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Zusammenfassung

Dysregulation der Freisetzung der Stresshormone Adrenalin und Noradrenalin fihrt zu
erhéhtem Blutdruck, zu erhohter Herzfrequenz, zu Herz- und Gefillerkrankungen und ist
mit Erkrankungen wie Schizophrenie und Autismus assoziiert. Adrenalin  und
Noradrenalin sind Katecholamine, die in LDCVs (large dense core vesicles) gespeichert werden.
Die Calcium-abhingige Exozytose der LDCVs ist stark reguliert und beinhaltet einen
Komplex von Proteinen, deren Funktion bereits gut erforscht ist. FEins dieser
regulatorischen Proteine ist CAPS (calcium-dependent activator protein for secretion). Ein Doppel-
Knockout von CAPS1 und CAPS2 (DKO) fihrt in Chromaffinzellen zu einer
verminderten Exozytose von LDCVs und einer reduzierten Sekretion von
Katecholaminen.

In dieser Arbeit wurden die Spleilvarianten mCARS2a und mCAPS2b in murinen
isolierten DKO-Chromatffinzellen exprimiert, um ihre Funktion in der Beladung der
LDCVs mit Katecholaminen sowie Exozytose zu untersuchen und miteinander zu
vergleichen. Der einzige Unterschied zwischen mCAPS2a und mCAPS2b besteht darin,
dass mCAPS2b das 40 Aminosiuren lange Exons 22 innerhalb der MUN-Domaine enthilt.
Nach Expression in DKO-Zellen zeigten beide Spleil3varianten eine vergleichbare Fusion
von Vesikeln. Die Beladung der LDCVs mit Katecholaminen war jedoch nach mCAPS2b-
Expression im Vergleich zu mCAPS2a deutlich héher. Daraus lisst sich schlieBen, dass
CAPS2b das Befiillen von LDCVs férdert. Die Uberexpression von mCAPS2b in WT-
Zellen hatte weder eine Auswirkung auf die LDCV-Beladung noch auf die
Gesamtsekretion. Zusitzlich zum Fulleffekt fihrte die mCAPS2b-Expression in DKO-
und WT-Zellen zu einer verlangerten Sekretionszeit der einzelnen Vesikel, was darauf
hindeutet, dass  der  Fusionsprozess selbst  verlangsamt  wurde. Eine
elektronenmikroskopische Untersuchung zeigte, dass CAPS2b-Expression in DKO-Zellen
zu einem verkleinerten LDCV-Radius fuhrte, wihrend die LDCVs in WT- und DKO-
Chromaffinzellen gleich grofl waren. Das Schrumpfen der Vesikel konnte ein Grund fiir
die beobachtete verlangsamte Fusion der LDCVs sein, erklirt jedoch nicht deren erhohte
Befillung mit Katecholaminen. Deshalb wurde getestet, ob der Fillungsunterschied auf
eine Verschiebung im Protonengradienten der Granulen, der fir den Transport der

Katecholamine in die LDCVs erfordetlich ist, zurtickzufihren war. Unter Verwendung
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eines pH-empfindlichen Fluoreszenzmarkers NPY-ClopHensorN(Q69M), der ins
vesikuldre Lumen adressiert wurde, wurde kein Unterschied im luminalen pH von Vesikeln
in WT- und DKO-Chromaffinzellen festgestellt.

Weitere Untersuchungen mit CHO (chinese hamster ovarian)-Zellen, die den vesikuliren
Monoamintransporter 1 (VMATT) exprimierten, zeigten, dass Expression von mCAPS2b,
aber nicht von mCAPS2a, die Aufnahme von Monoamine erhéhte. Das belegt, dass
mCAPS2b die LDCV-Beladung mit Katecholaminen in Anwesenheit von VMAT1 erhoht.
Hierfir wurde die Anwesenheit des Exons 22 in der MUN-Domine von mCAPS2b
verantwortlich gemacht. Um den Mechanismus von mCAPS2b-Exon 22 beim Befiillen der
LDCVs besser zu verstehen, wurde unter Verwendung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems
nach Proteinen gesucht, die mit mCAPS2-Exon 22 interagieren. Das verwendete
Screening-System ergab jedoch nur falsch positive Signale, sodass kein direkter
Proteininteraktionspartner gefunden wurde. Fir zukiinftige biochemische Analysen wurde
ein AntikOrper gegen das Exon 22 hergestellt. Seine Spezifitit wurde fiir mCAPS2b
bestitigt und eine endogene Expression von mCAPS2b konnte im Cerebellum postnatal
nachgewiesen werden. Mit Hilfe dieses Antikorpers sollte es moglich sein, in
Koimmunoprizipitaten Interaktionspartner fiir mCAPS2b und sein Exon 22 zu

identifizieren.



Abstract

Dysregulation of stress hormone release Adrenaline and norepinephrine result in increased
blood pressure, increased heart rate, cardiovascular disease, and is associated with
conditions such as schizophrenia and autism. Epinephrine and norepinephrine are
catecholamines stored in large dense core vesicles (LDCVs). The calcium-dependent
exocytosis of LDCVs is highly regulated and involves a complex of proteins whose
function is already well understood. One of these regulatory proteins is CAPS (calcium
dependent activator protein for secretion). A double knockout of CAPS1 and CAPS2
(DKO) leads to reduced exocytosis of LDCVs and reduced secretion of catecholamines in
chromaffin cells.

In this work splice variants mCARS2a and mCAPS2b were expressed in isolated murine
DKO-chromaffin cells to investigate and compare their function in exocytosis and loading
of LDCVs with catecholamines. The difference between mCAPS2a and mCAPS2b is the
40 amino acid long exon 22, which is only present in the MUN domain of mCAPS2b. The
results showed that although the fusion of vesicles was similar, the proportion of
catecholamine-loaded vesicles was significantly higher after mCAPS2b expression
compared to mCAPS2a. It can be concluded that CAPS2b promotes the filling of LDCVs.
Overexpression of mCAPS2b in WT cells had neither an effect on LDCV loading nor on
total secretion. In addition to the filling effect, mCAPS2b expression in DKO and WT
cells leads to a longer secretion time of individual vesicles, suggesting that the fusion
process itself has prolonged. Electron microscopy analysis revealed that CAPS2b
expression in DKO cells resulted in a reduced LDCV radius, whereas LDCVs in WT and
DKO chromaftin cells do not showed any difference. Shrinkage of the vesicles may be an
explanation for the observed slowed vesicle fusion, but not for increased catecholamine
loading. Therefore, it was tested whether the filling difference was due to a shift in the
proton gradient of the granules required for the catecholamine filling. Using a pH-sensitive
fluorescent marker NPY-ClopHensorN(QG69M), which was targeted into the vesicular
lumen, it was found that there was no difference in the luminal pH of vesicles in WT and
DKO chromatffin cells.

Further studies with CHO (Chinese hamster ovarian) cells expressing vesicular monoamine

transporter 1 (VMAT1) showed that expression of mCAPS2b, but not of mCAPS2a,
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increased monoamine uptake. This demonstrates that mCAPS2b increases the LDCV
loading with catecholamines in the presence of VMATI1. This was attributed to the
presence of the exon 22 sequence in the mCAPS2b MUN domain. To better understand
the mechanism of mCAPS2b in filling of the LDCVs, we searched for proteins interacting
with mCAPS2 exon 22 using the yeast two-hybrid system. However, the used screening
system gave false positive signals, so no direct protein interaction partner was found. For
future biochemical analysis, an antibody against exon 22 was generated. Its specificity was
confirmed for mCAPS2b and an endogenous expression of mCAPS2b could be detected
in the cerebellum postnatally. With the help of this antibody, it should be possible to

identify interaction partners for mCAPS2b and its exon 22 in co-immunoprecipitates.



1. Einleitung

1.1. Neuronale Signalleitung und Exozytose

Als Exozytose wird eine vollstindige Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran und
der Raustransport der darin enthaltenen Stoffe aus einer Zelle bezeichnet. Dieser Prozess
dient der Kommunikation zwischen neuronalen Zellen und beinhaltet haufig
Signalibertragung an synaptischen Verbindungen, die aus einer Prisynapse und einer
Postsynapse bestehen. Prisynapsen setzen Neurotransmitter frei, die Wechselwirkungen
mit Rezeptoren in der Postsynapse eingehen. Die Wirkung ist abhingig vom
Neurotransmitter, sowie vom interagierenden Rezeptor in der postsynaptischen Membran.
Als Neurotransmitter kénnen Aminosauren wie Glutamat, y-Aminobuttersiure (GABA)
oder Glycin, biogene Amine (Adrenalin, Noradrenalin, Histamin, Dopamin, Serotonin)
oder Neuropeptide (z.B. Neuropeptide, Somatostatine, Endorphine) sezerniert werden.
Diese bewirken in Neuronen entweder eine Erregung der Postsynapse durch
exzitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP) oder eine Inhibierung durch ein
inhibitorisches postsynaptisches Potential (IPSP). Neurohormone, wie Adrenalin und
Noradrenalin, werden tber das Blut zum Zielorgan transportiert. Durch die Bindung des
Neurotransmitters an einen Rezeptor kann eine Depolarisation an der Postsynapse
erfolgen. Dabei o6ffnen zuerst Natriumkanale, sodass Natrium in das Zellinnere einstrémen
kann. Das neuronale Ruhepotential von -70 mV erhéht sich. Wird der Schwellenwert von -
55 mV duberschritten, wird ein Aktionspotential ausgelost, das heil3t die Zelle wird auf
+20 mV depolarisiert. Die Natriumkanile schliefen und die Kaliumkanile 6ffnen, sodass
Kaliumionen aus dem Zellinneren nach auflen transportiert werden und die Zelle dadurch
repolarisiert wird. Dadurch wird das Membranpotential der Zelle wieder auf -70 mV
gesenkt. In der nachfolgenden Refraktirzeit, in der die Natrium- und Kaliumionen aktiv
zuricktransportiert werden, ist keine erneute Depolarisation moglich. Durch die
Spannungsinderung in der Postsynapse koénnen spannungsabhingige Calciumkanile
geoffnet werden. Diese gliedern sich in unterschiedliche Gruppen, abhingig von deren
Aktivierung. Die Aktivierung kann durch langanhaltenden (L-Typ) oder transienten (T-
Typ) Strom erfolgen. Die Erhohung der Calcium (Ca?*)-Konzentration reguliert viele
intrazellulare Prozesse, wie zum Beispiel die Aktivitit von Enzymen, Expression von
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Genen, Synthese von Stoffen und der Ca’"-abhingigen Sekretion von Stoffen durch
Exozytose. Die Ca?*-Erhchung dient als sekundirer Botenstoff und fihrt zu einer
Signalkaskade. Dabei sind viele Proteine involviert, die durch eine Ca?*-Bindung ihre
Konformation oder Ladung verindern. Hierauf wird in 1.3.1. genauer eingegangen. Der
Mechanismus der Ca?*-abhingigen Sekretion ist in Neuronen und neuroendokrinen Zellen
vergleichbar. In dieser Arbeit wird das Augenmerk auf die Sekretion von Neurohormonen

in murinen Chromaffinzellen gelegt.

1.2. Entwicklung der Nebennieren und ihre Funktion im Kérper

Nebennieren sind Hormondriisen, die zum vegetativen Nervensystem gehoren. Sie sitzen
auf den Nieren und bestehen aus der Nebennierenrinde und dem Nebennierenmark
(Abb. 1). Die Nebennierenrinde reguliert Wasser-, Mineral- und Zuckerhaushalt durch die
Synthese und Ausschiittung von Steroidhormonen. Das Nebennierenmark bzw. die
Medulla geh6rt dem sympathischen Nervensystem an und besteht hauptsichlich aus
Chromaffinzellen und zu einem geringen Anteil aus multipolaren Ganglienzellen. Die
beiden Medullae sind die grof3ten Paraganglien aul3erhalb des zentralen Nervensystems und
sind ein Teil des endokrinen Systems, welches gut durchblutet wird.

Chromaffinzellen entwickeln sich aus der Neuralleiste. Wihrend der embryonalen
Entwicklung wandern Zellen aus dem Ektoderm in die Nebennierenrinde, wo sie von
dieser komplett eingeschlossen werden und dort das Nebennierenmark bilden. Die
Chromaffinzellen haben die gleichen Vorliuferzellen wie Neurone und zihlen zu den
neuroendokrinen Zellen. Sie werden als chromaffin bezeichnet, da sie eine Braunfirbung
nach der Behandlung mit Chromsalzen aufweisen (Carmichael and Winkler, 1985).

Die Aktivierung der Chromaffinzellen erfolgt durch das binden von Acetylcholin an
nikotinische Rezeptoren (nAChR) in deren Plasmamembran. Durch eine Depolarisation
werden Ca?*-Kanile geoffnet, die intrazellulare Ca?*-Konzentration wird erhoht und die
Ca?*-abhingige Exozytose wird initiiert. Die Hauptaufgabe der Chromaffinzellen ist die
Biosynthese und Freilassung von Adrenalin und Noradrenalin in die Blutbahn. Die
Speicherung dieser Hormone, Neuropeptide und Neurotransmitter erfolgt in sogenannten
Large Dense Core Vesicles (LDCVs) (Potter et al., 1997). Die LDCVs zeichnen sich durch

zwel Merkmale aus. Zum einen sind sie grofler als synaptische Vesikel, zum anderen sind
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sie in Elektronenmikroskopiecaufnahmen deutlich elektronendichter als andere

Zellkompartimente.
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Abbildung 1: Biosynthese und Abbau von Noradrenalin und Adrenalin. Die Biosynthese der
Katecholamine erfolgt im Mark der Nebenniere (Bildausschnitt rechts oben; Bildquelle:
www.hormon-info.de). Die Nebennieren sitzen kappenartig auf den Nieren. In der
Nebennierenrinde werden Steroidhormone synthetisiert. Die Katecholamine werden aus
Phenylalanin, iber Tyrosin, DOPA zu Dopamin durch Hydroxylierung und Decarboxylierung
hergestellt. In LDCVs hydroxyliert DBH Dopamin zu Noradrenalin, welches im Zytoplasma
durch PNMT zu Adrenalin umgewandelt wird. Der Abbau von Noradrenalin und Adrenalin
erfolgt entweder durch COMT zu Normetanephrin und Metanephrin oder durch MAO zu
Vanillinsaure.

In etwa 80 % der Chromaffinzellen wird Adrenalin gebildet, gespeichert und freigelassen,
in etwa 20 % ist es Noradrenalin. Der LDCV-Inhalt besteht zu etwa 90 % aus
Chromogranin A (CgA). Die restlichen Bestandteile sind unter anderem Monoamine,
Adenosintriphosphat (ATP), Neuropeptid Y (NPY) und verschiedene Enzyme wie

Dopamin-3-Hydroxylase.
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Die Neurotransmitter Adrenalin und Noradrenalin sind strukturell gesehen Monoamine
bzw. Katecholamine und werden aus der Aminosidure Phenylalanin tber Tyrosin und
DOPA durch Hydroxylierung und Decarboxylierung zu Dopamin hergestellt (s. Abb. 1).
Dopamin wird durch das Enzym Dopamin-3-Hydroxylase (DBH) im LDCV-Lumen zu
Noradrenalin umgesetzt. Das Noradrenalin stromt aus den LDCVs und wird im Zytosol
durch das Anhingen einer Methylgruppe am Stickstoff durch die Phenylethanolamin-N-
Methyltransferase (PNMT) zu Adrenalin umgewandelt. Im Zytosol bauen die Enzyme
Catechol-O-Methyltransferase (COMT) und Monoaminoxidase (MAO) die Hormone
Adrenalin und Noradrenalin zu den jeweiligen Meta-Produkten (Metanephrin und
Normetanephrin) ab.

Die beiden Stresshormone Adrenalin und Noradrenalin werden nach der Sekretion im Blut
bis zum Zielorgan transportiert und losen dort die ,,Flucht- oder Kampfreaktion® aus.
Diese fuhrt unter anderem zur Erhohung der Herzfrequenz und des Blutdrucks sowie

bronchialen Erweiterungen und Gluconeogenese.

1.3. Biosynthese und Reifung der LDCVs

Die LDCVs werden am trans-Golgi synthetisiert und abgeschniirt (Burgoyne and Morgan,
2003). Die integralen und granuldren Proteine sind zu diesem Zeitpunkt bereits enthalten
und mussen gegebenenfalls anschlieBend modifiziert werden. Die neu gebildeten LDCVs
durchlaufen einen Reifungsprozess, bevor sie ihre Fusionskompetenz erlangen. Die
meisten LDCVs liegen als ein Reserve-Pool im Zytoplasma vor. Der fusionskompetente
Status wird durch Docking und Priming erreicht. Dabei sind viele integrale und
zytosolische Proteine beteiligt, auf die in 1.3.1. genauer eingegangen wird. Ein Schritt der

Maturierung ist die Azidifizierung des LDCV-Lumens (s. 1.3.2.).

1.3.1. SNARE-Komplex und Priming-Faktoren

In Neuronen und neuroendokrinen Zellen erfolgt die Fusion der LDCVs mit der
Plasmamembran nach dem gleichen Mechanismus. Die Fusion der Granulen kann
entweder konstitutiv (ohne externen Reiz) erfolgen oder die Folge einer Signalkaskade sein

(Burgess and Kelly, 1987). Die regulierte Exozytose erfolgt Ca?*-abhingig (Heinemann et
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al., 1993) unter Mitwirkung vieler Proteine. Die Granulen lassen sich in drei Gruppen

untergliedern: Reserve-, Docking, und Priming-Pool (Abb. 2) (Ashery et al., 2000).

i Legende
.
7 B SNARE-Komplex Rab3 Munc18

DCV eserve

s {  Synaptotagmin U sNAP-25  / Munct3
g
: Docking I Synaptobrevin \ Syntaxin s vATPase
' 4
s 4 Priming _

& ey Fusion

b P 4

ﬁ \Dcvi ‘DCV’ ““

Abbildung 2: Uberblick der Reifung und Fusion der LDCVs. Vereinfachte Darstellung der
Prozessierung der LDCVs (DCV) aus dem Reserve-Pool, tiber Docking, Priming bis zur Fusion
samt den beteiligten Proteinen (s. Legende). Bild tibernommen aus “Synaptische Transmission im
Immunsystem” von Rettig und Stevens (2017) Neuroforum, Band 24, Heft 4.

Die meisten Granulen sind im Reservepool, auch Depotpool genannt, und zihlen zu den
nicht fusionsfihigen Vesikeln. Der Status Docking und Priming wird erreicht, indem
zytosolische und integrale Proteine miteinander interagieren. Die Vesikelmembran weist
dabei auf elektronenmikroskopischen Bildern einen direkten sichtbaren Kontakt zur
Plasmamembran auf (Verhage and Serensen, 2008). Nach einer intrazelluliren Ca?*-
Erhohung erfolgt die Fusion der Granulenmembran mit der Plasmamembran und die
Freilassung des Vesikelinhalts in den Extrazellulirraum. Die Sekretion erfolgt
unterschiedlich schnell. Die Vesikel im Priming-Pool bilden den RRP (readily releasable pool)
oder SRP (slowly releasable pool) (Rettig and Neher, 2002). Diese Pools sind beide
fusionsfihig, unterscheiden sich jedoch in ihrer Fusionskinetik. Die Fusion des RRPs
passiert etwa zehn Mal schneller, als die des SRPs (Voets et al., 1999).

Die regulierte Exozytose ist die Folge einer Depolarisierung, die zur Offnung
spannungsgesteuerter Ca?*-Kanile fiuhrt und eine ErhShung der intrazelluliren Ca?*-
Konzentration bewirkt. Daraufhin wird das Ca?* durch Ca?*-bindende Proteine (wie das
vesikelstindige Synaptotagmin oder das zytosolische Complexin) gebunden, wodurch

intrazellulaire Prozesse (wie die Formation des SNARE-Komplexes) in Gang gesetzt
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werden. Der SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor)-
Komplex baut sich aus dem vesikelstindigen (v-SNARE) Synaptobrevin (oder VAMP2,
vesicular associated membrane protein) und den plasmamembranstindigen Proteinen (t-
SNARE:S; engl. target = Ziel) Syntaxin-1A sowie SNAP25 zusammen. Die Komplexbildung
erfolgt durch die Interaktion der vier a-Helices der SNARE-Motive der jeweiligen Proteine
unter ATP-Verbrauch (Sutton et al.,, 1998). Die dabei interagierenden Aminosduren sind
Arginin (R) von VAMP2 und Glutamine (Q) von Syntaxin und SNAP-25 (Fasshauer et al.,
1998). Weitere Proteine haben einen regulatorischen FEinfluss wihrend der regulierten
Exozytose. Das Protein Munc-18 bindet das Syntaxin-1A in seiner inaktiven Form
(Toonen et al., 2005). Es wird durch das Munc-13 verdringt, welches die aktive, offene
Form des Syntaxin-1A stabilisiert, um dessen Bildung mit den anderen coi/-coiled-Dominen
der SNARE-Motive zu gewihrleisten (Betz et al., 1997; Richmond et al., 2001). Das Munc-
13 wirkt als Primingfaktor (Man et al., 2015). Bei Munc-13-Abwesenheit erfolgt kein
Priming (Augustin et al., 1999; Varoqueaux et al., 2002). Die Munc-13-Dominen MHDI,
MHD?2 und die C-terminale C2-Domine sind fiir die Interaktion mit dem Syntaxin-1A und
dadurch fiir das Priming notwendig (Betz et al.,, 1997; Stevens et al., 2005). Durch die
Interaktion der SNARE-Proteine werden die Plasmamembran und die Vesikelmembran in
raumliche Nihe gebracht, wodurch die Bildung einer Fusionspore zwischen den beiden
Membranen erméglicht wird. Die Verschmelzung der Vesikel- und Plasmamembran durch
den SNARE-Komplex erfolgt unter Energieverbrauch (Hanson et al., 1997; Serensen et
al.,, 2006). Durch die Fusionspore kann eine teilweise Freilassung des Vesikelinhaltes
erfolgen, sodass das Vesikel wieder von der Zelle recycelt werden kann (,,kiss-and-run®)
(Bost et al,, 2017). Ein Vesikel kann aber auch komplett mit der Plasmamembran
verschmelzen, wodurch eine komplette Freilassung des gesamten Vesikelinhaltes erfolgt
und die Vesikelmembran, samt den darin integralen Proteinen, ein Teil der

Plasmamembran wird.

1.3.2. Azidifizierung der LDCVs durch vATPase
Ein Reifungsschritt der Vesikel erfolgt durch die Ansauerung des Lumens der LDCVs. Der
Sduregrad wird durch den pH-Wert widergegeben. Der pH-Wert ist eine dimensionslose

Zahl zwischen 1 und 14 und definiert sich als der negative dekadische Logarithmus freier
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Wasserstoffionen (Protonen). Die Ansduerung des Lumens wird durch die vakuolare

ATPase (vATPase) bewirkt (Abb. 3).

Vo

Selelelee
Lumen

H+

Abbildung 3: Struktur der vATPAse. Der vATPase-Komplex besteht aus der zytosolischen V-
und der integralen Vo-Untereinheit. Vi enthilt drei katalytische Dominen aus jeweils einem A und
B, an denen die Hydrolyse des ATP zu ADP und Phosphat vonstattengeht. Dies bewirkt die
Rotation von Vi um V,, wodurch Protonen aus dem Zytosol in den Vesikellumen transportiert
werden. Vi besteht zusitzlich aus den Einheiten C bis H, Vy aus a, ¢, ¢’, ¢” und d. V; und V, sind
durch D, F und d miteinander reversible verbunden. In Sdugetieren enthilt die vATPAse
zusitzlich die Proteine Ac45, ATPap6, die essentiell fiir die Funktion der vATPase sind.
(Abbildung tibernommen aus Sun-Wada and Wada, 2015).

Diese besteht aus einer granulidren Vo- und einer zytosolischen Vi-Untereinheit (Sun-Wada
and Wada, 2015). Die Vi-Untereinheit setzt sich aus den Einheiten A bis H zusammen.
Die Umsetzung von ATP zu ADP und Phosphat erfolgt an den drei katalytischen Seiten,
die aus jeweils einer A- und einer B-Einheit bestehen. Die Vo-Untereinheit besteht aus den
sechs Einheiten a, d, e, ¢, ¢” und ¢”". Die c-Einheiten fungieren als intragranulirer pH-
Sensor. Die a-Einheit bewirkt die Rotation der Vi-Untereinheit um die Vo-Untereinheit,
wodurch die Protonen unter ATP-Verbrauch ins Lumeninnere der Granulen aktiv
transportiert werden. Die beiden Untereinheiten sind durch D, F und d miteinander
verbunden. Der Zusammenbau von Vo und Vi ist reversibel und abhingig von dem
intrazelluliren pH und der Anwesenheit von Glucose. Nur wenn diese beiden

Untereinheiten zusammengebaut sind, kann der ATP-abhingige Protonentransport ins

Lumeninnere erfolgen.
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Die vATPase bewirkt die Azidizierung in verschiedenen Zellkompartimenten. Die
Untereinheiten sind innerhalb einer Zelle stets die gleichen, allein die Einheit a in Vo
variiert je nach Lokalisation innerhalb der Zelle. Davon gibt es vier Varianten: al bis a4. In

sekretorischen Vesikeln kommt a3 vor, in synaptischen Vesikeln ist es al (Marshansky and

Futai, 2008).

1.3.3. Befullung der LDCVs durch VMAT

In Neuronen und neuroendokrinen Zellen erfolgt die Befillung der Granulen mit den
Monoaminen durch vesikulire Monoamintransporter (VMAT). VMAT wurde 1992
(Erickson et al., 1992) entdeckt. Das Protein besteht aus 515 Aminosduren und enthalt 12
Transmembrandominen. Es existieren die zwei Isoformen VMAT1 und VMAT?2. Beide
sind in der Lage alle Monoamine zu binden, unterscheiden sich jedoch in deren
Bindungsaffinitit zum Substrat. VMAT1 wird im Nebennierenmark und ausschlief3lich
wahrend des Embryonalstadiums im Gehirn (Hansson et al., 1998) exprimiert. VMAT2
wird hingegen hauptsichlich im Zentralen Nervensystem, aber auch in Blutplittchen
(Lesch et al., 1993), im Nebennierenmark und in sympathischen Neuronen (Erickson et al.,
1996; Peter et al., 1995) exprimiert. Der Transport der Katecholamine erfolgt gegen den
Protonengradienten unter ATP-Verbrauch.

