ~ 1750 ~ Syp- und VGAT-SP. Die Glutamataufnahme erfolgte
81500 - 81500 - an der Syp- (a) und VGAT-SP (b). Die NT-Aufnahme
s s wurde in jeder SP mit Trypanblau gehemmt. Die
@ 1250 1 o 1250 1 Kontroll-SP (IgG-SP) diente der Bestimmung der un-
© 1000 - © 1000 - spezifischen NT-Aufnahme. Aufgetragen sind die Mit-
< 750 | X 750 | telwerte der Zerfallsereignisse pro Minute, die durch
E E die trypanblausensitive Aufnahme korrigiert wurden
o 500 1 . o 500 1 I (DPM). Beide SPs zeigten einen eindeutigen Transport
250 1 250 von Glutamat ins SV. Die IgG-SP zeigte im Vergleich
o) —E4 04 { zur Syp- und VGAT-SP eine signifikant niedrigere Glu-
19G Syp 19G VGAT tamataufnahme. 4-fach-Bestimmungen. t-Test: einsei-
Subpopulationen Subpopulationen  tig, ungleiche Varianz, p-Werte: (a) = 0,0015; (b) =

0,0069.

mataufnahme der Syp- und VGAT-SP liegt nach der Hemmung mit Trypanblau signifikant iiber der
Aufnahme der unspezifischen IgG-SP.

Dieses Experiment beweist eindeutig, dass die Vesikel der VGAT-SP auch Glutamat im Vesikellumen
akkumulieren kénnen. Es wurde demzufolge eine VGAT-SP angereichert, in der die VGLUTs und
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VGAT zumindest in einer Teilmenge dieser SP auf demselben Vesikel kolokalisieren.

3.8.7 Partielle Hemmung der GABA-Aufnahme

Die GABA-Aufnahme konnte bisher nicht an immunisolierten VGLUT2-tragenden Vesikeln nachge-
wiesen werden (Abb. 3.26). Mit einem hoheren Vesikeleinsatz konnten auch geringe Unterschiede in den
Transportleistungen aufgedeckt werden. Deshalb wurde fiir die weiteren Versuche die LP2-Fraktion
verwendet, die gréflere Mengen SV enthélt.

Das Membranpotential (ApH™) setzt sich aus den Komponenten AW und ApH zusammen (ApH' =
AV + ApH). Der Glutamattransport der VGLUT héangt hauptséichlich vom AW und der GABA-
Transport von AW und ApH ab (Uberblick, Edwards (2007)). Deshalb wurden im Folgenden die Trans-
porteraktivitdten wahrend der GABA-Aufnahme untersucht, indem die AV und ApH separat veréan-
dert wurden (Abb. 3.28). Die GABA-Aufnahme wurde in Abwesenheit (mit Gluconat, Abb. 3.28a)

a 3H-GABA+Gluconat b 3H-GABA+Glutamat
20000 20000 1 — *]
17500 1 1 17500 -
T
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& &
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= = I
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Aufnahme +Val +Nig +Baf Aufnahme +Val +Nig +Baf

Abbildung 3.28 — Partielle Hemmung der GABA-Aufnahme. Die *H-GABA-Aufnahme fand in Gegenwart von
unmarkiertem Gluconat (a) und in Gegenwart von unmarkiertem Glutamat (b) statt. In beiden Féllen erfolgte eine
teilweise Hemmung der *H-GABA-Aufnahme durch Valinomycin bzw. Nigericin. Die vollstindige Hemmung der 3H-
GABA-Aufnahme erfolgte durch Bafilomycin. Die *H-GABA-Aufnahme ist zwischen Abbildung 3.28a und 3.28b nur
eingeschrankt vergleichbar, da es sich um getrennte Experimente handelt, in denen die gewonnenen Vesikelmengen variabel
sind. Aufgetragen sind die Mittelwert der Zerfallsereignisse pro Minute (DPM). 4-fach-Bestimmungen, t-Test, zweiseitig,
ungleiche Varianz, p-Werte: (a) Val/Nig = n. s.; (b) Val/Nig = 0,05.

und in Anwesenheit (Abb. 3.28b) von Glutamat gemessen. Weiterhin erfolgte eine getrennte Behand-
lung mit Valinomycin und Nigericin. Valinomycin ldsst das ApH™ zusammenbrechen, indem es die
Membranleitfihigkeit fiir K™-Ionen deutlich erhoht. Nigericin hebt ebenfalls das ApH™ auf, indem es
als Antiporter fiir K™- und H"-Tonen wirkt. Somit unterdriickt Nigericin das ApH und Valinomycin
das AWV. Die vollstindige Hemmung des Transports erfolgte durch die Blockade der V-ATPase mit
Bafilomycin.

In Gegenwart von Gluconat bewirkt Valinomycin einen 50%- und Nigericin einen 49%igen Abfall
der GABA-Aufnahme. In Gegenwart von Glutamat ist ein signifikanter Unterschied in der GABA-
Aufnahme zwischen der Hemmung mit Valinomycin (61%) und mit Nigericin (57%) festzustellen.

Folglich scheint die VGAT-Aktivitit etwas mehr von der elektrogenen Komponente des ApH™T als
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von der chemischen Komponente abzuhéngen. Die Behandlung mit Bafilomycin senkt die GABA-
Aufnahme auf das Hintergrundniveau (in Gluconatgegenwart: um 70%; in Glutamatgegenwart: um

82%).

3.8.8 Die Hemmung der Glutamatdecarboxylase und der VGLUT

Die vesikuldre Aufnahme von GABA durch den VGAT ist aufgrund seiner geringen Affinitdt zum
GABA nicht optimal (Kp-Werte im millimolaren Bereich). Zudem ist die GABA-Konzentration in
Vesikelndhe in vivo relativ niedrig. Die GABA-Beladung wird daher durch das vesikelassoziierte Pro-
tein Glutamatdecaboxylase (GAD) unterstiitzt, indem es auf der Vesikeloberfliche Glutamat in GABA
umwandelt (siehe VGAT-SP in Abb. 3.29b). Fiir NT-Aufnahmeexperimente an SV der VGAT-SP be-
deutet diese Umwandlung, dass radioaktiv markiertes GABA in Gegenwart von unmarkiertem Gluta-
mat durch unmarkiertes GABA verdiinnt wird. Folglich wird auch unmarkiertes GABA aufgenommen.
Da dieses unmarkierte GABA nicht messbar ist, sind feine Unterschiede in den Transporteigenschaf-
ten nicht nachweisbar. Die Isoformen GAD65 und GADG67 lassen sich jedoch unter anderem durch die
3-Mercaptopropionsaure (MPA) spezifisch hemmen (Engel et al., 2001; Jin et al., 2003). Zur Demons-
tration des Beitrages, den die VGLUTs fiir die GABA-Aufnahme auf VGAT-tragenden SVs leisten,
wurde der Effekt der GAD-Hemmung beziiglich der GABA-Aufnahme untersucht (Abb. 3.29a).

Der GABA-Transport erfolgte unter Standardbedingungen mit der Ausnahme, dass der Aufnahme-
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Abbildung 3.29 — Hemmung der GAD und der VGLUT wihrend der GABA-Aufnahme.

(a) Wahrend der *H-GABA-Aufnahme in Gegenwart von unmarkiertem Glutamat wurden GAD65/67 durch 10uM MPA
gehemmt (+MPA). Zusitzlich wurde der VGLUT-Beitrag an der VGAT-vermittelten GABA-Aufnahme durch Trypanblau
gehemmt (+MPA+TB). Die vollstindige Hemmung erfolgte mit Nigericin, Valinomycin und Bafilomycin. Dargestellt ist
der Mittelwert der Zerfallsereignisse pro Minute (DPM, hintergrundkorrigiert durch die Werte der vollstandigen Hem-
mung). Diese Experiment zeigt deutlich den unterstiitzenden Effekt der VGLUT auf die GABA-Aufnahme in VGAT-
tragende SV. 4-fach-Bestimmungen. t-Test, zweiseitig, ungleiche Varianz: py;pa/mpa+rs = 0,0028.

(b) zeigt den Nachweis der GAD-Isoformen in der LSO-Fraktion und den SP in der WB-Analyse. GAD67 ist sowohl in der
VGLUT?2- als auch in der VGAT-SP verstarkt nachweisbar.

puffer unmarkiertes Glutamat anstelle von Gluconat enthielt. Die Kontrolle auf die unspezifische N'T-
Aufnahme erfolgte durch die vollstdndige Hemmung der GABA-Aufnahme mit Nigericin, Valinomycin

und Bafilomycin.
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Die erste Sdule (Abb. 3.29a, links) zeigt die Aufnahme von radioaktiv markiertem GABA. Mit Hem-
mung der GAD (+MPA, 10uM) wurde unmarkiertes GABA weniger stark verdiinnt, was in der Summe
zu einer héheren Aufnahme des radioaktiv markierten GABA fiihrte. Wurden dann zusétzlich auch die
VGLUTs gehemmt (Abb. 3.29a, +MPA+TB), ergab sich eine signifikante Reduzierung der GABA-
Aufnahme.

Dieses Experiment zeigt eindeutig die Koexistenz der VGLUT auf VGAT-tragenden SV in Verbin-
dung mit einem férdernden Einfluss der VGLUT auf die GABA-Aufnahme. Mit Verwendung des
GAD-Inhibitors MPA lassen sich geringe Unterschiede im Hinblick auf das synergistische Transport-
verhalten der VGLUTs und VGAT besser untersuchen.

3.8.9 Einfluss des Chloridtransports der VGLUT auf die GABA-Aufnahme

Der VGLUT1 transportiert nicht nur Glutamat, sondern auch Chloridionen {iber die Vesikelmembran
ins Vesikellumen. Diese Transporteigenschaft kénnte auch fiir den VGLUT?2 zutreffen (Schenck et al.,
2009). Dadurch wird das Vesikellumen stérker azidifiziert und die GABA-Aufnahme durch VGAT
erleichtert.

Um das zu priifen, wurde in einem ersten Ansatz die GABA-Aufnahme in Gegenwart von 150mM
Glutamat durchgefithrt und die VGLUTs durch Trypanblau gehemmt (Abb. 3.30a). In einem zwei-
ten Ansatz wurde die KCl-Konzentration im Aufnahmepuffer auf 50mM erhoht (und Glutamat auf
100mM reduziert, Abb. 3.30b) und die Aufnahme durch Trypanblau gehemmt.

Die Aufnahme ohne zusétzliches Chlorid ergab diesmal keinen signifikanten Unterschied zwischen der

a SH-GABA b sHcaBa

15000 - 15000 - e T
Abbildung 3.30 -  Einfluss der CI - 12500 A : 12500 A
Konzentration auf die GABA-Aufnahme. Die o 1 I N .
GABA-Aufnahme wurde in Gegenwart von 150mM . 10000 - Q. 10000 - B
Glutamat (a) bzw. 100mM Glutamat und 50mM 2 = I
KClI (b) durchgefiihrt. Die VGLUTs wurden in Q@ 7500 1 g 7500 '
beiden Fallen durch Trypanblau und die GADs durch s =S
10uM MPA blockiert. Die komplette Hemmung % 5000 1 % 5000
erfolgte mit Nigericin, Valinomycin und Bafilomycin.
Dargestellt ist der Mittelwert der Zerfallsereignise pro 2500 1 2500 1
Minute (DPM, inhibitorkorrigiert). Gezeigt ist je ein 0 0

reprasentatives Beispiel mit 3-fach-Bestimmungen. Aufnahme .78 " Aufnahme .18
t-Test: zweiseitig, ungleiche Varianz, p-Werte: (a) =
n.s., (b) p = 0,00093.

+ Glutamat + Glutamat + KClI

normalen GABA-Aufnahme und der mit Trypanblauhemmung (vergleiche Abs. 3.8.8). Im Gegensatz
dazu bewirkte die erhohte Chloridkonzentration einen signifikanten Unterschied mit und ohne Trypan-
blau (24%ige Inhibition).

Hierdurch konnte gezeigt werden, dass die Chloridtransporteigenschaften der VGLUTs zumindest einen
Einfluss auf die GABA-Aufnahme VGLUT- und VGAT-tragender SV haben kénnen.
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3.8 Neurotransmitteraufnahme synaptischer Vesikel

3.8.10 Vesikuldre Kolokalisation von VMAT?2 und den VGLUT

Die vorliegende Arbeit betrachtete bisher die vesikuldre Kolokalisation von VGLUT(1)/2 und VGAT.
Gras et al. haben gezeigt, dass auch andere NT-Transporter vesikuldr kolokalisieren kénnen. Sie fanden,
dass VAChT und VGLUT3 in der gleichen SP bzw. auf dem gleichen SV vorkommen und synergistisch
kooperieren. In der Arbeit von Gras et al. (2008) lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf dem
hauptséchlich monoaminergen System, im Striatum. Der VGLUT3 unterstiitzt dabei den VAChT bei
der vesikuldren Beladung mit dem Neurotransmitter Acetylcholin (Gras et al., 2008). Da angenommen
wird, dass VGLUT3 als Kotransporter sowohl in cholinergen wie auch serotonergen Synapsen fungiert,
wurde im Folgenden auf funktionelle Weise die vesikuldre Kolokalisation von VMAT2 und VGLUT3
untersucht.

