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1 Einleitung

1.1 Glutamaterge Neurotransmission

Im Zentralnervensystem (ZNS) ist die Aminosdure L-Glutamat eine der wichtigsten
exzitatorischen Neurotransmitter (Ubersicht bei Fonnum et al. 1984; Ottersen und
Storm-Mathisen 1984; Collingridge und Lester 1989; Headley und Grillner 1990). Glu-
tamat wird in der prasynaptischen Nervenendigung (Terminale) in synaptischen Vesi-
keln gespeichert und bei Erregung in den synaptischen Spalt ausgeschiittet (Ubersicht
bei Siidhof 1995; Augustine et al. 1996; Johannes und Galli 1998; Cousin und Robinson
1999). Glutamat bindet dann an Glutamatrezeptoren der postsynaptischen Membran. Es
gibt unterschiedliche Glutamatrezeptoren (Ubersicht bei Nakanishi et al. 1992; Holl-
mann und Heinemann 1994; Schoepfer et al. 1994; Borges 1998; Ozawa et al. 1998;
Dingledine et al. 1999), die zur Erregungsiibertragung benutzt werden (s.u.). Die Glu-
tamatkonzentration im synaptischen Spalt liegt unter Ruhebedingungen im Bereich von
1-3 uM (Fonum et al. 1984; Shaw et al. 1995) und steigt bei Erregung auf 1-3 mM
(Clements et al. 1992) an. Die Signaltransduktion wird dann beendet, wenn Glutamat
vom Rezeptor dissoziiert. Dies ist dann der Fall, wenn die Glutamatkonzentration unter
die Affinititsgrenze der Rezeptoren abfillt. Ursache hierfiir ist die Entfernung von Glu-
tamat aus dem synaptischen Spalt durch Diffusion und Glutamattransporter (Kanner
und Sharon 1978; Brew und Attwell 1987; Wadiche et al. 1995). Die prizise Kontrolle
des extrazelluldren Glutamatspiegels ist flir eine normale Neurotransmission und den
Schutz von Neuronen vor Exzitotoxizitdt wichtig. Im ZNS sind verschiedene hochaffine
Na'-abhingige Glutamattransporter (s.u.) fiir die Kontrolle des Glutamatspiegels zu-

standig.

1.1.1 Glutamatrezeptoren

Glutamatrezeptoren sind Transmembranproteine, die aus mehreren Proteinuntereinhei-
ten bestehen. Besonders grof3 ist die Dichte von Glutamatrezeptoren in der postsynapti-
schen Membran glutamaterger Synapsen. Prinzipiell kann man aufgrund der

Signaltransduktionsmechanismen zwei Gruppen von Glutamatrezeptoren unterscheiden.

Ionotrope Glutamatrezeptoren sind ligandengesteuerte Kationenkanile, wobei die
Bindungsstelle fiir den Neurotransmitter und der Ionenkanal in einem transmembrané-
ren Makromolekiil vereint sind. Aufgrund ihrer pharmakologischen und elektrophysio-
logischen Eigenschaften werden ionotrope Glutamatrezeptoren in drei Subgruppen un-
terteilt: NMDA-, Kainat- und AMPA-Rezeptoren (Ubersicht bei Nakanishi 1992; Holl-
mann und Heinemann 1994; Kandel et al. 2000).



Einleitung -2-

Diese Rezeptoren bewirken eine direkte und schnelle synaptische Ubertragung. (Holl-
mann und Heinemann, 1994, Dingledine et al. 1999). Es stromen entsprechend ihrem
elektrochemischen Gradienten Na'- und z.T. auch Ca®’- lonen in das Zellinnere, wah-
rend gleichzeitig K'-Ionen aus der Zelle herausstromen. Insgesamt resultiert daraus ein
in das Zellinnere gerichteter lonenstrom, der die Zelle depolarisiert. Deshalb sind alle

ionotropen Glutamatrezeptoren exzitatorisch.

Metabotrope Glutamatrezeptoren sind an G-Proteine gekoppelte Rezeptoren. Bis
jetzt wurden acht verschiedene metabotrope Glutamatrezeptoren (mGluR) identifiziert,
die als mGIuR1 bis 8 bezeichnet wurden (Ubersicht bei Bortolotto und Collingridge
1993; Pin und Duvoisin 1995; Conn und Pin 1997; Michaelis 1998; Kandel et al. 2000).
Im Gegensatz zu den ionotropen Rezeptoren sind bei den metabotropen Rezeptoren an
der Signaltransduktion mehrere Molekiile beteiligt: Rezeptor, G-Proteine und Effektor-
molekiile. Die Aktivierung der G-Proteine fiihrt entweder tiber die Phosphatidylinositol
(IP3)-Calciumkaskade und die Phospholipase C (PLC; vermittelt intrazellulire Ca*" -
Freisetzung) oder iliber die Adenylat-Zyklase-Kaskade zur intrazelluldren Signaltrans-
duktion. Dabei wird Phosphatidylinositol in Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglyce-
rin (DAG) gespalten. DAG verbleibt vorwiegend in der Membran und aktiviert dort die
Proteinkinase C (PKC). Aufgrund der vielgliedrigen Signaltransduktion fithren meta-
botrope Glutamatrezeptoren zu langsameren aber ldnger anhaltenden (Sekunden bis
Minuten) Anderungen der Neurotransmission (Batchelor et al. 1994; Batchelor und
Garthwaite 1997; Tempia et al. 1998).

1.1.2 Glutamattransporter

Fiir die Entfernung des aus dem synaptischen Spalt diffundierten Glutamats sind ho-
chaffine Glutamattransporter verantwortlich. Diese sind vor allem in Gliazellen, insbe-
sondere Astrozyten, lokalisiert, so dass Glutamat vor allem von diesen beseitigt wird.
Das in glutamaterge Neurone aufgenommene Glutamat kann wieder direkt in das
Transmitterreservoir iiberfiihrt werden, wihrend in Astrozyten aufgenommenes Gluta-

mat enzymatisch rasch verindert wird (Ubersicht bei Kugler 1993).

Die Glutamataufnahme durch die Glutamattransporter in Neuronen oder Gliazellen ist
an den elektrochemischen Gradienten von Na” und K™ gekoppelt (Zarangue und Kava-
naugh 1996; Levy et al. 1998). Dabei wird Glutamat zusammen mit drei Na'-Ionen und
einem Proton in die Zelle hineintransportiert und im Gegenzug wird ein K'-Ion aus der
Zelle heraustransportiert. Die Aufrechterhaltung der Na'- und K™ Konzentrationsgra-
dienten wird durch die Na'/K"-ATPase gewihrleistet (Thomas 1972).

Bisher wurden fiinf verschiedene Na' -abhiingige hochaffine Glutamattransporter
(EAATS; Excitatory Amino Acid Transporters 1-5) aus dem ZNS verschiedener Spezies

kloniert, die untereinander eine Homologie von ca. 50 % aufweisen (Kanai et al. 1993;
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Arizza et al. 1997; Grunewald et al. 2002). Dazu gehoren der Glutamat-Aspartat Trans-
porter GLAST (EAATI; Storck et al. 1992), der Glutamattransporter GLT1 (EAAT2;
Pines et al. 1992), EAAC1 (EAAT3; Kanai und Hediger 1992), EAAT4 (Fairman et al.
1995; Yamada et al. 1996) und EAATS (Arriza et al. 1997). Dariiber hinaus wurde eine
GLTI1-Splice-Variante (GLT1v) kloniert (Schmitt et al. 2002; Chen et al. 2002), so dass
GLT]1 unter physiologischen Bedingungen in mindestens zwei Formen vorliegt.

GLTI1, EAACI und GLAST liegen nahezu ubiquitdr im ZNS vor, wihrend EAAT4 vor
allem im Kleinhirn vorkommt und EAATS auf die Retina beschrinkt zu sein scheint
(Danbolt 2001). GLT1 ist der hiufigste gliale (astrozytére) (Danbolt et al. 1990; Pines
et al. 1992; Danbolt et al. 1992; Haugeto et al. 1996; Tanaka et al. 1997; Peghini et al.
1997; Lehre und Danbolt 1998) und EAACI bzw. GLT1v der hdufigste neuronale Glu-
tamattransporter (Conti et al. 1998; Kugler und Schmitt 1999; Schmitt et al. 2002).
Knockoutstudien haben gezeigt, dass 94 % des extrazelluldren Glutamats im Vorderhirn

tiber GLT1 in Astrozyten aufgenommen wird (Tanaka et al. 1997).

Da EAACI1 und GLT1v im Mittelpunkt vorliegender Untersuchung stehen, sollen sie im

Folgenden genauer beschrieben werden.

GLT1v

Regionale, zellulare und subzellulare Verteilung

GLTv wird von Neuronen und nicht-astrozytéren Gliazellen in ZNS und PNS expri-
miert. Dabei ist GLT1v nicht nur in glutamatergen Neuronen z.B. in K&rner- und Pyra-
midenzellen des Hippocampus, sondern auch in GABAergen-Neuronen z.B in Purkinje
Zellen der Kleinhirnrinde lokalisiert (Schmitt et al. 2002; Chen et al. 2002).

Hinsichtlich der zelluldren und subzelluliren Verteilung von GLT1v (Schmitt et al.
2002; Chen et al. 2002) gibt es eine groBe Ubereinstimmung mit dem Glutamattranspor-
ter EAAC1 (Kugler und Schmitt 1999). GLT1v kommt wie EAACI1 neben Neuronen
auch in nicht-astrozytiren Gliazellen vor, d.h. Oligodendrozyten, Ependymzellen, Epi-
thelzellen des Plexus choroideus, Satellitenzellen der Spinalganglien und Schwann-
Zellen (Schmitt et al. 2002). Fiir GLT1v wurde jedoch auch eine astrozytire Lokalisati-
on beschrieben (Chen et al. 2002; Berger et al. 2005).

Subzelluldr kommt GLT1v vor allem zytoplasmatisch und zwar in Vesikeln von Neuro-
nen und Gliazellen vor (Schmitt et al. 2002; Chen et al. 2002). Im Gegensatz dazu ist
der generische GLT1 (GLT1a) in der Zellmembran von Astrozyten lokalisiert (Uber-
sicht bei Danbolt 2001).

In elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde auch eine priasynaptische Lokali-

sation von GLT1v gezeigt (Chen et al. 2002). In Ubereinstimmung hiermit wurde eine
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Anreicherung von GLT1v in prisynaptischen Terminalen von Photorezeptoren nachge-

wiesen (Kugler und Beyer 2003).

Molekulare Struktur

Die GLTI1v-Sequenz hat eine ldngere nicht kodierende 3'-Region (UTR) als der ur-
spriinglich klonierte GLT1 (GLT1a) und einen lingeren Poly(A)-Schwanz. GLT1- und
GLTI1v-cDNAs zeigen eine Homologie im offenen Leseraster von 97 % mit Sequenzva-
riationen am 3’-Ende und sind komplett unterschiedlich in der nicht kodierenden 3'-
Region. Der offene Leserahmen der GLT1v-cDNA kodiert ein Protein mit 562 Amino-
sduren, d.h. dass GLT1v um 11 Aminosédure kiirzer ist als GLT1. Die C-terminalen 11
Aminoséuren sind bei GLT1v und GLT1a vollig different (Schmitt et al. 2002). Die
molekulare Masse von GLT1v betriigt rechnerisch 60,9 kDa. Uber das AusmaB der Gly-
kosylierung von GLT1v ist nichts bekannt. Im Gegensatz zu GLT1v ist GLT1a an zwei
Stellen glykolysiert (Gordon und Kanner 1988; Danbolt et al. 1990; Seal und Amara
1999). Ein wichtiger Befund ist, dass GLT1v am gespleilten 3’-Ende ein PDZ-
Doménen-Bindungsmotiv aufweist (T-C-I; Schmitt et al. 2002).

Bedeutung

Die Bedeutung des Vorhandenseins der alternativ gespleiiten GLT1-Isoformen ist un-
geklirt. Funktionsstudien haben auch gezeigt, dass beide Isoformen dhnliche Glutamat-
Transporteigenschaften haben. Ein wichtiger Unterschied zwischen den beiden GLT1-
Varianten besteht jedoch darin, dass nur GLT1v ein PDZ-Doménen-Bindungsmotiv
besitzt (Schmitt et al. 2002). Es wurde gezeigt, dass C-terminale PDZ-Doméinen-
Bindungsmotive am intrazelluldren Transfer von Proteinen (Ubersicht bei Daw et al.
2000; Torres et al. 2001) und an der korrekten Membranpositionierung beteiligt sind
(Ubersicht bei Danbolt 2001). Eine Translokation der GLT1-Variante (GLT1v) von
Speichervesikeln zur Zellmembran und umgekehrt ist damit denkbar. Dafiir spricht
auch, dass im Yeast Two Hybrid Screen GLT1v mit PICK1 (protein interacting with C
kinase 1) interagiert (Berger et al. 2005). PICK1 ist nicht nur ein Interaktor mit Protein-
kinase C (Staudinger et al. 1995; 1997) sondern auch mit metabotropen und ionotropen
Glutamatrezeptoren (Dev et al. 1999; 2000; Boudin et al. 2000; El Far et al. 2000). Die
Interaktion zwischen GLT1v und PICK1 ist spezifisch und scheint eine Herabregulation
der GLT1-Funktion durch aktivierte Proteinkinase C zu steuern (Lit. bei, Berger et al.
2005).
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EAAC1

Regionale, zellulare und subzellulare Verteilung

EAACI1 wird nicht nur im ZNS sondern auch in peripheren Geweben exprimiert (Kanai
und Hediger 1992; Velaz-Faircloth et al. 1996; Nakayama et al. 1996; Hediger 1999).
Seine Expression im Gehirn ist nicht besonders hoch und regional relativ gleichméaBig
verteilt. Eine etwas stirkere Expression scheint in Hippocampus, Basalganglien und
Bulbus olfactorius vorzuliegen (Conti et al. 1998; Kugler und Schmitt 1999; Utsimi et
al. 2001).

Zelluldir kommt EAACI in glutamatergen und GABAergen Neuronen, z.B. Purkinje-
Zellen des Kleinhirns, (Ubersicht bei Danbolt 2001) aber auch cholinergen und aminer-
gen Neuronen vor (Ubersicht bei Danbolt 2001). Neben Neuronen ist EAAC1 auch in
nicht-astrozytdren Gliazellen lokalisiert (Kugler und Schmitt 1999). EAACI ist in Neu-
ronen vor allem somatodendritisch nachweisbar (Coco et al. 1997; Shashidharan et al.
1997; Conti et al. 1998; He et al. 2000).

Auf subzelluldrer Ebene haben die wenigen ultrastrukturellen Untersuchungen ergeben,
dass EAACI hauptsdchlich postsynaptisch auBBerhalb der Synapse (perisynaptisch) loka-
lisiert ist (Ubersicht bei Danbolt 2001). Es gibt jedoch auch Hinweise auf eine prisy-
naptische Lokalisation (He et al. 2000). Eine andere wichtige Beobachtung ist, dass
EAACI vor allem in zytoplasmatischen Vesikeln von Neuronen nachweisbar ist (Davis
et al. 1998; Kugler und Schmitt 1999).

Molekulare Struktur

Die molekulare Masse von EAACI betrégt ca. 64 kDa. Zur Bildung der Transporterpo-
re soll EAACI Oligomere bilden (Yang und Kilberg 2002). EAACI besitzt acht bis
zehn Transmembrandoménen, die a-helikal angeordnet sind (Kanai und Hediger 1992),
wobei N- und C-Termini intrazelluldr lokalisiert sind. EAAC1 weist in der groBBen ext-
razelluldren hydrophilen Schleife zwischen Transmembrandoméane 3 und 4 Glykosylie-
rungsstellen auf (Conradt et al. 1995; Seal und Amara 1999). Glykosylierung scheint
eine wichtige Rolle fiir die Transporteraktivitit zu spielen (Ferrez-Martinez et al. 1995).
Es wurden mehrere Konsensussequenzen fiir die Phosphorylierung durch Proteinkinase
C (PKC) und A (PKA) nachgewiesen. Auch gibt es eine hoch konservierte Konsensus-
sequenz flir Phosphorylierung durch Proteinkinase C in der ersten intrazelluldren
Schleife von EAACI1 (Kanai und Hediger 1992). Die Phosphorylierung hat fiir die Re-
gulation von EAACI1 Bedeutung (s.u.).
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Regulation

Neben verschiedenen gegenwértig untersuchten Mechanismen, (Trotti 1997a, b; Sims et
al. 2000; Gegelashvili et al. 2000; Lin et al. 2001; Butchbach et al. 2002; Najimi et al.
2002; Canolle et al. 2004; Fournier et al. 2004; Zhu et al. 2005), spielt fiir die Regulati-
on von EAACI1-Aktivitdten vor allem PKC eine wichtige Rolle (s.u.).

Die Mitglieder der PKC-Familie sind monomere 82 kDa gro3e Enzyme, die Serin- und
Threonin-Reste vieler Zielproteinen phosphorylieren und dadurch in verschiedene Sig-
nalwege eingreifen (Ubersicht bei Azzi et al. 1992; Nishizuka et al. 1992; Clemens
1992; Yong 1992; Dekker und Parker 1994).

Die PKC Isozyme liegen als Polypeptide mit einer N-terminalen regulativen Doméne
(20-40kDa) und einer C-terminalen katalytischen Doméne (~45kDa) vor. Im Allgemei-
nen enthalten PKC Isozyme vier konservierte Regionen, nimlich C1-C4. C1 enthilt ein
Cystein-reiches Motiv und bildet die DAG-Bindungsstelle (Newton 1995). In dieser
Region liegt auch eine Pseudosubstratsubdomine, welche das Ziel fiir die PKC-
Autophosphorylierung ist. C2 enthélt die Erkennungstelle fiir saure Lipide und bei man-
chen Isozymen die Ca®" -Bindungsstelle. Die C3- und C4-Regionen entsprechen der
katalytischen Doméne. C3 und C4 bilden die ATP- bzw. Substratsbindungsstelle.

