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1 Einleitung

1.1 Der neurotrophe Faktor BDNF

Der neurotrophe Faktor BDNF (brain derived neurotrophic factor) gehort zur Proteinfamilie
der Neurotrophine, die eine Gruppe von strukturell verwandten Wachstumsfaktoren
darstellt. Die Gruppe der Neurotrophine wurde aufgrund ihrer Bedeutung fiir das zentrale
Nervensystem entdeckt und umfasst in Sdugetieren die weiteren Mitglieder NGF (nerve
growth factor), NT-3 (neurotrophin-3) und NT-4 (neurotrophin-4). In Neuronen werden
Neurotrophine in sekretorischen Granula (dense-core vesicle) dicht verpackt und entlang
von Axonen und Dendriten transportiert. Durch Exozytose der sekretorischen Granula
kénnen Neurotrophine von somatischen, axonalen oder dendritischen Strukturen entweder
konstitutiv oder aktivitatsabhangig ausgeschiittet werden. Um ihre biologische Wirkung zu
entfalten, binden die als Homodimere sekretierten Neurotrophine entweder autokrin oder
parakrin an Rezeptoren der Trk-Familie (tropomyosin-related kinase) (Ibanez, 1994;
Barbacid, 1995; Huang & Reichardt, 2003; Brigadski & Lessmann, 2014). Diese
Rezeptorfamilie besteht aus den Mitgliedern TrkA, TrkB und TrkC, welche selektiv die
verschiedenen Neurotrophine binden, wobei der neurotrophe Faktor BDNF den TrkB-
Rezeptor aktiviert (Soppet et al., 1991; Klein et al., 1991). Die Bindung der
Neurotrophine induziert eine Dimerisierung des jeweiligen Trk-Rezeptors, woraufhin die
intrinsische Kinaseaktivitit des Rezeptors diesen an verschiedenen Tyrosinresten
autophosphoryliert. Anschlieffend kann das Signal auf verschiedene intrazelluldre
Signalkaskaden weitergeleiten werden (Tao et al., 1998; Lonze et al., 2002; Markus et al.,
2002; Minichiello et al,, 2002). Neben den Trk-Rezeptoren kénnen alle Neurotrophine mit
geringer Affinitat an den p75-Rezeptor binden, einem Rezeptor der Tumornekrosefaktor-
Familie (Bothwell, 1995).

Durch die Bindung an Trk-Rezeptoren regulieren Neurotrophine wichtige Funktionen, wie
die neuronale Differenzierung und das Uberleben von Neuronen (Korsching, 1993; Lewin
& Barde, 1996). Sie sind Schliisselfaktoren fiir das Auswachsen des Axons und der
Dendriten und beeinflussen die Grofie des Somas sowie die Anzahl und die Grofie von

Synapsen (Purves et al., 1988; Ruit et al., 1990; Garofalo et al., 1992). Zusatzlich haben
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Neurotrophine Einfluss auf die Starke einer synaptischen Verbindung, indem sie
prasynaptisch die Ausschiittung von Neurotransmittern verstarken und postsynaptisch das
Wachstum und die Form von Spines beeinflussen (Lohof et al., 1993; Lessmann, 1998;
Kellner et al., 2014). Uber die Bindung an den p75-Rezeptor kénnen jedoch auch
apoptotische Signalwege und somit eine gegenteilige Wirkung zum Uberleben von Zellen
ausgelost werden (Teng et al., 2005).

Besonders das Neurotrophins BDNF scheint fiir das Lernen und die Gedachtnisbildung eine
wesentliche Rolle zu spielen. Hierbei stellt die Langzeitpotenzierung (LTP) neuronaler
Verbindungen einen grundlegenden molekularen Mechanismus fiir neuronale Plastizitat
dar (Bliss & Lomo, 1973). Es konnte gezeigt werden, dass ahnliche Stimulationsprotokolle,
die LTP an glutamatergen Synapsen induzieren, ebenfalls geeignet sind, um die
Ausschiittung von BDNF zu stimulieren (Aicardi et al., 2004). Des Weiteren ist in
hippokampalen Neuronen von BDNF-Knock-out-Mausen die Ausbildung einer stabilen LTP
reduziert und kann durch die exogene Applikation von BDNF wiederhergestellt werden
(Korte et al,, 1996; Patterson et al., 1996). In hippokampalen Neuronen von Wildtyp-
Tieren wiederum kann die LTP durch Applikation von TrkB-receptor-bodies, einem
kiinstlichen Immunglobulin, welches spezifisch sekretiertes BDNF binden und biologisch
inaktivieren kann, inhibiert werden (Figurov et al., 1996). Auch in Verhaltensversuchen
konnte gezeigt werden, dass BDNF fiir die Ausbildung des Langzeitgedachtnisses eine
entscheidende Rolle spielt (Bekinschtein et al., 2008). In konditionellen BDNF-Knock-out-
Mausen wurden Defizite beim raumlichen Lernen und im Furchtextinktionslernen gefunden
(Heldt et al., 2007). Jedoch bereits schon in heterozygoten BDNF-Knock-out-Mausen, die
nur etwa die Halfte des physiologisch verfiigbaren BDNFs exprimieren, sind Hippokampus-
bzw. Amygdala-abhangige Lernprozesse signifikant beeintrachtigt (Psotta et al., 2013;
Petzold et al,, 2015). Somit spielt der neurotrophe Faktor BDNF eine wichtige Rolle bei

Lern- und Gedachtnisprozessen.

1.2 Bildung und Reifung des Neurotrophins BDNF

1.2.1 Transkription und Translation von BDNF

Das BDNF-Gen der Maus befindet sich auf dem Chromosom 2 (Acc. Nr.: AY057907.1). Es

besteht aus insgesamt neun verschiedenen Exons (Abb. 1.1 A), aus denen durch
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alternatives Spleifden verschiedene Transkriptvarianten entstehen konnen. Bisher sind
insgesamt elf Transkriptvarianten bekannt (Abb. 1.1 B), die durch neun verschiedene
Promotoren im  5-Bereich vor den jeweiligen Exons gewebsspezifisch,
entwicklungsspezifisch oder aktivititsabhdngig exprimiert werden. Die Sequenz fiir den
offenen Leserahmen des BDNF-Proteins ist in Exon 9 lokalisiert und somit in allen
Transkriptionsvarianten enthalten. Neben dem Translationsinitiationskodon (ATG) in Exon
9 gibt es eine alternative Translationsinitiationsstelle in Exon 1. Ebenfalls in Exon 9
befinden sich zwei alternative Polyadenylierungssignale, die die Transkriptlange im 3‘-

untranslatierten Bereich verandern kénnen (Timmusk et al., 1993; Aid et al., 2007).

A Poly A Poly A
ATG ATG Signal Signal
! ! 1 !
: -
0.6 kb 0.5 kb 0.2 kb 03kb 0.1kb04kb 03kb 0.3 kb 4.1kb
B

IA | |BDNFIIA
| _|sDNFuB

I | |sonNFiiC
r///\-:]BDNF i
| |BDNFIV

E——/’___\-:BDNF y

| leonFw
[ leonFwn
; ; Vi ]
[ untranslatierter Bereich V] BONF VIlI

[ Translatierter Bereich < |eonFixa

Abb. 1.1: Transkription des murinen BDNF-Gens. (A) Intron-Exon-Struktur des BDNF-Gens auf
Chromosom 2 des murinen Genoms mit jeweils zwei alternativen Translationsinitiationsstellen (blau) und
Polyadenylationssignalen (rot). Exons sind als Kastchen mit romischen Zahlen dargestellt. (B) Durch
alternatives Spleifien entstehende mRNA-Transkripte. Alle Transkriptvarianten enthalten die in Exon IX
codierte Sequenz zur Translation des BDNF-Proteins (grau). Modifiziert nach Aid et al., 2007.

Alle BDNF-Transkriptvarianten werden zu einer 249 Aminosdure langen bzw. 257
Aminosdure langen (Exon 1 Variante) Proteinsequenz translatiert (Acc. Nr.:
NP_001272345; NP_031566.4). Die initial translatierte Proteinsequenz stellt dabei einen
Vorlaufer von BDNF (Timmusk et al.,, 1993), das sogenannte pre-pro-BDNF, dar (Abb.
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1.2). Die N-terminale pre-Domdane beinhaltet ein Signalpeptid, welches die am Ribosom
naszierende Proteinkette in das endoplasmatische Retikulum dirigiert und nach Vollendung
der Translation abgespalten wird. Das dadurch entstehende pro-BDNF enthilt eine pro-
Domadne, die spater proteolytisch von ,maturen (reifen) BDNF abgespalten wird. BDNF
bildet unter physiologischen Bedingungen Homodimere aus, jedoch wurde die
Rontgenkristallstruktur von BDNF mit Hilfe von BDNF/NT-3 oder BDNF/NT-4
Heterodimeren untersucht (Robinson et al., 1995; Robinson et al., 1999).

H;N—m pro-domain mature BDNF COOH

Aminosauren T

0 18 130 249

Abb. 1.2: Proteinstruktur von BDNF nach der Translation. Abgebildet ist das Vorlauferprotein von BDNF
(pre-pro-BDNF). Die pre-Sequenz wird noch wéhrend der Translation des Proteins in das endoplasmatische
Retikulum abgespalten. Das so entstandene pro-BDNF wird in einem spateren Schritt proteolytisch zu reifem
(maturem) BDNF gespalten. Modifiziert nach Lessmann & Brigadski, 2009.

1.2.2 Expression von BDNF

Die BDNF-mRNA ist bereits wahrend embryonaler Entwicklungsstadien nachweisbar und
erreicht ihr Expressionsmaximum etwa 14 Tage nach der Geburt (Ernfors et al., 1990).
Dabei ist sie am starksten im Hippokampus, Cortex und Cerebellum zu finden. Innerhalb
des Hippokampus ist sie vor allem in Kérnerzellen des Gyrus dentatus und Pyramidenzellen
der Cornu ammunis (CA) exprimiert, wobei in der CA3-CA2 Region eine starkere Expression
als in der CA1 Region zu beobachten ist (Hofer et al.,, 1990). Innerhalb des Neurons
konnen die Spleifdvarianten der BDNF-mRNA aktivititsabhdngig in verschiedene
Kompartimente transportiert werden (Chiaruttini et al., 2008). Obwohl die BDNF-mRNA
auch in Dendriten zu finden ist (Tongiorgi et al., 1997; Chiaruttini et al., 2009), wird die
finale Lokalisation des BDNF-Proteins kontrovers diskutiert. In einigen Studien wird das
endogene BDNF-Protein nahezu ausschliefilich in axonalen Strukturen beobachtet (Conner
et al,, 1997; Dieni et al., 2012), in anderen Studien war das BDNF-Protein jedoch auch
dendritisch lokalisiert (Wetmore et al., 1991; Dugich-Djordjevic et al.,, 1995; Schmidt-
Kastner et al,, 1996; zusammengefasst in Edelmann et al., 2014). In primdren neuronalen

Kulturen wird tiberexprimiertes BDNF-Protein sowohl in Axone als auch Dendriten sortiert
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und von beiden Strukturen aktivitiatsabhangig ausgeschiittet (Haubensak et al., 1998;
Hartmann et al., 2001; Dean et al., 2009; Matsuda et al., 2009).

1.2.3 Sortierung von BDNF in den sekretorischen Pfad der Zelle

Pro-BDNF wird, wie auch andere Proteine des sekretorischen Pfades, iiber das trans-Golgi-
Netzwerk in sekretorische Granula verpackt. BDNF kann dabei in sekretorischen Granula
des konstitutiven oder des regulierten Sekretionspfades sortiert werden. Beide Pfade
unterscheiden sich durch ihre Sensitivitit gegeniiber dem Second Messenger Kalzium
(Halban & Irminger, 1994). Fiir die aktivitdtsabhiangige Ausschiittung von BDNF aus
Neuronen ist die Sortierung von BDNF in sekretorische Granula des Kalzium-abhédngigen,
regulierten Sekretionspfades von Bedeutung. Hierfiir ist der im Golgi exprimierte Sortilin-
Rezeptor verantwortlich (Chen et al., 2005), welcher die pro-Domdne von pro-BDNF
erkennt und in Vesikel des aktivititsabhdngigen Sekretionspfades {iberfiihrt. Die
Wichtigkeit der pro-Domane fiir diesen Prozess belegen Studien, die im Fall des humanen
BDNFs gezeigt haben, dass ein natiirlich vorkommender Polymorphismus in der pro-
Domane, bei dem die Aminosaure Valin an Position 66 zu Methionin substituiert wird, zu
einer reduzierten Sortierung von BDNF in sekretorische Granula des aktivitidtsabhdngigen
Pfades fiihrte (Egan et al., 2003). Auch durch den Austausch der pro-Domidne von NT4
gegen die pro-Domédne von BDNF, konnte eine Lokalisation von NT4 in Vesikeln des
aktivitatsabhangigen Sekretionspfades verstarkt werden (Brigadski et al.,, 2005). Neben
Sequenzmotiven in der pro-Domadne konnte dariiber hinaus ein Sortierungsmotif in der
maturen Domane von BDNF identifiziert werden. In hippokampalen Neuronen vermittelt
dieses Sortierungsmotiv eine Interaktion von pro-BDNF mit der im Golgi-Apparat
befindlichen Exopeptidase und Sortierungsrezeptor CPE (Carboxypeptidase E), welcher
ebenfalls fiir die Sortierung von BDNF in sekretorische Granula des aktivititsabhangigen

Sekretionspfades bedeutend ist (Lou et al., 2005).

