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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die neuronale Signaliibertragung beruht auf dem synaptischen Vesikelzyklus, der durch das koordinierte
Zusammenspiel von circa 400 verschiedenen Proteinen reguliert wird. Eines der Hauptproteine des
synaptischen Vesikels ist Synaptophysin (SYP), das zu den tetraspan vesicle membrane proteins (TVPs)
gehort. Es wird vermutet, dass es zahlreiche Funktionen der Exo- und Endozytose moduliert, wenngleich
die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen bisher grofitenteils unverstanden sind. Ziel der Arbeit
war daher die Identifizierung von Interaktionspartnern von SYP, um zum Verstindnis der vielen
ungeklérten Prozesse im synaptischen Vesikelzyklus beizutragen.

Mit dem Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System, das eine direkte in vivo Interaktion von
Membranproteinen erlaubt, konnten in der vorliegenden Arbeit bekannte, aber auch neue SYP-
Bindungspartner identifiziert werden. Ein bekannter Interaktionspartner war Synaptobrevin2 (SYB2), das
zu den starksten im Split-Ubiquitin Y2H System identifizierten Bindeproteinen zahlt. Zu den neuen starken
SYP-Interaktionspartnern gehdren die TVPs Synaptogyrin3 (SYNGR3) und SCAMPI1. Somit konnten
erstmals heterophile Interaktionen zwischen den verschiedenen TVP-Genfamilien nachgewiesen werden,
die fiir eine universelle Funktion der TVPs sprechen.

Die Validierung der im Split-Ubiquitin Y2H System ermittelten Interaktionspartner wurde auf eine Auswahl
von Proteinen beschréankt, die vermutlich am synaptischen Vesikelzyklus beteiligt sind. Dabei konnte eine
immunhistologische Kolokalisierung von SYP mit SYB2, SYNGR3, SCAMP1, Stathmin-like3 (STMN3),
Rho family GTPase2 (RND2), Phospholipid transfer protein, Vesicle transport through interaction with
t-SNARESs 1B homolog, Arfaptin2 und Profilinl in den Synapsen-reichen Schichten der Retina beobachtet
werden. Die SYP/SYB2- und SYP/SYNGR3-Komplexe konnten zudem sowohl aus Synaptosomen-Lysat
als auch aus cDNA-transfizierten Epithelzellen koimmunprézipitiert werden, wohingegen dies fiir die
anderen Interaktionspartner nicht gelang. Da Koimmunpréizipitation die Struktur der Proteine durch
Solubilisierung mit Detergenzien beeinflusst, wurden die in der Hefe beobachteten Interaktionen noch
mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer iiberpriift, mit dem Proteinwechselwirkungen in der
nativen Umgebung nachgewiesen werden konnen. Ein positives FRET-Signal konnte fiir SYP mit SYB2,
SYP, SYNGR3, SCAMPI1, STMN3, RND2 und Arfaptin2 detektiert werden, lediglich fir SYP mit
Phospholipase D4 (PLD4) gelang dieser Nachweis nicht. Ferner zeigten FRET-Analysen von
Synaptophysin-Mutanten, dass der zytoplasmatische C-Terminus fiir die Interaktion mit zytoplasmatischen
und membranassoziierten Proteinen benétigt wird. Durch in vivo FRET-Studien mit der SH2-Doméne der
Src-Kinase, die an phosphorylierte Tyrosine bindet, konnte eine Tyrosin-Phosphorylierung des
zytoplasmatischen C-Terminus von Synaptophysin und von Synaptogyrin3 detektiert werden.

Viele der neu identifizierten Synaptophysin-Interaktionspartner sind im Lipid-Metabolismus involviert.
Vermutlich rekrutiert der zytoplasmatische und durch Phosphorylierung modifizierbare C-Terminus diese
Partner in spezifische Lipoproteindominen, die an der Feinabstimmung der synaptischen Vesikelendo- und

-exozytose beteiligt sind.
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Einleitung

2 Einleitung

Unser Gehirn ist eines der faszinierendsten Forschungsobjekte. Je mehr wir dariiber wissen, desto
mehr wird deutlich, dass dessen Erforschung erst begonnen hat. Die Leistung und Effizienz unseres
Gehirns ist liberwiltigend. Der schnellste Supercomputer, der BlueGene/L im Lawrence Livermore
National Lab (http://www.lInl.gov), bendtigt ein Volumen von 150 m’, verbraucht 1800 kW und leistet
dabei nur 10% der Rechenleistung unseres Gehirns'™. Diese unvorstellbare Leistung des menschlichen
Gehirns verdanken wir seiner Komplexitét. Es besteht aus ca. 100 Milliarden Neuronen, wobei jedes
einzelne Neuron iiber einige 100 bis zu 200.000 Synapsen in direkter Verbindung mit anderen
Neuronen steht. Von diesen ca. 100 Billionen Synapsen (von griechisch oUv ,,zusammen® und anteiv
,haften®) ist das Funktionieren unseres Nervensystems entscheidend abhingig. Neben den
elektrischen Synapsen, die einen bidirektionalen Transport von elektrischen Signalen, Metaboliten,
Second Messengers und anderen Molekiilen kleiner als 1 kDa iiber Gap Junctions (Pore bestehend aus
einem Connexin-Hexamer) gestatten™, bilden die chemischen Synapsen die hiufigste Form der
Signaliibertragung im Nervensystem. Bei dieser unidirektionalen Ubertragung fiihren ankommende
elektrische Signale zur Exozytose synaptischer Vesikel und damit zur Freisetzung von
Neurotransmittern in den synaptischen Spalt. Der Neurotransmitter interagiert mit Rezeptoren auf der
postsynaptischen Membran und fithrt je nach Typ des Rezeptors zur Depolarisierung oder
Hyperpolarisierung der Zelle. Die Exozytose, die Verschmelzung des synaptischen Vesikels mit der
Plasmamembran der Nervenzelle, steuert somit die Kommunikation zwischen den Zellen und bildet
damit die molekulare Basis unserer Gedanken. Obwohl die synaptischen Vesikel zu den
bestuntersuchten Organellen gehoren’, sind erst in den letzten 20 Jahren einige molekulare
Mechanismen des Vesikelzyklus aufgeklart worden. Es bleiben immer noch viele Fragen offen:
Warum fiihrt der Verlust des Hauptproteins synaptischer Vesikel, Synaptophysin®'', zu keinen
offensichtlichen funktionellen Verénderungen'>'*? Welche Interaktionen gehen die Proteine wéhrend
der Exo- und Endozytose von synaptischen Vesikeln ein? Zur Beantwortung dieser Fragen trégt die

vorliegende Arbeit bei.

2.1 Der synaptische Vesikelzyklus

Der synaptische Vesikelzyklus hingt von dem koordinierten Zusammenspiel spezifischer
Vesikelproteine ab. Die erfasste Anzahl an Proteinen in synaptischen Vesikeln schwankt zwischen 185
und 410 (siche Abb. 2-1), je nach der zur Quantifizierung eingesetzten Methode'"'*"°.
Stochiometrisch mit durchschnittlich 70 beziehungsweise 32 Kopien pro Vesikel stellen
Synaptobrevin (VAMP2, vesicle-associated membrane protein 2) und Synaptophysin die
Hauptvesikelproteine dar''. Um die Effizienz der Neurotransmission sicherzustellen, unterliegen
synaptische Vesikel einem Recyclingprozess. Der gesamte synaptische Vesikelzyklus kann in drei

Abschnitte gegliedert werden: Endozytose, Vesikel-Biogenese und Exozytose.
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Synaptobrevin
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Abb. 2-1 Proteine des synaptischen Vesikel: Molekulares Modell einiger synaptischer Vesikelproteine.
Abbildung modifiziert nach Takamori ez al. 2006'".

Der Docking-Prozess, das heifit die Anheftung synaptischer Vesikel an die aktive Zone, leitet die
Exozytose ein (sieche Abb. 2-2). Ein nachfolgender Reife-Prozess steigert die Sensitivitit des Vesikels
gegeniiber Kalzium. Durch die elektrische Erregung der Prisynapse 6ffnen sich spannungsgesteuerte
HVA (high voltage activated) P/Q- und N-Typ Kalziumkanéle, so dass in Mikro-Doménen ein lokaler
Anstieg der Kalziumkonzentration auf 10 bis 20 uM erfolgt'™'®. Die Fusion und Ausschiittung des
Transmitters erfolgt circa 500 psec nach dem Kalziumionen-Einstrom'. Nach der Exozytose werden
die Vesikel mittels Clathrin-vermittelter Endozytose ins Zellinnere transloziert. AnschlieBend wird das
Clathrin-Gertist durch Hitzeschockproteine abgebaut. Durch die Anreicherung von Protonen im
Vesikellumen mittels V-ATPase konnen iiber den entstandenen Protonengradienten und den
Neurotansmittertransporter wieder Transmitter akkumuliert werden. Der Vesikel kann iiber eine
zwischengeschaltete Fusion mit dem friihen Endosom modifiziert und regeneriert werden. Uber einen
Knospungsprozess wird er wieder ins Zytosol freigesetzt und kann anschlieBend iiber den
beschriebenen aktiven Transport mit Neurotransmittern befiillt und an die aktive Zone transloziert
werden. Alternativ erfolgt beim sogenannten kiss and run keine vollstindige Fusion des Vesikels. Der
Transmitter wird {iber eine transiente Fusionspore in den synaptischen Spalt abgegeben. Die
anschlieBende Endozytose erfolgt iiber einen Clathrin-unabhingigen Vorgang®. Bei kiss and stay
verbleibt der Vesikel, nach Bildung einer Fusionspore, im geschlossenen Zustand an der aktiven Zone

angedockt und kann dort mit Neurotransmittern wieder befiillt werden'. Die schnellen Clathrin-
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unabhéngigen Zyklen werden vorzugsweise bei schwachen und der Clathrin-abhidngige bei starken

Stimulationsfrequenzen angewandt®' .

Friihes Endosom

Transmitter

Vesikel-Pool
wss aNd stq),

, Clathrin

Docking Priming Exozytose Endozytose/

ATP ca’* »
R D ) i —> b

i
LA it
i

Abb. 2-2 Synaptischer Vesikelzyklus: Schematische Darstellung; fu/l fusion: Clathrin-abhangiger Zyklus; kiss
and run / stay: Clathrin-unabhéngiger Zyklus, iiber Fusionspore

2.1.1 Der SNARE-Komplex

SNARE-Proteine (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor) spielen eine
essentielle Rolle bei der Exozytose synaptischer Vesikel. Gemeinsames Merkmal aller SNARE-
Proteine ist eine 60-70 Aminosduren-lange Doméne in der Ndhe des Membranankers, die zur Bildung
von coiled-coil-Strukturen fihig ist**. Entsprechend ihrer Lokalisierung konnen sie in v-SNAREs
(vesicular) und t-SNAREs (target membrane) unterteilt werden”. Weiterhin konnen sie anhand ihrer
Aminosiure in der 0-Ebene als R- (Arginin) oder Q- (Glutamin) SNAREs klassifiziert werden®®. Ein
SNARE-Komplex besteht dabei aus einem R-SNARE und drei Q-SNAREs (Qa-c) und bildet die
treibende Kraft fiir den Fusionsprozess®’. Im Fall des neuronalen SNARE-Komplexes stellt SNAP-25
(synaptosomal-associated protein of 25 kDa; t-SNARE) eine Besonderheit dar, da dieses beide Qb-
und Qc-SNARE Motive trégt und keine eigene Transmembrandomaéne besitzt. Es assoziiert iiber eine
Palmitoyl-Seitenkette mit der Plasmamembran. Zusammen mit Synaptobrevin2 (v- bzw. R-SNARE)
und Syntaxinla (t- bzw. Qa-SNARE) bildet es den stabilen SNARE-Komplex, der erst unter ATP-
abhéngiger Hydrolyse durch NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein) dissoziiert (siche Abb.
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2-3)**. Die spezifische Inaktivierung einzelner SNARE-Partner mit Neurotoxinen fiihrt zur Blockade
der synaptischen Transmission”. Die coiled-coil-Struktur des SNARE-Komplexes besteht aus vier
umeinander gewundenen, parallel angeordneten a-Helices, wobei Synaptobrevin2 und Syntaxinla je

eine Helix und SNAP-25 zwei Helices einbringen’.

Synaptobrevin
fanplls
OB %

Syntaxin £

.- e “:L__

R,Qa,Qb,Qc
(AS in 0-Ebene)

Abb. 2-3 SNARE-Komplex: Schematische Darstellung des trans-SNARE-Komplexes, bestehend aus blau:
Synaptobrevin (R- bzw. v-SNARE), griin: SNAP-25 (Qb/Qc- bzw. t-SNARE) und rot: Syntaxin (Qa- bzw. t-
SNARE) mit Darstellung der 16 inneren Ebenen (+8 bis -7) der coiled-coil-Struktur. In Ebene O befindet sich
die fir den SNARE-Komplex charakteristische 1R(Arginin):3Q(Glutamin)-Anordnung. Abbildung modifiziert
nach Presseinformation B27/2006 MPI fiir biophysikalische Chemie und Sutton ez al. 1998°°.

Die Ausbildung des Komplexes verlduft vom N-Terminus zum membranstdndigen C-Terminus nach
einem ReiBverschluss-Mechanismus. Im weiteren Verlauf kommt es zur Uberwindung der
Membranabstofung und schlieBlich zur Fusion'®?'. Bei diesem Ubergang, vom trans- in den cis-
SNARE-Komplex, ist die treibende Kraft die freigesetzte Energie, die bei der Ausbildung der
helikalen Struktur entsteht™.
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2.1.2 Regulatorische Proteine des synaptischen Vesikelzyklus

Fir den SNARE-Komplex an sich sowie filir die iibrigen Schritte des Vesikelzyklus sind weitere
regulatorische/modulatorische Prozesse erforderlich. Allein fiir den SNARE-Komplex sind iiber
fiinfzig Interaktionspartner beschrieben worden, von denen nur wenige zuverldssig charakterisiert

sind®.

2.1.2.1 Rab-Proteine

Eine Schlisselrolle fiir die Kalzium-abhéngige Neurotransmitter-Freisetzung und synaptische
Plastizitit spielt Rab3A'****’. Rab-Proteine sind monomere GTPasen ohne Transmembrandomine,
von denen drei Familien in synaptischen Vesikeln vertreten sind: Rab3 (Rab3A, 3B, 3C, and 3D™),
Rab5* und Rab11*’. Mit 25% des gesamten Rab-Proteins im Gehirn stellt die Rab3A-Isoform den
quantitativ groBten Anteil dar*'. Rab3A wechselt zwischen einer GDP-gebundenen inaktiven und einer
GTP-gebundenen aktiven Form. In der GTP-gebundenen Form ist Rab3A iiber ein Geranylgeranyl-
Motiv* an das synaptische Vesikel wihrend und nach der Fusion gebunden'’. Die Dissoziation des
inaktiven GDP-gebundenen Rab3A erfolgt durch Rab GDP dissociation inhibitor (GDI)* und ist
durch die von Kalzium ausgeldste Exozytose bedingt*. Das GTP-gebundene Rab3A bindet an eine
Reihe von l6slichen Effektoren, die das Signal des aktivierten Rab3A auf die Fusionsmaschinerie
iibertragen®®. Rab3 GTPase-activating protein (GAP)*>*7* stimuliert die GTPase-Aktivitit von
Rab3A und reguliert vermutlich die Dissoziation von Rab3A zeitlich*®. Elektrophysiologische Studien
an Rab3A-defizienten Méusen zeigen, dass Rab3A fiir die synaptische Transmission nicht essentiell

ist, jedoch eine modulatorische Funktion wihrend der Kalzium-abhingigen Fusion ausiibt®’.

2.1.2.2 Munc-Proteine

Die SNARE-Komplex-Formierung in Synapsen wird vermutlich durch Munc-Proteine kontrolliert, die
auch als SM-Proteine bezeichnet werden’**. Die Deletion (knock out) von Munc18-1 (nSecl/rbSecl)
in Sdugern filhrt zur Blockade der Exozytose und ist letal”. Muncl8-1 besitzt keine eigene
Transmembrandoméne. Seine Membranassoziierung wird vermutlich iiber seine Interaktion mit
Syntaxinl vermittelt’>>'. Rab-Proteine leiten wahrscheinlich die Dissoziation des Munc18-1/Syntaxin-
Komplexes ein’>”. Das Munc18-1-Modell von Pevsner beschreibt, dass der Munc18-1/Syntaxin-
Komplex die Bindung von Synaptobrevin2 und SNAP-25 an Synataxinl verhindert” und umgekehrt
der Syntaxin/SNAP-25-Komplex die Assoziation von Syntaxinl mit Munc18-1 verhindert. Erst die
Bindung von Muncl3 mit Muncl8-1 und die Auflésung der Muncl8-1/Syntaxinl-Assoziation
erméglicht die Ausbildung des SNARE-Komplexes™. Somit reguliert Munc18-1 in diesem Modell die
Verfiigbarkeit von Syntaxinl fiir den SNARE-Komplex. Das neue Modell von Shen und Dulubova

schliefit eine Interaktion zwischen Muncl8-1 und dem SNARE-Komplex mit ein. Somit kann
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Munc18-1 sowohl den Komplex mit Syntaxinl eingehen als auch die Interaktion mit dem
assemblierten SNARE-Komplex™*’. Eine direkte Wechselwirkung zwischen Munc18-1 mit beiden
t-SNAREs, SNAP-25 und Syntaxinl, sowie mit dem v-SNARE Synaptobrevin2 konnte mittels GS7-
pull down und Koimmunprizipitation gezeigt werden®’. Diese duale Interaktion von Munc18-1 fiihrt
zu dem Modell, dass die Interaktion mit den SNAREs die Membranfusion stimuliert (generelle
Funktion von SM-Proteinen), wohingegen die Assoziation mit Syntaxin in der geschlossenen

Konformation die SNARE-Komplex-Bildung blockiert (Funktion von Munc18-1)*".

2.1.2.3 Complexin

Complexine (Synaphine) sind kleine, prasynaptische, zytosolische Proteine, die mit dem SNARE-

L . g . . 58,59
Komplex in einer 1:1 Stochiometrie interagieren™

und diesen fiir den schnellen, Kalzium-regulierten
Exozytosevorgang wihrend des Priming-Schrittes stabilisieren®”®*. Sie inserieren eine Helix in eine
Tasche des helikalen SNARE-Komplex-Biindels und kénnen nicht direkt mit einem SNARE-Protein
interagieren’***. Die Deletion von Complexin (knock out) in Miusen fithrt zu einer selektiven
Beeintrichtigung der schnellen Kalzium-abhingigen Neurotransmitter-Freisetzung®. Die asynchrone,
langsame, Kalzium-regulierte Neurotransmitter-Freisetzung wird durch die Deletion von Complexin
nicht beeinflusst®'. Complexin und Synaptotagminl interagieren nicht direkt miteinander, jedoch fiihrt
ihre Deletion zu #hnlichen Phinotypen. Im Modell von Tang et al®' ist Complexin im gleichen
Signalweg wie Synaptotagmin und wird fiir die schnelle Kalzium-regulierte Exozytose benétigt. Die
Complexin-Bindung aktiviert den SNARE-Komplex in einen metastabilen Zustand. Kalzium-
gebundenes Synaptotagminl ersetzt Complexin aus dem metastabilen SNARE-Komplex und leitet die

schnelle Exozytose ein. Somit konkurriert Synaptotagminl mit Complexin um die Interaktion mit dem

SNARE-Komplex®'.

2.1.2.4 Synaptotagmin

Das synaptische Transmembran-Protein Synaptotagminl reguliert als Sensor fiir Kalzium die schnelle,
synchrone, Kalzium-abhiingige Exozytose®, wohingegen die langsame, asynchrone, Kalzium-
abhiingige Exozytose Synaptotagmin-unabhingig ist**®’. Synaptotagmin besitzt zwei zytoplasmatische
C,-Dominen, die iiber eine kurze Linkerregion voneinander getrennt sind®*®. Die C,A-Domine von
Synaptotagmin bindet drei’’, die C,B-Domine zwei Kalziumionen®. Ferner konnen beide Dominen
mit SNARE-Proteinen (SNAP-25/Syntaxinl) und Phospholipiden interagieren. Im Gegensatz zur
Kalzium-abhéngigen Komplexbildung mit Phospholipiden ist die Interaktion mit dem SNARE-
Komplex sowohl teilweise abhingig als auch unabhingig von Kalzium'®"'”*, Insgesamt sind innerhalb
der Sduger 14 verschiedene Synaptotagmin-Isoformen bekannt””, von denen nur Synaptotagminl, 2
76,77

und 9 als Kalzium-Sensor fiir die schnelle synchrone Transmitterfreisetzung in Betracht kommen

Synaptotagmin9 hat im Gegensatz zu Synaptotagminl und 2, die sich funktionell &hnlich sind, keine
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Phospholipid-Interaktion iiber die C,B-Domine und keine SNARE-Komplex-Assoziation”. Die
Deletion von Synaptotagminl in Mausen (knock out) fithrt durch den selektiven Verlust der schnellen
Kalzium-abhingigen Exozytose in Synapsen im Hippocampus und in Chromaffinzellen zu einem

letalen Phénotyp®®”.

2.1.2.5 Proteine der Endozytose

Die Disassemblierung des SNARE-Komplexes durch die ATP-abhéngige Hydrolyse mittels NSF leitet
die Clathrin-abhingige Endozytose ein. Die zytosolische ATPase NSF bendtigt fiir die Interaktion mit
dem SNARE-Komplex Kofaktoren, SNAPs (a-, B-, y-SNAP; soluble NSF attachment proteins), die an
den SNARE-Komplex binden”. Dabei interagiert hexameres NSF iiber drei a-SNAP-Proteine mit dem
SNARE-Komplex unter Bildung eines transienten 20S-Komplexes, der durch die nachfolgende ATP-
abhingige Hydrolyse durch NSF in die einzelnen Bestandteile zerfillt***?. Die an der Clathrin-
abhingigen Endozytose beteiligten Proteine unterscheidet man in solche, die den Clathrin-coat bilden
(Clathrin, Adapterproteine AP2 und AP180), und in Helferproteine wie Endophilin, Synaptojanin,
Dynamin, Synaptotagmin oder Amphiphysin®®. Die Endozytose beginnt mit der Anlagerung des
Adapterproteins AP2 an die zu endozytierende Membran™. Hierfiir bendtigt AP2 eine Interaktion mit
Phosphoinositolen und vermutlich mit Synaptotagmin®"®*, Neben AP2 triigt AP180 zur Rekrutierung
von Clathrin an die Plasmamembran bei**”. Clathrin besitzt die Fahigkeit sich als “dreibeiniges*
Protein (Triskelion) spontan zu polyedrischen Kéfigen aus Fiinf- und Sechsecken zusammen zu lagern
und mit der dabei freigesetzten Energie die Vesikel von der Plasmamembran abzuschniiren’”?. Jedes
Triskelion setzt sich aus drei grofSen sowie drei kleineren Polypeptidketten zusammen. Da Clathrin
selbst nicht an die Membran binden kann, ist es auf die Interkation mit den Adapterproteinen
angewiesen, um die Vesikel von der Membran zu l6sen. Neben der Rolle als Adapter zwischen
Membran und Clathrin beeinflusst AP180 die VesikelgroBe. Eine Erhohung der AP180 Konzentration
fiihrt zu einer Verkleinerung der Clathrin-umhiillten Vesikel und die Deletion zu deren
VergroBerung” . Die durch die Clathrin-Anlagerung bedingte zunehmende Membraninvagination
wird mittels der BAR-Doméne von Amphiphysin erkannt, worauf es die GTPase Dynamin rekrutiert,
welche fiir die Abschniirung des Vesikels essentiell ist’*®’. Entweder aktiviert und rekrutiert Dynamin
regulatorische Proteine, die fiir die Vesikelabschniirung bendtigt werden, oder die stapelartige
Anlagerung von Dynamin fiihrt zum sogenannten “Dynaminring”, der die Energie fiir die

Abschniirung des Vesikels liefert®*

. Die Entfernung der Clathrin-Hiille unmittelbar nach der
Vesikelabschniirung ist ein energetisch ungiinstiger Prozess, der durch die Spaltung von ATP mittels
Hitzeschockprotein Hsc70 und Kofaktor Auxilin katalysiert wird”'"'. Ferner wird vermutet, dass
Synaptojanin durch seine Phosphataseaktivitit PIP, und weitere Phosphoinositole dephosphoryliert
und so die Bindungen von Adapterproteinen und Epsin mit der Vesikelmembran destabilisiert, so dass
daraufhin die Bindungsaffinitit zu Clathrin reduziert wird'**'”. Endophilin ist ein Bindungspartner

von Synaptojanin und Dynamin, welcher vermutlich fiir die Rekrutierung beider Proteine an den
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Vesikel mitverantwortlich ist". Die LPAAT (lysophospatidic acid acyl transferase)-Aktivitit von
Endophilin katalysiert in der Vesikelmembran die Umwandlung von Lysophosphatidsdure zu
Phosphatidséure, so dass es zu einer negativen Membrankriimmung kommt. Somit begiinstigt

84,85

Endophilin die Abschniirung des Vesikels""™. Weitere nachfolgende Prozesse sind unter 2.1

zusammengefasst.

2.1.2.6 Synaptophysin

Mit durchschnittlich 32 Kopien pro Vesikel stellt Synaptophysin neben Synaptobrevin2 das
Hauptprotein der synaptischen Vesikel dar''. Aufgrund der vier Transmembrandoménen und der
zytoplasmatisch lokalisierten Termini wird es als tetraspan vesicle membrane protein (TVP)
klassifiziert. Neben den Physinen mit Synpatophysin, Synaptoporin, Pantophysin und Mitsugumin29
kodieren die Gyrine (Synaptogyrinl-4) und die secretory carrier-associated membrane proteins
(SCAMP 1-5) fiir die drei Genfamilien der TVPs'®. Das Synaptophysin-Gen ist beim Menschen und
der Maus auf dem X-Chromosom lokalisiert, und im Gegensatz zu anderen Physinen hat
Synaptophysin ein sechstes Intron in der 3 -nichttranslatierten Region (3'-UTR)'*>'%. Synaptophysin
ist in der ersten intravesikuliren Schleife N-glykosyliert'”’. Beide intravesikulire Schleifen werden
durch Disulfidbindungen zwischen Cysteinresten stabilisiert und sind fiir die Interaktion mit
Synaptobrevin2 erforderlich'®. Der lange zytoplasmatische C-Terminus besteht aus Pentapeptid-

Wiederholungen. Neun der zehn Wiederholungen beginnen mit einem Tyrosin'®*'® (siche Abb. 2-4).

Vesikel-
Lumen

Zytosol

e
N>
Wr»
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o

Abb. 2-4 Synaptophysin: Schematische Darstellung der Synaptophysin-Protein- und -Gen-Struktur. S-S:
Disulfidbindungen; Y: Tyrosin. Die Intronpositionen (1-6) sind durch Pfeile gekennzeichnet und die
Transmembrandoménen blau markiert (untere Abbildung).
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Seit der Entdeckung von Synaptophysin im Jahre 1985%'° zeigen zahlreiche in vivo- und in vitro-
Experimente, dass es zwar nicht essentiell fiir den synaptischen Vesikelzyklus ist, aber dennoch als
Modulator an zahlreichen Funktionen der synaptischen Vesikel-Exo- und Endozytose beteiligt ist'®*.
Friihe Studien an Xenopus laevis Oozyten liefen vermuten, dass Synaptophysin die Neurotransmitter-
Freisetzung reguliert, da die Uberexpression von Synaptophysin die Neutransmitter-Sekretion
verstirkt, die Injektion von Synaptophysin-Antikorpern hingegen die Sekretion reduziert''*'"?,

Der am besten untersuchte Interaktionspartner von Synaptophysin ist Synaptobrevin2''*'". Zusammen
bilden sie den Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplex, der vermutlich die Verfiigbarkeit von
Synaptobrevin fiir die Bildung des SNARE-Komplexes reguliert, da die Komplexe sich gegenseitig
ausschlieBen: Synaptobrevin kann im Komplex mit Synaptophysin nicht mehr mit Syntaxin und
SNAP-25 und umgekehrt Synaptobrevin im SNARE-Komplex nicht mehr mit Synaptophysin

interagieren'">''*,

Die C-terminale Transmembranregion von Synaptobrevin bindet dabei an
Synaptophysin, der N-Terminus wird fiir die Bildung des SNARE-Komplexes benétigt''’. Ferner ist
der zytoplasmatische C-Terminus von Synaptophysin nicht, wie die Disulfidbindungen in den

intravesikuldren Schleifen'®

, fiir die Interaktion mit Synaptobrevin essentiell, scheint jedoch fiir die
Kontrolle der Synaptobrevin-Lokalisierung von Bedeutung zu sein''®.
Wihrend der Entwicklung wird Synaptophysin bereits in der frithen Neurogenese exprimiert und ist in

der Synaptogenese stark hochreguliert'?"'**,

Im embryonalen Gehirn der Ratte ist der
Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplex noch nicht detektierbar, obwohl beide Proteine bereits
exprimiert werden. Erst im Laufe der neuronalen Entwicklung wird der Komplex durch
posttranslationale Modifikationen von Synaptophysin gebildet und hochreguliert'”. Dieser Komplex
ist nicht essentiell fiir die Exo-/Endozytose'?, er ist jedoch vermutlich an plastischen Umbauvorgingen
im adulten Gehirn beteiligt und steigert die Effizienz der synaptischen Ubertragungen wihrend der
Entwicklung und bei erhdhter synaptischer Aktivitit'*,

Wiederholte, lang anhaltende synaptische Hyperaktivitét fiihrt im Kindling-Epilepsiemodell der Ratte
zu einer Erhohung des Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplexes und zu dem Modell, dass der
Komplex einen Reservepool an Synaptobrevin bei erhohter synaptischer Aktivitit bereitstellt'*,
Exzessive Stimulationen mit verschiedenen Stimulanzien zeigen eine Dissoziation des
Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplexes und eine erhohte Interaktion von Synaptobrevin im
SNARE-Komplex in Abhingigkeit von extrazellulirem Kalzium'”. Die Synaptophysin/
Synaptobrevin-Interkation ist abhdngig von einem hohen Cholesterin-Gehalt in der Membran. Eine
Erniedrigung von Cholesterin in der Membran fiihrt zu einer Reduzierung des Komplexes''’. Die
Membran von synaptischen Vesikeln enthélt eine iiberdurchschnittliche Dichte an Cholesterin, das in
Form von Clustern auf der Membran angereichert ist'*®. Solche Protein-Lipid-Cluster sind vermutlich
fir die Funktion des SNARE-Komplexes notwendig'?’"*". Ferner ist Cholesterin fiir die Vesikel-

Biogenese und starke Kriimmung der Vesikelmembran erforderlich'. Synaptophysin ist das

hauptcholesterin-bindende Protein von synaptischen Vesikeln und ist vermutlich fiir die Rekrutierung
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von Cholesterin zur synaptischen Vesikelmembran und fiir die Ausbildung von Protein-Lipid-
Dominen verantwortlich'**.

