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Organellen-Proteomik

Synaptische Vesikel als Modell

HENNING URLAUB, MADS GRONBORG, REINHARD JAHN
MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, GOTTINGEN

In Neuronen werden Neurotransmitter in synaptischen Vesikeln (SV)
gespeichert, die bei Erregung durch Exozytose freigesetzt werden. Neuere
Proteom-Analysen haben eine iberraschende Protein-Vielfalt in SVs erge-
ben. Quantitative Bestimmung von Proteinen und Lipiden erlaubten erst-
malig, ein Molekularmodell eines Transportvesikels zu entwickeln.

In neurons, neurotransmitters are stored in synaptic vesicles, which are
released by exocytosis upon stimulation. Proteomics and quantitative
protein- and lipid analysis allowed to develop the first molecular model of

a trafficking organelle.

Das Proteom synaptischer Vesikel

B Synaptische Vesikel (SV) sind membran-
umschlossene Organellen mit ca. 40 nm
Durchmesser. Sie enthalten spezifische Mem-
branproteine, die in zwei Gruppen unterteilt
werden konnen. Die erste Gruppe umfasst
die Proteine, die fiir die Beladung der Vesikel
mit Neurotransmittern erforderlich sind.

Dazu gehoren spezifische Transporter fiir
Glutamat (VGLUT), GABA/Glycin (VGAT),
Acetylcholin (VAChT) und Monoamine/Sero-
tonin (VMAT) sowie die aus vielen Unter-
einheiten bestehende V-ATPase, die Proto-
nen in das Vesikelinnere pumpt und die Ener-
gie fiir die Neurotransmitteraufnahme bereit-
stellt. Die zweite Gruppe umfasst Proteine,

Vorlaufermolekiile

<« Abb. 1: Exo-endozyto-
tischer Membrankreis-
lauf synaptischer Vesikel
(SV). Bei Depolarisation
offnen sich spannungs-
abhéngige Ca%*-Kanile
(A), und es kommt zur
Exozytose wobei die
Neurotransmitter (NT) in
den synaptischen Spalt
entlassen werden (B).
Anschliessend wird die
SV-Membran durch En-
dozytose wieder aufge-
nommen und SVs wer-
den regeneriert. Dabei
wird seit Jahren kontro-
vers diskutiert, zu wel-
chem Anteil Clathrin-
abhéngige (durch Clath-
rin-Vesikel, CV) (D) und
-unabhangige Transport-
wege beteiligt sind (C),
und ob die Regeneration
der SV endosomale
Intermediate (EE) erfor-
dert (E).

die an den Schritten des vesikuldren Mem-
brankreislaufs (Abb. 1) beteiligt sind, da-
runter Rab-Proteine, SM-Proteine, SNARES,
und Synaptotagmin(!l,

Die raschen Fortschritte der Proteomana-
lyse durch Massenspektrometrie erlauben es,
das Proteom ganzer Organellen zu erfassen?l.
Synaptische Vesikel sind ein ideales Modell
fiir eine umfassende Proteomanalyse, da sie
sowohl durch konventionelle Zellfraktionie-
rung wie durch Immunisolation hochrein iso-
liert werden konnen (Abb. 2) und viele der
Hauptproteine seit Jahren gut bekannt sind.
Die Anzahl der bei der Analyse des SV-Pro-
teoms identifizierten Proteine war jedoch
unerwartet hoch. Wihrend die erste Unter-
suchung (unter Verwendung immunisolier-
ter Vesikel) bereits tiber 80 Proteine identifi-
ziertel3!, fanden wir in konventionell isolier-
ten SVs mehr als 400 Proteine*). Erfreulich
dabei war, dass - mit Ausnahme einiger nur
in Subpopulationen vorkommender Trans-
porter - alle bislang bekannten Vesikelpro-
teine erfasst wurden, darunter zahlreiche
integrale Membranproteine.

Da iiber 90 % der identifizierten Proteine
bekannt sind, lasst sich der groBte Teil des
Vesikel-Proteoms bestimmten Zellfunktionen
zuordnen. So gehort ein Drittel (ca. 130) zu
den trafficking Proteinen, fiir die eine Funk-
tion beim vesikuldren Transport nachgewie-
sen ist oder zumindest vermutet wird. Die
Diversitit dieser Proteine war jedoch uner-
wartet: So fanden wir mehr als 20 verschie-
dene SNARE- und mehr als 30 Rab-Proteine.
Weiterhin wurden ca. 20 Proteine nachge-
wiesen, die an der Clathrin-vermittelten En-
dozytose beteiligt sind, darunter die Kom-
ponenten des AP-2- und AP-3-Adapter-Kom-
plexes, Dynamin, Synaptojanin, nicht aber
Clathrin selbst.