1.2.4 Azidifizierung sekretorischer Granula und proteolytische Spaltung von BDNF

Der pH-Wert von sekretorischen Granula wird mit Hilfe der v-Typ ATPase auf ein saures
Niveau (pH~5,5) eingestellt (Johnson & Scarpa, 1976; Russell & Holz, 1981). Die v-Typ-

ATPase ist ein multimerer Proteinkomplex, der in der Membran sekretorischer Granula
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aber auch synaptischer Vesikel zu finden ist. Er besteht aus einem zytosolisch
ausgerichteten, katalytischen Vi.Komplex, der durch Hydrolyse von ATP die Energie zum
Transport von Protonen durch den in der Vesikelmembran sitzenden Vy-Komplex
bereitstellt (Beyenbach & Wieczorek, 2006). Entlang der Vesikelmembran wird durch die
Aktivitat der v-Typ-ATPase ein elektrochemischer Protonengradient aufgebaut, der unter
anderem auch fiir Transportvorginge tliber die Vesikelmembran genutzt wird. So werden
sekretorische  Granula neuroendokriner Zellen mit Hilfe des vesikuldaren
Monoamintransporters (VMAT) durch den Antiport von Protonen mit Monoaminen beladen
(Henry et al.,, 1994). In Neuronen hat das saure Milieu sekretorischer Granula eine
entscheidende Rolle fiir die weitere Reifung von BDNF. So stellt der saure pH im Vesikel die
optimalen Reaktionsbedingungen fiir pro-Proteinkonvertasen dar, welche die pro-Domane
von der maturen BDNF-Domane proteolytisch abspalten konnen (Zhou et al., 1999). Dabei
konnen in sekretorischen Granula hippokampaler Neuronen sowohl ungespaltenes als auch
gespaltenes BDNF vorliegen und exozytiert werden (Yang et al., 2009). Andere Studien
gehen jedoch davon aus, dass nur matures BDNF ausgeschiittet wird und die Reifung von
maturem BDNF lediglich intrazellular erfolgt (Matsumoto et al., 2008). Jedoch ist eine
extrazelluldre Spaltung des BDNF mit Hilfe der durch tPA (tissue plasminogen activator)
aktivierten Protease Plasmin (Pang et al., 2004) oder durch Matrix-Metalloproteasen (Lee

etal., 2001) ebenfalls gezeigt worden.

1.2.5 Aktivitatsabhangige Ausschiittung von BDNF

BDNF wird aus sekretorischen Granula von Neuronen entweder konstitutiv oder
aktivitatsabhangig ausgeschiittet. Um die aktivititsabhdngige Sekretion von BDNF
nachzuweisen, wurden verschiedene Methoden etabliert. Durch Verwendung von BDNF-
Antikérpern in ELISA-Messungen konnte sekretiertes BDNF aus dem Uberstand von
entsprechend stimulierten Geweben oder primaren Neuronen detektiert werden (Canossa
et al,, 1997; Balkowiec & Katz, 2000). Zwar kann mit dieser Methode die Ausschiittung
von BDNF eingeschrankt zeitlich aufgelost werden, jedoch ist eine raumliche Auflésung des
Sekretionsprozesses nicht moglich. Um diese Nachteile zu umgehen, wurde die
Ausschiittung von fluoreszenzmarkiertem BDNF aus primaren hippokampalen Neuronen
untersucht. Hierbei konnte die Sekretion von BDNF sowohl durch hochfrequente

elektrische Stimulation der Neurone als auch chemisch, mittels Depolarisation der
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Zellmembran durch Erhohung der extrazelluldaren Kaliumkonzentration, ausgelost werden
(Hartmann et al.,, 2001). BDNF kann dabei sowohl pra- und postsynaptisch als auch
extrasynaptisch ausgeschiittet werden (Brigadski et al.,, 2005; Dean et al., 2009;
Matsuda et al., 2009). Dabei ist die Sekretion einerseits abhdngig von extrazellulirem
Kalzium, welches in Dendriten iiber spannungsgesteuerte L-Typ-Kalziumkandlen in die
Zelle einstromt. Nach diesem initialem, Depolarisierungs-induziertem Kalziumeinstrom von
aufden ist jedoch auch die Freisetzung von Kalzium aus intrazelluldaren Kalziumspeichern
essentiell fiir die Ausschiittung von BDNF. Weiterhin wird die Sekretion durch die Aktivitat
der Kalzium-Calmodulinkinase II (CaMKII) und eine basale Aktivitit der Proteinkinase A
(PKA) moduliert (Kolarow et al., 2007). Des Weiteren hangt die Kinetik der Ausschiittung
sekretorischer Proteine wie BDNF von ihrer Molekiilgrofde, der Molekiilstruktur, der Dichte
sowie der Wechselwirkungen der Proteine in der intravesikuldren Matrix ab (Barg et al.,

2002; Taraska et al,, 2003; Brigadski et al,, 2005; de Wit et al., 2009).

1.3 Exozytoseprozesse in Neuronen

1.3.1 Exozytose von Vesikeln

Exozytose ist ein biologischer Vorgang innerhalb einer Zelle, bei dem die Membran eines
intrazelluldr lokalisierten Vesikels mit der Plasmamembran der Zelle fusioniert und dabei
der Inhalt des Vesikels in den extrazelluliren Raum freigesetzt wird. Auch fiir die
Integration von Membranbestandteilen und integrale Membranproteinen ist die Exozytose
von Vesikeln von Bedeutung (Lin & Scheller, 2000). Aufgrund der hohen Energiebarriere
fur die Fusion zweier Lipiddoppelschichten, findet dieser Vorgang unter Beteiligung
spezieller Proteine statt (Weber et al., 1998). Hierfiir verwendet die Zelle
membranstdndige Proteine (SNAREs), die sowohl an der Vesikelmembran (v-SNARE) als
auch an der Zielmembran (t-SNARE) zu finden sind. SNARE-Proteine, die an der Exozytose
von synaptischen Vesikeln beteiligt sind, wurden bereits sehr gut charakterisiert (Jahn &
Scheller, 2006). Hierbei sind das am Vesikel sitzende v-SNARE Protein Synaptobrevin
(auch VAMP genannt) sowie die an der Plasmamembran sitzenden t-SNARE Proteine
SNAP-25 und Syntaxin bekannt (Abb. 1.3 A). Kristallstrukturdaten dieser Proteine konnten

zeigen, dass sie einen trindren Komplex ausbilden, den sogenannten SNARE-Komplex, der
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durch Verdrillung von insgesamt 4 hydrophoben a-Helices, den sogenannten SNARE-
Motiven der SNARE-Proteine, entsteht (Sutton et al., 1998). Die vollstandige Verdrillung

dieses Komplexes liefert die fiir die Fusion von zwei Doppellipidschichten noétige Energie

A Vesikel Plasma
Membran Membran

Syntaxin
Synaptobrevin (t-SNARE)
(v-SNARE)
SNAP25
(t-SNARE)
B Reifverschlussihnliche Ausbildung des Fusionsporendffnung
Verdrillung der SNARE Motive SNARE-Komplexes
i i I Fusions-
Vesike SRR, oA
/ Membran .‘):.% &'§{\\ !
N'I \. = =22 . &=
’ PI . r %
W s =kd =

S

fenesoasensatentsncsnescaviitleppecscancecatoosoosesoecene

¢ Fusionierte
Membran
C Fusionsporen- Ausdehung
offnung der Fusionspore
h— b 4 {' —_—  —
e \t W™
N o ® LA A
e, =t — A “Full collapse”
LA ) )
o0 a” 4 Exozytose
WiederverschlieBen e®
der Fusionspore

“Kiss and Stay” “Kiss and Run”

Abb. 1.3: SNARE-vermittelte Exozytose von Vesikeln. (A) Doméanenstruktur der an der Exozytose von
Vesikeln beteiligten SNARE-Proteine (TMD: Transmembrandomane, R,Q,,Qp,Qc: SNARE-Motive der jeweiligen
SNARE-Proteine; Ha, Hb, Hc, H3: Doménen des Proteins Syntaxin (B) Schematische Darstellung der Bildung
des SNARE-Komplexes und anschlieffender Fusionsporenéffnung durch Verdrillung der vier o-helikalen
SNARE-Motive der einzelnen SNRARE-Proteine (C) Modellhafter Ablauf verschiedener Exozytoseereignisse.
Nach Offnung der Fusionspore kann die Exozytose entweder vollstindig (,Full collapse“) oder reversibel
erfolgen (,Kiss and run“ und ,Kiss and stay").
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(Parpura & Mohideen, 2008) (Abb. 1.3 B). Dabei bildet sich eine Fusionspore, die sich
ausdehnt (Dilatation) und durch die die Ausschiittung des Vesikelinhalts in den
extrazellulairen Raum erfolgt (Bai et al., 2004). Die vollstindige Ausdehnung der
Fusionspore fiihrt zu einer ebenfalls vollstindigen Verschmelzung der vesikuldren
Membran mit der Plasmamembran (Full collapse) (Abb. 1.3 C). Dadurch vergrofiert sich
folglich die Oberfliche der Zellmembran um den Membrananteil des Vesikels. Um die
Membranoberflache konstant zu halten und auch um bereits exozytierte Membranproteine
zurlickzugewinnen, werden diese mittels Endozytose wieder internalisiert (Saheki & De
Camilli, 2012). Neben dem Full collapse-Szenario werden aber auch Fusionsereignisse mit
reversibler Ausbildung der Fusionspore beobachtet. Hierbei wird nach Bildung der
Fusionspore diese offen gehalten (Omega-Querschnitt) und der Vesikelinhalt ausgeschiittet.
Eine weitere Dilatation der Fusionspore zum vollstindigen Kollaps bleibt jedoch aus, so
dass diese wieder verschlossen werden kann und der intakte Vesikel entweder angedockt
an der Plasmamembran verbleibt (Kiss and Stay) oder von der Plasmamembran abdockt
(Kiss and Run) (Abb. 1.3 C). Der Vorteil einer solchen Form von Exozytose ist, dass nur
kleine Mengen des Vesikelinhalts ausgeschiittet werden und die Vesikelkomponenten nicht
aufwendig durch Endozytose wiedergewonnen werden miissen (van Kempen et al,

2011).

1.3.2 Priming von Vesikeln fiir die Exozytose

Als Priming (Vorbereitung) von Vesikeln werden alle Prozesse bezeichnet, die einen an die
Plasmamembran angedockten Vesikel fiir die regulierte Exozytose vorbereiten. Proteine,
die zu diesem Prozess beitragen, werden Priming-Faktoren genannt. Die Existenz eines
Priming-Schrittes begriindet sich aus Beobachtungen an synaptischen Vesikeln und
sekretorischen Granula neuroendokriner Zellen, dass nicht alle an die Plasmamembran
angedockten Vesikel durch Kalziumeinfluss exozytiert werden konnen. Angedockte Vesikel
benotigen einen weiteren Reifungsschritt (Priming), um volle Fusionskompetenz zu
erlangen (Rettig & Neher, 2002). Nichtsdestotrotz konnen Faktoren, die Vesikel an die
Plasmamembran andocken auch an dem sich anschliefdenden Priming-Schritt beteiligt sein
(Becherer & Rettig, 2006). Priming-Faktoren konnen iiber zwei verschiedene

Mechanismen ihre Funktion ausiiben. Einerseits konnen sie die optimalen Proteinfaltung
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oder die vollstindigen Ausbildung des SNARE-Komplexes durch direkte molekulare
Interaktionen unterstiitzen (Siidhof, 2013). Andererseits konnen sie Kalzium-abhéngig mit
speziellen Phospholipiden der Plasmamembran interagieren und somit den Vesikel an fiir
die Vesikelfusion optimierte Orte der Plasmamembran heranfiihren (Martin, 2012). Aus
diesen Erkenntnissen ergeben sich Modelle, wie der Priming-Prozess ablaufen kann. Diese

sind jedoch noch nicht vollstandig verstanden und aufgeklart.

