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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Freisetzung von Neurotransmittern an Synapsen, wie auch die von Peptiden und
Hormonen aus neuroendokrinen Zellen, erfolgt durch Ca**-getriggerte Exozytose.
Sekretorische Vesikel, sogenannte ,large dense-core vesicles” (LDCVs), stellen den
Groldteil der in Chromaffinzellen enthaltenen Vesikel. Sie durchlaufen mehrere mole-
kulare Stadien vor ihrer Fusion. Wahrend ,Docking“ einer ersten Verankerung der
Vesikel an der Plasmamembran (PM) entspricht, ist ,Priming“ notwendig, um die
LDCVs fusionskompetent zu machen. Im letzten Schritt erfolgt die durch den Ein-
strom von Ca®" durch spannungsabhingige Ca®*-Kanale getriggerte Fusion mit der
PM. Die in diesen Prozessen involvierten Proteine sind fur Neurone und neuroendo-

krine Zellen, wie z.B. Chromaffinzellen, vergleichbar.

Im Rahmen meiner Studien untersuchte ich die Auswirkung eines der wichtigsten
sekundaren Botenstoffe auf Docking, Priming und Fusion: Intrazellulares Ca?*. Bovi-
ne Chromaffinzellen wurden dazu im Ganzzellmodus abgeleitet und Uber die Patch-
pipette mit konstanten intrazelluldren Ca?*-Konzentrationen ([Ca?*]}) zwischen 0 und
2 uM perfundiert. Parallel wurden die membrannahen Bewegungen von fluores-
zenzmarkierten LDCVs mittels Interner Totalreflektions-Fluoreszenz-Mikroskopie
(TIRFM) beobachtet.

Mit Hilfe der so genannten ,Caging Diameter‘-Analyse konnte ich zeigen, dass
LDCVs bei einer [Ca®']; von 600-800 nM maximal lateral immobilisiert wurden. Mit
dieser Immobilisierung ging eine Erhdhung der Menge freisetzbarer Vesikel einher,
was mittels Membrankapazitatsmessungen belegt wurde. Ich konnte den Effekt von
[Ca®*]; auf Priming dadurch sowohl mit einem bildgebenden Verfahren, wie auch mit
einer elektrophysiologischen Methode qualitativ und quantitativ messen.

Zum ersten Mal wurde von mir gezeigt, dass die [Ca®"];

Docking ausubt. LDCVs, die in TIRFM an der PM sichtbar sind, entsprechen den in

ebenfalls eine Wirkung auf

elektronmikroskopischen Aufnahmen morphologisch gedockten Vesikeln. Allerdings
erlaubt das Verfahren der TIRFM, im Gegensatz zur Elektronenmikroskopie, die Be-
obachtung von dynamischen Prozessen. Bei erhohter [Ca?*]; von 400-600 nM fand
eine maximale axiale Immobilisierung von LDCVs statt. Zusatzlich wurden weniger
kurzzeitig membranstandige Vesikel beobachtet. Ich interpretiere die Daten dahinge-

2+]i

hend, dass bei erhdhten [Ca“]; eine erhdhte Effizienz des Dockings erreicht wird.



Zusammenfassung

Des Weiteren konnte ich durch Einsatz von zwei unterschiedlichen Stimulationsme-
thoden — Depolarisation und UV-Blitzlicht-Photolyse von NP-EGTA — zeigen, dass
Vesikel vor ihrer Sekretion lateral vollstandig unbeweglich waren.

") aufdecken, der eine Multimo-

Zusammengefasst konnte ich einen Effekt von [Ca
dalitat im Bezug auf Docking und Priming hat. Entscheidend ist aber die unterschied-
liche Ca?*-Abhéngigkeit beider Prozesse. Wahrend Docking bei 400-600 nM optimal
ablauft, wird Priming maximal bei 600-800 nM [Ca2+]i gefordert. Es ist sinnvoll, fur
Docking eine héhere Ca?*-Sensitivitit zu haben, als fiir Priming. Im physiologischen
Kontext wird der Zelle dadurch ermdglicht, Priming und Docking zur gleichen Zeit

optimal anzusteuern.

VI



Summary

Summary

,Simultaneous observation of exocytosis in chromaffin cells with a combination of

TIRF-microscopy and membrane capacitance measurements”

Release of neurotransmitter at synapses, as well as release of peptides and hor-
mones from neuroendocrine cells is the consequence of Ca?*-triggered exocytosis.
Secretory vesicles, like large dense core vesicles (LDCVs), represent the maijority of
chromaffin cell vesicles. They have to pass several molecular states before fusion.
Vesicles are anchored to the plasma membrane (PM) in a process called docking
and rendered fusion competent during priming. Upon influx of Ca®* through voltage-
gated Ca?*-channels, fusion of LDCVs with the PM is triggered. These processes are
mediated by a multitude of proteins, which are very similar in neurons and neuroen-

docrine cells.

In my studies | investigated the influence of one of the most important second mes-
sengers: intracellular Ca** ([Ca®']). Bovine chromaffin cells were patch-clamped in
the whole cell configuration and perfused via the patch pipette with constant [Ca2+]i
between 0 and 2 yM. In parallel, the mobility of fluorescently labeled LDCVs was ob-
served close to the PM with Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy

(TIRFM).

By using the caging diameter analysis, | was able to show that LDCVs were laterally
immobilized to a maximum at an [Ca®*]; of 600-800 nM. Additionally, the pool of re-
leasable vesicles was increased, which was determined by membrane capacitance
measurements. Thus, the effect of [Ca®']i on priming could be quantitatively and

qualitatively measured by two independent methods.

More important is the fact that | could show for the first time an effect of [Ca®']; on
docking. LDCVs seen in TIRFM correspond to those which are referred to as mor-
phologically docked in electron microscopy (EM). However, in contrast to EM, TIRFM
enables the detection of dynamics in the exocytotic process. In the present study, |

2*] between 400-600 nM leads to maximal axial

demonstrated that an increased [Ca
immobilization of LDCVs. Moreover, at this concentration less vesicles remained for
a short period of time at the PM. My interpretation of these data is an increased effi-

ciency of docking at an increased [Ca®*].

VI



Summary

Additionally, | was able to show by application of two different stimulation methods —
depolarization and UV-flash photolysis of NP-EGTA — that secreted LDCVs were es-
sentially immobile right before fusion.

In summary, | could show a multimodal effect of [Ca?"];

on both, docking and priming.
Surprisingly, the two processes display a different Ca?*-sensitivity. While docking is
optimal at [Ca®']; between 400-600 nM, priming works most efficient between 600-
800 nM [Ca®"].. It is reasonable to have a slightly higher Ca?*-sensitivity for docking
than for priming in the physiological context. By this, the cell can control both proc-

esses at an optimal level.

VI
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sekretion

Das menschliche Gehirn ist das zentrale Kontrollorgan des Korpers. Informationen
werden hier gespeichert, verarbeitet und integriert. Zusatzlich erfolgt die koordinierte
Ubermittlung dieser Informationen zu allen anderen Korperteilen und Organen. Der
Grundbaustein des Gehirns ist die Nervenzelle, auch Neuron genannt. Der Informati-
onsfluss von einem Neuron zum nachsten resultiert aus einem standigen Umwand-
lungsprozess von elektrischen zu chemischen Signalen und umgekehrt. Das elektri-
sche Signal basiert auf der Veranderung eines elektrochemischen Gradienten Uber
die Plasmamembran (PM). Dieser Gradient ist auf ein bestimmtes Ruhemembranpo-
tential eingestellt. Wird das Membranpotential so beeinflusst, dass es vom Ruhe-
membranpotential abweicht, z.B. durch ein Aktionspotential (AP), wird die PM depo-
larisiert. Erreicht das elektrische Signal die praynapstische Endigung wird es in ein
chemisches Signal umgewandelt. An der Prasynapse, einer hochspezialisierten Zell-
struktur, werden Neurotransmitter durch den Prozess der Exozytose freigesetzt. Frei-
gesetzte Neurotransmitter diffundieren Uber den synaptischen Spalt zur postsynapti-
schen PM und binden an spezifische Rezeptoren. AnschlieRend kommt es zu einer
direkten oder (iber verschiedene Signalkaskaden mediierten Offnung von lonenkana-
len, wodurch das chemische wiederum in ein elektrisches Signal umgewandelt wird
(Zucker RS 1999).

Wahrend der Exozytose verschmelzen einzelne intrazellulare Transportvesikel mit
der PM. Man unterscheidet zwei Arten von Exozytose. Als konstitutive Exozytose
bezeichnet man den Vorgang zur Aufrechterhaltung der PM-Funktion durch Insertion
von integralen Plasmaproteinen. Die regulierte Exozytose dient im Gegensatz dazu
zur Freisetzung vesikularer Ladung und erlaubt eine kontrollierte Ausschuttung von
an sich Membran-impermeablen Substanzen. Einer der am besten studierten Vor-
gange, bei dem regulierte Exozytose von Bedeutung ist, ist die Freisetzung von Neu-
rotransmittern in den synaptischen Spalt. Dabei verschmelzen synaptische Vesikel
(SV) mit der prasynaptischen PM des Neurons. Eines der zentralen Ereignisse, wel-
ches der regulierten Exozytose vorangehen muss, ist der Einstrom von Ca®* durch
spannungsabhangige Calciumkanale. Diese 6ffnen sich in Folge eines ankommen-

den APs. Durch die so hervorgerufene lokale Erhdhung der intrazellularen Calcium-
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konzentration ([Ca®];) wird die Verschmelzung von SV mit der PM unmittelbar ausge-
I0st. Alles in allem bendtigt diese Prozessabfolge weniger als 1 ms. Im Allgemeinen
sind Neurotransmitter in synaptischen Vesikeln, sog. ,small clear vesicles (SCVs),
verpackt. Allerdings gibt es noch einen weiteren Vesikeltyp, der durch seine hohe
Elektronendichte in elektronenmikroskopischen Aufnahmen charakterisiert wurde
und demnach elektronendichte Granula (engl. ,large dense core vesicles®, im Fol-
genden LDCVs) genannt wurde. In Neuronen kénnen sowohl SCVs als auch LDCVs
vorkommen (De Potter WP et al. 1997).

1.2 Das Neuron

Neurone weisen eine komplexe raumliche Organisation auf. Der Zellkorper beinhaltet
den Nukleus und samtliche Syntheseapparate. Die verzweigten Dendriten stellen die
Inputregion dar, die Signale von vorgeschalteten Neuronen erhalt. Der Hauptort der
regulierten Exozytose liegt in den synaptischen Endigungen des distal vom Zellkor-
per liegenden Axons, den Outputregionen der Neurone. Diese lokal genau definier-
ten Outputregionen bezeichnet man als Synapsen, die wiederum eine hochspeziali-
sierte Struktur, die Aktive Zone (AZ), enthalten. AZ dienen dazu, den Ort der Exozy-
tose vorzugeben und freisetzbare Vesikel bereitzuhalten (Fejtova A und Gundelfinger
ED 2006). Zwischen der Prasynapse des Ausgangsneurons und den postsynapti-
schen Strukturen des Zielneurons liegt der synaptische Spalt, der eine ungefahre

Dicke von 20 nm hat.

In der Regel haben Neurone ein Ruhemembranpotential von ungefahr -80 mV. Im
Falle der Initialisierung eines AP 6ffnen sich spannungsabhéngige Na*-Kanéle und
Na® stromt in die Zelle, wodurch die Zelle depolarisiert wird. Das AP pflanzt sich bis
zur Nervenendigung, der Synapse, fort. In Folge der Depolarisation 6ffnen sich dort
spannungsabhangige Ca®*-Kanale. Der daraus resultierende Anstieg der [Ca®*]; dient
als Ausloser der Fusion von Vesikeln mit der PM und der Ausschuttung der Neu-
rotransmittermolekile in den synaptischen Spalt. Per Diffusion translozieren diese
Molekule durch den Spalt und kdnnen dann an spezifische Rezeptormolekile in der
postsynaptischen PM binden. Schlussendlich wird dadurch eine spezifische Antwort
hervorgerufen (Siegelbaum SA und Kandel ER 1991).

Um die Funktion der Prasynapse und Neurotransmission im Allgemeinen zu studie-
ren, ist das Neuron an sich die optimale Zelle. Die am weitesten verbreitete Technik

ist die Messung postsynaptischer Strome. Uber diese indirekte Methode werden Ef-

2
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fekte gemessen die prasynaptischen Ursprungs sind und dadurch einige Unwagbar-
keiten beinhalten kdnnen. So ist es z.B. nahezu unmaglich, Effekte von exzessiven
Mengen freigesetzten Neurotransmitters zu detektieren, da diese die begrenzte An-
zahl von Rezeptoren in der postsynaptischen Membran nach sehr starker Stimulation
saturieren. Des Weiteren unterliegt die Reiz-Antwort-Kopplung einem Zeitversatz von
mehreren Millisekunden, bedingt durch die raumliche Distanz (synaptischer Spalt)
von Pra- und Postsynapse. Vor Allem die Diffusion der Transmittermolekule sorgt fur
diese Verzogerung. Um genau diese Problematik zu umgehen, war es notwendig
direkte Messmethoden fur die Neurotransmitterfreisetzung zu entwickeln, die auf die
Prasynapse angewendet werden konnten. Allerdings ist die prasynaptische Endigung
mit Elektroden oder anderen Sonden aufgrund ihrer geringen GrofRe schwer zugang-
lich. Unterschiedliche Ldosungsansatze wurden vorgeschlagen und verwendet, die
sich u.a. auf spezialisierte und Uberdimensionierte Synapsen bezogen (Reticulospi-
nale Riesensynapse im Neunauge (Low P et al. 1999); Retinale Bipolarneurone im
Goldfisch (Heidelberger R et al. 1994); glutamaterge Calyx-von-Held-Riesensynapse
im Stammbhirn (Borst JG et al. 1995); Ribbon-Synapse der inneren Haarzellen (Moser
T und Beutner D 2000; Beutner D et al. 2001)). Eine aulerst praktische Losung wur-
de von Rosenmund und Stevens (1996) eingeflihrt. Sie legten eine neuronale Zell-
kultur an, in der einzelne Neurone Synapsen mit sich selbst ausbilden (Autapsen).
Durch diese Technik kdnnen sowohl excitatorische, wie auch inhibitorische Neurone

aus diversen Gehirnarealen (z.B. Hippocampus) studiert werden.

1.3 Die Chromaffinzelle als Modell fuir geregelte Exozytose

Regulierte Exozytose ist nicht nur auf Neurone limitiert, sondern findet auch in endo-
krinen und neuroendokrinen Zellen statt. Im Vordergrund steht die Exozytose von
LDCVs, deren Zweck es ist, ihren Inhalt in den extrazellularen Raum freizusetzen. So
sezernieren B-Zellen des Pankreas z.B. Insulin mittels LDCV-Exozytose ins Blut, um
verschiedenste metabolische Prozesse zu kontrollieren, u.a. die Glucose-
Konzentration im Blut (Eliasson L et al. 2008). Sekretion des atrialen natriuretischen
Peptids (ANP) aus Cardiomyocyten erfolgt bei erhéhtem Druck und Uberdehnung
der Herzvorhofwand. ANP hat einen Blutdruck senkenden Effekt und wirkt sowohl in

der Niere als auch in der glatten Muskulatur der Arteriolen (Dietz JR 2005).

Fir die hier prasentierte Studie ist ein anderer Zelltyp mit regulierter Exozytose von

Bedeutung. Neuroendokrine Chromaffinzellen des medullaren Gewebes der Neben-

3
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nieren sezernieren Katecholamine (u.a. Adrenalin, Noradrenalin) mit Hilfe von
LDCVs in den Blutkreislauf. Dies erfolgt vor allem als Antwort auf Stress- und Gefah-
rensituationen (Kampf- oder Fluchtverhalten, ,fight or flight*) und hat die Steigerung
der Herzfrequenz, Anstieg des Blutdrucks, eine Erweiterung der Bronchiolen, eine
schnelle Bereitstellung von Energiereserven durch Fettabbau (Lipolyse), sowie die
Freisetzung und Biosynthese von Glucose zur Folge (Axelrod J und Reisine TD
1984).

Die vier genannten Zelltypen (Neurone, B-Zellen, Cardiomyocyten, Chromaffinzellen)
stellen nur einen Bruchteil der Zelltypen dar, die regulierte Exozytose betreiben. Es
zeigt aber die Notwendigkeit, genau diesen wichtigen Prozess der geregelten Exozy-

tose exakt zu verstehen.

Neurone und Chromaffinzellen besitzen wahrend der Embryonalentwicklung die glei-
chen Vorlauferzellen. Induziert durch Wachstumsfaktoren fur Fibroblasten und Ner-
ven, differenzieren sich diese Vorlauferzellen zu Neuronen. Glukokortikoide hingegen
induzieren die Auspragung zu Chromaffinzellen (Cole TJ et al. 1995). Im Laufe der
Embryonalentwicklung wandern die Chromaffinzellen von der Neuralleiste zur Medul-
la der Nebenniere. Die Nebennieren sind ein Teil des sympathischen Nervensystems
und werden durch den Nervus splanchnicus minor innerviert. Die Medulla ist der in-
nere Teil der Nebenniere, paarige endokrine Organe, deren Name sich von ihrer cra-
nialen Lage an den Nieren herleiten Iasst. Der aulere Kortex ist zustandig fur die
Steroidsekretion, wohingegen Katecholamine aus den Chromaffinzellen des medulla-
ren Gewebes in das Blutsystem abgegeben werden. Katecholamine werden aller-
dings nicht ausschliel3lich aus der Medulla freigesetzt; sie werden auch im Gehirn
produziert, wo sie als Neurotransmitter dienen. Die Katecholamine (u.a. Dopamin,
Adrenalin und Noradrenalin) erhalten ihre Bezeichnung aufgrund der Tatsache, dass
sie alle ein Brenzcatechin (engl.: Catechol) und eine Aminogruppe beinhalten. Es
sind drei Klassen von Chromaffinzellen belegt: Adrenalin-, Noradrenalin-
sezernierende Zellen, und Zellen, die beide Katecholamine ausschutten (Cahill AL et
al. 1996; Weiss C et al. 1996). I.d.R. wird die Katecholaminsekretion durch Acetyl-

cholin-Ausschuttung des Nervus splanchnicus minor ausgelost.

Mit Chromaffinzellen aus der Nebenniere konnten einige Probleme beim Studium der
Exozytose, die fur die Neurone beschrieben wurden, elegant umgangen werden

(Voets T 2000; Rettig J und Neher E 2002). Viele experimentelle Parameter kdnnen
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in Chromaffinzellen konstant gehalten und zeitgleich die regulierte Exozytose mit un-
terschiedlichsten Methoden bei hoher zeitlicher Auflosung zuganglich gemacht wer-

den.

Neben der Tatsache, dass Chromaffinzellen wie Neurone in der Lage sind, APs zu
generieren, teilen sie mit diesen auch die Fahigkeit der schnellen synchronen
Transmitterfreisetzung. Obwohl die belegten Zeitkonstanten des Freisetzungspro-
zesses in Chromaffinzellen mit 150-1000 ms (Kasai H und Takahashi N 1999) um
den Faktor 10 hoher als in Neuronen liegen, besitzen sie jedoch die wichtigsten, fur

die Exozytose relevanten Proteine (Kits KS und Mansvelder HD 2000).

Die Anatomie der Chromaffinzelle ist allerdings komplett verschieden zu der eines
Neurons. Chromaffinzellen sind rund (Abbildung 1), zeigen, zumindest wenn sie ver-
einzelt in Kultur gebracht werden, keine Polarisierung und verfigen Uber keine ver-
gleichbaren Strukturen zu beispielsweise der AZ in Neuronen. Zusatzlich sind einige
wenige Proteine, die essentiell fur die Sekretion in Neuronen sind, in Chromaffinzel-
len nicht vorhanden. Nichtsdestotrotz ermdglichen Chromaffinzellen die genaue Stu-
die von Proteinen, die an der regulierten Exozytose beteiligt sind, wodurch das Ver-
standnis der molekularen Interaktionen wahrend der Exozytose wesentlich vertieft

wurde.

Die leichte Zuganglichkeit in Kultur und die elektrischen Eigenschaften pradestinieren
die Chromaffinzelle dazu, mittels Patch-Clamp-Methoden, v.a. durch Ganzzellablei-
tungen, charakterisiert zu werden. Daraus ergibt sich ein weiterer grol3er Vorteil,

"] exakt zu kontrollieren. Ca®* stellt einen der wich-

namlich die Mdglichkeit die [Ca
tigsten sekundaren Botenstoffe bei der Neurotransmission dar. Jedoch erlauben die
meisten Neuronentypen aufgrund ihrer geringen Grofde und asymmetrischen Form
genau dessen exakte Kontrolle nicht. Die [Ca®']; ist u.a. von entscheidender Bedeu-

tung, was die Menge an freisetzbaren Vesikeln betrifft (s.u.).
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Abbildung 1. Elektronenmikroskopische
Aufnahme einer bovinen Chromaffinzelle.
Im Schnitt enthalt eine Chromaffinzelle zwi-
schen 20.000 und 30.000 adrenalin- oder
noradrenalinhaltige Vesikel. Diese Vesikel
erscheinen dunkel und weisen nach Be-
handlung mit diversen Chromiumsalzen eine
hohe Elektronendichte auf: deswegen engl.
Jarge dense core vesicles* (groRe Vesikel
mit dichtem Kern).

(aus Plattner et al., 1997)

Nicht minder wichtig ist die Tatsache, dass es sich bei Katecholaminen um oxidierba-
re Substanzen handelt. Uber Kohlefaser-Amperometrie ist es mdglich, mit hoher
Prazision die Freisetzung einzelner LDCVs zu detektieren (Bruns D 2004; Borisovska
M et al. 2005; Borges R et al. 2008; Neher E und Sakaba T 2008). Dabei werden die
Katecholamin-Molekule an der Spitze einer Kohlefaser, an die eine hohe Spannung
angelegt ist, oxidiert. Durch die dabei entstehende Potentialanderung kann somit die

Transmitterfreisetzung detektiert werden.

1.4 Molekulare Veranderungen vor einem Fusionsereignis in

Chromaffinzellen

Bevor ein LDCV mit der PM verschmelzen kann, muss es mehrere molekulare Ver-
anderungen durchlaufen (Abbildung 2). Vesikel reifen im Golgiapparat (GA) und wer-
den dort u.a mit Neuropeptiden ausgestattet. Nach Abspaltung vom GA werden die
Vesikel mit Katecholaminen beladen. Dies geschieht z.B. Uber vesikulare Monoa-
mintransporter (VMAT1/2), die in der Vesikelmembran lokalisiert sind (Gubernator
NG et al. 2009). Ab diesem Stadium werden die Vesikel dem sog. Depotpool (DP)
zugerechnet. Basierend auf Resultaten aus elektronenmikroskopischen (EM) Auf-
nahmen beinhaltet der Depotpool all diejenigen Vesikel, die sich weiter als 300 nm
von der PM im Cytosol aufhalten (Plattner H et al. 1997).

Durch einen Verankerungsprozess an die PM, das sog. ,Docking“, verlassen Vesikel
den DP und werden nun als gedockt bezeichnet. Gemal der Definition werden alle
Vesikel als morphologisch gedockt bezeichnet, die sich in EM-Aufnahmen naher als
300 nm an der PM befinden (Plattner H et al. 1997). Nach dem Docking durchlaufen
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Vesikel einen Reifungsprozess (,Priming“) der die Vesikel fusionskompetent macht.
Beim Docking handelt es sich, wie beim Priming um reversible Prozesse, sowohl in
Neuronen, als auch in neuroendokrinen Zellen (Oheim M et al. 1998; Zenisek D et al.
2000).

In Folge einer lokalen Erhdéhung der [Ca®']; fusionieren geprimte Vesikel mit der PM
und entleeren ihren Inhalt in den extrazellularen Raum. Spater wird die Membran des
fusionierten Vesikels uber Endozytose wieder aus der PM abgezogen und recycelt.
Das Recycling kann auf zwei Wegen ablaufen. Ein komplett mit der PM verschmol-
zener Vesikel wird i.d.R. via Endosomen wieder dem GA zugefuhrt, wohingegen ein
Vesikel, das nur eine Fusionspore ausgebildet hatte (Artalejo CR et al. 2002), sofort
wieder mit Neurotransmittern beladen werden kann und damit direkt wieder zur Ver-

fugung steht.

Die Quantifizierung der verschiedenen Vesikelpopulationen erfolgte mit unterschied-

lichen Methoden.

Recycling

Beladen mit Knospu ng

Neurotransmitter

S -
Synaptotagmin Q

/ Synaptobrevin

Docklng

Golgiapparat

Fusmn von /\

Endosomen

@

Endozytose

Prlmmg

/_\\ Fusion
Syntaxln \ g%é —
SNAP25 ) 1__"@#’, —> 42 ?"’i ;‘ ’; i \

Caz+

Abbildung 2. Sekretorischer Vesikelzyklus. Nach der Knospung vom Golgiapparat
wird das Vesikel mit Neurotransmitter beladen. Im Anschluss daran wird es an der
Plasmamembran verankert (Docking) und reift wahrend des Primings zu einem fusi-
onskompetenten Vesikel. Nach Einstrom von Ca?* durch spannungsabhangige Ca?*-
Kanale kann es zur Fusion kommen. Im Folgenden wird das Vesikel endozytiert. Da-
bei kann es entweder sofort mit Neurotransmitter beftllt werden (1) oder (2) ange-
sauert und dem Golgiapparat via Endosomen erneut zugeflihrt werden, um dem Zyk-
lus wieder zur Verflgung zu stehen (Becherer U und Rettig J 2006).
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Eine Abschatzung der Vesikelanzahl im Depot- und gedockten Pool erfolgte durch
EM-Aufnahmen, wie sie z.B. in Abbildung 3 zu sehen ist. Allerdings erlaubt dieses
bildgebende Verfahren weder die Abbildung von dynamischen Prafusionsprozessen,

noch die Unterscheidung von geprimten und ausschlie3lich gedockten Vesikeln.

Die GroRRe des geprimten Pools wurde durch elektrophysiologische Verfahren, ge-
nauer gesagt Membrankapazitatsmessungen ermittelt. Dabei machte man sich die
runde Form der Chromaffinzelle und die elektrischen Eigenschaften der PM zu Nutze,
die wie ein Kondensator funktioniert. Die gemessene Kapazitat korreliert mit der
Membranoberflache, die sich z.B. durch Fusion eines Vesikels (Gong LW et al. 2003)
mit der PM erhéht. Somit kann Exozytose als Zunahme der Kapazitat der PM quanti-

tativ gemessen werden; gleiches gilt fur die Abnahme der Kapazitat/Oberflache durch

Endozytose.

Abbildung 3. EM-Aufnahme
einer bovinen Chromaffinzel-
le nach Hochdruckgefrierfi-
xation. Runde, dunkle Struktu-
ren reprasentieren LDCVs und
ihre Verteilung Uber die Zelle.
Die rote Linie zeigt den Ab-
stand von 300 nm zur PM. Ska-
la 1 uym. (aus Plattner et al.,
1997)

Zusatzlich konnten Kinetiken und GroRRen der geprimten Vesikelpools durch eine ra-

sche, sprunghafte Anhebung der [Ca®);

ermittelt werden (Rettig J und Neher E
2002). Dazu wurde die Blitzlichtphotolyse von UV-sensitiven Ca?*-Puffern eingesetzt,
wobei gebundenes Ca®* durch einen hochenergetischen Lichtpuls freigeben wurde.
In Chromaffinzellen hatte dies eine Erhdhung der Membrankapazitat zur Folge, die

sich in drei Komponenten unterteilen lie3 (Abbildung 4).

Die beiden ersten Komponenten wurden zusammen als sog. exozytotischer Schuss
(im Folgenden ,burst”) beschrieben. Sie kbnnen mathematisch am besten mit je ei-
ner Exponentialfunktion beschrieben werden. Die erste Komponente weist eine
schnellere Freisetzungsrate (30 Vesikel/s) als die zweite (3 Vesikel/s) auf und wird
als sog. schneller ,burst” bezeichnet. Diese schnelle Antwort entspricht der Freiset-

zung von Vesikeln aus dem schnell freisetzbaren Pool (engl. ,rapidly releasable
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pool“, RRP). Die zweite Komponente, der sog. langsame ,burst”, mit einer um den
Faktor zehn geringeren Freisetzungsrate, korrespondiert mit dem langsam freisetz-
baren Pool (engl. ,slowly releasable pool“, SRP). Beide Pools reprasentieren in ihrer
Gesamtheit den geprimten Pool, also alle fusionskompetenten Vesikel zum Zeitpunkt

unmittelbar vor der sprunghaften [Ca®'];

-Erhéhung. Die dritte, dauerhaft anhaltende
Komponente (,sustained component®) ist linear und wesentlich langsamer als die
beiden erstgenannten. Es wird angenommen, dass sie den Prozess des Primings,
also dem Transfer von Vesikeln des ungeprimten Pools (UPP = gedockte Vesikel) in
SRP/RRP und deren sofortige Fusion widerspiegelt. Die dem Docking und Priming
zugrundeliegenden Kinetiken, sowie die der entgegengesetzten Prozesse, wurden
anhand von Kapazitatsmessungen bestimmt. ko und k.o reprasentieren die Raten fur
das An- und Abdocken. ki und k.4 sind die Raten fur das Priming und den dazugeho-
rigen rlickwarts gerichteten Prozess. Die Ubergangsraten zwischen RRP und SRP

werden durch ks, bzw. k> beschrieben.

Depotpool

700
Verzdgerte
0% / UPP
g 00 .
O & 0o
00 i
100 Schnelle Burst-Komponente [ RRP
@ 0 T 1 T T
Zeit (s)

k Ungeprimter
k\\" Pool Langsam Schnell
Docking (UPP) freisetzbarer Pool freisetzbarer Pool
Priming (SRP) (RRP)
— —
Plasma-
membran Q00O QOO0 QOO

Synaptischer
Spalt

| 3s

Abbildung 4. Pooldefintion. Infolge einer rapiden stufenweisen Erhdhung der
[Ca®") zeigt die Membrankapazitatsantwort drei Komponenten (kleines Bild). Die Er-
héhung der Membrankapazitat ist proportional zur Anzahl fusionierender Vesikel. Die
drei Komponenten der Kapazitatsantwort spiegeln drei unterschiedliche Vesikelpools
wieder: ungeprimter Pool, langsam und schnell freisetzbarer Pool. (modifiziert von
Rettig J und Neher E 2002).
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Nofal et al. beschrieben 2007 zum ersten Mal eine Moéglichkeit, Docking und Priming
von LDCVs in Echtzeit mit einem Mikroskop zu visualisieren. Dabei erlaubte die —
auch hier verwendete — ,Caging Diameter‘(CD)-Analyse die Korrelation der Vesikel-
beweglichkeit mit den molekularen Stadien, die ein Vesikel durchlaufen kann. Die
CD-Analyse macht es moglich, zu jedem Zeitpunkt einer Vesikellaufbahn Aussagen
uber das molekulare Stadium, in dem es sich aktuell befindet, zu treffen. Es wurde
gezeigt, dass Vesikel im geprimten Zustand immobil sind. Mobilere Zustande wurden
dem Docking oder anderen ungeprimten Zustanden zugeordnet. Zusatzlich wurden
hiermit Einflisse von diversen Substanzen, die das Gleichgewicht in der Zelle beein-

flussen, untersucht.

Viele Prozesse, die an der Exozytose beteiligt sind, reprasentieren unterschiedlichste
molekulare Ereignisse, Interaktionen und Ablaufe. Verschiedenste Proteine und se-
kundare Botenstoffe verstarken oder inhibieren diese Prozesse und auch die, die der
Exozytose vorgeschaltet sind (Translokation von Vesikeln zur PM, Docking, Priming);

im Folgenden sollen diese Proteine und deren Prozessierung naher erlautert werden.

1.5 Exozytose-relevante Proteine

Damit Exozytose stattfinden kann, mussen die Lipiddoppelschichten von Vesikel und
PM miteinander verschmelzen. Dazu ist es notwendig, die AbstoRungskrafte der sich
gegenuberliegenden polaren Kopfgruppen zu Uberwinden (Oberhauser AF et al.
1992; Churchward MA und Coorssen JR 2009), was mdglicherweise durch Fusions-
vermittelnde Proteine bewaltigt wird. Eine Vielzahl der beschriebenen Proteine, die in
den Prozess der Membranfusion involviert sind, sind in Gruppen eingeordnet wor-
den, die extrem konservierte Regionen aufweisen (Jahn R et al. 2003). Obwohl vie-
les Uber die Struktur und den Aufbau eines Grofteils der involvierten Proteine be-
kannt ist, so ist das Verstandnis deren exakter Funktion noch unvollstandig. Die flr

die Exozytose wohl bedeutendsten Vertreter sind die SNARE-Proteine.