Weiterhin ist Synaptophysin eines der haupttyrosin-phosphorylierten Proteine in synaptischen
Vesikeln'**"**. Die Tyrosin-Phosphorylierung erfolgt durch Src- (pp60°*) und Fyn-Kinasen an den

1 1 . . . . . 1 .
3513 und ist in vivo bislang noch nicht genau untersucht worden'’. Sie

C-terminalen Tyrosin-Resten
erfolgt vermutlich mehrfach am C-terminalen Ende innerhalb der Prolin- und Serin-reichen
Pentapeptid-Wiederholungen, von denen neun mit Tyrosin beginnen®'”. In diesem Bereich kann
Synaptophysin auch mittels Ca*"/Calmodulin-abhéngiger Protein-Kinase2 phosphoryliert werden'**",
Long-term potentiations (LTPs) sind von Tyrosin-Phosphorylierungen abhingig'**'*’. Src-Aktivitit

141

und Src/Synaptophysin-Interaktion sind in vivo bei Lernprozessen hochreguliert ™. Ferner ist die

142

Tyrosin-Phosphorylierung von Synaptophysin wéhrend LTPs erhoht ™ und zeigt somit eine

Korrelation des Phosphorylierungsgrades zur Stimulation'’

. Die Phosphorylierung konnte demnach
eine zentrale Funktion von Synaptophysin darstellen. Allgemein gehort Phosphorylierung zu den
fundamentalen Mechanismen zur Steuerung von Interaktionen in Zellen. Zahlreiche Proteine des
synaptischen Vesikelzyklus werden durch Phosphorylierung reguliert, wie zum Beispiel Clathrin,
Amphiphysin, AP2, AP180, Dynamin, Synaptojanin und Synaptotagmin'®. Auch die Interaktion
zwischen Synaptophysin und Dynaminl wird durch Phosphorylierung reguliert und erfolgt Kalzium-
und GTP-abhingig iiber den zytoplasmatischen C-Terminus von Synaptophysin'**!**.

Die Interaktion mit dem Adapterprotein AP1 wird ebenfalls {iber den C-Terminus von Synaptophysin
vermittelt'*®. Beide Interaktionen mit wichtigen, an der Endozytose beteiligten Proteinen und die
Cholesterin-bindenden Eigenschaften von Synaptophysin deuten darauf hin, dass Synaptophysin eine
regulative Aufgabe wihrend der Endozytose erfiillt. Weitere, bislang identifizierte Interaktionspartner

von Synaptophysin sind die vesikulire Protonenpumpe V-ATPase'*"'**

, die den erforderlichen
Protonengradienten fiir die Transmitterbefiillung des Vesikels erzeugt, Myosin V'*’, das eine wichtige
Rolle bei der Translokation von Vesikeln erfiillt, und Siah (E3 Ubiquitin-Protein Ligase), das
vermutlich die Degradation von Synaptophysin reguliert' .

Synaptophysin  bildet selbst homomultimere Komplexe aus, die durch nicht-kovalente
Wechselwirkung zwischen den Untereinheiten entstehen'*®'*"'>*, Der zytoplasmatische C-Terminus
von Synaptophysin ist fiir die Oligomerisierung nicht essentiell'>. Synaptophysin Hexamere konnen
moglicherweise spannungsabhingige lonenkanile bilden'**'**. Diese Annahme, zusammen mit der
strukturellen Ahnlichkeit von Synaptophysin und dem gap-junction Protein Connexin, fiihrte zum
Modell, dass Synaptophysin eine Fusionspore bildet, die die Vesikelfusion und -Exozytose
initiiert”>'>*. Die Dissoziation der Synaptophysin-Homooligomere in hippokampalen Neuronen ist
synchron zur kompletten Vesikelfusion und bekriftigt damit die Aussage der Fusionsporen-Theorie'*.
Ein dreidimensionales elektronenmikroskopisches Strukturmodell des Synaptophysin Homomultimers

in einer 20 A Auflosung bestitigt, dass Synaptophysin als Hexamer eine Fusionspore mit einer
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geschlossenen Konformation auf der zytosolischen Seite und einer offenen Konformation auf der Seite

des Vesikellumens bildet'”® (siche Abb. 2-5).

Zytosol
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Abb. 2-5 Synaptophysin-Hexamer: Schematische dreidimensionale Darstellung der Synaptophysin
Fusionspore. Abbildung modifiziert nach Arthur et al. 2007'.

Synaptophysin-defiziente Maiuse (knock out) zeigen keine auffdlligen funktionellen und

morphologischen Verinderungen'*"

. Kompensatorische Effekte anderer TVPs, wie zum Beispiel
Synaptoporin und Synaptogyrin, oder vollig unterschiedliche Proteine aus alternativen
Reaktionswegen, konnten das Synaptophysin-Defizit ausgleichen. Tatsdchlich zeigen Untersuchungen
an Photorezeptor-Terminalen, bei denen in der &uBleren plexiformen Schicht der Retina (OPL) kein
Synaptoporin exprimiert wird, dass es in diesen Bereichen bei Synaptophysin-defizienten Mausen zu
morphologischen ~ Verinderungen kommt'*®. Diese Verdnderungen beruhen auf einer
aktivitdtsabhingigen Reduzierung der Vesikeldichte sowie einer Zunahme der Vesikelgrofle und der
Anzahl Clathrin-haltiger Vesikel. Die beobachtete Erhohung von Clathrin-umhiillten Vesikeln,
zusammen mit der Erkenntnis, dass die Injektion von Glutathion-S-Transferase-fusioniertem
zytoplasmatischem Synaptophysin C-Terminus in Tintenfisch-Synapsen ebenfalls in einer
Reduzierung der Vesikeldichte und in einer Erhéhung der Clathrin-haltigen Vesikel resultiert'®, fithrte
zu der Vermutung, dass Synaptophysin vielleicht in einen Clathrin-unabhéngigen Reaktionsweg, wie
zum Beispiel dem kiss and run, involviert ist'*>'*. Ferner zeigen TVP-doppeldefiziente Miuse, bei
denen Synaptophysin und Synaptogyrinl deletiert wurden, Verdnderungen in der synaptischen
Plastizitit'*®. Elektrophysiologische Untersuchungen dieser Tiere ergaben eine Reduktion sowohl der
long als auch der short-term potentiation (LTP bzw. STP), ohne die Neurotransmitter Freisetzung zu

beeintrichtigen'*. Direkte Genexpressionsverinderungen bei Synaptophysin-defizienten Miusen

konnten mittels microarray-Analysen in Retinae nicht detektiert werden. Offensichtlich sind
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kompensatorische Effekte bereits vorhanden wund/oder basieren auf posttranskriptionalen
Verinderungen'”’. In Caenorhabditis elegans existiert von jeder TVP-Familie jeweils nur ein Protein:
Synaptophysin (SPH-1), Synaptogyrin (SNG-1) und SCAMP (SCM-1). Untersuchungen an Einfach-
oder Dreifach-Deletionsmutanten ergaben keine offensichtlichen funktionellen und morphologischen
Verinderungen'*®. Dennoch wies die TVP-Dreifachmutante auch hier eine signifikant erhohte Anzahl
von Clathrin-haltigen Vesikeln auf. Ferner zeigten sowohl TVP-Einzelmutanten als auch die
Dreifachmutante ein erhohtes Krampfverhalten unter Stressbedingungen, die durch den GABA-
Antagonisten Pentylentetrazol (PTZ) ausgeldst wurden'*’. Somit unterstiitzen die Beobachtungen an
C.elegans die bereits erwdhnten Vermutungen, dass TVPs nicht essentiell fiir neuronale Prozesse sind,
sie aber als Modulatoren agieren und vermutlich an einem Clathrin-unabhidngigen Vesikelweg

beteiligt sind.

2.2 Proteininteraktionen

Die Genomforschung entwickelte sich in den letzten 10 Jahren mit unglaublichem Tempo. Seit der
ersten kompletten Sequenzierung von Haemophilus influenzae im Jahre 1995 sind liber 605 Genome
vollstindig sequenziert worden, {iber 1100 Genome sind in Bearbeitung (NCBI, 01.09.2007). Allein
der Mensch hat schitzungsweise mehrere hunderttausend bis Millionen Proteine, da ein einzelnes Gen
im Durschnitt fiinf bis zehn Proteine produziert. Die entstandene Komplexitit vollstindig zu erfassen
und dabei neue Signalwege und Interaktionen zwischen Proteinen zu eruieren, ist eine
Herausforderung fiir die ndchsten Jahrzehnte. Die Wechselwirkungen zwischen Proteinen spielen eine
essentielle Rolle in der Regulation biochemischer Prozesse. Die Identifizierung von neuen
Proteininteraktionspartnern ist ein zentraler Aspekt, um die noch vielen ungeklarten Signalkaskaden
und Prozesse zu verstehen. Auch fiir das Verstindnis der molekularen Basis von Krankheiten und fiir
die Entwicklung neuer Medikamente ist eine genaue Kenntnis der verschiedenen
Proteinwechselwirkungen essentiell. Weit verbreitete Methoden zum Nachweis von Protein-Protein-
Wechselwirkungen in vivo in eukaryontischen Zellen sind das Yeast Two-Hybrid System und der
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET), die in den nachfolgenden Kapiteln néher betrachtet

werden.

2.2.1 Yeast Two-Hybrid System (Y2H)

160,161 9162

Uber 50% aller Protein-Protein-Wechselwirkungen wurden mit dem von Fields und Song 198
entwickelten Yeast Two-Hybrid System identifiziert. Das Y2H System nutzt den modularen Aufbau
von Transkriptionsfaktoren aus zwei verschiedenen Doméinen, der DNA-Bindungsdoméne BD und der
Transkriptionsaktivierungsdomdne AD. Am héaufigsten wird die GAL4- oder LexA-DNA-
Bindungsdomine mit einer GAL4-, VP16- oder B42-Transkriptionsaktivierungsdomédne im Y2H

163 . . . . . . . . . .
System verwendet . Dabei werden zwei Proteine in Fusion mit den beiden Doménen in einem
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Hefestamm exprimiert, bei dem der urspriingliche Transkriptionsfaktor deletiert wurde. Die DNA-BD
bindet an ihre Zielsequenz, kann aber ohne die AD keine Genexpression ausldsen. Erst wenn die
DNA-BD und die AD sich in rdumlicher Ndhe zueinander befinden, das heilit bei einer bestehenden
Protein-Protein-Wechselwirkung, wird die Funktion des Transkriptionsfaktors wiederhergestellt. Zur
Detektion einer bestehenden Wechselwirkung werden verschiedene Reportergene wie His3, Ade2 und
Leu2 Auxotrophiemarker oder Farbreporter wie LacZ aktiviert. Das Y2H System eignet sich auch zum
screening von unbekannten Interaktionspartnern eines bekannten Proteins, indem Transkripte einer
cDNA Bibliothek an die AD fusioniert werden'®*. Es ist ein sensitives, eukaryontisches in vivo-
System, das im Gegensatz zur Koimmunprézipitation nicht auf spezifische Antikérper angewiesen ist.
Posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierung, Palmitoylierung oder Faltung der Proteine
durch Chaperone kommen zwar in der Hefe vor, dennoch besitzt die Hefe nur ein limitiertes
Repertoire an posttranslationalen Modifikationen im Vergleich zu héheren Eukaryoten'®. Somit
koénnen einige Protein-Protein-Wechselwirkungen, die auf solchen Modifikationen beruhen, mit einem
herkémmlichen Y2H Sytem nur schwer detektiert werden. Des Weiteren konnen falsch positive
Antworten in einem Interaktions-Screen entstehen, indem Proteine in Kontakt treten, die
normalerweise in unterschiedlichen Zellkompartimenten lokalisiert sind. Ein weiterer wesentlicher
Nachteil ist, dass die Interaktion im Zellkern stattfinden muss, weshalb die Methode fir die Interaktion

von Membranproteinen ungeeignet ist.

2.2.1.1 Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System

Etwa ein Drittel aller menschlichen Proteine sind Membranproteine, die zentrale und lebenswichtige
Funktionen erfiillen. Mehr als 50% aller Pharmaka wirken auf sie ein, und zahlreiche Erkrankungen
beruhen auf Funktionsstérungen von Membranproteinen. Mit einem konventionellen Y2H System, bei
dem die Interaktion im Zellkern stattfinden muss, werden Interaktionen mit Membranproteinen oder

Membran-assoziierten Proteinen nicht erfasst. Mit Hilfe von modifizierten Y2H Systemen, wie dem

166,167 168,169

reverse Ras-recruitment-System oder dem Split-Ubiquitin-System , konnen auch
Membranprotein-Wechselwirkungen direkt detektiert werden.

Das Split-Ubiquitin Y2H System basiert auf der Rekonstitution zweier Ubiquitin-Hélften und wurde
erstmals 1994 von Johnsson und Varshavsky'® beschrieben. Ubiquitin ist ein hochkonserviertes
Protein aus 76 Aminosduren, das in allen Eukaryonten zu finden ist. Dabei unterscheidet sich das

170 . .
. Die reversible

Ubiquitin vom Menschen in nur drei Aminosduren von dem der Hefe
posttranslationale Ubiquitinierung moduliert die Aktivitdt von Proteinen und greift in die Regulation
zahlreicher zelluldrer Vorginge ein. Es spielt eine wesentliche Rolle bei der gezielten Degradation von

Proteinen iiber das 26S-Proteasom'”"'”

. Insgesamt kodieren in der Hefe vier Genloci fiir Ubiquitin,
wovon drei filir jeweils ein Ubiquitin und der vierte Locus dagegen fiir ein aus fiinf Ubiquitin-
Molekiilen bestehendes Polyubiquitin kodiert'”. Solche Polyubiquitin-Vorstufen kénnen aus bis zu

zwolf Ubiquitin-Molekiilen bestehen. Sie werden spéter durch Ubiquitin spezifische Proteasen (UBPs)
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hinter dem C-terminalen Glycin an Stelle 67 abgespalten und kénnen schlie8lich durch eine Kaskade
aus verschiedenen Enzymen (E1-E3) auf ein Substrat-Protein iibertragen und iiber das Proteasom oder
in der Vakuole (Lysosomen bei hoheren Eukaryoten) abgebaut werden. Nicht korrekt gefaltete
Ubiquitine werden von den UBPs nicht erkannt und konnen damit nicht gespalten werden'®. Die
Spaltung von Polyubiquitin durch UBPs ist die Grundlage des Split-Ubiquitin Y2H Systems. In diesem
System wird Ubiquitin in zwei Hélften gespalten. Die C-terminale Hélfte Cub (Aminoséure 36-76) ist
an einen Transkriptionsfaktor fusioniert, der aus der DNA-Bindedoméne LexA aus Escherichia coli
und der Transkriptionsaktivierungsdoméne VP16 des Herpes simplex Virus besteht. Diese C-terminale
Hilfte des Ubiquitin Cub ist wiederum an das bait-Protein fusioniert, wohingegen der N-Terminus
Nub (Aminosdure 1-35) an das prey-Protein fusioniert ist (siche Abb. 2-6). Die nativen Hélften des
Ubiquitin kdnnen spontan reassoziieren. Deshalb wurde das Isoleucin an Stelle 13 durch Glycin bei
Nub ersetzt (NubG), so dass erst bei einer bestechenden Protein-Protein-Wechselwirkung die beiden
Hilften reassoziieren und darauthin UBPs den Transkriptionsfaktor abspalten. Im Folgenden aktiviert
der Transkriptionsfaktor im Nukleus die verschiedenen Wachstums- und Farb-Reporter, die

Aufschluss tiber eine bestehende Protein-Protein-Wechselwirkung geben.

COOH

Abb. 2-6 Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System. Schematische Darstellung des Split-Ubiquitin Y2H System.
Ohne Interaktion der fusionierten Proteine bleibt der Transkriptionsfaktor bestehend aus LexA und VP16 am
bait-Protein iiber den C-terminalen Teil des Ubiquitin Cub gebunden. Bei Interaktion der Fusionspartner wird
Ubiquitin rekonstituiert, was durch UBPs erkannt wird. Daraufhin wird der Transkriptionsfaktor abgespalten, der
nun im Nukleus die Reportergene aktivieren kann.

Mit Hilfe des Split-Ubiquitin Y2H System konnen alle Typen von integralen Membranproteinen,
Membran-assoziierten Proteinen wund zytosolischen Proteinen als Interaktionspartner eines
Membranproteins identifiziert werden. Die Topologie des bait-Membranproteins muss dabei bekannt
sein, da Cub mit fusioniertem Transkriptionsfaktor im Zytosol lokalisiert sein muss. Durch einen
Membrananker an einem zytosolischen Protein kann das System auch zum screening von
zytosolischen bait-Proteinen verwendet werden, da dadurch die Translokation des 16slichen baits in

174

den Nukleus und die damit verbundene Aktivierung der Reportergene unterbunden bleibt . Insgesamt
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betrachtet ist es ein effektives und sensitives System fiir das screening neuer Interaktionspartner von

. o - - 175-182
Membranproteinen und wurde bereits in mehreren Interaktionsstudien verwendet .

2.2.2 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

Der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer eignet sich als Methode fiir den direkten Nachweis von
Bindungen und Interaktionen zwischen Proteinen, DNA, RNA und Lipiden in vivo. Wird Materie mit
Licht einer passenden Wellenldnge bestrahlt, kann dieses absorbiert werden und dabei ein Elektron
vom Grundzustand in einen elektronisch angeregten Zustand verschieben. Die absorbierte Energie
kann dabei iiber verschiedene Wege abgegeben werden (siehe Abb. 2-7Abb. 2-7):

Bei der Fluoreszenz erfolgt die Emission aus einem Singulettzustand heraus (S; = S;). Bei dieser
Form der Schwingungsrelaxation hat der angeregte Zustand eine kurze Lebensdauer von
10” Sekunden, und die Emission erfolgt mit geringerer Frequenz und groBerer Wellenlinge (Stokes
Verschiebung). Die Phosphoreszenz stellt einen Ubergang aus einem Triplett in einen Singulett-
Zustand (T > S,) dar. Hierbei findet ein Wechsel zwischen Zustinden unterschiedlicher
Spinmultiplitat (Inter-Sytem-Crossing, ISC) statt. Dieser Wechsel ist zwar symmetrieverboten, kann
jedoch bei Spin-Bahn-Kopplung eintreten. Aus diesem Grund ist der angeregte Triplett-Zustand langer
als bei der Fluoreszenz (10°-107 Sekunden). Der Ubergang in den Grundzustand S, erfolgt unter
Abgabe eines Photons (Phosphoreszenz), kann aber auch iiber Wiarmeabgabe (ISC) erfolgen. Ein
weiterer strahlungsloser Ubergang ist die Internal Conversion bei gleicher Spinmultiplitit. Hierbei
handelt es sich ebenfalls um einen Transfer unter Warmeabgabe vom Singulettzustand S; in einen

hoch angeregten Schwingungszustand des S (siche Abb. 2-7).

. T

hd IS
w
N

Energie
Absorption
IC
Fluoreszenz

]

us:

Abb. 2-7 Jablonski Diagramm: Schematische Darstellung der Energie- und Schwingungszustinde.
So: Singulett-Grundzustand; S;: erster angeregter Singulett-Zustand; S,: zweiter angeregter Singulett-Zustand;
T,: erster angeregter Triplett-Zustand; IC: Internal Conversion; ISC: Inter-System-Crossing
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Eine weitere Moglichkeit des strahlungslosen Ubergangs ist der Energietransfer von einem angeregten
Donor-Fluoreszenzmolekiil auf einen benachbarten Akzeptor (sieche Abb. 2-8). Der Dexter-
Energietransfer-Prozess ist ein kurzreichweitiger (bis 1 nm) Austausch von Elektronen, der durch die
Uberlappung der Atomorbitale méglich ist. Fiir einen Transfer iiber groBere Distanzen ist der
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer verantwortlich.

Die Grundlage des von Theodor Forster 1948'® postulierten Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers
basiert auf einem strahlungslosen Energietransfer eines fluoreszierenden Donors auf einen Akzeptor

iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkung (siche Abb. 2-8).

D*(S1)+A(S0) > D(So)+A*(S1)

%& T

[«

i %E 1Sy

FRET kt

Absorption
Fluoreszenz

Energie
IC

— - ‘ﬂ fr—
— i I
ESO N A VA S T3 wSo
Donor Akzeptor

Abb. 2-8 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer: S): Singulett-Grundzustand; S;: erster angeregter
Singulett-Zustand; IC: Internal Conversion; k,: Energieiibertragung auf Akzeptor

Dabei sinkt die Fluoreszenz-Intensitit und -Lebensdauer des Donors, und die Emissionsintensitét des
Akzeptors nimmt zu. Somit steht dieser Energietransfer in direkter Konkurrenz zu der Fluoreszenz des
Donors. Die Energietransfereffizienz E wird errechnet aus der Anzahl der vom Donor zum Akzeptor
transferierten Photonen dividiert durch die Anzahl der vom Donor absorbierten Photonen. Die Anzahl
der sowohl vom Donor als auch vom Akzeptor emittierten Photonen ist dabei proportional zur

Lebensdauer seines angeregten Zustands. Es gilt somit:

E=1-1pA

D
Tp: Lebensdauer des angeregten Zustands des Donors

Tpa : Lebensdauer in Anwesenheit des Akzeptors

E: Energietransfereffizienz
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Dieser Transfer ist dabei abhingig von der rdumlichen Néhe zwischen Donor und Akzeptor und wird

beschrieben als:

Rpa: Abstand zwischen Donor und Akzeptor
Ry: Forster Radius

E: Energietransfereffizienz

Somit ist die Energietransfereffizienz E proportional zu dem Kehrwert des Abstands beider Molekiile
zur sechsten Potenz. Der Forster-Radius ist abhingig vom Fluorophorenpaar und beschreibt den

Abstand Rpy, bei dem die Energietransfereffizienz 50% betrégt (siche Abb. 2-9).

1,0

0,5

Transfereffizienz E

0,0 :
0,5Ro 1,0Ro 1,5R0 2,0Ro

Abb. 2-9 Abstandsabhingigkeit der Transfereffizienz

Diese Abstandsabhingigkeit des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers, dass die Energie nur iiber
eine kurzen Bereich von ungefihr 1-10 nm effizient iibertragen wird'™, erlaubt molekulare
Wechselwirkungen zwischen zwei Proteinen oder Strukturdnderungen innerhalb eines Molekiils zu
detektieren. Gegeniiber einer normalen Fluoreszenzmikroskopie ist das Auflosungsvermogen etwa
zehnmal so gut.

Eine Grundvoraussetzung fiir FRET ist eine ausreichende spektrale Uberlappung des
Fluoreszenzspektrums des Donor-Fluorophors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptor-
Fluorophors. Enhanced cyan fluorescent protein (ECFP) und enhanced yellow fluorescent protein
(EYFP) eignen sich sehr gut als Fluoreszenzpaar (Uberlappung 450-550 nm), mit einem Forster
Radius von circa 5 nm.

Fir die Bestimmung der Energietransfereffizienz beziehungsweise des Forster-Radius muss ein
weiterer Faktor, der Orientierungsfaktor k?, beriicksichtigt werden. Er ist bestimmt durch die relativen

Orientierungen der Ubergangsdiplomente von Donorfluoreszenz und Akzeptorabsorption und kann
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dabei Werte zwischen 0 und 4 annehmen. Der maximale Wert 4 ist bei einer kollinearen Anordnung
von Donor- und Akzeptor-Fluorophor, wohingegen der minimale Wert zum Beispiel bei einer
senkrecht aufeinander stehenden Anordnung der Diplomente erreicht wird. Im Allgemeinen wird von
frei beweglichen Fluorophoren ausgegangen, so dass man fiir den Orientierungsfaktor k* einen

Mittelwert von 2-3 verwendet.

2.2.3 Methoden der FRET Messung

Es existieren verschiedenste mikroskopische Techniken fiir die Erfassung von FRET'*". Eine der
gingigsten Methoden fiir eine FRET Messung ist die indirekte {iber Acceptor Photobleaching, bei der
die Donorintensitit vor und nach dem Ausbleichen des Akzeptors erfasst wird™'®. Da das
Akzeptorfluorophor nach dem Bleichen keine Energie mehr von dem Donorfluorophor aufnehmen
kann, ist im Fall einer Protein-Protein-Wechselwirkung davon auszugehen, dass die Intensitét der

Emission des Donorfluorophors erhoht ist (sieche Abb. 2-10).

1. Messung der Donor-Intensitat

o
'\ FRET = Abnahme der Donor
‘ | == | YFP Fluoreszenz durch FRET

em & L1-10nm_|

2. Akzeptor-Bleichen

—/ Ausbleichen
| YFP/ des Akzeptors

L110nm_|

3. Messung der Donor-Intensitat

vy
Cod Zunahme der Donor

- — YEP Fluoreszenz durch stark
L | reduzierten FRET
L_1-10 nm _|

Em

Abb. 2-10 Acceptor Photobleaching: Schematische Darstellung der indirekten FRET-Messung durch reduzierte
Donor Fluoreszenz nach Akzeptor-Bleichen; Ab: Absorption; Em: Emission
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Die Sensitized-Emission-Methode eignet sich besonders fiir Lebendzellmikroskopie. Hier erfolgt die
FRET Messung indirekt nach der Anregung des Donors durch eine Abnahme der Donorfluoreszenz

190 1
. Diese

und einer Erhohung der Akzeptorfluoreszenz bei einer bestehenden Proteinwechselwirkung
Methode weist eine erhohte Fehlerrate zum Beispiel durch crosstalk oder Hintergrundrauschen auf, so
dass mehrere Kontrollen und Korrekturfaktoren zur Berechnung der FRET-Effizienz bendtigt werden.

Das Donor-Photobleaching ist eine von Young et al."”" entwickelte Methode zur Quantifizierung von
FRET. Allgemein ist Photobleaching ein lichtinduzierter, irreversibler Zerstdorungsprozess eines

Farbstoffs, der sich im angeregten Zustand befindet'®>

. Je langer der Farbstoff in diesem angeregten
Zustand bleibt, umso hoher ist die Zerstorungsrate. In einem bestehenden FRET-System besteht fiir
den Donor neben der Fluoreszenz noch eine weitere Mdglichkeit, um vom angeregten Zustand in den
Grundzustand zu wechseln, der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer auf den Akzeptor, so dass der
Donor in einem FRET-System schneller in den Grundzustand zuriickkehren kann und somit eine
geringere Ausbleichrate aufweist als ein isolierter Donor. Durch den Vergleich der Ausbleichraten von
Donor/Akzeptor und Donor ohne Akzeptor erhdlt man ein Mal} fiir die Berechnung der FRET-

Effizienz. Mit dieser Methode konnte bereits eine Interaktion zwischen Synaptophysin und

Synaptophysin bezichungsweise Synaptobrevin gezeigt werden'>.

