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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Neurone der Spinalganglien (engl.: dorsal root ganglion neurons; DRG-Neurone; Neurone
der Hinterwurzelganglien) sind ein wichtiger Vermittler verschiedener
Sinneswahrnehmungen. Von besonderem wissenschaftlichen Interesse st die
Schmerzwahrnehmung. DRG-Neurone konnen die Schmerzwahrnehmung durch die
Freisetzung von Neuromodulatoren wie Substanz P (SP), Calcitonin gene-related peptide
(CGRP) oder Neuropeptid Y (NPY) aus elektronendichten Granula (engl.: large dense-core
vesicles; LDCVs) auf unterschiedliche Weise beeinflussen. Die Wirkung dieser Modulatoren
auf die Reizweiterleitung an Synapsen ist gut untersucht, welchem Mechanismus ihre
Freisetzung unterliegt, jedoch kaum.
In dieser Arbeit wurde die Sekretion NPY-Venus markierter LDCVs in DRG-Neuronen durch
Einsatz interner Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (engl.: total internal reflection
fluorescence microscopy; TIRFM) und Feldelektrodenstimulation untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass durch einen Puls von 100 uA Amplitude, einer Dauer von 3 ms bei
100 Hz, mit vorhergehendem 5 Hz-Prastimulus, eine robuste Sekretion von LDCVs am Soma
von DRG-Neuronen erzeugt wird. Die Verbindung zwischen dem Zeitpunkt der Stimulation
und der dadurch induzierten Sekretion von LDCVs ist mit 28.3 £ 5.9 s sehr schwach. Weiter
wurde beobachtet, dass der bevorzugte Modus der LDCV-Freisetzung bei
Feldelektrodenstimulation , Full Fusion“-Exozytose ist. Induziert man Sekretion hingegen
durch Applikation einer 60 mM Kaliumlosung, treten die drei Fusionstypen ,Full Fusion®,
,Kiss and Run“ und , Kiss and Stay“ mit gleicher Wahrscheinlichkeit auf.
In Publikationen wurde gezeigt, dass neuromodulatorische Substanzen beispielsweise den
Einstrom von Calcium in das Soma von DRG-Neuronen verandern kdnnen. Daraus ergibt sich
die Moglichkeit der Beeinflussung der LDCV-Sekretion selbst. Diese Hypothese wurde in
dieser Arbeit bestatigt. Die Applikation des nattrlich in DRG-Neuronen vorkommenden NPY
in einer Konzentration von 0,05 uM auf DRG-Neurone in Kultur fihrt bereits bei einer
niederfrequenten Stimulation zu einer maximalen Sekretionsrate der LDCVs von
0,016 LDCVs/s. Weiterhin werden pro Zelle durchschnittlich mehr LDCVs freigesetzt als in
Kontrollzellen und die Sekretionsrate bleibt konstant hoch. NPY bewirkt also eine
Sensibilisierung von DRG-Neuronen hinsichtlich der Freisetzung von LDCVs. In Patch-Clamp-
Experimenten konnte gezeigt werden, dass diese Sensibilisierung moglicherweise auf eine
Verschiebung des Ruhemembranpotentials zurlickzufiihren ist. SchliefRlich wurde durch
immunzytochemische Farbungen und Experimente mit TIRFM nachgewiesen, dass NPY zu
einer Aktivierung der Adenylatcyclase (AC) und der Proteinkinase A (PKA) fihrt.
In dieser Arbeit konnten neue Erkenntnisse liber die Freisetzung von LDCVs aus DRG-
Neuronen gewonnen werden. Es wurde unter anderem gezeigt, dass verschiedene Modi der
Exozytose von LDCVs existieren und dass deren Inhalt eine auto- oder moglicherweise auch
parakrine Wirkung auf seine eigene Freisetzbarkeit besitzt.

Vil



Summary

Summary

»Study on the releasability and the mode of secretion of large dense-core vesicles (LDCVs)
from dorsal root ganglion (DRG) neurons of the mouse and their interference by

neuropeptide Y (NPY)”

Dorsal root ganglion (DRG) neurons are an important mediator of various sensory
perceptions. Of particular scientific interest is the perception of pain. Through the release of
neuromodulators like substance P (SP), Calcitonin gene-related peptide (CGRP) or
neuropeptide Y (NPY) from large dense-core vesicles (LDCVs), DRG neurons can influence
pain perception in several ways. The action of neuromodulators on synaptic transmission is
well studied, however the mechanism underlying their release, is poorly understood.

In this work the secretion of NPY-Venus labeled LDCVs was studied in DRG neurons using
total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM) and field electrode stimulation. It
could be shown that a pulse of 100 yA amplitude and 3 ms duration at 100 Hz with a
preceding 5Hz prestimulus, evokes robust LDCV secretion from DRG somata. The
stimulation-secretion coupling, i.e. the timespan between onset of stimulation and release
of LDCVs, is with 28.3 + 5.9 s very weak. With field electrode stimulation the preferential
mode of secretion is full fusion, however application of a 60 mM potassium solution to
induce secretion evokes all three modes of exocytosis (full fusion, kiss-and-run and kiss-and-
stay) with the same probability.

In literature it was shown that neuromodulatory substances can for example change calcium
influx into the DRG soma, thus providing the possibility to influence LDCV release itself. This
hypothesis was corroborated in this work. Application of NPY, i.e. endogenously expressed in
DRG neurons, in a concentration of 0.05 uM to DRG neurons in culture, leads to a maximal
LDCV secretion rate of 0,016 LDCVs/s already at 5 Hz stimulation. Furthermore, the amount
of secreted LDCVs per cell is increased in comparison to control cells and the rate of
secretion stays constantly high. This means that NPY leads to a sensitization of DRG neurons
in regard to LDCV secretion. Using the patch-clamp-technique we could show that the
sensitization of the neurons is probably due to a shift in resting membrane potential. Finally,
immunocytochemistry and TIRFM experiments unraveled that the NPY induced
enhancement of secretion was due to the activation of adenylate cyclase (AC) and protein
kinase A (PKA).

In this thesis new insights in the release of LDCVs from DRG Neurons could be gathered.
Among other things it could be shown that different modes of exocytosis do exist for LDCVs
and that their content is capable to affect its own releasability in an auto- or probably

paracrine manner.
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1. Einleitung

Die Erforschung von Sinneswahrnehmungen ist seit jeher von grolem Interesse. Besonders
wichtig wird dies, wenn Wahrnehmungen schmerzhafter Natur sind. Jeder Mensch macht in
seinem Leben die Erfahrung von Schmerz, wenn auch dessen Intensitat von Person zu
Person sehr unterschiedlich empfunden wird. Wird Schmerz zudem chronisch, stellt dies
eine grolle Belastung flr die Betroffenen dar. Daher ist es wichtig, die Mechanismen, die
hinter der Entstehung von (chronischem) Schmerz stehen, aufzuklaren. Zu diesem Zweck
wurden im Folgenden Neurone der Spinalganglien (engl.: dorsal root ganglion (DRG)
neurons) untersucht, die fur die Empfindung vieler verschiedener Wahrnehmungen, unter

anderem Schmerz, verantwortlich sind.

1.1. Neurone der Spinalganglien (DRG-Neurone)

DRG-Neurone sind die Mediatoren, die uns den Sinn des ,Fiihlens” vermitteln. Bei ihnen
handelt es sich um spezialisierte sensorische Neurone, die morphologisch eine
pseudounipolare Form aufweisen. Sie bestehen aus einem peripheren Axon, dessen Ende in
der Haut, an Muskeln oder Gelenken liegt, einem Zellkbrper und einem zentralen Axon,
welches Reize in das Riickenmark weiterleitet. Die Zellkdrper befinden sich geblindelt in den
Spinalganglien (DRG), zusammen mit speziellen sie umgebenden Gliazellen, den
sogenannten Mantelzellen. Die DRGs liegen beidseitig in den Zwischenwirbelléchern jedes
Rickenmarksegments.

DRG-Neurone kann man grob anhand ihrer Sinneswahrnehmung in verschiedene Gruppen
unterteilen: Nozizeptoren, Mechanorezeptoren und Propriozeptoren. Die Art der
Wahrnehmung wird durch die vorhandenen Rezeptoren in der peripheren Endigung, aber
auch durch die Expression diverser anderer Proteine in einem Neuron definiert. Anhand
dieser Proteinzusammensetzung kann man die Neurone in weitere Untergruppen
unterteilen. Auch die Morphologie der Axone und die Region, in die Neurone ins
Rickenmark projizieren, spielen bei der Kategorisierung der Neurone eine wichtige Rolle.

Abbildung 1 zeigt eine grobe Ubersicht {iber die verschiedenen Klassen der DRG-Neurone.
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Abbildung 1 : Schema zur Unterteilung von DRG-Neuronen nach GroBe, Art des Axons, Innervation und
Wahrnehmung und Darstellung der jeweiligen Projektionen in verschiedene Regionen des
Riickenmarks. Die GrofRe der DRG-Neurone ist codiert liber die GrofRe des Ganglions, die Beschaffenheit
der Axone ist beschrieben durch Ia, Ib, Il bzw. AB, Ad und C. Des Weiteren ist abzulesen, welches Organ
die jeweilige Gruppe innerviert, welche Wahrnehmung sie vermittelt und in welche Region des
Rickenmarks der Reiz weitergeleitet wird (INs = Interneurone, MNs = Motorneurone, I-IX = Laminae)
(Abbildung aus: Lallemend und Ernfors (2012)).

Fasern, die Muskeln oder das Golgi-Sehnenorgan (engl.: Golgi tendon organ, GTO)
innervieren, werden in Typ la, Ib, II, lll und IV Fasern eingeteilt (Unterteilung nach Lloyd und
Hunt, 1943). Innervieren Fasern die Haut, so erfolgt die Unterteilung nach Gasser und
Grundfest (1939) in Aa, AB, Ad und C-Fasern. Typ la und Ib Fasern innervieren
Muskelspindeln und das GTO. Sie sind myelinisiert und besitzen einen groBen Axon-
Durchmesser von 13-20 um, woraus sich eine Nervenleitgeschwindigkeit von 80-120 m/s
ergibt. Diesen Fasern entsprechen nach Gasser und Grundfest Aa Fasern in der Haut. Die
nachste Gruppe sind Typ Il bzw. AB Fasern, die Muskelspindeln innervieren bzw.
Mechanorezeptoren in der Haut darstellen. Der Durchmesser ihrer Axone betragt 6-12 um,
sie sind myelinisiert und besitzen eine Leitgeschwindigkeit von 30-75 m/s. Typ Ill bzw. AS
Fasern besitzen dinn myelinisierte Axone von 1-5um Durchmesser und eine
Leitgeschwindigkeit von 3-30 m/s. Sie kdnnen Mechanorezeptoren, Nozizeptoren aber auch
Thermorezeptoren fiir kalte Temperaturen sein. Typ IV bzw. C-Fasern schlieRlich sind die
einzigen Fasern ohne Myelinisierung. Der Durchmesser ihrer Axone betradgt lediglich 0,2-
1,5 um, wodurch sie die deutlich geringste Leitgeschwindigkeit von 0,5-2 m/s besitzen. Sie
sind Nozizeptoren und Thermorezeptoren fiir Warme. Neurone der C-Fasern kann man des
Weiteren in peptiderge und nicht-peptiderge Neurone unterteilen. Peptiderge Neurone
konnen neuromodulatorische Substanzen wie Calcitonin gene-related peptide (CGRP),
Substanz P (SP) oder Neuropeptid Y (NPY) in elektronendichten Granula (engl.: large dense-

core vesicles; LDCVs) speichern und durch Exozytose aus der Zelle freisetzen (Hokfelt et al.,
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1980; Schoenen et al., 1989). Nicht-peptiderge Neurone besitzen hingegen nur wenige
LDCVs und es konnten in diesen Zellen bisher nur nach Verletzungen von Nervenfasern
neuromodulatorische Substanzen nachgewiesen werden (Zhang et al., 1995a).

Zur Signaltransduktion ins Rilckenmark benutzen DRG-Neurone den exzitatorischen
Neurotransmitter Glutamat, den sie an Synapsen aus synaptischen Vesikeln (SVs) in den
synaptischen Spalt freisetzen. Fir peptiderge Neurone gibt es, wie bereits erwahnt, noch
eine weitere Moglichkeit der Signallibertragung. Sie kdnnen Uber elektronendichte Granula
verschiedenste neuromodulatorische Substanzen freisetzen und so auto- aber auch

parakrine Wirkungen austiben (Landry et al., 2003).

1.2. LDCVs in DRG-Neuronen

LDCVs sind in Neuronen neben SVs ein wichtiges Organell zur Speicherung und Freisetzung
von Botenstoffen. Sie unterscheiden sich von SVs durch ihren Inhalt, den Ort der
Freisetzung, die Calciumabhangigkeit ihrer Exozytose und dementsprechend der Starke des
zur Freisetzung bendtigten Stimulus (Ghijsen und Leenders, 2005; Hokfelt, 1991; Hokfelt et
al., 2000; Huang und Neher, 1996). In DRG-Neuronen setzen SVs den Neurotransmitter
Glutamat frei, wohingegen LDCVs in ihrem Inhalt sehr unterschiedlich sein kdnnen (bspw.
SP, CGRP, NPY ..). Zudem wurde gezeigt, dass nach einer akuten Verletzung oder
Kultivierung der Neurone die Expression einiger dieser Botenstoffe verandert ist (Landry et
al., 2005; Schoenen et al., 1989; Zhang et al., 1995a). Weiterhin ist ein Merkmal von DRG-
Neuronen, dass sie oft nicht nur einen bestimmten Botenstoff exprimieren, sondern in
einem Neuron verschiedene Stoffe gleichzeitig vorkommen (Gibbins et al., 1987; Merighi et
al., 1988; Zhang et al., 1995a). Zudem werden die verschiedenen Substanzen in der Regel
nicht in individuellen LDCVs gespeichert, sondern viel eher liegt in LDCVs immer ein Gemisch
dieser vor (Merighi, 2002; Merighi et al., 2011; Salio et al., 2007).

Die Freisetzung von SVs erfolgt immer an spezialisierten Orten von Neuronen, den Synapsen.
Dort liegen sie sehr nah an spannungsabhangigen Calciumkanédlen und kénnen, auf einen
Stimulus hin, binnen Millisekunden freigesetzt werden (Neher, 1998). Durch die Offnung der
Calciumkanale entstehen sog. Calcium-Microdomanen, in denen eine Calciumkonzentration
von bis zu 100 uM herrscht. LDCVs besitzen keine definierte Region in der Zelle, an der sie

freigesetzt werden. Sie kdnnen sowohl am Axon als auch am Soma von Neuronen sezerniert
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werden (Huang und Neher, 1996; Xia et al., 2009). Dies legt nahe, dass fiir die Exozytose von
SVs eine wesentlich hohere Calciumkonzentration nétig ist als fiir LDCVs, da eine solch hohe
Konzentration wie in den Calcium-Microdomanen der Synapsen, im Cytosol der Zelle nicht
vorkommen kann. Des Weiteren wurde in DRG-Neuronen gezeigt, dass neben einer
calciumabhangigen auch eine calciumunabhédngige Exozytose von LDCVs stattfinden kann
(Huang und Neher, 1996; Zhang und Zhou, 2002; Zheng et al., 2009).

Generell ist Gber den Mechanismus der Freisetzung von LDCVs in Neuronen wenig bekannt.
Hauptsachlich wurde die Exozytose von SVs in Neuronen oder von LDCVs in
neuroendokrinen Zellen, wie beispielsweise Chromaffinzellen, untersucht (Becherer und
Rettig, 2006). Verallgemeinernd kann gesagt werden, dass die Hauptkomponenten der
Freisetzungsmaschinerie fiir beide Arten von Vesikeln sehr dhnlich sind. Beiden gemein ist
der sog. SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor)-Komplex
und einige andere Komponenten, die Vesikel in einen fusionskompetenten Zustand
versetzen (Becherer und Rettig, 2006; Martin, 2003). Dieser SNARE-Komplex vermittelt,
mithilfe weiterer Proteine, das feste Binden der Vesikel an den Ort der Exozytose (Docking
und Priming) und die Fusion der Vesikel- mit der Plasmamembran der Zelle. Er besteht aus
dem v (engl.: vesicle oder vesicular)-SNARE VAMP (engl.: vesicle-membrane associated
protein) und den t (engl.: target)-SNAREs SNAP-25 (synaptosomal-associated protein 25) und
Syntaxin. Weiterhin wurde gezeigt, dass SVs in Neuronen und LDCVs in Chromaffinzellen in
verschiedenen ,Pools” vorliegen. Dies bedeutet, dass Vesikel zu unterschiedlichen
Zeitpunkten einer Stimulation freigesetzt werden, da sie sich nicht alle im gleichen
Reifungsstadium der Exozytose befinden (Rettig und Neher, 2002; Schneggenburger et al.,
2002; Sorensen, 2004). In diesem Fall lassen sich die Eigenschaften von SVs und LDCVs sehr
gut vergleichen, da in Chromaffinzellen LDCVs anhand ihrer Funktion mit SVs in Neuronen
gleichzusetzen sind. Mochte man LDCVs in Chromaffinzellen bzw. SVs in Neuronen mit
LDCVs in Neuronen gleichsetzen, ist dies nur schwer moglich, denn in Neuronen sind LDCVs
nicht die Hauptinformationstrager. lhre Aufgabe ist die Freisetzung neuromodulatorischer
Substanzen und somit die Modifikation der Reizweiterleitung (Merighi et al., 2011). Bisher
konnte gezeigt werden, dass sie liberall entlang eines Neurons freigesetzt werden kdnnen,
dass dies aber nach einem Stimulus mit erheblicher Verzogerung geschieht (Xia et al., 2009).
Dies ist auch verstandlich, da sie sich bei Stimulation, im Vergleich zu SVs, nicht zwingend in

direkter Ndhe zu Calciumkanalen befinden (Martin, 2003). Somit dauert es langer, bis die



Einleitung | 1

intrazellulare Calciumkonzentration ([Ca2+]i) von 3-10 uM, die zur Einleitung ihrer Freisetzung
bendtigt wird (Huang und Neher, 1996), erreicht wird. Definierte Pools wie fiir SVs in
Neuronen bzw. LDCVs in Chromaffinzellen konnten bisher in DRG-Neuronen noch nicht
beobachtet werden. So bleiben der Mechanismus der LDCV-Freisetzung und der

physiologische Reiz, der hierfiir bendtigt wird, in Neuronen bislang ungeklart.

1.3. Exozytose von Vesikeln

Wie bereits beschrieben kénnen SVs und LDCVs nach Bildung eines stabilen SNARE-
Komplexes mit der Plasmamembran der Zelle auf einen Calciumeinstrom in die Zelle hin
fusionieren. Diese Fusion lauft allerdings nicht immer nach dem gleichen Schema ab,
sondern es wurden verschiedene Modi der Exozytose gefunden. Fiir beide Arten von
Vesikeln gibt es Griinde, die das Vorhandensein mehrerer Modi der Freisetzung
rechtfertigen.

Die Membran von SVs an Synapsen kann nach Fusion mit der Plasmamembran durch
Endozytose recycelt werden. Aullerdem gibt es spezielle Transporter, die SVs mit neu
synthetisiertem oder von der Zelle wieder aufgenommenem Neurotransmitter in der
Synapse befiillen kénnen. Da Synapsen oft in einiger Entfernung vom Zellkérper liegen, in
dem Vesikel und deren Inhalt neu synthetisiert werden kénnen, wird durch das Recycling ein
standiges Vorhandensein von SVs und somit die Bereitschaft der Neurone zur
Reizweiterleitung gewahrleistet. Flr LDCVs gibt es diesen Mechanismus nicht (Hokfelt et al.,
1980; Merighi et al.,, 2011). Sie missen immer wieder im Soma der Neurone mit neu
synthetisierten Botenstoffen befiillt und von dort zum Ort der Freisetzung transportiert
werden (Zhang et al., 2010). Beide Mechanismen der Bereitstellung neuer, befillter Vesikel
sind mit einem hohen Energieaufwand und Zeitverlust verbunden. Um ein Vesikel bzw.
dessen Inhalt mehrmals und somit effizienter nutzen zu kénnen, gibt es neben der ,Full
Fusion” (vollstandige)-Exozytose, bei der die Vesikelmembran vollstdndig mit der
Plasmamembran verschmilzt und der gesamte Inhalt der Vesikel freigesetzt wird, noch die
,Kiss and Run“-Exozytose (An und Zenisek, 2004; Becherer und Rettig, 2006; Rizzoli und
Jahn, 2007). Bei dieser verschmilzt die Membran eines Vesikels nur teilweise mit der
Plasmamembran und gibt so nur einen Teil des Inhalts in das extrazelluldre Milieu frei.

AnschlieBend verschliel3t sich diese Fusionspore wieder und das Vesikel entfernt sich mit
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seinem restlichen Inhalt von der Plasmamembran. Des Weiteren existiert noch die , Kiss and
Stay“-Exozytose. Sie ist dhnlich zu ,Kiss and Run”, allerdings bleibt hier das einmal
fusionierte Vesikel weiterhin an der Membran, um noch weitere Male am gleichen Ort
fusionieren zu kdonnen. Die Bezeichnungen dieser Fusionsarten variieren zwischen einzelnen

Forschungsgruppen stark (de Wit et al., 2009; Rizzoli und Jahn, 2007).

1.4. Neuropeptid Tyrosin (NPY)

Neuropeptid Tyrosin (NPY) ist ein 36 Aminosduren langes (Tatemoto, 1982), im zentralen
und peripheren Nervensystem sehr haufig vorkommendes Peptid, das zusammen mit dem
pankreatischen Polypeptid (PP) und Peptid YY (PYY) zur Familie der pankreatischen
Polypeptide (PP) gehort. Aufgrund seines weitverbreiteten Vorkommens im Korper besitzt es
diverse physiologische Funktionen (Adrian et al., 1983; Allen et al., 1983). Im Gehirn ist es
das am haufigsten vorkommende Neuropeptid. Es vermittelt seinen Effekt, wie die meisten
Neuropeptide (Merighi et al., 2011), durch die Bindung an G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs). Bisher wurden funf verschiedene NPY-Rezeptoren identifiziert: Y1, Y, Ya, Y5 und ve.
Im Gehirn und in DRG-Neuronen wurde das Vorkommen von Y; und Y, gezeigt (Aicher et al.,
1991; Brumovsky et al., 2005; Brumovsky et al., 2002). In DRG-Neuronen befindet sich Y; auf
kleinen, peptidergen Neuronen (Zhang et al., 1994), wahrend Y, sowohl auf kleinen
peptidergen als auch auf nicht-peptidergen Neuronen gefunden wurde (Brumovsky et al.,
2005).

Neben seiner Rolle bei der Hormonsekretion (Kalra und Crowley, 1984), der Regulierung des
zirkadianen Rhythmus (Albers und Ferris, 1984) und der Nahrungsaufnahme (Clark et al.,
1984; Levine und Morley, 1984; Stanley und Leibowitz, 1984) konnte fir NPY im
Hippocampus auch gezeigt werden, dass es zu einem reduzierten Calciumeinstrom und
somit zur Inhibierung der exzitatorischen Reizweiterleitung an der Prasynapse fiihrt (Colmers
et al., 1988).

Ein wichtiges Forschungsfeld ist auch die Rolle von NPY bei der Schmerzwahrnehmung, die
Hua et al. (1991) schon frith beschrieben. Hierbei ist es nicht nur im Gehirn, sondern auch in
DRG-Neuronen von groBer Bedeutung. In gesunden Neuronen ist es in sehr geringen
Mengen, in LDCVs im Soma und Axon kleiner, peptiderger Neurone und deren Terminalen in

Laminae | und Il des Rickenmarks zu finden (Zhang et al., 1995a). Nach Lasion des
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peripheren Axons steigt die Expression von NPY stark, vor allem in mittelgroBen und grofRen
DRG-Neuronen, wo es dann neben der Lokalisation in LDCVs auch im Soma der Zellen
vorkommt (Zhang et al., 1995a).

Fiir die Funktion von NPY in der Schmerzwahrnehmung wurde bisher gezeigt, dass es die
Freisetzung von SP in DRG-Neuronen reduziert (Walker et al., 1988). Des Weiteren flihrt NPY
Uber die Bindung an Y,-Rezeptoren zu einem reduzierten Calciumeinstrom in DRG-Neurone
und somit zu einer reduzierten Freisetzung von Glutamat an Synapsen (Bleakman et al.,
1991). Zudem konnte beobachtet werden, dass NPY im Riickenmark tber die Bindung an Y;
die Freisetzung inhibitorischer Neurotransmitter wie GABA oder Glycin auf inhibitorische
Neurone hemmen kann (Smith et al., 2007). AuRerdem kann NPY die Erregbarkeit von DRG-
Neuronen, durch Unterdriickung des Calciumstroms durch N-Typ Calciumkandle und somit
im Folgenden einer Verringerung der calciumsensitiven Kaliumleitfahigkeit nach Aktivierung
von Y, erhohen (Abdulla und Smith, 1999). Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte, dass die
Aktivierung von Y; den Calciumstrom durch L-Typ Calciumkanale erhoht. Endoh et al. (2012)
wiesen in submandibularen Ganglion-Neuronen nach, dass ein erhohter Calciumeinstrom
durch L-Typ Calciumkanidle tber die Aktivierung von Adenylatcyclase (AC) und Proteinkinase
A (PKA) vermittelt wird. Und schlieRlich flihrte eine Stimulation von Y; und Y, Rezeptoren zu
einer Inhibierung des axonalen Transportes durch Inhibierung der AC und PKA. Generell wird
NPY ein schmerzlindernder Effekt zugewiesen, was auch in Verhaltensexperimenten an

gentechnisch veranderten NPY-knockout-Mdausen gezeigt wurde (Shi et al., 1998).

1.5. Fragestellung der Arbeit

In DRG-Neuronen wurde bis heute eine Vielzahl neuromodulatorischer Substanzen
gefunden. Diese kommen hauptsachlich in an der Schmerzwahrnehmung beteiligten
Neuronen vor, also peptidergen C-Fasern, weshalb die Untersuchung ihrer Funktion von
grofler Bedeutung ist. Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits das Vorkommen
neuromodulatorischer Substanzen und ihrer Rezeptoren, deren Verdnderung im
Expressionslevel und -muster nach Verletzungen und deren Funktion in der Zelle nach
Bindung an ihre Rezeptoren erforscht (Brumovsky et al., 2005; Schoenen et al., 1989; Zhang

et al., 1995a; Zhang et al., 1995b). Man weill daher bereits viel Uber die moglichen
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Funktionen verschiedener Neuromodulatoren, allerdings wurde bisher in Neuronen kaum
untersucht, welcher Mechanismus deren Freisetzung zugrunde liegt.