Die PKC-Familie besteht aus drei Gruppen. Die erste Gruppe (klassische PKC) umfasst
drei Mitglieder (o, f und y), die durch Diacylglycerol (DAG) aktiviert werden und Ca*"
als Cofaktor bendtigen. Die Mitglieder der zweiten Gruppe werden als neue PKC be-
zeichnet und bestehen aus vier Mitgliedern (5, €, 8 und n). DAG aktiviert auch diese,
aber sie bendtigen kein Ca®" als Cofaktor. Klassische und neue PKCs werden durch
Phorbolester aktiviert. Die dritte Gruppe (atypische PKC) besteht aus zwei Mitgliedern
(C und 1). Sie bendtigen kein Ca®" und sind gegeniiber DAG und Phorbolester unemp-
findlich (Ubersicht bei Kazanietz et al. 2000; Newton et al. 2001). Die biologische Wer-
tigkeit der einzelnen Mitglieder der PKC-Familie ist iiberwiegend ungeklirt. Einige
Isozyme haben ein iiberlappendes Expressionsmuster, wihrend die Expression anderer
Subtypen auf spezifische Zelltypen und bestimmte Organelle beschriankt ist. Dies weist
darauf hin, dass unterschiedliche Subtypen an der Regulation unterschiedlicher Zell-

funktionen beteiligt sein konnten.

PKC-Aktivierung durch Phorbolester fiihrt zu einer starken Zunahme des EAACI-
vermittelten Glutamattransports. Diese Aktivitdtszunahme wird durch Translokation
von EAACI-haltigen Vesikeln aus dem Zytoplasma in die Zellmembran hervorgerufen.
Dieser Vesikeltransfer kann durch Hemmung von Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-
K) unterbunden werden (Davis et al. 1998). Entsprechende PKC-vermittelte Transloka-
tionen von EAACI1 zur Zelloberflichen wurden vor allem an C6-Gliomazellkulturen
(Ubersicht bei Robinson 2002), aber auch an primiren Neuronenkulturen (Gonzalez et

al. 2002; Guillet et al. 2005) nachgewiesen. Demgegeniiber berichteten Trotti et al.
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(2001), dass die Aktivierung von PKC zu einer Abnahme der EAACI-
Oberflichenexpression in Xenopus laevis Oozyten und in MDCK-Zellen fiihrt. Daraus
lasst sich schlieBen, dass die Richtung des Vesikeltransfers vom untersuchten Zelltyp

abhingt.

Es wurde gezeigt, dass in C6-Gliomazellen und in primidren Neuronenkulturen zwei
PKC-Subtypen EAACI1-Aktivititen beeinflussen konnen (Gonzalez et al. 2002; 2003).
Dabei scheint PKCa die Zunahme der EAAC1-Aktivitdten zu vermitteln, die durch eine
Zunahme der Oberflachenexpression von EAACI bedingt ist. Demgegeniiber scheint
PKCe die EAAC1-Aktivitdt durch einen Mechanismus zu erhohen, der unabhéngig von
der Anderung der Transporterzahl in der Plasmamembran ist, mdglicherweise durch die
Erhohung der katalytischen Effizienz/Turnover-Zahl des Transporters (Gonzalez et al.
2002). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Aktivierung von PKC eine Interaktion zwi-
schen EAAC1 und PKCa fordert. Diese Interaktion ist fiir PKCa spezifisch und wird
durch Bisindolylmaleimid II (ein allgemeiner PKC Inhibitor) und durch G66976 blo-
ckiert (ein Inhibitor klassischer PKC-Isoformen; Gonzalez et al. 2003). Diese PKC-
abhéngige Interaktion zwischen EAACI und PKCa wurde in C6-Gliomazellen und in
Synaptosomen nachgewiesen. Es wurde auch gezeigt, dass PKCa in Lipidrafts lokali-
siert ist (Mineo et al. 1998). Solch eine Interaktion konnte so zur Stabilisierung der
Transporter an der Plasmamembran beitragen. Oberflachenexpression und Riicknahme
von EAACI erfolgen rasch. So wurde geschitzt, dass EAACI in der Plasmamembran
eine Halbwertzeit von 5 bis 7 Minuten hat (Fournier et al. 2004).

Insgesamt ist zu vermuten, dass der Vesikeltransfer durch verschiedene, jedoch mitein-
ander interagierende Signaltransduktionswege geregelt wird (Davis et al. 1998; Robin-
son 2002; Gonzalez et al. 2003). Es gibt Hinweise, dass die G-Proteine gekoppelte
Signaltransduktion, die zur Aktivierung von PKC fiihrt, u.a. durch Aktivierung von pra-
und postsynaptischen metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIluR) vermittelt wird (A-
mara und Fontana 2002). Auf diese Weise konnte bei einer erhohten Glutamatfreiset-
zung und folgender Erregung von mGluRs eine PKC vermittelte Oberflachenexpression
von EAACI erfolgen, die wieder zur verstirkten Riicknahme von Transmitterglutamat
fiihrt.

Bedeutung

Es ist bekannt, dass EAACI1 keine essentielle Bedeutung hinsichtlich der mengenméafi-
gen Aufnahme von Glutamat aus dem extrazelluliren Raum spielt (Rothstein et al.
1996). Diese Aufgabe wird hauptsichlich von den die Neurone umgebenden Gliazellen
erfiillt. EAACI diirfte jedoch bei der Feinabstimmung neuronaler Glutamattransportsys-

teme im adulten Gehirn eine Rolle spielen (Nieoullou et al. 2006).
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EAACI scheint in der Hirnentwicklung als Glutamattransporter wichtig zu sein (Torp et
al. 1994; Furuta et al. 1997). Seine Expression geht der von GLAST und GLT1 wéhrend
der frithen prénatalen Gehirnentwicklung voran, und bleibt nahezu unverandert auch im
adulten Gehirn (Sims und Robinson 1999). In primédren kortikalen Kulturen wurde ge-
zeigt, dass EAACI1 die extrazelluldre Glutamat-Konzentration (Kulturmedium) in frii-
hen Kulturstadien niedrig halten kann, zu einem Zeitpunkt, an dem die glialen Trans-
porter noch nicht leistungsfahig sind (Guillet et al. 2002).

Eine wichtige Bedeutung scheint EAAC1 in GABAergen Neuronen zu haben. Wird bei
diesen der Glutamattransport pharmakologisch inhibiert, fithrt dies zu deutlich reduzier-
ten, GABA-vermittelten mIPSC (miniature inhibitory postsynaptic current) im Hippo-
campus (Mathews und Diamond 2003). Dieser Effekt wird so interpretiert, dass EAACI1
Glutamat fir GABAerge Zellen als Vorldufer fiir die GABA-Synthese zur Verfligung
stellt. Ahnliche Befunde wurden auch am Hippocampus erhoben (Sepkuty et al. 2002).

An Parallelfaser-Synapsen wurde gezeigt, dass die Glutamataufnahme durch neuronale
Transporter die Aktivierung metabotroper Rezeptoren limitiert. Durch die Kontrolle der
mGluRs iiber postsynaptische Glutamattransporter konnte die Langzeitdepression regu-
liert werden (LTD; Brasnjo 2001). Im Hippocampus ist Langzeitpotenzierung (LTP) mit
einer erhohten Glutamataufnahme und einer vermehrten neuronalen Oberflichenexpres-
sion von EAACI verbunden (Levenson 2002). In diesem Zusammenhang wurde ge-
zeigt, dass EAACI fiir die erhohte Glutamataufnahme wiahrend der initialen Phase der
Langzeitpotenzierung (E-LTP) und GLT1 fiir die spitere Phase der Langzeitpotenzie-
rung (L-LTP) verantwortlich sind. Auch wurde beobachtet, dass die Glutamataufnahme
nach LTP-Induktion innerhalb von Minuten zunimmt, und diese Aufnahmeerhdhung fiir

mindestens drei Stunden anhilt (Pita-Almenar et al. 2006).

Neben einer Glutamataufnahme wurde auch gezeigt, dass EAAC1 wegen der hohen
Affinitdt fir Cystein den Neuronen Cystein zur Verfiigung stellen kann (Shanker et al.
2001), das zur Synthese von Glutathion (ein Hauptantioxidans) wichtig ist (Dringen et
al. 2000). An neuronalen Primérkulturen wurde nachgewiesen, dass die Hemmung der
Cysteinaufnahme zur Abnahme der neuronalen Glutathionsynthese fiihrt (Chen und
Swanson 2003; Himi et al. 2003). Die Blockade der Glutathionbiosynthese kann Neuro-
degeneration und neuronalen Zelltod zur Folge haben (Jain et al. 1991; Schulz et al.
2000).
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1.2 Kleinhirn

Das Kleinhirn (Cerebellum) dient der Koordination und Feinabstimmung der Motorik

und ist fiir die Regulation des Muskeltonus zustindig (Morton und Bastian 2004).

In der Kleinhirnrinde kommen mindestens 6 verschiedene Neurontypen vor. Neben
Korb-, Stern-, Golgi-, monodendritischen und Purkinjezellen sind Kornerzellen zahlen-
miBig am hiufigsten (Ubersicht bei Chan-Palay und Palay 1987; Altman und Bayer
1997). Im Kleinhirn des Menschen sind ca. 10,9 x 10'® K6rnerzellen enthalten (Ander-
sen et al. 2003), wodurch die Kleinhirnrinde deutlich mehr Neurone als die GroBhirn-
rinde enthilt (Pakkenberg und Gundersen 1997).

Die Kleinhirnrinde weist eine Gliederung in drei Schichten auf (Ubersicht bei Chan-
Palay und Palay 1987): eine dulere Molekularschicht (Str. moleculare), eine mittlere
Purkinje-Zellschicht (Str. purkinjense) und eine innere Kornerzellschicht (Str. granulo-
sum). In der zellarmen Molekularschicht befinden sich die Axone der glutamatergen
Kornerzellen (sog. Parallelfasern) und die reichverzweigten Dendritenbdume der GA-
BAergen Purkinje-Zellen. Die Parallelfasern bilden mit ihren Varikosititen exzitatori-
sche Synapsen mit den dendritischen Dornen (Spines) der Purkinjezellen aus. In der
Molekularschicht kommen auch die GABAergen, Korb- und Sternzellen vor. Sie sind
Interneurone mit inhibitorischer Wirkung auf die Purkinje-Zellen. Im Str. purkinjense
sind die Perikarya der Purkinje-Zellen und im Str. granulosum die sehr kleinen, dicht
gelagerten Kornerzellen und die deutlich groeren und selteneren Golgi-Zellen lokali-
siert. Die Axone der Purkinje-Zellen bilden die alleinigen Efferenzen der Kleinhirnrinde
(Ubersicht bei Llinas 1981). Im Str. granulosum kommen glomeruli cerebellares vor.
Sie sind kleine zellfreie Areale, in deren Zentrum sich die Moosfaserterminale befinden.
Mit den Moosfaserterminalen bilden Dendriten von benachbarten Kornerzellen und

auch von Golgi-Zellen Synapsen aus.

Afferenzen aus verschiedenen ZNS-Gebieten erreichen die Kleinhirnrinde im Wesentli-
chen iiber zwei exzitatorische Fasersysteme, die Kletter- und die Moosfasern. Die glu-
tamatergen Kletterfasern terminieren an den Stammdendriten der Purkinje-Zellen, wih-
rend die glutamaterge Moosfasern (s.0.) exzitatorische Synapsen mit den Kornerzell-
dendriten ausbilden (s.o0.). Die Kornerzellen wiederum erregen mit ihren Parallelfasern

die Purkinje-Zellen (s.0.).

1.2.1 Zerebelldare Kornerzellkulturen

Die Entwicklung des Kleinhirns erfolgt deutlich spiter als die des GroBhirns. So haben
morphologische Untersuchungen am Kleinhirn der Ratte gezeigt, dass Purkinje-Zellen

zwischen Embryonaltag 13 und 16, Golgi-Zellen zwischen Embryonaltag 19 und
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Postnataltag 8 entstehen (Altman und Bayer 1997, Hatten und Heintz 1995, Zhang und
Goldman 1996a, b) und Kornerzellen, Korb-, und Sternzellen im wesentlichen erst
postnatal differenzieren. Dadurch ist das postnatale Kleinhirn zur Herstellung neurona-

ler Primédrkulturen geeignet.

Primédre Zellkulturen des postnatalen Kleinhirns (meist zwischen Postnataltag 4 und 8
angelegt) enthalten mehr als 90 % glutamaterge Kornerzellen (Thangnipon et al. 1983;
Kingsbury et al. 1985) und eine kleine Population von GABAergen Neuronen (Schous-
boe et al. 1989; Sonnewald et al. 2004) und Gliazellen (Thangnipon et al. 1983). Nach
4-5 Tage in Kultur zeigen die meisten Kdrnerzellen (78 %) die Morphologie von multi-
polaren Neuronen, die denen in situ dhnlich sind (Powell et al. 1997; Zmuda und Rivas
1998). Kornerzellkulturen sind ein etabliertes und gut charakterisiertes neuronales Pri-
markultursystem, das zum Studium verschiedener Hirnfunktionen verwendet wurde
(Altman 1982; Gallo et al. 1987; Burgoyne und Cambray-Deakin 1988; Balazs et al.
1988b; Cox et al. 1990; Balazs et al. 1992; D’Mello et al. 1993; Galli et al. 1995; Dar-
gent et al. 1996; Tanabe et al. 1998; Guerini et al. 1999; Padmanabhan et al. 1999).

Die kultivierten Kornerzellen besitzen reich verzweigte Neuriten mit vielen unterschied-
lich groBen Varikosititen. Die Varikositdten enthalten Anhdufungen von Vesikeln und
liegen préasynaptisch zu Dendriten, vermutlich von Kornerzellen (Anelli et al. 2000).
Obwohl die meisten dieser Vesikeln recycelbar sind und vermutlich dquivalent zu den
synaptischen Vesikeln sind (Marxen et al. 1999), wurden sie als synaptische Vesikel
dhnliche Vesikel (SVV) bezeichnet, da die Neuriten von Kornerzellen in Kultur keine

morphologisch typischen Synapsen untereinander ausbilden (Urakubo et al. 2003).

Hohe Kalium-Konzentrationen (z.B. 25 mM KCl), die zu einer chronischen Depolarisa-
tion fithren, sind fiir das lidngerfristige Uberleben von Ké&rnerzellen in Kultur wichtig
(Lasher und Zagon 1972; Levi et al. 1984; Gallo et al. 1987; Balazs et al. 1988a). Kor-
nerzellen iiberleben unter physiologischen Kaliumkonzentrationen (5 mM KCl) 5 bis 6
Tage bei stetiger Abnahme der Zellzahl, wéahrend bei chronischer Depolarisation deut-
lich mehr Kornerzellen fiir mehrere Wochen iiberleben. Eine chronische Depolarisation
von Kérnerzellen in Kultur verursacht einen anhaltenden Ca**-Einstorm durch span-
nungsabhingige Ca’"-Kanile. Erhhtes zytosolisches Ca®" aktiviert Ca*"/Calmodulin-
abhingige Proteinkinasen, die schlieBlich das Uberleben der Kérnerzellen sichern (Gal-
lo et al. 1987; Connor et al. 1987; Kingsbury und Balazs 1987; Baléazs et al. 1988a;
1989; Becherer et al. 1997). Die fiir das Uberleben von kultivierten Kornerzellen wich-
tigen Dauerdepolarisationen sollen die in situ durch Moosfasern ausgeldsten Erregun-
gen imitieren (Gallo et al. 1987; Balazs et al. 1988a; Hack et al. 1993).

Von Bedeutung ist weiterhin, dass in Kleinhirnkulturen die meisten PKC-Isoformen

nachweisbar sind und dass eine Phorbolester-Behandlung eine Translokation von allen
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klassischen und neuen PKC-Isoformen aus dem Zytoplasma in die Zellmembran verur-
sacht (Popp et al. 20006).

1.3 Fragestellung

Untersuchungen iiber Translokation und Oberflaichenexpression von EAACI liegen in
der Literatur bereits vor (Davis et al. 1998; Trotti et al. 2001; Robinson 2002; Gonzalez
et al. 2002; Guillet 2005). Die Bedeutung der PKC fiir die Zelloberflichenexpression
von EAAC1 wurde an C6-Gliomazellen bzw. an primiren kortikalen Neuronen gezeigt
(Davis et al. 1998; Gonzalez et al. 2002; Guillet 2005). Biotinilierungs- und Immunblot-
Experimente ergaben dabei, dass die Oberflichenexpression von EAACI durch PKC-
Aktivierung mittels Phorbolester zunimmt und nach PKC-Inhibition mittels Bisindo-
lylmaleimid II, G66976 oder Staurosporin abnimmt (Davis et al. 1998; Gonzalez et al.
2002; Guillet et al. 2005).

Da eine dhnliche zelluldre und subzelluldre Verteilung von GLT1v wie bei EAACI vor-
liegt und zudem GLTI1v ein PDZ-Doménen-Bindungsmotiv aufweist, sollte in der vor-
liegenden Untersuchung herausgefunden werden, ob die GLT1v-Oberfldchenexpression
dhnlich reguliert wird wie die von EAACI1. Hierfiir wurden Kornerzellkulturen aus der
Maus verwendet und der Einfluss der PKC-Aktivierung und -Inhibition auf die subzel-
luldre Verteilung von GLT1v untersucht. Als Methoden wurden Immunfluoreszenzmik-
roskopie, Biotinilierungs- und quantitative Westernblot-Methoden eingesetzt. Zum Ver-
gleich erfolgte mit denselben Methoden der Nachweis von EAACI.

Eine weitere Zielsetzung war, herauszufinden, ob der elektrophysiologische Status der
Kornerzellen eine Bedeutung fiir eine mogliche PKC-vermittelte Oberfldchenexpression
von GLT1v und EAACI hat. Hierzu wurden Kornerzellen unter chronischer Depolari-
sation (27 mM KCI) und ohne Aktivierung (5 mM KCI) kultiviert und miteinander ver-
glichen.

AulBlerdem sollte mittels Preembedding-Immungold-Elektronenmikroskopie herausge-
funden werden, ob Kornerzellen des adulten Kleinhirns der Maus eine dhnliche Vertei-
lung von GLT1v und EAACI aufweisen wie in Kultur.



Material und Methoden -12 -

2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Tiere

Zur Kultivierung primédrer zerebelldrer Kornerzellen wurden 244 fiinf bis sieben Tage
alte C57BL/6 Miuse eigener Zucht verwendet Die Tiere wurden bei 21° C Raumtempe-
ratur, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50-60 % sowie einem zwolfstiindigem Hell-
Dunkel-Wechsel gehalten. Die Elterntiere hatten freien Zugang zu Trinkwasser und
Standardfutter (Ssniff, Soest).