VMATSs wirken tiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. G-Proteine kénnen Monomere
oder Heterotrimere sein. Heterotrime bestehen aus jeweils einer a-, - und y-Untereinheit
(GaBy). Es sind verschiedene Untereinheiten  bekannt, sodass  zahlreiche
Zusammensetzungen moglich sind. Deren Mechanismus ist jedoch derselbe: Ga liegt mit
Guanidindiphosphat (GDP) gebunden mit GBy in einem Komplex vor, welcher mit
VMAT assoziiert ist. Durch den GEF (Guanidin exchange factor) wird das GDP
dissoziiert und ein Guanidintriphosphat (GTP) gebunden. Dadurch 16st sich Go ab und
das GTP wird durch seine intrinsische GTP-Hydrolyseaktivitit zu GDP umgesetzt. Da
jetzt wieder ein GDP am Gua gebunden vorliegt, bildet es erneut einen Komplex mit Gfy.
Speziell die Ga-Untereinheit wurde beziiglich ihrer regulatorischen Funktion auf den
VMAT untersucht. Dabei wurde das Protein Go2a detektiert, dessen Aktivierung die
Hemmung der Monoaminaufnahme zur Folge hat (Pahner et al., 2002). Go2x kolokalisiert
mit VMAT1 und VMAT?2 auf chromaffinen Granula im Nebennierenmark der Ratte und

auf synaptischen Vesikeln in Neuronen.
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1.4. Entdeckung von CAPS

Calcium-dependent activator protein for secretion (CAPS) wurde 1992 als ein zytosolisches
145 kDa grof3es Protein aus einem Gehirnlysat mittels Chromatographie aufgereinigt. Die
Inaktivierung des Proteins mit einem spezifischen Antikorper fithrte zu einer reduzierten
Freilassung von Noradrenalin. Es wirkt in neuronalen Zellen mit anderen zytosolischen
Komponenten in der Ca?*-abhingigen Sekretion als Dimer unter ATP-Verbrauch (Walent
et al., 1992). Dessen Bindungsaffinitit zum Ca?* betrigt Kq=270 uM. Es ist homolog zum
Unc31-Protein in Caenorhabditis elegans (Ann et al., 1997). Das Protein ist hoch konserviert
und wurde in Caenorharditis elegans (C. elegans) und Drosophila Melanogaster beschrieben. Von
CAPS existieren in Sidugetieren die beiden Isoformen CAPS1 und CAPS2, die zu 80 %
homolog sind (Speidel et al., 2003).

1.4.1. Struktur von CAPS

Beide CAPS-Isoformen bestehen aus vier Dominen: DID (Dynactin-interacting domain),
PH (Pleckstrin homology)-Domane, C2-Domine und MHD (Munc13-homology domain).
Von CAPS1 sind vier lange Spleilvarianten bekannt. Von CAPS2 wurden die sechs
Spleif3varianten CAPS2a-f publiziert (Abb. 4), die mit Hilfe einer murinen Cerebellum-
cDNA-Bibliothek (P6) sequenziert wurden (Sadakata et al., 2007a). Die lingste Form
davon ist mCAPS2b mit 31 Exons. Es gibt drei lange Spleiivarianten (CAPS2a-c), die die
MUN-Domine enthalten und drei kurze Spleiivarianten (CAPS2d-f), denen diese fehlt. In
CAPS2a fehlen die Exons 22 und 25, in CAPS2b das Exon 25 und in 2¢ die Exons 11 und
22. CAPS2d endet nach dem Exon 13, CAPS2e nach Exon 11. Diese enthalten die ersten
drei Dominen DID, C2 und PH. CAPS2f endet nach Exon 4 und enthilt nur die DID.
Die Proteine mCAPS2a-c besitzen am Ende eine Region, die der Bindung an LDCVs
zugeschrieben wird. mCAPS2d-f besitzen am C-Terminus eine alternative Sequenz, die mit
keinem identifizierten Exon tUbereinstimmt.

Die Funktionen der einzelnen Dominen von CAPS sind noch nicht vollstindig geklart.
Die DID kénnte iiber das Motorprotein Dynaktin mit dem Zytoskelett interagieren und so
die intrazellulire Translokation des CAPS-Proteins bewirken. Die Sequenz enthilt
Homologien zu anderen DID von anderen Proteinen, aber dessen Bindung an das
Dynaktin wurde bislang noch nicht nachgewiesen. C2-Dominen bestehen aus acht [3-

Faltblattern und kénnen mit Phospholipiden interagieren. Die Mutation G476E in der C2-
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Domine von CAPS bewirkte eine erniedrigte Rate in der Noradrenalin-Freilassung
(Grishanin et al, 2004). C2-Dominen sind nach den EF-Hinden (Helix-Loop-Helix-
Motiv) die zweithaufigsten Motive fiir Ca?*-bindung und kommen in etlichen Proteinen
vor, wie Phospholipase C (PLC) oder Phosphokinase C (PKC). Die Bindung von Ca?*
erfolgt zwischen den Faltblittern 1 und 2 bzw. 3 und 4 mit den Loops 1 bzw. 3. Klassische
Ca2*-Bildungsstellen bestehen aus den Aminosduren Aspartat (D) und Serin (K) (Rizo and
Siidhof, 1998). Eine Ca2*-bindung verursacht eine Anderung im elektrostatischen Potential
des Proteins und dadurch dessen Konformationsinderung. Sequenzvergleiche zeigen, dass
in CAPS die meisten dafiir notwendigen Aspartate fehlen. Die C2-Domine ist hier also
keine typische (Speidel et al., 2005) und demnach ist deren Rolle noch nicht sicher geklirt.
Die PH-Domine von CAPS1, die eine hohe Homologie mit CAPS2 aufweist, wurde
bereits kristallisiert. PH-Dominen haben die Funktion mit verschiedenen Formen der
Phosphatidyl-Inositol-Phosphate (PIP) in der Membran zu interagieren. Mutationen in der
PH-Domine von CAPS fiihrten zur verminderten Fusion von Granulen (Kabachinski et
al., 2014). Eine funktionelle Analyse ergab, dass eine unvollstindige PH-Domine in
CAPS2 den RRP stark reduziert (Nguyen Truong et al., 2014). Dies bedeutet, dass dessen
Funktion im Priming durch eine reduzierte Bindung an die Plasmamembran inhibiert wird.
Die CAPS2-Splei3varianten a, b, d und e, die die komplette PH-Domaine enthalten,
konnten zu einem bestimmten Teil mit der Membranfraktion assoziiert werden (Sadakata
et al, 2007a). Die MUN-Domine entspricht etwa der Hilfte der langen CAPS2-
Spleif3varinaten und weist strukturell fast nur a-Helices auf, die daftir bekannt sind starke
Protein-Protein-Interaktionen einzugehen. Die MUN-Domaine ist dhnlich der MUN-
Domine von Munc-13, die fur dessen Primingfunktion notwendig ist (Basu et al., 2005).
Das Exon 21, innerhalb der MUN-Domaine von CAPS, interagiert mit dem SNARE-
Protein Syntaxin-1A (James et al., 2009; Parsaud et al., 2013). Am C-terminalen Ende von
CAPS sind die Serine an den Positionen 5, 6 und 7 als Phosphorylierungsstellen fiir die
Dimerisierung erforderlich (Nojiri et al., 2009). Das N-Terminale Ende des Proteins
enthalt eine LDCV-Bindungsdomine (Grishanin et al., 2002)
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1.4.2. Expression von CAPS ist gewebe- und entwicklungsspezifisch

Die Expression beider CAPS Proteine wurde vorwiegend im Gehirn und in der
Nebenniere nachgewiesen, die von CAPS1 zusitzlich im Pankreas und von CAPS2 in der
Lunge, Leber und dem Hoden (Speidel et al., 2003). Die Expression von CAPS ist gewebe-
und entwicklungsabhingig. Western Blots zeigten, dass sowohl im Gehirn, als auch in der
Nebenniere im Embryonalstadium (E19) vorwiegend CAPS2 exprimiert wird. Im adulten
Alter (P30) dominiert die Expression von CAPS1 (Speidel et al., 2005). Der Nachweis der
sechs natirlich vorkommenden Spleilvarianten CAPS2a-f ermoglichte es, deren
spezifische Expression und Funktion zu untersuchen (Sadakata et al., 2007a). Die stirkste
Expression von CAPS2 im Gehirn lag im Cerebellum vor, wobei die einzelnen
SpleiBBvarianten in unterschiedlichen Zellen stirker oder schwicher detektiert werden
konnten. CAPS2b zeigte dabei im P21-Alter die stirkste Expression. Im Cerebellum ist die
Expression aller Spleilvarianten postnatal bis P21 am stirksten und nimmt danach ab,
lediglich die Expression von CAPS2b bleibt auch bei P56 konstant hoch. Anhand von
Schnitten konnte das CAPS2-Protein vor allem in zerebralen Koérnerzellen lokalisiert

werden.

1.4.3. Funktion von CAPS

In bisherigen Arbeiten konnte gezeigt werde, dass ein CAPS1/CAPS2-Doppel-knock-out
(DKO) sowohl die Fusion der LDCVs als auch die Freilassung von Katecholaminen in
Chromaffinzellen signifikant reduziert (Liu et al, 2008). CAPS1-KO, sowie
CAPS1/CAPS2-DKO reduziert in hippokampalen Neuronen die Sekretion von Vesikeln
(Speidel et al., 2005). Ein CAPS2-KO zeigt im gleichen Zellsystem keine physiologischen
Verinderungen beztglich der Sekretion (Jockusch et al., 2007). CAPS2 hat einen Einfluss
auf RRP und SR, CAPS1 zusitzlich auf SRP (Liu et al., 2008, 2010). In hippokampalen
Neuronen ist CAPS1 mit Markern fir synaptische Vesikel kolokalisiert. Zusitzlich konnte
diese Lokalisation in den Synapsen von Sdugetieren in Abhingigkeit von Ca?* bestimmt
werden (Farina et al., 2015). Um die Funktion der einzelnen mCAPS2-Spleiflvarianten a bis
tf zu untersuchen, wurden Patch Clamp- und Amperometrie-Messungen an
Chromaffinzellen in Blitzphotolyse-Experimenten durchgefiihrt (Nguyen Truong et al.,
2014). Alle SpleiBvarianten, die eine vollstindige PH-Domaine enthalten (mCAPS2a, b, c,

e), waren in der Lage den RRP in DKO Chromaffinzellen und Neuronen nach
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Uberexpression signifikant zu steigern (Nguyen Truong et al., 2014), doch nur mCAPS2b
war in der Lage auch die Sekretion von Katecholaminen aus den LDCVs zu erhohen.
Sowohl CAPST als auch CAPS2 reguliert durch VMAT1 und VMAT?2 die Befiillung von
Granulen mit Monoaminen (Brunk et al., 2009). In Abwesenheit von CAPS ist ein Teil der
LDCVs leer (Speidel et al., 2005). Dies zeigt, dass CAPS einen Einfluss auf die Befiillung

der LDCVs hat, der Mechanismus dazu ist noch nicht vollstindig aufgeklirt.

1.4.4. Erkrankungen assoziiert mit CAPS2

Eine komplette Deletion von CAPS1 bewirkt einen letalen Phinotyp bei Miusen (Speidel
et al., 2005). CAPS1-heterozygote sowie CAPS2-KO-Tiere sind hingegen lebensfihig.
Mutationen im Unc-31-Gen verursachen in C. ekgans Defekte im Nerven- und
Bewegungsapparat und fuhren zu unkoordinierten Bewegungen und Verhalten (Brenner,
1997; Avery et al., 1993). In Siugetieren spielt das Kleinhirn bei der Steuerung motorischer
Bewegungen eine wesentliche Rolle. Interessanterweise ist die Expression von CAPS2 im
Kleinhirn am stirksten und mit den Neurotrophinen BDNF (engl. brain derived neurotrophic
factor) und NT-3 (Neurotrophin-3) assoziiert. Beide sind relevant fir eine korrekte
Gehirnentwicklung (Bates et al., 1999).

Autismus ist charakterisiert durch eine Vielzahl von morphologischen Verinderungen im
Kleinhirn. In CAPS2-KO-Maiusen konnte eine verinderte Morphologie im Cerebellum
(wie eine verminderte Dendritenbildung der Purkinjezellen sowie eine verzogerte
Entwicklung der Kornerzellen) und eine reduzierte NT-3-Sekretion nachgewiesen werden
(Sadakata et al., 2007b). In einer Studie wurde in 4 von 16 Autismus-Patienten eine
Deletion des Exons 3 im CAPS2 (CAPS2AExon3) auf mRNA-Ebene entdeckt (Sadakata
et al., 2007a). Das Exon 3 ist ein Teil der DID. Dessen Dilation hat zur Folge, dass das
Protein nicht tiber Axone der Nervenzellen zur Prisynapse transportiert werden kann
(Sadakata  and  Furuichi, = 2010).  Darauf  basierend  wurden  qualitative
Polymerasenkettenreaktionen mit humanem Gewebe aus dem Frontallappen (post
mortem) mit verschiedenen Gruppen von Patienten mit psychologischen Erkrankungen
durchgefiihrt. Das Ergebnis war, dass CAPS in Patienten mit Schizophrenie hoch
exprimiert vorlag (Hattori et al., 2011).

In einer SNP (engl. Single Nucleotide Polymorphism)-Studie an Schweinen konnte CAPS2 mit

anderen Proteinen in einer Gruppe detektiert werden, die ein hoch signifikant assoziiertes
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Essverhalten-Merkmal aufweisen (Do et al.,, 2013). Dies konnte auf die Funktion von
CAPS wihrend der Insulinausschittung zurtick zu fihren sein. Die Expression beider
CAPS-Isoformen konnte in Langerhansschen Inseln, in Insulin produzierenden B-Zellen
und Glucagon produzierenden a-Zellen, nachgewiesen werden (Speidel et al., 2008). Auch
ein Einfluss von Munc13-1 auf die Sekretion von Insulin in B-Zellen wurde beschrieben
(Kang et al., 2006). In CAPS2-KO-Tieren war Insulinsensitivitit erthéht und eine Glucose-
induzierte Insulinausschiittung erniedrigt. Bei zusitzlicher CAPS1-Heterozytogie konnte
zusitzlich ein verminderter Insulingehalt und eine verminderte Vesikeldichte in den -
Zellen beobachtet werden. Diese Daten zeigen, dass CAPS ecinen Einfluss auf die

regulatorischen Mechanismen beziiglich der Exozytose Insulin-haltiger Granulen hat.

1.5. Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es die Funktion des mCAPS2-Proteins in der Befillung der LDCV
mit Katecholaminen néiher aufzukliren. Dazu wurden folgende Punkte bearbeitet:

- Untersuchung der Ca?*-abhingigen Exozytose und Katecholaminfreisetzung in
Abhingigkeit der SpleiBvarianten mCAPS2a und mCAPS2b an murinen
CAPS1/CAPS2-DKO und Wildtyp Chromaffinzellen mit Hilfe von Patch Clamp-
und Amperometrie-Messungen

- Einfluss von mCAPS2b auf die morphologischen Eigenschaften von LDCVs durch
elektronenmikroskopische Analyse

- Regulation der Serotonin-Aufnahme in CHO-Zellen durch vakuolaren
Monoamintransporter durch die beiden Splei3varianten mCAPS2a und mCAPS2b

- Zum Verstindnis des Mechanismus von CAPS wihrend der LDCV-Befillung
wurde dessen Rolle in der Azidifizierung des LDCV-Lumens mit Hilfe eines pH-
Sensors untersucht

- Sichten nach moglichen mCAPS2-Interaktionspartnern mit Hilfe des Hefe-Zwei-
Hybrid-Systems (Y'TH)

- Herstellung eines mCAPS2b  spezifischen Antikérpers zur Ermoglichung

zukiinftiger Untersuchungen von CAPS2b-Interaktionspartner
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2. Materialien

2.1. Chemikalien

Chemikalien

Aceton

Adrenalin

Agarose

Albumin

Ampicillin

Aprotinin

ATZ (3-Amino-1,2,4-triazole)
B-Mercaptoethanol

BSA (bovine serum albumin)
CaClz

CCCP (Carbonylcyanid-z-chlorphenylhydrazon)
Coomassie

dNTPs

DTT

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Glycerol

Glycin

Glucose

HCl

H-EDTA

HEPES

Isopropanol

ITS (Insulin-Transferrin-Selenium)-X
Kaliumchlorid

Hersteller

Roth

Fischer Scientific
Roth

Sigma

Roth

Sigma

Sigma

Roth

Sigma

Becton Dickinson
Sigma Aldrich
Merck
Invitrogen
Thermo Scientific
Roth

Roth

Invitrogen
Invitrogen
Sigma

Roth

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Roth

Gibco Life Technologies

Merck



Kanamycin

Kollagen

L-Cystein
L-Glutaminsaure
Lithiumacetat
Lowicryl
Magermilchpulver
Methanol

Milchsaure
Magnesium-ATP
Magnesiumchlorid
MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure)
Mountingmedium
MOPS (3-(N-Morpholino)propansulfonsaure)
Natriumchlorid
Natrium-GTP
NaH2PO4 x H2O
NaxHPO4 x 2H20
NaOH

NGS (normal goat serum)
Nigericin
Paraformaldehyd
Penicillin

PMSF

Ponceau S
Proteaseinhibitortablette
Quick Extract

Sorbitol

Strepromycin
Stripping Buffer
Tris-Cl

Tris-EDTA

Sigma

Becton Dickinson
Sigma

Roth

Sigma

Science Service
AppliChem
Roth

Sigma

Sigma

Merck

Fischer Scientific
Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Alfa Aesar

Palm Biotech
Sigma

Merck
Invitrogen
Sigma

Sigma

Roche

Epicentre Biotechnologies
Roth

Invitrogen
Thermo Scientific
Roth

Sigma
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Tris-HCl
Triton-X-100
Trypsininhibitor
Tween

Uranylacetat
Valinomycin (06.15)
X-Gal

2.2. Medien

Produkt
LB-Medium
DMEM
DOB
- L (DO Supplement)
- W (DO Supplement)
- LW (DO Supplement)
- ALWH (DO Supplement)
YPD

2.3. Enzyme

Enzym

Chymotrypsin

Papain

Pfu-DNA-Polymerase

T4 DNA Ligase

Trypsin

SAP (Shrimp alkaline Phosphatase)

Roth

Sigma

Sigma

Roth

Science service
Sigma

MP Biomedicals

Hersteller

Roth

Gibco Life Technologies
MP Biomedicals
Clontech Laboratories
Clontech Laboratories
Clontech Laboratories

Clontech Laboratories

Roth

Hersteller

Sigma
Worthington
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Invitrogen

Fermentas
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2.3. Puffer

Puffer Hersteller

PBS 1x Gibco Life Technologies
PBS 10x Gibco Life Technologies
Pfu-DNA-Polymerase-Puffer Thermo Scientific
Stripping Buffer Thermo Scientific

T4 DNA Ligase-Puffer Thermo Scientific
Transfer Buffer Novex Life Technologies
Tris-Acetat-Puffer Novex Life Technologies

2.4. Loésungen

2.4.1. Priparation von Chromaffinzellen

Locke’s-1.6sung

154 mM NaCl

5,6 mM KCI

0,85 mM NaH>PO4 x H2O
2,15 mM NaHPO, x 2H20
10 mM Glucose

7,4 pH; ~312 mOsm

Papainl6sung
50 ml DMEM

10 mg L-Cystein

0,5 ml 100 mM CaCl,

0,5 ml 50 mM EDTA

15 bzw. 20 Units Papain

Die Losung wird in 2 bzw. 3 ml-Aliquots bei -20° C gelagert. Am Versuchstag wird diese
im Inkubator bei 37° C und 13 % CO. aufgetaut und gleichzeitig begast, bis ein pH von
etwa 7,4 erreicht ist. Das dazugegebene Papain wird durch L-Cystein und EDTA aktiviert.

Kurz vor der Verwendung wird die Losung steril filtriert (Porengréfie des Filters: 0,2 um).
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Inaktivierungslésung
50 mM DMEM

5 ml FCS

125 mg Albumin

125 mg Trypsininhibitor
Die Losung wird in 2 bzw. 3 ml-Alliquots bei -20° C gelagert und am Tag des Gebrauchs
im Inkubator bei 37° C und 13 % CO; aufgetaut und gleichzeitig begast, bis ein pH von

etwa 7,4 erreicht ist.

Kulturmedium
20 ml DMEM
200 pl ITS-X

160 ul Penicillin/Streptomycin
Pro 6-Well-Platte werden 20 ml Kulturmedium angesetzt. Das Kulturmedium wird stets
frisch angesetzt und im Inkubator bei 37° C und 13 % COz begast, bis ein pH von etwa

7,4 erreicht ist.

2.4.2. Losungen fiir elektrophysiologische Messungen

10x Extrazellulirlésung
1520 mM NaCl

24 mM KCI

100 mM HEPES

12 mM MgClz x H20

25 mM CaClz x H.O

pH 7,4 (mit NaOH anpassen)
310 mOsm

Die Losung wird vor dem Gebrauch 1:10 verdinnt und mit 10 mM Glucose versetzt.

Intrazellulirlésung
110 mM L-Glutaminsiure

9 mM H-EDTA
5 mM CaClz
40 mM HEPES
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2 mM Mg-ATP

0,3 Na2-GTP

pH 7,2 (mit 10 % CsOH anpassen)
290 mOsm

2.4.3. Losungen zur pH-Kalibrierung

30 mM NaCl

100 mM KCl

2 mM MgCl,

10 mM Glucose

20 mM Milchséure (fiir pH4)

20 mM MES (fir pH5 und pHo0)

20 mM HEPES (fiur pH7 bis pH9)

10 uM Nigericin

4 uM Valinomycin

5 uM CCCP (Carbonylcyanid--chlorphenylhydrazon)

Nigericin gehért zu den Polyether-Tonophoren und fungiert als ein H*/K*-Antiporter,
wodurch das Membranpotential zerstort wird. Valinomycin ist ein K*-selektiver
Cyclopeptid-lonophor. CCCP agiert als ein Protonophor und hemmt die oxidative

Phosphorylierung.

2.4.4. Immunozytochemie

PBS-Calcium-L6sung
58 mM Na;HPO4

17 mM NaH2POg4

83 mM NaCl

2 mM CaClz

0,5 mM MgClz

Fixierl6sung
2 g PFA-Pulver werden unter dem Abzug unter Rithren in 45 ml Wasser bei 60° C gelGst,

wobei der pH mit 1 M NaOH auf 74 eingestellt wird. Danach wird die Lésung auf RT
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abkithlen gelassen. Es werden 5 ml 10x PBS dazugegeben, die Losung wird mit Hilfe einer

Spritze und einem Filter (0,2 um) steril filtriert.

2.4.5. Proteinbiochemie

Lysispuffer
50 mM Tris-Cl

50 mM NaCl
250 uM PMSF

1 % Triton X100
1 mM EDTA

1 mM DTT

Auf je 5 ml Lysispuffer wird eine Proteaseinhibitor-Tablette gelésen.

2.4.6. Losung fiir Biochemie
TBS (Ix)

50 mM Tris-Cl

150 mM NaCl

Die Losung wird auf pH 7,6 eingestellt und autoklaviert.

TAE (1x)
40 mM Tfris

0,11 % (v/v) Essigsiute
1 mM EDTA

Die Losung wird auf pH 8,5 eingestellt und autoklaviert.

2.5. GrofBlenstandards fiir Proteine und DNA

GroBlenstandard Hersteller
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder Fischer Scientific
A-Marker Roche
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2.6. Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide (Primer) wurden bei Eurofins Genomics bestellt.

2.6.1. Genotypisierungsprimer fiir CAPS1 und CAPS2

Bezeichnung
Primer 1502
Primer 1502
Primer 1504
Primer 5471
Primer 5472
Primer 4174

Sequenz (5'-3)

TGCGGTGGGCTCTATGGCTTCT (22 bp)
CTCGAGTGGCCTGATCTTTGTCA (23 bp)

TATGAGGAGTTTATGTGCGTGGAT (24 bp)
GTACCATAGTTCTGTGCCGTGTAATC (26 bp)

GGAGGCTCGCAGCTCTTCAATG (22 bp)

CGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTT (24 bp)

2.6.2. Klonierungsprimer

Tabelle 1: Klonierungsprimer unter Angabe von Sequenz und Zielplasmid.

Name Sequenz 5°-3¢ Zielplasmid
IRES_BamHI_ TATAGGATCCGCCACGCGCGCATAAC
BssHII_for GGGCTGCAGGAA pMax_IRES_eGFP

IRES-Mlul_rev

GCTAGACGCGTATCTTAACAATGAGG

NPY_Clal_for

TATACCATCGATGCGCCACCATGCTA

GGTAACAAG pMax_NPY-
ATGTATACTAGCTAGCCCACATTGCA | ClopHensorN(QG69M)
NPY-Nhel_rev COOTCTTC
VUN BeoRl for | TATACCGGAATTCGGGTGGTTTAGCC
—HCORIOT CTGGCCAAG pGBKT7_

MUN_BamHI rev

TATACGCGGATCCTCAGTCATCACCCT
TCTTCCTCC

mCAPS2a/b_MUN

Ex22_ EcoRI _for

TATACCGGAATTCAAGAACATCGCCA
ACAGTCTTCCC

Ex22 BamHI _rev

TATACGCGGATCCGGTGGACTCATAT
AAAGAAGCC

pGBKT7_
mCAPS2-Exon 22

tStx1A_Ndel_for

GCGCGGCAGCCATATGATGAAGGAC

tStx1A_EcoRI_rev

TATACGGGAATTCTCACTTCCTGCGT
GCCTTGC

2.6.3. Primer zur Sequenzierung der pGADT7-Plasmide

pGADT7_for (3'-5):

pGADT7_AD_rev (3°-5"): AGATGGTGCACGATGCACAG

TAATACGACTCACTATAGGGCG

pGADT7_
£Stx1A (1-164)
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2.7. Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Hersteller
BamHI Thermo Scientific
BssHII NEB

Clal NEB

Miul Thermo Scientific
Nhel Thermo Scientific
StiT A Thermo Scientific
Sfil B Thermo Scientific

2.8. Primire und sekundire Antikérper

Tabelle 2: Antikorper fiir Western Blots und Immunozytochemie unter Angabe von
Klonalitit, Organismus und Bestelldatails.

