Voorwoord

Als onderdeel van mijn opleiding, Life Sciences richting moleculaire biologie aan de Hogeschool Utrecht, heb ik een afstudeerstage gelopen, gedurende 7 maanden. 

Ik heb de keuze gemaakt om deze stage bij Het Center for Neurogenomics and Cognitive Research (CNCR) te Amsterdam te lopen op afdeling functionele genoomanalyse. 

Bij dit onderzoekscentrum gaven zij mij een interessant onderzoek. Het onderzoek hield in dat ik nieuwe interactoren van het eiwit Munc18-1 zou onderzoeken. Met dit onderzoek kreeg ik de mogelijkheid veel verschillende technieken te leren, zoals het Y2H systeem en de co-immunoprecipitatie. 

Tevens wil ik hierbij van de gelegenheid gebruik maken om mijn begeleiders Joost Hoetjes en Ruud Toonen te bedanken voor deze leerzame afstudeerstage, tevens de kennis en de ervaring die ik hiermee heb opgedaan. Ook Ingrid Saarloos, Robbert Zalm en Matthijs Verhage wil ik hiervoor bedanken. 

Jolien Camps, Mijdrecht, april 2008

Samenvatting

De communicatie tussen neuronen zorgt ervoor dat wij dingen uit onze omgeving waarnemen, opnemen en verwerken. Neuronen communiceren met elkaar d.m.v. afgifte van chemische boodschappers, neurotransmitters, die vrij komen in de synaps. Deze neurotransmitters zijn verpakt in blaasjes die in het presynaptische neuron aanleggen, voorbereid worden en versmelten met de celmembraan waardoor de neurotransmitter vrij komt in de synaps en het signaal door gegeven kan worden aan het volgende postsynaptische neuron. 
Een heel scala van verschillende eiwitten in het presynaptische neuron controleren samen de efficiëntie van de synaptische signaaloverdracht. Het SNARE complex speelt hierin een zeer belangrijke rol. De SNARE eiwitten zijn samen met het eiwit Munc18-1 verantwoordelijk voor de regulatie van de secretie van blaasjes in allerlei organismen. Een van de SNARE eiwitten, Syntaxin-1 is een sterke interactor van Munc18-1. Munc18-1 is essentieel voor de communicatie tussen neuronen: wanneer er spraken is van een deletie in het gen Munc18-1, is er geen communicatie meer mogelijk tussen neuronen. Om de functie van Munc18-1 nader te onderzoeken, richt deze studie zich op het vinden andere, nieuwe interactoren van Munc18-1. 

Om nieuwe interactoren van Munc18-1 te identificeren, is het yeast two hybrid systeem gebruikt. Hierbij wordt gebruik gemaakt van een mutant Munc18-1, genaamd Munc18-1DD. In deze mutant zijn twee serine (S) aminozuren op de plaatsen 306 en 313 veranderd in twee asparaginezuur (D) aminozuren (S306D en S313D). Deze mutatie zorgt ervoor dat Syntaxin-1 een sterk verminderde affiniteit heeft voor Munc18-1, hierdoor zijn wij in staat nieuwe eiwitten te vinden die (vaak) een lagere affiniteit hebben voor Munc18-1. 

Uit de yeast two hybrid screen zijn twintig verschillende (deel) eiwitten geïdentificeerd die binden aan de mutant Munc18-1DD. Hieruit zijn drie eiwitten gekozen om verder te onderzoeken, namelijk de eiwitten Exocyst complex component 3 (Sec6), Mitogen activated protein kinase 1 (Mapk 1) en 3 (Mapk 3). Deze drie eiwitten zijn tevens positief getest op binding activiteit met Munc18-1 wild type in gist m.b.v. het Y2H systeem. Om de Y2H interactie te verifiëren wordt een co-immunoprecipitatie uit HEK293 cellen gedaan. Wanneer de co-immunoprecipitatie tegen Munc18-1 wordt gedaan en deze eiwitten worden aangekleurd d.m.v de Flag-tag, lijkt het er op dat er een binding plaats vindt tussen Sec6 en Munc18-1. In contrast met eerdere bevindingen in het lab is het helaas niet gelukt om de binding tussen Munc18-1 en Mapk 1 en 3 te reproduceren. Omdat Mapk 1 en 3 zijn aangetoond als interactor van Munc18-1 in eerdere co-immunoprecipitaties zullen zij waarschijnlijk wel een interactie kunnen aan gaan met Munc18-1 en hierbij een belangrijke kunnen spellen in de gereguleerde afgifte van synaptische blaasjes. Waarschijnlijk zijn technische problemen de oorzaak van het niet kunnen aantonen van de interactie in de co-immunoprecipitaties die ik heb uitgevoerd.

Summary

The communication between neurons ensures that we observe and processes events from our surrounding.  Neurons communicate with each other through the secretion of chemical components, neurotransmitters, wich are secreted in the synaps. These neurotransmitters are packed in vesicles. The neuron needs several proteins on his preysynaptic membrane and on the synaptic vesicles, so that the vesicle is able to dock, prime and fuse with the membrane. All these proteins together, contol the efficiency of synaptic transmission. The SNARE complex has an important roll in synaptic transmission. Together with Munc18-1, the SNARE complex is responsible for the regulation of secreation of vesicles in all kinds of organisms. One of the SNARE proteins, Syntaxin-1, is a strong interactor of Munc18-1. Munc18-1 is essential for communication between neurons, when Munc18-1 is deleted from the genome, vesicle fusion is abolished.
To better understand the function of Munc18-1, this research study is based on finding new interactors. Here for we used the Yeast two hybrid system. To find novel unknown proteins that have an affinity for Munc18-1, we used a mutant called Munc18-1DD. In this mutant two serine (S) amino acids are modified in two aspargine acid (D) amino acids. This protein has a much lower affinity for Syntaxin-1, so the unknown proteins with a lower afinity can bind to Munc18-1. 

The yeast two hybrid screen has identified twenty-two different proteins that interacted with the mutant Munc18-1DD. Three proteins where selected for further studies, these proteins are Exocyst complex component 3 (Sec6), Mitogen activated protein kinase 1 (Mapk 1) en 3 (Mapk 3). These proteins were studied on there binding potential to wild type Munc18-1 with Y2H and co-immunoprecipitation. In a co-immunoprecipitation using a Munc18-1 antibody specific binding to Sec6 could be observerd. In contrast to earlier observations in the lab, I was not able to reproduce the binding of Mapk 1 and 3  to Munc18 in co-immunoprecipitation assays. 

However, it is still well possible that they really interact with Munc18-1 and therefore play an important roll in the regulated secretion of synaptic vesicles. This because Mapk 1 has proven to be an interactor of Munc18-1 in previous co-immunoprecipitations. Technical problems most likely are the reason why I could not detect binding between Munc18-1 and MapK1/3 in immunoprecipitations.
. 
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Ade: 
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BSA:

Bovine Serum Albumine

cDNA: 

copy Desoxyribonucleïnezuur

DNA: 
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E. coli: 

Escherichia coli
EDTA: 

Ethyleendiaminetetra- acetaat

EtOH:
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His: 
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kDa:

kilo Dalton

KT:

Kamertemperatuur

LB: 

Luria Broth

LiAC:

Lithium Acetaat

Leu:

Leucine

LSB:

Laemmli sample buffer
Mapk1:

Mitogen activated protein kinase 1

Mapk3:

Mitogen activated protein kinase 3

NEBbuffer:
New England Biolabs buffer

PBS:

Phosphate Buffered Saline

PEG:

Polyethyleen glycol

Rpm:

rounds per minute

S. cerevisiae:
Saccharomyces  cerevisiae

SDS:

Sodium Dodecyl sulfaat
Sec6:

Exocyst complex component 3

TAE: 

Tris-Acetaat-EDTA

TBS:

Tris Buffered Saline

TE: 

Tris- EDTA

TEMED:
Tetra-ethyl-methylene-diamine
Tryp:

Tryptofaan

U:

Units

Y2H:

Yeast two Hybrid

YPAD:

Yeast extract-peptone-adenine-dextrose
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Hoofdstuk 1; Inleiding

Het Center for Neurogenomics and Cognitive Research (CNCR) is een onderzoeksinstituut van de Vrije Universiteit te Amsterdam. Op de afdeling functionele genoomanalyse van het CNCR wordt veel onderzoek gedaan naar de functie van genen (genfunctie onderzoek). Door genmodificaties in vitro en in vivo wordt geprobeerd te achterhalen hoe neuronen met elkaar communiceren en wat het verband is tussen bepaalde gen producten (eiwitten) om biologische en pathologische processen te kunnen verklaren. 