Aufgrund der geringen Kenntnis (iber die Freisetzung von LDCVs aus Neuronen sollte dies in
dieser Arbeit an DRG-Neuronen untersucht werden. Zunachst galt es, durch Einsatz interner
Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) und einer elektrischen
Feldelektrodenstimulation einen Stimulus zu konzipieren, der am Soma von DRG-Neuronen
eine robuste LDCV-Sekretion hervorruft. Flr SVs geschieht die Freisetzung nach Stimulation
binnen Millisekunden, fiir LDCVs wurde in hippocampalen Neuronen hingegen eine nur
schwache Stimulus-Sekretions-Beziehung (16 s) gefunden (Xia et al., 2009). Daher sollte im
nachsten Schritt diese Beziehung zwischen dem Zeitpunkt der Stimulation und der Sekretion
von LDCVs ermittelt werden. Weiter ist bekannt, dass fir die Freisetzung von Vesikeln
verschiedene Modi wie ,Full Fusion”, ,Kiss and Run“ und ,Kiss and Stay“ existieren (Becherer
und Rettig, 2006; de Wit et al., 2009). Da diese Fusionstypen Neuronen eine Moglichkeit der
Regulation der Freisetzung neuromodulatorischer Substanzen bieten, sollte geklart werden,
ob diese auch in DRG-Neuronen fiir die Exozytose von LDCVs existieren und welcher Modus
bevorzugt genutzt wird. DRG-Neurone exprimieren neben verschiedenen Neuromodulatoren
auch deren Rezeptoren. Daher sollte schlieRlich untersucht werden, ob einer dieser
Neuromodulatoren (NPY), der besonders nach Verletzungen von Nerven stark in DRG-
Neuronen exprimiert wird und eine wichtige Rolle in der Schmerzwahrnehmung spielt, einen
Effekt auf die Freisetzung von LDCVs und somit eine autokrine oder mdglicherweise

parakrine Wirkung auf seine eigene Freisetzung besitzt.
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2.1. Material

2.1.1. Chemikalien
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Substanz Hersteller
Agar Agar Roth

Agarose NEEO Ultra Qualitat Roth
L-Aspartat Sigma-Aldrich

B27-Supplement

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

CaCl, x 2H,0

Chloroform

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
dNTP-Mix

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
Ethanol (100 %)

Ethidium Bromid (EtBr)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-
tetraessigsaure (EGTA)

Fetal Calf Serum (FCS)

Formaldehyd (Methanol frei)

Forskolin

Fura-2 AM

2‘-Deoxy-5-fluorouridin (FUDR)

Glucose

Glutamax-Stock

Glycerol

Glycin

Life Technologies
Sigma-Aldrich
Roth

Merck
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Fermentas

Life Technologies
Roth

Life Technologies

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Life Technologies
Polyscience
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Merck

Life Technologies
Roth

Roth
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Substanz Hersteller
Hefeextrakt Roth

H-89 Sigma-Aldrich
HEPES Sigma-Aldrich

HEPES-buffer

HPLC Wasser

Isopropanol

Kanamycin K-1377 (30 mg/ml)
KCl

A Marker (DNA Standard)
Lipofectamin 2000

MgATP

MgCl, x 6H,0

Mowiol 4-88

NaCl

Na,GTP

NaHCO3

Na,HPO4 x 2H,0

NaH,PO4 x H,0
Neuropeptide Y peptide
Non-Essential Amino Acids (NEAA)
Neurobasal A

Normales Ziegenserum (NGS)
Optimem

PCR-Puffer (10x)

Penicillin

Pepton
pfu-Polymerase-Puffer (10x)
Poly-D-Lysin Hydrobromid
Puffer 2

Phenol

RPMI

Life Technologies
Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Merck

Roche

Life Technologies
Sigma-Aldrich
Merck
Calbiochem
Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck

Abcam

Life Technologies
Life Technologies
Panbiotech

Life Technologies
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Roth

Fermentas
Sigma-Aldrich
New England Biolabs
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

10
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Substanz

Hersteller

Sodiumpyruvat

Streptomycin

Life Technologies

Life Technologies

Sucrose Merck
Trishydrochlorid Roth

Triton X-100 Roth
Tryptosephosphat Life Technologies
Uridin Sigma-Aldrich
Wasser Sigma-Aldrich
2.1.2. Enzyme

Enzym Hersteller

T4 DNA Ligase (1000 U) Fermentas
Liberase DH Research Grade Roche

pfu Polymerase Fermentas

Quick Extrakt
REDTaq DNA Polymerase
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) |

Epicentre Biotechnologies/Biozym
Sigma-Aldrich

New England Biolabs

Restriktionsenzym

Hersteller

BamHI
Bsal
Mspl
Nhel

2.1.3. Loésungen

Blockierungslosung:

NGS 5%
in Tris-NaCl

Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs
New England Biolabs

Fermentas

11
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DRG intrazellulare Patch-Clamp Losung ,D19“:

L-Aspartat 135 mM
MgCl, x 6H,0 1mM
HEPES 10 mM
CaCl; x 2H,0 3 mM
Cs-EGTA 5mM
MgATP 2mM
Na,GTP 0,3 mM

pH: 7,2; Osmolaritat: 300 mOsm

DRG extrazelluldre Losung (Patch-Clamp):

NaCl 131 mM
NaHCO3; 25 mM
KCl 2,5mM
NaH2PO4 X Hzo 1,25 mM
MgC|2 X 6H20 1 mM
CaCl; x 2H,0 2mM
Glucose 10 mM

pH 7,4 nach Begasung mit Carbogen (5 % CO, + 95 % O,); Osmolaritdt: 300 mOsm (ohne
Glucose)

DRG extrazelluldre Losung (TIRF):

NacCl 147 mM
KCl 2,4 mM
CaCl, x 2H,0 2,5 mM
MgCl, x 6H,0 1,2 mM
HEPES 10 mM
Glucose 10 mM

pH: 7,4; Osmolaritdt: 297 mOsm (ohne Glucose)

DRG Stimulationslésung (60 mM Kalium):

NaCl 89,4 mM
KCl 60 mM
CaCl, 2H,0 2,5 mM
MgCl, 6H,0 1,2 mM
HEPES 10 mM
Glucose 10 mM

pH: 7,3; Osmolaritdt: 305 mOsm (ohne Glucose)

DRG-Zellkultur-Medium:

NBA-Medium
FCS 5%
FUDR 10 pl/ml

12



Forskolin (5 mM):

Forskolin (MW: 410,5 g/mol) 10 mg

DMSO 4,9 ml
FUDR:

FUDR 8,1 mM
Uridin 20,5 mM
DMEM

H-89 (100 uM):

H-89 (MW: 519,28 g/mol) 1mg
H,0 19,3 ml

HEK-Zellkultur-Medium (mit bzw. ohne Antibiotikum):

DMEM + 4,5 g/l Glutamax 500 ml

Sodiumpyruvat 5ml
NEAA 5 ml
FCS 50 ml

(Penicillin/Streptomycin 0,5 ml)

Lysogeny Broth (LB)-Medium:

Pepton 8g
Hefeextrakt 4g
NacCl 4g
H,0d 800 ml

LB-Plattenmedium:

Pepton 4g
Hefeextrakt 2g
Nacl 2g
Bacto-Agar 6g
H,0d 400 ml
Ampicillin 400 ul

Ladepuffer:

Sucrose 4¢
H,0 (Sigma) 10 ml
Bromphenolblau Spatelspitze

Material und Methoden | 2
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Locke’s Losung (10x) pH 6,8

NaCl 1,54 M
KCl 56 mM
NaH2PO4 Hzo 8,5 mM
NazHPO4 2H20 21,5 mM
D-Glucose H,0 100 mM

Mounting Medium:

Mowiol 4-88 248
Glycerol 6g

0,2 M Tris-Puffer pH 8,5 12 ml

Neurobasal A (NBA)-Medium (mit bzw. ohne Antibiotika):

Neurobasal A 500 ml
B27 10 ml
Glutamax-Stock 5ml
(Penicillin/Streptomycin 1 ml)
NPY (1 uM):

NPY peptide 4,26 ul

DRG extrazelluldre Losung 1 ml

Optimem:

Optimem 44 ml
Tryptosephosphat 5ml

HEPES Puffer 1ml

Penicillin/Streptomycin 50 ul
BSA 01lg

Paraformaldehyd 4 % (Aliquots)

Formaldehyd (16 %) 10 ml
10x DPBS 4 ml

H,O (Sigma) 26 ml
PCR-Marker

Puffer 2 10 wl
pUC-19 (Plasmid) 42 ug
Mspl 200U
Wasser ad 100 pl

Restriktionsverdau Gber Nacht bei 37 °C

14



Penicillin/Streptomycin:

Penicillin
Streptomycin

Permeabilisierungslésung:

Triton X-100
NGS
in Tris-NaCl

Poly-D-Lysin (PDL):

Poly-D-Lysin Hydrobromid
Wasser (Sigma)

Quenching-Losung

Glycin
Tris-NaCl

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-Medium:

10.000 U/ml
10 mg/ml

0,1%

5%

0,5 mg/ml

50 mM

RPMI

FCS
Penicillin/Streptomycin
HEPES

500 ml
50 ml

5,5 ml
5,5 ml

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (50x):

Tris Base
Eisessig
0,5 M EDTA

Tris-NaCl (0,1 M pH 7,5):

Trishydrochlorid
NaCl
in H,O dest.

242 g
57,1g
100 ml

100 mM
150 mM

Verdaul6sung (steril filtriert):

Liberase (DH)
add 1 mlI NBA-Medium

2,31U

Material und Methoden | 2
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2.1.4. Antikorper

Primare Antikorper:

CREB (#86B10) Mouse mAb Cell Signaling Technologies
Phospho-CREB (Ser133) (#87G3) Rabbit mAb Cell Signaling Technologies

Sekundare Antikorper:

Alexa 568 goat anti mouse Life Technologies
Alexa 647 goat anti rabbit Life Technologies
2.1.5. Primer

Genotypisierungsprimer (Alle von MWG Eurofin):

Forward Primer common (0IMR6223): 5-TAT GTG GAC GGG GCA GAA GAT CCA GG-3/
Reverse Primer wildtyp (0IMR6224): 5’-CCC AGC TCA CAT ATT TAT CTA GAG-3*
Reverse Primer hrGFP (0IMR225): 5’-GGT GCG GTT GCC GTA CTG GA-3’

Klonierungsprimer: (NPY-Venus)

Forward Primer NPY-Venus (Life Technologies):

5’-TAT ATA GGT CTC GGA TCC ACC ATG CTA GGT AAC AAG-3’
Reverse Primer NPY-Venus (MPI Gottingen, AGCTLab):
5’-TAT AGC TAG CTT ACT TGT ACA GCT CGT CCA TG-3’

2.1.6. Bakterienstamm

DH5a: F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44
thi-1 gyrA96 relAl A- (Life Technologies)

2.1.7. Viren

Lenti (pRRL.sin.cPPT.CMV.WPRE lentiviral transfer vector) NPY-Venus (Life Technologies)
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2.1.8. Mauslinien

B6.FVB-Tg(Npy-hrGFP)1Lowl/J

Material und Methoden | 2

(Stock Nummer: 006417; The Jackson Laboratory)

C57BL/6) (Stock Nummer: 000664; The Jackson Laboratory)

2.1.9. Zelllinie

HEK293FT (Life Technologies)

2.1.10. Kits

Kit Hersteller
EndoFree Plasmid Maxi Kit QIAGEN
EndoFree Plasmid Midi Kit QIAGEN
QlAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN
QlAquick Gel Extraction Kit QIAGEN
QlAquick PCR Purification Kit QIAGEN

ViraPower™ Lentiviral Packaging Mix

2.1.11. Gerate

Life Technologies

Gerat Hersteller
Feinwaage (BP 1215) Sartorius
Osmometer Wescor
pH-Meter Schott
Photometer (Bio Photometer) Eppendorf
Power Supply (Power Pac 300) Roth

Zeiss LSM 780 Zeiss
Thermocycler (Master Cycler gradient/personal) Eppendorf
Thermomixer (comfort) Eppendorf

UV-Tisch (FT-14/312)

Fisher Scientific
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Gerat Hersteller

Waage (BP 4100S) Sartorius
Zentrifugen (5415 R/D) Eppendorf

2.1.12. Setup und Zubehor

Gerat/Produkt Hersteller

AOTF A-A Opto-Electronic

Durchflusserhitzer (Eight Line In-Line Solution Heater

(SHM-828) und CL-100 Bipolar Temperature Controller)

EPCO
Filterblocke

Glas-Kapillaren

Kamera (QuantEM 512SC) (TIRF-Setup)

Kamera (Patch-Clamp-Setup)
Ar-Laser (450, 488, 514 nm)
Microforge (MF 200)
Mikromanipulator
Mikroskop (IX 70) (invertiert)
Mikroskop (Axioskop)
Monochromator (Visichrom)

Puller (P-97)

Warner Instruments
HEKA
AHF-Analysentechnik AG
Science Products
Photometrics
Matsumoto
Spectraphysics

WPI

Physik-Instrumente GmbH
Olympus

Zeiss

Visitron Systems

Sutter Instrument Co.

Stimulationsgeber (Isolated Pulse Stimulator Model 2100) A-M Systems

2.1.13. Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

6-Well-Platten

Kryoréhrchen Nalgene (2 ml)
Deckglaser (25 mm)
Objekttrager

Pasteurpipetten (Plastik, 5 ml)

Becton Dickinson (BD)
Fisher Scientific
Stoss-Medica

Roth

Ratiolab
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Produkt Hersteller
PCR-GefadRe (4er Strips) Sarstedt
Petrischale (@ 35 mm) BD
Petrischale (@ 92 mm, 150 mm) Sarstedt
Pipettenspitzen (10 pl) Abimed
Pipettenspitzen (200 ul, 1000 pl) Sarstedt
ReaktionsgefaRe (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt
Stabpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) BD

Zellkultur Flaschen (75 cm?)
Zentrifugenréhrchen (15ml, 50 ml)
Zentrifugenrohrchen (Amicon Ultra 100K UFC810024)

2.1.14. Software

Fisher Scientific
Greiner Bio-One

Merck Millipore

Software

Hersteller

A plasmid Editor (ApE; Freeware)

Chromas Lite

Igor

Image J

Metamorph

Office

Pulse

Python Based Relational Animal Tracking (PyRAT)
Zen 2012

M. Wayne Davis
Technelysium Pty Ltd
Wavemetrics

NIH (USA)

Visitron

Microsoft

HEKA

Scionics Computer Innovation

Zeiss
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Firmensitze:

A-A Opto-Electronic: Orsay, F ; Abcam: Cambridge; UK; Abimed: Langenfeld, DEU; AHF-
Analysentechnik AG: Tiibingen, DEU; A-M Systems, Sequim, WA, USA; Becton Dickinson
(BD): Heidelberg, DEU; Biozym: Hessisch Oldendorf, DEU; Calbiochem: Mannheim, DEU; Cell
Signaling Technologies: Danvers, MA, USA; Eppendorf: Hamburg, DEU; Fermentas: St. Leon-
Rot, DEU; Fisher Scientific: Schwerte, DEU; Greiner Bio-One: Frickenhausen, DEU; HEKA:
Lambrecht, DEU; The Jackson Laboratories: Bar Harbor, Maine, USA; Life Technologies:
Darmstadt, DEU; Matsumoto: , ; Merck: Mannheim, DEU; Merck Millipore: Darmstadt, DEU;
Microsoft: Berlin, DEU; MPI AGCTLab: Gottingen, DEU; MWG Eurofin: Heidelberg, DEU; New
England Biolabs NEB: Frankfurt/M., DEU; Olympus: Hamburg, DEU; Panbiotech: Aidenbach,
DEU; Photometrics: Tucson, AZ, USA; Physik-Instrumente GmbH: Karlsruhe, DEU;
Polyscience: Eppelheim, DEU; QIAGEN: Hilden, DEU; Ratiolab: Dreieich, DEU; Roche:
Grenzach-Wyhlen, DEU; Roth: Karlsruhe, DEU; Sarstedt: Nliimbrecht, DEU; Sartorius:
Gottingen, DEU; Schott: Mainz, DEU; Science Products: Hofheim, DEU; Scionics Computer
Innovation: Dresden, DEU; Sigma-Aldrich: Steinheim, DEU; Spectraphysics: Darmstadt, DEU;
STOSS-MEDICA Medizintechnik GmbH: Friedrichsthal, DEU; Sutter Instrument Co.: Novato,
CA, USA; Technelysium Pty Ltd: South Brisbane, AUS; Thermo Fisher Scientific: Schwerte,
DEU; Visitron Systems: Puchheim, DEU; Warner Instruments: Hamden, CT, USA;
Wavemetrics: Lake Oswego, OR, USA; Wescor: Logan, UT, USA; World Precision Instruments
WPI: Berlin, DEU; Zeiss: Jena, DEU
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2.2. Methoden

2.2.1. Maushaltung und Genotypisierung

Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden hemizygote B6.FVB-Tg(Npy-
hrGFP)1Lowl/J- (im Folgenden nur Npy-hrGFP) (The Jackson Laboratory) Mause, im Alter
zwischen 2 bis 5 Wochen genutzt. Diese Mause exprimieren unter dem Promotor von NPY
das Fluoreszenzprotein humanized Renilla Green Fluorescent Protein (hrGFP). Dies bedeutet,
dass Zellen, die in Wildtyp-Mausen endogen NPY exprimieren, in der Npy-hrGFP Maus griin
fluoreszieren, wenn sie mit einer Wellenlange von 488 nm angeregt werden. Diese Mause
wurden ausgewdhlt, um einen Selektionsmarker fiir DRG-Neurone zu haben, da nur ein
bestimmter Anteil der Neurone endogen NPY exprimiert. Dieser Knockout von NPY fuhrt zu
keinem offensichtlichen Phanotyp in heterozygoten Madausen (Lowell, 2007). Die Mause
wurden unter reinen Bedingungen nach geltendem Tierschutzgesetz in einer offenen
Kafighaltung und bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 h gehalten (Versuchstierhaltung
des Instituts fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie am Universitatsklinikum des Saarlandes).

Bei der Zucht der Mause wurden nur Nachkommen gezeugt, die entweder einen Wildtyp
(wt)- oder heterozygoten wt/hrGFP (+/-) Genotyp aufwiesen, da Uber homozygote
hrGFP/hrGFP Tiere zu etwaigen Phanotypen keine Informationen vorhanden waren. Es
wurden Wildtyp (wt)-Weibchen mit hemizygoten (+/-) Mannchen verpaart. Um den Genotyp
der geziichteten Tiere zu bestimmen, wurden Jungtieren im Alter zwischen 2 und 3 Wochen,
mithilfe einer Ohrlochzange Ohrmarkierungen gesetzt. Aus den so gewonnenen
Gewebestlicken wurde, durch einen Enzymverdau mit dem Quick Extrakt-Reagenz, die DNA
der Tiere isoliert. Jedem Gewebestiick wurden 50 pl Quick Extrakt zugegeben und die
Reaktionsgefdlle 6 min bei 65°C und 1400 rpm in einem Eppendorf Thermomixer
geschittelt. Zum Abstoppen dieses Enzymverdaus wurde die Temperatur des Thermomixers
auf 95 °C erhoht und die Lysate weitere 13 min bei 600 rpm geschiittelt. Die aus den Lysaten
freigesetzte DNA wurde nach folgendem Protokoll fiir eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

eingesetzt:
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Reaktionsansatz pro Probe: PCR-Programm:

10 pmol Primer forward common (oIMR6223) 94 °C 3 min

20 pmol Primer reverse wildtyp (0IMR6224) 94 °C0,5 min

10 pmol Primer reverse hrGFP (olIMR6225) 55 °C 0,5 min x 35
5 mM dNTP-Mix 72 °C1 min

2 ul 10x PCR-Puffer 72 °C2 min

1 U REDTaqg DNA Polymerase Halten bei 10 °C

1 pl DNA

ad 20 pl HPLC H,0

Die Proben wurden nach der PCR neben einem PCR-Marker auf ein 2%iges Agarosegel
aufgetragen und 45 min bei 80 V aufgetrennt. Bei der Dokumentation der Gele sollte bei wt
Tieren eine DNA-Bande bei 500 bp zu sehen sein, bei +/- Tieren wurde bei einer GréRRe von

400 bp eine zusatzliche zweite Bande erwartet.

2.2.2. DRG-Neuronen-Praparation

Vor der eigentlichen Praparation der Neurone mussten Deckglaser, auf die die Neurone spater
ausgesat werden sollten, vorbereitet werden. Hierzu wurden acht 25 mm Deckgldser in je ein
Well einer 6-Well-Platte gelegt. Damit die Neurone besser auf den Deckglasern anhaften
konnten, wurden die Deckglaser mit je 200 pl Poly-D-Lysin (PDL) beschichtet und die Platten
anschlieRend lber Nacht in einen Inkubator (5 % CO,, 37 °C) gestellt. Am nachsten Tag wurde
das PDL abgenommen und die Deckglaser mit 250 ul Wasser (Sigma) gewaschen, bevor sie mit
den Platten fiir 20 min zum Sterilisieren unter UV-Licht gestellt wurden. Nach der UV-
Bestrahlung wurden die Deckglaser ein weiteres Mal mit 250 pl Wasser und 2-mal mit je 500 ul
NBA-Medium gewaschen. Nachdem das NBA-Medium vollstdndig abgenommen worden war,
wurden in jedes Well 2 ml DRG-Zellkultur-Medium (siehe 2.1.3 Losungen) gegeben und die
Platten bis zur weiteren Benutzung im Inkubator (37 °C, 5 % CO;) aufbewahrt.

Zur Praparation der DRG-Neurone wurden 2 bis 5 Wochen alte +/- Npy-hrGFP Mdause genutzt.
Zunachst wurden die Tiere in einer Kammer, in die langsam CO, einstromte, getdtet und
anschlielend dekapitiert. Zur Desinfektion wurden die Mause vor dem Transfer unter eine

sterile Werkbank mit Ethanol bespriiht. Unter der Werkbank wurden das Riickenfell der Tiere
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und das Gewebe entlang der Wirbelsadule vorsichtig mit entsprechenden Scheren entfernt. Im
nachsten Schritt wurde die Wirbelsaule in Héhe der Hinterbeine transversal durchtrennt. Mit
einer feinen Knochenschere bekam man Zugang zum Wirbelkanal und konnte eine Schneide der
Schere dort einfiihren, um die dorsale Halfte der Wirbelsaule zu entfernen. Das so freigelegte
Riickenmark wurde vorsichtig entnommen und verworfen. Die in den Zwischenwirbellochern
gelegenen Hinterwurzel-Ganglien (DRGs) konnten nun vorsichtig entnommen werden. Bereits
entnommene DRGs wurden bis zum Ende der Prdparation in einem Tropfen Locke’s Losung
(siehe 2.1.3 Losungen) in einer Petrischale aufbewahrt. Um die Neurone aus den Ganglien
freizusetzen, wurden die Ganglien in eine frisch zubereitete und sterilfiltrierte Verdaulosung
(siehe 2.1.3 Losungen) Uberfihrt und in dieser unter Schiitteln fiir 5 min im Wasserbad bei
37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Ganglien sehr vorsichtig mit einer 1 ml Eppendorf
Pipette 10- bis 15-mal trituriert und danach fir weitere 5 min im Wasserbad inkubiert. Nun
folgte eine erneute Trituration. Nach erneuten 5 bis 7 min im Wasserbad wurde der
Enzymverdau durch Zugabe von 100 ul FCS abgestoppt. Da FCS durch seinen hohen
Proteinanteil das aktive Zentrum des Enzyms Collagenase besetzt, wird das Gewebe nicht
weiter verdaut. Die Zellen wurden als Nichstes 4 min bei 300 rcf zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und durch 1 ml DPBS ersetzt. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt flir 5 min
bei 300 rcf wurde auch das DPBS verworfen und durch 800 ul DRG-Zellkultur-Medium ersetzt.
100 pl dieser Zellsuspension wurden im letzten Schritt in je ein Well der zuvor vorbereiteten 6-
Well Platten ausgesat. Bis zum nadchsten Tag wurden die Zellen im Inkubator aufbewahrt. Am
Tag nach der Praparation wurde das Medium abgenommen und, je nach Weiterverwendung
der Zellen, durch frisches DRG-Zellkultur-Medium mit oder ohne Antibiotika ersetzt. Bis zur
Durchflihrung von Experimenten wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO, in einem Inkubator
gehalten. Da es sich bei dieser Art Zellkultur um eine Primarzellkultur handelte und so
gewonnene Zellen auBerhalb des Spenderorganismus nur eine gewisse Zeit (iberleben, wurden
elektrophysiologische Experimente 1-2 Tage und Mikroskopie-basierte Experimente in einem

Zeitraum von 6-14 Tagen nach Prdparation durchgefihrt.

2.2.3. Herstellung eines NPY-Venus Lenti-Plasmids

Zur Visualisierung elektronendichter Granula (LDCVs) mittels interner

Totalreflexionsmikroskopie (TIRFM) in DRG-Neuronen wurde ein Plasmid kloniert, welches
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fiir das Fusionsprotein NPY-Venus codiert. Als Vektor wurde der ,pRRL.sin.cPPT.CMV.WPRE

lentiviral transfer vector” von Life Technologies benutzt.

(6195) Nhel
(6167) BamHI \

pRRL.sin.cPPT.CMY .WPRE lentiviral transfer vector

6716 hp

Abbildung 2 : Vektorkarte des ,pRRL.sin.cPPT.CMV.WPRE lentiviral transfer vector”. Diese Karte zeigt die
wichtigsten Elemente des Vektors, wie die Mutiple-Cloning-Site (MCS) mit den Schnittstellen, die zur
Einklonierung von NPY-Venus genutzt wurden; die 3 und 5 LTRs, die das Virus bendtigt, um seine DNA
nach Infektion einer Wirtszelle durch homologe Rekombination in das Wirtsgenom einbauen zu kénnen;
den SV40 ori, der wichtig ist fir die Replikation der Virus-DNA im Wirtsgenom, und die Ampicillin
Resistenz (AmpR), die bei der Klonierung als Selektionsmarker fir die entstandenen Klone dient. Des
Weiteren enthélt das Plasmid einen origin of replication (ori) fiir doppelstrangige Replikation und einen
f1 ori fur die Einzelstrang-Replikation, was das Plasmid zu einem sogenannten Phagemid macht. Der
CMV-Promoter dient als starker Promoter fiir das spater einklonierte DNA-Fragment.

Der in Abbildung 2 gezeigte Leervektor wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Nhel
an den eingezeichneten Stellen geschnitten, um das mit den gleichen Enzymen verdaute
Insert dort einfligen zu kénnen. Das Insert codierte fiir das Fusionsprotein NPY-Venus. NPY
ist ein Peptid, das spezifisch in LDCVs transportiert und durch das pH-sensitive
Fluoreszenzprotein Venus in fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen sichtbar wird.
Dieses Insert wurde mittels PCR (Saiki et al., 1985) amplifiziert, wobei durch den Forward
Primer 5’-TAT ATA GGT CTC GGA TCC ACC ATG CTA GGT AAC AAG-3’ eine Bsal-Schnittstelle
und durch den Reverse Primer 5'-TAT AGC TAG CTT ACT TGT ACA GCT CGT CCA TG-3’ eine

Nhel-Schnittstelle eingefligt wurden.
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PCR-Ansatz:

2,5 pMol Forward Primer NPY-Venus Bsal
5 pMol Reverse Primer NPY-Venus Nhel
10 mMol dNTP-Mix

10 ng DNA (pSFV_NPY-Venus)

5 ul (10x) pfu-Polymerase-Puffer

2,5 U pfu-Polymerase

ad 50 ul HPLC-Wasser

Material und Methoden | 2

PCR-Programm:

95 °C 3 min

95 °C0,5 min

60 °C0,5 min x 35
75°C 1 min

75 °C2 min

Halten bei 4 °C

Um das reine PCR-Produkt zu erhalten, wurde der PCR-Ansatz mit den Reagenzien und nach

dem Protokoll des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt. Der Aufreinigung von

DNA (iber spezielle Silika-Saulen liegt das Prinzip eines Anionen-Austauschers zugrunde. Im

Anschluss an die Aufreinigung wurde das gesamte PCR-Produkt fiir einen Restriktionsverdau

mit den Enzymen Bsal und Nhel verdaut. Bei einem Restriktionsverdau kann DNA durch

Zugabe von Restriktionsendonukleasen an definierten Sequenzen geschnitten werden.

Gleichzeitig wurde der Vektor mit den Enzymen BamHI und Nhel verdaut.

Restriktionsansatze:

Lenti-Plasmid:

3 pg Lenti-Leervektor

5 ul BSA

5 pl Puffer 2

10 U BamHI

10 U Nhel

ad 50 pl HPLC Wasser

1,5 h bei 37 °C verdauen
anschliefend + 1 U SAP
1 hbei37°C

2R AR

15 min bei 75 °C hitzeinaktivieren

PCR NPY-Venus:

49 ul PCR-Produkt NPY-Venus
6,5 pl BSA

6,5 ul Puffer 2

10 U Bsal

ad 65 pul HPLC Wasser

—>  1hbei50°Cverdauen
—>  anschlieBend + 10 U Nhel
—>  1hbei37°Cverdauen

Die Zugabe von Shrimp Alkaliner Phosphatase (SAP) zu dem Ansatz des Plasmids bewirkt

eine Dephosphorylierung des 5‘-Endes des linearisierten Vektors und verhindert somit
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dessen Religation. Nach den Restriktionsreaktionen wurden beide Ansdtze jeweils mit
Ladepuffer versetzt, neben einem A-Marker auf ein 1%iges prdparatives Agarosegel
aufgetragen und 45 min bei 80V aufgetrennt. AnschlieRend wurden die Banden der
gewlinschten Basenpaar-Lange unter UV-Licht ausgeschnitten. Die so erhaltenen Gelstiicke
wurden nach dem Protokoll und mit den Reagenzien des QIAquick Gel Extraction Kits
behandelt (Prinzip der Isolation von DNA aus Agarosegelen siehe Vogelstein und Gillespie
(1979)). Zur Uberpriifung, ob die Aufreinigung erfolgreich war und ob die richtigen DNA-
Fragmente isoliert wurden, wurden je 2,5 pl der DNA mit 2,5 ul HPLC Wasser und 1 ul
Ladepuffer versetzt, erneut neben einem A-Marker auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen
und 45 min bei 80 V aufgetrennt.

Um nun das geschnittene PCR-Produkt in den geschnittenen Vektor zu klonieren, wurden
10 ng des Vektors mit 4,5 ng Insert versetzt und zusammen mit T4 DNA Ligase inkubiert.

Die Mengen ergaben sich aus folgender Rechnung:

10 ng Vektor

—————% 1000 bp Insert * 3 =4,5 ng Insert
6700 bp Insert

Ligationsansatz:

2 pl 10x T4 DNA Ligase Puffer
10 ng Lenti-Leervektor

4,5 ng NPY-Venus PCR-Produkt
2 U T4 DNA Ligase

ad 20 ul HPLC Wasser

Als Kontrolle einer eventuellen Religation des Vektors gab es einen zweiten Ansatz, in dem
die Menge an PCR-Produkt durch das entsprechende Volumen Wasser ersetzt wurde. Der
Ligationsansatz wurde (iber Nacht bei 16 °C inkubiert. Fir eine Hitzeschock-Transformation
wurden den Ansdtzen am nachsten Tag je 100 ul kompetente DH5a (E. coli- Stamm)-Zellen
zugegeben, die Zellsuspension wurde 30 min auf Eis inkubiert, gefolgt von einer 5-mindtigen
Inkubation bei 37 °C. AnschlieBend wurden die Zellen wieder fir 10 Minuten auf Eis gestellt
und schlieBlich 300 ul LB-Medium (siehe 2.1.3 Losungen) zugegeben. Diese Zellsuspension
wurde auf Agar-Ampicillin (Resistenzgen des Plasmids)-Platten ausplattiert, sodass nur Klone

wachsen konnten, die das korrekte Plasmid aufgenommen und amplifiziert hatten. Die
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Platten wurden Uber Nacht in einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag
konnten die auf den Platten gewachsenen Kolonien in jeweils 2 ml LB-Medium (+ 1 pl
Ampicillin/ml LB-Medium) tUberimpft werden. Diese Flussigkulturen wurden bei 37 °C unter
Schitteln so lange inkubiert, bis eine deutliche Tribung des Mediums, also ein Wachstum
der Bakterien, zu erkennen war. In der Regel betrug diese Zeitspanne etwa 16 h. Nach dieser
Zeit wurden die Bakterien geerntet und nach dem Protokoll des QlAprep Spin Miniprep Kits
(Qiagen) behandelt. Die Sequenzierung der so erhaltenen DNA-Proben wurde von der Firma
MWG  Eurofins  durchgefiihrt. Die Sequenzierungsmethode beruht auf der
Kettenabbruchssequenzierung nach Frederick Sanger (Sanger et al., 1977). Die von MWG
Ubermittelten Sequenzen wurden mit den Programmen Chromas und ApE auf Richtigkeit
untersucht. Da alle eingeschickten Sequenzen korrekt waren, wurde die DNA eines der Klone
ausgewahlt und erneut in DH5a-Zellen transformiert, um groRere Mengen DNA zu
produzieren. Die gewachsenen Kolonien wurden hierzu in 250 ml LB-Medium angeimpft und
nach einer Uber-Nacht-Inkubation mit den Reagenzien und nach dem Protokoll des

EndoFree Plasmid Maxi Kits behandelt.
2.2.4. \Virus-Produktion

Aus dem in Abschnitt 2.2.3 erhaltenen Lenti-Virus-Plasmid wurde im ndchsten Schritt das
entsprechende Virus hergestellt. Das Lenti-Virus wurde zur Transduktion der DRG-Neurone
ausgewahlt, da es im Vergleich zum Semliki Forest-Virus mit dem Metabolismus der Neurone
wesentlich weniger interferiert, die Transduktion schonender und die Zeitspanne, in der
Experimente mit den Zellen durchgefiihrt werden koénnen, erheblich groRer ist. Zur
Produktion des Virus wurde der ViraPower™ Lentiviral Packaging Mix benutzt.

Zur Produktion des Lenti-Virus bendtigt man eine spezielle Form der Zelllinie HEK 293,
HEK293FT. Diese Form der ,Human Embryonic Kidney“-Zelllinie wurde mit dem SV40 groRen
T Antigen transformiert und kann, sofern der zu transformierende Vektor einen SV40 origin
besitzt, in Kombination mit dem ViraPower™ Lentiviral Packaging Mix grofle Mengen des
gewlinschten Virus produzieren. Weitere Vorteile der HEK293FT-Linie sind ihr schnelles
Wachstum und die gute Transfizierbarkeit.