Wie ist diese Vielfalt zu erkldren? Wie in
Abbildung 1 gezeigt, sind SV Bestandteil
eines Membrankreislaufs, der nach der Exo-
zytose liber mehrere Zwischenschritte Exo-
zytose-fahige SV regeneriert. Dieser Kreis-
lauf wird durch Proteine gesteuert, die nur
an bestimmten Schritten des Kreislaufs mit
SVs interagieren. Dazu zdhlen Proteine, die an
der Clathrin-vermittelten Endozytose betei-
ligt sind, endosomale Proteine (z. B. EEA1),
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sowie SNARE-aktivierende und -regenerie-
rende Proteine (NSF, SNAPs, SM-Proteine).
Offensichtlich enthdlt jede SV-Prdparation
Vesikel, die aus verschiedenen Stadien des
Kreislaufs ,herausgerissen“ wurden, sie
reprasentiert also eine Mischpopulation mit
teilweise unterschiedlichem Proteinbesatz.
Schwieriger wird eine ,biologische Erkla-
rung“ bei Enzymen des Energie- und Inter-
medidrmetabolismus, von denen mehr als 40
gefunden wurden. Moglicherweise sind diese
Enzyme in Nervenenden mit SVs assoziiert,
jedoch ist wenig wahrscheinlich, dass diese
Proteine direkt in den Vesikelkreislauf invol-
viert sind.

Das signal-to-noise-Dilemma bei der
Analyse von Organellen-Proteomen

Die massenspektrometrische (MS) Proteom-
analyse stellt derzeit die sensitivste Technik
dar, um Proteine komplexer Proben wie Orga-
nellen zu erfassen. Fiir eine vollstandige Pro-
teomanalyse miissen die MS-basierten Ver-
fahren eine hohe Trennschirfe und Emp-
findlichkeit besitzen, um sowohl haufige wie
seltene Proteine nachzuweisen. So ist das hdu-
figste SV-Protein, das SNARE Synaptobrevin
(VAMP), in durchschnittlich 70 Kopien pro
SV vorhanden (Abb. 3), wihrend andere Pro-
teine nur in sehr wenigen Kopien vorkom-
men bzw. nur an Subpopulationen von SVs
auftreten. Letztere sind in der Probe unter-
reprasentiert und werden nur ,schwach“ im
Massenspektrometer detektiert. Andererseits
nimmt der Anteil von Proteinen, die Verun-
reinigungen darstellen und in der Organel-
lenfraktion eigentlich nichts zu suchen haben,
bei Erhohung der Messempfindlichkeit iiber-
proportional zu. So enthélt unser SV-Proteom
mehr als 20 Ribosomen-assoziierte und mehr
als ein Dutzend Proteasomen-Proteine. Wie
kann man bei den erfassten Proteinen die
Spreu vom Weizen trennen?

Ein klassisches, bereits von de Duve ein-
geflihrtes Kriterium ist die Parallel-Anrei-
cherung von Proteinen mit spezifischen Mar-
kern wihrend der Zellfraktionierung. In ande-
ren Worten: Ein Protein, dass mit einem Orga-
nell spezifisch assoziiert ist, sollte bei der
Fraktionierung eine dhnliche Verteilung wie
Organellen-spezifische Marker aufweisen.
Aus diesem Grund haben wir die Verteilung
von mehr als 80 Proteinen durch Immuno-
blot {iberpriift*! (Abb. 2). So konnten einige
der in der MS-Analyse nachgewiesenen Mem-
branproteine auf geringfiigige Verunreini-
gungen durch Fremdmembranen zuriickge-
flihrt werden, darunter die Na/K-ATPase
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A Abb. 2: A, Schematische Darstellung der Isolierungsverfahren fiir synaptische Vesikel (SV).

B, Anreicherung von drei vesikel-assoziierten Proteinen: NSF, eine AAA+-ATPase, die SNARE-Kom-
plexe dissoziiert und sowohl im Zytoplasma wie an allen SNARE-haltigen Membranen residiert,
Complexin, ein Regulatorprotein der Exozytose, das nicht auf SV vorkommt, und Synapsin I, ein
SV-spezifisches Phosphoprotein. Analyse durch Immunoblot, jede Spur enthalt gleich viel Protein,
H ist Homogenat, P1 Pellet 1 (nicht in A), S2 Uberstand 2 (nicht in A), P2 Synaptosomen (siehe
A), LP1 Plasmamembranen (siehe A), LP2 crude SVs (siehe A), Pl restliche Plasmamenbranen,
kleinere Mikrosomen (nicht in A) (Daten aus [4]). C, EM-Aufnahme konventionell gereinigter Vesi-
kel. D, EM-Aufnahme immunisolierter Vesikel (SV) mit Eupergit C1Z-Beads (modifiziert nach [8]).
E, Proteinprofil konventionell gereinigter (konv.) und immunisolierter Vesikel (IB) nach SDS-PAGE.
Die Hauptproteine Synaptotagmin (Syt), Synaptophysin (Syp), und Synaptobrevin (Syb) sind als
Banden sichtbar. * schwere und leichte Kette des zur Immunisolierung verwendeten monoklona-