Antikorper gegen Klonalitit Organismus Hersteller Bestellnumer
mCAPS2_Ex22 polyklonal Kaninchen Martin Jung ---
Thermo
B-Actin polyklonal Maus #32430
Scientific
HA (Himagglutinin) monoklonal Maus Covance MMS-101P
Maus-IgG-HRP polyklonal goat Thermo fisher 32430
Kaninchen_IgG-HRP polyklonal goat Jackson 111-035-146
Chromogranin A polyklonal Kaninchen Abcam ab15160
Kaninchen-IgG
polyklonal Ziege Invitrogen A21245
Alexa Fluor®-647
2.9. Bakterien
Stamm Hersteller
DHb5ax Fischer Scientififc
Stbl3 NEB
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2.10. Zelllinien

Zelllinie
BHK (BHK-21)

2.11. Kits

DNA-Isolation aus Bakterien
DNA-Gel-Isolations-Kit
Neon Transfectionssystem

KAPA2G Fast Hot Start Genotyping Mix

2.12. Hefestamme und Hefekonstrukte

Produkt

Y187

AH109

Mate & Plate™ Library — Mouse Brain (Normalized)
pGBKT7

pGADT7

2.13. Laborgerite

Hersteller

DSMZ Heidelberg

Qiagen
Qiagen
Thermo Fischer

Peqlab

Hersteller

Clontech Laboratories
Clontech Laboratories
Clontech Laboratories
Clontech Laboratories

Clontech Laboratories

Elektroporator fiir Chromaffinzellen Invitrogen, NEONT™

Elektroporator fur Hefen BTX ECM399

Feinwaage Sartorius ENTRIS 1241-1S

Inkubator fur Chromaffinzellen Unity Lab Service, HERA cell 150
Inkubator fur Hefen Memmert

Osmometer WESCOR Vapro Pressure Osmometer 5520
PCR-Cycler Eppendorf

pH-Meter Schott Glas Mainz CG842

Photometer Eppendorf BioPhotometer plus
Thermoschittler BIOER, Mixing Block wms-102
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Ultraschallgerit
Vortex

Wasserbad

Zentrifuge (1,5-2,0 ml)
Zentrifuge (2,0-50 ml)

Bandelin SONOREX RK102H
VWR International

GFL, Gesellschsft fur Labortechnik
Eppendorf Centrifuge 5415 D
Heraus Multi Fug IS-R
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3. Methoden

3.1. Arbeiten mit primirer Zellkultur

3.1.1. Priparation von murinen Chromaffinzellen

Zur Isolation einzelner Chromaffinzellen werden bei embryonalen (E19) Mausen nach
Dekapitierung die Nieren seitlich des Riickenmarks freigelegt, um die auf ihnen sitzenden
Nebennieren zu entnehmen und in 1x Locke’s-Lésung zu sammeln. Es folgt eine 15-
miniitige Inkubation in 500 ul Papainlésung (20 Units/ml) schiittelnd im Wasserbad bei
37° C. Danach werden die Nebennieren in 500 ul Inaktivierungslosung fiir vier Minuten
bei 37° C im Wasserbad geschiittelt. Dabei inaktiviert das BSA in der Inaktivierungslésung
das Papain. Jeweils zwei Nebennieren werden einmal mit dem Kulturmedium gewaschen,
in 300 ul Kulturmedium aufgenommen, durch Triturieren vereinzelt und auf sechs
Deckgliasern in einer 6-Well-Zellkulturplatte ausplattiert. Nach einer 30-minttigen
Adhirenzzeit der Chromaffinzellen werden pro Well 3 ml Kulturmedium dazu gegeben.
Die Zellen werden im Inkubator bei 37° C und 13 % CO: gelagert und soweit nicht anders

beschrieben am zweiten und dritten Tag in Kultur fiir den Versuch genutzt.

3.1.2. Elektroporation der Chromaffinzellen

Fir eine Elektroporation werden pro 6-Wellplatte vier Nebennieren ausplattiert. Die
Priparation der Chromaffinzellen erfolgt bis zum Schritt nach dem Triturieren wie in 3.1.1.
beschrieben. Danach werden die Zellen im Kulturmedium in einer Tischzentrifuge fiir
5 Minuten bei 4000 rpm und Raumtemperatur abzentrifugiert, einmal in PBS gewaschen
und erneut pelletiert. Zur Elektroporation wird der Kit Neon Invitrogen gemill der
Herstellerangaben verwendet. Diese erfolgt mit 4 pg DNA durch das Anlegen einer
einmaligen Spannung von 1400 V fir 20 Millisekunden. Dabei entstehen kleine Poren in
der Zellmembran, durch die die DNA in die Zelle gelangen kann. Danach werden die
Zellen direkt im Kulturmedium (ohne Penicillin und Streptomycin) aufgenommen und, wie

in 3.1.1. beschrieben, ausplattiert.
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3.1.3. Uberexpression von rekombinanten Proteinen mit dem pSFV1-System
Das Semliki-Forest-Virus ist ein Nagetier-Virus. Es wird zur Uberexpression bestimmter
Proteine genutzt. Das Virus wird aus zwei Vektoren gebildet, dem pSFV-Helper und dem
pSEFV1. Das Konstrukt pSFV-Helper kodiert Strukturproteine, die zur Bildung viraler
Partikel notwendig sind. pSFV1 enthilt die Sequenzen fir das Transgen, die
Replikationsgene und das Resistenzgen Ampicillin. Beide Konstrukte werden durch den
SP6-Promoter reguliert. Nach der Elektroporation beider Plasmide (als RNA) in BHK-
Zellen, wird das Virus produziert und ins Medium abgegeben. Das Medium mit dem darin
enthaltenen Virus wird bei -20° C gelagert.

Vor dem Gebrauch wird das Virus durch die Zugabe von Chymotrypsin fir 40 Minuten
aktiviert, um es in den infektiésen Zustand zu bringen. AnschlieBend wird das
Chymotrypsin durch Aprotinin fir 5 Minuten inaktiviert. Das aktivierte Virus kann bis zu
finf Tagen genutzt werden, bevor dessen Aktivitit nachlisst. Zum Infizieren der Zellen
werden 100 pl des aktivierten Virus pro 1 Well einer 6-Well-Platte in das Medium gegeben.
Die Infektion mit den Viren zur Uberexpression der darin kodierten Proteine erfolgte fiir

mCAPS22a und mCAPS2b fur 5,5 bis 6 Stunden und fir eGFP fir 3,5 bis 4 Stunden.

3.1.4. Priparation der murinen Chromaffinzellen fiir die
Elektronenmikroskopie

Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung von murinen Chromaffinzellen werden je
zwel Nebennieren wie in 3.1.1. bis nach der Inkubation in der Inaktivierungslosung
prapariert. Danach erfolgte die Triturierung in 20 ul Kulturmedium. Davon werden je 10 pl
auf je 6 mit Kollagen beschichtete Saphierscheiben (Leica) in 4-Well-Platten ausplattiert
und fir 2 Tage bei 37 °C und 13 % COx kultiviert.

3.1.5. Fixierung von murinen Chromaffinzellen

Zur Fixierung muriner Chromaffinzellen auf einem Deckglas wird das Zellkulturmedium
entfernt, es folgen zwei Waschschritte mit PBS (pH 7,4). AnschlieBend werden die Zellen
fir 20 Minuten in 4% PFA (in PBS, pH 7,4) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei 5-
minttigen Waschschritten mit PBS folgt eine Inkubation mit 50 mM Glycin in PBS fir

10 Minuten und danach wieder zwei Waschschritte mit PBS.
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3.2. Elektrophysiologie

3.2.1. Aufbau des Messplatzes

Die elektrophysiologischen Aufnahmen werden an einem inversen Olympus-Mikroskop
(IX710-S8F) durchgefiihrt. Dieses steht auf einem schwingungsgedimpfen Tisch
(Newport), um Vibrationen zu verhindern und wird durch einen Faradaykifig gegen
duBlere elektrische Storsignale geschiitzt. Das Deckglas mit den Zellen wird in einer
Messkammer eingespannt und mit Extrazellulirlosung geflutet. Die Messkammer wird fir
die Messung auf dem Objekttisch positioniert, auf welchem die Zellen mit einem 40x
Objektiv (Cartl Zeiss GmbH) ausgewihlt und wihrend der Messung beobachtet werden
konnen. Der Objekttisch ldsst sich in x/y/z-Richtung bewegen. Die Patchpipette wird an
den Mikromanipulatoren befestigt, wodurch sich diese in x/y/z-Ebene bewegen lisst. Die
Pipette ist mit dem Messverstirker des EPC9 tber eine Elektrode verbunden. Ein
chloridierter Silberdraht, der mit dem Verstirker verbunden ist, dient in der
Extrazelluldrlésung als Badelektrode. Durch die Badelektrode und die Elektrode in der
Patchpipette entsteht ein elektrischer Kreislauf, sodass eine Spannung an eine gepatchte
Zelle angelegt werden kann. Ein selbst gebautes Perfusionssystem und eine Absaugpumpe
erlaubten eine stetige Erneuerung der Extrazellulirlésung. FEin Monochromator
(Polychrom IV von T.IL.L. Photonics) ermoglicht das Erkennen von fluoreszierenden
Zellen. Alle Gerite am Messplatz sind elektrisch geerdet. Ein Computer ist mit dem
Messplatz verbunden. Durch diesen lassen sich die Experimente mit dem Programm
PULSE 8.31 (HEKA Elektronic) steuern. Die Auswertung der Daten erfolgt mit der
IGOR Pro-Software (WaveMetrics).

3.2.2. Herstellung von Patchpipetten

Die Patchpipetten bestehen aus Borosilikatglas, besitzen eine Linge von 8 cm, einen
AuBlendurchmesser von 1,5 mm und eine Wanddicke von 0,32 mm (Science Products
GmbH). Diese werden durch abwechselndes Erhitzen und Ziehen mit Hilfe des
Micropipette Pullers P-97 (Sutter Instruments) am Tag des Experimentes hergestellt. Um
eine glatte Oberfliche zu erhalten, werden die Pipettenspitzen mittels eines Heizdrahtes
poliert. Der Widerstand der verwendeten Patchpipetten betrigt nach allen

Herstellungsschritten 3-5 M€.
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3.2.3. Patch clamp-Technik

Die Patch clamp-Technik ist eine biophysikalische Messmethode mit der Ionenstréme tiber
eine Zellmembran gemessen werden kénnen. Zuerst durch Neher and Sakmann (1976) zur
Auswertung einzelner Ionenkanile in der Membran genutzt, wurde diese durch Hamill et
al. (1981) weiterentwickelt. Eine Nervenzelle ist an der Innenseite der Plasmamembran
negativ geladen und besitzt ein Membranpotential von -70 mV. Dieses wird aktiv unter
anderem durch Natrium/Kalium-ATPasen erzeugt.

Die Experimente erfolgen in der Ganzzellableitung (engl. whole cell configuration). Dazu
werden die Patchpipette und die Zelle in riumliche Nihe gebracht, bis die Pipette an der
Plasmamembran leicht eindellt. Ein angelegter Uberdruck an der Pipette dient zum einen
dazu, dass sich die Extrazellulirlosung nicht mit der Pipettenlésung vermengt. Zum
anderen bewirkt dieser, dass sich die Zelle nach dem Entlassen leichter an die Pipette
ansaugt. Dabei erhoht sich der Serienwiderstand. Die Patchpipette bildet nun mit der
Plasmamembran eine Versiegelung (engl. seal), aus der sich ein Abdichtungswiderstand im
Gigaohmbereich (107 Q) ergibt. Dadurch reduziert sich das Hintergrundrauschen. Durch
Unterdruck wird dieser Membranfleck durchbrochen, sodass eine elektrisch isolierte
Verbindung zwischen der gesamten Zelle und der Pipettenlosung entsteht. Auf diese Weise
kann die Zelle mit bestimmten Loésungen geflutet werden. Zusitzlich kann durch das
Anlegen einer Spannung (engl. voltage clamp) der Stromfluss durch die Membran detektiert
werden. Da die Pipettenlosung das Zytosol ersetzt, ist es wichtig darauf zu achten, dass
diese dem Zytosol beziiglich der Zusammensetzung, Osmolaritit und dem pH-Wert
angepasst wird. Wihrend der Messung sollte die Verbindung zwischen Zelle und
Patchpipette stabil bleiben. Bei einer Zellgro3e von 4-11 pF soll der Zugangswiderstand
zwischen dem Inneren der Pipette und der AuBlenlésung 5-20 MQ sowie der Leckstrom

zwischen der Pipettenoffnung und der Zelle kleiner als 50 pA betragen.

3.2.4. Membrankapazititsmessung

Die Kapazititsmessungen erfolgen nach (Lindau and Neher, 1988) im ,,sine dc“-Modus
der ,lock-in“-Pulse-Erweiterungssoftware. Dabei wird ein 1 kHz, 70 mV ,,peak-to-peak*
sinusoider Stimulus mit einem -70 mV Haltepotential angelegt. Die Plasmamembran trennt
die elektrisch leitende Extrazellulirlésung vom Inneren der Zelle. Auf diese Weise wirkt

die Zelloberfliche wie ein Kondensator, deren Kapazitit messbar ist. Elektrische Kapazitit
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bezeichnet die Fahigkeit elektrische Ladung in Form von elektrischen Ladungstrigern zu
speichern. Die elektrische Kapazitit ist proportional zur Oberfliche der biologischen
Plasmamembran. Fusionieren die Vesikel mit der Plasmamembran (=Exozytose),
vergrofert sich diese um die Oberfliche des Vesikels, was in einem Anstieg der Kapazitit
detektiert werden kann. Die Kapazitit der Zellmembran entspricht etwa 1 uF/cm?
(Fenwick et al., 1982). Solange die Zelle einen stabilen Zugang besitzt (bezogen auf Serien-
und Membranwiderstand), entsteht ein Schaltkreis. Die Berechnung der Kapazitit erfolgt
mit Hilfe des Serienwiderstandes (Rs), der mit dem Membranwiderstand (Ra) in Serie
geschaltet ist und die Qualitit des Zuganges zur Zelle beschreibt. Entsteht eine Differenz
zwischen der angelegten definierten Sollspannung und der Membranspannung, kann ein
Kompensationsstrom gemessen werden, der diese Differenz auszugleichen versucht.

In dieser Arbeit wurden die Zellen in der Ganzzellableitung mit einer Intrazellulirlésung
geflutet, die eine Konzentration von 6 uM freiem Ca?* enthielt (Abb. 5). Die Ca?'-
Konzentration wurde in vorherigen Experimenten von Ekta Dembla ausgetestet und als
die beste bewertet, um die Exozytose hervorzurufen und gleichzeitig die einzelnen
amperometrischen Signale voneinander separiert auswerten zu koénnen (Daten nicht

ver6ffentlicht). Die Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefthrt.

3.2.5. Amperometrie

Die Amperometrie ist eine zeitlich und rdumlich hochauflésende elektrochemische
Messmethode, durch die eine Katecholaminfreisetzung von Chromaffinzellen an einer
Kohlefaser gemessen werden kann (Bruns, 2004). Die Kohlefaserelektroden werden nach
dem Protokoll von Bruns (2004) hergestellt. Die Kohlefaser hat einen Durchmesser von
5 um, ist an den Vorverstirker EPC-7 Patch Clamp-Verstarker (HEKA Elektronik, DE-
Lambrecht) angeschlossen und ldsst sich Uber Mikromanipulatoren in x/y/z-Achse
bewegen. Diese wird moglichst nah an die Chromaffinzelle positioniert, sodass die beiden
im direkten Kontakt zueinander stehen. An die Kohlefaser wird eine positive
Haltespannung von +800 mV angelegt (s. Abb. 5), sodass die Orthohydrochinon-Reste
sezernierter Monoamine oxidiert werden (Chow et al, 1992). Dadurch werden zwei
Elektronen freigesetzt, die amperometrische Stromtransienten entstehen lassen

(Elektrolyse-Strom). Der Strom, der notwendig ist, um die Haltespannung von +800 mV
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wiederherzustellen, wird als amperometrisches Signal gemessen, mit 3 kHz gefiltert (8-Pole
Festfrequenz Besselfilter) und bei 25 kHz digitalisiert.
Patchpipette

Chromaffinzelle

Kohlefaser- -70mV
elektrode

+800mV
OH OH
H idati o
Ox1da§10n @ + 2%
H HN -H o H\N
Nen, CH,

Abbildung 5: Gleichzeitige Messung der Zellkapazitit und der amperometrischen
Stromtransienten. Murine Chromaffinzellen werden in der Ganzzellableitung mit intrazellulirem
6 uM Ca** geflutet, wodurch eine Ca**-abhingige Exozytose der LDCVs ausgelést und durch eine
Kapazititsmessung als Anstieg dargestellt wird. Gleichzeitig werden an der Kohlefaser die aus den
LDCVs freigesetzten Katecholamine oxidiert und als Elektrodenstrom quantitativ detektiert.

Die Kohlefasern werden jeweils vor dem Experiment angeschnitten und durch kurzes
Eintauchen in eine 0,5 mM Adrenalinlosung auf deren Sensitivitat iberprift. So wird die
gleiche Sensitivitit der Kohlefasern fir Messungen aller Gruppen gewihrleistet. Durch
jedes einzelne Vesikel (LDCV), das mit der Plasmamembran fusioniert, werden
Monoamine freigesetzt. Diese oxidieren an der Kohlefaser und werden als Stromtransiente
in Form eines Ausschlags (engl.: spzke) am Oszilloskop und im Pulse-Programm dargestellt.

Somit kann die Sekretion von jedem Vesikel einzeln gemessen und ausgewertet werden.

Diese Art der Auswertung wird als Szngle Spike-Analyse bezeichnet.

3.3. Elektronenmikroskopie

Mit der Elektronenmikroskopie wird es moglich in Zellschnitten die subzelluliren
Strukturen mit einer sehr hohen Auflésung von bis zu 0,1 nm aufzunehmen. Dazu werden
die Zellen unter Hochdruck eingefroren, durch Aceton dehydriert und mit Schwermetallen
angefirbt. Die Proben werden mit Elektronen bestrahlt und deren Streuung wird

detektiert. Die elektronendichten Regionen werden dadurch als dunkle Strukturen sichtbar.
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Die einzelnen Deckgliser mit den kultivierten Zellen werden in einem Einzelprobentriger
im DMEM-Medium, dem 30 % FCS zugesetzt wurde, unter Hochdruck eingefroren. Die
Gefriersubstitution und das Einbetten in Lowicryl erfolgen wie in Matti et al. (2013). Dazu
wird zunichst die Temperatur bei den Proben fiir 2 Stunden automatisch von -130 °C auf -
90 °C erhoht. Die Kryosubstitution erfolgt fir 20 Stunden zwischen -90 und -70 °C im
anhydrierten Aceton und anschlieBend fir weitere 20 Stunden zwischen -70 und -60 °C
mit 0,3 % Uranylacetat, welches im anhydrierten Aceton geldst ist. Bei -60 °C werden die
Zellen fir jeweils eine Stunde schrittweise mit 30 %, 60 % und 100 % Lowicryl (3:1
K11M/HM20-Mischung mit 0,3 % Uranylacetat) infiltriert. Nach 5 Stunden in 100 %
Lowicryl werden die Proben zunichst bei -60 °C fir 24 Stunden unter UV-Licht
polymerisiert und anschlieBenden 15 Stunden unter Erhéhung der Temperatur auf 5 °C
erwirmt. Die Proben werden bis zur Anfertigung der Ultradiinnschnitte bei 4 °C gelagert.
Zuerst werden 2-3 ultradinne 70 nm-Schnitte (parallel zum Deckglas) und anschlieBend
ein 400 nm Schnitt mit Hilfe des Leica EM UC7 angefertigt. Die 70 nm-Schnitte werden
auf einem mit Pioloform befilmten Kupfergrid gesammelt, mit Uranylacetat und Bleicitrat
nachkontrastiert und mit einem Tecnai 12 Biotwin-Elektronenmikroskop (FEI/Philips)
analysiert. Die 400 nm-Schnitte werden nach dem Schneiden auf einen Objekttriger
Uberfiuhrt, anschiefend im Dunkeln fir 1 Stunde luftgetrocknet und danach mit
Mountingmedium eingebettet. Um einen Fluorszenzverlust in den Proben zu vermeiden
wird die SIM-Analyse innerhalb von 24 Stunden durchgefithrt. Die 400 nm-Schnitte
werden am superauflosendem Mikroskop ELYRA PS.1 (Carl Zeiss GmbH) mit einem
63x-Objektiv (Plan-Apochromat, NA1.4) nach der Anregung mit 488 nm und zusitzlich
als Durchlichtbild aufgenommen. Die Auswahl der infizierten Zellen wird anhand der
Fluoreszenz von eGFP getroffen.

Zur zweidimensionalen Auswertung der 70 nm-Schnitte der Chromaffinzellen werden
mehrere Elektronenmikroskopiebilder der GréBe 1376x1032 Pixel mit einer CCD-Kamera
(MegaView/Olympus) und einer 23000-fachen Auflosung aufgenommen. Die einzelnen
Aufnahmen werden mittels MIA (engl.: Multiple Image Alignmeni) Tool der Olympus
Software zu einem Bild zusammengefiigt. (Version 5.0, Olympus Soft Imaging Solution).
Zur Auswertung werden nur Zellen mit einem sichtbaren Nukleus und einer intakten
Plasmamembran genutzt. Die LDCVs zeichnen sich durch ihre elektronendichte und

dadurch dunkle granulire Masse aus.
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3.4. Gentechnische Methoden zur Generierung rekombinanter DNA

3.4.1. Polymerasenkettenreaktion

Die Polymerasenkettenreaktion (engl.: polymerase chain  reaction = PCR) dienst zur
Vervielfiltigung von DNA-Fragmenten. Dazu werden die DNA (als Vorlage = engl.
template) und die Primerdimere zuerst bei 95 °C zu Einzelstringen denaturiert (s. PCR-
Programm und PCR-Reaktionsansatz). Als Primer werden Oligonukleotide bezeichnet, die
am 3"-Ende komplementir zur zu amplifizierenden DNA sein miissen und am 5’-Ende
eine Sequenzinderung beinhalten kénnen. Ein Vorwirts- und ein Rickwirtsprimer binden
durch die Homologie am 3‘-Ende an einen DNA-Abschnitt, der entweder vervielfaltigt
oder mutiert werden soll. Anschliefend folgt eine Anlagerungsphase, die bei einer Primer-
spezifischen Temperatur erfolgt. Diese wird nach der Wallace Regel mit der Formel
Tm = 3(C+G) + 2(A+T) berechnet. In der darauffolgenden Elongation werden die Primer
komplementir zur DNA in 5%3‘Richtung mit Hilfe der die DNA-Polymerase durch den
Einbau von Desoxyribonukleotiden (ANTPs) verlingert. Dieser Schritt ist zeitlich von der
Kapazitit der Polymerase abhingig. Die hier eingesetzte Pfu-Polymerase hat eine
Korrekturlese (engl. proof reading)-Funktion und benotigt 1 Minuten pro 1000 Basenpaare
(bp). Der Zyklus besteht aus Denaturierung der DNA, Anlagerung der Primer und der
anschliefenden Elongation und wird 20 bis 35 Mal wiederholt, wobei das DNA-Produkt
exponentiell amplifiziert wird. Danach erfolgt ein langer abschlieBender Elongationsschritt.

Zum Schluss wird der Reaktionsansatz bei 4 °C gehalten.

PCR-Reaktionsansatz:

100 ng DNA

50 uM Vorwirtsprimer

50 uM Riickwirtsprimer

10 mM dNTPs

5U0/ul Pfu-DNA-Polymerase

5ul Pfu-DNA-Polymerase-Puffer

ad 50 pl dHO
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PCR-Programm:

Startdenaturierung 95° C 5 min

Denaturierung 95° C 30 sek

Anlagerung (Thm) Primer-abhidngig 30 sek

Elongation 72° C PCR-Produkt-abhingig
Endelongation 72° C 5 min

Ende 4°C 00

Alle hergestellten Konstrukte wurden sequenziert, um den Erfolg der Klonierung zu

tberprifen.

3.4.2. Elektrophoretische Auftrennung der DNA

Die Gelelektrophorese wird eingesetzt, um DNA durch das Anlegen einer Spannung in
einem Agarosegel der Grofle nach aufzutrennen. Je hoher der Prozentsatz der Agarose,
desto feinporiger ist das Agarosegel und desto besser werden kurze DNA-Fragmente
aufgetrennt. Fir die Auftrennung von groflen DNA-Fragmenten nutzt man grobporige
Gele mit einer geringen Agarosekonzentration. Zur Gelherstellung wird 0,7-2 % Agarose
(w/v) in TAE-Puffer durch Aufkochen aufgeldst, auf etwa 50 °C abgekiihlt, mit 5 ul
Ethidiumbromid pro 100 ml Gel gemischt, in eine Flachbettgelkammer gegossen und fiir
mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur polymerisiert.

Die Proben werden mit einem A- Marker fiir 30-60 Minuten bei 80-120 V aufgetrennt. Das
im Gel enthaltene Ethidiumbromid bindet an die Nukleinsauren, wodurch dessen
Emission nach Anregung mit UV-Licht um den Faktor 50-100 erhéht wird. Die Detektion
der DNA-Banden erfolgt im FluorChemM (ProteinSimple) durch Anregung mit UV-Licht.

3.4.3. Restriktionsverdau der DNA

Restriktionsenzyme sind Restriktionsendonukleasen, die DNA an spezifischen Sequenzen
erkennen und diese dort durch die Spaltung der Phosphodiesterbindungen schneiden.
Dadurch entstehen sogenannte uberhingende oder glatte Enden. Schneidet man zwei
verschiedene DNA-Fragmente mit gleichem Enzym, kann man diese anschlieBend durch
Ligation verbinden. Ein weiterer Einsatz von Restriktionsenzymen ist die Linearisierung
von Plasmiden, um sie besser im Gel aufzutrennen oder durch die Auflésung der

Windungen das Binden von Primer zu erleichtern.
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3.4.4. Dephosphorylierung der DNA

Nach dem Restriktionsverdau wird die Vektor-DNA am 5°-Ende durch eine alkaline
Phosphatase (SAP = engl. shrimp alkaline phosphatase) dephosphoryliert. Durch diesen
Schritt wird ein Religationsartefakt des Vektors wihrend der Ligation vermindert. Die
Enzymbehandlung erfolgte nach Herstellerangaben bei 37 °C fiir eine halbe Stunde.
Danach wurde SAP fiir 5 Minuten bei 65 °C hitzeinaktiviert.

3.4.5. Ligation von DNA-Fragmenten

Ligation bedeutet das Verbinden zweier DNA-Enden mit komplementiren Basen durch
das Enzym Ligase. Das 3’-Hydroxy-Ende wird mit dem 5’-Phosphat-Ende zu einer
Phosphodiesterbindung ~ verkntpft. Pro  Ligationsansatz ~ werden 50 ng  der
dephosphorylierten Vektor-DNA und die dreifache molare Menge der einzubringenden
DNA (Insert) eingesetzt. Die DNA-Fragmente werden mit 2 ul 10x T4 DNA Ligase-
Puffer und 1 ul T4 DNA Ligase auf ein Endvolumen von 20 pl mit Wasser aufgefillt und
fiir 1 Stunde bei 22 °C oder tiber Nacht bei 16 °C inkubiert.