Een belangrijk eiwit waar onderzoek naar gedaan wordt is Munc18-1, welk noodzakelijk is voor communicatie tussen neuronen. De precieze functie van Munc18-1 zal beter bepaald kunnen worden wanneer er bekend is welke bindingspartners Munc18-1 heeft. Dit zal onderzocht worden m.b.v. het yeast two-hybrid systeem. 

In hoofdstuk 1, wordt het principe van de signaaloverdracht in neuronen en de rol die Munc18-1 heeft in de afgifte van de synaptische blaasjes beschreven. Tevens wordt het yeast two-hybrid uitgelegd en het doel van deze studie toegelicht. In hoofdstuk 2 komen de materialen en methoden aanbod, waarna in hoofdstuk 3 de resultaten worden behandeld. Als laatste komt de conclusie en discussie aanbod. 

1.1. Signaaloverdracht in neuronen
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De hersenen bevatten naar waarschijnlijkheid ±100 miljard neuronen. De manier waarop neuronen met elkaar communiceren, zorgt ervoor dat wij dingen uit onze omgeving waarnemen, opnemen en verwerken. Een neuron is een ingewikkelde, gespecialiseerde cel. Door uitlopers vanuit het cellichaam, de dendrieten en het axon, kunnen neuronen contact maken met anderen neuronen. De neuronen hebben elk ca. 1000 contact plaatsen, welk synapsen worden genoemd (fig. 1). De dendrieten ontvangen de signalen die door nabije axonen worden afgegeven. 

De neuronen communiceren met elkaar d.m.v. afgifte van chemische boodschappers, neurotransmitters, die vrij komen in de synaps. Deze neurotransmitters zijn verpakt in blaasjes. Het cytoplasma in het uiteinde van het presynaptisch (ook wel het zendende) neuron bevat ongeveer 200 blaasjes, met in elk blaasje weer honderden neurotransmitters. De afgifte van de neurotransmitters gebeurt wanneer er een actiepotentiaal aankomt bij het uiteinde van het axon en het celmembraan van het presynaptisch neuron wordt gedepolariseerd. Door de depolarisatie stromen calcium ionen door de calciumkanalen in het neuron. De plotselinge toename van calcium ionen zorgt ervoor dat verschillende eiwitten worden geactiveerd. De paar (meestal tussen de 1 en 10) blaasjes die na het aanlegen (docking) en de voorbereiding (priming) klaar liggen in het uiteinde van de presynaptisch neuron kunnen m.b.v. de geactiveerde eiwitten versmelten (fusion) met het celmembraan. Hierdoor komt de neurotransmitter vrij in de synaps (exocytose). De blaasjes worden opgenomen d.m.v. endocytose en hergebruikt. De neurotransmitters die vrij komen in de synaps diffunderen naar het postsynaptische (ook wel het ontvangende) neuron, hier zitten receptoren die de neurotransmitters ontvangen. Veel van deze receptoren zijn ion-kanalen. Aan de hand van binding van de neurotransmitter aan een specifieke receptor kunnen ionen, zoals natrium -, kalium - of chloride ionen, instromen in het postsynaptische neuron (2) (fig. 2). Door de instroom van geladen ionen kan een klein elektrisch signaal worden opgewekt. Dit signaal kan zich ontwikkelen tot een actiepotentiaal, zodat de ontvangende neuron op zijn beurt weer synaptische signalen door kan geven aan de volgende neuron (3, 4). 
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1.1.1. De functie van Munc18-1 in de gereguleerde afgifte van synaptische blaasjes

Om de communicatie tussen verschillende neuronen correct te laten verlopen bezit de membraan van het presynaptisch neuron en de blaasjes vele eiwitten. Deze eiwitten controleren samen de efficiëntie van de synaptische signaaloverdracht (5). Het SNARE (soluble N-ethylemaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) complex heeft waarschijnlijk de belangrijkste rol voor het afmeren van synaptische blaasjes (6) en is verantwoordelijk voor de versmelting daarvan (5). Het SNARE eiwit complex bestaat uit het blaasjes SNARE eiwit synaptobrevin en uit de plasmamembraan target SNARE eiwitten Syntaxin-1 en SNAP-25 (25kDa synatosomal-associated protein) (6,10, 15). 

De SNARE eiwitten zijn samen met Munc18-1 verantwoordelijk voor de regulatie van de secretie van blaasjes in allerlei eukaryoten organismen. Een van de SNARE eiwitten, Syntaxin-1 is een sterke interactor van Munc18-1 (5-11,15). De sterke affiniteit tussen beide eiwitten suggereert dat deze eiwitten in vivo een functionele interactie met elkaar aan gaan. Munc18-1 is echter essentieel voor de communicatie tussen neuronen (5). Dit, omdat wanneer er spraken is van een deletie van het gen Munc18-1 in neuronen er totaal géén versmelting van synaptische blaasjes geconstateerd kan worden (3-5, 12), terwijl er wel in het presynaptisch neuron blaasjes aanwezig zijn. Deze resultaten zijn waargenomen in gist Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) (13), de fruitvlieg Drosophila melanogaster (14) en in de muis Mus musculus (12).

Munc18-1 zelf heeft geen domeinen voor hechting aan het celmembraan (5). Munc18-1 kan alleen de secretie van blaasjes beïnvloeden door te binden aan membraan gebonden eiwitten, zoals DOC2A/B, Mint1/2, Cdk5 of Syntaxin-1 (3, 16, 17). Aangenomen wordt dat de binding tussen Munc18-1 en Syntaxin-1 een rol speelt bij het afmeren van synaptische blaasjes (16) welk alleen niet garant staat voor het versmelten van deze blaasjes (4, 5). Aangetoond is dat de neuronen met een deletie voor het gen Munc18-1 namelijk wel blaasje gehecht hebben aan het celmembraan van het presynaptisch neuron (5), hieruit kan geconcludeerd worden dat de binding tussen Syntaxin-1 en Munc18-1 een essentiële rol speelt in het versmelten van de blaasjes (5, 10).  De eiwitten DOC2A/B, Mint1 en Cdk5 gaan een binding aan met Mun18-1, maar de precieze functie van deze binding voor de gereguleerde afgifte van synaptische blaasjes is nog onduidelijk. 

1.2. Yeast two Hybrid systeem

Uit onderzoek is gebleken dat Munc18-1 een essentieel eiwit is voor signaaloverdracht in neuronen. Vele biologische processen, zoals replicatie, transcriptie, secretie en ook signaal transductie, komen voort uit een eiwit - eiwit interacties. Een goede methode om bindingspartners te identificeren van een te onderzoeken eiwit, is het Yeast two Hybrid systeem (Y2H). Met de gevonden bindingspartners zou de precieze functie van Munc18-1 beter beschreven kunnen worden. Het Y2H systeem is in 1989 ontdekt door S. Fields et al. (18) en wordt tot heden regelmatig gebruikt om eiwit interacties te ontdekken (19, 20..) 

De Y2H methode is gebaseerd op het ontdekken van een interactie tussen twee hybriden eiwitten. De interactie zorgt er voor dat de transcriptie geactiveerd wordt van zogenaamde selectie genen (20). Om de interactie tussen de hybriden eiwitten aan te tonen gebruikt het Y2H systeem twee specifieke eiwitdomeinen. Het DNA binding domein (BD), welk in staat is om aan DNA te binden, en het activatie domein (AD), welk in staat is om de transcriptie van DNA te activeren. Voor de transcriptie is het complex transcriptie activator (TA) nodig. Door binding tussen het AD en het BD, welk gebonden is aan de promoter, kan de TA ter gelijke tijd een binding vormen met zowel het AD als de promoter. Deze promoter ligt voor de selectie genen, welk coderen voor de essentiële aminozuur Histidine en Adenine. Beide domeinen zijn van belang voor de transcriptie, wanneer er een afwezig is zal er geen transcriptie mogelijk zijn. 