2.3 Zielsetzung

Die neuronale Signaliibertragung beruht auf dem synaptischen Vesikelzyklus, der durch zahlreiche
Transmembranproteine  reguliert ~wird. Eines der  Hauptproteine des  synaptischen
Neurotransmittervesikel ist Synaptophysin. Es ist durch vier Transmembrandomidnen und
zytoplasmatisch lokalisierte Termini charakterisiert und Bestandteil von Proteinkomplexen, die den
Vesikelzyklus regulieren. Welche Proteine an der Bildung und Regulation dieser Komplexe beteiligt
sind, ist vorwiegend unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe des neuartigen Split-Ubiquitin Y2H Systems, das auf der
Rekonstitution zweier Ubiquitin-Hélften basiert und eine direkte in vivo-Interaktion von
Membranproteinen ermoglicht, molekulare Wechselwirkungen von Synaptophysin aufzukléren. Die
Ergebnisse sollten durch Koimmunprézipitation und Immunfluoreszenz sowie eine weitere direkte in
vivo-Methode, der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET), iiberpriift und genauer

charakterisiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Antikorper

Tab. 3-1 Primir-Antikorper (m: monoklonaler Antikérper, p: polyklonaler Antikorper, WB: Western
Blot, IF: Immunfluoreszenz)

Typ Spezies Antigen WB IF Bezugsquelle
p Kaninchen Synaptophysin  1:4000 1:400 DAKO, Glostrup, DK
p Kaninchen SCAMP 1:2000 1:200 SYSY, Géttingen, D

M. Negishi, Kyoto, |

p Kaninchen Rnd2 1:2000 1:200 Fujita ¢t al, 200215
. . G. F. von Mollard, Géttingen, D
p Kaninchen Vtilb 1:3000 1:350 Antonin ¢ aZ,, 200019
) o A. Sobel, Paris, F
P Kaninchen Stathmin-like3  1:5000 1:1500 Kang ef al, 200519
. . C. D’Souza-Schorey, Notre Dame, USA
p Kaninchen Arfaptin2 1:500 1:180 Peters ef al, 20021%
. ) R. Janz, Houston, USA
p Kaninchen Synaptogyrin3  1:1800 1:250 Belizaire ¢f al,, 200417
p Kaninchen Profilinl 1:500 1:70 Biozol, Eching, D
p Kaninchen PLTP 1:250 1:50 Biozol, Eching, D
p Kaninchen Synaptobrevin2  1:4000 1:400 R. Jahn, Géttingen, D
p Kaninchen GFP 1:2000 1:200 Calbiochem, Darmstadt, D
p Kaninchen GFP 1:1000 1:100 Clontech, Mountain View, CA
m Maus Synaptophysin ~ 1:200 1:50 W. Franke, Heidelberg, D
m Maus Synaptobrevin2  1:5000 1:500 R. Jahn, Géttingen, D
m Maus SCAMP 1:10000 1:1000 D. Castle, Virginia, USA
P Ziege Synaptogyrin3  1:500 1:50 Biozol, Eching, D

Tab. 3-2 Sekundéir-Antikorper

Sekundar-Antikorper Spezies WB [F Bezugsquelle
HRP-o-Kaninchen-IgG Ziege 1:5000 NEB, Frankfurt am Main, D
HRP-o-Maus-1gG Ziege 1:5000 Jackson/Dianova, Hamburg, D
HRP-o-Ziege-1gG Kaninchen 1:80000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Alexa 594-a-Maus-IgG Ziege 1:500 Molecular Probes, Karlsruhe, D
Alexa 488-a-Maus-IgG Ziege 1:500 Molecular Probes, Karlsruhe, D
Alexa 488-a-Kaninchen-IgG Ziege 1:500  Molecular Probes, Karlsruhe, D
Alexa 488-a-Ziege-1gG Kaninchen 1:500  Molecular Probes, Karlsruhe, D
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3.1.2 Chemikalien und Geriite

Tab. 3-3 Geriite

Gerate

Autoklav-Varioklav Typ 400
Bakterienschittler-Certomat R
Blotkammer - Transblot SD Semi-Dry
Brutschrank fiir Bakterien

Brutschrank fur Hefen

Destillator - Milli-Q

Eismaschine - AF-10
Elektrophoresekammer
Fluoreszenzmikroskop - Axiophot I
Geldokumentation - Image Master VDS
Inkubator Zellkultur

Laminarflow Sterilwerkbank -Microflow
Laser Punktscanning SP5 System
Netzteil - Power Pac 300

PAGE System - Mini Protean 11

PCR Gerit - Primus 96 advanced

PCR Gerit - Primus 96 plus

pH-Meter - pH 530

Photometer - Ultraspec 2000 UV
Prazisionswaage - L.C 2434
Prizisionswaage - LC 4801

Rotor SW 27 Beckman

Rotor SW 40 Beckman

Schittler fir Hefen Certomat IS
Uberkopfschiittler - RL-2M Intelli Mixer
Ultrazentrifuge T-1065

Zentrifuge - Biofuge Fresco

Zentrifuge - Megafuge 1 OR

Tab. 3-4 Chemikalien

Chemikalien
3-Amino-1,2 4-triazol
Aceton

Acrylamid

APS

Bacto-Agar
Bacto-Agar
Bacto-Peptone
Bacto-Trypton
Bromphenolblau
BSA (Rinderserumalbumin)
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Bezugsquelle

H+P Labortechnik, Oberschlei3heim, D
B. Braun Biotech, Melsungen, D
BioRad, Miinchen, D

Memmert, Schwalbach, D
Memmert, Schwalbach, D
Millipore, Schwalbach, D
Scotsman, Vernon Hills, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Catl Zeiss, Jena, D

GE Healthcare, Minchen, D
Heraeus, Hanau, D

Nunc, Wiesbaden, D

Leica, Bensheim, D

BioRad, Miinchen, D

BioRad, Miinchen, D

Peglab, Erlangen, D

MWG Biotech, Ebersberg, D
VWR, Darmstadt, D

GE Healthcare, Minchen, D
Sartorius, Géttingen, D

Sartorius, Géttingen, D

Beranek Laborgerite, Weinheim, D
Beranek Laborgerite, Weinheim, D
B. Braun Biotech, Melsungen, D
ELMI, Riga, LV

Kontron Analytik, Eching, D
Heraeus, Hanau, D

Heraeus, Hanau, D

Bezugsquelle

Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Difco Laboratoties, Detroit, USA
Becton Dickinson, Heidelberg, D
Becton Dickinson, Heidelberg, D
Difco Laboratories, Detroit, USA
Serva, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D
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CaCl,

Complete, EDTA-free
Coomassie Brilliant Blau — G250
DMSO

dNTPs

DTT

EDTA

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Glaskiigelchen, sduregewaschen
Glucose

Glycerin

Glycin

H;PO,

Harnstoff

Hepes

Histidin

Isopropanol

KCI1

KH;PO4

Lachssperma DNA type III Na-Salz
I-Adenine Hemisulfat
Leucin

Lipofect AMINE 2000
Lithiumacetat

Methanol

Mowiol 4-88

Na,HPO4 x 2H,0O

NaCl

NaOH

NEM (N-Ethylmaleimid)
NGS (Normal Goat Serum)
NP-40 (Nonident p-40)
ONPG

Paraformaldehyd

PEG 4000

PMSF

Ponceau-S

Protein A-Sepharose 4B
Protein G-Sepharose 4 Fast Flow

Rotiphorese NF-Acrylamid/Bis-Losung 30% (29:1)

Saccharose

Salzsaure
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Bezugsquelle

Merck, Darmstadt, D
Roche Diagnostics, Mannheim, D
Serva, Heidelberg, D
Merck, Darmstadt, D
Fermentas, St. Leon-Roth, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Serva, Heidelberg, D

Roth, Katlstuhe, D

Merck, Darmstadt, D

Roth, Katlstuhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Roth, Katlstruhe, D

Roth, Katlstuhe, D

Fulka Chemie, Ulm, D
Roth, Katlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Katlstuhe, D

Roth, Katlstuhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D
Fulka Chemie, Ulm, D
Sigma-Aldrich, Minchen, D
Merck, Darmstadt, D

Fulka Chemie, Ulm, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Katlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
GE Healthcare, Minchen, D
Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlsruhe, D
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Chemikalien

SDS

Seakem LE Agarose
TEMED

Tissue freezing medium
Tris-Base

Triton-X 100
Trockenmilchpulver
Trypsin

Tryptophan
Tween-20

X-Gal

B-Metcaptoethanol

Tab. 3-5 Kits

Kits

Dualmembrane Kit 2
Omniscript RT Kit

QIAfilter Plasmid Maxi Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
RNeasy-RNA-Extraction Kit

SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Tab. 3-6 Enzyme

Enzyme

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)

DNase
Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase
Tag-DNA-Polymerase

Tab. 3-7 Marker

Marker

GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus
GeneRuler 1kb DNA Ladder
MassRuler DNA Ladders Mix
PageRuler Prestained Protein Ladder
Prestained Protein Marker, Broad Range

Felkl, 2007

Bezugsquelle

Serva, Heidelberg, D
Biozym, Oldendotf, D
Roth, Katlstuhe, D
Reichert-Jung, Nussloch, D
Roth, Katlstruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Topfer, Dietmannsried, D
Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D
Roth, Katlsruhe, D

Roth, Katlstuhe, D

Bezugsquelle

Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Pierce, Bonn, D

Bezugsquelle

Fermentas, St. Leon-Roth, D
Promega, Mannheim, D
NEB, Frankfurt, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Fermentas, St. Leon-Roth, D
NEB, Frankfurt, D

Fermentas, St. Leon-Roth, D
Eppendorf, Hamburg, D

Bezugsquelle

Fermentas, St. Leon-Roth, D
Fermentas, St. Leon-Roth, D
Fermentas, St. Leon-Roth, D
Fermentas, St. Leon-Roth, D
NEB, Frankfurt, D
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Tab. 3-8 Antibiotika

Antibiotika Stammloésung Arbeitslosung Bezugsquelle
Ampicillin 100 mg/ml 150 pg/ml Sigma-Aldrich, Minchen, D
Kanamycin 20 mg/ml 60 ng/ml Sigma-Aldrich, Minchen, D
Tetracyclin 10 mg/ml Sigma-Aldrich, Minchen, D
10000 U Penicillin
Penicillin/Streptomyzin 1% (100U) Invitrogen, Karlsruhe, D
10 mg/ml Streptomycin

3.1.3 Puffer und Nihrmedien

Standardisierte Puffer und Ndhrmedien wurden, sofern nicht anders angegeben, nach Sambrook und
Russel (2001)'"* hergestellt. Hefe SD-Selektionsmedium wurde von der Firma Qbiogen aus

Heidelberg bezogen.

3.1.4 Zelllinien, Bakterien- und Hefestamme
3.1.4.1 Bakterienstamm

Tab. 3-9 Bakterienstamm

Bakterienstamm Merkmale Bezugsquelle

F proAB lacldZAM15 TrnlO0(Tet) recAl endAl gyr A6

1-Bl
2 ue thi-1 hsdR17 supEA4 rel Allac

Stratagene, La Jolla, USA

3.1.4.2 Hefestamm

Tab. 3-10 Hefestamm

Hefestamm Merkmale Bezugsquelle
NMY32 MATa his3A200 trp1-901 leu2-3,112 LYS2::(IexAop)+-HIS3 Dualsystems Biotech,
URA3:(lexAop)s-lacZ (lexAop)s-ADE2 GAL4 Schlieren, CH

3.1.4.3 Zelllinien

Tab. 3-11 Zelllinien

Zelllinien Herkunft Referenz
Homo sapiens, Epithelzellen

PLC Hepatozellulires Karzinom

Alexander ¢7 al., 197619

Homo sapiens, Epithelzellen

Hela Gey ¢t al., 1951200

Zervixkarzinom
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3.1.5 Vektoren und Oligonukleotide
3.1.5.1 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech in der Qualitdtsstufe HPSF (hochrein, Salz-
frei) bezogen und sowohl fiir die Herstellung von DNA-Konstrukten als auch fiir

Sequenzierungsreaktionen verwendet.

Tab. 3-12 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz
07-07 RP GTGCGGCCGCTTTACATCTGATTGGAGAAG
07-06 FP CGTGTACAGTATGGACGTGGTGAATCAG

07-05 Seq FP GCACCTTCACGAAGCCAAGG
06-94 Seq FP AGCAGAAGAACGGCATCAAG

06-122 RP CAGGATCCAACATGAGGTTACAGCTCTTGGC

06-121 FP CGAAGCTTATGGAGGGGCAGAGTGG

06-116 RP CAACCGGTATCATCTGGTTACCCTTGAAGGC

06-115 FP TCGCTAGCATGTCGGATTTTGACAGCAACC

06-112 RP TTGGATCCTTCCAGACACAGTCCTGGCTC

06-111 FP GCAAGCTTATGGACAAGAAGAAAGAGCACC

06-110 RP GCGGATCCATCTGCTCCTCTAACCAGGAAG

06-109 FP GCAAGCTTATGACGGACGGGATTCTAGG

06-108 RP TAGGATCCGTATAGGCAGGCACCTGGTAC

06-107 FP CGAAGCTTATGGAGGGAGCATCCTTTG

06-106 RP GTGGATCCGAGCCAGACATTTCCTCCCGC

06-105 FP GCAAGCTTATGGCCAGCACCGTATCTG

05-44 FP GTACGAGGCCATTACGGCCATGGACGTGGTGAATCAG
05-43 Seq FP GGTATCGATAAGCTTGATATCG

05-182 RP GTTACTGGCCGAGGCGGCCAATGATGTCTTCATCTGCTTC
05-181 FP GTACGAGGCCATTACGGCCACATGGGCTTATTCTTCTC
05-180 FP GTACGAGGCCATTACGGCCATGTCAGATAATCCGTTC
05-179 RP GTTACTGGCCGAGGCGGCCAATGAGAATCGTCCTTGAGTC
05-178 RP GTTACTGGCCGAGGCGGCCATCTTCATCTGGTTACCCTTG
05-177 RP GCGCATCGATCTTCATCTGGTTACCCTTG

05-176 RP GCGGCATCGATTGACATCTGATTGGAGAAGG

05-175 RP GTTACTGGCCGAGGCGGCCAATGACATCTGATTGGAGAAGG
05-174 RP GTGGTCTAGAGTGACATCTGATTGGAGAAGG

05-131 Seq RP GGCGTGAATGTAAGCGTG

05-128 RP GCATCCGCGGTTACATCTGATTGGAGAAGG

05-127 FP ATTACCGCGGATGGACGTGGTGAATCAG

05-112 FP GTACGAGGCCATTACGGCCCTATGTCGGATTTTGACAGC
05-110 FP GTACGAGGCCATTACGGCCATGTCGGATTTTGACAGC
05-109 FP GTACGAGGCCATTACGGCCACATGGACGTGGTGAATCAG
05-01 FP TCGACCCGGGAAAAATGTCGGATTTTGACAGC

04-99 FP CTACGGATCCAAAAATGGACGTGGTGAATCAG
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Bezeichnung Sequenz

04-89 FP CTGCTCTAGAAAAATGGACGTGGTGAATCAG
04-88 Seq RP CCTGCAGCCACTGGTTCG

04-87 Seq FP CATTAGGACCTTTGCAGC

04-112 Seq RP CCGGTCAAAGTCTTGACG

04-111 Seq FP TCCTCGTCATTGTTCTCG

98-74 Seq FP

3.1.5.2 Vektoren

Tab. 3-13 Vektoren

Vektoren
pEYFP-N1
pECFP-N1
pNCW
pCCW
pCCW-STE
pCCW-SUC
pDSL-Nx
pDIL2-xN
pDL2xN-STE
pDI2xN-SUC
pCCW-Alg5
pAI-Alg5
pDI.2-Alg5

YFP-dSH2

YFP-SH2

YFP-SH2 (R183A)
CFP-dSH2
pECFP-Sph
pEYFP-Sph
pECFP-Sph-Deletion
pEYFP-Sph-Deletion
pECFP-VAMP2

pEYFP-VAMP2

pDest501-CFP-YFP

Felkl, 2007

ATTGACGCAAATGGGCGGTA

Resistenz
Kanamycin/Neomycin
Kanamycin/Neomycin
Kanamycin

Kanamycin

Kanamycin

Kanamycin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Ampicillin

Kanamycin

Ampicillin

Ampicillin

Kanamycin/Neomycin
Kanamycin/Neomycin
Kanamycin/Neomycin
Kanamycin/Neomycin
Kanamycin/Neomycin
Kanamycin/Neomycin
Kanamycin/Neomycin
Kanamycin/Neomycin
Kanamycin/Neomycin

Kanamycin/Neomycin

Ampicillin

Bezugsquelle

Clontech, Mountain View, CA
Clontech, Mountain View, CA
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH
Dualsystems Biotech, Schlieren, CH

B. Geiger, Rehovot, IL
Ballestrem e# al., 2006201, Kirchner ¢# a/., 2003202

B. Geiger, Rehovot, IL
Ballestrem ¢z a/., 2006201, Kirchner ef a/., 2003202

B. Geiger, Rehovot, IL
Ballestrem ¢7 a/., 2006201, Kirchner ef a/., 2003202

B. Geiger, Rehovot, IL
Ballestrem ez a/., 2006201 Kirchner ez al., 2003202

F. Valtorta, Mailand, I
Pennuto ¢# al., 2002153

F. Valtorta, Mailand, I
Pennuto e a/., 2002153

F. Valtorta, Mailand, 1
Pennuto e a/., 2002153

F. Valtorta, Mailand, 1
Pennuto ef al., 2002153

F. Valtorta, Mailand, I
Pennuto e# al., 2002153

F. Valtorta, Mailand, I
Pennuto ¢# al., 2002153

A. GieB3l, Mainz, D
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

Gebrauchliche Methoden der Molekularbiologie wurden, soweit hier nicht anders erldutert, wie in den
folgenden Lehrbiichern beschrieben angewandt: ,,Molecular Cloning: A laboratory manual®“ von
Sambrook er al. (2001)'*®, | Der Experimentator: Molekularbiologie/Genomics von Miilhardt

(2002)*” und ,,Gentechnische Methoden* von Schrimpf (2002).

Als Ausgangs-DNA (Template) fir die meisten Klonierungen wurde eine ¢cDNA aus 100 mg
Gesamtgehim von adulten, 6 Wochen alten Méusen nach dem RNeasy-RNA-Extraction- und
Omniscript RT-Kit hergestellt. PCR Ansitze fiir Klonierungen wurden mit der Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase nach den Angaben des Herstellers NEB erstellt. Die Phusion-Polymerase vereint die
hohe Prozessivitit der Taq-DNA-Polymerase mit einer 3°-5'-Exonuklease-Aktivitit. Alle
geschnittenen Vektoren wurden vor der Ligation mit der calf intestine alkaline Phosphatase (CIAP)
am 5’-Phosphat-Ende dephosphoryliert, um die Rezirkularisierung des linearisierten Vektors zu
unterbinden. Fiir die Ligation selbst mit der T4-DNA-Ligase wurde 50 ng Vektor eingesetzt. Die
bendtigte Masse an zu inserierendem Fragment betrug das Fiinffache und wurde mit folgender Formel

berechnet:

250 [ng] * LéngeFragment [bp]
LéngeVektor [bp]

MasseFragment [ng] =

Die genaue Konzentration von Fragment und Vektor wurde iiber ein Agarosegel mit Hilfe des
MassRuler-Markers nach den Angaben des Herstellers Fermentas berechnet. Die Transformation der
Plasmid-DNA in kompetente XL /-Blue Zellen erfolgte iiber einen 1-miniitigen Hitzeschock bei 42°C.
AnschlieBende Sequenzierungen wurden von GENterprise Genomics in Mainz durchgefiihrt und mit
den PC-Programmen Chromas (Technelysium Pty Ltd, Tewantin Qld, AU) und Clonemanager
(Scientific & Educational Software, Cary, USA) ausgewertet.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden
3.2.2.1 Synaptosomenpriparation

Synaptosomen, abgeschniirte Nervenenden mit Vesikeln, Zytoplasma und postsynaptischer
Zellmembran, wurden aus Gesamtgehirnen adulter Méuse nach einer modifizierten Methode von
Edelmann er al., (1995)'" isoliert. Fiir eine Koimmunprizipitation mit dazugehoriger Kontrolle

wurden 4 g Mausegehirn (8 Méusegehirne) benotigt.
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Dazu wurden die Méuse mit Diethylether narkotisiert und dekapitiert. Das Gehirn wurde durch die
Offnung des Schideldaches entnommen und sofort in eine mit 0,2% Wasserstoffperoxid angereicherte
320 mM Saccharoselosung iiberfithrt. Dieser Schritt sowie die folgenden wurden bei 4°C
durchgefiihrt, um mogliche Proteaseaktivititen zu reduzieren. Die Gehirne wurden in 14 ml 320 mM
Saccharoselosung mit Proteaseinhibitoren (Roche, Complete EDTA-free) aufgenommen, mittels eines
Dounce-Homogenisators homogenisiert und anschlieBend bei 900xg fiir 10 min zentrifugiert. Der
daraus resultierende postnukledre Uberstand wurde erneut fiir 15 min bei 10.000xg zentrifugiert,
wodurch eine ungereinigte Synaptosomenfraktion (P2) entstand. Dieses P2-Sediment wurde mit 12 ml
320 mM Saccharoselosung und Proteaseinhibitoren resuspendiert und bei 900xg fiir 10 min

zentrifugiert.

3.2.2.2 Extraktion von Membranproteinen

3.2.2.2.1 Extraktion von Membranproteinen aus Synaptosomen

Das aus der Synaptosomenpréiparation gewonnene, gewaschene P2-Sediment wurde in 650 pl
Extraktionspuffer resuspendiert und fiir 2 Stunden bei 4°C in einem Uberkopfschiittler inkubiert. Nicht
extrahierbare Anteile wurden mit einem anschlieBenden Zentrifugationsschritt (15 min, 14.000xg,
4°C) entfernt. Der resultierende Uberstand entsprach dem extrahierbaren Extrakt (E), welches fiir die

Koimmunprézipitation verwendet wurde.

Extraktionspuffer Synaptosomen

60 mM KCI

20 mM N-Ethylmaleimid

20 mM HEPES-KOH, pH 7,3
1% Triton X-100

4% Complete ED'T'A-free

3.2.2.2.2 Extraktion von Membranproteinen aus Zellen

Hela-Zellen, die die moglichen Interaktionspartner exprimierten, wurden in einer 100 mm
Zellkulturschale bis zu einer 90%igen Konfluenz kultiviert. Fiir eine Koimmunprézipitation wurden
einschlieBlich der Kontrolle insgesamt vier 100 mm Schalen benétigt. Die Zellen wurden vor dem
Ablosen mittels Gummispatel zweimal mit 5 ml PBS-EDTA gewaschen. Das Abldsen selbst erfolgte
mit 500 ul PBS-EDTA und anschlieBender Zentrifugation fiir 15 s bei 10.000xg. Alle folgenden
Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt, um mogliche Proteaseaktivititen zu reduzieren. Das
resultierende Pellet wurde in 1 ml Extraktionspuffer geldst und fiir zwei Stunden bei 4°C in einem
Uberkopfschiittler inkubiert. Nicht extrahierbare Anteile wurden mit einem anschlieBenden
Zentrifugationsschritt (20 min, 14.000xg, 4°C) entfernt. Der resultierende Uberstand entsprach dem

extrahierbaren Extrakt (E), welches fiir die Koimmunprézipitation verwendet wurde.
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Extraktionspuffer Zellen

2mM EDTA

4% Complete ED'T A-free
1% Nonidet P-40

in PBS; pH 7,4

3.2.2.3 Koimmunprizipitation

Mit spezifischen Antikérpern kdnnen gezielt Proteine aus einem Proteingemisch isoliert werden. Dazu
wird der Antikdrper an Protein G- oder Protein A-Sepharose gekoppelt und mit dem Proteingemisch
inkubiert. Interaktionspartner, die mit dem Zielprotein interagieren, werden dabei
koimmunprézipitiert. Protein A und Protein G sind Proteine der bakteriellen Zellwand von
Staphylococcus aureus beziehungsweise Streptococcus, die eine hohe Affinitdt zur Fc-Region von
Immunglobulinen besitzen. Der Fab-Anteil steht dabei weiterhin fiir die Antigenbindung zur
Verfiigung. Die Auswahl der Sepharose richtet sich nach der Affinitdt zum Antikorper'”® sowie nach

dem GroBenverhiltnis von Zielprotein zur Sepharose (Protein A: 42 kDa; Protein G: 25 kDa).

3.2.2.3.1 Koimmunprézipitation aus Synaptosomen

Pro Koimmunprézipitation wurden 330 pl Proteinextrakt E mit 5-10 pl Antikorper versetzt. Als
Negativ-Kontrolle diente ein Koimmunprizipitationsansatz ohne Zugabe des Antikorpers. Die
Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4°C in einem Uberkopfschiittler. Protein A- oder Protein G-
Sepharose wurde vor der Prézipitation zweimal im Waschpuffer gewaschen und im Verhéltnis 3:1
gelost. AnschlieBend wurden zu jedem Ansatz 30 pl gewaschene Protein A- oder Protein G-Sepharose
mit abgeschnittener Pipettenspitze pipettiert und fiir 1 Stunde bei 4°C in einem Uberkopfschiittler
inkubiert. Durch einen einminiitigen Zentrifugationsschritt bei 2000 Upm wurde das Immunpréazipitat
von dem nicht prizipitierbaren Uberstand (S/N) getrennt. Vor der weiteren Verwendung wurde das
Immunprézipitat dreimal mit Waschpuffer gewaschen (Zentrifugation: 2000 Upm, 1 min).
Nachfolgend wurde das Immunprizipitat und zugehériger Uberstand (S/N) im Laemmli-Probenpuffer
aufgenommen, fiir 5 min bei 95°C aufgekocht, abzentrifugiert, der Uberstand auf das SDS-PAGE-Gel

aufgetragen und mittels Westernblot und Immundetektion analysiert.

Waschpuffer Synaptosomen

60 mM KCl

20 mM N-Ethylmaleimid

20 mM HEPES-KOH, pH 7,3
4% Complete ED'T'A-free
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3.2.2.3.2 Koimmunprizipitation aus Zellen

Pro Koimmunprézipitation wurden 1000 pl Proteinextrakt E mit 10 pul Antikdrper versetzt. Auch hier
diente ein Koimmunprizipitationsansatz ohne Zugabe des Antikdrpers als Negativ-Kontrolle. Die
Inkubation erfolgte bei 4°C fiir eine Stunde in einem Uberkopfschiittler. AnschlieBend wurde zu
jedem Ansatz 50 pl gewaschene Protein A- oder Protein G-Sepharose (siehe 3.2.2.3.1) pipettiert und
fiir 2 Stunden bei 4°C in einem Uberkopfschiittler inkubiert. Durch einen einminiitigen
Zentrifugationsschritt bei 2000 Upm wurde das Immunprézipitat von dem nicht prézipitierbaren
Uberstand (S/N) getrennt und vor der weiteren Verwendung dreimal mit Waschpuffer gewaschen
(Zentrifugation: 2000 Upm, 1 min). Nachfolgend wurde das Immunprizipitat und zugehdriger
Uberstand (S/N) in Laemmli-Probenpuffer aufgenommen, fiir 5 min bei 95°C aufgekocht,
abzentrifugiert, der Uberstand auf das SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mittels Westernblot und

Immundetektion analysiert.

Waschpuffer Zellen

2 mM EDTA

4% Complete ED'T'A-free
0,1% Nonidet P-40

in PBS; pH 7,4

3.2.2.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte grundsétzlich im diskontinuierlichen Gelsystem mit Trenn- und
Sammelgel. Die Konzentration des Trenngels richtete sich dabei nach dem Molekulargewicht der

aufzutrennenden Proteine.

Trenngel 10 ml 12% (10-100 kDa) 10% ( 30-120 kDa) 8% ( 50-200 kDa)
H,O 3,3 ml 4 ml 4,6 ml
Actylamid/Bis-Losung 30% 4,0 ml 3,3 ml 2,7 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml

10% SDS 100 ul 100 wl 100 wl

10% APS 100 ul 100 wl 100 wl

TEMED 4 ul 4 ul 6l

Sammelgel 4 ml

HO 2,7 ml
Actylamid/Bis-Losung 30% 670 ul
1 M Tris (pH 6,8) 500 pl
10% SDS 40 ul
10% APS 40 ul
TEMED 4 ul
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Elektrodenpuffer (10x)

Glycin 144 ¢
Tris-Base 30¢g

SDS 10¢g

H20 auf 1 Liter

Solange die Coomassie-Lauffront im Sammelgel war, blieb die Spannung bei 40 Volt. Erst im
Trenngel wurde die Spannung auf 120 Volt erhdht und blieb solange erhalten, bis die Coomassie-

Lauffront das Gel vollstindig passierte.

3.2.2.5 Immunblot

Die in der Polyacrylamid-Gelelektophorese aufgetrennten Proteine wurden anschlieend mit der Semi-
dry Western-Blot Methode auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Der Sandwich-Blot bestand
aus drei Lagen von im Transferpuffer getrinkten Whatman-Filterpapieren, die direkt auf die
Anodenplatte  der Transfereinheit gelegt wurden. Darauf wurde die angefeuchtete
Nitrozellulosemembran mit dem Trenngel gelegt, diec wiederum von drei Lagen im Transferpuffer
getrankten Whatman-Filterpapieren tiberschichtet wurde. Der Transfer erfolgte tiber zwei Stunden bei

einer Stromstérke, die sich aus folgender Formel herleitet:

Stromstirke [mA] = Gelober}l’ggw ] * 1,5

Dies entspricht einer Stromstirke von 75 mA pro Gel. Nach dem Transfer konnte die
Nitrozellulosemembran entweder getrocknet oder direkt fiir den immunchemischen Nachweis

verwendet werden.