1.3.2.1 Vesikel-Priming durch Interaktion mit dem SNARE-Komplex

Das Priming durch die Interaktion mit dem SNARE-Komplex wurde fiir die Exozytose
synaptischer Vesikel umfassend untersucht (Siidhof, 2013). Die Regulation erfolgt dabei in
mehreren Interaktionsschritten, wobei das t-SNARE-Protein Syntaxin eine entscheidende
Rolle spielt. Es ist das grofdite SNARE-Protein und besteht aus einer C-terminalen
Transmembrandomane, die es in der Plasmamembran verankert, einer zentralen Hs-
Domane, die eine hydrophobe a-Helix des SNARE-Motives enthalt und einer N-Terminalen
Habc-Domane, die aus drei weiteren hydrophoben a-Helices aufgebaut ist (siehe Abb. 1.3 a).
Syntaxin kann in zwei verschiedenen Konformationen vorliegen (Dawidowski & Cafiso,
2013). Bei der geschlossenen Form wird durch Riickfaltung der Hapc-Doméne auf die Hs-
Doméane das SNARE-Motiv in der H3-Domdne abgeschirmt und somit die Bildung des
SNARE-Komplexes verhindert (Burkhardt et al.,, 2008). Dennoch ist die geschlossene
Form von Syntaxin ein essentielles Intermediat fiir die SNARE-Komplexbildung (Dulubova
et al,, 1999). In der offenen Form von Syntaxin ist die Hanc-Doméne nicht an der fiir die
SNARE-Komplexbildung notwendigen a-Helix der H3-Domadne assoziiert, so dass sie mit
den a-Helices der anderen SNARE-Proteine SNAP25 und Synaptobrevin interagieren kann.
Die Konformationsdnderungen von Syntaxin werden unter anderem von den Priming-
Faktoren Munc18 (Secl) und Munc13 (mammalien Unc13) schrittweise reguliert. Munc18
ist bereits am Andocken der Vesikel an der Plasmamembran beteiligt und bindet an den
Komplex aus Hape- und Hz-Domdane des Syntaxins. Dabei wird die geschlossene Form von
Syntaxin stabilisiert (Yang et al., 2000; Misura et al., 2000). Durch Bindung des Priming-
Faktors Munc13 am N-Terminus von Syntaxin wird dessen Konformation in die offene
Form tberfiihrt (Ma et al.,, 2011). Fiir diesen Prozess ist eine Proteindomdne im C-
Terminus von Munc13 essentiell, die sogenannte ,Munc13 homology domain“ (MHD) (Betz

et al., 1997). In der offenen Konformation kann das SNARE-Motiv von Syntaxin mit den
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SNARE-Motiven der anderen SNARE-Proteine interagieren und durch Verdrillung der a-
Helices den SNARE-Komplexes ausbilden. Dabei wird der SNARE-Komplex von einem
weiteren Priming-Faktor, dem Complexin, stabilisiert. Complexin besteht aus einer o-
helikalen Hauptdomane, die anti-parallel an die o-Helices des SNARE-Komplex bindet und
diese stabilisieren kann (Chen et al., 2002; Xue et al., 2008). Obwohl die Priming-Faktoren
Munc18, Munc13 und Complexin an Hand der Exozytose synaptischer Vesikel identifiziert
wurden, sind sie auch an der Exozytose sekretorischer Granula beteiligt (Ashery et al.,
2000; Voets et al,, 2001; Cai et al., 2008). Nach vollstindigem Vesikel-Priming wird der
Fusionsprozess der vesikuliren Membran und der Plasmamembran durch den
Kalziumsensor Synaptotagmin ausgelost (Brose et al., 1992). Hierbei spielt der Einstrom
von Kalzium durch spannungsgesteuerter Kalziumkandle eine entscheidende Rolle. Die
Erhohung der lokalen Kalziumkonzentration wird von Synaptotagmin perzipiert und in
eine Konformationsidnderung des SNARE-Komplexes umgesetzt, der die vollstindige

Verdrillung der SNARE-Motive und somit die Membranfusion zur Folge hat.

1.3.2.2 Vesikel-Priming durch Interaktion mit der Plasmamembran

Eine Reihe von Priming-Faktoren zeichnen sich durch charakteristische Protein-Domanen
aus, die mit Phospholipiden interagieren konnen. Der Priming-Faktor Munc13 sowie der
Kalziumsensor Synaptotagmin besitzen mehrere C2-Domanen. Der Name dieser Domane
stammt von einer konservierten Proteindomdne aus Mitgliedern der Proteinkinase C
Familie, die Kalzium-abhdngig Phosphatidylserin der Plasmamembran binden kénnen. C2-
Domadnen binden mit hoher Affinitait an Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat (PIP2)-
reiche Regionen der Plasmamembran, wobei vermutet wird, dass diese die Orte der
Sekretion innerhalb der Zelle markieren (Kabachinski et al, 2014). Diese
Membranregionen = werden zuvor ATP-abhdngig durch die Aktivitait der
Phosphatidylinositolphosphatkinase 1 (PIPIK) aus Phosphatidylinositol-4-phosphat (PIP)
hergestellt und sind essentiell fiir die Exozytose von Vesikeln (Eberhard et al., 1990; Hay
et al., 1995). Es wird dabei angenommen, dass die Anreicherung von PIP, und des
enzymatisch daraus gebildete Diacylglycerol in diesen Membranregionen die Fluiditat,
Krimmung und Spannung der Plasmamembran so verandern, dass diese leichter ein

Fusionsereignis eingehen kann (Martin, 2012). Da sowohl der Ausléser des
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Vesikelfusionsereignisses Synaptotagmin als auch Priming-Faktoren wie Munc13 tber C2-
Domanen verfiigen, wird die Kalzium-abhangige Interaktion mit speziellen Regionen der

Plasmamembran ebenso als ein essentieller Priming-Schritt angesehen.

1.4 Der Priming-Faktor CAPS1

1.4.1 Entdeckung von CAPS1

CAPS1 (Calcium-dependent activator protein for secretion) wurde urspriinglich als ein
145 kDa grofdes Protein (p145) beschrieben, welches im Zytosol von Gehirnlysaten der
Ratte zu finden war. Einen ersten Einblick auf die Funktion von CAPS1 lieferten
Experimente, bei denen das Zytosol von permeabilisierten PC12 Zellen durch zytosolische
Fraktionen von Rattengehirnlysaten ersetzt wurde. Dabei konnte gezeigt werden, dass
CAPS1 aus Rattenhirnen die Sekretionsprozesse von Zytoplasma-dialyiserten PC12 Zellen
wiederherstellte (Walent et al., 1992). CAPS1 wurde anschliefdend naher charakterisiert
und als wesentlicher Faktor fiir die Kalzium-abhéngige Sekretion in neuroendokrinen PC12
Zellen erkannt (Ann et al, 1997; Binda et al., 2005; Fujita et al., 2007). Durch
Homologie-Analysen konnten strukturelle Ubereinstimmungen zu einem in Caeonorhabditis
elegans beschriebenen Protein (Unc-31) festgestellt werden, welches fiir die synaptische
Transmission in diesen Tieren verantwortlich ist und dessen Knock-out zu einem Phanotyp
mit unkoordinierten Bewegungen fiihrt (Avery et al., 1993). Wenig spater wurde eine
strukturell verwandte Isoform von CAPS, das vor allem im Cerebellum exprimierte CAPS2,

gefunden (Speidel et al., 2003).

1.4.2 Transkription und Translation von CAPS1

Im Mausgenom ist das CAPS1-Gen auf Chromosom 14 lokalisiert. Die Intron-Exon-Struktur
des CAPS1-Gens ist momentan noch nicht vollstindig aufgeklart, jedoch sind zwei
Transkriptvarianten validiert, welche durch ein komplexes alternatives Spleifden gebildet
werden. Beide Transkripte (CAPS1a und CAPS1b) sind etwa 5,5 kb grof3 und aus multiplen
Exons aufgebaut (Abb. 1.4). Der offene Leserahmen erstreckt sich in beiden Transkripten
vom ersten bis zum letzten Exon wobei CAPSla zu einer 1361 Aminosaure langen und
CAPS1b zu einer 1355 Aminosdure langen Proteinsequenz translatiert wird (Acc. Nr.

NP_001036082.1; NP_036191.2). Auch das CAPS2-Gen auf Chromosom 6 im Mausgenom
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unterliegt einem komplexen Spleifen, wobei hier bereits fiinf verschiedene
Transkriptvarianten beschrieben worden sind (Sadakata et al.,, 2007; Truong et al,,

2014).

CAPS1a

AUG STOP

mmtimiuthi i Qigughdng 0 0rhighghefndnfutnfifif §iffm—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
300bp
CAPS1b
AUG STOP
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 16819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Abb. 1.4: Transkriptvarianten des CAPS1-Gens. Struktur der in den Transkriptvarianten von CAPS1
verwendeten Exons (weifle Kiastchen). Die Lage des Translationsstartkodons (grin) und des
Translationsstopkodons (rot), welche den offenen Leserahmen eingrenzen, sind mit Pfeilen markiert. Die
Unterschiede beider Transkriptvarianten beim Spleifien der Exons sind in blau markiert. Durch eine
alternative Polyadenylierungsstelle ist das CAPS1b-Transkript um 14 Nukleotide langer. Die Abbildung wurde
durch Abgleich der Sequenzdaten beider bisher bekannter Transkriptvarianten von CAPS1 der Maus (Acc. Nr.:
NM_01206; NM_001042617) erstellt.

Das CAPS1-Protein ist etwa 145 kDa grofd und zytosolisch als Homodimer lokalisiert
(Walent et al., 1992). Es besteht aus mehreren Doméanen, welche verschiedene Funktionen
ausiiben konnen (Abb. 1.5). Im zentralen Teil des Proteins befinden sich zwei Domanen, die
fur die Interaktion von CAPS1 mit der Plasmamembran von Bedeutung sind. Zum einen
besitzt CAPS1 eine C2-Domane, die auch in vielen anderen Exozytose-regulierenden
Proteinen enthalten ist (vergleiche 1.3.2.2) und die Kalzium-abhangige Bindung von CAPS1
an Phospholipide der Plasmamembran reguliert (Grishanin et al.,, 2002). Zum anderen
enthdlt CAPS1 eine PH-Domane (PH = Pleckstrin Homology), die an die Plasmamembran
aber auch an die Golgimembran binden kann. Die PH-Domane ist in der Lage unspezifisch
an saure Phospholipide zu binden, kann aber auch hoch selektiv Phosphatidylinositol-
(4,5)bisphosphat (PIP2) erkennen und ist essentiell fiir die Priming-Funktion von CAPS
(Grishanin et al.,, 2002; Grishanin et al,, 2004; Truong et al., 2014). Im C-terminalen Teil
des Proteins befindet sich eine Muncl13 homology domain (MHD), deren Struktur starke
Homologie zu MHD-Doménen des Priming-Faktors Munc13 aufweist (vergleiche 1.3.2.1).
Wie auch die MHD von Munc13, ist die MHD von CAPS1 in der Lage an Syntaxin zu binden,
wobei sich die Bindungsstellen beider Proteine jedoch unterscheiden (Parsaud et al,

2013). Aber auch weitere Interaktionen von CAPS1 mit Synaptobrevin und SNAP25 des
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SNRARE-Komplexes sind beschrieben worden (Daily et al.,, 2010). Ob fiir die Priming-
Funktion der CAPS-Proteine die Interaktion mit Phospholipiden oder die Interaktion mit
Syntaxin entscheidend ist, wird derzeit noch kontrovers diskutiert (James et al., 2009;
Parsaud et al., 2013, Truong et al., 2014). Im C-Terminus von CAPS1 wurde eine weitere
Domadne beschrieben, die in der Lage ist, spezifisch an Dense-Core-Vesikel zu binden
(Grishanin et al., 2002). Hieraus ergab sich die Vermutung, dass CAPS-Proteine selektive

Priming-Faktoren fiir sekretorische Granula sein konnten (Berwin et al., 1998).

1 397 492 624 1113 1355

CAPS1 W m

Abb. 1.5: Proteinstruktur von CAPS1. Dargestellt ist die 1355 Aminosduren lange Proteinsequenz der
Transkriptvariante CAPS1b. Einzelne Proteindomédnen sind farblich markiert und deren Position innerhalb
der Proteinsequenz ist durch Zahlen abgegrenzt. CAPS1 bindet iiber die C2- und PH-Domanen an die
Plasmamembran und kann iiber die MHD1-Domine an das t-SNARE Protein Syntaxin binden. Uber weitere
Sequenzmotive im C-terminalen Teil des Proteins kann CAPS1 zusatzlich an die Membran von Dense-Core-
Vesikeln binden. Abbildung modifiziert nach Parsaud et al., 2013.

1.4.3 Expression von CAPS1

CAPS1 wird besonders stark in neuronalem Gewebe des Gehirns aber auch in endokrinem
Gewebe der Hypophyse, Nebenniere und des Pankreas exprimiert (Speidel et al., 2003).
Dartiiber hinaus kann CAPS1 aber auch in einigen Zelltypen des Magens, des Thymus und
der Milz gefunden werden (Sadakata et al, 2007). Im Gehirn gibt es
entwicklungsspezifische Unterschiede zwischen beiden Transkriptvarianten von CAPS1.
Das etwas grofdere Protein aus der Transkriptvariante CAPS1a kann im Gehirn von Mausen
bereits wahrend embryonaler Entwicklungsstadien detektiert werden und erreicht seine
maximale Expression ab etwa 21 Tage nach der Geburt. Das etwas kleinere Protein der
Transkriptvariante CAPS1b hingegen kann erst ab 21 Tagen nach der Geburt detektiert
werden. Im adulten Gehirn sind beide Transkriptvarianten in allen Regionen des Gehirns zu
finden, wobei die grofdere Transkriptvariante CAPS1a jeweils starker exprimiert wird. Im
Hippokampus wird CAPS1 sowohl in Kornerzellen des Gyrus dentatus als auch in
Pyramidenzellen der Cornu ammunis (CA) exprimiert. Innerhalb von Gewebeschnitten
wurde CAPS1 in axonalen Terminalen gefunden (Speidel et al., 2003; Sadakata et al.,

2007). In anderen Studien wurde jedoch auch eine Lokalisation von CAPS1 im Soma und in
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Dendriten von Neuronen beschrieben (Sadakata et al., 2010; Tobin et al., 2012). Die
verwandte Isoform CAPS2 ist besonders stark im Cerebellum exprimiert (Sadakata et al.,
2004), kommt jedoch auch in einem schwacheren Ausmafd im Hippokampus vor. Dort
scheint es eine komplementdare Expression von CAPS1 und CAPS2 in verschiedenen

hippokampalen Neuronen zu geben (Sadakata et al., 2007).