Die Abbildung 3.31 zeigt die 5SHT-Aufnahme in SV der LP2-Fraktion aus dem Gesamtgehirn einer Rat-
te in Gegenwart von Gluconat (Abb. 3.31a) und Glutamat (Abb. 3.31b). Die Hemmung der VGLUT
— also auch von VGLUT3 — erfolgte spezifisch durch Trypanblau (+TB).

Der Serotonintransport (S5HT-Transport) durch VMAT2 wurde signifikant durch die Hemmung der

A 3H-5HT+Gluconat b 3SH-5HT+Glutamat C VGLUTS3 auf SV der SP
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Abbildung 3.31 — Kolokalisation von VMAT2 und VGLUT. Die 5SHT-Aufnahme wurde sowohl in Gluconatgegenwart
(a) als auch in Glutamatgegenwart (b) an den SV der LP2-Fraktion durchgefiihrt. Die vesikulare Kolokalisation der VGLUT
und VMAT?2 und der aufnahmeférdernde Einfluss der VGLUT auf die 5HT-Aufnahme wird durch die VGLUT-Hemmung
mit Trypanblau nur in Gegenwart von Glutamat deutlich. Der VMAT2 wurde spezifisch durch Reserpin gehemmt. Darge-
stellt ist die Aufnahme von 5HT in Zerfallsereignisse pro Minute (DPM, korrigiert mit der reserpininhibierten Aufnahme).
4-fach-Bestimmungen. t-Test: einseitig, ungleiche Varianz, p-Werte: (a) n.s., (b) = 0,013.

(c) Gezeigt ist der VGLUT3-Nachweis im Ausgangsmaterial und in den verschiedenen Subpopulationen mit Antikérpern
gegen den C- und N-Terminus.

VGLUTSs nur in Gegenwart von Glutamat reduziert.
Somit kann zumindest von einer unilateralen Beeinflussung der 5HT-Aufnahme und einer vesikulédren

Kolokalisation ausgegangen werden.
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3 Ergebnisse

3.9 Veranderungen der vesikuldren Proteinausstattung nach Stimulation

Die Beispiele der vorangegangenen Arbeit beschrieben die Proteinausstattung von SV und eine ve-
sikuldre Kolokalisation bestimmter NT-Transporter im Gesamtgehirn von Ratten, das keinen patho-
logischen Verédnderungen unterlag. Es gibt jedoch Krankeitsbilder, die Umorganisationen neuronaler
Netzwerke beinhalten, wie z.B. die Epilepsie. Bei einer Epilepsie handelt es sich um pathologische
Ubererregungen bestimmter Neurone, in die degenerative Effekte, wie der Verlust von Nervengewe-
be, neuronale Umorganisationen und Verédnderungen der synaptischen Proteinausstattung involviert
sind. In der Vergangenheit wurden zwei anerkannte funktionelle Epilepsie-Tiermodelle etabliert: das
,Kindling“-Modell (Goddard et al., 1969) und das ,Status epilepticus“-Modell. Epileptische Anf&l-
le werden durch ein Ungleichgewicht in der neuronalen Erregung und Hemmung hervorgerufen, in
dem Glutamat/Glutamatrezeptoren und GABA/GABA-Rezeptoren eine entscheidende Rolle spielen
(Coulter, 2001). Die glutamatergen hippokampalen CA3-Moosfasern (CA3-MF) synthetisieren bei epi-
lepsitischen Anféllen vermehrt GAD67 und schiitten auch GABA aus (Ramirez und Gutiérrez, 2001;
Sperk et al., 2003). So erfolgt eine GABA-vermittelte Hemmung durch aktivitdtsabhingige Expressi-
on GABAerger Markerproteine (Gutiérrez und Heinemann, 2001). Folglich wird die CA3-Erregung in
frequenzabhingiger Weise reduziert.

In der vorliegenden Arbeit wurden VGLUT1- (dominanter NT-Transporter im Hippokampus) und
VGAT-SPs aus dem Hippokampus und Cerebellum stimulierter Ratten und von Kontrolltieren ge-
wonnen, um die postulierte Hochregulation GABAerger Markerproteine, wie VGAT, in stimulierten
hippokampalen Moosfasersynapsen (MFS) zu bestétigen (Abb. 3.32).

Diese Hochregulation konnte auf der vesikuldren Ebene im Ausgangsmaterial (LSO-Fraktionen des
Hippokampus und des Cerebellums) nicht gefunden werden. Die VGLUT1-SP zeigte in beiden Gehir-
narealen keine Verdnderung nach Stimulation. Auch die SVs der VGAT-SP nach Stimulation zeigten
in diesen Arealen keine erhohten VGAT-Mengen im Vergleich zum unstimulierten Gewebe.

Die Moosfasern (MF) decken mit ca. 5% einen relativ kleinen Teil des Hippokampus ab (nur in der
CA3-Region). Das Auflosungsvermogen der Immunisolierung ist fiir diesen Nachweis wahrscheinlich

nicht sensitiv genug.

3.10 NT-Transporterkolokalisationen auf synaptischer Ebene

Bisher wurde die Kolokalisation vesikuldrer Neurotransmittertransporter nur auf der Ebene des syn-
aptischen Vesikels betrachtet. Es wurde durch WB-Analysen festgestellt, dass VGLUT2 und VGAT
auf dem selben SV bzw. in der selben vesikuldren Subpopulation vorkommen. Anschliefend wurde die
funktionelle Intaktheit synaptischer Vesikel gezeigt. Aufgrund dieses Befundes konnte auch eine funk-
tionelle Relevanz dieser Kolokalisation mit Hilfe von Neurotranmitteraufnahmen gefunden werden.
Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit erfolgten bisher stets mit einer subzelluldren Fraktion
des Gehirns oder spezieller Gehirnareale. Daher ldsst dieser Ansatz keine Aussage liber die Verteilung

der NT-Transporterkolokalisation auf bestimmte Synapsentypen zu.
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Abbildung 3.32 — Vesikulidre SPs nach Stimulation.
Aus dem Cerebellum und Hippokampus von Kontrolltie-

SV2b . el . 8  cn und stimulierten (. gekindelten") Ratten wurden LSO-

Fraktionen hergestellt, aus denen anschlieBend VGLUT1- und

Cerebellum

Hippokampus

VGAT-SPs generiert wurden. Die LSO-Fraktionen und SPs
Syp .. - .. - wurden mittels SDS-PAGE/WB-Verfahren hinsichtlich der
aufgefiihrten Vesikelproteine analysiert. Es zeigten sich in
Sgyr . ra— - [ap— den Gehirnarealen, fiir die Stimulationsbedingungen und die

VGLUT1- und VGAT-SP keine deutlichen Unterschiede.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden wird die synaptische Kolokalisation der NT-Transporter VGLUT1, VGLUT2 und VGAT
in ausgewéhlten synaptischen Endigungen im Hippokampus und Cerebellum adulter Ratten beschrie-
ben. Exzitatorische Synapsen sind durch VGLUT1 und VGLUT2, asymmetrische Kontakte (ange-
héuftes elektronendichtes Material an der postsynaptischen Membran) und die runde Form der SV
identifizierbar. Inhibitorische Synapsen sind im Gegensatz dazu durch symmetrische Kontakte, die
pleiomorphe Form der SV und eine VGAT-positive Markierung charakterisierbar. Die Verteilung der
entsprechenden N'T-Transporter und anderer relevanter Proteine wird im Postembedding-Immungold-

Verfahren durch Einzel- oder Doppelmarkierung analysiert.

3.10.1 VGLUT]1, VGLUT2 und VGAT in verschiedenen Synapsen

Zu Beginn der Untersuchungen auf synaptische Kolokalisation der NT-Transporter wurde die Spezifi-
tat der Antikorper gegen die Transporter VGLUT1, VGLUT2 und VGAT iiberpriift.

Die Spezifitat der Antikorper gegen VGLUT1 wurde an den Parallelfasern (Pf) in der Molekularschicht
des Cerebellums gestestet. Diese Synapsen sind ausschliefilich VGLUT1-positiv (Fremeau et al., 2001).
Abbildung 3.33a zeigt eine Pf, die einen asymmetrischen Kontakt mit dem Dendritendorn einer Purk-
injezelle bildet (Pfeilkopfe). Die VGLUT1-Markierung liegt ausschlielich innerhalb dieser Prasynapse
in unmittelbarer Néhe der SV bzw. auf den SV.

Die Sperzifitdt des Antikorpers gegen VGLUT2 wurde an den prasynaptischen Endigungen der Kletter-
fasersynapsen (Kf) des Cerebellums iiberpriift. Diese Endigungen sind ausschlieflich VGLUT2-positiv
(Hisano et al., 2002). Abbildung 3.33c zeigt eine Kf, die im Kontakt mit einem Purkinjezelldendriten
steht. Die VGLUT2-Markierung ist ausschlieflich in unmittelbarer N&dhe oder auf den SV zu be-
obachten. In dieser exzitatorischen prasynaptischen Endigung ist keine asymmetrische Kontaktstelle
angeschnitten.

Die Sperzifitdt des Antikorpers gegen VGAT wurde an den GABAergen présynaptischen Endigungen
der Pyramidenzellschicht der hippokampalen CA3-Region getestet. Abbildung 3.33e zeigt eine GA-

Abbildung 3.33 — NT-Transporter in verschiedenen Synapsen. Die Spezifitit der Antikérper gegen VGLUTI,
VGLUT2 und VGAT wurde in ausgewahlten exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen im Hippokampus und dem
Cerebellum adulter Ratten mittels Einzelmarkierungen im Postembedding-Verfahren {iberpriift.

(a) Die Spezifitat der Antikdrper gegen VGLUT1 wurde an den Parallelfasersynapsen (Pf) in der Molekularschicht des
Cerebellums gestestet. Die Pf bildet eine asymmetrische Verbindung mit dem Dentritendorn einer Purkinjezelle (Pfeilkdp-
fe). Diese Synapse ist VGLUT1-positiv markiert (Pfeile).

(c) Die Spezifitat des Antikérpers gegen VGLUT2 wurde an den prasynaptischen Endigungen der Kletterfasersynapsen
(Kf) des Cerebellums iberpriift. Die prasynaptische Endigung einer cerebelldren Kletterfaser steht im Kontakt mit einem
Purkinjezelldendriten und zeigt eine VGLUT2-positive Markierung (Pfeile).

(e) Die Spezifitit des Antikérpers gegen VGAT wurde an den GABAergen prasynaptischen Endigungen der Pyramiden-
zellschicht der hippokampalen CA3-Region getestet. Eine inhibitorische symmetrische Synapse (lange Pfeile) befindet
sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu einer asymmetrischen Synapse (Pfeilkdpfe), die je eine synaptische Verbindungen
mit einem Dendritenschaft eingehen. Eine VGAT-Markierung ist nur im prasynaptischen Teil der symmetrischen Synapse
sichtbar.

Abbildung (b), (d) und (f) zeigen die umrandeten Bereiche in den Ubersichten in vergroBerter Darstellung. Die Mar-
kierungen wurden in den Ubersichten zur besseren Sichtbarkeit durch schwarze Punkte dhnlicher GréBe hervorgehoben.
Verwendete Primérantikérper: (a) Kaninchen anti-VGLUT1, (c) Kaninchen anti-VGLUT2 und (e) Kaninchen anti-VGAT
. Den = Dendrit, Do = Dorn eines Purkinjezelldendriten, Kf = Kletterfasersynapse, Pf = Parallelfasersynapse. MaBstabe:
Ubersichten: 200nm, Auschnitte: 100nm. Entstanden mit freundlicher Unterstiitzung durch Dr. A. Miinster-Wandowski.
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3 Ergebnisse

BAerge Priasynapse (linke Endigung). Diese Synapse bildet einen symmetrischen Kontakt zu einem
Dendriten (Pfeile). Diese priasynaptische Endigung befindet sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu
einer exzitatorischen préasynaptischen Endigung (rechte Endigung), die einen asymmetrischen Kon-
takt zu einem Dendriten bildet (Pfeilkopfe). Eine VGAT-Markierung ist ausschlielich auf den SV der

symmetrischen préasynaptischen Endigung zu beobachten.