Die HEK293FT-Zellen wurden an Tag 1 der Virus-Produktion 30 % konfluent auf eine
@ 150 mm Petrischale in 30 ml HEK-Zellkultur-Medium (siehe 2.1.3 Ldsungen) ohne
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Antibiotika ausgesat. An Tag 2 wurden zunachst 20 ml Optimem Medium (Life Technologies)
steril filtriert und zwei 15 ml Falcons vorbereitet. In eines der Falcons wurden 3 ml Optimem
vorgelegt, dann 18 pl des Lentiviral Packaging Mix und ca. 20 ug DNA (pLenti_NPY-Venus)
zugegeben. In dem zweiten Falcon wurden 3 ml Optimem mit 60 ul Lipofectamin 2000 fir
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde der Inhalt beider
Falcons vereinigt und fir weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen
wurde das Medium auf den HEK293FT-Zellen abgenommen und sie wurden mit ca. 10 ml
Optimem gesplilt. Hierbei war darauf zu achten, dass sich die Zellen bei diesem Waschschritt
nicht vom Untergrund ablésten. Nach der 20-mindtigen Inkubation wurde das Optimem
wieder von den Zellen abgenommen und das inkubierte Plasmid-Gemisch tropfenweise auf
die Zellen gegeben. Um den Zellen genligend Nahrstoffe fur ihr Wachstum zur Verfligung zu
stellen, wurde zusatzlich zu der Plasmid-Mischung noch das restliche Optimem auf die Zellen
gegeben. Die Zellen wurden ca. 20 h bei 37 °C und 5 % CO, im Inkubator aufbewahrt. Am
dritten Tag wurde das Medium (iber den Zellen abgenommen und durch 30 ml HEK-
Zellkultur-Medium ohne Antibiotika ersetzt. Die Zellen wurden dann bis Tag drei nach
Transfektion im Inkubator aufbewahrt. An Tag drei nach Transfektion der HEK293FT-Zellen
wurde eine auf 4 °C vorgekihlte Zentrifuge, zwei 50 ml Falcons, ein 15 ml Falcon, ein Amicon
Ultra 100K UFC810024 Zentrifugenrohrchen und einige Kryoréhrchen bendtigt. Das
produzierte Virus fallt unter die Sicherheitsstufe S2, die dadurch zustande kommt, dass es
sich bei dem Virus um ein auf dem Retrovirus HIV-I basierendes Virus handelt. Dieses Virus
wurde allerdings so modifiziert, dass es replikationsinkompetent ist. Dies wird gewahrleistet,
indem die Gene gag (capsid), pol (reverse transkriptase) und env (envelope), die fir Enzyme,
Kapsid- oder Membranproteine codieren und zur Replikation des Virus bendtigt werden, auf
gesonderte Plasmide verteilt werden (Helferplasmide). So kann das Virus zwar, einmal
vollstandig zusammengebaut, einmalig Zellen infizieren, ihre DNA, die rekombinant in die
DNA der Wirtszelle eingebaut wird, codiert aber nur noch fiir die zuvor in den Lenti-Vektor
einklonierte DNA (in diesem Fall fur NPY-Venus), nicht jedoch fir die Gene der
Strukturproteine des Virus. Auch wurde darauf geachtet, dass das Haupt- und die
Helferplasmide keine homologen Regionen besitzen, sodass es nicht zu Rekombinationen
kommen kann und die Viren versehentlich ihre Replikationskompetenz wiedererlangen (Dull
et al.,, 1998). Weiterhin besitzt der Lenti-Vektor eine Deletion in den 3‘-LTR, die nach

Transduktion durch das Virus zu dessen Selbst-Inaktivierung fihrt (Yee et al., 1987; Yu et al.,
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1986; Zufferey et al., 1998). Trotz dieser Sicherheitsmerkmale des Virus mussten
entsprechende Sicherheitsvorschriften beachtet werden.

HEK-Zellen werden durch die Virus-Produktion stark geschadigt, sodass das fertige von ihnen
produzierte Virus in den Uberstand freigesetzt wird. Dieser wurde deshalb in eines der 50 ml
Falcons Uberfihrt und bei 4 °C und 3000 rcf fiir 20 min zentrifugiert. Hierdurch wurden tote
und abgeldste Zellen pelletiert und das reine Medium konnte in ein zweites 50 ml Falcon
abgegossen werden. Um nun das Virus aufzureinigen und aufzukonzentrieren, wurden ca.
4 ml des Mediums in ein Amicon Zentrifugenréhrchen gegeben, welches dann bei 4 °C und
2000 rcf fir 15 min zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde in eine 20%ige SDS-Losung
verworfen, 600 pl der auf dem Filter verbleibenden Virus-Lésung in ein 15 ml Falcon auf Eis
Uberfiihrt und das Zentrifugenréhrchen mit dem Uberstand der Zellen wieder aufgefiillt.
Diese Prozedur wurde mit der gesamten Virus-Losung durchgeflihrt. Nach der letzten
Zentrifugation wurde das gesamte auf dem Filter verbliebene Medium in das 15 ml Falcon
Uberfihrt. Das nun aufkonzentrierte Virus wurde in Kryoréhrchen aliquotiert und bis zur
Benutzung bei -80 °C gelagert. Ein Titer-Test wurde mit dem Virus nicht durchgeflihrt. Zum
einen ist die Menge an gewonnenem Virus sehr gering und man wiirde wahrend eines Titer-
Tests zu viel Virus verlieren. Zum anderen konnte die Qualitat des Virus bereits kurz vor der
Ernte gut am Aussehen der HEK-Zellen und an der Fluoreszenzintensitat bei Beleuchtung mit
Licht der Wellenlange 488 nm abgeschatzt und dementsprechend das einzusetzende

Volumen an Virus bei einer spateren Transduktion angepasst werden.

2.2.5. Transduktion

Zur Visualisierung von LDCVs in DRG-Neuronen wurden die Neurone mit dem NPY-Venus
Lenti-Virus transduziert. Bei der Transduktion infiziert ein Virus eine Wirtszelle, in diesem
Fall DRG-Neurone, die RNA des Virus wird in der Zelle revers transkribiert, anschliefend in
den Kern transportiert (Lewis und Emerman, 1994; Naldini, 1999) und dort durch
Rekombination in das Genom der Wirtszelle integriert (Buchschacher und Wong-Staal,
2000). Hierzu wurde einen Tag nach der Praparation der Neurone zunadchst das DRG-
Zellkultur-Medium durch frisches Medium ohne Antibiotika ersetzt. Dann wurden (in der
Regel, je nach Qualitdt des Virus) 100 pl des Virus je Well auf die Zellen gegeben. Am

nachsten Tag wurde das Medium Uber den Zellen erneut abgenommen und durch DRG-
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Zellkultur-Medium mit Antibiotika ersetzt. Die Zellen wurden 6-14 Tage nach Transduktion

fur fluoreszenzmikroskopische Experimente genutzt.

2.2.6. Fluoreszenzmikroskopie

Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie ist es durch den Gebrauch entsprechender Farbstoffe
beziehungsweise Fluoreszenzproteine moglich, sowohl dynamische Prozesse in lebenden
Zellen als auch die Lokalisation von Proteinen in fixierten Zellen zu beobachten.

Hierzu muss zunachst ein Farbstoff/Fluoreszenzprotein in die zu untersuchende Zelle
gebracht werden. Dies kann in lebenden Zellen aktiv, durch Transduktion mittels eines Virus,
oder passiv, durch Diffusion eines Calciumindikators, geschehen. Mdchte man sich die
Lokalisation von Proteinen in einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt anschauen, ist dies
am besten moglich, indem man Zellen fixiert, sich durch Permeabilisierung Zugang zum
Zellinneren verschafft und das zu untersuchende Protein mit einem primaren Antikérper
inkubiert, der moglichst spezifisch an das gewiinschte Protein bindet. Die Lokalisation dieses
primdren Antikérpers wiederum wird durch Zugabe eines an einen Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelten und gegen den primadren Antikorper gerichteten sekundadren Antikorpers
bestimmt. Um die Farbstoffe bzw. Fluoreszenzproteine tatsachlich in den Zellen sichtbar zu
machen, werden diese mit einer fiir sie spezifischen Wellenldnge des sichtbaren Lichts
angeregt. Geschieht dies, wird die Energie des Lichtes von dem Protein bzw. dem Farbstoff
absorbiert, wodurch Elektronen auf ein hoheres Energieniveau angehoben werden und beim
Zurlickfallen auf ihren Grundzustand Photonen einer langeren Wellenlange als der des
Anregungslichts emittieren. Die so erzeugte Fluoreszenz kann man sich schlieRlich mit
geeigneten Mikroskopen ansehen. Man kann bei Fluoreszenzmikroskopie zwischen
hochauflésender und gewohnlicher Fluoreszenzmikroskopie unterscheiden. Gewoéhnliche
Fluoreszenzmikroskopie kommt heutzutage beispielsweise bei der Messung der
Veranderung der globalen intrazellularen Calciumkonzentration zum Einsatz. Hierbei kann
man nicht genau bestimmen, an welcher Stelle ein Ereignis stattfindet oder wie hoch die
Konzentration von Calcium an einer bestimmten Stelle einer Zelle ist. In dieser Arbeit wurde
die Anderung der intrazelluldren Calciumkonzentration nach Stimulation der DRG-Neurone
mit dem Calciumindikator Fura-2 AM untersucht. Obwohl Laser Scan Mikroskopie (LSM)

nicht zu den hochauflésenden Mikroskopiearten gehort, kann man mit ihrer Hilfe aufgrund
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des sehr hohen Signal-Rausch-Verhaltnisses detaillierte Bilder generieren. Sie wurde in
dieser Arbeit zur Untersuchung von Proteinen in fixierten DRG-Neuronen eingesetzt. Zu den
hochauflésenden Mikroskopiearten gehort beispielsweise die Interne-
Totalreflexionsfluoreszenz-Mikroskopie (TIRFM). Mit dieser kann man kleinste Strukturen
und deren Lokalisation in der Zelle sichtbar machen. Mittels TIRFM wurde in dieser Arbeit

die Fusion von LDCVs in lebenden DRG-Neuronen beobachtet.

2.2.6.1. Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy (TIRFM) und

Stimulation der LDCV-Sekretion

TIRFM zahlt zu den hochauflésenden Mikroskopie-Techniken. Sie ermoglicht es, Prozesse die
nahe an der Zellmembran stattfinden, zu beobachten. In dieser Arbeit wurde TIRFM dazu
genutzt, um die Fusion von LDCVs am Zellkérper von DRG-Neuronen auf einen Stimulus hin
zu untersuchen. Hierzu wurden DRG-Neurone mit einem Lenti-Virus transduziert, das fiir das
Fusionsprotein NPY-Venus codierte. NPY ist ein Neuropeptid, das spezifisch in LDCVs
transportiert wird. Venus ist ein pH-sensitives Fluoreszenzprotein, das sein
Anregungsmaximum bei 514 nm und sein Emissionsmaximum bei 528 nm hat. Durch seine
pH-Sensitivitat ist es besonders gut geeignet, Exozytose von Vesikeln zu beobachten. Im
sauren Milieu (pH 5,5) der LDCVs ist der Farbstoff bei Anregung mit 514 nm zwar sichtbar,
seine Emission aber gedampft. Fusioniert ein LDCV mit der Plasmamembran der Zelle,
kommt das Innere des LDCVs mit dem neutralen pH (pH 7,4) des Extrazelluldarmediums in
Kontakt und die Leuchtintensitat des Farbstoffes wird starker. Fusionsereignisse kénnen also
dadurch identifiziert werden, dass ein LDCV schnell und kurz hell aufleuchtet und danach
wieder seine Ausgangsfluoreszenz annimmt, wenn es nur teilweise mit der Plasmamembran
fusioniert (,Kiss and Run“ bzw. , Kiss and Stay“) beziehungsweise kurz aufleuchtet und dann
schnell seine Fluoreszenz verliert, wenn die Vesikelmembran komplett mit der
Plasmamembran verschmilzt (,,Full Fusion®).

Das hochauflésende Prinzip bei TIRFM liegt darin, dass nur die Ebene, mit der die Zelle auf
dem Deckglas anhaftet, beleuchtet wird (Axelrod, 1981). Indem der Rest der Zelle nicht
beleuchtet wird, wird das Signal-Rausch-Verhaltnis verbessert, da es kein Streulicht von
Objekten im Hintergrund gibt. Die definierte Beleuchtung der Zelle wird dadurch erreicht,

dass man sich die Gesetze der Lichtbrechung zunutze macht. Trifft Licht nacheinander auf
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Medien mit kleiner werdenden Brechungsindizes ni>n,, wie beispielsweise Glas (Deckglas)
und wassrige Losung (Extrazellularmedium), wird es ab dem kritischen Einfallswinkel 6.
vollstandig reflektiert. Dennoch kann ein Anteil des Lichts als elektromagnetische Strahlung,
der sogenannten evaneszenten Welle, in das zweite Medium {ibergehen und so
Fluoreszenzproteine/-Farbstoffe in einem Abstand von ca. 200 nm zum ersten Medium

anregen (Axelrod, 2001) (Abbildung 3).
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Abbildung 3 : Schematische Darstellung von TIRFM (modifiziert nach (Steyer und Almers, 2001)). Geht Licht
mit einem Winkel 61 von einem Medium (nl) in ein zweites Medium mit einem kleineren
Brechungsindex (n2) als dem des ersten Mediums Uber, so wird das Licht im Winkel 82 gebrochen.
VergroRert man den Winkel 01, erreicht man irgendwann einen kritischen Winkel 6c¢, in dem das Licht
am Ubergang der beiden Medien total reflektiert wird. Trotz Totalreflexion gelangt ein kleiner Teil des
Lichts als elektromagnetische Strahlung, der sogenannten evaneszenten Welle, in das zweite Medium
und kann dort fluoreszente Molekiile anregen.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit dieser Methode LDCVs bzw. deren Sekretion am
Zellkérper von DRG-Neuronen beobachtet. Hierzu wurden die auf den Deckgldsern
angewachsenen DRG-Neurone (siehe Teil 2.2.2 DRG-Neuronen-Praparation) mit dem
Deckglas in eine genau passende Halterung fest eingeschraubt. So wurde vermieden, dass
wahrend Messungen mit TIRFM ein Drift des Deckglases und somit des fokussierten
Bereiches stattfinden kann. Die Zellen wurden mit Extrazellularmedium bedeckt und die
Halterung wurde in eine Platte am TIRFM-Messstand (ber einem 100x TIRF-
Olimmersionsobjektiv (100x/1,45NA-Plan apochromatischen Objektiv (Olympus)) eingelegt.
Zuvor wurde ein kleiner Tropfen Immersions-Ol auf das Objektiv gegeben. Das Ol bewirkt,
dass die numerische Apertur des Objektives von 1,45 erreicht wird und dass keine
Lichtbrechung zwischen der Linse des Objektives und dem Deckglas stattfindet, da das Ol
den gleichen Brechungsindex besitzt wie Glas. Bei dem verwendeten Mikroskop handelte es
sich um ein inverses IX70 Mikroskop der Firma Olympus. Durch einen Argon-Laser

(Spectraphysics) und einen Acousto Optic Tunable Filter (AOTF) wurden die Zellen mit Licht
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einer Wellenlange von 514 nm angeregt. Der Winkel, mit dem das Laserlicht auf die Zellen
traf, wurde so eingestellt, dass Totalreflexion stattfand. Das Fluoreszenzsignal wurde Uber
eine CCD-Kamera (QuantEM 512SC (Photometrics)) zu einem Computer weitergeleitet und
konnte dort mithilfe der Software Metamorph beobachtet und gespeichert werden
(Becherer et al., 2007). Die Belichtungszeit wahrend der TIRFM-Aufnahmen wurde Uber
Metamorph gesteuert und betrug 100 ms. Die Aufnahmefrequenz der TIRFM-Filme betrug
10 Hz. Die Zellen wurden wadhrend aller Experimente mit TIRFM standig mit frischem
Extrazellularmedium, das mithilfe eines Durchflusserhitzers auf ca. 32 °C erwdrmt wurde,

umsplilt.

Da DRG-Neurone selten spontan, sprich ohne Stimulation, LDCVs freisetzen, wurden die
Zellen mit verschiedenen Methoden zur Sekretion stimuliert. Zum einen wurden Zellen
mithilfe einer Stimulationslésung (siehe 2.1.3 Losungen) mit 60 mM Kalium, die sie auf etwa
0 mV depolarisiert, stimuliert. Dies geschah 3-mal konsekutiv fiir je 5 Sekunden wahrend der
gleichzeitigen Aufnahme 1-minutiger TIRFM-Filme. Stimuliert wurde 10, 30 und 50 s nach
Beginn der Aufnahme. Hierzu wurde eine Applikationsperfusion in die Ndhe der zu
untersuchenden Zelle gebracht und die Stimulationslosung, gesteuert durch einen
elektrischen Schalter, zu definierten Zeitpunkten in sehr geringen Mengen appliziert

(Abbildung 4).

TIRF-Aufnabme L 1 L 1 1 1 1 L 1 1 1 L 1 1 1 1 L 1 1 1 1.1

Stimulationsldsung I—I l—‘ ’__|

Extrazelluldrmedium
Os 60s

Abbildung 4 : Schematische Darstellung der Stimulation von DRG-Neuronen durch Applikation einer 60 mM
KCI-Lésung. Wahrend der 1-miniitigen TIRFM-Filmaufnahme wurde nach 10, 30 und 50 s fiir jeweils 5 s
60 mM Kaliumlésung appliziert.

Eine andere Moglichkeit zur Stimulation der Neurone, ist die elektrische Stimulation. Diese
wurde in dieser Arbeit mithilfe einer Feldelektrode durchgefiihrt. Bei dem Aufbau wurde
eine Referenzelektrode, die aus einem Silberdraht bestand, mit einem zweiten Silberdraht,
der Stimulationselektrode, verbunden. Diese wurde, um das elektrische Feld besser
begrenzen und kontrollieren zu kénnen, in eine sich zur Offnung hin verjiingende

Glaskapillare eingefadelt, welche ihrerseits mit Extrazellularmedium gefiillt war. Die
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Referenzelektrode wurde wahrend der Messungen in das auf den Zellen befindliche
Extrazellularmedium am Rand der Halterung gelegt. Die Stimulationselektrode wurde
mithilfe eines Mikromanipulators in unmittelbare Nahe der zu stimulierenden Zelle
gebracht. Beide Elektroden waren mit einem Stimulationsgeber, der einen Puls von 100 pA
Starke gab, verbunden. Um herauszufinden, unter welchen Stimulationsbedingungen DRG-
Neurone am effektivsten LDCVs am Soma sezernieren, wurden zunachst verschiedene
Einstellungen der Feldelektrode getestet. Diese unterschieden sich in ihrer Pulslange und der
Frequenz. Folgende Konditionen wurden getestet: 3 ms bei 50 Hz, 5 ms bei 50 Hz, 9 ms bei
50 Hz, 2 ms bei 100 Hz, 3 ms bei 100 Hz und 4 ms bei 100 Hz. Zur Analyse der LDCV-Sekretion
wurden 3-minitige TIRFM-Filme von DRG-Neuronen aufgenommen, wobei jeweils 20, 80
und 120 s nach Beginn der TIRFM-Aufnahme fiir je 30 s mit der Feldelektrode stimuliert
wurde (Abbildung 5 A). Des Weiteren wurde auch die Exozytose von LDCVs bei
Langzeitstimulation gemessen. Hierflir wurden 3-minitige TIRFM-Aufnahmen gemacht,
wobei nach einer Minute die Stimulation mit 3 ms Pulslange bei 100 Hz Frequenz begonnen
wurde und bis zum Ende der Aufnahme anhielt (Abbildung 5 B). Die letzte Bedingung, die zur
Induktion der Exozytose von LDCVs getestet wurde, war ebenfalls eine Langzeitstimulation.
Allerdings wurden in diesem Fall die Zellen, zunachst ohne gleichzeitige TIRFM-Aufnahme,
3 min mit einem Puls von 3 ms Lange bei 5Hz stimuliert. Dann wurde eine 4-mintige
TIRFM-Aufnahme gestartet, wobei in der ersten Minute der Aufnahme der gerade
beschriebene niederfrequente Stimulus appliziert wurde. Nach dieser Minute wurde die
Frequenz des Stimulus auf 100 Hz erhoht. Dieser Stimulus wurde wiederum bis zum Ende
der TIRFM-Aufnahme appliziert (Abbildung 5 C). Alle getesteten Stimulationsprotokolle sind

in Abbildung 5 noch einmal schematisch dargestellt.
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Abbildung5 : Schematische Darstellung der Stimulationsprotokolle fiir alle getesteten

Feldelektrodenstimulationen. A) Repetitive Stimulation mit einem Puls von 100 pA Amplitude,
verschiedenen Pulslangen und Frequenzen. B) Langzeitstimulation mit einem Feldelektrodenpuls der
Starke 100 pA, einer Lange von 3 ms und einer Frequenz von 100 Hz mit Beginn 1 Minute nach Start der
TIRFM-Aufnahme. C) Langzeitstimulation mittels Feldelektrode mit einer Pulsstdrke von 100 pA. Vor
Beginn der TIRFM-Aufnahme wurde ein Puls appliziert mit einer Ldnge von 3 ms bei 5 Hz. 1 Minute nach
Beginn der Aufnahme wurde die Frequenz des Pulses auf 100 Hz erhdht, wobei die anderen Parameter
der Stimulation gleich blieben.

Die generierten TIRFM-Aufnahmen wurden zur Analyse mit dem Programm Image J gedffnet
und die Sekretion der LDCVs visuell analysiert. Die Zeitpunkte der Sekretion wurden notiert
und die Sekretion wurde fir alle getesteten Stimulationskonditionen in Excel in gemittelten,
kumulativen Graphen dargestellt. Da sich bei der Analyse der Sekretionsereignisse zeigte,
dass es scheinbar verschiedene Modi der Sekretion von LDCVs in DRG-Neuronen gibt, wurde
jedes einzelne Ereignis noch einmal genauer analysiert. Hierzu wurden in den TIRFM-
Aufnahmen mit Image J fir jedes Sekretionsereignis zwei kreisférmige Regionen generiert.
Eine umfasste ausschlieRlich das Fluoreszenzsignal des Vesikels, die zweite Region schloss
das Vesikel und einen kleinen Teil der es umgebenden Region ein. Fiir jede Region wurde der
mittlere Grauwert jeden Bildes 2s vor und 2s nach Sekretion ermittelt. Fur die
weiterfihrende Analyse wurden die Werte des inneren Ringes von dem des dufleren Ringes
subtrahiert. Diese Werte wurden als Fluoreszenzintensitat tber die Zeit in einem Graphen in
Excel dargestellt. Um die Art der Vesikelfusion zu ermitteln, wurden die Grauwerte der
Vesikel aus Excel in das Programm Igor (ibertragen. Fiir diese Software wurde von Dr. Detlef
Hof ein spezielles Makro geschrieben, das automatisch und nach bestimmten, selbst
gesetzten Kriterien die Fluoreszenzverldufe einzelner Vesikel bestimmten Fusionstypen

zuordnen konnte. Die Kriterien, die das Makro bericksichtigte, waren die Dauer des
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Anstieges der Fluoreszenz und der Level der Fluoreszenz vor und nach Fusion. So konnten
die Vesikel in drei Haupt-Fusionsarten unterteilt werden. Die Definition der Parameter zur
Unterteilung in verschiedene Fusionstypen ist in Teil 3.2. dieser Arbeit beschrieben. Mithilfe
des Programms Igor Pro wurden anschlieBend die Parameter Anstiegszeit der Fluoreszenz,
Breite der Spitzenamplitude, Abfallszeit der Fluoreszenz und Haufigkeit des Auftretens der

einzelnen Fusionstypen analysiert.

2.2.6.2. Calcium-Imaging

Calcium ist ein wichtiger Mediator der Sekretion von SVs, aber auch von LDCVs. Deshalb
kann man mithilfe von Calciumindikatoren die Veranderung der intrazelluldren
Calciumkonzentration in Ruhe oder nach Stimulation quantifizieren. Diese Indikatoren
konnen liber verschiedene Wege in die Zelle eingebracht werden. Zum einen ist es moglich,
sie Uber eine Patch-Pipette bei gleichzeitigen elektrophysiologischen Messungen in das
Lumen der Zelle diffundieren zu lassen. Zum anderen wurden veresterte Indikatoren
entwickelt, die passiv Uber die Zellmembran diffundieren koénnen, sogenannte
Acetoxymethylester-Indikatoren. Die Acetoxymethylester der Farbstoffe werden im
Zellinneren durch Esterasen entfernt, wodurch der Indikator nun frei im Lumen der Zelle
vorliegt und dort gehalten wird. In dieser Arbeit wurde der Calciumindikator Fura-2 AM
benutzt. Um DRG-Neurone mit dem Indikator zu laden, wurden die im Abschnitt 2.2.2.
erwahnten Deckglaser, auf denen die DRG-Neurone kultiviert wurden, in eine Petrischale
gelegt, in der Fura-2 AM in 2 ml Optimem in einer Konzentration von 2 uM vorlag. Die Zellen
wurden in dieser Losung fiir 15 min bei 37 °C inkubiert.

Bei Fura-2 handelt es sich um einen ratiometrischen Calciumindikator, was bedeutet, dass
man die intrazelluldre Calciumkonzentration durch die Messung der Fluoreszenzintensitat
bei Anregung mit zwei unterschiedlichen Wellenlangen (350 nm und 380 nm) und einer
vorherigen Eichung des Setups mit Losungen definierter Calciumkonzentration genau

bestimmen kann.
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Abbildung 6 : Calciumabhangiges Emissionsspektrum des Calciumindikators Fura-2. (Bildquelle:

http://www.lifetechnologies.com/de/de/home/references/molecular-probes-the-handbook/indicators-
for-ca2-mg2-zn2-and-other-metal-ions/fluorescent-ca2-indicators-excited-with-uv-light.html#head1)

Abbildung 6 zeigt die Anderung der Absorption von Fura-2 bei der Anregung mit
verschiedenen Wellenlangen in Abhangigkeit der Calciumkonzentration. Bei hohen
Calciumkonzentrationen wird Fura-2 starker bei 350 nm angeregt, bei niedrigen
Calciumkonzentrationen hingegen liegt das Absorptionsmaximum bei 380 nm. Bildet man
nun den Quotienten (350 nm/380 nm), nivellieren sich Artefakte heraus und man kann an
einem auf Fura-2 geeichten Mikroskop die genaue Calciumkonzentration in einer Zelle
bestimmen. Der Ky, also der Wert, bei dem die Halfte aller Calciumbindestellen des
Indikators besetzt sind, von Fura-2 liegt mit 135 nM (bzw. 224 nM in Anwesenheit von 1 mM
Mg2+) etwa bei der Calciumkonzentration, die Sdugetierzellen im Ruhezustand besitzen
(100 nM).

Zur Messung an mit Fura-2 geladenen DRG-Neuronen wurden die Deckgldaser mit den Zellen
in die bereits erwdahnte Messkammer eingespannt und in ein Mikroskop (iber einem 40x-
Olimmersionsobjektiv eingelegt. Zellen wurden mit verschiedenen Methoden (siehe 2.2.6.1)
stimuliert, um die Anderung der intrazelluliren Calciumkonzentration zu beobachten. Die
Belichtung der Zellen fand abwechselnd mit Licht der Wellenldangen 350 nm und 380 nm
statt, welches Uber einen Monochromator generiert wurde. Die Belichtungszeit betrug
jeweils 100 ms, die Aufnahmefrequenz der Filme 10 Hz. Zur Analyse wurden die in
Metamorph aufgenommenen TIRFM-Filme zundchst mit der Freeware Image J gedffnet. Dort
wurden aus einer TIRFM-Aufnahme zwei, nach Wellenldnge der Beleuchtung getrennte

Filme generiert. Dann wurde eine kleine Region aulRerhalb der Zellen als Hintergrundwert
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festgelegt und dieser von allen Bildern der Filme abgezogen. AnschlieBend wurden in beiden
Filmen, an den jeweils gleichen Stellen, Regionen (ber die Zellkorper der Neurone gelegt
und deren mittlerer Grauwert fiir jedes Bild der Aufnahme bestimmt. Diese Werte wurden in
Excel Ubertragen, wo zunachst der Quotient der Werte bei 350 nm und 380 nm gebildet
wurde. Die so generierten Werte konnten grafisch als Verlauf der Fluoreszenzintensitat tber
die Zeit dargestellt werden. Da das verwendete Setup nicht kalibriert war, konnten nur

Fluoreszenzintensitaten, nicht aber genaue Calciumkonzentrationen dargestellt werden.

2.2.7. Modulation der LDCV-Sekretion durch NPY-Applikation

Da DRG-Neurone verschiedenste Arten von Neuromodulatoren in ihren LDCVs tragen, mit
denen sie autokrin, aber auch parakrin wirken kénnen, wurde fiir die Untersuchung zur
Modulation der LDCV-Sekretion ein Neuromodulator gewahlt, der in der
Schmerzwahrnehmung eine Rolle spielt und endogen in einigen DRG-Neuronen vorkommt.
Die Wahl fiel auf NPY, da es das am haufigsten vorkommende Neuropeptid ist. Zur
Beobachtung einer moéglichen Modulation der Sekretion wurden erneut Experimente mit
TIRFM durchgefiihrt und die Sekretion, wie bereits im Abschnitt 2.2.6.1. beschrieben, mit
einer Feldelektrode induziert. Der gewadhlte Stimulus war der bereits beschriebene
Langzeitstimulus flir 3 min bei einer Pulsamplitude von 100 pA und einer Lange von 3 ms bei
einer Frequenz von 100 Hz mit einer vorhergehenden, niederfrequenten Pra-Stimulation bei
5 Hz fiir 4 min. Die mit dem Lenti-Virus (NPY-Venus) transduzierten Neurone wurden an dem
bereits beschriebenen TIRFM-Setup mit einem 100x Olimmersionsobjektiv beobachtet.
Zunachst wurden 4-minitige TIRFM-Aufnahmen einer Zelle, mit gleichzeitiger Stimulation
durch die gerade beschriebene Feldelektrodenstimulation, gemacht. AnschlieBend wurde
die auf 32 °C erwarmte Badperfusion abgeschaltet und 100 ul einer 1 uM NPY-Lésung mittels
einer Prazisionsperfusion direkt auf die zu untersuchende Zelle appliziert. Durch die auf den
Zellen verbliebene restliche Extrazellularlésung (~2 ml) ergab sich eine 0,05 uM NPY-Lésung,
in der die Zellen fur 5 Minuten ohne TIRFM-Aufnahme inkubiert wurden. Kurz vor Ablauf der
5-minitigen Inkubation wurde das NPY durch Anschalten der Badperfusion wieder
ausgewaschen. Es folgte eine weitere TIRFM-Aufnahme derselben Zelle fiir 4 Minuten mit
dem gleichen Stimulationsprotokoll, wie bereits beschrieben. Wéahrend der Inkubation

wurde der Stimulus der Feldelektrode auf den niederfrequenten Stimulus umgestellt und
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konstant appliziert, bis die Frequenz 1 Minute nach Beginn der zweiten TIRFM-Aufnahme
wieder auf 100 Hz erhéht wurde. Als Kontrolle wurden Zellen aufgenommen, die statt der 5-
minltigen Inkubation mit NPY 5 Minuten in Extrazellularlésung inkubiert wurden. Abbildung

7 zeigt schematisch die Messbedingungen.
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Abbildung 7 : Schematische Darstellung des Stimulationsprotokolls zur Untersuchung der Modulation der
LDCV-Sekretion durch NPY. Bei der Stimulation handelte es sich um eine Langzeitstimulation mittels
Feldelektrode mit einer Pulsstarke von 100 pA. Vor Beginn der TIRFM-Aufnahme wurde fiir 3 min ein
Puls appliziert mit einer Lange von 3 ms bei 5 Hz. 1 Minute nach Beginn der Aufnahme wurde die
Frequenz des Pulses auf 100 Hz erhéht, wobei die anderen Parameter der Stimulation gleich blieben. Die
hochfrequente Stimulation dauerte 3 min bis zum Ende der ersten TIRFM-Aufnahme. Darauf folgte eine
5-minitige Inkubation der Zellen mit 0,05 uM NPY, bzw. Extrazellularmedium bei gleichzeitiger 5 Hz
Stimulation. Dieser schloss sich eine zweite TIRFM-Aufnahme an, in der erneut 1 Minute nach Beginn die
Frequenz des Stimulus auf 100 Hz erh6ht wurde.