3.4.6. Hitzeschocktransformation der DNA in kompetente Bakterien

Als Transformation wird das Einbringen einer nicht-viralen DNA in chemisch kompetente
Bakterien (DHb5a, Stbl3) bezeichnet. Durch den Hitzeschock werden Poren in der
Plasmamembran der Bakterien erzeug. Diese wird depolarisiert, wodurch die negativ
geladene DNA in die Zelle gelangen kann. Dazu wird ein Aliquot der kompetenten
Bakterien fur 20 Minuten auf Eis aufgetaut, mit 50 ng Plasmid-DNA oder der Hilfte des
Ligationsansatzes vermengt und fir weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock
erfolgt fir 5 Minuten bei 37 °C. AnschlieBend werden die Zellen 10 Minuten auf Eis
inkubiert, mit 300 ul LB-Medium unter semisterilen Bedingungen vermengt und fur
45 Minuten bei 37 °C und 600 rpm in einem Schiittler inkubiert. Der gesamte Ansatz wird
auf vorgewirmte LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektionsmedium (LB-Medium mit
60 uM Penicillin oder 100 uM Kanamycin) ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Nur die erfolgreich transformierten  Bakterienzellen kénnen als  Kolonien

herausselektioniert werden und auf dem Selektionsmedium wachsen.
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3.4.7. DNA-Isolation aus Bakterien

Zur Vermehrung von DNA-Plasmiden, werden die transformierten Bakterien im flissigen
LB-Medium  innokuliert ~ (Minikulturen in 1,8 ml LB-Medium in 2,0 ml-
Eppendorfreaktionsgefillen und grofle Kulturen in 20 ml LB-Medium in 50 ml Falkon™
konischen Zentrifugenréhrchen) und Giber Nacht kultiviert. Am nichsten Tag werden diese
Kulturen pelletiert. Die DNA-Isolation erfolgte nach Herstellerangaben von Quiagen. Die

quantitative DNA-Bestimmung erfolgte photometrisch bei 260 nm.

3.4.8. Genotypisierung

Die Herstellung der CAPS1-KO- und CAPS2-KO-Miusen ist in (Speidel et al., 2005) und
(Jockusch et al., 2007) beschrieben. Tiere mit dem Genotyp CAPS1-KO und somit auch
CAPS1/CAPS2-DKO sind letal und sterben innerhalb der ersten 30 Minuten nach der
Geburt. Um DKO-Tiere zu erhalten, werden CAPS1-heterozygote und CAPS2-KO-Tiere
verpaart. Die Chance ein DKO-Tier zu erhalten liegt durchschnittlich bei 25 %.

Die Bestimmung des CAPS1/CAPS2-DKO-Genotyps bei den verwendeten Miusen
erfolgt auf molekulargenetischer Ebene mittels einer PCR. Dazu wird nach der
Dekapitierung der Maus etwa 1 cm groBes Schwanzstiick abgetrennt. Das Gewebe wird
mit 50 ul QuickExtract 10 Minuten bei 65 °C und 300 rpm im Thermomixer lysieren,
danach 2 Minuten bei 98 °C bei 300 rpm inaktivieren. 2yl des Lysats werden pro
Genotypisierungs-PCR-Ansatz eingesetzt (Tab. 3) und mit Hilfe einer PCR (Tab. 4)

amplifiziert.

Tabelle 3: PCR-Ansitze fiir mCAPS1- und mCAPS2-Genotypisierung.

Eingesetztes Volumen CAPS1 CAPS2
0,3 ul Primer 1502 Primer 5471
0,3 ul Primer 1503 Primer 5472
0,3 ul Primer 1504 Primer 4174
2ul DNA
7,0 ul HO
12,5 ul Polymerasenmix

Alle Primer werden in der Stockkonzentration von 50 pmol/ul benutzt. Die Primer 1502
und 1504 detektieren den CAPS1-KO, 1503 und 1504 den CAPS1-WT. Die Primer 5471
und 5472 detektieren den CAPS2-KO, 5471 und 4147 den CAPS2-WT.
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Tabelle 4: PCR-Programm fiir Genotypisierung

CAPS1 CAPS2
Temp. | Zeit | Wiederholung | Temp. | Zeit | Wiederholung

1. Startdenaturierung | 95 °C | 3 min 95°C | 2 min

2. Denaturierung 95 °C | 30 sek 95°C | 30 sek

3. Primeranlagerung | 65 °C | 30 sek 29 68 °C | 30 sek 34

4. Elongation 72 °C | 30 sek 72 °C | 30 sek

5. Endelongation 72 °C | 2 min 72 °C | 2 min

6. Ende 4°C 00 4°C 00

Anhand der GroBe des PCR-Produktes kann nach der Gelelektrophorese der Genotyp
bestimmt werden. Das PCR-Produkt beim CAPS1 WT hat eine Gro3e von 380 bp und
beim KO 465 bp. Die Produkte von CAPS2 WT sind 153 bp und von KO 225 bp groB.
Bei heterozygoten Tieren sind beide Banden sichtbar. Die Auftrennung der PCR-Produkte
erfolgt im 2 %-igen Agarosegel.

3.5. Proteinbiochemie

Proteinbiochemie dient dazu Proteine mittels Elektrophorese aufzutrennen und mit
spezifischen Antikérpern nachzuweisen oder anzureichern. Zum einen kann mit einem
Western Blot nachgewiesen werden, ob ein spezifisches Protein in einem System korrekt
exprimiert vorliegt. Zum anderen kann die endogene Expression von Proteinen tberpruft
werden. Ein weiterer Einsatz in der vorliegenden Arbeit war das Testen des neu

hergestellten Antikérpers auf dessen Funktionalitit und Spezifitit.

3.5.1. Immunozytochemie

Die in PFA fixierten Zellen (s. 3.1.5.) werden in 0,1 % Triton-X-100/2,5 % NGS in PBS
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur durch Triton-X permeabilisiert und mit NGS
geblockt und zweimal fiir 5 Minuten in 2,5 % NGS gewaschen. Der primire Antikérper
wird 1:100 in 2,5 % NGS-PBS verdinnt und in einem Volumen von 100 ul auf Parafilm
pipettiert. Das Deckglas wird mit den Zellen nach unten auf diese Antikorperlésung in

einer feuchten Kammer tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zum anschlieBenden Waschen wird
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das  Deckglas erneut in die  6-Well-Platte  gelegt und  dreimal  mit
PBS/2,5%NGS/0,1%Triton fir jeweils 5 Minuten gewaschen. In der Zwischenzeit wird
der sekundire Antikérper 1:2000 in PBS/2,5%NGS vor Sonneneinstrahlung geschutzt
gehalten. Zur Verminderung der Hintergrundfluoreszenz wird der Antikérper 10 Minuten
bei 4 °C und 13000 g zentrifugiert, um mdogliche stérende Kompartimente zu sepatieren.
AnschlieBend folgen zwei Waschschritte mit PBS. Die Deckgliser werden mit destilliertem
Wasser kurz gewaschen, um anschlieBend die Probe auf einem Objekttriger im Mounting
Medium luftblasenfrei zu positionieren und fiir 2-3 Stunden zu trocknen. Das Deckglas
wird mit Nagellack am Rand des Deckglases versiegelt, um das Austrocknen der Probe zu
verhindern. Die Proben kénnen so maximal eine Woche bei 4 °C im Dunkeln gelagert

werden, bevor die Aufnahmen am LSM erfolgen.

3.5.2. Herstellung von Proteinlysaten

Proben (Gehirn, Nebennieren, Chromaffinzellen oder BHK-Zellen) werden im Lysispuffer
entweder mit Ultraschall (Lab Sonic®M; B. Braun Biotech International; Sartorius Group)
oder einem Glaspotter (B. Braun; Melsingen) manuell homogenisiert. Die Proben werden
dabei stets auf 4 °C gehalten, um ecine Degradation der Proteine zu minimieren.
AnschlieBend werden die Lysate bei 4° C fur 45 Minuten invertiert, um die Lyse der Zellen
zu verbessern. Danach folgen zwei Zentrifugationsschritte bei 3000 rpm und 4 °C, um die
Zelltrimmer und die nicht lysierten Zellen zu pelletieren. Der Uberstand enthilt das finale
Proteinlysat,  welches bei -80°C  gelagert  oder  direkt fir  eine

Proteinkonzentrationsbestimmung und anschlieBend den Western Blot genutzt wird.

3.5.3. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wird mittels Quick Start™ Bradford am Eppendorf
BioPhotometer p/us nach Anleitung des Herstellers (1-20 ul Probe in 1 ml Farbstoff)
durchgefihrt. Diese Bestimmung beruht auf der BSA-Kalibrierungskurve nach (Lowry et
al., 1951). Das Prinzip ist die Bindung zwischen dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue
G-250 und den Proteinen. Je hoher die Proteinkonzentration ist, desto mehr erfolgt der
Farbwechsel des Coomassie-Farbstoffes von rot (positiv geladenen Form) nach blau
(negativ geladene Form). Der Farbstoff wird bei 595 nm gemessen. Zur Kalibrierung wird
eine BSA (bovine serum albumine)-Verdinnungsreihe in Duplikaten gemessen. Vor dem

Messen der Proben wird eine Blank-Probe als Nullwert gemessen. Diese beinhaltet den
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Farbstoff und das gleiche Volumen des Lysispuffers wie in der Probe des zu messenden

Proteinlysates. Nach einer Reaktionszeit von 5 Minuten erfolgt die Messung von jeder

Probe bei 595 nm.

3.5.4. Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophorese

Die diskontinuietliche Sodium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen. Die Zugabe von 1 mM Dithiothreitol
(DTT), 10 % B-Mercaptoethanol und das Erhitzen fir 10 Minuten auf 95° C sorgt fiir die
Denaturierung bzw. Linearisierung der Probe durch die Zerstérung der Quartir-, Tertidr-
und Sekundirstruktur. Das SDS wirkt als ein anionisches Tensid, welches zum einen die
Denaturierung férdert. Zum anderen tberlagert es durch die Bindung an die Proteine
deren Ladung. Durch diese Bedingungen werden die Proteine, allein ihrer Gréfe nach,
aufgetrennt. Als Trennmasse wird ein diskontinuierliches 3-8 % Tris-Acetat-Gel der Firma
NuPAGE benutzt. Die Proben und der Spectra Multicolor Broad Range Protein-Marker
werden in die Taschen gefillt. Durch das Anlegen einer Spannung von 100 V erfolgt die
Auftrennung bei Raumtemperatur fir 1,5 Stunden im Tris-Acetat-Laufpuffer zuerst im

groB3porigen Sammelgel und anschlieBend im feinporigen Trenngel.

3.5.5. Proteintransfer durch Western Blotting

Nach der  Gelelektrophorese  werden die  Proteine auf eine  Protran®
Nitrozellulosemembran BA85 (Whatman) mittels einem Nass-Blot-Verfahren tbertragen.
Die Proteine haften durch ionische und polare Wechselwirkungen an der Membran. Dieser
Vorgang erfolgt im Transferpuffer mit 20 % Methanol im Minigelsystem XCell™
(Invitrogen). Dazu werden drei Schaumstoffschwimme, ein Whatman-Papier, das Gel, die
Nitrozellulosemembran, nochmal ein Whatman-Papier und drei Schaumstoffschwimme
zuerst im Transferpuffer aquilibriert, dann in der genannten Reihenfolge gestapelt und in
die Kammervorrichtung eingespannt. Das Gel wird in Richtung Anode positioniert, um die
Proteine bei 40 mA und 4° C fir 16 Stunden auf eine Nitrozellulosemembran zu
transferieren. Der Transfer wird zum einen durch eine Ponceaus S-Firbung der Membran
und zum anderen durch eine Coomassie S-Firbung des Gels uberpruft. Mit der
Ponceaus S-Farbung wird sichtbar, ob von allen Proben die gleiche Menge aufgetragen
wurde. Die Coomassie S-Farbung zeigt die nicht transferierten Proteine im Gel und sollte

bestenfalls so schwach wie méglich sein.
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3.5.6. Proteindetektion im Western Blot mittels Antikérper

Nach dem Transfer wird das Ponceaus S aus der Membran durch TBS-T abgewaschen.
AnschlieBend erfolgt ein Blockierungsschritt mit einer Milch-Losung (5 % Milch in TBS-T
gelost), um spiter unspezifische Bindung der Antikérper zu minimieren. Primire
Antikorper werden fir 2 Stunden bei Raumtemperatur in 5 % Milch-Losung inkubiert,

sekundire Antikorper ebenfalls in 5 % Milch-Lésung fur 45 Minuten bei Raumtemperatur

(s. Tab. 2).

3.6. Laser-Scanning-Mikroskopie

Die Laser-Scanning-Mikroskopie eignet sich sowohl zur Aufnahme lebender, als auch
fixierter Priparate. Dazu rastert ein Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss (LSM780, Carl
Zeiss GmbH Gottingen) mit einem fokussierten Laserstrahl die Probe ab. Durch Scan-
Spiegel wird das Licht in x und y abgelenkt, und der motorische z-Trieb aullerdem die
Erstellung von z-Stapeln erlaubt. Dadurch kénnen dreidimensionale Bilder aufgenommen
werden. Das System besitzt zur Anregung verschiedene Laser, die Licht der Wellenlingen
405, 458 488, 494, 514, 561 und 633 nm liefern kénnen. Die Messvorrichtung ist auf einem
schwingungsgedampften Tisch der Firma Newport positioniert. Die Auflésung in der x-
und y-Achse (Pixeldichte) wird immer so gewihlt, dass die héchste theoretische Auflésung
des verwendeten Objektivs abgebildet ist (80 nm x 80 nm/Pixel), die z-Achse wird immer
auf 1 um/Ebene eingestellt. Es werden jeweils 16 Bilder aufgenommen und zu einem
gemittelt, um das Signal-Hintergrund-Verhiltnis (S7gnal-to-Noise-Ratio) zu verbessern. Der
digitale Gain ist stets auf 1 und der digitale Offset auf 0 eingestellt. Die
Verstirkungsspannung des Multipliers (Mastergain) wird auf 600 V eingestellt. Zur
Steuerung des Mikroskops und zur Datenerfassung wird die systemspezifische Imaging-

Software ZEN (ZEN 2012, Catl Zeiss GmbH Géttingen) benutzt.

3.6.1. Aufnahme von fixierten Zellen

Zur Uberpriifung der korrekten Lokalisation des Sensors NPY-ClopHensorN(QG6IM),
werden elektroporierte Zellen mit PFA fixiert. AnschlieBend werden LDCVs mittels
Immunozytochemie mit einem Antikérper gegen Chromogranin A markiert. Um eine

spektrale  Uberschneidung (Crosstalk) mit tdTomato zu vermeiden, wird an
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Chromogranin A der dunkelrote Flureszenzfarbstoff Alexa-647 gekoppelt. Die Aufnahme

erfolgt unter den in Tabelle 5 festgehaltenen Bedingungen.

Tabelle 5: Lasereinstellung am LSM fiir Aufnahmen von fixierten Zellen

Laser Laserintensitit Filter Mastergain
488 nm 12 % 493-533 600
633 nm 10 % 638-755 600

Es werden 16 bit-Bilder aufgenommen. Die Pinhole—@ffnung betrigt 90 nm. Es wird ein
63x Ol-Objektiv mit der numerischen Apertur 1.4 Ol DIC M27 (Plan-Apochromat
63x/1.4 Oil DIC M27) der Firma Catl Zeiss GmbH benutzt.

3.6.2. Mikroskopie von lebenden murinen Chromaffinzellen (Zive cell imaging)
Murine Chromaffinzellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (8 Stunden bis 2 Tage)
nach der Elektroporation beziiglich ihres granuliren pHs untersucht. Dazu wurden
Chromaffinzellen auf Deckglisern in eine Perfusionskammer uberfithrt, mit
Extrazelluldrlésung iiberschichtet und auf dem Kreuztisch des Mikroskops befestigt. Die
Aufnahmen erfolgten wie in Tabelle 6 dargestellt. Dazu wird ein 40x Ol-Objektiv mit der
numerischen Apertur 1.3 Ol DIC M27 (Plan-Apochromat 40x/1.3 Oil DIC M27) der
Firma Carl Zeiss GmbH benutzt.

Tabelle 6: Einstellung am LSM fiir /ive cell -Mikroskopie

Laser Laserintensitit Filter Mastergain
488 nm 5% 502-556 670
458 nm 5% 488-567 725
561 nm 7,5 % 652-710 700

3.7. Hefe-Zwei-Hybrid-System

Das Hefe-Zwei-Hybrid (YTH)-System ist eine Methode zur Identifizierung von direkten

Protein-Protein-Interaktionspartnern. Die Untersuchung erfolgt zz-vivo mit Hilfe der beiden

Saccharomyces cerevisiae Hefestimme Y187 und AH109.
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Abbildung 6: Prinzip des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems. Die GAL4-Bindungsdomine (BD)
entspricht den Aminosduren 1-147 des Proteins GAL4 und bindet an den GAL4-Promotor. Die
GALA4-Aktivierungsdomine (AD) entspricht den Aminosiauren 768-881 des GAL4-Proteins und
aktiviert den Promotor. Wenn das Koderprotein mit dem Beuteprotein interagiert, werden BD
und AD in riumliche Nihe gebracht, wodurch diese die Trankription der Reportergene initiieren.

Dabei wird das ,,Koder*“-Protein im pGBKT7-Plasmid mit GAL4-Bindungsdomine (BD)
als Fusionsprotein in AH109 eingebracht (Abb. 6). Als Selektionsmarker dient hier das
TRP1-Gen, das fiir Phosphoribosylanthranilate-Isomerase  kodiert und  zur
Tryptophanbiosynthese notwendig ist. Nur die Hefen, die das pGBKT7-Plasmid
aufgenommen haben, sind fahig auf tryptophanfreiem (-W)-Medium zu wachsen. Das
pGADT7-Plasmid  beinhaltet das ,Beute“-Protein, welches mit der GAL4-
Aktivierungsdomine (AD) als Fusionsprotein exprimiert wird. Dieses wird in den Y187-
Hefestamm eingebracht. Als Selektionsmarker wird im pGADT7-Plasmid das Gen LEU3
exprimiert, welches fiir 3-Isopropylmalate-Dehydrogenase kodiert. Dieses Enzym ist
notwendig zur Leucinbiosynthese und ermoglicht den Hefen das Wachstum auf dem
leucinfreiem (-L))-Medium. Findet eine Interaktion zwischen dem Kdéder- und dem Beute-
Protein statt, gelangen GAL4-BD und GAL4-AD in rdumliche Nihe und initiieren
dadurch im Zellkern die Transkription von Reportergenen. Die Reportergene kodieren fiir
folgende Proteine: HIS3 (dient zur Histidinbiosynthese), ADE2 (dient zur
Adeninbiosynthese), lacZ (kodiert 3-Galaktosidase) und MEL1 (kodiert a-Galaktosidase).
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Durch den FEinsatz von bestimmten Selektionsmedien wird nur das Wachsen der

erfolgreich transfizierten Hefen beglinstigt.

3.7.1. Plattenherstellung und Kultivierung der Hefen

Je 300 ml YPD-Medium werden mit 5,5 g Agar aufgekocht und in Petrischalen gegossen.
Die Selektionsmedien (mit Zugabe von -W, -L, -LW oder -ALWH) werden mit DOB
(Dropout Base)-Medium nach Herstellerangaben angesetzt und auf einen pH von 5,8
eingestellt. AH109- und Y187-Hefen werden auf YPD kultiviert und miissen spitestens
einmal im Monat neu ausgestrichen werden, um deren Vitalitit zu erhalten. -ALWH-
Platten werden zusitzlich nach dem Erkalten mit 3-Amino-1,2,4-triazole (ATZ) behandelt.
ATZ ist ein kompetitiver HIS3-Inhibitor und wird benutzt, um das unspezifische

Hefewachstum zu inhibieren.

3.7.2. Einbringen der Plasmide in die Hefen/Elektroporation von Hefen

Die Hefestimme AH109 und Y187 werden vor der Elektroporation kompetent gemacht,
um die Plasmide pGADT7 bzw. pGBKT7 aufzunehmen. Dazu wird jeweils eine Kultur
von 50 ml YPD-Medium mit den Hefen inokuliert und 24 bis 48 Stunden bei 30° C und
220 rpm im Inkubator wachsen gelassen. Die Hefen werden fur 30 Minuten bei 4° C und
3000 rpm abzentrifugiert, anschlieBend in 30 ml destilliertem Wasser auf Eis gewaschen
und erneut 7 Minuten bei 3000 rpm pelletiert. Der Uberstand wird erneut verworfen und
das Pellet in 30 ml 1 M Sorbitol resuspendiert. Nach einer 5-mintitigen Zentrifugation wird
das Pellet in 20 ml Inkubationspuffer fir 30 Minuten bei 30° C und 220 rpm inkubiert.
Nach 10-minttiger Zentrifugation bei 4° C und 3000 rpm werden die Hefen in dH>O und
Sorbitol gewaschen und in 5ml 1 M Sorbitol resuspendiert. Jedes Plasmid wird als
Duplikat elektroporiert. Dazu werden jeweils 120 ul der Hefen mit jeweils 5 ul pGADT7-
oder pGBKT7-Plasmid gut gemischt und fiir 5 Millisekunden bei 1800 V elektroporiert.
Direkt danach werden die Zellen in 1 ml YPD-Medium aufgenommen und fir eine Stunde
bei 30° C und 950 rpm inkubiert. Anschlieend werden die Hefen bei 4° C fir 5 Minuten
und 3000 rpm pelletiert, in 100 pl YPD resuspendiert und auf —W- oder —L-Platten

ausplattiert.
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3.7.3. Hybridisierung der Hefen

Die Hybridisierung (=Mating) dient dazu eine Konjugation vom Kdoder- und Beuteplasmid
zwischen den Y187- und AH109-Hefen zu induzieren. Dazu wird jeweils eine Kolonie der
beiden Stimme in 1 ml YPD resuspendiert und fir 5 Stunden bei 30° C und 950 rpm
geschiittelt. Danach werden die Hefen 5 Minuten bei 4° C und 3000 rpm pelletiert, in
100 ul YPD aufgenommen und auf je eine -LW- und eine -ALWH-Platte ausplattiert. Das
Wachstum auf dem -LW-Medium zeigt die Konjugationsetfizienz an, auf dem -ALWH-
Medium die Interaktionsfahigkeit vom Koder- und Beuteprotein. Um eine Autoaktivierung
einer der Plasmide auszuschlieBen, werden die Leervektoren pGADT7 und pGBKT7 und
die Negativkontroll-Konstrukte pGADT7_pSE1111 und pGBKT7_pSE1112 parallel
mitgefihrt. pSE1111 und pSE1112 kodieren die Gene fiir SNFs (Carbon catabolite-
depressing protein kinase), die fiir den Glukose-Stoffwechsel notwendig sind. Die Serin-

Threonin-Proteinkinase wirkt essentiell in der Katabolitrepression.

3.7.4. Einfrieren von Hefekulturen

Zum Erhalt von isolierten Kolonien, werden diese in 1 ml YPD-Medium innokuliert und
tber Nacht bei 30 °C und 950 rpm wachsen gelassen. AnschlieBend werden die Kulturen
bei 4 °C, 3000 rpm fur 5 Minuten pelletiert und in einem Gemisch resuspendiert, welches
zur Hilfte aus 100% Glycerol und zur Hilfte aus YPD/-L/-W/-LW/-ALWH-Medium
besteht. Nach sofortigem Einfrieren im flissigen Stickstoff werden die Hefen bei -80 °C

gelagert.

3.7.5. Galaktosidase-Assay

Nach der Interaktion vom Koder- und Beuteplasmid wird die Expression der
Reportergene MEL1 (kodiert fiir a-Galaktosidase) oder lacZ (kodiert fiir $-Galaktosidase)
initiiert. Zum Nachweis dieser Expression werden die Hefen von den —ALWH-Platten
durch Druck auf eine Membran ubertragen, anschlieend fiir 2 Minuten im fliissigen
Stickstoff aufgebrochen und dann mit einer Losung aus BME, Z-Puffer und X-Gal
inkubiert. Nur in der Anwesenheit der Galaktosidasen (Reportergene) wird der gelbe
Farbstoff X-Gal in den blauen Farbstoff 5°5°-Dibromo-4,4-Dichloro-Indigo und Galaktose

umgesetzt.
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3.7.6. DNA-Isolation aus Hefen

Die auf dem —ALWH-Medium wachsenden Kolonien werden zuerst in 1 ml YPD-Medium
anwachsen gelassen und anschlieBend in das 10 ml -ALWH-Medium angeimpft. Nach 24
Stunden bei 30° C und 220 rpm Wachstum im Inkubator werden die Hefen bei 1700 rpm
fir 5 Minuten abzentrifugiert und in 300 pl Lysispuffer (200 mM NaOH; 1 % SDS)
resuspendiert. Die Suspension wird in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal mit 300 ul
Glasbeads (0,5mm Glass Beads (Soda Lime), Catalog #11079105 (454 grams), BioSpec
Products, Inc.) 6 mal 20 Sekunden mit dem Deckel nach unten auf héchster Stufe stark
gemischt, um das AufschlieBen der Hefen zu bewirken. Nach Zugabe von 200 ul Phenol-
Chloroform wird der Ansatz erneut 1 Minute auf hochster Stufe gemischt und 5 Minuten
bei 20000 rpm pelletiert. 450 ul Uberstand werden mit 45 ul NaAc (3 M; pH 5,2) und
360 ul Isopropanol vermengt und 30 Minuten bei -20° C prizipitieren gelassen. Nach 5-
minitiger Zentrifugation bei 4° C und 14000 rpm wird das Pellet in 70 % Ethanol
gewaschen, danach trocknen gelassen, in 10 ul 1 M Tris-HCI (pH 8,5) aufgenommen und
bei -20° C gelagert.

3.8. Tierhaltung

Alle Miuse wurden unter pathogenfreien Bedingungen in der Tierhaltung des CIPMM
unter konventionellen Bedingungen gehalten. Der Tag-Nacht-Zyklus betrug jeweils 12

Stunden. Futter und Wasser standen ad /ibidum zur Verfigung.

3.9. Bildbearbeitung

Die Kolokalisationsanalyse erfolgte durch Image] mit Hilfe des Plugins JACoP. Dazu

wurde der Korrelationseffizient nach Manders und Pearsons gewihlt.

3.10. Statistik

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit Excel oder IGOR Pro-Software.
Signifikanzberechnungen wurden mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test — ermittelt.