SNARE steht fur ,soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor”. Die
SNARE-Proteine gehdren zu einer grol3en Superfamilie von mehr als 60 Vertretern,
die von Hefe bis Wirbeltieren hochgradig konservierte Domanen enthalten (Pelham
HR 1999; Jahn R und Scheller RH 2006). Zur wichtigsten Aufgabe der SNARE-
Proteine gehort es, die Fusion von zellularen Transportvesikeln mit der PM oder Ziel-
kompartimenten (z.B. Lysosomen) zu vermitteln. Es gibt zwei Klassen von SNAREs:

,vesicle-“ oder v-SNAREs, die wahrend der Abschnlirung vom GA in die Membran
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von Transportvesikeln eingebunden werden, und ,target-“ oder t-SNAREs, die in der
Membran des Zielkompartiments lokalisiert sind. Eine andere Klassifizierung zieht
die strukturellen Eigenschaften der SNAREs in Betracht und unterscheidet zwischen
R-SNAREs und Q-SNAREs (Chen YA und Scheller RH 2001). Beide Klassifizierun-
gen (v/t und Q/R) finden haufige Verwendung.

Obwohl die SNAREs uberaus variabel in Struktur und Grofie sind, so haben doch
alle mindestens ein Segment in ihrer zytosolischen Doméane gemein, das sog. SNA-
RE-Motiv. Das SNARE-Motiv besteht aus 60-70 Aminosauren, die in der Lage sind,
reversibel eng aneinanderliegende Vier-Helix-Bundel auszubilden, den sog. ,trans”-
SNARE-Komplex.

~— Synaptotagmin

/

SNARE-Komplex

Abbildung 5. Molekulare Komponenten der Exozytose. Der SNARE-Komplex
formt sich aus 4 a-Helices, wovon je eine von Synaptobrevin und Syntaxin und zwei
von SNAP-25 bereitgestellt werden. Synaptotagmin dient als Ca**-Sensor und regu-
liert das SchlieRen des SNARE-Komplexes (Chapman ER 2002)

Die am besten studierten SNAREs sind die neuronalen SNAREs. In Neuronen exis-
tiert vorwiegend der metastabile ,trans’-Komplex, der sich aus drei SNAREs zusam-
mensetzt: Syntaxin-1 und SNAP-25 (Synaptosomal-assoziiertes Protein 25), die in
der PM sitzen (-SNARESs), sowie Synaptobrevin-2 (auch Vesikel-assoziiertes Memb-
ran-Protein = VAMP) in der Vesikelmembran (v-SNARE). Syntaxin und Synaptobre-

vin sind in den jeweiligen Membranen mit ihren C-terminalen Domanen verankert,

11
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wohingegen SNAP-25, das zwei SNARE-Motive zum Kernkomplex beitragt, tber di-
verse Palmitoyl-Seitenketten in der PM fixiert ist (Washbourne P et al. 2002). Zum
SNARE-Kernkomplex, der aus einem Bundel von insgesamt 4 o-Helices besteht,
tragen Syntaxin-1 und Synaptobrevin jeweils eine a-Helix und SNAP-25 zwei a-
Helices bei. Es wurde gezeigt, dass t-SNAREs in abgegrenzten Mikrodomanen oder
Clustern vorkommen, die essentiell fur die korrekte Funktion der Exozytose in einer
Zelle sind (Sollner T et al. 1993; Bennett MK und Scheller RH 1994; Hanson PI et al.
1997; Sutton RB et al. 1998; Lonart G und Sudhof TC 2000; Sieber JJ et al. 2007).

Unmittelbar vor der Fusion bildet sich der o.g. ,trans”-SNARE-Komplex aus, der sich
uber ein Zwischenstadium, an dem SNAP-25 und Syntaxin-1 beteiligt sind, formt und
final von Synaptobrevin komplettiert wird. Es ist aul3erst wahrscheinlich, dass die
Ausbildung des ,trans“-SNARE-Komplexes die Licke zwischen den beiden gegenu-
berliegenden Lipiddoppelschichten von PM und Vesikelmembran tberbrickt. Gemaf
der ,Zipper’-Hypothese (engl.: Reildverschluss) beginnt die Komplexformierung am
N-terminalen Ende der involvierten SNARE-Motive und schreitet in Richtung der C-
terminal liegenden Membrananker fort (Hanson Pl et al. 1997; Hay JC und Scheller
RH 1997). Es wird angenommen, dass der ,trans”-SNARE-Komplex unmittelbar vor
dem Fusionsereignis von einem locker gebundenen in ein enger gebundenes Stadi-
um Ubergeht (Xu T et al. 1999). Diese Annahme ist im Einklang mit dem Vorhanden-
sein eines SRP, der ebendieses locker gebundene Stadium widerspiegelt, aus dem
Vesikel nur mit einer vergleichbar langsamen Rate fusionieren kénnen. Im Gegen-
satz dazu wirde der enger gebundene Zustand die Exozytose aus dem RRP repra-
sentieren (Xu T et al. 1999). Durch die Annaherung wird der Abstand zwischen bei-
den Membranen reduziert und es kann, nach Erfullung weiterer Bedingungen, zur
Fusion kommen. Der Ca?*-Einstrom durch spannungsabhéngige Ca?*-Kanale 16st die
abschlielende und vollstandige Ausbildung des SNARE-Kernkomplexes aus. Dabei
wird fir den mutmaBlichen Ca?*-Sensor Synaptotagmin (siehe auch Kapitel 1.7) eine
entscheidende Rolle angenommen, in der er namlich mit dem teilweise, evtl. auch
schon vollstandig ausgebildeten SNARE-Kernkomplex interagiert (Rizo J und Sudhof
TC 1998; Sudhof TC und Rothman JE 2009). Wahrend der Fusion verschmelzen die
beiden Membranen und die involvierten SNARE-Komplexe werden nach Fusion als
,CiS"-SNARE-Komplexe bezeichnet, da sie jetzt in der gleichen Membranschicht ver-

weilen. Der Abbau des SNARE-Komplexes wird durch NSF (,N-ethylmaleimide sen-
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sitive fusion protein”) und a-SNAPs (,soluble NSF-attachment protein“) katalysiert,

wodurch die einzelnen SNAREs wieder zu Verfugung stehen (Brunger AT 2001).

1.6  Priming und relevante Proteine

Unterschiedlichste Faktoren sind in der Lage, Priming zu beeinflussen. Positive Ef-
fektoren resultieren in einer Erhohung der Primingraten (ks und/oder k;, Abbildung 4)
oder einer Verringerung der Unprimingraten (k.1 und/oder k., Abbildung 4); negative

dementsprechend umgekehrt.

Effektoren der Primingrate sind z.B. die Vertreter der Complexine, von denen zwei
Isoformen existieren: Complexin-l und -Il. Mittels genetischer Deletion von beiden
Isoformen konnte die Effizienz der Freisetzung extrem vermindert werden. Durch Er-
héhung der extrazelluldren [Ca®*] ([Ca®*]) konnte diese Effizienz wieder auf Wildtyp-
Niveau angehoben werden (Reim K et al. 2001). Ahnliche Ergebnisse wurden in
Mastzellen nach Einsatz von siRNA zum Knockdown von Complexin-ll erzielt
(Tadokoro S et al. 2005). Im Gegensatz dazu verringerte man durch Uberexpression
von Complexin-ll die Sekretion und erhielt einen schnelleren zeitlichen Ablauf von
einzelnen Fusionsereignissen, was durch Amperometrie bestimmt worden war
(Archer DA et al. 2002). Die gefundenen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
Complexine auch eine zusatzliche Rolle bei der Ausdehnung der Fusionspore haben.
Damit wirde den Complexinen eine multimodale Funktion zufallen (Brose N 2008).
Durch alleinige Verwendung von elektrophysiologischen Methoden kann dies jedoch

nicht abschlieend geklart werden.

Protein Kinase A (PKA) wurde mit Beeinflussung der Unpriming-Rate k.1 in Verbin-
dung gebracht. Durch die Erhéhung der [Ca®*]; wird die Produktion von cyclischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) angekurbelt, wodurch wiederum PKA aktiviert wird.
Die konstitutive Aktivitdt von PKA fuhrt zu einer Phosphorylierung von SNAP-25, die
notwendig fur die Aufrechterhaltung einer grof3en Anzahl von Vesikeln im geprimten
Pool ist (Nagy G et al. 2004).

Verringerung von k.4 und somit eine Erhéhung des Primings konnte mit Protein Kina-
se C (PKC) in Verbindung gebracht werden. Ahnlich der Aktivierung von PKA, steht
als Ausloser die Erhdhung der [Ca®"],, da PKC Uber seine C2-Domane Ca?* bindet.
Diacyl Glycerol (DAG, wie Ca®* ein sekundarer Botenstoff) und Phorbolester (PE),
wie z.B. Phorbol-Myristat-Azetat, das DAG imitiert, aktivieren ebenfalls PKC (Newton
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AC 2003). Sowohl DAG, als auch PE binden an die C1-Domane der PKC, die infolge
dessen zur PM transloziert. PKC wirkt moglicherweise durch die Phosphorylation von
SNAP-25 des Ser-187 (Nagy G et al. 2002).

Eine weitere Klasse von Proteinen, die das Priming beeinflussen kénnen und not-
wendig dafir zu sein scheinen, sind Vertreter der Munc13-Familie: Munc13-1, -2, -3
und -4 (Aravamudan B et al. 1999; Augustin | et al. 1999; Richmond JE et al. 1999;
Brose N et al. 2000; Stevens DR et al. 2005). Sie stellen die Saugetierhomologa der
unc-13 dar, eine Familie von Proteinen, die ursprunglich in C. elegans gefunden
wurden (Brenner S 1974). Die Struktur der Munc13-Vertreter ist hochgradig konser-
viert. Munc13-Proteine besitzen zwei ,Munc-Homologie-Domanen” (MHD), eine C1-
Domane und zwei (Munc13-1, -2 and -3, neuronenspezifisch) oder drei (Munc13-4)
C2-Domanen. Die C2-Domanen fungieren als Ca2+/PhosphoIipid-Bindungs-
Domaéanen. Die C1-Domane ist funktionell ziemlich ahnlich der C2-Domane der PKC,
die dort die DAG-Bindungs-Domane darstellt (Betz A et al. 1998; Ashery U et al.
1999; Rhee JS et al. 2002). Ebenso vergleichbar wie die C2-Domane ist das generel-
le Verhalten der Munc13-Proteine mit PKC. Wenn DAG oder dessen synthetische
Analoga (Phorbolester) an sie binden, hat das eine Translokation zur PM zur Folge.
Die dafur relevante Interaktion von Munc13-1 findet vermutlich mit Syntaxin-1 statt.
Es scheint, dass aufgrund dieser Interaktion Munc18 (s.u.) vom N-terminalen Ende
von Syntaxin-1 entfernt wird und so die Bildung des SNARE-Kernkomplexes nicht
mehr verhindert (Brose N et al. 2000). In der Vergangenheit konnte gezeigt werden,
dass die Funktionsfahigkeit von Munc13 durch Punktmutationen in den MHDs und
den C-terminalen Regionen der C2-Domane der Bindungsstelle zu Syntaxin-1 beein-
trachtigt wird (Madison JM et al. 2005; Stevens DR et al. 2005). Aulzerdem besitzen
die Munc13-Isoformen eine Bindungsstelle fur Calmodulin. Ein méglicher Calmodu-
lin/Munc13-Komplex kénnte als Ca**-Sensor oder Effektor fungieren, wodurch eine
Modulation des Primings und der synaptischen Effizienz in Folge einer Erhdhung der
[Ca®*]i méglich ware (Junge HJ et al. 2004). So kénnte z.B. eine Calmodulin-
mediierte Erhdhung der Effizienz der Munc13-Vertreter wahrend andauernder synap-
tischer Aktivitat (hdhere [Ca®'];) dafiir sorgen, Syntaxin in seiner offenen Konformati-
on zu halten. Die vorgenannte Interaktion kénnte ein Ansatzpunkt fir Ca®* im Rah-
men von synaptischer Aktivitdt sein und dadurch Kurzzeit-Plastizitat beeinflussen
(Junge HJ et al. 2004), die von Rest-Ca?* abhangig ist, dass sich bei starker Stimula-

tion langsam akkumuliert (Zucker RS 1999). Im Gegensatz dazu zeigten Augustin et
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al. (1999), dass sowohl der freisetzbare Pool, als auch die ausgeloste Transmit-
terfreisetzung in excitatorischen glutamatergen Neuronen von Munc13-1 Knockout-
Mausen um 90% reduziert war. Diese Resultate deuten darauf hin, dass Munc13-1 in
Neuronen als Primingfaktor anzusehen ist. Munc13-1, die ubiquitare Form von
Munc13-2 und auch Munc13-4 konnten in Chromaffinzellen mittels RT-PCR auf
MRNA-Ebene nachgewiesen werden (C. Schirra, personliche Kommunikation). Sek-
retion aus Chromaffinzellen von Dreifach-Knockout-Mausen (Munc13-1, -2, -3) war
jedoch vergleichbar mit der aus Wildtypmausen gewonnenen Chromaffinzellen (Ste-
vens und Rettig, unverdffentlichte Ergebnisse). Uberexprimiert man Munc13-1 in
Chromaffinzellen, so konnte die Sekretion beinahe verdreifacht werden, was auf eine
deutliche VergroRerung der geprimten Pools zuruckgefuhrt wurde (Ashery U et al.
2000). Es stellt sich die Frage, inwieweit die Munc13-Isoformen, besonders Munc13-
4, beim Priming von LDCVs in Chromaffinzellen Gberhaupt eine Rolle spielen oder ob

andere Primingfaktoren in Chromaffinzellen wichtig sind.

DOC2, ein weiteres Protein mit zwei C2-Domanen, ahnlich Synaptotagmin und
Munc13, zeigt dagegen eine ausgepragte Ca®*-Abhangigkeit seiner Aktivitat. Es liegt
in drei Isoformen (a, B, y) vor und wurde mit Exozytose assoziiert (Orita S et al. 1995;
Friedrich R et al. 2008). In Folge von Stimulation transloziert das Protein, getragen

2+]i, an die PM. Dieses Verhalten konnte sowonhl fiir neu-

von einer Erhéhung der [Ca
roendokrine Zellen, als auch Neurone gezeigt werden (Groffen AJ et al. 2006). Spe-
ziell DOC28 ist als Primingfaktor zu sehen, da es Fusionskinetiken einzelner Vesikel
verandert. Vor allem aber hat es Auswirkung auf die Ausdehnung der Fusionspore
und wechselwirkt auch mit dem in der PM vorhandenen SNARE-Dimer aus SNAP-

25/Syntaxin (Friedrich R et al. 2008).

CAPS (Ca**-abhangiges Aktivator-Protein fiir Sekretion) wurde eine Rolle als Pri-
mingfaktor angedacht (Wassenberg JJ und Martin TF 2002). Zu einem spateren
Zeitpunkt konnte gezeigt werden, dass CAPS eher am Beladen der Vesikel mit Neu-
rotransmittern beteiligt ist (Speidel D et al. 2005). Studien neueren Datums belegen
allerdings eine Funktion, die mit der Aufrechterhaltung, bzw. Wiederbeflllung des
RRPs in Verbindung gebracht werden (Liu Y et al. 2008).

1.7 Docking und involvierte Proteine

Da es sich beim Docking um einen dem Priming vorgelagerten Prozess handelt, ist

es mittels Membrankapazitatsmessungen nicht eindeutig zuganglich. Wie zuvor be-
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schrieben, resultieren die meisten aktuellen Ergebnisse auf Momentaufnahmen in
EM (Abbildung 3). Die einzige Analysemethode, die optimal dazu geeignet ist, den
dynamischen Dockingprozess in Echtzeit zu beobachten ist die Interne Total-
Reflektionsfluoreszenz-Mikroskopie (engl. ,Total internal reflection fluorescence mic-
roscopy®, TIRFM, fir Details siehe Kapitel 2.2.9).

Bis dato ist in Ermangelung von passenden Techniken (ausgenommen TIRFM) nicht
viel uber Docking-relevante Proteine und deren Funktion bekannt. Des Weiteren wei-
sen einige Proteine, die mit Docking in Verbindung gebracht werden, ein ambivalen-
tes Verhalten auf. Entweder haben sie Auswirkungen auf nacheinander geschaltete
Prozesse, wie Docking und Priming, oder regulieren gegenlaufige Funktionen eines
Prozesses, wie Docking und Undocking. Ein ausschlief3lich in Docking involviertes

Protein konnte bisher nicht beschrieben werden.

Eines dieser ambivalenten Proteine scheint Synaptotagmin-1 zu sein. Uber seine
Rolle als fusionsauslésender Ca?*-Sensor, welche vermutlich (iber dessen zwei C2-
Doméanen mediiert wird, wurde bereits berichtet (siehe Kapitel 1.6). Um an der PM
verankert zu werden, muss ein Vesikel Uber Proteine verfugen, die eine Prote-
in(Granule)-Protein(PM)-Interaktion ermoéglichen. Zwei Kandidaten fur diese Interak-
tion stellen Synaptobrevin-2 und Synaptotagmin-1 dar. Basierend auf EM-
Aufnahmen wurde darauf geschlossen, dass die Synaptobrevin-2-Knockout Maus
keinen Docking-Phanotyp zeigt (Borisovska M et al. 2005; Gerber SH et al. 2008).
Aktuell konnte jedoch in einer Studie von de Wit et al. (2009) demonstriert werden,
dass Synaptotagmin-1 an einen SNAP-25/Syntaxin-1-Komplex bindet und dadurch
anscheinend die strukturelle Grundlage fur einen minimalen Dockingkomplex legt.
Ob dieser Prozess Ca?*-abhangig ist, ist allerdings noch nicht geklart (de Wit H et al.
2009).

Ebenfalls eine Doppelfunktion hat Munc18-1, das zur Familie der sec1/Munc18 (SM)-
Proteine gehort. Es wird in Synapse lokalisiert und bindet an die N-terminale Habc-
Domaéne von Syntaxin-1, die sich aulRerhalb des SNARE-Motivs befindet (Toonen RF
et al. 2006). Durch die Bindung an Syntaxin-1 wird dessen geschlossene Konforma-
tion stabilisiert, was Syntaxin-1 von einer Interaktion mit Synaptobrevin und SNAP-25
abhalt (Dulubova | et al. 1999). Die Annahme, dass bei Deletion von Munc18-1 ein
Anstieg der Sekretion zu beobachten sei, fand sich nicht bestatigt. Mehr noch, wurde

doch das Gegenteil in Chromaffinzellen beobachtet (Voets T et al. 2001). Die gangi-
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ge Meinung zu Munc18-1 ist, dass es als Chaperon fungiert und Syntaxin in der PM
stabilisiert. Zusatzlich wurde eine Interaktion von Munc18-1 mit Syntaxin beim Do-
cking angenommen. Es scheint, dass es mit dem Aktinnetzwerk wechselwirkt. Da-
durch verandert sich die Durchlassigkeit des Kortexes aus filamentésem Aktin (F-
Aktin), der eine Barriere zwischen Cytosol und PM ausbildet. So fiihrte Uberexpres-
sion von Munc18-1 zu einer verstarkten Depolymerisation des kortikalen Aktins und
der bereits beschriebenen drastischen Zunahme freisetzbarer Vesikel (Toonen RF et
al. 2006).

Ebenso scheint Mint (Munc18-1-interagierendes Protein) ein weiteres flr das Do-
cking vielversprechendes Protein zu sein (Okamoto M und Sudhof TC 1997). Mint
liegt in zwei Isoformen vor, Mint1 (auch in Chromaffinzellen exprimiert) und Mint2.
Interaktionsmdglichkeiten bieten sich mit Munc18 Uber eine N-terminale Munc18-
Interaktionsdomane. Des Weiteren besitzen Mints eine Phosphotyrosin-
Bindungsdomane, welche spezifisch mit Phosphatidylinositol-Phosphaten, die eben-
falls mit Exozytose in Verbindung gebracht werden, wechselwirken. AuRerdem ver-
fugen Mints Uber zwei PDZ-Domanen, die mit Proteinen, die in der PM inseriert sind,
interagieren kénnen (Okamoto M und Sudhof TC 1997; Biederer T und Sudhof TC
2000; Ciufo LF et al. 2005).

Des Weiteren scheint ein Komplex von Rab3-RIM (Rabs gehdren der Superfamilie
der Ras-Proteine an; RIM: Rab3 interagierendes Molekul) am Docking beteiligt zu
sein (Gracheva EO et al. 2008). Es konnte gezeigt werden, dass es durch Uber-
exprimierung von diversen Rab3-Varianten in PC12-Zellen, einer Zelllinie, die einem
Phaeochromocytom der Nebennieren von Ratten entstammt, die Anzahl von gedock-
ten Vesikeln erhdohte (Martelli AM et al. 2000). Das gegenteilige Ergebnis konnte
durch Depletion erzielt werden (Schluter OM et al. 2004; Schluter OM et al. 2006). Zu
einem ahnlichen Ergebnis fuhrten Experimente in RIM-1-Knockout-Mausen, in denen
eine reduzierte Anzahl gedockter Vesikel beobachtet werden konnte (Schoch S et al.
2002; Calakos N et al. 2004). In C. elegans konnte gezeigt werden, dass der Kom-
plex aus Rab3 und unc10, dem Homolog zu RIM, fur die zielgerichtete Lokalisierung
von Vesikeln an der AZ sorgt (Gracheva EO et al. 2008).

Ein weiterer Vertreter der Ras-Superfamilie ist die GTPase Rab27a, welches mit
sekretorischen Vesikeln assoziiert ist (Fukuda M und Kuroda TS 2002). Es rekrutiert

MyRIP (MyosinVIIA und Rab interagierendes Protein), das wiederum mit den Aktin-
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basierenden Motormolekilen MyosinVlla und MyosinVa interagiert (Kuroda TS und
Fukuda M 2005). Rab27a und MyRIP sind beide von Relevanz fur die Bewegung von
Granulen im Aktinkortex (Desnos C et al. 2003). Es scheint aber auch moglich, dass,
ahnlich wie Munc18 und Synaptotagmin-1, MyosinVa eine duale Funktion hat. Neben
der Motoraktivitdt wurde gezeigt, dass eine Stérung der MyosinVa-Aktivitat durch
Storung mittels RNAIi zu einer Reduktion der Granulenanzahl an der PM fuhrt. Aller-
dings zeigt diese Behandlung nur eine Auswirkung auf die Verweildauer von Granu-

len an der PM, die langer als 15 s verweilen (Desnos C et al. 2007).

Von Myosin ist der Weg zu Aktin nicht sehr weit. Flr das Protein Scinderin wird die
Ca?*-abhangige Kontrolle der Aktindynamik in Chromaffinzellen postuliert (Rodriguez
Del Castillo A et al. 1990). Scinderin besteht aus sechs Scinderin-Domanen und hat
drei Aktin-Bindungsstellen, zwei Bindungsstellen fur Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP.), sowie zwei Bindungsstellen fiir Ca®*. Die ersten beiden Scinde-
rin-Domanen (1. und 2. Aktin-Bindungsstelle) sorgen dafir, dass kortikales F-Aktin
depolymerisiert. So konnen mehr Vesikel an die PM translozieren und dadurch die
sekretorische Antwort erhohen. Im Gegensatz dazu bewirkt die funfte Scinderin-
Domane (3. Aktin-Bindungsstelle) die Ausbildung von F-Aktin. Es wurde vorgeschla-
gen, dass Scinderin als ein molekularer Schalter funktioniert, dessen Einfluss auf das
Aktin die Sekretion in einer stimulationsabhangigen und somit Ca®*-abhangigen Art

und Weise reguliert (Dumitrescu Pene T et al. 2005).

Mdglicherweise wird Docking aber auch von anderen Proteinen wie Bassoon
und/oder Piccolo mediiert, die als Gerustproteine der AZ in Neuronen anzutreffen
sind (Garner CC et al. 2000). Diese Rolle in Chromaffinzellen ist allerdings bisher
ungeklart, scheint fir Bassoon aber nicht zuzutreffen (U. Becherer, personliche

Kommunikation)

1.8 Ca* und dessen Einfluss auf Docking, Priming und Fusion

Erstmals von Setsuro Ebashi beschrieben, fiihrt erst der Einstrom von Ca?*-lonen in
Muskelzellen zu einer Kontraktion der Muskulatur (Ebashi S 1972). Neben den intra-
zelluldren Funktionen ist Ca®* u.a. an der Blutgerinnung und der Aufrechterhaltung
der Zellmembranen beteiligt. 99 % des im menschlichen Kérper vorhandenen Ca?*
(1-1,1 kg insgesamt) liegt in gebundener Form in Knochen und Zahnen vor. Vom
restlichen Prozent befindet sich ein Zehntel im Extrazellularraum, davon 30-55 % an

Proteine gebunden, 5-15 % liegen in Form von Komplexen vor (z. B. Calciumhydro-
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gencarbonat, Calciumcitrat, Calciumsulfat, Calciumphosphat oder Calciumlactat).
Nur die Halfte davon steht also in frei ionisierter und damit biologisch aktiver Form
zur Verfugung, so z.B. als sekundarer Botenstoff der Exozytose (Calvi LM und Bus-
hinsky DA 2008).

Die wichtige Rolle von Ca®" bei der Exozytose wurde in den vorigen Kapiteln be-
leuchtet. Es dient vorrangig als Ausloser fur die Fusion, wenn es nach Einstrom
durch spannungsabhingige Ca?*-Kanale mit Synaptotagmin interagiert. Des Weite-
ren wirkt Ca®* (iber cAMP, die damit verbundene Aktivierung von PKA und Phospho-
rylierung von SNAP-25, auf die Grolke des geprimten Vesikelpools ein. Die durch
PKC mediierte Verringerung der Unpriming-Rate bei Erhéhung der [Ca?*]; wirkt in die
gleiche Richtung. Die Primingfaktoren Munc13, DOC2 und CAPS sind weitere, eben-
falls durch Ca®* beeinflusste Proteine. Uber Ca**-abhingiges Docking konnte hinge-
gen bisher nur spekuliert werden. Involvierte Proteine, die mdglicherweise durch Ca?*
beeinflusst werden kdénnten, stellen Synaptotagmin-1 und Scinderin. Das letztere
scheint eher fur die Zuganglichkeit von Vesikeln zur PM zu sorgen, ist somit eher als
Transporteffekt zu sehen und nicht unbedingt mit Docking in Verbindung zu bringen
(Neher E und Sakaba T 2008).

Wie die kurze Zusammenfassung zeigt, sind einige fir Fusion und Priming relevante
Proteine bekannt, die eine mehr oder minder starke Ca?*-Abhéngigkeit aufweisen. Im
Hinblick auf Ca**-abhangiges Docking liegen bisher nicht viele Erkenntnisse vor, was
aus dem Problem der Zuganglichkeit dieses Prozesses und dem Fehlen von validen
Messmethoden resultiert. Und nicht nur der Dockingprozess ist schwer zuganglich,
auch der dynamische Einfluss des sekundaren Botenstoffes Ca?* lasst sich bis dato
schlecht nachweisen. In fixierten EM-Praparaten verliert man die Dynamik. In in vitro-
Versuchen, z.B. in Liposomen-Ansatzen, kdnnen dagegen grundlegende Charakte-
ristika geklart werden, allerdings sind oftmals Abweichungen u.a. im zeitlichen Ablauf
(z.B. Fusionsraten) zu Ergebnissen aus in vivo-Versuchen zu beobachten (Holt M et
al. 2008).

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die in vivo-Wirkung von Ca?* und dessen Auswir-
kung auf die Prafusionsschritte. Das die [Ca®']; vor einem Stimulus eine entschei-
dende Rolle beim Priming und der Fusion spielt, wurde von Voets (2000) in UV-

2+]i

Blitzlicht-Photolyse-Experimenten gezeigt. Die [Ca”']i wurde dabei auf bestimmte

prastimulus Konzentrationen (0.25 — 1.5 pM) angehoben, woraufhin eine UV-
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Blitzlicht-Photolysereaktion fiir eine rapide Anhebung der [Ca®']; sorgte. Das dabei

2+]i

auf Konzentrationen von >10 yM angehobene [Ca“’]; hatte die Fusion aller fusions-

kompetenten LDCVs zur Folge, deren Menge und damit die Poolgrofde von der

2+]i

prastimulus-[Ca“’]; abhing. Es wurde ein optimaler Wert fur eine maximale Poolbeful-

2", lag. Ahnliche Werte konnten durch

lung beschrieben, der bei 700 nM freien [Ca
Ca?* -Rampen-Experimente reproduziert werden, bei denen das [Ca®"] langsam von
geringen nanomolaren auf mikromolare Konzentrationen (daher Rampe) angehoben
und parallel die Membrankapazitat verfolgt wurde (Soerensen JB et al. 2002; Liu Y et

al. 2008).

@ Microdoméne ~0,4 um Abbildung 6. Schematische Dar-

* * stellung einer Ca**-Mikro-domane.

LDCV, Large Dense Core Vesikel;

LDCV  PM, Plasmamembran; VGCC, span-
. nungsabhéngiger Ca**-Kanal.

.
TSR ST
ALLLALI LA AL LY SALASL LI LA S LA

ca® vGCC

Um Sekretion auszuldsen, miissen Ca®*-lonen durch spannungsabhangige Ca**-
Kanale in die Zellen eindringen. Innerhalb der Zellen liegen endogene Ca**-Puffer
vor, die abhangig von der Starke der Stimulation fur lokal mehr oder minder begrenz-
te Ca®*-Signale sorgen. Endogene Ca?*-Puffer stellen z.B. Mitochondrien, die PM-
Ca?*-ATPase (PMCA) oder der Na*/Ca**-Austauscher zu betrachten (Park YB et al.
1996). Bei moderater Stimulation (z.B. Ruhebedingungen, AP-Frequenz ~0,5 Hz;
Fulop et al. 2005) bilden sich sog. Ca**-Mikrodomanen (Abbildung 6). Diese Mikro-
domanen wurden flur Chromaffinzellen von Klingauf und Neher (1997) in einem ma-
thematischen Modell nachgebildet. Bei einer Anzahl von ~10.000 Ca?*-Kanélen in
der PM und einer intrazelluldren Ca®*-Pufferkonzentration von 0,5 pM ergab eine
Depolarisation von 20 ms Dauer einen Ca?*-Einstrom, der in einem Umkreis von

<50 nm um den Kanal eine lokale [Ca®"]

von >2 uM erzeugt. Wurde eine geringere
Pufferkonzentration angenommen (0,1 uM), so wurden Mikrodomanen >2 yM be-
rechnet, die einen Radius von bis zu 150 nm um den Ca**-Kanal besitzen. Mit zu-
nehmender Entfernung von der PM ist jedoch ein steiler Abfall des Konzentrations-

gradienten zu beobachten. Bis 20 nm Abstand von der PM, bzw. vom Kanal liegen

20



Einleitung

noch etwa Konzentrationen von ca. 2 uM vor; bei ca. 75 nm sind es nur noch etwa
0,5 uM.

Diese lokalen Mikrodomanen haben die Idee aufgebracht, dass es, wie in Neuronen
um die AZ, spezielle Regionen (sog. ,Hotspots“) geben kdnnte, an denen bevorzugt
Sekretion stattfindet. Ein lokaler Einstrom von Ca?*-lonen konnte in Experimenten
beobachtet werden, in denen [Ca®*]; mit dem Indikator Rhod-2 (KsCa?*: 570 nM) ge-
messen und an verschiedenen Orten der PM mit Amperometrie die Freisetzung von
Katecholaminen detektiert wurde (Schroeder TJ et al. 1994; Robinson IM et al.
1995). Mittels Interferenz-Reflektions-Mikroskopie zur Detektion von Sekretion in
Kombination mit Ganzzellableitungen konnten Wu et al. (2009) Hinweise dafur ge-
ben, dass es anscheinend nur einen sehr schwach ausgepragten Zusammenhang
zwischen Ca**-Kanalen, also mdglichen Mikrodoménen, und den Sekretionsorten
gibt (Wu M et al. 2009). Hingegen zeigten Becherer et al. (2003), dass sich LDCVs
an Ca?*-Kanéle in folge von Ca**-Einstrom annahern (Becherer U et al. 2003). Zu-
sammengefasst ist aber noch nicht final geklart, ob es Hotspots in Chromaffinzellen
uberhaupt gibt. Mdglicherweise gibt es auch einen Unterschied zwischen vereinzel-
ten Chromaffinzellen in Kultur und Gewebeschnittpraparaten. Die Kopplung zwischen
t-SNAREs und Ca**-Mikrodomanen geht in vereinzelten Zellen, wenn evtl. auch nur
marginal, verloren (Lopez | et al. 2007). Dies konnte das Nichtvorhandensein von
Mikrodomanen in kultivierten Zellen erklaren. In anderen Experimenten konnten al-
lerdings lokale Ca®*-Erhéhungen (Mikrodomanen?) nachgewiesen werden, in deren
Nahe LDCVs sezerniert wurden.

Gleichzeitig stellt sich auch die Frage, ob sich die Zelle den abfallenden [Ca?']-

Gradienten zu Nutze macht. Ist der Mechanismus des Dockings, bzw. des Trans-
ports zur PM auch in irgendeiner Weise durch Ca®* beeinflusst? Die Frage, welche

2+]i

Auswirkungen [Ca“"]; auf Docking hat, blieb bis jetzt unbeantwortet.