Deze specifieke binding maakt het mogelijk om een interactie tussen twee hybride eiwitten te onderzoeken door het eiwit van interesse (bait) te fuseren met het BD en het onbekende (prey) te fuseren met het AD. Wanneer de prey een interactie aan gaat met de bait, worden de BD en het AD bij elkaar gebracht. De BD bindt aan de promotor waardoor het TA complex ter gelijke tijd een binding vormt met zowel het AD als de promotor. Dit gevormd TA complex zorgt ervoor dat de selectie genen Histidine en, wanneer de interactie zeer sterk is, Adenine afgelezen kan worden. Hierdoor is de interactie tussen de twee hybriden eiwitten detecteerbaar wanneer de gistcellen worden opgegroeid op selectie medium platen die geen Histidine of  zowel geen Histidine als Adenine bevatten (fig. 3).
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1.2.1. Methode
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In deze studie is het gen van interesse, de bait, Munc18-1. Syntaxin-1 heeft een sterke affiniteit voor Munc18-1. Aangezien onderzocht wordt met welke onbekende eiwitten Munc18-1 een affiniteit heeft is er gebruik gemaakt van een mutant, genaamd Munc18-1DD. In deze mutant zijn twee serine (S) aminozuren op plaats 306 en 313 veranderd in twee asparaginezuur (D) aminozuren (S313D en S306D) waardoor de fosforylering site veranderd zodat deze constant gefosforyleerd is. Deze mutant heeft geen vermindering van zijn activiteit in de regulatie van synaptische blaasjes (25). Wel heeft dit eiwit heeft een sterk verminderde affiniteit voor Syntaxin-1, hierdoor kunnen eiwitten met een lagere affiniteit voor Munc18-1 detecteerbaar binden. Als prey in deze studie wordt gebruik gemaakt van een cDNA bank. Het onbekende cDNA is afkomstig van een muizenbrein. 
Bij het Y2H systeem wordt gebruik gemaakt van een S. cervisiae stam, welk geen activator bezit voor de selectie genen Leucine, Tryptofaan, Adenine en Histidine (19). De gistcellen worden getransformeerd met twee vectoren. 

1) de pGAL4 vector bevat het selectie gen voor het aminozuur Tryptofaan en het DNA BD gefuseerd aan Munc18-1DD (bait). 

2) de pACT2 vector bevat het selectie gen voor het aminozuur Leucine en het AD gefuseerd met onbekend cDNA (prey). 

Wanneer de cellen getransformeerd zijn, is het van belang dat alleen kolonies met beide vectoren worden geïsoleerd. Deze selectie kan plaats vinden door de gist te kweken op Tryptofaan en Leucine arme medium platen. Alleen de gistcellen welke beide vectoren bezitten, hebben de genen voor de essentiële aminozuren Tryptofaan en Leucine en kunnen dus op deze platen groeien (21) (fig. 4). 
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Wanneer beide vectoren in de cel aanwezig zijn en er een binding optreedt tussen de bait en prey, wordt de transcriptie geactiveerd van het essentiële aminozuur Histidine (fig. 3). Door de gistcellen te kweken op Histidine arme platen, kan geconstateerd worden dat er een binding plaats heeft gevonden tussen de twee eiwitten, het cDNA en Munc18-1DD. Wanneer de binding zeer sterk is tussen de eiwitten, zal ook het aminozuur Adenine worden getranscripteerd. Deze binding kan geconstateerd worden door de gistcellen te kweken op Adenine arme platen.

Vaak binden het BD zonder Munc18-1 en het cDNA aan elkaar wat er voorzorgt dat de BD en het AD bij elkaar komen en de TA de promotor kan activeren, waardoor Histidine tot expressie komt. Er is dan sprake van een vals positieve binding. Om deze vals positieve binding te identificeren worden de gistcellen getransformeerd met een pGAL4-BD lege vector en de pACT2-AD cDNA vector. 

1.3. Doel van deze studie 

Zoals eerder is beschreven is Munc18-1 noodzakelijk in de signaaloverdracht tussen neuronen. Munc18-1 bindt onder anderen aan de eiwitten DOC2, Mint 1 en syntaxin-1. Het doel van deze studie is het vinden van nieuwe onbekende eiwitten die een binding aangaan met Munc18-1. Wanneer er namelijk meer bekend is over bindingen tussen Munc18-1 en andere eiwitten kan er meer gezegd worden over de functie van Munc18-1. Wat zijn rol is in de regulatie van synaptische blaasjes en daarmee zijn rol in de signaaloverdracht tussen neuronen is. 

Mijn onderzoeksvraag is dan ook: Welke onbekende eiwitten binden aan Munc18-1?
1.3.1. Opzet van deze studie

Om deze onderzoeksvraag te beantwoorden zal gebruikt worden gemaakt van het Y2H systeem. Allereerst zal het cDNA geïsoleerd worden uit de aangeprikte gist kolonies en na transformatie zal het cDNA tevens uit de E.coli worden geïsoleerd. Het cDNA zal hierna d.v.m. sequencen bekeken worden voor welk eiwit, of een deel van het eiwit, het cDNA codeert en of het betreffende (deel) eiwit tot expressie wordt gebracht. Wanneer het (deel) eiwit in hetzelfde transcriptie frame loopt met de activatie domein zal het (deel) eiwit tot expressie gebracht worden door de promoter die zich hiervoor bevindt. Wanneer het (deel) eiwit tot expressie zal komen, wordt deze verder onderzocht op binding met Munc18-1-DD en op vals positieven m.b.v. het Y2H systeem. De interessante eiwitten die met Munc18-1DD binden, worden verder onderzocht m.b.v een co-immunoprecipitatie. Hiermee wordt onderzocht of het coderende eiwit daadwerkelijk bindt met het wild type Munc18-1. Wanneer er sprake is van een binding tussen het eiwit en het wild type Munc18-1, zal de functie van dit eiwit in verband met Munc18-1 nader onderzocht worden. 

Hoofdstuk 2; Materialen en methoden

2.1. Plasmide DNA isolatie uit gist
Voor verder onderzoek, zoals sequencen, transformaties en transfecties, is het van belang om het cDNA in handen te hebben. Om dit te verkrijgen is het DNA geïsoleerd uit gist. De gistcellen worden eerst opgekweekt overnacht in de schudstoof van 30ºC in 5ml yeast extract-peptone-adenine-dextrose pH6,5 (YPAD, 10g Bacto yeast extract, 20g Bacto-peptone, 0,1g Adenine hemisulfaat en 20g Glucose in 1 liter gedestilleerd H2O). De volgende dag wordt de gist afgedraaid, waarna de gistcel wordt geresuspendeerd in 200µl 0,5mg/ml Zymolase (Seikagaku corporation) in 100mM Tris HCL pH7,5/ 10mM EDTA (TE) en te incuberen voor 2 uur bij 37ºC. Hierna worden de gistcellen gelyseerd door toevoeging van 200µl 1% Sodium Dodecyl sulfaat (SDS)/ 0,2M NaOH. Nadat de suspensie goed is gemixt worden de cellen geïncubeerd voor 15min bij kamertemperatuur (KT). Vervolgens wordt de neutralisatie stap uitgevoerd d.m.v. 200µl 3M potassium acetaat pH5,5. De oplossing wordt gemixt en afgedraaid bij 4ºC voor 30min bij 12000 rounds per minute (rpm). Het DNA bevindt zich in het supernatant, welk wordt geprecipiteerd door samenvoeging van het supernatant en 650µl iso-propanol en afgedraaid bij 4ºC voor minimaal 10min 12000 rpm. Het supernatant wordt verwijderd en de pellet wordt gewassen met 500 µl 70% Ethanol (EtOH), waarna deze wordt afgedraaid bij bij 4ºC voor 5min 12000 rpm. De EtOH wordt verwijderd en het DNA wordt aan de lucht gedroogd. Hierna wordt 40µl TE toegevoegd en het DNA opgelost. 

2.2. Transformeren E.coli

Het geïsoleerde DNA uit gist of ligatie mix, wordt getransformeerd in competente DH5 alfa Escherichia coli (E.coli) (22).Op ijs worden 50μl competente E.coli cellen met 5-10μl DNA samen gevoegd. Hierna krijgt de E. Coli een heat shock door 45 seconden bij 42°C te houden, waarna ze voor 1 minuut op ijs worden gezet. Bij de E. coli cellen wordt 1ml Luria Broth (LB) medium toegevoegd en voor 1 uur in de 37°C schutstoof geplaatst. De getransformeerde cellen worden hierna uitgeplaat op LB agar plaat met selectie reagens. De E.coli overnacht wordt opgegroeid bij 37°C.