1.4.4 Funktionsvielfalt von CAPS1

Die Funktion von CAPS1 in Saugetieren wurde vor allem an CAPS1- und CAPS2-Knock-out-
Mausen untersucht. Homozygote CAPS1-Knock-out-Tiere sind dabei zwar morphologisch
und histologisch dhnlich dem Wildtyp, versterben jedoch innerhalb von 30 min nach der
Geburt (Speidel et al., 2005). Primdre Zellkulturen von Chromaffinzellen oder Neuronen
zur Untersuchung von CAPS wurden daher aus embryonalen Entwicklungsstadien
entnommen. In Chromaffinzellen hatte die Deletion von CAPS1 und CAPS2 eine drastische
Verringerung der Exozytose sekretorischer Granula zur Folge (Liu et al., 2008), wahrend
die Deletion von nur CAPS1 die Exozytose weniger stark beeintrachtigte (Speidel et al.,
2005). Somit scheint die Anwesenheit von CAPS2 im Knock-out-System zumindest partiell
die Funktion von CAPS1 ersetzen zu konnen. In primdren Neuronen fiihrten sowohl der
Knock-out von CAPS1 als auch der Doppel-Knock-out von CAPS1 und CAPS2 zu einer
drastisch reduzierten Ausschiittung von synaptischen Vesikeln (Jockusch et al., 2007),
womit die Bedeutung von CAPS1 nicht nur fiir die Exozytose sekretorischer Granula
sondern auch fiir die Exozytose synaptischer Vesikel gezeigt werden konnte. Zusatzlich zu
seiner Funktion bei Exozytoseprozessen, wurde in neuroendokrinen Zellen von CAPS1-
Knock-out-Tieren eine Priming-unabhdngige Funktion von CAPS1 bei der Beladung
sekretorischer Granula mit Catecholaminen / Monoaminen gefunden (Speidel et al., 2005;
Brunk et al., 2009). Diese zusatzliche Funktion von CAPS1, konnte jedoch durch siRNA-
mediierten Knock-down von CAPS1 in PC12 Zellen nicht bestatigt werden (Fujita et al,,
2007). Eine weitere Funktion von CAPS1 wurde von Sadakata und Kollegen (Sadakata et
al,, 2013) an hippokampaler Neuronen aus Gewebeschnitten konditioneller CAPS1-Knock-
out-Mause beobachtet. Hier wurde eine reduzierte Lokalisation von Dense core Vesikeln in
prasynaptischen Strukturen beobachtet, jedoch war die Anzahl synaptischer Vesikel sowie

die Struktur der Synapsen in den CAPS1-Knock-out-Mausen unbeeintrachtigt. Diese
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Verteilungsdefizite sekretorischer Granula waren begleitet von einer veranderten Struktur
des trans-Golgi, welcher letztendlich den Transport sekretorischer Granula kontrolliert. Der
cis-Golgi wies jedoch keine bedeutenden Verdanderungen auf (Sadakata et al., 2013).
Darliber hinaus konnte eine frithere Publikation von Sadakata und Kollegen eine
Interaktion von somatisch lokalisiertem CAPS1 mit Proteinen der ARF4/5 Familie (ADP-
Ribosylation Factor) zeigen. Die Interaktion von CAPS1 mit diesen fiir den Vesikeltransport
wichtigen Faktoren erfolgt iiber die PH-Domédne von CAPS1, die an die Golgi-Membran
bindet und dann ARF4/5 Proteine an die Golgi-Membran rekrutiert (Sadakata et al.,
2010). Beide Publikationen zusammen weisen auf eine mogliche Funktion von CAPS1 in
der Abschniirung und dem Abtransport der sekretorischen Granula von der Golgi-Membran
hin. Zusammengefasst ist zu sagen, dass CAPS1 ein wichtiger Priming-Faktor sowohl fiir
sekretorische Granula in endokrinen Zellen als auch fiir synaptische Vesikel in Neuronen
ist. CAPS1 scheint jedoch eine Reihe von weiteren Funktionen zeitlich vor der Exozytose

von Vesikeln zu haben.

1.5 Fragestellung

Ziel dieser Doktorarbeit war es, die Funktion von CAPS1 wahrend der Sekretion von BDNF
bzw. der Exozytose synaptischer Vesikel zu untersuchen. Hierzu sollten primare
hippokampale Neurone der Maus auf Mikrogliainseln angelegt werden, welche innerhalb
der Kultur lokale, neuronale Netzwerke ausbilden. Anschlief3end sollte durch Transfektion
mit shRNA-Vektoren gezielt die Expression des Proteins CAPS1 in einzelnen primiren
Neuronen herunterreguliert werden. Da im Gegensatz zu CAPS1-Knock-out-Modellen
umliegende untransfizierte Neurone weiterhin CAPS1 exprimieren, sollten so die
Auswirkungen der reduzierten CAPS1-Expression in einzelnen Neuronen beobachtet
werden, die in einem ansonsten unverandertem neuronalen Netzwerk eingebettet waren.

Zur Untersuchung der Funktion von CAPS1 wahrend der Exozytose synaptischer Vesikel
sollten synaptische Boutons der Neurone mit FM-Farbstoffen angefirbt werden.
Individuelle mit CAPS1-shRNA transfizierte Neurone sollten anschlieflend auf ihre
Ausschiittung des aufgenommen FM-Farbstoffes untersucht werden. Zur Untersuchung der
Funktion von CAPS1 wahrend der Ausschiittung von BDNF aus sekretorischen Granula

sollten individuelle hippokampale Neurone mit shRNA-Vektoren transfiziert werden, die
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gleichzeitig mit der shRNA fluoreszenzmarkiertes BDNF (BDNF-GFP) koexprimierten.
Anschlief3end sollte sowohl die Fusion sekretorischer Vesikel als auch die Kinetik und die
Menge der BDNF-Ausschiittung aus einzelnen Vesikeln untersucht werden. Des Weiteren
sollte iiberpriift werden, ob der Knock-down von CAPS1 noch weitere Effekte auf die
Ausbildung von Synapsen sowie die Bildung und Reifung sekretorischer Granula hatte.
Neben der Modulation der BDNF Ausschiittung durch CAPS1 sollte auch die Ausschiittung
von BDNF in transgenen Expressionssystemen untersucht werden. Hierbei sollten sowohl
BDNF-GFP-exprimierende, neuronal differenzierte Stammzellen als auch hippokampale

Neurone von BDNF-GFP-Knock-in-Mausen und 5xFAD Miusen untersucht werden.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Adenosintriphosphat (ATP)

Agarose

All-trans-Retinsaure
2-Amino-5-phosphonovaleriansaure (D/L-APV)
Ammoniumchlorid (NH4CI)

Ampicilin

Arabinosylcytosin (AraC)

B27 supplement

Bafilomycin

Basal medium eagle (BME)
Beta-Mercaptoethanol

Bromphenolblau (BPB)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (with glutamax)
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (high glucose)
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS)(with calcium,
magnesium, glucose, pyruvate)

Essigsaure (CH3COOH)

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Fliissiger Stickstoff

FM1-43

FM4-64

Fotales Kalberserum (FCS)

Gelatine

GeneRuler 1 kb DNA Leiter

GeneRuler 100 bp DNA Leiter

Glucose

Glutamax

Glutamin

Glycerol (Glycerin)

Glycin

6,7-Dinitroquinoxalin-2,3-dion (DNQX)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES)

Immumount

Insulin

Kaliumacetat (CH3COOK)
Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Kaliumhydroxid (KOH)

Sigma

Roche

Sigma

Tocris Bioscience
Sigma

Invitrogen

Sigma

Tocris Bioscience
Calbiochem
Gibco

Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Merck

Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Air Liquide
Invitrogen
Invitrogen
Gibco, PAA
Sigma
Fermentas
Fermentas
Sigma
Invitrogen
Invitrogen

GE Healthcare
Roth

Tocris Bioscience
Serva

Fisher Scientific
Sigma

Merck

Sigma

Merck

Sigma
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Kalziumchlorid (CacClz)

Kanamycin

Knock-out serum replacement (KOSR)
Ladepuffer (6x loading dye)

Laminin

Leukemia inducing factor (LIF)
Lysogeny broth (LB) Agar

Lysogeny broth (LB) Medium
Magnesiumacetat ((CH3C0O0).Mg)
Magnesiumchlorid (MgClz)
Magnesiumsulfat (MgS04)
Mangan(II)-chlorid (MnClz)
Mitomycin-C

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihdrogenphosphat (NaH2P04)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumpyruvat (Pyruvat)
Neurobasalmedium (NB)

Nigericin
N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonsdure (BES)
2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure (MES)
3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure (MOPS)
non-essential amino acids (MEM NEAA)
Ovomucoid

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin-Streptomycin

Phenolrot

Picrotoxin

Polyornithin

Rinderserumalbumin (BSA)
Rubidiumchlorid (RbCl)

Salzsaure (HCI)

Super optimal broth with catabolite repression (SOC Medium)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Triton X-100 (Triton X)
Valinomycin

Sigma
Invitrogen
Invitrogen
Fermentas
Sigma

1

Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Roth

Sigma

Merck

Sigma

Roth

Merck

Sigma
Invitrogen
Gibco
Molecular Probes
Sigma

Sigma

Sigma
Invitrogen
Roche
Electron Micros. Sci.
Gibco

Sigma

Sigma

Sigma

Serva
Sigma-Aldrich
Sigma
Invitrogen
biomol
PlusOneTM
Sigma-Aldrich

1 Uberstand von rekombinanten, LIF-produzierenden Hek-Zellen (freundlicherweise
bereitgestellt von Dr. Julia Leschik, Institut fiir Physikalische Chemie, Mainz)

2.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser; 12mm
Einweg-UV-Kivette: Uvette
Filterspritzen: Discardit II

Marienfeld GmbH
Eppendorf
BD
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Glasflaschen (DuranR 0,1-2 L)
Kryogefaf3: Cryovial 1.2 ml
Kulturréhrchen: 6ml / 15 ml / 50 ml
Kulturschalen: 3,5cm / 6cm /10 cm / 15 cm
Leuchtmittel: HXP R 120W/45C Vis
Messkolben (Duran R 0,5-1 L)
Messzylinder (DuranR 0,1-11L)
Metallkaniile: Spinal Needel
Mikrotiterplatte 24-well

Objekttrager: SuperFrost

Petrischalen: 3,5cm /6cm

pH-Elektrode (BlueLine 28 pH)
Plastikschlauch DIN EN ISO 544 SD 300
Reaktionsgefafde: 1,5ml / 2ml SafeSeal
Serolgische 10 ml Einwegpipette
Skalpell: Einwegskalpell / Skalpellklingen
Sterilfilter Filtropur s 0.2

Ventil: StopCock 1 Way Male Slip

2.3 Gerate
Autoklaven 2540 EL

Varioklav
Badkammer Slice mini chamber
Binokular Stemi2000
CCD Kamera CoolSnap HQ?
Filterrader & Steuereinheit LUDL
Durchlichtlampen TH4-200

HAL-100
Gelelektrophorese PowerPac 300

PowerPac Basic

Wide Mini-Sub Cell GT
Kaltlichquelle KL 1500 LCD
Kreisschiittler (Vortex) WhirlMix

MBS 488/543
Kurzbogenlampe HXP 120C
Inkubatoren Orbital Inkubator S150

FunctionLine

CO2 Inkubator Serie CB
Laser: Argon, Helium/Neon
Laserscanning-Einheit LSM 780
Magnetriher: MR Hei-Standard
Mikromanipulatoren SM5, SM7
Mikroskope Axiovert 35

BX51WI

Axio Examiner.Z1

Duran Group
Simport
greiner bio-one
Nunc

Osram

Duran Group
Duran Group
BD

Nunc
Menzel-Glaser
Nunc

SI Analytics
Dayi Plastik
Sarsted
Sarsted
Feather
Sarstedt
Cole-Parmer

Systec

H+P

Luigs & Neuman
Zeiss
Photometrics
LEP

Olympus

Zeiss

BioRad

BioRad

BioRad

Schott

Cenco

Zeiss

Zeiss

Stuart

Heraeus

Binder

Labos Laser Technik
Zeiss

Heidolph

Luigs & Neuman
Zeiss

Olympus

Zeiss
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Objektive 10x UmPlan FL N Olympus
60x LUMFI Olympus
20x Plan-Apochromat Zeiss
63x Plan-Apochromat Zeiss

pH-Meter Lab 860 Schott instruments

Sterilbanke HeraGuard Heraeus
Open LAF Silver Line Kojair
Biowizard Kojair

Transilluminatoren GelDoc 2000 BioRad
GenoView VWR

Reinstwasseranlage Milli Q / Milli QUF Plus MilliPore

Spektralfilter 89021 BS Chroma
ET 470 / 40x Chroma
ET 572 / 35x Chroma
ET 525/ 50m Chroma
ET 632 / 60m Chroma
400 DCLP Chroma
D 360 / 40x Chroma
D 460 / 50m Chroma

Spektralphotometer SmartSpec Plus BioRad

Zentrifugen Centrifuge 5804R Eppendorf
Mikro 22R Hettich
Mikro 120 Hettich
Rotina 420R Hettich

Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf

Wasserbader EcoLine RE104 Lauda
TWS8 Julabo

Zahlkammer Neubauer LaborOptic

2.4 Kits und Enzym- und Reaktionsmixe

Alkaline Phosphatase (FastAP) Fermentas
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen
DNAse Roche

Gel Extraction Kit Qiagen
Papain Worthington
QIApre Miniprep Qiagen
Rapid DNA T4 Ligase Kit Fermentas
Restriktionsenzyme (A4ge |, Bsp M1, Bsr GI, Eco R, Hind 111, Pvu I) Fermentas
Trypsin Gibco
Trypin-EDTA-L6sung (SAFC) Sigma

T4 Polynukleotid Kinase Kit Fermentas
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2.5 Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5‘ - 3‘)

shCAPS1 fwl
shCAPS1 fw2
shCAPS1 revl
shCAPS1 rev2
shGFP fwl
shGFP fw2
shGFP revl
SshGFP rev2
shCTRL fw1l
shCTRL fw2
SshCTRL revl
shCTRL rev2

GTACAGCTGTTGACAGTGAGCGAGGAAGGAGACACTCGGTGATATTCTGTGAA
GCCACAGATGGGAATATCACCGTGTCTCCTTCCCTGCCTACTGCCTCGGAA
CCCATCTGTGGCTTCACAGAATATCACCGAGTGTCTCCTTCCTCGCTCACTGTCAACAGCT
AGCTTTCCGAGGCAGTAGGCAGGGAAGGAGACACGGTGATATT
GTACAGCTGTTGACAGTGAGCGAGCAAGCTGACCCTCTGAAGTTCACTGTGAA
GCCACAGATGGGTGAACTTCAGGGTCAGCTTGCCTGCCTACTGCCTCGGAA
CCCATCTGTGGCTTCACAGTGAACTTCAGAGGGTCAGCTTGCTCGCTCACTGTCAACAGCT
AGCTTTCCGAGGCAGTAGGCAGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCA
GTACAGCTGTTGACAGTGAGCGAGTTCTCCGAACGTCTGTCACGTTCTGTGAA
GCCACAGATGGGAACGTGACACGTTCGGAGAACCTGCCTACTGCCTCGGAA
CCCATCTGTGGCTTCACAGAACGTGACAGACGTTCGGAGAACTCGCTCACTGTCAACAGCT
AGCTTTCCGAGGCAGTAGGCAGGTTCTCCGAACGTGTCACGTT

Tab. 2.1: Ubersicht iiber alle verwendeten Oligonukleotide. Die Oligonukleotide wurden als entsalzte
Primer von Invitrogen bestellt.