Transferpuffer

Tris-Base 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 10% (v/v)

3.2.2.6 Immunchemischer Nachweis

Der immunchemische Nachweis basiert auf Bindung eines spezifischen Erstantikorpers an die
Proteinbande der Nitrozellulosemembran. Durch weitere Bindung eines mit der HRP (Horse-Radish-
Peroxidase) konjugierten Sekundérantikorpers, der gegen den Erstantikorper gerichtet ist, wird das

Protein indirekt detektierbar.
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Zu Beginn wurden unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Membran durch Inkubation im
Blockpuffer fiir eine Stunde abgesittigt. Anschliefend erfolgte die Inkubation des Erstantikorpers
(mit Verdiinnungspuffer verdiinnt) iiber Nacht bei 4°C in einem Uberkopfschiittler. Nach dreimaligem
fiinfminiitigen Waschen in TBST erfolgte eine zweistiindige Inkubation mit dem Peroxidase-
konjungierten Zweitantikdrper (im Blockpuffer verdiinnt). Im Anschluss daran wurde die Membran
erneut dreimal fiir 5-10 min mit TBST gewaschen. Die Proteine wurden abschlieBend durch
Chemilumineszenz mit ECL-Losung (SuperSignal West Pico Chemiluminescent, Pierce) detektiert.
Dabei spaltete die am Zweitantikdrper konjungierte Peroxidase das Luminol der ECL-L&sung,

wodurch ein Lichtsignal entstand, das mittels Rontgenfilm detektiert werden konnte.

Blockpuffer

5% (w/v) Magermilchpulver in TBST
TBST

0,1 % (v/v) Tween-20 in ' TBS
Verdiinnungspuffer

5% (w/v) BSA in TBST

3.2.3 Arbeiten mit Saccharomyces cerevisiae

3.2.3.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae und Anlegen von

Dauerkulturen

Hefekulturen wurden im Vollmedium YPAD oder im SD Selektionsmedium (synthetic dropout, SD)
bei 30°C und 220 Upm im Schikanekolben amplifiziert. Zur Herstellung von Agar-Platten wurde dem
Flissigmedium 20 g/l Bacto-Agar zugesetzt. Entsprechend der Auxotrophie-Marker der
transformierten Plasmide wurden dem SD Selektionsmedium entsprechende Aminoséuren zugegeben.
Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden Hefezellen im Fliissigmedium bis zum logarithmischen
Wachstum (ODs46 0,6-0,8) kultiviert. Die Hefekultur wurde mit 15% Glycerol versetzt und in 1 ml
Aliquots in Kryordhrchen bei -70°C eingefroren. Dabei wurde eine Kryobox verwendet, bei welcher
sich die Temperatur pro Stunde nur um 1°C verringerte. Eine kurzzeitige Lagerung von Hefe erfolgte
auf Agar-Platten bei 4°C. Hierbei wurden alle 2 Wochen die Kolonien auf eine frische Platte tiberfiihrt
und bei 30°C fiir 2 Tage kultiviert. AnschlieBend konnten die Platten wieder bei 4°C gelagert werden.
Die maximale Haltbarkeit einer Selektionsplatte mit 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol, kompetitiver

Inhibitor des his3-Proteins) betrug 6 Wochen bei einer Lagertemperatur von 4°C.
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YPAD Medium (YPAD-Agar)

Hefeextrakt 10 g/1
Bacto Pepton 20 g/1
Glucose 20 g/1
Adeninsulfat 40 mg/1
(Bacto Agar 20 g/

SD Selektionsmedium (-leu, -trp, -his, -ade) wurde von der Firma Qbiogen aus Heidelberg bezogen.

Die entsprechenden fehlenden Aminosduren wurden bei Bedarf zugefiihrt.

Aminosaduren Stammlosungen Menge pro Liter SD-Medium
L-Tryptophan 10 g/1 2ml

I-Histidin 10 g/1 2 ml

L-Leucin 10 g/1 10 ml

I.-Adenin 2g/1 10 ml

3.2.3.2 Herstellung und Transformation kompetenter Hefezellen

Zur Herstellung kompetenter Hefezellen wurde die Lithiumacetat-Methode von Ito ef al., 1983**
verwendet. Im ersten Schritt wurde eine 50 ml YPAD Vorkultur mit 10 Kolonien von einer frischen
NMY32 Hefeplatte angeimpft (1 Kolonie pro 5 ml Medium) und iiber Nacht bei 30°C und 220 Upm
geschiittelt. Diese Kultur wurde wiederum zum Animpfen einer weiteren 50 ml Kultur verwendet, die
eine Anfangszelldichte von ODsy 0,2 aufweisen sollte. Die frisch angeimpfte Kultur wurde bis zu
einer ODs46 von 0,6 geschiittelt und anschlieBend 5 min bei 2500xg zentrifugiert. Nachfolgend wurde
das Pellet in 2,5 ml Wasser resuspendiert.

Fiir einen Transformationsansatz wurden 300 pl frisch angesetzte PEG/Lithiumacetat Losung, 1-2 ug
Plasmid-DNA und 100 pl kompetente Hefezellen fiir eine Minute gevortext. Danach erfolgte ein
45-miniitiger Hitzeschock bei 42°C. Die Hefezellen wurden dann fiir 5 min bei 700xg pelletiert, in
100 ul 0,9% NaCl aufgenommen und auf entsprechende SD-Selektionsplatten ausplattiert. Die
Inkubation erfolgte bei 30°C fiir 2-3 Tage. Bei einer Kotransformation wurde statt dem YPAD

Vollmedium ein SD-Selektionsmedium verwendet.

PEG/Lithiumacetat Losung

50 % PEG 4000 (steril filtriert) 1,2 ml
1 M Lithiumacetat (steril filtriert) 180 wl
Lachssperma-DNA Typ III Na-Salz (2mg/ml) 125w
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3.2.3.2.1 Transformation einer cDNA-Bibliothek und Bestimmung der

Transformationseffizienz

Um einen vollstindigen screen einer cDNA-Bibliothek zu ermoéglichen, ist eine hohe
Transformationseffizienz notwendig. In diesem screen wurde eine cDNA-Bibliothek (pNubGx) aus
adultem Mausgehirn mit einer Komplexitit von 3x10° Transkripten von Dualsystems verwendet.

Im ersten Schritt wurden 10 ml Selektionsmedium (SD -leu) mit einer Kolonie vom bait-Plasmid
transformierten NMY32 Hefestamm inokuliert und fiir 8 Stunden bei 30°C und 220 Upm inkubiert.
Mit dieser 10 ml Vorkultur wurden 100 ml Selektionsmedium (SD -leu) angeimpft und iiber Nacht
bei 30°C und 220 Upm inkubiert. AnschlieBend wurde die Zelldichte bei ODs46 der 1:10 verdiinnten
Ubernachtkultur gemessen. Die fiir den néichsten Schritt bendtigte Kulturmenge berechnete sich aus

folgender Formel:

Diese Kulturmenge wurde bei 700xg fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet anschlieBend zum
Animpfen einer auf 30°C vorgewiarmten 200ml 2xYPAD-Kultur verwendet. Die Anfangszelldichte
sollte eine ODs4¢ von 0,15 nicht tiberschreiten. Die Kultur wurde bis zu einer Zelldichte von ODsy6 0,6
geschiittelt, danach in vier 50 ml Aliquots aufgeteilt und bei 700xg fiir 5 min zentrifugiert. Jedes Pellet
wurde mit 30 ml Wasser resuspendiert und erneut bei 700xg fiir 5 min zentrifugiert. Die Pellets
wurden mit je 1 ml frisch angesetzter Lithiumacetat/TE Losung resuspendiert und wiederum fiir 5 min
bei 700xg zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Pellets nochmals in je 600 pl Lithiumacetat/TE-
Losung resuspendiert.

Fiir einen Transformationsansatz (insgesamt vier Stiick) wurden 2,5 ml frisch angesetzter
PEG/Lithiumacetat Mix, 7 pg cDNA-Bibliothek, 600 ul in Lithiumacetat/TE Losung resuspendierte
Hefezellen und 100 pl carrier-DNA (Lachssperma) fiir 1 min gevortext.

Um eine moglichst hohe Transformationseffizienz zu gewéhrleisten, war es notwendig, die carrier-
DNA (Lachssperma) zuvor zweimal fiir 5 min bei 95°C zu inkubieren und anschlieBend sofort im
Eisbad abzukiihlen. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation bei 30°C fiir 45 min. Nach Zugabe von je
160 pul DMSO wurden die Zellen fiir 20 min einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Danach wurden
sie flir 5 min bei 700xg pelletiert, in 3 ml 2xYPAD Medium aufgenommen und fiir 90 min bei 30°C
geschiittelt. AnschlieBend wurden die Zellen erneut fiir 5 min bei 700xg pelletiert und in 1,5 ml 0,9%
NaCl aufgenommen. Alle vier Ansétze wurden vereinigt und je 300 ul auf insgesamt 16 SD-
Selektionsplatten (SD -leu, -trp, -his, -ade + 7,5 mM 3AT) ausplattiert. Um die Gesamtzahl der
transformierten Hefezellen und die Transformationseffizienz bestimmen zu konnen, mussten von dem

resultierenden Restvolumen 1:100, 1:1000 und 1:10000 Verdiinnungen hergestellt und je 100 pl auf
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SD-Selektionsplatten (SD -leu, -trp) ausplattiert werden. Alle Platten wurden bei 30°C fiir 3-4 Tage

inkubiert. AnschlieBend wurde die Transformationseffizienz nach folgender Formel berechnet:

Gesamtanzahl [n] = Anzahl Kolonien auf SD — leu — trp [n] * Verdiinnungsfaktor [x] * 10 * 1,5

Gesamtanzahl [n]
7ug

Transformationsef fizienz [Klone/ug DNA] =

Um einen vollstindigen screen zu ermdglichen, sollte die Transformationseffizienz im Bereich

zwischen 5x10° and 3x10° liegen.

Lithiumacetat/TE-Losung 10 ml

1 M Lithiumacetat 1,1 ml
10x TE-Puffer (pH 7,5) 1,1 ml
aaH20 7,8 ml

PEG/Lithiumacetat-Mix 15 ml

1 M Lithiumacetat 1,5 ml
10x TE-Puffer (pH 7,5) 1,5 ml
50% PEG 4000 12 ml

3.2.3.3 Plasmidisolierung aus Hefezellen

Fir die Plasmidisolierung wurden Puffer und Silicasdulen vom QlAprep Spin Miniprep Kit von
Qiagen verwendet. Eine mit Einzelklonen angeimpfte 5 ml Vorkultur (SD -trp) wurde iiber Nacht bei
30°C bei 220 Upm geschiittelt und anschlieBend 5 min bei 4000xg zentrifugiert. Das Pellet wurde mit
250 pl P1-Puffer resuspendiert, mit 100 pl sduregewaschenen Glasperlen (400-500 pm) versetzt und
fiir 5 min gevortext. Nachfolgende Schritte entsprachen dem Qiagen Protokoll. Um die Nukleasen aus
dem Ansatz moglichst effizient zu entfernen, wurde der PB-Puffer-Waschvorgang zweimal
ausgefiihrt. Die Elution der Plasmid-DNA aus der Silicasdule erfolgte mit 50 pl EB-Puffer. Da die
Ausbeute an Plasmid-DNA zu gering fiir ankniipfende Restriktions- und Sequenzierungsreaktionen
war, wurden 10 pl der eluierten Plasmid-DNA in F.coli transformiert und die Plasmide mit Hilfe des

QlAprep Spin Miniprep Kits erneut isoliert.

3.2.3.4 Nachweis der B-Galaktosidase-Aktivitit in Hefen

Zur Priifung der Aktivierung des LacZ-Reporters standen verschiedene Verfahren zur Verfiigung,

welche sich in der Empfindlichkeit und Durchfiihrbarkeit unterschieden.
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3.2.3.4.1 Colony-Lift Filter Assay

Der colony-lift filter assay erlaubt grole Mengen an Hefekolonien mit geringem Aufwand und hoher
Sensitivitét beziiglich der Aktivierung des LacZ-Reporters zu iiberpriifen. Dieser qualitative Nachweis
erfolgt mittels Bildung eines Spaltprodukts bei der Hydrolyse von X-gal durch sezernierte
B-Galaktosidase. Das Spaltprodukt wird vom Luftsauerstoff zu einem blauen Indigofarbstoff oxidiert,
der die Aktivitdt des LacZ-Reporters signalisiert.

Fir den colony-lift filter assay wurden frisch transformierte Hefezellen auf SD-Selektionsplatten
ausplattiert und fiir 3 Tage bei 30°C inkubiert. Pro Hefeplatte wurde ein in einer Petrischale
befindlicher, mit 3 ml Z-Puffer/X-gal Losung-getrinkter Whatman Rundfilter benétigt. Mit Hilfe eines
weiteren Whatman Rundfilters wurde von der Hefeplatte ein Abdruck erstellt und der Filter zum
AufschlieBen der anhaftenden Kolonien fiir 15 s in fliissigen Stickstoff getaucht. Nach dem Auftauen
wurde der Filter mit der Zellseite nach oben auf den zuvor getrdnkten Filter in der Petrischale gelegt
und bei Raumtemperatur inkubiert. In regelméBigen Messintervallen wurde der Filter auf eine
Farbreaktion hin iberpriift. Dabei war der Zeitpunkt der Farbreaktion ein grobes Indiz flir die

Wechselwirkungsstérke.

Z-Puffer (pH7)

Na,HPO, * 2H,0 10,96 g/1
NaH,PO, * H,0 55 g/l
KCl 0,75 g/1
MgSO4 * 7TH,O 0,246 g/1

Z-Puffer/X-gal Losung

Z-Puffer 100 ml
B-Mercaptoethanol 270 pl
X-gal Stammlosung (100 mg/ml in DMF) 335 ul

3.2.3.4.2 Liquid Culture Assay

Der liquid culture assay erlaubt eine quantitative Bestimmung der Lac-Reporter Aktivitit bei hohem
zeitlichem Aufwand, so dass er sich nur begrenzt fiir groBe screens eignet. Als Substrat fungiert
ONPG (o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid), das durch die sezernierte f-Galaktosidase zu Galaktose
und dem gelben Farbstoff o-Nitrophenol hydrolysiert wird. Die Menge des gebildeten o-Nitrophenols
wird photometrisch bestimmt und daraus die Aktivitét der f-Galaktosidase nach Miller berechnet.

Im ersten Schritt wurden kotransformierte Hefezellen iiber Nacht in einer 5 ml Vorkultur (SD -leu,
-trp, -his, -ade +7,5 mM 3AT) herangezogen und davon 2 ml zum Animpfen einer 8 ml YPAD-Kultur
verwendet. Diese wurde bei 30°C und 220 Upm bis zu einer ODgo von 0,5 bis 0,8 inkubiert. Der Wert
wurde dokumentiert und die Kultur anschlieBend in drei Ansdtze von je 1,5 ml aufgeteilt. Nach einem
kurzen Zentrifugationsschritt (10 s 14.000 Upm) wurde das Pellet mit 1,5 ml Z-Puffer resuspendiert,

erneut zentrifugiert und in 300 pl Z-Puffer resuspendiert, wodurch sich die Zelldichte verfiinffachte.
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Zum Aufschlieen der Zellen wurden 100 pl dieser Suspension in fliissigem Stickstoff fiir 1 min
tiefgefroren und anschlieBend im 37°C Wasserbad aufgetaut. Um sicherzustellen, dass alle Zellen
aufgeschlossen waren, wurde dieser Schritt zweimal wiederholt. Als Leerwert fiir die spitere
photometrische Bestimmung wurden 100 pl Z-Puffer verwendet. Die Reaktionsansidtze und der
Leerwert wurden mit 700 pl Z-Puffer/B-Mercaptoethanol versetzt, die Zeitmessung gestartet und
sofort 160 pl ONPG hinzugefiigt. Nachdem es zu einer leichten Gelbfarbung kam (ca. 15 min), wurde
die Aktivitdt der B-Galaktosidase durch Verschiebung des pH-Wertes in den alkalischen Bereich mit
400 pl 1 M Natriumcarbonat gestoppt. Die Ansédtze wurden fiir 10 min bei 14.000 Upm zentrifugiert
und die Extinktion des Uberstandes bei einer Wellenlinge von 420 nm bestimmt. Nach Miller ist eine
Einheit B-Galaktosidase definiert als die Menge, die 1 mmol ONPG in einer Minute zu o-Nitrophenol
und Galaktose pro Zelle hydrolysiert. Anhand folgender Formel lésst sich die p-Galaktosidase-Einheit

berechnen:

1000+0D420

B — Galaktosidase — Einheit = ————
(txV*0D600)

t = Reaktionszeit; V = 0,1xKonzentrationsfaktor

Um Schwankungen auszugleichen, wurden zwei Hefekolonien je Kotransformation untersucht, so dass

sich insgesamt sechs Messwerte ergaben.

Z-Puffer/B-Mercaptoethanol
Z-Puffer (siche 3.2.3.4.1) 100 ml
B-Mercaptoethanol 270 pl

ONPG (2h 16sen, frisch ansetzen)
Z-Puffer (siche 3.2.3.4.1) 10 ml
ONPG 40 mg

3.2.3.5 Split-Ubiquitin Membrane Yeast Two-Hybrid System

Die Durchfithrung des Split-Ubiquitin Membrane Yeast Two-Hybrid System von Dualsystems kann in
neun Arbeitsschritte gegliedert werden. Im ersten Schritt wird das bait-Protein in verschiedene bait-
Vektoren, die sich in der Leadersequenz und Orientierung unterscheiden, kloniert. AnschlieBend
erfolgt die Transformation in Hefe. Verschiedene Kontrollvektoren, die mit dem bait-Protein
kotransformiert werden, erlauben optimale screening-Bedingungen, das heiflit moglichst hohe
Selektionsbedingungen ohne Hintergrundaktivitit. Im weiteren Verlauf erfolgt dann die
Kotransformation der cDNA-Bibliothek mit dem bait-Protein. Mit Hilfe von Farb- (LacZ-Reporter)
und Wachstumsselektionen (His-, Ade-Reporter) wird die Anzahl der positiven Interaktionspartner

minimiert. AnschlieBend werden die Plasmide der positiven Interaktionspartner aus der Hefe isoliert
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und mit Restriktionsenzymen analysiert. Weiterhin positive Interaktionspartner werden in die Hefe
retransformiert und iiber weitere Farb- und Wachstumsselektionen werden falsch positive
Interaktionspartner aufgedeckt. Im letzten Schritt erfolgt die Sequenzierung, bei der erneut falsch
positive Interaktionspartner ausselektioniert werden. Die Grafik in Abb. 3-1 veranschaulicht den

Ablauf.

N

1.Klonierung des bait-Vektors
k:) 2.Transformation in Hefe

P 0
() O 7’ 3.Kotransformation der Kontrollvektoren

4 Justierung der screening-Bedingungen
Wahl des besten bait-Vektors

blauwei®  +Nubl - NubG
Selektion  Wachstumsselektion

®» O
O O 5.cDNA Bibliothek-Transformation

6.Farb-/Wachstumsselektion

7.cDNA Bibliothek-Isolierung
Restriktionsanalyse

8.Retransformation in Hefe
Bestatigung der positiven Interaktionen

CCCAAGRACATTCTCAAGAATGCCT

e Ml 9.Sequenzierung der positiven Klone
A e
[ l\/\ﬂ U NV /[ A

Abb. 3-1 Split-Ubiquitin Membrane Yeast Two-Hybrid System
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3.2.4 Mikroskopische Methoden
3.2.4.1 Praparation und immunzytochemische Firbung von murinen Netzhauten

Die Priparation der Maus-Retinae erfolgte an adulten, 8-12 Wochen alten Wildtyp und
Synaptophysin-knockout-Méusen mittels Winklertechnik. Im ersten Schritt wurde die Hornhaut des
Auges, die Linse und der Glaskorper entfernt und danach die Netzhaut heraus prépariert. Die
Immersionsfixierung der Retinae erfolgte iiber 20 min mit 4% Paraformaldehyd (im PBS-Puffer).
Dieser Schritt sowie alle weiteren wurden bei 4°C auf Eis durchgefiihrt. Nach der Fixierung wurde die
Retina dreimal fiir 10 min in PBS gewaschen und fiir je eine Stunde in 10% und 20% Saccharose (im
PBS-Puffer) inkubiert. Die letzte Inkubation mit 30% Saccharoselésung (im PBS-Puffer) erfolgte iiber
Nacht. AnschlieBend wurde die Retina fiir 20 min im 7issuetec freezing-Medium eingebettet und bei -
16°C 10 pm dicke Vertikalschnitte mittels Gefriermikrotom angefertigt. Die auf dem Objekttriger
befindlichen Schnitte wurden zweimal fir 10 min in PBS gewaschen und unspezifische
Bindungsstellen mit 80 pl Préa-Inkubationslosung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur abgesittigt.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation des Primér-Antikorpers iiber Nacht. Am nichsten Tag wurden
die Objekttrager dreimal fiir 10 min in PBS gewaschen und danach im Dunkeln eine Stunde mit dem
Sekundir-Antikorper inkubiert. Im Folgenden wurden die Schnitte erneut dreimal fiir 10 min mit PBS

gewaschen und anschlieend mit Elvanol eingedeckt.

Pra-Inkubationslésung

NGS (Normal Goat Serunmz) 10%
BSA (Bovine Serum Albumin) 1%
Triton X-100 0,5%
in PBS

3.2.4.2 Fixieren und Einbetten von Zellen

3.2.4.2.1 Methanol/Aceton-Fixierung

Auf Deckgliaschen konfluent gewachsene Zellen wurden kurz mit 37°C warmem PBS-Puffer
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Fixierung der Zellen fiir 5 min in -20°C kaltem Methanol und
danach fiir 20 s in Aceton (-20°C). Nach der Fixierung wurden die Zellen mit einem Tropfen Elvanol

auf den Objekttriagern eingebettet.

3.2.4.2.2 Formaldehyd-Fixierung

Auf Deckgldaschen konfluent gewachsene Zellen wurden kurz mit 37°C warmem PBS-Puffer
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Fixierung der Zellen fiir 10 min in 4°C kaltem 4% PFA (in
PBS). Nach dreimaligem flinfminiitigen Waschen der Zellen mit 4°C kaltem PBS erfolgte eine

einminiitige Inkubation mit 0,01% Digitonin (in PBS) bei 4°C, woran sich ein erneuter Waschvorgang

Felkl, 2007 40|Seite



Material und Methode

(zweimal 5 min in PBS, 4°C) anschloss. Es folgte eine zehnminiitige Inkubation mit 5% BSA (in PBS)
bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen in PBS fiir 5 min bei 4°C konnten die Zellen mit

Elvanol eingebettet werden.

Elvanol

Mowiol 4-88 lg
PBS 4 ml
Glycerin 2 ml

3.2.4.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

Die Durchfithrung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer erfolgte am konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop von Leica, ein inverses DMI 6000 CS Trino Mikroskop mit Resonanzscanner
und einem SP5 Punkt-Scanningsystem. Die Messung und Auswertung erfolgte mit der Leica Software
LAS-AF.

Fiir den FRET-Assay wurden die fluoreszierenden Proteine enhanced cyan fluorescent protein (ECFP)
und enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) als Forster-Paar eingesetzt. Sie eignen sich als
Reporter von Interaktionen, da sie bei einer Entfernung von 5 nm 50% Transfereffizienz aufweisen.
Eine mogliche Interaktion zwischen bait- und prey-Protein wurde mittels Acceptor Photobleaching
(FRET-AB) bestimmt. Hierbei wurden bait- und prey-Protein, jeweils fusioniert mit ECFP
beziehungsweise EYFP, in PLC-Zellen koexprimiert und mit Paraformaldehyd fixiert. Wéhrend dem
Acceptor Photobleaching wurde die Donorintensitéit vor und nach dem Ausbleichen des Akzeptors bei
16 Bit gemessen. Da das Akzeptorfluorophor nach dem Bleichen keine Energie mehr vom
Donorfluorophor aufnehmen kann, war im Fall einer Protein-Protein-Wechselwirkung davon
auszugehen, dass die Intensitidt der Emission des Donorfluorophors erhoht ist. Die Laserintensitét
betrug fiir ECFP (Anregung: 458 nm, Emission: 465-500 nm) 20% und fiir EYFP (Anregung: 514 nm,
Emission: 525-600 nm) 10%, bei einer Argon-Laserintensitit von 15%. Der Bleichvorgang erfolgte
dreimal bei 50-100% Intensitét der Laserlinie 514 nm und entsprach einer 80%igen Verminderung des
YFP-Signals. Fiir die FRET-Aufnahmen wurden nur eine Auflosung von 512x512 bei 700Hz, ein
frame average von 4 (line average von 1) und eine schwache CFP Laserintensitit verwendet, um den
Ausbleichprozess des ECFP zu minimieren. Die Darstellung der FRET-Effizienz erfolgte tabellarisch

und in einer Fehlfarbendarstellung unter Verwendung folgender Formel:

Donoryese — Donory,.,

FRET,rr =
eff Donorys;

Hierbei ist Donory, die Fluoreszenzintensitit des Donors nach dem Acceptor Photobleaching und

Donory,. die Intensitdt vor dem Bleichvorgang.
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4 Ergebnisse

4.1 Justierung der Screening-Bedingungen fiir das Split-Ubiquitin
Yeast Two-Hybrid System und Interaktion von SCAMP1 mit
Synaptophysin

Ziel dieser Arbeit war es, mit dem Split-Ubiquitin Y2H System, das eine direkte in vivo-Interaktion von
Membranproteinen ermoglicht, molekulare Wechselwirkungen von Synaptophysin mit anderen
Proteinen in einem ¢cDNA-screen aufzukliaren. Die Justierung der Bedingungen ist von grundlegender
Bedeutung. Hierfiir standen verschiedene Kontrollen und Vektoren zur Verfiigung. Da bei
Synaptophysin beide Termini im Zytoplasma liegen, sind fiir die Fusion der C-terminalen Ubiquitin-
Hilfte (Cub), die mit dem Transkriptionsfaktor (LexA/VP16) gekoppelt ist, prinzipiell beide Termini
von Synaptophysin geeignet. Die Integration von Membranproteinen héherer Eukaryonten in die Hefe
erweist sich als schwierig, da Signalsequenzen oft nicht richtig erkannt werden. Somit kann keine
korrekte Membranintegration erfolgen, die eine Grundvoraussetzung fiir Interaktionsstudien mittels
Split-Ubiquitin Y2H System ist. Daher wurden neben der Integration von Synaptophysin mit
fusioniertem Cub am C-Terminus (pNCW-Sph) und N-Terminus (pCCW-Sph) auch Synaptophysin-
Fusionskonstrukte mit kurzen N-terminalen Leadersequenzen aus der Hefe verwendet (pCCW-SUC-
Sph, pCCW-STE-Sph). Die SUC-Leadersequenz ist eine N-terminale Typ I Signal Sequenz aus der
SUC2-Invertase von Saccharomyces cerevisiae. Im Gegensatz zur SUC-Leadersequenz besitzt die
STE-Leadersequenz, bestehend aus 15 Aminosduren vom N-Terminus des STE2-Proteins aus
Saccharomyces cerevisiae, keine targeting Funktion. Sie hat keinen Einfluss auf die Orientierung der
Insertion in die Membran, fiihrt jedoch in vielen Féllen zu einer verstarkten Expression, das heifit die
korrekte Integration von Synaptophysin erfolgt iiber die eigene Transmembrandoméne, die als
Signalsequenz wirkt. Alle vier Synaptophysin-Konstrukte wurden mit den Kontrollvektoren pAl-Alg5
und pDL-Alg5 kotransformiert. pAl-Alg5 exprimiert den N-terminalen Teil von Ubiquitin in der
nativen Nubl-Form (Alg5-Nubl), die spontan mit dem am Synaptophysin fusionierten Cub
reassoziieren kann. Diese Reassoziierung wird durch Ubiquitin-spezifische Proteasen (UBPs) erkannt,
die den Transkriptionsfaktor abspalten. Folglich fungiert die Koexpression von pAI-Alg5S mit
Synaptophysin als Positiv-Kontrolle fiir die korrekte Membranintegration von Synaptophysin. pDL2-
Alg5 (Negativ-Kontrolle) exprimiert den N-terminalen Teil von Ubiquitin in der mutierten NubG-
Variante (Alg5-NubG), die sich nicht spontan mit Cub reassoziiert.
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prey-Konstrukt pCCW-STE-Sph pCCW-SUC-Sph pCCW-Sph pNCW-Sph
pAI-Alg5 (+) 850 1200 800 1
pDL-Alg5 (-) 40 102 800 1
pDL2xN-SUC-Sph 545 312 - -
pDL2xN-SUC-SCAMP 381 216 - -
pDL2xN-STE-Sph 501 409 - -
pDL2xN-STE-SCAMP 271 198 - -
pDL2xN-Sph 543 347 - -
pDL2xN-SCAMP 391 219 - -

Tab. 4-1 Koexpression von Synaptophysin mit prey Kontrollen: Bei den dargestellten Werten handelt es sich
um die Anzahl der NMY32 Hefekolonien auf einer SD-leu-trp-his-ade Selektionsplatte nach Kotransformation.
Im Gegensatz zu pCCW-STE-Sph und pCCW-SUC-Sph erfolgte bei pCCW-Sph und pNCW-Sph keine korrekte
Membranintegration von Synaptophysin. Sowohl Synaptophysin als auch SCAMP1 zeigten eine
Wechselwirkung mit dem bait-Protein Synaptophysin.