2.3. Vector zuivering

Voor de vector zuivering zijn, na transformatie, bacteriën aangeprikt van de LB agar platen en overnacht opgekweekt in 2ml LB medium met selectie reagens in de 37°C schudstoof. Hiervan is de volgende dag ongeveer 1,5ml gebruikt voor plasmide isolatie. De E.coli cellen worden afgedraaid, waarna deze wordt geresuspendeerd door 150μl 100mM Tris HCL pH7,5/ 10mM EDTA (TE). Hierna worden de cellen gelyseerd door toevoeging van 150µl 1%SDS/ 0,2M NaOH, de oplossing wordt voorzichtig door omzwenken gemixt. Vervolgens wordt de neutralisatie stap uitgevoerd d.m.v. 150µl 3M potassium acetaat pH5,5, de oplossing wordt voorzichtig door omzwenken gemixt en afgedraaid bij 4ºC voor minimaal 10 minuten bij 12000 rpm. Het DNA, dat zich in het supernatant bevindt, wordt geprecipiteerd door samenvoeging van 500µl isopropanol aan het supernatant en afgedraaid bij 4ºC voor minimaal 10min 12000 rpm. Het supernatant wordt verwijderd en de pellet wordt gewassen met 500 µl 70% EtOH, waarna deze wordt afgedraaid bij bij 4ºC voor 5min 12000 rpm. De EtOH wordt verwijderd en het DNA wordt aan de lucht gedroogd. Hierna wordt 40µl TE toegevoegd en het DNA opgelost (Miniprep Plasmid purification, Qiagen). 

Om schonere vectoren te verkrijgen voor latere transfectie wordt de isolatie op grotere schaal gedaan. De bacteriën worden na transformatie aangeprikt van de LB agar platen en worden overdag opgekweekt in 3ml LB medium met selectie reagens in de 37°C schudstoof, welk overnacht worden opgekweekt in 100ml. De methode is het zelfde als hierboven beschreven (Maxiprep Plasmid DNA isolation, Qiagen). 

De vectoren worden tevens gecontroleerd d.m.v. digesties of het gen van interesse aanwezig was. De gebruikte enzymen waren Xho I, EcoR I, BamH I, Bgl II, Mfe I en Sac I.
2.4. Sequencen

Om te onderzoeken waar het cDNA in de vector voor codeert zijn er sequence analyses uitgevoerd. De klonen worden gesequenced met primer 53 of 54 (bijlage 1). Van deze primer wordt 1μl 10μM samen met de master mix, 2μl Bigdye buffer, 5μl H2O, 1μl Bigdye Terminator, toegevoegd aan het 1μl DNA sample. M.b.v. een sequence programma van 45 seconden bij 96°C, met 30 cycli 10 seconden bij 96°C voor denaturatie, een Tannealing van 5 seconden bij 55°C en Telongatie van 2 minuten bij 60°C zijn de fragmenten geamplificeerd. Na de laatste cycli wordt de Telongatie verlengd met 5 minuten. 

Door toevoeging van 5μl 7,5M NH4Ac en 30μl 100% EtOH wordt het DNA geprecipiteerd. Het DNA wordt voor 30 minuten ingevroren bij -20°C . Hierna wordt het bij 4°C voor 15 minuten bij 12000 rpm afgedraaid. Om de pellet te wassen wordt het supernatant verwijderd en 100μl 70% EtOH toegevoegd en opnieuw afgedraaid bij 4°C voor 10 minuten bij 12000 rpm. Het supernatant wordt verwijderd en de pellet wordt aan de lucht gedroogd, waarna de pellet wordt opgelost in 10μl HiDi formamide. De samples worden gerund op ABI HITACHI 3730 DNA analyser. De sequentie analyse is geanalyseerd m.b.v. Vector NTI.
2.5. Y2H 

De gistcellen worden overnacht opgegroeid in 10ml YPAD bij 30°C in de schudstoof. De volgende dag wordt de OD600 waarde bepaald en een verdunning ingezet zodat de OD600 waarde 0,150 is. De gistcellen worden schuddend gekweekt bij 30°C. Als de OD600 waarde ongeveer drie maal is verdubbeld worden de cellen afgedraaid voor 5min bij 1000 rpm. Het supernatant wordt vervolgens verwijderd en de cellen worden geresupendeerd in 1ml 100mM Lithium Acetaat (LiAc), dit wordt voor 5min schuddend bij 30°C geïncubeerd. Vervolgens wordt de 100μl suspensie uitgevuld per epje, afgedraaid voor 1min bij 3000 rpm en wordt het supernatant verwijderd. De gistcellen, S. cerevisiae AH.109 (Clontech), worden getransformeerd met twee vectoren, pGAL4-Munc18-1DD, pGAL4-Munc18-1wt of pGAL4-leeg en pACT2-cDNA. De lege vector dient als controle voor de binding tussen het cDNA en Munc18-1DD. Voor de co-transformatie wordt 240μl polyethyleen glycol (PEG) 3500 50% w/v, 36μl 1M LiAc, 50μl 2mg/ml salmon-sperm carrier DNA, 29μl H2O en 5μl DNA samengevoegd met de gistcellen en geïncubeerd voor 45 minuten bij 42°C. Hierna de cellen worden afgedraaid voor 30 seconden bij volle snelheid. Het supernatant wordt verwijderd en de gistcellen worden geresupendeerd in 150μl H2O, waarna alle getransformeerde gistcellen worden uitgeplaat op een Tryptofaan (Tryp) en Leucine (Leu) arme plaat, bestaande uit 6,7g Yeast nitrogen base, 0,62g Complete Supplement Mixture (CSM mix), 20g Glucose, 0,1g Adenine hemisulfaat (Ade), 2ml 100mM Histidine (His) en 20g Bacto-agar opgelost in 1L gedestilleerd H2O pH5,8. De platen worden weg gezet bij 30°C. 

Na drie dagen worden op gegroeide gistcellen verdunt tot een OD600 waarde van 0,100 en weer uitgezet voor controle of beide vectoren aanwezig zijn op een Tryp en Leu arme plaat. Om te constateren of er binding plaats vindt tussen de eiwitten worden de gistcellen uitgeplaat op een His, Tryp, Leu arme plaat en om vast te stellen of dit een sterke binding is worden de gistcellen uitgeplaat op een Ade, His, Tryp en Leu arme plaat. De platen worden geïncubeerd bij 30°C voor ongeveer 3 dagen.

2.6. Constructie vectoren 

pCMV-3Tag-1A-Sec6: 

Het gen Sec6 is met Xho I en Xma I, 5 Units (U)/ μl , geknipt uit de image kloon pSEC6-CMV-SPORT6. De pCMV-3Tag-1A, is tevens geknipt met Xho I en Xma I, 5 U/μl. De digestie mix bestaat uit 1μl DNA, 1μl New England Biolabs buffer (NEBbuffer) 4, 1μl 10x Bovine Serum Albumine (BSA), 0,5μl Xho I, 0,5μl Xma I, 6μl MilliQ H2O. In de digestie voor de pCMV-3Tag-1A vector wordt er 5μl i.p.v 6μl MilliQ H2O en 1μl Fosfatase alkaline (Shrimp, Roche) toegevoegd.  De fragmenten worden gescheiden d.m.v. gel elektroforese op een 1% agarose gel in 1x Tris-Acetaat-EDTA (TAE) buffer bij honderd Volt.

pCMV-3Tag-1B- Mapk3: 

Het gen Mapk3 is met Xho I en EcoRI, 5 U/μl, geknipt uit de kloon pACT2-kl#59. De pCMV-3Tag-1B, is tevens geknipt met Xho I en EcoRI, 5 U/μl. De digestie mix bestaat uit 1μl DNA, 1μl NEBbuffer 2, 1μl 10x BSA,0,5μl Xho I, 0,5μl EcoRI, 6μl MilliQ H2O. In de digestie voor de pCMV-3Tag-1ApCMV-3Tag-1B vector wordt er 5μl i.p.v 6μl MilliQ H2O en 1μl Fosfatase alkaline (Shrimp, Roche) toegevoegd.  De fragmenten worden gescheiden d.m.v. gel elektroforese op een 1% agarose gel in 1x Tris-Acetaat-EDTA (TAE) buffer honderd Volt.

2.6.1. Isolatie

Het gewenste DNA fragment wordt uit de gel gesneden onder UV licht. Door toevoeging van 500μl gel solubilzer en het incuberen bij 55°C wordt de gel opgelost en komt het DNA in de oplossing. Om het DNA te binden wordt 250μl binding enhancer toegevoegd. De oplossing wordt over een kolom gebracht en voor 1 min afgedraaid bij 13000 rpm. Hierna wordt de kolom gewassen met 750μl wash buffer en twee maal voor  1 minuut afgedraaid bij 13000 rpm. Het DNA wordt met 40μl MilliQ H2O van de kolom geëlueerd (Invisorb)

2.6.2. Ligatie 

Voor de ligatie is 1μl vector en  7μl insert DNA, 1μl T4 ligase en 1μl T4 ligase buffer gebruikt. Na minimaal 1 uur geïncubeerd te hebben bij KT, is het product ingevroren bij -20°C voor latere transformatie in E. coli.