2.1.2 Vorbereitung der Deckglaser und Kulturgefale

Die Deckgldser wurden fiir mindestens 12 Stunden in 100 % Ethanol in eine Kiivette
eingestellt und anschlieBend mit Priazisionswischtiichern (Kimberly Clark) trocken ge-
wischt. AnschlieBend wurden sie fiir 5 Stunden im Sterilisator sterilisiert. Fiir die Im-
munfluoreszenzmikroskopie wurden 22 x 22 mm grof3e Deckglidser (Marienfeld, Lauda-
Konigshofen) in eine 35 mm Petrischale (Greiner, Frickenhausen) und fiir die Biotini-
lierungsexperimente runde (Durchmesser 32 mm) Deckgldser (H. Saur, Reutlingen) in
eine 6-Well-Platte (Greiner) gelegt. Die Deckgldser wurden dann zur besseren Haftung
der Zellen mit 10 pg/ml Poly-L-Lysin-Losung (Sigma, Steinheim) fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur beschichtet. AnschlieBend wurde die Poly-L-Lysin-Lésung entfernt
und die Kulturgefale zweimal jeweils 20 Min. mit 2 ml sterilem PBS (phosphate buffe-
red saline: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPOy, 1,5 mM KH,PO4 pH 7.,4)
gespiilt. Die Deckgléser wurden kurz vor dem Ausplattieren der Zellen mit 2ml Kultur-

medium (s.u.) gespiilt.

2.1.3 Praparation der Kleinhirne und Anlegen der Zellkultur

Primire zerebelldre Kornerzellkulturen der Maus wurden mit geringen Modifikationen
nach der Methode von Wilkin et al. (1976) und Dutton et al. (1981) durchgefiihrt.

Bei der Priaparation und fiir die Kultur wurden folgende Losungen verwendet.
Losungen
Losung 1: 120 M NaCl

5 mM KCl

1,2 mM KH,PO4
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Losung 2:

Losung 3:

Losung 4:

Losung 5:

Kulturmedium

25 mM NaHCO;

14 mM D-Glukose

Phenolrot (eine Spatelspitze)

3 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA; Sigma)
1,2 mM MgSOy (Sigma)

0,25 mg/ml Trypsin (Typ I, Sigma)

ad Losung 1

12,8 ng/ml DNAse I (Sigma)

83 pg/ml soybean Trypsin Inhibitor (Sigma)
ad Losung 1

80 png/ml DNAse I

0,52 mg/ml soybean Trypsin Inhibitor

1,5 mM MgSO;4

ad Losung 1

1,2 mM MgSO4

0,1 mM CaCl, (Sigma)

ad Losung 1

Basal Eagle’s Medium (BME: Biochrom, Berlin)

10 % (v/v) Fetales Kélberserum (FCS; Biochrom)

2 mM Glutamin (Sigma)

100 pg/ml Gentamycin (Sigma)

Kleinhirnpriparation

Die 5-6 Tage alten Mduse wurden dekapitiert und die Kopfe mit 70 % Ethanol abge-
spritzt. Nachdem die Schidelkalotte seitlich aufgeschnitten und das Gehirn freiprépa-
riert worden waren,
Die Kleinhirne wurden in eine Petrischale mit Losung 1 iiberfiihrt. AnschlieBend wur-

den Meningen und anhaftende Blutgefdle entfernt. Die weiteren Préparationsschritte

wurde das Kleinhirn mit einer feinen, gebogenen Pinzette entfernt.

wurden auf der Sterilbank durchgefiihrt.
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Die Kleinhirne wurden mit einem Skalpell zerkleinert, mit 10 ml Lésung 1 in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen iiberflihrt und fiir 3 Min. bei 900 U/min (Heracus Minifuge 1.0)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Das Pellet wurde mit 7 ml
Losung 2 (Trypsin) tiberschichtet, aufgeschiittelt, in eine 6 cm Petrischale iiberfiihrt und
13 Min. bei 37° C in einem Brutschrank inkubiert. Es folgten die Zugabe von 7 ml L&-
sung 3 und eine Zentrifugation der Préparation (3 Min. bei 900 U/min).

Der Uberstand wurde verworfen und auf das Pellet wurden 2 ml Losung 4 (DNAse 1
und Trypsininhibitor) pipettiert. Die Gewebepridparation wurde darauthin mit einer-
Pasteurpipette mechanisch dissoziiert (Trituration). Die scharfe Schnittkante an der

Offnung der Pasteurpipette wurde vorher mit einem Bunsenbrenner rundgeschmolzen.

Bei der Trituration wurden die Gewebestiicke langsam zehnmal in die Pasteurpipette
gesogen und wieder ausgeblasen. Nach zehnmintitiger Wartezeit, in der sich noch nicht
dissoziierte Gewebeteile am Boden absetzen, wurde der Uberstand in ein Zentrifugen-
rohrchen tiberfiihrt. Zur Dissoziation des Bodensatzes wurde die beschriebene Triturati-

on noch einmal wiederholt.

Zur Zellsuspension (gesammelte Uberstinde) wurden 3 ml Losung 5 (Calcium-
Magnesium) gegeben und fiir 10 Min. bei 900 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de verworfen und das Zellsediment wurde in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und
mit einer rundgeschmolzenen Pasteurpipette (s.0.) resuspendiert. AnschlieBend wurde
die Zellzahl pro ml bestimmt. Die Zahlung von den Zellkernen erfolgte mit einer gingi-

gen Zahlmethode in der Neubauer-Kammer.
Anlegen der Zellkulturen

Die Zellsuspension wurde auf die 35 mm Petrischalen bzw. 6-Well-Platten (s.0.) so ver-
teilt, dass eine Zahl von 90.000 Zellen/cm?® bzw. 170.000 Zellen/ cm? resultierte.

Die Zellen wurden im Brutschrank unter Begasung mit 5 % CO, und 100 % Luftfeuch-
tigkeit bei 37° C kultiviert. Um eine Gliaproliferation zu unterbinden, wurde den Kultu-
ren 10 uM Cytosine-Arabinofuranoside/HCI (Sigma) 24 Stunden nach dem Ausplattie-
ren der Zellen zugesetzt. Es erfolgte kein weiterer Medienwechsel. Die Kulturen wur-

den nach einer Kultivierungsdauer von 4 bis 6 Tagen fiir die Kulturversuche verwendet.

2.1.4 Kulturversuche

Die ruhenden Kornerzellen wurden in einem Kulturmedium mit 5 mM Kalium kulti-
viert, wiahrend die chronisch depolarisierten Kornerzellen mit 27 mM Kalium (Endkon-

zentration) kultiviert wurden. Fiir PKC-Experimente wurden beide Kulturtypen benutzt.

Der PKC-Aktivator Phorbol-Myrastat-Acetat (PMA; Sigma) und der PKC Inhibitor
Staurosporin (Calbiochem; Darmstadt) wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma)
gelost. Die Kulturen wurden nach Zugabe von 100 nM PMA oder 1 uM Staurosporin
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zum Kulturmedium fir eine halbe Stunde bei 37° C inkubiert. Zur Kontrolle wurden
Kulturen nur mit DMSO behandelt. Die DMSO-Endkonzentration im Kulturmedium

betrug 0.1% (v/v).

2.2 Immunfluoreszenzmikroskopie

2.2.1 Antikorper

Folgende Primirantikorper wurden verwendet:

EAACT:

GLTl1v:

GLAST:

VGLUT], 2:

Es handelte sich um einen Peptidantikdrper gegen den Glutamat-
transporter EAACI1, der im Kaninchen hergestellt worden war
(Kugler und Schmitt 1999). Die zur Immunisierung verwendete Pep-
tidsequenz lautet: I-V-N-P-F-A-L-E-P-T-I-L-D-N-E-D-S-D-T-K
(Kanai und Hediger 1992; Kanai et al. 1995). Das Immunserum wur-
de 1:100 verdiinnt.

Der Peptidantikorper gegen den Glutamattransporter GLT1v war im
Kaninchen hergestellt worden (Schmitt et al. 2002). Die zur Immuni-
sierung verwendete Peptidsequenz lautet: K-V-P-F-P-F-L-D-I-E-T-
C-I (Schmitt et al. 2002). Das Immunserum wurde 1:100 verdiinnt.

Der Peptidantikorper gegen den Glutamattransporter GLAST war im
Kaninchen hergestellt worden (Schmitt et al. 1997). Die zur Immuni-
sierung verwendete Peptidsequenz lautet: Q-L-I-A-Q-D-N-E-P-E-K-
P-V-A-D-S-E-T-K (Storck et al. 1992; Lehre et al. 1995). Der affini-

tatsgereinigte Peptidantikorper wurde 1:100 verdiinnt.

Die polyklonalen Antikérper gegen vesikuldre Glutamattransporter
VGLUTI und 2 stammten aus dem Meerschweinchen und wurden von
der Firma Chemicon (Hotheim) bezogen. VGLUT1 und 2 sind Memb-
ranproteine synaptischer Vesikel glutamaterger Terminale (u.a. Taka-
mori et al. 2000; Bai et al. 2001; Fremeau et al. 2001). Die Antikorper
wurden 1:5000 verdiinnt.
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GAP43: Der gegen das Growth-Associated Protein 43 (Sigma) gerichtete An-
tikdrper war ein monoklonaler Antikdrper aus der Maus (Jacobson et
al., 1986; Meiri et al., 1991). GAP43 ist neuronenspezifisch und in
den Zellmembranen von Perikarya und Fortsitzen lokalisiert (Burry
etal. 1991). Der Antikérper wurde in einer Verdiinnung von 1:200

verwendet.

Synaptophysin: Ein monoklonaler Antikdrper aus der Maus gegen Synaptophysin
wurde von der Firma Sigma bezogen. Synaptophysin ist ein Memb-
ranprotein synaptischer Vesikel (Jahn et al., 1985; Wiedenmann
1985). Der Antikorper wurde 1:100 verdiinnt.

NeuN: NeuN (Neuronal Nuclei) ist ein neuronales Protein in iiberwiegend
nukleédrer Lokalisation. Seine Expression im Kleinhirn ist auf Kor-
nerzellen beschrankt (Weyer und Schilling 2003). Es wurde ein mo-
noklonaler Maus-Antikorper gegen NeuN (Chemicon) in einer Ver-

diinnung von 1:100 benutzt.

PKC (a, B,y):  Der gegen die Proteinkinase C (a-, -, y-Untereinheiten) (Chemicon)
gerichtete Antikdrper war ein monoklonaler Antikdrper aus der

Maus. Der Antikorper wurde 1:100 verdiinnt.

Folgende Sekundérantikorper wurden verwendet:

Sekundire Antikorper, an die Indocarbocyanin (Cy3, rot) bzw. an die Carbocyanin
(Cy2, griin) gekoppelt war, wurden von der Firma Dianova (Hamburg) bezogen. Die
Seren stammten aus der Ziege und waren gegen die Primdrantikérper aus Maus, Kanin-

chen oder Meerschweinchen gerichtet.

Die Verdiinnungen der sekundiren Antikorper waren: Anti-Kaninchen IgG-Cy3: 1:800;
Anti-Maus IgG-Cy2: 1:200; Anti-Meerschwein IgG-Cy2 1:400.

Die Spezifitit von Antikorpern, die fiir die Immunzytochemie benutzt wurden, wurde
mittels Westernblot-Analyse (s.u.) an der Lysat-Fraktion (Kontroll-Lysate; s.u.) iiber-
priift. Als Positivkontrolle diente der Nachweis von EAAC1, GLT1v und GLAST am
Kleinhirnhomogenat aus der Maus (Kugler und Schmitt 1999; Schmitt et al., 2002).
Die Negativkontrollen erfolgten ohne Primédrantikdrper und ergaben keine positive Im-

munreaktion (Abb. 3.1, s. Ergebnisse).
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2.2.2 Fixierung

Die Kultur-Deckgldser wurden mit PBS gespiilt und 5 Min. in Methanol bei -20°C fi-
xiert. AnschlieBend wurden sie dreimal 1 Min. mit PBS gespiilt. Damit sich die Anti-
korperlosung auf den Deckglisern gleichmiBig verteilen konnte, wurden die Deckgléser
in 0.05 % (v/v) Tween 20 (Sigma) in PBS eingetaucht und sofort fiir die weitere Inku-
bation verwendet.

2.2.3 Inkubation mit Antikorpern

Alle Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt, um eine Aus-
trocknung zu verhindern. Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 0.1 % (v/v) BSA-c
(Rinderserumalbumin, Biotrend, Kdln), 10 % (v/v) normalem Ziegenserum (NGS; Sig-
ma) und 0.05 % (v/v) Tween 20 in PBS fiir 2 h bei Raumtemperatur geblockt. Fiir den
gleichzeitigen Nachweis zweier Antigene wurde eine Doppelimmunfluoreszenz durch-
gefiihrt. Dazu wurden die Antikdrperlésungen vom ersten und zweiten Antikorper in
den angegebenen Verdiinnungen (s.0.) zusammenpipettiert. Die Inkubation mit primé-
ren Antikdrpern erfolgte fiir 24-72 h bei 4° C. Anschliefend wurden die Antikorperlo-
sung verworfen und die Deckglédser dreimal 5 Min. mit PBS gespiilt ( zur Beseitigung
nicht gebundener Antikorper). Die Inkubation mit einem entsprechenden sekundiren
Antikdrper (s.o.) erfolgte flir 45 Min. bei Raumtemperatur. Danach wurden die Deck-
gldser dreimal 5 Min. mit PBS gespiilt und kurz in A. bidest. eingetaucht. Zuletzt wur-
den die Préparate mit 1 % (w/v) n-Propylgallat (3,4,5-Trihydroxybenzolsdure n-
propylesther: Fluka, Berlin) in 60 % iger (v/v) Glycerinlosung auf Objekttriger mon-
tiert. N-Propylgallat verzogert nach Giloh und Sedat (1982) das Ausbleichen der Pripa-

rate durch kurzwelliges Licht.

2.2.4 Mikroskopieren

Die Beobachtung und die Aufnahmen der Priparate erfolgten mit einem konfokalen
Laserscanning Mikroskop (LSM 510 bei Zeiss, Oberkochen). Der Vorteil der konfoka-
len Lichtmikroskopie (Abb 2.1) besteht darin, dass das von einer Probe emittierte Licht
aus einer einzigen Ebene gesammelt werden kann. Eine zur Fokusebene konjugiert an-
geordnete Lochblende (Pinhole) sorgt dafiir, dass sdmtliches nicht aus dieser Ebene
stammende Licht vom Detektor nicht erfasst wird. Der durch punkt- und zeilenweises
Abtasten mit einem Laserstrahl erzeugte optische Schnitt ist eine kontrastreiche, in x-,

y- und z-Achse hochaufgeldste Abbildung der Probe.
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Abb. 2.1: Strahlengang des Anregungs- und Emissionslichtes im konfokalen Laser Scan-
ning Mikroskop. Die konfokale Blende (Pinhole) ermdglicht die Erzeugung von optischen

Schnitten, indem sie Fluoreszenzsignale aus nichtfokusierten Ebenen ausblendet.

Am LSM wurden die Zellen mit einem 63 x / 1.4 Oil Plan-Apochromat-Objektiv op-
tisch mit 1 oder 0,5 pm Schrittweiten beobachtet und digital aufgenommen. Die Anre-
gung von Cy2 (griin) erfolgte bei 488nm (Ar-Laser, 30mW nominale Ausgangsleistung,
Pinhole = 130 pm) und die von Cy3 (rot) bei 543nm (HeNe-Laser, | mW nominale
Ausgangsleistung, Pinhole = 130um). Fluoreszenzsignale beider Wellenldngen wurden
simultan aufgenommen [AOTF (akusto-optischer Filter), jeweils 50%]. Die Bilder wur-
den mit dem Software System Zeiss LSM Image Browser Version 3.1.0.99 dargestellt
und digital gespeichert.

2.3 Immunelektronmikroskopie

Fiir die Untersuchung der Lokalisation von EAACI und GLT1v in der Kleinhirnrinde
der adulten Maus auf ultrastruktureller Ebene wurde die Immunelektronmikroskopie
mittels Preembedding-Technik eingesetzt.

Im Folgenden werden nur die optimalen Nachweisbedingungen beschrieben. In Vorver-
suchen wurden verschiedene Fixanskonzentrationen und Kombinationen [4 % Formal-
dehyd, 2 % (w/v) Formaldehyd oder 2 % (w/v) Formaldehyd mit 0,1 % (v/v) Glutaral-
dehyd oder 4 % (w/v) Formaldehyd und 15 % gesittigter Pikrinséure in 0,1 M Phospat-
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puffer (pH 7,2) mit 0,05 % (v/v) Glutaraldehyd (Somogyi und Takagi 1982)], die Ge-
friersubstitution und auch die Postembedding-Technik getestet. Die dabei erzielten Er-
gebnisse waren den im Folgenden beschriebenen Preembedding-Ergebnissen unterle-

gen.

2.3.1 Perfundieren der Tiere

Um eine optimale Strukturerhaltung des Gewebes zu gewihrleisten, wurden die Mause
perfusionsfixiert. Die Miuse wurden mit Ather narkotisiert und dann auf einem Opera-
tionstisch fixiert. AnschlieBend wurde der Brustkorb gedftnet, das Herz aus dem Herz-
beutel freipriapariert und die Tiere iiber eine in den linken Herzventrikel eingefiihrte
Kaniile perfundiert. Die Tiere wurden erst mit einer physiologischen Kochsalzlosung
(0.9 % w/v NaCl in PBS) vorgespiilt, um das Blut auszuwaschen. Zur Vermeidung von
Thrombenbildung wurden 1,333 g/ml Ligemin N25.000 (Hoffmann-LaRoche, Gren-
zach-Wyhlen) der Kochsalzlosung zugegeben. Nach der Vorspiilung folgte die Fixie-
rung, indem 2 Fixationslosungen mit unterschiedlichem pH (s.u.) nacheinander durch
das Gefdflsystem der Tiere gespiilt wurden. Bei dieser Fixation handelte es sich um die
sog. Doppel-pH-Methode (Berod et al. 1981; Liposits et al. 1986).