Ansonsten wurden die Zellen in beiden Messungen gleichbehandelt. Die Analyse der

Sekretion erfolgte wie im Abschnitt 2.2.6.1. beschrieben.

In einer weiteren Messreihe wurde Uberprift, ob der NPY-induzierte Effekt auf die Sekretion
von LDCVs in DRG-Neuronen reversibel ist und ob der Proteinkinase A (PKA)-Signalweg durch
NPY aktiviert wird. Wird dieser Signalweg durch die Bindung eines Stoffes an einen G-Protein
gekoppelten Rezeptor aktiviert, wird zunachst Adenylatcyclase (AC) aktiviert. Diese bewirkt
die Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP).
cAMP seinerseits aktiviert PKA, welches schlieflich verschiedenste Zielproteine in der Zelle
phosphorylieren kann und somit deren Aktivitat verstarkt (bspw. Calciumkanale, CREB, etc.).
Zur Uberpriifung der Hypothese wurden erneut Experimente mit TIRFM durchgefiihrt, die im
Ablauf dhnlich den gerade beschriebenen Messungen mit NPY-Inkubation waren. Einziger
Unterschied war eine 1-stiindige Prdinkubation der Zellen mit 30 uM des PKA Inhibitors

H-89. Das Messprotokoll ist in Abbildung 8 schematisch dargestellt.
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Abbildung 8 : Schematische Darstellung des Stimulationsprotokolls zur Untersuchung des durch NPY
aktivierten Signalweges. Zunachst wurden DRG-Neurone 1 h bei 37 °C in DRG-Zellkultur-Medium mit
30 uM H-89 inkubiert. Bei der anschliefenden Stimulation handelte es sich um eine Langzeitstimulation
mittels Feldelektrode mit einer Pulsstarke von 100 pA. Vor Beginn der TIRFM-Aufnahme wurde fiir 3 min
ein Puls mit einer Pulsldnge von 3 ms bei 5 Hz appliziert. 1 Minute nach Beginn der Aufnahme wurde die
Frequenz des Pulses auf 100 Hz erh6ht, wobei die anderen Parameter der Stimulation gleich blieben. Die
hochfrequente Stimulation dauerte 3 min bis zum Ende der ersten TIRFM-Aufnahme. Darauf folgte eine
5-minitige Inkubation der Zellen mit 0,05 uM NPY bzw. Extrazellularmedium bei gleichzeitiger 5 Hz
Stimulation. Dieser schloss sich eine zweite TIRFM-Aufnahme an, bei der erneut 1 Minute nach Beginn

die Frequenz des Stimulus auf 100 Hz erhoht wurde.

2.2.8. Patch-Clamp-Technik

Zur Untersuchung von lonenstrémen tber die Membran von Zellen eignet sich besonders die
elektrophysiologische Patch-Clamp-Technik, die in den 1970er Jahren von dem deutschen
Biophysiker Erwin Neher und dem Mediziner Bert Sakmann entwickelt wurde (Neher und
Sakmann, 1976). Es gibt, je nach Fragestellung, zwei Mdglichkeiten, wie Zellen mit dieser
Methode gemessen werden kénnen. Zum einen misst man lonenstrome, indem man
verschiedene Spannungen an eine Zelle anlegt (Voltage-Clamp). Zum anderen lasst sich die
Anderung des Membranpotentials durch Vorgabe eines bestimmten Stroms messen
(Current-Clamp). In dieser Arbeit wurden Zellen ausschlieBlich im Voltage-Clamp-Modus
gemessen, da untersucht werden sollte, ob NPY die Strome bestimmter lonen beeinflusst.
Fir diese Art von Messung sind elektrisch erregbare Zellen wie beispielsweise Neurone
besonders gut geeignet. Denn wird deren Ruhemembranpotential, das auf der
Ungleichverteilung von lonen zwischen Zellinnerem und -dufSerem beruht, durch Stimulation
verandert, missen sie dieses schnellstmdglich wiederherstellen, um auf eine erneute
Stimulation reagieren zu kdnnen. Die Wiederherstellung des Ruhemembranpotentials erfolgt
durch den Ein- bzw. Ausstrom verschiedener lonen wie Natrium, Kalium oder Calcium durch
entsprechende lonenkanale. Diese Eigenschaft macht man sich mit der Patch-Clamp-Technik
im Voltage-Clamp-Modus zunutze. Hierbei werden Zellen zunachst auf ein bestimmtes
Potential, ihr Ruhemembranpotential, geklemmt, wobei zunidchst kein Strom fliefit.
Verandert man das angelegte Potential, misst man den Ausgleichsstrom, der Uber die

Zellmembran flieSt, um das Ruhemembranpotential wiederherzustellen.
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Um DRG-Neurone mit dieser Methode messen zu kdnnen, bendétigte man zunachst dinne
Glaskapillaren mit einem Widerstand von ca. 1-3 MQ. Diese wurden mithilfe eines
sogenannten Pullers (P-97, Sutter Instruments) auf die gewlinschte GroRe gezogen. In diese
Kapillare wurde eine Losung (Intrazellularlésung, siehe 2.1.3 Loésungen) eingefillt und
anschlielend eine Elektrode, die aus einem chlorierten Silberdraht bestand, eingefiihrt.
Diese Messelektrode (Pipette) war mit einer Referenzelektrode verbunden, die wahrend der
Messungen in die auf den Zellen befindliche Extrazelluldrlésung getaucht wurde. Beide
Elektroden waren mit einem Vorverstarker und einem Verstarker (EPC10, HEKA) verbunden.
Gesteuert wurden die Messungen (iber die Software Pulse. An die Messelektrode wurde
zunachst ein Unterdruck angelegt und diese mithilfe eines Mikromanipulators an die Zelle
gebracht. Die Zellen befanden sich, wie bereits beschrieben, auf Deckgldasern, die in eine
dichte Messkammer eingespannt wurden. Sobald die Spitze der Pipette die Zellmembran
beriihrte, wurde der Unterdruck ausgeglichen, wodurch das unter der Pipette befindliche
Membranstiick, der Patch, an die Pipette gesaugt wurde. So wurde zunachst die sog. On-
Cell-Konfiguration hergestellt. Um die Strome der gesamten Zelle messen zu kdnnen, musste
im nachsten Schritt der Patch durch erneutes Anlegen von Unterdruck vorsichtig aufgerissen
werden, sodass sich die Intrazellularlésung mit dem Cytosol der Zelle vermischen konnte
(Whole-Cell-Konfiguration). Vor dem AufreiBen des Patches musste darauf geachtet werden,
dass zwischen Pipette und Zellmembran ein hoher Abdichtungswiderstand im Giga-Q
Bereich, der sog. Giga-Seal, erreicht wurde. Dieser ist zwingend notwendig, um die Messung
von Leckstromen, die zwischen Pipette und Membran flieBen kbnnen, wenn der
Abdichtungswiderstand nicht grol3 genug ist, zu vermeiden. Zum Messen der Stréme wurden
die Neurone zundchst auf ein Haltepotential von -70 mV geklemmt und anschlieBend in
10 mV Schritten aufsteigend bis zu einer Spannung von +20 mV depolarisiert. Der
Serienwiderstand wurde automatisch im Programm Pulse kompensiert. Die
Depolarisationsreihen wurden mehrere Male hintereinander durchgefiihrt. Ausgewertet
wurden letztendlich die Strome vor Inkubation bzw. unmittelbar nach Inkubation mit
0,05 uM NPY bzw. Kontrolllosung. Die Inkubationen dauerten, wie in den bereits
beschriebenen Experimenten mit TIRFM, 5 Minuten. Wahrend der Messungen wurden die
Zellen standig mit frischem Extrazellulairmedium, welches auf ca. 32 °C erwarmt wurde,
umspllt. Die Auswertung der Strome wurde zundchst in Pulse direkt vorgenommen. Dort

wurden Abschnitte der Stromkurven, die bestimmten lonenstromen zugeordnet werden
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konnen, definiert und ihre Maximalwerte bei den verschiedenen Spannungen notiert. So
konnten die Werte des Natriumstroms, des Calciumstroms und des Tail-Currents aus den
Kurven isoliert werden. Um die Stromdichte der einzelnen Stréme zu erhalten, wurden die
Mittelwerte der Strome durch die mittlere ZellgréBe dividiert. So konnten in Excel
entsprechende Strom-Spannungsdichtekurven der verschiedenen Strome erstellt und

verglichen werden.

2.2.9. Immuncytochemie und Laser Scan Mikroskopie (LSM)

Zur Beobachtung der Lokalisation von Proteinen in Zellen bzw. zum Nachweis, ob ein
bestimmtes Protein in einer Zellart exprimiert ist, eignet sich die Immuncytochemie
besonders gut. Hier kann mithilfe von spezifischen Antigen-Antikdrper-Reaktionen der Ort
eines Proteins zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Zelle sichtbar gemacht werden. Zur
Gewinnung von Antikérpern kénnen das zu untersuchende Protein oder Fragmente des
Proteins in ein Tier, beispielsweise ein Kaninchen, injiziert werden. In dem Tier wird durch
die Injektion eines Fremdproteins eine Immunreaktion hervorgerufen, bei der Antikérper
gegen das Protein gebildet werden. Diese kdnnen schliefllich aus dem Plasma des Tieres
aufgereinigt werden. Gibt man diese Antikérper nun auf eine Probe, kdnnen sie dort bei
Vorhandensein des Proteins an bestimmten Stellen, den Epitopen, binden. Sollen Antikdrper
nur gegen ein bestimmtes Epitop eines Proteins gerichtet sein (monoklonale Antikorper),
was deren Spezifitdt erhoht, so werden diese mit der sog. Hybridom-Technik gewonnen. Um
nun das Protein mikroskopisch sichtbar zu machen, kann ein Antikérper direkt mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden (direkte Immunmarkierung). Alternativ inkubiert
man die Probe zunachst mit einem nicht gekoppelten Primarantikorper, der gegen ein
bestimmtes Protein gerichtet ist, und detektiert diesen dann seinerseits mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten sekundaren Antikérper (indirekte Immunmarkierung).
Diese Sekundarantikorper erkennen bestimmte Regionen auf dem Primarantikorper, die
durch die Spezies, in der ein Primarantikorper generiert wurde, festgelegt sind. Die indirekte
Immunmarkierung hat gegeniiber der direkten den Vorteil einer Signalverstarkung. Kann bei
der direkten Markierung pro vorhandenem Epitop nur ein Antikorper mit einem Fluorophor
binden, so kdnnen bei der indirekten Markierung mehrere fluoreszenzgekoppelte sekundare

Antikdrper an einen primdren Antikérper binden. Im Gegensatz zu den meist monoklonalen
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Primarantikorpern, die nur ein Epitop eines Proteins erkennen, sind sekundare Antikorper in
der Regel polyklonal und erkennen verschiedene Epitope. So kdnnen selbst nur in geringen
Mengen exprimierte Proteine mit indirekter Immunmarkierung sichtbar gemacht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde in DRG-Neuronen mittels indirekter Immuncytochemie auf
das Vorhandensein des ,,cAMP response element-binding proteins“ (CREB) beziehungsweise
dessen phosphorylierter Form (Phospho-CREB) getestet. Mit dieser Methode sollte
Uberprift werden, ob NPY nach Bindung an einen extrazellularen Rezeptor den Signalweg
der Proteinkinase A (PKA) aktiviert, bei der die Phosphorylierung von CREB im Zellkern einen
der Endpunkte der Signalkaskade darstellt. Phosphoryliertes CREB vollzieht eine
Konformationsanderung, was zur Bildung von Homodimeren fiihrt, die an bestimmte
Sequenzen (cAMP response element) von Promotoren einiger Gene binden und so die
Transkription dieser Gene verstarken kdnnen.

Zur Uberpriifung, ob NPY (ber die Bindung an ein G-Protein gekoppelten Rezeptor die
intrazellulare Signalkaskade Gber AC und PKA ausl6st, wie in Endoh et al. (2012) in einem
anderen Zelltyp beschrieben, wurden DRG-Neurone auf Deckgldasern zunachst mit 1 uM NPY
in 1 ml DMEM fir 25 min bei 37 °C inkubiert. Als Positivkontrolle fiir die Aktivierung des PKA-
Signalweges diente eine Inkubation in 50 uM Forskolin (5 mM Stock in DMSO, verdinnt in
DMEM), einem Aktivator der AC, ebenfalls fiir 25 min bei 37 °C. Als Negativkontrolle diente
eine Prainkubation der Neurone mit 30 uM H-89, einem Blocker der PKA, in Tris-NaCl fir 1 h
bei 37 °C.

Nach diesen Inkubationen wurden die Deckglaschen zweimal mit je 1 ml Tris-NaCl
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit je 1 ml 4 % Paraformaldehyd (PFA) pro
Deckglas fur 20 min bei Raumtemperatur fixiert. PFA dient dazu, die Zellen in einem
bestimmten Zustand zu konservieren. Die Zellstruktur wird aufrechterhalten und ein
Auswaschen von Proteinen aus der Zelle in spateren Schritten des Protokolls wird
vermieden. Auf diesen Fixierschritt folgten drei 3-minitige Waschschritte mit je 1 ml Tris-
NaCl. Zur Abmilderung von Autofluoreszenz wurden die Zellen in einem nachsten Schritt mit
einer Quenching-Losung mit 50 mM Glycin fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend folgten erneut 3 Waschschritte fir je 3 min mit Tris-NaCl. Als Nachstes wurden
die Zellen in einer Losung mit dem Detergens Triton X-100 30 min bei Raumtemperatur
permeabilisiert. Dieser Schritt ist notig, da das zu untersuchende Protein CREB intrazellular

vorliegt und durch das Detergens den Antikdorpern der Zugang zum Zellinneren ermoglicht
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wird. Zur Reduzierung unspezifischer Bindungen des Antikérpers wurden die Zellen
anschlieend dreimal 3 Minuten bei Raumtemperatur mit einer NGS (engl.: normal goat
serum; normales Ziegenserum)-haltigen Blockierlésung (siehe 2.1.3 Lésungen) gewaschen.
Da Antikoérper unterschiedliche Spezifitaten haben, muss darauf geachtet werden, dass
zunachst getestet wird, in welcher Konzentration diese das beste Signal-Rausch-Verhaltnis
zeigen. Fir den CREB-Antikoérper zeigten sich die besten Resultate bei einer 1:400
Verdlinnung, wadhrend der Phospho-CREB Antikdrper bei einer 1:500 Verdinnung in
Blockierlosung die besten Resultate zeigte. Zur Inkubation der Neurone mit den primaren
Antikorpern wurde eine @ 92 mm Petrischale auf dem Boden mit Parafilm ausgelegt. Zur
Herstellung einer ,feuchten Kammer”, die ein Austrocknen der Proben und ein Verdunsten
der Antikorperlésung verhindern soll, wurden entlang des Randes der Schale in Wasser
getrankte Ticher platziert. Auf den Parafilm wurden pro Deckglas 100 ul Antikérperlosung
getropft. Die Deckglaser wurden dann mit der Zellseite auf die Tropfen gelegt und 1 h bei
Raumtemperatur in der ,feuchten Kammer” inkubiert. Um den primaren Antikorper
abzuspilen, wurden die Deckglaser anschlieBend dreimal 3 Minuten mit je 1 ml
Blockierlosung gewaschen. Auch hier sollte der Zusatz NGS unspezifische Bindungen des nun
folgenden Sekundarantikdrpers reduzieren. Als Sekundéarantikérper wurden Alexa Fluor 568
goat anti mouse (gerichtet gegen den in Mausen generierten CREB Antikdrper) und Alexa
Fluor 647 goat anti rabbit (gerichtet gegen den in Kaninchen hergestellten Phospho-CREB
Antikorper) Antikorper, jeweils in einer Verdiinnung von 1:2000, eingesetzt. Nachdem die
Tropfen des Primarantikorpers vom Parafilm abgenommen wurden und dieser mit etwas
Blockierlosung gewaschen wurde, wurden 100 ul groRe Tropfen der in Blockierlésung
gelosten Sekundarantikorper auf den Parafilm gegeben. Die Deckgldaser wurden erneut mit
der Zellseite auf die Tropfen gelegt und 45 min in der ,feuchten Kammer” bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen flinfmal 3 min mit
Blockierlésung und dreimal 3 Minuten mit Tris-NaCl gewaschen, um die letzten Reste der
Antikorper vollstandig zu entfernen und die Hintergrundfarbung zu verringern. Pro Deckglas
wurde je ein Objekttrager vorbereitet, auf den ein 20 pl grofRer Tropfen Mounting Medium
(siehe 2.1.3 Loésungen) vorgelegt wurde. Die Deckglaser wurden mit der Zellseite auf das
Mounting Medium gelegt. Dieses Medium dient der Konservierung der Zellen. Die
Objekttrager wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur oder mindestens 1 h bei 37 °C

gelagert, sodass das Mounting Medium trocknen und ausharten konnte. Um ein komplettes
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Austrocknen der Proben zu verhindern, wurde der Rand der Deckglaser nach der Trocknung
mit etwas Nagellack versiegelt und die Proben bis zur Untersuchung bei 4 °C im Dunkeln

aufbewahrt.

Die Proben wurden mittels konfokaler Laser Scan-Mikroskopie untersucht. Bei dieser Art der
Mikroskopie handelt es sich um eine Mikroskopie-Technik, die Bilder mit einem sehr hohen
Signal-Rausch-Verhaltnis generiert. Die sehr gute Auflésung kommt dadurch zustande, dass
eine Probe nur in kleinen Abschnitten beleuchtet und nach und nach abgerastert wird.
Weiterhin sorgt eine Lochblende (engl.: Pinhole) im Strahlengang des emittierten Lichts
dafiir, dass nur emittiertes Licht des aktuell fokussierten Punktes in den Detektor gelangen
kann. Durch die Einstellung der GroRe dieser Lochblende ist es moglich, sehr kleine
Segmente eines Prdparates mit einer sehr hohen Auflosung abzubilden, da kaum Streulicht
aus unfokussierten Bereichen existiert. SchlieBlich konnen die Fluoreszenzsignale eines
bestimmten Zeitabschnitts einem Bildpunkt zugeordnet und mit entsprechender Software
digital zu einem Gesamtbild zusammengefligt werden.

An einem LSM 780 Mikroskop (Zeiss) mit einem 40x Olimmersionsobjektiv wurden Z-Stack
Aufnahmen von definierten Regionen der Proben gemacht. Die Anzahl und Dicke der
Bildebenen wurde fiir jede Aufnahme einzeln angepasst. Der Aufnahmemodus wurde auf
,hochster” gestellt, als Scan-Modus wurde ,Linie“ gewdhlt und um die Qualitat der
Aufnahmen zu verbessern, wurden 2 Aufnahmen der gleichen Region gemittelt. Die Bit-Tiefe
betrug 16 Bit und die PixelgréBe wurde auf 0,11 um festgelegt. Weiterhin wurde der
Mastergain auf 550 und das Pinhole auf 2,2 um sections eingestellt. Die Laserstarke zur
Anregung des Alexa Fluor 568 Antikorpers, dem Sekundarantikérper gegen den CREB
Antikorper, wurde auf 5 % gestellt, zur Anregung des Alexa Fluor 647 Antikdrpers wurde eine
Laserintensitdit von 6 % gewahlt. Da im Folgenden Fluoreszenzintensitaten verglichen
werden sollten, wurden diese Laserintensitaten fir alle Aufnahmen beibehalten. Zur Analyse
der Farbungen wurden die Aufnahmen im Programm Image J gedffnet. Zunachst wurde eine
kleine Region im Soma einer Zelle als Hintergrund festgelegt und dieser von allen Bildern
einer Aufnahme subtrahiert. AnschlieBend wurden Regionen um den Nukleus jeder Zelle
definiert, da dort die Lokalisation von CREB bzw. Phospho-CREB zu erwarten war. Die

mittleren Grauwerte einzelner Nuklei wurden fiir beide Farbungen in Excel tGbertragen. Dort
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wurde der Quotient aus den Grauwerten fiir Phospho-CREB und CREB gebildet und die

verschieden behandelten Gruppen miteinander verglichen.

2.2.10. Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm Sigma Plot durchgefihrt. Fir alle
Daten aus Experimenten mit TIRFM wurden ANOVA-Tests durchgefiihrt. Bei einer
Normalverteilung der Daten wurde ein ANOVA- mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls
Post-hoc-Test durchgefiihrt. Waren die Daten nicht normal verteilt, wurden sie mit einem
ANOVA on Ranks und einem anschlieBenden Dunn’s-Test auf statistisch signifikante
Unterschiede Uberprift. Fehlerbalken in Graphen zeigen immer den SEM (engl.: standard
error of the mean; Standardfehler). Signifikanzen wurden in 3 Gruppen unterteilt: *
entspricht P<0,05, ** entspricht P<0,01 und *** entspricht P<0,001.

In Patch-Clamp-Experimenten wurden zur statistischen Analyse normalverteilter Daten ein t-

Test und fiir nicht-normalverteilte Daten ein Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Induktion von LDCV-Sekretion in DRG-Neuronen

Peptiderge DRG-Neurone sind nicht nur in der Lage, Neurotransmitter aus SVs auf einen
Stimulus hin  zu sezernieren (Reizweiterleitung), sondern sie setzen ebenfalls
neuromodulatorische  Substanzen aus elektronendichten  Granula (LDCVs) frei
(Neuromodulation). Dies geschieht nicht, wie fiir SVs, an speziellen Stellen der Zelle wie
aktiven Zonen in Synapsen, sondern LDCVs werden sowohl am Soma als auch in den
Fortsatzen von DRG-Neuronen freigesetzt. Der Mechanismus der Exozytose von LDCVs in
Neuronen ist bis heute kaum untersucht. Aus diesem Grund musste in dieser Arbeit zunachst
geklart werden, welche Art Stimulus bendtigt wird, um LDCVs kontrolliert am Soma der
Zellen freizusetzen. Diese Untersuchungen wurden mithilfe von Calcium- Imaging und TIRFM
durchgeflhrt. Fir Experimente mit TIRFM mussten die DRG-Neurone mit einem Lenti-Virus
transduziert werden, dessen DNA fiir NPY-Venus codierte, welches spezifisch in LDCVs
transportiert wird und diese so fir fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen sichtbar

machte.

Es wurden unterschiedliche Arten der Stimulationen zur Auslosung von LDCV-Sekretion
getestet. Zum einen wurden Zellen mit einer 60 mM Kaliumlosung auf 0 mV depolarisiert.
Zum anderen wurden verschiedene Einstellungen einer Feldelektrodenstimulation getestet,
wobei Pulslange und Pulsfrequenz variiert wurden, die Pulsamplitude wurde konstant auf
100 YA gesetzt. Um zu erkennen, ob eine getestete Stimulation potenziell dazu geeignet ist,
Sekretion von LDCVs in DRG-Neuronen zu induzieren, wurden fiir jeden getesteten Puls
zunachst Calcium-Imaging-Experimente durchgefiihrt. Der Einsatz des Calciumindikators
Fura-2 AM zeigte zweifelsfrei, ob der gewdahlte Stimulus eine fiir die Exozytose von LDCVs
wichtige, robuste Erhéhung der intrazelluliren Calciumkonzentration ([Ca*']) bewirkte
(Huang und Neher, 1996).

In Abbildung 9 sind die gemittelten Quotienten (350 nm/380 nm) der Fura-2-Calciumsignale
von vier verschiedenen Stimuli dargestellt. Die dargestellten Stimuli bzw. die durch sie
hervorgerufenen Calciumantworten sind nur exemplarisch. Mittels TIRFM wurden spater

noch weitere Feldelektrodenkonditionen getestet.
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Abbildung 9 : Feldelektrodenstimulation und Applikation einer 60 mM Kaliumlésung rufen &hnliche
Veranderungen der [Caz+]i in DRG-Neuronen hervor. Nach dem Laden von DRG-Neuronen mit dem
Calciumindikator Fura-2 AM wurden DRG-Neurone mit 60 mM Kalium (lila n=48) oder elektrisch per
Feldelektrode stimuliert und fiir 5 min bei einer Aufnahmefrequenz von 10 Hz aufgenommen. Die
Pulsamplitude betrug bei allen Feldelektrodenstimulationen 100 pA, die Pulsldnge 3 ms. Messungen in
Blau wurden bei einer Pulsfrequenz von 50 Hz durchgefihrt (n=44). Der Puls startete 60 s nach Beginn
der Filmaufnahme und lag 3 min an. Bei den in Hellgriin dargestellten Messungen betrug die
Stimulationsfrequenz 100 Hz 100 Hz (n=42). Die dunkelgriine Kurve zeigt die Calciumantwort auf die
gleiche Stimulation wie bei der hellgriinen Kurve, allerdings wurde zusatzlich 30 s nach Beginn der
Aufnahme fiir 30 s ein niederfrequenter 5 Hz Prastimulus appliziert (n=59).

Abbildung 9 zeigt, dass alle getesteten Stimulationen, ob Feldelektrode oder 60 mM Kalium
(high K*), eine fiir die Exozytose von LDCVs wichtige Erhdhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration unmittelbar nach Beginn der Stimulation bewirken. Des Weiteren
weisen die Amplituden, also der Unterschied zwischen dem Calciumsignal vor Stimulation
(Mittelwert der ersten 10 s der Messungen) und dem Maximalwert der Calciumantwort (A),
aller Konditionen keine signifikanten Unterschiede auf: high K* A=0,19 +0,02; 3 ms / 50 Hz
A=0,24 +0,03; 3 ms/ 100 Hz A=0,31 +0,04; 3 ms / 100 Hz + pre A=0,24 + 0,03. Zusatzlich ist
zu erkennen, dass bereits eine Stimulation bei niedriger Frequenz (5Hz) einen
Calciumeinstrom bewirkt und die Calciumkonzentration wahrend des niederfrequenten
Stimulus konstant bleibt. Die [Ca®"]; steigt jedoch bei niedriger Frequenz nicht maximal an,
sondern lasst sich durch die Steigerung der Pulsfrequenz auf 100 Hz weiter erh6hen. Nach
Ende der Stimulation ist bei allen getesteten Stimuli zu erkennen, dass sich die [Ca%"); wieder
erniedrigt, was zeigt, dass die vorherige Erhohung der [Ca®]; auf die Stimulation
zurlickzuflihren ist. Es wurden in der Abbildung keine absoluten Calciumkonzentrationen
angegeben, obwohl deren Messung theoretisch mit dem ratiometrischen Calciumindikator

Fura-2 AM moglich ist. Grund war zum einen die fehlende Eichung des Setups. Zum anderen
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lag das Hauptaugenmerk der Messungen nicht darauf, exakte Calciumkonzentrationen zu
bestimmen. Sie dienten lediglich als Schnelltest zur Erkennung, ob gewahlte Stimuli generell
zu einem Calciumeinstrom in DRG-Neurone fiihren und so theoretisch LDCV-Sekretion
induziert werden kann.

Es wurde bisher gezeigt, dass in DRG-Neuronen sowohl eine calciumabhangige als auch eine
calciumunabhangige Exozytose von LDCVs existiert (Huang und Neher, 1996; Zhang und
Zhou, 2002). Im nachsten Schritt dieser Arbeit galt es daher herauszufinden, ob die Stimuli,
die in Calcium-Imaging-Experimenten zu einer Erhéhung der [Ca®*]; fiihrten, auch in der Lage
sind, die [Ca®"]; stark genug zu erhdhen, um calciumabhadngige Exozytose von LDCVs
einzuleiten. Zu diesem Zweck wurden Experimente mit TIRFM an DRG-Neuronen
durchgefiihrt, deren LDCVs durch die Uberexpression von NPY-Venus fluoreszenzmarkiert
waren. Es sollte getestet werden, bei welcher Art von Stimulation DRG-Neurone die grof3te
Anzahl LDCVs sezernieren und wie akkurat die Sekretion zeitlich mit dem Stimulus gekoppelt
ist (Messungen mit Applikation 60 mM Kaliumlésung siehe auch: Diplomarbeit Anneka Bost,
Titel: ,,Untersuchung der Exozytose von Large Dense Core Vesikeln (LDCVs) und synaptischen

Vesikeln (SVs) aus Neuronen der Spinalganglien®).
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Abbildung 10 : Sowohl 60 mM Kaliumlosung als auch Feldelektrodenstimulation induzieren LDCV-Sekretion
in DRG-Neuronen. Am effektivsten |6st eine Langzeit-Feldelektrodenstimulation mit
niederfrequentem Prastimulus LDCV-Exozytose aus. Dargestellt ist jeweils die mittlere kumulative
LDCV-Sekretion. A) Sekretion bei Applikation einer 60 mM K'-Lésung, 3-mal konsekutiv fiir je
5 Sekunden 10, 30 und 50 s nach Beginn der TIRFM-Aufnahme (n=10). B) Sekretion fiir verschiedene
Konditionen einer Feldelektrodenstimulation. Getestet wurden verschiedene Pulslingen und
Frequenzen (siehe Graphlegende). Die Amplitude aller Pulse betrug 100 pA. Neurone wurden 3-mal
konsekutiv fir je 30 Sekunden 20, 70 und 120s nach Beginn der TIRFM-Aufnahmen stimuliert
(N3ms/501=10;  Nsms/sonz=2; Noms/soHz=9; Nams/100H2=2; Nams/1000=14; Nams/1001=8). C) Sekretion fir zwei
verschiedene Langzeitstimulationen mittels Feldelektrode mit den Parametern 100 pA Amplitude, 3 ms
Pulslange und einer Frequenz von 100 Hz. Eine Stimulation erfolgte fiir 2 min, mit Beginn 1 Minute nach
Start der TIRFM-Aufnahme (hellgriin n=19). Die andere dargestellte Stimulation (dunkelgrin) erfolgte
fiir 3 min, mit Beginn 1 Minute nach Start der TIRFM-Aufnahme. Diesem hochfrequenten Stimulus ging
ein niederfrequenter Stimulus von 5 Hz fiir 4 min voraus (n=17).
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Die beobachteten Exozytoseereignisse, die durch die Applikation verschiedener Stimuli
ausgeldst wurden, sind als kumulative LDCV-Sekretion in Abbildung 10 dargestellt. Die
Abbildung zeigt, dass mit allen getesteten Stimulationsarten LDCV-Sekretion in DRG-
Neuronen induziert werden kann, jedoch in sehr unterschiedlichen Raten. Eine
Feldelektrodenstimulation mit einer Pulslange von 3 ms bei einer Frequenz von 100 Hz
erweist sich als am zuverlassigsten und zeitlich akkuratesten, um LDCVs aus den Somata von
DRG-Neuronen freizusetzen. Die Stimulation mit 60 mM Kalium (Abbildung 10 A) wurde
nicht weiter fortgefihrt. Hier ist eine rdumlich und zeitlich akkurate Stimulation durch die
Art der Applikation der Stimulationslésung nicht gegeben. In Graph B sieht man, dass von
den getesteten repetitiven Stimulationen mittels Feldelektrode, jener mit 2 ms Pulslange bei
100 Hz, durchschnittlich die hochste LDCV-Sekretion hervorruft. Allerdings findet wahrend
der ersten und der dritten Stimulusapplikation kaum Sekretion statt. Mit dem Puls von 9 ms
Lange bei 50 Hz ist die Anzahl der sezernierten Vesikel zwar ebenfalls hoch, allerdings ist die
Sekretion zeitlich schlecht kontrollierbar mit der Stimulation, da ein groBer Teil der Sekretion
zwischen den Stimulationen beobachtet wurde. Da der Puls von 3 ms Lange bei 100 Hz eine
robuste Sekretion auslost, die groRtenteils wahrend der Stimulationsperioden stattfindet,
wurde er fir weiterfiihrende Experimente gewahlt. Es zeigte sich (Abbildung 10 C), dass bei
einer Langzeitstimulation mit dem gerade beschriebenen Puls eine konstante LDCV-
Sekretion Uber die gesamte Dauer der Stimulation induziert werden kann. Durch Hinzufligen
eines niederfrequenten Prastimulus wird die Sekretionsrate noch weiter erhoht. Der
Prastimulus selbst ruft allerdings kaum Sekretion hervor. Somit zeigt sich, dass fur die
Freisetzung von LDCVs aus dem Soma von DRG-Neuronen kurze Pulse bei einer sehr hohen

Frequenz notig sind.