Dargestellte p-Werte stehen fur * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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4. Ergebnisse

4.1. Elektrophysiologische und -chemische Untersuchung der
Funktion von mCAPS2a und mCAPS2b an murinen
Chromaffinzellen

In embryonalen murinen CAPS1-KO Chromatffinzellen wurde die Sekretion von leeren
LDCVs bereits vermutet (Speidel et al., 2005). In unserem Labor wurden zum ersten Mal
Untersuchungen mit einzelnen mCAPS2-Spleifivarianten in DKO Chromaffinzellen
durchgefithrt. Da diese in verschiedenen verkiirzten Varianten natiirlich vorkommen,
wurden sie zur Klirung der in der Beftllung beteiligten Proteindomine genutzt. Nach
einer intrazelluliren Ca’*-Freilassung aus einem NP-EGTA-Komplex durch UV-Blitz-
Photolyse wurde die Ca?"-abhingige Exozytose mittels Kapazititsmessungen, sowie
gleichzeitig die Sekretion von Katecholaminen mittels Amperometrie gemessen. Neben
dem tdberraschenden Ergebnis, dass im Gegensatz zu Muncl3-1 in CAPS nicht nur die
MUN, sondern auch die PH-Domine wichtig fiir das Priming ist (Nguyen Truong et al.,
2014), wurde zusitzlich gezeigt, dass mCAPS2b die einzige Spleilvariante war, die die
Sekretion von Katecholaminen erhohte (Ratai et al,, 2018). Der einzige Unterschied
zwischen mCAPS2b und den anderen untersuchten mCAPS2-SplieBvarianten ist das
Exon 22 in der MUN-Domine, welches nur in mCAPS2b vorhanden ist (s. Abb. 4). Der
Mechanismus dahinter ist jedoch noch unklar und wurde in folgenden Versuchen
untersucht.

Der Genotyp CAPS1/CAPS2-DKO  ist letal, deshalb wurden embryonale
Chromaffinzellen aus E19-Mausen (19 Tage nach der Befruchtung) genutzt.
Chromaffinzellen sind adhirent und haben einen Durchmesser von etwa 8-10 pm. Wegen
ithrer runden Form ohne Fortsitze sind sie elektrisch kompakt und eignen sie sich wegen
threr optimalen Spannungsklemme besonders fur elektrophysiologische whole cell-
Messungen. Da sie keine Synapsen besitzen und tberall an der Zelloberfliche sezernieren,
erleichtert es einen direkten Kontakt von der Kohlefaser mit der sezernierenden
Oberfliche zu erlangen. Die Zellen wurden am zweiten Tag in Kultur mit dem SFV zur
Expression von CAPS2a oder mCAPS2b infiziert, in der Ganzzellableitung geklemmt und

mit der Intrazellulirlésung mit freiem 6 uM Ca?' geflutet. Dadurch wurde die Ca?*-
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abhingige Exozytose von LDCVs ausgelost und die Freisetzung der darin enthaltenen
Monoamine hervorgerufen. Die Fusion der Vesikel wurde mittels Kapazititsmessungen
und gleichzeitig die Sekretion der Monoamine mittels Amperometrie gemessen. Die
einzelnen amperometrischen Ausschlige (Single Spike) wurden aufgenommen und analysiert
(SSA; s. Abb. 7) (Wightman et al., 1991). Alle Zellen, die infiziert wurden, exprimierten die
im Plasmid kodierte CAPS-Splei3variante und das eGFP (enbanced green Buorescent protein).
Anhand der grinen Fluoreszenz des eGFPs wurden die erfolgreich transfizierten Zellen
fir die Messungen erkannt. Als Kontrolle dienten Zellen aus derselben Priparation, die
keiner Inkubation mit einem Virus ausgesetzt wurden. Um biologische Variabilitit zu
berticksichtigen, wurden nur die Messungen ausgewertet, wenn aus einer Priparation

virusbehandelte Zellen und Kontrollen am gleichen Tag gemessen wurden.

_________ 0%
Anstiegszeit 50-90%
N : 509
Spikebreite —> | |-=-==-=-- 50%
Spikeladung

Abbildung 7: Graphische Darstellung der amperometrischen Spike-Parameter. Von jedem
amperometrische Ausschlag (Spike) wurde die Breite auf der halben Hoéhe bestimmt, die
Anstiegszeit und die Spike-Ladung, die dem Integral der Kurve entspricht.

Die SSA erfolgte mit IGOR Pro-Software mit dem Tool ,,Ampero Stat”. Dabei wurde die
Aufnahme jeder Zelle um den Faktor 9 geglittet (d.h. 9 Werte wurde zu einem gemittelt),
um das Rauschen des Hintergrundes zu minimieren. Ausschlige, die kleiner als 5 pA
waren, wurden nicht berticksichtigt. Ausgewertet wurden die Frequenz der einzelnen
Spikes innerhalb der drei-minttigen Aufnahmen, die Integrale der einzelnen Spikes (Spike-
Ladung), die Spike-Breite bei 50 % der Spikeamplitude sowie die Anstiegszeit, die als der
Zeitrahmen zwischen 50-90 % der Spikeamplitude definiert wurde (s. Abb. 7).
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4.1.1. mCAPS2b fordert die Beladung der LDCVs mit Katecholaminen in DKO-
Zellen und verlangsamt die Fusion der LDCVs

Die Expression von mCAPS2a und mCAPS2b in DKO-Chromaffinzellen erlaubt es die
spezifische Funktion der jeweiligen Spleivarianten zu untersuchen. Die Infektionsdauer
mit pSFV1-mCAPS2a_IRES_eGFP zur Expression von mCAPS2a betrug 5-5,5 Stunden,
mit pSFV1_mCAPS2b_IRES_eGFP zur Expression von mCAPS2b 5,5-6 Stunden.

Die Uberexpression von mCAPS2a und mCAPS2b erhéhte signifikant und im gleichen
Mafle die Membrankapazitit wihrend einer drei-minttigen Flutung der Zelle mit 6 uM
Ca?t (DKO=0,67%0,04; DKO+22=1,98%0,15; DKO+2b=2,33%0,16; Abb. 8A und 8B).
Bereits bei der Darstellung von reprasentativen Zellen waren nach der Expression der
beiden mCAPS2-Spleivarianten mehr amperometrische Ausschlige im Vergleich zur
DKO-Kontrolle sichtbar (Abb. 8C). Auch die Spike-Frequenz war signifikant erhoht,
wobel nach der Expression von mCAPS2b etwa doppelt so viele Ausschlige gemessen
wurden wie nach der Expression von mCAPS2a (DK0O=0,12%0,01; DKO+2a=0,25£0,02;
DKO+2b=0,40£0,03; Abb. 8D). Auf die ecinzelnen Spikes bezogen, erhdhte nur
mCAPS2b die Spike-Ladung um etwa 20 %, mCAPS2a zeigte keinen Effekt
(DK0O=86,95+2,41; DKO+2a=88,86%2,19; DKO+2b=103,89+1,83; Abb. 8E). Die
Ladung ist das Integral der Kurve (s. Abb. 7) und gibt den Fillstand der LSDCVs mit den

Monoaminen wider.
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Abbildung 8: mCAPS2b erhoht die Befiillung der LDCVs mit Monoaminen und
verlangsamt die Fusion der LDCVs. A und B) Gemittelter Kapazititsanstieg von
unbehandelten DKO Chromaffinzellen (rot) bzw. nach Uberexpression von mCAPS2a (griin)
oder mCAPS2b (blau) wihrend einer dreiminiitigen Perfusion mit 6 uM Ca®* (N=Anzahl der
Miuse, n= Anzahl der Zellen). C) Reprisentative amperometrische Aufzeichnungen (n=Anzahl
der Spikes) der Zellen aus A und B. D und E) Statistische Auswertung der Spike-Frequenz und der
Spike-Ladung, Breite und Anstiegszeit von denselben Zellen aus A und B (Mittelwerte mit
Standardfehlern). Die Signifikanzberechnung erfolgte durch Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Betrachtet man die einzelnen Spikeparameter wird deutlich, dass nur mCAPS2b die Spike-
Breite (DKO=4,22+0,07; DKO+2a=4,28+0,05; DKO+2b=4,68%0,04; Abb. 9A) und
Anstiegszeit (DKO=0,79%0,02; DKO+2a=0,80%0,01; DKO+2b=0,83%0,01; Abb. 9B)
signifikant erhéht, wobei mCAPS2a wieder keine Verinderung zu DKO zeigt.

58



A ok B o ook
— 5 k% . 1.0+ *
g ] £ 0.8
4 - —_—
2 2 0.6
= - )
og 2. 2 0.4 1
b :
B 0.2 =
T O T T ST T
‘é, X’L‘b‘ x’l ‘é, X X'l
O G589 50 V750 O

Abbildung 9: mCAPS2b verlangsamt die Fusion der LDCVs. Statistische Auswertung der
Spike-Breite und Anstiegszeit von denselben Zellen aus Abb. 8 (Mittelwerte mit Standardfehlern).
Die Signifikanzberechnung erfolgte durch Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (*p<0,05; ***p<0,001).

Um den Unterschied zwischen der gleichen Kapazititserh6hung und der unterschiedlichen
Freisetzung der Katecholamine in Bezug auf mCAPS2a und mCAPS2b deutlicher zu

charakterisieren, wurde ein Quotient aus den beiden Werten von jeder einzelnen Zelle

gebildet und anschlieSend gemittelt (Abb. 10).
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Abbildung 10: mCAPS2a bewirkt eine Sekretion von leeren Vesikeln. Es wurde ein Quotient
vom Kapazititsanstieg und der Spike-Frequenz von jeder einzelnen Zelle gebildet. Dargestellt sind
Mittelwerte mit Standardfehlern (*p<<0,05).

Die Spike-Ladung wurde hier aufler Acht gelassen. Dieser Quotient zeigt, dass das
Verhiltnis zwischen Kapazititsanstieg und Fusion der mit Katecholaminen geftllten
Vesikeln fir mCAPS2b-exprimierende Zellen und der Kontrollzellen (DKO) vergleichbar
war. Fur mCAPS2a-exprimierende Zellen war dieses Verhiltnis hingegen signifikant

erhoht.
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4.1.2. In WT Chromaffinzellen hat Uberexpression von mCAPS2b keinen
Effekt auf LDCV-Beladung und deren Fusionskinetik

Eine CAPS2-Uberexpression in WT Chromaffinzellen und in DKO-Zellen stabilisiert in
Blitzphotolyse-Experimenten den Granulenpool im RRP (Liu et al., 2010). Um zu sehen,
ob sich die Spleilvariante mCAPS2b auf die Beladung und Fusion einzelner LDCVs in

WT auswirkt, wurde die SSA unter gleichen Bedingungen (s. oben) wiederholt.
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Abbildung 11: mCAPS2b-Uberexpression in WT mCC hat keinen Effekt auf die Sekretion
oder Befiillung von LDCVs. A und B) Gemittelter Kapazititsanstieg von unbehandelten WT-
Chromaffinzellen (schwarz) bzw. nach Uberexpression von mCAPS2b (blau) wihrend einer
dreiminiitigen Perfusion mit 6 uM Calcium (N=Anzahl der Miuse, n= Anzahl der Zellen). C)
Reprisentative amperometrische Aufzeichnungen (n=Anzahl der Spikes) der Zellen aus A und B.
D und E) Statistische Auswertung der Spike-Frequenz und der Spike-Ladung von denselben
Zellen aus A und B (Mittelwerte mit Standardfehlern).
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Eine Uberexpression des mCAPS2b in WT-Chromaffinzellen verursachte im Vergleich zu
den unbehandelten = WT-Kontrollzellen  weder eine Verinderung in dem
Membrankapazititsanstieg (WT=1,36£0,14; WT+2b=1,38%0,14), noch in der Spike-
Frequenz  (WT=0,39%0,05; WT+2b=0,39%£0,05) oder in der Spike-Ladung
(WT=103,31%+2,50; \X/T+2b:104,68i2,38) (Abb. 11).
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Abbildung 12: mCAPS2b-Uberexpression in WT mCC verlangsamt aber die
Fusionskinetik. A und B) Statistische Auswertung der Spike-Breite und der Anstiegszeit von
denselben Zellen aus Abb. 11 (Mittelwerte mit Standardfehlern). Die Signifikanzberechnung
erfolgte durch Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (***p<0,001).

Betrachtet man die Spikeparameter genauer, sicht man hier, wie auch bei den DKO-Zellen,
nach der mCAPS2b-Uberexpression eine Erhéhung der Spike-Breite (WT=4,1310,05;
WT+2b=4,6520,07) und der Anstiegszeit (WT=0,78%0,07, WT+2b=0,9410,23)
(Abb. 12).

4.2. Elektronenmikroskopische Untersuchung von CAPS2b auf den
LDCV-Reifungsprozess

Dass sich nach der Expression von mCAPS2b die Ladung und Fusionskinetik der LDCV's
andern, konnte darauf beruhen, dass Biogenese oder Reifung der LDCVs beeinflusst
wurden. Um dieses zu kliren, wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen an
DKO-Chromatffinzellen, die mCAPS2b mit Hilfe des viralen pSFV1-Expressionssystems
exprimierten, durchgefithrt. Als Kontrolle dienten unbehandelte DKO-Zellen aus
derselben Priparation. AuBerdem wurden WT-Zellen als Kontrolle fiir endogene CAPS-
Expression verwendet. Als zusitzliche Kontrolle wurden DKO-Chromaffinzellen nach

eGFP-Expression (durch pSFV1) benutzt, um den Effekt der Virusbehandlung zu
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Uberprifen. Zur Analyse wurden zwei Kriterien festgelegt, die die Granulen als LDCVs
spezifizieren: Zum einen sollten die Granulen eine intakte Lipiddoppelmembran besitzen
und zum anderen sollten sie elektronendichter als die in der jeweiligen Zelle enthaltenen
Mitochondrien sein (Abb. 13). Fir die Auswertung wurden in EasyCell (hauseigen
geschriebenes Programm) die Membranen des Zytoplasmas, des Zellkerns und der LDCV's
erfasst. Somit konnte Fliche der einzelnen Zellen sowie LDCV-Parameter (Dichte, Radius
und Entfernung zur Plasmamembran) ermittelt werden. Die analysierten Flichen der
gesamten Zellen (Zytoplasma mit Nukleus) und des Zytoplasmas waren in allen
untersuchten Gruppen vergleichbar. Genauso die LDCV-Dichte (Anzahl der LDCVs/um?
Zytoplasma) und deren relative Verteilung zur Plasmamembran. Der durchschnittliche
Radius der LDCVs war im Vergleich zu den Kontrollgruppen in der mCAPS2b-Gruppe
um etwa 10 % kleiner. Dieses wurde genauer untersucht, indem die LDCV-Gréie in
Abhingigkeit zur Entfernung zur Plasmamembran angeschaut wurde. Direkt an der
Plasmamembran (0-100 nm) wiesen LDCVs keinen Unterschied auf. Ab einer Entfernung
von 200 nm von der Zytoplasmamembran stieg der Radius in allen Gruppen an. In der
Kontrollgruppe betrug der Radius etwa 60 nm, wihrend dieser in den mCAPS2
exprimierenden DKO-Chromaffinzellen etwa 55 nm und somit kontinuierlich um ca. 10 %
kleiner war. Die Kontrolle DKO+eGFP zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den
DKO. Das zeigt, dass die virale Infektion keine Wirkung auf die Morphologie der Zellen

hatte.
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Abbildung 13: mCAPS2b hat keinen Einfluss auf die Dichte der LDCVs und deren
Verteilung, bewirkt jedoch eine Verkleinerung von deren Radius. A) Darstellung einer
repriasentativen Chromaffinzelle. Der vergroBerte Ausschnitt zeigt Granulen, die als LDCVs
(schwarzer Pfeil) ausgewihlt wurden. B) Vergleich der Flichen der ganzen Zellen, vom Nukleus
und vom Zytoplasma der WT- und DKO-Zelle und DKO-Zellen nach Uberexpression von
mCAPS2b oder eGFP (N=Anzahl der Miuse, n=Anzahl der Zellen). C) Quantitative Auswertung
der LDCV-Dichte. Dargestellt sind einzelne Zellen (Kreise) mit Mittelwerten und Standardfehlern.
D) Relative Frequenz der LDCVs in Bezug auf deren Entfernung zur Plasmamembran (n=Anzahl
der Zellen). E) Gemittelter LDCV-Radius mit jeweiliger Anzahl der ausgewertete LDCVs. F)
Relative Verteilung der LDCV-Radien in Bezug auf die Entfernung zur Plasmamembran. Zur
Signifikanzberechnung wurde Wilcoxon-Mann-Whitney-Test benutzt (***p<0,001).

Zur besseren Ubersicht sind alle Werte der elektronenmikroskopischen Auswertung in der

Tabelle 7 zusammengefasst.
63



Tabelle 7: Elektronenmikroskopische Auswertung der ausgewerteten Flichen und der
LDCV-Radien. Aufgelistet sind die Mittelwerte mit Standardfehlern.

WT DKO DKO+CAPS2b | DKO+eGFP
ZellgroBe 42184228 | 4590+3,17 48,46+3,05 49,13+3,36
Zellkern [um?] 18,01£0,96 | 17,94+0,97 19,06£1,21 18,23£1,73
Zytoplasma [um?] 24614210 | 27,96+2,67 29,00+2,48 30,8942,99
LDCVs/pm? 3,2440,17 2,7740,22 2,8840,21 2,4940,71
LDCV-Radius [nm?] | 59,36£0,38 | 58,94+0,41 54,50+0,31 58,2740,50

Der detektierte Radius (r) der LDCVs wurde zur Ermittlung der jeweiligen Volumina (V)
in die folgende Formel eingesetzt:
v="% 3.

Auch hier sah man nur in der CAPS2b-Gruppe eine signifikante Abnahme des LDCV-
Volumens um etwa 20% (WT = 610170114026 nm?*;, DKO = 576409+1848 nm?;
DKO+2b = 463941£8775 nm?*, DKO+eGFP = 56544914760 nm?).

Zusammengefasst lisst sich sagen, dass die Expression von mCAPS2b zwar keinen
Einfluss auf die Anzahl und somit Biogenese der LDCVs ausiibte, jedoch die GroBe der
LDCVs reduzierte. In welcher Weise die LDCV-Gr68e in Verbindung mit deren Beftllung
mit Katecholaminen zusammenhingt, konnte durch die morphologische Analyse nicht

geklirt werden und wurde in folgenden Versuchen untersucht.

4.3. Detektion des vesikuldren pHs mit NPY-ClopHensorN(Q69M)

Die Beladung der LDCVs mit Adrenalin und Noradrenalin erfolgt durch den vesikuliren
Monoamintransporter (VMAT), der den bestehenden granuliren Protonengradienten
(innen sauer) nutzt, um Monoamine in das Lumen zu transportieren. In einer vorherigen
Arbeit (Eckenstaler et al., 2016) konnte an Neuronen gezeigt werden, dass ein CAPS1-
Knock down (KD) zur Erhéhung des intravesikuliren pHs fihrt. Da der Protonengradient
fir die Befiillung der LDCVs mit Monoaminen notwendig ist, wurde in den nachfolgenden
Experimenten untersucht, ob die reduzierte Sekretion von Adrenalin und Noradrenalin in

DKO-Chromatffinzellen auf eine pH-Disregulation zurtickzuftihren ist. Dazu wurde der
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pH-Sensor ClopHensorN benutzt, um den pH erstmals in LDCVs von WT- und CAPS-

DKO-Chromaffinzellen zu bestimmen.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung des Sensors ClopHensorN(Q69M) und seinen
spektralen Eigenschaften. A) ClopHensorN(QG69M), bestehend aus E*GFP und tdTomato,
wurde als Fusionsprotein mit dem N-terminalen NPY als pH-Sensor im LDCV-Lumen benutzt.
E*GFP kann mit 488 nm und 458 nm angeregt werden. Eine Chlorid-Bindung reduziert das
Fluoreszenz-Signal von E*GFP. TdTomato kann mit 561 nm angeregt werden. Dessen Emission
ist pH- und Chlorid-unabhingig. B) Die Stirke der Emission der Anregung mit 488 nm ist pH-
abhingig, 458 nm ist ein isosbestischer Punkt. C) Emissionsspektren der drei
Anregungswellenlingen mit 488 nm, 458 nm und 561 nm. Die Abbildung wurde aus Arosio et al.
(2010) ibernommen und teilweise verindert.

ClopHensorN ist ein Fusionsprotein aus E*GFP und tdTomato (tandem Tomato), die
durch 20 Aminosduren verbunden sind. Mit Hilfe des ClopHensorNs ist es moglich
zeitgleich die intrazellulire pH- und Chloridkonzentration ratiometrisch zu bestimmen
(Arosio et al, 2010). Ursdchlich fur die Chloridsensitivitit ist eine Mutation der
Aminosaure Threonin an der Position 203 zu Tyrosin (T203Y) im E>GFP. Die pH-
Sensitivitit ist eine intrinsische Eigenschaft fast aller GFP-Derivate. Die Messung erfolgte,
indem das Fusionsprotein mit drei Wellenldngen angeregt wurde: das E2GFP mit 488 nm
und 458 nm und das tdTomato mit 543 nm (Abb 14). In dieser Arbeit wurde das

tdTomato mit 561 nm angeregt. Das Emissionssignal ist nach Anregung mit 488 nm
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(Eassnm) pH- und chloridabhingig, mit 458 nm (E4ssam) nur chloridabhingig und mit
561 nm (Es¢1 am) weder pH- noch chloridabhingig. Fine Anionenbindung an das E>GFP
verursacht eine Abschwichung des Fluoreszenzsignals, hat jedoch keine Auswirkung auf
den Quotienten aus Ea4ss am und E4sg am, welches zur pH-Bestimmung verwendet wird. Bei
458 nm liegt der isosbestische Punkt. Die Bindung von H* und CI- erfolgt kooperativ an
das E?GFP. Mit dem Quotienten aus Eassom und FEseiam ist es moglich die
Chloridkonzentration zu bestimmen. Es ist zu beachten, dass dieser pH-abhingig ist, was

bei der Kalibrierung berticksichtigt werden muss.

4.3.1. Klonierung des pMax_NPY-ClopHensorN(Q69M)

In der Literatur wurde ein pH-Wert in LDCVs im Bereich zwischen 5,5 und 5,7 berichtet
(Arosio et al., 2010; Henry et al., 1998; Johnson, 1988). Darauf bezogen war der pK, von
ClopHensorN von 6,78 zu hoch fir die intragranulire Messung. Deshalb wurde in
unserem Labor (durch Praneeth Chitirala) eine weitere Mutation (Q69M) im E2GFP
eingefiigt (Klonierung siehe Ratai et al., 2018), wodurch zum einen der pK, gesenkt und
zum anderem der Sensor stabilisiert werden sollte (vergleiche Griesbeck et al., 2001). Das
Konstrukt pMax_ClopHensorN(Q69M) wurde anschlieBend genutzt, um das LDCV-
stindige Neuropeptid Y (NPY) an den N-Terminus des Sensors zu fusionieren und somit
das Konstrukt in das Lumen der LDCV's zu adressieren.

Das NPY (bestehend aus Signalpeptid, NPY und C-flankierendem Peptid) wurde aus dem
Plasmid pSFV1_NPY-mCherry mit den Primern NPY_Clal_for und NPY_Nhel_rev
amplifiziert. Die Anlagerung der Primer erfolgte bei 60 °C und die Elongation betrug 2
Minuten. Aus dem 327 bp langen PCR-Produkt wurde schlieBlich mit den
Restriktionsenzymen Clal und Nhel das NPY isoliert und in den zuvor mit den gleichen
Enzymen geschnittenen pMax_ClopHensorN(Q69M) zum pMax_NPY-
ClopHensorN(Q69M) ligiert (Abb. 15). Das NPY und ClopHensorN(Q69M) sind durch
den Strep-Tagll (WSHPQFEK)-linker miteinander verbunden.
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Abbildung 15: Vektorkarte von pMax_NPY-ClopHensorN(Q69M) mit den fur die
Klonierung genutzten Restriktionsschnittstellen Clal und Nhel, sowie Primern Clal_NPY_For
und Nhel NPY_ Rev.

Fir alle nachfolgenden pH-Messungen wurden die Chromaffinzellen stets mit

pMax_NPY-ClopHensorN(QG69M) elektroporiert und (solang nicht anders beschrieben)

nach zwei Tagen in Kultur fir Experimente genutzt.

4.3.2. NPY-ClopHensorN(Q69M) wird korrekt in die LDCVs transloziert

Zur Uberpriifung, ob NPY-ClopHensorN(Q69M) nach Transfektion tatsichlich in den
LDCVs lokalisiert war, wurden Kolokalisationsstudien mit dem LDCV-stindigen
Chromogranin A (Machado et al., 2010) durchgefithrt. Dazu wurden die Zellen mit 4 %
PFA fixiert und anschlieBend mit einem Primirantikérper gegen Chromogranin A
behandelt. Als sekundirer Antikérper wurde anti-rabbit-Fluor Alexa647 benutzt. Die
Aufnahme der fixierten Zellen erfolgte am LSM. Die Kolokalisation wurden mit Hilfe von
Image] ausgewertet (Abb. 16).

Das NPY, welches an ClopHensorN(QG69M) fusioniert ist, sollte den Sensor in die LDCV's
befordern. Dessen Signal (488 nm) sah gepunktet aus. Das mit anti-Chromogrnain A
markierte Protein diente als Marker fir LDCVs und zeigte die gleiche punktierte
Verteilung (Abb. 16, obere Reihe). In der wunteren Reithe waren die beiden
Korrelationskoeffizienten nach Pearsons und Manders dargestellt. Pearsons zeigte eine
Kolokalisation vom tberexprimierten NPY-ClopHensorN(Q69M) und dem LDCV-
standigen Chromogranin A von 0,8110,22. Der Korrelationseffizient nach Manders betrug
von NPY-ClopHensorN(Q6IM) gegen Chromogranin A 0,68+0,25 wund von
Chromogranin A gegen NPY-ClopHensorN(Q69M) 0,36%0,26. Es gab mehr Signal von
Chromogranin A, welches nicht mit dem ClopHensorN(QG69M) lokalisierte. Diese
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Beobachtung ist dadurch zu erkliren, dass NPY-ClopHensoN(QG69M) nur in allen nach
der Transfektion neu gebildeten LDCVs vorhanden war, wihrend Chromogranin A in
allen Vesikel vorkam. Damit konnte nachgewiesen werden, dass das Konstrukt NPY-
ClopHensorN(Q69M) korrekt in den LDCVs lokalisiert war.