3.10.2 Kolokalisationen auf synaptischer Ebene: Hippokampus

Der Hippokampus ist einerseits aufgrund der leichten Identifizierbarkeit, einer deutlichen Schichtung
und andererseits durch seine fundamentale Rolle bei Lern- und Erinnerungsprozessen eine der am
intensivsten untersuchten Gehirnareale. Er gliedert sich in drei Bereiche — Gyrus dentatus, Cornu am-
monis (Ammonshorn) und Subiculum — weshalb man auch von der Hippokampus-Formation spricht.
Die Koérnerzellen des Gyrus dentatus projizieren die sogenannten Moosfaseraxone in die CA3-Region
des Hippokampus, wo deren prasynaptische Endigungen — die Moosfasersynapsen (CA3-MFS, Durch-
messer 3-5um) — synaptische Kontakte mit grolen dornartigen Erweiterungen der apicalen und ba-
salen Dendriten der CA3-Pyramidenzellen ausbilden (Shepherd, 2004).

Neben Glutamat — dem dominierenden Neurotransmitter in den CA3-MFS (Storm-Mathisen und
Fonnum, 1972) — kommen auch Peptide wie Dynorphin und Enkephalin (van Daal et al., 1989) und
Zn?* (Charton et al., 1985) in diesen Synapsen vor. Neuere Befunde belegen auch GAD- und GABA-
Immunreaktivitdten in diesen Synapsen (Sloviter et al., 1996).

Diese grofien glutamatergen MFS wurden fiir die Untersuchung der synaptischen Kolokalisation der
NT-Transporter VGLUT1, VGLUT1 und VGAT aufgrund der beschriebenen Présenz zweier gegen-
sétzlich wirkenden Neurotransmitter — Glutamat und GABA — ausgewéhlt.

Zufallig ausgewéhlte CA3-MFS wurden beziiglich der Kolokalisation von VGLUT1, VGLUT2, VGAT
und GADG65 mittels Doppelmarkierungen im Postembedding-Immungold-Verfahren untersucht
(Abb. 3.34). Als Kontrolle auf Unsperzifitdt der Immunreaktivitét diente die unspezifische Markie-
rung in postsynaptischen Bereichen und anderen nicht prasynaptischen Strukturen wie Dendriten und
Zellkernen.

Abbildung 3.34a zeigt einen Ausschnitt einer CA3-MFS, in der diese Endigung asymmetrische Verbin-
dungen mit Dendritendornen eingeht. Die Markierungen lagen fiir VGLUT1 und VGLUT2 deutlich
im Bereich des SV-Clusters. Die Immunreaktivitdt fir VGLUT1 (kleine Partikel) war hoher als fiir
VGLUT?2 (grofie Partikel).

Abbildung 3.34b zeigt einen Ausschnitt einer CA3-MFS. In dieser Endigung wurden GADG65 (kleine
Partikel) und VGAT (grofle Partikel) gemeinsam markiert. Die Immunreaktivitdten beider Proteine
lagen im Bereich der SV.

Abbildung 3.34c zeigt einen Ausschnitt einer CA3-MFS. In dieser Endigung waren VGLUT1 (grofie
Partikel) und VGAT (kleine Partikel) gemeinsam markierbar. Die Goldpartikel lagen auch hier im
Bereich der Vesikel. Die Immunreaktivitat fiir VGLUT1 war hoher als fiir VGAT.

Abbildung 3.34d zeigt einen Ausschnitt einer CA3-MFS, in der VGLUT2 und VGAT in der selben
synaptischen Endigung markiert wurden. VGLUT2 wurde haufiger markiert als VGAT.
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@ VGLUTI (10nm)/VGLUT2 (5nm) b GAD65 (5nm)/VGAT (10nm)
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Abbildung 3.34 — Kolokalisationen der NT-Transporter in den MF-Synapsen der hippokampalen CA3-Region.
Die Kolokalisationen von VGLUT1, VGLUT2, VGAT und GAD65 wurden mittels Doppelmarkierungen im Postembedding-
Immungold-Verfahren in MFS der CA3-Region des Hippokampus zweier adulter Ratte untersucht — (a) VGLUT1 und
VGLUT2, (b) GAD65 und VGAT, (c) VGLUT1 und VGAT und (d) VGLUT2 und VGAT. Die MFS bilden einen oder
mehrere asymmetrische Kontakte (Pfeilkdpfe) zu Dendritendornen der Pyramidenzellen. Die Goldpartikel sind ausschlieB-
lich im Bereich der SV zu finden. Die umrandeten Bereiche in den Ubersichten wurden in den Ausschnitten vergroBert
dargestellt. Die Goldpartikel wurden in den Ubersichten zur besseren Sichtbarkeit durch schwarze Punkte dhnlicher GroBe
hervorgehoben. De = Dendrit, Do = Dendritendorn, Mf = Moosfasersynapse. MaBstibe: Ubersicht: 200nm; Ausschnitt:
100nm. Entstanden mit freundlicher Unterstiitzung durch Dr. A. Miinster-Wandowski.

Die postsynaptischen Areale (Do) und Bereiche ohne SV zeigten in allen vier Beispielen keine unspe-

zifischen Markierungen.
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3.10.3 Quantifizierung der Immungoldmarkierungen
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Abbildung 3.35 — Stirke der Immunmarkierung in den CA3-MFS gemessen in Goldpartikel/;im?. Die Detektion
der Transporter VGLUT1, VGLUT2 und VGAT in den CA3-MFS erfolgte durch Einzelmarkierungen (GoldpartikelgréBe =
10nm) im Postembedding-Verfahren. Es wurden MFS der Hippokampi von zwei adulten Ratten vermessen (Tier 1: a, ¢, e
und Tier 2: b, d, f), wobei sich die Einbettungsprozeduren leicht unterschieden. Es wurden jeweils 25 bis 51 prasynaptische

Endigungen mit einer Fliche von 3,7 bis 4,8um? vermessen.

Die Immungoldmarkierungen fiir VGLUT1, VGLUT2 und VGAT in den CA3-MFS sollten im An-

schluss quantifiziert werden.
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Dazu wurden die jeweiligen Transporter in den MFS mit 10nm groflen Goldpartikeln einzeln mar-
kiert. Die Einzelmarkierungen vereinfachten die automatische Detektion der Goldpartikel. Es wurde
die Partikelanzahl pro priasynaptischer Fliche in ym? bestimmt. Es wurden 25 bis 51 Prisynapsen mit
einer Fliche von 3,7 bis 4,8um? vermessen. Die Partikelanzahl wurde als Funktion der prisynaptischen
Fliache aufgetragen (Abb. 3.35). Als Kontrolle auf Unspezifitdt der Markierung wurden Goldpartikel
pro Flache im Bereich von Dendriten und Zellkernen ausgezéhlt. Das methodische Vorgehen der Im-
mungoldmarkierung und insbesondere die Wahl der Antikérper war fiir beide Tiere identisch.

Die Immungoldmarkierungen in den MFS von Tier 2 waren fiir alle Transporter im Vergleich zum
Tier 1 starker. Die MFS von Tier 1 waren fiir VGLUT1 am stérksten (Abb. 3.35a) und fiir VGLUT2
am schwéchsten markiert (Abb. 3.35¢). Die Markierung fiir VGLUT?2 im Tier 1 (Abb. 3.35¢) fiel deut-
lich schwécher aus als bei Tier 2 (Abb. 3.35d).

Die meisten Partikel pro MFS-Fliche von Tier 2 wurden fir VGLUT1 (Abb. 3.35b) gefolgt von
VGLUT2 (Abb. 3.35d) und VGAT (Abb. 3.35f) ermittelt. Erwartungsgemé$ ist in allen Féllen ein
proportionaler Anstieg der Partikelanzahl zu der Synapsenfliche festzustellen. Abbildung 3.36 zeigt
die auf 1pum? normierte Partikelanzahl je Transporter und Tier. Die Partikelanzahl der unspezifischen
Markierung ist in Abbildung 3.36 unten dargestellt.

Der glutamaterge Charakter der MFS wird durch starke VGLUT1- und VGLUT2-Markierungen und

100 1 Transportermarkierungen in CA3-MFS
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Abbildung 3.36 — Anzahl der Goldparti-
kel pro ;m?. Dargestellt ist der Vergleich von
Tier 1 und Tier 2 beziglich der Einzelmar-
kierungen fiir die NT-Transporter VGLUT]L,
25 1 VGLUT2 und VGAT. Die Goldpartikelanzahl
pro prasynaptischer Fliche (obere Abbildung)
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1um? normiert. # = Goldpartikelanzahl. N:
ausgezahlten MFS, siehe Abb. 3.35; N: ausge-
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ein GABAerger Charakter durch den VGAT-Nachweis in dem selben Synapsentyp deutlich.

3.10.4 Kolokalisationen auf synaptischer Ebene: Cerebellum

Die vorrangegangenen Untersuchungen zeigten, dass spezielle glutamaterge Synapsen im Hippokampus
neben VGLUT auch VGAT aufweisen. Nachfolgend wurde daher ein spezieller glutamaterger Synap-
sentyp im Cerebellum — die prasynaptischen Endigungen der cerebellaren Moosfasern (MF) — auf die
Kolokalisation von VGLUT und VGAT untersucht. Diese MF bilden Synapsen mit den cerebelldren
Kornerzellen, die ihrerseits auf die Purkinjezellen verschaltet sind. Die Mehrheit der MF verwendet

Glutamat als Neurotransmitter. Neben diesem NT wurden aber auch neuroaktive Peptide, Somato-
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statin und Acetylcholin nachgewiesen (siehe Shepherd, 2004). Aufgrund der hohen Variabilitdt der
verwendeten Neurotransmitter ist die cerebellire MF ein interessanter Kandidat fiir die Untersuchung
der Kolokalisation von VGLUT und VGAT. GABA-gefiillte SVs konnten in diesen Prasynapsen fiir
eine Modulation der postsynaptischen Antwort sorgen und zur synaptischen Plastizitit beitragen.
Zufallig ausgewahlte cerebellire MFs wurden mit Doppelmarkierungen im Postembedding-Verfahren
beziiglich der Kolokalisierung von VGLUT1, VGLUT2 und VGAT untersucht (Abb. 3.37). Als Kon-
trolle auf Unspezifitdt der Immunreaktivitdt diente die unspezifische Markierung in postsynaptischen
Bereichen und anderen nicht prasynaptischen Strukturen wie Dendriten und Zellkernen.

Die Ubersichten (Abb. 3.37a, ¢, e) und deren Ausschnitte (Abb. 3.37b, d, f) zeigen in jedem Fall
die Kolokalisation fiir die entsprechenden Transporter. Dabei liegen die Goldpartikel in unmittelbarer
Néhe SV bzw. dariiber. VGLUT1 ist im Vergleich zu VGLUT?2 stéarker exprimiert, wohingegen VGAT
die schwichste Markierung zeigt. Die Spezifitdt der Markierung wird durch fehlende Goldpartikel auf
Mitochondrien und Strukturen ausserhalb der Synapsen deutlich.

Der glutamaterge Charakter der cerebelliren MF kommt durch starke VGLUT1- und VGLUT2-
Markierungen zum Ausdruck. Zusétzliche GABAerge Eigenschaften in diesem Synapsentyp kénnen

anhand der Markierung fiir VGAT gezeigt werden.

3.10.5 Schlussfolgerungen zu den elektronenmikroskopischen Untersuchungen

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen haben gezeigt, dass VGLUT1, VGLUT2 und VGAT
gemeinsam préaferentiell in groflen prasynaptischen Endigungen vorkommen. Im Gegensatz dazu stehen
die ausschliellich VGLUT1-positiven Parallel- und die ausschlieBlich VGLUT2-positiven Kletterfaser-
synapsen. Durch die komplementére Transportermarkierung in den Parallel- und Kletterfasern kommt

auch die Spezifitdt der Markierung fiir den jeweiligen Transporter zum Ausdruck.

Abbildung 3.37 — Kolokalisationen in den cerebelliaren MF. Die synaptische Kolokalisation von VGLUT1, VGLUT2
und VGAT wurde in den prasynaptischen Endigungen der glutamatergen MF in der Koérnerzellschicht des Cerebellums
adulter Ratten untersucht. Die NT-Transporter wurden mittels Doppelmarkierungen im Postembedding-Verfahren mar-
kiert.

(a) Eine cerebellire MF bildet einen asymmetrischen Kontakt mit einem Dendritendorn. VGLUT1 und VGLUT2 wurden
gemeinsam in der selben MF markiert. (b) zeigt SVs mit Goldmarkierungen in einem vergroBerten Ausschnitt dieser MF.
(c) In einer cerebellaren MF waren VGLUT1 und VGAT gemeinsam detektierbar. (d) zeigt SVs mit Goldmarkierungen in
einem vergroBerten Ausschnitt dieser MF.