Doppel pH-Methode

Fixans 1 4 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA; Appli-
chem, Darmstadt) in 0,2 % (w/v) Natri-
umacetat, pH 6.5 fiir 10 Min.

Fixans 2 4 % PFA (w/v) in 0,1 M Natriumkarbo-
nat/bikarbonat pH 11 und

0,02 % (v/v) Glutaraldehyd (Roth, Karls-
ruhe) fiir 15 Min.

Nach der Perfusionsfixation wurden die Tiere eine Stunde mit dem inkorporierten Fi-
xans belassen (Nachfixation in situ). Die Tiere wurden dann dekapitiert und die Kopf-
haut, das Schiadeldach und die Hirnhdute entfernt. Das Gehirn wurde mit einem Spatel
nach Durchtrennung der Hirnnerven von der Schidelbasis gelost. Das abgetrennte
Kleinhirn wurde anschliefend fiir 2 h bei Raumtemperatur in Fixans 2 ohne Glutaralde-

hyd postfixiert. Nach der Postfixation wurde das Kleinhirn mehrmals in PBS gespiilt.
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2.3.2 Vibratomschnitte

Mit Hilfe des Vibratoms Leica VT 1000S (Leica, Bensheim) wurden 50 um dicke fron-
tale Kleinhirnschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden anschlieend in einer kryopro-
tektiven Losung bei -40° C fiir die weiteren Inkubationen aufbewahrt oder sofort ver-

wendet.
Kryoprotektive Losung: 30 % (v/v) Ethylenglykol
25 % (v/v) Glycerin in 0,05 M PB

2.3.3 Preembedding

Alle im Folgenden beschriebenen Inkubationen erfolgten als flottierende Inkubation der
Vibratomschnitte in 12-Well-Platten.

Folgenden Lésungen und Antikdrper wurden verwendet:

Losungen
Blockldsung: 0,01 M PBS
5 % (v/v) Normales Ziegenserum (NGS)
Inkubationslésung: 0,1 % (w/v) BSA-c (von Aurion; Bio-
trend, Koln)
1 % NGS (v/v)
0,05 % (w/v) Natriumazid
Priméarantikorper
anti-EAACI1-Immunserum vom Kanin- 1:250 oder 1 : 500
chen:
Affinitatsgereinigter anti-EAAC1- ca. 5 pg/ml
Antikorper (Kugler und Schmitt 1999):
anti-GLT1v Immunserum vom Kanin- 1:250 oder 1 : 500
chen:
Affinititsgereinigter anti-GLT1v- ca. 5 pg/ml

Antikorper (Schmitt et al. 2002):
Sekundarantikorper

Anti-Kaninchen goldmarkierter Antikor- 1:80
per Ultrasmall (von Aurion; Biotrend,
Ko6ln)
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Durchfiihrung

Nach mehrmaligem Spiilen wurden die Vibratomschnitte mit 0,1 % (w/v) Natrium-
borhydrid (Serva, Heidelberg) in PBS fiir 30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert, um
Aldehyd-Gruppen zu inaktivieren. AnschlieBend wurden die Schnitte dreimal in PBS
gespiilt. Zur Reduktion unspezifischer Bindungen wurden die Gewebeschnitte 1 h bei
Raumtemperatur in der Blocklosung inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit den
affinititsgereinigten Primdrantikorpern bzw. Immunseren, die mit der Inkubationslo-
sung verdiinnt wurden. Um Kontaminationen der Priparate zu vermeiden, wurde 0,05
% (w/v) Natriumazid zugegeben. Die Schnitte wurden 72 h bei 4° C auf dem Schiittler
bei niedriger Frequenz inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte sechsmal 10 Min.
in PBS gespiilt und mit dem Sekundirantikdrper, der mit der Inkubationsldsung ver-

diinnt wurde, fiir weitere 48 h inkubiert.
Als Negativkontrolle diente die Inkubation ohne Primérantikdrper.

Nach den Antikorperinkubationen wurden die Schnitte sechsmal 10 Min. in der Inkuba-
tionslosung und zweimal 10 Min. in PBS gespiilt. AnschlieBend wurden die Schnitte in
2 % (v/v) Glutaraldehyd postfixiert und danach viermal 10 Min. mit A. bidest. gespiilt.
Die in den Vibratomschnitten gebundenen Goldkdrner wurden zum einen fiir die licht-
mikroskopischen Beobachtung und zum anderen fiir die Elektronenmikroskopie mit
dem R-Gent SE-EM Versilberungskit (von Aurion; Biotrend, Koln) verstérkt.

Die Entwicklung der Reaktion wurde lichtmikroskopisch beobachtet und der Zeitpunkt
einer sichtbaren Immunreaktion (nach ca. 2 h) ermittelt. Die Versilberung der Schnitte
fiir die Elektronenmikroskopie erfolgte entsprechend dieser Zeitvorgabe, aber zur Ver-
meidung iibergroBer Silberaggregate ca. 30 Min. kiirzer (insgesamt ca. 90 Min.). Die
Schnitte wurden dann viermal in A. bidest. gespiilt, 1 h mit 1 % Osmiumtetroxid (OsOy:
Roth, Karlsruhe) geldst in PBS im Dunkeln postfixiert und dann dreimal 15 Min. mit
PBS gespiilt. Anschlieend erfolgte die Entwésserung des Gewebes in der aufsteigen-
den Alkoholreihe: 30-, 50-, 70-, 80-, 90-, 96- und zweimal 100%igem Ethanol jeweils
fiir 5 Minuten. Dann wurden die Schnitte fiir 2 x 30 Min. in Propylenoxid (Roth, Karls-
ruhe) und iiber Nacht in Propylenoxid / Epon-Glycidether (Serva, Heidelberg) im Ver-
héltnis 1:1 inkubiert. AbschlieBend erfolgte die Infiltration mit Epon 4 h bei Raumtem-

peratur.

Nach der Infiltration wurden die Schnitte zwischen zwei Aclarfolien (Plano, Wetzlar)
auf einer Teflonplatte ausgebreitet und mit Gewichten beschwert (Flacheinbettung). In
einem Inkubator erfolgte bei 60° C fiir 24 h die Kunstharzpolymerisation. Eine Folie
wurde dann entfernt und aus den Pridparaten unter stereomikroskopischer Kontrolle
kleine, gut angefarbte Regionen mit Hilfe einer Federschere ausgeschnitten. Diese wur-

den auf einen Epon-Leerblock mit Epon aufgeblockt und nochmals fiir 24 h polymeri-
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siert. Die Reihenfolge im Blockpriparat war von oben nach unten: Aclarfolie - Schnitt -
Leerblock.

2.3.4 Herstellung von Ultradiinnschnitten

Nach der Einbettung wurde mit einer Rasierklinge ein pyramidenférmiger Block ge-
trimmt und dieser in einen speziellen Préparatehalter eingespannt. Mit einem Ultra-
mikrotom (Ultracut E; Reichert-Jung, Wien, Osterreich) (bestiickt mit einem Glasmes-
ser) wurden die oberfldchlichen 4 pm des Blocks abgetragen und verworfen, um die
oberfldchlich gebundenen unspezifischen Silberaggregate zu entfernen. Dann wurde ein
0,5 um dicker Semidiinnschnitt auf einen Objekttrager aufgezogen und mit Methy-
lenblau geférbt, bei 60° C getrocknet und ein geeignetes Areal der Kleinhirnrinde licht-
mikroskopisch ermittelt. Dieses Areal wurde dann unter der Stereolupe mit einer Ra-
sierklinge aus dem Block getrimmt. Danach wurden mit einem Diamantmesser (Druk-
ker, Miinchen) Ultradiinnschnitte hergestellt.

Die Schnittdicke wurde anhand der Interferenzfarben der Schnitte auf der Wasserober-
fliche des Schnittauffangtroges ermittelt (Peachey, 1958; Bachmann und Sitte, 1959).
Es wurden silbergldnzende Ultradiinnschnitte verwendet, was einer mittleren Dicke von
ca. 70 nm entspricht. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Toluol-Dampf gegléttet und
dann mit einem Haarpinsel auf mit Formvar (Plano, Wetzlar) beschichteten 100 Mesh

Nickelnetzchen (Typ: Athene New 100, Plano, Wetzlar) aufgezogen und luftgetrocknet.

2.3.5 Kontrastierung der Ultradiinnschnitte
Die Kontrastierung erfolgte mit Uranylazetat und Bleizitrat.
Losungen

2 % (w/v) Uranylazetat (Electron Microscopy Science, Miinchen) wurde in 50 % (v/v)
Ethanol gelost.

0,3 % (w/v) Bleizitrat (Fluka, Berlin) wurde in 9 ml A. bidest. (frisch abgekocht) und
1 ml 1 N NaOH gelost.

Beide Losungen wurden vor Gebrauch 5 Min. mit der Tischzentrifuge bei hochster Stu-

fe zentrifugiert.
Durchfiihrung

Die Netzchen wurden auf eine mit Parafilm bedeckte Keramikplatte gelegt, mit einem
Tropfen 2 % (w/v) Uranylazetat-Losung bedeckt, zum Lichtschutz mit einem Metall-
deckel wird abgedeckt und fiir 20 Min. inkubiert. Dann wurden die Netzchen einmal in

50 % (v/v) Ethanol und viermal in A. bidest. gespiilt. Im nédchsten Schritt wurden Na-
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OH-Platzchen (Roth) auf der Keramikplatte unter dem Metalldeckel verteilt, um Nie-
derschldge von Natriumcarbonat zu vermeiden. Dann wurde 0,3 % (w/v) Bleizitratlo-
sung auf den Parafilm aufgetropft und die Netzchen fiir 7 Min. mit der Schnittseite auf
die Losungstropfen aufgelegt. Riickstinde wurden mit A. bidest abgespiilt und die Netz-
chen in einer Gridbox (Plano) 15 Min. luftgetrocknet.

2.3.6 Elektronenmikroskopische Auswertung

Die ultrastrukturellen Studien wurden mit dem Elektronenmikroskop LEO 912 AB
(Zeiss, Oberkochen) durchgefiihrt. Die Priparate wurden mit 20.000- bis 63.000-facher
Vergroflerung bei 80 kV ausgewertet. Die Aufnahmen erfolgten mit der eingebauten

Planfilmkamera mit automatischer Belichtungssteuerung. Die Planfilmkamera war mit
Kodak SO 163-Filme bestiickt.

2.4 Biotinilierung

Die Biotinilierungsexperimente wurden mit einer Methode nach Robinson (persénliche
Mitteilung), Davis et al. (1998) bzw. Gonzalez et al. (2002) mit geringen Modifikatio-
nen durchgefiihrt.

Prinzip

Sulfo-NHS-SS-Biotin (Abb. 2.2) ist ein durch Thiole spaltbares, mit Aminogruppen
reaktives Biotinilierungsreagenz. Es enthilt einen Spacerarm, um eine sterische Behin-
derung der Avidinbindung zu vermeiden. Dieses sulfonierte NHS-Biotin kann Zell-
membranen nicht permeieren und ist deshalb fiir eine spezifische Markierung von ober-
flichlichen Proteinen der Zellmembran geeignet. Dabei reagiert es bevorzugt mit der -
Aminogruppe von Lysin der Membranproteine und bildet mit diesen ein stabiles Pro-
dukt.

An das Biotin der biotinilierte Proteine bindet angebotenes Avidin, das an Sepharose-
beads gekoppelt ist. Nach Lyse der Zelle konnen die an die Beads gebundenen Memb-
ranproteine durch Zentrifugation gewonnen werden (Abb. 2.3). Schlielich werden die
Membranproteine durch Thiole von den Biotin-Avidin-Beads gespalten und stehen fiir

eine weitere Aufarbeitung zur Verfiigung.
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Abb. 2.2: Sulfo-NHS-SS-Biotin-Reaktion mit der Lysin-Aminogruppe eines Proteins. Die

e-Aminogruppe reagiert mit NHS-Ester und dabei wird Sulfo-NHS als Nebenprodukt freige-
setzt.
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Abb. 2.3: Prinzip der Affinititsreinigung von biotinilierten Plasmamembranproteinen mit
Avidin-Beads. Impermeables Biotinilierungsreagenz biotiniliert Proteine der Plasmamembran
(1). Nach der Biotinilierung werden die Zellen lysiert (2) und das Zelllysat wird zentrifugiert
(3), um Zellkerne und groBlere Fragmente vom Lysat zu trennen. Die biotinilierten Zellmemb-
ranproteine werden durch Avidin beschichtete Sepharose-Beads gebunden und durch Zentrifu-
gation von der Zytosolfraktion getrennt (4). Um Zytosolreste von dem Beadkomplex zu beseiti-
gen werden sie mit hoch konzentriertem Salzpuffer (5) und danach mit Waschpuffer (6) gewa-
schen. Biotin-Avidin-Beads-Komplexe werden dann durch Spaltung von S-S Briicken mittels
SDS-Probenpuffer von dem Membranprotein getrennt (7) (Abb. 2.3 modifiziert nach Zhao et al.
2004).
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Losungen

Losung 1 (PBS Ca®"/Mg™):

Losung 2 (Biotin):

Losung 3 (Glycin):
Losung 4 [Radioimmunprizipitations-
proben-(RIPA) Puffer mit Protease-

Inhibitoren]:

138 mM NacCl

2,7 mM KCl

1,5 mM KH,PO,

9,6 mM NaH PO,

1 mM MgCl, (Merck, Darmstadt)

0,1 mM CaCl, (Sigma)

pH 7,3

Img/ml Sulfo-NHS-SS-Biotin (Perbio Sci-

ence, Bonn) in Losung 1
100 mM Glycin in Losung 1
150 mM NaCl

1 mM EDTA

100 mM Tris-HC1

Zum Aufldsen erhitzen, abkiihlen lassen und dann pH 7,4 einstellen und die folgenden

Bestandteile zugeben:

Losung 5 (4 X SDS-Probenpufter):

1 % (w/v) Triton-X-100

1 % (w/v) Natriumdeoxycholate

0,1 % (w/v) SDS

1 pg/ml Leupeptin (Applichem, Darmstadt)
1 pg/ml Aprotonin (Applichem)

1 uM Pepstatin (Applichem)

1 mg/ml Trypsin-Inhibitor (Fluka, Stein-
heim)

1 mM Iodoacetamid (Sigma)

250 uM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluo-
rid; Roth, Karlsruhe)

8 % (w/v) SDS

240 mM Tris pH 6.8

0,08 % (w/v) Bromphenolblau
40 % (v/v) Glycerin

4 % (w/v) Betamercaptoethanol (frisch

zugeben)
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Losung 6 (Salz-Waschpuffer): 0,1 % (w/v) Triton-X
500 mM NacCl
5 mM EDTA
50 mM Tris
pH 7,5

Losung 7 (Waschpuffer): 50 mM Tris
pH 7,5

Losung 8 (2 X SDS-Probenpuffer): 4 % (w/v) SDS
120 mM Tris pH 6.8
0,04 % (w/v) Bromphenolblau
20 % (v/v) Glycerin

2 % (w/v) Betamercaptoethanol (frisch

zugeben)

Durchfiihrung

Nach den Kulturversuchen (s.0.) wurden die 6 Well-Platten auf Eis verbracht und die
Kulturen zweimal mit eiskalter Losung 1 (PBS Ca®>*/Mg®*, 2 ml pro Well) gespiilt. Da-
nach wurden sie mit Losung 2 (Biotin, 750 ul pro Well) fiir 30 Min. auf einem Schiittler
bei 4° C (Kiihlraum) inkubiert. Nach Absaugen der Biotinlésung wurde zweimal mit
Losung 3 (Glycin) gespiilt und der Biotinilierungsvorgang mit Losung 3 (2 ml pro Well)
fiir 20 Min. bei 4° C (Kiihlraum) auf dem Schiittler gestoppt.

Nach Verwerfen der Losung 3 wurden die Kulturen zweimal mit Losung 1 (PBS
Ca”**/Mg”") gespiilt. AnschlieBend erfolgte die Zelllyse mit Losung 4 (RIPA-Puffer mit
Proteaseinhibitoren, 170ul/well) fiir eine Stunde bei 4° C. Die Zelllysate (ca. 1 ml pro
6-Well-Platte) wurden dann mit einem Zellschaber (Greiner) abgeschabt und in einem
Reaktionsgefa (1.5 ml Eppendorf Cap) gesammelt. Die Zelllysate wurden bei 16.300 g
20 Min. bei 4° C zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5417 R). Ca. 600 pul des Uberstan-
des wurden fiir die Inkubation mit Avidin-Beads verwendet (s.u.). Weitere 300 pl Uber-
stand von jeder Probe wurden mit 300 pl (gleiche Volumenmenge) Losung 5
(4 X SDS) versetzt. Der so behandelte Uberstand wurde portioniert und als Lysatfrakti-
on eingefroren und bis zur weiteren Bearbeitung bei -40° C gelagert.

Fiir die weitere Bearbeitung der Lysate wurden zunichst 300 pl UltraLink Immobilized
Monomeric Avidin-Beads-Suspension (Perbio Science, Bonn) in einem Reaktionsgefdf3

fiir 5 Min. bei 16.300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und auf das Avi-
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din-Bead-Pellet wurden 300 pl Zelllysat gegeben. Die Zelllysat Avidin-Beads-
Suspension wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei
4° C unter Bewegung inkubiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Inkubation 24
Stunden nicht iiberschreitet, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. AnschlieBend
wurde die Suspension fiir 15 Min. bei 16.300 g zentrifugiert.

Vom Uberstand wurde 200 pl in ein Reaktionsgefi aufgenommen und mit der gleichen
Volumenmenge (200 ul) Losung 5 (4 X SDS) versetzt. Der so behandelte Uberstand
wurde portioniert und als Zytosolfraktion eingefroren und bis zur Weiterverarbeitung
bei -40° C gelagert. Das Avidin-Beads-Pellet wurde in 1 ml PBS mit 0.05 % (v/v)
Tween 20 resuspendiert und fiir 5 Min. bei 16.300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet zweimal mit Losung 6 (Salz-Waschpuffer, 1 ml) und einmal
mit Losung 7 (Waschpuffer, 1 ml) gewaschen und zentrifugiert. Nach den Waschschrit-
ten wurde das Avidin-Beads-Pellet mit 600 pl Losung 8 (2 X SDS) versetzt und fiir 10
Min. bei Raumtemperatur und fiir 30 Min. bei 37° C unter Bewegung inkubiert. Diese
Inkubation fiihrte zur Ablosung der Beads durch Spaltung der SS- Briicke zwischen
Aminogruppen von Membranproteinen und Biotinmolekiil (s.0.). Die Beadsuspension
wurde dann fiir 5 Min. bei 16.300 g zentrifugiert. Der beadfreie Uberstand wurde porti-
oniert und als biotinilierte Membranfraktion eingefroren und bis zur Weiterverarbeitung
bei -40° C gelagert. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4° C duchgefiihrt.