2.6 Plasmidvektoren

pBDNF-GFP modifiziert nach Haubensak et al., 1998
pBDNF-mCherry modifiziert nach Haubensak et al., 1998
pmCherry-C2 CloneTech

pEGFP-N1 CloneTech

pAAV-6P-SEWB-Control Christensen et al., 2010
pEF-BOS-CAPS1-YPET-HA Sadakata et al., 2010

pDsRed-VAMP
pPSD95-DsRed

Brigadski et al,, 2005
Brigadski et al,, 2005

2.7 Bakterienstimme / Versuchstiere / Zelllienen

E.coli C600 Eppendorf

C57BL/6 Mause Charles River
Sprangue Dawley Ratten Charles River

Maus embryonale Fibroblasten (MEF) Chemicon

Maus embryonale Stammzellen (ES), Linie V6.5 Open Biosystems

mit Knock-in fiir BDNF-GFP (Leschik et al., 2013)
BDNF-GFP-Knock-in-Mause genOway

5x FAD MAause

(Oakley et al., 2006)
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2.8 Antikorper

Primarantikorper:

Sekundarantikorper:

2.9 Software

Clonemanager
pDraw32
VisiView
Metamorph 7.7
Office

Origin 9.1G
Corel Draw X4
SPSS 22
Photoshop CS6
ZEN (LSM 780)

rabbit anti-CAPS1
rabbit anti-CAPS1
mouse anti-MAP2
mouse anti-V0al

Alexa Fluor 350 goat-anti-mouse
Alexa Fluor 488 goat-anti-rabbit / mouse life technologies
Alexa Fluor 555 goat-anti-rabbit / mouse life technologies
Alexa Fluor 633 goat-anti- mouse
Cy2 goat-anti-rabbit / mouse
Cy3 goat-anti-rabbit / mouse

2.10 Puffer, Medien und L6sungen

TFB1 30 mM

10 mM
50 mM
100 mM

15%

CH3COOK
CaClz
Ml’lClz
RbCl

Glycerol

in H;0, pH=5,8 mit CH;COOH

TE 10 mM

1 mM

TRIS
EDTA

in H20, pH=8,0 mit HCI

1xTAE 40 mM
20 mM

1 mM

TRIS
CH3COOH
EDTA

in H>0, pH=7,8 mit CH3COOH

TFB2

TRIS-HCI

Anlagerungs-
puffer

(Sadakata et al., 2004)
Synaptic Systems
Millipore / Chemicon
Santa Crus

life technologies

life technologies
Dianova
Dianova

Sci-Ed Software
Acaclone Software
Visitron Systems
Molecular Devices
Microsoft
OriginLab

Corel

IBM

Adobe

Zeiss

10 mM MOPS

75mM CaCl;

10 mM RbCl
15% Glycerol

in H;0, pH=6,5 mit KOH

10 mM TRIS
in H20, pH=8,0 mit HCI

40mM HEPES
100 mM CHsCOOK

2mM CH3COOMg

in H,0, pH=7,4 mit KOH
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BME / 10% FCS 10 mM HEPES NB / B27 20 ml/1 B27
5mM Glucose -
1mM Glutamax 2,5 ml/l Spter’:““m/ _
10% FCS ptomycin
36 mg/l Insulin 2mM Glutamax
in BME Medium in BME Medium
2x BBS 50 mM BES PBS 137 mM NaCl
1,5mM NazHPO, 10 mM Na;HPO,
280 MM NaCl 2,7mM KCl
in H20, pH=7,06 mit NaOH 2mM KH;PO,
in H,0, pH=7,4 mit HCI
mPBS-/- 10 mM HEPES mPBS+/+ 4mM CaCl;,
10 mM Glucose 58mM MgCl;
1mM Glutamax in mPBS™/- Puffer, pH=7,4
1 mM Pyruvat
1 mM Phenolrot
Penicillin
2,5 ml/l Strept0m3//cin
6 ug/ml DNase
1mg/ml BSA
in PBS Puffer, pH=7,4
HBS2/1 20 mM HEPES HBSK?/1 20mM HEPES
100 mM NaCl 50 mM NacCl
4mM KCI 54 mM KCI
1mM Na;HPO, 1 mM Naz;HPO,
10 mM Glucose 10 mM Glucose
2mM CaCl; 2mM CaCl;
1mM MgCl; 1mM MgCl;
10 uM  Glycin 10 uM  Glycin
in H20, pH=7,39 mit NaOH in H20, pH=7,39 mit NaOH
HBS?/3 20 mM HEPES HBS2/1 mit 20 mM HEPES
100 mM NaCl 50mM NH.CI 50 mM NacCl
4mM KCI 4mM KCl
1mM NazHPO, 50 mM NH4Cl
10 mM Glucose 1mM NaHPO,
0mM CaCl; 10 mM Glucose
3mM MgCl, 2mM CaCl;
10 uM  Glycin 1mM MgCl,

in H;0, pH=7,38 mit NaOH

10 uM  Glycin
in H20, pH=7,39 mit NaOH
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Pufferzusitze fiir Spezialanwendungen:
10 uM
10 uM

0,3 mM

FM1-43
FM4-64
Bromphenolblau

Bafilomycin 1 uM

HBS2/1 mit
5mM NH.CI

20 mM HEPES
95mM NaCl
4mM KCl
5mM NH4Cl
1mM Na;HPO,
10 mM Glucose
2mM CaCl;
1mM MgCl,
10 uM  Glycin
in H>0, pH=7,39 mit NaOH

MES-haltige
Puffer fiir pH-
Wertmessung

20mM MES
4mM NaCl
100 mM KCl
1 mM NazHPO4
10 mM Glucose
0mM CaCl;
3mM MgCl,
10 uM  Glycin
10 uM  Valinomycin
4 uM Nigericin
in H20, pH= 4,00 - 5,00

MEF-Medium 10% FCS
1 mM Pyruvat
0,1 mM Nor.l-esseptlal
Amino acids
Penicillin/
2,5 mi/l Streptomycin
in DMEM (with glutamax)

Differenzier- 15 %
ungsmedium 1 mM

0,1 mM

KOSR
Pyruvat
Non-essential
Amino acids
Penicillin/
2,5 ml/l Streptomycin

2mM Glutamin

in DMEM (with high

glucose)

DNQX
D/L-APV

Picrotoxin

HBSK2?/1mit
5mM NH.Cl

20 mM
45 mM
54 mM
5 mM
1 mM
10 mM
2 mM
1 mM
10 uM

5uM
50 uM
100 uM

HEPES
NacCl

KClI
NH4ClI
Nasz04
Glucose
CaClz
MgCl,
Glycin

in H,0, pH=7,39 mit NaOH

20 mM
4 mM
100 mM
1 mM
10 mM
0 mM

3 mM
10 uM
10 uM
4 uM

HEPES-haltige
Puffer fiir pH-
Wertmessung

HEPES

NacCl

KCl
NazHPO4
Glucose
CaClz

MgClz

Glycin
Valinomycin
Nigericin

in H,0, pH= 6,00 - 8,00

ES-Zell- 15 %
Medium 1 mM

0,1 mM

2,5 ml/1
2 mM
0,1 mM
0,1%

FCS

Pyruvat
Non-essential
Amino acids
Penicillin/
Streptomycin
Glutamin
-Mercapto-
ethanol

LIF

in DMEM (with high
glucose)

2x Einfrier- 40 %
Medium 40 %
20 %

MEF-Medium
FCS
DMSO
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologie

3.1.1 Design der siRNA-Sequenzen

Die siRNA-Sequenzen zur Repression von CAPS1 mittels RNA-Interferenz wurde mit Hilfe
der Internetanwendung des Whitehead Instituts fliir Biomedizinische Forschung entworfen
(http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/). Als Zielsequenz diente die murine CAPS1-mRNA
fir die bekannten Spleifdvarianten CAPS1a (Acc. Nr.: NM_012061) und CAPS1b (Acc. Nr.:
NM_001042617). Von den durch die Internetanwendung bereitgestellten Kandidaten-
siRNA-Sequenzen wurden Sequenzen mit potentiellen unspezifischen Bindungen an andere
Transkripte herausselektiert. Aus den verbliebenen Kandidaten wurde eine siRNA-Sequenz
ausgewahlt, die an beide Spleifdvarianten von CAPS1 homolog bindet. Als Negativkontrolle
wurde eine siRNA-Kontrollsequenz verwendet, die keine Homologie zu bekannten
Sdugertranskripten ausweist. Zusatzlich wurde als Positivkontrolle fiir die Funktionalitat

der RNA-Interferenz eine bekannte GFP-siRNA verwendet.

Bezeichnung  Ziel mRNA Konsensus Sequenz (anti-sense) Sequenzursprung

Entworfen mit

shCAPS1 CAPS1 5’-AUAUCACCGUGUcCUccUUC-3’
Internetanwendung
, , Non silencing control
shCTRL - 5’-ACGUGACACGUUCGGAGAA-3 SIRNA, Qiagen, #1022076
shGFP GFP 5’-GAACUUCAGGGUCAGCUUGC-3’ GFP-22 SIRNA,

Qiagen, #1022064

Tab. 3.1: siRNA-Ausgangssequenzen fiir die Konstruktion der shRNA-Vektoren

3.1.2 Klonierung der siRNA-Sequenzen in den shRNA-Zielvektor

Fiir den Knock-down von Zielproteinen in hippokampalen Neuronen mittels RNA
Interferenz wurden spezielle shRNA-Plasmide kloniert, die sowohl die entsprechende
siRNA im Sequenzrahmen der Mikro-RNA miR-30a als auch ein Markerprotein zur
Identifizierung transfizierter Zellen exprimierten. Dafiir wurde zunidchst eine
doppelstrangige Oligonukleotidsequenz entworfen, die die entsprechende siRNA im miR-
30a-Sequenzrahmen enthielt. An den Enden wurden jeweils Sequenziiberhdange

entsprechend der Restriktionsschnittstellen von BsrGl (5-Ende) und Hindlll (3‘-Ende)
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angefligt, um diese in den durch BsrGI und Hindlll linearisierten Zielvektor einfiigen zu
konnen. Aufgrund der Uberlinge der Oligonukleotidsequenz wurde diese auf zwei
doppelstrangige Teilsequenzen so aufgeteilt, dass die daraus resultierenden Enden
zueinander  komplementire  Uberhidnge  enthielten. Die so  entstandenen
Oligonukleotidsequenzen wurden als entsalzte Primer kauflich erworben (Invitrogen) und
gemaf$ 3.1.4 - 3.1.8 in einen mit BsrGI und HindIII linearisierten Vektor eingefiligt (Abb. 3.1
A - B). Aufgrund der Sequenzkomplementaritit des miR-30a-Sequenzrahmens und der
darin eingefiigten siRNA, bildete die transkribierte mRNA an dieser Stelle eine
Haarnadelstruktur (short hairpin) aus (Abb. 3.1 C), die von der zelleigenen Micro-RNA-
Prozessierungsmaschinerie erkannt und zur RNA-Interferenz verursachenden siRNA-

Sequenz weiterprozessiert wird (Abb. 3.1 D).