NPY-ClopHensorN
(Q69M)

Durchlicht ChromograninA Uberlagerung

1.0 % ©

0.8 — N, ?R @
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©
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’ ) ClopHensorN(Q69M) gegen ChromograninA
O
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Abbildung 16: NPY-ClopHensorN(Q69M) ist in den LDCVs lokalisiert. In der oberen Reihe
ist eine reprisentative Chromaffinzelle dargestellt, die mit NPY-ChlopHensorN(Q69M)
elektroporiert wurde. Von links nach rechts siecht man dieselbe Zelle unter verschiedenen
Bedingungen: im Durchlicht, nach Anregung mit der Wellenlinge 488 nm (zur Detektion des pH-
Sensors) und nach Anregung mit der Wellenlinge 647 nm (zur Detektion des Antikrpers gegen
Chromogranin. Das rechte Bild zeigt die Uberlagerung der Signale von 488 nm und 647 nm. Im
unteren Graph sind die einzelnen Werte (Kreise) und die Mittelwerte (Balken) mit Standardfehlern
der einzelnen Korrelationsberechnungen dargestellt. Die Experimente und Auswertung erfolgten
aus 11 Zellen aus 2 Miusen.

4.3.3. ClopHensorN(Q69M) ist als pH-Sensor photostabil

Zur Uberpriifung der Photostabilitit des Sensors ClopHensorN(Q69M) wurden am L.SM
von transfizierten lebenden Chromaffinzellen in Extrazellulirlésung nach der Anregung
mit 488 nm, 458 nm und 561 nm jeweils fiinf aufeinander folgende Aufnahmen gemacht
(Abb. 17). Die Auswertung der Fluoreszenzintensititen erfolgte mit dem Programm

Image] innerhalb von ausgewihlten Flichen (ROI = engl.: region of interesi), die genau iiber
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die LDCVs (s. Abb. 16) gelegt wurden. Die Fluoreszenzintensititen der ersten Aufnahmen
der einzelnen Anregungswellenlingen wurden jeweils auf 100 % normiert. Die

nachfolgenden Aufnahmen wurden dagegen normalisiert.

B Eass nm/E458 nm

1607 m E4ssom

O\O 7103 E458 nm _I_ %
E 120 T &= _1561 nm + —

N o

g 80

§ o

§ 40 —

LT_( -

0 _ —
2 5.
Aufnahme

Abbildung 17: Photostabilitit vom ClopHensorN(Q69M) in den Granulen. Dargestellt sind
die gemittelten Fluoreszenzsignale (normalisierte Intensitit +/-SEM) von funf aufeinander
folgenden Aufnahmen der jeweiligen Emissionen nach Anregung mit 488 nm (griin), 458 nm
(blau), 561 nm (rot) und dem Quotienten aus Eiss om/Fassam (sSchwarz) aus insgesamt 92 LDCVs
von 9 Zellen aus einer Maus.

Betrachtete man die Signale der einzelnen Kanile, wurden die jeweiligen Emissionssignale
von 488 nm und 458 nm von E?GFP hoher. Deren Quotient, der auch zur pH-
Bestimmung genutzt wurde, blieb in etwa stabil. Das Signal von tdTomato war bei allen
finf Aufnahmen deutlich zu sehen, zeigte jedoch einen starken Signalverlust. Innerhalb der

finf Aufnahmen reduzierte sich das Signal auf 46 %. Das rote Signal ist somit nicht fiir

ratiometrische Aufnahmen und somit zur Chloridbestimmung geeignet.

4.3.4. Erstellen einer pH-Kalibrierungskurve in LDCVs

Die granulire pH-Kalibrierung erfolgte zn-vivo am LSM. Das Durchlichtbild der
Chromaffinzelle und die Emissionssignale nach der Anregung mit 488, 458 und 561 nm
sind in Abb. 18A dargestellt.
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Abbildung 18: pH-Kalibrierung von NPY-ClopHensorN(Q69M) in LDCVs von
Chromaffinzellen. A) Elektroporierte Chromaffinzelle mit NPY-ClopHensorN(Q69M). Von
links nach rechts: Durchlichtbild, Emission bei 488 nm, 458 nm und 561 nm von derselben Zelle.
B) Quotient der Emissionssignale Euagsom und Eussam einzelner LDCVs einer fiir Protonen
permeabilisierten Zelle in Extrazellulirlésung (bevor) und zu unterschiedlichen Zeiten nach
Zugabe einer pH5-Kalibrierungslosung. Dargestellt sind pro Zeitpunkt die Eussnm/Eass am-Wette
der einzelnen LDCVs (Kreise) und der Mittelwert +Standardabweichung/—Standardfehler. Die
gestrichelte graue Linie deutet die vollstindige Aquilibrierung des pH-Wertes in den LDCVs an.
Ausgewertet wurden 51 Granulen in 4 Zellen aus 2 Priparationen. C) Granulire pH-
Kalibrierungskurve von NPY-ClopHensorN(Q69M) in LDCVs von Chromaffinzellen. Die
Mittelwerte (+Standardfehler/-Standardabweichung) wurden aus 3-4 Zellen und 43-80 LDCVs
(pH4: 3 Zellen, 43 LDCVs; pH5: 3 Zellen, 49 LDCVs, pHG6: 4 Zellen, 80 LDCVs; pH7: 4 Zellen,
09 LDCVs; pH8: 4 Zellen; 68 LDCVs; pH9: 3 Zellen; 62 LDCV) aus 3 Praparationen bestimmt.

Zuerst wurde die Aquilibrierungszeit bestimmt, die nach extrazellulirer pH-Anderung bis
zum Erreichen eines stationiaren Zustandes notig war (Abb. 18B). Dazu wurden die Zellen
zunichst in Extrazellulirlosung aufgenommen (,,bevor®). AnschlieBend wurde die
Extrazellulirlésung durch die pH-Kalibrierungslosung mit dem pH5 ersetzt. Die
Kalibrierungslosung enthielt Ionophore, die den intrazelluliren pH dem pH der der
Kalibrierungslosung anpassten. Dieselbe Zelle wurde in den Zeitintervallen von 1, 2, 3, 5

und 10 Minuten wiederholt aufgenommen. Der Quotient der Signalemissionen von
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E2GFP (E4s8am/Eassam) der Granulen wurde ermittelt und als Funktion der Zeit
dargestellt. Bereits nach einer Minute konnte eine Verinderung des Quotienten festgestellt
werden, der sich nach Minute 3 stabil einstellte.

Zur Erstellung der Kalibrierungskurve (Abb. 18C) wurden elektroporierte Zellen fir 5
Minuten in den Kalibrierungslésungen mit den pH-Werten von 4 bis 9 permeabilisiert und
anschlieBend am LSM aufgenommen. Die jeweiligen Quotienten Euss am/E4ss am wurden
gemittelt und zur Erstellung der Kalibrierungskurve mit dem Programm IGOR Pro-
Software genutzt. Dazu wurde ein sigmoidaler Fit mit folgender Formel benutzt:

pH = base + (max / (1+exp ((x half — x)/rate)))
mit base (Grundlinie) = 1,91; max (maximaler Wert) = 8,30; x half

(Wendepunkt) = 7,2494; rate (Steigung) = 0,459. Das Konfidenzintervall betragt 0,95.

4.3.5. Untersuchung der Azidifizierung von LDCVs in WT Chromaffinzellen

In folgender Messreihe wurde uberpriift, in welchem Zeitraum die LDCVs nach deren
Synthese azidifiziert wurden und wie sich dieser pH-Wert wihrend der Zeit verinderte.
Dahinter stand die Ubetlegung, dass nach der Transfektion der Zellen nur neugebildete
LDCVs das Fluoreszenzsignal trugen und somit das mittlere Alter der vermessenen
LDCVs vom Zeitpunkt der Transfektion bestimmt wurde. Es wurden embryonale WT-
Chromaffinzellen mit NPY-ClopHensorN(Q69M) elektroporiert und zu verschiedenen
Zeitpunkten (8, 24 und 48 h nach Elektroporation) am LSM beziiglich deren pH-Wert in
den LDCVs untersucht (s. Methoden: /Zve cell imaging). Der gemittelte pH-Wert in den
LDCVs nahm zeitabhingig von pH 6,71 (+0,42/-0,065) nach 8 Stunden, tber pH 6,45
(+0,41/-0,039) nach 24 Stunden bis pH 6,23 (+0,59/-0,026) nach 48 Stunden
kontinuierlich ab (Abb. 19). Unterteilte man diese pH-Werte in Gruppen und betrachtete
deren prozentuale Verteilung, befanden sich die meisten Granulen zum ersten Zeitpunkt
(8 h nach der Elektroporation) im pH-Bereich zwischen 6,5 und 7. Bei den beiden
Zeitpunkten 24 h und 48 h nach der Elektroporation besalen die meisten Granulen einen
pH-Wert zwischen 6 und 6,5. Die stetige Azidifizierung wurde vor allem im pH-Bereich
5,5 bis 6 deutlich. Dieser Pool der LDCVs nahm von 5 % (24 h) auf 17 % (48 h) innerhalb

der letzten 24 Stunden um ein dreifaches zu.
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Abbildung 19: Azidifizierungsprozess der LDCVs in embryonalen WT-Chromaffinzellen.
A) Zeitabhingige Abnahme der pH-Werte in den LDCVs nach der Elektroporation mit NPY-
ClopHensorN(Q69M) (Mittelwerte+Standardabweichung/-Standardfehler). B) Die prozentuale
Verteilung der pH-Werte in den LDCVs aus denselben Zellen weist mit zunehmender Zeit auf
eine Linksverschiebung der pH-Werte in den sauren Bereich hin.

Vor allem in Abb. 19B wird die eben beschriebene Verschiebung des pHs in den sauren

Bereich zum Zeitrahmen von 48 Stunden nach der Elektropartion deutlich. Diese Daten

sind zur besseren Ubersicht in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Uberblick iiber die Azidifizierung von LDCVs in mCC.

Zeit nach pH-Bereich
Elektroporation | 4-4,5 4,5-5 5-5,5 5,5-6 6-6,5 6,5-7 >7
8h 0% 0% 5% 2% 12% 62 % 19 %
24 h 0% 1% 1% 5% 52 % 31 % 10 %
48 h 3% 0% 4% 17 % 44 % 28 Y% 4%
4.3.6. Die pH-Werte in LDCVs sind in WT und DKO gleich

Nachdem der hier eingesetzte Sensor NPY-ClopHensorN(Q69M) als funktionell (d.h.
korrekt in den LDCVs lokalisiert) und fiir pH-Messungen als geeignet (stabiler Quotienten
E488 am/Eass nm Uber die Zeit) bestitigt wurde, wurde et zur pH-Bestimmung in LDCVs in
embryonalen WT und DKO Chromaffinzellen eingesetzt.

Ein CAPS1-KD fihrt in Neuronen zur Erhéhung des pHs von 5,6 nach 6,6 in Synapsen
(Eckenstaler et al., 2016). Deshalb wurde Gberprift, ob in LDCVs von Chromaffinzellen
ein dhnlicher Effekt auftritt. Da CAPS1 und CAPS2 sich in ihrer Funktion erginzen,
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wurde hier mit DKO-Zellen gearbeitet. Dazu wurde der granulire pH in LDCVs von
DKO- mit WT-Chromaffinzellen verglichen.

Embryonale WT und DKO Chromaffinzellen wurden am zweiten Tag nach der
Priparation und Elektroporation mit NPY-ClopHensorN(QG69M) am LSM (s. LSM /Zive cel/
imaging) gemessen. Fur die Analyse wurden ausschlieSlich LDCVs ausgewertet, die in einem
plasmamembrannahen Bereich (1 um) an der Grenzfliche zum Deckglas lokalisiert waren,
um eine mogliche Verfilschung der pH-Werte durch andere Zellkompartimente (wie Golgi
oder endoplasmatisches Retikulum) oder unreife LDCVs zu reduzieren. Sowohl der
Quotient E4ssnm/Eassam der LDCVs als auch die daraus berechneten pH-Werte
unterschieden sich  zwischen WT- (pH=6,26+0,49/-0,02) und DKO-LDCVs
(pH=06,21+0,41/-0,01) nicht (Abb. 20). An der ecinfachen Gaul3-Verteilung wird
ersichtlich, dass die pH-Werte in der DKO-Gruppe weniger streuten, die Maxima der

beiden Kurven unterschieden sich jedoch nicht signifikant voneinander.
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Abbildung 20: Der pH-Wert in LDCVs von WT und DKO Zellen ist unveriandert. A und B)
Quotient der E2GFP-Emissionssignale (Euss om/Fassam) und die daraus berechneten pH-Werte der
LDCVs in embryonalen WT- und DKO-Chromaffinzellen sind nicht signifikant verschieden
(Mittelwerte +Standardabweichung/-Standardfehler). C) Einfache GaulB3-Verteilung der pH-Werte
von LDCVs aus WT und DKO-Chromaffinzellen. DKO: 494 LDCVs, 26 Zellen, 4 Priparationen;
WT: 381 LDCVs, 16 Zellen, 3 Priparationen.

4.3.7. Gepaarte pH-Bestimmung und Kalibrierung an denselben Zellen

Laut der Literatur (Arosio et al., 2010; Henry et al., 1998; Johnson, 1988) wurde ein
granulirer pH-Wert von 5,5 bis 5,7 erwartet. Mit Hilfe des Sensors ClopHensorsN(QG6IM)
wurde in der vorliegenden Arbeit ein abweichender Wert von pH 6,2 ermittelt. Um die

Diskrepanz zu prifen, wurde ein weiterer Satz von Experimenten durchgefithrt, bei dem
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sowohl die pH-Bestimmung in den LDCVs, als auch eine anschlieBende Eichung an

derselben Zelle durchgefithrt wurde.
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Abbildung 21: pH-Bestimmung und -Kalibrierung an denselben Chromaffinzellen
bestitigt den pH>6 in den LDCVs. Dargestellt ist die granulire pH-Bestimmung und die
darauffolgende pH-Kalibrierung an denselben Chromaffinzellen nach deren Elektroporation mit
NPY-ClopHensorN(QG6IM). A) Zeitlicher Ablauf des Experiments mit der Inkubationsdauer der
jeweiligen pH-Kalibrierungslosungen. B) Quotient der Emissionssignale von E?GFP
(Euss om/Eassam) einzelner LDCVs (Kreise) zuerst in physiologischer Extrazellulitlosung und
anschlieBend nach Permeabilisierung mit verschiedenen pH-Kalibrierunglosungen (Mittelwerte
+Standarsabweichung/ -Standardfehler). C) Errechnete pH-Werte aus B (Mittelwerte
+Standarsabweichung/-Standardfehler). Bevor: N=8, n=93; pH7: N=8; n=93; pH6: N=8, n=93;
pH5: N=7, n=86; pH7: N=3, n=50.

Diese Versuchsdurchfithrung ist angelehnt an die Publikation von (Eckenstaler et al.,
2016). Dabei wurde eine Zelle in physiologischer Extrazellulirlosung aufgenommen und
anschlieBend daran erfolgte direkt eine pH-Kalibrierung. Dazu wurden murine embryonale
WT Chromaffinzellen benutzt. Fir die Auswertung wurde fiir jedes LDCV zunichst der
Quotient FEussom/Fassam in Extrazellulirlosung bestimmt (s. Abb.21, ,bevor®). Diese
Lésung war physiologisch und enthielt keine Ionophore. AnschlieBend wurden die Zellen
mit den pH-Kalibrierungslosungen fiir eine bestimmte Dauer in der Reihenfolge pH7
(3 min), pH6 (1 min), pH5 (1 min) und wieder pH7 (1 min) permeabilisiert und dquilibriert.
Daraus wurde wieder der Quotient der Emissionssignale von E?GFP und der

entsprechende pH-Wert ermittelt (Abb. 21). So entstand eine Eichkurve anhand derer die

pH-Werte mit der pH-Kalibrierungskurve (s. Abb. 18) umgerechnet wurden. Eine
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Mittelung dieser Werte fithrte zu exakteren Abschitzungen der pH-Werte in den LDCVs.
Der hierbei ermittelte pH-Wert von LDCVs in WT- und DKO-Chromaffinzellen lag im
Bereich zwischen pH7 und pHo6. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe belegen, dass die
durch die Zusammenlegung (4.3.5) erhaltenen Werte gereifter LDCVs (pH 6,2) nicht
signifikant von den Werten bei der Generierung gepaarter Daten abweichen (pH 6,4).

An der Abbildung 21C wird deutlich, dass der pH-Austausch in den LDCVs funktioniert
hat. Die Werte aus der Berechnung des Quotienten aus Eu4ss nm/Eass am der fortlaufenden
Kalibrierung an den ecinzelnen Zellen ergaben exakt die pH-Werte der jeweiligen
Kalibrierungslosungen. Allein die Werte des Quotienzen E4ss am/E4ss om von pH5 konnten
nicht alle in pH umgerechnet werden, da die Hilfte dieser unterhalb von 2 und somit
aullerhalb des Kalibrierungsbereiches lagen. Deren Mittelwert entsprach wie erwartet pH 5.
Nach der Inkubation mit der Kalibrierungslésung mit pH 5 kann ClopHensorN(QG6IM)
den pH 7 korrekt detektieren. Dies zeigt, dass der Sensor auch nach mehreren pH-

Wechseln seine Stabilitit und Funktionalitat beibehailt.

4.4. Exon 22 fordert die Serotonin-Aufnahme durch VMAT1

In den amperometrischen Experimenten konnte die Rolle des Exons 22 in der Beladung
der LDCVs mit den Katecholaminen gezeigt werden. Da der vesikulire pH-Wert zwischen
WT und DKO unverindert ist, wurde die Regulation vom Exon 22 auf VMAT untersucht.
Dazu wurden die Konstrukte pMax_mCAPS2a-HA_IRES_eGFP, pMax_mCAPS2b-
HA_IRES_eGFP und als Kontrolle pMax_IRES_eGFP kloniert. Es wurden CHO (chinese
hamster ovarien)-Zellen genutzt, die stabil VMAT1 exprimieren. Diese wurden mittels
Calcium-Phosphat-Prizipitation mit einem der drei Konstrukte transfiziert. Die Zellen
wurden mit Steprolysin O (SLO) permeabilisiert, mit radioaktivem Serotonin fir 15
Minuten inkubiert und anschlieBend lysiert. In den Proteinlysaten wurde zum einen die
Menge des aufgenommenen Serotonins bestimmt und zum anderen die

Gesamtproteinmenge.

4.4.1. Klonierung der Konstrukte
Zur Hestellung des Kontruktes pMax_IRES_eGFP wurde das IRES mit den Primern
IRES_BamHI BssHII For und IRES_Mlul Rev und dem Plasmid
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pMax_Synaptobrevin_IRES_eGFP amplifiziert, anschlieBend mit BamHI und Mlul
geschnitten und mit dem zuvor genauso geschnittenen pMax_Synaptobrevin_IRES_eGFP
ligiert. Dadurch wurde das Synaptobrevin_IRES durch IRES ersetzt und somit das
Synaptobrevin aus dem Ursprungsplasmid entfernt (Abb. 22).

Zur Herstellung der Konstrukte pMax_mCAPS2a-HA_IRES_eGFP und
pMax_mCAPS2b-HA_IRES_eGFP wurden mCAPS2a/b-HA aus pSFV1-mCAPS2a/b-
HA_IRES-eGFP mit den Restriktionsenzymen BamHI und BssHII rausgeschnitten und in
den zuvor genauso geschnittenen pMax_Synaptobrevin2_IRES_eGFP ligiert. Dadurch
wurde das Synaptobrevin durch das mCAPS2a/b-HA ersetzt.

IRES_MIul_rev

pMax_IRES_eGFP (4391 bp) pMax_mCAPS2a-HA_IRES-EGFP (8213 bp)
pMax_mCAPS2b-HA_ IRES-eGFP (8336 bp)

Abbildung 22: Konstrukte zur Uberpriifung der Serotoninaufnahme. Von links nacht rechts
sind die Vektorkarten vom Leervektor pMax_IRES_eGFP und den beiden mCAPS2-
SpleiBvarianten pMax_mCAPS2a/b-HA_IRES_eGFP mit den benutzten Primern (blau) und
Restriktionsstellen (schwarz) dargestellt.

4.4.2. mCAPS2b erhoht die Aufnahme des Serotonins durch VMAT1 in CHO-
Zellen

Die Transfektionseffizienz aller Gruppen war vergleichbar (eGFP=46,7213,07;
mCAPS2a=47,4514,43; mCAPS2b=44,45£328 in %; Abb. 23A). Die aufgenommene
Serotoninmenge wurde gegen die Gesamtproteinmenge gerechnet. Nur die mit mCAPS2b
transfizierten CHO-Zellen zeigten eine signifikante Erh6hung der Serotoninaufnahme. Die
Transfektion mit mCAPS2a und eGFP wies keine signifikante Verdnderung in der
Serotoninaufnahme auf (eGFP=0,27£0,01; mCAPS2a=0,301+0,02; mCAPS2b=0,39+0,04;
s. Abb. 23B).

76



>
ow
@]

" 60 7 0.59 " g 30 Wik
P g Z g - ®
= 50 - Q 0.4 — g jg 2.5
g g 8 5 &
L 40 S A £ 2.0 7
& 0 2 0.3 ;5 g 15 g . °
3 . T l .
8 30 § g 0.2 g E 1.0 — @
£ 20+ 45 o
“— i) < _
g 10 = g 0.1 g g 0.5
I s o 7 0.0
s
T el gal o] A\ F I P P
s 1280 8% 38280 S8
> & > ek
‘éo 6\(}‘6\(}* ‘éo 6\()‘6\(}‘ 6‘0 6\(J

Abbildung 23: mCAPS2b erhéht die Serotoninaufnahme in CHO-Zellen. A)
Transfektionseffizienz von mCAPS2a, mCAPS2b und eGFP in CHO-Zellen, die stabil mit
VMAT1 transfiziert sind. B) Aufnahme von 5-HT in den drei unterschiedlich transfizierten
Gruppen der CHO-Zellen. C) Normalisierte SHT-Aufnahme der mit mCAPS2a und mCAPS2b
transfizierten CHO-Zellen gegen die eGFP-Kontrolle. Dargestellt sind in A und B die Mittelwerte
und in C die einzelnen Werte mit Standardfehlern (n=11). Zur Signifikanzberechnung wurde
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test benutzt (*p<0,05; **p<0,01).

Nach der Normalisierung der Gruppen von mCAPS2a und mCAPS2b gegen die eGFP-
Kontrolle wird der Effekt von mCAPS2b in der Monoaminaufnahme noch deutlicher
(2a=1,04£0,05; 2b=1,30%0,11; s. Abb. 23C). Diese Daten zeigen, dass sich das Exon 22 in
mCAPS2 positiv auf die Regulation des VMAT1 auswirkt. Da dessen Funktion durch eine
Vielzahl von Proteinen reguliert wird, war in folgenden Experimenten das Ziel, einen

Interaktionspartner von mCAPS2b zu identifizieren. Dadurch sollte der Mechanismus von

mCAPS2b in der Befillung der LDCVs niher aufgeklirt werden.

4.5. Suchen nach Interaktionspartner von mCAPS2b mit dem Hefe-
Zwei-Hybrid-System

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System (eng.: Yeast Two Hybrid = YTH) wurde benutzt, um in Hefe
nach  Protein-Interaktionspartnern zu suchen. In diesem Projekt galt es
Interaktionspartnern von mCAPS2-Exon 22 zu identifizieren. Zum Auffinden dieser sollte
entweder die komplette MUN-Domine (Exon 13 bis 31) von mCAPS2a und mCAPS2b
oder das alleinige Exon 22 als ,Koder genutzt werden, um mogliche interagierende

Proteine (,,Beute®) zu identifizieren. Exon 21 in mCAPS2 wurde als Interaktionspartner
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von tSynatxonlA bestimmt (Parsaud et al,, 2013). Deshalb wurde zum Testen der
Funktionalitit der neu klonierten mCAPS2-Konstrukte das rSyntaxinlA  als

Beutekonstrukt hergestellt und eingesetzt.

4.5.1. Klonierung der Konstrukte

Zur Untersuchung der Bindungspartner vom Exon 22 des mCAPS2-Proteins wurden drei
verschiedene Konstrukte als Kéderproteine in den pGBKT7-Vektor kloniert. Zum einen
wurden die beiden MUN-Dominen von mCAPS2a und mCAPS2b gegeneinander
untersucht, zum anderen das 40 Aminosduren lange Exon 22. Zum Klonieren dieser
Konstrukte wurden die MUN-Dominen mit den Primern CAPS2(Ex13)_EcoRI_for und
CAPS2(Ex31)_BamHI_rev amplifiziert (Abb. 24). Die Anlagerung der Primer erfolgte bei
63 °C fur 30 Sekunden und die Amplifikation bei 72 °C fur 4,5 Minuten. Das Exon 22
wurde mit den Primern Ex22_FEcoRI_for und Ex22_BamHI_rev vervielfiltigt. Alle drei
PCR-Produkte und auch der leere pGBKT7-Vektor wurden mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und BamHI geschnitten, miteinander ligiert, in DHb5a transformiert und auf
Kanamycin-Platten ausplattiert.

Da bereits bekannt ist, dass das Exon 21 in der mCAPS_MUN-Domine mit dem
zytosolischen Teil des tSyntaxinlA (Aminosduren 1 bis 264) interagiert, wurde dieses in die
pGADT7-Vektor kloniert und als Positivkontrolle zum Testen der CAPS-Konstrukte auf
deren Funktionalitit genutzt. Fir dessen Klonierung wurde das rSyntaxinlA mit den
Primern Stx1A_Ndel for und Stx1A_EcoRI_rev amplifiziert. Die Primeranlagerung
erfolgte bei 60 °C und die Amplifikation fir 2 Minuten. Das PCR-Produkt und der
Leervektor pGADT7 wurden beide mit den Enzymen Ndel und EcoRI geschnitten, beide

wurden ligiert, in DH5a-Bakterien transformiert und auf Ampicillin-Platten ausplattiert.
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AL4 DNA BD e AL4 DNA BD

|

o\, CAPS2(Ex13)_EcoRI_for

pGBKT7+mCAPS2a/b(MUN) pGBKT7_mCAPS2(Exon22)
9213 bp 7422 bp

pGADT7_rStx1A(1-264)
8767 bp

Abbildung  24:  Vektorkarten der YTH-Konstrukte mit den  verwendeten
Restriktionsschnittstellen und Primern.