Uber die zeitliche Beziehung zwischen Stimulation und Sekretion von LDCVs in Neuronen ist
bisher kaum etwas bekannt. In hippocampalen Neuronen und Interneuronen liegt diese im
Sekundenbereich und ist damit, verglichen mit der Beziehung zwischen Stimulus und
Sekretion von SVs (Millisekunden), eher schwach (Shinoda et al., 2011; Xia et al., 2009). Zur
Aufklarung dieser Beziehung in DRG-Neuronen wurde daher in dieser Arbeit die Latenzzeit
der Sekretion des ersten LDCVs nach Beginn der Stimulation fir alle getesteten

Stimulationen analysiert (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Die mittlere Latenzzeit des ersten sezernierten LDCVs nach Beginn der Stimulation
unterscheidet sich nicht signifikant zwischen den Stimulationsarten. Untersucht wurde die Latenzzeit
des ersten Vesikels fir alle bereits beschriebenen Stimulationsarten. Der Einfachheit und
Vergleichbarkeit halber, wurden die Werte aller Stimulationen bei 50 Hz (alle/50 n=21) bzw. bei 100 Hz
(alle/100 n=23) Pulsfrequenz zusammengefasst (N3100/2min=17; N3/100/3mintpre=17; Npignks=10). Die
Fehlerindikatoren zeigen den SEM.

Abbildung 11 zeigt, dass sich die Latenzzeiten des ersten sezernierten Vesikels zwischen den
verschiedenen Stimuli nicht signifikant unterscheiden. Dennoch wird diese Zeitspanne
tendenziell mit starker werdendem Stimulus, sprich hoherer Frequenz und ldnger
anhaltender Stimulation, kirzer. So betrdgt die gemittelte Latenzzeit bei den
zusammengefassten 50 Hz Stimulationen 61,8 + 9,8 s (n=21). Bei Erhdhung der Pulsfrequenz
auf 100 Hz verringert sich die Latenz auf 46,9 + 10,0 s (n=23). Eine Langzeitstimulation Uber
2 min verkirzt die Latenzzeit im Vergleich zu repetitiven Stimulationen kaum (42,2 + 7,1 s)
(n=17). Die Addition eines 5 Hz Prastimulus hingegen verringert sie auf 28,3 + 5,9 s (n=17).
Die kiirzeste Latenzzeit zeigt die Stimulation mit 60 mM K, sie betrdgt 21,3 + 4,7 s (n=10).
Trotz dieser nominell groRen Unterschiede konnten mit einem One-Way ANOVA-Test keine

statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden.

In diesem Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Sekretion von LDCVs am Soma von
DRG-Neuronen am effektivsten mit einer Langzeit-Feldelektrodenstimulation einer
Amplitude von 100 pA, einer Pulslange von 3 ms, einer Frequenz von 100 Hz und einem
vorausgehenden 5 Hz Prastimulus gleicher Pulsamplitude und -lange induziert werden kann.
Auch andere getestete Stimulationen ermoglichten das Auslésen der Freisetzung der LDCVs,
allerdings sprach fir die Benutzung des gerade beschriebenen Stimulus in weiterfiihrenden
Experimenten, dass mit ihm eine grofle Anzahl an LDCVs freigesetzt werden konnte, die

Sekretion stetig und robust Uber den gesamten Zeitraum der Stimulation stattfand und
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somit die Stimulation zeitlich und raumlich (im Vergleich zur Applikation einer
Stimulationslésung) sehr akkurat war. Es kann bis zu diesem Punkt geschlussfolgert werden,
dass zur Induktion von LDCVs in DRG-Neuronen eine hochfrequente Stimulation bei kurzer
Pulsdauer benétigt wird. Weiter zeigte sich eine im Vergleich zu publizierten Angaben der
Stimulus-Sekretions-Beziehung von SVs [ms] sehr schwache zeitliche Beziehung zwischen

Beginn der Stimulation (Ursache) und Sekretion des ersten LDCVs (Wirkung) [s].

3.2. Analyse von Sekretionstypen in DRG-Neuronen

Flr die Freisetzung von LDCVs wurden in diversen Zelltypen, wie beispielsweise Mastzellen,
Chromaffinzellen der Nebenniere oder PC12 Zellen, verschiedene Typen der Fusion
beschrieben (Ales et al., 1999; Bruns, 2004; Spruce et al., 1990). So gibt es einen Fusionstyp,
bei dem die Vesikelmembran vollstandig mit der Plasmamembran der Zelle verschmilzt und
der gesamte Inhalt des Vesikels freigesetzt wird (vollstandige Fusion; engl.: ,Full Fusion®).
Bei einer anderen Art von Fusionsereignis 6ffnet sich die Fusionspore nur voriibergehend
und nur ein Teil des Vesikelinhaltes wird freigesetzt. AnschlieBend verschliellt sich die
Fusionspore wieder, das Vesikel 16st sich von der Plasmamembran und bewegt sich zuriick
ins Cytoplasma (Fusionieren und Entfernen, engl.: ,Kiss and Run“). Diesem Typ sehr dhnlich
ist ein weiterer Fusionstyp, bei dem das Vesikel ebenfalls unvollstandig mit der
Plasmamembran verschmilzt. Hier bleibt das Vesikel nach Fusion allerdings am Ort der

Freisetzung (Fusionieren und Verweilen; engl.: , Kiss and Stay“).

Bei der Durchsicht der TIRFM-Aufnahmen in dieser Arbeit fiel auf, dass auch
Exozytoseereignisse von LDCVs in DRG-Neuronen nicht immer auf die gleiche Weise
ablaufen. Durch die Benutzung des pH-sensitiven Fluoreszenzproteins Venus, dessen
Fluoreszenzintensitat in saurem Milieu (pH 5,5 in Vesikeln), teilweise gedampft und bei
Kontakt mit neutralem pH (Extrazellularraum nach Exozytose pH 7,4) schlagartig erhoht
wird, wurde deutlich, dass Exozytose in den Aufnahmen auf verschiedene Arten
wahrgenommen werden kann. Zum einen durch eine plotzliche Erhéhung der
Fluoreszenzintensitdt des Vesikels, in manchen Fallen zusammen mit dem Auftreten einer
fluoreszenten Wolke, die aus dem Vesikel freigesetzt wird. Zum anderen zeigte sich

Exozytose durch den plotzlichen Verlust der Fluoreszenz eines Vesikels. Es sollte nun
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aufgrund dieser Beobachtungen jedes Fusionsereignis einzeln genauer untersucht werden,
um festzustellen, welcher Modus der Exozytose fiir LDCVs in DRG-Neuronen hauptsachlich
genutzt wird. Hierzu wurden die Verldaufe der Fluoreszenzintensitdt einzelner Vesikel und
ihrer unmittelbaren Umgebung dargestellt. So konnten drei verschiedene Fusionstypen
(s. 0.) identifiziert werden (Abbildung 12).

Abbildung 12 zeigt exemplarisch die Fluoreszenzverldaufe dreier sezernierter Vesikel. Diese
Verlaufe zeigen die drei verschiedenen beobachteten Fusionsarten von LDCVs in DRG-
Neuronen: ,Full Fusion”, ,Kiss and Run” und ,Kiss and Stay”. In Abbildung 12 A ist ein
Ereignis dargestellt, das als ,Full Fusion“-Event klassifiziert wird. Die Kriterien zur
Identifikation eines solchen Ereignisses sind ein langsamer Anstieg der Fluoreszenzintensitat
oder ein konstant hoher Wert der Fluoreszenzintensitat vor Fusion wahrend der gesamten
Aufnahme und ein plétzlicher Abfall der Fluoreszenzintensitdt binnen ca. 400 ms bei Fusion.
Abbildung 12 B zeigt den Filmausschnitt eines Ereignisses, das als , Kiss and Run” identifiziert
wird. Die Kriterien fir die Klassifizierung eines solchen Ereignisses sind ein schneller Anstieg
der Fluoreszenzintensitdat (0.16 £+0.01 ms), ein schneller Verlust der Fluoreszenz
(0.37+0.05ms) und nach Fusion eine Fluoreszenzintensitait  ahnlich  der
Hintergrundfluoreszenz. Abbildung 12 C schlief3lich zeigt ein Ereignis, das als ,Kiss and Stay”
identifiziert wird. Dieses Ereignis zeichnet sich im Fluoreszenzverlauf durch einen schnellen
Anstieg der Fluoreszenz (siehe ,Kiss and Run®), einen schnellen Abfall der Fluoreszenz (siehe
»Kiss and Run“) und ein, im Vergleich zu vor der Fusion, gleichbleibendes oder erhdhtes

Fluoreszenzniveau nach der Fusion aus.
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Abbildung 12 : DRG-Neurone besitzen verschiedene Modi der Exozytose von LDCVs. Dargestellt ist jeweils im
oberen Teil der Abbildungen eine exemplarische Bildsequenz sezernierter LDCVs. Im unteren Teil sind
die zu den jeweiligen Vesikeln gehorigen Verldufe der Fluoreszenzintensitit zu sehen. Zur Analyse
wurden 2 Regionen um die sezernierten Vesikel gelegt. Eine kleinere Region (gelb) erfasste
ausschlieRlich die Fluoreszenzintensitat des Vesikels. Eine zweite, etwas groRere Region (rot) sollte, nach
Subtraktion der Vesikelregion, die unmittelbare Umgebung des Vesikels erfassen und das Auftreten
einer fluoreszenten Wolke anzeigen, die durch Ausschiittung des Vesikelinhaltes erzeugt wird. Die
Kleinbuchstaben zeigen an, mit welcher Stelle des Fluoreszenzverlaufes die Bilder des Filmausschnittes
korrelieren. A) Stellt ein Exozytoseereignis dar, das als ,Full Fusion” klassifiziert wird. B) Zeigt den
Verlauf eines , Kiss and Run“-Ereignisses. C) Zeigt zwei Fusionsereignisse desselben Vesikels unmittelbar
nacheinander. Dieser Fusionstyp wird als ,,Kiss and Stay“ klassifiziert.
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Zur Unterscheidung der verschiedenen Fusionstypen wurde die Anstiegszeit der
Fluoreszenzintensitat als ein Parameter festgelegt. Bei ,Kiss and Run” und ,Kiss and Stay“
war diese Zeit ,kurz”, flr ,Full Fusion” hingegen dauerte der Anstieg ,langer”. Um den
Zeitpunkt zu definieren, der einen schnellen von einem langsamen Anstieg unterscheidet,
wurde die Anstiegsdauer der Fluoreszenzintensitat aller Exozytoseereignisse grafisch gegen
die Haufigkeit ihres Vorkommens aufgetragen und mithilfe eines dreifachen Gauss-Fits
gefittet. Es ergeben sich drei Populationen von Anstiegszeiten, wobei die Abgrenzung
zwischen den Zeiten unter und Uber 350 ms, wie in Abbildung 13 dargestellt, am
deutlichsten erkennbar ist. Fiir die softwaregestiitzte Unterteilung der Fusionsereignisse in
,Full Fusion” und ,,Kiss and Run” bzw. ,Kiss and Stay” wurde dieser Wert (rote Markierung)

herangezogen.

357 Dreifacher Gauss-Fit
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Abbildung 13: Exozytoseereignisse kénnen anhand der Anstiegszeit der Fluoreszenz in 2 Kategorien
unterteilt werden. Dargestellt sind alle Exozytoseereignisse mit der Anstiegszeit ihrer
Fluoreszenzintensitat und der Haufigkeit ihres Vorkommens. Diese Werte wurden durch einen
dreifachen Gauss-Fit gefittet (hellgraue Linie). Die schwarze Linie zeigt die drei einzelnen Komponenten
des Fits. In Rot ist die Uberschneidung der Populationen mit einer Anstiegszeit groRer bzw. kleiner
350 ms markiert.

Es konnte also gezeigt werden, dass bei Stimulation von DRG-Neuronen verschiedene Arten
der Fusion induziert werden, die gemald Beschreibungen in der Literatur als ,Full Fusion®-,

,Kiss and Run“- und ,Kiss and Stay“-Exozytose bezeichnet werden kdnnen.

Nachdem geklart wurde, dass verschiedene Arten der Exozytose in DRG-Neuronen
existieren, stellte sich nun die Frage, ob sie zur Freisetzung des Inhaltes ihrer LDCVs einen
bestimmten Fusionstypen bevorzugt nutzen und ob die Haufigkeit des Auftretens der

einzelnen Typen, wie beispielsweise in Chromaffinzellen (Fulop et al., 2005), abhangig von
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der Art und Starke der Stimulation ist. Daher wurde, wie in Abbildung 14 gezeigt, die
Haufigkeit des Auftretens der einzelnen Fusionstypen fiir alle bereits beschriebenen

Stimulationsarten ndher untersucht.
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Abbildung 14: ,Full Fusion“-Exozytose ist der vorrangig auftretende Modus der Freisetzung bei
Feldelektrodenstimulation. Bei Stimulation mit 60 mM Kalium treten alle drei Modi der Exozytose mit
gleicher Haufigkeit auf. Getestet wurde das Vorkommen von ,Full Fusion, , Kiss and Run” und ,,Kiss and
Stay” in allen Feldelektrodenstimulationen (50 Hz (blau) n=21, 100 Hz (turkis) n=23, 2 Minuten Langzeit
(hellgriin) n=17 und 3 Minuten Langzeit mit niederfrequentem Prastimulus (dunkelgriin) n=17) und in
der Stimulation mit 60 mM Kalium (lila) (n=11). Die Fehlerbalken zeigen den SEM, * zeigen Signifikanzen
an (*: P<0,05; ***: P<0,001).

Es zeigte sich (Abbildung 14), dass bei allen Feldelektrodenstimulationen eine klare
Praferenz fir den Sekretionsmodus ,Full Fusion” vorliegt. Seltener kann der ,Kiss and Run®-
Modus beobachtet werden und deutlich am seltensten wird der ,Kiss and Stay“-Modus von
DRG-Neuronen zur Sekretion von LDCVs am Soma genutzt. Fir die Stimulation mit einer
60 mM Kaliumlosung sieht die Verteilung des Auftretens der Fusionstypen im Vergleich zur
Feldelektrodenstimulation véllig anders aus. Bei der high K'-Stimulation tritt der ,Full
Fusion“-Modus am seltensten auf, wahrend , Kiss and Run“ am haufigsten ist. Generell zeigt
sich, im Gegensatz zur Feldelektrodenstimulation, keine deutliche Praferenz fiir einen
bestimmten Sekretionsmodus. Nach Durchfiihrung eines Two-Way ANOVA und eines
anschlielenden Student-Newman-Keuls Post-hoc-Tests zeigte sich, dass das Vorkommen des
oFull  Fusion“-Modus zwischen der high K'-Stimulation und der Langzeit-
Feldelektrodenstimulation mit Prastimulus hoch signifikant unterschiedlich ist (P<0,001).

Zwischen dem Auftreten von ,Full Fusion bei high K'-Stimulation im Vergleich zu den
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anderen Feldelektrodenstimulationen besteht jeweils ein signifikanter Unterschied (high K*

vs. 50 Hz: P=0,028; high K" vs. 100 Hz: P=0,013; high K vs. 2 min 100 Hz: P=0,029).

Neben der Haufigkeit des Auftretens der verschiedenen Fusionsarten war eine weitere
interessante Frage, ob die Art der Stimulation Einfluss auf die Kinetik der Fusionsereignisse
hat. Um dies zu testen, wurden verschiedene Parameter aller Fusionsereignisse untersucht.
So wurden die Dauer des Anstieges der Fluoreszenz (Zeitspanne zwischen 10 % und 90 % des
Maximums), die Dauer zwischen Anstieg (50 %) und Abfall (50 %) (engl.: peak width at half
maximum; Breite der Spitzenamplitude) der Fluoreszenz und die Dauer des Abfalls der
Fluoreszenz (Zeitspanne zwischen 90% und 10 % des Maximums) ndher untersucht.

Abbildung 15 stellt die Definition der untersuchten Parameter grafisch dar.
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Abbildung 15 : Grafische Darstellung untersuchter Parameter der Kinetik von Fusionsereignissen. Getestete
Parameter waren die Anstiegszeit der Fluoreszenzintensitdt (10 % bis 90 % des Maximums), die Breite
der Spitzenamplitude (50 % bis 50 % des Maximums) und die Abfallszeit der Fluoreszenzintensitat (90 %
bis 10 % des Maximums).

Abbildung 16 zeigt die Anstiegszeiten der Fluoreszenzintensitdt der verschiedenen

Fusionstypen, aufgeschlisselt nach der jeweiligen Stimulationsart.
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Abbildung 16 : Die mittlere Anstiegszeit der Fluoreszenzintensitdt von Exozytoseereignissen verschiedener
Fusionstypen unterscheidet sich jeweils nicht signifikant zwischen Stimulationsarten. Dargestellt ist
die mittlere Anstiegszeit der Fluoreszenzintensitdt von Exozytoseereignissen, unterteilt in die drei
Fusionstypen ,Full Fusion”, ,Kiss and Run“ und ,Kiss and Stay”, in 5 verschiedenen Stimulationsarten.
Blau zeigt die Werte der 50 Hz Stimulation, Tirkis die der 100 Hz Stimulation, Hellgriin die der
2-miniitigen Langzeitstimulation, Dunkelgriin die der 3-minitigen Langzeitstimulation mit
niederfrequentem Prastimulus und Lila die der Stimulation mit 60 mM Kalium. Die Fehlerbalken zeigen
den SEM.

Da die Anstiegszeit bereits ein Kriterium der Unterscheidung zwischen ,Full Fusion” und
,Kiss and Run“ bzw. ,,Kiss and Stay” war und diese Zeit zudem voéllig unterschiedliche Schritte
der Exozytose widerspiegelt, ist es nicht verwunderlich, dass ,Full Fusion“-Ereignisse einen
wesentlich langer andauernden Fluoreszenzanstieg zeigen als ,Kiss and Run“- und ,Kiss and
Stay“-Ereignisse. Durchschnittlich haben ,Full Fusion“-Ereignisse eine Anstiegszeit von
11,2 s, wohingegen die Anstiegszeit von ,Kiss and Run” 1,6 s und die von ,Kiss and Stay”
1,8 s betrdagt. Zwischen den verschiedenen Stimulationsarten sind keine signifikanten
Unterschiede zu erkennen. Die Anstiegszeit der Fluoreszenz kann im Fall von , Full Fusion” als
Dockingzeit betrachtet werden. Im Falle von , Kiss and Run“ und ,Kiss and Stay” stellt diese
Zeit eher die Zeitspanne bis zur maximalen Offnung der Fusionspore und der
Deprotonierung des LDCV-Lumens dar. Es konnte gezeigt werden, dass diese wichtigen

Schritte der Exozytose nicht durch die Stimulationsart verandert werden.

Als nachster Parameter fiir die Kinetik der Vesikelsekretion wurde die mittlere Breite der
Spitzenamplitude untersucht. Diese entspricht der Zeitspanne zwischen den Zeitpunkten, bei
denen sowohl der Anstieg als auch der Abfall der Fluoreszenz 50 % des Maximalwertes
erreicht haben. Diese Werte spiegeln fiir ,,Kiss and Run“ und ,,Kiss and Stay“ die Zeit wider, in

der die Fusionspore insgesamt geo6ffnet ist. Fiir ,,Full Fusion” zeigt sie die Dauer, die Vesikel
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bis zu ihrer Verschmelzung mit der Plasmamembran in einem gedockten Zustand verbringen.
Auch diese Werte wurden innerhalb der verschiedenen Fusionstypen auf Unterschiede

zwischen den Stimulationsarten untersucht (Abbildung 17).

2.0 1

m 50 Hz

18 - m 100 Hz
m3ms/ 100 Hz /2 min

1.6 1 m3ms/ 100 Hz /3 min + pre
m 50 mM K+

Mittlere Breite der Spitzenamplitude [s]

Full Fusion Kiss & Run Kiss & Stay

Abbildung 17: Die mittlere Breite der Spitzenamplitude von Exozytoseereignissen verschiedener
Fusionstypen unterscheidet sich jeweils nicht signifikant zwischen Stimulationsarten. Dargestellt ist
die mittlere Breite der Spitzenamplitude von Exozytoseereignissen unterteilt in die drei Fusionstypen
,Full Fusion”, ,Kiss and Run“ und ,Kiss and Stay” in 5 verschiedenen Stimulationsarten. Blau zeigt die
Werte der 50 Hz Feldelektrodenstimulation, Tirkis die der 100 Hz Stimulation, Hellgriin die der
2-minitigen Langzeitstimulation, Dunkelgriin die der 3-minltigen Langzeitstimulation mit
niederfrequentem Prastimulus und Lila die der Stimulation mit 60 mM Kalium. Die Fehlerbalken zeigen
den SEM.

Auch im Vergleich der mittleren Breite der Spitzenamplitude zeigt sich innerhalb der
Gruppen der Fusionstypen kein signifikanter Unterschied. Fir ,Full Fusion” ist der Wert
generell héher als fir ,Kiss and Run“ bzw. ,Kiss and Stay”. Dies ist zu erwarten, da auch
diese Werte fir ,Full Fusion” einen véllig anderen Schritt der Exozytose widerspiegeln als fir
,Kiss and Run“ bzw. ,Kiss and Stay“. Im Mittel betrdgt die Breite der Spitzenamplitude fir

»Full Fusion” 1,2 s, fiir ,,Kiss and Run“ 0,4 s und fiir ,,Kiss and Stay“ 0,3 s.

Schliefllich wurde fiir alle Fusionsereignisse noch die Dauer des Fluoreszenzabfalls
untersucht (Abbildung 18). Diese stellt fur ,Kiss and Stay“-Ereignisse die Dauer des
SchliefRens der Fusionspore und der anschlieBenden Reazidifizierung des Vesikellumens dar,
fur ,Kiss and Run” schlieRt sie zusatzlich das Entfernen des Vesikels von der Plasmamembran
(engl.: Undocking) ein. Fir ,Full Fusion” ist es die Zeit der Freisetzung des gesamten

Vesikelinhaltes.
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Abbildung 18 : Die mittlere Abfallszeit der Fluoreszenzintensitit von Exozytoseereignissen verschiedener
Fusionstypen unterscheidet sich jeweils nicht signifikant zwischen Stimulationsarten. Dargestellt ist
die mittlere Abfallszeit der Fluoreszenzintensitdt von Exozytoseereignissen unterteilt in die drei
Fusionstypen ,Full Fusion”, ,Kiss and Run” und ,Kiss and Stay” in 5 verschiedenen Stimulationsarten.
Blau zeigt die Werte der 50 Hz Feldelektrodenstimulation, Tirkis die der 100 Hz Stimulation, Hellgriin
die der 2-minltigen Langzeitstimulation, Dunkelgriin die der 3-minitigen Langzeitstimulation mit
niederfrequentem Prastimulus und Lila die der Stimulation mit 60 mM Kalium. Die Fehlerbalken zeigen
den SEM.

In der mittleren Abfallszeit der Fluoreszenz zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen allen Fusionsarten. Die mittlere Abfallszeit flir ,Full Fusion” betragt 3,6 s, die fir
»Kiss and Run” 3,8 s und fir ,Kiss and Stay” 3,2 s. Auch innerhalb der Fusionstypen zwischen
den verschiedenen Stimulationsarten zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in der

Abfallszeit der Fluoreszenz.

In Chromaffinzellen ist, wie bereits beschrieben, das Auftreten eines Fusionstyps abhangig
von der Starke der Stimulation und somit in ndchster Instanz von der intrazellularen
Calciumkonzentration (Elhamdani et al., 2001; Fulop et al., 2005). In Abbildung 9 war zu
erkennen, dass zwar alle getesteten Stimulationen einen Calciumeinstrom in DRG-Neurone
bewirken, dass jedoch die [Ca®"]; trotz Stimulation (iber die Zeit abfillt. Daraus ergab sich ein
weiterer wichtiger Aspekt, den es bei der Vesikelsekretion zu untersuchen galt, namlich, ob
Fusionstypen zu bestimmten Zeitpunkten der Stimulation auftreten. Zur Analyse wurden alle
Fusionsereignisse nach Stimulationsart und Fusionstyp aufgeteilt und gegen die Zeit

aufgetragen (Abbildung 19).
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Abbildung 19 : Fusionstypen treten nicht zu bestimmten Zeitpunkten nach Beginn einer Stimulation auf.
Dargestellt sind die Zeitpunkte des Auftretens aller Exozytoseereignisse, unterteilt nach der Art der
Exozytose und der Stimulation. Blau zeigt die Werte der 50 Hz Feldelektrodenstimulation, Tiirkis die der
100 Hz Stimulation, Hellgriin die der 2-minitigen Langzeitstimulation, Dunkelgriin die der 3-minditigen
Langzeitstimulation mit niederfrequentem Prastimulus und Lila die der Stimulation mit 60 mM Kalium.
Schwarz umrandete Datenpunkte zeigen den Mittelwert der jeweiligen Gruppe mit SEM. Graue Balken
zeigen signifikante Unterschiede zwischen den angezeigten Gruppen.

In Abbildung 19 zeigt sich, dass ,,Full Fusion” fiir alle Feldelektrodenstimulationen etwa 65 s
nach Beginn der Stimulation stattfindet, aber auch eine sehr breite Streuung im Zeitpunkt
des Auftretens hat. Fiir die Stimulation mit high K" tritt ,,Full Fusion” im Vergleich zu den
Feldelektrodenstimulationen wesentlich friiher auf, was aber teilweise mit der Dauer der
Stimulation im Fall von high K' erklart werden kann. Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied in der Zeit des Auftretens von ,Full Fusion” bei high K*-Stimulation (18,0 + 5,3 s)
im Vergleich zur 50Hz (67,1+4,7s), 100Hz (74,0%£6,3s) und der Langzeit-
Feldelektrodenstimulation (65,3 +5,3 s) (jeweils P<0,05). Der Unterschied des Zeitpunktes
von ,Full Fusion” zwischen high K*-Stimulation und Langzeit-Feldelektrodenstimulation mit
niederfrequentem Prastimulus (60,0 + 6,5s) ist nicht signifikant. Flir den Zeitpunkt des
Auftretens von ,Kiss and Run“ gibt es zwischen den verschiedenen Stimulationsarten
wesentlich groRere Unterschiede. So tritt ,Kiss and Run“ bei der 50 Hz Stimulation
(106,3 £ 9,5 s) signifikant spater auf als bei allen anderen Stimulationsarten (100 Hz:
72,4+8,2s; Langzeit-Feldelektrodenstimulation: 60,7 £ 5,7 s; Langzeit-
Feldelektrodenstimulation mit niederfrequentem Préstimulus: 56,6 +8,5s; high K"

29,1 £ 3,0 s) (jeweils P<0,05). Fur ,Kiss and Stay” schliefRlich ist die Streuung des Zeitpunktes
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des Auftretens im Vergleich der verschiedenen Stimulationsarten am gréRten. Mit Abstand
am frithesten tritt ,,Kiss and Stay” wieder in der high K*-Stimulation auf (18,6 + 4,7 s). Fiir die
100 Hz Stimulation liegt der Mittelwert bei 68,5%26,2s und fir die Langzeit-
Feldelektrodenstimulation mit niederfrequentem Prastimulus bei 69,3 + 11,7 s. Fir die 50 Hz
Stimulation liegt der Wert erneut deutlich am spatesten bei 135,4 £22,0s. Signifikante
Unterschiede gibt es zwischen high K" und 100 Hz, zwischen high K" und 50 Hz und zwischen
der Langzeit-Feldelektrodenstimulation mit niederfrequentem Prastimulus und 50 Hz
(jeweils P<0,05). Wie bereits in Abbildung 14 gezeigt trat in der Langzeit-
Feldelektrodenstimulation keine Fusion durch ,Kiss and Stay“-Exozytose auf.

Vergleicht man nun innerhalb der einzelnen Stimulationsarten den Zeitpunkt des Auftretens
der verschiedenen Fusionstypen, so zeigt sich lediglich in der 50 Hz Stimulation eine
deutliche zeitliche Tendenz des Auftretens bestimmter Fusionstypen. Innerhalb aller
anderen Stimulationsarten treten die Fusionstypen zu keinem bestimmten Zeitpunkt der
Stimulation auf. Fiir die 50 Hz Feldelektrodenstimulation ergibt sich, dass ,Full Fusion” am
friihesten bei 67,1 + 4,7 s, ,Kiss and Run“ bei 106,3 + 9,5 s und , Kiss and Stay” deutlich am
spatesten bei 135,4 + 22,0 s auftritt. Signifikante Unterschiede zeigen sich allerdings nur
zwischen ,,Full Fusion” und ,Kiss and Run“ bzw. ,Full Fusion” und ,Kiss and Stay“. Auf
signifikante Unterschiede wurde innerhalb der Fusionstyp-Gruppen und innerhalb der
Stimulationsart-Gruppen mit einem One-Way ANOVA getestet.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass keiner der Fusionstypen zu einem bestimmten
Zeitpunkt einer Stimulation auftritt und dass dieser Zeitpunkt nicht von der Art der

Stimulation beeinflusst wird.