Nach der Kotransformation wurden die Hefezellen auf SD-leu-trp, SD-leu-trp-his und SD-leu-trp-his-
ade Selektionsplatten ausplattiert. Wie aus Tab. 4-1 erkennbar ist, erfolgte bei pCCW-Suc-Sph und
pCCW-STE-Sph im Gegensatz zu pCCW-Sph und pNCW-Sph eine korrekte Membranintegration des
Synaptophysin-Fusionskonstrukts. Die Anzahl der Kolonien auf SD-leu-trp Selektionsplatten diente
lediglich der Selektion der Plasmide und war kein Indiz fiir die Aktivierung von Reportergenen. Bei
allen Kotransformationen zeigte sich eine vergleichbare Kolonienanzahl von ungefdhr 1600 Stiick.
Somit waren die Kolonienanzahlen auf SD-leu-trp-his-ade Selektionsplatten mit den verschiedenen
Kontrollen in ihrer Stirke vergleichbar. Auf SD-leu-trp-his war die Kolonienanzahl im Vergleich zu
SD-leu-trp-his-ade geringfiigig hoher (circa 10-100 Kolonien je nach Kotransformation), das
Verhiltnis zwischen der Positiv-Kontrolle pAI-Alg5 und der Negativ-Kontrolle pDL-Alg5 hingegen
geringfiigig schlechter. pCCW-STE-Sph wurde als bait fiir einen cDNA screen bestimmt, da er
dhnlich wie pCCW-SUC-Sph ein gutes Ausgangsverhéltnis zwischen positiv und Negativ-Kontrolle
aufweist. Jedoch erfolgt bei pCCW-SUC-Sph die Membranintegration mittels SUC-Leader,
wohingegen bei pCCW-STE-Sph die korrekte Integration von Synaptophysin iiber die eigene
Transmembrandoméne erfolgt. Demnach ist pPCCW-STE-Sph die nativere Form.

Die Uberpriifung der korrekten Membranintegration von Synaptophysin erfolgte auch mit
spezifischen, auf Synaptophysin zugeschnitteten Kontrollen. Da Synaptophysin selbst homomultimere
Komplexe ausbildet'®'>""1**

Leadersequenz (pDL2xN-SUC-Sph, pDL2xN-STE-Sph) als auch ohne Leadersequenz (pDL2xN-Sph)

, dient Synaptophysin in dem pDL2xN prey-Vektor sowohl mit
als Positiv-Kontrolle. Zusitzlich wurde SCAMP1, das wie Synaptophysin zu den TVPs gehért'™, in
den pDL2xN prey-Vektor sowohl mit Leadersequenz (pDL2xN-SUC-SCAMP, pDL2xN-STE-
SCAMP) als auch ohne Leadersequenz (pDL2xN-SCAMP) als Negativ-Kontrolle kloniert. Eine
Interaktion zwischen SCAMP1 und Synaptophysin wurde bisher nicht publiziert.
Uberraschenderweise zeigten sowohl Synaptophysin als auch SCAMP mit und ohne Leadersequenz

eine offensichtliche Wechselwirkung mit Synaptophysin, die zur Aktivierung der Reportergene und

Felkl, 2007 43 |Seite



Ergebnisse

damit zum Wachstum auf dem Selektionsmedium fiihrte (siche Tab. 4-1). Neben der erwarteten
homopolymeren Synaptophysin-Interaktion konnten somit erstmals heterophile Interaktionen
zwischen den verschiedenen Genfamilien der TVPs identifiziert werden.

Im weiteren Verlauf wurden die screening-Bedingungen so eingestellt, dass die Selbstaktivierung des
baits durch erhohte Selektionsstringenz ausblieb. Es galt zu beriicksichtigen, dass die Anzahl der
Kolonien auf den Selektionsplatten bei Kotransformation mit der Positiv-Kontrolle pAI-Alg5 noch
50% der Anzahl der Kolonien auf SD-leu-trp Platten betrugen. Die Selektionsstringenz wurde mittels
3-Aminotriazol (3-AT), einem kompetitiven Inhibitor des HIS3-Genprodukts, erhoht.

-I-t-h-a -I-t-h-a -l-t-h-a  -l-t-h-a  -l-t-h-a

Lt e 1mM3AT  25mM  75mM  10mM  15mM
pAI-Alg5 1700 1400 1200 1083 853 516 418
pDL-Alg5 1700 263 50 23 4 3 1
pDI2xN-STE-Sph 1200 337 81 42 17 15
pDIL2xN-STE-SCAMP 1200 258 67 31 15 4

Tab. 4-2 Koexpression von pCCW-STE-Sph mit prey Kontrollen bei erhohter Selektionsstringenz. Bei den
dargestellten Werten handelt es sich um die Anzahl der NMY32 Hefekolonien auf Selektionsplatten mit
zunehmender Selektionsstringenz durch Erhdhung der 3-Aminotriazol (3-AT) Konzentration. Bei einer 3-AT
Konzentration von 7,5 mM liegt das optimale Verhéltnis zwischen Positiv (pAl-Alg5)- und Negativ (pDL-
Alg5)-Kontrolle vor. Homophile (pDL2xN-STE-Sph) und heterophile (pDL2xN-STE-SCAMP) TVP-
Interaktionen sind unter diesen Selektionsbedingungen detektierbar, jedoch im Vergleich zur Positiv-Kontrolle
deutlich schwécher.

Wie der Tab. 4-2 zu entnehmen ist, filhrte die Erhéhung der Selektionsstringenz durch 3-AT zur
Reduzierung der Selbstaktivierung des baits. Bei einer 3-AT Konzentration von 7,5 mM in der
Selektionsplatte war nahezu kein Wachstum bei Kotransformation mit der Negativ-Kontrolle pDL-

AlgS5 festzustellen (siehe auch Abb. 4-1), wohingegen die Positiv-Kontrolle noch eine Kolonienanzahl

aufwies, die 50% der von SD-leu-trp entsprach.

Abb. 4-1 Kotransformation pCCW-STE-Sph mit
Kontrollvektoren: Bild der SD-leu-trp-his-ade
Selektionsplatte mit 7,5 mM 3-Aminotriazol bei
Kotransformation von pCCW-STE-Sph mit der
Positiv (pAl-Alg5)- und Negativ (pDL2-Alg5)-
Kontrolle. Groenbalken 10 mm.

Diese Selektionsstringenz ist somit optimal fiir einen cDNA screen, da hier die Selbstaktivierung fast
vollstidndig reduziert wurde. Es ist zu beachten, dass die bekannte Wechselwirkung mit Synaptophysin
(pDL2xN-STE-Sph) und die neue mit SCAMP (pDL2xN-STE-SCAMP) bei diesen erhShten
Selektionsbedingungen zwar noch mit der sechsfach hoheren Kolonienanzahl der Negativ-Kontrolle

(unter Einbezug der Kolonienanzahl auf SD-leu-trp) detektierbar, aber im Vergleich zur Positiv-
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Kontrolle deutlich schwicher sind (sieche Tab. 4-2). Somit werden unter solchen

Selektionsbedingungen nur starke Wechselwirkungen in einem screen identifiziert.

4.2 Identifizierung neuer Synaptophysin-Interaktionspartner bei

Durchfithrung des Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid Screens

Nach der Auswahl des Synaptophysin-baits (pCCW-STE-Sph) und der Wahl der Selektionsstringenz
(SD-leu-trp-his-ade + 7,5 mM 3-AT) konnte der Synaptophysin-screen durchgefiihrt werden. Es
wurde eine cDNA-Bibliothek in pNubGx aus Gesamtgehirn adulter Méuse von Dualsystems Biotech
verwendet, die mit den in 3.2.3.2.1 beschriebenen Methoden transformiert und auf insgesamt 16 SD-
leu-trp-his-ade + 7,5 mM 3AT Selektionsplatten ausplattiert wurde. Die Transformationseffizienz
wurde nach der in 3.2.3.2.1 beschriebenen Methode berechnet und ergab eine Effizienz von 1x10°
Klone/pg DNA. Somit wurden insgesamt 2,8x10° Kolonien auf ihre Fahigkeit auf Selektionsmedium
zu wachsen hin gescreent. Nach einer Inkubation von drei Tagen bei 30°C wurden die

Selektionsplatten ausgewertet (siche Abb. 4-2).

Abb. 4-2 Transformation und Selektion der

5 cDNA-Bibliothek pNubGx: (A) Bild der SD-leu-

* ? "~ trp-his-ade + 7,5 mM 3-AT Selektionsplatte nach

einer Inkubation von 3 Tagen bei 30°C bei

. = g * | Kotransformation von pCCW-STE-Sph mit der

cDNA-Bibliothek pNubGx. Die Anzahl der

# - * Kolonien pro Platte betrug circa 800, die in Grofe

und Farbe variierten (0,1 bis 3,5 mm; weil} bis

= rosa). (B) Bild des colony-lift filter assay von

o koexprimierten (pCCW-STE-Sph/pNubGx-cDNA)

Hefekolonien auf SD-leu-trp-his-ade + 15 mM 3AT Selektionsplatten. Die Kolonien unterschieden sich sowohl
in der Intensitdt der Blauférbung als auch in der Zeit bis zur Verfarbung (20-45 min). GréBenbalken 10 mm.

Die Anzahl der Kolonien pro Selektionsplatte betrug circa 800 (insgesamt 13.000 Kolonien) und
variierte stark in der KoloniengroBe (0,1 bis 3,5 mm; siche Abb. 4-2). Ferner kam es durch den ADE2-
Reporter bei fehlender oder schwacher Interaktion vereinzelt zu einer leichten Rosafirbung der
Hefekolonien. Dies ist durch die Akkumulation eines roten Intermedidrproduktes bei blockiertem
Adenin-Syntheseweg bedingt. Pro Platte wurden die 37 stirksten Kolonien (insgesamt 592), das heif3t
weille Kolonien mit einem Durchmesser von iiber 2 mm, auf eine neue Selektionsplatte mit erhohter 3-
AT Konzentration iiberfiihrt (SD-leu-trp-his-ade + 15 mM 3-AT) und bei 30°C fiir 3 Tage inkubiert.
AnschlieBend wurden die Kolonien auf Wachstum und Farbe untersucht. 42 der insgesamt 592
Kolonien konnten unter erhohten Selektionsbedingungen nicht wachsen oder verfarbten sich rot. Die
verbleibenden 550 Kolonien wurden auf die Aktivitdt des LacZ-Reporters liber den colony-lift filter
assay (siche Methode 3.2.3.4.1) hin {iiberpriift. Als LacZ-negativ wurde eine Kolonie betrachtet, die
sich nicht verfarbte oder erst nach 45 min eine leichte Blaufarbung aufwies (siche Abb. 4-2). Von 550

untersuchten Kolonien waren 268 Kolonien LacZ-positiv. Nach der Identifizierung von 268 Kolonien,

Felkl, 2007 45|Seite



Ergebnisse

die mogliche Interaktionspartner exprimieren, erfolgte die Plasmid-Isolierung nach der in 3.2.3.3
beschriebenen Methode. Da Hefen wihrend der Transformation mehrere Plasmide aufnehmen konnen,
wurden jeweils zwei getrennte DNA-Préparationen durchgefiihrt. Die ¢cDNAs wurden mit der
Restriktionsendonuklease Sfil aus dem Vektor pNubGx geschnitten und mittels Gelelektrophorese

analysiert (siche Abb. 4-3). Von 268 untersuchten Hefekolonien wiesen 33 Kolonien zwei prey-

Plasmide mit unterschiedlicher cDNA auf.

Abb. 4-3 Restriktionsanalyse der
pNubGx-cDNA Plasmide: Beispiel
aus der Restriktionsanalyse der
pNubGx-cDNA Plasmide. Die cDNA
wurde durch die Restriktions-
endonuklease Sfil herausgeschnitten.
Von jeder Hefekolonie wurden zwei
pNubGx-cDNA Plasmide isoliert.
Von 268  Hefekolonien (536
pNubGx-Plasmide) trugen 33 Hefe-
kolonien unterschiedliche cDNA.

Die resultierenden 301 pNubGx-cDNA Plasmide wurden zusammen mit pCCW-STE-Sph erneut in
die Hefe retransformiert und hinsichtlich ihres Wachstums auf SD-leu-trp-his-ade + 15 mM 3-AT
Selektionsplatten analysiert. 193 der 301 pNubGx-cDNA Plasmide konnten bei Kotransformation mit
pCCW-STE-Sph nicht unter den Selektionsbedingungen wachsen beziehungsweise die Anzahl der
Kolonien pro Platte war geringer als die der Negativ-Kontrolle pDL2-Alg5. Alle Kolonien, die auf den
Selektionsplatten wachsen konnten, waren auch im colony-lift filter assay (LacZ-Test) LacZ-positiv.
Die ¢cDNA der 108 Plasmide wurde sequenziert und die Sequenzen in der Internetdatenbank vom
amerikanischen Nationalen Zentrum fiir Biotechnologie-Information (NCBI) auf der Seite
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast mittels BLAST-Algorithmus (Basic Local Alignment Search Tool)

mit bekannten Sequenzen verglichen.

M "relevante" cDNAs

M "relevante" cDNAs doppelt
4 falsch positive cDNAs

l4 "nicht relevante" cDNAs

Abb. 4-4 Auswertung der DNA-Sequenzierung der prey-Plasmide: Von 108 sequenzierten prey-Plasmiden
wurden 68 “relevante” cDNA Sequenzen erfasst (im Leseraster, iibereinstimmende Sequenz in der BLAST-
Datenbank, die fiir ein Protein kodiert), wobei 30 mehrfach gefunden wurden. “Nicht relevante” cDNAs waren
nicht im Leseraster zum fusionierten NubG, ergaben keine Ubereinstimmung in der Datenbank oder kodierten
fiir einen Bereich auBlerhalb des Leserahmens. Falsch positive cDNAs sind bekannte unspezifische Protein-
Interaktionspartner, die im Split-Ubiquitin Y2H System auftreten konnen. Insgesamt konnten 38 verschiedene
“relevante* cDNAs identifiziert werden.
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Insgesamt waren 68 der sequenzierten cDNAs (siehe Abb. 4-4) im Leseraster zum fusionierten NubG
und ergaben in der Datenbank eine iibereinstimmende Sequenz, die fiir ein Protein kodierte (als
“relevante” cDNAs bezeichnet). 90% dieser “relevanten* cDNAs enthielten den vollstidndigen offenen
Leserahmen. Ferner waren 38 der 68 “relevanten” ¢cDNAs unterschiedlich, das heiit dass einige
Proteine in diesem screen mehrfach (meist zwei- bis dreifach) als Interaktionspartner identifiziert
wurden. 35 der sequenzierten cDNAs, im Folgenden als “nicht relevante® cDNAs bezeichnet, waren
nicht im Leseraster zum fusionierten NubG, ergaben keine Ubereinstimmung in der Datenbank oder
kodierten fiir einen Bereich auflerhalb des Leserahmens. Des Weiteren wurden fiinf Proteine
identifiziert, die als falsch-positive, unspezifische Interaktionspartner im Split-Ubiquitin Y2H System

auftreten konnen.

13000+ Abb. 4-5 Eliminierung falsch-
80004 positiver  Interaktionspartner im
Verlauf des Split-Ubiquitin Y2H

— 3000- Screens: (1) Anfangskolonienzahl auf
= - SD-leu-trp-his-ade + 7,5mM 3-AT (2)
c 600 Selektion nach KoloniengroBe und
2 Farbe (= 2 mm / weil}) (3) Selektion
5 500+ nach Wachstum und Farbe unter
© 4004 erhohten Selektionsbedingungen (SD-
< leu-trp-his-ade + 15 mM 3-AT) (4)
‘© 3004 Selektion nach LacZ-Aktivitdt im
I colony-lift filter assay (5) Selektion
200+ nach Wachstum und LacZ-Aktivitit im

100- colony-lift  filter assay nach
Retransformation in die Hefe (6)

0 T Selektion durch Sequenziiberpriifung

1
)
6 und Eliminierung “nicht relevanter

cDNAs.

Aus Abb. 4-5 wird die systematische Eliminierung falsch-positiver Signale im Split-Ubiquitin Y2H
Screen noch einmal deutlich. Durch gezielte Selektionsmethoden konnte eine Anfangskolonienzahl
von 13.000 auf 38 cDNAs, die mit dem Synaptophysin-bait interagieren, reduziert werden. In Tab. 4-3
sind alle mit Synaptophysin interagierenden Proteine aufgelistet. Die Anzahl der Klone
bezichungsweise Kolonien im Experiment 1 (siche Tab. 4-3) sind Werte aus der Retransformation, die
im screen entstanden. Da aufgrund getrennter Experimente (Transformationen) die Anzahl der
Kolonien untereinander nicht direkt vergleichbar ist, wurden 29 cDNAs in einer erneuten Runde
(Experiment 2, siche Tab. 4-3) transformiert und zweifach auf Selektionsplatten SD-leu-trp-his-ade
+ 15mM 3-AT ausplattiert. Die Werte im Experiment 2 sind somit ein vergleichbarer Malstab fiir die
Interaktionsstirke mit Synaptophysin. Mehrfach im screen detektierte Interaktionspartner, wie zum
Beispiel Stathmin-like3, das insgesamt 18-mal identifiziert wurde, sind ein weiteres Indiz fiir eine

starke Interaktion.
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Interaktionspartner

Synaptobrevin2
(Syb2) GenelD: 22318

Leptin receptor overlapping transcript
(Leprot) GenelD: 230514

Synaptogyrin3
(Syngr3) GenelD: 20974

Vesicle transport through interaction with t-SNAREs 1B homolog
(Vtilb) GenelD: 53612

Phospholipase D4
(P1d4) GenelD: 104759

Glutaredoxin5 homolog
(Glrx5) GenelD: 73046

Na+/K+ transporting ATPase interacting 4
(Nkain4) GenelD: 58237

DNA segment, Chr 4, ERATO Doi 196, expressed
(D4Ertd196e) GenelD: 52174

Potassium channel, subfamily K, member 1
(Kenkl) GenelD: 16525

Regulator of G-protein signaling 10
(Rgs10) GenelD: 67865

Transmembrane protein 163
(Tmem163) GenelD: 72160

Glutamate receptor, ionotropic,
N-methyl D-asparate-associated protein 1
(Gtina) GenelD: 66168

Stathmin-like3
(Stmn3) GenelD: 20262

Rho family GTPase2
(Rnd2) GenelD: 11858

Vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1
(Vkotcl) GenelD: 27973

Ring finger protein10
(Rnf10) GenelD: 50849

ADP-ribosylation factor interacting protein 2
(Arfaptin2) GenelD: 76932

Tumor suppressor candidate 3
(Tusc3) GenelD: 80286

Phospholipid transfer protein
(Pltp) GenelD: 18830

Transmembrane protein 147
(Tmem147) GenelD: 69804

Ndufal2-like
(Ndufal2l, Mimitin) GenelD: 75597

Neuron specific gene family member 1
(Nsgl) GenelD: 18196

Integral membrane protein 2B
(Itm2b) GenelD: 16432

Protein phosphatase 1, regulatory subunit 16A

Felkl, 2007

Exp. 1
Anzahl
Klone

1

—_

18

Exp. 1
Anzahl
Kolonien

1050

890

886

870

842

780

780

710

690

680

653

646

625

600

600

580

550

466

391

331

269

205

196

155

Exp. 2
Anzahl
Kolonien

1425
1450
1525
1450
840

1425

1280

1220

1415

1055

735

1115
1425
830

829

1240
775

1240

747
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Exp.1 Exp.1 Exp. 2
Interaktionspartner Anzahl Anzahl Anzahl
Klone  Kolonien Kolonien

(Ppplrl6a) GenelD: 73062

N-myc downstream regulated gene 4

(Ndrg4) GenelD: 234593 3 144 740
Profilin 1

(Pfnl) GenelD: 18643 ! 143 375
Peptidylprolyl isomerase A

(Ppia) GenelD: 268373 2 104 S08
Glycoprotein, synaptic 2 1 101

(Gpsn2) GenelD: 106529 i
Calcineurin B, type 1

(Ppp3rl) GenelD: 19058 ! o1 463
Calmodulin 1

(Calm1) GenelD: 12313 ! 84 640
Calmodulin 2

(Calm2) GenelD: 12314 2 84 176
RIKEN cDNA 0610031J06 gene 1 81
(0610031J06Rik) GenelD: 56700 i
Ring finger protein 41 1 50

(Rnf41) GenelD: 67588 ]
Solute carrier family 22, member 17 1 48 210
(Slc22a17) GenelD: 59049

Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain 1 41

(Acadvl) GenelD: 11370 )
Glutathione S-transferase, pi 2

(Gstp2) GenelD: 14869 ! 40 208
Tetraspanin 5

(Tspan5) GenelD: 56224 ! 40 166
Similar to tumor protein, translationally-controlled 1 1 35 i

(LOC100043703) GenelD: 100043703

Tab. 4-3 Liste der im Split-Ubiquitin Y2H System identifizierten Synaptophysin-Interaktionspartner:
Anzahl der Kolonien bei Kotransformation pCCW-STE-Sph mit unterschiedlichen prey-Plasmiden auf SD-leu-
trp-his-ade + 15 mM 3-AT Selektionsplatten. Die Kolonienanzahl aus Experiment 2 (Exp.2, unabhéngiges
Experiment nach dem screen, Mittelwert der Kolonienanzahl von zwei Selektionsplatten) ist, im Gegensatz zu
Experiment 1 (Exp.1, Retransformations-Werte aus dem screen), ein direkter Ma@3stab fiir die Interaktionsstérke,
da es sich um eine einzelne Transformationsrunde handelt. Die Negativ-Kontrolle (pDL-Alg5) ergab im
Experiment 2 eine Kolonienanzahl von 50 und die Positiv-Kontrolle (pAI-Alg5) eine Kolonienanzahl von 1400
(nicht gezeigt). Mehrfach im screen detektierte Interaktionspartner (Anzahl Klone) sind ein mogliches weiteres
Indiz fiir eine starke Interaktion.

Die Identifizierung des bekannten Synaptophysin-Bindungspartners Synaptobrevin2 als einen der
stirksten Interaktionspartner im Split-Ubiquitin Y2H System ist ein Indiz fiir die Qualitdt und Spezifitét
der Methode. Eine ebenso starke Interaktion konnte fiir das TVP Synaptogyrin3 detektiert werden.
Somit konnte neben der in 4.1 beschriebenen SCAMPI-Interaktion eine weitere heterophile

Interaktion zwischen den verschiedenen Genfamilien der TVPs identifiziert werden.

Felkl, 2007 49|Seite



Ergebnisse

4.3 Verifizierung der Ergebnisse des Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid

Screens

Die Verifizierung der im Split-Ubiquitin Y2H System ermittelten Interaktionspartner wurde auf eine
Auswahl von zehn Proteinen beschriankt, die vermutlich an der Exo- oder Endozytose involviert sind.
Es handelt sich dabei um Synaptobrevin2 (SYB2), Synaptogyrin3 (SYNGR3), SCAMP1, Stathmin-
like3 (STMN3), Rho family GTPase2 (RND2), Phospholipid transfer Protein (PLTP), Vesicle
transport through interaction with t-SNAREs 1B homolog (Vtilb), Phospholipase D4 (PLD4), ADP-
ribosylation factor interacting protein 2 (Arfaptin2) und Profilinl (Pfnl). Fiir diese Proteine standen

mit Ausnahme von Phospholipase D4 Antikoper zur Verfiigung.

4.3.1 Kolokalisierung von Synaptophysin mit im Split-Ubiquitin Yeast Two-
Hybrid System identifizierten Interaktionspartnern
Die Doppelimmunfluoreszenz-Mikroskopie von Maus Retinae nach der Methode 3.2.4.1 diente der

Kontrolle, ob die im Split-Ubiquitin Y2H-System ermittelten Interaktionspartner mit Synaptophysin

kolokalisieren. Folgende Priméar- und Sekundér-Antikdrper Konstellationen wurden eingesetzt:

IF (A/B) 1.AK (A) 2.AK (A) 1.AK (B) 2.AK (B)

SYP/SYB2 rb04 Alexa 488 mc37 Alexa 594
SYP/SCAMP1 mcl1 Alexa 594 tb (von SySy) Alexa 488
SYP/SYNGR3 mcl1 Alexa 594 tb (von R. Janz) Alexa 488
SYP/RND2 mcl1 Alexa 594 rb(von M. Negishi) Alexa 488
SYP/PLTP mecll Alexa 594 tb911 Alexa 488
SYP/Arfaptin2 mcl1 Alexa 594 tb(von C. D’Souza-Schorey) Alexa 488
SYP/STMN3 mcl1 Alexa 594 rb(von A. Sobel) Alexa 488
SYP/PFN1 mecll Alexa 594 tb90I Alexa 488
SYP/Vtilb mcl1 Alexa 594 tb(von G. F. von Mollard) Alexa 488

Tab. 4-4 Liste der Primir- und Sekundir-Antikorper: Genauere Bezeichnungen der Antikérper sind unter
3.1.1 aufgelistet. 1.AK: Primér-Antikorper, interne Laborbezeichnung; 2.AK: Alexa488- bzw. Alexa 594-
gekoppelter Sekundir-Antikoper; rb: polyklonal Kaninchen; mc: monoklonal Maus.

Die Detektion der Primér-Antikorper erfolgte mit Alexa488/594-konjungierten Sekundéarantikorpern,
die ein geringeres Hintergrundrauschen als Cy2/Cy3- oder TexasRed-konjungierte Sekundarantikdrper
aufwiesen. Fiir Phospholipase D4 standen keine spezifischen Antikorper zur Verfiigung. In den
Synapsen-reichen Schichten der dufleren und inneren plexiformen Schicht (IPL, OPL) der Retina
konnte eine Kolokalisierung von SYB2, SYNGR3, SCAMP1, STMN3, RND2, PLTP, Vtilb,
Arfaptin2 und PFN1 mit Synaptophysin (SYP) detektiert werden (siche Abb. 4-6). Bedingt durch
quantitativ sowie qualitativ minderwertige Antikorper fiir PFN1, STMN3 und Vtilb ist die
Kolokalisierung in OPL und IPL nicht so deutlich wie fiir SYP2, SYNGR3, SCAMP1, STMN3,
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RND2 und PLTP. Die relative Fluoreszenzstirke fir SCAMP1 und SYNGR3 war in der IPL starker
als in der OPL. Im Gegensatz zu den l6slichen Proteinen STMN3, RND2, PLTP, Arfaptin2 und PFN1
zeigten die synaptischen Vesikel-Membranproteine SYP, SYB2, SCAMP1 und SYNGR3 eine
punktiertere Expression. Immunzytochemische Férbung von Retinae an Synaptophysin-defizienten
Mausen (knockout) zeigten bei SYP2, SYNGR3, SCAMP1, STMN3, RND2, PLTP, Vtilb, Arfaptin2
und PFN1 im Gegensatz zum Wildtyp kein verdndertes Expressions-Muster beziehungsweise keine

verdnderte Expressions-Stéirke (Daten nicht gezeigt).

SYNGR3

Abb. 4-6 Kolokalisierung von Synaptophysin mit im Split-Ubiquitin Y2H System identifizierten
Interaktionspartnern in der Retina der Maus: Doppelimmunfluoreszenz-Markierung von Maus-Retinae. Die
Konstellation der Primér- und Sekundér-Antikorper ist der Tab. 4-4 zu entnehmen. Die Fluoreszenzaufnahmen
wurden zur besseren Visualisierung iiberlagert und gefarbt (SYP = rot; im Y2H idenifizierte Interaktionspartner
= griin). GroBenbalken: 10pum.
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4.3.2 Koimmunprizipitation von Synaptophysin mit Synaptobrevin2 und

Synaptogyrin3
4.3.2.1 Koimmunprizipitation aus Synaptosomen-Lysat

Der nidchste Schritt bestand in der Verifizierung der im Split-Ubiquitin Y2H System ermittelten
Interaktionspartner durch Koimmunprizipitation mit Synaptophysin von Mausgehirn-Lysat. Es
wurden Extraktionsbedingungen gewihlt, mit denen eine starke Synaptophysin/Synaptobrevin2-

Koimmunprizipitation erzielt wurde (sieche Methoden 3.2.2.1, 3.2.2.2.1, 3.2.2.3.1 sowie Abb. 4-7).