A Bsr Gl siRNA siRNA Hind 111
miR-30a Sequenzrahmen linearisierter Vektor (5 Ende)
Oligo fwz\q\. m 5'
___ lontisense’ T
Oligo fw I TTCGA
GTACA Il Oligo rev2

__ ontisense
5 ii Oligo rev1
3'

linearisierter Vektor (3" Ende)

B
> MGIAGE B AAGCTT 3
3 ACATGT Il P TTCGAA 5
ligierter Veektor
C D
,Haarnadel”
SiRNA Struktur siRNA

5" s 3
3 [EEESEnse) '

3'

transkribierte mRNA

Abb. 3.1: Klonierung der Oligonukleotide in den shRNA-Vektor. (A) Schema der
Sequenzkomplementaritit der Oligonukleotide und des linearisierten Zielvektors. Die Sequenz der
Oligonukleotide bestand aus Uberhingen entsprechend der Restriktionsenzyme BsrGl und Hindlll (blau), dem
Sequenzrahmen der Mikro-RNA miR-30a (grau) und der darin integrierten siRNA-Sequenzen (rot). (B)
Entsprechender Sequenzabschnitts nach Ligation in den Zielvektor. (C) Entsprechender Sequenzabschnitt der
vom Zielvektor transkribierten mRNA mit miR-30a-Haarnadelstruktur, die von der intrazellularen Mikro-RNA
Prozessierungsmaschinerie erkannt wird. (D) RNA-Interferenz verursachende siRNA nach der Prozessierung.
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Die Oligonukleotide fiir die shRNA-Sequenz gegen CAPS1 und GFP oder die shRNA mit der
Kontrollsequenz wurden in den 3‘ untranslatierten Bereich der GFP-Transkriptsequenz des
Vektors pAAV-6P-SEWB kloniert (vergleiche Christensen et al., 2010, freundlicherweise
bereitgestellt von Prof. Dr. Gerhard Schratt, Institut fiir physiologische Chemie, Fachbereich
Medizin, Universitat Marburg). Der Vektor wurde hierfiir mit den Restriktionen BsrGI und
HindIIl geschnitten und die Oligonukleotide fiir die Kontroll-shRNA, CAPS1-shRNA und
GFP-shRNA in den Vektor kloniert. Zur Uberpriifung des Klonierungserfolges wurden die
Restriktionsenzyme Pvull und BspMI verwendet (Abb. 3.2).

Ursprungsvektoren Klonierungsprodukt 1 Klonierungsprodukt 2

Pyull - 5563
Bsp MI - 346 Bsp MI - 346

Prull - 5479

Bsp MI - 346

pAAV-6P-SEWB PAAV-6P-SEWB
PAAV-6P-SEWB mit Kontroll shRNA mit CAPS1 oder
5489 bp 5573 bp GFP shRNA
__ BsrGI-1609 5573 bp ~— Bsr Gl - 1609

= BsrGI-1609
" Hind I - 1629

[ Pwull-1615
=~ Bsp MI - 1703
Hinalll -1713

~_ Prall-1615
Hind W - 1713

|
Prall - 2657 Pru Il - 2741 Pvall - 2741

Abb. 3.2: Klonierung der shRNA Konstrukte in pAAV-6P-SEWB

Um einen shRNA-Vektor mit einem rot fluoreszierenden Marker zu erzeugen, wurde die
GFP-Sequenz aus pAAV-6P-SEWB durch die mCherry-Sequenz aus pmCherry-C2 ersetzt.
Beide Vektoren wurden mit den Restriktionsenzymen Agel und BsrGl geschnitten.
Anschlief3end wurde das 713 bp grofde Spaltprodukt aus pmCherry-C2 in das ca. 4,8 kB
grofde Spaltprodukt des pAAV-6P-SEWB Vektors kloniert (Abb. 3.3).

Ursprungsvektoren Klonierungsprodukt

pAAV-mCherry
mit shRNA

pAAV-6P-SEWB

mCherry-C2
mit shRNA P 4

5573 bp Bsr GI - 1609

4726 bp 5564 bp

BsrGI -1313 Bsr GI - 1600

Abb. 3.3: Klonierung von pAAV-mCherry mit den verschiedenen shRNA Konstrukten
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Zusatzlich wurden fiir die Untersuchung der Ausschiittung von BDNF shRNA-Vektoren
kloniert, die BDNF-GFP (GFP in Form der fluoreszenzverstirkten Mutante eGFP)
exprimierten. Hierzu wurden die Vektoren pAAV-6P-SEWB und pBDNF-EGFP mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Agel geschnitten und das ca. 766 bp grofde Spaltprodukt
mit der BDNF-Sequenz in den linearisierten pAAV-6P-SEWB Vektor kloniert.

Ursprungsvektoren Klonierungsprodukt

Eco RI - 862
Agel - 887

pAAV-6P-SEWB
mit shRNA
5573 bp

pAAV-BDNF-EGFP
mit shRNA
6314 bp

pBDNF-EGFP

5462 bp

Agel-1628

Abb. 3.4: Klonierung von pAAV-BDNF-GFP mit den verschiedenen shRNA-Konstrukten

3.1.3 Herstellen kompetenter E.Coli Bakterien

Escherichia coli Bakterien (E.coli Stamm C600) wurden zum Animpfen einer 4 ml Vorkultur
aus LB-Medium (ohne Antibiotika-Zusatz) benutzt. Die Kultur wurde tiber Nacht bei 37 °C
im Schiittelinkubator inkubiert und am nachsten Tag 1:100 in 100 ml mit 20 mM MgS04
versetztem LB-Medium verdiinnt. Danach wurde die Kultur weiter im Schiittelinkubator bei
37 °C inkubiert, bis sie eine optische Dichte (ODesoo) zwischen 0,4 bis 0,6 aufwies. Die
Zellsuspension wurde anschliefdend fiir 5 min bei 4500 g und 4 °C zentrifugiert, das
entstandene Zellpellet in 40 ml eiskaltem TFB1 Puffer resuspendiert und darin fiir weitere
5min bei 4 °C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation der Zellsuspension wurde das
Zellpellet in 4 ml eiskaltem TFB2 Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden anschliefend in
TFB2 Puffer fiir 15 min bei 4 °C inkubiert und dann zu je 100 pl aliquotiert. Abschlief3end
wurden die Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung

bei -80 °C gelagert.

3.1.4 Restriktionsreaktionen

Restriktionsansatze hatten ein Volumen von 20 pl und enthielten 1-2 pg Plasmid-DNA.

Unabhangig von der Enzymaktivitit wurden standardmafdig mindestens 0,5 pl des
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jeweiligen Restriktionsenzyms verwendet und der Ansatz 1h bei 37 °C inkubiert. Bei
Doppelverdau wurden die Enzymkonzentration, der Enzympuffer und die
Reaktionsbedingungen so gewahlt, dass moglichst beide Enzyme tber eine hinreichende
Aktivitat verfligten (http://www.thermoscientificbio.com/webtools/doubledigest). Fiir
Restriktionsansatze zur Klonierung von Oligonukleotiden wurde der linearisierte Vektor
gleichzeitig dephosphoryliert. Dazu wurde dem Restriktionsansatz 1 pl (entspricht 1 U)
FastAP (alkaline Phosphatase) zugesetzt, der Ansatz 2 h langer inkubiert und anschlief3end
bei 80 °C fiir 20 min hitzeinaktiviert.

3.1.5 Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion

10 ul der Restriktionsansatze wurden mit Ladepuffer versetzt (6x loading dye) und auf ein
1 %-tiges Agarosegel in 1x TAE Puffer geladen. Als Marker wurden eine 1kb bzw. eine
100 bp Leiter verwendet. Die DNA wurde ca. 45 min bei 90V aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt. Anschlielend wurden die Gele unter UV-Licht am
Transilluminator fotodokumentiert und ggf. Banden ausgeschnitten. Die Aufreinigung der
DNA aus Gelfragmenten erfolgte mit dem Gel Extraction Kit von Qiagen entsprechend der

Gebrauchsanweisung.

3.1.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration isolierter DNA aus Gelfragmenten oder aufgereinigter Plasmid-DNA
wurde spektralphotometrisch bestimmt. Hierzu wurde die DNA 1:10 oder 1:20 in 50 pl
Wasser oder TE Puffer verdinnt (Verdinnungsfaktoren: VF=10 oder VF=20) und gegen
eine Leerprobe mit 50 pl Wasser oder TE Puffer gemessen. Der Ansatz wurde in eine UV-
Kiivette pipettiert und die Extinktion bei 260 nm (E260) und 280 nm (E280) an einem UV-
Spektralphotometer gemessen. Die DNA-Konzentration [DNA] und der Reinheitsgrad [RG]

wurden an Hand folgender Formeln ermittelt:

E260

280

3.1.7 Anlagerung und Phosphorylierung der Oligonukleotide

Lyophilisierte Oligonukleotide wurden jeweils in 10 mM TRIS-HCL (pH=8.0) zu einer

Konzentration von 100 pM aufgenommen und 10 min bei 50 °C gelost. Die geldsten
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Oligonukleotide wurden aliquotiert und bei -20 °C gelagert oder gleich weiterverwendet.
Jeweils 100 pmol der entsprechenden Oligonukleotide wurden in 50 pl Anlagerungspuffer
pipettiert und fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Anschliefend wurden die Oligonukleotide
neu aneinander gelagert, in dem sie fiir 15 min langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt
und dann aus Eis gestellt wurden. Die angelagerten Oligonukleotide wurden aliquotiert und
bei -20 °C gelagert oder direkt weiterverarbeitet. 2 pl der angelagerten Oligonukleotide
wurden in einem 10 pl Ansatz in Anwesenheit von 1 mM ATP und 1 pl (entspricht 5 U) T4-
Polynukleotidkinase phosphoryliert. Hierzu wurde der Ansatz 30 min bei 37 °C inkubiert
und anschlieffend fiir 10 min bei 70°C hitzeinaktiviert. Die Konzentration der
phosphorylierten Oligonukleotide wurde anhand der urspriinglichen DNA-Menge und den

jeweiligen Verdiinnungsschritten berechnet.

3.1.8 Ligation und Transformation

Die Ligase-Reaktion wurden in einem 20 pl Ansatz und standardmafdig mit 50 ng des
linearisierten Vektors durchgefiihrt. Die Menge der einzusetzenden Insert-DNA wurde

anhand folgender Formel berechnet:

50ng * Insertgrofde (inkb) 3
= * —
Mumsert VektorgrofRe (in kb) 1

Ein Ligationsansatz mit Vektor- und Insert-DNA und ein Ansatz mit nur der Vektor-DNA als
Negativkontrolle wurden in Anwesenheit der T4-DNA-Ligase fiir 5 min bei 22 °C inkubiert
und dann auf Eis gestellt. Kompetente E. coli wurde fiir 10 min auf Eis aufgetaut und
anschlieflend jeweils 50 pl dieser Zellen in vorgekiihlte Kulturréhrchen (6 ml) pipettiert.
5 pl des Ligationsansatzes und der Negativkontrolle wurden jeweils auf die Zellen pipettiert
und fiir weitere 10 min auf Eis inkubiert. Anschlieflend wurden die Zellen fiir 45s im
Wasserbad bei 42 °C inkubiert und dann wieder fiir 2 min auf Eis gestellt. Zu den Zellen
wurden 900 pul SOC-Medium pipettiert und die Kulturréhrchen fiir 1h bei 37 °C im
Schiittelinkubator inkubiert. Danach wurden 100 pl der Zellsuspension auf Agarplatten mit
der dem Plasmid entsprechenden Antibiotikaresistenz (Ampicillin 100 pg/ml oder

Kanamycin 30 pg/ml) ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag
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wurden die Kolonien auf den Agarplatten fiir den Ligationsansatz und die Negativkontrolle

ausgezahlt und an Hand des Verhaltnisses beider der Ligationserfolg abgeschatzt.

3.1.9 Minipraparation der Plasmid-DNA (Vorkultur)

Einzelne Kolonien transformierter E.coli Bakterien wurden mit einer Pipettenspitze gepickt
und steril in ein Kulturréhrchen (15 ml), befillt mit 4 ml LB-Medium und der
entsprechenden Antibiotikaresistenz (Ampicillin 100 pg/ml oder Kanamycin 30 pg/ml),
gegeben. Anschlieffend wurde die Vorkultur iiber Nacht bei 37 °C im Schiittelinkubator
inkubiert. Am nachsten Tag wurde 1 ml der Zellsuspension fiir das Animpfen einer neuen
100 ml Kultur oder das Anlegen einer Glycerin-Dauerkultur aufgehoben. Die restlichen 3 ml
wurden mit 8000 rpm fiir 3 min zentrifugiert und die Plasmid-DNA aus dem Zellpellet mit
dem QIAprep Spin Miniprep Kit entsprechend der Gebrauchsanweisung aufgereinigt. Die
Konzentration der eluierten Plasmid-DNA wurde spektralphotometrisch bestimmt und

anschlieffend wurde die aufgereinigte Plasmid-DNA Restriktionsanalysen unterzogen.

3.1.10 Maxipraparation der Plasmid-DNA (Hauptkultur)

Ein steriler Erlenmeyerkolben wurde mit 100 ml LB-Medium und der entsprechenden
Antibiotikaresistenz ~ (Ampicillin 100 pg/ml oder Kanamycin 30 pg/ml) befillt.
Anschlieféend wurden 100 ul der Vorkultur aus transformierten E.coli Bakterien in den
Erlenmeyerkolben pipettiert und die Flissigkultur tiber Nacht bei 37 °C im
Schiittelinkubator inkubiert. Am néachsten Tag wurde die Zellsuspension auf zwei
Kulturréhrchen (50 ml) aufgeteilt und 15 min bei 6000 g und 4 °C zentrifugiert. Aus dem
Zellpellet wurde mit Hilfe des EndoFree Plasmid Maxi Kits (Qiagen) die Plasmid-DNA
entsprechend der Gebrauchsanweisung aufgereinigt. Das am Ende dieses Prozesses
entstandene Pellet aus prazipitierter DNA wurde in Wasser aufgenommen und bei 4 °C liber
Nacht gelost. Am nachsten Tag wurde die Konzentration der Plasmid-DNA
spektralphotometrisch vermessen und durch weiteres Verdiinnen in Wasser auf 1 pg/ul
eingestellt. Gegebenenfalls wurde die Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen erneut
Uberpriift. Abschliefend wurde die Plasmid-DNA aliquotiert und bis zu ihrer Verwendung

bei der Transfektion auf -20 °C gelagert.
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3.1.11 Anlegen von Glycerin-Dauerkulturen

Ein Kryor6hrchen wurde mit 820 pl der Zellsuspension transformierter E.coli Bakterien
und 120 pl einer 80 %-tigen Glycerinlosung befiillt. Nach kurzem mischen wurden die

Zellen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bei -80 °C gelagert.