In diesem Teil der Arbeit konnten drei verschiedene Arten der Exozytose von LDCVs am
Soma von DRG-Neuronen, namlich ,Full Fusion”-, ,Kiss and Run“- und ,Kiss and Stay“-
Exozytose, identifiziert werden. Die Haufigkeit des Auftretens der einzelnen Sekretionstypen
ist von der Art der Stimulation abhangig. So ist fiir alle Feldelektrodenstimulationen die ,,Full
Fusion“-Exozytose der am haufigsten verwendete Fusionstyp, ,Kiss and Stay” hingegen wird
am seltensten von den Neuronen zur Freisetzung des LDCV-Inhaltes verwendet. Stimuliert
man die DRG-Neurone hingegen mit einer 60 mM Kaliumlosung, gibt es keine Praferenz fir
einen bestimmten Fusionstyp. Alle drei Typen treten in etwa gleich haufig auf und die

Haufigkeit des Auftretens der ,Full Fusion“-Exozytose ist im Vergleich zur
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Feldelektrodenstimulation drastisch reduziert. Die Kinetik verschiedener Schritte der
Exozytose wie Dockingzeit oder Dauer des Offnens bzw. SchlieBens der Fusionspore wird
durch die Stimulationsart nicht verandert. Es zeigte sich weiterhin, dass es fiir das Auftreten
eines bestimmten Fusionstyps keinen bevorzugten Zeitpunkt bei Stimulation gibt und dass

dieser Zeitpunkt unabhéangig von der Stimulationsart ist.

3.3. Modulation der Sekretion von LDCVs durch NPY

Nachdem in dieser Arbeit geklart werden konnte, dass zur Einleitung der Exozytose von
LDCVs am Soma von DRG-Neuronen eine Stimulation bei hoher Frequenz benétigt wird und
dass fir die Freisetzung des Inhaltes der LDCVs verschiedene Typen der Fusion existieren,
ergab sich eine weitere interessante Frage: Besitzt der Inhalt von LDCVs in DRG-Neuronen
eine autoregulatorische Funktion auf seine eigene Freisetzung? Diese Frage ist von
Bedeutung, da LDCVs in peptidergen DRG-Neuronen fir die Freisetzung
neuromodulatorischer ~ Substanzen  verantwortlich  sind. Der  Einfluss  dieser
Neuromodulatoren auf die synaptische Reizweiterleitung wurde bisher mehrfach gezeigt,
auch eine Expression von Rezeptoren verschiedener Neuromodulatoren an mehreren Stellen
von DRG-Neuronen wurde nachgewiesen. Ein moglicher auto- oder parakriner Einfluss von
Neuromodulatoren auf ihre eigene Freisetzung, der sich aus den bisherigen Beobachtungen
ergibt, wurde jedoch noch nicht untersucht. NPY ist solch ein Neuromodulator, welcher in
einigen DRG-Neuronen endogen exprimiert und dem eine modulatorische Rolle in der

Schmerzwahrnehmung zugeschrieben wird (Bleakman et al., 1991; Walker et al., 1988).

Zur Beantwortung der Frage nach dem Effekt von NPY auf die Freisetzung von LDCVs wurden
Experimente mit TIRFM durchgefiihrt, bei denen DRG-Neurone in 0,05 uM NPY-L6sung
inkubiert wurden. Es wurde zunachst untersucht, ob NPY einen Einfluss auf die Anzahl

freigesetzter LDCVs besitzt (Abbildung 20).
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Abbildung 20: NPY sensibilisiert DRG-Neurone fiir niederfrequente Stimulationen. Aufgetragen ist die
mittlere kumulative LDCV-Sekretion gegen die Zeit, in Kontrollzellen ohne jegliche NPY-Applikation
(Hellgrin: Film 1 Kontrolle; Gelb: Film 2 —NPY jeweils n =10) und in Zellen vor und nach NPY-Applikation
(Turkis: Film 1 vor NPY; Lila: Film 2 +NPY jeweils n=17). Uber den Graphen ist das Messprotokoll
abgebildet. Es zeigt zundchst eine 3-miniitige Stimulation der Neurone mit einem 5 Hz Prastimulus.
Daran schlief3t sich der Beginn der TIRFM-Aufnahme unmittelbar an. Wahrend dieser Aufnahme wird
nach 1 Minute der niederfrequente Stimulus in einen hochfrequenten 100 Hz Stimulus gedndert,
welcher 3 min bis zum Ende der TIRFM-Aufnahme appliziert wird. Dann folgt eine 5-minitige Inkubation
in 0,05 uM NPY-Losung bzw. in Kontrollldsung ohne NPY, wahrend der kontinuierlich der 5 Hz Stimulus
appliziert wird. SchlieBlich startet eine weitere 4-minltige TIRFM-Aufnahme, in der erneut nach 1
Minute vom niederfrequenten zum hochfrequenten Stimulus gewechselt wird. In den Graphen ist des
Weiteren die Steigung in verschiedenen Abschnitten der Kurven (t) dargestellt und die Fehlerbalken
zeigen den SEM.

Abbildung 20 zeigt die gemittelte kumulative LDCV-Sekretion von DRG-Neuronen. Im linken
Graphen werden Kurven der ersten TIRFM-Aufnahmen von Zellen, die zum Zeitpunkt der
Aufnahmen gleichbehandelt wurden, verglichen. Man kann sehen, dass der Verlauf der
Kurven erwartunsgemald sehr dhnlich ist. In den Zellen vor NPY-Inkubation ist die Rate der
sezernierten Vesikel Uber die Zeit bei Stimulation mit dem hochfrequenten Stimulus
(t=0,012 LDCVs/s) leicht, aber nicht signifikant hoher als in Kontrollzellen (t=0,007 LDCVs/s).
Wahrend des niederfrequenten Prastimulus hingegen ist die Rate in Kontrollzellen hoher als
in Zellen vor NPY-Inkubation. Im rechten Graphen, in dem Zellen nach Inkubation in
Kontrolllésung bzw. in 0,05 uM NPY verglichen werden, ist ein deutlicher Unterschied im
Verlauf der Graphen zu sehen. So ist zum einen die durchschnittliche Menge an sezernierten
LDCVs nach Inkubation mit NPY 3,8-mal hoher als ohne die Zugabe von NPY. Ein weiterer
wichtiger Effekt, der sich durch NPY zeigt, ist, dass nach NPY Inkubation gut 3-mal mehr
LDCVs bereits bei dem niederfrequenten Stimulus sezerniert werden (t=0,016 LDCVs/s), im
Vergleich zu Kontrollzellen (t=0,005 LDCVs/s). Auch im Vergleich der Sekretionsrate bei 5 Hz
Stimulation vor und nach NPY-Zugabe zeigt sich dieser Effekt. Auch hier haben die Zellen in
der Behandlung vor NPY-Zugabe eine Rate von t=0,005 LDCVs/s, nach NPY-Inkubation

1=0,016 LDCVs/s. Die Kontrollzellen ohne NPY-Inkubation zeigen diesen Effekt nicht. Hier ist
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die Rate der Sekretion in der Kontrollsituation (Film 1 Kontrolle) mit t=0,011 LDCVs/s sogar
hoher als nach der Inkubationszeit in Extrazelluldarlosung (t=0,005 LDCVs/s). Des Weiteren
sieht man, dass, obwohl die Rate in den Kontrollzellen nach Inkubation und bei Stimulation
mit dem niederfrequenten Stimulus bereits relativ gering ist (t=0,005 LDCVs/s), sie bei
Erhéhung der Stimulationsfrequenz auf 100 Hz sogar noch kleiner wird (t=0,003 LDCVs/s).
Dieses Verhalten ist in den mit NPY inkubierten Zellen nicht zu beobachten, hier bleibt die
Rate bei 5 Hz Stimulation (t=0,016 LDCVs/s) nach dem Wechsel zum hochfrequenten 100 Hz
Stimulus mit t=0,013 LDCVs/s fast gleich. Obwohl die gerade beschriebenen Effekte deutlich
zu erkennen sind, konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass NPY tatsachlich einen Effekt auf die LDCV-Sekretion besitzt.
Es fihrt zum einen zu einer erhohten LDCV-Sekretion in DRG-Neuronen, zum anderen
sensibilisiert es die Neurone dahin gehend, dass bereits bei einer niederfrequenten
Stimulation, bei der normalerweise kaum LDCV-Sekretion beobachtet werden konnte (zum
Vergleich siehe auch Abbildung 10 C und Abbildung 20), eine maximale Sekretionsrate
gemessen werden kann. Weiterhin zeigt sich, dass die Zellen eine robustere Sekretion der
LDCVs Uber die Zeit besitzen. Im Gegensatz zu Kontrollzellen kommt es in Zellen nach NPY-
Inkubation nicht zu einer Verminderung der Anzahl freigesetzter LDCVs. NPY ermdoglicht den

Neuronen also auch lber einen langeren Zeitraum die konstante Freisetzung von LDCVs.

Weiter wurde untersucht, ob NPY neben der Erhéhung der Gesamtsekretion und erhohter
Freisetzbarkeit von LDCVs bei niederfrequenter Stimulation auch die Latenzzeit des ersten
sezernierten Vesikels nach Beginn der 100 Hz Stimulation beeinflusst. Alle Zellen der ersten
Stimulationsrunde, also vor Inkubation, wurden fiir die folgenden Analysen als ,Kontrolle”
zusammengefasst, da diese zum einen experimentell exakt gleichbehandelt wurden und sich
zum anderen bei einer zunachst getrennten Analyse von Zellen vor NPY-Inkubation bzw. vor
Inkubation in Kontrolllésung keine Unterschiede feststellen lielen, die eine

Zusammenfassung dieser Zellen fiir die Analyse ausgeschlossen hatten.
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Abbildung 21 : NPY beeinflusst die mittlere Latenzzeit des ersten sezernierten Vesikels nicht. Dargestellt ist
die mittlere Latenzzeit des ersten sezernierten Vesikels nach Beginn der 100 Hz Langzeit-
Feldelektrodenstimulation. Griin zeigt die Werte der Kontrollgruppe (n=16), Gelb die der Applikation
von Kontrolllésung (n=5) und Lila die der NPY-Applikation (n=11). Die Fehlerbalken zeigen den SEM.

Abbildung 21 zeigt, dass in allen Gruppen die Latenzzeit der Sekretion des ersten LDCVs nach
Beginn der hochfrequenten 100 Hz Stimulation fast identisch ist. Der Mittelwert aller
Gruppen betragt 70,5 £ 10 s und die Einzelwerte der Gruppen sind mit diesem fast identisch
(Kontrolle: 71,6 £ 13,8 s; Film 2 -NPY: 69,5 + 30,6 s; Film 2 +NPY: 69,4 + 17,7 s). Es konnten
keine statistisch signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Generell bestatigen diese
Daten noch einmal, dass die zeitliche Beziehung zwischen Stimulation und dem Auslésen von
LDCV-Sekretion in DRG-Neuronen sehr schwach ist. Es kann gesagt werden, dass NPY zwar
die Rate der LDCV-Sekretion erhoht, jedoch nicht dazu fihrt, dass Vesikel auf eine starke,

hochfrequente Stimulation hin friiher freigesetzt werden.

Nachdem beobachtet wurde, dass NPY die Gesamtzahl sezernierter LDCVs erhoht und die
Neurone sensibler auf niederfrequente Stimulation mit der Freisetzung von LDCVs reagieren,
war es nun interessant zu untersuchen, ob nicht nur mehr LDCVs sezerniert werden, sondern
auch mehr Inhalt aus diesen freigesetzt wird. Diese Information kann aus der Haufigkeit des
Auftretens der verschiedenen Fusionstypen abgeleitet werden, da bei ,Full Fusion” der
gesamte Inhalt von Vesikeln in den extrazelluliren Raum freigegeben wird, bei ,Kiss and
Run“ bzw. ,Kiss and Stay“ hingegen nur ein Teil des Vesikelinhaltes aus der kurz gedffneten

Fusionspore austreten kann.
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Abbildung 22: NPY hat keinen Einfluss auf die Haufigkeit des Auftretens bestimmter Fusionstypen.
Dargestellt ist die Haufigkeitsverteilung des Auftretens verschiedener Fusionstypen in unterschiedlich
behandelten Gruppen von Neuronen. Getestet wurde das Vorkommen von ,,Full Fusion”, , Kiss and Run“
und ,Kiss and Stay“ in Kontrollzellen (griin, n=18), in Zellen nach Inkubation in Kontrolllésung (gelb, n=7)
und in Zellen nach Inkubation mit 0,05 uM NPY (lila, n=12). Die Fehlerbalken zeigen den SEM.

Abbildung 22 zeigt die Haufigkeitsverteilung des Auftretens von ,Full Fusion“-, ,Kiss and
Run“- und ,Kiss and Stay“-Exozytose in Kontrollzellen (Zusammenfassung der Zellen aus
Abbildung 20 linke Seite) und in Zellen nach Applikation von Kontroll- bzw. 0,05 uM NPY-
Losung. Durch Zugabe von NPY wird das Verhéltnis von ,,Full Fusion”, ,Kiss and Run“ und
,Kiss and Stay“ nicht verandert. In jeder der drei getesteten Gruppen wird die ,,Full Fusion“-
Exozytose am haufigsten von allen drei Fusionstypen genutzt, ,Kiss and Run“ am
zweithaufigsten und ,Kiss and Stay” am seltensten. Diese Tendenz der Haufigkeitsverteilung
war bereits in Abbildung 14 zu sehen. Obwohl NPY den Anteil von , Full Fusion”, im Vergleich
zu den anderen Gruppen, zu erhdhen scheint, ist diese Erhohung aufgrund des grof3en
Standardfehlers nicht signifikant. Betrachtet man Abbildung 22 in Verbindung mit den in
Abbildung 20 gezeigten Daten, so ist es moglich zu sagen, dass die Vesikel, die durch NPY
mehr freigesetzt wurden, moglicherweise dem Typ der ,Full Fusion” Exozytose zuzuordnen

sind.

Als Nachstes wurde, wie bereits in Teil 3.2. beschrieben, untersucht, ob die Kinetik bzw. die
Dauer bestimmter Schritte der Exozytose durch die Applikation von NPY beeinflusst wird.
Neben der Haufigkeit des Auftretens bestimmter Fusionstypen kann eine Zelle die Menge an
sezerniertem LDCV-Inhalt, im Fall von DRG-Neuronen also die Menge an freigesetzten
Neuromodulatoren, durch beispielsweise die Dauer der Offnung der Fusionspore regulieren.

Auch hier bestiinde also potenziell die Méglichkeit der Autoregulation durch NPY.
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Abbildung 23 fasst die Werte flir die mittlere Anstiegszeit, die mittlere Breite der

Spitzenamplitude und die mittlere Abfallszeit der Fluoreszenzintensitat zusammen.
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Abbildung 23 : Bis auf die Verzégerung des SchlieBens der Fusionspore in ,Kiss and Stay“-Ereignissen hat NPY
keinen Einfluss auf die Kinetik verschiedener Fusionstypen. Die Graphen zeigen den Vergleich dreier
verschiedener Messgruppen (Griin: Kontrollgruppe, Gelb: Applikation von Kontrolllosung, Lila: NPY-
Applikation), unterteilt in die drei Fusionstypen ,Full Fusion”, ,Kiss and Run” und ,Kiss and Stay“.
A) Vergleich der mittleren Anstiegszeit der Fluoreszenzintensitat aller Exozytoseereignisse. B) Vergleich
der mittleren Breite der Spitzenamplitude aller Exozytoseereignisse. C)Vergleich der mittleren
Abfallszeit der Fluoreszenzintensitdt aller Exozytoseereignisse. Die Fehlerbalken zeigen den SEM, *
zeigen Signifikanzen an (**: P<0,01).
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In Abbildung 23 A ist zu erkennen, dass die mittlere Anstiegszeit in allen Gruppen fir die
jeweiligen Fusionstypen gleich ist. Fir ,Full Fusion” betrdagt die mittlere Anstiegszeit der
Fluoreszenz ca. 0,6 s fir ,Kiss and Run“ 0,2 s und fir ,Kiss and Stay” 0,1 s. Die Werte der
einzelnen Behandlungsgruppen (,,Full Fusion” Kontrolle: 0,7 +0,1 s, Film 2 —NPY: 0,5 s und
Film 2 +NPY: 0,6 £ 0,1 s; ,,Kiss and Run“ Kontrolle: 0,13 £ 0,02 s, Film 2 —=NPY: 0,21s +0,01 s
und Film 2 +NPY: 0,15 + 0,03 s; ,,Kiss and Stay“ Kontrolle: 0,13 +0,01 s und Film 2 +NPY:
0,14 £ 0,01 s) weichen nicht signifikant von den Mittelwerten ab. NPY hat also keinen
Einfluss auf die Docking Zeit bei ,Full Fusion” bzw. die Offnungsdauer der Fusionspore bei
»Kiss and Run“ und , Kiss and Stay”.

Abbildung 23 B zeigt, dass NPY auch keinen Einfluss auf die mittlere Breite der
Spitzenamplitude zu haben scheint. Fir ,Full Fusion” betrdgt diese im Mittel 0,7 s, fur ,Kiss
and Run” 0,3 s und fir ,Kiss and Stay” 0,2 s. Keiner der Werte weicht signifikant von diesen
Mittelwerten ab (,,Full Fusion“ Kontrolle: 0,7 +0,2 s, Film 2 —NPY: 0,3 s und Film 2 +NPY:
1,1+0,3s; ,Kiss and Run“ Kontrolle: 0,27 + 0,06 s, Film 2 —NPY: 0,28 s + 0,03 s und Film 2
+NPY: 0,27 £ 0,07 s; ,,Kiss and Stay” Kontrolle: 0,18 + 0,02 s und Film 2 +NPY: 0,22 + 0,05 s).
NPY beeinflusst also weder die Zeit, die Vesikel bei ,,Full Fusion“-Exozytose gedockt sind, bis
sie mit der Plasmamembran verschmelzen, noch die Dauer, in der die Fusionspore in ,Kiss
and Run“- und ,,Kiss and Stay“-Ereignissen gedffnet ist.

SchlieBlich zeigt Abbildung 23 C die Dauer des Fluoreszenzabfalls der, in diesen
Experimenten, sezernierten Vesikel. Dieser Wert entspricht fir ,Full Fusion“-Ereignisse der
Dauer der Freisetzung des gesamten Vesikelinhaltes, in ,Kiss and Stay“-Ereignissen ist es die
Dauer des SchlieBens der Fusionspore und des Wiederansauerns des Vesikel-Lumens und in
,Kiss and Run“ umfasst er die Zeitspanne des Schlielens der Fusionspore, der
Reazidifizierung des Vesikel-Lumens und der Entfernung des Vesikels von der
Plasmamembran in Richtung Cytosol. Innerhalb der ,Full Fusion“-Ereignisse betragt die
mittlere Dauer des Fluoreszenzabfalls 0,3 s und ist in allen drei Behandlungsgruppen gleich.
Fir ,Kiss and Run“ betragt der Mittelwert 0,2 s und auch hier weichen die einzelnen Werte
der jeweiligen Gruppe nicht signifikant von diesem ab. Da, wie bereits in den vorherigen
Graphen zu sehen, fir die Zellen nach Inkubation mit Kontrolllésung keine ,Kiss and Stay“-
Ereignisse beobachtet werden konnten, werden fiir diesen Fusionstyp nur Kontrollzellen mit
Zellen nach Inkubation mit NPY verglichen. Der Mittelwert fiir ,Kiss and Stay” betragt 0,3 s,

hier unterscheiden sich die jeweiligen Werte der Gruppen signifikant voneinander (,,Full
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Fusion”“ Kontrolle: 0,3 +0,1 s, Film 2 —NPY: 0,2 £ 0,05 s und Film 2 +NPY: 0,4 + 0,1 s; ,,Kiss
and Run“ Kontrolle: 0,16 + 0,02 s, Film 2 —=NPY: 0,11 s + 0,01 s und Film 2 +NPY: 0,23 + 0,05 s;
,»Kiss and Stay” Kontrolle: 0,12 + 0,02 s und Film 2 +NPY: 0,41 + 0,13 s). Fiir ,,Kiss and Stay” in
Zellen nach Inkubation mit NPY dauert das SchlieRen der Fusionspore mit 0,41+0,13 s
deutlich langer als in Kontrollzellen (0,12 + 0,02 s). Dies bedeutet, dass NPY in diesem

Fusionstyp zu einer verstarkten Sekretion von Neuromodulatoren beitragt.

In diesem Teil wurde gezeigt, dass NPY die Sekretion von LDCVs am Soma von DRG-
Neuronen beeinflussen kann. So wird durch Applikation von 0,05 uM NPY die Freisetzung
von LDCVs erhdht und die Neurone reagieren sensibler auf schwachere (niederfrequente)
Stimulationen. Bis auf eine Verlangerung der SchlieRdauer der Fusionspore in ,Kiss and
Stay“-Ereignissen scheint NPY keinen Effekt auf die Kinetik der einzelnen Fusionsereignisse
zu haben. So sind alle untersuchten Parameter der Exozytose wie Anstiegszeit der
Fluoreszenz, mittlere Breite der Spitzenamplitude, Dauer des Fluoreszenzabfalls und

Latenzzeit des ersten Vesikels unbeeinflusst.

3.4. Aufklarung des Mechanismus der Modulation durch NPY

Nachdem ein sensibilisierender Effekt von NPY auf die Sekretion von LDCVs aus DRG-
Neuronen nachgewiesen werden konnte, sollte im letzten Teil dieser Arbeit schliel3lich
eruiert werden, durch welchen Mechanismus NPY diesen Effekt vermittelt.

Neben einer calciumunabhdngigen gibt es in DRG-Neuronen eine calciumabhangige
Exozytose von LDCVs (Huang und Neher, 1996; Zhang und Zhou, 2002). Da beobachtet
wurde, dass durch die Applikation des Neuromodulators NPY die Rate der Sekretion von
LDCVs verandert wird, ist eine mogliche Erklarung fir diesen Effekt dementsprechend eine
Veranderung des Calciumeinstroms wahrend der Stimulation (Bleakman et al., 1991; Endoh
et al.,, 2012; Walker et al., 1988). Diese Hypothese wurde zunéachst in Calcium-Imaging-
Experimenten getestet. Es wurden 1050 s lange Filme aufgenommen und der Verlauf des

Calciumsignals zwischen Zellen mit und ohne NPY-Inkubation verglichen (Abbildung 24).
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Abbildung 24 : NPY hat keinen Einfluss auf die Verdnderung der [Ca®]; bei Stimulation. Dargestellt ist der
Vergleich der Anderung der [Ca2+]i in DRG-Neuronen bei verschiedenen Stimulationsfrequenzen in
Zellen, die wahrend der Messung in Kontrolllésung (Gelb, n=32) oder 0,05 uM NPY-Lésung (Lila, n=35)
inkubiert wurden. Es wurden Filme von 1050 s Ldnge aufgenommen, wobei in den ersten 30 s keine
Stimulation stattfand. In dem Zeitfenster zwischen 30 s und 270 s nach Beginn der Aufnahme wurde der
niederfrequente 5 Hz Stimulus appliziert. Daran schloss sich unmittelbar eine 3-minitige 100 Hz
Stimulation an. Dieser folgte eine 6,5-mindtige 5 Hz Stimulation, wobei zwischen 480 s und 780 s nach
Beginn der Aufnahme zusatzlich entweder NPY oder extrazelluldare Kontrolllésung appliziert wurde. Von
840 s bis 1020 s wurde die Frequenz der Stimulation erneut auf 100 Hz erh6éht und von 1020 s bis 1050 s
lief die Aufnahme ohne jegliche Stimulation.

Abbildung 24 zeigt, dass sich die Verlaufe des Calciumsignals bei Stimulation in Zellen mit
bzw. ohne NPY-Applikation sehr dhneln. Das einzig Auffallende ist, dass der Anstieg der
intrazelluldaren Calciumkonzentration in Kontrollzellen bei der ersten 5 Hz Stimulation starker
ist als in Zellen mit NPY-Applikation. Im weiteren Verlauf der Graphen, also nach NPY-
Applikation bzw. Inkubation in Kontrolllésung, ist deren Verlauf sehr dhnlich. Es ist eine
kleine Erhohung des Signals unmittelbar zum Zeitpunkt der NPY-Applikation zu sehen,
allerdings ist auch in Kontrollzellen, wenn auch weniger, solch eine minimale Erhéhung
vorhanden. Dies deutet darauf hin, dass durch die Applikation der verschiedenen Losungen
selbst dehnungsaktivierte Natriumkanale gedffnet wurden, die eine leichte Depolarisation
der Neurone erzeugten, somit zur Aktivierung von VDCCs fiihrten und so eine kleine
Erhéhung der [Ca®]; erfolgte. Anhand dieser Messungen ist nicht eindeutig zu sagen, ob NPY
selbst einen Calciumeinstrom bewirkt oder den Calciumeinstrom in die Zelle moduliert. Die
erhohte Sekretionsrate nach NPY-Applikation kann durch die gezeigten Calciummessungen

nicht schliissig erklart werden.
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Von Endoh et al. (2012) wurde in Neuronen des submandibularen Ganglions gezeigt, dass
NPY die Aktivitat von L-Typ spannungsabhangigen Calciumkanalen fordert, indem die Gas
Untereinheit eines G-Protein gekoppelten Rezeptors die Adenylatcyclase (AC) aktiviert,
wodurch  die Bildung von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) aus
Adenosintriphosphat (ATP) katalysiert wird. cAMP wiederum aktiviert die Proteinkinase A
(PKA) und diese phosphoryliert im beschriebenen Fall L-Typ Calciumkandle und fiihrt so zu
deren Offnung. Calciumkanile stellen allerdings nur eines von vielen Zielproteinen der PKA
dar. Zur Untersuchung, ob auch in DRG-Neuronen eine Aktivierung des AC-PKA-Signalweges
durch NPY stattfindet, wurde, als Nachweis fir die Aktivitat der PKA, die Phosphorylierung
eines ihrer Haupt-Zielproteine, des ,,cAMP response element-binding” (CREB)-Proteins, in
immuncytochemischen Farbungen untersucht. CREB befindet sich im Nukleus der Zellen, wo
es nach Phosphorylierung durch PKA ein Homodimer bildet, welches an die CRE-Sequenz
bestimmter Promotoren binden kann und so die Transkription der entsprechenden Gene
verstarkt. Wird also der cAMP-Signalweg durch NPY aktiviert, so wiirde man in Farbungen
gegen CREB und dessen phosphorylierte Form (PhosphoCREB) nach Zugabe von NPY ein
starkeres PhosphoCREB-Signal erwarten. Neben der Inkubation mit NPY wurden jeweils
Zellen der gleichen Praparation mit Forskolin, einem Aktivator der AC, inkubiert und dienten
somit als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle diente die Inkubation mit H-89, einem
Inhibitor der PKA (Yuan und Bers, 1995).

Abbildung 25 zeigt Durchlichtaufnahmen von DRG-Neuronen mit den entsprechenden
Immunfluoreszenzfarbungen gegen CREB und PhosphoCREB in den jeweils angezeigten
Behandlungsgruppen. Die Balkendiagramme zeigen die Quantifizierung des Verhaltnisses

von PhosphoCREB zu CREB.
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Abbildung 25 : NPY aktiviert den PKA-Signalweg in DRG-Neuronen. Der obere Bereich der Abbildung zeigt
immuncytochemische Farbungen von DRG-Neuronen. In der linken Spalte ist jeweils ein exemplarisches
Durchlichtbild eines DRG-Neurons fiir die entsprechende Behandlungsgruppe abgebildet. In der
mittleren Spalte sind jeweils die entsprechenden Immunfarbungen gegen CREB, in der rechten Spalte
die gegen PhosphoCREB zu sehen. Der Text in diesen Bildern beschreibt die verschiedenen
Behandlungsgruppen. WT (Wildtyp) bedeutet Zellen, die vor der Farbung keiner speziellen Behandlung
unterzogen wurden (n=37). Zeile 2 zeigt eine Zelle, die mit 1 uM NPY inkubiert wurde (n=102). Zeile 3
zeigt die Kontrolle fiir Zeile 2 nach zusatzlicher Inkubation mit dem PKA-Inhibitor H-89 (n=29). Die
Inkubation mit Forskolin in Zeile 4 dient als Positivkontrolle der Aktivierung der PKA (n=57) und Zeile 5
zeigt den Effekt einer Aktivierung der AC (Forskolin) und einer gleichzeitigen Inhibierung der PKA (H-89)
(n=22). Die in den Durchlichtbildern enthaltenen MalRstdbe entsprechen jeweils 10 um. Die
Balkendiagramme zeigen das jeweilige Verhaltnis von PhosphoCREB zu CREB in den verschiedenen
Behandlungsgruppen. Die Fehlerbalken zeigen den SEM.
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In Abbildung 25 ist zu sehen, dass in unbehandelten Wildtyp DRG-Neuronen CREB
hauptsachlich unphosphoryliert und nur zu etwa 2 % phosphoryliert vorliegt. Dieser Anteil
kann durch Zugabe von NPY verdreifacht werden. NPY aktiviert also, der Hypothese
entsprechend, den AC-Signalweg und fihrt Uber die Aktivierung der PKA zu einer
Phosphorylierung von CREB. Durch Zugabe des PKA-Inhibitors H-89 kann der Effekt von NPY
wieder aufgehoben und im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle sogar verringert werden, sodass
so gut wie keine Phosphorylierung von CREB mehr stattfindet. Durch die Inkubation von
DRG-Neuronen mit Forskolin wird der AC-Signalweg sehr stark aktiviert, sodass mehr als die
Halfte von CREB in phosphorylierter Form vorliegt. Inkubiert man die Neurone sowohl mit
dem AC-Aktivator Forskolin als auch mit dem Inhibitor der PKA H-89, so betragt der Anteil
von phosphoryliertem CREB 100 %.

Die Abbildung zeigt zum einen, dass ein Grof3teil der Phosphorylierung von CREB in DRG-
Neuronen Uber den AC-Signalweg durch Aktivierung von PKA lduft. Auch wurde gezeigt, dass
in Wildtyp-Zellen so gut wie keine Phosphorylierung von CREB stattfindet und dass NPY das
Verhaltnis von PhosphoCREB/CREB um das 2,5-fache erhoht (P<0,01). SchlieBlich ist noch zu
sagen, dass diese Methode zur Uberpriifung der Aktivierung von Signalwegen an einem der
Endpunkte der Signalkaskade ansetzt und somit nicht genau liberpriift werden kann, welche
anderen Schritte der Kaskade beeinflusst werden. Es kann also mit dieser Methode nicht
untersucht werden, ob NPY durch die Aktivierung der AC und der PKA die Sekretion von
LDCVs, wie oben beschrieben, beeinflusst. Es kann nur daraus geschlossen werden, dass

prinzipiell eine Aktivierung der AC und der PKA durch NPY stattfindet.