21



Fragestellung

1.9 Fragestellung

Ca®* ist einer der wichtigsten sekundaren Botenstoffe, die es im neuronalen und neu-
roendokrinen System gibt. Mit dieser Arbeit soll das Verstandnis vertieft werden, mit

dem Ca?* auf die Schritte vor der Fusion einwirkt.
1) Welchen Einfluss hat Ca?* auf die laterale und axiale Vesikelmobilitat?

2) Inwiefern kann das Modell von Nofal et al. (2007) auch auf Docking ausge-

dehnt werden?

3) Welche Ruckschlusse lassen sich durch die Verweildauer von LDCVs an der

PM auf den Grad des Dockings ziehen?

4) Wie verhalten sich LDCVs vor ihrer durch Ca**-Einstrom ausgeldsten Fusion?
Welchen Zusammenhang gibt es zwischen Fusionszeitpunkt und Vesikelmobi-

litat?

5) Haben Chromaffinzellen in Kultur bevorzugte Sekretionsorte (,Hotspots®)?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien
Aprotinin

BAPTA

Bovines Serum Albumin (BSA)
Casiumhydroxid
Diazo-2

DMEM

Dithiotreitol (DTT)
D-Glucose

DNase

Ethanol
Ethidiumbromid
Fetales Kalberserum (FCS)
Fura2

Fura2-AM

FuraFF
Glutaminsaure

H,O

Isopropanol

ITS-X

Mg-ATP

Na,-GTP

Normal goat serum (NGS)

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Invitrogen
Invitrogen
Sigma
Merck
Roche
Roth
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Sigma
Sigma
Roth
Invitrogen
Sigma
Sigma

Invitrogen
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NE-Puffer 10x

N-(2-Hydroxyethyl)-1 piperazine-N’-(ethanesulfonic acid)

(HEPES)
OptiMeml

10x PCR Buffer

Penicilline/Streptomycine

Puffer P1-3, N3, EB, QBT, QC, QF

RNase Inhibitor
RPMI

Trypsin Inhibitor

Alle Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt) bezogen.

21.2 Enzyme
Agel
Chymotrypsin

Collagenase CLS
Collagenase F
HindlIl

Notl

Papain
RedTaqg-Polymerase
Trypsin

Smal

SP6-RNA-Polymerase

2.1.3 Plasmide

Biolabs

Sigma
Invitrogen
Sigma
Invitrogen
Quiagen
Roche
Invitrogen

Sigma

Biolabs
Sigma
Biochrom AG
Sigma
Biolabs
Biolabs
Sigma

Sigma
Invitrogen
Biolabs

Roche

Plasmide pSFV1 und pNPY wurden von Dr. UIf Matti bereitgestellt (Physiologisches

Institut, Universitat des Saarlands, Homburg, Deutschland).
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2.1.4 Medien und Losungen

21.41 Losungen fur Chromaffinzellpraparation
Locke’s

154 mM NaCl

5.6 mM KCI

0.85 mM NaH;PO4 x H,O
2.15 mM NayHPO4 x H,O
10 mM glucose

pH 7.4; ~312 mOsm

Dissociation Losung

80 mM L-Glutaminsaure
55 mM NaCl

6 mM KCI

1 mM MgCl,

10 mM HEPES

10 mM glucose

pH 7; ~283 mOsm

Collagenaseldsung (bovine Praparation)

129,5 U/ml Locke’s

Papainlosung (murine Praparation)

45 ul Papain 100 U / 100l
7,5 plBSA 10 mg/ 100 pl
15 uIDTT 10 mM

in 1,5 ml Dissociation Lésung

25



Material und Methoden

Collagenaselosung (murine Praparation)

18,6 ul Collagenase F 15 U /100 pl
7,5 plBSA 10 mg/ 100 pl

15 ul CaCl; 10mM

in 1,5 ml Dissociation Lésung

Inaktivierungslosung (bovine Praparation)

10% FCS in Locke’s

Medium

Fur zwei 6-Well-Platten:

40 ml DMEM

400 pl ITS-X

160 pul Pen./Strep.

— frisch angesetzt; 37°C, 9% CO,

21.42 Losungen zur Virusaktivierung

OptiMemlI ohne FCS, + 0,2% BSA

OptiMeml 44ml
Tryptosephosphat 5ml
HEPES 1M 1ml
Pen / Strep 50ul
BSA 0,1g
— steril/ 4°C

Aprotinin

6 mg / ml in HBS (Aliquots, -20°C)

Chymotrypsin

2 mg / mlin HBS (Aliquots;-20°C)
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen Techniken basieren auf der Detektion des von
fluoreszenten Proteinen emittierten Lichtes. Wahrend meiner ersten Messperiode
hatte ich die Moglichkeit, das fur Bleichartefakte anfallige monomerische rot-
fluoreszierende Protein (MRFP) (Nagai T et al. 2002) gegen die photostabilere Vari-
ante mCherry (Shaner NC et al. 2004) auszutauschen. Neben der héheren Stabilitat
ist die Emission von mCherry ebenfalls hoher, wodurch ein besseres Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis erzielt wurde (ca. Faktor 3). Um in den vorhandenen Plasmid-
konstrukten mRFP gegen mCherry auszutauschen, wurden einige molekularbiologi-

sche Methoden angewendet.

A B

CMV-Promotor 1-588 NSP1-NSP4 87-7382
611 Bglll

624 Hindlll
NPY 637-929
Ampicilin Resistenzgen
NPY-mCherry
5008 bp

pUC Ori
42834926

945 BamHI -
951 Agal 10199-11159

Ag
mCherry 864-1674

pBR323-Ori 9500-10135 f
| 8303 Spel
polyA-Tail 9220-9302{ &  psFV1-NPY-mChery

12075 bp
1675 Notl

Sv40 Polyadenylation mCherry 77 4

. 7513 Smal
Signal 1827-1861 NPY 7409-7708
7400 BamHI

8436 BssHII

Kanamycin
Resistenzgen 2904-3698

Abbildung 7. Plasmidkonstrukte (A) NPY-mCherry und (B) pSFV1-NPY-
mCherry. Eingezeichnet sind die im Folgenden bendtigten Schnittstellen fur Restrik-
tionsenzyme, sowie Antibiotika-Resistenzen. CMV-Promotor: Promotor des Cucum-
ber Mosaic Virus.

2.21.1 Restriktionsspaltung

Mit der Restriktionsspaltung kdnnen entweder gezielt DNA-Fragmente ausgeschnit-
ten oder die korrekte Insertion nach Subklonierung kontrolliert werden. Die Hydrolyse
der im Zuckerphosphatruckgrad beider Einzelstrange eines DNA-Doppelstrangs vor-
kommenden Bindungen zwischen Phosphatgruppe und Desoxyribose ist die Aufgabe
von Restriktionsenzymen. Nach erfolgter Spaltung erhalt man 5-Enden mit einer

endstandigen Phosphatgruppe und 3’-Enden mit einer Hydroxylgruppe.

Die am haufigsten verwendeten Typll-Endonukleasen schneiden die DNA innerhalb

einer vom verwendeten Enzym abhangigen, typischen Erkennungssequenz (i.d.R. 4-
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8 Basenpaare). Als Produkt entstehen entweder glatte oder 3’-, bzw. 5'-

uberhangende Enden.

Ein typischer Restriktionsansatz zum Zweck der Analyse hat folgende Zusammen-

setzung:

5 ul Plasmid-DNA (Endkonzentration ~1 ug)

2 ul 10x NE-Puffer
0,5 pl Restriktionsenzym (5 — 10 Units)
12,5 pul  dHO
20 ul = Inkubation fiir 2 h bei 37 °C
Unterschiedliche Restriktionsenzyme kénnen den Einsatz von unterschiedlichen NE-
Puffern (1-4) erfordern. Bei Verwendung von mehreren unterschiedlichen Enzymen,
die unterschiedliche Puffer erzwingen, werden die Restriktionen nacheinander

durchgefuhrt und mit dem jeweiligen Puffer erganzt.

Der Ansatz eines praparativen Restriktionsverdaus erfolgt analog, unter Einsatz von

insgesamt groReren Volumina (5 ug DNA).

Das mCherry-Insert wurde aus dem zur Verfugung stehenden PKC-mCherry-
Konstrukt (Abbildung 7 A) ausgeschnitten und als Ersatz fur das mRFP in den NPY-

Vektor eingesetzt.

NPY-mRFP PKC-mCherry
1,3 pI DNA (3-4 ug) 1,3 pI DNA (3-4 pg)
1 plAgel 1,5 pl Agel
1 pl Notl 1,5 I Notl
6 pl Puffer O* 5 ul Puffer O*
40,7 pl dH0 40,7 pldHO
50 Ml 50 i

Um das NPY-mCherry-Konstrukt auch im Semliki-Forest-Virus-System nutzen zu
kénnen, wurde das zuvor hergestellte NPY-mCherry-Konstrukt aus dem Vektor aus-
geschnitten und anstelle des existierenden NPY-mRFP in den pSFV-1 eingesetzt
(Abbildung 7 B).
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pSFV-1-NPY-mRFP NPY-mCherry
1,5 pI DNA (3-4 pg) 1 I DNA (3-4 ug)
1 ul Smal (glatt) 1 pl Hindlll
1 ul Notl
5 ul Puffer Tango 5 ul Puffer B
42,5 pldH0 42 pl dH0
50 50

2.21.2 Dephosphorylierung von Vektoren

Um zu verhindern, dass es zu einer Religation des Vektors nach dem Restriktions-
verdau kommt, vor allem wenn nur wie im Falle des pSFV-1 (Kapitel 2.2.1.1) mit ei-
nem Enzym geschnitten wurde, fuhrt man eine Dephosphorylierung mit alkalischer
Phosphatase durch. Diese entfernt die 5’-terminalen Phosphatgruppen des linearen
Vektors und beugt so der Rezirkularisierung des Vektors vor. Die Zusammensetzung

des Dephosphorylierungsansatzes lautet:

16 ul  DNA-LOsung (~5 pg)
2 ulI 10x Dephosphorylierungspuffer
1 ul Alkalische Phosphatase (Shrimp, 0,1 U/ul)

=>» Inkubation fur 1 h bei 37 °C (Erneute Zugabe der gleichen

19wl Enzymmenge nach 30 min)

Im Anschluss wurde das Enzym durch Erwarmung auf 75 °C flr 15 min inaktiviert.
Mittels praparativer Agarose-Gelelektrophorese wurde das Enzym aus der Probe

entfernt.

2.21.3 Agarose-Gelelektrophorese

Um die GroRe der DNA-Fragmente korrekt zu identifizieren und eine Trennung und
Aufreinigung zu ermdglichen, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt.
Durch die negative Ladung ihrer Phosphatgruppen wandert die DNA beim Anlegen
einer Spannung zur Anode. Wichtige Faktoren, die bei der Auftrennung von unter-
schiedlich groen DNA-Fragmenten von Bedeutung sind, sind dabei die Molekulgro-
Ren und die Dichte der Gelmatrix. Hier wurden sowohl fur analytische, als auch fur

praparative Schnitte 1%ige Agarosegele verwendet. Uber einen Laufstreckenver-
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gleich mit einem zusatzlich aufgetragenen Standard (Lambda-DNA nach Eco-
RI/Hindlll-Verdau, bp: 21226, 5148, 4973, 3530, 2027, 1904, 1584, 1330, 983, 831,

564, 125) konnten die Molekulgréfien voneinander unterschieden werden.

Ein typisches 1 %iges Agarosegel wurde durch Vermischen und anschlieRendes
kurzes Aufkochen in einer Mikrowelle von der entsprechenden Menge Agarose mit
TAE-Puffer gelost. Nach einer kurzen Abkuhlphase auf 60 °C wurde die Losung mit
1 pl Ethidiumbromid je 20 ml gemischt und in ein horizontales Gelbett (Easy Cast
Electrophoresis System, Angewandte Gentechnologie Systeme GmbH) geladen. Das
erstarrte Gel wurde mit TAE-Laufpuffer Uberschichtet. Jede DNA-Probe wurde mit
einem Sechstel ihres Volumens an Auftragungspuffer fir Agarosegele versetzt und
die Elektrophorese bei 60 min bei 80 V (Power Pac 200, Biorad) gestartet. Das Ethi-
diumbromid interkaliert dabei in die DNA, wodurch die DNA-Banden bei Bestrahlung
mit UV-Licht (366 nm) sichtbar werden.

2214 Ligation

Eine Verknupfung von DNA-Fragmenten mit glatten oder komplementaren Enden
kann durch T4-DNA-Ligase erzeugt werden. Das Enzym katalysiert die Veresterung
eines 5’-Phosphorsaureesters mit einer 3’-Hydroxylgruppe. Im Falle der zuvor erfolg-
ten Dephosphorylierung am 5-Ende mit alkalischer Phosphatase kommt es im re-
kombinierten DNA-Molekull in beiden Strangen zu je einem Einzelstrangbruch (3’-
Hydroxylgruppe Insert < 5’-Hydroxylgruppe Vektor). Trotz dieser Instabilitat lasst
sich das DNA-Molekdl in eine Bakterienzelle transformieren, wo dann die zelleigenen

Reparaturmechanismen die Einzelstrangbriche beseitigen.

Bei Ligation komplementarer DNA-Enden werden ca. 20 ng Vektor-DNA eingesetzt
und dazu im molaren Vektor-Insert-Verhaltnis 1:3. Die doppelte Menge Insert-DNA
wird verwendet, wenn eine Ligation von glatten Enden erfolgen soll (Vektor-Insert-
Verhaltnis 1:6). Zu Vektor und Insert wird 2 ul 10x Ligationspuffer und 1 pl T4-DNA-
Ligase (1:3 mit dH2O verdinnt = 2 Units) gegeben. Nach Auffullen des Ansatzes mit
dH,0O auf 20 pl wird dieser fur ~3 h bei 16 °C inkubiert. Die Ligation von glatten En-
den (pSFV + NPY-mCherry) wurde fir 16 h bei 16 °C inkubiert.

In einer Ligationskontrolle wird parallel ein Ansatz ohne Insert-DNA prapariert. Nach
erfolgter Transformation dieses Kontrollansatzes dient die Anzahl der Kolonien als
Indikator fur die Religation des Vektors. Nach der Inkubation wurde das Enzym bei
>65 °C fur 10 min inaktiviert.
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NPY + mCherry pSFV + NPY-mCherry
2 JINPY (=10 ng) Vektor 2 pl pSFV (~10 ng)
3 I mCherry (~20 ng) Insert 6 ul NPY-mCherry (~20 ng)
1 ul T4-DNA-Ligase 1 ul T4-DNA-Ligase
2 ul 10x T4-Ligationspuffer 2 ul 10x T4-Ligationspuffer
12 pl dHO 9 uldHO
20 pl 20 pl

2.21.5 Transformation

Die subklonierte DNA wird in kompetent gemachte E. coli-Zellen transformiert (be-
reitgestellt von Dr. UIf Matti). 100 pyl kompetente E. coli-Zellen werden mit z.B. 20 ng
Vektor-DNA eines Ligationsansatzes oder 7-10 ng ringférmiger Plasmid-DNA ge-
mischt und fur 30 min auf Eis stehengelassen. Nach einem Sminutigen Hitzeschock
bei 37 °C werden die Bakterien fur weitere 10 min auf Eis gegeben. Im Anschluss
werden 300 pyl 2YT-Medium zum Ansatz pipettiert und fir 30 min bei 37 °C und
180 U/min geschittelt. Wahrend dieser Zeit kbnnen die transformierten Bakterien die
notwendige Antibiotikaresistenz ausbilden, um auf den 2YT-Agarplatten, auf denen
sie in der Folge ausplattiert werden, Uberleben zu kdnnen. Die Agarplatten, die mit
dem gewdilnschten Antibiotikum angesetzt wurden, sorgen nun daflr, dass nur dieje-
nigen Zellen Uberleben, die gegen das vorhandene Antibiotikum resistent sind. Dies
wird als Indikator fur eine erfolgreiche Transformation genutzt. Die transformierten
Zellen werden bei 37 °C im Warmeschrank tUber Nacht kultiviert und wachsen zu Ko-

lonien an.

2.21.6 Plasmid-Mini-Praparation

Das Quiaprep Spin Miniprep Kit (Quiagen) ermoglicht die schnelle, hochreine Isolati-
on kleiner Mengen (<10 ug pro Kultur) Plasmid-DNA aus Bakterien. Abgewandelt
vom Quiaprep Miniprep Handbook (Quiagen, 1997) erfolgte diese Prozedur.

2 ml antibiotikumhaltiges 2YT-Medium werden mit einer Einzelzellkolonie angeimpft
und Uber Nacht bei 37 °C im Schattler inkubiert. Im Anschluss werden die Bakterien-
zellen 5 min bei 5000 U/min in einer Tischzentrifuge (5415 C, Eppendorf) pelettiert
und in 250 pl Puffer P1 vollstandig resuspendiert. Daraufhin werden die Zellen durch
Zugabe von 250 pl des alkalischen und detergenzhaltigen Puffers P2, sofortiges Mi-

schen und Inkubation bei Raumtemperatur flir 5 min lysiert und die DNA denaturiert.
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Durch die Zugabe von 350 ul Puffer N3 wird die Lésung neutralisiert und auf die rich-
tige Salzkonzentration eingestellt, damit die DNA an die im Folgenden eingesetzte
Silicagelmembran binden kann. Das Eppendorfgefald mit der Losung wird dabei 4-6
Mal invertiert, um Scheren der genomischen DNA zu verhindern. Die in Puffer P1
enthaltene RNAse A zerstort die zellulare RNA. Im Anschluss wird die Probe bei
14.000 U/min far 10 min mit einer Tischzentrifuge zentrifugiert, wodurch Zellwand-
bruchstucke und ausgefallene Proteine zusammen mit der genomischen DNA sedi-
mentieren. Die im Uberstand befindliche Plasmid-DNA wird dann durch Dekantieren
in eine Minizentrifugationssaule Uberfihrt. Die Saule befindet sich in einem Auffang-
gefall und durch Zentrifugation bei 14.000 U/min fir 60 s wird die DNA an die Silica-
gelmembran gebunden. Der im Auffanggefal® befindliche Durchfluss wird verworfen.
Mittels zweier Waschschritte mit 500 ul Puffer PB, bzw. 750 ul Puffer PE wird die
DNA von Salzen gereinigt (jeweils 45 s, 14.000 U/min; Verwerfen des Durchflusses).
Danach wird die Saule ein letztes Mal trocken zentrifugiert und somit der restliche
Waschpuffer entfernt. Die so aufgereinigte DNA wird durch mittiges Auftragen von
50 pl Puffer EB auf die Silicagelmembran, gefolgt von einer einminutigen Inkubation
bei Raumtemperatur (RT) und abschliellender Zentrifugation in ein frisches 1,5 ml
Eppendorfgefaly eluiert (60 s, 14.000 U/min). Die erhaltene DNA wird auf ein Agaro-
segel (Kapitel 2.2.1.3) gegeben, analysiert und ohne weitere Aufreinigung in kompe-

tente Zellen transformiert (Kapitel 2.2.1.5) oder sequenziert.

2.21.7 Plasmid-Maxi-Praparation

Zur Produktion groRer Mengen hochreiner und endotoxinfreier Plasmid-DNA wurde
die Maxipraparationsmethode mittels Anionenaustauschersaulen angewendet. Wie
auch bei der Mini-Praparation liegt dieser Extraktionsmethode die kombinierte alkali-
sche und SDS-basierte Zelllyse zugrunde. Im Anschluss wird die Plasmid-DNA bei
geringer Salzkonzentration und niedrigem pH-Wert an eine Anionentauschersaule
gebunden, bei mittlerer Salzkonzentration von Verunreinigungen befreit und bei ho-
her Salzkonzentration eluiert. Es lassen sich so bis zu 4 ug DNA pro ml Kultur ge-
winnen. Das Protokoll basierte bis auf geringe Abwandlungen auf dem Plasmid
Handbook von Quiagen (1995).

Von einer 2YT-Agarplatte mit Einzelzellkolonien werden 100 ml LB-Medium (+ 100 pl
Antibiotikum) angeimpft und bei 37 °C im Rattler fur 8 h inkubiert. 5 ml dieser Vorkul-
tur werden zu 500 ml LB-Medium (+ 250 ul Antibiotikum) gegeben und uUber Nacht
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bei 37 °C im Rattler inkubiert. Danach werden die Bakterien 15 min bei 6000 U/min
abzentrifugiert (5305, Eppendorf), im Anschluss der Uberstand abgenommen und die
Zellen in 20 ml Puffer P1 komplett resuspendiert. 20 ml Puffer P2 werden dazugege-
ben und 5-6 Mal invertiert. Wahrend einer 5mindtigen Inkubation bei RT kommt es
zur Lyse der Zellen und Denaturierung von DNA und Proteinen. Durch Zugabe von
20 ml Puffer P3 (pH 5,2) und 5-6maligem Invertieren erfolgt die Renaturierung der
Plasmid-DNA und, in Folge der hohen Salzkonzentration, das Ausfallen des SDS.
Wahrend der 15minutigen Inkubation auf Eis wird die Anionentauschersaule mit
10 ml Puffer QBT equillibriert. Mittels Einsatzes eines Spritzenfilters wird das Prazipi-
tat separiert und der Durchfluss (inkl. Plasmid-DNA) auf den Anionenaustauscher
gegeben. Nach Durchlaufen der Losung, Binden der Plasmid-DNA an die Saule und
zweimaligem Waschen mit je 30 ml Puffer QC wird die Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer
QF eluiert. Die DNA wird mit 10,5 ml 100%igem Isopropanol gefallt und bei 4 °C und
14.000 U/min fiir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet mit
5 ml 70%igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (14.000 U/min, 10 min).
Der Uberstand wird erneut entfernt und das Pellet leicht angetrocknet. Mit Zugabe
von ~450 ul Puffer EB wird die Plasmid-DNA resuspendiert.

221.8 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration an DNA wird anhand der wahrend der Agarose-Gelelektrophorese
in der DNA interkalierten Menge an Ethidiumbromid bestimmt, welche proportional
zur Anzahl der vorkommenden Basenpaare ist. Uber einen Vergleich der Bandenin-
tensitaten von Probe und mitgelaufenen Standards kann die DNA-Konzentration auf

einem Transilluminator (366 nm) abgeschatzt werden.

2.21.9 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse der Plasmide wurde von Fritz Benseler am Max-Planck-
Institut fur Experimentelle Medizin (Gottingen) durchgefuhrt.

2.2.2 Bovine Chromaffinzellpraparation

Nach Erhalt der bovinen Nebennieren aus einem Schlachthof wurden diese von Fett-
und Bindegewebe gereinigt und mit Locke’s-Losung dreimal gespult. Dazu wurde die
Locke’s-Losung durch den Veneneingang in die Nebennieren gefullt und jeweils fur
5 min bei 37 °C im Wasserbad (1083, GFL, Burgwedel, Deutschland) geschuttelt.
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Zum anschlieBenden Verdau wurden die Nebennieren mit Collagenase CLS
(129,5 Einheiten/ml), abhangig von ihrer GroRe, fur insgesamt 20-30 min inkubiert.
Um einen gleichmaBigen Verdau zu erreichen, wurden die Nebennieren nach der
Halfte der Zeit erneut mit Collagenase beflllt und auf die zuvor oben liegende Seite
gelegt. Nach Abstoppen des Verdaus mit 10 ml 10%iger FCS-Lésung wurden die
Nebennieren mit einer Schere aufgeschnitten, das medullare Gewebe ausgetrennt
und in eine Petrischale, deren Boden mit 10%iger FCS-Losung bedeckt war, gege-
ben. Daraufhin wurde das medullare Gewebe aufgereinigt, mittels Schere zerkleinert,
in ein 50 ml Falconréhrchen gefullt, mit 10%iger FCS-Losung auf 50 ml aufgefullt,
1 min vorsichtig invertiert und bei 95G (Labofuge 400R, Heraeus, Deutschland) fur
2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach verworfen und die Zellen zur Ver-
einzelung durch ein Zellsieb in ein 50 ml Falconrohrchen gestrichen. Nach einminti-
gem vorsichtigem Schatteln wurden die Zellen fur 7 min bei 95G zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 5 ml Locke’s-Lésung resuspendiert, in
ein 15 ml Falconrohrchen uberfuhrt, mit Locke’s-Losung auf 10 ml aufgefullt und mit
einer Pasteurpipette resuspendiert. Im Anschluss an vier erneute Waschschritte, wie-
derum mit Locke’s-Losung, und jeweils Zentrifugation von 5 min, die ersten drei bei
70G, der letzte bei 17G, wurden die Zellen ausgezahlt. Eine durch Verdlnnung er-
reichte Zelldichte von 3x10° Zellen/ml wurde auf Deckglasern in 6-Kammer-Platten
ausplattiert und bei 37°C und 13% CO, im Inkubator aufbewahrt. Nach ca. 15 min
wurden die einzelnen Kammern mit 3 ml DMEM aufgefillt und die Zellen bis unmit-

telbar vor der Messung im Inkubator belassen.

2.2.3 Murine Chromaffinzellpraparation

Fur die Colokalisationsexperimente der LDCV-Sekretion wurden Nebennieren von
Wildtyp-Mause (C57BL/6NCrl, Charles River, Wilmington, USA) verwendet. Die
Mause wurden mit CO, betaubt und dekapitiert. Mit einer groben Pinzette wurden
Fell und Haut auf der linken Korperseite auf Hohe der unteren Rippenbdgen angeho-
ben, mit einer Schere eingeschnitten und entfernt. Danach wurde die Peritonealhdhle
vorsichtig gedffnet, mit einer Feinpinzette und einer Augenschere die Nebenniere
herausprapariert und in einen vorbereiteten eisgekuhlten Tropfen Dissociation-
Losung in eine Petrischale transferiert. Fur die zweite Nebenniere wurde die Maus
auf der linken Korperseite, wiederum unterhalb der Rippenbdgen gedffnet. Auch die

zweite Nebenniere wurde ebenfalls in einen weiteren Tropfen Dissociation-Losung
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gelagert. Im Anschluss wurden beide Nebennieren von Fett-, Binde- und Kortexge-
webe gereinigt und in einen neuen Tropfen Dissociation-LOosung umgebettet. Darauf-
hin wurden die Nebennieren einmal mittig mit der Augenschere eingeschnitten, um
den Enzymen beim Verdau einen besseren Zugang zu ermdglichen. Zum ersten
Verdau wurden jeweils zwei Nebennieren in 1 ml Papain-Losung in ein 15 ml-
Falconrohrchen gegeben und fur 10 min im Wasserbad (GFL, 1083, Burgwedel,
Deutschland) bei 37 °C langsam geschuttelt. Nach Ablauf der 10 min wurde die Pa-
pain-Losung abgenommen und durch die Collagenase-Ldsung ersetzt. Nach weite-
ren 8 min unter vorsichtigem Schutteln bei 37 °C wurden die Nebennieren mit einer
Pasteurpipette vorsichtig vortrituriert und, je nach Alter der Tiere, flr weitere 4-6 min
ins Wasserbad gegeben. Im Folgenden wurden die Nebennieren nacheinander je-
weils zehnmal mit einer Pasteurpipette und dann mit einer blauen Eppendorfspitze
(1 ml) trituriert, wodurch eine deutliche Eintribung der Ldsung erfolgte. Um die
Chromaffinzellen von der Collagenase-Ldésung zu trennen, wurden sie fir 4 min bei
194G (Labofuge 400R, Heraeus, Deutschland) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde

abgenommen und durch 1 ml DMEM ersetzt.

2.2.4 Transfektion durch Elektroporation von bovinen Chromaffinzellen

Nach der bovinen Zellpraparation (siehe Kapitel 2.2.2) wurde pro Elektroporation ei-
ne Verdiinnung von 2,5x10° Zellen/ml DMEM angesetzt und mit 20 pg fiir 3 min auf
Eis in 0,4 cm Gene-Pulser-Kuvetten inkubiert und mit einem Gene Pulser Il (Biorad,
Hercules, CA, USA) mit 230 V und 1 mF elektroporiert. Nach einer einminutigen Ru-
hephase auf Eis wurde die Kuvette im Wasserbad fur 10 min inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen vorsichtig mit einer Pasteurpipette aus der Kivette entnommen.
Die Zellen wurden in ca. 2 ml DMEM resuspendiert und bei 70G 2 min abzentrifu-
giert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen erneut in 2 ml DMEM auf-
genommen, auf Deckglasern in einer 6-Kammer-Platte (BD Biosciences, Erembode-
gem, Belgien) ausplattiert, und die Kammern nach 15 min im Inkubator bei 37°C und

13% CO, mit 3 ml DMEM aufgefullt, wo sie bis zum Versuch verblieben.

2.2.5 Transfektion durch Elektroporation von murinen Chromaffinzellen

Das in Kapitel 2.2.3 erhaltene Pellet wurde resuspendiert. Nach erneuter Zentrifuga-
tion bei 194G wurden die Zellen in 100 yl Amaxa-Transfektionslésung und 4-6 ug

DNA (NPY-mRFP) aufgenommen, in eine Klvette transferiert und mit dem Amaxa
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Nucleofectorll (Programm O-09; Lonza/Amaxa, Kdéln, Deutschland) elektroporiert.
Die Zellen wurden in 500 yl RPMI (vorgewarmt bei 37 °C) uberfuhrt, resuspendiert,
ausplattiert und fr 15 min bei 37 °C und 13 % CO. inkubiert. Danach wurden die
einzelnen Kammern der 6-Well-Platten mit 3 ml Kulturmedium aufgeflllt. Zur Mes-

sung wurden die Zellen zwischen dem 3. und 5. Tag in Kultur verwendet.

2.2.6 Transfektion durch Virusinfektion von bovinen Chromaffinzellen

LDCVs wurden durch Uberexpression von Neuropeptid Y (NPY), dem entweder mo-
nomerisches rotfluoreszierendes Protein (mRFP, Nagai et al., 2002) oder das photo-
stabilere mCherry (Shaner et al., 2004) angehangt war, markiert. Zur viralen Expres-
sion wurde die NPY-mRFP/mCherry-Sequenz durch PCR in den Vektor pSFV1 klo-
niert (beschrieben in Ashery et al., 2000) und die entstandenen Konstrukte wurden
via DNA-Sequenzierung verifiziert. In einem Zeitfenster von 12 bis 16 h nach der
Transfektion hatten die Zellen eine ausreichende Vesikeldichte (~0,5 Vesikel/um?),
die optimales Tracking und weitergehende Analyse erlaubte. Die Tatsache, dass
durch die Virustransfektion nur ein geringer Anteil der gesamten Vesikelpopulation in
einer Zelle angefarbt wird, machte diese Transfektionsmethode flr die Analyse von
nach Stimulation sezernierten Vesikeln ungeeignet. Fir diese Studie wurden die Zel-

len mit dem NPY-mCherry-Konstrukt elektroporiert (siehe Kapitel 2.2.4).

2.2.7 Ratiometrische Fura-Messungen

Messungen mit ratiometrischen Ca**-Indikatoren erlauben eine sehr exakte Bestim-
mung der Ca®*-Konzentration in Echtzeit. Infolge von Ca?*-Bindung @ndern die Indi-
katoren Uber eine Absorptionsverschiebung ihre Emissionscharakteristik. Die Indika-
toren werden aufeinanderfolgend mit einer Wellenlange zwischen 280 und 430 nm
angeregt. Wahrend die Emission bei Anregung zwischen 280 und 355 nm mit Erho-

"], ansteigt, verringert sich diese bei Anregung zwischen 360 und

hung der [Ca
440 nm (Abbildung 8) (Grynkiewicz G et al. 1985). Um die [Ca®*]; zuverlassig (iber
einen breiten Konzentrationsbereich bestimmen zu kdnnen, wurde eine aquimolare
Kombination von zwei ratiometrischen Ca?*-Indikatoren, Fura-2 und Fura-FF, ver-
wendet. Dabei wurden die beiden Indikatoren so gewahlt, dass sie einen breiten Be-
reich von [Ca*'] abdeckten. AuRerdem sei angemerkt, dass beide Indikatoren glei-
che optische Eigenschaften aufweisen, die es ermdglichen, diese parallel einzuset-

zen. Die unterschiedlichen Affinitaiten zu Ca® (Fura-2 K4 224 nM; Fura-FF Kg:
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~5,5 uM) erlaubten eine exakte Messung der freien [Ca?']; Giber einen Bereich von
30 nM bis hin zu 20 pM.

Abbildung 8. Anregungsspekt-
rum von Fura-2 in Losung bei
freier [Ca*] von 0-39,8 uM.
Anregung mit Wellenlangen zwi-
schen 280 und 350 nm erhdhen
die gemessene Intensitat bei 510
nm mit Erhdhung der [Ca®*], wah-
rend sich die Emission nach An-
regung zwischen 360 und 430 nm
entgegengesetzt verhalt.