(e) Abgebildet ist ein Ausschnitt einer cerebellaren MF, die eine asymmetrische Verbindung mit einem Dendriten bildet.
VGLUT2 und VGAT kolokalisierten in dieser MF. (f) zeigt SVs mit Goldmarkierungen in einem vergréBerten Ausschnitt
dieser MF.

Die Goldpartikel in den Ubersichten wurden zur besseren Sichtbarkeit mit schwarzen Punkten dhnlicher GréBe hervorgeho-
ben. De = Dendrit, Do = Dendritendorn, Mf = cerebellidre Moosfasersynapse. MaBstabe: Ubersicht: 200nm, Ausschnitt:
100nm. Entstanden mit freundlicher Unterstiitzung durch A. Miinster-Wandowski.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Mit Hilfe der im Rahmen der Arbeit erfolgreich etablierten Technik der Immunisolierung konnten be-
stimmte Vesikel-SPs aus dem vollstdndigen Gehirn und Gehirnarealen adulter Ratten und zu einzelnen

Stadien der Hirnentwicklung gewonnen werden.

1. Uber Antikérper gegen Syp konnte eine SP isoliert werden, die die Gesamtheit der SV im Gehirn

reprasentiert.

2. Drei spezielle vesikuldre SPs, die VGLUT1-, VGLUT2- und VGAT-tragenden vesikuldren SPs,

wurden isoliert.
3. Es wurde eine SP der frithen Endosomen iiber das Markerprotein Rab isoliert.

Es folgte die qualitative und quantitative Analyse des Proteinbesatzes der fiinf Vesikel-SP mit Hilfe
der SDS-PAGE /Westernblot-Technik.

1. Alle fiinf aus dem vollstédndigen Gehirn adulter Tiere isolierten Vesikel-SPs unterscheiden sich

beziiglich ihrer Ausstattung mit allgemeinen vesikuldren Proteinen (z.B. Syb, Syg) kaum.

2. Dagegen ergaben sich Unterschiede aber auch (interessanterweise) Uberlappungen hinsichtlich

des Vorkommens vesikulérer Neurotransmittertransporter.
3. Die SVs der VGLUT2-SP tragen neben VGLUT1 auch VGAT.
4. Die VGAT-SP beinhaltet auch VGLUT2-tragende SV. VGLUT1 ist weniger stark vertreten.
5. Mit der VGLUT1-SP wurden VGLUT2-tragende aber keine VGAT-tragenden SVs koisoliert.
6. Dieses Muster ist schon wahrend frither Phasen der Hirnentwicklung offensichtlich.

Mit Hilfe der Neurotransmitter-Aufnahme-Experimente wurde gezeigt, dass die iiber Immunisolie-

rungen gewonnenen SV-SP ihre speziellen funktionellen Eigenschaften behalten haben. Es ergaben
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sich Hinweise auf die Kooperation zweier verschiedener — auf einem SV kolokalisierter — vesikulédrer

Transmittertransporter.

1. Die GABA-Aufnahme (iiber VGAT) der VGAT-SP wird durch die VGLUT2-Aktivitdt (Be-

funde der Immunisolierung) unterstiitzt.

2. Fiir VMAT2-tragende SVs konnte gezeigt werden, dass deren 5SHT-Aufnahme durch die Aktivitéat
(eines) der VGLUT gefordert wird.

Da die durch Immunisolierungen gewonnen SP stets SV aus vielen verschiedenen Synapsen bzw. Syn-
apsentypen enthalten, wurden nun mit Hilfe immunelektronenmikroskopischer Methoden definierte
Synaspen hinsichtlich der drei vesikuldren Transmittertransporter VGLUT1, VGLUT2 und VGAT

untersucht.

1. In den Moosfaserendigungen im Hippokampus und Cerebellum wurden neben VGLUT1 auch
VGLUT2 und VGAT gefunden werden.

2. Die Korbzellendigungen im Cerebellum wiesen neben VGAT auch VGLUT2 auf.

Die vorliegenden Untersuchung bestédtigten somit auf drei Ebenen eine Kolokalisation von VGLUT

und VGAT und erbrachten Hinweise fiir eine Kooperation beider Transportertypen.

4.2 Moglichkeiten und Grenzen der angewendeten Methoden

Im Folgenden werden die Moglichkeiten und Grenzen der verwendeten analytischen Methoden erlau-
tert.

4.2.1 Immunisolierungstechnik
4.2.1.1 Moglichkeiten:

Mit Hilfe der Immunisolierung kénnen abhéingig vom verwendeten Antikorper Zellen und Zellorga-
nellen (z.B. SV oder Endosomen) aus einem Gewebehomogenat spezifisch angereichert werden. Das
Isolat kann anschlieend weiteren Anwendungen zugefiithrt werden.

Ist die Immunisolierung gegen ein Markerprotein aller synaptischen Vesikel gerichtet, kann z.B. mittels
WB- oder auch Proteomic-Analysen die gemeinsame Proteinausstattung synaptischer SV untersucht
werden. Ist die Immunisolierung gegen ein anderes subtyp-spezifisches SV-Protein gerichtet, konnen
SV-SPs angereichert werden, deren Proteinausstattung sich von der Gesamtheit aller SV unterschei-
det.
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4.2 Méglichkeiten und Grenzen der angewendeten Methoden

4.2.1.2 Grenzen:

Mit einer Immunisolierung, gerichtet gegen einen vesikuldren NT-Transporter (z.B. A), ldsst sich eine
SV-SP anreichern, die diesen Transporter beinhaltet (Voraussetzung: Vorkommen dieses Transports im
Ausgangsmaterial und korrekte Ausrichtung seines Epitops). Sind weitere Transporter (z.B. B und C)
auf den isolierten SV dieser SP vorhanden, kann mittels WB-Analyse nur fiir einen dieser Transporter
(z.B. B) mit Bestimmtheit eine vesikuldre Kolokalisation mit Transporter A, angenommen werden.
Transporter C kénnte sich zusammen mit Transporter A auch auf einem anderen SV befinden.

Die Proteinverhéaltnisse der hier im WB-Verfahren untersuchten Transporter-SP lassen weder eine Aus-
sage iiber den prozentualen Anteil des jeweiligen Proteins auf einem SV noch iiber dessen Kopienzahl
zu. Sie stellen lediglich das Verhéltnis zwischen dem gesuchten Protein (POI) und dem Bezugsprotein
dar.

Mit der Immunisolierung kann keine Aussage iiber vesikuldre Proteinausstattung in speziellen Synap-

sen getroffen werden.

4.2.2 Neurotransmitteraufnahmeversuche

4.2.2.1 Moglichkeiten:

Mit NT-Aufnahmeversuchen ist es méglich SV-SP auch auf funktioneller Ebene zu charakterisieren
und unterstiitzende Effekte bzw. Kooperationen zwischen Proteinen wie den NT-Transportern aufzu-

decken.

4.2.2.2 Grenzen:

Mit radioaktiv markierten Neurotransmittern und spezifischen NT-Transporterinhibitoren sind — so-
fern mindestens einer den anderen beeinflusst — zwei unterschiedliche Transporter auf dem selben SV
nachweisbar. Eine spezifische Hemmung der NT-Transporter ist Voraussetzung fiir die gezielte Tren-
nung der Transportaktivitdten verschiedener NT-Transporter. Zur Zeit ist jedoch keine spezifische
VGAT-Hemmung méoglich.

4.2.3 Elektronenmikroskopische Methoden

4.2.3.1 Mboglichkeiten:

Mit dieser Methode sind mehrere Proteine gemeinsam (durch die Wahl der Goldpartikelgrofie) auf
dem ultrastrukturellen Niveau in speziellen priasynaptischen Endigungen detektierbar. Sie ermdglicht

damit den Nachweis einer Transporterkolokalisation innerhalb einer priasynaptischen Endigung.
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4.2.3.2 Grenzen:

1) Die Anzahl der fir den Priméarantikorper erreichbaren Epitope ist aufgrund einer einzigen Schnit-
tebene durch das eingebettete Gewebe stark reduziert. Der Nachweis einer vesikuldren Kolokalisation
mittels Postembeddingverfahren ist aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit, zwei Epitope auf dem
selben Vesikel nachzuweisen, deutlich erschwert. 2) Aufgrund der geringen Grofie eines Vesikels (Durch-
messer 30-50nm) und des im Verhéltnis dazu relativ grofen Antikérpers ist eine Mehrfachmarkierung
auf dem selben SV aus sterischen Griinden schwierig. 3) Aufgrund der Grofle des Komplexes aus
Primér- und goldmarkiertem Sekundarantikorper (ca. 10nm) ist die Zuordnung eines Goldpartikels zu

einem individuellen SV in Gewebeschnitten mit einer relativ hohen SV-Dichte kaum moglich.

4.3 Vesikuldre Kolokalisation der NT-transporter

Die klassische Sichtweise zur Funktion eines Neurons, das nur einen klassischen Neurotransmitter an
all seinen Synapsen ausschiittet, wurde in den letzten Jahren mehrfach herausgefordert. Es konnte fiir
verschiedene Synapsentypen gezeigt werden, dass eine Kolokalisation verschiedener NT-Transporter
bzw. eine gemeinsame Ausschiittung unterschiedlicher NT-Kombinationen méglich ist. Somit ist der
Phénotyp dieser Synapsen deutlich variabler als bisher angenommen. Der Aufbau dieser Synapsen,
aber auch deren synaptische Vesikel (SVs), miissen auf diese Anforderungen hin abgestimmt werden.
Die SVs miissen innerhalb einer Synapse den Transport unterschiedlicher N'Ts bewerkstelligen. Dabei

muss das SV an die Art und Menge des vesikuldr gespeicherten Neurotransmitters angepasst werden.

4.3.1 Allgemeine vesikuldre Proteine

Mit Hilfe der Immunisolierung wurden aus dem Gehirn adulter Ratten fiinf verschiedene SV-SPs auf-
gereinigt: eine Syp-, VGLUT1-, VGLUT2- und VGAT-tragende SV-SP sowie eine Rab5-haltige SP
sogenannter frither Endosomen. Diese SV-SPs wurden mittels einer SDS-PAGE/Westernblot-Analyse
auf das Vorhandensein allgemeiner vesikuldrer Proteine wie Syp und Syg, gestestet. Dabei ergaben
sich keine gravierenden Unterschiede im Proteinebesatz zwischen den einzelnen SP. Quantitative Ana-
lysen zeigten, dass die analysierten Proteine in unterschiedlichen Mengen vorkommen. Die SVs der
VGLUT1-SP besaflen die grofiten und die der VGAT-SP die geringsten Proteinmengen (Abb. 3.15).
Untersuchungen an vesikuldren VGLUT1,- VGLUT2 und VGAT-SP aus dem cerebralen Cortex kamen
zu dhnlichen Ergebnissen (Bragina et al., 2009). Eine andere Arbeit an VGLUT1- und VGAT-SP zeig-
te, dass z.B. Syb Teil einer gemeinsamen Proteinausstattung dieser SPs ist (Grgnborg et al., 2010).
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4.3.2 Die Syp-SP

Mit Hilfe der Immunisolierung konnte iiber Syp eine vesikuldre Population, die reprasentativ fiir ein
sekretorisches SV ist, angereichert werden. Das wurde an der Detektierbarkeit aller untersuchten vesi-
kuléren Proteine in der Syp-SP deutlich (Syp-SP in Abb. 3.13 und 3.14). In der Arbeit von Burré et al.
(2006) wurde eine SV-SP mit einem monoklonalen Antikérper gegen das vesikuldre Markerprotein SV2
aufgereinigt. In dieser SV-SP konnten sie ebenfalls die Proteine Syp, Sypor, Syg, Syb, VGLUT1 und
VGAT nachweisen. Auch die Arbeit von Takamori et al. (2006) bestétigt die Befunde der vorliegenden

Arbeit beziiglich des Vorkommens dieser allgemeinen Proteine innerhalb einer SV-SP.

4.3.3 Die VGLUT1-SP

Die Immunisolierung mit Antikorpern gegen VGLUT1 hat eine SP ergeben, in der die Vesikel erwar-
tungsgemaf sowohl Proteine der gemeinsamen Vesikelausstattung (Syp, Syg und Syb) als auch den
NT-Transporter VGLUT1 tragen. Zu diesem Ergebnis kamen auch Bragina et al. (2009) (hier an cor-
ticalen Synaptosomen).