4.5.2. Testen der Funktionalitit der mCAPS2-Konstrukte fir YTH
Die neu hergestellten DNA-Konstrukte wurden in Hefe durch Elekroporation eingebracht
(s. 3.7.2.). Durch Hybridisierung (s. 3.7.3.) dieser beiden wurde eine Konjugation der Hefe-
DNA bewirkt. Die beiden hier verwendeten Konstrukte (mCAPS2a_MUN und
mCAPS2b_MUN) enthielten das Exon 21. Die Hybridisierung dieser beiden MUN-
Dominen mit rSyntaxinlA ist somit eine Positivkontrolle fiir die Funktionalitit der
hergestellten Plasmide und der richtigen Faltung der daraus exprimierten Proteine. Das
Exon 22 sollte nicht mit rSyntaxinlA interagieren. Alle Ansitze sind auf dem —LW-
Medium angewachsen, somit hat jede Hybridisierung funktioniert (Abb. 25).
mCAPS2a_ MUN und mCAPS2b_MUN interagierten wie erwartet mit rSyntaxinlA, was
man sowohl an dem Wachstum auf den —ALWH-Platten als auch an der Blaufirbung des
B-Galalaktosidase-Assays sicht. Das alleinige Exon 22 zeigte eine Interaktion mit rStx1A,
dem Leervektor pGADT7 und der Negativkontrolle pSE1111. Das bedeutet, dass dieses
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Konstrukt eine Autoaktivierung besitzt und deshalb fiir die Screening-Experimente

ungeeignet ist.

Mating Koder Beute -LW | -ALWH | BGal
1 pGBKT7_mCAPS2a_MUN(Ex13-31) pGADT7_rStx1A(1-164) + + +
2 pGBKT7_mCAPS2b_MUN(Ex13-31) pGADT7_rStx1A(1-164) + + +
3 pGBKT7_mCAPS2_Ex22 pGADT7_rStx1A(1-164) + + +
4 pGBKT7_mCAPS2a_MUN(Ex13-31) pGADT7 + - -
5 pGBKT7 mCAPS2b_MUN(Ex13-31) pGADT7 % - -
6 pGBKT7_mCAPS2_Ex22 pGADT7 + T *
7 pGBKT7 pGADT7_rStx1A(1-164) + - -
8 pGBKT7 pSE1112 pGADT7 rStx1A(1-164) + . -
9 pGBKT7_mCAPS2a_MUN(Ex13-31) pGADT7 pSE1111 + - -

10 pGBKT7 mCAPS2b_MUN(Ex13-31) pGADT7 pSE1111 + - -
11 pGBKT7_mCAPS2_Ex22 pGADT7_pSE1111 + + +
12 pGBKT7_Ribeye(B) pGBKT7_Ribeye(B) + + +
13 pGBKT7_Ribeye(B) pGADT?7 + - -
14 pGBKT7 pGBKT7_Ribeye(B) + - -

Abbildung 25: Nachweis der Funktionalitit der CAPS-Konstrukte und deren Interaktion
mit rSyntaxinlA fiir YTH. In der oberen Reihe ist ein Uberblick vom Wachstum der Hefen auf
den -LW und -ALWH-Platten und dem (-Galaktosidase-Assay der einzelnen Hefe-
Hybridisierungen. In der unteren Tabelle sind dieselben Hybridisierungen mit den eingesetzten
Konstrukten aufgelistet und beztiglich ihres Wachstums auf -LW und -ALWH-Medium und dem
B-Galaktosidase-Assay (BGal) ausgewertet, + bedeutet Hefewachstum, - bedeutet kein

Hefewachstum.

4.5.3. Ermittlung der héchsten Screeningeffizienz der Bibliothek

Zum Suchen von Interaktionspartnern wurde eine c¢DNA-Bibliothek von Clontech
genutzt, die aus Gehirnen von adulten Mausen hergestellt wurde. Dazu wurde mRNA aus
dem entsprechenden Gewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben, mit Restriktionsenzymen
geschnitten, in den pGADT7-Plasmid ligiert und in Hefe eingebracht. Die GréBe dieser
Konstrukte wvariiert zwischen 500 und 1200 bp. Die Bibliothek enthalt 50.000.000
Konstrukte und ist normalisiert. Das bedeutet, dass von allen cDNAs die gleiche Anzahle

vorliegt, unabhingig von der cDNA-Linge.
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Um keinen moglichen Interaktionspartner zu tibersehen, wird in der Regel die komplette
Bibliothek mindestens dreimal komplett durchsichtet, was im Folgenden als Screening
bezeichnet wird. Zuerst wurden die besten Bedingungen fir die Hybridisierung mit der
Bibliothek ausgetestet, um die Effizienz des Screenings zu erhdhen. Dazu wurden Ansitze
mit 1 ul der cDNA-Bibliothek und unterschiedlichen Volumina von mCAPS2b_MUN-
Hefekultur (OD=0,9) in einem Gesamtvolumen von 500 pl ausgetestet. Von diesem 500 pl
Ansatz wurde jeweils 1ul auf je eine -LW-Platte ausplattiert. Nach drei Tagen bei 30 °C

wurde die Zahl der gewachsenen Kolonien ermittelt (Tab. 9).

Tabelle 9: Bestimmung der optimalen Screeningeffizienz der cDNA-Bibliothek.

Volumen Volumen von ) Anzahl der Hefekolonien aus 1ul
der cDNA- mCAPS2b YPD-Medium vom Gesamtansatz des Matings
Bibliothek (0,9 OD) (ad 500 uh ausplattiert auf -LW-Platte

1Tl 50 ul 450 pl 32 000 Kolonien
1wl 100 pl 400 wl 31 000 Kolonien
1wl 150 pl 350 wl 672 000 Kolonien
1wl 200 wl 300 wl 150 000 Kolonien
1wl 450 pl 50 ul 43 000 Kolonien

Die héchste Hybridisierungseffizienz wurde mit 1 pl der Bibliothek und 150 ul der 2b-
Hefesuspension mit der optischen Dichte von 0,9 in einem Gesamtvolumen von 500 pl
YPD erreicht. Diese Bedingungen wurden fiir das nachfolgende Screening der Bibliothek
mit mCAPS2a-MUN- und mCAPS2b_MUN verwendet.

4.5.4. Screening der Bibliothek

Das Screening der Bibliothek mit den MUN-Dominen von mCAPS2a und mCAPS2b
erfolgte nach den optimierten Hybridisierungsbedingungen (s. Tab 9). Die kompletten
Ansitze wurden auf jeweils eine 14 cm-grof3e Petrischale mit -ALWH-Medium ausplattiert.
Bei jedem Ansatz wurde ein Teil zusatzlich auf -LLW-Platte ausgestrichen, um die Effizienz
von jeder einzelnen Hybridisierung nach einer Woche zu tiberpriifen. Nach 7 bis 28 Tagen
wurden die Kolonien auf den -ALWH-Platten gepickt und in 1 ml-YPD-Medium
innokuliert. Nach 5 Stunden Inkubation bei 30 °C und 900 rpm wurden diese bei
3000 rpm abzentrifugiert und in 1 ml -ALWH-Medium aufgenommen. Am Folgetag

wurden die angewachsenen Kulturen zur Halfte eingefroren. Aus der anderen Halfte
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erfolgte die Isolation der DNA und der darin enthaltenen pGBKT7-Plasmide. Von jeder
DNA wurden jeweils 4 Kolonien in Bakterien transformiert, um die DNA-Konzentration
und -Reinheit zu erhéhen. Nach der DNA-Isolierung aus den Bakterien wurde diese mit
den Restriktionsenzymen SfiI A und Sfil A verdaut und in einem 1 %-igen Agarosegel
aufgetrennt. Fin Bakterium kann jeweils nur eine DNA aufnehmen, eine Hefe mehrere.
Wenn eine DNA aus einer gepickten Hefe-Kolonie verschiedene DNA-Gr68en enthielt,
bedeutete dies, dass die Hefe mehrere cDNAs aus der Bibliothek aufgenommen hat. In
diesem Fall wurden alle DNAs aus Bakterien mit den verschiedenen BandengréBen
sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte mit den Primern pGADT7_for wund
pGADT7_AD_rev. Zur sequenzierten DNA wurde in der Datenbank Pubmed das
dazugehorige Gen ermittelt (Tab. 10).

Tabelle 10: YTH-Screeningergebnisse von mCAPS2b, mit Auflistung des Gens, des Proteins
und dessen Funktion.

Gen Protein Funktion
Cet Chaperonin containing Tcpl, subunit 3 Chaperone
(gamma)
Apoalbp (2x) | Apolipoprotein A-1 binding protein NAD(P)HX epimerase (Naxe)
LLR-Motiv i ielen Protein-
Lrre58 Leucine rich repeat containing 58 ) OfvIst a? vielen r.o .teln
Protein-Interaktionen beteiligt
Zfr Zink finger binding protein Zink-Finger Protein
Cleft li d pal b i
CLPM11 ° P e palate transmembrane protein Membranprotein fiir Apoptose
1-like protein
Orc5 Origin recognition complex, subunit 5 DNA-Replikation, Zellzyklus

Alle detektierten cDNAs aus der Bibliothek haben eine Funktion im Zellzyklus oder in
Apoptose. Da keine Verbindung zur Befillung der LDCVs erkannt wurde, wurden deren
Interkation als unspezifisch eingestuft. Es wurden keine weiteren Verifizierungen
durchgefiihrt, um diese Treffer auf deren Autoaktivierung zu testen. Von mCAPS2a

konnten keine Interaktionspartner ermittelt werden. Die Bibliothek wurde mit mCAPS2a

sechs Mal, mit mCAPS2b acht Mal gesichtet.
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4.6. Herstellung des mCAPS2b-Antikérpers und Detektion der
endogenen Expression von mCAPS2b

4.6.1. Herstellung des Antikorpers gegen mCAPS2_Exon 22

Die Bestimmung der Lokalisation und Expression von mCAPS2b hilft dessen Funktion zu
verstehen. Das Ziel war es einen Antikérper herzustellen, der spezifisch das Exon 22 des
mCAPS2-Proteins detektiert. Da mCAPS1 und mCAPS2 hohe Homologie aufweisen,

wurde zuerst die Sequenz der beiden Isoformen verglichen (Abb. 26).

mCAPS1 KSLTSNLPNVNLPNVNLPKVPNLPVNIPLGIPOMPTFSAPSWMAATYDA
mCAPS2_Ex22 KNS ssss ANSLPNVATLPKVPSLP====LNLPQIPSFSTPPWMASLYES
*.: -**** *****.** *.:**:*:**:* ***::‘k::

N-terminales Cys ==

== C-terminales Cys

Abbildung 26: Sequenzvergleich des Exons 22 zwischen mCAPS1 und mCAPS2. Das
Exon 22 von mCAPS1 enthilt in der N-terminalen Halfte neun Aminosiuren mehr als das
mCAPS2. In der zweiten Hilfte sind die letzten 22 Aminosduren beider Spleilvarianten zu 50 %
identisch. Wegen der Diversitit wurde der Antikérper gegen die ersten 20 Aminosiuren
hergestellt. Zur Stabilitit wurde diese Sequenz entweder mit einem N- oder einem C-terminalen
Cystein markiert. Beide Varianten wurden zur Immunisierung genutzt.

Beide Sequenzen von mCAPS1 und mCAPS2_Exon 22 sind zu 56 % identisch. Der N-
terminale Teil beinhaltet in mCAPS1 neun Aminosiauren mehr und enthilt somit die
groflere Variabilitit. Deshalb wurde dieser Sequenzabschnitt gewihlt und als ein Peptid
synthetisiert. Um dessen Stabilitit zu gewihrleisten, wurde entweder am C- oder am N-
Terminus ein Cystein (Cys) angehingt. Beide Peptide wurden einem Kaninchen wiederholt
intravends injiziert, um die Antikérpersynthese gegen diese Sequenz zu induzieren (Abb.
27). Dem Kaninchen wurde wiederholt Vollblut entnommen, um daraus Serum
herzustellen. Das hei3t das Vollblut wurde gerinnen gelassen, abzentrifugiert und der
Uberstand als Immunserum behalten. Die Immunisierung erfolgte mehrmals und in
regelmilligen Abstinden. Vor der ersten Immunisierung wurde das Kontrollserum

entnommen und als Negativkontrolle fiir den Antikérper benutzt.
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Abbildung 27: Herstellung des mCAPS2_Exon 22-Antikorpers. Zeitlicher Verlauf tber die
Immunisierung des Kaninchens mit dem mCAPS2_Exon 22-Peptid und Uberblick iiber die
Entnahme des Kontrollserums und der Immunseren.

4.6.2. Testen der erhaltenen Seren

Die gesammelten Immunseren sollen den gewtnschten Antikérper gegen das injizierte
Peptid enthalten. Um das zu tberpriifen und das sensitivste Serum zu finden, wurden
Western Blots durchgefiihrt. Dafiir wurden Proteinlysate aus BHK-Zellen hergestellt, die
zuvor mit pSFV1-mCAPS2a-HA_IRES_eGFP bzw. pSFV1_mCAPS2b-HA_IRES_eGFP
infiziert wurden, um das entsprechende CAPS-Protein zu exprimieren. Als Kontrolle
wurden unbehandelte BHK-Zellen lysiert. Fiur den Western Blot wurden jeweils 20 pg
Protein aufgetragen. Nach einem 2-stiindigen Blocken in 5 %-iger Milchlésung wurde die
Membran zuerst mit dem anti-mCAPS2-Exon 22 (verschiedene Seren) in einer
Verdiinnung 1:2000 (in 5 % Milch in TBS-T), anti-B-Actin in der Verdiinnung 1:10000 (in
5% Milch in TBS-T) und den entsprechenden sekundiren Antikérpern (mit HRP =
horseradish peroxidase) markiert, um die Banden anschlieBend zu visualisieren. Danach wurde
die Nitrozellulosemembran mit dem Strippingpuffer behandelt und anschlieBend mit dem

anti-HA und dem entsprechenden sekundiren Antikorper inkubiert und erneut entwickelt.
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Abbildung 28: CAPS2_Ex22-Antikorper ist spezifisch fiir CAPS2b. A) Western Blot zur
Detektion von mCAPS2b mit dem anti-mCAPS2_Exon 22-Antikorper. Als Ladekontrolle diente
B-Actin. B) Detektion von mCAPS2a-HA und mCAPS2b-HA durch den anti-HA-Antikorper.

Der anti-mCAPS2-Exon 22-Antikérper detektiert eine Bande oberhalb von 120 kDa. Auf
dieser Hohe wurde mCAPS2b erwartet. Das exprimierte mCAPS2a wurde nicht vom
gleichen Antikorper erkannt (Abb. 28A). Die Expression sowohl von mCAPS2a, als auch
mCAPS2b konnte mit dem anti-HA nachgewiesen werden (Abb. 28B). Der Antikrper
gegen mCAPS2_Ex22 detektiert somit spezifisch mCAPS2b. Als Ladekontrolle diente -
Actin und zeigte, dass alle Proben vergleichbare Mengen an Protein (B-Actin) enthielten.
Es wurden die Immunseren 6 bis 12 ausgetestet mit dem Ergebnis, dass das Serum 9 das
beste Signal-Hintergrund-Verhiltnis hatte (Daten nicht gezeigt) und deshalb fir alle

Folgeexperimente benutzt wurde.

4.6.3. Nachweis der Expression von mCAPS2b

Nach der Bestitigung der Spezifitit des Antikérpers (4.6.2.) wurde die endogene
Expression von mCAPS2b untersucht. Da CAPS gewebe- und entwicklungsspezifisch
exprimiert wird, wurden aus verschiedenen Geweben in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien Proteinlysate hergestellt. Fiir einen Western Blot wurden pro Probe
jeweils 30 ug Protein aufgetragen. In Lysaten war in isolierten Chromaffinzellen (CC),
ganze Nebennieren (AG) und im Cerebellum aus embryonalem Stadium (E19) keine
mCAPS2b-Expression nachweisbar (Abb. 29). Als Negativkontrolle wurden Proben aus

CAPS2-und DKO-Lysaten aufgetragen. In beiden Fillen war eine mCAPS2b-Detektion
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nicht nachweisbar. Als nichstes wurde die Expression von mCAPS2 im Cerebellum aus
verschiedenen Entwicklungsstadien (E19 bis adult) untersucht. Erst ab einem Alter von 14
Tagen (P14) konnte im Cerebellum von WT-Tieren die Expression des mCAPS2_Ex22
detektiert werden. Auf den Western Blots (s. Abb. 29) waren mehrere Banden zu
erkennen. Die oberste Bande lduft auf der gleichen Hohe wie das exprimierte mCAPS2b in
Lysaten aus BHK-Zellen (s. 4.6.2.). Die Bande darunter kénnten andere Spleiivarianten
sein, die auch das Exon 22 enthalten, Abbauprodukte von mCAPS2b oder es kénnte eine

unspezifische Bindung des Antikrpers sein.
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Abbildung 29: Endogene Expression von mCAPS2b im Gewebe. Nachweis der Expression
von mCAPS2b in Chromaffinzellen (CC), Nebennieren (AG) und Cerebellum (CB) mit dem
Western Blot-Verfahren. Untersucht wurden Gewebe in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
von E19 (embryonal), tber P1 und P14 (1 und 14 Tage nach der Geburt) bis zum adulten
Stadium. Als Ladekontrolle diente 3-Actin.

Als Negativkontrolle zur mCAPS2b-Expression im Cerebellum aus adulter WT-Maus
wurde ein Lysat des Cerebellums aus adulter CAPS2-KO-Maus benutzt. Sie zeigte mit dem
anti-mCAPS2-Ex22-Antikorper kein Signal. Es ist bekannt, dass im Cerebellum auch
mCAPS1 exprimiert wird (Sadakata et al., 2007a; Speidel et al., 2003). In diesem Western
Blot sieht man anhand der ,,CB_CAPS2KO_adult“-Probe, dass der Antikbrper mCAPS1

nicht erkennt und somit spezifisch fir mCAPS2 ist. Die Banden der B-Actin-Kontrolle
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sind in allen Proben in etwa vergleichbar. Das zeigt, dass von allen Proben ungefihr die

gleiche Gesamtmenge Protein aufgetragen wurde.
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5. Diskussion

5.1. Exon 22 in mCAPS2 spielt eine spezifische Rolle bei der Befiillung

der LDCVs mit Monoaminen

Von mCAPS2 existieren sechs natiirlich vorkommende Spleiivarianten. Diese sind
unterschiedlich lang und eignen sich deshalb besonders gut zur Identifikation der Funktion
einzelner Regionen bezichungsweise Dominen. In entsprechenden CAPS1 und CAPS2-
KO (DKO)-Miusen lassen sich die einzelnen murinen Spleillvarianten an Zellen aus
Primdrkultur erforschen. Der grofle Vorteil davon ist, dass das murine System dem
humanen sehr hnlich ist und man im murinen System genetische Manipulationen
durchfihren kann. Ein DKO-Phinotyp weist in Chromaffinzellen im Vergleich zu WT-
Zellen stark reduzierte Exozytose von Vesikeln und entsprechend verminderte Sekretion
von Katecholaminen auf (Liu et al., 2008). Sowohl die Expression von CAPS1 als auch
CAPS2 in DKO-Zellen stellt den WT-Phinotyp wieder her (Liu et al., 2008, 2010). Die
Uberexpression von CAPS2 fiihrte sowohl in DKO- als auch in WT-Chromaffinzellen zur
signifikanten Erhohung des RRP (Liu et al., 2010). In vorausgegangenen Experimenten in
unserem Labor wurde mCAPS2b als einzige Spleivariante identifiziert, die nach
Expression in DKO-Chromaffinzellen nach einer intrazelluliren Ca?"Erhéhung durch
Blitzphotolyse die Sekretion von Katecholaminen signifikant erhohte (Ratai et al., 2018).
Der einzige Unterschied zwischen den beiden Proteinen mCAPS2a und mCAPS2b ist die
Anwesenheit des Exons 22 in der MUN-Domine von mCAPS2b, welches in mCAPS2a
fehlt. In dieser Arbeit wurde dieses 40 Aminosduren kurze Prolin-reiche Exon 22 als
regulierende Sequenz auf dessen regulatorische Funktion in der Befillung von LDCV's mit
Monoaminen mittels amperometrischer Auswertung spezifiziert. Das erfolgte durch die
Expression der beiden natirlich vorkommenden Spleilvarianten mCAPS2a und
mCAPS2b in DKO-Chromaffinzellen. Durch die Auswertung der amperometrischen
Ausschlage, die eine quantitative Menge der freigelassenen Monoamine wiedergaben,
lieBen sich zwei wichtige Schliisse ziehen. Zum einen konnte mithilfe der Spike-Frequenz
gezeigt werden, dass nach der Uberexpression von mCAPS2b, im Vergleich zur

Uberexpression von mCAPS2a und den unbehandelten DKO-Kontrollzellen, deutlich
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mehr amperometrische Ausschlige vorhanden waren. Zum anderen wurde nur in den
mCAPS2b-Zellen die Ladung pro LDCV hochsignifikant erhoht. Anhand des Quotienten
aus dem Kaparzititsanstieg und der Spike-Frequenz wurde nochmal deutlich, dass
mCAPS2a die Vesikel fusionieren lisst, diese jedoch weniger Signale an der Kohlefaser
liefern, also die LDCVs vermutlich keine Katecholamine enthalten. Das Verhiltnis des
Kapazititsanstiegs und der amperometrischen Ausschlige war bei DKO und mCAPS2b
vergleichbar. Folglich erhéhten mCAPS2a und mCAPS2b die Fusion von LDCVs,
unabhingig davon, ob sie mit Katecholaminen beladen waren oder nicht. In bovinen
Chromaffinzellen sind 8 % der LDCVs nicht gefiillt, werden jedoch trotzdem sezerniert
(Tabares et al., 2001). Diese fithren nicht zu amperometrischen Ausschligen. mCAPS2a
erhohte anscheinend die Sekretion dieser Population mit leeren Granulen (s. Verhiltnis
zwischen dem Kapazititsanstieg und der Spike-Frequenz). Die Biogenese der LDCVs war
nicht durch die Expression von CAPS2 beeinflusst, was an der Anzahl bzw. der Dichte der
LDCVs in der elektronenmikroskopischen Auswertung von DKO-Zellen mit und ohne
Expression von mCAPS2b gezeigt wurde. Zusammenfassend lie3 sich durch die SSA
belegen, dass mCAPS2b die Befillung der LDCVs mit Katecholaminen erhéhte. Die
Vesikel mussten jedoch nicht mit Katecholaminen gefillt vorliegen, um in Anwesenheit
von mCAPS2a oder mCAPS2b fusioniert zu werden.

Die spezifische Beftllung der LDCVs mit Monoaminen wurde zwar friher schon mit
CAPS assoziiert. Der zugrundeliegende Mechanismus war allerdings ungeklirt. Es war
bisher auch nicht nachgewiesen, welches Exon bzw. welche Region des CAPS-Proteins fiir
die Regulation der Befullung verantwortlich ist. In murinen CAPS1-KO Chromaffinzellen
war die Kapazitit zwar unverindert, die Frequenz der amperometrischen Ausschlige
jedoch auf 40 % reduziert (Speidel et al., 2005). Das zeigt, dass CAPS1-Deletion die Fusion
der Vesikel nicht beeinflusst, aber ein Teil der Gesamtpopulation der LDCVs keine
Katecholamine enthilt, dementsprechend leer ist. Der Phinotyp ist vergleichbar mit der
mCAPS2a-Expression in DKO-Zellen. In DKO-Chromaffinzellen war im Vergleich zu
WT-Zellen die Spike-Frequenz auf 35 % reduziert (Liu et al., 2008), was in etwa dem
CAPS1-KO entspricht. Die anderen Spikeparameter waren unverandert. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass in murinen Chromaftinzellen CAPS1 lediglich einen Einfluss darauf ausiibt,
ob ein LDCV befullt wird oder nicht, jedoch nicht auf den Fullungsstand einzelner

LDCVs. Da mCAPS2a die Befullung der LDCVs mit Monoaminen nicht férderte, wurde
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in WT-Zellen nur die Uberexpression von mCAPS2b iiberpriift. Hier wurde keine
Verinderung in der Spike-Ladung detektiert. Wie bereits oben beschrieben, ist
anzunehmen, dass CAPS1 im Embryonalstadium diese Funktion tibernimmt.

Die Paraloge CAPS1 und CAPS2 sind zu 80 % homolog (Speidel et al., 2005). Beide
Proteine sind fihig, in Neuronen und murinen Chromaffinzellen Granulen in den Priming-
Status zu bringen (Jockusch et al., 2007; Liu et al., 2008, 2010; Speidel et al., 2005). Deshalb
ist zu erwarten, dass sie gleiche oder dhnliche Aufgaben wihrend der regulierten Exozytose
erfillen. Von CAPS1 gibt es, laut der Datenbank Ensembl, vier Splei3varianten (Zerbino
et al.,, 2018). Alle enthalten die vier Dominen DID, C2, PH und MUN und sind etwa
gleich lang. Alle murinen CAPS1-Spleivarianten enthalten die Sequenz des mCAPS2-
Exon 22, wobei diese Sequenz in CAPS1 um neun Aminosauren langer ist. Das Exon 22
von mCAPS2 besitzt acht Proline, die homologe Sequenz in mCAPS1 beinhaltet neun.
Proline kénnen die Funktion als Helixbrecher haben und prolinreiche Sequenzen legen
eine ungeordnete Struktur nahe. Das Exon 22 konnte entweder als eine eigenstindige
Proteindomine mit anderen Proteinen interagieren, eine Interaktion mit anderen Proteinen
verstirken bzw. dndern, oder Einfluss auf die eigene Proteinstruktur in der MUN-Domine
oder auf anderen Dominen im CAPS-Protein nehmen. Die finf bekannten
SplieBvarianten in C. elegans besitzen kein Exon 22. Es konnte eine Erklarung dafiir sein,
dass bisher kein Befund in Vesikel-Beladung in diesem Organismus detektiert werden
konnte (Hammarlund et al, 2008; Lin et al, 2010; Speese et al., 2007) und dieser
modulatorische Effekt erst spater in der Evolution bei komplexeren Organismen
hinzugefiigt wurde. Die Uberexpression der beiden CAPS-Isoformen wirkt sich
unterschiedlich auf die Regulation der einzelnen Vesikel-Pools aus. CAPS2 erhoht
hauptsichlich den RRP und CAPS1 alle Vesikel-Pools (Liu et al., 2010). Das lasst darauf
schlieBen, dass beide CAPS-Proteine eventuell unterschiedliche Funktionen in der Zelle

tbernehmen oder von verschiedenen Mechanismen gesteuert werden.