Em =510 nm

Fluorescence excitation

(kopiert von Molecular Pro-
bes.com)

250 300 350 400 450
Wavelength (nm)

Im Rahmen meiner Versuche wurde die Emission bei 510 nm nach alternierender
Anregung durch einen Monochromator (Polychrom V, TILL Photonics, Planegg,
Deutschland) bei 350 und 380 nm gemessen. Um verlassliche Aussagen uber die
exakte [Ca®']i zu erhalten, wurde eine in-vivo-Kalibrierung mit verschiedenen Losun-
gen bekannter [Ca®*] durchgefiihrt, die Uber die Patchpipette in bovine Chromaffin-
zellen perfundiert wurden (Neher E und Zucker RS 1993). Die Losungen wurden mit
unterschiedlichen Ca®*-Puffer-Konzentrationen (BAPTA und DPTA) angesetzt, um
die entsprechenden freien [Ca®*]; zu erhalten.

Die aus mehreren Experimenten erhaltenen Verhaltniswerte R (=Intensitat bei Anre-
gung mit 350 nm/Intensitat bei Anregung mit 380 nm) fiir diverse [Ca®']; wurden ge-
mittelt und logarithmisch gegen die [Ca?']; dargestellt. R kann mit folgender Funktion

beschrieben werden (Abbildung 9):

R = Rmin — R1 * [Ca®']/([Ca*"]i + Kryra2) — R2 * [Ca®*1/([Ca®*] + Krurarr),

mit Rmin als Verhaltnis bei [Ca*1=0 M und (Rmax=Rmin-R1-R2) erhalten durch Perfusi-
on mit 7,46 mM CacCl,. Die Berechnung ergab fur Rmin=0,57, R1=2,76, R>=1,67, Kg,.
ra2=173 nM Und KFura_FF=2,1 HM.
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Abbildung 9. In vivo-Kalibrationskurve fiir Fura-2 und Fura-FF. Die Punkte rep-
rasentieren den Mittelwert von 3-5 Messungen der jeweiligen Ca?*-Lésung bei 510
nm Emission nach Anregung bei 350 und 380 nm. Die blaue Linie zeigt die beste, an
die Datenpunkte angelegte Kurve.

2.2.8 Elektrophysiologie

Die hier beschriebenen Experimente verbinden die Ganzzell-Membrankapazitats-
messungen mit der UV-Blitzlicht-Photolyse von NP-EGTA. NP-EGTA bewirkt eine
schnelle Freisetzung von hohen [Ca®'], und damit synchronisierte Exozytose aller
fusionskompetenten Vesikel. Dadurch lassen sich exakte Aussagen Uber die Kopp-

lung von Stimulus und Sekretion treffen.

2.2.8.1 Ganzzell-Ableitungen - Membrankapazitatsmessungen

Die Patch-Clamp-Technik erlaubt es, elektrische Eigenschaften einer biologischen
Membran zu studieren. Urspringlich zum Studium von lonenkanalen entwickelt, er-
gaben sich andere Anwendungen im Bereich der Zellphysiologie (Neher E und Sak-
mann B 1976), wie z.B. die zeitlich hochauflosende Messung der Membrankapazitat
(Neher E und Marty A 1982). Die Zellmembran geht eine hochohmige Verbindung
(“Gigaseal”’) mit der Patchpipette ein, was sich rauschmindernd auf das gemessene
Signal auswirkt. Dieses Phanomen macht es mdglich, selbst einzelne lonenkanale
innerhalb des Membranareals, das von der Pipette abgedeckt wird, zu messen (sog.
“cell-attached”-Modus). Zerstort man die Membran durch kurzen Unterdruck an der

Pipette, so ergibt sich ein elektrischer Zugang zum Zellinneren und der Membran-
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oberflache (sog. Ganzzell-Modus; engl. whole-cell). Die Hauptmerkmale der Ganz-
zellableitung sind ein niedriger elektrischer Widerstand zwischen Pipettenlésung und
dem Zelllumen, wodurch die Moglichkeit besteht, die Membranspannung zu kontrol-
lieren. Aulderdem, und dies ist in den hier prasentierten Versuchen besonders rele-
vant, erlaubt es die Perfusion des intrazellularen Mediums mit der Pipettenlésung

und somit eine Substitution von intrazellularen Komponenten.

Dabei entsprechen die elektrischen Eigenschaften einer kugelformigen Zelle, wie
z.B. einer isolierten Chromaffinzelle, im Idealfall einem Plattenkondensator (Cr,; m:
Membran) mit parallel geschaltetem Widerstand (Rn). Cr, ist dabei proportional zur
Membranoberflache, wobei die spezifische Membrankapazitat einer biologischen
Membran einen Wert von ~1 puF/cm? hat (Cole KS 1968). Verschmilzt ein Vesikel mit
der PM, wird dies in der Zunahme der Kapazitat ersichtlich (Exozytose). Umgekehr-
tes gilt fir den Fall, dass Membran wieder in die Zelle aufgenommen wird (Endozyto-
se), was in einer Abnahme der Kapazitat resultiert. Diese Mdglichkeiten machen die
Membrankapazitatsmessung zum perfekten Werkzeug, um Exo- und Endozytose zu
messen (He L et al. 2009).

Als Grundlage der Membrankapazitatsmessung dient die Tatsache, dass eine Ver-
anderung in der Stimulusspannung die Membrankapazitat aufladt. Der Strom, der in
den Kondensator fliet, kann gemal der Spannung die sich uber den Kondensator
aufbaut, quantifiziert werden und spiegelt so die tatsachliche Membrankapazitat wie-

der.

Eine sinusférmige Erregung wird am haufigsten zur zeitlich hochauflésenden Memb-
rankapazitatsmessung verwendet. Dabei ist die angelegte sinusférmig oszillierende
Spannung der einzige Stimulus, der bei Reihenschaltung (Widerstand, Kondensator,
Induktor) in einem sinusformigen Ausgangssignal endet. Das Ausgangssignal weist
allerdings eine veranderte Amplitude und eine Phasenverschiebung auf. Wenn eine
sinusformige Spannung, definiert als v(t)=Vocoswt (mit ® als Frequenz), Uber einen
optimalen Widerstand (R) lauft, ergibt sich der resultierende Strom aus dem
Ohm’schen Gesetz: Ir(t)=v(t)/R=(Vo/R)coswt. Die Amplitude des Ausgangsstroms der
Sinuswelle ist dabei umgekehrt proportional zum Widerstand. D.h. die Uber einen
idealen Kondensator laufende Sinuswelle weist ein um 90° phasenverschobenes
Verhaltnis zwischen angelegter Spannung und ausgegebenem Strom auf (I¢(t)=

Cdv(t)/dt=-oCVysinwt). Demzufolge tragt die Differenz zwischen Eingangsspannung
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und Ausgangsstrom Uber die Amplitude und Phase die Informationen Uber die elekt-
rischen Eigenschaften des Schaltkreises. Nichtsdestotrotz ergeben sich aus einer
Sinuswelle nur zwei unabhangige Parameter, die zur Bestimmung von drei in der
Zelle vorkommenden Parametern herangezogen werden (R,, Ry und Cq). Zum
Uberwinden dieses Problems wird am haufigsten das sog. ,kombinierte Sinuswelle +
Gleichstrom-Protokoll* (sine wave + DC) verwendet (Lindau M und Neher E 1988).
Dabei wird zusammen mit der Stimulus-Sinuswelle ein Gleichstrom appliziert, der

eine dritte, unabhangige Komponente bereitstellt (Ra+Rm).

Die Berechnung von R,, Ry, und Cy, fuldt auf einer komplexen Notation und setzt ei-
nen phasen-sensitiven Detektor (sog. lock-in Verstarker) voraus. Dieser bestimmt
diese Werte aus den imaginaren und realen Komponenten, die aus einem komple-
xen Admittanzsignals ermittelt werden (Gillis KD 2000). Die Phasenverschiebung und
Amplitudenanderung werden dabei jeweils flr eine Periode bestimmt. Die zeitliche
Auflésung ergibt sich somit aus der Frequenz der applizierten Sinuswelle, wohinge-
gen sich die Genauigkeit der Membrankapazitat uber die Hohe der Amplitude defi-

niert.

In der hier vorgelegten Arbeit wurden die Chromaffinzellen auf einem Gleichspan-
nungs-Haltepotential von -70 mV gehalten, wahrend die Sinuswelle eine Frequenz
von 12,2 kHz hatte. Die Ganzzell-Ableitungen wurden mit Borosilikatglaspipetten
(GB150F-8P, Science Products, Hofheim, Deutschland) durchgefihrt, deren Serien-
widerstand zwischen 3-5 MQ lag. Die Daten wurden mit einem EPC-9-Patch-Clamp-
Verstarker aufgenommen, der durch das Programm PULSE kontrolliert wurde (Heka
Elektronik, Lambrecht, Deutschland). Spannungen wurden mit 20 kHz digitalisiert
und R,, Ry und Cr, mit dem integrierten Lock-in-Modul der PULSE-Software berech-
net. Die Daten wurden mit einer Kombination von zeitlich hochauflésenden Sinuswel-
len zum Zeitpunkt der Stimulation und geringer auflosenden Sinuswellen zwischen
den Stimulationen Uberwacht, wobei letztere dazu dienten, Veranderungen in Cy, im
Laufe der Beobachtung zu dokumentieren, die nicht von Stimulationen herrihrt. Alle

Versuche wurden bei Raumtemperatur zwischen 20-24°C durchgefuhrt.

2.2.8.2 Strom-Spannungs-Kurven

Die  Strom-Spannungs-Kurve beschreibt den Zusammenhang zwischen
Membranpotenzial (bzw. Haltepotenzial) und, bei Ganzzellableitungen, dem Strom

durch die Membran. Bei dem hier verwendeten Protokoll wurde mit einer Frequenz
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von 20 Hz flr jeweils 25 ms eine Spannung angelegt die, in Schritten von je 10 mV,

beginnend vom Ruhemembranpotential (-70 mV) bis auf +20 mV variiert wurde.

Ca**-Strome wurden in der Plateauphase der Einwartsstrdme gemessen. Das Er-
gebnis wurde Uber 10 benachbarte Messpunkte gemittelt. K*-Auswartsstrome wur-

den unterdriickt, das in der intrazellularen Lésung K™ durch Cs* ersetzt wurde.

2.2.8.3 Intrazelluldrldsungen — Konstante [Ca®'];

Die unterschiedlichen Losungen hatten mehrere Vorgaben zu erfullen. Zum einen
mussten sie die [Ca®']; Uiber langere Zeit stabil halten, also ein ausgewogenes Ver-
haltnis von eingesetztem Ca®* und freiem Ca®*-Puffer besitzen. Zum anderen musste
eben die Konzentration des freien Ca**-Puffers {iber die Lésungen vergleichbar sein,
um eine vergleichbare GréRe von Ca**-Mikrodoménen zu erreichen, was wiederum
zu vergleichbaren Resultaten hinsichtlich der Sekretion fiihrte. Als Ca?*-Puffer wurde
EGTA eingesetzt, das eine deutlich langsamere Reaktionskinetik fiir Ca®*-lonen als
BAPTA aufweist. Dadurch ist die Entwicklung ausreichend groRer Ca®*-
Mikrodomanen moglich und Sekretion kann im Falle von Stimulation stattfinden. Im
allgemeinen bestanden die Lésungen aus folgenden Substanzen (siehe auch Tabelle
1, in mM): 132-143 Cs-Glutaminsaure, 0,8-5,0 CaCl,, 2-6,1 EGTA, 1 MgCl,, 2 Mg-
ATP, 0,3 Na,-GTP, 0,1 Fura2 und 0,1 Fura-FF. Variationen in der Osmolaritat, die
durch die unterschiedlichen Konzentrationen von Ca** und EGTA verursacht wurden,
wurden mittels Anpassung des eingesetzten Cs-Glutamats auf einen Wert von

300 mOsm gesetzt und der pH-Wert durch Zugabe von CsOH auf 7,25 eingestellt.

2.2.8.4 Intrazelluldrldsungen — Variable [Ca®'];

Neben den fixen [Ca®']; wurden auch variable Konzentrationen eingesetzt. Es gab
zwei verschiedene Ansatze. Einerseits die vorsichtige, aber schnelle und konstante
Erhohung der [Ca®'];, ausgehend von Ruhekonzentrationen (ca. 100 nM) auf Kon-
zentrationen, die optimales Priming ermdglichen (ca. 700 nM). Dieser Ansatz wurde
mit partieller UV-Blitzlicht-Photolyse von NP-EGTA erreicht (Abbildung 10 C). Die
NP-EGTA-L6sung setzte sich wie folgt zusammen (in mM): 135 Cs-Glutaminsaure,
5 NP-EGTA, 3 CaCl,, 2 Mg-ATP, 0,3 Na,-GTP, 0,1 Fura2 und 0,1 Fura-FF (Osmola-
ritat: 300 mOsm, pH 7,25 mit CsOH eingestellt).
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Tabelle 1. Eingesetzte und berechnete Konzentrationen fur Mobilitats- und Sek-
retionsexperimente. Gezeigt sind die eingesetzten Ca?- und Pufferkonzen-
trationen, sowie die berechneten freien Konzentrationen (berechnet mit Freecon-
Routine in IGOR).

Sekretionsexperimente
Mobilitatsexperimente
Blitz-Photolyse | Depolarisation

Freies [Ca®"]; (uM) 0,096 0,302 0,597 | 0.190 0,608 0,620
[Ca*] (mM) 0,8 2,6 4,8 3,0 4,5 5,0
Freies [EGTA] (uM) 125 136 133 --- --- 134
[EGTA] (mM) 2 3,8 5,9 --- --- 6,1
Freies [NP-EGTA] (UM) [ - --- --- 193 57,5 -
[NP-EGTA] (mM) --- --- --- 5 5 ---

2+]i herbeizufuhren, wurde Diazo-2 verwendet

Um eine rasche Absenkung der [Ca
(Adams SR et al. 1989) und der entgegengesetzte Weg beschritten. Als Variante von
BAPTA ist Diazo-2 mit einer Diazoacetylgruppe an einem der beiden Benzenringe
von BAPTA ausgestattet. Diese Diazogruppe verringert die Affinitat fir Ca** von
1,4x10" M um den Faktor 30 auf 4,5%10°> M. Durch photochemische Reorganisation
wird die Diazoacetylgruppe von einem Elektronenakzeptor, zu einem Elektronendo-
nor, wodurch die hohe Affinitat erzeugt wird. Neben der Erhéhung der Affinitat fur
Ca?* nach UV-Blitzlicht-Photolyse wird allerdings auch die Affinitat fir Mg?* erhoht
(Ka(Mg®* \vor: 5,5 MM, Kg(Mg* )nacn: 3,4 mM). Die Lésung bestand aus folgenden Sub-
stanzen (in mM): 142 Cs-Glutaminsaure, 1,5 Diazo-2, 0,8 EGTA, 1 CaCly, 1 MgCly, 2
Mg-ATP, 0,3 Na,-GTP, 0,1 Fura2 and 0,1 Fura-FF (Osmolaritat: 300 mOsm, pH 7,25
mit CsOH eingestellt).

2.2.8.5 Perforierter Patch

Um das intrazellulare Milieu nicht zu storen, aber trotzdem eine Messung der Memb-
rankapazitat zu ermoglichen, kdnnen Zellen auch im sog. perforierten Patch abgelei-
tet werden. Hierzu wird das Polyen-Makrolakton Amphotericin B aus Streptomyces
nodosum (Actinobacterium, Gattung Streptomyceten) in der Pipettenlosung einge-
setzt. Amphotericin B wechselwirkt mit der Zellmembran und fuhrt zur Ausbildung
von Poren (Durchmesser 0,8 nm). Mit der Erhéhung der Permeabilitat der Membran

fur K* ergibt sich so ein elektrischer Zugang zur Zelle.
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Die verwendete LoOsung setzte sich wie folgt zusammen (in mM): 135 Cs-
Glutaminsaure, 9,5 NaCl, 0,5 TEA-CI, 10 HEPES und 0,53 Amphotericin B (aus
Stockldosung in DMSO); 294 mOsm, pH 7,4 mit CsOH. Nach Zusammenpipettieren
der Lésung wurde das Amphotericin B/DMSO durch zwei Ultraschallstdlie so geldst,
dass noch einige Amphotericin-Kristalle erhalten blieben. Die verwendeten Pipetten
hatten einen Widerstand von ca. 3 MQ. Nach Erreichen des Gigaseals wurde der
Eingangswiderstand solange beobachtet, bis er unter 30 MQ gesunken war (5-20
min). Die Zellen wurden daraufhin in Abstanden von einer Minute repetitiv durch
7 Depolarisationen von jeweils 100 ms mit einer Frequenz von 5 Hz auf 0 mV stimu-
liert, die Sekretion in TIRF aufgezeichnet und spater mit Metamorph (Visitron, Puch-
heim, Deutschland) analysiert (Abbildung 10 D).

2.2.8.6 Depolarisationsprotokoll zur Uberpriifung der Zellfunktionalitit

Nach der Aufnahme der Vesikelbewegungen, insgesamt 5 min, wurden die Zellen
vom Haltepotential bei -70 mV auf 0 mV depolarisiert. Das Protokoll bestand aus drei
10 ms und vier 100 ms langen Depolarisationen, die jeweils durch eine Pause von
100 ms getrennt waren (Abbildung 10 A). Dieses Protokoll ermdglichte einen Zugang

zum RRP, aber im Besonderen dessen Subpopulation, reprasentiert im IRP.

2.2.8.7 Stimulation durch Depolarisation

Um eine ausreichende Anzahl von Fusionsereignissen, d.h. sezernierten LDCVs,
beobachten zu kénnen, wurde neben der Verdnderung im extrazelluldren Ca®* und
Mg?* auch das Stimulationsprotokoll verdndert. 10 s vor dem Ende einer 2-miniitigen
Beobachtungsphase wurden die Zellen zehnmal fur 100 ms mit einer Frequenz von
5 Hz vom Haltepotential bei -70 mV auf 0 mV depolarisiert (Abbildung 10 B i).

2.2.8.8 Stimulation durch UV-Blitzlicht-Photolyse von NP-EGTA

Um den gesamten Pool der sezernierbaren Vesikel zu entleeren, habe ich die UV-
Blitzlicht-Photolyse von NP-EGTA eingesetzt. Dazu wurden die Zellen fir 2 min im
Ganzzellmodus mit einer NP-EGTA-beinhaltenden Lésung perfundiert. Zwei unter-
schiedliche Lésungen kamen zum Einsatz, die sich jeweils in ihrer freien [Ca®*]; vor
Photolyse unterschieden (Tabelle 1). Der UV-Blitz (Rapp OptoElectronic GmbH,
Hamburg, Deutschland) wurde fiir Lésung A (niedrige prastimulus-[Ca®*];, 230 nM)

auf eine Spannung 110 V und eine Blitzdauer von ~1 ms eingestellt, wodurch eine
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Ausgangsenergie von berechneten 181 J erzielt wurde. Fir Lésung B (hohe prasti-
mulus-[Ca®*];, 700 nM)wurde ein Neutraldichte-Filter (63% Transmission, AHF Analy-
sentechnik, Tubingen Deutschland) im Strahlengang platziert und die Blitzdauer
durch Wechsel des verwendeten Kondensators auf 0,8 ms reduziert. Dadurch hatte
der ausgehende Blitz eine Energie von berechneten 76 J. Durch die Anpassung der
Ausgangsenergie wurde erreicht, dass das fur beide Losungen erzielte poststimulus-
[Ca?*]; zwischen 7 und 20 pM lag.

500 ms vor dem Ausléseimpuls fur die Blitzlampe wurde ein Signal zum EPC-9 ge-
sendet, das eine hochfrequente Sinuswelle zur Membrankapazitatsmessung fir ins-
gesamt 5 s startete (Abbildung 10 B ii).

| Laden

I 120 s | 120 s I 30s I

i | Laden

i | Laden

| 120's | 110's 120 s|

| Laden

| 120 s | 60 s | 150’ |

| bis zu 6

| 60 s | 60 s | 60 s | 60 s | Wiederholungen
DBiIdaufnahme H Monochromator Ca*-Messung . Depolarisation UV-Blitz

Abbildung 10. Aufnahmeprotokolle. (A) Mobilitatsexperimente bei konstanter
[Ca®], (siehe Kapitel 3.1.2). (Bi) Stimulation durch Depolarisation (siche Kapitel
3.2.5), (Bii) Stimulation durch UV-Blitzlicht-Photolyse (siehe Kapitel 3.2.3 und 3.2.4).
(C) Mobilitatsexperimente bei variabler [Ca®']; (sieche Kapitel 3.1.3 und 3.1.4). (D)
Protokoll zur Bestimmung von Ca**-Microdoméanen (siehe Kapitel 3.3). Jedem ein-
zelnen Protokoll ging das Erreichen des Ganzzellmodus voraus. Die Aufnahmege-
schwindigkeit betrug fur jeden Film 10 Hz.
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2289 Bestimmung des IRP

Die Grofie des IRPs wurde mittels der Formel berechnet, die von Voets et al. (1999)
nach Gillis et al. (1996) modifiziert wurde. Sie basiert auf dem Verhaltnis der Kapazi-

tatszunahme bei den ersten beiden 10 ms Depolarisationen (Gleichung 1).

(AC,, +AC,,)
. AC,,
AC,,

Um einen vergleichbaren Ca?*-Einstrom in die Zelle zu gewéhrleisten, wurden die

(1) IRP=

Potentiale dieser beiden Pulse angepasst. Aufgrund von partieller Entleerung der
Pools, vorausgesetzt, dass der zweite Stimulus mindestens genauso stark ist wie der
erste, deutet ein Verhaltnis von ACm2/ACm1 von <1 vermutlich auf sekretorische De-
pression. AusschlieBlich jene Zellen, die ein Verhaltnis von <0,7 aufwiesen, wurden
fur weitergehende Analysen verwendet, da ganzliche Leerung des Pools eine Vor-
aussetzung zur akkuraten PoolgroRenermittlung ist. Bei den hier beschriebenen Ex-

perimenten wurde dieses Kriterium von mehr als 95% aller Zellen erfullt.

2.2.8.10 Extrazellulare Badlosungen

Insgesamt wurden fur die Versuche drei unterschiedliche Badlosungen verwendet.
FiUr die regularen Trackingexperimente in Virus-infizierten Zellen kam eine Ldsung
mit geringer [CaCl,] und erhdhter [MgCl,] zum Einsatz um eine Variation des intrazel-

lularen Ca* durch z.B. Leckstrome, so klein wie moglich zu halten.

Die Experimente zur Sekretion wurden dagegen mit einer Losung mit erhohter
[CaCly] und verringerter [MgCl;] durchgefuhrt, wodurch eine ausreichende Ausdeh-
nung von Ca®*-Mikrodomanen erzielt wurde. Dies hatte eine hohe Effizienz der Sek-
retion zur Folge und gewahrleistete in TIRF eine hohe Trefferquote hinsichtlich se-
zernierter LDCVs.

Die Experimente mit perforiertem Patch wurden in Gegenwart von ahnlichen Kon-
zentrationen an CaCl, und MgCl, durchgefuhrt. Durch die Verwendung von Ampho-
tericin B und ohne Eingriff in die Komposition des intrazellularen Mediums (auch kei-
ne weiteren Ca?*-Puffer) sollten die Ca?*-Mikrodomanen nach Stimulation méglichst

grol3 ausfallen.
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Fir weitere Details zu den Badlésungen, siehe Tabelle 2. Alle Chemikalien wurden

von der Fa. Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Tabelle 2. Zusammensetzung der extrazellularen Medien. Fir die entsprechen-
den Experimente wurde v.a. die Konzentration von Ca?* und Mg?* variiert.

(305 ml(:sr:?/lpH 7.5) Mobilitatsexperimente | Depolarisation | Perforated Patch
NaCl 144,5 147 1485
HEPES 10 10 10
Glucose 10 10 10
CaCl;x2H,0 1 25 25
KCI 2.4 2.4 28
MgCl>x6H.0 4 1 )

2.2.9 TIRFM = Interne Total-Reflektionsfluoreszenz-Mikroskopie

Wie schon zuvor erwahnt, sind Methoden mit denen man Prafusionsschritte beo-
bachten kann rar. Membrankapazitatsmessungen und Amperometrie geben nur Auf-
schluss uber Priming und Fusion. Docking wurde bisher nur Uber elektronenmikro-
skopische Aufnahmen analysiert, gibt aber keine Differenzierungsmoglichkeit fur Do-
cking und Priming.

Die Methode der Wahl, die in den letzten Jahren ihren Weg von physikalischen zu
biologischen Anwendungsgebieten fand, ist die Interne Total-Reflektionsfluoreszenz-
Mikroskopie (TIRFM). TIRFM erlaubt die Abbildung von membrannahen Prozessen
in Echtzeit mit einem herausragenden Signal-zu-Rausch-Verhaltnis. Man macht sich
hierbei die Eigenschaft von Licht zu Nutze. Beim Auftreffen eines gebundelten Licht-
strahls auf die Grenzflache zweier Medien mit unterschiedlichen Brechungsindices
zeigt dieser, abhangig von Einfallswinkel, unterschiedliches Verhalten.

Trifft das Licht auf dem Weg vom Medium mit héherem Brechungsindex (Glas) in
eines mit niedrigerem Brechungsindex (Wasser/Zelle) nahezu senkrecht auf die
Grenzflache, so wird es gebrochen. Den Ausfallwinkel kann man Uber das Snelli-
us’sche Gesetz berechnen: n4sinB4=n,sinB,, mit ny und ny als Brechungsindices der

zwei Medien, sowie 64 und 0, als Einfalls- und Ausfallswinkel. Bei Erreichen des kriti-
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schen Einfallswinkels (6;) wird das Licht parallel zur Grenzflache gebrochen. Die
Grolde von 8. ist abhangig vom Verhaltnis der refraktiven Indices der beiden Medien:
B.=sin"'(n2/n1) (Abbildung 11 A). VergroRert man den Winkel, so wird das Licht total
reflektiert. Dann tritt das Phanomen auf, dass kurz hinter der Grenzflache ein dinnes
Feld mit elektromagnetischen Eigenschaften erzeugt wird. Die Starke dieses sog.
evaneszenten Feldes nimmt exponentiell mit der Eindringtiefe ab und reicht, abhan-
gig von Wellenlange und Energie, nur wenige 100 nm in das zweite Medium mit ge-
ringeren refraktivem Index (Abbildung 11 B).
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Abbildung 11. TIRF-Prinzip. (A) Licht einer bestimmten Wellenlange trifft auf die
Grenzflache zwischen zwei Medien mit unterschiedlichen refraktiven Indices. Wenn
der Brechungsindex ny>nz und der Einfallswinkel 81 grofer dem kritischen Winkel B¢,
dann wird das Licht total reflektiert (TIR) und es entsteht eine evaneszente Welle, (B)
deren Intensitat (l./lo) mit Erhohung der Eindringtiefe (dy) von der Grenzflache expo-
nentiell abnimmt.

Einer der grofRten Vorteile im Vergleich zu Epifluoreszenz ist das hervorragende Sig-
nal-zu-Rausch-Verhaltnis, da nahezu keine Hintergrundfluoreszenz auftritt (Oheim M
et al. 1999; Almers W und Steyer JA 2001; Axelrod D 2001; Toomre D und Manstein
DJ 2001). Nebenbei reduziert diese Technik das Bleichen der Fluorophore. In der
Vergangenheit wurde mittels TIRFM die Beweglichkeit von Partikeln charakterisiert,
Exozytose in Echtzeit und sogar einzelne Proteine visualisiert. Das alles macht
TIRFM zu Mittel der Wahl, um Prafusionsschritte und deren molekulare Mechanis-

men zu beobachten und zu quantifizieren.

2.29.1 Aufbau - Mobilitatsexperimente

Bei dem verwendeten TIRF-Mikroskop handelte es sich um ein modifiziertes System

basierend auf dem Axiovert 200 der Fa. Zeiss (Gottingen, Deutschland). Ausgestattet
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war das Mikroskop mit einem TIRF-Schieber, der die Einkopplung mehrerer unter-
schiedlicher Laserlinien Uber einen Port ermoglichte. Bei den verwendeten Lasern
handelte es sich um einen Festkorperlaser 85 YCA (561nm, Melles Griot, Carlsbad,
CA, USA) und einen Ar’-Gaslaser (488nm, 1885F12 Spectra-Physics, Mountain
View, CA, USA). Des Weiteren wurde ein Fluar 100x%/1,45NA Objektiv der Fa. Zeiss
benutzt. Zwischen Mikroskop und Kamera (Andor iXon®, PixelgréRe 16 pym, Belfast,
Nordirland) befand sich ein Strahlteiler, der mit einem dichroitischen Spiegel verse-
hen war, welcher Wellenlangen unterhalb von 560 nm reflektierte, und die Emission
von Fura so auf eine Photodiode (Rapp OptoElectronics, Hamburg, Deutschland)
leitete. Langwelligeres Licht wurde durchgelassen und konnte so auf den CCD-Chip
der Kamera treffen. Die finale PixelgroRe betrug 160x160 nm?. Das verstarkte Signal
(emCCD-Gain) wurde ausgelesen und auf dem Kontroll-PC gespeichert. Samtliche
Signale, Ausléser und Kontrollfunktionen wurden Uber eine auf LabView (National
Instruments, Austin, TX, USA) basierende Software zeitgenau geregelt. Dabei wurde
eine AD/DA-Wandlerkarte verwendet, welche die digitalen Signale zum Auslésen der
beiden Laserverschlisse, der PULSE-Software, der Kamera und aulerdem die ana-
logen Signale zum Ansteuern des Monochromators bereitstellte (zum Wechsel der
Anregungswellenlange bei Fura-Messung). Uber den AD-Eingang der Karte wurde
die gemessene Spannung der Photodiode ausgelesen und das Fura-

Intensitatsverhaltnis im Aufnahmeprogramm in Echtzeit angezeigt.

2.29.2 Aufbau — Experimente zu Ca**-Mikrodoméinen

Der Aufbau zur Beobachtung der Kolokalisation von Fusionsereignissen durch repeti-
tive Stimulationen basierte auf einem inversen Olympus IX 70 Mikroskop (Olympus
Life Science GmbH, Hamburg, Deutschland), einem Festkodperlaser (85YCA010,
Melles Griot, Carlsbad, CA, USA) mit einer Emission bei 561 nm, der Uber einen
Lichtleiter und den TILL-TIRF Kondensor (T.l.L.L. Photonics, Grafeling, Deutsch-
land) in das Mikroskop eingekoppelt war. Zwischen Laser und Lichtleiter befand sich
ein Akustooptischer Modulator (AOTF)-nC (AA opto-electronic, St-Rémy-les-
Chevreuses, Frankreich). Des Weiteren war der Aufbau mit einem Monochromator
(Visichrome, Visitron systems GmBH, Pucheim, Deutschland) ausgestattet. Die An-
regungs- und Emissionswellenlangen wurden mit einem Dualband-Filter FITC/Texas
red gesetzt (# 51006, AHF Analysentechnik AG, Tubingen, Deutschland). Bei der

verwendeten Kamera handelte es sich um eine Micromax 512 BFT (Princeton In-
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struments Inc., Trenton, NJ, USA), deren Kontrolle durch Metamorph (Visitron,
Puchheim, Deutschland) erfolgte. Als Objektiv diente ein 100%/1,45 NA TIRF OlI-

Immersions Objektiv (Olympus, Hamburg, Deutschland). Mit der Kombination Kame-

ra und Objektiv wurde eine PixelgroRe von 130x130 nm? erzielt.

2.2.10 Bildanalyse — Mobilitat

2.2.101

Mobilitatsexperimente

Die aufgenommenen Videos zur Mobilitatsanalyse wurden mit einer Software analy-

siert, die von Dr. Detlef Hof entwickelt wurde und auf Labview (National Instruments,

Austin, TX, USA) basiert. Die Analyseprozedur war in mehrere Schritte unterteilt.

i)

Partikeldetektion

Nach dem Einladen der 16bit-Filme wurden diese gemittelt, um a) einen
generellen Eindruck der angehefteten Zelle zu bekommen und b) eine Re-
gion auszuwahlen, die keine Vesikel enthielt, aber die Hintergrundfluores-
zenz der Zelle aufwies. Die mittlere Intensitat dieser Region wurde vom
jeweils entsprechenden Bild als Hintergrund abgezogen und somit das

Signal-Rausch-Verhaltnis verbessert.

Im Anschluss wurden die ungefahren Positionen jedes einzelnen Partikels
mithilfe einer Schwellenwertmethode bestimmt. Dabei wurde gefordert,
dass jeweils mindestens 3 zusammenhangende Pixel Intensitaten Uber
dem Schwellenwert, i.d.R. festgelegt auf mindestens 30 A.U., aufwiesen.
Die Position wurde als Schwerpunkt aller Pixel uber dem Schwellenwert

ermittelt.
Feinpositionierung

Nach der groben Vorbestimmung der Positionen erfolgte eine exaktere,
aber zeitaufwendigere Lokalisierung durch das Centroid-Verfahren. Dabei
wurden die individuellen Intensitaten aller Pixel in der Nachbarschaft be-

rucksichtigt und eine Standard-Centroid Gleichung angewandt:

Z X, x Pixelwerte, Z Y. x Pixelwerte,

X , Y=
z Pixelwerte, Z Pixelwerte,

wobei X; und Y; die Pixelkoordinaten darstellen und die Pixelwerte; die je-
weiligen Helligkeitswerte des entsprechenden Pixels wiedergeben. Bei ei-
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nem 16-bit-Format hat schwarz den Wert 0 und hellstes weil3 65536. Bei
Anwendung dieser Methode erreicht man eine Positionsbestimmung mit
Subpixelauflosung, die bis in den einstelligen Nanometer-Bereich gehen

kann.

iii) Tracking
Die einzelnen Positionen wurden im Anschluss vom Programm mit folgen-
den Auflagen verbunden: Ein Vesikel musste mindestens in drei aufeinan-
derfolgenden Bildern mit maximal drei Pixeln Abstand anzutreffen sein.
Dadurch wurde die Detektion von reinem Hintergrundrauschen vermieden.
Zusammen mit der x,y-Lageinformation enthielt die erstellte Datei die je-

weilige Bildlaufinformation und die Intensitat, die, wie spater erklart, fur die

Analyse der axialen Beweglichkeit notwendig ist.