Zusatzlich zu den Proteinen, die alle SVs besitzen, tragen die SVs der VGLUT1-SP neben VGLUT1
auch VGLUT2. VGAT ist hingegen nur in sehr geringen Mengen detektierbar (qualitativ: Abb. 3.14
und quantitativ: 3.15). Die Kolokalisierung von VGLUT1 und VGLUT2 wurde auch im Neocortex der
Ratte nachgewiesen (Fattorini et al., 2009). Das konnte mit einer Immunisolierung aus dem Cortex hier
jedoch nicht bestétigt werden (Abb. 3.19). Aus der Arbeit von Herzog et al. an juvenilen Mausen ist
bekannt, dass es ein kleines Zeitfenster fiir eine vesikuldre Kolokalisation von VGLUT1 und VGLUT2
im Hippokampus gibt. Die VGLUT1/VGLUT2-Kolokalisation ist somit sowohl in unterschiedlichen
Spezies (Ratte/Maus) als auch in verschiedenen Entwicklungsstadien nachweisbar. Eine unspezifische
Aggregation VGLUT1- und VGLUT2-haltiger SV kann in diesem Zusammenhang ausgeschlossen wer-
den, da unter diesen Bedingungen auch VGAT in der VGLUT1-SP detektierbar sein miisste. Fattorini
et al. kamen zu dem Befund, dass VGAT auch auf VGLUT1-tragenden SVs des Neocortex lokalisiert
ist (Fattorini et al., 2009). Dieses Ergebnis konnte durch die vorliegende und andere Arbeiten (Ta-
kamori et al., 2000a; Grgnborg et al., 2010) weder fiir das gesamte Gehirn (Abb. 3.14, rechts) noch
fiir den Cortex (Abb. 3.19, links) bestitigt werden. Moglicherweise war hier die Menge des isolierten
Materials zu gering, um die schwache VGAT-Exprimierung nachzuweisen. Zusammengefasst zeigt das,
dass die VGLUT1/VGLUT2-Kolokalisation kein spezies- und entwicklungsstadiumsspezifisches Phé-
nomen ist.

Die Koexprimierung von VGLUT1 und VGLUT?2 kann einen Einfluss auf die Quantumgréfie haben,
womit schliefflich die postsynaptische Antwort und damit die synaptische Plastizitit eines Neurons
moduliert werden. Die Présenz beider Transporter auf dem selben SV in einer bestimmten Synap-
se reduziert die Wahrscheinlichkeit fiir ausschliefilich VGLUT1- bzw. VGLUT2-positive SV an den
aktiven Zonen innerhalb einer Synapse (siehe im Gegensatz dazu fiir nicht vesikular kolokalisierende
Transporter: Fremeau et al. (2004a)). Folglich ist die weitrdumigere Beeinflussung postsynaptischer

Areale durch verschiedenartig agierende Synapsen einer synaptischen Endigung nicht gewéhrleistet
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(Herzog et al., 2006).

Die Erhebungen der vorliegenden Arbeit lassen keine Aussage iiber die Kopienzahl von VGLUT1 und
VGLUT?2 pro SV zu. Einerseits konnten die VGLUT1-Molekiile pro SV durch VGLUT2-Molekiile er-
génzt werden. Andererseits konnte eine bestimmte Anzahl von VGLUT1 gegen VGLUT2 ausgetauscht
werden. Im ersten Fall wiirde eine stiarkere bzw. schnellere Glutamatbeladung des SV folgen, was eine
Verdnderung der Quantenereignisse zur Folge hétte. Im zweiten Fall wiirde die Beladung der SV mit
Glutamat aufgrund der gleichen Transporteigenschaften von VGLUT1 und VGLUT2 so ablaufen, als
ob nur eine VGLUT-Isoform auf den SV lokalisiert ist.

Eine Kolokalisation bedeutet allerdings nicht, dass alle VGLUT1-tragenden SVs auch VGLUT?2 besit-
zen miissen. Es ist vielmehr davon auszugehen, dass SVs in bestimmten Synapsen nur VGLUT1 tragen.
Beispiele hierfiir sind die Parallelfasern im Cerebellum (vergleiche Abb. 3.33a) oder die Schafferkolla-
teralen in der hippokampalen CA1l-Region (Nachweis nicht gefithrt). Fremeau et al. (2004a) schlieflen
eine vesikulare Kolokalisation von VGLUT1 und VGLUT2 in hippokampalen Pyramidenzellen aus,
da die vesikulire QuantengréBe bei einem fehlenden Transporter (im Fall der VGLUT1~/~-Maus) er-
niedrigt sein miisste. Die kleinen exzitatorischen postsynaptischen Strome (mESPC) sind bei Wildtyp
und KO-Tieren jedoch gleich.

Die isolierten SVs der VGLUT1-SP sind funktionell intakt, was sich durch die Glutamataufnahme in
diese SV bestétigen liel (Abb. 3.24a). Unspezifisch gebundenes Material (Isolierung mit normalem
Maus-IgG) weist dagegen eine stark reduzierte Aufnahme (Negativkontrolle) auf. Takamori et al. iso-
lierten ebenfalls eine VGLUT1-SP aus dem Gesamtgehirn, unterwarfen diese einer Glutamataufnahme
und kamen zu dhnlichen Ergebnissen (Takamori et al., 2000a). Die Bindung des beadgekoppelten An-
tikoérpers an die VGLUT1-Epitope der SV hat wahrscheinlich nur einen geringen Einfluss auf den
Glutamattransport. Aufgrund der wahrscheinlich gleichméfliigen Verteilung der VGLUT1-Molekiile
(ca. zehn Molekiile je SV) in der SV-Membran sind nur wenige VGLUT1-Molekiile von der Antikor-
perbindung betroffen (Abb. 2.2).

Da VGLUT1 und VGLUT?2 in der VGLUT1-SP kolokalisieren und beide sehr dhnliche Transportei-
genschaften besitzen, variieren je nach Kopienanzahl beider Transporter ihre Beitrdge zum Glutamat-
transport. VGLUT1 diirfte aufgrund der héheren Anreicherung in der VGLUT1-SP stérker involviert
sein, da auch ausschliefllich VGLUT1-tragende SVs isoliert werden.

VGLUT1- und VGLUT2-haltige Synapsen unterscheiden sich in der Freisetzungswahrscheinlichkeit des
Glutamats (Takamori et al., 2001; Varoqui et al., 2002; Liu, 2003; Wojcik et al., 2004). Welchen Einfluss
die vesikuldre VGLUT1/VGLUT2-Kolokalisation auf diese Freisetzungswahrscheinlichkeit glutamater-
ger Synapsen hat, kann mit den vorliegenden Daten nicht beantwortet werden. Es bleibt zu kléren, ob

die VGLUTs weitere Eigenschaften besitzen, die die jeweilige Synapse modulatorisch beeinflussen.

4.3.4 Die VGLUT2-SP

Die Immunisolierung mit Antikérpern gegen VGLUT2 hat eine SP ergeben, in der die Vesikel er-
wartungsgeméfl sowohl Proteine der gemeinsamen Vesikelausstattung als auch den Neurotransmitter-

transporter VGLUT2 tragen. Die Immunisolierung gegen VGLUT2-tragende SVs aus dem gesamten
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4.3 Vesikulare Kolokalisation der NT-transporter

Gehirn und dem Hippokampus (Abb. 3.18) der Ratte zeigt eine Angereicherung des VGLUT2. Neben
diesem Transporter sind auch VGLUT1 und VGAT auf den SV der VGLUT2-SP nachweisbar (qua-
litativ, Abb. 3.13 und quantitativ, 3.15). Boulland et al. isolierten dagegen aus einer hippokampalen
LS1-Fraktion eine VGLUT2-SP, die weder VGLUT1- noch VGAT-tragende SVs enthielt. Insbesonde-
re die Signale fiir die vesikuldren Markerproteine Syb und Syp im Uberstand und Ausgangsmaterial
weisen auf eine niedrige Isolierungseffizienz ihrer Immunisolierung hin. Damit kénnten die Mengen von
VGLUT1 und VGAT auf dieser VGLUT2-SP unterhalb der Nachweisgrenze liegen. Sie iiberpriiften
ihre Befunde weiterhin auf elektronenmikroskopischer Ebene und bestétigten ihre eigenen Ergebnisse.
Die Anzahl der fiir den Primérantikorper erreichbaren Epitope ist auf EM-Ebene methodisch bedingt
stark reduziert. So ist der Nachweis einer vesikuldren Kolokalisation mit elektronenmikroskopischen
Verfahren aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit, zwei unterschiedliche Epitope auf dem selben
Vesikel nachzuweisen, deutlich erschwert (Boulland et al., 2009).

Aufgrund der Befunde aus Abschnitt 4.3.3 ist bekannt, dass VGLUT2 auf den SV der VGLUT1-SP
vorkommt. Als Folge dieser Uberlappung wird VGLUT1 auch mit den VGLUT2-tragenden Vesikeln
koisoliert.

Die VGLUT2-SP stellt somit eine Mischpopulation dar, in der die SVs entweder ausschliellich
VGLUT2-positiv oder VGLUT1- und VGLUT2-positiv oder aber auch VGLUT2- und VGAT-positiv
sind. Das bedeutet, dass die SVs der VGLUT2-SP mindestens einen weiteren Transportertyp tragen
konnen. Die Konstellation, in der ein SV drei unterschiedliche Transporter tréigt, ist zwar ein mogli-
ches Ereignis, kann mit den verwendeten Methoden und den vorliegenden Daten jedoch nicht gezeigt
werden (Abb. 4.1).

Die Préasenz von VGAT auf SV der VGLUT2-SP bedeutet einerseits, dass beide Transporter gegensétz-
lich wirkende Neurotransmitter (Glutamat und GABA) in dem selben SV anreichern konnten. Ande-
rerseits wére auch ein neurotransmitterunabhéngiger Einfluss durch den Cl™-Transport des VGLUT2
denkbar.

In der VGLUT2-SP sind beide Transporter, VGLUT1 und 2, an der Glutamataufnahme beteiligt
(Abb. 3.25b). Wahrscheinlich ist der Transport in SV dieser SP in htherem Mafl von VGLUT2 beein-
flusst, da dieser VGLUT stéarker angereichert wurde. VGLUT2 wird im adulten Gehirn seltener ex-
primiert als VGLUT1, was sich in geringeren Mengen isolierter VGLUT2-tragender SV niederschlagt.
Andererseits ist anzunehmen, dass auf einem SV, das z.B. neben VGLUT?2 auch VGAT-Molekiile tragt,
die Kopienzahl je Transporter (durch Substitution) reduziert ist. Damit wird die Glutamataufnahme
durch weniger VGLUT2-Molekiile je SV bewerkstelligt. In Folge dessen wird mehr Zeit zur Befiillung
des SV benétigt (z.B. Schuske und Jorgensen, 2004). VGAT hétte unter diesen Bedingungen einen
eher nachteiligen Effekt auf die Glutamataufnahme.

Ein Nachweis fiir eine GABA-Aufnahme ist fiir die immunisolierten SV der VGLUT2-SP aufgrund der
geringen Affinitdt des GABA zu VGAT nur bedingt moglich. Méglicherweise ist der VGAT-Anteil in
der VGLUT2-SP zu niedrig, um eine nachweisbare GABA-Aufnahme zu erhalten (Abb. 3.26). Bei einer
Kolokalisation beider Transporter sind VGLUT2 und VGAT wahrscheinlich nur halb so oft je Vesikel
vertreten. Die Folge wire, dhnlich wie fiir die VGLUTs und die Glutamataufnahme, eine verminderte
GABA-Aufnahme durch VGAT (Schuske und Jorgensen, 2004).
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Abbildung 4.1 — Schema der vesikuldren Subpopulationen. (a) Dieses Schema stellt die vesikuldren Subpopulationen
dar, die in dieser Arbeit betrachtet wurden. Dabei ist die Haufigkeit der jeweiligen transporterspezifischen Vesikel im
Gesamtgehirn durch unterschiedlich groBe Fliachen symbolisiert. Diese Darstellung zeigt bereits die Uberlappungen der
verschiedenen Subpopulationen, die weiteren Unterteilungen innerhalb einer SP entsprechen. (b) Diese Darstellung zeigt
vergroBert die sich iiberlappenden SP. Hier symbolisiert der Flacheninhalt die Wahrscheinlichkeit und Haufigkeit des
Auftretens dieser Misch-SP. Die Uberlappungszone (UZ) in der Mitte (Dreifachkolokalisation) ist theoretisch méglich, aber
auf Grundlage der vorliegenden Daten nicht zu bestitigen. Die ,VGLUT1/VGAT"-UZ ist ebenfalls relativ unwahrscheinlich,
da die Proteinausstattung beider SP beziiglich der Transporter nicht identisch ist. Die ,VGLUT1/2"-UZ spiegelt die
wahrscheinlichste Situation im juvenilen und die ,VGLUT2/VGAT"-UZ die im adulten Gehirn wider.