Im letzten Waschschritt wurde mittels Westernblot (s.u.) weder GLT1v- noch EAACI1-
Immunreaktion nachgewiesen (Abb. 2.4).
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Abb. 2.4: Die Westernblot-Analysen (10 % SDS-PAGE) zeigen einen EAAC1-Nachweis in
Lysat-, Zytosol- und Membran-Fraktion von Kdrnerzellen (DMSO behandelt; Kontrolle) nach
den Biotinilierungsexperimenten und in den Waschlosungen nach dem Waschen der Avidin-
Beads-Pellets. Lysat-, Zytosol- und Membran-Fraktionen zeigen eine starke EAACI-
Immunreaktivitidt. Der Waschschritt mit PBS/Tween zeigt eine schwache Immunreaktivitét fiir
EAACI1, wihrend die letzten beiden Waschschritte keine Immunreaktion fiir EAAC1 mehr
aufweisen. Das anti-EAAC1 Antiserum wurde 1:1000 verdiinnt. Bei den Fraktionen wurden

gleiche Proteinmengen (3 pg) und fiir die Waschschritte wurden gleiche Volumen aufgetragen.
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2.5 Proteinbestimmung mit Amidoschwarz
Prinzip

Diese Methode (Dieckmann-Schuppert und Schnittler 1997) erlaubt eine genaue Prote-
inbestimmung auch in Anwesenheit von hohen Konzentrationen an Detergentien oder
Salzen, d.h. auch im SDS-Probenpuffer geloste Proteine konnen verwendet werden.
Amidoschwarz ist ein Azofarbstoff, der sich an Polypeptidketten anlagert. Der Farbstoff
bleibt auch nach Ausfillung der Proteine mit einer Methanol-Essigsdure-Losung an die-
se gebunden. Die Menge an gebundenem Farbstoff und damit an Protein ldsst sich pho-
tometrisch bestimmen. Als Standard dienten BSA-Ldsungen mit bekannten Mengen an
BSA. Wie auch bei anderen farberischen Proteinnachweisen muss darauf jedoch geach-

tet werden, dass die Proteinbestimmungen im linearen Bereich der Eichkurve erfolgen.

Losungen
Férbelosung: 2,5 g Amidoschwarz

225 ml Methanol

225 ml A. bidest.

50 ml 100 % (v/v) Essigsdure
Entfarbeldsung: 237,5 ml Methanol

237,5 ml A. bidest.

25 ml 100 % (v/v) Essigsdure
Lyselosung: 10 g Trichloressigsdure

80 ml 100 % (v/v) Ameisensiure

10 ml 100 % (v/v) Essigsdure
Durchfithrung

Zuerst wurde eine Zelluloseazetatfolie (Sartorius, Gottingen) in 1 cm® groBe Felder auf-
geteilt und mit zwei Metallklammern beweglich aufgehdngt. Von den in SDS-
Probenpuffer geldsten Proben (Zelllysat, Zytosol- und Membranfraktion s.0.) wurden je
10 pl auf die Felder aufgetragen. In gleicher Weise wurden auch 10 pul BSA-Standard
(0,625 pg bis 20 pg in SDS-Probenpuffer) aufgetragen. Nach der Probenbeschichtung
wurden die Folien trocken gefohnt und anschlie8end fiir 10 Min. in die Féarbelosung auf
einen Schiittler iiberfiihrt. Die Folien wurden dann in die Entfarbeldsung verbracht. Da-
bei wurde der Hintergrund der Folie wieder entfiarbt, wihrend die Proteinbanden den
Farbstoff gebunden hielten. Die Zelluloseazetatfolien wurden aus der Entfirbeldsung

entnommen und mit einem Fon getrocknet. Die Felder wurden dann geschnitten und in
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1.5 ml Reaktionsgefia3e gelegt. Nach Zugabe von 1 ml Lyselésung und 30 Min. Inkuba-
tion im 50° C Wasserbad 16ste sich die Zelluloseazetatfolie vollstindig auf. Abschlie-
Bend wurden die Extinktion der Probe bei 620 nm mit einem Photometer gemessen und
mittels Eichgerade der BSA-Standards die Proteinkonzentration berechnet. Vor dem

Westernblot wurde die Proteinmenge fiir jede Fraktion bestimmt.

2.6 Westernblot-Analyse

Die Glutamattransporter EAAC1 und GLTI1v wurden in Lysat-, Zytosol- und Zell-

membranfraktionen (s.o.) mittels Westernblot nachgewiesen.

2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Pro Kulturexperiment wurde jeweils eine Doppelbestimmung der SDS-PAGE durchge-
fiihrt.

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer relativen Molekiilmasse erfolgte unter dena-
turierenden Bedingungen in SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970). Die Protein-
proben wurden mit den vertikalen Elektrophorese-Gelsystemen der Firma Biorad (Miin-
chen) analysiert. Es wurden Gele mit einer Acrylamid-Konzentration von 10 % (w/v)
im Trenngel und 5 % (w/v) im Sammelgel verwendet. Die Dicke der Gele betrug 1 mm,

die Liange des Sammelgels ca. 8 mm und die Lange des Trenngels 7 cm.

Die im Probenpuffer enthaltenen Proteine (s.0.) wurden zunéchst 2 Min. bei 95° C im
Heizblock denaturiert und anschlieend mit einer Hamilton-Spritze in die Geltaschen
gefiillt. Aufgetragen wurde jeweils 3 pug Protein. Zusétzlich wurde ein Proteinstandard

(Fermentas, Leon-Rot) mitgefiihrt.

Fiir die Sammlung der Proteine im Sammelgel wurde eine Spannung von 80 V angelegt,

die Trennung der Proteine im Trenngel erfolgte bei einer Spannung von 200 V.

Losungen
Sammelgel: 5% (w/v) Acrylamid
125 mM Tris pH 6.8
0,1 % (v/w) SDS
1 mg/ml APS
3 ul/ml TEMED
Trenngel: 10 % (w/v) Acrylamid

375 mM Tris pH 8.8
0,1 % (w/v) SDS
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1 mg/ml APS

1,5 ul/ml TEMED
Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris-HCI1 pH 8.3

192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

2.6.2 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran
(Hybond-C extra; Amersham, Braunschweig) iiberfiihrt (Towbin et al. 1979). Der
Transfer erfolgt fiir 3h in einer mit Transferpuffer gefiillten Mini Trans-Blot-Kammer
(Biorad) bei 100 mA. Um den Erfolg des Transfers von Proteinen aus dem Acrylamid-
gel auf die Nitrozellulosemembran zu iiberpriifen, wurde die Membran mit Ponceau S
gefarbt (Salinovich und Montelaro, 1986). Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden
wurde iiberschiissiges Ponceau durch Spiilen der Membranen mit A. bidest. entfernt.

SchlieBlich wurden die Membranen mit PBS vollstindig entfarbt.

Losungen
Transblotpuffer: 25 mM Tris

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol
Ponceau S: 0,5 % (w/v) Ponceau S

3 % (w/v) Trichloressigsdure

2.6.3 Immundetektion spezifischer Proteinbanden

Freie Proteinbindungsstellen auf der Nitrocellulose wurden 3 h bei Raumtemperatur mit
5 % (w/v) Magermilch in PBS abgesittigt. Die Membranen wurden iiber Nacht mit den
entsprechenden primiren Antikorpern (s.u.) geldst in Magermilch bei 4° C auf dem
Schiittler inkubiert. Ungebundene Antikorper wurden durch dreimaliges Spiilen der
Membranen fiir je 5 Min. bei Raumtemperatur in PBS/ 0,05 % (w/v) Tween entfernt.
Dann wurden die Membranen 90 Min. bei Raumtemperatur auf dem Schiittler mit dem
sekunddren Antikorper (s.u.) inkubiert. An die sekundiren Antikérper war HRP (horse-
radish-peroxidase) gekoppelt. AnschlieBend wurden die Membranen dreimal 10 Min.
bei Raumtemperatur in PBS/ 0,05 % (w/v) Tween gespiilt und fiir den Chemoluminis-

zenz-Nachweis verwendet.
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Primére Antikorper:

anti-GLT1v- Immunserum:: 1:1500
anti-EAAC1-Immunserum: 1:1000
Sekundire Antikorperverdiinnungen:

anti-Kaninchen IgG HRP (Biorad): 1:3000

Als Negativkontrolle wurde der Priméirantikdrper weggelassen.

2.6.4 Nachweis der Sekundarantikorper mit der Chemoluminiszenz-
Methode

Prinzip

Die HRP-konjugierten Sekundirantikérper wurden mit Hilfe der ECL-Methode (enhan-
ced chemiluminescence; Whitehead et al., 1979) in den Nitrozellulosemembranen nach-
gewiesen. Bei der Chemoluminiszenz-Methode handelt es sich um eine licht-
emittierende Reaktion: Die durch HPR vermittelte Wasserstoffperoxid-Katalyse fiihrt
zur Oxidation von Luminol. Dies fiihrt zur Anregung von Elektronen. Kehren die Elekt-
ronen in ithren Grundzustand zuriick, so geben sie Energie im Bereich des sichtbaren
Spektrums ab. Die Lichtemission erfolgt bei 428 nm, wodurch eine Schwirzung eines

photographischen Films erfolgt.

Losungen

ECL-Losung 1: 2,5 mM Luminol in DMSO geldst
0,4 mM p-Coumaric-Acid in DMSO gelost
100 mM Tris-HCI (pH 8.5)

ECL-Ldsung 2: 0,02 % (v/v) H,O,

100 mM Tris-HCI (pH 8,5)

Mischung von ECL-Losung 1 und ECL-Ldsung 2 im Verhéltnis 1 : 1

Rontgenentwickler: LX 24 (Kodak, iiber Hartenstein)
Rontgenfixierbad: A L4 (Kodak)
Durchfiihrung

Die Nitrozellulosemembranen (s.0.) wurden fiir 1 Min. in die ECL-Losung gegeben,
anschlieBend in eine Filmkasette verbracht und mit Klarsichtfolie bedeckt. Darauf wur-
de ein Rontgenfilm gelegt, und die Kasette wurde verschlossen. Die Exposition des
Rontgenfilms (Hyperfilm™ ECL, Amersham, Braunschweig) erfolgte fiir 10 s, 30 s und
1 Min.. Der Rontgenfilm wurde dann entwickelt, fixiert und nach dem Trocknen aus-

gewertet.
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2.6.5 Auswertung der Westernblots und statistische Analyse

Die Rontgenfilme wurden digital gescannt. Diese digitalen Aufnahmen wurden dann
mit Hilfe des Grauwert-Analyse-Programms ,,nih image analysis software® (Image J,
Version 1.62) quantifiziert. Hierzu wurde erst die Flache, die ausgewertet werden sollte,
mit einem rechteckigen Messfeld-Werkzeug markiert (Abb. 2.5). Danach wurde die

Grauwertintensitit der markierten Fldche und des Rontgenfilmhintergrunds gemessen.

Ll ';Z;. L C £ Abb. 2.5:  Auswertungsprinzip  von
,i i ! 3 ]3 Westernblots. Die Westernblot-Analysen

v — e | wurden als Doppelbestimmungen durchge-

filhrt. 1= erste Bestimmung, 2= zweite Be-

° ' o0 £ ° _ _
stimmung, 3= Hintergrundmessung, 4= ge-

- . messene Gasamtfldche einer Probe

L= Lysat-, C= Zytosol-, Z= Membranfraktion

Fiir die Auswertungen der Westernblots wurde auf Folgendes geachtet (Abb. 2.5):

- Es wurden immer Doppelbestimmungen jeder Probe auf dem gleichen Westernblot
durchgefiihrt.

- Die ermittelten Grauwerte wurden auf die pro Spur aufgetragene Proteinmenge (3

ug Protein) bezogen.

- Die Grauwerte des Rontgenfilmhintergrunds wurden bestimmt und von den Grau-

werten der Proteinbanden abgezogen.

- Die Absolutwerte der Grauwertanalyse wurden in Prozentwerte umgerechnet.
Hierbei wurden die Kontrolle -Werte (DMSO behandelte Kulturen) gleich 100 %

gesetzt.

Der Mann Whitney U-Test (zweiseitig) wurde fiir die Analyse der Messergebnisse ver-

wendet. (Signifikanzniveau von p < 0,05).

Anzahl der Experimente, die durchgefiihrt und mit dem Mann Whitney U-Test analy-

siert wurden:

5 mM Kalium im Medium 27 mM Kalium im Medium
EAAC1 n=11 n=38
GLT1v n=6 n=7
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3 Ergebnisse

3.1 Zellanalysen an zerebellaren Primarkulturen

3.1.1 Spezifitatskontrolle der in der Immunzytochemie verwendeten
Antikorper

Die Spezifitit von Antikdrpern, die fiir die Immunzytochemie benutzt wurden, wurde
mittels Westernblot-Analyse an der Lysat-Fraktion (Kontroll-Lysate) iiberpriift (fiir die
Westernblot-Analyse und Lysat-Fraktion s. Material u. Methoden). Als Positivkontrolle
diente der Nachweis von EAACI1, GLT1v und GLAST am Kleinhirnhomogenat aus der
Maus (Kugler und Schmitt 1999; Schmitt et al., 2002). Die molekularen Massen von
Antigenen, die durch diese Westernblots nachgewiesen wurden, entsprechen denen des
Herstellers oder den in der Literatur angegebenen Werten (Abb. 3.1). Negativkontrollen

erfolgten ohne Primédrantikdrper und ergaben keine positive Immunreaktion.
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Abb. 3.1: Spezifititskontrolle der in der Immunzytochemie verwendeten Antikérper. Fiir
den Westernblot (10 % SDS-PAGE) wurde die Lysat-Fraktion von Kornerzellkulturen (DMSO
behandelt; Kontrolle) oder das 100.000 g Pellet vom Kleinhirnhomogenat aus der Maus ver-
wendet. Die Menge des aufgetragenen Proteins pro Spur wurde in pug Protein am Ende der Spu-
ren vermerkt. Die folgenden Antikorperverdiinnungen wurden verwendet: monoklonaler anti-
NeuN Antikérper 1:500; monoklonaler anti-GAP43 Antikdrper 1:400; monoklonaler anti-
Synaptophysin (Synap) Antikorper 1:400; anti-VGLUT1 Antiserum 1:2500; anti-VGLUT?2
Antiserum 1:5000; monoklonaler anti-PKC Antikérper 1:250; anti-GLT1v Antiserum 1:1500;
anti-EAACI1 Antiserum 1:1000; affinitdtsgereinigte anti-GLAST Antikorper ~ 1,8 ug/ml. Die
Hohe der Banden stimmt mit den Angaben des Herstellers oder den in der Literatur angegebe-

nen Werten iiberein.
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Es ist wichtig zu erwihnen, dass die GLAST-Bande in der Lysat-Fraktion eine offen-
sichtlich schwache Immunfirbung zeigt im Vergleich zum Kleinhirnhomogenat (Abb.
3.1). Dieser Befund bestitigt, dass in Kleinhirnkulturen nur wenige astrozytéire Gliazel-

len vorkommen (s.u.).

3.1.2 Zellulare Zusammensetzung

Primire Zellkulturen des Kleinhirns bestehen unter den von uns gewéhlten Kulturbe-
dingungen vor allem aus Kornerzellen (Thangnipon et al. 1983; Kingsbury et al. 1985)
und zum geringen Anteil aus Gliazellen (vor allem Astrozyten bzw. Bergmann-

Gliazellen; Thangnipon et al. 1983).

Neurone. Der Nachweis, dass es sich bei den Neuronen in der zerebelldren Priméarkul-

tur vor allem um Kornerzellen handelt, erfolgte durch den immunzytochemischen
Nachweis von Neuronal Nuclei (NeuN; Abb. 3.2). NeuN ist ein nukleédres Protein (Mul-
len et al. 1992), das in den von uns verwendeten Primérkulturen nur in Kdrnerzellen
vorkommt (Weyer und Schilling 2003).

Abb. 3.2: Nachweis von Kornerzellen in der zerebelliren Primirkultur. Es handlet sich um
einen Doppelimmunfluoreszenznachweis mit Antikérpern gegen NeuN (a) und GAP 43 (b). Die
Zellkorper von kultivierten Kornerzellen sind immunpositiv fiir NeuN (Pfeilspitzen in a und ab),
wihrend die reich verzweigten Fortsdtzen dies fiir GAP 43 (b) sind.

Die kultivierten Kornerzellen besitzen zahlreiche schlanke, sich verzweigende Fortsit-
ze, die als Neuriten bezeichnet werden. Entlang dieser Neuriten sind unterschiedlich
viele Erweiterungen, sog. Varikosititen zu beobachten (Abb. 3.3). Schon nach 4 Tagen
bilden die kultivierten Kornerzellen ein ausgeprigtes Netzwerk von Neuriten, was mit
dem Antikorper gegen GAP43 nachgewiesen werden kann. GAP43 ist ein Plasma-
membranprotein von Zellkorper, Neuriten und Wachstumskegel der sich entwickelnden
Koérnerzellen (Burry et al. 1991). Je nach experimenteller Bedingung sind die Varikosi-

titen unterschiedlich grof3 und zahlreich (s.u.).
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GAP43-K0n‘Ifrollc

Abb. 3.3: Morphologie einer Kérnerzelle in Kultur. Inmunfluoreszenznachweis von GAP43.
Die Kornerzelle wurde mit 5 mM Kalium im Kulturmedium kultiviert und einem Kontrollexpe-
riment mit DMSO unterzogen. GAP43 ist spezifisch fiir Neurone und kommt in den Membra-
nen von Perikaryon, Fortsdtzen und Varikosititen (Pfeilspitzen) vor. p: Perikaryon; wk: Wachs-
tumskegel.

Aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen ist bekannt (Marxen et al. 1999), dass
die Varikosititen Anhdufungen von Vesikeln enthalten, die synaptischen Vesikeln dh-
neln (synaptischen Vesikel dhnliche Vesikel, SVV). Aufgrund ihrer geringer Grof3e
(Durchmesser 50-60 nm) sind SVV als einzelne Vesikel lichtmikroskopisch nicht er-
kennbar. Vesikelaggregate sind jedoch immunfluoreszenzmikroskopisch mit Antikor-
pern gegen z.B. Synaptophysin darstellbar (Abb. 3.5a, ab). Es wurde vermutet, dass die
SVV Transmitterglutamat enthalten (Pearce et al. 1981) und dieses auch durch Exozy-
tose freisetzen (Antonov et al. 1999). Fiir die Glutamathaltigkeit der SVV sprechen
auch unsere immunzytochemischen Befunde mit Antikérpern gegen VGLUTI1 und 2.
VGLUTI und 2 sind in Synaptophysin positiven Aggregaten von SVV nachweisbar
(Abb.3.5ab) und weisen auf einen Glutamattransport in die SVV hinein hin.

Die Varikosititen sind nicht an der Bildung typischer Synapsen beteiligt, da die Neuri-
ten von Kornerzellen in Kultur keine typischen Synapsen untereinander ausbilden (Mar-
xen et al. 1999) und die zelluldren Partner (z.B. Purkinjezellen) in Kultur fehlen. Dies
spiegelt die Situation in vivo wieder, da Kornerzellen des Kleinhirns keine morpholo-

gisch typische Synapsen untereinander ausbilden (Urakubo et al. 2003).

Gliazellen. Neben den Kornerzellen kommen in der Primérkultur auch in geringer Zahl
Gliazellen vor (Thangnipon et al. 1983). Bei diesen handelt es sich nach unseren Dop-
pelimmunfluoreszenz-Untersuchungen mit Antikdrpern gegen GAP43 (spezifisch fiir
Neurone; Burry et al. 1991) und gegen den Glutamattransporter GLAST (spezifisch fiir
astrozytire Gliazellen), vor allem um Astrozyten und Bergmann-Gliazellen (Schmitt et
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al. 1997). Dabei sind diese Gliazellen sehr diinn und flachig ausgebreitet, auf denen

zum Teil die Kornerzellen mit ihren Fortsdtzen ausgebreitet liegen (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Nachweis von astrozytiren Gliazellen in der zerebelliren Primirkultur. Es hand-

let sich um einen Doppelimmunfluoreszenznachweis mit Antikdrpern gegen GLAST (a) und
GAP 43 (b). Zwei astrozytire Gliazellen (a in a und ab) wurden mit GLAST dargestellt. Die
GLAST-positiven Gliazellen (Astrozyten/Bergmann-Gliazellen) bilden diinn/ausgebreitete
»Matten“ auf denen die GAP 43-positiven Neurone mit ihren reich verzweigten Fortsitzen lie-

gen.

3.1.3 Immunzytochemischer Nachweis der Glutamattransporter GLT1v
und EAAC1

Aus Untersuchungen am adulten Kleinhirn der Ratte ist bekannt, dass EAAC1 (Schmitt
et al. 1997) und GLT1v (Schmitt et al. 2002) vor allem in Neuronen exprimiert werden.
In Ubereinstimmung hiermit, konnen wir in zerebelldren Primérkulturen diese Gluta-
mattransporter ebenfalls bevorzugt in Neuronen, d.h. Kornerzellen (s.0.), nachweisen.
Dieses geht aus den Doppelimmunfluoreszenznachweisen mit Antikorpern gegen
GLTI1v bzw. EAACI und das neuronale Markerprotein GAP43 hervor (Abb. 3.5¢c, e, g,
h; Abb. 3.7-9).

Da das lichtmikroskopische Auflosungsvermogen nur begrenzt ist und die Kdrnerzellen
klein und ihre Fortsétze sehr diinn sind, ldsst sich die genaue Lokalisation der beiden
Glutamattransporter in den Kdrnerzellen nur bedingt feststellen. Im Bereich des Kor-
nerzellperikarya ist z.T. eine zytoplasmatische, granuldre Lokalisation und z.T. eine
Lokalisation in der Zellmembran nachweisbar. Dies trifft iiberwiegend auch fiir die
Zellfortsdtze zu. Dabei hiangt die Lokalisation vor allem von den Kulturbedingungen

und -experimenten ab (s.u.).
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Die beiden Glutamttransporter sind kaum in den astrozytiren Gliazellen der Primarkul-
tur nachweisbar und spielen damit bei den Kulturexperimenten bzw. Westernblot-

Analysen eine untergeordnete Rolle.

Nach Untersuchungen von Kugler (1999) und Schmitt (2002) am ZNS der Ratte kom-
men EAACI und GLT1v hauptsédchlich in zytoplasmatischen Vesikeln und weniger in
den Zellmembranen vor. Eine Charakterisierung dieser transporterhaltige Vesikel steht
bisher aus. Nach unseren Untersuchungen an kultivierten Kornerzellen kommen GLT1v
und EAACI nicht in synaptischen Vesikeln vor. Dieses geht aus Doppelimmunfluores-
zenzuntersuchungen hervor, bei denen GLT1v bzw. EAAC1 zusammen mit Markerpro-
teinen synaptischer Vesikel, ndmlich Synaptophysin, VGLUT1 und 2 in Kdrnerzellen
nachgewiesen wurden (Abb. 3.5 a-ef). Dieses Ergebnis zeigt, dass die untersuchten Glu-
tamattransporter in einer eigenen Vesikelpopulation vorkommen. Aus unseren Untersu-
chungen geht jedoch auch hervor, dass EAAC1 und GLT1v in zwei unterschiedlichen

Transportervesikel-Populationen vorkommen (Abb. 3.5 g-gh).

ef

EAACI+GLT1v
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Abb. 3.5: Nachweis synaptischer Vesikel- und Transportervesikel-Aggregate in kultivier-
ten Kornerzellen. Die Kornerzellen wurden mit 5 mM Kalium im Kulturmedium kultiviert.
Synaptophysin- (SYNAP; a) und VGLUT- (b) Immunféarbung zeigen eine Kolokalisation in den
gleichen vesikuldren Aggregaten (gelb in ab). GLT1v (rot in ¢ und cd) und VGLUT (griin in d
und cd) bzw. EAACI (rot in e und ef) und VGLUT (griin in f und ef) ergeben demgegeniiber
keine Kolokalisation. Eine ebenfalls separate Lokalisation zeigen GLT1v (h) und EAACI1 (g)
bei Ubereinanderlagerung der Immunférbungen (gh).

Auf elektronenmikroskopischer Ebene wurden mittels Immungold-Preembedding-
Technik GLT1v und EAACI ebenfalls in Varikositdten (prasynaptische Elemente) von
Parallelfasern des adulten Kleinhirns der Maus nachgewiesen (Abb. 3.6 a-c). Im Klein-
hirn der Maus erscheinen Parallelfaser-Varikositéiten als kleine axonale Erweiterungen
mit kugelférmigen synaptischen Vesikeln und einzelnen Mitochondrien. Obwohl die
Mehrheit der Parallelfaser-Varikositdten mit einem einzelnen dendritischen Dorn einer
Purkinjezelle eine Synapse ausbildet, konnten wir gelegentlich zwei dendritische Dor-

nen in synaptischem Kontakt mit einer Parallelfaser-Varikositit beobachten. Die Aus-
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bildung von Synapsen zwischen 2 Dornen und 1 Varikositit ist charakteristisch fiir Pa-
rallelfaser-Synapsen (Palay und Chan-Palay 1974; Abb. 3.6 a, b, c, e, f). Die Parallelfa-
sern und ihre Varikosititen sind das in situ Aquivalent von Neuriten und ihren Varikosi-
titen kultivierter zerebelldrer Kornerzellen (Powell et al. 1997). Das Immunreaktions-
produkt wurde auch in postsynaptischen Elementen (Abb. 3.6 b, ¢) und in den Perikarya
von Kornerzellen (Abb. 3.6 d) nachgewiesen. Insgesamt ist die Lokalisation von GLT1v

und EAAC]1 in Kornerzellen in sifu und in vitro identisch.

Abb. 3.6: Preembedding-Immungold-Elektronenmikroskopie zum Nachweis von GLT1v
(a, b, d) und EAACI (c¢) in Kornerzellen des adulten Kleinhirns. a, b, c, e, f zeigen Varikosi-
titen (V) von Kornerzellen-Parallelfasern, die mit dendritischen Dornen (S) von Purkinje-Zellen
asymmetrische Synapsen ausbilden. Varikosititen (présynaptische Elemente) enthalten synapti-
sche Vesikel. Silber-verstirkte Ultra-Small Goldpartikel als Immunreaktionsprodukt (Pfeilspit-
zen) sind in presynaptischen Varikosititen zu sehen (a, c) und in postsynaptischen Dornen (b,
¢). d, Ausschnitt aus dem Perikaryon einer Kdrnerzelle (mf= mit Moosfaserterminale). Gold-
korner liegen verstreut im Zytoplasma der Kornerzelle (Pfeilspitzen). m, Mitochondrium, k,
Zellkern. e und f, Kontrollen fiir GLT1v und EAACI. (Inkubation nur mit sekundérem Antikor-

per). Es ist kein Immunreaktionsprodukt zu beobachten.
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3.1.4 Einfluss unterschiedlicher Kaliumkonzentrationen auf die
Kornerzellen in Kulturen

Es ist bekannt, dass hohe Kalium-Konzentrationen im Medium das Uberleben von zere-
belldren Priméirkulturen fordern. Kornerzellen iiberleben unter physiologischer Kalium-
Konzentration (5 mM KCI) nur 5 bis 6 Tage bei stetiger Abnahme der Zellzahl. Wah-
rend Kornerzellen bei chronischer Depolarisation (Zugabe von 25 mM KCl zum Kul-
turmedium) viel ldnger und in groBerer Anzahl {iberleben (Gallo et al. 1987; Balazs et
al. 1988a). Die chronische Depolarisation fiihrt auch zu einer vermehrten Exozytose und
einer verminderter Anzahl von SVV, ein Vorgang, der unter 5 mM KCI nicht zu beo-
bachten ist (Urakubo et al. 2003).

Wir haben Kdérnerzellen mit 5 und 27 mM Kalium im Medium kultiviert. Die immun-
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit Antikérper gegen GAP43 ergaben
unter Kontrollbedingungen (DMSO), dass die chronisch depolarisierte Kornerzellen
etwas feinere Fortsdtze und kleinere Varikositdten besitzen als bei der Kultur mit 5 mM
KCI. Uberwiegend sehen die Kdrnerzellen unter beiden Kulturbedingungen recht &hn-

lich aus.

3.1.5 PKC-Aktivierung und -Inhibition in kultivierten Kérnerzellen

Es ist bekannt, dass nahezu alle PKC-Isoformen in kultivierten zerebelldren Kornerzel-
len vorkommen (Popp et al. 2006) und somit die Auswirkungen einer PKC-Aktivierung
oder —Inhibition bei Kornerzellen untersucht werden konnen. In vorliegender Untersu-
chung erfolgte eine PKC-Aktivierung durch 30 miniitige Inkubation der Kulturen mit
100 nM PMA und eine PKC-Inhibition mit 1 uM Staurosporin anstelle von PMA. Zum
Vergleich (Kontrolle) wurden entsprechende Inkubationen nur mit DMSO (L6sungsmit-
tel fiir PMA und Staurosporin) durchgefiihrt. Die Experimente erfolgten an ruhenden (5
mM KCI) und chronisch depolarisierten Kornerzellen (27 mM KCI).

Strukturelle Verinderungen
Die strukturellen Verdnderungen wurden mittels GAP43-Immunzytochemie untersucht.

Chronisch _depolarisierte Kornerzellen (27 mM _KCI). Nach Behandlung mit PMA
oder Staurosporin kommt es zu keinen auffilligen strukturellen Verdnderungen der
Kornerzellen verglichen mit Kontrollen (DMSO) (Abb. 3.8 b, d, ). Die Fortsitze der

Kornerzellen sind schlank und besitzen sehr kleine Varikositéten.

Ruhende Kornerzellen (S mM KCI). Nach Behandlung mit PMA treten bei den Neuri-
ten von Kornerzellen zahlreiche, groe Varikosititen (Abb. 3.9 b, f) im Vergleich zur
Behandlung mit Staurosporin (Abb. 3.9 d, h) oder zur Kontrollen (DMSO) auf. Nach

Behandlung mit Staurosporin bestehen keine Unterschiede zu Kontrollen, d.h. die Fort-
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sitze der Kornerzellen sind schlank und deren Varikositédten klein (Abb. 3.9 d, h; Abb.
3.8 b).

Immunzytochemischer Nachweis der PKC

Wir beschrinkten unsere immunzytochemischen Nachweise auf die klassischen PKC-
Isoformen (a, B, v), die durch PMA aktiviert und Staurosporin inhibiert werden kénnen
und auf ruhende Kornerzellen (5 mM KCI im Kulturmedium). Nach PMA und Stau-
rosporin sowie DMSO sind die PKC-Isoformen sowohl im Zytoplasma als auch in der
Zellmembran darstellbar. Nach PMA ist jedoch die Membranreaktion oft stirker als
nach Staurosporin und DMSO, wihrend zwischen der Staurosporin- und der DMSO-
Behandlung keine Unterschiede bestehen (Abb. 3.7 b, b’, d, d°).

EAACI-PMA

Abb. 3.7: Immunzytochemischer Nachweis von PKC (a, B, 7) und EAACI in kultivierten
Kornerzellen (mit 5 mM Kalium im Kulturmedium) nach PMA- und Staurosporin (STP)-
Behandlung. Kornerzellen wurden vor dem immunzytochemischen Nachweis fiir eine halbe
Stunde mit PMA (100 nM) oder Staurosporin (1 pM) behandelt. EAACI1- und PKC- Immunfér-
bungen zeigen z.T. eine Kolokalisation in Zytoplasma und Zellmembranen (gelb in ab, ab’, cd,
cd’). Nach PKC-Aktivierung durch PMA nehmen die Varikositdten an Grofle zu (Pfeilspitzen in
a’-ab’). Perikaryon und Fortsétze zeigen z.T. eine membranstindige Immunreaktion (a-ab’).
Nach PKC-Inhibition durch Staurosporin sind bei den Kornerzellen die Fortsitze diinn und die
Varikositidten klein. Es scheint vor allem eine zytoplasmatische Immunreaktion vorzuliegen (c-

cd’). p, Perikaryon.

Immunzytochemischer Nachweis von EAAC1 und GLT1v

Die Nachweise erfolgten mittels Doppelimmunfluoreszenz, wobei GAP43 als Marker-
protein diente, das in den Zellmembranen von Neuronen, d.h. Kdrnerzellen lokalisiert
ist. Die lokalisatorische Verteilung von EAAC1 und GLT1v in den Kornerzellen ist
tibereinstimmend. Héufig ist eine granuldre Reaktion im Perikaryon nachweisbar, die

Vesikelaggregaten entsprechen diirfte.
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Chronisch _depolarisierte Kornerzellen (27 mM KCI). Nach Behandlung mit Stau-
rosporin (EAAC1: Abb. 3.8 e, 3.7 ¢, ¢’, 3.9 g; GLTlv: Abb. 3.9 ¢) bzw. DMSO
(EAACI1: Abb. 3.8 a, 3.5 e, g; GLT1v: Abb. 3.5 ¢, h) sind EAACI und GLT1v in diin-
nen Fortsitzen und kleinen Varikositéiten nachweisbar. Ahnliches ergibt sich nach einer
PMA-Behandlung (Abb. 3.8 c¢). Aufgrund dieser morphologischen Gegebenheiten ist

eine Differenzierung zwischen einer granulér zytoplasmatischen und einer Membranre-

aktion nicht moglich.

EAAC1-DMSO GAP43-DMSO EAAC1+GAP43

EAACI-PMA

EAACI1-STP

Abb. 3.8: Immunzytochemischer Nachweis von EAAC1 und GAP43 in chronisch depolari-
sierten (27 mM Kalium) Koérnerzellen nach PMA- und Staurosporin (STP)-Behandlung.
EAACI (a, c, e) und GAP43 (b, d, f) kommen in den Somata und Neuriten (sowie deren Vari-
kositdten) von Kornerzellen vor. Die Staurosporin-behandelten Kornerzellen (e-ef) und die
Kontrollzellen (DMSO: a-ab) zeigen schlanke Fortsdtze und sehr kleine Varikositdten. Nach
Aktivierung der PKC mittels PMA (c-cd) sind keine Unterschiede im Vergleich zu DMSO (a-

ab) und Staurosporin (e-ef) zu beobachten. p, Perikaryon.

Ruhende Kornerzellen (§ mM KC). Die Ergebnisse nach der Behandlung mit Stau-
rosporin (Abb. 3.9 c-cd, g-gh) bzw. DMSO (Abb. 3.8 a-ab) sind bei ruhenden Korner-
zellen denen von chronisch depolarisierten Kornerzellen (Abb. 3.8 a-ab, e-ef) sehr dhn-
lich. Nach der PMA-Behandlung sind GLT1v (Abb. 3.9 a, ab) und EAAC1 (Abb. 3.9 e,

ef) jedoch in zahlreichen, groen Varikosititen nachweisbar. Aufgrund der morphologi-

schen Gegebenheiten (s.0.) ist eine eindeutige Membranreaktion der Varikosititen nur
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ausnahmsweise feststellbar. Haufiger erstreckt sich die Immunreaktivitét {iber die ge-

samte Varikositit.

GLT1y-PMA GAR43-PMA

EAACI1-STP GAP43-STP EAAC l’+GAP43
- \- “' {

3

P

Abb. 3.9: Immunzytochemischer Nachweis von GLT1v und EAAC1 mit GAP43 in ru-
henden (5 mM Kalium) Kornerzellen nach PMA- und Staurosporin (STP)-Behandlung.
GLTl1v (a, ¢) und GAP43 (b, d) bzw. EAACI (e, g) und GAP43 (f, h) zeigen eine Kolokalisati-
on in den Somata und Neuriten (sowie deren Varikosititen) von Kornerzellen. Nach Aktivie-
rung der PKC mittels PMA (GLT1v: a, ab; EAACI: e, ef) nehmen die Varikositdten an Grofe
zu. Perikaryon und Fortsétze zeigen z.T. eine membranstindige Immunreaktion. Nach PKC-
Inhibition durch Staurosporin sind die Fortsdtze schlank und die Varikosititen klein (GLT1v: c,
cd; EAACI: g, gh). Pfeilspitzen (a-ab, e-ef) weisen auf einzelne vergroBerte Varikositdten nach
der PMA-Behandlung hin. p, Perikaryon.