2.7. Transfectie

Voor de co-transfectie van pCMV-3Tag-1A-Sec6 en pCMV-3Tag-1B-Mapk1 of 3 met pIRES-EGFP-Munc18-1 worden Human Embryo Kidney 293 (HEK) cellen gebruikt. Deze cellen worden voorzichtig gewassen met Phosphate Buffered Saline (PBS) en getrypsiniseerd. De cellen worden één op tien verdund in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) met 1% penicilline en streptomycine, 1% No Essential Amino Acids en 10% foetaal kalf serum. De cellen worden uitgezaaid op een Ø10cm petrischaal en overnacht geïncubeerd bij 37°C+ 5% CO2. De volgende middagdag wordt de transfectie uitgevoerd d.m.v calcium fosfaat. Per petrischaal wordt een mix van 5µg per vector, 150µl 250mM calcium chloride en 150µl 2x HBS, bestaande uit 1600mg NaCl, 74mg KCl, 25mg Na2HPO4.2H2O, 20mg dextrose in 100ml MilliQ H2O, druppelsgewijs op de cellen gepipetteerd. De cellen worden overnacht geïncubeerd bij 37°C+ 5% CO2. De volgende ochtend wordt het medium ververst en worden de cellen overnacht geïncubeerd bij 37°C + 5% CO2. Deze transfectie efficiëntie wordt geschat door het fluorescentie label aan Munc18-1.
2.8. Co-immunoprecipitatie

2.8.1. Pull down

Voor de co-immunoprecipitatie worden de getransfecteerde cellen, zoals hierboven beschreven gebruikt. 

Per construct worden 75µl protein A agarose beads (Invitrogen) uitgevuld en drie maal gewassen met PBS en één keer met lysisbuffer, welk bestaat uit 2,5ml Glycerol, 2,5ml Nonidet P40 (Roche), 1,25ml 1M Tris pH7.5, 1ml 5M NaCl en 50µl MgCl2, 1 protease inhibitor cocktail tablet (Roche) in 25ml MilliQ H2O. Om de te onderzoeken eiwitten uit de cellen te halen, worden de cellen gelyseerd met 800µl lysisbuffer. Het celllysaat wordt voor 10 minuten afgedraaid op 13000 rpm bij 4°C. Als controle wordt 80µl van het supernatant, het totaal lysaat, samen gevoegd met 40µl 3x Laemmli sample buffer (LSB). Het overige supernatant en de gewassen beats worden samengevoegd. De co-immunoprecipitatie wordt gedaan met 7µl antilichaam tegen Munc18-1 (polyclonal, CNCR) of 5µl antilichaam tegen de Flag-tag (monoclonal, Sigma). Voor een negatieve controle wordt tevens een sample mee genomen met pre immuun serum. Deze oplossing wordt gedurende minimaal 2 uur tumbelend geïncubeerd bij 4°C, daarna afgedraaid voor 1 minuut bij 13000 rpm bij 4°C. De beats wordt vier maal gewassen met lysisbuffer, waarna de beats met de eiwitten droog gezogen worden. Bij de beads wordt 25µl 1X LSB gevoegd. 

2.8.1. Western blot

Om de eiwitten te scheiden, wordt er een gel gemaakt. Deze gel bestaat uit een 10% running gel, bestaande uit 6ml MilliQ H2O, 5ml 30% Acryl/ 1% bisacryl, 3,75ml 3M Tris pH8,8, 200µl 10% SDS, 100µl ammonium persulfate (APS, Bio-Rad) en 10µl Tetra-ethyl-methylene-diamine (TEMED, AppliChem),  en een stacking gel, bestaande uit 5,4ml MilliQ H2O, 1005µl 30% Acryl/ 1% bisacryl, 937,5µl 1M Tris pH6,8, 150µl 10% SDS, 75µl APS en 7,5µl TEMED. Voordat de samples geladen worden, worden de samples voor 5 min opgekookt. De samples en de controle, het totaal lysaat, worden in de slotjes geladen. De SDS gel wordt gerund in running buffer, bestaande uit 3gr Tris, 14,4gr glycine en 1gr SDS in 1liter H2O bij 100-120V tot dat het front van de gel afloopt. 

Voor het latere aankleuren worden de eiwitten overgeblot op een immuno-blot polyvinylidene difluoride membraan (Bio-Rad). Het blotten zal gebeuren in een koude blot buffer, bestaande uit 37,5gr Tris, 180gr Glycine in 10l MilliQ H2O 20% Methanol aan gevuld met MilliQ H2O, voor 1uur bij 0,35 ampère bij 4°C. 

2.8.3. Aankleuren

De blot wordt geblokt met 2% melkpoeder en 0,5% BSA in Tris Buffered Saline (TBS)-tween voor een uur bij KT. Wanneer de co-immunoprecipitatie op Munc18-1 wordt gedaan is het primaire antilichaam tegen de Flag-tag (1:2000, monoklonaal, Sigma) verdunt in TBS-tween gebruikt en wanneer de co-immunoprecipitatie op de Flag-tag is dit het primaire antilichaam tegen Munc18-1 (1:5000, polyklonaal, Transductions Lab). Na drie maal te hebben gewassen met TBS-tween voor 10min wordt het blotje geïncubeerd met het secondaire antilichaam, anti-muis IgG (Sigma) of anti-konijn IgG (Dako), 1:10000 verdunt in TBS-tween en voor een minimaal half uur, hierna wordt het blotje nogmaals drie maal 10min gewassen met TBS-tween. Om het eiwit aan te tonen wordt het blotje voor ongeveer 2min geïncubeerd met het ECF substraat (GE Healthcare, Amersham Biosciences), hierna het membraan wordt gescand met Fujifilm FLA-500.
Hoofdstuk 3; Resultaten

Van de 1179 gist kolonies die geprikt zijn, is van 1129 klonen het cDNA geïsoleerd uit deze gistcellen. Het cDNA uit de gistcellen is na de isolatie getransformeerd in E. coli, waarna het cDNA is geïsoleerd d.m.v. een mini precipitatie. Het is van 976 klonen gelukt om gezuiverd DNA te verkrijgen. Van deze 976 klonen zijn 139 klonen inframe na het sequencen, welk getest zijn met een controle Y2H. Hieruit zijn twintig verschillende (deel) eiwitten gekomen die binden aan de mutant Munc18-1DD, 3 hiervan zijn interessant.

3.2. Sequencen

Met het cDNA welk geïsoleerd is uit E. coli, is het onderzoek verder gegaan m.b.v sequencen. Met het sequencen wordt er onderzocht voor welk (deel) eiwit het cDNA voor codeert en of het (deel) eiwit wel tot expressie komt. Alle klonen worden gesequenced met de primers 53 of 54 (bijlage 1). M.b.v. Vector NTI zijn de sequentie geanalyseerd. Voor het onbekende cDNA bevindt zich een linkersequentie, welk is AA TTC GC GGC CGC GTC GAC (fig. 5). De DNA sequentie die na de linker komt wordt vergeleken met DNA sequenties in de databank van EMBL-EBI. Daarna is er gekeken of de sequentie inframe valt met het activatie domein. Na alle 976 klonen te hebben onderzocht m.b.v. sequence analyses blijken er 139 klonen inframe te zijn en te coderen voor een (deel) eiwit (bijlage 2). 
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3.3. Controle Y2H

Na de sequence analyse zijn er 139 klonen over gebleven die voor een (deel) eiwitten coderen. Deze zijn onderzocht op binding met Munc18-1DD. 

De pACT2-cDNA klonen zijn opnieuw getransformeerd met zowel pGAL4-Munc18-1DD en met pGAL4-BD-Munc18-1wt  als met pGAL4-lege vector. De gist cellen zijn uitgeplaat op Leu/ Tryp (+HIS), Leu/ Tryp/ His (-HIS) en Leu/ Tryp/ His/ Ade (-ADE) arme medium platen. Wanneer er een binding plaats vindt tussen Munc18-1DD en het cDNA, zal aminozuur Histidine tot expressie worden gebracht en bij een zeer strek binding het aminozuur Adenine. 