4.3.5 Die VGAT-SP

Die Immunisolierung mit Antikérpern gegen VGAT hat eine SP ergeben, in der die Vesikel erwar-
tungsgeméif sowohl Proteine der gemeinsamen Vesikelausstattung (Syp, Syg und Syb) als auch den
Neurotransmittertransporter VGAT tragen (Abb. 3.13 und 3.14, jeweils rechts). VGAT-tragende Ve-
sikel sind in dieser SP deutlich angereichert (Abb. 3.15, rechts). Vesikel dieser SP sind zusétzlich mit
VGLUT?2 und in geringerem Mafle auch mit VGLUT1 ausgestattet. Die hier angereicherte VGAT-SP
dhnelt der von Takamori et al. (2000b) isolierten VGAT-SP, in der auch diverse Proteine der gemein-
samen Vesikelausstattung wie Stgm, Syp, Stx1, Syg und Syb nachweisbar sind. In einer anderen Studie
fanden sie, dass VGLUT1 nicht auf SV der VGAT-SP lokalisiert ist (Takamori et al., 2000a,b). Das
heisst, VGLUT1 und VGAT befanden sich auf unterschiedlichen SV. Diese Befunde decken sich mit
den vorliegenden Daten, denn VGLUT1 ist auch hier deutlich schwécher exprimiert (Abb. 3.15, rechts).
Fattorini et al. isolierten eine VGAT-SP aus dem Neocortex und zeigten die vesikuldre Kolokalisation
mit VGLUT1, wohingegen diese SP frei von VGLUT2 war (Fattorini et al., 2009). Das widerspricht
teilweise den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da hier eine VGAT-SP isoliert wurde, die ebenfalls
eine VGAT-VGLUT2-Kolokalisation zeigte (Abb. 3.13, Abs. 3.4.1). Ursache fiir diese unterschiedlichen
Ergebnisse kénnen regionale Unterschiede in der Exprimierung der kolokalisierenden Transporter sein,
die im gesamten Gehirn, nicht aber in bestimmten Gehirnarealen detektierbar sind. In einer Studie an
einer VGAT-SP aus dem Hippokampus waren weder VGLUT1 noch VGLUT2 nachweisbar (Boulland
et al., 2009). Diese Befunde kénnen durch die Daten der vorliegenden Studie nicht bestétigt werden
(Abb. 3.18).

Vesikel, die beide Transporter — VGLUT1 und VGAT - tragen, sind aufgrund der vorliegenden Daten
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ein seltenes Ereignis in Synapsen des Gesamtgehirns, da die VGLUT1- und VGAT-SP keine vollstan-
dige Uberlappung beziiglich dieser Transporter zeigen (vergleiche die relativen Hiufigkeiten Abb. 3.15,
VGAT (links) und VGLUT1 (rechts)). Theoretisch moglich wére auch eine Kolokalisation aller drei
Transporter auf einem SV (Schema Abb. 4.1). Diese Situation kann mit den Daten dieser Arbeit nicht
erklart werden. Zudem kénnen nach Ikin et al. (1996) vesikuldre SPs neben SV auch einen geringen
Anteil frither Endosomen enthalten. Ursache hierfiir ist eine gemeinsame Protein- bzw. Transporter-
ausstattung beider Organelltypen. Diese Moglichkeit ist jedoch fiir die in der vorliegenden Arbeit
generierten SP unwahrscheinlich, da Rab5 als Marker fiir die frithen Endosomen auf den isolierten SV
nicht nachweisbar war (Abb. 3.16 und 3.17, vergleiche Abs. 4.3.4).

Die SVs der VGAT-SP der vorliegenden Studie sind zur GABA-Aufnahme in der Lage. Jin et al. iso-
lierten ebenfalls funktionell intakte VGAT-tragende SV, wahlten dazu jedoch einen anderen Ansatz.
Sie reicherten VGAT-tragende SV an, indem die Immunisolierung gegen das GABA-synthetisierende
und vesikelassoziierte Protein GADG65 gerichtet war. Jin et al. zeigten die GAD65-abhéngige Vermin-
derung der GABA-Aufnahme in Gegenwart von GADG5-Inhibitoren und damit die Funktionsfahigkeit
isolierter SV. Zudem bewiesen sie, dass nur das durch GADG65 neu synthetiserte GABA von den SV
aufgenommen wird (Jin et al., 2003). Liegt GADG5 in der vesikeldissoziierten Form vor, kann auch
GADG67-synthetisiertes zytosolisches GABA direkt vom VGAT aufgenommen werden. In der VGAT-
SP-Praparation der vorliegenden Arbeit sind die beiden GAD-Isoformen wahrscheinlich nur in Spuren
auf dem Vesikel vorhanden. Dadurch wird die Hemmung der noch vorhandenen GAD durch die ver-
stirkte Aufnahme des >H-GABA kompensiert (Abb. 3.29a).

Die Bindung des Antikérpers gegen VGAT an das VGAT-Epitop (in Folge der Immunisolierung) sollte
die GABA-Aufnahme kaum beeinflussen, da nur wenige VGAT-Molekiile an der Antikérper-Antigen-
Bindung teilhaben (Abb. 3.25¢).

Die vorliegende Arbeit konnte eine VGAT-VGLUT-Kolokalisierung (isoformenunspezifischer Nach-
weis) auf funktioneller Ebene durch die Glutamat-Aufnahme in SV der VGAT-SP bestétigen
(Abb. 3.27b). Da VGAT spezifisch nur GABA bzw. Glyzin aber nicht Glutamat transportiert, wird
Glutamat nur durch die VGLUT-Isoformen (VGLUT2 oder VGLUTS3), die mit dem VGAT vesikular
kolokalisieren, in den SV konzentriert. Da wahrscheinlich einige VGAT-Molekiile durch VGLUT(2)
substituiert sind, erfolgt die Befiillung der SV mit Glutamat verlangsamt, d.h, es wird weniger Glu-
tamat je Zeiteinheit aufgenommen (vergleiche Abs. 4.3.4, Schuske und Jorgensen (2004)). Takamori
et al. verwendeten eine VGAT-SP ebenfalls fiir GABA- und Glutamataufnahmeversuche und zeigten
eine deutliche GABA- und eine sehr schwache Glutamataufnahme. Die geringe Glutamataufnahme der
VGAT-tragenden Vesikel interpretierten sie als Lokalisierung von VGLUT(1) und VGAT auf unter-
schiedlichen SV, was auch durch die vorliegenden Daten bestéitigt wurde (Takamori et al., 2000a).

4.3.6 Energiebilanz der vesikuldaren Transporterkolokalisation

Wie kann der unterstiitzende Einfluss, den die VGLUTs wéhrend der GABA- und Serotoninbeladung
eines SV ausiiben (Abb. 3.29a), erklért werden?
Beide Transportertypen — VGLUT und VGAT — héngen in unterschiedlicher Weise vom elektroche-
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Abbildung 4.2 — Schema der vesikuliren Kolokalisation von VGLUT und VGAT. Schema (a) zeigt VGAT als allei-
nigen NT-Transporter auf einem Vesikel, der GABA bedingt gut transportieren kann. ApH und AW kénnen gleichmaBen
genutzt werden. In dieser Situation kann AWV leicht Gberwiegen, da ein Anion zur Kompensation positiver Ladungen fehlt.
Das Schema (b) beschreibt eine mogliche Vesikelausstattung, in der VGLUT(2) und VGAT auf dem selben SV vorkom-
men. Durch einen Glutamat- und CI™-Eintrag wird in dieser Konstellation die GABA-Aufnahme durch einen ApH-Anstieg
begiinstigt (HCI-Anreicherung), der zusitzliche Triebkraft fiir die GABA-Beladung liefern kann.

Allgemein gilt, dass der Glutamattransport von dem Membranpotential (A¥) und der GABA-Transport von dem Mem-
branpotential (A¥) und dem pH-Gradient (ApH) abhingt. Weitere Schliisselfaktoren sind die V-ATPase und Chlorid-
transporter wie z.B. CIC-3.

mischen Gradienten ab — VGLUT hauptsédchlich vom AW und VGAT zu &hnlichen Teilen von AW
und ApH (Maycox et al., 1988; Hell et al., 1990) (Abb. 4.2b). Die VGLUT-vermittelte Glutamat-
beladung eines SV kann allein aufgrund des AW erfolgen, wobei eine Ladungskompensation durch
einen VGLUT-vermittelten CI™-Ausstrom notwendig ist. Zytosolisch vorhandenes CI~ bewirkt jedoch
eine VGLUT-vermittelte Glutamataufnahme, die anteilig auch vom ApH abhéngig ist. Dieser Anstieg
des ApH erfolgt durch den VGLUT-vermittelten Cl™-Einstrom (Nettoproduktion von HCI) (Schenck
et al., 2009). HT /Cl~-Antiporter (CIC-3), die an der SV-Membran arbeiten, transportieren eben-
falls Chloridionen in das SV-Lumen (Matsuda et al., 2008) und sorgen auch fir einen vesikuldren
ApH-Anstieg. CIC-3-Knockout-Méusen zeigen dagegen eine normale Glutamatbeladung und Neuro-
transmission (Stobrawa et al., 2001). GABA selbst hat als ungeladenes Molekiil (Zwitterion) weder
einen Einfluss auf ApH noch auf AW. Sein Einstrom in das SV ist jedoch mit einem HT-Ausstrom
verbunden, der durch die V-ATPase kompensiert werden muss.

Da der VGAT von ApH und AWV abhéngt, fordern die VGLUT-Aktivitdten mit einer Erhohung des
ApH die vesikuldre GABA-Aufnahme.

Obwohl in der vorliegenden Arbeit die Glutamataufnahme in GABAerge SV gezeigt werden konn-
te, ist zur Zeit nicht klar, ob Glutamat tatsédchlich in GABAergen SV aufgenommen wird. Eventuell
sind die glutamat- und chloridtransportierenden Eigenschaften der VGLUT in diesem Zusammen-
hang getrennt zu betrachten. So resultiert aus einer grofleren zytosolischen Chlorid- und reduzierten
Glutamatkonzentration (50mM Cl7; 100mM Glutamat Abb. 3.30b) eine héhere GABA-Aufnahme.
Dieser VGLUT-Beitrag lasst sich durch Trypanblau hemmen.
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Die VGLUTS liefern ebenfalls einen Beitrag zur Beladung synaptischer Vesikel mit Monoaminen durch
VMAT?2 (Abb. 3.31b). Hier ist ein &hnlicher synergistischer Mechanismus denkbar, wie fiir VAChT und
VGLUTS3 (Gras et al., 2008), da sowohl VAChT als auch VMAT eine &dhnliche Bilanz in der Ladungs-
und Protonenbewegung haben. Welche der drei VGLUT-Isoformen in die Monoaminaufnahme durch
VMAT involviert ist, bleibt zur Zeit noch ungekléart.

Die unterstiitzende Wirkung der Glutamataufnahme fiir die GABA-Beladung von SV kann mit den
derzeit bekannten Ladungs- und Protonenverschiebungen nicht génzlich erklart werden. Es sind wei-

tere Untersuchungen zu den genauen Transfermodalititen der einzelnen Transporter notwendig.

4.3.7 Die Rabb-SP

In den Abbildungen 3.16 und 3.17 wird der Proteinbesatz der Syp- und der Rab5-SP qualitativ und
quantitativ verglichen. Es konnten sowohl die Proteine der gemeinsamen Ausstattung der SV als auch
Transporterproteine mittels WB-Analyse in beiden SP detektiert werden. Das lisst auf eine dhnliche
Proteinausstattung beziiglich der untersuchten Proteine und eine Uberlappung zwischen dieser und
den Transporter-SP schlieffen. Rab5 ist sowohl in der Syp- als auch in den Transporter-SPs nicht nach-
weisbar (vergleiche auch Abb. 3.23). In anderen Studien, in denen frithe Endosomen mit Antikérpern
gegen Rabb aus dem gesamten Gehirn isoliert wurden, stellte man fest, dass dieses Immunisolat eine
Mischung bestehend aus kleinen SV (SSV) und anderen Organelltypen (uni-, bi- und multilamellaren
Vesikeln) ist (von Mollard et al., 1994; Ikin et al., 1996). Ikin et al. zeigten ferner, dass sich nur Rab5s-
haltige Kompartimente durch die Anwesenheit des Glykoproteins Amyloidproteinprecursor (APP) von
der Syp-SP eindeutig abgrenzen lassen (Ikin et al., 1996).