Im Anschluss wurden die gebildeten Vesikeltrajektorien gesichtet und auf etwaige
Fehler untersucht. Fielen die Fluoreszenzintensitaten der Vesikel unter den o.g.
Schwellenwert, so konnte es passieren, dass diese Vesikel nicht mehr detektiert
wurden, obwohl sie mit blollem Auge noch einwandfrei zu erkennen waren. Mit Hilfe
einer Verschmelzungsroutine wurden diejenigen Trajektorien verbunden, die augen-
scheinlich zu ein und demselben Vesikel gehorten. Dabei interpolierte die Ver-
schmelzungsroutine die fehlenden Positionen linear. Nach Abspeichern der Dateien

wurde die weitere Bearbeitung mit IGOR-Routinen fortgefuhrt.

2.2.10.2 Sekretionsexperimente

Bei den Experimenten, in denen die Sekretion von Vesikeln durch Stimulation (UV-
Blitzlicht-Photolyse oder Depolarisation) hervorgerufen worden war, wurden die Posi-
tionen der sezernierten Vesikel einzeln Uber die Zeit zurtickverfolgt. Die Vesikel wur-
den manuell angewahlt. Die Trackingroutine benutzte dazu die gleiche Vorgehens-
weise wie in Kapitel 2.2.10.1 erlautert, aber die Vesikel wurden vom Zeitpunkt ihrer

Sekretion ruckwarts in die Vergangenheit bis zum ersten Auftreten zurtckverfolgt.

2.2.11 ,,Caging Diameter“-Analyse

Nachdem die Positionsdaten in IGOR eingelesen worden waren, wurden sie mit Hilfe
der ,Caging Diameter“-Routine analysiert. Dabei wurden die lateralen und die axialen

Bewegungen separat voneinander bearbeitet und spater miteinander korreliert.
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2.2.11.1 Analyse der lateralen Mobilitat

Der ,Caging Diameter” (CD) ist definiert als die grofte Distanz zwischen der momen-
tanen Position des Vesikels und allen in der folgenden Sekunde (entsprechend 10
Bildern) eingenommenen Positionen (i+1, i+2, ..., i+10). Diese zurtickgelegte Distanz
ist der CD-Wert fur die momentane Position (Abbildung 12 A). Die IGOR-Routine
wiederholt diese Prozedur fur alle folgenden Positionen. So kann jedem Vesikel in
jedem Bild ein CD-Wert zugeordnet und z.B. in einem Graphen gegen die Zeit aufge-
tragen werden (Abbildung 12 B). Fir die letzten 9 Positionen im Leben eines Vesi-
kels lasst sich offensichtlich kein CD-Wert bestimmen. Generell wurden all diejenigen

Vesikel nicht bertcksichtigt, deren Verweildauer an der Membran kurzer als 1 s war.
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Abbildung 12. Schematische Darstellung der ,,Caging Diameter“-Analyse. (A)
Trajektorie eines artifiziellen Vesikels. Jeder Punkt stellt die Position des Vesikels
uber die Zeit dar. START markiert das erste Auftreten des Vesikels im visuellen Feld
und ENDE dessen Verschwinden (Sekretion oder zurick in das Zellinnere). Die Krei-
se stehen fiur jeweils 1 s Beobachtungszeit und zeigen beispielhaft die GroRe des
CD. Uber die Zeit verandert sich die Bewegung (blau = hohe, bzw. freie Beweglich-
keit; grin = verminderte, bzw. gecagete Beweglichkeit; rot = Immobilitat). (B) Verlauf
0D00000000000o0b0b0nonD’' 0o0oooooogoa-

zeigten artifiziellen Vesikel.

Die Haufigkeitsverteilung samtlicher CD, die fur die Vesikel einer Zelle berechnet
worden waren, wurde im Weiteren in einem regularen und einem kumulativen
Histogramm dargestellt und auf die Gesamtzahl der CD normiert. Die Histogramme
einer Konzentration/einer Bedingung wurden gemittelt, der Fehler des Mittelwerts

bestimmt und in einem Graphen aufgetragen.
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2.211.2 Analyse der axialen Mobilitat

Als Grundlage zur Bestimmung der Mobilitat in z-Richtung wurde die Fluoreszenzin-
tensitat einzelner LDCVs fur jedes Einzelbild bestimmt, nachdem der Hintergrund
Uber der Zelle abgezogen worden war. Die Intensitatsermittlung erfolgte um das er-
mittelte Zentrum aus Kapitel 2.2.10.1 ii. Da der tatsachliche Durchmesser eines Ve-
sikels Uber dem eines Pixels, aber unter dem eines 3x3 Pixel grolRen Rasters lag,
wurde die Intensitat Uber eine Flache von 3x3 Pixeln in Verbindung mit einer Wich-

tung gemal’ Gleichung 2 ermittelt:

1 2 2 )
(2) I(x,y):—~z Zgiﬂk-l(x—1+l,y—1+k)
G i=0 k=0
wobei
@) .- :
8k s -1 + (h—1)
und
2 2
(4) G=Z D &k

Um die absolute z-Position eines fluoreszenz-markierten Vesikels ermitteln zu kén-
nen, ist es notwendig, die Funktionen zu kennen, die Aussagen uber die Intensitats-
verteilung und die individuelle Eindringtiefe der Photonen in die evaneszente Welle
zulassen. Die Eindringtiefe (d) der evaneszenten Welle hangt vom Einfallswinkel (6),
der Anregungswellenlange (A) und den Brechungsindices der beiden Medien (ns>ny)
ab:

(5) d= ﬂ,/|:472'\/(n12 sin%/0 - nzz)}

Die Intensitat des evaneszenten Feldes fallt exponentiell mit dem Abstand (z) von

der Grenzflache ab
6) I(z)=1,e

womit
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wobei /p = Intensitat bei einer Distanz von 0 nm von der Grenzflache. Wie zuvor be-
schrieben, basiert die CD-Methode auf der Messung von Distanzen. Hier wurde eine
eindimensionale CD-Analyse in z-Richtung (CD,) verwendet, die fur einen Vesikel im
Bild i definiert ist als

i+10

(8) CD. = maxQz[ -z, |)

k=i

Gemal Gleichung (7) ist dies aquivalent zu

%)

Wie man sieht, erscheint der Parameter |y, der eine starke Abhangigkeit vom Beful-

i+10
(8a) (D, =lmax[
d k=i

lungszustand der LDCVs mit Fluorophoren aufweist, nicht in den beiden letzten Glei-
chungen (8 und 8a). Da die Eindringtiefe d aufgrund von Variationen zwischen ver-
schiedenen Messungen nicht absolut konstant gehalten werden konnte, wurde d
gleich 1 gesetzt und arbitrare Einheiten (A.U.) verwendet. Diese Variationen kdnnen
auf leichte Schwankungen in der Eindringtiefe zurtickgefuhrt werden, u.a. weil der
Einfallswinkel 68 wegen des manuell einzustellenden TIRF-Kondensors von Experi-

ment zu Experiment nie exakt gleich gehalten werden konnte.

Aulerdem sei anzumerken, dass fur diese Analyse nur diejenigen Zellen herangezo-
gen wurden, die zuvor mit dem NPY-mCherry-Konstrukt transfiziert worden waren,
um eine Verfalschung der Resultate aufgrund eines Bleichartefaktes der mRFP-
Fluoreszenz zu vermeiden (siehe Kapitel 2.2.13). Die CD-Analyse wurde auch hier
mit IGOR (Wavemetrics, Lake Oswego, OR) durchgefuhrt und, wie im letzten Ab-

schnitt von Kapitel 2.2.10.1 beschrieben, weiterverarbeitet.

2.2.12 Lokalisationsexperimente von Ca**-Mikrodomanen

Murine Chromaffinzellen wurden im perforierten Patch abgeleitet, wie in Kapitel
2.2.8.5 und Abbildung 10 D dargestellt. Die Position jedes einzelnen sezernierten
Vesikels wurde mit Hilfe der Metamorph-Software (Vers. 6.3, Visitron, Puchheim,
Deutschland) manuell lokalisiert. Die Positionen wurden fir alle Vesikel einer jeden
einzelnen Zelle und deren repetitiven Stimulationen in IGOR eingelesen. Im An-
schluss wurden die Distanzen von jeder einzelnen zu allen anderen Positionen be-

rechnet.
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2.2.13 Bleichexperimente — mRFP vs. mCherry

FiUr die durchgefuhrten Experimente war die Verwendung eines photostabilen Fluo-
rophors notwendig. Zu Beginn der Versuchsreihe war mRFP der einzig verfugbare
rote Fluorophor im Labor. Es ergab sich die Mdglichkeit, an das wesentlich stabilere
mCherry zu gelangen (Zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. Peter Lipp, Anatomie,
Uniklinikum des Saarlands). mCherry zeichnet sich durch ahnliche Qualitaten wie
mRFP hinsichtlich Anregung (587 nm / 584 nm), Emission (610 nm / 607 nm) und
der monomerischen Eigenschaft aus. Allerdings ist es weitaus photostabiler
(to,5 mcherry = 62 s / tosmrre = 6 s), d.h. die Fluorophore kénnen haufiger den Anre-
gungs/Emissions-Zyklus durchlaufen, bevor es zur irreversiblen Zerstérung des Fluo-
rophor-Molekills kommt. Bei der Zerstorung kdénnen u.U. auch phototoxische Sub-

stanzen freigesetzt werden, die fir die Zellen schadlich sind.
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Abbildung 13. Bleichverhalten von mRFP und mCherry. Verlauf der detektierten
Emission von mRFP (rosa, N=3) und mCherry (rot, N=3) bei dauerhafter Anregung
mit 561 nm uber 5 min (Mittelwerte + SEM).

Um die Qualitat der verbesserten Fluorophore zu bestimmen, wurden Bleichexperi-
mente in mit entweder NPY-mRFP oder NPY-mCherry elektroporierten Chromaffin-
zellen durchgefihrt. Die Emission der Zellen wurde tber 5 min bei 10 Hz und 75 ms
Belichtungszeit aufgenommen, wahrend die Anregung bei 561 nm erfolgte. Der La-
serstrahl hatte wahrend der Experimente einen Einfallswinkel von 0°, wurde somit
reflektiert und konnte die Fluorophore ungehindert anregen und im Laufe des Expe-
riments zerstoren. Das Ergebnis aus jeweils 3 Zellen ist in Abbildung 13 zu sehen.
Wahrend mRFP bereits nach 90 s nur noch 50 % seiner Anfangsintensitat besaf3, so

waren es zum gleichen Zeitpunkt noch ~90 % bei mCherry.
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2.2.14 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe von SigmaStat (SPSS Inc., San Rafael, CA,
USA) durchgefuhrt. Dabei wurde der ungepaarte Student’s t-test verwendet. Im Falle
einer nicht-vorhandenen Normalverteilung wurde der nicht-parametrische Mann-

Whitney-Test genutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der [Ca**]; auf PoolgroRen

Fir diesen Satz von Experimenten wurden die Zellen mit Semliki-Forest-Virus infi-
ziert, der die Expression von NPY-mRFP oder NPY-mCherry zur Folge hatte. Mes-
sungen fanden 12-16 h nach der Transfektion statt, da innerhalb dieses Zeitfensters
die optimale Anzahl an Vesikeln (~0,5 Vesikel/um?) an der PM vorlag. Als Auswahl-
kriterien der zu messenden Zelle wurden die Form (rund, voll), die Struktur des Cy-
toplasmas (keine granulare Struktur) und die Grolke der am Deckglas angehefteten
Flache verwendet. Die Kriterien erfullenden Zellen wurden dann mit einer konstanter
freien [Ca®']; Uber eine Patchpipette im Ganzzellmodus fiir 2 min perfundiert
(Abbildung 10 A). Wahrenddessen wurde zwar die [Ca®"]; ratiometrisch gemessen,
aber nicht die NPY-Fluoreszenz angeregt, um ein unnoétiges Bleichen der Fluoropho-
re zu verhindern. Nach Erreichen einer stabilen [Ca®]; (i.d.R. nach 1,5 min) wurde
die Vesikelbewegung Uber einen Zeitraum von 2 min mit einer Aufnahmefrequenz

von 10 Hz aufgezeichnet. Daraufhin wurde die [Ca®*];

in den Zellen erneut Uberprift,
ohne die Vesikelfluoreszenz anzuregen. Am Ende des Versuchs wurden die Zellen

mit einer Folge von Depolarisationen stimuliert (Abbildung 14 A).

3.1.1 Depolarisationen

Eine dieser Studie zugrundeliegende Beobachtung ist es, dass die Erhéhung der
Ruhekonzentration des freien intrazellularen Ca?* bis zu einer Konzentration von ca.
700 nM zu einer VergrofRerung der unterschiedlichen Pools freisetzbarer Vesikel zur
Folge hat (Voets T 2000). Demzufolge sollten die mit konstanten Ca*'-
Konzentrationen Uber die Patchpipette perfundierten Chromaffinzellen vergleichbare
Resultate hinsichtlich der PoolgrofRen zeigen. Zusatzlich zur Beobachtung der Pool-
veranderung, diente der Stimulus in den hier prasentierten Experimenten als Test der
Zell-Viabilitat, die sich durch einen, wenn auch nur geringen, Anstieg der Membran-

kapazitat auszeichnet.

Die jeweils gemessenen freien [Ca®*], wurden zur Einteilung der Zellen in folgende
Klassen verwendet (in nM): 0-199, 200-399, 400-599, 600-799 und >800. Die jeweili-
gen Kapazitatsanderungen wurden uber alle Zellen gemittelt und zeigen eine Zu-

nahme der Anzahl freisetzbarer Vesikel mit Erhéhung der [Ca®*]; bis zu einer Schwel-
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lenwertkonzentration, die bei ca. 700-800 nM liegt. Gemall dem Ansatz von Gillis et
al. (1996) kann man uber das Verhaltnis der ersten beiden 10 ms dauernden Depola-
risationen den ,immedeately releasable® Pool (IRP), eine Subpopulation des RRP,
abschatzen (Abbildung 14 B). Es ergaben sich folgende Werte (in fF): 3,6£1,7 (O-
199 nM, N=23), 9,2+6,8 (200-399 nM, N=19), 15,4+2.3 (400-599 nM, N=20),
27,3+6,6 (600-799 nM, N=10), 54+29,4 (>800 nM, N=12). Signifikant unterschiedlich
waren 0-199 nM zu 400-599 nM (p<0,001) und 600-799 nM (p<0,001), 200-399 nM
zu 600-799 nM (p=0,016), sowie 400-599 nM zu 600-799 nM (p=0,027).
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Abbildung 14. [Ca®]; beeinflusst den IRP. (A) Gemittelte Kapazitatsantworten auf
eine Folge von vier 10 ms und drei 100 ms andauernden Depolarisationen vom Ru-
hemembranpotential (-70 mV) auf 0 mV. Farbig kodiert sind die [Ca®*],, mit denen die
Chromaffinzellen Uber die Patchpipette perfundiert wurden. (B) Abschatzung der
GroRe des IRP, basierend auf dem Verhaltnis der Kapazitatsanderungen in Folge
der ersten beiden kurzen Depolarisationen (gepunktete Boxen 1 und 2 in A, siehe
Kapitel 2289) (N0_1gg=23, N200_399=19, N4oo_599=20, N600_799=10, N>800=12, in (B) Mit-
telwerte + SEM der IRP-Abschatzung, sowie Mittelwerte + SD der [Ca®];, um die
Streuung der einzelnen Klassen zu verdeutlichen; ***, p<0,001; *, p<0.05; Student’s
t-Test).

"], konnte ich die bereits bekannten Daten von Voets

Mit den hier eingesetzten [Ca
(2000) bestatigen. Eine Erhdhung der [Ca?']i hatte bis zu einer Konzentration von
~700 nM eine Erhéhung des IRP zur Folge, der bei noch héheren [Ca®*]; (>800 nM)
wieder abnahm. Ich hatte dadurch eine gultige Referenzmessung des Priming-

Effekts bei erhohter [Ca?"]..
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Die verwendeten [Ca*']; wirkten sich auf die PoolgréRen aus. Im nachsten Schritt
wurde untersucht, ob die Veranderung der [Ca®*]; mit der LDCV-Mobilitat in Verbin-

dung zu bringen ist.
3.1.2 Vesikelmobilitat

3.1.2.1  Abhingigkeit lateraler LDCV-Mobilitit von der [Ca®*];

Anhand von zwei reprasentativen Beispielzellen, die mit jeweils unterschiedlichen
[Ca®]; perfundiert wurden, soll das Prinzip der Auswertung der LDCV-Mobilitat ge-
zeigt werden. Die erste Zelle hatte eine freie [Ca®']i von 80 nM, wahrend in der zwei-
ten Zelle die Konzentration bei 650 nM lag. Abbildung 15 zeigt exemplarische Auf-
nahmen der LDCV-Positionen zu verschiedenen Zeitpunkten. Wahrend sich die Posi-

2+]i

tionen der LDCVs in der Zelle bei freier [Ca“']; von 650 nM nicht stark veranderten,

zeigte die Zelle bei 80 nM ein gegensatzliches Verhalten (Abbildung 15).

t=100 t=120

Abblldun 15. Bildserien zweier Beispielzellen bei 80 nM (A) und 650 nM (B)
freier [Ca *i. Abgebildet sind Aufnahmen der zwei Beispielzellen zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten Uber 2 min LDCVs wurden mit NPY-mCherry markiert. Aufnahme-
frequenz 10 Hz, Skala: 5 ym.

In Abbildung 16 sind die lateralen (x, y) Trajektorien der beiden Beispielzellen abge-
bildet. Die Zelle mit erhdhter [Ca®*]; hat mehr lokal begrenzte Bewegungen und die
totale Anzahl der Vesikel an der PM scheint Uber den Beobachtungszeitraum von

2 min geringer zu sein (N-gonm= 43; N-gs0nm= 18).

Zur Quantifizierung der Bewegungen wurde die im Labor etablierte und leicht modifi-
zierte ,Caging Diameter“-Analyse (CD) verwendet (Nofal S et al. 2007). Dabei be-
rechnet eine Routine fur jede einzelne Position die Abstande zu den jeweils 10

nachsten Positionen. Die Routine Ubernimmt dann den langsten ermittelten Abstand
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als CD fur die jeweilige Position und stellt diesen in einem Diagram Uber die Zeit dar.
Diese Methode erlaubt die dynamische Zuordnung und Unterscheidung von variie-
renden Bewegungsarten: von eindeutig lokaler Immobilitat bis hin zu gerichteter, uni-
direktionaler Bewegung, zu jeweils einem bestimmten Zeitpunkt. Das stellt einen kla-
ren Vorteil gegenlber z.B. der ,Mean Square Displacement‘-Methode dar (Oheim M
und Stuhmer W 2000)
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Abbildung 16. Laterale Trajektorien zweier Beispielzellen bei 80 nM (A) und 650
nM (B) freier [Ca*']i. Abgebildet sind die Trajektorien, die jeweils einzelne LDCVs
(farbig codiert) und deren Verlauf im Zeitraum von 2 min reprasentieren.

In Abbildung 17 ist das Ergebnis der CD-Analyse flr die beiden in Abbildung 16 ge-
zeigten Beispielzellen zu sehen. Die Beispielzelle mit niedriger [Ca?"]; (Abbildung
17 A) besitzt 43 Vesikel, die wahrend des 2minutigen Beobachtungszeitraums in der
evaneszenten TIRF-Welle auftauchten und ggf. wieder verschwanden (siehe Beispiel
Abbildung 17 C). Das Spektrum der CD reicht von LDCVs mit komplett immobilen
Phasen bis hin zu Werten von ~600 nm, die von mehreren Vesikeln erreicht werden.

Die Beispielzelle fiir die erhohte [Ca?'];

hat im Vergleich dazu weniger Vesikel, die in
den 2 min der Beobachtungsdauer an der PM zu beobachten waren und generell

kleinere CD-Werte (siehe Beispiel Abbildung 17 D; generelles Maximum: 350 nm).

Eine einfachere Vergleichbarkeit erhalt man, wenn man die Haufigkeitsverteilung der
lateralen CDs fur beide Beispielzellen erzeugt (Abbildung 17 E). Allgemein zeigt sich

bei erhdhter [Ca**]; ein groRerer Beitrag von kleinen CD, wohingegen die Anzahl gro-
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Rerer CD reduziert ist. Im kumulativen Histogramm wird diese Immobilisierung durch
eine Linksverschiebung klar ersichtlich.
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Abbildung 17. Beispiele fur die laterale Vesikelmobilitat bei niedriger und ho-
her [Ca*']i. Alle CD jedes iber den Zeitraum von 2 min beobachteten Vesikels je
einer Zelle bei 80 nM (A) und 650 nM (B). (C) zeigt den lateralen CD-Verlauf Uber
Zeit eines Beispielvesikels aus (A, gestrichelte Box). (D) zeigt den CD-Verlauf Gber
Zeit eines Beispielvesikels aus (B, gestrichelte Box). (E) Die Haufigkeitsverteilung
der CD zeigt einen héheren Anteil von kleineren CD bei héherer [Ca®*].. Dies wird
auch durch die Linksverschiebung im kumulativen Histogramm (F) ersichtlich.
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Die gemittelten Verteilungen aller Konzentrationsklassen sind in Abbildung 18 zu-
sammengefasst. Ausschliel3lich die Zellen, die vor und nach der Beobachtung der
Vesikelmobilitat stabile [Ca?']; zeigten und auf Stimulation mit Depolarisationen mit
einer Kapazitatserhbhung antworteten, wurden fir diese Analyse erfasst (No.
199 nM: 23, N200-390 nm: 19, Naoo-599 nm: 20, Neoo-799 nm: 10, N>goo nm: 12). Die CDs wurden
in Klassen mit einer Breite von je 16 nm eingeteilt.
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Abbildung 18. Verteilung der lateralen Caging Diameter. (A) Histogramm der CDs
(gemittelte Datenpunkte: ©) fiir die jeweilige [Ca®']; (sieche Legende). Linien repréa-
sentieren die beste Kurvenbeschreibung durch eine Kombination von drei Gauss-
komponenten. (B) Kumulatives Histogramm der CDs fiir die jeweilige [Ca®']i. (No.
199 nM: 23, No-199 nm: 902; N2go-399 nm: 19, N200-399 nm: 541; Nago-599 nm: 20, Nago-599 nm: 571;
Ne00-799 nm: 10, N6oo-799 nm: 275; Nxgoo nm: 12, N>goo nm: 270)
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Die Datenverteilung lasst sich am besten mit einer Kombination von drei Gausskom-
ponenten beschreiben. Die Maxima der einzelnen Komponenten liegen bei 16, 56,

sowie 192 nm, und haben die in Tabelle 3 genannten Amplituden.

Fir die spatere Analyse ist die Zuordnung der Mobilitaten in bestimmte Stadien rele-
vant. Die einzelnen Gausskomponenten aus der Beschreibung der CD-Verteilung in
Abbildung 18 wurden zur Charakterisierung der Stadien herangezogen. Allerdings
uberlagerten sich die jeweils benachbarten Gausskurven mehr oder minder stark.
Um eine den Kurven entsprechende Wichtung zu erhalten, wurden die Grenzen zwi-
schen den Stadien Uber den Mittelpunkt zwischen den Standardabweichungen der
jeweils benachbarten Gausskurven berechnet. Die Grenze zwischen der ersten und
zweiten Gausskurve wurde auf 45 nm bestimmt, die zwischen zweiter und dritter
Kurve auf 112 nm. Alle im Folgenden als lateral immobil bezeichneten Stadien wei-
sen einen CD von <45 nm auf. Diejenigen, deren CD zwischen 45 und 112 nm lag,
werden als lateral ,gecaget” klassifiziert, da sie sich wie in einem Kafig gefangen
verhalten (engl. ,cage®, siehe Nofal et al. 2007). Die CD >112 nm werden als lateral

frei klassifiziert.

Tabelle 3. Charakteristika der Verteilungsbeschreibung der lateralen Mobilitat
bei konstanten [Ca®'];.

Amplituden der Maxima Integrale der Gausskomponenten
[Ca™) 1. 2. 3. 1. 2. 3.
(16 nm) | (56 nm) | (192 nm) (%) (%) (%)
0-199 nM 3,03 14,17 0,61 2,0 93,2 4,7
200-399 nM 8,72 12,64 0,63 14,8 79,0 6,2
400-599 nM 9,52 13,91 0,73 13,3 81,2 55
16,31 10,78 1,28 28,4 66,6 4,9
12,78 12,14 0,82 27,5 65,1 7,3

Die beobachtete generelle Immobilisierung bei erhdhter [Ca?']; reflektiert den Effekt,
der bereits bei den beiden Beispielzellen beobachtet werden konnte. Im Vergleich mit
der [Ca®*]; zwischen 0-199 nM ergab sich eine signifikante Zunahme kleiner CD mit

2+]i

gradueller Erhéhung der [Ca“']; auf 600-799 nM, die mit einer ebenfalls signifikanten
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Reduktion groBerer CD einherging. Die Signifikanzen sind aus Grinden der Uber-

sichtlichkeit separat in Tabelle 4 erfasst.

Die erste Gausskomponente zeigt eine graduelle Zunahme, somit haufigeres Auftre-
ten von Immobilitat, mit gradueller Erhéhung der [Ca?']; bis zu einer Konzentration
von 600-799 nM. Entgegengesetztes Verhalten zeigt die zweite Komponente, bei der
sowohl Amplitude als auch Integral abnehmen. Die dritte, freie Komponente, deren
genereller Beitrag zu den CD auferst minimal ist, verhalt sich in ihren Amplitudenho-

hen ahnlich der ersten Komponente.

Wie schon aus den Beispielzellen in Abbildung 17 F ersichtlich, Iasst sich eine allge-
meine Immobilisierung auch deutlich im kumulativen Histogramm erkennen und zeigt

sich in einer graduellen Linksverschiebung mit Erhéhung der [Ca®*]; (Abbildung 18 B).

Die CD-Verteilung verhalt sich vergleichbar zu den Ergebnissen der IRP-
Abschatzung. Die maximale Immobilisierung findet bei einem [Ca?']; von 700 nM
statt, entsprechend der maximalen Poolbeflllung des IRP (Abbildung 14 A). Das Er-
gebnis der lateralen Mobilitat unter dem Einfluss von [Ca?']; scheint somit die Ver-

groflderung der freisetzbaren Pools widerzuspiegeln.

Tabelle 4. Signifikanzen der lateralen CD-Analyse. (*, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001; Student’s T-Test).

Datenpunkte entsprechen Kreissymbolen in Abbildung 18
Datenpunkt | 1| 2 | 3 |4 |5 |6 |7 16 | 17 | 18 | 19 | 20
0-199 nM | - :* - - * - * - * -
200-399nM | - | - | ™| - | * | - | - * i i x i
400-599nM | - | * - | - - - - - i
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3.1.2.2 Abhingigkeit axialer LDCV-Mobilitit von der [Ca®'];

Neben der dulerst akkuraten lateralen Positionsbestimmung liefert die TIRFM die
Moglichkeit, auch Aussagen uber die axiale Beweglichkeit, bzw. Position von fluores-
zenten Objekten zu treffen. Dabei macht man sich den exponentiellen Abfall der
Lichtenergie in der evaneszenten Welle mit Entfernung von der Grenzflache zu Nut-
ze. Die Kenntnis der zugrundeliegenden Funktion des Energieabfalls macht es mog-
lich, fur jeden einzelnen Fluoreszenz-markierten Vesikel die Bewegungen in der eva-
neszenten Welle zu bestimmen. Im Gegensatz zur lateralen Mobilitat, die Beobach-
tungen von mehreren Mikrometern erlaubt, ist die axiale Mobilitat auf die Dicke der
evaneszenten Welle (~250 nm bei Anregungswellenlange 561 nm) begrenzt. Da die
einzelnen Vesikel i.d.R. nicht mit der PM verschmelzen, was notwendig ware, um die
genaue Null-Position (LDCV berlhrt die PM) ermitteln zu kénnen, lassen sich keine
Aussagen Uber die absolute Position der Vesikel im TIRF-Feld treffen. Aus diesem

Grund sind die berechneten CD-Werte einheitslos und als relativ anzusehen.

Genau wie die laterale Mobilitat ist die axiale Mobilitat eine Moglichkeit, Ruckschlius-
se auf molekulare Stadien zu ziehen. In Abbildung 19 sind die axialen CD derselben
zwei reprasentativen Zellen, wie zuvor fir die laterale Mobilitat verwendet. Wie im

2], mehr Vesikel

Falle der lateralen Mobilitat (Kapitel 3.1.2.1), sind bei niedriger [Ca
und groRere Beweglichkeiten zu beobachten (Abbildung 19 A), als bei héherer [Ca®*];

(Abbildung 19 B).

Wiederum wurden auch die CD von zwei einzelnen LDCVs bei niedriger (Abbildung
19 C) und hdherer [Ca®*]; (Abbildung 19 D) vergroRert dargestellt. Die Verteilung aller
CD der beiden Zellen zeigt ein vergleichbares Verhalten wie fur die Analyse der late-
ralen Bewegung. Eine Erhéhung der [Ca®]; filhrt zu einem vermehrten Auftreten von
kleinen CDs (Abbildung 19 E, orange Linie), und einer Linksverschiebung im kumula-

tiven Histogramm (Abbildung 19 F).

Far die Ermittlung der axialen Mobilitat wurden nur diejenigen Zellen verwendet, die
zuvor mit SFV infiziert worden waren, der die Expression von NPY-mCherry codierte.
Dadurch wurde ein mdgliches Bleichartefakt des weniger photostabilen mRFP ver-
mieden, verringerte aber die Zahl der verwertbaren Zellen: No.199nm= 12, Nago-
399nM = 7, Naoo-599nm = 11, Nsoo-799 nm = 10, Nsgoonm = 12. Die mittlere Verteilung der
einzelnen [Ca®"]; konnte erneut am Besten durch eine Beschreibung mit drei Gauss-

komponenten erfolgen (Abbildung 20 A). Die ermittelten Maxima befinden sich bei
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0,1, 0,35 und 0,7 A.U. und die einzelnen Amplituden und Integrale sind in Tabelle 5
genauer aufgefuhrt.
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Abbildung 19. Beispiele fiir die axiale Vesikelmobilitat bei niedriger und ho-
her [Ca*']i. Alle CD jedes iiber den Zeitraum von 2 min beobachteten Vesikels je
einer Zelle bei 80 nM (A) und 650 nM (B). (C) zeigt den axialen CD-Verlauf Uber Zeit
eines Beispielvesikels aus (A, gestrichelte Box). (D) zeigt den CD-Verlauf Uber Zeit
eines Beispielvesikels aus (B, gestrichelte Box). (E) Die Haufigkeitsverteilung der CD
zeigt einen hdheren Anteil von kleineren CD bei hdherer [Ca?*].. Dies wird auch durch
die Linksverschiebung im kumulativen Histogramm (F) ersichtlich.
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Abbildung 20. Verteilung der axialen Caging Diameter. (A) Histogramm der CD
(gemittelte Datenpunkte: O) fiir die jeweilige [Ca®']; (siche Legende). Linien repra-
sentieren die beste Kurvenbeschreibung durch eine Kombination von drei Gauskom-
ponenten. (B) Kumulatives Histogramm der CD fiir die jeweilige [Ca®'i. (No-190 nv: 12,
N200-309 nm: 7, Naoo-599 nm: 11, Neoo-790 nm: 10, N>goo nm: 12)

Die Charakterisierung der einzelnen Stadien erfolgte wieder Uber die Tatsache, dass
die Verteilung der CDs mit den drei 0.g. Gausskomponenten beschrieben werden
konnte. Der Vorgehensweise bei der lateralen Mobilitdt entsprechend, wurden die
Grenzen zwischen den Stadien Uber den Mittelpunkt zwischen den Standardabwei-
chungen der jeweils benachbarten Gausskurven berechnet. Die Grenze zwischen
erster und zweiter Gausskurve wurde bei 0,25 A.U., die zwischen der zweiten und
dritten Kurve bei 0,45 A.U. gesetzt. Alle im Folgenden als axial immobil bezeichneten

Stadien weisen einen CD von <0,25 A.U. auf. Als axial gecaget werden die klassifi-
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ziert, deren CD zwischen 0,25 und 0,45 A.U. lag. Die mit einem CD von >0,45 A.U.
gelten als axial frei.