Um genauere Informationen dariiber zu erhalten, ob NPY seinen Effekt auf die LDCV-
Sekretion Uber die Aktivierung der PKA vermittelt, wurden noch einmal Experimente mit
TIRFM durchgefiihrt, in denen PKA durch die Zugabe von H-89 gehemmt wurde. Es wurde

untersucht, ob die Sensibilisierung der Neurone hierdurch wieder aufgehoben werden kann.
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Abbildung 26 : NPY vermittelt die Sensibilisierung von DRG-Neuronen fiir niederfrequente Stimulationen
iber die Aktivierung der PKA. Aufgetragen ist die mittlere kumulative LDCV-Sekretion in Kontrollzellen
ohne NPY-Applikation (Hellgrin: Film 1 Kontrolle; Gelb: Film 2 —NPY jeweils n=10) und in Zellen vor und
nach NPY-Applikation (Tiirkis: Film 1 vor NPY; Lila: Film 2 +NPY jeweils n=12). Uber den Graphen ist das
Messprotokoll abgebildet. Es zeigt zundchst eine 30-mindtige Inkubation der Zellen mit dem PKA-
Inhibitor H-89 und eine anschlieRende 3-miniitige Stimulation der Neurone mit einem 5 Hz Prastimulus.
Daran schlieBt sich der Beginn der TIRFM-Aufnahme unmittelbar an. Wahrend dieser Aufnahme wird
nach 1 Minute der niederfrequente Stimulus in einen hochfrequenten 100 Hz Stimulus geandert,
welcher fir 3 min bis zum Ende der TIRFM-Aufnahme appliziert wird. Dann folgt eine 5-miniitige
Inkubation mit NPY bzw. Kontrollldsung ohne NPY, wahrend der anhaltend der 5 Hz Stimulus appliziert
wird. SchlieBlich startet eine weitere 4-mindtige TIRFM-Aufnahme, in der wieder nach 1 Minute vom
niederfrequenten zum hochfrequenten Stimulus gewechselt wird. In den Graphen ist des Weiteren die
Steigung der verschiedenen Abschnitte der Kurven (t) dargestellt und die Fehlerbalken zeigen den SEM.

Vergleicht man die Werte der Kontrollzellen vor und nach Inkubation in Extrazellularlésung
miteinander, so zeigt sich, dass die Sekretionsrate kaum verdandert wird. Aus Abbildung 26 ist
abzulesen, dass die Sekretionsrate in den Kontrollzellen, sowohl vor als auch nach Inkubation
in der niederfrequenten 5 Hz, aber auch in der hochfrequenten 100 Hz Stimulation, sehr
gering ist. In Zellen vor bzw. nach NPY-Zugabe ist die Rate bei der 5 Hz Stimulation sowohl
vor als auch nach NPY-Zugabe im Vergleich zur 100 Hz Stimulation hoch. Im Gegensatz zu
den in Abbildung 20 gezeigten Werten zeigt sich, dass in den mit NPY inkubierten Zellen die
Sekretion vor und nach NPY-Zugabe nicht konstant bleibt, sondern dass jeweils beim
Wechsel zur 100 Hz Stimulation die Rate abfallt. Betragt die Sekretionsrate in Film 1 vor NPY-
Applikation noch 0,013 LDCVs/s, sinkt sie beim Wechsel zum 100 Hz Stimulus auf
0,003 LDCVs/s. Die Verlaufe der beiden Graphen vor und nach Inkubation mit NPY sind also
sehr dhnlich und weisen keine erkennbaren Unterschiede auf. Nach NPY-Applikation ist die
Sekretionsrate bei 5 Hz auf 0,010 LDCVs/s gestiegen, aber auch hier sinkt sie bei der 100 Hz
Stimulation wieder auf 0,004 LDCVs/s. Auch die mittlere Anzahl der sezernierten Vesikel ist
mit 1,5 Vesikeln vor NPY-Inkubation im Vergleich zu 1,7 Vesikeln nach NPY-Applikation

nahezu unverandert. Bei den Kontrollzellen ist dieser Effekt nicht zu beobachten. Vor
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Inkubation betragt die Rate bei 5 Hz 0,003 LDCVs/s und bei 100 Hz 0,001 LDCVs/s. Nach
Inkubation mit Kontrolllosung betragt die Sekretionsrate sowohl beim nieder- als auch beim
hochfrequenten Stimulus 0,004 LDCVs/s. Auch hier ist in den Verlaufen der Graphen vor und
nach Inkubation in Kontrolllésung kein Unterschied zu erkennen. Allerdings ist hier zu sehen,
dass die mittlere Anzahl sezernierter Vesikel vor Inkubation mit Kontrolllésung von
0,3 Vesikeln/Zelle auf 1 Vesikel/Zelle nach Inkubation steigt. Vergleicht man die Raten der
beiden Graphen nach Inkubation mit Kontrolllésung bzw. NPY miteinander, sind diese
einander sehr ahnlich. Generell sollte noch erwdhnt werden, dass in dieser Versuchsreihe
verhdltnismaRig wenige Zellen iberhaupt sezerniert haben (28 % antwortende Zellen bei
Inkubation in Kontrolllésung; 38 % antwortende Zellen bei NPY-Inkubation) und auch die
Anzahl sezernierter Vesikel sehr gering war. Es konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden.

Diese Ergebnisse geben einen Hinweis darauf, dass NPY seinen sensibilisierenden Effekt auf
die LDCV-Sekretion in DRG-Neuronen Uiber die Aktivierung der AC und der PKA ausibt.
Inkubiert man Zellen mit 0,05 uM NPY, fiihrt dies zu einer gesteigerten Sekretion von LDCVs
sowohl bei hoch- als auch bei niederfrequenter Stimulation, welche normalerweise kaum die
Exozytose von LDCVs induziert (Abbildung 20). Blockiert man nun zundchst PKA durch die
Zugabe ihres Antagonisten H-89 und inkubiert dann DRG-Neurone mit NPY, so verschwindet
der gerade beschriebene sensibilisierende Effekt von NPY (Abbildung 26). Welche
Zielproteine die PKA nach Aktivierung durch die Bindung von NPY an einen seiner
Rezeptoren phosphoryliert, um den beschriebenen sensibilisierenden Effekt hervorzurufen,

konnte in diesen Experimenten nicht abschlieRend geklart werden.

Wie oben bereits beschrieben, beeinflusst NPY (iber AC und die PKA die Aktivitat von L-Typ
VDCCs in Neuronen des submandibularen Ganglions. Da eine Aktivierung der PKA durch NPY
auch in eigenen Experimenten in DRG-Neuronen nachgewiesen wurde, wurden zur Klarung
der noch offenen Frage nach den Zielproteinen der PKA in DRG-Neuronen
elektrophysiologische Patch-Clamp-Experimente durchgefiihrt. Diese Experimente sollten
zeigen, ob spannungsabhangige Kanale, welche potenzielle Zielproteine der PKA darstellen,

durch NPY beeinflusst werden.
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Abbildung 27: NPY fiihrt zu einer verspateten Aktivierung spannungsabhdngiger Natrium- und
Calciumkandle in DRG-Neuronen. Dargestellt sind Strom-Spannungsdichte-Kurven, erstellt aus
elektrophysiologischen Patch-Clamp-Experimenten an DRG-Neuronen. Gemessen wurde im Whole-Cell-
Modus in der Spannungsklemme. Die Neurone wurden vom Ruhemembranpotential (-70 mV) in 10 mV
Einheiten schrittweise depolarisiert und der daraus resultierende Strom gemessen. Getestet wurden
Kontrollzellen (Gelb: Kontrolle n=12) ohne jegliche Applikation und Zellen, die 5 min mit 0,05 uM NPY
inkubiert wurden (Lila: NPY n=9). Untersucht wurden die Stromdichte von (A) Natrium, (B) Calcium und
(C) des ,Tail-current” in Abhangigkeit von der angelegten Spannung. Die Fehlerbalken zeigen den SEM,
* zeigen Signifikanzen mit P<0,05.

Abbildung 27 zeigt Strom-Spannungs-Kurven von DRG-Neuronen nach Inkubation mit
Kontrolllésung bzw. nach Inkubation mit 0,05 uM NPY. Da bei den Messungen keine

Pharmaka zur selektiven Inhibition einzelner Komponenten zugegeben wurden, kann es sich
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bei den gezeigten Stromen durchaus um Mischstrome handeln. So ist es moglich, dass in den
Calciumstrom und in den Tail-current noch Kaliumstrome mit einflieBen, obwohl in der
intrazelluldaren Pipettenlésung kein Kalium enthalten war. Dennoch kann das noch in der
Zelle selbst vorhandene Kalium das Aussehen der Kurven beeinflusst haben.

Mithilfe der Software Pulse wurden 3 Arten von Stromdichten isoliert: Natrium, Calcium und
der Tail-current (Abbildung 27). Die Strom-Spannungsdichte-Kurven zeigen die Stromdichte
bei der jeweils angelegten Spannung, sodass die GroBen der Zellen ebenfalls bei den
Ergebnissen bericksichtigt werden. Fiir die Stromdichte des Natriumstroms (Abbildung 27 A)
zeigt sich, dass in den Kontrollzellen der maximale Einstrom von 160 pA/pF + 23,0 pA/pF bei
einer angelegten Spannung von -30 mV beobachtet wird. Bei den mit NPY inkubierten Zellen
ist der Einstrom mit 194 pA/pF % 35,1 pA/pF bei einer Spannung von -20 mV maximal. Die
Kurve wird insgesamt zu positiveren Spannungen verschoben und nach NPY-Inkubation ist
die maximale Stromdichte fiir Natrium generell groer. Einen signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Kurven gab es nur bei einer angelegten Spannung von -50 mV
(P=0,019, Mann-Whitney U-Test). Hier findet nach NPY-Zugabe kaum Einstrom von Natrium
statt (7,4 pA/pF + 1,2 pA/pF), in den Kontrollzellen hingegen gibt es bereits einen Einstrom
von 49,8 pA/pF + 21,0 pA/pF. Insgesamt kann man zum Verlauf der Kurven sagen, dass bei
den niedrigen Spannungen der Einstrom sehr abrupt passiert und nicht langsam zunimmt,
was dafir spricht, dass es bei den Messungen ein Space-Clamp-Problem gab und die Zellen
aufgrund ihrer GroBe nicht genau auf die angegebene Spannung geklemmt waren. Der
Verlauf der Calciumstromdichte (Abbildung 27 B) sieht in beiden Behandlungsgruppen sehr
ahnlich aus. Generell ist die Stromdichte in den NPY behandelten Zellen etwas geringer als in
den Kontrollzellen. Fir Kontrollzellen liegt die maximale Stromdichte bei
29,9 pA/pF £ 3,5 pA/pF bei -10 mV angelegter Spannung, flr Zellen nach NPY-Inkubation bei
23,7 pA/pF £ 5,8 pA/pF. Signifikante Unterschiede zwischen Kontrollzellen und mit NPY
inkubierten Zellen kénnen bei -50 mV (P=0,02, t-Test) und bei -20 mV (P=0,03, t-Test)
festgestellt werden. Insgesamt verlaufen beide Kurven nicht wie erwartet. Bei schrittweise
steigender Depolarisation sollten prinzipiell mit jedem Schritt mehr Kanédle bis zu einem
Maximalwert aktiviert werden, was sich in einer Steigerung der Stromdichte bis zu einem
Maximalwert duBern wiirde. Die Kurven zeigen jedoch bei -40 mV und -20 mV eine Abnahme
der Stromdichte statt zum Maximum hinlaufende steigende Werte. Dies spricht dafiir, dass

die Strome bei der Analyse nicht richtig isoliert und die Zellen, wie bereits bei der Analyse
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der Natriumstromdichte, wahrend der Messung moglicherweise nicht richtig geklemmt
werden konnten (Space-Clamp-Problematik). Bei der Stromdichte des Tail-current ist zu
beobachten, dass auch diese nach NPY-Inkubation insgesamt geringer ist als bei Inkubation
mit Kontrolllésung. Die Kurve nach NPY-Inkubation ist hier im Ganzen nach rechts, also zu
positiveren Potentialen hin, verschoben. Das Maximum in den Kontrollzellen liegt fiir eine
Spannung von 0 mV bei 40,2 pA/pF = 5,1 pA/pF. In NPY inkubierten Zellen ist das Maximum
bei einer Spannung von +10mV 34,7 pA/pF +7,8 pA/pF. Auch hier ist wieder ein
signifikanter Unterschied bei -50 mV zu beobachten (P=0,02).

All diese Werte deuten darauf hin, dass nicht die Strome direkt durch NPY beeinflusst
werden, sondern dass evtl. das Ruhemembranpotential der Zellen durch NPY verschoben
wird. Es wurde versucht, dies in weiteren elektrophysiologischen Current-Clamp-
Experimenten zu bestatigen, allerdings war ein Auswerten dieser Messungen kaum moglich.
Es zeigte sich, dass Uber die Dauer dieser Messungen alle Zellen, ob mit oder ohne Zugabe
von NPY, ihr Ruhemembranpotential so stark danderten, dass ein moglicher Effekt nicht

erkennbar gewesen ware.

AbschlieBend kann zu diesem Teil der Arbeit gesagt werden, dass mithilfe von
Immuncytochemie gezeigt werden konnte, dass durch die Bindung von NPY an bestimmte
Rezeptoren auf der Oberfliche von DRG-Neuronen mitunter die Adenylatcyclase aktiviert
wird, welche ATP in cAMP umwandelt. Dadurch wiederum wird die Proteinkinase A aktiviert
und kann schlielllich Zielproteine, wie beispielsweise Calciumkandle, in der Zelle
phosphorylieren. Des Weiteren zeigten Experimente mit TIRFM, dass der durch NPY
vermittelte Effekt der Sensibilisierung der Neurone hinsichtlich der LDCV-Sekretion durch die
Aktivierung der PKA geschieht, da dieser Effekt nach Blockierung der PKA nicht mehr zu
beobachten ist. SchlieBlich wurde in elektrophysiologischen Experimenten gezeigt, dass NPY
einen Einfluss auf die Aktivierung des Natrium- und des Calciumstroms hat, welche durch
NPY, im Vergleich zu Kontrollzellen, bei um 10 mV hdheren Spannungen aktiviert werden.
Dies zeigte sich in einer Rechtsverschiebung der Strom-Spannungs-Kurven. Da Kanéle also
spater aktiviert werden, spricht diese Verschiebung fiir eine mégliche Anderung des

Ruhemembranpotentials.
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4. Diskussion

Obwohl LDCVs wichtige Informationstrdger in Neuronen darstellen, wurde ihre Freisetzung
in diesem Zelltyp bisher kaum erforscht. Die meisten Erkenntnisse lber Exozytose von
Vesikeln wurden bisher bei der Freisetzung von SVs aus Neuronen oder von LDCVs aus
neuroendokrinen Zellen, wie beispielsweise Chromaffinzellen der Nebenniere, gewonnen.
Da LDCVs in Neuronen aber bezliglich ihrer Funktion kaum mit den gerade genannten
Vesikeln vergleichbar sind, ist das Wissen um die Regulation und den Mechanismus ihrer

Freisetzung aus Neuronen von groRer Bedeutung.

4.1. Die Freisetzung von LDCVs in DRG-Neuronen geschieht hauptsachlich bei

hochfrequenter Stimulation

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass DRG-Neurone zur effizienten Exozytose von
LDCVs am Soma einen starken Stimulus von 100 pA und eine Pulslange von 3 ms bei einer
hohen Frequenz von 100 Hz benétigen. Des Weiteren fihrt das Voranstellen eines
Prastimulus von 5 Hz, welcher selbst kaum LDCV-Sekretion auslost, dazu, dass Uber die
gesamte Dauer einer hochfrequenten Stimulation konstant LDCVs freigesetzt werden
kénnen.

Dieser Befund steht in Einklang mit anderen bisher gemachten wissenschaftlichen
Untersuchungen an DRG-Neuronen. In gesunden peptidergen Neuronen wurde eine
spontane Aktivitat von 0,5-5 Hz gefunden (Wall und Devor, 1983). Diese Grundaktivitat dient
vermutlich dazu, Neuronen Informationen Uber ihren eigenen oder auch moglicherweise
den Zustand ihrer Umgebung zu Ubermitteln. Die Grundaktivitat vermittelt, dass keine
Schadigung von Nerven vorliegt. Trotzdem bleiben die Neurone fiir eine mogliche starke
Stimulation sensibilisiert, indem bei einer basalen Rate an Aktionspotentialen Vesikel zum
Ort der Exozytose transportiert und dort in einen fusionskompetenten Zustand gebracht
werden. Zudem ist die Expression von Neuromodulatoren, wie beispielsweise NPY, in
gesunden DRG-Neuronen sehr gering (Schoenen et al., 1989; Zhang et al., 1995a). Bei einer
Verletzung von Nerven andert sich das Verhalten der DRG-Neurone dramatisch. So wird zum
einen die Expression vieler Neuromodulatoren, wie z.B. NPY, stark hochreguliert (Schoenen

et al., 1989). Zum anderen wurde beobachtet, dass die Frequenz der Aktionspotentiale auf
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bis zu 50 Hz ansteigt (Michaelis et al., 2000; Wall und Devor, 1983). Ebenfalls wurde
beschrieben, dass unter basalen Bedingungen ein schneller, hauptsachlich retrograder
Transport der LDCVs in Axonen stattfindet, der durch Stimulation verlangsamt wird. Da
gleichzeitig LDCVs haufiger an einer Position verharren (Sobota et al., 2010), wodurch die
Wahrscheinlichkeit ihrer Freisetzung erhoht wird, liegt die Vermutung nahe, dass in vivo
unter basalen Bedingungen kaum LDCV-Sekretion stattfindet. Werden hingegen
Nervenfasern verletzt, erhoht sich die Frequenz der Stimulation bzw. die Generierung von
Aktionspotentialen und DRG-Neurone schiitten zur Modulation schmerzhafter
Empfindungen vermehrt den Inhalt ihrer LDCVs aus. Die gerade beschriebene Hypothese
wird durch die in dieser Arbeit gefundenen Bedingungen zur Induktion der LDCV-Sekretion in
DRG-Neuronen gestutzt.

Weiter wurde gezeigt, dass ein niederfrequenter Prastimulus nur zu einem geringen
Einstrom von Calcium in die Zellen fihrt (Abbildung 9), hingegen der Wechsel zu einer
hochfrequenten Stimulation eine starke Erhéhung der [Ca?']; ausldst. Dies gibt einen Hinweis
drauf, dass ein geringer Einstrom von Calcium keine LDCV-Exozytose auszuldst. Vielmehr
dient dieser eher dazu, LDCVs vor Fusion in einen gedockten oder geprimten Zustand zu
versetzen und sie somit fusionskompetent zu machen. Leider kann fir die durchgefiihrten
Messungen keine exakte, quantitative Aussage Uber die globale Calciumkonzentration in den
Zellen bei verschiedenen Stimulationen gemacht werden, da diese Messungen an einem
Messstand stattfanden, der nicht auf den benutzten Calciumindikator Fura-2 geeicht war.
Zudem kann die Messung der globalen Calciumkonzentration nur einen Hinweis auf die
Konzentration an der Plasmamembran, sprich dem Ort der Exozytose, geben (Klingauf und
Neher, 1997); genau bestimmt werden kann sie jedoch mit der hier genutzten Methode
nicht. Es kann allerdings vermutet werden, dass die [Ca2+] an der Plasmamembran wahrend
der Stimulation in etwa bei dem von Huang und Neher (1996) beschriebenen Wert zur
Einleitung der Exozytose von LDCVs von mehr als 600 nM liegt. Interessanterweise wurde
beobachtet, dass unterschiedliche Stimulationen in etwa die gleichen Maximalwerte fiir die
Verinderung der [Ca®"]; lieferten. Hier besteht die Maglichkeit, dass Fura-2 (Kq fir Calcium:
224 nM) durch einen lber diese Konzentration hinausgehenden Anstieg der [Ca®"); gesattigt
wurde und somit mogliche Unterschiede nicht mehr sichtbar waren. Die nur leichte
Erhéhung der [Ca2+]i und eine kaum stattfindende LDCV-Sekretion bei einer

niederfrequenten Stimulation sprechen dafiir, dass eine geringe Erhéhung der [Ca®);

81

4



Diskussion

wahrend basaler Aktivitdt der DRG-Neurone nicht zur Induktion von Exozytose dient,
sondern vielmehr LDCVs in einen fusionskompetenten Zustand versetzt. Maogliche
calciumsensitive Schritte bei der Exozytose sind die Reifungsstadien Docking und Priming.
Die Calciumabhangigkeit von Docking wurde beispielsweise in Chromaffinzellen der
Nebenniere gezeigt (Pasche et al., 2012). Auch in Neuronen des trigeminalen Ganglions, die
in ihrer Art und Funktion DRG-Neuronen sehr dhnlich sind, gibt es einen Mechanismus, der
durch einen Calciumeinstrom bei Stimulation zu einem verlangsamten Transport von LDCVs
und deren langerer Verweildauer an einer Stelle fihrt (Sobota et al., 2010). Dieser Effekt ist
vermutlich ebenfalls auf eine erhdhte Dockingrate zuriickzufiihren. Fir das Priming wurde
sie sowohl bei LDCVs in Chromaffinzellen als auch bei SVs in Neuronen nachgewiesen (Neher
und Zucker, 1993; Neher und Sakaba, 2008; Voets, 2000). Ein Einfluss auf das Docking von
LDCVs in DRG-Neuronen wiirde sich in einer verlangerten Verweildauer der Vesikel an der
Plasmamembran zeigen. Untersucht man diese in DRG-Neuronen, so zeigt sich, dass sie
durch eine geringe Erhdhung der [Ca’];, wie sie von einem niederfrequenten Stimulus
hervorgerufen wird, nicht verandert wird. Somit kann gesagt werden, dass das Docking von
LDCVs in DRG-Neuronen durch die von einem niederfrequenten Prastimulus induzierte
Erhéhung der [Ca**]; nicht beeinflusst wird (Abbildung 16 und Abbildung 17). Nach Addition
eines niederfrequenten Prastimulus wird die durchschnittliche Menge sezernierter LDCVs,
im Vergleich zu Zellen ohne vorhergehenden 5 Hz Stimulus, erhdht (Abbildung 10 C). Daraus
lasst sich ein moglicher Einfluss der Calciumkonzentration auf das Priming ablesen. Die
Latenzzeit zwischen Stimulation und Sekretion des ersten LDCVs ist in Zellen ohne
Prastimulus mit 42,2 £ 7,1 s sehr lang. Die Addition des niederfrequenten Prastimulus bzw.
die dadurch ausgeldste leichte Erhéhung der [Ca®']; fordert Priming, wodurch die Latenzzeit
auf 28,3 £ 5,9 s verkiirzt werden kann. Da dhnlich lange Latenzzeiten fir die Sekretion von
LDCVs bisher auch in anderen Neuronen gefunden wurden (Shinoda et al., 2011; Xia et al.,
2009), scheint die Beziehung zwischen Stimulation und Sekretion von LDCVs in Neuronen
generell schwach zu sein. Dies lasst darauf schlielen, dass in Neuronen verschiedene
Vesikelpools, wie fiir LDCVs in Chromaffinzellen oder SVs in Neuronen beschrieben

(Becherer und Rettig, 2006; Sorensen, 2004), nicht existieren.

Vergleicht man die Menge sezernierter LDCVs aus DRG-Neuronen Uber einen Zeitraum von

einigen Minuten mit der Menge der Freisetzung von SVs aus Neuronen oder LDCVs aus
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Chromaffinzellen, so ist diese eher gering (Becherer et al., 2007; Hugo et al., 2013; Ikeda und
Bekkers, 2009). Natiirlich muss man berlcksichtigen, dass durch die genutzte Technik der
TIRFM zur Untersuchung der LDCV-Sekretion in DRG-Neuronen nur ein Bruchteil der Zelle
beobachtet wurde und somit keine Aussage Uber die Anzahl freigesetzter LDCVs in der
gesamten Zelle gemacht werden kann. Auch kann man nicht ausschlieRen, dass bei einer
Stimulation LDCVs freigesetzt werden, die nicht mit dem Fusionsprotein NPY-Venus beladen
und somit in fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen, wie der TIRFM, unsichtbar sind.
Dennoch ist auch unter Beriicksichtigung dieser Aspekte die Rate der Sekretion von LDCVs
vergleichsweise gering. Dies kann dadurch erklart werden, dass LDCVs in Neuronen im
Gegensatz zu SVs nicht an spezialisierten Stellen der Zelle freigesetzt werden, an denen eine
hohe Dichte an VDCCs und somit bei Stimulation eine hohe Calciumkonzentration herrscht.
Auch wenn es in DRG-Neuronen eine calciumunabhédngige Sekretion von LDCVs zu geben
scheint, wird dennoch der GroRteil der LDCVs durch calciumabhangige Exozytose freigesetzt
(Huang und Neher, 1996; Zhang und Zhou, 2002). Auch in Chromaffinzellen ist die
Wahrscheinlichkeit, dass LDCVs in der Nahe von Calciumkanalen liegen und somit durch
einen Calciumeinstrom bei Stimulation nach und nach aus den verschiedenen Vesikelpools
freigesetzt werden konnen (Becherer und Rettig, 2006), aufgrund der geringen GrolRRe dieser
Zellen (@ des Somas: ca. 10 um) und der hohen Dichte an LDCVs, wesentlich groBer als fur
LDCVs in Neuronen (@ des Somas von DRG-Neuronen je nach Klasse: 12-55pum).
Zusammenfassend konnte also eine Begriindung fiir die geringe Rate der LDCV-Sekretion in
DRG-Neuronen sein, dass nur LDCVs freigesetzt werden, die sich bei Stimulation in einer
Umgebung hoher Calciumkonzentration, sprich in unmittelbarer Nahe von VDCCs, und in
einem geprimten Zustand befinden. Die Wahrscheinlichkeit fir diesen Zustand von LDCVs ist
im Vergleich zu LDCVs in Chromaffinzellen oder SVs in Neuronen in DRG-Neuronen
wesentlich geringer. Eine weitere Erkldarung fiir die geringe Menge sezernierter Vesikel
bezieht sich nicht auf die Exozytose selbst. Fliir Neuromodulatoren und deren Rezeptoren
wurde in vielen Fallen ein sogenanntes ,peptide/receptor mismatch” (Peptid/Rezeptor
Versatz) gefunden (Merighi et al.,, 2011). Dies bedeutet, dass Neuromodulatoren (iber
grofRere Distanz wirken als Neurotransmitter im synaptischen Spalt, da sich ihre Rezeptoren
meist in einiger Entfernung zum Ort der Freisetzung befinden. Neuromodulatoren besitzen
eine 1000-fach héhere Bindungsaffinitat zu ihren Rezeptoren als Neurotransmitter zu deren

Rezeptoren (Merighi et al., 2011), was erklart, dass trotz der verhaltnismaRig groflen Distanz
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zwischen Ligand und Rezeptor nicht zwingend groRe Mengen Neuromodulator aus LDCVs

freigesetzt werden miissen, um einen auto- oder parakrinen Effekt erzeugen zu kénnen.

Nicht nur eine elektrische Feldelektrodenstimulation, sondern auch die Applikation einer
60 mM Kaliumlsung fiihrt sowohl zu einer Erhéhung der [Ca**]; als auch zu einer Induktion
von LDCV-Sekretion in DRG-Neuronen. Der Vorteil dieser Stimulationsart liegt darin, dass
man mithilfe der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung berechnen kann, zu welchem Grad eine
Zelle depolarisiert wird. Flir 60 mM Kalium erfolgt eine Depolarisation auf ca. 0 mV und
somit sicher lber den Schwellenwert zum Auslésen von Aktionspotentialen. Bei einer
elektrischen Stimulation mittels Feldelektrode lasst sich der Grad der Depolarisation im
Vorhinein nicht abschatzen, weshalb in dieser Arbeit auch zunachst verschiedene Stimuli
getestet werden mussten. Allerdings bietet eine Feldelektrodenstimulation im Gegensatz zur
Applikation einer depolarisierenden Losung die Mdglichkeit einer zeitlich und raumlich
prazisen Stimulation. Durch den Einsatz spannungsabhangiger Indikatoren oder
elektrophysiologischer Messungen mithilfe der Patch-Clamp-Technik ware es moglich, den
Grad der Depolarisation zu bestimmen. Bisher wurde gezeigt, dass fir eine robuste
Freisetzung von LDCVs am Soma von DRG-Neuronen, ob calciumab- oder -unabhangig, eine
Depolarisation auf > -10 mV erfolgen muss (Huang und Neher, 1996; Zhang und Zhou, 2002).
Aus dieser Information wird geschlossen, dass ein dhnlicher Grad der Depolarisation in der
selbst durchgefiihrten Studie auch mit den getesteten Feldelektrodenstimulationen in DRG-
Neuronen, bei denen LDCV-Sekretion stattfand, erreicht wurde.

Ob es sich bei den beobachteten Sekretionsereignissen um calciumabhangige
oder -unabhédngige Exozytose handelt, kann an dieser Stelle nicht gesagt werden (siehe

Abschnitt 4.3.).

Generell konnte in dieser Arbeit zunachst gezeigt werden, dass durch eine Stimulation, die
einer basalen Frequenz an Aktionspotentialen entspricht, die intrazellulare
Calciumkonzentration leicht erhéht wird, wodurch Priming gefordert wird. Zur Induktion von
LDCV-Sekretion hingegen sind eine hochfrequente Stimulation und eine hohe intrazellulare
Calciumkonzentration notig, wie sie in vivo nach Verletzungen von Nerven auftritt. Auch
wurde beobachtet, dass im Vergleich zur Sekretion von LDCVs in neuroendokrinen

Chromaffinzellen und SVs in Neuronen sehr wenige LDCVs aus DRG-Neuronen freigesetzt

84

4



Diskussion

werden. Dies ist vermutlich auf ihre Funktion als , lediglich” sekundare Informationstrager

und eine hohe Affinitat der Neuromodulatoren zu ihren Rezeptoren zuriickzufiihren.