Uit dit onderzoek blijken twintig nieuwe verschillende eiwitten een affiniteit te hebben voor Munc18-1DD (bijlage 3). Drie van de twintig eiwitten, Exocyst complex component 3 (Sec6), Mitogen activated protein kinase 1 (Mapk1) en 3 (Mapk3), zijn interessant.
Alle drie de eiwitten hebben na drie dagen groei van gist cellen op Leu/ Tryp/ His arme medium platen, welk getransformeerd zijn met zowel pGAL4-BD-Munc18-1DD of met pGAL4-BD-Munc18-1wt en het pACT2-AD-cDNA. Alleen Mapk 1 heeft na drie dagen tevens groei van gistcellen op Leu/ Tryp/ His/ Ade arme medium plaat, wat een sterke binding met Munc18-1DD en met Munc18-1 wild type (wt) initieert.




3.4. Vector constructie: pCMV-3Tag-1A-Sec6 en pCMV-3Tag-1B-Mapk3

Om een binding te kunnen vast stellen van de eiwitten Sec6 en Mapk3 met Munc18-1 zijn er twee nieuwe vectoren gecreëerd: pCMV-3Tag-1A-Sec6 en pCMV-3Tag-1B- Mapk3. 

Hiervoor zijn de vectoren pCMV-3Tag-1A en B gebruikt voor hun Flag-tag sequentie. Deze Flag-tag sequentie is van belang voor het aankleuren en voor de co-immunoprecipitatie van de eiwitten Sec6 en Mapk1 en 3. De vector met Mapk1 was reeds beschikbaar.

De gecreëerde vectoren zijn aan de hand van restrictie analyse gecontroleerd op de aanwezigheid van het cDNA. De gebruikte enzymen voor pCMV-3Tag-1A-Sec6 waren BamH I, EcoR I, Xho I en Mfe I en voor pCMV-3Tag-1B- Mapk3 Sca I en Bgl II (bijlage 4).
De vectoren zijn tevens gesequenced met de primer T3 (bijlage 1) om vast te kunnen stellen dat het cDNA in frame loopt met de Flag-tag sequentie. Uit de resultaten van zowel de restrictie analyse (fig. 7) als de sequence analyse blijkt dat beide nieuwe vectoren juist zijn.
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3.5. Co-immunoprecipitatie

De drie nieuwe eiwitten zijn onderzocht of zij een interactie aan gaan met Munc18-1 wild type. 
Wanneer de co-immunoprecipitatie met anti-Flag tegen de nieuwe eiwitten wordt gedaan zal het verwachte bandje van Munc18-1 op een hoogte van ongeveer 68kDa zitten. Als controle of de cellen wel getransfecteerd zijn wordt het totaal lysaat mee genomen. Als controle voor de co-immunoprecipitatie is Mapk1 gebruikt als positieve controle en met pre immuun serum als negatieve controle (-) mee genomen. 

Munc18-1 bevindt zich in het totaal lysaat van de cellen, maar wanneer de co-immunoprecipitatie met anti-Flag tegen Sec6, Mapk1 en 3 wordt gedaan, is het niet mogelijk om Munc18-1 aan te tonen (fig. 8)
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Wanneer de co-immunoprecipitatie met anti-Munc18-1 tegen Munc18-1 wordt gedaan zal het verwachte bandje van Sec6 samen met de Flag-tag op een hoogte van ongeveer 90kDa zitten, Mapk 1 samen met de Flag-tag zal op 55kDa en Mapk 3 samen met de Flag-tag zal op 69kDa zitten. Als controle of de cellen wel getransfecteerd zijn wordt het totaal lysaat mee genomen. Als controle voor de co-immunoprecipitatie is Mapk 1 met pre immuun serum als negatieve controle (-) mee genomen. Alle eiwitten bevinden zich in het totaal lysaat, maar de aankleuring van deze eiwitten na de co-immunoprecipitatie geeft de negatieve controle een aspecifieke binding. Wel is er een specifiek bandje te zien bij Sec6, alleen ligt dit bandje ongeveer 10kDa te hoog (fig. 9). Het is bekend dat door post-translationele modificaties eiwitten op een gel een groter molecuulgewicht lijken te hebben, dit zou ook een verklaring kunnen zijn voor het “hoger lopen” van Sec6 op een SDS- gel. 



Hoofdstuk 4; Conclusie en discussie

Om de functie van Munc18-1 in de regulatie van synaptische blaasje verder te onderzoeken heeft deze studie onderzoek gedaan naar het vinden van interactoren. Dit is gedaan m.b.v. het Y2H systeem. Het Y2H systeem wordt vaak gebruikt bij studies naar bindingspartners van een te onderzoeken eiwit (19, 20). 

Met de Y2H test zijn 1179 klonen aangeprikt. Van deze 1179 klonen is van 1129 klonen de pACT2- cDNA vector geïsoleerd uit gist, welk getransformeerd is in E.coli en van 976 klonen is het cDNA hiervan geïsoleerd. Om te onderzoeken voor welk eiwit het cDNA codeert en of het inframe is met het activatie domein zijn de 976 klonen die uit de E.coli geïsoleerd zijn geblast tegen de databank van EMBL-EBI. Hierna bleken 139 klonen inframe te zijn en een eiwit tot expressie brengen. 
Deze 139 klonen zijn nogmaals onderzocht met het Y2H systeem op binding met Munc18-1DD en op een negatieve binding met de lege vector. Hieruit zijn 20 verschillende eiwitten gekomen die groei van gistcellen gaven op Leu/ Tryp en His arme platen, 13 hiervan groeiden ook op Leu/ Tryp/ His/ Ade arme medium platen. Deze twintig eiwitten hebben hoogstwaarschijnlijk een affiniteit hebben met Munc18-1DD. Drie van deze eiwitten Exocyst complex component 3 (Sec6), Mitogen activated protein kinase 1 (Mapk1) en 3 (Mapk3) zijn interessant. Sec6, MapK1 en 3 zijn interessant omdat deze een belangrijke rol kunnen spelen in de regulatie van synaptische blaasjes. Het eiwit Sec6 speelt een rol in de secretie van blaasjes in neuronen (23, 24). Mapk 1 kwam uit een vorige test naar voren en zou Munc18-1 kunnen fosforyleren. Mapk 1 en 3 zijn zeer geconserveerd, waardoor Mapk 3 eventueel Munc18-1 tevens zou kunnen fosforyleren, want Mapk reguleert de hoeveelheid van aangelegde blaasjes via Synapsin 1. Aangetoond is wanneer de Mapk afhankelijke fosforylatie van Synapsin 1 wordt verhoogd, dit resulteert in een verhoogt aantal aangelegde blaasjes in neuronen (27). Tevens is de Mapk kaskade van belang voor langer termijn geheugenvorming en synaptische plasticiteit (27,28). Deze drie eiwitten gaven na drie dagen groei van gist cellen op Leu/ Tryp/ His arme medium platen. MapK 1 heeft als enige van deze drie eiwitten een sterke affiniteit met Munc18-1DD, want na drie dagen groeien de gistcellen op Leu/ Tryp/ His/ Ade arme medium platen. De andere zeventien eiwitten zouden ook in vivo een affiniteit kunnen hebben met Munc18-1. De meeste van deze eiwitten zijn enzymen die moeilijk in relatie gebracht kunnen worden met Munc18-1. 
Om te onderzoeken of Sec6, Mapk1 en 3 geen vals positieven zijn in de Y2H test en of deze eiwitten tevens een binding vormen met Munc18-1 wild type is er gebruik gemaakt van co-immunoprecipitatie. Wanneer de co-immunoprecipitatie met anti-Flag tegen de deze eiwitten wordt gedaan en Munc18-1 wordt aangekleurd, kan er geen binding aangetoond worden (fig. 8). 