Im Detail ist eine Erhdhung der ersten Gausskomponente (Immobilitat) mit Erhdhung
der [Ca®']; zu beobachten, die ihr Maximum im Konzentrationsbereich von 400-
599 nM hat. Bei weiterer Erhdhung der [Ca®*]; verringern sich die Amplitude und pro-
zentual auch das Integral der ersten Gausskomponente. Die zweite und dritte Kom-
ponente verhalten sich entgegengesetzt zur ersten. Mit Erhdhung der [Ca®*]; von Ru-
hekonzentrationen (0-199 nM) bis in den Bereich zwischen 400-599 nM verringerten
sich sowohl Amplitude, als auch Integral graduell. Die weitere Erhéhung der [Ca?"]
resultierte wiederum in einer graduellen Erniedrigung von Amplitude und Integral der
ersten, sowie Erhdhung beider Parameter der zweiten und dritten Komponente. Die
einzige Signifikanz findet sich beim Maximum der ersten Amplitude von 0-199 nM

und 400-599 nM (p=0,046, Student’s T-Test).

Die graduelle Immobilisierung wird auch im kumulativen Histogramm deutlich
(Abbildung 20 B). Eine fortschreitende Linksverschiebung von 0-199 nM uber 200-
399 nM bis hin zu 400-599 nM ist klar ersichtlich. Im Gegensatz zur lateralen Mobili-
tat fallt allerdings eine ebenfalls graduelle Rechtsverschiebung, somit erneute Mobili-
sierung bei noch héheren [Ca®*]; auf.

Tabelle 5. Charakteristika der Verteilungsbeschreibung der axialen Mobilitat bei
konstanten [Ca*'].

Amplituden der Maxima Integrale der einzelnen
Gausskomponenten
[Caz+]i 2
1. ) 3. 1. 2, 3.
01AU)| ©3% To7au)| (@) (%) (%)
A.U.)

0-199 nM 30,93 7,48 1,34 72,1 21,3 6,6
200-399 nM 34,50 7,49 1,09 78,3 15,1 6,6
400-599 nM | 43,37 717 0,30 92,5 6,0 1,5

38,84 6,67 0,82 84,5 10,7 4,7
36,63 7,10 0.82 78,8 18,7 25

67




Ergebnisse

Die axiale CD-Verteilung weist ein anderes Verhalten auf, als die laterale und die
GroRe des IRPs. Es wird eine maximale Immobilisierung schon bei 400-599 nM
[Ca"] erreicht, die von geringeren Ca**-Konzentrationen ausgehend, graduell zu-
nimmt. Uber der Schwellenkonzentration von 400-599 nM wird eine graduelle Remo-
bilisierung ersichtlich. Es scheint also, dass die axiale Mobilitat eine andere Ca®-
Abhangigkeit hat als die laterale Mobilitat und die Groflke des IRP.

3.1.2.3 Korrelation von lateraler und axialer Mobilitat

Ein Zusammenhang von lateraler und axialer Mobilitat wirde auf die Beobachtung
eines gleichgeschalteten Mechanismus hindeuten. Die Tatsache, dass sich die CDs
der axialen und lateralen Mobilitat nicht gleich verhalten, sondern im Falle der axialen
Mobilitat eine erneute Erhdhung der Mobilitit ab einer gewissen [Ca?*]; (600 nM) zu
beobachten ist, deutet allerdings auf zwei unabhangige Mechanismen hin. In einer
ersten Analyse wurden die lateralen und axialen CDs eines jeden Vesikels gegen-

einander dargestellt (Abbildung 21).

Alle Zellen, deren Mobilitdt sowohl in lateraler, als auch in axialer Richtung ausge-
wertet wurde, wurden fur diese Korrelationsauswertung verwendet. Die Graphen im
Einzelnen sind den jeweiligen [Ca®*]; zugeordnet und resultieren aus der Uberlage-
rung aller beitragenden Zellen (Abbildung 21; A:0-199 nM (N=12); B: 200-
399 nM (N=7); C: 400-599 nM (N=11); D: 600-799 nM (N=10); E: >800 nM (N=12)).
Fir alle Konzentrationen ist eine lineare Korrelation mit mehr oder minder breiter
Streuung zu erkennen, wobei es scheint, dass zwei distinkte Populationen zum Vor-

schein kommen.
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Abbildung 21. Korrelation von lateraler und axialer Mobilitat. Jeder laterale CD
wurde gegen den entsprechenden axialen CD doppelt-logarithmisch aufgetragen.
Linien reprasentieren die aus lateraler und axialer CD-Verteilung ermittelten Grenzen
zwischen den unterschiedlichen Stadien. Die Zahlen in den Segmenten der Graphen
geben die prozentuale Menge der Punkte in einem Segment £ SEM an. Die Graphen
im Einzelnen sind den jeweiligen [Ca®']; zugeordnet: (A) 0-199 nM (N=12), (B) 200-

399 nM (N=7), (C) 400-599 nM (N=11), (D) 600-799 nM (N=10) und (E) >800 nM
(N=12).
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In Abbildung 22 ist die Uberlagerungen der Graphen von 0-199 nM (Abbildung 21 A)
und 400-599 nM (Abbildung 21 C), sowie 0-199 nM (Abbildung 21 A) und 600-
799 nM (Abbildung 21 D) dargestellt. Darin ist das unterschiedliche Verhalten von
axialen und lateralen CD mit Erhéhung der [Ca?']; zu erkennen. Um diese Unter-
schiede klassifizieren zu kénnen, wurden die in Kapitel 3.1.2.1 und Kapitel 3.1.2.2
ermittelten Grenzen verwendet. Daraus ergaben sich neun Segmente. Segment |
vereint alle CDs, die sowohl lateral als auch axial als immobil eingestuft wurden.
Segment Il entspricht den CDs, die lateral im gecagetem Stadium, allerdings axial
immer noch immobil waren. Die folgenden Segmente wurden dementsprechend be-
nannt, bis hin zu Segment X, welches CDs vereinte, die lateral und axial als frei ein-
geordnet wurden.
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Abbildung 22. Uberlagerung der Korrelationsgraphen. (A) ist die Uberlagerung
der Graphen (A, 0-199 nM) und (C, 400-599 nM) aus Abbildung 21. (B) zeigt die
Uberlagerung der Graphen (A, 0-199 nM) und (D, 600-799 nM) aus Abbildung 21.
Die Segmente ergeben sich aus der Anwendung der Grenzen zwischen den einzel-
nen axialen und lateralen Mobilitatsstadien. In den einzelnen Segmenten (I-1X) sind
die jeweiligen Signifikanzen gezeigt. (*, p<0,05; **, p<0,01, ungepaarter Student’s t-
Test).

In Abbildung 22 A ist in Segment | eine signifikante Zunahme der relativen Haufigkeit
von korrelierten CDs mit Erhéhung der [Ca?*]; zu beobachten (0-199 nM 16 + 3,8%
zu 400-599 nM, 29,2 + 4,4%). Gleichermalden verringert sich die relative Anzahl der
korrelierten CDs in Segmenten V-IX signifikant (p<0,036, pv<0,047, pv<0,037,
pvii<0,043, pvin<0,008, pix<0,048). In der Uberlagerung der Korrelationsdarstellungen
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von 0-199 nM und 600-799 nM ist eine weitere Zunahme der CDs in Segment | zu
erkennen (Abbildung 22 B). Allerdings ist auch, im Vergleich zu Abbildung 22 A, eine
erneute Zunahme der axialen freien Bewegung zu beobachten (p;<0,042, py<0,035,
pvin<0,024, pix<0,047).

Somit fiihrt die Erhéhung der [Ca®']; zu einer maximalen axialen Immobilisierung im
Konzentrationsbereich von 400-599 nM, die damit eine andere Ca2+-Abhéngigkeit zu
haben scheint als die laterale Mobilitat (Maximum 600-799 nM) und somit das Pri-

ming.

3.1.3 Variation der [Ca*']; mit NP-EGTA

Um einen kontrollierten Zugang zu Effekten auf Ubergangsraten, Veranderungen der
Mobilitdt usw. in Echtzeit zu bekommen, wurde ein experimenteller Ansatz ange-
dacht, in dem die [Ca®*]; wahrend einer Messung von einer festen Ruhekonzentration
von 100 nM auf ca. 650 nM stufenartig angehoben wurde. Dieser Anstieg wurde
durch einen UV-Blitz mit geringerer Intensitat erreicht, dem durch eine Feedback-
Schleife Uber die Photodiode weitere Photolyseschritte mit dem Monochromator
(350 nm) folgten. Dadurch konnte die [Ca®']; dauerhaft auf der angehobenen Kon-
zentration gehalten werden. Nach einminutiger Beobachtungsphase bei der Ruhe-
konzentration folgte, nach dem UV-Blitz, eine 2,5minutige Aufnahme bei erhOhter
[Ca®].

Die gepaarte Messung der Beweglichkeit bei niedriger [Ca?']; und unter optimalen
Primingbedingungen (abgeleitet von den konstanten [Ca*'];, siche Kapitel 3.1.2) soll-
te einen besseren Einblick in die Ca**-abhangige Dynamik von Docking und Priming
liefern. Aul3erdem sollte eine mogliche Zell-zu-Zell-Variabilitat, wie in den Aufnahmen
T,

bei konstanter [Ca“’];, verringert werden, da alle gemessenen Zellen ein vergleichba-

res Verhalten in der Art und Weise ihrer Mobilitatsanderungen zeigen sollten.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse der lateralen CD-Analyse zusammengefasst.
Insgesamt wurden 27 Zellen unter diesen Bedingungen gemessen, bzw. die CD von
1292 LDCVs bestimmt. Die CD-Werte wurden zu Beginn der Aufnahme Uber 1 min
und 1,5 min nach der Blitzphotolyse, wiederum fir 1 min, ermittelt (Abbildung 10 C).
Die Uberlagerung aller CD-Verteilungen der einzelnen Zellen bei jeweils niedriger
(blau) und hoher (rot) [Ca®']; sind in Abbildung 23 A dargestellt. Die gemittelte CD-
Verteilung (Abbildung 23 B), wie auch die kumulative Auftragung (Abbildung 23 C),
zeigen keine signifikanten Unterschiede in der Vesikelbeweglichkeit vor und nach
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moderater UV-Blitzlicht-Photolyse. Andere Parameter, wie Anzahl der Vesikel an der
PM (pro Bild oder pro Aufnahmeperiode) oder die Verweildauer, zeigten variierende

Ergebnisse, die eine Interpretation aullerst schwierig machen (Daten nicht prasen-
tiert).
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Abbildung 23. Verteilung der lateralen Caging Diameter nach UV-Blitzlicht-
Photolyse von NP-EGTA. (A) Histogramme aller CD bei niedrigem (blau) und ho-
hem [Ca®*] (rot) berechnet {iber die erste Minute der Aufnahme und fiir eine Minute
ab 90 s nach dem ersten UV-Blitz. (B) Gemittelte Verteilungen der CD (gemittelte
Datenpunkte: o) bei einer [Ca®"]; 150 nM vor und ca. 650 nM nach UV-Blitz-
Photolyse. Linien reprasentieren die beste Kurvenbeschreibung durch eine Kombina-
tion von drei Gauskomponenten. (C) Kumulatives Histogramm der CD fur die jeweili-
ge [Ca*]i. (N=27, n=1292, Mittelwerte O + SEM)
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Diese Versuchsanordnung resultierte somit in einem unerwarteten Ergebnis. Die Va-

2+]i

riation der [Ca“"]; von 100 nM auf 650 nM in ein und derselben Zelle zeigt keine ein-

deutige Veranderung, bezuglich ihrer Mobilitat.

3.1.4 Variation der [Ca**]; mit Diazo-2

Die gepaarte Messung der Beweglichkeit bei hoher, optimale Primingbedingungen
bietende [Ca®']; und bei Ruhekonzentration (entsprechend den Ergebnissen bei kon-
stanter [Ca®'];, siehe Kapitel 3.1.2) stellte den komplementaren Versuchsansatz zu
Kapitel 3.1.3 dar. Die Frage, die es zu beantworten galt, war, ob sich eine Ca**-

abhangige Dynamik von Undocking und Unpriming herausfinden Iasst.

Das entgegengesetzte Experiment zu Kapitel 3.1.3 wurde bei diesem Ansatz ver-
folgt. Der Einsatz von Diazo-2 — BAPTA, welches sich in einem photolysierbaren Ka-
fig befindet — sollte zu einer plétzlichen Erniedrigung der [Ca®*]; von 600 auf 50 nM
fuhren. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde das gleiche Protokoll verwendet, wie un-
ter Kapitel 3.1.3. Insgesamt wurde nach einer 2minutigen Ladephase die Vesikelbe-
wegung fur 3,5 min mit 10 Hz aufgezeichnet (Abbildung 10 C). Nach der ersten Minu-
te wurde durch Auslésen eines UV-Blitzes die [Ca®*]; durch Freisetzung von BAPTA
heruntergesetzt. Durch weitere kontrollierte Photolyseschritte mit dem Monochroma-

2+]i

tor (Belichtung bei 350 nm von variierender Dauer) wurde die [Ca“’]; durchgehend

niedrig gehalten und ein erneuter Anstieg zur Ausgangskonzentration vermieden.

Angemerkt werden muss, dass die Positionsbestimmung in den Experimenten mit
Diazo-2 ausschlieBlich mit der Schwellenwert-, nicht mit der Centroid-Methode
durchgefuhrt worden war, da diese zum Zeitpunkt der Datengenerierung noch nicht
zu Verflgung stand (siehe dazu Kapitel 2.2.10). Nachdem die Neuanalyse der NP-
EGTA-Experimente zu keiner Veranderung im Ergebnis (Schwerpunkt vs. Centroid)

fuhrte, wurde hier von einer Neuanalyse abgesehen.

Wie schon zuvor bei den Experimenten mit NP-EGTA zeigt sich wieder ein unerwar-
tetes Ergebnis. Bei Erniedrigung der [Ca®'] auf Ruhekonzentrationen kommt es zu
einer erniedrigten Beweglichkeit der Vesikel, was im Gegensatz zu den Ergebnissen

der Experimente mit konstanter [Ca®*]; steht.
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Abbildung 24. Verteilung der lateralen CD nach UV-Blitzlicht-Photolyse von Di-
azo-2. (A) Gemittelte Verteilung der CD (gemittelte Datenpunkte: ©) bei einer [Ca®"];
von 600 nM vor (rot), ca. 150 nM direkt nach (hellblau) und ab 90 s (dunkelblau)
nach der ersten UV-Blitz-Photolyse von Diazo-2. Linien reprasentieren die beste
Kurvenbeschreibung durch eine Kombination von drei Gausskomponenten. (B) Ku-
mulatives Histogramm der CD fiir die jeweilige [Ca®'].. (N=23, n=923)

3.1.41 Ca*-Strom-Spannungs-Kurven

Um die Funktionalitat der Zellen zu kontrollieren, wurde fir diese im Anschluss an die
Aufnahme der Vesikelbeweglichkeit eine Strom-Spannungskurve (IV-Kurve) erstellt.
Dazu wurde Uber die Zellmembran fur je 25 ms eine Spannung angelegt, die vom
Ruhemembranpotential (-70 mV) in Schritten von je 10 mV bis zu einem Maximum
von +20 mV inkrementiert wurde. Zur Auswertung wurden die Ca?*-Einwartsstrome

ermittelt und gegen die Spannung dargestellt. Im Vergleich zu den Ergebnissen, die

74



Ergebnisse

bei konstanten [Ca®']; gewonnen wurden zeigen sich klare Unterschiede zu denen
mit variierendem Ca®* (Abbildung 25).

V (mV)

70 -60 -50 -40 -30 -20 -10

Konstantes [Ca®’],

Abbildung 25. Ca*-Kanal
Strom-Spannungs-Kurven.

Am Ende der Mobilitatsmes-
sungen wurden zusatzlich die
Daten fur IV-Kurven ermittelt.

¢ 0-199nM Pulsdauer: 25ms; Pulsfre-
. 388:288 RM quenz: 20 Hz; Ruhemembran-
600-799 nM potential: -70 mV; Stufenweise

Variables [Ca™],
* NP-EGTA 100>600 nM

Erhdhung der Spannung um
10 mV auf ein Maximum von

Diazo-2 600>100 nM 200 1 +_20 mV. Fijr_ intrazellulare Be-
dingungen, siehe Legende. (No.
250- 200=23, N200-400=19, N400-600=20,

N600-800=10, Nnp-ecTA=27, Npiazo-
2=23, Mittelwerte + SEM)

Die Ergebnisse aus den Experimenten mit konstanten [Ca®];

zeigen eine graduelle
Abnahme des Ca®*-Einstroms mit Erhdhung der intrazellularen [Ca?*]. Dies ist plau-
sibel, da mit Erhéhung der [Ca?*]; auch eine geringere Triebkraft fiir Ca**-lonen in die
Zelle vorliegt. Die IV-Kurven beider Ca®*-Variationsexperimente passen hingegen
nicht in dieses Schema. Eigentlich misste die IV-Kurve in Anwesenheit von photoly-
siertem Diazo-2, da sie bei niedriger [Ca®*]; erstellt wurde, auf dem Niveau der Kurve
bei 0-199 nM konstanter [Ca?*]; liegen. Entsprechendes gilt fiir die IV-Kurve, die unter
erhohten [Ca®'] nach UV-Blitzlicht-Photolyse von NP-EGTA erstellt wurde. Diese
sollte im Bereich zwischen der fiir 400-599 und 600-799 nM [Ca®']; erhaltenen V-

Kurven liegen.

Es liegt somit nahe, dass, evtl. ausgeldst durch die andauernde Bestrahlung mit UV-
Licht, die Zellen dieser beiden Versuchsreihen nicht mehr funktionell waren. Daher

sind auch die Ergebnisse der beiden Datensatze mit Vorsicht zu interpretieren.

3.1.5 Uberginge zwischen den einzelnen Stadien sind linear

In der Vergangenheit wurden diverse Modelle entwickelt, die auf eine lineare Abfolge
des Dockings, Primings und der anschlielfenden Fusion hindeuten (Neher E und Zu-
cker RS 1993; Soerensen JB 2004; Neher E und Sakaba T 2008). Es scheint un-
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wahrscheinlich, dass es zu Fusionsereignissen kommt (Allersma MW et al. 2004),

bei denen einzelne Prafusions-Stadien Ubersprungen werden.

Ich analysierte die Daten der Zellen mit konstanter [Ca®") dahingehend, dass ich die
Reihenfolge der Ubergange zwischen den einzelnen Mobilitatsstadien beobachtete.
Die Zellen befanden sich nach 2-miniitiger Ladephase im Ca®*-Equilibrium (gilt fiir
[Ca?*]; zwischen 0 und 799 nM), wodurch keine Schwankungen in den Ubergangs-
mustern zu erwarten waren. Durch Fusion ausgeldstes Priming, bzw. Docking wirde
diese Ubergangsmuster in Richtung des Primings und Dockings bevorzugen, da
Unpriming und Undocking vermindert auftreten wirden. Basierend auf den Verlaufen
der CD und den vorher gesetzten Grenzen zwischen den einzelnen Stadien, wurden
die Ubergange zwischen den einzelnen Stadien ermittelt (Minimale Verweildauer in

einem Stadium: 300 ms).

A B
& 1 — « 0047 xxxom 0199 M
E 0.03- | = . B 400-399 M
X J ~ x 0.031 E 600-799 nM
8, n 83 n i
£ 5 0.021 s 58
& § A * % § 0.021 Fkkkkk
£ 0011 ] £% o]
D o - ) @ 0.014
© 1 © .
20 S
immobil  gecaget immobil  gecaget
<> gecaget <> frei <>gecaget <> frei
Laterale Ubergénge Axiale Uberginge

Abbildung 26. Anzahl der Uberginge zwischen den einzelnen Stadien — lateral
und axial. Die lateralen (A) und axialen (B) Ubergange zwischen den einzelnen Sta-
dien wurden basierend auf dem Verlauf aller CD ermittelt. (Wilcoxon-Rang-
summentest: *, p<0,05; ungepaarter Student’s t-Test: **, p<0,01; ***, p<0,001)

Das erste Ergebnis zeigt, dass es keine Ubergénge zwischen nicht-benachbarten
Stadien sowohl lateral, als auch axial gibt ([Ca®*];: 0-199 nM: <0,5 %; {ibrige Konzent-
rationen: <0,1 %). Es liegt also eine Linearitat in beiden Richtungen vor, solange man

sich im Gleichgewicht befindet.

Die Haufigkeit der lateralen Ubergange zwischen immobilem und gecageten Zustand

hat ihr Maximum bei 600-799 nM und ist signifikant groRer im Vergleich zu der An-
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zahl bei einer [Ca?*]; von 0-199 nM (p=0,037). Es ergeben sich auch signifikant weni-
ger Ubergange bei erhdhter [Ca®'] vom gecageten zum freien Stadium und umge-
kehrt (pP40o-500nm=0,041; Peoo-7909nv=0,008) (Abbildung 26 A). Die axialen Ubergéange
verhalten sich ebenfalls Ca**-abhangig. Die Ubergdnge zwischen immobilem und
gecageten Zustand sind im Konzentrationsbereich von 400-599 nM im Vergleich zu
Ruhekonzentrationen (0-199 nM; p=0,003) und auch zu Konzentrationen im Bereich
600-799 nM (p=0,005) signifikant erhoht, wobei die beiden letzteren sich vom Niveau
entsprechen (Abbildung 26 B). Die Anzahl axialer Ubergdnge zwischen gecagetem
und freien Zustand bei einer [Ca®*]; zwischen 400-599 nM ist im Vergleich zu allen
anderen Konzentrationen signifikant kleiner (p<0,001). AulRerdem liegt auch hier die
Zahl der Ubergénge bei [Ca®"]; von 600-799 nM auf dem Niveau von [Ca?*]; zwischen
0-199 nM.

Es scheint, dass die lateralen Ubergadnge das Ergebnis der lateralen CD-Analyse
widerspiegeln. Demgegenliber zeigen die axiale Mobilitdt und auch die Ubergéange
zwischen den einzelnen Stadien in axialer Richtung eine andere Ca®*-Abhangigkeit

2*).. Es hat den Anschein, dass

mit einem maximalen Effekt bei einer niedrigeren [Ca
die axiale Mobilitat eher den Zugang zum Docking (gedockt = axial immobil) gewah-

ren konnte.

3.1.6 Verweildauer von LDCVs an der PM - effizienteres Docking

2], auf

Die bisher beschriebenen lateralen Mobilitaten deuten auf einen Effekt von [Ca
Priming hin, wohingegen die axiale Mobilitat eine zusatzliche Auswirkung auf Do-
cking widerspiegeln kdnnte. Wie zuvor bereits erwahnt, ist einer der grof3ten Vorteile

der TIRFM die Moglichkeit, Prafusionsvorgange in Echtzeit zu beobachten.

3.1.6.1 Vesikelanzahl an der PM pro Aufnahmeperiode und Bild

Als Indikator, ob die [Ca®**]; einen Einfluss auf Docking ausiibt, kann die Anzahl von
Vesikeln pro Aufnahmeperiode (2 min) verwendet werden. Die Zahl der Vesikel, die
an der PM im Zeitraum von 2 min sichtbar sind, ergibt die Summe aller Vesikel, d.h.
deren Verweildauern Uber die gesamte Aufnahmezeit. Um Artefakte durch Grolen-
variationen der angehefteten Basisflache der einzelnen Zellen zu umgehen, wurden
die Daten auf diese Flache normiert. Bei Ruhekonzentrationen von Ca?* treten signi-
fikant mehr kurzlebige Vesikel auf, die innerhalb des Aufnahmezeitraums an die PM
transportiert werden als bei héheren [Ca?*]; (Abbildung 27 A).
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Abbildung 27. Anzahl der LDCVs an der PM pro Aufnahmeperiode (A) und pro
Bild (B). Die Anzahl der Vesikel pro Aufnahmeperiode (A, 2 min) und pro Bild (B).
(No-199nm: 23,  nNo-199nm: 902;  Naoo-zganm: 19, N200-399 nm: 541;  Naoo-s99 nm: 20,  Nago-
599 nM- 571; N600_799 nM- 10, NE00-799 nM- 275; N>3oo nM- 12, N>800 nM- 270; Mittelwert + SEM;
*, p<0.05 Wilcoxon-Rangsummentest).

Keine signifikanten Anderungen ergeben sich dagegen bei der Zahl der LDCVs pro
Bild; ebenfalls normiert auf die Flache (Abbildung 27 B). Die Zellen mit jeweils glei-
cher [Ca?']; wurden nicht immer zum gleichen Zeitpunkt nach Transfektion gemes-
sen, sondern innerhalb des Zeitfensters von 12-16 h nach Transfektion. Beide Punk-
te zusammengenommen bedeuten, dass Artefakte durch unterschiedliche, fur eine
Konzentration bevorzugte, Zeitfenster nach Virusinfektion (langer = mehr markierte
LDCVs pro Bild) ausgeschlossen werden kdnnen. Zusatzlich erlaubt dieses Ergebnis
die Annahme, dass die Anzahl der Docking-Stellen an der PM iber alle Ca**-

Konzentrationen konstant bleibt.

3.1.7 Verweildauer von LDCVs an der PM

Toonen et al. (2006) nutzten zur Beschreibung eines Docking-Effektes von Munc18-1
ebenfalls die Verweildauer von LDCVs an der PM als Indikator: Dadurch wurde eine
Aktin-mediierte Reduktion des Dockings beschrieben werden konnte. Hier wird die
Verweildauer ebenfalls als Docking-Indikator verwendet. Fir jede Zelle wurde die
Verweildauer jedes einzelnen Vesikels bestimmt, auf die Gesamtzahl der Vesikel und
die Basisflache normiert, und anschlielfend gemittelt. Die Daten wurden daraufhin in
einem Histogramm in logarithmisch eingeteilte Klassen gruppiert und gegen die Zeit
dargestellt. Die Resultate jeder einzelnen Zelle wurden gemittelt und sind in
Abbildung 28 A abgebildet. In den Klassen 4-6 und 8 ist eine signifikante Abnahme

von kurzen Verweildauern (einfaktorielle ANOVA auf Rangen, *<0.05) mit erhdhter
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[Ca®]; zu beobachten. Hingegen veranderten sich die extrem kurzen, sowie Verweil-

dauern langer als 5 s, nicht.

Eine breitere Klasseneinteilung in Verweildauern von <0,5 s, >0,5-5 s und >5 s zeigt
eine konzentrationsabhangige Abnahme von Vesikeln, die zwischen 0,5 und 5s an

*), zwischen 400-

der PM verweilen. Dabei wird eine maximale Abnahme fur die [Ca
599 nM im Vergleich zu den beiden extremen [Ca?*]; bei 0-199 und >800 nM (Daten

nicht prasentiert) beobachtet.

Die Analyse der Verweildauer von LDCVs an der PM spiegelt das Ergebnis der axia-
len Mobilitat wieder. Beides sind Indikatoren fir einen Docking-Phanotyp, d.h. eine

freie [Ca®"]; zwischen 400-599 nM filhrt zu einem effizienteren, bzw. optimalen Do-

cking.
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Abbildung 28. Verweildauer von LDCVs an der Plasmamembran. (A) Gemittelte
Haufigkeitsverteilung der logarithmisch eingeteilten Verweildauer doppel-
logarithmisch dargestellt, normalisiert auf die Anzahl der Zellen, LDCVs und die in
TIRFM sichtbare Basisflache. (B) Wie (A), aber mit Klassen von <0,5 s, >0,5-5 s und
>5's. Man beachte die signifikante konzentrationsabhangige Verringerung des Auf-
tretens von Vesikeln, die zwischen 0,5 und 5s an der PM verweilen. Die anderen
Konzentrationen zeigten keine signifikanten Veranderungen. (No-200=23, N200-400=19,
N400-600=20, Neoo-800=10, N>go0=12; einfaktorielle ANOVA: *, p<0.05; ungepaarter Stu-
dent’s t-Test: *, p<0.05; ***, p<0.001).
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3.2 Pristimulus-[Ca®']; und deren Einfluss auf Pools und Mobili-
tat

Ca® hat zusatzlich zum Einfluss auf Priming (Kapitel 3.1.1 und 3.1.2.1) und dem hier
beschriebenen Effekt auf Docking (Kapitel 3.1.2.2 und 3.1.6) die Ausldse-Funktion
fir Fusion Gber den Ca**-Sensor Synaptotagmin. TIRFM erlaubt neben dem Studium
von Prafusionsschritten auch die Beobachtung vom eigentlichen Fusionsereignis. Ein
solches Fusionsereignis ist durch das schnelle Verschwinden der Fluoreszenz inner-
halb eines Bildes (<100 ms) charakterisiert und wird zuweilen von einer Wolke des
sezernierten Fluorophors begleitet. Um das Verhalten von LDCVs vor Fusion exak-
ter, physiologischer und kontrollierter zu charakterisieren, als dies bisher der Fall war
(Allersma MW et al. 2006; Lang T 2008), wurden im Folgenden in UV-Blitzlicht-
Photolyse- und Depolarisationsexperimenten Exozytose ausgelost und die LDCV-

Mobilitat vor Freisetzung aufgenommen.

Es wurden zwei unterschiedliche Stimuli zum Auslésen der Fusion verwendet: UV-
Blitzphotolyse von NP-EGTA, die die [Ca?*]; innerhalb von wenigen Millisekunden auf
mikromolare Konzentrationen anhebt, und Depolarisationsfolgen, bei denen span-
nungsabhangige Ca**-Kanale 6ffnen und Ca?*-Einstrom zu einem Anstieg von [Ca®*];
fuhrt.

3.2.1 Prastimulus-[Ca®']; entscheidet iiber die PoolgroRen

3.21.1 UV-Blitzlicht-Photolyse

Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von prastimulus-[Ca?*]; vor
UV-Blitzlicht-Photolyse perfundiert: 230 nM und 700 nM. Beide Konzentrationen wa-
ren so gewahlt, dass es nicht zum Auslésen von Fusion kam. Wie aber zuvor von
Voets (2000) beschrieben, sollten beide Konzentrationen zu einer unterschiedlichen
Beflllung der geprimten Pools (RRP, SRP) fuhren. Dadurch sollte im Folgenden eine

Korrelation mit der Mobilitat ermoglicht werden.

Nachdem die Zellen 2 min mit der verwendeten intrazellularen Losung perfundiert
worden waren, wurde die Vesikelmobilitat fur weitere 2 min beobachtet. 20 s vor dem
Ende der Aufnahme wurde der Stimulus ausgeldst (Abbildung 10 C). Die mittleren
Kapazitatsantworten nach UV-Blitzlicht-Photolyse sind in Abbildung 29 A dargestellt.
Uber die Beschreibung des Kapazitatsverlaufs mittels zweier exponentieller und ei-
ner linearen Komponente lassen sich Ruckschlusse auf die Beflllungszustande der
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freisetzbaren Pools und deren Ca?*-Abhangigkeit ziehen (Rettig J und Neher E
2002), die auch die bereits publizierten Ergebnisse von Voets (2000) bestatigen
(Abbildung 29 B-D). Sowohl RRP, als auch SRP zeigen eine 4-fache, signifikante
Erhohung bei erhohter prastimulus-[Ca®];, wohingegen die lineare Komponente, die

den Primingprozess widerspiegelt, signifikant abnimmt.
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Abbildung 29. Kapazitatsantworten nach UV-Blitzlicht-Photolyse von NP-EGTA
mit unterschiedlichen prastimulus-[Ca*'].. (A) Mittlere Kapazitatsantwort nach UV-
Blitzlicht-Photolyse von 230 nM (griin) und 700 nM (orange) prastimulus-[Ca®*]. Un-
ter Verwendung eines Fits mit zwei exponentiellen und einer linearen Komponente
wurden die GroRen des RRP (B), SRP (C) und der ,sustained* Komponente be-
stimmt. ((N2zonmuv = 17, N2zonmuv = 27; N7oonmuv = 19, Nzoonmuv = 32; Mittelwerte +
SEM der Pool-Abschatzungen, sowie Mittelwerte + SD der [Ca*'];, um die Streuung
der einzelnen Klassen zu verdeutlichen; ***, p<0,001 Wilcoxon-Rangsummentest).
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3.21.2 Depolarisationen

Vergleichbar zum Vorgehen in Kapitel 3.2.1.1 wurden auch Depolarisationen der
Chromaffinzellen durchgefuhrt. Durch eine Abfolge von 10 Depolarisationen vom
Ruhemembranpotential (-70 mV) auf 0 mV mit einer Dauer von je 100 ms bei einer
Frequenz von 5 Hz wurden die Zellen stimuliert. Dadurch 6ffneten sich spannungs-
abhangige Ca?*-Kanile und das einstrdomende Ca?* I6ste Sekretion aus. Die présti-

2+]i

mulus-[Ca“"]; wurde fur diese Versuche auf 600 nM eingestellt, um, wie schon bei der

Lésung mit hohem [Ca®"]

vor UV-Blitzlicht-Photolyse, ein optimales Priming der
LDCVs zu erzielen, ohne dabei schon vor der Stimulation Sekretion auszulosen

(Abbildung 30 A).