3.2 Westernblot-Analysen an zerebellaren Primarkulturen

Die Westernblot-Analysen wurden an zerebelldren Priméarkulturen durchgefiihrt, die mit
5 oder 27 mM Kalium im Medium kultiviert worden waren und an denen eine Aktivie-
rung der PKC (mittels PMA) oder eine Inhibition der PKC (mittels Staurosporin) er-
folgte. Bei den PKC-Versuchen diente DMSO im Medium (Losungsmittel fiir PMA und
Staurosporin) als Kontrolle. Bei den einzelnen Experimenten wurden jeweils Lysat-,
Zytosol- und Zellmembran-Fraktionen untersucht. Die Zellmembran-Fraktion bestand
aus Membranproteinen, die durch Biotinilierung und anschlieBende Isolation mittels

Avidin-Beads gewonnen wurden.
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3.21 GLT1v
Ruhende Kornerzellen (5 mM KCI)

Abbildung 3.10 a zeigt einen reprdsentativen Westernblot und Abbildung 3.10 b die
Ergebnisse der Quantifizierung der Westernblots. Die bei Kontrollen bestimmten
GLTI1v Immunreaktivititen in den Lysat-, Zytosol- und Zellmembran-Fraktionen wur-
den gleich 100 % gesetzt.

Die Oberflichenexpression von biotinilierten (Oberflichenmembran) GLT1v nimmt, —
verglichen mit den Kontrollen- nach der PKC-Aktivierung (PMA) nicht signifikant um
41 % (141 £ 20 %; n=6) zu und nach der Inhibition (Staurosporin) um 44 % (66 + 15
%; n=6) ab (nicht signifikant). Verglichen mit der Immunreaktivitdt nach Staurosporin
ergibt sich damit nach PMA eine signifikante Zunahme um 115 % in der Oberflachen-

expression.

Die Immunreaktivitit in der Zytosolfraktion zeigt nach der PKC-Aktivierung (PMA)
(102 % £ 16 %; n=6) keinen Unterschied zur Kontrolle und nimmt nach der Inhibition
(Staurosporin) um 33 % (67 = 18 %; n=6) ab (nicht signifikant). Verglichen mit der
Immunreaktivitit nach Staurosporin ergibt sich damit nach PMA eine Zunahme (nicht

signifikant) um 52 % in der Zytosolfraktion.

In der Lysatfraktion besteht nach der PMA-Behandlung kein Unterschied (116 + 18 %;
n=6) zur Kontrolle. Nach der Staurosporin-Behandlung kommt es zwar zu Abnahme der
Immunreaktivitdt um 35 % (65 + 17 %; n=6) im Vergleich zur Kontrolle, jedoch ist die
Abnahme nicht signifikant. Verglichen mit der Immunreaktivitit nach Staurosporin er-
gibt sich damit nach PMA eine Zunahme (nicht signifikant) um 78 % in der Lysatfrak-

tion.
Chronisch depolarisierte Kornerzellen (27 mM KCl)

Abbildung 3.10 c zeigt einen reprasentativen Westernblot und Abbildung 3.10 d die
Ergebnisse der Quantifizierung der Westernblots. Die unter Kontrollbedingungen be-
stimmten GLT1v Immunreaktivititen in den Lysat-, Zytosol- und Zellmembran-
Fraktionen wurden gleich 100 % gesetzt. Bei den einzelnen Fraktionen bestehen zwi-

schen den verschiedenen Experimenten keine signifikanten Unterschiede.

Verglichen mit den Kontrollen ist die Oberflichenexpression nach PKC-Aktivierung
(mittels PMA) 114 + 12,5 % (n=7) und nach der PKC-Inhibition (mittels Staurosporin)
132+ 10,3 % (n=7).

Die EAACI-Immunreaktivitidt in der Zytosolfraktion nimmt nach PKC-Aktivierung
(PMA) um 27 % (127 £ 22,90 %; n=7) und nach der PKC-Inhibition (Staurosporin) um
40 % (140 = 15,50 %; n=7) im Vergleich zur Kontrolle zu.
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In der Lysatfraktion ergibt sich nach der PMA-Behandlung eine Zunahme um 29 %
(129 £ 18 %; n=7) und nach der Staurosporin-Behandlung eine dhnliche Zunahme (127
+ 11,40 %; n=7) im Vergleich zu Kontrollen.

a Lysat Zytosol Membranfraktion
b 1 e i
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Abb. 3.10: Legende s. néichste Seite.
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Abb. 3.10: Wirkung von PMA und Staurosporin (STP) auf die GLT1v Zelloberflichenex-
pression in kultivierten Kornerzellen. Die Kornerzellen wurden entweder in einem Medium
mit 5 mM (a, b) oder 27 mM KCI (c, d) kultiviert und mit 100 nM PMA, 1 uM Staurosporin
oder dem Losungsmittel fiir beide Substanzen (DMSO) fiir 30 Min. bei 37° C am Kulturende
behandelt. Zelloberflichenproteine wurden dann mit Biotinilierungsreagenz inkubiert und bioti-
nilierte Proteine wurden von nicht biotinilierten Proteinen mit Avidin-beschichteten Beads ext-
rahiert. Die Proben wurden mittels Westernblot analysiert. Die auf 10 % SDS Polyacrylamid
Gel aufgetragene Proteinmenge betrug fiir alle Experimente und fiir alle Fraktionen 3 pg. (a, c)
Repréasentative Westernblots von GLT1v in Lysat-, Zytosol-, und Membranfraktionen. (b, d)
Die Séulendiagramme resultierten aus mindestens 6 unabhingigen Experimenten (pro Experi-
ment eine Doppelbestimmung), die in Prozent der Kontrolle dargestellt sind (Mittelwert + S.E).
* p <0,05 (U-Test).

3.2.2 EAAC1
Ruhende Kornerzellen (5 mM KCl)

Abbildung 3.11a zeigt einen reprisentativen Westernblot und Abbildung 3.11b die Er-
gebnisse der Quantifizierung der Westernblots. Die unter Kontrollbedingungen
(DMSO) ermittelten EAAC1 Immunreaktivititen in der Lysat-, Zytosol- und Zell-

membran-Fraktion wurden gleich 100 % gesetzt.

Im Vergleich zur Kontrolle nimmt die Oberfldchenexpression von EAACI nach der
PKC-Aktivierung (PMA) signifikant um 31 % (131 + 10,94 %; n=11) zu und nach der
Inhibition (Staurosporin) um 23 % (77 + 6,07 %; n=10) ab (nicht signifikant). Vergli-
chen mit der Immunreaktivitit nach Staurosporin ergibt sich nach PMA eine signifikan-

te Zunahme um 69 % in der Oberflachenexpression.

Die Immunreaktivitét in der Zytosolfraktion nimmt nach PKC-Aktivierung (PMA) um
14 % (114 + 14,30 %; n=11) zu (nicht signifikant) und nach Inhibition (Staurosporin)
um 19 % (81 £ 6,45 %; n=10) ab (nicht signifikant) im Vergleich zur Kontrolle. Ver-
glichen mit der Immunreaktivitit nach Staurosporin ergibt sich damit nach PMA eine

signifikante Zunahme um 41 % in der Zytosolfraktion.

In der Lysatfraktion besteht nach der PMA- (106,5 + 13,95 %; n=11) und nach der Stau-
rosporin-Behandlung (82,15 + 7,32 %; n=10) kein signifikanter Unterschied zur Kon-
trolle. Verglichen mit der Immunreaktivitdt nach Staurosporin ergibt sich damit nach
PMA eine Zunahme (nicht signifikant) um 29 % in der Lysatfraktion.
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Abb. 3.11: Legende s. nichste Seite.
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Abb. 3.11: Wirkung von PMA und Staurosporin (STP) auf die EAAC1 Zelloberflichenex-
pression in kultivierten Kornerzellen. Die Kornerzellen wurden entweder in einem Medium
mit 5 mM (a, b) oder 27 mM KCI (c, d) kultiviert und mit 100 nM PMA, 1 uM Staurosporin
oder dem Losungsmittel fiir beide Substanzen (DMSO) fiir 30 Min. bei 37° C am Kulturende
behandelt. Zelloberflichenproteine wurden dann mit Biotinilierungsreagenz inkubiert und bioti-
nilierte Proteine wurden von nicht biotinilierten Proteinen mit Avidin-beschichteten Beads ext-
rahiert. Die Proben wurden mittels Westernblot analysiert. Die auf 10 % SDS Polyacrylamid
Gel aufgetragene Proteinmenge betrug fiir alle Experimente und fiir alle Fraktionen 3 pg. (a, c)
Repriasentative Westernblots von EAACI in Lysat-, Zytosol-, und Membranfraktionen. (b, d)
Die Séulendiagramme resultierten aus mindestens 8 unabhéingigen Experimenten (pro Experi-
ment eine Doppelbestimmung), die in Prozent der Kontrolle dargestellt sind (Mittelwert + S.E).
* p <0,05 (U-Test).

Chronisch depolarisierte Kornerzellen (27 mM KCl)

Abbildung 3.11 c zeigt einen reprdsentativen Westernblot und Abbildung 3.11 d die
Ergebnisse der Quantifizierung der Westernblots. Die unter Kontrollbedingungen be-
stimmten GLT1v Immunreaktivitdten in der Lysat-, Zytosol- und Zellmembran-Fraktion
wurden gleich 100 % gesetzt. Bei den einzelnen Fraktionen bestehen zwischen den ver-

schiedenen Experimenten keine signifikanten Unterschiede.

Verglichen mit Kontrollen betrdgt die Oberflichenexpression nach der PKC-
Aktivierung (mittels PMA) 111,5 + 10,9 % (n=8) und nach der PKC-Inhibition (mittels
Staurosporin) 93 £ 11 % (n=8).

Die EAACI-Immunreaktivitdt in der Zytosolfraktion nimmt nach PKC-Aktivierung
(PMA) um 17 % (117,4 + 16,7 %; n=8) zu und ergibt keinen Unterschied nach PKC-
Inhibition (Staurosporin) (98 + 14 %; n=8) im Vergleich zur Kontrolle.

In der Lysatfraktion ergibt sich nach der PMA-Behandlung eine Zunahme um 18 %
(118,4 £ 20,1 %; n=8), wihrend nach der Staurosporin-Behandlung kein Unterschied
(99,5 £ 14,1 %; n=8) im Vergleich zur Kontrolle besteht.
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4 Diskussion

Neuronale Verteilung von GLT1v und EAACI in situ

Die Spleiflvariante GLT1v des Glutamattransporters GLT1 wurde aus dem Rattengehirn
(Schmitt et al. 2002) und den Neuronenkulturen des Vorderhirns der Ratte kloniert
(Chen et al. 2002) und zeigt dhnliche Transporteigenschaften wie der generische, ho-
chaffine GLT1 (Utsunomiya-Tate et al. 1997; Chen et al. 2002). GLT1v ist hauptséch-
lich in Neuronen nachweisbar (Schmitt et al. 2002; Kugler und Schmitt 2003). In Neu-
ronen des somatosensorischen Kortex wurde GLT1v mittels Elektronenmikroskopie
(Preembedding Immungold) in priasynaptischen Terminalen sowie in Dendriten gefun-
den (Chen et al. 2002). Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an der Reti-
na der Ratte haben eine ebenfalls prisynaptische Lokalisation in Photorezeptorzellen
ergeben (Kugler und Beyer 2003). Aufgrund dieser Lokalisation wurde vermutet, dass
GLTlv ein wichtiger priasynaptischer Glutamattransporter sein konnte (Chen et al.
2002).

Eine Studie am Gehirn der GLT1 Knockout-Maus liel jedoch Zweifel an der Spezifitit
des GLT1v-Peptidantikorpers entstehen. So wurde gezeigt, dass bei der Immunreaktion
von Gehirnschnitten keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-Mausen be-
standen (Chen et al. 2004). Dieser Befund wurde mit einem polyklonalen Peptidanti-
korper vom Kaninchen gegen die einzigartige 11 Aminosédure-Sequenz des GLT1v-C-
Terminus erhoben. Dieser Antikorper wurde auch in vorliegender Untersuchung be-
nutzt. Ein mogliches Spezifititsproblem wurde ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe bear-
beitet (Kugler, unverdffentlicht). Dabei wurde mittels Westernblot-Analyse herausge-
funden, dass im Gehirn von Wildtyp- und Knockout-Méusen eine GLTI1v-Form mit
einer molekularen Masse von ~ 35 kDa vorkommt, die am N-Terminus trunkiert ist.
Diese verkiirzte GLT1v-Form ist auch mit dem gegen den C-Terminus gerichteten
GLT1v-Antikorper in Hirnschnitten nachweisbar. Dies diirfte erkldren, warum beim
immunhistochemischen Nachweis von GLT1v keine Unterschiede zwischen Wildtyp-
und Knockout-Méusen zu beobachten sind. Eine dhnliche Situation wurde von der Sero-
tonintransporter Knockout-Maus berichtet. Diese Maus exprimiert ein am N-Terminus
verkiirztes, inaktives Serotonintransporter-Protein, das in Gehirnschnitten mit einem
Antikorper gegen den C-Terminus des Serotonintransporters nachgewiesen werden
kann (Ravary et al. 2001) und somit ein &hnliches Reaktionsmuster ergibt wie die Wild-

typ-Maus.

Eine Reihe von Untersuchungen haben ergeben, dass der hochaffine Glutamattranspor-
ter EAACI1 in Perikarya und Dendriten von Neuronen lokalisiert ist (Rothstein et al.
1994; Velaz-Faircloth et al. 1996; Coco et al. 1997; Shashidharan et al. 1997; Kugler
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und Schmitt 1999). Mittels Preembedding-Immungold-Elektronenmikroskopie wurde
dariiberhinaus gezeigt, dass EAACI1 zusétzlich in Axonen und Terminalen vorkommt
(He et al. 2000). Daraus ergibt sich, dass EAACI1 eine dhnliche neuronale Verteilung
wie GLT1v aufweist. Aulerdem ergaben Untersuchungen auf subzelluldrer Ebene, dass
EAACI1 (Davis et al. 1998; Kugler und Schmitt 1999; He et al. 2000) und GLTI1v
(Schmitt et al. 2002; Chen et al. 2002) bevorzugt zytoplasmatisch in granuldrer Form

vorkommen, was auf eine vesikuldre Lokalisation beider Transporterproteine hinweist.

Fiir die vorliegende Untersuchung ist es wichtig, dass die beiden Glutamattransporter
auch im Kleinhirn vorkommen. So wurde mittels in situ-Hybridisierung und Immunflu-
oreszenzmikroskopie am Kleinhirn der Ratte nachgewiesen, dass EAAC1 (Schmitt et al.
1997) und GLT1v (Schmitt et al. 2002) in K&rnerzellen vorkommen. Eine subzellulire
Analyse iiber die Verteilung der beiden Glutamattransporter in Neuronen des Kleinhirns
liegt jedoch bisher nicht vor.

Kultivierte zerebellire Kornerzellen enthalten GLT1v, EAAC1 und PKC (a, B, )

Die primdre Kleinhirnkultur aus der Maus enthdlt hauptsdchlich Kornerzellen
(Thangnipon et al. 1983; Kingsbury et al. 1985). Wie bereits in situ gezeigt wurde
(Schmitt et al. 1997; Schmitt et al. 2002), konnten wir GLT1v und EAACI auch in kul-
tivierten zerebelldren Kornerzellen immunzytochemisch nachweisen. Bis jetzt wurde
das Vorkommen von EAACI in zerebelldren Kulturen nur mittels Westernblot gezeigt
(Chan et al. 2003). Neben den Kornerzellen kommen in der Kleinhirnkultur nur wenige
astrogliale Zellen vor (Thangnipon et al. 1983; Kingsbury et al. 1985), die wir mittels
GLAST-Immunzytochemie nachweisen konnten. Die von uns untersuchten Glutamat-
transporter GLT1v und EAACI werden von diesen Gliazellen in geringem Ausmal}
exprimiert und spielen damit fiir unsere Kornerzellexperimente eine untergeordnete
Rolle.

Fiir die von uns durchgefiihrten Kornerzellexperimente ist es wichtig, dass in priméiren
zerebelldren Zellkulturen zwischen dem 6. bis 14. Entwicklungstag die meisten PKC-
Isoformen (a, BI, BIL, J, €, v, A, 6, ) exprimiert werden, wie dies mittels Westernblot
gezeigt wurde (Popp et al. 2006). Diese PKC-Formen wurden auch in Kleinhirnhomo-
genaten von 6, 14 und 21 Tage alten Ratten nachgewiesen. Wir konnten nun mittels
Immunzytochemie auch nachweisen, dass die klassischen PKC-Isoformen (a, B, y) vor
allem in kultivierten Kornerzellen lokalisiert sind. Die Bedeutung des Vorkommens der
PKC wird daraus ersichtlich, dass nach Aktivierung der PKCa eine Zunahme der Zell-
oberfldchenexpression von EAACI in C6 Gliomazellen erfolgt (Gonzalez et al. 2002).
Demgegeniiber ist iiber eine Interaktion zwischen PKC und GLT1v nichts bekannt, je-
doch enthdlt GLTIv am C-Terminus ein putatives PDZ-Doménen Bindungsmotiv
(Schmitt et al. 2002). Dieses Bindungsmotiv interagiert mit PICK1 (protein interacting
with C kinase 1), ein mit PKC interagierendes Protein (Lit. bei, Berger et al. 2005). Es
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ist daher denkbar, dass durch Interaktion zwischen GLTI1v und PICK1 die GLT1v-

Translokation iiber einen PKC abhéngigen Weg reguliert wird.