In het totaal lysaat is de hoeveelheid Munc18-1 niet constant, zelfs bij de co-transfectie met Sec6 is helemaal geen Munc18-1 aanwezig en bij de co-transfectie met Mapk 1 en 3 is Munc18-1 heel weinig aanwezig in vergelijking met de co-transfectie met Mapk 1, die gebruikt is als negatieve controle (-). De co-transfectie van de gebruikte HEK 293 cellen is dus niet efficiënt geweest. Dit was al waarneembaar wanneer er d.m.v. microscopische analyse naar het fluorescentie label werd gekeken, wat tegelijkertijd tot expressie komt met Munc18-1 in cellen. De gebruikte HEK cellen zouden een hoge transfectie efficiëntie moeten hebben (26), maar in deze studie was dit zeer wisselend en verschillend. De transfectie efficiëntie verschilde tussen 0-60%, terwijl dit tussen de 60-80% hoort te zijn (I. Saarloos, R. Zalm, persoonlijke communicatie) De transfectie efficiëntie van de eiwitten Sec6, Mapk 1 en 3 kan niet microscopisch worden geanalyseerd, maar wanneer de blot wordt aangekleurd d.m.v de Flag-tag, zijn de eiwitten Sec6 en Mapk1 wel degelijk aanwezig in zowel het totaal lysaat als in de co-immunoprecipitatie met het Flag-tag antilichaam. Daar in tegen kan Mapk 3, d.m.v. de Flag-tag, helemaal niet worden aangetoond in zowel het totaal lysaat als in de co-immunoprecipitatie. Omdat Mapk 3 niet aangetoond kan worden op de blot, is dit een logische verklaring waarom Munc18-1 tevens niet aangetoond kan worden. Omdat MapK 1 wel te vinden is in de co-immunoprecipitatie en er ook (zij het weinig) Munc18-1 in het cel lysaat aanwezig was, heeft er geen detecteerbare co-immunoprecipitatie plaats gevonden tussen Mapk 1 en Munc18-1. De lage expressie van Munc18-1 kan hieraan ten grondslag liggen. De matige co-transfectie zou te maken kunnen hebben met te weinig of niet schoon genoeg DNA van Munc18-1. Ook kan het zijn dat het calcium precipitaat niet goed gevormd is.

Wanneer de co-immunoprecipitatie met anti-Munc18-1 antilichaam wordt gedaan en Sec6, Mapk 1 en 3 worden aangekleurd d.m.v. anti-Flag, kan er geen specifieke binding aangetoond worden voor Mapk 1 (fig. 9), dit komt waarschijnlijk door aspecifieke binding van anti-Flag aan de heavy chain van het anti-Munc18-1 antilichaam. Deze aspecifieke binding is ook zichtbaar bij de negatieve controle (Mapk 3 -) en bij Sec6. Wel lijkt er een specifiek bandje te zien voor Sec6, dit is een bandje wat alleen bij Sec6 zichtbaar is, alleen ligt dit bandje ongeveer 10kDa te hoog. Een verklaring hiervoor kan zijn dat het eiwit niet goed gedenatureerd is of gemodificeerd is. Om conclusief te kunnen zeggen dat Munc18-1 en Sec6 een interactie aangaan, zal deze binding ook visa versa aangetoond moeten worden door een immunoprecipitatie te doen met een Flag antilichaam en te kleuren met een Munc18 specifiek antilichaam.   

In de mutant Munc18-1DD is de fosforylering site veranderd zodat deze constant gefosforyleerd is, maar deze mutant heeft geen verminderde activiteit in de regulatie van synaptische blaasjes (25). Tevens is de interactie tussen het wild type Munc18-1 en de eiwitten in gist onderzocht. Hieruit was geen afwijkende interactie waarneembaar (fig. 6). Hierdoor kan geconcludeerd worden dat deze mutatie de vouwing van Munc18-1 niet of nauwelijks veranderd. Doordat Munc18-1 constant gefosforyleerd is in de Y2H test en niet in de co-immunoprecipitatie, zou dit een reden kunnen zijn waarom Sec6 bijvoorbeeld niet aantoonbaar is na een co-immunoprecipitatie, evenals voor Mapk 1 en 3. 
Aanbevelingen

Hoewel in deze studie niet is gebleken dat deze drie nieuwe eiwitten een interactie aangaan met Munc18-1 in de immunoprecipitatie test, zullen zij waarschijnlijk wel een interactie kunnen aan gaan met Munc18-1 en hierbij een belangrijke rol kunnen spellen in de gereguleerde afgifte van synaptische blaasjes. Dit omdat de co-immunoprecipitatie niet als correct gezien kan worden, aangezien in deze studie Mapk 1 niet aangetoond kan worden als interactor van Munc18-1 wild type, terwijl een eerdere studie heeft uit gewezen dat Mapk 1 een interactor van Munc18-1 is (J.Hoetjes, niet gepubliceerde data). 

Om conclusief te onderzoeken of deze interactie wel of niet aanwezig is, zal nogmaals d.m.v co-immunoprecipitatie onderzocht kunnen worden of Sec6, Mapk 1 en 3 aan wild type Munc18-1 binden. Tevens kan er gekozen worden voor een co-immunoprecipitatie met Munc18-1DD en Sec6, Mapk1 en Mapk3, om te onderzoeken of deze mutatie een invloed heeft op de binding van de twee eiwitten. Wanneer er gekozen wordt voor een co-immunoprecipitatie zou de transfectie efficiëntie minimaal 60% moeten zijn voor Munc18-1. Tevens zou er gekozen kunnen worden om een specifiek antilichaam tegen Sec6, Mapk 1 en 3 te gebruiken om de aspecifieke binding tegen te gaan. 
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Bijlage 1: Primers
	Naam
	Lengte (bp)
	sequentie
	Beschrijving

	53
	21
	5' GGAATCACTACAGGGATGTTT
	pACT2 sequence insert primer

	54
	21
	5' CCACTGTCACCTGGTTGGACG
	pACT2 sequence insert primer

	T3
	20
	5' ATTAACCCTCACTAAAGGGA
	pCMV-3Tag-1B sequence insert primer


Bijlage 2: Inframe (deel) eiwitten gevonden na sequence analyse. 
	Nummer
	Beschrijving

	12
	nuclear receptor coactivator 5 (Ncoa5), mRNA

	15
	 IMP3, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast) (Imp3), mRNA

	54
	phosphoglycerate mutase 1 (Pgam1), mRNA

	58
	eukaryotic translation initiation factor 5B (Eif5b), mRNA

	59
	 mRNA for mitogen activated protein kinase (erk-1)

	66
	 mRNA for mitogen activated protein kinase (erk-1)

	72
	phosphoglycerate mutase 1 (Pgam1), mRNA

	86
	exocyst complex component 3 (Exoc3), mRNA.

	93
	Mapk3

	114
	hypothetical protein, full insert sequence (Fragment)

	115
	DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC5

	120
	Ras GTPase-activating protein 2

	125
	Nuclear receptor coactivator 5

	126
	Syntaxin-1A

	140
	mitogen activated protein kinase 3 (Mapk3), mRNA

	160
	 mRNA for mitogen activated protein kinase (erk-1)

	187
	Mus musculus mitogen activated protein kinase 1 (Mapk1), transcript variant 1, mRNA

	188
	Mus musculus mitogen activated protein kinase 1 (Mapk1), transcript

	189
	Mus musculus mitogen activated protein kinase 1 (Mapk1), transcript

	194
	Phosphoglycerate mutase 1

	203
	Mus musculus phosphoglycerate mutase 1 (Pgam1), mRNA

	204
	Mus musculus phosphoglycerate mutase 1 (Pgam1), mRNA

	206
	Mus musculus phosphoglycerate mutase 1 (Pgam1), mRNA

	210
	Mus musculus phosphoglycerate mutase 1 (Pgam1), mRNA

	212
	ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like 1

	274
	mitogen activated protein kinase 1, isoform CRA_b [Mus musculus]

	284
	hypothetical protein PC405311.00.0 [Plasmodium chabaudi chabaudi]

	290
	NADH dehydrogenase subunit 3 [Mus spretus]

	294
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	305
	Fructose-bisphosphate aldolase C 

	312
	unnamed protein product [Vitis vinifera]

	328
	unnamed protein product [Macaca fascicularis]

	334
	Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform

	340
	cytochrome b [Mus musculus]

	342
	Tubulin, alpha 1A [Mus musculus]

	345
	Asrgl1

	377
	Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2

	406
	SUMO-conjugating enzyme UBC9

	416
	similar to platelet-activating factor acetylhydrolase 45K chain - bovine

	436
	similar to T:G mismatch-specific thymine-DNA glycosylase TDGb isoform 1

	445
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	449
	Voltage-dependent calcium channel gamma-3 subunit

	450
	Cited2

	452
	Lamin-B1

	461
	Nuclear transcription factor Y subunit gamma

	462
	similar to desmoplakin

	469
	Isoform 2 of Zinc/RING finger protein 3 precursor

	473
	Phosphoglycerate mutase 1

	476
	Ola1

	479
	similar to ZFH-5

	496
	Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform

	497
	Phosphoglycerate mutase 1

	520
	Isoform 2 of Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial precursor

	530
	cytochrome c oxidase subunit III [Mus musculus]