Im Gegensatz zu den Kapazitatsantworten auf plotzliche Erhdhung der [Ca*); durch
UV-Blitzlicht-Photolyse ist Uber die Depolarisation ein nicht ganz so eindeutiger Zu-
gang zu den einzelnen Vesikelpools gegeben. Basierend auf den ersten beiden Ka-
pazitatserhbhungen kann, ahnlich der Berechnung des IRP (siehe Kapitel 2.2.8.9),
eine maximale GroRe des RRPs abgeschatzt werden. Dieser belauft sich auf 418 +
193 fF (N=18, nsim=23), ist damit um Faktor 2 hoher (allerdings nicht signifikant), als
der berechnete RRP nach UV-Blitzlicht-Photolyse mit 700 nM prastimulus-[Ca?"];
(Abbildung 30 B).
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Abbildung 30. Kapazitatsantworten nach Stimulation durch eine Depolarisati-
onsfolge bei einem prastimulus-[Ca®*]i von 600 nM. (A) Mittlere Kapazitatsant-
wort nach Stimulation durch Depolarisationsfolgen (10 Depolarisationen von -70 mV
auf 0 mV, Dauer: 100 ms, Frequenz: 5 Hz) von 600 nM prastimulus [Ca?'].. Die ma-
ximale GroRe des RRP (B) wurde durch das Verhaltnis der ersten beiden Kapazi-
tatsantworten ermittelt (N = 18, nsimui = 23; Mittelwerte £ SEM). Fir Details siehe
Ermittlung des IRP, respektive RRP, Kapitel 2.2.8.9.
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3.2.2 Mobilitatsanalyse sezernierter LDCVs

Die in den beiden vorigen Kapiteln (3.2.1.1 und 3.2.1.2) prasentierten Kapazitatsant-
worten wurden in Zellen generiert, die zuvor mit einem NPY-mCherry exprimierenden
Plasmid elektroporiert worden waren. Um einen eindeutigen Beleg fur Priming von
LDCVs in TIRFM zu bekommen, war es notwendig, das Verhalten von sezernierten
Vesikeln vor deren Fusion zu studieren. Nach 3-5 Tagen in Kultur wurden diese Zel-
len gemessen, das bedeutete mit unterschiedlichen Losungen intrazellular Uber die
Patchpipette perfundiert (NP-EGTA: prastimulus-[Ca?*]; 230 nM und 700 nM; Depola-

risationslosung: prastimulus-[Ca?"];

600 nM), und auf zwei unterschiedliche Arten
Exozytose ausgelost (UV-Blitzlicht-Photolyse; Depolarisation). Nach einer anfangli-
chen 2-minatigen Perfusion ohne Anregung der Fluorophore (allerdings ratiometri-
scher Ca?*-Messung alle 2,5's), wurde die Bewegung der Fluoreszenz-markierten
LDCVs fur 2 min aufgezeichnet. Der jeweilige Stimulus erfolgte 20 s vor Ende der
Aufnahme. Im Anschluss wurden die Beweglichkeitsmuster derjenigen Vesikel ana-
lysiert, die aufgrund des Stimulus sezerniert wurden (N2sonmuv=17, N230nmuv=31;

N700 nm uv=19, N700 nm uv=64; Neoo nM Dep=18, N600 N Dep=23).

Die gemittelte CD-Verteilung aller sezernierten Vesikel, aufgeschlisselt nach Stimu-
lationsart, ist in Abbildung 31 A dargestellt. Zum Vergleich wurden auch die CD-
Verteilungen der konstanten [Ca?*]; von 0-199 nM und 600-799 nM abgebildet. Deut-
lich zu erkennen ist die starke Erhéhung der Amplitude der ersten Gausskomponen-
te. Parallel dazu ist eine Abnahme der zweiten und dritten Gausskomponenten zu
beobachten. Im kumulativen Histogramm zeichnen sich alle drei gemittelten CD-
Verteilungen sezernierter LDCVs durch eine deutliche Linksverschiebung im Ver-

gleich zu den Verteilungen bei konstanter [Ca**]; ab.

Anzumerken ist noch eine Besonderheit: der Anteil der Immobilitat bei der prastimu-
lus-[Ca*]; von 230 nM im Vergleich zu den beiden hoheren [Ca®*')i unerwarteter Wei-

se am groften ist.
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Abbildung 31. CD-Verteilung von sezernierten Vesikeln. (A) Laterale CD-
Haufigkeitsverteilung von LDCVs, die nach unterschiedlichen Stimulationsbedingun-
gen mit der PM fusionierten. Kreise reprasentieren die ermittelten Datenpunkte fur
230 nM prastimulus-[Ca®*]; (O), 700 nM prastimulus-[Ca**]; (©) und 600 nM présti-
mulus-[Ca®*]; (O). Durchgezogene Linien stellen die Kurven dar, die die Verteilung
durch 3 Gausskomponenten am besten beschreiben. Zusatzlich sind die beiden Fits
der Messungen mit konstanter [Ca?*]; von 0-199 nM (blau) und 600-799 nM (orange)
als gepunktete Linien abgebildet. (B) Kumulative Haufigkeitsverteilung der Daten-
punkte aus (A) und der der beiden konstanten [Ca?*]; von 0-199 nM (blau) und 600-
799 nM (orange) als gepunktete Linien. Man beachte die starke Linksverschiebung
der CD-Verteilung sezernierter Vesikel fur alle Stimulationsbedingungen.
(N23o nm uv=17, N230 nm uv=31; N700 nm uv=19, N700 nM Uv=61; N60o nv Dep=19,
NG00 nM Dep=93).

3.2.21 Bewegung vor Fusion — Caging Diameter vs. Distanz

Zur Charakterisierung der Beweglichkeit wahrend dynamischer Prozesse, wie dem
Priming/Unpriming und Docking/Undocking von LDCVs an die, bzw. von der PM, ist
die CD-Analyse das perfekte Werkzeug. Die Verwendung eines gleitenden Zeitfens-

ters macht es aber die Erfassung abrupter Ereignisse, wie z.B. die Fusion von Vesi-
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keln mit der PM, schwierig. Der letzte CD einer jeden Trajektorie kann unter Umstan-
den einen zu hohen Wert haben, falls innerhalb der letzte Sekunde ein mehr oder
minder grof3er Schritt auftrat. Dadurch ware es mdglich, dass ein Vesikel zum Zeit-
punkt der Fusion falschlicherweise fur mobiler gehalten wurde, als er tatsachlich ist.
Abbildung 32 verdeutlicht das Problem. Jeweils die letzten 40 s von drei LDCVs vor
Fusion wurden als Trajektorien (Abbildung 32 A-C), CDs (Abbildung 32 D-F) und die
entsprechenden Distanzen von Punkt-zu-Punkt dargestellt.
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Abbildung 32. Vergleich von Vesikelbewegungen vor Fusion — CD vs. Distanz.
(A-C) xy-Trajektorien von drei LDCVs 40 s vor Fusion mit der PM nach Stimulation
durch UV-Blitz-Photolyse (préstimulus—[Ca2+]i: 700 nM). Der Farbverlauf gibt den zeit-
lichen Verlauf wieder. (D-F) Die entsprechenden CD-Werte im zeitlichen Verlauf. (G-
[) Schrittweiten zwischen den einzelnen Positionen der zugehoérigen LDCVs. (J-L)
Die jeweils letzten CD (rot) jedes oben gezeigten LDCVs und die entsprechenden
Distanzen (schwarz) innerhalb der letzten 2 s vor Fusion.
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Grol3e CD sind nicht notwendigerweise ein Resultat von groRen Schrittweiten, son-
dern eines grof3en Schrittes innerhalb einer Sekunde. Zusatzlich ist in Abbildung 32
J-L in der VergroRerung der letzten 2 s vor Fusion zu erkennen, tritt ein Unterschied
fur den letzten Messwert auf. Zieht man zur Klassifizierung des Mobilitatszustands
eines LDCVs vor Fusion den CD heran, so ergeben sich durch das Messen der grof3-
ten zuruckgelegten Distanz innerhalb von 1 s zwei Klassen: immobil (Abbildung 32 J)
und gecaget (Abbildung 32 K, L). In Wirklichkeit ist ein solcher LDCV, wie in
Abbildung 32 K abgebildet, zum Zeitpunkt der Sekretion Uberhaupt nicht beweglich.
Vielmehr kommt es kurz vor Fusion zu einer Immobilisierung, was in einem Zeitraum

von <100 ms ablauft.

Dass die Verwendung des letzten CD-Wertes vor Fusion zur Klassifizierung der Mo-
bilitdt zum Zeitpunkt der Fusion keine echte Aussagekraft hat, verdeutlicht Abbildung
33. Der letzte CD-Wert fur alle aufgrund verschiedener Stimuli sezernierten Vesikel
wurde der jeweiligen letzten ermittelten Schrittweite vor Fusion gegenulbergestellt
(Abbildung 33 A-C). Wurde man sich zur Klassifizierung des Stadiums kurz vor Fusi-
on (siehe Kap. 3.2.2, Grenzwert: 45 nm (immobil < 45 nm; gecaget > 45 nm) den
CD-Wert zugrunde legen, so wirden im Mittel wesentlich mehr LDCVs als gecaget

angesehen werden, als bei Verwendung der letzten Schrittweite (Abbildung 33 D).

Zur Klassifizierung der Mobilitat unmittelbar vor Fusion werden demzufolge die

Schrittweiten, und nicht die CD herangezogen.
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Abbildung 33. Vergleich des letzten ermittelten CD und der Distanz des letzten
Schrittes von LDCVs vor Fusion. (A-C) Die jeweils letzten CD jedes, bei unter-
schiedlichen Stimulationsarten, sezernierten LDCVs und die entsprechenden Distan-
zen zwischen der vorletzten und letzten Position. (D) Mittelwerte aus A-C £ SEM (na
= 60; ng = 31; nc = 61; ***, p<0.001 gepaarter Student’s t-Test).
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3.2.3 Sekretion nach UV-Blitzlicht-Photolyse (prastimulus-[Ca®']:
700 nM)

Die durch Blitzphotolyse von NP-EGTA freigesetzten LDCVs (prastimulus-[Ca®*];:

710 + 56 nM; postimulus-[Ca®']; 16,3 + 1,5 uM) wurden hinsichtlich ihrer Bewegung
vor Fusion untersucht. In Abbildung 34 A sind die lateralen Trajektorien aller sezer-
nierten LDCVs dargestellt, die unmittelbar vor Fusion immobil waren (N=18, Nnstimu-
i=27, Nimmobii=53) und Abbildung 34 B diejenigen, die sich im gecageten Zustand be-

fanden (N=17, nStimu|i=27, ngecaget=8).
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Abbildung 34. Der letzte Schritt vor Fusion nach Stimulation durch UV-Blitzlicht-
Photolyse von [Ca®]i: ~700 nM. (A) xy-Trajektorien von LDCVs, die aus dem immobi-
len Stadium sezerniert wurden. Kleines Bild: VergroRerung einer exemplarischen xy-
Trajektorie. (B) xy-Trajektorien von LDCVs, die aus dem gecagetem Stadium sezerniert
wurden. Kleines Bild: Vergrolierung einer exemplarischen xy-Trajektorie. (C) Die letzten
10 Distanzen der aus dem immobilen Zustand sezernierten LDCVs vor Fusion (n=53).
Gemittelte Werte + SEM sind als schwarze Punkte gezeigt. (D) Die letzten 10 Distanzen
der aus dem immobilen Zustand sezernierten LDCVs vor Fusion (n=8). Die Farben ent-
sprechen denen in (B). Gemittelte Werte + SEM sind als schwarze Punkte gezeigt. Die
gepunktete schwarze Linie zeigt die Grenze (45 nm) zwischen immobil und gecaget.
(Mittelwert £ SEM; ***, p<0,001 ungepaarter Student’s t-Test).
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Die letzten zehn Schrittweiten aller sezernierten Vesikel bei einer prastimulus-[Ca®];
von 700 nM zeigen, dass viele (n=21) der aus dem immobilen Zustand sezernierten
Vesikel dem gecageten Zustand zugeordnet worden waren, wenn man hierzu den
CD-Wert verwendet hatte (Abbildung 34 C, D).
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Abbildung 35. Korrelation von Sekretion in TIRF, Membrankapazitatserhohung
und Mobilitdit der LDCVs vor Fusion nach Stimulation durch UV-Blitzlicht-
Photolyse von [Ca*']i: ~700 nM. Gemittelte Kapazitatsantwort (rechts) und Anzahl
in TIRF sezernierter LDCVs (links) wurden gegen die Zeit aufgetragen. Die in TIRF
sezernierten LDCVs wurden je nach zuriuckgelegter Distanz des letzten Schrittes in
immobile (®) und gecagete (©') aufgetrennt. Die Skalierung der Kapazitatsantwort
wurde dem zeitlichen Verlauf der summierten Ergebnisse (O) von gecagetem und
immobilem Stadium vor Fusion angepasst. (N=18; Nstimui=27; Nimmobile LDcVs=93, Ngeca-
gede Locvs=8; Mittelwerte + SEM)

Die auf den Schrittweiten basierende Einteilung in immobile und gecagete Vesikel
wurde dazu genutzt, die Kapazitatsantworten in Folge der Stimuli mit dem Zeitpunkt
der Stimulation zu korrelieren. Es zeigt sich fiir die prastimulus-[Ca®']; von 700 nM,
dass im Schnitt 0,65 + 0,15 Vesikel wahrend der ersten 100 ms nach dem UV-Blitz
aus dem immobilen Zustand und keiner aus dem gecageten Zustand sezerniert wur-
de. Im zeitlichen Verlauf korreliert die Anzahl der Vesikel, die aus dem immobilen
Zustand freigesetzt wurden hochgradig mit dem Verlauf der Kapazitatsantwort
(Abbildung 35). Wichtet man die Anzahl nach dem Zeitpunkt der Sekretion, so zeigt
sich ein deutliches Maximum innerhalb der ersten 100 ms fur die aus dem immobilen
Zustand sezernierten. Im Gegensatz dazu weisen die aus dem gecageten Zustand
freigesetzten Vesikel ein Maximum erst bei 0,5 s auf. Die Beschreibung des zeitli-

chen Verlaufs der Freisetzung aller in TIRFM sezernierten LDCVs mit einer exponen-
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tiellen und einer linearen Komponente ergibt ein vergleichbares Ergebnis zu dem,
welches sich fur die Beschreibung der Kapazitatsantwort ergibt. Leichte Abweichun-

gen sind in der sehr schnellen Burst-Phase zu Beginn zu erkennen.

3.2.4 Sekretion nach UV-Blitzlicht-Photolyse (prastimulus-[Ca®']:
230 nM)

Die gleiche Art von Experimenten wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, wurde mit einer
wesentlich geringeren prastimulus-[Ca®"]; (préstimulus—[Ca2+]i: 230 = 34 nM; postimu-

lus-[Ca®*]:: 12,6 + 1,7 uM) durchgefiihrt.
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Abbildung 36. Der letzte Schritt vor Fusion nach Stimulation durch UV-
Blitzphotolyse von [Ca®*]i: ~230 nM. (A) xy-Trajektorien von LDCVs, die aus dem
immobilen Stadium sezerniert wurden. (B) xy-Trajektorien von LDCVs, die aus dem
gecagetem Stadium sezerniert wurden. (C) Die letzten 10 Distanzen der aus dem
immobilen Zustand sezernierten LDCVs vor Fusion (n=25). Gemittelte Werte + SEM
sind als schwarze Punkte gezeigt. (D) Die letzten 10 Distanzen der aus dem immobi-
len Zustand sezernierten LDCVs vor Fusion (n=6). Die Farben entsprechen denen in
(B). Gemittelte Werte + SEM sind als schwarze Punkte gezeigt. Die gepunktete
schwarze Linie zeigt die Grenze (45 nm) zwischen immobil und gecaget. (Mittelwert +
SEM; ***, p<0,001 ungepaarter Student’s t-Test).
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Bei einer ahnlichen Anzahl von Zellen und Stimulationen (N=17, n=20) wurden hier
nur halb so viele Vesikel (31) freigesetzt wie bei der prastimulus-[Ca®*]; von 700 nM.
Davon entstammten 25 Vesikel dem immobilen und nur 6 dem gecageten Zustand
(Abbildung 36). Auch die gemittelte Anzahl der Vesikel, die wahrend der ersten
100 ms aus dem immobilen Zustand sezerniert wurden, ist fast 4mal kleiner, als bei
einem prastimulus [Ca?*]; von 700 nM (0,18 + 0,7 Vesikel). Die ersten aus dem geca-
geten Zustand freigesetzten LDCVs waren dagegen erst nach mehr als 1,4 s zu be-
obachten. Beide Einzelverlaufe zusammen werden zeitlich wiederum am besten mit
einer exponentiellen und einer linearen Komponente beschrieben, wodurch sich ein

mit der Kapazitatsantwort fast deckungsgleiches Ergebnis abzeichnet (Abbildung 37).
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Abbildung 37. Korrelation von Sekretion in TIRF, Membrankapazitatserhohung
und Mobilitat der LDCVs vor Fusion nach Stimulation durch UV-Blitzlicht-
Photolyse von [Ca®'];: ~230 nM. Die gemittelte Kapazititsantwort (rechts) und die
Anzahl in TIRF sezernierter LDCVs (links) wurden gegen die Zeit aufgetragen. Die in
TIRF sezernierten LDCVs wurden je nach zurickgelegter Distanz des letzten Schrit-
tes in immobile (®) und gecagete (') aufgeteilt. Die Skalierung der Kapazitatsant-
wort wurde dem zeitlichen Verlauf der summierten Ergebnisse (O) von gecagetem
und immobilem Stadium vor Fusion angepasst. (N=17; Ngimui=20; Nimmobile LDCVs=29,
Ngecagede Lpcvs=06; Mittelwerte + SEM)

3.2.5 Sekretion nach Depolarisation (prastimulus-[Ca®];: 600 nM)

Zusatzlich zu den UV-Blitzlicht-Photolyse-Experimenten wurden Depolarisationsex-
perimente durchgeflihrt, die zwar keinen eindeutigen Zugang zu Poolgroen erlaub-
ten, aber einen physiologischeren Weg der Stimulation darstellen. Insgesamt wurden

19 Zellen analysiert, die mit einer Intrazellularlosung perfundiert worden waren, wel-
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che auf eine freie [Ca®*]; von 600 nM eingestellt war (prastimulus-[Ca®']; 590
68 nM; globales postimulus-[Ca?'];: 7,3 + 2,5 uM). Insgesamt wurden wahrend der 27
Stimulationen 53 sezernierte LDCVs mittels TIRFM detektiert.

Von diesen insgesamt 53 Vesikeln wurden 42 aus dem immobilen und 11 aus dem
gecageten Zustand sezerniert. Die Klassifizierung erfolgte wieder Uber die letzte
SchrittgroRe vor Fusion (Abbildung 38).
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Abbildung 38. Der letzte Schritt vor Fusion nach Stimulation durch 5 Hz-
Depolarisation (10x100 ms) prastimulus-[Ca**];: ~600 nM. (A) xy-Trajektorien von
LDCVs, die aus dem immobilen Stadium sezerniert wurden. (B) xy-Trajektorien von
LDCVs, die aus dem gecageten Stadium sezerniert wurden. (C) Die letzten 10 Dis-
tanzen der aus dem immobilen Zustand sezernierten LDCVs vor Fusion (n=42). Ge-
mittelte Werte + SEM sind als schwarze Punkte gezeigt. (D) Die letzten 10 Distanzen
der aus dem immobilen Zustand sezernierten LDCVs vor Fusion (n=11). Die Farben
entsprechen denen in (B). Gemittelte Werte + SEM sind als schwarze Punkte ge-
zeigt. Die gepunktete schwarze Linie zeigt die Grenze (45 nm) zwischen immobil und
gecaget. (Mittelwert + SEM; **, p<0,01; ***, p<0,001 ungepaarter Student’s t-Test).
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Die Korrelation des Zeitpunkts der Sekretion, dem Mobilitatststatus der sezernierten
Vesikel und der gemittelten Kapazitatsantwort zeigt ein ahnliches Bild wie bei der
UV-Blitzlicht-Photolyse bei 700 nM prastimulus-[Ca®'].. Wie zu erwarten, korrelierten
die aus dem immobilen Stadium sezernierten LDCVs vor allem bei den ersten 8 Sti-
muli stark mit dem Anstieg der Kapazitat (Abbildung 39). Allerdings zeigte sich auch
eine anteilig grof3ere Beteiligung der Vesikel aus gecagetem Stadium, als sie bei den
UV-Blitzlicht-Photolyse-Experimenten zu beobachten war.

Zusammengefasst zeigen die Experimente mit beiden Stimulationsarten, dass die
Mehrzahl der Vesikel vor Fusion immobil sind und somit Priming mit Immobilitat

gleichzusetzen ist.
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Abbildung 39. Korrelation von Sekretion in TIRF, Membrankapazitatserhohung
und Mobilitat der LDCVs vor Fusion nach Stimulation durch Depolarisation. Die
gemittelte Kapazitatsantwort (rechts) und Anzahl in TIRF sezernierter LDCVs (links)
wurden gegen die Zeit aufgetragen. Die in TIRF sezernierten LDCVs wurden je nach
zuruckgelegter Distanz des letzten Schrittes in immobile (®) und gecagete (') aufge-
trennt. Die Skalierung der Kapazitatsantwort wurde dem zeitlichen Verlauf der sum-
mierten Ergebnisse (O) von gecagetem und immobilem Stadium vor Fusion ange-
passt. (N=19; Nstimui=27; Nimmobile Lbcvs=42, Ngecagede Locvs=11; Mittelwerte + SEM).
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3.3 Kolokalisationsexperimente — Ca**-Mikrodoménen

Neurone verfugen Uber sog. Aktive Zonen, hochspezialisierte Proteinkomplexe, die
eine sehr effiziente Stimulus-Sekretions-Kopplung gewahrleisten. Die Tatsache, dass
sich bei moderaten Stimulationen lokale Ca®*-Mikrodomanen um einen spannungs-
abhangigen Ca®*-Kanal ausbilden, filhrte zu der Annahme, dass es dhnliche Mecha-
nismen, sog. ,Hotspots®, in Chromaffinzellen geben kdnnte (Klingauf J und Neher E
1997).

Diverse Arbeiten haben sich schon mit dieser Thematik beschaftigt. Dabei blieben
die gewonnenen Ergebnisse meistens eine oder mehrere Antworten schuldig. Ent-
weder war man nicht in der Lage, Ca?*-Mikrodomanen zu detektieren oder es fehlt an
adaquaten Methoden flr die Messung der Sekretion (Schroeder TJ et al. 1994; Ro-
binson IM et al. 1995; Wu M et al. 2009).

Ich habe versucht mittels Ganzzellableitung im perforierten Patch-Modus unter Ein-
satz von Amphotericin B so minimal invasiv wie moglich zu arbeiten. Durch die Ver-
wendung von Amphotericin B wurden die abgeleiteten Zellen in ihrem intrazellularen
Milieu nicht beeintrachtigt und auch andere Faktoren, z.B. das Cytoskelett, wurden

nicht (oder nur leicht) verandert.

LDCVs muriner Chromaffinzellen wurden durch Elektroporation mit dem NPY-mRFP-
exprimierenden Plasmid transfiziert. Dadurch wurde nach 3 Tagen in Kultur eine aus-
reichende Dichte von markierten Vesikeln erzielt. Nach Erreichen des Gigaseals wur-
de solange gewartet, bis der Zugangswiderstand kleiner als 30 MQ war. Widerstande
kleiner 30 MQ erlauben unter den perforierten Patch-Bedingungen einen ausrei-
chend guten elektrischen Zugang zur Zelle und die Moglichkeit Membrankapazitats-

messungen durchzufuhren.
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Abbildung 40. Repetitive Stimulation mit Depo-
larisationen — Sekretion in TIRFM anhand einer
Beispielzelle. LDCVs einer murinen Chromaffinzel-
le wurden mit NPY-mRFP markiert. Abgeleitet wur-
de im perforierten Patchclamp-Modus. Nach Errei-
chen eines Zugangswiderstands von <30 MQ wurde
die Zelle repetitiv im Abstand von 2 min mit einer
Abfolge von 7 Depolarisationen einer Lange von
100 ms und einer Frequenz von 5 Hz stimuliert. (A
i-vi) TIRFM-Aufnahmen zu den entsprechenden
Zeitpunkten. (i: t = 0 min; ii: t = 2 min, usw.). Pfeile
markieren die Positionen, an denen Sekretion in
TIRFM beobachtet wurde. (B) Uberlagerung der
ermittelten Positionen Uber alle 6 Depolarisationen.
Farben kodieren fur die entsprechenden Zeitpunkte
(siehe A). (Skala: 5 ym)
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Abbildung 41. Modellierung von Sekretions-Hotspots. (A) Laterale Positionen
wurden fur dieses Modell so gewahlt, dass es zwei Populationen von Vesikeln gab.
In der ersten Population (10 distinkte Cluster) wurden die Positionen um das Zentrum
eines Clusters mit einem Durchmesser von ca. 400 nm angeordnet. Die zweite Popu-
lation entsprach einer willkirlichen Positionierung, mit einem Abstand von >2 um. (B)
Ergebnis der Analyse von (A). Die Haufigkeiten der Distanzen wurde ermittelt und
dargestellt. (Npositionen=43).

Die Zellen wurden gemall dem Stimulationsprotokoll Abbildung 10 D sofort flir eine
Minute aufgenommen, und gleich zu Beginn der Aufnahme mit einer Abfolge von 7
Depolarisation von je 100 ms Dauer (Frequenz 5 Hz) stimuliert. Nach einer Ruhe-
phase von einer weiteren Minute wurde das ganze Stimulationsprotokoll bis zu ma-
ximal acht Mal wiederholt, bzw. bis die Zellen nicht mehr funktionell waren. Die Posi-
tionen in TIRF sezernierter Vesikel wurden in der Analyse detektiert, was an einem
Beispiel in Abbildung 40 dargestellt wurde. Insgesamt wurde diese Zelle 6 Mal stimu-
liert (Abbildung 40 A i-vi). Die sezernierten Vesikel sind mit Pfeilen markiert. Im An-

schluss wurden alle Positionen Uberlagert (Abbildung 40 B).

In einem Modell wurde ein mogliches Szenario aufgezeigt, wie Sekretion von Fluo-
reszenz-markierten LDCVs im TIRF-Feld bei Existenz von Ca**-Mikrodomanen aus-
sehen wurde (Abbildung 41). Dabei wurde von zwei unterschiedlichen Vesikelpopula-
tionen ausgegangen. Die erste beinhaltete Cluster von Vesikel-Positionen, in denen
die Vesikel sehr nahe beieinander lagen. Der Hochstabstand von Vesikeln innerhalb
dieser Cluster orientierte sich an den Modellen von Klingauf und Neher (1997). Unter
damit vergleichbaren Bedingungen belief sich der Durchmesser einer Ca?'-
Mikrodomaéne, die sich infolge von Ca?*-Einstrom durch einen spannungsabhangigen

Ca?*-Kanal nach Stimulation durch Depolarisation fiir 20 ms ausbildet, auf 300-
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400 nm. Die zweite Vesikelpopulation hatte zufallige Abstande (>2 ym). Zur Analyse
wurde die Haufigkeit der gemessenen Distanzen zwischen jedem individuellen Vesi-
kel und allen Ubrigen ermittelt. Die Verteilung der kalkulierten Distanzen zwischen
den einzelnen Vesikeln hat eindeutige Maxima, die das vom Modell vorgegebene
Muster reproduzieren (Abbildung 41 B). Das erste Maximum ergibt sich dabei aus
der Haufigkeit aller kleinen Distanzen (<400 nm) und spiegelt sich dementsprechend
auch in den nachfolgenden Maxima wider.
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Abbildung 42. Keine bevorzugten ,,Hotspots‘“ der Sekretion. (A) Die Ergebnisse
aller ermittelten Distanzen von in TIRFM sezernierten LDCVs (N=26, n=156) wurden
in einem Histogramm zusammengeflgt (durchgehende Linie). Zum Vergleich dazu
ist das Ergebnis des Modells aus Abbildung 41 B (gepunktete Linie) dargestellt. Der
grau hinterlegte Bereich reprasentiert den nach Klingauf und Neher (1997) flr diese
Bedingungen vorgeschlagenen Ca?*-Mikrodomanen-Durchmesser von <400 nm. (B)
ist eine Vergrollerung der Distanzen bis maximal 2 pm.
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Vergleicht man die Ergebnisse des Modells mit denen aus den in vivo-Experimenten
(N=26, n=156; Abbildung 42 A), so ergibt sich kein vergleichbares Bild (siehe auch
AusschnittvergroRerung Abbildung 42 B). Es offenbart sich ein breit gestreutes Ma-
ximum bei ca. 2-4 ym, das damit deutlich abseits des vorhergesagten Bereichs von
100-400 nm liegt.

Die Ergebnisse der in TIRFM sezernierten Vesikel stellen also eher eine Mischpopu-
lation dar, die keine klaren Aussagen uber das Vorkommen von Mikrodomanen, bzw.

,Hotspots* zulasst.
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4 Diskussion

In der hier vorgelegten Arbeit untersuchte ich die Ca®*-Abhangigkeit von Prafusi-
onsschritten von sekretorischen Granulen in Chromaffinzellen. Mit einer Kombination
von TIRF-Mikroskopie, Membrankapazitats- und ratiometrischen Messungen der

[Ca?*]; gelang es mir, die Ca®*-Abhangigkeit des Docking-Prozesses aufzudecken.

Basierend auf einer Weiterentwicklung der Technik von Nofal et al. (2007) konnten
Belege fiir den Einfluss des sekundaren Botenstoffs Ca?* auf Priming besttigt und

erstmals auch beim Docking erstellt werden.

4.1 Methodik

Die von Nofal et al. (2007) beschriebene, auf Differenzierung von Beweglichkeits-
mustern basierende, Methode zur Analyse molekularer Stadien, wie Docking und
Priming, wurde prinzipiell beibehalten. Allerdings gab es einige wichtige Modifikatio-

nen, die in noch akkurateren Ergebnissen resultieren.

Zur Beobachtung der Vesikelmobilitat, die bei Nofal et al. (2007) durch virale Uber-
expression von Neurotoxinen oder Applikation von Phorbolester beeinflusst worden
war, kam eine wichtige Erganzung. Chromaffinzellen weisen oftmals Schwankungen
der globalen endogenen [Ca?']; (50-250 nM) auf. Diese Erkenntnis basiert auf eige-
nen Erfahrungswerten, die ich aus Experimenten mit Fura2-AM geladenen bovinen
Chromaffinzellen gewinnen konnte. Diese kénnen in der Folge zu einem Verwischen
der Mobilitatsergebnisse fuhren, wodurch mogliche Effekte verloren gehen konnten.
Durch die zusatzliche Ganzzellableitung der Chromaffinzellen mit einer Patchpipette
war es zum ersten Mal mdglich in TIRFM-Experimenten, das intrazellulare Milieu ei-
ner Zelle vorzugeben, ohne dabei die Zelle ganzlich mit lonomycin (Porenbildner)
oder Digitonin perforieren zu mussen (Augustine GJ und Neher E 1992; Grabner CP
et al. 2005), oder die Zellen komplett via Ultraschall aufzubrechen (Lang T 2008).
Durch die von mir angewandte Methodik kann die Zelle in einem wesentlich physio-
logischeren Umfeld gehalten werden, wodurch wissenschaftlich sinnvollere Resultate
erzielt werden konnten. Des Weiteren war es mdglich, Uber die Patchpipette Sub-
stanzen von Interesse in die Zelle zu perfundieren. In meiner Arbeit fiel die Wahl da-
bei auf einen der wichtigsten sekundaren Botenstoffe: Ca?*. Damit ist dieser Ver-

suchsansatz jedoch nicht ausgereizt. Stoffe und Proteine, die wahrend der Prafusi-
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onsschritte eine Rolle spielen, wie z.B. ATP oder Calmodulin, kbnnen ebenso stu-

diert werden.

Die Membrankapazitatsmessungen erlauben auflerdem, die Studie von sekretori-
schen Ereignissen besser zu dokumentieren und die Viabilitdt der gemessenen Zel-
len zu Uberprifen (siehe Abbildung 14). So wird die Wahrscheinlichkeit minimiert,
eine Zelle in TIRFM zu beobachten, die eine eingeschrankte Funktionalitat aufweist.
Bei bloRer Beobachtung kann man nur indirekte Ruckschlisse auf deren Vitalitat
ziehen, wie z.B. auslésen von Sekretion durch Applikation von hohen Kalium-
Konzentrationen oder Farbungen mit Trypanblau, wodurch Zellen mit defekter PM

eingefarbt werden.