A B o C o
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Abb. 4-7 Immunblot der Koimmunprizipitation von Synaptophysin mit Synaptobrevin2 aus
Synaptosomen-Lysat: (A) Einfluss der Synaptosomen-Extraktionsbedingungen auf die Koimmunpréazipitation
von SYP mit SYB2: Stirkste Koimmunprézipitation bei 60 mM KCI, 20 mM N-Ethylmaleimid (NEM), 1%
Triton X-100, 20 mM HEPES-KOH in Gegenwart von Proteaseinhibitoren (Roche, Complete EDTA-free). (B)
Koimmunprézipitation von SYP mit SYB2: Fiir eine Koimmunprazipitation wurden 6,5 ul monoklonaler SY38
SYP-Antikorper und 30 ul Protein A-Sepharose verwendet. SYB2-Detektion mit monoklonalen mc37 SYB2-
Antikorpern. Als Positiv-Kontrolle wurde das Synaptosomen-Lysat (SF: Starting Fraction) aufgetragen. Eine
Koimmunprézipitation ohne den Primér-Antikdrper SYP mcl1 diente als Negativ-Kontrolle (Control Beads).
Die Proben wurden iiber ein 12%iges SDS-PAGE aufgetrennt. (C) Kontrolle der Synaptophysin-Prézipitation:
Fiir die Prézipitation von Synaptophysin wurden 6,5 pul monoklonaler SY38 SYP-Antikorper und 30 pl Protein
A-Sepharose verwendet. SYP-Detektion mit SY38 SYP-Antikorpern. Als Positiv-Kontrolle wurde das
Synaptosomen-Lysat (SF: Starting Fraction) aufgetragen. Eine Préizipitation ohne den Primér-Antikdrper SYP
diente als Negativ-Kontrolle (Control Beads). Die Proben wurden iiber ein 12%iges SDS-PAGE aufgetrennt.

Bei einem Extraktionspuffer von 60 mM KCl, 1% Triton X-100, 20 mM N-Ethylmaleimid und 20 mM
HEPES-KOH in Gegenwart von Proteaseinhibitoren (Roche, Complete EDTA-free) konnte die starkste
Interaktion zwischen SYP und SYB2 ermittelt werden (Abb. 4-7 A). Eine Kontrollprizipitation mit
Synaptophysin zeigte, dass Synaptophysin mit monoklonalen SY38-Antikdrpern prézipitiert und nicht
unspezifisch an Protein A- (Abb. 4-7 C) oder Protein G-Sepharose bindet. Diese Bedingungen wurden
auch fiir die Koimmunprézipitationen von SYP mit SYNGR3, SCAMP1, STMN3, RND2, PLTP,
Vtilb, Arfaptin2 und PFN1 verwendet. Fiir SCAMP1, STMN3, RND2, PLTP, Vtilb, Arfaptin2 und
PFN1 konnte weder mit Protein A- noch mit Protein G-Sepharose eine Koimmunprazipitation mit
SYP aus Synaptosomen-Lysat erzielt werden (Abb. 4-8 B-H). Im Gegensatz dazu konnte SYNGR3
mit SYP koprézipitieren (Abb. 4-8 A).
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Abb. 4-8 Immunblot der Koimmunprizipitation von Synaptophysin mit Interaktionspartnern aus dem
Split-Ubiquitin Y2H System: Fiir eine Koimmunprézipitation wurden 6,5 pl monoklonaler SY38 SYP-
Antikorper und 30 pl Protein A- oder Protein G-Sepharose verwendet. Als Positiv-Kontrolle wurde das
Synaptosomen-Lysat (SF: Starting Fraction) oder der Uberstand (S: Supernatant) der nicht prizipitierten
Proteine aufgetragen (dieser kann geringe Mengen von Protein A oder Protein G enthalten, die detektiert
werden). Eine Koimmunprézipitation ohne den Primér-Antikorper diente als Negativ-Kontrolle (Control Beads).
Die Pfeile markieren die Position des zu prézipitierenden Proteins. (A) Koimmunpréazipitation von SYP mit
SYNGR3 und Protein A: SYNGR3-Detektion mit polyklonalen Kaninchen anti-SYNGR3-Antikdrpern (R.
Janz); 12%iges SDS-PAGE. (B) Koimmunprézipitation von SYP mit SCAMP1 und Protein G: SCAMPI-
Detektion mit polyklonalen Kaninchen anti-SCAMPI1-Antikdrpern (SySy); 12%iges SDS-PAGE.
(C) Koimmunprézipitation von SYP mit STMN3 und Protein A: STMN3-Detektion mit polyklonalen Kaninchen
anti-STMN3-Antikorpern (A. Sobel); 15%iges SDS-PAGE. (D) Koimmunprézipitation von SYP mit RND2 und
Protein A: RND2-Detektion mit polyklonalen Kaninchen anti-RND2-Antikoérpern (M. Negishi); 15%iges SDS-
PAGE. (E) Koimmunpréizipitation von SYP mit Vtilb und Protein A: Vtilb-Detektion mit polyklonalen
Kaninchen anti-Vtilb-Antikorpern (G. F. von Mollard); 15%iges SDS-PAGE. (F) Koimmunprézipitation von
SYP mit Arfaptin2 und Protein G: Arfaptin2-Detektion mit polyklonalen Kaninchen anti-Arfaptin2-Antikdrpern
(C. D’Souza-Schorey); 12%iges SDS-PAGE.

Im Fall von PFN1 und PLTP konnte mit den vorhandenen Antikérpern kein spezifisches Protein
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Auch eine direkte Koimmunpréizipitation mit SYB2,
Arfaptin2, Vtilb, STMN3 oder RND2 und anschlieBender Detektion von prizipitiertem SYP blieb mit
Ausnahme der SYP/SYB2-Koprézipitation erfolglos (Daten nicht gezeigt).
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4.3.2.2 Koimmunprizipitation aus Epithelzellen

Um Detektionsprobleme, die sich durch die verwendeten Antikorper ergaben, auszuschlieen und da
es ferner fir PLD4 keine spezifischen Antikérper gab, wurden Koimmunprézipitationen auch in
Epithelzellen (PLC-, HeLa-Zellen) bei Koexpression von Synaptophysin mit GFP-markierten, im
Split-Ubiquitin Y2H System ermittelten Interaktionspartnern durchgefiihrt. Die Detektion der mit SYP

interagierenden Proteine erfolgte hierbei mit dem polyklonalen GFP-Antikorper von Clontech.
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Abb. 4-9 Koimmunprizipitation von Synaptophysin mit GFP-fusionierten Interaktionspartnern aus dem
Split-Ubiquitin Y2H-System: HeLa-Zellen wurden mit SYP- und GFP-fusionierten Interaktionspartnern in
HeLa-Zellen koexprimiert. Fiir eine Koimmunprézipitation wurden 10 pl monoklonaler SY38 SYP-Antikorper
und 30 pl Protein G-Sepharose verwendet. Als Positiv-Kontrolle wurde der Uberstand (S: Supernatant) der nicht
prézipitierten Proteine aufgetragen. Eine Koimmunprézipitation ohne den Primédr-Antikérper diente als Negativ-
Kontrolle (Control Beads). Die Pfeile markieren die Position des zu prézipitierenden Proteins. Die Detektion der
GFP-gekoppelten Proteine erfolgte mit polyklonalen GFP-Antikdrpern von Clontech. (B¢, F¢) Zur Reduzierung
unspezifischer Bindung der GFP-gekoppelten Proteine an Protein G-Sepharose wurde die Sepharose iiber Nacht
mit Zell-Lysat (Verhéltnis 1:4 (v/v)) nicht transfizierter HeLa-Zellen in 4% BSA vorinkubiert.

Wie bereits im Synaptosomen-Lysat konnte der SYP/SYB2-Komplex sowie der SYP/SYNGR3-
Komplex koimmunprézipitiert werden (Abb. 4-9 A, B). Arfaptin2, PLD4, STMN3 und RND2 zeigten
gegeniiber der Koimmunprizipitation in der Kontrolle ein starkes Signal (sieche Control Beads),

welches durch eine unspezifische Bindung der GFP-fusionierten Proteine an Protein G-Sepharose
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hervorgerufen wurde (Abb. 4-9 C, D, E, F). Durch eine Vorinkubation der Protein G-Sepharose mit
Zell-Lysat nicht transfizierter HeLa-Zellen in 4% BSA konnte die unspezifische Bindung vollstiandig
reduziert werden (Abb. 4-9 B, F*), so dass die Koimmunprézipitation von SYP/SYNGR3 noch
deutlicher wurde. Vermutlich sind SYP-Interaktionen, die mit dem Split-Ubiquitin Y2H-System
gefunden wurden, mit einem System, bei dem Membranproteine aus der Membran durch Salze und
Detergenzien herausgeldst werden und so die Struktur der Proteine geéndert wird, nur bedingt zu
verifizieren. Lediglich starke Interaktionspartner wie die Membranproteine SYB2 und SYNGR3
konnten mit Koimmunprézipitation sowohl im Synaptosomen-Lysat als auch bei Koexpression in

HeLa-Zellen verifiziert werden.

4.3.3 Etablierung eines FRET-Systems zur Detektion und

Charakterisierung von Synaptophysin-Interaktionspartnern

Im Gegensatz zur Koimmunprézipitation konnen mit dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET) Interaktionsstudien von Membranproteinen und Membran-assoziierten Proteinen in situ unter
nativen Bedingungen erfolgen. Als Verfahren zur Detektion von FRET wurde das Acceptor
Photobleaching (FRET-AB) gewéhlt (siehe 2.2.3, 3.2.4.3), bei dem die FRET-Effizienz direkt, ohne
aufwendige und mit Fehlerquellen behaftete Bestimmung von Korrekturfaktoren erfasst werden
konnte. Um falsch-positive FRET-Signale zu reduzieren, ist eine Kalibrierung des Messsystems
unumgénglich. Mogliche Ursachen filir falsch-positive FRET-Signale konnen  sein:
Hintergrundrauschen, crosstalk, Dimerisierung von CFP und YFP, Photokonversion von YFP in CFP-
like wéhrend des Bleichvorgangs und Verstirkung der CFP-Emission durch Verdnderung der
chemischen Zusammensetzung des Mediums beim Bleichprozess'®****% Aus diesen Griinden wurde
die FRET-Effizienz auch in einem Bereich der Zellen bestimmt, der nicht gebleicht wurde. Diese
falsch-positive FRET-Effizienz wurde von der FRET-Effizienz im gebleichten Bereich der Zelle
subtrahiert. Die Berechnungsprozedur wird aus Abb. 4-10 A ersichtlich. Insgesamt wurde die FRET-
Effizienz in dem gebleichten Bereich (Abb. 4-10 A, weille Quadrate) beziehungsweise dem nicht
gebleichten Bereich (Abb. 4-10 A, gelbe Quadrate) je sechsmal bestimmt: Einmal {iber den gesamten
Bleichbereich bezichungsweise iiber einen gleich gro3en Bereich aulerhalb des Bleichbereichs und je
fiinfmal innerhalb dieser Bereiche die fiinf hochsten FRET-Werte aus Bereichen definierter
gleichbleibender Grofle. Sowohl von den gebleichten als auch von den ungebleichten Bereichen wurde
der Mittelwert gebildet und anschlieBend der Mittelwert des ungebleichten Bereichs von dem des
gebleichten Bereichs subtrahiert.
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Abb. 4-10 Messtechnik beim Acceptor Photobleaching und Kalibrierung der FRET-Effizienz:
(A) Messtechnik beim Acceptor Photobleaching: Darstellung der FRET-Effizienz (E = 0,01 bis 0,30) in
Fehlfarben bei Expression des CFP-YFP-Fusionskonstrukts in PLC-Zellen. GroBenbalken: 1 pm. Insgesamt
wurde die FRET-Effizienz in dem gebleichten Bereich (weile Quadrate) beziehungsweise dem nicht gebleichten
Bereich (gelbe Quadrate) je sechsmal bestimmt: Einmal {iber den gesamten Bleichbereich beziehungsweise iiber
einen gleich groBlen Bereich auBlerhalb des Bleichbereichs und je fiinfmal innerhalb dieser Bereiche die fiinf
hochsten FRET-Werte aus Bereichen definierter gleichbleibender Grof3e. Sowohl von den gebleichten als auch
von den ungebleichten Bereichen wurde der Mittelwert gebildet und anschlieBend der Mittelwert des
ungebleichten Bereichs von dem des gebleichten Bereichs subtrahiert. Der Mindestabstand zwischen
gebleichtem und ungebleichtem Bereich betrug dabei 3 pm. (B) Fiir das CFP-YFP-Fusionskonstrukt ergab sich
daraus eine FRET-Effizienz von E = 10,45% (n=10), fiir die getrennte Expression von CFP und YFP eine
Effizienz von E = 3,08% (n=9) und fiir die alleinige Expression von CFP eine Effizienz von E = 2,34% (n=7).
Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte + SEM. Folgende P-Werte (ungepaarter t-Test)
wurden im Vergleich zur CFP/YFP-Expression ermittelt: 0,4572 fiir CFP und P<0,0001 fiir CFP-YFP-Fusion
(P<0,05 signifikant).

Da der Laser auch den Randbereich aulerhalb des Bleichbereichs mit ausbleicht (Abb. 4-11), musste
fiir die Auswahl der nicht gebleichten Bereiche ein Abstand von 3 pum von dem gebleichten Bereich
gewihlt werden. Zur weiteren Kalibrierung des Messsystems wurde die FRET-Effizienz fiir ein CFP-
YFP-Fusionskonstrukt (Positiv-Kontrolle) sowie fiir die getrennte Expression von CFP und YFP
(Negativ-Kontrolle) bestimmt (Abb. 4-10 B). Fiir das Fusionskonstrukt ergab sich eine FRET-
Effizienz von E = 10,45% und fiir die getrennte Expression eine FRET-Effizienz von E = 3,08%. Die
alleinige Expression von CFP fiihrte zu einer niedrigeren FRET-Effizienz von 2,34%. Der hohere
Wert bei getrennter CFP/YFP-Expression gegeniiber der einfach CFP-Expression ist vermutlich auf
den bereits erwidhnten Dimerisierungs- oder Photokonversions-Prozess zuriickzufiihren. FRET-
Effizienzen mit einem signifikant héheren Wert als E = 3,08% wurden im Folgenden als spezifische

FRET-Signale interpretiert, die ein Indiz fiir eine Protein-Protein-Wechselwirkung sind.
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Abb. 4-11 Ungenauigkeit der Fluoreszenz-Ausbleichung am konfokalen Laser-Scanning Mikroskop Leica
SP5: Mit YFP transfizierte PLC-Zellen wurden in einem definierten Bereich (B, weiBles Quadrat) vollstindig
gebleicht. Auch in den Randbereichen aulerhalb des gebleichten Bereichs kommt es zu einer Erniedrigung der
Fluoreszenzintensitit (B). Ab einer Entfernung von 3 um betrdgt die Fluoreszenzintensitdt anndhernd die
Intensitdt vor dem Bleichen (A). Abbildung A stellt den Mittelwert dreier unabhidngiger Messreihen (n = 3 +
SEM) dar, aus denen eine einfache lineare Regression berechnet wurde. Gré3enbalken: 1 pm.

4.3.4 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer zwischen Synaptophysin und

seinen Bindungspartnern

Wie zu erwarten, konnte mit dem Acceptor Photobleaching (FRET-AB) eine starke FRET-Effizienz
zwischen SYP-CFP und SYP-YFP beobachtet werden, die mit der Effizienz des CFP-YFP-
Fusionskonstrukts vergleichbar ist. Neben dem homodimeren SYP-Komplex konnte eine ebenso
starke Interaktion zwischen SYP-YFP / SYB2-CFP und SYP-YFP / SYNGR3-CFP verifiziert werden
(Abb. 4-12, Abb. 4-13). Im Split-Ubiquitin Y2H-System ermittelte SYP-Interaktionspartner wie
SCAMPI1, Arfaptin2, RND2, STMN3 und PLD4 konnten im Gegensatz zu den
Koimmunprézipitations-Analysen mit Ausnahme von PLD4 ebenfalls verifiziert werden. Sie zeigten
eine schwichere Interaktion als die fir SYP, SYB2 oder SYNGR3, jedoch war die Interaktion
signifikant (P<0,05) im Vergleich zu den Negativ-Kontrollen, der getrennten Expression von CFP und
YFP und der Koexpression von SYP-YFP mit Connexin32-CFP (Abb. 4-13). Das FRET-AB-System
ist somit ein deutlich sensitiveres System zur Studie von Protein-Protein-Wechselwirkung als die
Koimmunprézipitation, bei der Membranproteine solubilisiert werden miissen.

Da die Energietransfereffizienz E proportional zu dem Kehrwert des Abstands beider Molekiile zur
sechsten Potenz ist und deshalb der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer nur liber einen kurzen
Bereich von ungefihr 1-10 nm effizient iibertragen wird'®, ist die Position des YFP am Protein mit zu
beriicksichtigen. Aus diesem Grund wurde das YFP auch an den N-Terminus von Synaptophysin

fusioniert (YFP-SYP) und erneut die FRET-Effizienz fiir alle Interaktionen bestimmt (Abb. 4-14).
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Abb. 4-12 Starke Interaktion von Synaptophysin mit Synaptophysin (Homodimer), Synaptobrevin2 und
Synaptogyrin3 beim Acceptor Photobleaching (FRET-AB): Darstellung der FRET-Effizienz (E = 0,02 bis
0,31 / 0,38) in Fehlfarben bei Koexpression von YFP-fusioniertem SYP und CFP-fusionierten
Interaktionspartnern SYP (A), SYB2 (B) und SYNGR3 (C). Der weifl umrandete Bereich markiert die Position
des jeweiligen Bleichareals. Groflenbalken: 1 pm.
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Abb. 4-13 FRET-Effizienzen von Synaptophysin mit seinen Bindungspartnern: Histogramm der FRET-
Effizienz von SYP-YFP (YFP fusioniert am C-Terminus von SYP) mit CFP-fusionierten (iiber C-Terminus)
Bindungspartnern. Als Positiv-Kontrolle (+ Control) wurden PLC-Zellen mit CFP-YFP-Fusionskonstrukt
transfiziert und als Negativ-Kontrolle (- Control) mit getrenntem CFP und YFP kotransfiziert. Zusétzlich diente
die Koexpression von SYP-CFP mit Connexin32-YFP als weitere Negativ-Kontrolle. Anzahl der erfassten
FRET-Effizienzen: + Control n=10, - Control n=9, Cx32 n=22, SYB2 n=16, SYP n=8, SYNGR3 n=16,
SCAMPI1 n=16, Arfaptin2 n=16, RND2 n=16, STMN3 n=16, PLD4 n=8. Folgende P-Werte (t-Test, P <0,05
signifikant) wurden im Vergleich zur - Control bestimmt: 0,8447 fir SYP-YFP/CX32-CFP, <0,0001 fiir
+Control, SYP-YFP/SYB2-CFP, SYP-YFP/SYP-CFP, SYP-YFP/SYNGR3-CFP, 0,002 fir SYP-
YFP/SCAMP1-CFP, 0,0064 fiir SYP-YFP/Arfaptin2-CFP, 0,0318 fiir SYP-YFP/Rnd2-CFP, 0,482 fiir SYP-
YFP/STMN3-CFP, und 0,9292 fiir SYP-YFP/PLD4-CFP.

Felkl, 2007 58|Seite



Ergebnisse

0.114
1

0.10- SYP-YFP

l Byrp-syp

0.094
0.08+

0.074 l

0.06+

0.05+

FRET Effizienz

0.04+

0.03+

0.024

Abb. 4-14 Vergleich der FRET-Effizienzen von Synaptophysin mit seinen Bindungspartnern in
Abhiingigkeit von der Orientierung der YFP-Fusion an Synaptophysin: Histogramm der FRET-Effizienz
von SYP-YFP (YFP fusioniert am C-Terminus von SYP) bezichungsweise YFP-SYP (YFP fusioniert am
N-Terminus von SYP) mit CFP-fusionierten (iiber C-Terminus) Bindungspartnern. Als Positiv-Kontrolle
(+Control) wurden PLC-Zellen mit CFP-YFP-Fusionskonstrukt transfiziert und als Negativ-Kontrolle
(-Control) mit getrennten CFP und YFP kotransfiziert. Zusatzlich diente die Koexpression von SYP-YFP mit
Connexin32-CFP als weitere Negativ-Kontrolle. Anzahl der erfassten FRET-Effizienzen (SYP-YFP/YFP-SYP):
+Control n=10, -Control n=9, Cx32 n=22/8, SYB2 n=16/8, SYP n=8/8, SYNGR3 n=16/8, SCAMP1 n=16/8,
Arfaptin2 n=16/8, RND2 n=16/8, STMN3 n=16/8, PLD4 n=8/8. Folgende P-Werte (t-Test, P <0,05 signifikant)
wurden im Vergleich zur -Control bestimmt (SYP-YFP / YFP-SYP): 0,8447 / 0,8829 fiir CX32-CFP, <0,0001
fiir +Control, <0,0001 / <0,0001 fiir SYB2-CFP, <0,0001 / 0,0104 fiir SYP-CFP, <0,0001 / <0,0001 fiir
SYNGR3-CFP, 0,002 / <0,0001 fiir SCAMP1-CFP, 0,0064 / 0,8489 fiir Arfaptin2-CFP, 0,0318 / 0,1747 fiir
Rnd2-CFP, 0,482 / 0,431 fiir STMN3-CFP, und 0,9292 / 0,1514 fiir PLD4-CFP. P-Wert zwischen SYP-
YFP/SYP-CFP und YFP-SYP/SYP-CFP: 0,0007; zwischen SYP-YFP/Arfaptin2-CFP und YFP-SYP/Arfaptin2-
CFP: 0,0079; zwischen SYP-YFP/SCAMP1-CFP und YFP-SYP/SCAMP1-CFP: 0,1547.

Eine signifikante Reduzierung der FRET-Effizienz konnte fir SYP und Arfaptin2 mit YFP-SYP
detektiert werden, wohingegen die Interaktion von SCAMP1 mit YFP-SYP stirker wurde. Sie war in
ihrer Stirke mit der Interaktion von SYP und SYB2 vergleichbar (Abb. 4-14). Sowohl die Interaktion
von Arfaptin2 als auch die von RND2 und PLD4 mit YFP-SYP war im Vergleich zur Negativ-
Kontrolle (- Control) nicht signifikant.

Um die Interaktionen genauer zu charakterisieren, wurden auch FRET-Effizienzen von Synaptophysin
mit deletiertem zytoplasmatischem C-Terminus (SYP-AC-YFP) bestimmt. Dieser zytoplasmatische
Bereich von SYP wird vermutlich stark phosphoryliert und ist fiir die Interaktion mit AP1 und

1109,137,144-146

Dynamin essentiel . Die Interaktionen der integralen Membranproteine SYP, SYB2,

SYNGR3 und SCAMP1 mit SYP-AC-YFP blieben bestehen. Im Fall von SYNGR3 konnte eine
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signifikante Reduktion der FRET-Effizienz detektiert werden, wohingegen die Interaktion von
SCAMP1 mit SYP-AC-YFP wie bereits bei YFP-SYP stiarker wurde (Abb. 4-15).
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Abb. 4-15 Vergleich der FRET-Effizienzen von Synaptophysin und der C-terminalen Synaptophysin-
Deletions-Mutante mit ihren Bindungspartnern. Histogramm der FRET-Effizienz von SYP-YFP (YFP
fusioniert am C-Terminus von SYP) beziehungsweise der C-terminalen Synaptophysin-Deletions-Mutante SYP-
AC-YFP (YFP fusioniert am gekiirzten C-Terminus von SYP) mit CFP-fusionierten (iiber C-Terminus)
Bindungspartnern. Als Positiv-Kontrolle (+ Control) wurden PLC-Zellen mit CFP-YFP-Fusionskonstrukt
transfiziert und als Negativ-Kontrolle (- Control) mit getrenntem CFP und YFP kotransfiziert. Zusétzlich diente
die Koexpression von SYP-YFP mit Connexin32-CFP als weitere Negativ-Kontrolle. Anzahl der erfassten
FRET-Effizienzen (SYP-YFP/SYP-AC-YFP): + Control n=10, - Control n=9, Cx32 n=22/8, SYB2 n=16/8, SYP
n=8/8, SYNGR3 n=16/8, SCAMP1 n=16/8, Arfaptin2 n=16/8, RND2 n=16/7, STMN3 n=16/8, PLD4 n=8/8.
Folgende P-Werte (t-Test, P <0,05 signifikant) wurden im Vergleich zur - Control bestimmt (SYP-YFP / SYP-
AC-YFP): 0,8447 / 0,0848 fiir CX32-CFP, <0,0001 fiir + Control, <0,0001 / 0,0009 fiir SYB2-CFP, <0,0001 /
<0,0001 fiir SYP-CFP, <0,0001 / 0,0032 fiir SYNGR3-CFP, 0,002 / <0,0001 fir SCAMP1-CFP, 0,0064 /
0,1619 fiir Arfaptin2-CFP, 0,0318 / 0,5857 fiir Rnd2-CFP, 0,482 / 0,8904 fiir STMN3-CFP, und 0,9292 / 0,1810
fiir PLD4-CFP. P-Wert zwischen SYP-YFP/SYNGR3-CFP und SYP-AC-YFP/SYNGR3-CFP: 0,0198.

Fiir zytoplasmatische und Membran-assoziierte Proteine wie Arfaptin2, RND2, STMN3 und PLD4
konnte kein signifikantes FRET-Signal mit der SYP-Mutante detektiert werden (Abb. 4-17).
Vermutlich ist der zytoplasmatische C-Terminus von Synaptophysin fiir diese Interaktion notwendig
oder ermoglicht erst einen Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer durch einen geringeren Abstand

zwischen YFP und CFP.
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4.4 In vivo-Nachweis der Tyrosin-Phosphorylierung von
Synaptophysin und Synaptogyrin3

Wie in Kaptitel 2.1.2.6 beschrieben, kdnnte die in vivo bislang noch nicht genau untersuchte Tyrosin-
Phosphorylierung von Synaptophysin eine zentrale Funktion von SYP darstellen. Neben SYP werden
auch Synaptogyrinl (SYNGR1) und Synaptogyrin2 (SYNGR2) an ihren zytoplasmatischen
C-Terminus durch Src-Kinasen Tyrosin-phosphoryliert'***”. SYNGR3 soll im Gegensatz zu SYP,
SYNGR1 und SYNGR2 nicht phosphoryliert werden, jedoch wurde dies bisher nicht gezeigt'®’. Die
Src-Kinase besteht neben der katalytischen Kinase-Doméne aus zwei Peptid-Bindedoménen, der SH2-
Domine, die an phosphorylierte Tyrosine bindet, und der SH3-Doméne, die Polyprolin-Helices
(PXXP-Motiv) erkennt*'**"*. Quantitativ besitzen SYNGR1 und SYNGR2 mit je 7 Tyrosin-Resten im
zytoplasmatischen C-Terminus zwei Tyrosin-Reste mehr als SYNGR3. Jedoch verfiigen nur SYNGR1
und SYNGR3 iiber ein PXXP-Motiv, das fiir die Erkennung der SH3-Doméne bendtigt wird (Abb.
4-16). Auch SYP verfiigt iiber ein PXXP-Motiv sowie iiber 9 Tyrosin-Reste im zytoplasmatischen
C-Terminus (Abb. 4-16).

SYNGRI 168EQRIQIGADSALFSQDIMDPSQDSVEPSAGSDPAGMGGT OuP - - ANAFDAEPQGHQSQGH -
=€

SYNGR3 167 ALORFRLGTDMSLEATDQLGTGAAQA [PlVGSGVEGTE--- - -- TMQSPPETETLDTSSKGMQVPAN -
SYNGR2 166 AYOREKAGVDA - - ETONEVDB- - - - - - - - TEDPNTABASHPSASVENEQOPPFTONVETT - EGHoPEPVE
SYP 217 vekeTcwaaprrMrappaanrxorarcpallcpaclicosreclicronsficrocaliorplicoraseacaclicroenllcoocllicoocarTsFsnom

Abb. 4-16 Aminosiuresequenz des zytoplasmatischen C-Terminus von SYNGR1-3 und SYP: Die letzten
zwel Aminosduren der Transmembrandoméne sind unterstrichen. Im Alignment von SYNGR1, SYNGR2 und
SYNGR3 sind konservierte Bereiche blau gekennzeichnet. Tyrosine sind rot und das PXXP-Motiv, das fiir die
Erkennung der SH3-Doméne benétigt wird, ist durch eine Einrahmung gekennzeichnet.