	533
	Isoform SNAP-25b of Synaptosomal-associated protein 25

	543
	Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform

	553
	Transmembrane protein 165

	582
	Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-like 6

	590
	Arylacetamide deacetylase-like 1

	593
	Sjogren syndrome antigen B, full insert sequence

	595
	Isoform 3 of Uncharacterized protein C10orf30 homolog

	600
	Isoform 1 of Myelin basic protein

	603
	39S ribosomal protein L18, mitochondrial precursor

	610
	Fibroblast growth factor receptor substrate 3

	618
	chemokine (C-X3-C motif) ligand 1

	623
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5

	628
	40S ribosomal protein S15

	633
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	640
	NK6 transcription factor related, locus 2

	642
	Isoform A of Semaphorin-3F precursor

	717
	Mitochondrial 28S ribosomal protein S33

	721
	Abhydrolase domain-containing protein 11

	725
	Ras-like protein family member 10B precursor

	726
	Ras-like protein family member 10B precursor

	747
	Sorting nexin 21 homolog

	772
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	776
	hypothetical protein LOC66270 isoform 1

	778
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	783
	synaptic nuclear envelope 2

	786
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	787
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	788
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	791
	proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 5

	793
	4932438A13Rik protein

	806
	proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 5

	812
	Transmembrane protein 55B

	817
	Isoform 1 of LAMA-like protein 2 precursor

	822
	Alpha-2-macroglobulin receptor-associated protein precursor

	823
	Transmembrane protein 165

	830
	protein phosphatase 2, regulatory subunit B (B56)

	836
	RNA-binding protein 7

	844
	Protein FAM45

	846
	ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like 1

	849
	Pex2

	851
	Ampd2

	856
	Tetratricopeptide repeat protein 35

	859
	Isoform 1 of Junctophilin-4

	865
	Sfi1 homolog, spindle assembly associated

	869
	Histone deacetylase complex subunit SAP18

	879
	AP-2 complex subunit mu-1

	883
	solute carrier family 6, member 15 [Mus musculus]

	895
	NADH dehydrogenase subunit 3 [Mus spretus]

	901
	Somatostatin receptor type 1

	913
	cytochrome c oxidase subunit I

	915
	Aplp1

	920
	Niban-like protein

	951
	cytochrome c oxidase subunit I

	952
	Isoform 2 of Uncharacterized protein C1orf185 homolog

	958
	Cathepsin B precursor

	970
	Zinc transporter SLC39A7

	972
	Isoform 1 of Protein YIPF4

	977
	39S ribosomal protein L13, mitochondrial

	985
	39S ribosomal protein L13, mitochondrial

	987
	40S ribosomal protein S15

	1005
	Phosphoglycerate mutase 1

	1010
	Heme oxygenase 2

	1022
	hypothetical protein LOC76419

	1032
	Prostaglandin-H2 D-isomerase precursor

	1039
	ATPase

	1040
	hypothetical protein

	1042
	ERK2

	1062
	Isoform 1 of Centaurin-delta-1

	1064
	KIDINS220 homolog

	1079
	Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein B

	1080
	Isoform 1 of Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1

	1084
	Plcb1 protein

	1086
	Phospholipase C, beta 1

	1087
	Isoform 1 of Epsin-1

	1093
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	1105
	ADP-ribosylation factor-like protein 8A

	1116
	Putative uncharacterized protein (Hypothetical zinc carboxypeptidases)

	1132
	Isoform 1 of Signal recognition particle 54 kDa protein

	1134
	ZW10 interactor

	1135
	Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform

	1136
	Isoform 2 of Homeodomain-interacting protein kinase 1

	1152
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	1153
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3

	1157
	ADP-ribosylation factor-like protein 8A

	1178
	NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3


Bijlage 3: Positieve Y2H interactoren van Munc18-1DD
	Nummer
	Beschrijving

	12
	Nuclear receptor coactivator 5 

	15
	IMP3, U3 small nucleolar ribonucleoprotein

	25
	Mitogen activated protein kinase 3 (Mapk 3/ erk-1)

	54
	Phosphoglycerate mutase 1

	58
	Eukaryotic translation initiation factor 5B 

	59
	Mitogen activated protein kinase 3 (Mapk3/ erk-1)

	86
	Exocyst complex component 3 (Exoc3/ Sec6)

	115
	DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit 

	120
	Ras GTPase-activating protein 2

	140
	Mitogen activated protein kinase 1 (Mapk 1/ erk-2)

	305
	Fructose-bisphosphate aldolase C 

	406
	SUMO-conjugating enzyme UBC9

	416
	Similar to platelet-activating factor acetylhydrolase 45K chain

	452
	Lamin-B1

	476
	Obg-like ATPase 1

	590
	Arylacetamide deacetylase-like 1

	725
	Ras-like protein family member 10B precursor

	747
	Sorting nexin family member 21

	844
	Protein FAM45

	1086
	Phospholipase C, beta 1


Bijlage 4: Vectoren













Figuur 4; Principe co-transformatie. 


De bait en prey vectoren worden getransformeerd in de gistcel. 


Na transformatie is het mogelijk dat de gistcel géén, één of beide vectoren bezit. Door de gistcellen te kweken op arm medium kunnen de gistcellen geselecteerd worden die beide vectoren bezitten. Alleen de gist cellen met beide vectoren hebben ook beide genen voor de selectie marker, Leucine en Tryptofaan.





Co-transformatie








Figuur 7; Restrictie analyse.                A) Restrictie analyse van Sec6. De gebruikte enzymen zijn: BamH I, EcoR I, Xho I en Mfe I. De verwachte bandjes zijn: 4902, 762, 599 en 408bp. De Linker laan bevat de marker, deze is in kb. B) Restrictie analyse van Mapk1. De gebruikte enzymen zijn: EcoR I, Xho I, Sca I en Bgl II. De verwachte bandjes zijn: 4187, 753, 455, 273 en 285. De rechter laan bevat de marker, deze is in kb.








Figuur 5; Sequence analyse. Een voorbeeld van een sequence analyse. In het rode kade is de linker sequentie te zien. Hierna bevindt zich de sequentie van het onbekende cDNA. Deze sequentie  wordt daarna geblast in de database van EMBL-EBI








Figuur 6; Controle Y2H van Sec6, Mapk1 en 3. Alle drie de eiwitten hebben na drie dagen groei van gist cellen op Leu/ Tryp/ His arme medium platen. Alleen Mapk 1 heeft een sterke binding met Munc18-1DD en met Munc18-1 wt, na drie dagen is er tevens groei van gistcellen op op Leu/ Tryp/ His/ Ade arme medium plaat. 





Figuur 3; Yeast two Hybrid. Het Binding domein (BD) gefuseerd met de Bait bindt aan de promotor. Het activatie domein is gefuseerd aan de prey. Als er een interactie plaats vind tussen de Bait en de Prey, wordt het activatie domein (AD) dichterbij de promotor gebracht. Hierdoor kan het transcriptie activator (TA) complex binden, wat ervoor zorgt dat het selectie gen Histidine (en Adenine) afgelezen kan worden.





Figuur 2; De afgifte van neurotransmitters. De neurotransmitters worden opgenomen in blaasjes (loading), waarna de blaasjes naar het celmembraan van het presynaptisch neuron worden gemobiliseerd (mobilization). De blaasjes leggen aan (docking) en worden voorbereid (priming). Instroom van calcium ionen zorgt ervoor dat de blaasjes kunnen versmelten (fusion) met het celmembraan en de neurotransmitter vrij komt in de synaps. De vrij gekomen neurotransmitters diffunderen naar het postsynaptische neuron, waar verscheidene receptoren de neurotransmitters ontvangen. 


Het postsynaptische neuron kan op zijn beurt weer synaptische signalen door geven aan het volgende neuron. De blaasjes worden op genomen en hergebruikt.


Bron: Synaptic function door Janet Richmond.














Figuur 9; 


Co-imunoprecipitatie anti-Munc18-1, aankleuring Flag-tag


De eiwitten kunnen worden aangetoond in het totaal lysaat, maar in de co-immunoprecipitatie is er een aspecifiek bandje zichtbaar bij de negatieve controle. Wel is er een specifiek bandje te zien bij Sec6, alleen deze is 10kDa te hoog. 




















Figuur 1; Een neuron. In het midden is het cellichaam, met de dendrieten in groen. Elk neuron heeft ca. 1000 synapsen. De rode punten geven de synaptische contact plaatsen  weer.








Figuur8;                      Co-imunoprecipitatie anti-Flag-tag, aankleuring Munc18-1


Munc18-1 kan worden aangetoond in het totaal lysaat, maar wanneer de co-immunoprecipitatie tegen de eiwitten Sec6, Mapk 1 en 3 wordt gedaan, kan Munc18-1 niet aangetoond worden.
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