Membranstiicke synaptischer Vesikel bzw. synaptische Vesikelproteine sind im Zuge der Wiedereinglie-
derung fiir weitere Endo-/Exozytosezyklen transient auch auf frithen Endosomen anzutreffen. Damit
kénnten sich auch VGLUT1/2 und VGAT in der endosomalen SP wiederfinden (Abb. 3.16 und 3.17).
Diese Tatsache konnte das Trennen von SV und frithen Endosomen erschweren. Dagegen spricht, dass
Rabb in den Transporter-SP nicht nachweisbar war. Ferner sollte eine entsprechende Neurotransmit-
teraufnahme in frithe Endosomen nicht méglich sein, da das feine Zusammenspiel aus ApH und AW,
wie im SV, nicht gegeben sein diirfte.

Im Gegensatz zu den Transporter-SP (Abb. 4.1a, b) kann mit der Immunisolierung gegen Rab5 und
den WB-Analysen nur die Prisenz eines Transporters je Endosom eindeutig gezeigt werden. Das Vor-
kommen mehrerer Transporter ist jedoch durch Endozytosemechanismen (Vesikelknospung aus einem
endozytierten Endonsomen) moglich und auch wahrscheinlich.

Somit ist die Proteinaustattung eines Endosoms, wie auch die eines SV, variabel.
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4.4 Synaptische Kolokalisation der NT-Transporter

4.4.1 VGLUT1 und VGLUT2 in glutamatergen Neuronen

Die Exprimierung verschiedener Transporter auf dem gleichen oder auf verschiedenen Vesikeln inner-
halb des gleichen Terminals erfordert regulatorische Prozesse um die Rekrutierung synaptischer Vesi-
kel unter physiologischen Bedingungen zu gewéhrleisten (Gutiérrez, 2008a,b). VGLUT1 und VGLUT2
kénnen auf verschiedenen Vesikeln und demzufolge an unterschiedlichen Freisetzungszonen innerhalb
einer Synapse lokalisiert sein (Fremeau et al., 2004a). Diese Transporter sind aber auch auf dem sel-
ben SV anzutreffen, was die vorliegende und andere Studien zeigen (Wojcik et al., 2004; Herzog et al.,
2006). Aus einem solchen Vesikel wird nur Glutamat ausgeschiittet. Im Gegensatz dazu stehen Vesikel,
die VGLUT und VGAT tragen und zwei gegensétzlich wirkende klassische Neurotransmitter (GABA
und Glutamat) moglicherweise akkumulieren und ausschiitten kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Exprimierung von VGLUT1 und VGLUT?2 in speziellen Syn-
apsen, den hippokampalen und cerebelldren Moosfasersynapsen (MFS), untersucht und dort auch
gemeinsam nachgewiesen. Trotz der komplementédren Verteilung dieser NT-Transporter im Gehirn,
gibt es in jiingster Zeit immer haufiger Hinweise fiir ihre synaptische Kolokalisierung. So bestétigen
Hisano et al. (2002) und Hioki et al. (2003) auf dem Immunfluoreszenzniveau und auf mRNA-Ebene
die Befunde dieser Studie beziiglich der VGLUT1- und VGLUT2-Kolokalisation in MFS bestimmter
Regionen des cerebelliren Cortex. Dariiber hinaus wurden beide Transporter in den medialen Ha-
benularkernen im Rattenepithalamus gefunden (Sakata-Haga et al., 2001). Es wurde vorgeschlagen,
dass beide Transporter in bestimmte Glutamat- oder Phosphattransportereignisse involviert sind. Bei-
de Transporter konnten einen heteromultimeren Komplex bilden, sodass verschiedene Eigenschaften
des Glutamat- und Phosphattransports erreicht werden. VGLUT1 und VGLUT2 kénnten auch un-
abhingig voneinander Glutamat und Phosphoat als Folge unterschiedlicher Kinetiken transportieren.
Unterschiede in den Transporteigenschaften sowohl fiir Glutamat als auch fiir Phosphat sind jedoch
nicht bekannt (Fremeau et al., 2001). Beide Transporter kénnen jedoch auch auf SV und Densecore-
vesikeln verteilt sein, um Glutamat selektiv in vesikuldre Strukturen zu transportieren. Fremeau et al.
(2004a) und Wojcik et al. (2004) fanden VGLUT1 und VGLUT2 im Hippokampus und dem Cortex
neugeborener Méuse synaptisch kolokalisiert. Dariiber hinaus sind VGLUT1 und VGLUT2 in den
verschiedensten Gehirnarealen bis zum P14-Stadium auf der mRNA-Ebene gemeinsam nachgewiesen
worden (Danik et al., 2005). In den néchsten Wochen der Ontogenese geht diese Kolokalisierung zu-
gunsten von VGLUT1 verloren. Wojcik et al. demonstrierten das gemeinsame vesikulidre Auftreten
beider Transporter, wohingegen Fremeau et al. anhand von VGLUT1-KO-M&usen eine Verteilung auf
getrennte Synapsen annehmen. Weitere Studien an Méausen zeigen VGLUT1 und VGLUT2 im selben
Vesikelpool hippokampaler Moosfasersynapsen. Neben VGLUT1 ist VGLUT?2 in der frithen Phase der
Entwicklung des Gehirns auch in den CA3-Pyramidenzellen exprimiert (Miyazaki et al., 2003; Boulland
et al., 2004; Danik et al., 2005; Gras et al., 2005). Uberraschenderweise sollen VGLUT1 und VGLUT?2
iiber die postnatale Entwicklung hinaus auch in einer Subpopulation der Schaffer-Kollateralen gemein-

sam vorkommen (bisher als ausschliefilich VGLUT1-postive Synapsen angenommen) (Herzog et al.,
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2006).
In Schuske und Jorgensen (2004) werden drei mogliche Szenarien beschrieben, wie VGLUT1 und
VGLUT?2 auf SV oder prasynaptische Endigungen verteilt sind:

1. Innerhalb einer Synapse auf dem selben Vesikel
2. Innerhalb einer Synapse auf getrennten Vesikeln

3. In unterschiedlichen Synapsen auf getrennten Vesikeln

Nur Méglichkeit 2) kann durch die vorliegenden Daten fiir beide MF-Typen (im Hippokampus und im
Cerebellum) eindeutig bestétigen werden. Aufgrund der Schwierigkeiten des Nachweises vesikuldrer
Kolokalisationen mit elektronenmikroskopischen Methoden (Abs. 4.2.3) lassen die Daten keine Aus-
sage iiber Moglichkeit 1) zu. Eine Exprimierung beider Transporter ausschliefllich in getrennten MFS
(Punkt 3) stellt wahrscheinlich im Gehirn adulter Ratten eine Ausnahme dar. VGLUT1 und VGLUT2
sind innerhalb beider Moosfasertypen gleichméfig verteilt. D.h., keiner dieser Transporter ist haufiger
an der Synapsenperipherie bzw. an den aktiven Zonen anzutreffen.

Mit den vorliegenden Daten kann nicht erkliart werden, welchen Einfluss eine Kolokalisierung von
VGLUT1 und VGLUT?2 innerhalb der selben présynaptischen Endigung hat. Da fiir VGLUT1- bzw.
VGLUT2-positive Neurone unterschiedliche Wahrscheinlichkeiten fiir die Transmitterausschiittung an-

genommen werden, ist eine Feinabstimmung der Antworteigenschaften dieser Neurone denkbar.

4.4.2 VGAT in glutamatergen Neuronen

GABAerge Synapsen profitieren wahrscheinlich von dem Vorhandensein der VGLUT, indem die
GABA-Aufnahme verbessert wird. In der vorliegenden Arbeit wurden die hippokampalen und ce-
rebellaren MFSs untersucht. Bisher wurde davon ausgegangen, dass diese Synapsen rein glutamaterg
wirken. Der Nachweis von VGLUT1 und VGLUT?2 in dieser Arbeit bestétigt diese Befunde zunéchst.
In jingster Zeit gibt es vermehrt Hinweise, dass diese hippokampalen Synapsen auch GABAerge
Eigenschaften besitzen. Bergersen et al. (2003) wiesen in hippokampalen MFSs auf elektronenmikro-
kopischem Niveau sowohl Glutamat als auch GABA nach. Mit dem Nachweis von VGAT (auf dem
mRNA-Niveau, (Gémez-Lira et al., 2005)) und GAD67 (mittels Immunreaktionen, (Sloviter et al.,
1996) konnten weitere prasynaptische GABAerge Marker nachgewiesen werden. Wie die neonatalen
auditorischen Neurone des Nucleus olivaris superior lateralis (Gillespie et al., 2005) kénnen auch die
hippokampalen MFSs parallel GABA und Glutamat freisetzen (Walker et al., 2001; Gutiérrez et al.,
2003; Kasyanov et al., 2004; Safiulina et al., 2006). Dartiber hinaus wurden VGLUT2 und VGAT auf
der Proteinebene in einer Gruppe prasynaptischer Endigungen der Kerne supramamillarer Neurone im
Gyrus dentatus adulter Ratten gefunden. Diese Prasynapsen bilden symmetrische und asymmetrische
Kontakte zu den Dendriten der Koérnerzellen des Gyrus dentatus aus. Das weist auf unterschiedliche
Neurotransmitterfreisetzungszonen hin (Boulland et al., 2009). Bis dato sind nur immunzytochemi-
sche Daten fiir die Existenz von VGAT in hippokampalen MFSs vorhanden (Safiulina et al., 2006).
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Die vorliegende Arbeit ergéinzt diese Daten mit dem Nachweis von VGAT auf dem ultrastrukturellen
Niveau im Hippokampus adulter Ratten. Dariiber hinaus konnte auch VGAT als GABAerger Marker
neben VGLUT1 und VGLUT?2 in den glutamatergen cerebelliren MFSs gezeigt werden (Abb. 3.34
und 3.37).

Der GABAerge Phanotyp der untersuchten glutamatergen Neurone ist nach wie vor umstritten. Ob-
wohl dieser Phénotyp der groflen glutamatergen MFS auf allen Ebenen nachgewiesen wurde, ge-
ben insbesondere elektrophysiologische erhobene Daten Grund zum Zweifeln. Eine Schwachstelle in
den iiblichen Methoden der Stimulierung hippokampaler Moosfasern kénnte die Kostimulierung an-
grenzender GABAerger Interneurone sein. Deren Reizleitung ist auch nach gezielter Hemmung der
MF-Transmission zumindest im unvollstdndig entwickelten Nagergehirn messbar (Uchigashima et al.,
2007).

GABA hat in Abhéngigkeit des Entwicklungsstadiums in glutamatergen Synapsen eine andere Wir-
kung. Im Gehirn postnataler Ratten (<P10) wirkt zeitgleich mit Glutmat vorhandenes GABA depo-
larisierend, was eine NMDA-Rezeptoraktivierung zur Folge hat. Ab P22 werden VGAT und GADG7
herunterreguliert. Eine Neurotransmitterkoausschiittung dient sowohl der Aufrechterhaltung und Op-
timierung des rdumlichen und zeitlichen Musters der Neurotransmission als auch der Feinabstimmung
und Reifung von Synapsen (Gutiérrez, 2005). Mit fortschreitender Entwicklung wirkt GABA hyper-
polarisierend (Seal und Edwards, 2006).

GABA in diesen glutamatergen Synapsen wirkt autoregulatorisch, indem es prasynaptisch lokalisierte
GABA 4-Rezeptoren (Ruiz et al., 2003; no und Gutiérrez, 2005) und GABA g-Rezeptoren aktiviert
(Chandler et al., 2003), womit die Glutamatfreisetzung moduliert wird.

Ein weiterer Effekt des GABA in glutamatergen Synapsen konnte in Bezug auf pathologische Uber-
erregung zu sehen sein (van der Hel et al., 2009). Die GABAerge Transmission konnte dieser nach-
teiligen Ubererregung entgegenwirken und die Wahrscheinlichkeit epilepsieauslésender Verdnderungen
im juvenilen Gehirn vermindern. Da auch die adulten CA3-MFSs GABAerge Eigenschaften besitzen
(vorliegende Arbeit), stellt der GABAerge Apparat auch fiir den adulten Hippokampus eine entschei-
dende Kontrollinstanz dar. Die Wirkung von VGLUT2 auf eine bessere vesikulire GABA-Beladung
(Abs. 4.3.6) konnte diesen Kontrollmechanismus weiter férdern. Eine Umstrukturierung der vesiku-
laren Proteinausstattung beziiglich der untersuchten vesikuldren NT-Transporter ist offenbar nicht
involviert (siehe Hippokampus und Cerebellum nach ,,Kindling®, Abb. 3.32).