Ein weiterer Faktor, der die Akkuratheit der verwendeten Methodik beeinflusste, fand
sich wahrend der Bildanalyse. Wahrend die Positionsbestimmung in Nofal et al.
(2007) mittels der Schwerpunktmethode durchgeflhrt wurde, entschlossen wir uns,
fur diese Studie zur Centroid-Methode zu wechseln. Durch die Verwendung des
Centroid-Algorithmus kann eine wesentlich exaktere Positionsbestimmung der ein-
zelnen fluoreszenten Strukturen, in unserem Fall der mit roten Fluorophoren belade-
nen sekretorischen Granulen, stattfinden. Durch diese Umstellung wurde eine Subpi-
xel-Aufldsung der Position von ca. 20-40 nm Genauigkeit erreicht, die bei der
Schwerpunktmethode, aufgrund der hoheren Anfalligkeit fur Rauschen, um den Fak-
tor 2-3 hoher lag (im Vergleich siehe dazu Abbildung 23, NP-EGTA und Abbildung
24, Diazo-2) (Berglund AJ et al. 2008).

Die Anwendung der Centroid-Methode zur Positionsbestimmung erlaubte aullerdem,
das bei Nofal et al. (2007) verwendete gleitende Zeitfenster zur Berechnung des Ca-
ging Diameter (CD) von 6 auf 1 s zu verringern. Dies war moglich, da das gewonne-
ne Positionssignal um einiges weniger durch Rauschen beeinflusst wurde (s.0.). Re-
sultierend daraus ergaben sich in der hier prasentierten Studie weitere Verbesserun-
gen. Zum Einen liel3en sich durch die Verkurzung des Zeitfensters wesentlich mehr
Trajektorien in der Analyse verwenden, die zuvor nicht analysiert werden konnten.
Zum anderen wurden lange, bzw. grol3e Bewegungen, die weniger als 6 s dauerten,
nicht Uberbewertet. Da die CD-Analyse die jeweils groRte zurlickgelegte Distanz in-
nerhalb des verwendeten Zeitfensters misst, sorgt sowohl ein groRerer Einzelschritt,
als auch eine Folge von Schritten in die gleiche Richtung fur einen groRen CD-Wert.

Durch das einsekundige Zeitfenster wird die Wahrscheinlichkeit, dass ein langer
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Schritt zur Kontamination eines CD fuhrt, deutlich reduziert. Mobilitatsvorgange, die
weniger als 1 s benodtigen, werden weiterhin unterschatzt. Allerdings ist ein ganzli-
cher Verzicht auf ein gleitendes Zeitfenster nicht moglich, da dieses notwendig ist,
um verschiedenste Bewegungsarten Uberhaupt unterscheiden zu kénnen (Vergleich
,Mean-Square-Displacement”) (Oheim M und Stuhmer W 2000). Zusammengenom-
men erlauben alle Neuerungen in der Methodik eine akkuratere Messung dynami-
scher Prozesse.

4.2 Ca**-Abhingigkeit des Primings

In einer fruheren Arbeit (Becherer U et al. 2007) konnten wir bereits TIRFM mit
Membrankapazitatsmessungen korrelieren. Ebenfalls gezeigt werden konnte auch,
dass der Mobilitatsstatus eines Vesikels dessen molekulares Stadium widerspiegelt
(Nofal S et al. 2007). Dass ausschliellich die laterale Immobilitat ein Indikator fir Pri-
ming ist, ist hingegen neu. In der Tat bedeutet Priming eine vollkommene laterale
Immobilitat, was durch die verschiedenen Stimulationsexperimente (siehe dazu Kapi-
tel 4.5) belegt werden konnte. Diese Aussage gilt jedoch nicht in die umgekehrte
Richtung. Viele Vesikel sind immobil, kdnnen aber nicht sezerniert werden und sind
per definitionem nicht geprimt. Auf diese ,toten“ Vesikel wird naher in Kapitel 4.5 ein-

gegangen.

Ich konnte zeigen, dass sich mit einer Erhéhung der [Ca®']; bis zu einer optimalen
Konzentration von ca. 700 nM der Anteil der lateralen Immobilitat gegenuber allen
gemessenen Beweglichkeiten (gecaget, frei) erhohte (Abbildung 14, 18). Diese ermit-
telte Konzentration entspricht der zur optimalen Beflllung der freisetzbaren Pools in
Chromaffinzellen (Voets T 2000; Sorensen JB et al. 2002).

Der Vergleich der Mobilitat von sezernierten LDCVs in TIRF mit den Membrankapazi-
tatsmessungen zeigte, dass die freigesetzten Vesikel aus dem immobilen Pool
stammten (Abbildung 31). Die Tatsache, dass die Sekretion von LDCVs im TIRF-
Feld nach UV-Blitzlicht-Photolyse von NP-EGTA nur mit einer exponentiellen und
einer linearen Komponente beschrieben werden konnte zeigt, dass mit der verwen-
deten zeitlichen Auflosung von 100 ms pro Bild eine Unterscheidung von Vesikeln
des RRP und SRP nicht moglich ist (Abbildung 35, 37 und 39). Dies ist allerdings
auch zu erwarten, da der RRP schon innerhalb der ersten 30 ms freigesetzt sein soll-
te und bereits Sekretion aus dem SRP stattfindet (Rettig J und Neher E 2002). Selbst

mit héherer zeitlicher Auflésung sollte diese Unterscheidung schwierig sein, da beide
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Populationen vermutlich Uber eine ahnliche Konstellation des SNARE-Komplexes
verfugen, wovon der eine mehr (RRP) und der andere weniger (SRP) eng geschlos-
sen ist. Basierend auf kristallographischen Modellen ist die Distanz zwischen Vesi-
kel- und Plasmamembran weniger als 5 nm, fur den Fall, dass der SNARE-
Kernkomplex komplett geschlossen ist, und maximal 24 nm, wenn nur die jeweiligen
N-Termini eines SNARE-Kernkomplexes verbunden sind (Sutton RB et al. 1998). Im
letzteren Fall ware es evtl. moglich, ein Hin- und Herschwingen des LDCVs wie an
einer Ankerkette zu beobachten (maximaler Durchmesser <48 nm). Schon ab einer
Beteiligung von mehr als zwei SNARE-Kernkomplexen sind die zu erwartenden Frei-
heitsgrade so gering, dass mit der hier verwendeten Auflésung kein Unterschied in
der Bewegung ausgemacht werden konnte. Berucksichtigt man zusatzlich die Er-
kenntnis, dass auf einem synaptischen Vesikel ca. 70 Synaptobrevin-2-Molekule zu
finden sind, rechnet diese auf eine um Faktor 4 grofiere LDCV-Membran um, so
scheint es doch sehr unwahrscheinlich, dass immer nur ein SNARE-Komplex gebil-
det wird (Takamori S et al. 2006). Diese Annahme wird durch Ergebnisse bestatigt,
die Cluster von Syntaxin-1 durch hochauflésende Mikrokopieverfahren (STED, ,sti-
mulated emission-depletion microscopy“) belegen, in denen bis zu 75 dicht gepackte

Syntaxin-1-Moleklle angenommen werden (Sieber JJ et al. 2007).

4.3 Ca*-Abhingigkeit des Dockings

Die meistgebrauchliche Analysemethode, um Docking-Effekte zu identifizieren, ist
z.Zt. die Auswertung von elektronenmikroskopischen Standbildern (de Wit H et al.
2009). Die Anzahl von Vesikeln in der Nahe der PM (<300 nm Distanz), bzw. in direk-
tem Kontakt damit, wurde benutzt, um u.a. den Einfluss von Munc18-1 zu ermitteln
(Toonen RF et al. 2006). Seit kurzem wird auch TIRFM fur die Analyse von Docking-
Effekten verwendet. TIRFM erlaubt es, dem Priming vorgeschaltete, membrannahe
Vorgange, wie den Organelltransport vom oder ins Cytosol, mehr aber noch den
Verankerungsschritt von sekretorischen Granulen an der Membran dynamisch abzu-
bilden. Wie schon von Toonen et al. (2006) demonstriert, lassen sich dadurch Effekte
in dynamischen Prozessen, wie eine Reduktion der Verweildauer und der Anzahl von

Vesikeln an der PM durch Deletion von Munc18-1, klar darstellen.

Im Falle der Ca2+-Abhéngigkeit des Dockings konnte ich zum ersten Mal die Auswir-
kungen eines sekundaren Botenstoffes auf diesen Prozess aufzeigen. Ich fand her-

aus, dass weniger LDCVs mit kurzen Verweildauern bei einer [Ca®*]; zwischen 400-
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599 nM, im Vergleich zu niedrigeren und hoheren [Ca?']i zu beobachten waren
(Abbildung 28). Gleichzeitig ging mit Erhdhung der [Ca?']; eine Reduktion von Vesi-
keln an der PM Uber den 2minutigen Beobachtungszeitraum einher, wahrend die An-
zahl von LDCVs pro Bild nicht verandert wurde (Abbildung 27).

Die Tatsache, dass keine Veranderung der Vesikelanzahl pro Bild (~0,05 + 0,01
LDCVs/um?) beobachtet werden konnte, aber die absolute Anzahl der LDCVs iber
2 min mit Erhéhung der [Ca®*]; verringert wurde (LDCVs/um?: 0-199 nM = 0,3 + 0,04;
>200 nM = ~0,2 + 0,05) lasst sich folgendermaRen erklaren: da die Zellen aller [Ca®"];
in einem Zeitraum von 12-16 h nach Virustransfektion gemessen und keine zeitlich
bevorzugt wurde, belegt, dass Ca** eine Auswirkung auf die Effizienz des Dockings
hat. Die zeitliche Bevorzugung konnte ausgeschlossen werden, da die Verteilung der
Messzeitpunkte fur alle Konzentrationen gleich war. Die Zellen, die mit einer [Ca®")
zwischen 400-599 nM perfundiert wurden, wiesen anteilig weniger LDCVs auf, die fur
kurze Zeit (0,5-5 s) membranstandig waren. Genau diese kurzlebigen Vesikel ma-
chen den Unterschied in der Gesamtanzahl uber 2 min aus. In Kombination mit dem
Ergebnis der Verteilung der Verweildauern von LDCVs an der PM uber den Beo-
bachtungszeitraum von 2 min deutet alles darauf hin, dass der Docking-Prozess
durch eine erhdhte [Ca®"] effizienter gemacht wurde. Zusatzlich wurde die axiale
Mobilitat von LDCVs maximal im Bereich von [Caz"]i zwischen 400-599 nM reduziert.
Die axiale Immobilitdt vereint gedockte und geprimte Vesikel. Lateral immobile und
gecagete LDCVs waren auch immer axial immobil, was in den Korrelationsgraphen
(Abbildung 21) klar ersichtlich ist. Die axiale Mobilitat bestatigt als weiterer Docking-
Indikator, dass eine [Ca?']; zwischen 400-599 nM zum optimalen Docking fuhrt.

Uber die genauen molekularen Mechanismen kann nur spekuliert werden, sollte aber
mit einer Reihe von Experimenten, die unter vergleichbaren Bedingungen stattfinden,
zu klaren sein. Es konnte eine von Mint-1 mediierte Interaktion (Uber dessen
Munc18-1-interagierende Domane) mit Munc18-1 vorliegen. Denkbar ware auch eine
direkte Interaktion mit der PM Uber die beiden PDZ-Domanen von Mint1 (Okamoto M
und Sudhof TC 1997), ahnlich einer Aktiven Zone. Da fur diese Interaktionen bisher
noch keine Ca**-Abhangigkeit gezeigt wurde, ist evtl. auch eine andere Interaktion
von Relevanz. Aktuell konnte von mehreren Gruppen gezeigt werden, dass Synapto-
tagmin eine entscheidende Rolle bei der Positionierung von synaptischen Vesikeln
an der, bzw. beim Docking von LDCVs an die PM spielt (de Wit H et al. 2009; Young
SM, Jr. und Neher E 2009). Innerhalb beider Studien wurde der Effekt von Ca®" al-
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lerdings nicht visuell belegt (de Wit H et al. 2009), bzw. nur untersucht, ob ein Unter-
schied im Hinblick auf Sekretion vorliegt (Young SM, Jr. und Neher E 2009).

Zum Effekt des Ca®* auf Docking und Priming kann ein weiterer interessanter Punkt
adressiert werden. Im Hinblick darauf, dass immer mehr an der Exozytose beteiligten
Proteinen eine multimodale Rolle zugedacht wird (z.B. Munc18-1, Synaptotagmin,
Syntaxin), ware es plausibel, wenn noch mehr am Priming beteiligte Proteine bei
vorgeschalteten Schritten wie z.B. Docking involviert waren. Auch wenn nur ein Teil
der gesamten Vesikelpopulation in den hier prasentierten Versuchen markiert wurde,
so lasst die Beobachtung, dass die Anzahl der Vesikel pro Bild unverandert bleibt,
Ruckschlisse auf die Anzahl von moéglichen Dockingpositionen zu (Abbildung 27).
Angenommen, dass diese Anzahl konstant bleibt, dann sorgt eine Erhdhung der
[Ca?']; nur fiir eine Umverteilung, bzw. Modifizierung der Dockingstellen, die dann zu
Primingloci werden. Das wirde aber auch bedeuten, dass die Gesamtmenge ge-

dockter (davon tw. zusatzlich geprimte) LDCVs sich nicht andert.

4.4  Uberginge zwischen den Mobilititsstadien

Neher und Zucker (1993) und Sérensen (2004) haben vorgeschlagen, dass die Ab-
folge der Prafusionsschritte in einer linearen Abfolge stattfindet. Dem Transport der
LDCVs an die PM folgt der Verankerungsschritt (Docking), aus dem Vesikel entwe-
der zurtick ins Cytosol transportiert oder aber fusionskompetent (Priming) gemacht
werden kdnnen. Das geprimte Stadium kann dann nur durch Fusion oder aber durch
Unpriming in den Pool gedockter Vesikel verlassen werden. Die sequentielle Abfolge
dieser Prozesse ist also durchaus zu erwarten. Die involvierten Proteine und Struktu-
ren, die an der DurchfUhrung der Prafusionsschritte beteiligt sind, sind bis dato zum
Teil bekannt (s.0.), aber auch zum Teil unbekannt. Durch die Analyse der Ubergange
zwischen den einzelnen Stadien, die sich aus der lateralen und axialen CD-Analyse
ergaben, konnte ich demonstrieren, dass es fast ausschlieBlich (>99,5 %) Ubergange
vom freien zum gecagetem, vom gecagetem zum immobilen Stadium und umgekehrt
gab (Abbildung 26). Somit war ich in der Lage, das erste Mal einen Beleg dafur zu
erbringen, dass das angenommene Model der linearen Abfolge von Prafusionsschrit-
ten tatsachlich zutrifft. Dies stimmt, solange sich die Zelle im Gleichgewicht befindet.
Es trifft nicht zu fir den Fall, wenn das Gleichgewicht durch Fusionsereignisse von
LDCVs beeintrachtigt wird (z.B. [Ca®*]; >800 nM).
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4.5 Ca**-abhingiges Verhalten vor Fusion

Die letzten Sekunden vor der Fusion sekretorischer Granulen mit der PM zeichnen
sich durch die Ausbildung einer engen Interaktion des SNARE-Komplexes aus. Die-
se Interaktion sollte zu einer vollstandigen Immobilisierung flihren, wie auch schon in
Experimenten von Nofal et al. (2007) angedeutet. In meinen Versuchen konnte ich
durch unterschiedliche Stimuli (UV-Blitzlicht-Photolyse, Depolarisation) zeigen, dass

LDCVs vor ihrer Fusion unbeweglich sind.

Ich konnte demonstrieren, dass mehr als 80 % der sezernierten Vesikel, fir manche
Versuchsbedingungen sogar tiber 90 % (prastimulus-[Ca®*]: 700 nM), aus vollstandi-
ger Immobilitdt sezerniert wurden. Ein geringer Bruchteil zeigte in den letzten Mo-
menten vor der Fusion gecagetes Verhalten. Wie schon in Kapitel 3.2.2 naher erlau-
tert, wurde zur Mobilitatsbestimmung zum Zeitpunkt der Exozytose eine verfeinerte
Analyse angewandt. Da der letzte CD-Wert durch vorangegangene grof3ere Werte
innerhalb der letzten Sekunde (Zeitfenster) beeinflusst worden sein kdnnte, wurde
die Distanz des letzten Schrittes zur Klassifizierung der Mobilitat genutzt. Hier muss
angemerkt, dass die allgemeine Aussagekraft der CD-Analyse nicht beeintrachtigt
wird. Allerdings handelt es sich bei der Fusion um ein Extremum, das nicht optimal
mit der CD-Analyse erfasst werden kann, da es sich um keinen ,dynamischen®, son-

dern einen finalen, randstandigen Prozess handelt.

Die verschiedenen Stimuli (UV-Blitzlicht-Photolyse, Depolarisation) stellen eine sehr
kontrollierte Art und Weise der Stimulation dar. Die poststimulus-[Ca®*]; war in der
Regel binnen 3-5s wieder auf prastimulus Niveau. Degtyar et al. (2008) zeigten,
dass bei anhaltender Stimulation mit dem Nicotin-Agonisten DMPP Uber einen Zeit-
raum von >15s in PC12-Zellen einmalige, grol3e laterale Bewegungen vor Fusion
auftraten. Hierzu sei angemerkt, dass die Verwendung von 20 yM DMPP Uber einen
Zeitraum von mehr als 15 s keineswegs einen physiologischen Stimulus darstellt. Da
zusétzlich auch keine Ca**-Indikatoren verwendet wurden, lasst sich nur mutmaRen,
dass wahrend dieser Versuche eine [Ca?*]; von >20 uM erzielt wurde (Degtyar VE et
al. 2007). Es scheint plausibel, dass dieses Phanomen der Zunahme der Beweglich-
keit vor Fusion in meinen Experimenten nicht in grolem Ausmal} beobachtet werden

konnte.

Ebenfalls beschrieben ist ein abrupter Schritt von Granulen in BON-Zellen (Zelllinie

generiert aus einem Pankreastumor) in Richtung der PM (Karatekin E et al. 2008).
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Die Autoren beobachteten einen 20 nm Schritt in axialer Richtung kurz vor Fusion.
Ungefahr 40% aller fusionierten Granulen zeigten diesen Schritt in den letzten 5 s vor
Fusion. In meinen Ergebnissen zur Beweglichkeit vor Fusion konnte ich zeigen, dass
Vesikel lateral immobil waren. Eine Analyse der axialen Bewegung unmittelbar vor
Fusion ergab keinen erkennbaren Unterschied. Vesikel die fusionierten waren so-

wohl lateral, als auch axial unbeweglich.

Angesprochen werden muss auch das unerwartete Ergebnis der CD-Verteilung se-
zernierter LDCVs, die jeweils vom ersten sichtbar werden an der PM bis zur Fusion
ermittelt worden waren (Abbildung 31). Im Schnitt sind die LDCVs immobiler, die aus

einer prastimulus-[Ca®"]

von 230 nM heraus sezerniert wurden, als bei den beiden
anderen Konditionen (700 nM + UV-Blitzlicht-Photolyse; 600 nM + Depolarisationen).
Vergleicht man die tatsachliche Anzahl der sezernierten Vesikel bei vergleichbarer
Zellzahl (nzzonm= 31, N700nm=61, Nsoonm=53; N=18%1), so kdnnte man annehmen, dass
es sich bei den aus 230 nM [Ca®"]; sezernierten LDCVs um stabil geprimte Vesikel
handelte. Bei 700 nM [Ca®*]; konnten auch LDCVs fusionieren, die erst wihrend der
Stimulation geprimt wurden, so dass sie noch kurz vor Sekretion beweglicher waren
(gedockt). Gleiches gilt fiir die Stimulation aus 600 nM [Ca?*].. Eine andere mdgliche
Erklarung ware es, dass unter Bedingungen mit geringer [Ca®']; das Unpriming redu-
ziert ist, wodurch LDCVs auch langer im immobilen Stadium gehalten werden wur-
den. Dieser Punkt kann hier nicht final geklart werden und bedarf weiterer Untersu-

chungen.

Problematisch ist die Diskrepanz zwischen der Anzahl an der PM sichtbaren Vesikel,
und die Anzahl derer, die tatsachlich freigesetzt werden. Weniger als 10 % aller Fluo-
reszenz-markierten Vesikel fusionierten infolge eines Stimulus. Diese Beobachtung
spiegelt unabhangig davon gewonnene Ergebnisse wieder (Becherer U et al. 2007)
und wurde ausfihrlich von Verhage und Sérensen (2009) diskutiert. Jene nicht fusi-
onswilligen Vesikel werden einem Sackgassen-Zustand zugesprochen, nach dem
man sie zwar gemal der EM-Definition morphologisch als gedockt ansahe, aber
nicht fusionskompetent waren (Verhage M und Sorensen JB 2008). So konnte z.B. in
B-Zellen des Pankreas gezeigt werden, dass durch Uberexpression von Granuphilin-
a oder Rab3a, eine Verringerung der sekretorischen Antwort hervorrief, wahrend die
Anzahl der gedockten sekretorischen Granulen erhdéht wurde (Torii S et al. 2002;
Gomi H et al. 2005; Tsuboi T und Fukuda M 2006; van Weering JR et al. 2007). Mog-

licherweise dienen diese ,toten“ Vesikel als Notreserve fir die Zelle, die unter be-
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stimmten Bedingungen (z.B. sehr extreme Stimuli; siehe Degtyar et al. (2008)) wie-

der zur Fusion gebracht werden konnen. Ein Beleg hierfur fehlt allerdings.

4.6 Variationen der [Ca®']; mit Diazo-2 und NP-EGTA

Generell unschliissige Ergebnisse lieferten die Experimente, in denen die [Ca®'];

wahrend der Versuche durch Photolyse von NP-EGTA (Erh6hung, Kapitel ), bzw.
Diazo-2 (Erniedrigung) variiert werden sollte. Vergleicht man die Ergebnisse mit den
Messungen unter konstanter [Ca®];
[Ca®"]; durch UV-Blitzlicht-Photolyse von NP-EGTA (Abbildung 23). Freisetzung von

BAPTA durch UV-Blitzlicht-Photolyse von Diazo-2 zeigte sogar einen entgegenge-
2+
]

fehlt die Erniedrigung der Mobilitat bei erhdhter

setzten Effekt: eine Immobilisierung mit Erniedrigung der [Ca“']; auf Ruhekonzentra-

tionen (Abbildung 24).

Die Ca?*-Strom-Spannungs-Kurven (Abbildung 25) unter den unterschiedlichen Ver-
suchsbedingungen sind ein deutliches Zeichen dafur, dass die Zellen in der Ver-
suchsreihen mit NP-EGTA und Diazo-2 nicht mehr in einem funktionellen Zustand

waren.

Die beobachteten Effekte von NP-EGTA und auch Diazo-2 kdénnten ein Problem von
Langzeitexperimenten sein. Durch die andauernde, wenn auch vorsichtige UV- Blitz-
licht-Photolyse ist es moglich, dass sich phototoxische Nebenprodukte gebildet ha-
ben oder eine pH-Veranderung im Cytosol ereignete, wodurch es zu einer Verfal-
schung der Resultate kam. So wurde gezeigt, dass nach repetitiver UV-Blitzlicht-
Photolyse von NP-EGTA mit einem Interstimulus-Interval von 2 min in Wildtyp-Zellen
der Maus schon nach dem dritten Stimulus eine drastische Abnahme der freisetzba-
ren Pools zu beobachten war (Ashery U et al. 2000). Selbst eine Verlangerung der
Intervalzeiten konnte diesen Effekt nicht rickgangig machen (J. Rettig, personliche
Kommunikation). Das beschriebene Resultat lasst zwei Interpretationsmaoglichkeiten
zu. Entweder ist die Dockingrate sehr gering, was durchaus zutreffen kann, aber an-
hand unserer Ergebnisse mit konstanter [Ca®"]; eher unwahrscheinlich ist. An dieser
Stelle ist anzumerken, dass exakte Dockingraten aus den hier prasentierten Daten
nicht zuganglich sind (4 Gleichungen mit 5 Unbekannten). Oder aber mit der Menge
der Stimuli, bzw. der Photolyse-bedingten Abbauprodukte, bilden sich wie ange-
nommen phototoxische Nebenprodukte. Dieser Punkt bedarf allerdings noch weiterer

Klarung.
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Im Falle von Diazo-2 ware ein weiteres Szenario vorstellbar. Wie bereits beschrie-
ben, andert sich die Affinitat fur Ca®*, aber auch die fiir Mg** nach dessen Photolyse.
Zwar liegt der Kg(Mg* )nach Photolyse NOCh bei 3,4 mM (vorher 5,5 mM), aber es ware
mdglich, dass die Photolyseeffizienz so hoch war (entgegen meiner Berechnungen),
dass das Ca** zwar génzlich, ebenso wie Mg gebunden wurde. Sollte den Zellen
das Mg entzogen worden sein, so war ATP nicht mehr in seiner hydrolysierbaren
Form (Mg-ATP) vorhanden. Durch diesen Abzug der Mg**-lonen wiirden somit alle
ATP-abhangigen metabolischen Prozesse heruntergefahren und die Zelle sozusagen
ausgeschaltet. Damit einher gehen wirde auch eine Abnahme der Mobilitat, da
samtliche Motorproteine kein Substrat mehr zum Verstoffwechseln hatten. Es scheint
also notwendig, um aus dem Versuchsansatz mit Diazo-2 funktionelle Ergebnisse
gewinnen zu koénnen, die eingesetzte Konzentration an Diazo-2 zu reduzieren. Dies
hatte allerdings zur Folge, dass die [Ca®*]; nicht mehr in den geforderten Konzentrati-

onsbereich gebracht werden konnte.

4.7 Ca*-Mikrodomanen

Sog. ,Hotspots” der Sekretion, also Orte, an denen es bevorzugt zu Sekretion kom-
men kann, konnten durch zwei unterschiedliche Wege entstehen. Zum Einen ware
es moglich, dass sich Cluster von t-SNAREs in der PM bilden, wie es am Beispiel
von Syntaxin-1 in PC-12-Zellen gezeigt werden konnte (Sieber JJ et al. 2007). Aus-
schlieBlich an diesen Clustern ware die Formation eines funktionellen SNARE-
Komplexes zwischen Vesikel und PM moglich. Zum Anderen waren Cluster von
Ca’*-Kanalen vorstellbar, die bei Depolarisation der Zelle zu einem sehr lokalen,
aber dramatischen Anstieg der [Ca®']; fihren wiirden (Neher E und Sakaba T 2008).
Von Relevanz kénnten dabei unterschiedlichste Ca®*-Kanaltypen sein, die mit der
Exozytose in bovinen Chromaffinzellen in Verbindung gebracht wurden. Je nach Art
der Stimulation sind dies Ca**-Kanale vom L-, N- und P/Q-Typ (Garcia AG et al.
2006). Kanalen vom P/Q-Typ wird dabei eine raumlich nahere Verbindung zur sekre-
torischen Maschinerie als denen vom L-Typ zugedacht (Lara B et al. 1997; Lara B et
al. 1998). Beide Madoglichkeiten, t-SNARE- oder Ca®*-Kanal-Cluster, wirden

,Hotspots® der Sekretion zur Folge haben.

Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden bovine Chromaffinzellen in Kultur

im perforierten Patch minimal invasiv abgeleitet. Die Zellen wurden repetitiv mit einer
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Abfolge von Depolarisationen stimuliert und samtliche Positionen der dadurch ausge-

|0sten Sekretion von LDCVs wurden genau detektiert (Abbildung 40).

Die von mir durchgefuhrten Experimente zur Bestimmung von ,Hotspots® kamen zu
keinem schllssigen Ergebnis. Es konnten keine bevorzugten Positionen der Exozy-
tose festgestellt werden. Als Erklarung kann die Moglichkeit herangezogen werden,
dass die Art und Weise der Stimulation (Abfolge von sieben 100 ms andauernden

Depolarisationen bei 5 Hz) eine zu hohe globale [Ca®")

erzeugt hat, wodurch in der
PM ein uniformes Ca?*-Signal ausgebildet wurde. Das hatte zur Folge, dass die Ein-
flisse von Ca?*-Mikrodomanen dadurch verschwinden wiirden. Dieser Punkt kann
jedoch nicht belegt werden, da in Abwesenheit von Ca**-Indikatoren gearbeitet wur-

de.

Zusatzlich zu einer moglichen Abschwachung des Stimulus ware es ratsam (im Falle
der Wiederholung dieses Versuches) einen Ca**-Indikator einzusetzen, der eine ge-
ringe Affinitat fiur Ca®* hat. Ein Zwei-Farben-Experiment mit einem niederaffinen
Ca?*-Indikator wie z.B. CaRuby (KdCa2+: 30 uM; Fluoreszenz vergleichbar zu mRFP)
und einem grun-fluoreszenten Vesikelmarker (mTFP, eGFP) kdnnte diese 0.g. Prob-
lematik umgehen (Luccardini C et al. 2009). Es ware so mdglich, bei ausreichend
milden Stimuli, Ca**-Mikrodomanen bis auf einen Subpixelebene genauestens zu

detektieren und dementsprechend mit der Sekretion von LDCVs in Verbindung zu

bringen.
350 0,18 Abbildung 43. Zweidimensio-
0,18 nales Modell der Entwicklung
300 019 - von Ca*-Mikrodominen. Pa-
o5 049 T rameter waren: Ca®*-Kanal-

Abstand 300 nm, Depolarisation
auf 0 mV fur 20 ms, Anwesen-
heit von 500 yM Fura-2. Ver-
gleich der Ca**-Gradienten, die
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forme Ausbreitung (Hullenmo-
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Bei den hier prasentierten Daten handelt es sich um vereinzelte Chromaffinzellen in
Kultur. Es scheint moglich, dass, wurden die Chromaffinzellen im Gewebe untersucht
werden, eine Polarisierung der Zellen zu beobachten ware (Lopez | et al. 2007) die in
Kultur verloren geht. Eventuelle Strukturen, die den AZ der Neurone entsprechen,
wurden ebenso verloren gehen. Oder aber Prafusionscluster von t-SNARE-Dimeren
(Syntaxin/SNAP-25) mit Synaptotagmin, die in Ca®*-unabhangiger Art und Weise
eine Plattform fur Fusion ausbilden, konnten so in ihrer Lokalisation gestort sein, wo-

durch sich keine ,Hotspots® ausbilden konnen (Rickman C et al. 2004).

Die von mir beschriebenen Unterschiede in der Ca?*-Sensitivitat von Docking (Kapitel
4.3) und Priming (Kapitel 4.2) ergeben unter der Betrachtungsweise von Ca*'-
Mikrodomanen aus physiologischer Sicht Sinn. Damit die Zelle in der Lage ist, beide
Ca?*-abhangigen Prozesse optimal anzusteuern, die aber in unterschiedlicher Ent-
fernung zur Ca®*-Quelle (Ca?*-Kanal) liegen, bzw. aufgrund der Zellarchitektur und
endogener Ca®*-Puffer unterschiedlichen Ca**-Konzentrationen ausgesetzt werden,
ist es notwendig, diese beiden Prozesse mit unterschiedlichen Affinitaten auszustat-
ten (Park YB et al. 1996; Babcock DF et al. 1997; Duman JG et al. 2008). Gemafl
den Modellen von Klingauf und Neher (1997) nimmt der Ca®**-Gradient nach Stimula-
tion mit Distanz zur PM rapide ab, an der Membran selbst ergibt sich eine durchge-
hende Mindestkonzentration (Abbildung 43).

Ich interpretiere meine Ergebnisse dahingehend, dass Priming bei einer [Ca?*]i von
~700 nM und Docking bei ~500 nM optimal angesteuert werden. Dadurch ist die Zel-
le in der Lage, bei basaler physiologischer Stimulation (AP-Frequenz: 0.5 Hz), die
Fusionsmaschinerie zu einem Maximum einsatzbereit zu halten. (Brandt BL et al.
1976; Kidokoro Y und Ritchie AK 1980; Fulop T et al. 2005).

4.8 Ausblick

Die Kombination von TIRF-Mikroskopie, Ganzzellableitungen und ratiometrischen
Ca?**-Messungen ermdglichte mir die Untersuchung von membrannahen Prifusi-
onsschritten und das gleichzeitige Auslesen von mehreren Viabilitatsparametern.
Speziell im Fokus dieser Versuchsanordnung liegen samtliche Effektoren dieser Pra-
fusionsschritte, die Uber die Patchpipette in die Zellen perfundiert, herausgewaschen
oder durch Neurotoxine blockiert werden konnen. Der Schwerpunkt der Untersu-

chungen konnte dabei auf weitere sekundare Botenstoffe (z.B. ATP) gelegt werden,
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deren Effekte in nicht-dynamischen Analyseverfahren (EM) nur schwerlich aufzuzei-

gen waren.

Im Hinblick auf die hier beschriebenen Auswirkungen von Ca?* stellt sich nun die Fra-
ge, welches die Interaktionspartner besonders beim Docking sind. Sollte es eine In-
teraktion mit Synaptotagmin sein, die evtl. auf einer bisher noch nicht verstandenen,
aber doch bekannten Beschleunigung der Rekrutierung des Dockings und des Pri-
mings basiert, so ware hier der erste Hinweis, wie dieser Effekt studiert werden konn-
te (siehe Verhage und Sorensen 2008). Reizvoll wire im Zusammenhang mit Ca®*

auch die nahere Untersuchung des Effekts von Calmodulin auf Prafusionsschritte.
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