4.2. DRG-Neurone besitzen verschiedene Typen der Exozytose von LDCVs

Durch die Verwendung verschiedener Fusionstypen besitzen Neurone neben der Anzahl
sezernierter Vesikel eine weitere Moglichkeit, um die Menge freigesetzter Botenstoffe und
somit die Reizweiterleitung oder die Neuromodulation zu regulieren. Bei der Durchsicht der
Exozytoseereignisse in DRG-Neuronen zeigte sich, dass auch LDCVs aus DRG-Neuronen nicht
nach nur einem Schema freigesetzt werden. Es wurden 3 verschiedene Modi der Exozytose
beobachtet: , Full Fusion”, ,Kiss and Run” und , Kiss and Stay“. Da LDCVs nicht wie SVs lokal
am Ort der Exozytose wieder recycelt werden kdnnen (Hokfelt et al., 1980; Merighi et al.,
2011), sondern wegen der Synthese ihres Inhaltes, die den Zellkern, das endoplasmatische
Retikulum und das Golgi-Netzwerk benétigt, immer wieder im Soma neu hergestellt und
befillt werden miissen, bieten verschiedene Fusionstypen Neuronen die Moglichkeit, LDCVs
mehrfach zu nutzen. Des Weiteren werden Neuromodulatoren ohnehin, aufgrund der hohen
Affinitat zu ihren Rezeptoren, nur in geringen Konzentrationen bendétigt, um einen Effekt zu
vermitteln. Deshalb ist es nicht erforderlich, LDCVs immer vollstandig durch ,Full Fusion®-
Exozytose zu entleeren. Das Auftreten verschiedener Modi der Exozytose macht somit die
Freisetzung von Neuromodulatoren effizienter.

In DRG-Neuronen zeigten sich die verschiedenen Fusionstypen durch unterschiedliche
Kinetiken bei der Freisetzung des pH-sensitiven Fluoreszenzproteins Venus, gekoppelt an
NPY. Ahnliche Kinetiken bzw. Fusionstypen wurden beispielsweise auch in kortikalen
Neuronen beschrieben. Aufgrund der Nutzung eines anderen pH-sensitiven
Fluoreszenzproteins, das vor Fusion nicht sichtbar ist, konnten von de Wit et al. (2009) nur 2
Typen der Sekretion beobachtet werden: transiente und andauernde Fusion. Auch Xia et al.
(2009) beschreiben verschiedene Modi der Exozytose. Generell sollte bei einem Vergleich
von Fusionstypen darauf geachtet werden, dass Ereignisse in verschiedenen Neuronen zwar
gleichen Modi zugeordnet werden, ihre Kinetiken jedoch sehr unterschiedlich aussehen
konnen. Zum einen kann das daran liegen, dass unterschiedliche Fluoreszenzproteine
genutzt wurden, die festlegen, ob ein Vesikel vor Exozytose bereits sichtbar ist. Zum anderen

kann auch die Aufnahmefrequenz bei der Untersuchung der Ereignisse eine grof3e Rolle
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spielen. In dieser Arbeit wurde fiir DRG-Neurone gezeigt, dass viele Ereignisse innerhalb
einiger 100 ms stattfinden. Nutzt man hingegen eine Aufnahmefrequenz von 1 Hz, wie dies
in kortikalen Neuronen getan wurde, kann man diese Ereignisse nicht detailliert auflésen. Es
scheint, dass Fusionsereignisse von LDCVs in kortikalen Neuronen generell langer dauern als
in  DRG-Neuronen, was eine langsamere Aufnahmefrequenz rechtfertigt. Der
unterschiedlichen Geschwindigkeit von Fusionsereignissen und dementsprechend der
unterschiedlichen Menge an freigesetzten Substanzen in kortikalen Neuronen und DRG-
Neuronen konnte eine grundsatzlich andere Verteilung der Rezeptoren der
Neuromodulatoren in Gehirn und DRGs, sprich unterschiedliche Distanzen zwischen dem Ort
der Freisetzung und den Rezeptoren der Neuromodulatoren, zugrunde liegen. Je weiter die
Entfernung zwischen dem Ort der Exozytose und den Rezeptoren der neuromodulatorischen
Substanzen ist, desto mehr Substanz misste freigesetzt werden, um deren starkere
Verdinnung auf dem Weg im extrazellularen Raum zu kompensieren und eine Aktivierung
der Rezeptoren zu gewahrleisten. Ein weiterer Aspekt, der beim Vergleich von Fusionstypen
von LDCVs in verschiedenen Neuronen und bei unterschiedlichen Messbedingungen
beriicksichtigt werden muss, ist die scheinbare Abhdngigkeit des Verlaufes eines
Fusionsereignisses vom Inhalt der LDCVs. So kénnen kleine Peptide, wie beispielsweise NPY,
schneller durch eine kleine Fusionspore entweichen als groRe Proteine wie BDNF, die eine
wesentlich gréRere Offnung der Fusionspore und eine lingere Offnungsdauer dieser
bendtigen (de Wit et al., 2009).

In DRG-Neuronen wurde untersucht, wie haufig die drei identifizierten Fusionstypen
vorkommen. Hier zeigte sich bei einer Feldelektrodenstimulation, die einer physiologischen
Stimulation nach einer Nervenschadigung nahekommt (s. 0.), eine klare Praferenz fiir den
»Full Fusion“-Modus. ,Kiss and Run“ und ,Kiss and Stay” hingegen werden eher selten
genutzt. Dies zeigt, dass bei Verletzungen, bei denen eine schmerzhafte Wahrnehmung oft
mit einhergeht, nicht nur insgesamt viele LDCVs sezerniert werden, sondern dass deren
Inhalt zudem meist vollstindig freigesetzt wird, um einen entsprechenden
neuromodulatorischen Effekt zu erzielen und die Aktivitdt von DRG-Neuronen zu modulieren
(Fjell et al., 1999; Leffler et al., 2002; Ryu et al., 1988). Appliziert man hingegen eine Losung
mit 60 mM Kalium, so zeigen DRG-Neurone keinen bevorzugten Modus der Exozytose. Alle
Fusionstypen kommen mit gleicher Haufigkeit vor, was im Umkehrschluss bedeutet, dass

weniger neuromodulatorische Substanzen freigesetzt werden und dass diese Art der
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Stimulation physiologischen in vivo Bedingungen weniger ahnlich ist als eine
Feldelektrodenstimulation. Diese Beobachtung deckt sich mit Untersuchungen an
hippocampalen Neuronen, die bei der gleichen Stimulationsart ebenfalls kaum ,,Full Fusion-
Ereignisse, jedoch eine klare Praferenz fir den ,Kiss and Run“-Modus zeigen (Xia et al.,
2009). Bei einer Feldelektrodenstimulation hingegen tritt auch in Dendriten hippocampaler
Neurone vorzugsweise , Full Fusion“-Exozytose auf (Matsuda et al., 2009).

Betrachtet man die in DRG gefundenen Kinetiken der einzelnen Fusionsereignisse der LDCVs
nadher, kann man in jedem Fusionstyp verschiedene Schritte der Exozytose untersuchen. Die
Dauer der Anstiegszeit der Fluoreszenz in ,Full Fusion” beispielsweise entspricht der
Dockingzeit der LDCVs. Fir ,,Kiss and Run” und ,,Kiss and Stay” entspricht sie der Zeit bis zur
maximalen Offnung der Fusionspore und der Deprotonierung des LDCV-Lumens. Die Breite
der Spitzenamplitude ist fur ,,Full Fusion” die Dauer, die Vesikel bis zu ihrer Verschmelzung
mit der Plasmamembran in einem gedockten Zustand verbringen, fiir ,Kiss and Run“ und
»Kiss and Stay“ entspricht sie dem Zeitraum, in dem die Fusionspore gedffnet ist. Die
Abfallszeit der Fluoreszenz schlieRlich ist bei ,Full Fusion” die Zeit, die ein Vesikel zur
Freisetzung seines gesamten Inhaltes benétigt. Bei ,,Kiss and Run“ umfasst sie das SchlielRen
der Fusionspore, die Reazidifizierung des LDCV-Lumens und das Undocking des LDCVs von
der Plasmamembran. Fir ,Kiss and Stay“ zeigt sie nur die Dauer, die zum SchlieBRen der
Fusionspore und der Reazidifizierung des LDCV-Lumens bendtigt wird. Es ist also nicht
Uberraschend, dass die jeweiligen Zeiten zwischen den verschiedenen Fusionstypen sehr
unterschiedlich sind, da sie verschiedene Stadien der Exozytose reprasentieren. Dadurch
lasst sich erklaren, dass die Anstiegszeit der Fluoreszenz bei ,Full Fusion” im Vergleich zu
,Kiss and Run“ oder ,,Kiss and Stay” um ein Vielfaches hoéher ist, da ,,Full Fusion“-Ereignisse
vor der eigentlichen Fusion zunachst das Reifungsstadium des Dockings durchlaufen. Bei
,Kiss and Run“- und ,Kiss and Stay“- Ereignissen sind die Vesikel hingegen nahe an der
Plasmamembran und haben das Docking bereits vollzogen. Somit kdnnte man vermuten,
dass ,Kiss and Run“ und ,bKiss and Stay” eher fiir eine schnelle, kurzzeitige
Informationsweiterleitung dienen, ,Full Fusion“-Ereignisse hingegen einen langsameren,
aber durch die groBere Menge freigesetzter Neuromodulatoren, starkeren und
dauerhafteren Effekt der Neuromodulation besitzen. Interessant ist, dass die Abfallszeit der
Fluoreszenz in allen Fusionstypen sehr schnell und ahnlich ist. Dies liefert eine Erklarung

dafir, warum man, im Gegensatz zu , Kiss and Run“- und , Kiss and Stay“-, bei ,,Full Fusion“-
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Ereignissen selten das Ausbreiten einer fluoreszenten Wolke, also die Ausschittung des
Inhaltes des LDCVs, beobachten kann. Da die Abfallszeit der Fluoreszenz bei ,Full Fusion” so
kurz ist, ist es moglich, dass der Inhalt des Vesikels zu schnell und weitrdumig ausgeschiittet
und im Extrazellularraum in so kurzer Zeit verdiinnt wird, dass dies selbst bei einer
Aufnahmefrequenz von 10 Hz nicht detektierbar ist. Die Abfallszeit der Fluoreszenz fiir , Kiss
and Run“ und , Kiss and Stay” sehr dhnlich ist. Diese Zeit umfasst aber im Fall von ,Kiss and
Run”“ neben dem Schlielen der Fusionspore und der Reazidifizierung des Vesikel-Lumens
zusatzlich noch das Undocking des Vesikels von der Plasmamembran. Die dhnlichen Werte
der beiden Fusionstypen deutet darauf hin, dass LDCVs, die ,Kiss and Run“-Exozytose
durchlaufen, eine hohe rdaumliche Flexibilitdit besitzen, die es ihnen durch schnellere
Kinetiken als denen von ,Kiss and Stay“-Ereignissen ermoglicht, nach Fusion an einer Stelle
schnellstmoglich an einer anderen Stelle der Zelle fiir eine erneute Freisetzung zur
Verfligung zu stehen. LDCVs, die ,Kiss and Stay“-Exozytose durchlaufen, dienen hingegen,
wie auch ,Full Fusion“-Ereignisse, einer eher lokalen Neuromodulation und halten ihre
Fusionspore daher etwas langer geoffnet als LDCVs bei ,Kiss and Run“-Exozytose. Der
Mechanismus, der dem Auftreten verschiedener Fusionstypen zugrunde liegt, ist schwierig
aufzuklaren. Fir ,Full Fusion” ist man sich einig, dass es die Formierung eines stabilen
SNARE-Komplexes bendtigt, der die Fusion von der Vesikel- mit der Plasmamembran
ermoglicht. Fur ,Kiss and Run” und , Kiss and Stay” hingegen muss es einen regulatorischen
Schritt geben, der die Form des Vesikels bei Fusion aufrechterhalt und das vollstandige
Verschmelzen von Vesikel- und Plasmamembran verhindert. Ein moglicher Regulator ist eine
calciumabhangige Beschichtung der Vesikel mit dem Strukturprotein Aktin (Miklavc et al.,
2009), die bei der Exozytose der Vesikel und der Freisetzung deren Inhaltes eine Rolle spielt.
Eine Moglichkeit. die Dynamik der Fusionspore zu regulieren, wurde fiir Myosin |l gezeigt
(Aoki et al., 2010). Nahe liegt auch eine Rolle des SNARE-Komplexes bei der Regulation der
Fusionskinetik, allerdings wiirde es bedeuten, dass die Reaktion der Formierung eines cis
SNARE-Komplexes reversibel sein misste (Palfrey und Artalejo, 2003). Dennoch scheint das
Auftreten bestimmter Fusionstypen mitunter abhangig von Calcium zu sein. In dieser Arbeit
wurde in DRG-Neuronen gezeigt (Abbildung 9), dass trotz konstanter Stimulation die [Caz+]i
sinkt, was auf eine Veranderung der [Ca®*]; durch Inaktivierung von VDCCs (Cens et al., 2006)
zurickzufihren sein kann. Zur Untersuchung einer moglichen Verbindung zwischen dem

2+]i

Auftreten eines Fusionstyps und der [Ca wurde der Zeitpunkt des Auftretens der
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einzelnen Fusionstypen wahrend Stimulation ndaher untersucht. Es zeigte sich allerdings
weder ein bevorzugter Zeitpunkt des Auftretens bestimmter Fusionstypen nach Beginn einer
Stimulation noch eine Beeinflussung der Kinetik der Fusionstypen durch die Art der
Stimulation (Abbildung 19). Einzig bei einer Stimulation bei 50 Hz mittels Feldelektrode kann
man eine zeitliche Tendenz des Auftretens der verschiedenen Fusionstypen erkennen. So
tritt ,,Full Fusion” signifikant friiher auf als ,Kiss and Run“ und ,Kiss and Stay“. Korreliert man
den Zeitpunkt von ,,Full Fusion” mit dem Calciumsignal in Abbildung 9, so kénnte man daraus
schliellen, dass vor einer Abflachung des Calciumsignals, das heil3t bei einer hoheren [Ca2+]i,
eher ,Full Fusion” auftritt und dass ,Kiss and Run” und ,,Kiss and Stay” beide eine geringere
Calciumkonzentration bendtigen. Allerdings wurde diese Beobachtung nur flir eine
Stimulationsart gemacht und lasst daher keine allgemeine Schlussfolgerung lber die
Calciumabhangigkeit der verschiedenen Fusionstypen zu. Dennoch kann ein Einfluss von
Calcium auf das Auftreten der verschiedenen Fusionstypen nicht ausgeschlossen werden, da
man dies nur durch eine detaillierte Betrachtung der Calciumkonzentration direkt an der

Plasmamembran bei Stimulation bzw. Fusion beurteilen kénnte. Dies ist allerdings mit den

hier genutzten Techniken aufgrund der zu geringen Auflésung nicht moglich.

Es konnte nachgewiesen werden, dass, wie bereits fir die Sekretion von Vesikeln in anderen
Zellen gezeigt, auch DRG-Neurone zur Freisetzung von LDCVs unterschiedliche Typen der
Fusion nutzen, was ihnen eine Moglichkeit der Regulation der Ausschittung von
Neuromodulatoren bietet. Die Haufigkeit des Auftretens der verschiedenen Modi ist
abhangig von der Art der Stimulation. Ob dies allerdings auf eine unterschiedliche
Verdanderung der [Ca"]; zuriickzufiihren ist, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Eine
Veranderung der Kinetik einzelner Fusionsereignisse bei unterschiedlichen Stimulationsarten
konnte nicht gezeigt werden. Eine Regulation der Menge freigesetzten Neuromodulators bei
unterschiedlichen Stimulationen scheint in DRG-Neuronen also allein lber die Menge
freigesetzter LDCVs, nicht jedoch (iber eine Verdanderung der Kinetik der einzelnen

Fusionsereignisse zu erfolgen.
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4.3. NPY erhoht die Rate der Sekretion von LDCVs aus DRG-Neuronen

Die Aufgabe des Inhaltes von LDCVs, beispielsweise NPY, in Neuronen ist die Modulation
neuronaler Aktivitat. NPY kommt eine wichtige Rolle in der Schmerzwahrnehmung zu, wobei
bisher sowohl eine pro-nozizeptive als auch eine schmerzlindernde Wirkung beobachtet
wurden (Intondi et al., 2008; Moran et al., 2004; Smith et al., 2007; Taiwo und Taylor, 2002).
Die beschriebenen Effekte werden durch verschiedene Mechanismen in den Zellen
vermittelt. Generell liegt diesen zunachst die Bindung von NPY an einen der finf bisher
identifizierten G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) zugrunde (Tatemoto, 2004). Diese
Bindung fuhrt bei allen NPY-Rezeptoren im Folgenden zur Aktivierung des Go;-Signalweges
(Brothers et al., 2010). Im zentralen Nervensystem und in DRG-Neuronen wurden bisher die
Rezeptoren Y; und Y, gefunden, deren Aktivierung verschiedenste Zielproteine einer Zelle
beeinflussen kann. Uber die Haufigkeit des Vorkommens der beiden Rezeptoren in DRG-
Neuronen gibt es widerspriichliche Angaben. So fanden Shi et al. (1998) nur auf 6 % der
Neurone Yy, auf 15 % Y,. Wiley et al. (2009) hingegen beobachteten Y; auf 20 % der Neurone
und eine steigende Anzahl von Y, nach einer Axotomie. In kultivierten DRG-Neuronen wurde
sogar in 85 % der DRG-Neurone eine Expression von Y; gefunden (Hiruma et al., 2002). Zu
ihrer Lokalisation kann gesagt werden, dass Y; sich hauptsachlich auf kleinen peptidergen C-
Fasern befindet, wohingegen Y, auch auf nicht-peptidergen Neuronen gefunden wurde
(Brumovsky et al., 2005; Zhang et al., 1994). In DRG-Neuronen wurde gezeigt, dass durch die
Bindung an Y; eine verstarkte Aktivierung von L-Typ Calciumkanalen erfolgt (Abdulla und
Smith, 1999). Die Aktivierung von Y, inhibiert die Freisetzung von Glutamat (Moran et al.,
2004; Smith et al., 2007) und fihrt durch die Dampfung der Aktivitdit von N-Typ
Calciumkanalen und der calciumsensitiven Kaliumleitfahigkeit zu einer Verminderung der
prasynaptischen Aktivitat bei Stimulation (Abdulla und Smith, 1999; Bleakman et al., 1991;
Toth et al., 1993; Walker et al., 1988; Wiley et al., 2009). Sowohl die Aktivierung von Yy als
auch von Y, fuhren, durch die Inhibierung der Adenylatcyclase und der PKA, zu einem
verminderten axonalen Transport (Hiruma et al.,, 2002). Da nach einer Nervenverletzung
sowohl NPY als auch seine Rezeptoren in DRG-Neuronen starker exprimiert werden
(Schoenen et al., 1989; Wiley et al., 2009; Zhang et al., 1995a), ist neben der bereits
beschriebenen Wirkung von NPY auf die synaptische Ubertragung auch eine Regulation der

LDCV-Freisetzung denkbar.
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In dieser Arbeit zeigte sich zunachst, dass durch NPY in DRG-Neuronen eine insgesamt
erhohte Freisetzung von LDCVs stattfindet. Auch wurde beobachtet, dass die Neurone
bereits bei niederfrequenter Stimulation, bei der sonst kaum LDCV-Sekretion stattfindet,
vermehrt LDCVs sezernieren. Im Vergleich zu Kontrollzellen ohne NPY-Applikation war diese
Erhéhung aufgrund der hohen Variabilitat zwischen den Zellen allerdings nicht signifikant.
Die Variabilitat kann beispielsweise durch die unterschiedlichen Expressionslevel der NPY-
Rezeptoren auf den einzelnen DRG-Neuronen erklart werden. Die Beobachtung der
vermehrten LDCV-Sekretion ldsst sich mitunter durch den erhdhten Expressionslevel von
NPY in DRG-Neuronen nach Verletzungen erklaren. Denn eine effektive Neuromodulation
nach Verletzungen kann nur dann stattfinden, wenn die Neurone die vermehrt produzierten
neuromodulatorischen Substanzen auch vermehrt ausschitten. Den Effekt der vermehrten
Neuromodulator-Ausschiittung zeigen DRG-Neurone nicht nur durch eine erhohte Sekretion
von LDCVs, sondern auch durch eine vermehrte, wenn erneut auch nicht signifikante,
Nutzung der ,Full Fusion“-Exozytose. Ein weiterer Effekt, der die vermehrte
Neuromodulator-Ausschiittung zeigt, ist eine Verldngerung der Offnungsdauer der
Fusionspore bei ,Kiss and Stay“-Ereignissen. Diese fuhrt zwar durch das seltene Auftreten
dieses Fusionstyps vermutlich nicht zu einer signifikant erhéhten Neuromodulator-
Freisetzung, dennoch unterstiitzt sie diese. Alle Beobachtungen zeigen also, dass bei einer
Verletzung von Nerven die Ausschiittung von NPY, welches stark hochreguliert wird, durch
einen positiven Feedbackmechanismus auto- oder auch parakrin die Ausschiittung weiterer
Neuromodulatoren, also die Exozytose von LDCVs, fordert.

Bei der Untersuchung des Mechanismus, durch den NPY seinen sensibilisierenden Effekt auf
die LDCV-Freisetzung auslibt, zeigte sich zunachst, dass die Verdanderung der intrazelluldren
Calciumkonzentration bei Stimulation nicht offensichtlich durch NPY beeinflusst wird. In
Abbildung 24 ist zwar unmittelbar nach NPY-Inkubation eine kleine Erhéhung der [Ca®']; zu
erkennen, die aber, wenn auch geringer, in Kontrollzellen ebenfalls zu sehen ist. Dies lasst
sich durch die mechanische Applikation von NPY- bzw. Kontrolllésung erklaren, die zu einer
Aktivierung dehnungssensitiver Natriumkanale, somit zu einer leichten Depolarisation der
Zellen und schlielRlich einem geringen Einstrom von Calcium in die Neurone fiihren kann.

In elektrophysiologischen Experimenten zeigte sich durch die Analyse verschiedener
lonenstrome, dass NPY eine Verschiebung der Aktivierung von lonenstromen um 10 mV

bewirkt (Abbildung 27). Dies kann darauf hindeuten, dass NPY das Ruhemembranpotential
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der Zellen verdandert, wodurch starkere Depolarisationen benétigt werden, um
Aktionspotentiale auszulosen. Konsequenz dieser Verschiebung ware eine verminderte
synaptische Reizweiterleitung, also eine Desensibilisierung der DRG-Neurone. Dieser
beobachtete Effekt bestatigt den Befund einer verminderten Neurotransmitter-Freisetzung
durch NPY (Bleakman et al., 1991). Dementgegen steht jedoch die eigene Beobachtung einer
erhohten Sekretion von LDCVs. Man konnte allerdings schlieBen, dass es sich bei diesen
Exozytoseereignissen nicht um die von Zhang und Zhou (2002) beschriebene
spannungsabhangige Form der Exozytose handelt, da sonst bei einer Veranderung des
Ruhemembranpotentials und einer damit einhergehenden Desensibilisierung, jedoch einer
gleichbleibenden Starke der Stimulation nicht mehr, sondern weniger LDCVs freigesetzt
wirden.  Zur  Uberpriifung, ob  NPY tatsichlich eine Verdnderung des
Ruhemembranpotentials bewirkt, wurden Current-Clamp-Experimente durchgefiihrt.
Allerdings muss an dieser Stelle gesagt werden, dass diese leider nicht auswertbar waren. Da
Messungen mit NPY sehr lange (= 10 min) dauern, ist es in elektrophysiologischen
Experimenten oft schwierig, Zellen bei gleichbleibender Qualitat, sprich einem niedrigen
Serienwiderstand, einem hohen Abdichtungswiderstand und mit geringen Leckstromen,
Uber die ganze Dauer des Experimentes zu messen. Da bei elektrophysiologischen
Messungen Zellen und deren Membran stark beansprucht werden, reagieren viele Zellen
darauf mit einer Verdanderung ihrer Eigenschaften und schlieRlich mit der Einleitung der
Apoptose. In den durchgefiihrten Current-Clamp-Experimenten war diese Reaktion der
Zellen leider so haufig der Fall, dass zu wenige Zellen fiir eine Analyse zur Verfligung

standen, um aus ihnen fundierte Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen.

Es wurde gezeigt, dass der Neuromodulator NPY, der nach Nervenschadigungen in DRG-
Neuronen stark hochreguliert wird, neben dem bereits bekannten Effekt auf die Freisetzung
des Neurotransmitters Glutamat, auch eine autoregulatorische Funktion bei seiner eigenen
Freisetzung, sprich der Exozytose von LDCVs, besitzt. In der pathophysiologischen Situation
einer Nervenschadigung und somit im Auftreten einer schmerzhaften Empfindung fiihrt die
Freisetzung von NPY, alles in allem, zu einer vermehrten Ausschiittung weiterer Mengen

neuromodulatorischer Substanzen.
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4.4. NPY aktiviert Proteinkinase A in DRG-Neuronen

Wie bereits erwahnt, kann NPY, bzw. dessen Bindung an einen seiner Rezeptoren, einen
Effekt auf verschiedene Proteine in einer Zelle haben. Von Endoh et al. (2012) wurde
beschrieben, dass NPY in Neuronen des submandibularen Ganglions zu einer verstarkten
Aktivierung von L-Typ VDCCs Uber die Aktivierung der AC und der PKA fihrt. Da in der
vorliegenden Dissertation gezeigt wurde, dass NPY in DRG-Neuronen zu einer erhdhten,
moglicherweise calciumabhangigen und spannungsunabhangigen, Exozytose von LDCVs
flhrt, wurde Uberprift, ob dieser Effekt ebenfalls Giber die Aktivierung der PKA vermittelt
wird. Mogliche Zielproteine der PKA in DRG-Neuronen, die eine Erhohung der LDCV-
Sekretion bewirken kénnten, sind Proteine, die an der regulierten Exozytose von Vesikeln
beteiligt sind, wie beispielsweise SNAP25, Snapin oder Tomosyn (Baba et al., 2005; Nagy et
al., 2004; Thakur et al., 2004). Auch eine Translokation geprimter LDCVs in die Ndahe von
Calciumkanalen durch PKA ist denkbar (Kits und Mansvelder, 2000).

Es zeigte sich, dass durch NPY in DRG-Neuronen tatsdchlich eine Aktivierung der PKA
stattfindet (Abbildung 25) und dass diese fiir die erhohte LDCV-Sekretion verantwortlich ist.
Blockiert man die PKA durch Zugabe ihres Inhibitors H-89, so ist die durch NPY induzierte
vermehrte Freisetzung von LDCVs nicht mehr zu beobachten (Abbildung 26). Ein
interessanter Effekt bei den Untersuchungen zur PKA-Aktivierung war, dass bei einer
Inhibierung der PKA und gleichzeitiger Aktivierung der AC, CREB, dessen Phosphorylierung
als Indikator fur eine Aktivierung der AC und der PKA diente, im Vergleich zu einer alleinigen
Aktivierung der AC, libermaBig stark phosphoryliert wurde. Eine Erkldarung hierfir konnte
sein, dass durch eine Blockade der PKA moglicherweise andere Signalwege, wie
beispielsweise die Aktivierung von ERK (extracellular-signal regulated kinase) (Kawasaki et

al., 2004), die durch die AC angesprochen werden, Gberkompensatorisch aktiviert werden.

Es konnte also gezeigt werden, dass NPY in DRG-Neuronen unter anderem zu einer
Aktivierung der Proteinkinase A fihrt und dass diese in die durch NPY erhohte Sekretion von
LDCVs involviert ist. Es konnte jedoch nicht geklart werden, welches die Zielproteine der
Phosphorylierung durch PKA in DRG-Neuronen sind, die diese Erhdhung der Sekretionsrate
der LDCVs vermitteln. Denkbar waren hier Proteine, die an der Exozytose von Vesikeln

beteiligt sind, wie SNAP-25, Snapin oder Tomosyn.
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4.5. Relevanz der Arbeit und Ausblick

Bisher ist ber den Mechanismus der Exozytose von LDCVs in Neuronen, trotz der wichtigen
neuromodulatorischen Funktion, den der Inhalt der LDCVs besitzt, wenig bekannt. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern neue Erkenntnisse dariiber, wie Exozytose von
LDCVs in DRG-Neuronen induziert wird und welche Rolle dem Inhalt der LDCVs, neben der
Modulation der Reizweiterleitung, zukommt.

Es konnte gezeigt werden, dass DRG-Neurone bei einer Stimulationsfrequenz von 5 Hz, wie
sie in vivo nur in gesunden DRG-Neuronen vorkommt, nur sehr wenige LDCVs freisetzen. In
einer pathophysiologischen Situation, wie sie in vivo bei der Verletzung von Nerven auftritt,
in der die Frequenz der Stimulation 100 Hz erreichen kann, ist hingegen die Rate sezernierter
LDCVs stark erhoht. DRG-Neurone setzen bei einer Frequenz der Stimulation von 100 Hz in
den meisten Fallen den gesamten Inhalt ihrer LDCVs durch die Nutzung der ,Full Fusion“-
Exozytose frei. Weiter wurde nachgewiesen, dass dem Inhalt der LDCVs neben seiner Rolle
bei der Modulation der Reizweiterleitung, wie in vielen Publikationen bereits gezeigt, auch
eine Funktion bei der Freisetzung der LDCVs selbst zukommt. So bewirkt die Freisetzung von
NPY, welches nur nach Verletzungen von Nerven stark exprimiert wird, aus LDCVs
peptiderger DRG-Neurone, die vermehrte Freisetzung weiterer Neuromodulatoren durch
eine erhohte Rate der LDCV-Sekretion, eine vermehrte Nutzung des ,Full Fusion“~-Modus
und eine verlangerte Offnungsdauer der Fusionspore bei dem Fusionstyp ,Kiss and Stay“.
Diese Beobachtungen zeigen, dass NPY in vivo nach einer Nervenschadigung moglicherweise
seine eigene und die Freisetzung anderer Neuromodulatoren auto- oder auch parakrin Gber
einen positiven Feedback-Mechanismus fordert und so die Empfindung von Schmerz lindern
kann. Vermittelt wird der Effekt von NPY Uber die Aktivierung der Proteinkinase A.
Gegenstand weiterer Untersuchungen Uber die Exozytose von LDCVs aus DRG-Neuronen
konnte, unter anderem, die Aufklarung des genauen molekularen Mechanismus der LDCV-
Sekretion sein, dessen Verstandnis fir die Behandlung krankhafter, schmerzhafter
Wahrnehmungen mogliche neue Ziele bieten kdnnte. Auch die Wirkung der vielen anderen,
in DRG-Neuronen vorkommenden Neuromodulatoren auf die LDCV-Freisetzung konnte
interessante Erkenntnisse liefern. Da in dieser Arbeit nicht gezeigt werden konnte, welche
Proteine durch die Aktivierung der PKA in DRG-Neuronen beeinflusst werden, um die

Sekretion von Neuromodulatoren aus LDCVs zu fordern, kdnnte die Beantwortung dieser
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offenen Frage ebenfalls Grundlage fiir weiterflihrende Untersuchungen sein. Weiterhin
konnte durch die Nutzung spezifischer Agonisten und Antagonisten aufgeklart werden,

welcher der NPY-Rezeptoren die in dieser Arbeit beobachteten Effekte vermittelt.
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