Offensichtlich ist GABA in einigen glutamatergen Synapsen wie den hippokampalen und cerebelldren
MF'S vorhanden, wohingegen auch rein glutamaterge Synapsen wie die der Kletter- und Parallelfasern
existieren (Tab. 4.1). Anscheinend ist dieser duale NT-Phénotyp ein Charakteristikum grofer kom-
plexer Synapsen wie den MFSs und der cerebelldren Korbzellen (Abs. 4.4.3), die mehrere synaptische
Kontakte bilden konnen und/oder eine Vielzahl synaptischer Vesikel beherbergen.

4.4.3 VGLUT2 in GABAergen Neuronen

Eine synaptische Kolokalisation von VGLUT2 und VGAT wurde in den GABAergen Korbzellen des
Cerebellums durch eine Studie in der eigenen Arbeitsgruppe gefunden (Abb. 4.3, unveréffentlichte
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Daten). Dass GABAerge Neurone zu glutamaterger Transmission in der Lage sind, zeigen Transfizie-
rungsexperimente mit VGLUT1 und VGLUT2. Diese Zellen formen in Kultur autaptische Synapsen
(synaptische Verbindungen mit dem selben Neuron) (Takamori et al., 2000a, 2001; Gutiérrez und Hei-
nemann, 2006). GABAerge Neurone des Nucleus olivaris superior lateralis des auditorischen Systems
setzen auch Glutamat wihrend der Entwicklung frei. Freigesetztes Glutamat aktiviert einen NMDA-
Rezeptor-vermittelten postsynaptischen Ca?*-Einstrom, wodurch letztlich die synaptische Stéirke ver-
andert wird (Gillespie et al., 2005).

VGLUT?2 kann in GABAergen Synapsen unterschiedlichen Aufgaben dienen: Zum einen befihigt es

Abbildung 4.3 — Eine GABAerge Korbzelle im Cerebellum
mit VGAT- und VGLUT2-Markierung Die Ubersicht zeigt eine
GABAerge Korbzellenendigung, die einen symmetrischen Kontakt
mit einer Purkinjezelle bildet (Pfeilkdpfe). Diese Korbzellenendigung
zeigt SV in typisch geringer Dichte. Neben VGAT (kleine Goldpar-
tikel) ist ebenfalls VGLUT2 — jedoch kein VGLUT1 — markiert. Die
Markierungen ist gleichmaBig iiber den Bereich der SV verteilt. Die
Goldpartikelmarkierungen sind in der Ubersicht zur besseren Sicht-
barkeit durch Uberlagerung mit schwarzen Punkten dhnlicher GréBe
hervorgehoben. Ein Bereich wurde vergréBert dargestellt (Rahmen
und Ausschnitt). Goldmarkierungen: Kaninchen anti-VGAT: 5nm,
Meerschweinchen anti-VGLUT2: 10nm. P = Purkinjezelle. MaBsta-
be: Ubersicht: 200nm, Ausschnitt: 100nm. Verwendet nach freund-
licher Genehmigung durch |. Mitschke (unveréffentlichte Daten).

GABAerge Neurone Glutamat freizusetzen, was zur Modulation der postsynaptischen Antwort fiihrt.
Zum anderen verbessern die VGLUT die vesikuldre GABA-Beladung und eventuell auch dessen Spei-
cherung (Abb. 3.27b, 3.29a). Unter in vitro-Bedingungen konnte die Glutamataufnahme an VGAT-
tragenden SV demonstriert werden. Ob in vivo tatsdchlich Glutamat in diesen SV akkumuliert wird,
ist zur Zeit nicht abschliefflend gekléirt. Neben Glutamat transportieren die VGLUTs auch CI—, das hier
von groferer Bedeutung sein kénnte (Abb. 3.30b). Eventuell ist nur diese Transportfunktion aktiv. Wie
die Glutamat- bzw. Chloridtransporteigenschaften aktiviert werden, ist z. Z. noch nicht verstanden.
Moglicherweise wird der eine Transportweg zugunsten des anderen verstarkt. Eine weitere Moglichkeit
ware, dass VGLUT2 in GABAergen Synapsen vesikelsténdig kein Glutamat aufnimmt. Erst nachdem
VGLUT?2 iiber Vesikel an die Plasmamembran transportiert wurde, liegt dieser Transporter in einer
aktiven Form vor, die dann anorganisches Phosphat ins prasynaptische Zytosol transferiert. Schliefflich
ergaben neueste Studien an Purkinjezellen, dass Endigungen GABAerger Neurone nach einer vollstéan-
digen Blockierung der elektrischen Aktivitdt neben den {iblichen symmetrischen auch asymmetrische
Synapsen mit postsynaptischen Glutamatrezeptoren ausbilden kénnen. Die richtige Zuordnung aus
prasynaptisch freigesetztem Transmitter und den postsynaptischen NT-Rezeptoren wird an GABAer-
gen Synapsen aktivitdtsbedingt reguliert. Dabei wurde keine Hochregulation des Glutamats in diesen
GABAergen Synapsen gefunden, was fiir eine metabolische Aufgabe des Glutamats spricht (Cesa
et al., 2008). Eine Untersuchung des glutamatergen Apparats auf Vollstdndigkeit erfolgte an dieser
Stelle nicht. So kénnte das Vorhandensein von VGLUT2 einen Hinweis auf den Aktivitdtzustand der
GABAerge Synapse liefern.
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4 Diskussion

4.4.4 VGLUT in monoaminergen Neuronen

Nicht nur GABAerge sondern auch einige monoaminerge Neurone besitzen mit VGLUT einen weiteren
NT-Transportertyp. Die glutamaterge Kotransmission ist eine viel diskutierte Besonderheit dopami-
nerger Neurone in der Area tegmentalis ventralis (VTA) (Kaneko et al., 1990; Sulzer et al., 1998).
VGLUT?2 konnte in monoaminerge Neuronen auf der mRNA-Ebene (Kawano et al., 2006; Mendez
et al., 2008) und der Proteinebene gefunden werden (Descarries et al., 2008). Sulzer et al. (1998)
beschrieben, dass monoaminerge Neurone in Kultur VGLUT exprimieren und glutamaterge Autapsen
formen.

VGLUT2 wird in dopaminergen Neuronen mit Belohnungseffekten im Zusammenhang mit Drogen-
missbrauch diskutiert. Kiirzlich wurde gezeigt, dass VGLUT2 in monoaminergen Neuronen sowohl fiir
die normale emotionale Reaktionsfihigkeit als auch fiir die psychostimulantienvermittelte Verhaltens-
aktivierung zusténdig ist (Birgner et al., 2009).

Die vorliegende Studie erarbeitete erste Hinweise, dass die beschriebene synaptische Kolokalisation
auch auf vesikuldrer Ebene zu finden ist, indem die SVs glutamaterge und monoaminerge Eigenschaf-
ten vereinen (Abb. 3.31b). So ist die VMAT2-vermittelte Serotoninaufnahme durch den VGLUT-
Inhibitor Trypanblau anteilig hemmbar. Das deutet auf eine Mitwirkung der VGLUT, wahrscheinlich
VGLUTS3, bei der Monoaminbeladung monoaminerger SV hin. Wie fir VGLUT3 so wird auch die
Rolle des VGLUT2 als Kotransporter in nichtglutamatergen Synapsen immer wahrscheinlicher. Das
gemeinsame Vorkommen von VMAT2 und VGLUT erweitert und moduliert die Antworteigenschaften
monoaminerger Neurone (Abb. 3.31b,c). Auf vesikuldrer Ebene sind Synergieeffekte, wie von Gras
et al. (2008) beobachtet, aufgrund dhnlicher Ladungs- und Protonenbilanzen wéhrend der Monoamin-

aufnahme denkbar.
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4.5
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Offene Fragen und Ausblick

. Die VGLUT- und VGAT-vermittelten Ladungs- und Protonenverschiebungen sind nicht voll-

stdndig bekannt, wodurch sich der VGLUT-Beitrag bei der GABA-Aufnahme rechnerisch nicht

klar zeigen lésst.

. Die Chloridtransportfunktion der VGLUT(1-3) ist momentan nur teilweise verstanden. Zum

einen ist nicht sicher, ob dieser Transport ein H*/Cl™-Antiporter ist. Wenn ja, sind ein oder
mehrere HT involviert? Zum anderen ist offen, ob diese Funktion nicht auch Chlorid gegen
Glutamat austauscht. Ebenfalls ungeklért ist, was bestimmt, wann Chlorid {iber die VGLUT

ein- oder ausstromt.

Wird Glutamat in GABAergen SV akkumuliert? Zwar weisen die Ergebnisse unter artifiziellen
Bedingungen auf eine Glutamataufnahme hin, jedoch kann unter realen Bedingungen auch der

beschriebene Chloridtransport vorherrschen.

Immunisolierungsversuche mit Antikérpern gegen VM AT2 mit nachfolgendem VGLUT-Nachweis

und umgekehrt sind notwendig, um die Kolokalisation beider Transporter zu bestétigen.

. Der GABAerge Phanotyp der hippokampalen Moosfaserendigungen im adulten Tier sollte durch

elektrophysiologische Arbeiten — unter Vermeidung der Kostimulierung inhibitorischer Interneu-
rone — bestétigt werden. Denkbar wére das gezielte Ausschalten von VGAT oder VGLUT in den
MFS in einem Cre-KO-Modell.

Die Funktion der Kolokalisationen von VGLUT und VGAT in den groflen glutamatergen sowie

GABAergen cerebelldren Synapsen muss auch auf elektrophysiologischem Wege bestétigt werden.



Abkiirzungen

Abkiirzung

Erklarung

ApH
AV
ApH™
5HT
ACh
Ak
AP2/3/180
AS

Bq

DA

Da
DAT
d/ddH>0
DPM
EAAT
EM

GA
GABA
GAT
GLAST
GLT1
GLYT

ICs0
IgG
ii-SV
Kp
Kar
KO
LDCV
LMW
LP1
LP2
LSO
LS1
LS2
MF/MFS
NET
NT
oAk
P1

P2
PBS

pH-Gradient

elektrogener Gradient
HT-elektrochemischer Gradient
Serotonin

Acetylcholin

Antikorper

Adapter Protein 2/3/180

Aminosaure

Becquerel

Dopamin

Dalton

Dopamintransporter der PM

einfach bzw. doppelt destilliertes Wasser
Zerfallsereignisse pro Minute
Transporter fir exzitatorisch wirkende ASs der PM
Elektronenmikroskopie

Glutaraldehyd

~v-Aminobuttersaure
GABA-Transporter der PM
Glutamat-Aspartattransporter der PM
Glutamattransporter 1 der PM
Gylzintransporter der PM

Homogenat

mittlere inhibitorische Konzentration

Immunglobulin bzw. Immunisolierung mit normalem Maus-IgG

immunisolierte Vesikel
Dissiziationskonstante
Michaelis-Menten-Konstante
Knockout-Modell

Large Dense Core Vesicle

Low molecular weight marker
Lysepellet 1

Lysepellet 2

Lyseiiberstand 0

Lyseiiberstand 1

Lyseiibetand 2
Moosfaser/Moosfasersynapsen bzw. -endigungen
Norepinephrintransporter
Neurotransmitter

Immunisolierung ohne Primérantikorper
Pellet 1

Pellet 2 = synaptosomales Pellet
phosphatgepufferte Salzlésung
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Abkiirzung  Erklarung

PC12 Pheocytochroma Zelllinie 12

PCR Polymerasekettenreaktion

Pi Protein-Inhibitor-Cocktail

PM Plasmamembran

PMNNTT NT-Transporter der Plasmamembran

POI Protein von Interesse

RNA Ribonukleinséure

RLi Nucleus linearis rostralis

RT Raumtemperatur

S1 Uberstand 1

S2 Uberstand 2

SDS-PAGE  Natriumdodecylsulphat-Polyacrylamidgelelektrophorese
SERT Serotonintransporter der PM

SLMV small synaptic-like microvesicle

SNARESs synaptosomenassoziierte Proteinrezeptoren
SP Subpopulation

Syg Synaptogyrin

Stgm Synaptotagmin

Syb Synaptobrevin

Syg Synaptogyrin

Syp Synaptophysin

Sypor Synaptoporin

Sytx Syntaxin

TB Trypanblau

VACKhT vesikuldrer Acetylcholintransporter

VAMP vesikelassoziiertes Membranprotein; VAMP2 = Synaptobrevin
V-ATPase vakuoldre ATPase

VGAT vesikuldrer GABA-Transporter
VGLUT1-3 vesikuldrer Glutamat-Transporter 1 bis 3
VIAAT vesikuldrer Transporter fir inhibitorische AS
VMAT1+4+2  Vesikuldrer Monoamintransporter 1 und 2
VTA Area ventralis tegmentalis

v/v Volumen pro Volumen

WB Westernblot

WT Wildtyp

w/v Gewicht pro Volumen

w/w Gewicht pro Gewicht

Xg Erdbeschleunigung

ZNS Zentralnervensystem
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