len Antikdrpers!®l,
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<« Abb. 3: Quantitati-
ves Molekularmodell
eines durchschnitt-
lichen synaptischen
Vesikels!*l. Das
Modell zeigt SV-
Hauptproteine, deren
Menge gemessen
oder abgeschatzt
wurde und die insge-
samt 2 /3 der experi-
mentell bestimmten
Proteinmasse eines
SV ausmachen. Die
Proteine wurden, so
weit mdglich, auf der
Basis existierender
Strukturen oder Teil-
strukturen model-
liert.

= —— Neurotransmitter-
transporter

sowie einige Membranproteine des endo-
plasmatischen Reticulums. Solche Ko-Frak-
tionierung (gradient profiling) ist kiirzlich in
einer systematischen Organell-Proteom-Studie
als Kriterium benutzt worden, um Proteine
spezifischen Organellen zuzuordnen!®),
Schwieriger wird es bei der Interpretation
des Verteilungsmusters von Proteinen, die
eine weite Verbreitung auf intrazellularen

Membranen haben (z. B. Syntaxin) oder die
einen loslichen Pool aufweisen (z. B. Gluta-
mat-Decarboxylase und NSF). Idealerweise
sollte daher die Lokalisation solcher Protei-
ne sowohl durch licht- wie elektronenmi-
kroskopische Immunlokalisation tiberpriift
werden. Dies setzt jedoch fiir die Immun-
zytochemie geeignete Antikorper voraus, die
fiir viele Proteine nicht verfiighar sind.
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A Abb. 4: A Strategie zur MS-basierten quantitativen Analyse der spezifischen glutaminergen
(VGLUT-1 - SVs) und GABAergen (VGAT) SV-Proteine mittels chemischer Markierung der entspre-
chenden Peptide mit stabilen isotopen markierten Reagenzien (iTRAQ™ 115 und 116°)). Die zu
vergleichenden SV-Proteine, die aus verscheidenen SV-Populationen hervorgegangen sind, wer-
den elektrophoretisch in unterschiedlichen Bahnen eines 1D SDS-Polyacrylamid-Gels aufgetrennt.
Proteine werden mit der Endoproteinase Trypsin im Gel hydrolysiert und die Peptide extrahiert.
Extrahierte Peptide werden mit Reagenzien markiert, die eine unterschiedliche Anzahl von stabi-
len Isotopen ('3C, ™®N, '80) besitzen, aber ansonsten chemisch exakt gleich sind (z. B. iTRAQ 115
und iTRAQ 116, Applied Biosystems!? 1%). Werden die so markierten Peptide, die aus den unter-
schiedlichen SV-Populationen hervorgegangen sind, nun wieder vereinigt, kénnen sie aufgrund
der unterschiedlichen Massen der stabilen Isotope im Massenspektrometer unterschieden wer-
den. Das GroBenverhéltnis der Signale ein und desselben Peptides, welches mit iTRAQ 115 mar-
kiert ist und aus der IP mit anti-VGLUT-1 stammt, kann direkt mit dem entsprechenden Peptid,
welches mit iTRAQ 116 markiert ist und aus der IP mit anti-VGAT stammt, verglichen werden und
entspricht der jeweiligen Menge an Peptid und damit auch an Protein in den beiden Proben.

B, Beispiele fiir die massenspektrometrische Quantifizierung SV-spezifischer Proteine in verschie-
denen Vesikelpopulationen. Oberes Panel: Fragmentionenmassenspektrum eines Peptides des
VGLUT-1-Transporters. Unteres Panel: Reporterionen zur Quantifizierung eines VGLUT-1-, ZnT3-
und eines V-ATPase spezifischen Peptides in den unterschiedlichen Vesikelpopulationen
(IP:VGLUT-1 und IP:VGAT). Die Signalintensitét der Reporterionen ist ein direktes MaB fiir die
Abundanz des Peptides/Proteins in den unterschiedlichen Vesikelpoulationen. C, Relative Quan-
titdten einzelner SV-spezifischer Proteine auf VGLUT-1 - und VGAT - SVs. Solche Proteine, die ein
Verhaltnis (VGLUT-1/VGAT) deutlich gréBer 1 zeigen, sind in erster Linie mit glutaminergen SVs
assoziiert, wahrend solche, die ein Verhéltnis deutlich kleiner als 1 zeigen, mit GABAergen SVs
assoziiert sind. Proteine im Verhéltnis 1 sind gleichermaBen auf beiden Vesikelpopulationen vor-
handen.