3.2 Primare Zellkultur

3.2.1 Praparation kortikaler Astrozyten

Postnatale Ratten (P0-P3) wurden dekapitiert und die Schideldecke mit einem Skalpell
mittig aufgetrennt. Das Gehirn wurde entnommen und auf eine mit Silikon beschichtete
Praparierschale in vorgekiihltes mPBS*/+ tiberfiihrt. Unter dem Binokular wurde mit dem
Skalpell ein Teilstiick des Neokortex aus beiden Gehirnhalften prapariert, mehrfach
eingeschnitten und in einem mit mPBS+*/* befiilltem Reaktionsgefaf? auf Eis gelagert.
AnschliefRend wurde der Puffer durch mPBS-/- ersetzt und das Gewebe in Anwesenheit von
0,25 % Trypsin bei 37 °C und 800 rpm im Thermomixer entsprechend Tab. 3.2 geschiittelt,

um Zellverbindungen enzymatisch aufzulsen.

Alter Hippokampus Neokortex

PO-P1 8 min 15 min
P2 10 min 16 min
P3 12 min 18 min

Tab. 3.2: Inkubationszeiten der Trypsinreaktion bei 37 °C

Das Gewebe wurde anschlieffend mehrfach trituiert und die Zellsuspension in ein
vorgekiihltes, mit 3 ml Medium (BME/10 % FCS) befiilltes Kulturréhrchen gegeben. Die
Zellsuspension wurde fiir 10 min bei 4 °C und 1100 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in
3ml BME/10 % FCS resuspendiert. Anschlief}end wurde die Zelldichte mit Hilfe einer
Neubauer Zahlkammer bestimmt und 2-3 x 10¢ Zellen in einer Kulturschale (6 cm) fiir ca.
1h bei 37 °C und 5% CO; praplatiert. Die an der Kulturschalenoberfliche adhéarierten
Astrozyten wurden von den nicht-adhirenten Neuronen durch Abnahme des Uberstandes

getrennt. Anschliefend wurde die 6 cm Kulturschalte erneut mit 3 ml BME/10 % FCS
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befiillt und die Zellen fiir 2-3 Wochen bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Astrozyten
wurden bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert und dabei wochentlich das Medium

durch frisches BME/10 % FCS ersetzt (modifiziert nach Lessmann & Heumann, 1998).

3.2.2 Passagieren kortikaler Astrozyten

Konfluente Astrozytenkulturen wurden zwei Mal in PBS gewaschen und anschlief3end
7 min mit Trypsin-EDTA-L6sung (0,12 % Trypsin und 0,02 % EDTA) bei 37 °C inkubiert.
Um moglichst viele Zellen vom Schalenboden zu l6sen, wurde der Schalenboden zuerst mit
dem Uberstand und anschlieRend mit 1 ml BME/10 % FCS unter Zuhilfenahme einer
Pipette gespiilt. Die abgelosten Zellen wurden in ein mit 3 ml BME/10 % FCS befiilltes
Kulturrohrchen gegeben und anschliefdend fiir 10 min bei 1100 rpm zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 3 ml BME/10 % FCS resuspendiert und anschliefdend die Zelldichte mit
Hilfe einer Neubauer Zdhlkammer bestimmt. 50.000-80.000 Zellen wurden in eine mit 1 ml
BME/10 % FCS befiillte Kulturschale (3,5 cm) auf flinf darin eingelegte Deckgladser
ausplatiert. Nach 3 Tagen wurde die Zellteilung durch Zugabe von 3-5 uM AraC inhibiert, so
dass die auf den Deckgldasern ausplatierten Astrozyten innerhalb von 2-3 Wochen zu etwa
300 pm breiten, voneinander getrennten Astrozyteninseln heranwuchsen (modifiziert nach

Brigadski et al., 2005).

3.2.3 Praparation primarer hippokampaler Neurone

Postnatale Mduse (P0-P3) wurden dekapitiert und die Schiadeldecke mit einem Skalpell
mittig aufgetrennt. Das Gehirn wurde entnommen und in eine Praparierschale mit
vorgekiihltem mPBS+/+ iiberfiihrt. Aus beiden Gehirnhalften wurde mit Hilfe eines Skalpells
der Hippokampus prapariert, mehrfach eingeschnitten und in einem mit mPBS*/* befiilltem
Reaktionsgefafs auf Eis gelagert. Anschlief3end wurde der Puffer durch mPBS-/- ersetzt und
das Gewebe in Anwesenheit von 0,25 % Trypsin bei 37 °C im Thermomixer bei 800 rpm
entsprechend Tab. 3.2 geschiittelt. Nach Trituation des Gewebes wurde die Zellsuspension
zu einem vorgekiithltem, mit 3 ml BME/10 % FCS befiilltem Kulturréhrchen pipettiert. Die
Zellen wurde fiir 10 min bei 4 °C und 1100 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in 3 ml
BME/10 % FCS resuspendiert. Mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer wurde die Zelldichte
bestimmt und dann 2 x 106 Zellen in einer Kulturschale (6 cm) fiir ca. 1 h bei 37 °Cund 5 %

CO; préplatiert. Die nicht-adhdrenten Neurone wurden durch Abnehmen des Uberstandes
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von den am Kulturschalenboden adharierenden Astrozyten getrennt und in ein
Kulturréhrchen (15 ml) pipettiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 1100 rpm wurden die
Neurone pelletiert und das Zellpellet in 2-3 ml BME/10 % FCS resuspendiert. Anschlief3end
wurden die Neurone auf die im Schritt zuvor praparierten, 2-3 Wochen alten
Astrozyteninseln ausplatiert und tiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert, um adhdrente
Verbindungen der Neuron mit den Astrozyteninseln aufzubauen. Am nachsten Tag wurde
das Kulturmedium von BME/10 % FCS auf NB/2 % B27 umgestellt und die Neurone fiir ca.
7-9 Tage bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert (modifiziert nach Lessmann & Heumann, 1998).

3.2.4 Transfektion mittels Kalziumphosphat-Prazipitation

Primadre hippokampale Neurone (DIV 7-9) wurden durch Kalziumphosphat-Prazipitation
transfiziert. Hierbei wurde bis zu 4,5 pg Plasmid-DNA (1 pg/ul) pro 3,5 cm Kulturschalte in
einem Reaktionsgefdfd in 27,6 pl sterilem Wasser vorgelegt. Unter Verwendung eines
Kreisschiittlers (Vortex) wurden tropfenweise 4,9 pl einer 2 M CaClz-Lésung zur DNA-
Losung hinzu pipettiert. Anschliefdend wurden 37 pl 2x BBS Puffer ebenfalls tropfenweise
unter Schiitteln hinzu pipettiert und die Losung flir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. In
der Zwischenzeit wurde ein weiteres Reaktionsgefafd mit 800 pl NB/B27 Medium befiillt
und durch Zugabe von 1 ul einer 1 M, sterilen NaOH-Losung der pH-Wert erhoht. Danach
wurden die 74 ul der Transfektionslésung tropfenweise unter Verwendung des
Kreisschiittlers zu den 800 pl NB/B27 Medium pipettiert und anschliefiend die Losung mit
jeweils 2 ul D/L-APV-Losung (50 mM) und 2 pl DNQX-Loésung (5 mM) versetzt. Danach
wurde die Losung in die Kulturschale (3,5 cm) von 7 bis 9 Tage alten primaren
hippokampalen Neurone pipettiert, nachdem zuvor das konditionierte Medium aus den
Kulturschalen in ein 2,0 ml Reaktionsgefafd abgenommen wurde. Die Neurone in den
Kulturschalen und die 2,0 ml Reaktionsgefdfie mit konditioniertem Medium wurden fir
2,5h bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Anschliefend wurden die Neurone
zwei Mal in 37 °C warmen HBS%/3 Puffer gewaschen. Zum Schluss wurde das konditionierte
Medium wieder in die Kulturschale der primaren Neurone pipettiert und die Neurone bis zu
ihrer Verwendung bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank gelagert (modifiziert nach

Haubensak et al., 1998).
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3.3 Immunozytochemie

Deckgldser mit primaren hippokampalen Neuronen wurden kurz in PBS gewaschen und
anschliefRend mit 4 % PFA in PBS fiir 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Das Fixativ wurde
durch dreimaliges Waschen in PBS entfernt und die Losung anschliefen mit 0,3 % Triton X
in PBS permeabilisiert. Danach wurden die Zellen erneut zwei Mal in PBS gewaschen und
unspezifische Antikorperbindestellen durch Inkubation der Zellen fiir 30 min in
Blockierlosung (10 % BSA; 0,1 % Triton X in PBS) abgesattigt. Die Zellen wurden
anschlieflend fiir 2h bei Raumtemperatur mit dem Primarantikérper (Verdiinnung: 1:1000)
in Antikorperlosung (1 % BSA; 0,1 % Triton X in PBS) inkubiert. Als Negativkontrolle
wurden einige Deckglaschen mit der Antikérperlosung ohne Primarantikérper inkubiert.
Die Zellen wurden vier Mal in PBS gewaschen und danach fiir 2 h bei Raumtemperatur mit
dem Sekundarantikorper (Alexa Fluor 350, 488, 568 oder 633, 1:1000 verdiinnt) in
Antikorperlosung inkubiert. Nach viermaligem Waschen der Zellen in PBS wurden die
Deckglaser kurz in deionisiertem Wasser eingetaucht und dann mit Immumount auf einem
Objekttrager eingedeckelt. Gegebenenfalls wurden fixierte Praparate, die nicht mit
Antikorpern gefarbt werden sollten, bereits nach dem Auswaschen des Fixativs in

Immomount eingedeckelt.

3.4 Fluoreszenzmikroskopie

3.4.1 Epifluoreszenz Mikroskopie

Lebendzellaufnahmen in Form von Timelapse-Videos oder Einzelbilder aus lebenden oder
fixierten Proben wurden an einem aufrechten Epi-Fluoreszenzmikroskop (Olympus
BX51WI) aufgenommen. Als Lichtquelle zur Fluoreszenzanregung diente eine
Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (HXP 120C), dessen Licht durch ein an das Mikroskop
montiertes Filterrad gefiltert wurde. Die Positionen des jeweiligen Filters und des Shutters
wurden von einer zentralen Regeleinheit (LUDL) elektronisch angesteuert. Es wurde
jeweils ein Bandpassfiltersatz zur Anregung griiner Fluoreszenz (ET 470 / 40x, ET 525 /
50m) sowie einem Bandpassfiltersatz zur Anregung roter Fluoreszenz (ET 572 / 35x, ET
632 / 60m) verwendet (Abb. 3.5). Des Weiteren verfligte das Mikroskop iliber einen

Filtersatz zur Anregung von blauer Fluoreszenz (F31-000 DAPI). Das Mikroskop war mit
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einem 10x (n.A. = 0,3) und einem 60x (n.A. = 1,1) Wasserimmersionsobjektiv ausgestattet
und wurde elektromechanisch mittels Mikromanipulatoren (Luigs & Neuman) sowohl in
der XY- als auch in der Z-Achse in Relation zum Objekttisch bewegt. Die Bilder wurden mit

einer gekiihlten CCD-Kamera (CoolSNAP HQ?) aufgenommen.

A Exzitationsspektrum B Emissionsspektrum
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Abb. 3.5: Verwendete Bandpassfiltersitze zur Mikroskopie von GFP, YPet und mCherry. (A)
Anregungsspektren der fluoreszierenden Proteine GFP, YPet und mCherry in Relation zu den verwendeten
Anregungsfiltern. (B) Emissionsspektren von GFP, YPet und mCherry in Relation zu den verwendeten
Emissionsfiltern. Der lichtdurchldssige Wellenldngenbereich der Filter ist jeweils als weifde Flache dargestellt.
Daten der Spektren stammen von der freien online Spektraldatenbank ,PubSpectra“. Quelle:
http://www.pubspectra.org.