Nach unseren immunzytochemischen Untersuchungen kommen GLT1v, EAAC] und
klassische PKC in Zytoplasma und Zellmembranen von Perikarya und Fortsdtzen kulti-
vierter Kornerzellen vor. Die Neuriten von Kornerzellen besitzen zahlreiche Varikosita-
ten in unterschiedlicher Groe. Wir konnten auch mit einer Immungold-Preembedding-
Elektronenmikroskopie im Kleinhirn der adulten Maus zeigen, dass GLT1v und
EAACI in den Varikositdten (prasynaptische Elemente) der Parallelfasern aber auch in
postsynaptischen Dornen der Purkinjezellen lokalisiert sind. /n situ bilden die Parallel-
fasern von Kornerzellen mit Dendritendornen von Purkinjezellen Synapsen (s. Einlei-
tung). Die Parallelfasern und ihre Varikositéiten sind das in situ Aquivalent von Neuriten
und ihren Varikositdten kultivierter zerebelldrer Kornerzellen (Powell et al. 1997). Auf-
grund dieser Ubereinstimmungen in situ und in vitro konnen kultivierte zerebellire

Kornerzellen als ein Modellsystem fiir die in situ Verhéltnisse betrachtet werden.

In den Varikosititen kultivierter Kornerzellen wurde eine groBe Zahl von Vesikeln
nachgewiesen, die verschiedene synaptische Vesikelmembranproteine enthalten, u.a.
SV2, VAMPII, SNAP25, und Synaptophysin (Marxen et al. 1999). Wir haben auch auf
lichtmikroskopischer Ebene in Neuriten und ihren Varikosititen granuldre Aggregate
beobachtet, die Anhdufungen von Vesikeln entsprechen diirften. Diese granuldren Ag-
gregate sind nach unseren Befunden fiir den vesikuldren Glutamattransporter VGLUT 1
und 2 und fiir das synaptische Vesikelmembranprotein Synaptophysin immunpositiv.
Auch von Immunblot-Analysen ist bekannt, dass die VGLUTs in zerebelldren Kulturen
vorkommen (Hallberg et al. 2006). Unsere Doppelimmunfluoreszenzanalysen zeigen,
dass VGLUT und Synaptophysin in der gleichen Vesikelpopulation lokalisiert sind.
Jedoch enthalten diese Vesikel weder GLT1v noch EAACI. Ein dhnlicher Befund wur-
de bereits fiir den GABA-Transporter GAT1 in kultivierten Neuronen des Hippocampus
erhoben. GAT1 wurde in Vesikelpopulationen gefunden, die nicht synaptischen Vesi-
keln entsprechen (Deken et al. 2003). Von besonderer Bedeutung ist jedoch nach unse-
ren Doppelimmunfluoreszenzuntersuchungen, dass GLT1v und EAACI zudem in zwei
unterschiedlichen nicht-synaptischen Vesikelpopulationen vorzukommen scheinen.
Folglich scheinen die SVVs (Urakubo et al. 2003) eine gemischte Vesikelpopulation zu
sein, die nicht nur an der Exozytose und am Recycling von synaptischen Vesikeln betei-
ligt sein diirften (Marxen et al. 1999), sondern auch an der Umverteilung von GLT1v

und EAAC]1 von und zur Oberflachenmembran.

Die Translokaltion von GLT1v und EAAC1 hingt vom elektrophysiologischen

Status der zerebelliren Kornerzellen ab

Zerebelldre Kornerzellen, die in einem Medium mit hoher Kaliumkonzentration (z.B. 25

mM KCl) kultiviert werden, befinden sich unter chronischer Depolarisation (Gallo et al.
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1987; Balazs et al. 1988a). Demgegeniiber befinden sich solche, die in einem Medium
mit niedriger Kaliumkonzentration (z.B. 5 mM KCI) kultiviert werden, in einem elekt-
rophysiologischen Ruhezustand. Bei unseren Kulturen wurden zerebelldre Kornerzellen
4 bis 6 Tage mit 5 oder 27 mM KCI kultiviert und dann fiir die PKC-Experimente ver-
wendet. Fiir diese Experimente wurden die Kulturen mit dem PKC-Aktivator PMA oder
mit dem PKC-Inhibitor Staurosporin oder mit dem Losemittel (DMSO) fiir beide Sub-
stanzen (als Kontrolle) inkubiert. Phorbolester, unter anderem PMA, aktivieren PKC
durch Imitation des Diacylglycerol (DAG)-Effekts (DAG ist ein endogener PKC-
Aktivator). DAG und Phorbolester aktivieren die PKC-Isoformen a, B, v, 9, €, 1, u und
0, wihrend die atypischen Isoformen A und { unempfindlich gegeniiber Phorbolestern
sind (Mizukami et al. 1997).

Beim Vergleich der verschiedenen Kulturexperimente ergab sich nur bei Kornerzellen,
die bei niedriger Kaliumkonzentration kultiviert wurden, eine deutliche morphologische
Verdnderung nach PKC-Aktivierung mit PMA, und zwar nahmen die Varikositdten der
Neuriten stark an Groe zu. In Perikarya und Varikositéten war unter diesen Bedingun-
gen eine deutliche Immunreaktion beim Nachweis von PKC, GLT1v und EAACI1 zu
beobachten.

Um die Translokation der Glutamattransporter GLT1v und EAACI in zerebelldren
Kornerzellen aus dem Zytoplasma zur Zellmembran und umgekehrt nachzuweisen,
wurden Zelloberflichenproteine mit einem Zellmembran impermeablen Reagenz (Sul-
fo-NHS-Biotin) biotiniliert. Die biotinilierten Membranproteine wurden dann mittels
Avidinbeads isoliert und die verschiedenen Zellfraktionen mittels Westernblot-
Analysen quantifiziert. Die PKC-Aktivierung durch PMA ergab in ruhenden zerebella-
ren Kornerzellen (5 mM Kalium) eine 41 % bzw. 31 % (signifikant) Zunahme von bio-
tiniliertem (Zelloberflichen) GLT1v bzw. EAACI im Vergleich zur Kontrolle. Eine
dhnliche Zunahme in der EAACI1-Oberfldchenexposition von etwa 38 % bzw. 45 %
wurde in primiren Neuronen-angereicherten Kulturen vom fotalen Vorderhirn der Rat-
te (Guillet et al. 2005) bzw. in primiren Neuronen-angereicherten Kulturen vom emb-
ryonalen Kortex der Ratte beobachtet (Gonzalez et al. 2002).

Eine offensichtlich hohere EAAC1-Oberflachenexposition von etwa 60 % wurde in
C6-Gliomazellen nach PMA-Behandlung nachgewiesen (Davis et al. 1998). Dieser gro-
Bere Unterschied konnte dadurch erkliart werden, dass PKC in diesen Zellen in einem
nicht-aktivierten Zustand vorliegt und erst durch PMA eine volle Aktivierung erfahrt.
Dies lésst sich aus vergleichenden Hemm- und Aktivierungsversuchen der PKC schlie-
Ben (Davis et al. 1998). Anders verhilt es sich in unserem Kultursystem. So war bei den
Staurosporin-behandelten Kornerzellen die Oberflaichenexposition von GLT1v und
EAACI1 um 44 % bzw. 23 % niedriger (obwohl nicht signifikant) als in Kontrollzellen.
Vergleicht man somit Kornerzellen nach PMA mit solchen nach einer Staurosporinbe-
handlung, so betrigt die Oberflichenzunahme nach der PMA-Behandlung bei GLT1v
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bzw. EAACI 115 % bzw. 69 %. Die Ursache hierfiir konnte sein, dass PKC in Korner-
zellen unter Kontrollbedingungen in einem bereits aktivierten Zustand vorliegt, wie dies
von Lin et al. (1997) beschrieben wurde. Sie konnten zeigen, dass die PKCa-Aktivitdten
in zerebelldren Kornerzellen bis zu 4 Tage in Kultur mit 5 mM Kalium zunehmen und
dann keine weiteren Anderungen zwischen Kulturtag 4 und 6 zeigen; also in der Zeit-
phase, in der wir unsere PKC-Experimente durchfiihrten. Insgesamt zeigt die Zunahme
von biotinilierten (Zelloberflichen) GLT1v und EAAC1 nach PMA, dass ein bedeuten-
der Anteil von GLT1v und EAACI1 als mobilisierbarer Reservepool im Zytoplasma
vorliegt.

Zerebelldre Kornerzellen, die mit 27 mM KCl kultiviert wurden (chronische Depolarisa-
tion) ergaben demgegeniiber keine signifikanten Anderungen in der Oberfldchenexpres-
sion von GLT1v und EAACI, wenn die verschiedenen experimentellen Bedingungen
miteinander verglichen werden (PMA, Staurosporin). In diesem Zusammenhang ist es
wichtig, dass unter chronischer Depolarisation eine erhdhte Exozytoserate und eine Ab-
nahme der SVVs zu beobachten ist (Urakubo et al. 2003). Zudem wurde beim GABA-
Transporter GAT1 nachgewiesen, dass die GAT1-Rezirkulierung und die relative Men-
ge von GATI1 in der Oberflichenmembran in Anwesenheit von hoher Kaliumkonzentra-
tion zunehmen (Deken et al. 2003). Es wurde auBBerdem gezeigt, dass es zwischen den
Kulturtagen 4 und 6 zu einer starken Zunahme der PKCa-Aktivititen in zerebelldren
Kornerzellen kommt, die bei hoher Kaliumkonzentration kultiviert wurden (Lin et al.
1997). Insgesamt konnten diese Ergebnisse darauf hinweisen, dass eine weitere Aktivie-
rung von PKC durch PMA zu keiner weiteren Zunahme der Oberfldchenexposition von
GLTI1v und EAACI fiihrt. Es bleibt jedoch zu kldren, warum die PKC-Inhibition durch
Staurosporin zu keiner Abnahme von biotinilierten (Oberflichenmembran) GLT1v und
EAACI fiihrt. In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dass ein Trafficking von
EAACI nicht nur von PKC sondern auch von weiteren Signalwegen abhéngt. So fiihrt
die Inhibition der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3-K) mittels Wortmannin zu einer
vollstdndigen Blockade der PKC-abhingigen Umverteilung von EAACI1 (Davis et al.
1998). Somit ist es denkbar, dass weitere Signalwege bei chronisch depolarisierten ze-
rebelldren Kornerzellen berticksichtigt werden miissen. Weitere Untersuchungen miis-

sen zeigen, welche Signalwege hierbei eine Rolle spielen.

Insgesamt lassen die Untersuchungen den Schluf3 zu, dass die Oberflichenexposition
von GLT1v und EAACI in kultivierten zerebellaren Kornerzellen (a) dhnlich reguliert
werden diirfte, (b) in Varikosititen der glutamatergen Kornerzellen stattfindet (dem Ort
der synaptischen Freisetzung von Glutamat), und (c) vom elektrophysiologischen Status
von Kornerzellen abhiangt. Unter in vivo Bedingungen diirfte eine PKC-Aktivierung
durch Bindung synaptisch freigesetzten Glutamats an metabotrope Glutamatrezeptoren
erfolgen (Amara und Fontana 2002). Die PKC-Aktivierung ihrerseits fiihrt zur vermehr-



Diskussion -54 -

ten Oberflachenexposition von EAACI und GLT1v, was zu einer gesteigerten Riick-

nahme von Glutamat aus dem synaptischen Spalt in die Terminale fiihrt.
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5 Zusammenfassung

Der Glutamattransporter GLT1v, eine Spleivariante von GLT1, kommt hauptsédchlich
im Zytoplasma von Neuronen vor. Es wurde gezeigt, dass GLT1v ein putatives PDZ-
Domaénen-Bindungsmotiv am C-Terminus enthélt und mit PICK1, ein mit PKC inter-
agierendes Protein, interagiert. Es ist daher denkbar, dass durch Interaktion zwischen
GLT1v und PICK1 die GLT1v-Translokation iiber eine PKC-abhédngigen Phosphorylie-

rung reguliert wird.

In der vorliegenden Untersuchung wurden kultivierte zerebellire Kornerzellen aus der
Maus benutzt, um mittels Immunzytochemie und Biotinilierung/Westernblot zu zeigen,
ob eine GLTI1v-Translokation iiber einen PKC-abhdngigen Signalweg reguliert wird
und sollte dies der Fall sein, ob diese Regulation vom elektrophysiologischen Status der

zerebelldren Kornerzellen abhéngt. Vergleichstudien wurden mit EAACI1 durchgefiihrt.

Die Kornerzellen wurden in einem Medium mit 27 mM KCI (chronisch depolarisierte
Kornerzellen) und mit 5 mM KCl (ruhende Kornerzellen) kultiviert. Eine 30 miniitige
PKC-Aktivierung durch Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) ergab in ruhenden Kornerzel-
len eine 41 % bzw. 31 % (signifikante) Zunahme in der Zelloberfldchenexposition von
GLTI1v bzw. EAACI im Vergleich zur Kontrolle. Vergleicht man Kdrnerzellen nach
PMA- mit solchen nach 30 miniitiger Staurosporinbehandlung (PKC-Inhibitor), so be-
tragt die Oberflichenzunahme nach der PMA-Behandlung bei GLT1v bzw. EAACI1
115% bzw. 69%. Zerebellire Kornerzellen, die mit 27 mM KCI kultiviert wurden
(chronische Depolarisation), ergaben demgegeniiber keine signifikanten Anderungen in
der Oberfldchenexpression von GLT1v und EAACI, beim Vergleich der verschiedenen

experimentellen Bedingungen (PMA, Staurosporin).

Die immunzytochemischen Untersuchungen ergaben, dass bei ruhenden Kornerzellen
(5mM KCI) nach PKC-Aktivierung mittels PMA zahlreiche, groe Varikositdten (pré-
synaptische Elemente der Neuriten) auftreten, die eine intensive Immunreaktivitét fiir
GLTI1v und EAACI zeigen. Wir konnten auch nachweisen, dass beide Transporter in
getrennten Vesikelpopulationen vorkommen. Die Immunelektronenmikroskopie am
Kleinhirn der adulten Maus hat ergeben, dass GLT1v und EAACI in Varikositdten der
Parallelfasern von Kornerzellen lokalisiert sind. Dieses in situ Ergebnis stimmt somit

mit den kultivierten Kornerzellen tiberein.

Insgesamt lassen die Untersuchungen den Schluss zu, dass die Oberfldchenexpression
von GLT1v und EAACI (1) dhnlich reguliert zu werden scheint, (2) in Varikosititen
von glutamatergen Kornerzellen stattfindet, aus denen Glutamat freigesetzt wird, und

(3) vom elektrophysiologischen Status der zerebelliren Kornerzellen abhéngt.
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6 Summary

The glutamate transporter GLT1v, a splice variant of GLT1, is present mainly in the
cytoplasm of neurons. It is shown that GLT1v contains a putative PDZ domain binding
motif and interacts with PICK 1, a protein kinase C (PKC) interacting protein. The inter-
action between GLT1v and PICK1 could regulate trafficking of GLT1v via PKC de-
pendent phosphorylation. In the present study we used cultured cerebellar granule cells
(CGCs) from mice to demonstrate, applying immunocytochemistry and biotinyla-
tion/Western blotting, whether GLT1v trafficking is regulated by PKC and if so,
whether this depends on the electrophysiologic state of CGCs. Comparative studies
were performed with EAACI.

The CGCs were cultured in high-potassium medium (chronic depolarization of CGCs)
and in low-potassium medium (resting CGCs). Stimulation of PKC by phorbolester
resulted in resting CGCs in a 41% and 31% (significant) increase of cell surface local-
ization of GLT1v and EAACI, respectively, compared to controls, and a 115% and
69% increase, respectively, compared to staurosporine inhibition. No significant

changes were observed in chronically depolarizing CGCs.

In resting CGCs stimulation of PKC enhanced the formation of large varicosities in neu-
rites showing intense immunoreactivity for GLT1v and EAACI. We showed also that
both transporters were contained in different vesicle populations, and were localized in
situ in varicosities of CGC parallel fibres. These findings provide evidence that the sur-
face exposition of GLT1v and EAACI (1) seems to be similarly regulated, (2) takes
place in varicosities of glutamatergic CGCs, where glutamate is thought to be released,

and (3) depends on the electrophysiologic state of CGCs.
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8 Abkirzungen

Abb.

A. bidest
AMPA
APS
ATP
BME
BSA
bzw.
C-Terminus
Cy2

Cy3
DAG
DMSO
EAATs
ECL
E-LTP
FCS
GABA
GAP43
G-Protein
HRP

IP3
IP3-K
kDa
LSM
L-LTP
LTD

Abbildung

Aqua bidestillata
a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsdure
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat

Basal Eagle’s Medium

bovine serum albumine (Rinderserumalbumin)
beziehungsweise

Carboxyl-Terminus

Carbocyanin

Indocyocarbonin

Diacylglycerol

Dimethylsulfoxid

Excitatory Amino Acid Transporters
enhanced chemiluminescence

early phase long-term potentiation
fetal calf serum (fotales Kilberserum)
y-Aminobuttersdure
Growth-Associated Protein 43
GTP-bindendes Protein
horse-radish-peroxidase
Phosphatidylinositol
Phosphatidylinositol3-Kinase
Kilodalton

Laserscanningmikroskop

late-phase long-term potentiation

Langzeitdepression



Abkiirzungen

LTP Langzeitpotenzierung

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

N-Terminus Amino-Terminus

MDCK Madin-Darby canine kidney (Zellen)
mGLURs metabotrope Glutamatrezeptoren
mIPSC miniature inhibitory postsynaptic currents
M Molar

Min. Minute

NGS Normales Ziegenserum

NeuN Neuronal Nuclei

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS phosphate buffered saline

PFA Paraformaldehyd

PICK1 protein interacting with C kinase 1
PI3-K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PMA Phorbol-Mayristat-Acetat

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PNS Peripheres Nervensystem

RT Raumtemperatur

s Sekunde

SDS Natriumdodecylsulfat

S.E standard error

STP Staurosporin

Str. Stratum

SVV Synaptische Vesikel dhnliche Vesikel

TEMED Tetramethylethylendiamin



Abkiirzungen

-4 -

U/min
UTR

v

v/v
VGLUT

w/v

ZNS

Umdrehungen pro Minute

untranslated region (nicht kodierende Region)
Volt

volume per volume (Volumen pro Volumen)
vesikuldrer Glutamattransporter

weight per volume (Gewicht pro Volumen)
Watt

Zentrales Nervensystem
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