Folglich konnte SYNGR3 doch von Src-Kinasen phosphoryliert werden. Um dies zu iiberpriifen und
die Tyrosin-Phosphorylierung von SYP genauer zu charakterisieren, wurden FRET-Effizienzen
zwischen der SH2-Doméne von pp60™ (SH2-YFP) und SYP (SYP-CFP) bezichungsweise SYNGR3
(SYNGR3-CFP) in PLC-Zellen bestimmt. Neben der SH2-Doméne wurde auch die FRET-Effizienz
von einem SH2-Dimer-Fusionskonstrukt (dSH2; SH2-SH2-YFP) bestimmt, das eine stdrkere
Spezifitit zu phosphoryliertem Tyrosin hat und mit dem bereits Phosphorylierungsstudien an fokalen
Kontakten durchgefiihrt wurden®'?**?"*, Als Kontrolle fungierten neben dem CFP-YFP-
Fusionskonstrukt (+ Control) und der getrennten Expression von CFP und YFP (- Control) auch eine
SH2-Mutante (SH2 R183A-YFP), die eine 200fach niedrigere Affinitit zu phosphoryliertem Tyrosin
besitzt’”’. Ferner diente SYP mit deletiertem zytoplasmatischem C-Terminus als weitere Negativ-

Kontrolle. Sowohl fiir SH2-YFP als auch fur dSH2-YFP konnten starke FRET-Effizienzen mit SYP-
CFP detektiert werden (Abb. 4-17).
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Abb. 4-17 In vivo-Tyrosin-Phosphorylierung von SYP und SYNGR3: Histogramm der FRET-Effizienz von
SYP-CFP (CFP fusioniert am C-Terminus von SYP), der C-terminalen Synaptophysin-Deletions-Mutante
SYP-AC-CFP (CFP fusioniert am gekiirzten C-Terminus von SYP) und SYNGR3-CFP (CFP fusioniert am
C-Terminus von SYNGR3) bei Koexpression in PLC-Zellen mit SH2-YFP, dSH2-YFP und der SH2-Mutante
SH2(R183A), die eine 200fach niedrigere Affinitdt zu phosphoryliertem Tyrosin hat als SH2. Als Positiv-
Kontrolle (+ Control) wurden PLC-Zellen mit CFP-YFP-Fusionskonstrukt transfiziert und als Negativ-Kontrolle
(- Control) mit getrenntem CFP und YFP kotransfiziert. Zusétzlich diente die Koexpression von SYP-YFP mit
SYB2-CFP als Kontrolle zur Einschitzung der Interaktionsstirke. Anzahl der erfassten FRET-Effizienzen:
+Control n=10, - Control n=9, SYP/SYB2 n=16, SYP/SH2 n=10, SYP/dSH2 n=11, SYP/SH2(R183A) n=10,
SYP-AC/SH2 n=10, SYP-AC/dSH2 n=10, SYNGR3/SH2 n=10, SYNGR3/dSH2 n=10, SYNGR3/SH2(R183A)
n=10. Folgende P-Werte (t-Test, P <0,05 signifikant) wurden im Vergleich zur - Control bestimmt: <0,0001 fiir
SYP/SYB2, SYP/SH2 und SYP/dSH2; 0,0027 fiir SYP/SH2(R183A), 0,6831 fiir SYP-AC/SH2, 0,5061 fiir
SYP-AC/dSH2, 0,1276 fiir SYNGR3/SH2, 0,0167 fiir SYNGR3/dSH2 und 0,5854 fiir SYNGR3/SH2(R183A).
P-Wert zwischen SYP/SH2 und SYP/SH2(R183A): 0,0228, zwischen SYP/dSH2 und SYP/SH2(R183A):
0,0272, zwischen SYNGR3/SH2 und SYNGR3/SH2(R183A): 0,0428, zwischen SYNGR3/dSH2 und
SYNGR3/SH2(R183A): 0,0050 und zwischen SYP/SH2 und SYP-AC/SH2 <0,0001.

Die SH2-Mutante SH2 R183A-YFP fiihrte zu einer signifikanten Reduzierung der FRET-Effizienz mit
SYP-CFP in Bezug zu SH2-YFP oder dSH2-YFP mit SYP-CFP. Der noch vorhandene Energie-
Transfer zwischen SYP und der SH2-Mutante ist vermutlich auf die multiplen
Phosphorylierungsstellen im SYP-C-Terminus zuriickzufiihren. Die Deletion des zytoplasmatischen
C-Terminus von SYP fiihrte zu keinem signifikanten FRET bei SH2 und dSH2 (Abb. 4-17).
Demgemaél erfolgt in vivo die Tyrosin-Phosphorylierung am zytoplasmatischen C-Terminus von SYP.

SYNGR3 zeigte einen signifikanten FRET bei Koexpression mit dSH2-YFP, und die SH2-Mutante
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SH2 R183A-YFP fiihrte zu einer signifikanten Reduzierung der FRET-Effizienz bei SH2 und dSH2
(Abb. 4-17). Somit konnte auch fir SYNGR3 erstmals eine schwache in vivo-Tyrosin-

Phosphorylierung detektiert werden.
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5.1 Wechselwirkungen von Synaptophysin sind abhingig von seiner

Membranintegration

Bisherige Interaktions-screens von Synaptophysin wurden bis zu diesem Zeitpunkt ausschlieBlich mit
einem konventionellen Yeast Two-Hybrid System mit dem zytoplasmatischen C-Terminus von
Synaptophysin durchgefiihrt'**'*°. Etwa ein Drittel aller menschlichen Proteine sind Membranproteine
und kénnen mit dem konventionellen Y2H System, bei dem die Interaktion im Zellkern stattfinden
muss, nicht erfasst werden. Durch die Verwendung des Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid
Systems'®'% konnte erstmals ein Interaktions-screen von Membran-integriertem Synaptophysin fiir
die Identifizierung neuer zytoplasmatischer, Membran-assoziierter und Membran-integrierter Proteine
durchgefiihrt werden. In diesem System konnten erstmalig heterophile Interaktionen zwischen den
verschiedenen Genfamilien der fetraspan vesicle membrane proteins identifiziert werden. Ferner
wurden weitere neue Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie der bekannte Synaptophysin-
Interaktionspartner Synaptobrevin2 detektiert (Tab. 4-3). Diese Interaktionen konnten fiir eine
Auswahl an Proteinen mit dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, der ebenfalls direkte Protein-
Protein-Wechselwirkungen in einem Membran-assoziierten oder -integrierten Zustand erlaubt, zu 90%
verifiziert werden (Abb. 4-13). Diese hohe Verifizierungsquote ist ein Indiz fiir die stringenten
Selektionsbedingungen im Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System. Im Gegensatz dazu wurden nur
wenige Interaktionen (20 % der untersuchten Proteine) mit der Koimmunprézipitation bestitigt, bei
der Membranproteine durch Detergenzien und Salze in Losung gebracht werden. Somit sind
vermutlich zahlreiche Protein-Protein-Wechselwirkungen des tetraspan vesicle membrane proteins
Synaptophysin mit seiner Integration in die Membran gekoppelt. Detaillierte FRET-
Interaktionsanalysen von Synaptophysin mit C-terminal und N-terminal gekoppeltem YFP sowie mit
deletiertem zytoplasmatischem C-Terminus zeigten ferner, dass der zytoplasmatische C-Terminus von
Synaptophysin fiir die Synaptophysin Protein-Protein-Wechselwirkung mit den Membranproteinen
Synaptobrevin2, Synaptophysin (Homodimer), Synaptogyrin3 und SCAMPI1 nicht essentiell ist.
Jedoch ist er bei der Detektion von Interaktionen mit zytoplasmatischen und Membran-assoziierten
Proteinen wie Arfaptin2, Rho GTPase2 and Stathmin-like3 im FRET involviert (Abb. 4-14, Abb.
4-15). Die Identifizierung von vSNARE Synaptobrevin2 als einen der stirksten Synaptophysin-
Interaktionspartner im Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System, in der Koimmunprizipitation und im
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer belegt die methodische Qualitit. Zudem konnten die
Ergebnisse der Koimmunprézipitationsexperimente von Bonanomi et al. 2007 zeigen, dass die
aminoterminale Transmembrandomédne von Synaptophysin fliir den Synaptophysin/Synaptobrevin-

116

Komplex erforderlich ist °, mit FRET bestétigt werden.
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5.2 Synaptophysin als Katalysator in einer Lipid-Plattform?

Im Verlauf dieser Arbeit wurde gezeigt, dass zahlreiche Protein-Protein-Wechselwirkungen des
tetraspan vesicle membrane proteins Synaptophysin mit dessen Integration in die Membran gekoppelt
sind. Diese Membranintegration ermoglicht es, einerseits Interaktionsstudien von Synaptophysin in
seiner nativen Tertidrstruktur durchzufiihren und andererseits die Membran als moglichen Regulator in
Protein-Protein-Wechselwirkungen mit einzubeziehen. Synaptophysin ist das hauptcholesterol-
bindende Protein von synaptischen Vesikeln und vermutlich fiir die Rekrutierung von Cholesterin zur
synaptischen Vesikelmembran und fiir die Formierung von Protein-Lipid-Doménen verantwortlich'*.
Die Hefe-Membran unterscheidet sich von der Membran der Sdugetiere, da sie kein Cholesterin
enthélt. Somit konnte die Argumentation, dass Membran-Elemente in der Regulation der Protein-
Protein-Wechselwirkung von Synaptophysin involviert sind, und die Split-Ubiquitin Yeast Two-
Hybrid-Methode an sich in Frage gestellt werden. Jedoch zeigt die chemische Struktur des Hefe-
verwandten Cholesterins, des Ergosterins®'®, eine hohe Ubereinstimmung zum Cholesterin der

Saugetiere (Abb. 5-1).

Cholesterin Ergosterin

Abb. 5-1 Chemische Struktur von Cholesterin (Sdugetier) und Ergosterin (Hefe)

Des Weiteren finden sich zahlreiche orthologe Gene in der Hefe, die an der Cholesterin-Biosynthese
involviert sind*'"*'®. Ferner ist bekannt, dass der Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplex von einem
hohen Cholesterin-Gehalt in der Membran abhéngig ist. Eine Erniedrigung des Cholesterins in der
Membran fithrt zu einer Reduzierung des Komplexes''’. Da Synaptobrevin2 einer der stirksten
identifizierten Interaktionspartner von Synaptophysin im Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System
war, wird Ergosterin vermutlich mit einer dhnlich starken Affinitit wie Cholesterin von Synaptophysin
gebunden, weshalb die strukturellen Unterschiede der Membran von Siugetieren und Hefen fiir
Interaktionsstudien von Synaptophysin nur von untergeordneter Bedeutung sind.

Die Membran der synaptischen Vesikel enthdlt mit einem molaren Verhéltnis von 0,58 eine
iberdurchschnittlich hohe Dichte an Cholesterin, das in Form von Clustern zusammen mit
Sphingolipiden auf der Membran angereichert ist”'**?"’. Beobachtungen in PC12-Zellen und priméiren

Neuronen zeigen, dass Cholesterin fiir die Protein-Clusterbildung und fiir die Endozytose essentiell
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ist'>?29222 " Protein-Lipid-Cluster sind vermutlich fiir die Funktion des SNARE-Komplexes
notwendig'*”'*. Des Weiteren ist Cholesterin fiir die Vesikel-Biogenese und starke Kriimmung der
Vesikelmembran erforderlich>'*****. Als hauptcholesterin-bindendes Protein von synaptischen

Vesikeln konnte Synaptophysin dabei eine wesentliche Rolle spielen™.

Einer der im Split-Ubiquitin
Yeast Two-Hybrid System identifizierten Synaptophysin-Bindungspartner war das ubiquitér
exprimierte Phospholipid Transfer Protein (PLTP, Tab. 4-3), das eine wichtige Funktion im Plasma-
Lipoprotein-Metabolismus hat. Es transferiert Phospholipide, Cholesterin, Diacylglycerine und
Apolipoproteine zwischen verschiedenen Klassen von Lipoproteinen und verfiigt dabei iiber eine

eigene proteolytische Funktion®>***

. Ferner modifiziert es Lipoproteine mit hoher Dichte (high
density lipoproteins, HDL) und erfiillt eine wichtige Funktion im Cholesterin- und Phospholipid-
Efflux von pheripheren Zellen”****. Das Phospholipid Transfer Protein ist in vielen Bereichen des
zentralen Nervensystems lokalisiert und wird in Gliazellen und Neuronen synthetisiert™>>*°, Die
Aktivitdt des Phospholipid Transfer Proteins ist bei Alzheimer Demenz und anderen neurologischen
Krankheiten stark reduziert und induziert ferner die ApoE-Sekretion in vitro™°. In den Synapsen-
reichen Schichten der duBleren und inneren plexiformen Schicht (IPL, OPL) der Retina konnte eine
Kolokalisierung von Phospholipid Transfer Protein mit Synaptophysin detektiert werden (siche Abb.
4-6). Ferner ist das Phospholipid Transfer Protein in der Lage, d-HDL (diskoidales high density
lipoprotein) in vesikulire Strukturen zu transformieren und Cholesterin von Vesikeln auf HDL in
vitro zu iibertragen®>>’.

Synaptophysin kdnnte seinerseits die Membranumgebung durch die Interaktion mit Phospholipase D4
(PLD4), einem im Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System identifizierten starken Bindungspartner,
beeinflussen (Tab. 4-3). Diese Interaktion konnte in der Koimmunprézipitation und im FRET nicht
verifiziert werden, jedoch konnte dies durch die Solubilisierung von Synaptophysin und eine sterische
Behinderung von CFP an Phospholipase D4 verursacht sein. Phospholipase D hat eine zentrale
Funktion im synaptischen Vesikelzyklus™***. Es
Phosphatidylcholin (PC) zu Cholin und Phosphatidsdure (PA). Neben dem essentiellen Kofaktor PIP,
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) aktivieren Arf-Proteine (ADP-Ribosylierungs-Faktor, ARF1,
ARF5 und ARF6)**, Rho GTPasen (RhoA, Rac und Cdc42) und die Protein Kinase C synergistisch

hydrolysiert das Membranphospholipid

die Phospholipase D17*. Ein weiterer Regulationsmechanismus der Phospholipase D ist die indirekte
Inaktivierung von ARF (ARF1, ARF3, ARFS5, ARF6) durch Arfaptin, einem im Split-Ubiquitin Yeast
Two-Hybrid System identifizierten und im FRET verifizierten Interaktionspartner von Synaptophysin
(Tab. 4-3, Abb. 4-13)**. Arfaptin2 kolokalisiert zudem in den Synapsen-reichen Schichten der
duBleren und inneren plexiformen Schicht der Retina mit Synaptophysin (siche Abb. 4-6). Im
Gegensatz zu Arfaptinl bindet der Synaptophysin-Interaktionspartner Arfaptin2 neben der GTP
abhingigen Interaktion mit ARF auch an Racl in seiner GDP-Form*****". Somit kénnte Arfaptin2 iiber
zwei unterschiedliche Wege die Aktivitidt der Phospholipase D regulieren. Ein weiterer im Split-

Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System identifizierter und im FRET verifizierter Interaktionspartner von
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Synaptophysin ist die Rho GTPase 2 (Rnd2) (Tab. 4-3, Abb. 4-13), die wie die Rho GTPasen RhoA,

241,242,248 .
=5 Auch beil diesem

Rac und Cdc42 die Aktivitdt der Phospholipase beeinflussen konnte
Synaptophysin-Interaktionspartner konnte eine Kolokalisierung in den Synapsen-reichen Schichten
der duBleren und inneren plexiformen Schicht der Retina mit Synaptophysin festgestellt werden (siche
Abb. 4-6).

Uber den Synaptophysin-Bindungspartner Phospholipase D4 ist bislang wenig bekannt. Eigene
Sequenzuntersuchungen zeigten, dass Phospholipase D4 wie Phospholipase D1 ein katalytisches
HxKxxxxD-Motiv besitzt und im Gegensatz zur Phospholipase D3, die vermutlich membranintegriert

sein  konnte?**°

, keinen so starken hydrophilen a-Helix Bereich aufweist (Kyte/Doolittle-
Hydropathieanalyse und Chou-Fasman-Analyse, DNA-STAR). Das bei der Hydrolyse von
Phosphatidylcholin (PC) zu Phosphatidsdure (PA) durch Phospholipase D freiwerdende Cholin kann
fiir die Acetylcholin-Synthese in Synaptosomen verwendet werden®'. Der gebildete Botenstoff
Phosphatidsdure (PA) steuert zahlreiche Prozesse. Er aktiviert wie ARF die PIP-5-Kinase, die PIP
(Phosphatidylinositol-4-phosphat) zu dem wichtigen Botenstoff PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat) phosphoryliert”'****  der wie bereits erwihnt ein essentieller Kofaktor fiir
Phospholipase D ist. Die Konversion von PI (Phosphatidylinositol) iiber PIP zu PIP, ist fiir die
Prozesse der Endo- und Exozytose notwendig”'. Phosphoinositide, wie PIP, spielen bei der
Verankerung zahlreicher Proteine mit der Membran eine Rolle”*. Vermutlich dienen PIP, und
Synaptophysin als Membrananker fiir Phospholipase D4, die dadurch in rdumliche Nihe zu ihrem
Substrat gebracht wird. Somit begiinstigt Synaptophysin als Katalysator in einer Lipid-Plattform die
Reaktion von Phospholipase D4 und reguliert ferner deren Feinabstimmung (fine-tuning) durch die
Assoziation mit Regulatoren wie Arfaptin2 und Rho GTPase2.

Zudem konnen aus Phosphatidsédure (PA) die beiden Botenstoffe DAG (Diacylglycerol) und LPA
(Lysophosphatidséure) gebildet werden, die wiederum zahlreiche Prozesse im Lipid-Metabolismus

242
steuern

. Auch im synaptischen Vesikelzyklus erfiillt Phosphatidsédure (PA) im Zusammenspiel mit
PIP, eine zentrale Aufgabe™****. Bedingt durch die kleinere Kopfgruppe von Phosphatidsiure (PA) im
Vergleich zu Phosphatidylcholin (PC), an das im Kopfbereich Cholin noch kovalent gebunden ist,
fiihrt die Hydrolyse von PC zu PA zu einer Erniedrigung der Aktivierungsenergie fiir die negative
Kriimmung des Vesikels in der Exozytose”**®. Ferner begiinstigen die von PA regulierten Lipide
PIP, und DAG mit ihren kompakten Kopfgruppen ebenfalls die Exozytose durch die negative
Krimmung des Vesikels im Fusionsprozess. Im Gegensatz dazu fiihren Lipide wie das von PA
regulierte LPA, Glykolipide und Glykosphingolipide zu einer positiven Kriimmung des Vesikels*.

Die Erhéhung der Kalziumionen-Konzentration wiahrend der Exozytose fiihrt zu einer Aktivierung der
Phospholipase D iiber die Assoziation mit Calmodulin Kinase2, Rho Proteine und PIP,"***. Die sich
daran anschlieBende Bildung von PA und indirekt die von PIP, durch die Aktivierung von

Phospholipase D fiihrt zu einer Reduzierung der Aktivierungsenergie fiir die Exozytose. Ferner

regulieren PA und PIP, Proteine wie Synaptotagmin, Synaptobrevin, Dynamin, Phospholipase A, C
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und D, Synaptojanin, und Adapterproteine AP2 und AP180, die fiir die Exo- und Endozytose benotigt

4

werden”*. Phospholipase D ist in der Lage, neben Synaptophysin mit weiteren synaptischen

Proteinen, wie dem Adapterprotein3 und dem Synaptojanin, das vermutlich den Kofaktor PIP,
hydrolysiert und damit die Phospholipase D inaktiviert, zu interagieren®>%.

Der Synaptophysin-Interaktionspartner Arfaptin2 reguliert auler der Phospholipase D vermutlich
auch, dhnlich wie Amphiphysin, die synaptische Endozytose. Wie Amphiphysin gehort Arfaptin2 zur
BAR-Doménen-Familie, deren Mitglieder in der Lage sind, in Form von gekriimmten Homodimeren
Membranbiegungen in synaptischen Vesikeln zu detektieren und zu induzieren’***'***, Amphiphysin
erkennt die durch die Clathrin-Anlagerung bedingte zunehmende Membraninvagination, worauf es die
Dynamin GTPase rekrutiert, die fiir die Abschniirung des Vesikels essentiell ist’>”’. Eine #hnliche
Aufgabe konnte auch fiir Arfaptin2 im Zusammenspiel mit Synaptophysin zutreffen. Synaptophysin
konnte das Bindeglied zwischen den beiden regulativen Funktionen von Arfaptin2 sein, indem der fiir
die Interaktion notwendige zytoplasmatische C-Terminus von Synaptophysin als Membrananker dient
und die Interaktion von Arfaptin2 mit den negativ geladenen Lipid Kopfgruppen, die als Marker fiir
die Vesikelkrimmung dienen®®’, in der Rolle eines Katalysators begiinstigt. Ist die Kriimmung des
Vesikels fiir Arfaptin2 ausreichend, konnte Synaptophysin die Hemmung von Phospholipase D durch
die Inaktivierung von Rac- und ARF-GTPasen durch Arfaptin2 vermitteln. Das Modell aus Abb. 5-2
verdeutlicht die mogliche Rolle von Synaptophysin als Katalysator in einer Lipid-Plattform mit den

Synaptophysin-Bindungspartnern Phospholipase D4, Rho GTPas2 (RND2) und Arfaptin2.

Abb. 5-2 Synaptophysin als Katalysator in einer Lipid-Plattform. Modell einer moglichen Regulation der
Exozytose durch Synaptophysin und die Interaktionspartner Phospholipase D4 (PLD4), Arfaptin2 und Rho
GTPase2 (RND2). Der zytoplasmatische C-Terminus von Synaptophysin interagiert als Membrananker mit
PLD4, Arfaptin2 und RND2, die dadurch in rdumliche Néhe zu ihren Substraten oder Proteinen gebracht
werden. Das Homodimer Arfaptin2 detektiert Verdnderungen in der Membran und hemmt ferner die Aktivitdt
der Phospholipase D durch Inhibierung der Aktivatoren ARF und Rho GTPasen wie Racl und mdglicherweise
auch RND2. Phospholipase D benétigt den Kofaktor Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) fiir die
Hydrolyse von Phosphatidylcholin (PC) zu Phosphatidsidure (PA) und Cholin. Die Bildung von PIP, wird iiber
ARF und PA aktiviert. Sowohl PA als auch PIP2 (rot) begiinstigen die negative Kriimmung des Vesikels im
Fusionsprozess, wohingegen PC (blau) zu einer positiven Kriimmung des Vesikels fiihrt. Somit begiinstigt
Synaptophysin als Katalysator in einer Lipid-Plattform die Reaktion von Phospholipase D4 in der Exozytose und
reguliert ferner deren Feinabstimmung (fine-tuning) durch die Assoziation mit Regulatoren wie Arfaptin2 und
Rho GTPase2.
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Das Modell, in dem Synaptophysin als Katalysator in einer Lipid-Plattform fungiert und dort die
Reaktion von Phospholipase D4 in der Exozytose begiinstigt, ferner deren Feinabstimmung (fine-
tuning) durch die Assoziation mit Regulatoren wie Arfaptin2 und Rho GTPase2 erleichtert, wird durch
die Ergebnisse von SCAMP2, das wie Synaptophysin zu den tetraspan vesicle membrane proteins
(TVPs) gehort, unterstiitzt. SCAMP2 interagiert dabei sowohl mit Phospholipase D1 als auch mit
seinem Aktivator Arf6 und begiinstigt so, dhnlich wie Synaptophysin, vermutlich die Exozytose®®.
Ferner assoziiert PIP, mit SCAMP2, wodurch wahrscheinlich die Fusionsporen-Bildung wahrend der

Exozytose reguliert wird**,

5.3 Synaptophysin und das Zytoskelett, eine regulative Funktion im
synaptischen Vesikelzyklus?

Der synaptische Vesikelzyklus wird durch Aktinfilamente reguliert. Diverse Modelle zeigen, wie
Mikrofilamente diesen Zyklus steuern konnten. Uber die Assoziation mit Synapsin konnten
Aktinfilamente den Transport der synaptischen Vesikel zur aktiven Zone regeln®®. Synapsin enthilt
sowohl Protein- als auch Lipid-Bindedominen, die an Phospholipide des synaptischen Vesikels, an
Phosphatidylinositol 3-Kinase und an Aktin binden. Kalziumionen-abhéngige Phosphorylierung von
Synapsin fiihrt zur Dissoziation des Vesikels und ermdglicht den Transport zur aktiven Zone®>*".
Zudem ist es moglich, dass Aktinfilamente den synaptischen Vesikel-Reservepool aufrecht erhalten,
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indem sie eine Barrierefunktion ausiiben, die die unkontrollierte Exozytose verhindert™. Ferner

konnte Aktin die Clathrin-Assemblierung regulieren’®*"

oder als Gertist fiir die Anlagerung von
zahlreichen Proteinen im Vesikelzyklus dienen®’'*”*. Die Regulation der Aktinfilamente ist fiir alle
Modelle von grundlegender Bedeutung.

Der im Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System identifizierte Synaptophysin-Bindungspartner
Profilinl ~ (Tab. 4-3) stimuliert die Aktin-Polymerisation’””. Die Dissoziation des
Profilin/Aktinmonomer-Komplexes wird durch die Bindung von PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat) an Profilin ausgeldst”’**”. Synaptophysin konnte diese Bindung von PIP, begiinstigen,
indem der Glycin- und Prolin-reiche C-Terminus als Membrananker fiir Profilin fungiert. Profilin
verfiigt im Allgemeinen iiber eine hohe Affinitit zu Poly-L-Prolin und bindet an mehr als 30 Prolin-
reiche Proteine wie VASP, MENA, Dynamin, Gephyrin, Aczonin, Diaphanous und Delphilin®**7¢%%,
Es wird mitunter in der Pré- und Postsynapse exprimiert und kolokalisiert mit Synaptophysin®*. Diese
Kolokalisierung von Synaptophysin und Profilinl ist aktivititsabhingig wund ist unter
Depolarisierungsbedingungen erhdht”®’. Die Inaktivierung von Profilinl (knock out) ist letal und kann
nicht durch Profilin2, das vor allem neuronal exprimiert wird, kompensiert werden™'. Die
Uberexpression von Profilin2 inhibiert durch eine Inaktivierung von Dynaminl die Endozytose,
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wohingegen die Deletion von Profilin2 die Endozytose verstirkt™. Die Bindung von PIP, an Profilin2
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fihrt zur Dissoziation des Profilin2/Dynaminl-Komplexes, so dass Dynaminl wieder mit
Amphiphysin interagieren kann und so fiir die Endozytose zur Verfiigung steht*®.

Neben Profilin reguliert auch PIP, zahlreiche Prozesse der Aktin-Polymerisierung sowie die
Membran-Verankerung der Aktine®™’. Ferner steuert PIP, die Clathrin- und Aktin-abhingige
Endozytose®™’. Neben PIP, spielt Cholesterin an der prisynaptischen Aktin-Organisation eine
regulative Funktion®™®. Somit ist die in 5.2 beschriebene Regulation des Lipid-Metabolismus durch die
Synaptophysin-Interaktionspartner Phospholipase D4 und Arfaptin2 auch fiir die Regulation des
Aktin-Zytoskeletts von Bedeutung. Ferner ist Arfaptin2 selbst ein wichtiger regulatorischer Faktor fiir
die von Arf6 und Racl induzierte Aktin-Polymerisierung”~*". Des Weiteren wird Phospholipase D
durch die Interaktion mit Aktin in ihrer Aktivitit inhibiert™".

Ein weiterer im Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System und im FRET verifizierter Synaptophysin-
Bindungspartner ist die bereits in 5.2 beschriebene Rho GTPase Rnd2 (Tab. 4-3, Abb. 4-13). Rho
GTPasen sind wie Profilin an der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt**>***. Fast alle Rho
GTPasen wechseln zwischen einer GDP-gebundenen und GTP-gebundenen aktiven Form. Im
Gegensatz dazu ist die Gruppe der Rnd GTPasen fast ausschlieBlich an GTP gebunden. Thre Aktivitit
wird eher durch ihre Lokalisation und Phosphorylierung gesteuert als durch ihren Wechsel in die
inaktive GDP-Form®”. Ferner werden Rnd Proteine im Unterschied zu anderen Rho GTPasen
ausschlieBlich in Vertebraten exprimiert””. Der Synaptophysin-Interaktionspartner Rnd2 GTPase wird

- . . L. 296297
besonders stark in Neuronen im Gehirn exprimiert™

und kolokalisiert in den Synapsen-reichen
Schichten der &uBleren und inneren plexiformen Schicht (IPL, OPL) der Retina mit Synaptophysin
(siche Abb. 4-6). Rnd Proteine konnen iiber posttranslationale Anheftung von Farnesylresten am
C-Terminus mit der Membran assoziieren®”. Diese Assoziation konnte iiber den zytoplasmatischen
C-Terminus von Synaptophysin, der fiir die Interaktion mit Rnd2 GTPase bendtigt wird, begiinstigt
werden. Rnd1 GTPase und Rnd3 GTPase zeigen einen antagonistischen Effekt auf die RhoA GTPase,
wohingegen die Rnd2 GTPase im Zusammenwirken mit ihrem Effektor Pragmin die RhoA GTPase
aktiviert und auf diese Weise das von RhoA gesteuerte Neuritenwachstum inhibiert””®. Ein weiterer,
vorwiegend im Gehirn exprimierter Effektor von Rnd2 GTPase ist Rapostlin, das mit Rnd2 GTPase
iiber das Aktin-Zytoskelett die Neuritenverzweigung induziert'”*”. Wenn Rnd2 GTPase nicht
gebunden ist, assoziiert Rapostlin auch mit Mikrotubuli. Somit ist Rapostlin, wie viele Rho
GTPasen'”?”, ein Bindeglied zwischen den zwei Zytoskelett-Strukturen. Mikrotubuli sind
Bestandteile des Zytoskeletts in der Pra- und Postsynapse. Ihre Funktion in der Synapse ist bislang nur
begrenzt erforscht. Vermutlich sind sie an der Entwicklung und Versorgung der synaptischen
Transmission beteiligt”’>"". Zudem wird der Synaptophysin-Bindungspartner Phospholipase D durch
die Interaktion mit Tubulin in der Aktivitdt inhibiert. Die Stdrke der Inhibierung variiert dabei in
Abhingigkeit von der Menge an freiem monomerem Tubulin®”. Neben den durch den Synaptophysin-
Interaktionspartner Arfaptin2 regulierten Arf-Proteinen (ADP-Ribosylierungs-Faktor) steuern
Stathmine die Mikrotubuli-Dynamik®”~**. Stathmin-like3, ein Mitglied der Stathmin-Familie, ist ein
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im  Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System und im FRET verifizierter Synaptophysin-
Bindungspartner (Tab. 4-3, Abb. 4-13), der mit Synaptophysin in den Synapsen-reichen Schichten der
duBeren und inneren plexiformen Schicht (IPL, OPL) der Retina kolokalisiert (siche Abb. 4-6).
Gegeniiber dem ubiquitdr exprimierten zytosolischen Phosphoprotein Stathmin werden Stathmin-
like2, Stathmin-like3 und Stathmin-like4 {iberwiegend neuronal exprimiert und koénnen iiber
posttranslationale Anheftung von Palmitoylresten am N-Terminus mit der Membran assoziieren®*>>%.
Auch hier kdnnte die Assoziation von Stathmin-like3 an die Membran durch den zytoplasmatischen
C-Terminus von Synaptophysin, der fiir die Interaktion mit Stathmin-like3 benétigt wird, begiinstigt
werden. Somit konnte der Synaptophysin/Stathmin-Komplex im Zusammenspiel mit dem
Mikrutubulus-Zytoskelett in dem synaptischen Vesikelzyklus involviert sein. Alle Stathmine
beeintrichtigen die Mikrotubulus-Assemblierung durch die Bindung von o/B-Tubuli-Heterodimeren in
einen terndren T,S-Komplex, der durch Phosphorylierung von Stathmin an vier
Phosphorylierungsstellen in seiner Stabilitdt reduziert wird®®**°*®. Clusterin und RasGRF1
interagieren mit Stathmin-like3 und regulieren dabei die neuronale Differenzierung'®~". Ferner wird
Stathmin besonders stark in der Amygdala exprimiert und kontrolliert dort gelernte und angeborene
Angst’'’. Sowohl Synaptophysin als auch Stathmin, Stathmin-likel, Stathmin-like2 und Stathmin-
like3 werden bei der Behandlung von Ratten mit Stimulanzien wie Amphetaminen und Kokain iiber
die Aktivierung des CREB-Transkriptionsfaktors hochreguliert’''"*. In den ersten 24 Stunden nach
Verabreichung konnte fiir Synaptophysin und fiir Stathmin eine Erhéhung der Expression von 20 bis
40% beobachtet werden, wohingegen der Gehalt der beiden Hauptbindungspartner der jeweiligen

312,314 . .
=", Bei einer chronischen

Proteine, Synaptobrevin2 und o-Tubulin, nicht verdndert wurde
Induzierung durch Amphetamine dagegen konnten keine Erhohungen detektiert werden®'.
Beobachtungen bei Stathmin- und Synaptophysin/Synaptogyrinl-Deletion (knock ouf) sprechen ferner
fiir eine Regulierung der synaptischen Plastizitit durch Synaptophysin und Stathmin'***'°. Auch der
Synaptophysin-Bindungspartner Rho GTPase Rnd2, der an der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts
beteiligt ist, wird durch Stimulanzien wie Amphetamine und Kokain hochreguliert®'”.