Mikroheterogenitét und
SV-Subpopulationen

Selbst die hochstgereinigte SV-Fraktion
besteht aus einer Mischung von Organellen
aus Milliarden von Neuronen mit unter-
schiedlichen Eigenschaften. Es ist daher mog-
lich, dass das SV-Proteom Proteine enthalt,
die ausschlieBlich oder tiberwiegend nur in
spezialisierten Neuronen exprimiert werden.
Weiterhin wissen wir nicht, wie homogen die

SV-Population eines einzelnen Neurons ist.
So ist noch ungeklart, ob Vesikelproteine sto-
chastisch in Vesikel eingebaut werden, oder
ob es einen proof-reading-Mechanismus gibt,
der dafiir sorgt, dass die Stochiometrie eini-
germaBen konstant bleibt. Letzteres ist
zumindest fiir die V-ATPase wahrscheinlich,
die essenziell als Energielieferant fiir die
Neurotransmitter-Aufnahme ist, von der
wir aber im Durchschnitt nur weniger als

zwei Kopien/Vesikel nachweisen konnten
(Abb. 4)141,

Beispiele fiir spezifisch exprimierte SV-Pro-
teine stellen die Transporter fiir Neurotrans-
mitter dar, die den Transmitter-Phanotyp
eines Neurons definieren. Inwieweit unter-
scheidet sich die Proteinzusammensetzung
von beispielsweise glutamatergen und
GABAergen Vesikeln? Mithilfe von Antikor-
pern, die spezifisch VGLUTs oder VGAT erken-
nen, ist es moglich, diese SV-Populationen
relativ anzureichern (Abb. 2a). Eine erste
Analyse durch Immunoblot ergab keine mess-
baren Unterschiede in der Verteilung von
einem Dutzend SV-Proteinen!]. Um diese Fra-
ge grundsatzlich zu klaren, wenden wir zur-
zeit die quantitative MS-Analyse der unter-
schiedlichen SV-Populationen nach chemi-
scher Markierung mit stabilen isotopenmar-
kierten Reagenzien an (Abb. 4A, B)[%1. Die
Ergebnisse zeigen, dass nur wenige Proteine
spezifisch mit z. B. VGLUT-Vesikeln asso-
ziiert sind, darunter der Zn%*-Transporter:
Die MS-Signalintensitiaten der spezifischen
Peptide des Zn%*-Transporters sind in den
VGLUT-spezifischen SVs deutlich hoher als
in den entsprechenden VGAT-spezifischen
Vesikeln (Abb. 4B). Auch wenn diese Unter-
suchungen noch nicht abgeschlossen sind,
bestatigte sich, dass die meisten SV-Proteine
auf glutamatergen und GABAergen Vesikeln
ungefidhr gleich haufig sind (Abb. 4C). Aus
diesem Grund diirfte das in Abbildung 3
gezeigte quantitative Modell eines SV zumin-
dest fiir die wichtigsten exzitatorischen und
inhibitorischen Transmitter reprasentativ
sein.

Ausblick

Die hohe Empfindlichkeit und Trennschéarfe
der heute verfiigharen MS-Verfahren ist dabei,
die biologische Forschung zu revolutionieren.
Allerdings sind noch viele analytische Pro-
bleme zu losen, und auch ein vollstandiges
Inventar der an einem Organell residieren-
den Proteine reicht nicht fiir ein funktionel-
les molekulares Verstdandnis aus. Auf der Sei-
te der Massenspektrometrie miissen Verfah-
ren entwickelt werden, einzelne Proteine
quantitativ zu erfassen, z. B. unter Zuhilfe-
nahme von gereinigten Standardproteinen
oder Peptiden. Dagegen sind die Techniken
zum relativen quantitativen Probenvergleich
sehr weit entwickelt, wobei die Markierung
mit stabilen Isotopen derzeit am weitesten
verbreitet ist. Fiir den Zellbiologen entstehen
dadurch eine Fiille von faszinierenden neuen
Fragen und experimentellen Mdoglichkeiten.
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So konnen Organellen-Proteome von trans-
genen Tieren miteinander quantitativ ver-
glichen werden. Dagegen ist es schwieri-
ger, Daten liber die Mikroheterogenitat
einer Organellenpopulation zu erhalten.
Verfahren sind erforderlich, die es erlau-
ben, SV-Populationen aus verschiedenen
Stadien des Vesikelkreislaufs zu isolieren
oder Einzelvesikel-Analysen durchzufiih-
ren. Es gibt also noch viel zu tun. |
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