5.2. mCAPS2b verlangsamt die Fusion der LDCVs in der Ca?*-

abhingigen Exozytose

Die in Abb. 8 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass mCAPS2a und mCAP2b nach

Uberexpression in DKO-Chromaffinzellen etwa gleich stark den Kapazititsanstieg der
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Zellen in der Ganzzellableitung nach einer dreimintitigen Stimulation mit 6 uM Ca?* in der
Intrazellulirlésung erhohen. Der etwas hohere Anstieg nach Expression von mCAPS2b
war im Vergleich zu dem nach Expression von mCAPS2a nicht signifikant. Beide Proteine
steigern die Fusion der LDCVs mit der Plasmamembran in gleichem Mal3e. Somit haben
die beiden untersuchten Spleilvarianten denselben Einfluss auf die Ca?*-anhingige
Exozytose bezichungsweise die Fusion der Vesikel. Dieses Ergebnis deckt sich mit den
bereits publizierten Daten (Nguyen Truong et al., 2014), in denen gezeigt wurde, dass in
Blitzphotolyse-Experimenten  kein  Unterschied im Kapazititsanstieg nach der
Uberexpression von mCAPS2a und mCAPS2b in DKO-Zellen detektiert werden konnte.
Bei der Auswertung der amperometrischen Spikeparameter wurde an der lidngeren
Anstiegszeit deutlich, dass die Fusion der LDCVs nach der mCAPS2b-Expression sowohl
in DKO- als auch in WT-Chromaffinzellen verlangsamt war. Daraus ldsst sich schlieBen,
dass in Anwesenheit von mCAPS2b die Dauer der Porenéffnung beziehungsweise der
Verschmelzung der LDCV-Membran mit der Plasmamembran linger andauerte. Die
Uberexpression von mCAPS2a in DKO-Zellen wies keine Verinderung zu den DKO-
Kontrollen auf. Diese Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung mit bisher publizierten
Arbeiten, die zeigen, dass im Embryonalstadium zwischen CAPS1-KO (Speidel et al,
2005), und DKO (Liu et al., 2008) kein Unterschied weder in Spike-Breite, noch in der
Anstiegszeit besteht. In CAPS1-KO-Chromaffinzellen waren die amperometrischen
Ausschlige zwar breiter, aber der Unterschied zu WT-Kontrollzellen war nicht signifikant.
CAPS2-KO wurde bisher noch nicht an murinen Chromaffinzellen untersucht. Das weist
darauf hin, dass die verlangsamte Fusion nicht durch CAPS1, sondern durch CAPS2
reguliert wird. Inwiefern mCAPS2b eine stabilisierende Wirkung auf die Fusionspore hat,
ist bisher nicht bekannt. Die Verzogerung ist nicht durch den Fillungsstand der LDCV's
mit Monoaminen zu erkliren, da die Ladung der LDCVs in WT-Zellen nach mCAPS2b-
Uberexpression nicht verindert war.

CAPS wurde vor allem mit der Exozytose von LDCVs assoziiert (Berwin et al., 1998;
Speese et al., 2007). Die Isoform CAPS1 zeigte in Neuronen eine Ubetlappung mit
Markern fur synaptische Vesikel (Farina et al., 2015). Fur die Primingfunktion von CAPS2
ist die PH-Domine wichtig (Nguyen Truong et al., 2014). Diese geht Interaktionen mit
Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphaten (PI(4,5)P2) ein (Kabachinski et al., 2014), die

sowohl in der Membran der LDCVs, als auch in der Plasmamembran zu finden sind.
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Phosphatidylinositolphosphate wurden in EM-Studien in der Nihe von chromaffinen
Granulen lokalisiert (Umbrecht-Jenck et al., 2010). Vor allem von CAPS und dem
plasmamebranstindigen PI(4,5)P2 konnte eine Interaktion nachgewiesen werden
(Kabachinski et al., 2014). In Proteininteraktionsstudien (Betz et al.,, 1997) wurde die
Interaktion zwischen dem Exon21 und dem SNARE-Komplexprotein Syntaxinl
identifiziert. Diese Bindung wurde als Exon 22-unspezifisch definiert. Es wire jedoch
moglich, dass sich das Exon 22 in mCAPS2b an andere Proteine, die an der LDCV-Fusion
beteiligt sind, bindet und dadurch die Fusionskinetik verlangsamt. Die MHD-Domine von
CAPS geht mit SNARE-Proteinen Interaktionen ein und ist dadurch in das Priming
involviert (Daily et al., 2010; James et al., 2009, 2010; Kabachinski et al., 2014; Khodthong
et al., 2011). Die Regulation des Primings konnte Einfluss auf die Porenbildung zwischen
Plasma- und Vesikelmembran und somit auf die Fusionskinetik haben. FEine
Uberexpression von mCAPS2 in WT-Chromaffinzellen erhéhte den RRP (Liu et al., 2010).
Das zeigt, dass CAPS2 einen stabilisierenden Effekt auf den RRP hat. Da CAPS und
Munc13 Homologien in dieser Domine aufweisen, sind sie moglicherweise im gleichen
molekularen Primingprozess aktiv (Jockusch et al., 2007; Richmond et al., 2001; Zhou et
al., 2013). Die beiden Proteine unterscheiden sich in der Bindung an Syntaxinl (Parsaud et

al., 2013) wund besitzen verschiedene Aktivititen in unterschiedlichen Ca?*-

Konzentrationen. CAPS und Muncl3 agieren demnach in dhnlichen Prozessen, jedoch
unter verschiedenen Bedingungen. Es ist auch nicht auszuschlieBen, dass CAPS und
Munc13 zusammen interagieren. Ein Beleg dafiir ist eine gesteigerte Sekretion nach der
Uberexpression von Muncl3 in WT-Chromaffinzellen, wobei die Sekretion nach der
Munc13-Uberexpression in CAPS1-KO-Zellen konstant bleibt (Liu et al., 2010).

Ein weiterer Grund fiir die verdnderte Fusionskinetik koénnte eine morphologische
Verinderung der LDCVs sein. Dazu wurde an elektronenmikroskopischen Aufnahmen die
Morphologie zwischen DKO-Zellen mit und ohne Expression von mCAPS2b verglichen.
Als Kontrolle dienten DKO-Zellen nach einer Uberexpression von eGFP und WT-Zellen.
Von allen vier Gruppen, die mittels Elektronenmikroskopie untersucht wurden, war die
analysierte Fliche sowohl vom gesamten Zellschnitt, als auch vom alleinigen Zytoplasma
(ohne den Zellkern) ahnlich grof3. Die Grée der Zellen hat sich also nicht in Abhiangigkeit
von der Virusbehandlung verindert. Auch die Dichte, also die Anzahl der LDCVs,

bezogen auf die Fliche vom Zytoplasma, war in allen Gruppen dhnlich. Das bedeutet, dass
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weder der CAPS-KO, noch die Uberexpression des mCAPS2b-Proteins oder die
Behandlung mit dem pSFV1-Virus einen Einfluss auf die Biosynthese der LDCVs hatten.
Bei der Verteilung waren nach der eGFP-Uberexpression weniger Granulen in der Nihe
der ersten 150 nm zur Plasmamembran lokalisiert, jedoch nicht signifikant. Dieser
Unterscheid konnte ein Artefakt sein, denn das hier verwendete Konstrukt zur Expression
von eGFP enthielt im Gegensatz zu mCAPS2a und mCAPS2b kein IRES und wurde
dadurch stirker exprimiert. Dazu kommt, dass hier nur zwolf Zellen aus zwei biologischen
Priparaten ausgewertet wurden und es wegen der stirkeren Abweichung als eine
biologische Variabilitit eingestuft wurde.

DKO-Chromaffinzellen weisen im Vergleich zu WT-Zellen eine reduzierte Sekretion von
Katecholaminen auf. Die Spikeparameter waren jedoch unverandert (Liu et al., 2008). Eine
Uberexpression von mCAPS2b in DKO-Zellen bewirkte eine Verringerung des LDCV-
Radius. Der Radius von den LDCVs war in WT, DKO und DKO nach Expression von
eGFP stets gleich. Das bedeutet, dass die LDCV-Gr68e von mCAPS2b und nicht von der
Virusbehandlung reguliert wurde. Elektromikroskopische Aufnahmen zeigten keinen
Unterschied zwischen CAPS2-KO und WT in Neuronen (Jockusch et al., 2007). Auch
zwischen DKO- (Liu et al., 2008, 2010) und CAPS1-KO-Chromaffinzellen (Speidel et al.,
2005) konnte kein morphologischer Unterschied im Vergleich zu WT ausgemacht werden.
In dieser Arbeit waren die LDCVs in DKO und WT ebenfalls gleich grof3. Da die
SpleiBBvariante mCAPS2b diesen Effekt hervorruft, konnte es sein, dass kein endogenes
mCAPS2b im WT im Embryonalstadium vorliegt. Auch die mRNA fiir mCAPS2b konnte
erst postnatal nachgewiesen werden (Nguyen Truong et al., 2014).

Die Granulen direkt an der Plasmamembran sind gedockt (de Wit, 2010) und bereit zu
fusionieren. Diese sind mit ca. 50-55 nm Radium (0-100 nm) um etwa 10 % kleiner als die
weiter entfernten LDCVs (>100 nm). In Anwesenheit von mCAPS2b blieben die LDCV's
durchgingig um etwa 10 % kleiner, unabhangig von der Entfernung zur Plasmamembran,
als in den anderen Gruppen. Zum ersten Mal wurde eine einzelne Spleillvariante von
CAPS2 identifiziert, die einen Einfluss auf die Morphologie von LDCVs hat. In vorherigen
Studien wurde gezeigt, dass die amperometrischen Ausschlige proportional zum
Kapazititsanstieg der Fusion einzelner Vesikel sind (Finnegan et al.,, 1996; Gong et al.,
2003). Deshalb wurde erwartet, dass die Grof3e der LDCVs proportional zu deren Ladung
ist. Die LDCVs sind jedoch nach mCAPS2b-Expression in DKO-Chromaffinzellen kleiner
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und enthalten mehr Katecholamine. Warum die LDCVs nach Expression von mCAPS2b
kleiner sind, ist unbekannt. Ein CAPS-KO verursacht keine Anderung in der Expression
vom LDCV-stindigen Chromogranin A oder den vesikelmembranstindigen VMAT und
vATPase (Brunk et al., 2009; Speidel et al.,, 2005). Eine mogliche Erklirung fir das
Schrumpfen der LDCVs wire eine Verinderung in der Osmolaritit im granuliren Lumen.
Da die Messung der Chloridkonzentration im LDCV-Lumen durch ClopHensorN(QG69M)
wegen der Fluoreszenzstabilitit des tdTomato nicht méglich war, bleibt die Frage offen,
ob durch den CAPS-KO die Osmolaritit des LDCV-Lumens verindert wird und dieser
somit einen direkten Einfluss auf das Volumen der LDCVs hat. Es wurde gezeigt, dass je
kleiner der Radius der Granulen ist, desto langsamer die Fusion mit der Plasmamembran
erfolgte (Bao et al., 2016). Das hingt mit einer hoheren Oberflichenspannung von
kleineren Vesikeln zusammen, sodass mehr Kraft fir die Porenbildung und die
Verschmelzung mit der Membran erforderlich ist. Die kleinere LDCV's konnten somit die

in 5.1. beschriebene verlangsamte Fusion nach mCAPS2b-Expression erkliren.

5.3. Deletion von CAPS verindert nicht den pH in LDCVs

Als ein méglicher Grund fiir die kleineren LDCVs nach der Uberexpression von CAPS2b
wurde eine Verinderung in der Osmolaritit im Lumen der Granulen vermutet. Zusitzlich
war es das Ziel den granuliren pH zu bestimmen, da die Beftllung der LDCVs mit
Katecholaminen durch den VMAT unter Ausnutzung des Protonengardienten erfolgt. Das
Konstrukt pMax_NPY-ClopHensorN(Q69M) sollte als ratiometrischer Farbstoff zur
Bestimmung vom pH-Wert und der Chloridkonzentration innerhalb der LDCVs dienen.
Dessen richtige Lokalisation wurde mit Hilfe der Co-Firbung mit dem ebenfalls LDCV-
staindigen anti-Chromogranin A (Kabachinski et al., 2016) an fixierten Chromaffinzellen
durch den Koeffizienten nach Person von 0,8 bestitigt. Nach Maenders war die
Korrelation von Chromogranin A mit dem ChlopHensorN(QG69M) niedriger als
umgekehrt. Das zeigte, dass fast alle Vesikel Chromogranin A besal3en, doch nur in den
nach der Elektroporation neu gebildeten LDCVs das ClopHensorN(Q69M) enthalten war.
Die Stabilitit des Sensors wurde durch finf aufeinanderfolgende Schritte untersucht. Die
beiden Signale des E*GFP nach der Emission mit 488 nm und 458 nm wurden zwar

starker, aber der Quotient dieser beiden blieb in etwa konstant. Die stetige Erhohung der
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Einzelsignale kénnte dadurch erklirt werden, dass sowohl die aufgenommenen lebenden
Zellen selbst, als auch die darin enthaltenen Kompartimente in Bewegung waren. Da der
Quotient Eu4ss nm/E4ss am stabil blieb, wurde hiermit bestitigt, dass sich dieser Sensor fiir die
pH-Bestimmung in lebenden Zellen am LSM eignet. Das Signal von tdTomato (561 nm)
nahm innerhalb der finf Aufnahmen stetig ab, sodass weniger als die Hilfte vom
Ursprungssignal bei der finften Aufnahme gemessen werden konnte. Da das E2GFP und
tdTomato als ein Fusionskonstrukt vorlagen, sollten sich die Signalintensititen aller drei
Anregungswellenlingen trotz Mobilitit der lebenden Zellen gleich verhalten. Das bedeutet,
dass wenn sich ein LDCV aus dem Fokus entfernt, die Emissionsstirke sowohl von
E*GFP, als auch von tdTomato in gleichem Verhiltnis abnehmen sollten. In diesem
Experiment wurde deutlich, dass trotz dem leicht zunehmenden Fluoreszenzsignal von
E*GFP, die Fluoreszenzintensitit von tdTomato stetig sehr stark abnahm. TdTomato
weillte somit eine sehr starke Instabilitait auf, sodass es nicht verldsslich zur granuliren
Bestimmung der Chloridkonzentration eingesetzt werden konnte. Auch die in der
Primirliteratur (Arosio et al, 2010) angegebene Chrloridbestimmung zeigte, dass der
Farbstoff zur Chloridbestimmung sowohl bei der zytosolischen Kalibrierung, als auch bei
der granuliren Konzentrationsbestimmung grof3e Variabilitit aufwies.

Es wurde eine drei-miniitige Aqulibrierungszeit ermittelt, um den pH in den LDCVs dem
pH der pH-Kalibrierungslosung durch die enthaltenen lonophore anzupassen. Zur
Erstellung der pH-Kalibrierungskurve wurde sicherheitshalber eine lingere Aquilibringszeit
von 5 Minuten gewahlt, um eine vollstindige pH-Anpassung zu gewihrleisten. In
ratiometrischen Experimenten mit NPY-ClopHensorN(Q69M) wurde in LDCVs von
DKO- und WT-Chromaffinzellen ein gleicher granulirer pH-Wert von 6,2 ermittelt. Die
erh6hte Standardabweichung von 0,4 kommt wahrscheinlich durch die Mobilitit der
LDCVs zustande, da alle Kanile separat nacheinander aufgenommen wurden. An der
Gaul3-Verteilung der einzelnen Werte sieht man deutlich, dass sich die Maxima beider
Genotypen tberlagern, wobei es innerhalb der Messungen in den WT-Chromaffinzellen
mehr Varianz gab. Obwohl hinsichtlich des lumenalen pHs in den LDCVs zwischen WT-
und DKO-Chromaffinzellen kein Unterschied festgestellt werden konnte, war der pH-
Wert hoher als erwartet und bisher publiziert (Henry et al., 1998; Johnson, 1988). Um
diesen ermittelten pH-Wert zu iberprifen, wurde ein weiteres Experiment mit WT-

Chromaffinzellen durchgeftihrt, bei dem nach der pH-Messung eine anschlieBende pH-
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Kalibrierung an derselben Zelle folgte. Es wurde wieder ein granulirer pH-Wert im
Bereich zwischen pH6 und pH7 bestitigt. Der in diesem Experiment ermittelte pH-Wert
ist mit 6,4 um 0,2 Einheiten hoher als zuvor bestimmt (s. Abb. 20). Eine mogliche
Erklirung dafiir kbnnte sein, dass hier die Zellen mittig und nicht wie vorher in rdumlicher
Nihe zur Plasmamembran aufgenommen wurden. Dadurch koénnten punktuelle Strukturen
mit ausgewertet worden sein, die zum Golgi gehéren, oder es wurden noch nicht fertig
gereifte LDCVs aufgenommen, deren Lumen noch nicht vollstindig azidifiziert wurde.
Der mit dem ChlopHensorN bestimmte pH-Wert in LDCVs von PC12-Zellen lag bei
5,610,5 (Arosio et al., 2010). Hierbei wurde die pH-Kalibrierung zytosolisch durchgefthrt.
Der Quotient der Emissionswerte von E2GFP (E4ss nm/FEass am) der von uns erstellten pH-
Kalibrierungskurve mit einem zytosolischem ClopHensorN(Q69M) waren bei jeder pH-
Kalibrierungslosung um jeweils zwei Einheiten erh6ht (Daten nicht gezeigt). Es ist nicht
auszuschlieBen, dass der pH-Sensor durch die Bestandteile des Lumens in seinen
spektralen Eigenschaften beeinflusst werden konnte. Da es das Ziel war den pH in LDCVs
von WT und DKO-Zellen zu ermitteln, wurde in dieser Arbeit eine granulire Kalibrierung
als besser geeignet betrachtet.

Bei der Uberpriifung der Azidifizierung der LDCVs in WT-Zellen zu den Zeitpunkten von
8, 24 und 48 Stunden nach der Zellpriparation und Elektroporation des pH-Sensors wurde
Uber die drei Zeitpunkte konstant eine steigende Ansduerung des LDCV-Lumens
detektiert (Abb. 18). Es ist schwer einzuschitzen, ob die Ansiuerung abgeschlossen wurde,
da die pH-Mittelwerte stetig und in gleichem MalBle abnahmen. Es wiren weitere
Messzeitpunkte (z. B. drei und vier Tage nach der Elektroporation) notwendig, um eine
vollstindige Azidifizierung in Form einer pH-Basislinie zu bestimmen. Es kann sein, dass
nach 48 Stunden der pH in den LDCVs noch nicht vollstindig angepasst wurde. Da die
Amperometriedaten (SSA) ebenfalls am Tag zwei in Kultur erstellt wurden und sich die
pH-Werte zwischen DKO und WT nicht unterschieden, ist davon auszugehen, dass die
Azidifizierung der LDCVs zwischen den DKO- und WT-Zellen dhnlich erfolgte.

Ein interessantes Experiment wire die Untersuchung des pHs in den LDCVs in DKO-
Chromaffinzellen nach Uberexpression von mCAPS2b. Mit dem hier eingesetzten
ClopHensor(QG69M) war es nicht méglich, da das in dieser Arbeit zur CAPS-Expression
verwendete pSFV1-mCAPS2b-IRES-eGFP-Konstrukt sich mit dem pH-sensitiven E>GFP
im ClopHensorN(QG69M) spektral tiberschneidet. Der pKa-Wert des hier benutzten
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ClopHensorN(Q69M) lag bei 7,1. Der bestimmte pH-Wert von 6,2 lag gerade noch im
detektierbaren Bereich der Kalibrierungskurve.

Der VMAT agiert protonenabhingig. Der Protonenimport in die Granulen wird unter
anderem durch Chloridionen reguliert (Johnson, 1988; Maycox et al., 1990). Es gibt in SV
drei Arten von Protonaustauschern: VATPase, Chlorid-Protonen-Austauscher (Friedrich
et al., 1999; Stobrawa et al., 2001) und Kationen-Protonen-Austauscher (Preobraschenski
et al.,, 2014). Da der pH in den LDCVs in CAPS-KO unverindert ist, liegt es nahe, dass die
Chloridkonzentration im CAPS-KO verindert sein konnte. Eine Deletion des
Cloridaustauschtransporters CIC3 fihrt zur reduzierten Exozytose in Chromaffinzellen
(Maritzen et al., 2008). Das kénnte wegen der Osmolarititverinderung auch ein Grund fir
die kleineren LDCVs sein (siche oben). Wegen des starken Ausbleichens des tdTomato

konnte jedoch keine Cloridkonzentration in den LDCVs bestimmt werden.

5.4. Suche nach Proteininteraktionspartnern von CAPS2b fiir die

Befiillung von LDCVs

Die Befillung der LDCVs mit Monoaminen erfolgt durch den VMAT unter Nutzung des
Protonengradienten. Ob mCAPS2b die Funktion des VMAT steigert, wurde an CHO-
Zellen untersucht. Diese exprimieren stabil VMATI1. Dabei wurde die Serotonin-
Aufnahme-Fahigkeit in Anwesenheit von mCAPS2a, mCAPS2b und einem eGFP-
Leervektor untersucht. Nur mCAPS2b war in der Lage die Serotoninaufnahme zu
erhéhen, die Expression von mCAPS2a bewirkte keine Verdnderung der
Serotoninaufnahme im Vergleich zur eGFP-Kontrolle. In bisherigen Arbeiten wurde
bereits der fordernde Effekt sowohl von CAPS1, als auch von CAPS2 auf VMAT1 und
VMAT?2 dokumentiert (Brunk et al., 2009). In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal das
Exon 22 identifiziert, das sich spezifisch auf die Funktion des VMAT auswirkt. Eine
Moéglichkeit der Regulation des VMATSs konnte eine Interaktion von CAPS2b entweder
direkt mit VMAT oder mit einem der G-Proteine sein.

Um mogliche Interaktionspartner des mCAPS2-Exon 22 zu identifizieren, wurden diese
mittels dem Hefe-Zwei-Hybrid-System gesucht. Die neu klonierten Konstrukte
mCAPS2a_ MUN und CAPS2b-MUN waten funktionell, was durch die Interaktion mit

Syntaxinl bewiesen wurde. Die Bibliothek wurde mit mCAPS2b acht Mal statt den
97



iiblichen drei Mal gesichtet, um das Ubersehen von méglichen Interaktionspartnern zu
minimieren. Die sechs gefundenen mégliche Interaktionspartner fiir das mCAPS2b_MUN
wirken in allgemeinen Funktionen in der Zelle, wie Apoptose und Zellzyklus. Es konnte
weder in der Literatur noch Proteindatenbanken eine Verbindung dieser Proteine in der
Azidifizierung oder Befillung von Vesikeln sowie Interaktion mit synaptischen Proteinen
gefunden werden. Deshalb wurden diese Treffer als falsch positive Interaktionspartner fiir
mCAPS2_MUN eingestuft. Fir mCAPS2a konnte kein einziger Interaktionspartner
gefunden werden. Es ist tiberraschend, dass nicht mal Syntaxinl als Interaktionspartner im
Sichten der cDNA-Bibliothek fir mCAPS2a. MUN oder mCAPS2b. MUN detektiert
wurde, die in den Testdurchldufen eine starke Interaktion zeigten.

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ist artifiziell. Fine potentielle Bindung soll unter anderen
Bedingungen wie im tblichen System erfolgen. Zum einen wird das Protein im Hefesystem
exprimiert und gefaltet. Da das daran beteiligte Proteom anders ist, als im Sdugetiersystem,
kann nicht gewihrleistet werden, dass das finale Protein, das als Beute agieren soll,
tatsachlich original gefaltet vorliegt. Weiterhin ist die einzubringende Linge des Koder-
Proteins, in diesem Fall mCAPS2_MUN, begrenzt. Zu grol3e cDNAs koénnen nicht durch
die Poren in der Nukleusmembran in den Zellkern gelangen, um dort die Transkription der
Reportergene zu initileren. Deshalb wurde hier nur die C-terminale Halfte gewahlt.
Obwohl die gesamte MUN-Domine enthalten ist und eine Interaktion mit Syntaxinl
gezeigt wurde, ist nicht sicher, ob die MUN-Domine in ihrer vorgesehenen funktionellen
Form vortliegt. Es konnte sein, dass das Exon 22 andere Dominen oder Sequenzabschnitte
im N-terminalen Teil des CAPS-Proteins braucht, um eine Bindung mit anderen Proteinen
einzugehen. Eine andere Moglichkeit ist, dass Exon 22 das gesamte CAPS-Protein in
dessen Struktur (z.B. durch Ladungsverschiebung) verindert und ein komplett anderer
Sequenzabschnitt von CAPS fir die Befillung der LDCV's befihigt wird.

Zum Finden von Proteininteraktionspartnern von mCAPS2b konnte eine
Massenspektrometrie verwendet werden. Dazu kénnten CHO-Zellen nach Expression von
mCAPS2b-HA benutzt werden, da hier bereits eine erhohte Serotoninaufnahme
festgestellt wurde. Das CAPS2b-HA koénnte aus dem CHO-Proteinlysat mit dem HA-
Antikérper samt den daran gebundenen Interaktionspartnern immunoprizipitiert werden,
die anschlieBend durch Massenspektrometrie identifiziert werden konnen. Als

Negativkontrolle fir unspezifische Bindungen bietet sich mCAPS2a-HA an.
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Fir zukinftige biochemische Versuche wird ein Antikérper gegen mCAPS2b nétig sein.
Dazu wurde ein Antikérper neu entwickelt und hergestellt. Dieser wurde als spezifisch fiir
das Exon 22 und als geeignet fiir Western Blot bestimmt. Im Embryonalstadium konnte
weder in isolierten murinen Chromaffinzellen, noch in ganzen Nebennieren eine endogene
Expression des mCAPS2b detektiert werden. Das deckt sich mit dem bereits publizierten
Befund, dass auf mRNA-Ebene in embryonalen Chromaffinzellen nur CAPS1 und
CAPS2e exprimiert wird (Nguyen Truong et al,, 2014). Die Expression von CAPS2b
konnte erst postnatal (P1, P10, P21) gezeigt werden. Im Cerebellum konnte dessen
Expression erst ab dem Alter von P14 detektiert werden. Da die CAPS2-KO-Kontrolle
aus adultem Cerebellum keine Bande auf der gleichen Hohe aufwies, bestitigte das wieder
die Spezifitit des Antikorpers.

Es konnte gezeigt werden, dass im Embryonalstadium in Chromaffinzellen CAPSI
(Speidel et al., 2005) und CAPS2e (Nguyen Truong et al., 2014) exprimiert werden. CAPS1
reguliert die Befillung der LDCVs und CAPS2e deren Priming-Status. Der hormonelle
Haushalt wird prinatal von der Mutter reguliert und die Embryonen kommen nie in eine
Kampf- oder Flucht-Situation. Das konnte auch der Grund sein, warum in embryonalen
DKO- und WT-Chromaffinzellen die Ladung einzelner LDCVs gleich ist. Eine postnatale
Untersuchung von DKO-Chromaffinzellen ist unméglich, da dieser Genotyp letal ist. Der
Vergleich zwischen embryonalen DKO und postnatalen WT-Zellen ist kritisch, da das

Proteom postnatal zu unterschiedlich sein kénnte.
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