Da viele Proteine aus dem Lipid-Metabolismus auch in der Reorganisation des Zytoskeletts beteiligt
sind, konnte Synaptophysin als Mediator in einer Lipid-Plattform eine Briicke zwischen diesen

ineinander verzahnten Bereichen bilden.

5.4 Interaktionen der tetraspan vesicle membrane proteins (TVPs)

Tetraspan  vesicle membrane proteins (TVPs) sind Vesikelproteine, die durch vier
Transmembrandoménen und zytoplasmatisch lokalisierte Termini klassifiziert werden. Neben den
Physinen mit Synaptophysin, Synaptoporin, Pantophysin und Mitsugumin29 kodieren die Gyrine
(Synaptogyrinl1-4) und die secretory carrier-associated membrane proteins (SCAMP 1-5) fiir die drei
Genfamilien der TVPs'™. Wegen ihrer charakteristischen Membrantopologie und ihrer

modulatorischen Funktion im synaptischen Vesikelzyklus werden die TVPs ferner den Marvel-
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Proteinen (MAL and related proteins for vesicle trafficking and membrane link) zugeordnet' %17,
Diese zeichnen sich durch vier Transmembrandoménen und zytoplasmatisch lokalisierte Termini aus
und assoziieren hdufig mit speziellen Membran-Mikrodoménen. Neben den TVPs gehoren auch die
Proteine der MAL- und Occulidin-Familie zu den Marvel-Proteinen'**?'%3!7,

In Caenorhabditis elegans existiert von jeder TVP-Familie jeweils nur ein Protein: Synaptophysin
(SPH-1), Synaptogyrin (SNG-1) und SCAMP (SCM-1). Cladogramm-Analysen von Maus- und
C. elegans-TVPs zeigen zwei groBe Phyla: das SCAMP-Phylum und das Physin-Gyrin-Phylum. Dabei
hat Synaptophysin aus C. elegans mehr Ahnlichkeit zum gemeinsamen Vorldufer der Physine und
Gyrine als die Physine der Maus und die Gyrine des C. elegans und die der Maus. Wie auch in den
Sdugern weisen TVPs in C. elegans ein vesikulires Verteilungsmuster auf. Uberraschenderweise zeigt
das in Sdugern neuronal exprimierte Synaptophysin in C. elegans eine intestinale Verteilung'**'>.
Moglicherweise werden die Funktionen von Synaptophysin im Sduger in C. elegans von dem fast

158318319 orcatzt.  Ferner besitzen

ausschlieBlich im Nervensystem lokalisierten Synaptogyrin
Strongylocentrotus purpuratus (Purpurseeigel) und Drosophila melanogaster’™ kein Synaptophysin,
jedoch Synaptogyrin und SCAMP (Strongylocentrotus purpuratus |/ Drosophila melanogaster:
SCAMP GenelD: 759213 / 32470, Gyrin GenelD: 753715 / 36533). Im primitivsten Organismus mit
einem erkennbaren diffusen Nervensystem, in Hydra magnipapillata (Stilwasserpolyp, Cnidaria,), ist
vermutlich nur SCAMP als TVP (dbEST: 31275634) vertreten, wohingegen in Saccharomyces
cerevisiae kein TVP vorhanden ist’*'***. Moglicherweise variierten die Aufgaben der einzelnen TVPs
im Verlauf der Evolution und waren dabei nicht stringent auf eine Genfamilie beschrinkt. Eine
heterophile Interaktion innerhalb der tetraspan vesicle membrane proteins (TVPs) konnte diese
Aussage unterstiitzen.

Innerhalb der tetraspan vesicle membrane proteins (TVPs) wurden homomultimere Strukturen bislang
bei Synaptophysin'®'*"""*!3 " Synaptoporin®**  und SCAMPs******  beobachtet. Heterophile
Interaktionen innerhalb der Physine’”, Gyrine'”” oder SCAMPs waren bislang nur bei SCAMPs**
gezeigt worden. Fine heterophile Interaktion zwischen den drei Genfamilien der TVPs, das heilit
zwischen Physinen und Gyrinen''>""’?*®  Physinen und SCAMPs beziehungsweise Gyrinen und
SCAMPs, konnte noch nicht detektiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals heterophile
Interaktionen zwischen Physin und Gyrin beziehungsweise Physin und SCAMP erfasst.
Synaptogyrin3 ist ein mit dem Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System identifizierter und im FRET
verifizierter Synaptophysin-Bindungspartner (Tab. 4-3, Abb. 4-13), der mit Synaptophysin in den
Synapsen-reichen Schichten der duBleren und inneren plexiformen Schicht der Retina kolokalisiert
(Abb. 4-6). Die Interaktionsstirke zwischen Synaptogyrin3 und Synaptophysin war mit der des
starken, gut charakterisierten Synaptophysin/Synaptobrevin2-Komplexes vergleichbar und konnte wie
dieser Komplex mittels Koimmunpréizipitation sowohl in kotransfizierten HeLa-Zellen (Abb. 4-9) als

auch im Synaptosomen-Lysat von adulten Maiusen (Abb. 4-7; Abb. 4-8) verifiziert werden.

Synaptogyrin3 wird ausschlieBlich neuronal exprimiert und kann zusammen mit Synaptogyrinl in
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denselben synaptischen Vesikeln kolokalisieren. Im Gegensatz zu Synaptogyrinl ist Synaptogyrin3
nicht ubiquitdr im Gehirn verteilt, sondern auf spezifische Areale im Gehirn, wie Hippocampus,
Globus pallidus oder die Pars reticulata der Substantia nigra beschrinkt'’.

Ebenso wie Synaptogyrin3 ist SCAMP1 ein starker, mit dem Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System
identifizierter und im FRET verifizierter Synaptophysin-Bindungspartner (Tab. 4-3, Abb. 4-14), der
auch in den Synapsen-reichen Schichten der duBleren und inneren plexiformen Schicht der Retina mit
Synaptophysin kolokalisiert (Abb. 4-6). SCAMP1 ist wie SCAMPS in synaptischen Vesikeln massiv

325

angereichert’” und vermag mit SCAMP2 einen heterodimeren Komplex zu bilden®”’. Des Weiteren

kann SCAMP1 vermutlich iiber die Bildung einer homopolymeren Fusionspore die Exo- und
Endozytose steuern®>’>*.

Fiir beide heterophile Komplexe, Synaptogyrin3/Synaptophysin und SCAMP1/Synaptophysin, ist der
zytoplasmatische Synaptophysin C-Terminus nicht essentiell (Abb. 4-15). In Anbetracht ihres meist
dhnlichen Expressionsmusters im Gehirn'® und der punktierten Kolokalisierung in der duBeren und
inneren plexiformen Schicht (Abb. 4-6) ist es moglich, dass Physine mit Gyrinen oder SCAMPs in
spezifischen Arealen des Gehirns ausgetauscht werden und so die Neurotransmission je nach Art des
TVP-Komplexes feinregulieren (fine-tuning). Diese Vermutung wird durch vergleichbare Funktionen
von Synaptophysin (Kap. 5.2) und SCAMP2** im Lipid-Metabolismus manifestiert. Ferner wire eine
austauschbare Funktion der TVPs eine mogliche Erklarung fiir den schwachen neuronalen Phanotyp
der TVP-Mutanten'*®**15815%327 ‘qynaptophysin bildet vermutlich eine hexamere Fusionspore, die die
Vesikelfusion und Exozytose initiiert'>>'>*, Wie fiir die Assoziation mit Synaptogyrin3 oder SCAMP1
ist der zytoplasmatische C-Terminus von Synaptophysin fiir diese Oligomerisierung nicht essentiell'>
(Abb. 4-15). Somit wire es denkbar, dass sich die Fusionspore auch aus verschiedenen TVPs bildet.
Zudem konnten alle TVPs, wie fiir Synaptophysin (Kap. 5.2) und SCAMP2*® gezeigt, als
Katalysatoren in einer Lipid-Plattform Reaktionen begiinstigen, indem sie Proteine rekrutieren und
positionieren und auf diese Weise den synaptischen Vesikelzyklus modulieren. Diese universelle

Funktion und die heterophile Interaktion der TVPs stehen im Einklang mit den unterschiedlichen

Expressionen im Verlauf der Evolution.

5.5 Phosphorylierung der tetraspan vesicle membrane proteins (TVPs)

Synaptophysin  ist eines der haupttyrosin-phosphorylierten = Proteine in  synaptischen
Vesikeln'*3*13%13¢ " dessen Phosphorylierung in vivo bislang noch nicht genau untersucht worden
ist'"”. Long-term potentiations (LTPs) sind von Tyrosin-Phosphorylierungen abhéngig"**'*. Zudem ist

die Tyrosin-Phosphorylierung von Synaptophysin wihrend LTPs erhoht'*

und zeigt eine Korrelation
des Phosphorylierungsgrades zur Stimulation'”’. Phosphorylierung kénnte demnach eine zentrale
Funktion von Synaptophysin darstellen. Zahlreiche Proteine des synaptischen Vesikelzyklus werden
durch Phosphorylierung reguliert, wie zum Beispiel Clathrin, Amphiphysin, AP2, AP180, Dynamin,

143

Synaptojanin und Synaptotagmin . Der C-Terminus von Synaptophysin ist in die Interaktion mit
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Arfaptin2, Rho GTPase Rnd2 und Stathmin-like3 involviert (Abb. 4-15). Er vermittelt vermutlich die
transiente Membranassoziation der Proteine, die {iber den Grad seiner Phosphorylierung gesteuert
werden konnte. Fiir die Interaktion von Synaptophysin mit Synaptobrevin2 ist der C-Terminus von
Synaptophysin nicht essentiell (Abb. 4-15), scheint jedoch das Expressionsmuster von Synaptobrevin2
zu beeinflussen''®. Somit konnte der Grad der Tyrosin-Phosphorylierung von Synaptophysin auch das
Expressionsmuster von Synaptobrevin2 regulieren. Neben Synaptophysin werden auch Synaptogyrinl
und Synaptogyrin2 an ihrem zytoplasmatischen C-Terminus durch Src-Kinasen Tyrosin-

136,209

phosphoryliert . Es wird angenommen, dass Synaptogyrin3 im Gegensatz zu Synaptophysin,

Synaptogyrinl und Synaptogyrin2 nicht phosphoryliert wird, jedoch wurde dies noch nicht gezeigt'”’.

Im Verlauf dieser Arbeit konnte mit der SH2- und der dSH2-Doméne der Src-Kinase im FRET eine
Tyrosin-Phosphorylierung des zytoplasmatischen C-Terminus von Synaptophysin detektiert werden
(Abb. 4-17). Die Interaktion war so stark, dass eine Detektion der Phosphorylierung auch mit der
schwicheren SH2-Domine®'®, die fiir die Erfassung von Tyrosin-Phosphorylierung in fokalen

201,202

Kontakten zu schwach war , erfolgen konnte. Die FRET-Effizienz war dabei mit der zwischen

Synaptophysin und Synaptopbrevin2 vergleichbar (Abb. 4-17). Mit der SH2-Mutante R183A, die eine

200fach niedrigere Affinitit zu phosphorylierten Tyrosinen aufweist’’

, konnte eine signifikante
Reduzierung, jedoch keine vollstinde Reduktion des FRET Signals gezeigt werden (Abb. 4-17).
Offensichtlich reicht die grole Anzahl von neun Tyrosinen im zytoplasmatischen C-Terminus von
Synaptophysin noch aus, um ein signifikantes FRET-Signal zu detektieren. Durch die Deletion der
neun Tyrosin-Reste konnte das FRET-Signal jedoch vollstindig aufgehoben werden (Abb. 4-17). Im
Fall von Synaptogyrin3 konnte erstmals eine Tyrosin-Phosphorylierung gezeigt werden, die durch die
SH2-Mutante R183A vollstindig aufgehoben wurde (Abb. 4-17). Die Interaktionsstirke war deutlich
schwicher als die fiir Synaptophysin, jedoch war der Unterschied zur Negativ-Kontrolle fiir die dSH2-
Domine signifikant. Ein wesentlicher Vorteil der angewandten FRET-Methode ist, dass im Gegensatz
zu frilheren Phosphorylierungsanalysen von Physinen und Gyrinen keine Tyrosin-Kinasen
iiberexprimiert ~ werden*®.  Erst durch die  Tyrosin-Kinasen-Uberexpression  konnten
Phosphorylierungen an Physinen und Gyrinen detektiert werden. Dies verdeutlicht die hohe
Sensitivitit der FRET-Methode zur Detektion der Tyrosin-Phosphorylierung. Da die Tyrosin-
Phosphorylierung von Synaptophysin so stark ist, dass sie sich selbst mit der schwachen SH2-Doméne
nachweisen lédsst, und die FRET-Effizienz nur bedingt durch die SH2-Mutante R183A reduziert
wurde, wird Synaptophysin mit groer Wahrscheinlichkeit mehrfach am C-terminalen Ende innerhalb
der Prolin- und Serin-reichen Pentapeptid Wiederholungen, von denen neun mit Tyrosin beginnen,
phosphoryliert. Der Grad der Phosphorylierung konnte dabei die Stirke zu den Interaktionspartnern
regulieren. Da neben den Physinen und Gyrinen auch SCAMPs Tyrosin-phosphoryliert werden™,
konnte der Grad der Phosphorylierung generell bei TVPs die Rekrutierung von Proteinen an die

Membran steuern.
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5.6 Weitere starke Synaptophysin-Bindungspartner und ihre

Funktionen

Neben den bereits unter 5.2, 5.3 und 5.4 beschriebenen Interaktionspartnern von Synaptophysin
konnten im Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System weitere neue Synaptophysin-Bindungspartner
identifiziert werden, die in dem synaptischen Vesikelzyklus involviert sind. Vesicle transport through
interaction with t-SNAREs 1B (Vtilb) war einer der stirksten Interaktionspartner im Split-Ubiquitin
Yeast Two-Hybrid System (Tab. 4-3), der liberwiegend in den Synapsen-reichen Schichten der du3eren
und inneren plexiformen Schicht (IPL, OPL) der Retina mit Synaptophysin kolokalisiert (siche Abb.
4-6). Synaptophysin konnte nicht mit Vtilb koimmunprézipitieren (Abb. 4-8), da vermutlich die
Protein-Protein-Wechselwirkungen von der Integration der beiden Proteine in die Membran abhingig
sind. Der Q-SNARE Vtilb bildet zusammen mit den Q-SNAREs Syntaxin7, Syntaxin8 und dem
R-SNARE Endobrevin einen SNARE-Komplex, der die Fusion im spiten Endosom reguliert’™' .
Ferner konnte eine Lokalisierung von Vtilb auch im frithen Endosom und im trans-Golgi-Netzwerk
detektiert werden®*. Die Gehirn spezifische Splice-Variante von Vtila, das Vtila-p, ist auf
synaptischen Vesikeln lokalisiert, ebenso in geringem Umfang der Synaptophysin-Interaktionspartner
Vti1b"™. Vermutlich sind Vtila-p und Vtilb Bestandteile eines separaten SNARE-Komplexes, der
sich von dem SNARE-Komplex der Exozytose unterscheidet und wahrscheinlich an einem
Fusionsschritt innerhalb des synaptischen Vesikel-Recyclings oder der Biogenese involviert ist'*. In
diesem SNARE-Komplex konnten die mit Vtila interagierenden und auf synaptischen Vesikeln

lokalisierten Proteine VAMP4, Syntaxin6, Syntaxinl6'®***

und Vtilb enthalten sein. Synaptophysin
konnte in diesem Zusammenhang, dhnlich wie bei Synaptobrevin2, die Menge an Vtilb fiir den
SNARE-Komplex regulieren. Ferner wire es moglich, dass Vtilb auch andere SNARE-Komplexe
reguliert, da ein einzelner SNARE auch Bestandteil verschiedener Komplexe sein kann. Das mit Vtilb
verwandte Vtilp der Hefe interagiert zum Beispiel mit t-SNARE Sed5p im cis-Golgi**®, mit t-SNARE
Pep12p im Endosom®*® und mit t-SNARE Vam3p im Lysosom™.

Ein weiterer im Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System identifizierter starker Synaptophysin-
Interaktionspartner ist das in Hefe und C. elegans konservierte Leprot (leptin receptor overlapping
transcript; OB-RGRP). Das Leprot-Gen teilt sich den Promotor und zwei Exons mit dem Leptin-

38340 yon dem selbst sechs Splice-Varianten existieren’'. Zahlreiche intrazellulire

Rezeptor
Signalwege werden durch das Leptin-Hormon gesteuert, die auch an der Regulation der synaptischen
Plastizitit, des Lipid-Metabolismus, des Amyloid-Beta und des Aktin-Zytoskeletts beteiligt sind***~*.
Der Leptin-Rezeptor selbst kann sowohl auf der Pra- als auch auf der Postsynapse exprimiert
werden’”*’. Welche Funktion Leprot und Synaptophysin im Leptin-Signalweg haben konnten, ist
unklar. Mduse mit deletiertem Leptin (knock ouf) zeigen Verdnderungen in der Expression des Leptin-

Rezeptors, wohingegen die Expression von Leprot unverindert bleibt’*’. Es konnte sein, dass Leprot
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im Zusammenspiel mit Synaptophysin auch eine Leptin unabhingige Funktion ausiibt, da in Hefe und

C. elegans zwar Leprot exprimiert wird, jedoch nicht Leptin oder der Leptin-Rezeptor selbst™***,

5.7 Conclusio

Im Split-Ubiquitin Yeast Two-Hybrid System, das einen Interaktions-Screen von Membranproteinen
ermOglicht, konnten bekannte und neue Bindungspartner von Synaptophysin detektiert werden, die mit
dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer und mit Koimmunprézipitation verifiziert wurden. Dabei
konnten erstmals heterophile Interaktionen zwischen Physin und Gyrin beziehungsweise Physin und
SCAMP erfasst werden, die fiir eine universelle Funktion der TVPs sprechen. Sowohl Synaptophysin
als auch SCAMP2 agieren vermutlich als Membrananker, die Proteine des Lipid-Metabolismus in
rdaumliche Néhe zu ihrem Substrat bringen. Sie begiinstigen als Katalysatoren in einer Lipid-Plattform
die Reaktion der Phospholipase D und regulieren deren Feinabstimmung (fine-tuning) durch die
Assoziation mit Regulatoren wie Arf6, Arfaptin2 und Rho GTPase2. Synaptophysin ist durch die
Assoziation mit Zytoskelett-Mediatoren vermutlich an der Regulation des Zytoskeletts in der Synapse
involviert. Zudem sind viele Proteine des Lipid-Metabolismus an der Reorganisation des Zytoskeletts
beteiligt. Somit konnte Synaptophysin als Mediator in einer Lipid-Plattform eine Briicke zwischen
diesen ineinander verzahnten Bereichen bilden. In vielen Féllen wird Synaptophysin, wie bereits bei
den Interaktionspartnern im Lipid-Metabolismus, iiber seinen zytoplasmatischen C-Terminus die
Bindung von Zytoskelett-Mediatoren an die Vesikelmembran erleichtern und nachfolgende
Reaktionen in der Funktion eines Katalysators begiinstigen. Da neben den Physinen und Gyrinen auch
SCAMPs Tyrosin-phosphoryliert werden®’, konnte der Grad der Phosphorylierung generell bei TVPs

die Rekrutierung von Proteinen an die Membran steuern.
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Anhang
7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Name

3“-UTR 3 -nichttranslatierte Region

3-AT 3-Amino-1,2 4-triazol

A Angstrém

Abb. Abbildung

Acadvl Acyl-Coenzgyme A debydrogenase, very long chain
AD Transkriptionsaktivierungsdomine

ade Adenin

AK Antikorper

AP Adapterprotein

ARF ADP-Ribosylierungs-Faktor

Arfaptin2 ADP-ribosylation factor interacting protein 2
ATP Adenosintriphosphat

BD Bindungsdomine

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

Calm1 Calmodulin 1

Calm?2 Calmodulin 2

cDNA Komplementire DNA

CFP Cyan fluorescent protein

CIAP Calf intestine alkaline phosphatase

Cub C-terminale Hilfte des Ubiquitin

Cx32 Connexin32

D4Ertd196e DNA segment, Chr 4, ERATO Doi 196, expressed
DAG Diacylglycerol

ddH,O Doppelt-destilliertes Wasser

d-HDL discoidal high density lipoprotein

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleinsiure

dNTP Deoxyribonukleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

ECFP Enhanced cyan fluorescent protein

ECL Enbanced chemi-luminescence

EYFP Enbanced yellow flnorescent protein

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
FRET-AB Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transter-Acceptor Photobleaching
g Gramm

GAP Rab3 GTPase-activating protein

GDI Rab GDP dissociation inhibitor

GFP Green flnorescent protein
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Abktirzung
Glrx5
Gpsn2
Grina
Gstp2
ot
GTP
HDL
his
HRP
HVA
IF

IPL
1SC
Itm2b
kb
Kenkl
kDa
kW
Leprot

leu

LOC100043703

LPA
LPAAT
LSM
LTPs
M

mc

min
Ndrg4
Ndufal2l
NEM
NGS
Nkain4
nm
NP-40
NSF
Nsgl
Nub
OD
ONPG
OPL
PA
PBS
PC
PCR
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Name

Glutaredoxin5 homolog

Glycoprotein, synaptic 2

Glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-asparate-associated protein 1
Glutathione S-transferase, pi 2

Ziege

Guanosintriphosphat

High density lipoprotein

Histidin

Horse-radish-peroxidase

High voltage activated
Immunfluoreszenz

Innere plexiforme Schicht der Retina
Inter-System-Crossing

Integral membrane protein 2B

Kilobasen

Potassium channel, subfamily K, member 1
Kilodalton

Kilowatt

Leptin receptor overlapping transcript
Leucin

Similar to tumor protein, translationally-controlled 1
Lysophosphatidsaure

Lysophospatidic acid acy! transferase
Laser-Scanning Mikroskop

Long-term potentiations

Molmasse

Maus

Minuten

N-mye downstream regulated gene 4
Ndufal2-like

N-Ethylmaleimid

Normal goat serum

Na+/K+ transporting ATPase interacting 4
Nanometer

Nonident p-40
N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
Neuron specific gene family member 1
N-terminale Hilfte des Ubiquitin
Optische Dichte
o-Nitrophenyl-3-D-galactopyranosid
AuBere plexiforme Schicht der Retina
Phosphatidsaure

Phosphatgepufferte Salzlsung
Phosphatidylcholin

Pobymerase chain reaction

98|Seite



Abktirzung
PFA

Pfnl

PI

PIP

PIP,
PLD

Pltp

Pltp

Ppia
Ppplrl6a
Ppp3rl
PTZ

Q

R

tb

Rgs10
RNA
Rnd2
Rnf10
Rnf41

RT

s

S

SCAMP
SD

SEM

SF

Siah
Slc22a17
SNAP-25
SNARE
SPH
STMN3
STP

Syb2
SYNGR3
Syp

Tab.
Taq-Polymerase
TEMED
Tmem147
Tmem163
tep
t-SNARE
Tspan5
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Name

Paraformaldehyd

Profilin 1

Phosphatidylinositol
Phosphatidylinositol-4-phosphat
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phospholipase D

Phospholipid transfer protein
Phospholipid transfer protein

Peptidylprolyl isomerase A

Protein phosphatase 1, regulatory subunit 16.A
Calcinenrin B, type |

Pentylentetrazol

Guanin

Arginin

Kaninchen

Regulator of G-protein signaling 10
Ribonukleinsdure

Rbo family GTPase Rnd2

Ring finger protein10

Ring finger protein 41

Raumtemperatur

Sekunden

Supernatant

Secretory carvier-associated membrane protein
Synthetic dropont

Standard error of the mean

Starting fraction

E3 Ubiquitin-Protein Ligase

Solute carrier family 22, member 17
Synaptosomal-associated protein of 25 kDa, -SNARE
Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor
Synaptophysin

Stathmin-like3

Short-term potentiation

Synaptobrevin2

Synaptogyrin3

Synaptophysin

Tabelle

Thermophilus aquaticus-Polymerase
Tetramethylethylendiamin
Transmembrane protein 147
Transmembrane protein 163

Tryptophan

Target membrane- soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor

Tetraspanin 5
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Abktirzung
Tusc3
TVP
UBPs
UBPS
Upm

v/v
VAMP2
Vkorcl
v-SNARE
Vtilb
w/v

WB

xg

Y2H

YFP

Anhang

Name

Tumor suppressor candidate 3
Tetraspan vesicle membrane protein
Ubiquitin spezifische Proteasen
Ubiquitin spezifische Proteasen
Umdrehungen pro Minute
Volumen pro Volumen

Vesicle-associated membrane protein 2

Vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1

Vesicular- soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor

Vesicle transport through interaction with +-SINAREs 1B homolog

Gewichtsanteil pro Volumen
Western Blot
Erdbeschleunigung

Yeast Two-Hybrid

Yellow fluorescent protein

7.2 Generierte Konstrukte

Konstrukt Klon-Nr. FP Primer
pCCW-Sph 4040 04-89
pCCW-SUC-Sph 4041 05-44
pCCW-STE-Sph 4042 05-44
pNCW-Sph 4039 05-127
pDL2xN-SCAMP1 4044 05-01
pDL2xN-SUC-SCAMP1 4046 05-110
pDL2xN-STE-SCAMP1 4048 05-112
pDIL2xN-Sph 4043 04-99
pDL2xN-SUC-Sph 4045 05-44
pDL2xN-STE-Sph 4047 05-109
pECFP-N1-STMN3 4051 06-105
pECFP-N1-SYNGR3 4052 06-107
pECFP-N1-Arfaptin2 4053 06-109
pECFP-N1-PLD4 4054 06-111
pECFP-N1-SCAMP1 4056 06-115
pECFP-N1-Rnd2 4057 06-121
pEYFP-SPH (YFP-Sph) 4064 07-06
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RP Primer
05-174
05-175
05-175
05-128
05-177
05-178
05-178
05-176
05-175
05-175
06-106
06-108
06-110
09-112
06-116
06-122
07-07

Restriktion
Xbal

SFil

SFil

Sacll
Xmal/Bsul5I
Sfil

Sfil
BamHI/Bsul5I
Sfil

Sfil
HindITI/BamHI
HindITI/BamHI
HindITI/BamHI
HindIII/BamHI
Nhel/Agel
HindIII/BamHI
BsrGI/Notl
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