3.4.2 Bildakquise und Bilddatenauswertung

Einzelbilder und Timelapse-Videos wurden unter Steuerung der Software VisiView
aufgenommen. Die Bildaufnahmefrequenz und die Belichtungszeit reichten je nach
Experiment von 0,25 bis 0,1 Hz bzw. 300 bis 2000 ms. Bei Timelapse-Aufnahmen wurde der
Fokus in z-Richtung manuell stabil gehalten und ggf. korrigiert. Bildinformationen wurden
als 14 bit TIF-Dateien entweder als Einzelbilder oder als Bilderstapel gespeichert. Zur
Auswertung wurden die Rohbilddaten in Metamorph importiert und Regionen um die zu
untersuchenden Zellstrukturen (z.B. Soma, synaptische Boutons, dendritische Regionen,
einzelne Vesikel) definiert. Fiir Timelapse-Aufnahmen wurden Regionen ggf. vergrofdert um
kleine Bewegungen der Strukturen innerhalb der Fokusebene auszugleichen. In der Nahe
jeder Region wurde eine weitere Region im Bildhintergrund definiert. Entsprechend der
Fragestellung wurden verschiedene Parameter ermittelt. Fiir Grof3enbestimmungen wurde

die Flache der entsprechenden Region ermittelt. Bei Timelapse-Aufnahmen wurde die
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durchschnittliche Fluoreszenzintensitit der zu untersuchenden Region bestimmt und
davon die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit des Bildhintergrunds fiir jeden einzelnen
gemessenen Zeitpunkt subtrahiert. Die so erhaltenen Werte wurden auf den Zeitpunkt vor
der Stimulation normalisiert. Mittels exponentieller Regression wurde eine Kurve ermittelt,
die dem Licht-induzierten Bleichverhalten der Fluoreszenzintensitit wahrend der
Aufnahme der Basislinie entsprach. Alle Werte wurden anschliefend um die Werte der
Bleichkurve korrigiert und die so erhaltenen Kurvenwerte von mehreren Regionen pro
Zelle gemittelt um die durchschnittliche Fluoreszenzkinetik der entsprechenden
Zellstrukturen pro Zelle zu bestimmen. Fiir die Bestimmung der Zeitkonstante t des
exponentiellen Fluoreszenzabfalls wurden Maximalwert (gesetzt als 1) und Minimalwert
(gesetzt als 0) der Fluoreszenzintensitdat umskaliert und anschliefend die Werte mit Hilfe

folgender Gleichung exponentiell angepasst:

F(t) = e mit F(t) = Fluoreszenzwert zum Zeitpunkt t

Fir die Bestimmung der Dichte BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel wurden mehrere
Regionen um Neurite des Neurons definiert. Anschliefend wurde die Anzahl der BDNF-
GFP-beinhaltenden Vesikel bestimmt und durch den Flacheninhalt der jeweiligen Region

dividiert.

3.4.3 Videomikroskopische Untersuchungen

3.4.3.1 Lokales Perfusionssystem fiir das Mikroskop

Fir die gezielte Applikation von verschiedenen Losungen iiber einzelne Zellen wurde ein
lokales Perfusionssystem verwendet (Lessmann & Dietzel, 1995). Mit Hilfe von 10 ml
Einwegpipetten und abgeschnittenen und glattgefeilten Metallkaniilen wurden jeweils eine
Zu- und Ablaufpipette konstruiert. An der Spitze wurde eine modifizierte Pipettenspitze
aufgesetzt, die sich an ihrer Spitze verjlingt um nur ein moglichst kleines Volumen
Fliissigkeit zu- oder ablaufen zu lassen. Bei der Zulaufpipette wurden bis zu 6 Kaniilen zu
verschiedenen Pipetteneingdngen gebiindelt, so dass verschiedene Fliissigkeiten
nacheinander iiber die Zelle gespiilt werden konnten. Die Eingange wurden iiber diinne

Plastikschlduche an ein hoher gelegenes Fliissigkeitsreservoir angeschlossen, welches
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durch ein Ventil gesteuert wurde und mit Hilfe des hydrostatischen Drucks die Flissigkeit
in die Zulaufpipette drickt. Der Ablauf bestand aus einer Kaniile, deren Ausgang die
Fliissigkeit iiber einen diinnen Plastikschlauch auf ein tiefergelegenes Ausgangsventil
entldsst. Vor jeder Messung wurde die Funktionsfahigkeit der Zu- und Ablaufpipette im 10x
Objektiv tberprift und der hydrostatische Druck so eingestellt, dass der sichtbaren
Fliissigkeitsstrom das Sichtfeld des 60x Objektivs vollstandig liberspiilen konnte.

3.4.3.2 Farbung und Entfdrbung synaptischer Boutons mit FM-Farbstoffen

Primare hippokampalen Neuronen wurden in eine 24-Well Mikrotiterplatte tiberfiihrt und
unter Lichtabschluss fiir 2 min in HBSKZ?/1, versetzt mit 10 pM FM1-43 bzw. FM4-64,
inkubiert, um die synaptischen Boutons der Zelle einzufarben. Anschlief3end wurden die
Deckglaser zwei Mal fiir 2 min in HBS%/3 gewaschen und danach in eine mit HBS2/1 befiillte
Badkammer iiberfiihrt. Unter dem Mikroskop wurden FM-gefarbte shRNA-Vektor-
transfizierte oder untransfizierte Zellen gesucht und das lokale Perfusionssystem um diese
Zellen arrangiert. Die Neurone wurden anschlieflend durch das 60x Objektiv alle 4 s fiir
500 ms mit gefiltertem Licht zur Anregung der griinen FM1-43 Fluoreszenz exponiert, das
dabei emittierte Licht fotodokumentiert und die Bilder zu einem Timelapse Video
zusammengesetzt. Zunachst wurde die Zelle fiir 80 s mit HBS?/1 {iberspiilt, um anhand der
Basislinie das Licht-induzierte Bleichverhalten des FM1-43 Farbstoffes zu bestimmen.
AnschliefRend wurde die Zelle 80 s lang mit HBSK?2/! stimuliert und dann wieder 60 s lang
mit HBS?/1 iiberspiilt. Sowohl die Farbung der synaptischen Boutons als auch die Aufnahme

der Entfarbekinetik erfolgte bei Raumtemperatur (modifiziert nach Klau et al., 2001).

3.4.3.3 Fusionsporenéffnung von BDNF-GFP-beinhaltenden sekretorischen Granula

Primare hippokampale Neurone wurden mit BDNF-GFP-kodierenden Vektoren transfiziert
und 5 Tage nach der Transfektion in eine mit HBS2/1 befiillte Badkammer iiberfiihrt. Nach
Identifikation eines transfizierten Neurons wurde das lokale Perfusionssystem um die Zelle
arrangiert und die Zelle mit HBS%/! Puffer, dem 0,3 mM Bromphenolblau versetzt war,
tiberspiilt. Durch das 60x Objektiv wurde die Fluoreszenz von BDNF-GFP alle 5 s fiir 300 bis
1500 ms mit blauem Licht angeregt und das griine Emissionslicht photodokumentiert. Nach
Aufnahme einer 5-miniitigen Basislinie wurde das Neuron durch das Uberspiilen von einem

mit 0,3 mM Bromphenolblau versetzen HBSK2?/1 Puffer 5 min stimuliert. Anschliefdend
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wurde die Zelle nochmals fiir weitere 5 min mit Bromphenolblau-haltigem HBS?2/1 Puffer
tiberspiilt und das Fluoreszenzlicht photodokumentiert (modifiziert nach Kolarow et al.,
2007). Fir einige Fragestellungen wurde der HBSZ/! bzw. HBSK2/1 Puffer durch
dquimolaren Austausch von 5 mM NaCl mit NH4Cl oder durch Zugabe von 1 uM Bafilomycin
modifiziert oder den Puffern Inhibitoren fiir synaptische Transmission beigefiigt (5 uM

DNQX, 50 uM D/L-AP5, 100 uM Picrotoxin).

3.4.3.4 Ausschiittung aus BDNF-GFP-beinhaltenden sekretorischen Granula

Die Aufnahme der Ausschiittungskinetik von BDNF-GFP aus sekretorischen Granula
erfolgte analog dem in 3.4.3.3 beschriebenen Protokoll zur Fluoreszenzmessung. Jedoch
wurden die Zellen mit Bromphenolblau-freiem HBS2/1 und HBSK?/1 Puffern tiberspiilt und
erst nach Abschluss des Messprotokolls ein mit Bromphenolblau-haltiger HBS2/1 Puffer
Uiberspiilt. Bei einigen Experimenten wurde der HBS2/1 bzw. HBSK2/1 Puffer durch
dquimolaren Austausch von 5 mM NaCl mit NH4Cl oder durch Zugabe von 1 uM Bafilomycin
modifiziert oder den Puffern Inhibitoren fiir synaptische Transmission beigefiigt (5 uM

DNQX, 50 uM D/L-AP5, 100 uM Picrotoxin).

3.4.3.5 Messungen der Vesikeleigenschaften unter Verwendung von NH,Cl

Primare hippokampale Neurone wurden mit BDNF-GFP-kodierenden Vektoren transfiziert
und 5 Tage nach der Transfektion in eine mit HBS2/1 befiillte Badkammer transferiert. Unter
dem Mikroskop wurden die Neurone zundchst mit HBSZ/! {iberspiilt und die
Basisfluoreszenz einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel alle 5s bei einer einheitlichen
Belichtungszeit von 500 ms gemessen. Danach wurden die Zellen mit HBSZ/1 Puffer
uberspiilt, bei dem NaCl aquimolar durch NH4Cl ausgetauscht wurde (2 mM, 5 mM, 20 mM
oder 50 mM). Abschlief3end wurde die Zelle erneut mit HBS2/1 Puffer ohne NH4Cl tiberspiilt.
Fiir einige Kontrollexperimente wurde der HBS?/1 Puffer mit 5 mM NH4Cl bzw. ohne NH4ClI
bei verschiedenen pH-Werten (pH 5,00-8,00) iiberspilt. Aus dem Intensitdtsanstieg der
GFP-Fluoreszenz durch das Uberspiilen mit 50 mM NH4Cl-haltigem HBS2/1 Puffer wurde mit
Hilfe der umgeformten Henderson-Hasselbalch Gleichung (vergleiche Rangaraju et al.,
2014) der vesikulare pH-Wert kalkuliert:

1 + 10PKa(ecrp)~PH

pHVesikel = pKa(EGFP) o lOg FNH4Cl—OmM -1

FNH4Cl=50mM
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Dabei wurde ein pKa-Wert von eGFP von 6,0 angenommen (siehe Kneen et al., 1998). Der
in der Gleichung verwendete pH-Wert entsprach dem pH-Wert der Messung (pH = 7,39).
Fnuaci-omm entsprach der vesikuldren Fluoreszenzintensitit wahrend Aufnahme der
Basislinie und Fnnaci-somm entsprach der vesikuldren Fluoreszenzintensitat wahrend des

Uberspiilens von 50 mM NH4CL

3.4.3.6 Messung intrazelluldarer pH-Werte

Primdre hippokampale Neurone wurden entweder mit BDNF-GFP bzw. GFP-kodierenden
Vektoren transfiziert. Finf Tage nach der Transfektion wurden die Zellen in eine
Badkammer, befillt mit Kalzium-freiem HBS?/3, iiberfiihrt und die Basisfluoreszenz alle 5s
(GFP) oder alle 10s (BDNF-GFP) gemessen. Anschlieffend wurden die Neurone
nacheinander mit fiinf Pufferlésungen (MES- oder HEPES-haltige Puffer zur pH-
Wertmessung) Uberspiilt, die auf verschiedene pH-Werte (pH=8 bis pH=4) eingestellt
waren. Den Puffern waren 4 pM Valinomycin und 10 pM Nigericin zugesetzt, so dass
Protonen iiber die Zell- und Vesikelmembran hinweg ausgetauscht werden konnten. Die
Plateauwerte der relativen Fluoreszenzveranderung zur Basislinie einzelner Vesikel
(BDNF-GFP), dendritischer Regionen (GFP) oder des Somas (GFP) wurden bestimmt und
entsprechend dem pH-Wert des Puffers graphisch aufgetragen. Anschlief3end wurden die
Datenpunkte mit Hilfe der Bolzmann-Gleichung (Origin) fiir sigmoide Kurvenverlaufe
angepasst und die Anpassungsgleichung benutzt, um den urspriinglichen pH-Wert der

entsprechenden Strukturen wahrend der Aufnahme der Basislinie zu extrapolieren.

3.4.4 Konfokale Mikroskopie

Fir Kolokalisationsstudien wurde ein konfokale Laserscanning-Einheit (LSM 780),
angebracht an einem aufrechten Mikroskop (Axio Examiner.Z1), verwendet. Fixierte
Praparate von transfizierten oder mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gefarbten Zellen
wurden unter einem 20x Wasserimmersionsobjektiv (n.A. = 1,0) betrachtet. Anschlief3end
wurde die Fluoreszenz mit Hilfe von Laserlicht (Argon-Laser mit einer Laserlinie von 488
nm; Helium/Neon-Laser mit Laserlinien von 543 nm und 633 nm) angeregt und mehrere
Fokalebenen (gesamte Schichtdicke 2 pm) Bildpunkt fiir Bildpunkt abgetastet. Das
Fluoreszenzlicht wurde gefiltert und auf GaAsP- oder PMT-Detektoren detektiert. Die
Bildakquise erfolgte mit Hilfe der ZEN-Software (Zeiss) als 12 bzw. 16 bit Bilddatei mit
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einer Auflosung von 0,1 um / Pixel. Die Laser- und Detektorstirke wurden so gewahlt, dass
die zu untersuchenden Strukturen vom Hintergrund abgrenzbar waren, ohne den Detektor

in die Sattigung zu bringen.

3.4.5 FRET-Experimente

Fir die Untersuchung einer potentiellen Protein-Protein-Interaktion wurden Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) Experimente durchgefiihrt. Primadre hippokampale
Neurone wurden an DIV 14 mit primaren Antikérpern gegen CAPS1 bzw. v-Typ-ATPase
angefarbt und anschiefend mit Sekundarantikérpern gekoppelt an Cy2 (v-Typ-ATPase)
oder Cy3 (CAPS1) gegengefarbt. Das bei raumlicher Nahe beider Fluorophore auftretende
FRET wurde mit Hilfe des Akzeptorphotobleichens bestimmt. Hierbei wurden zunachst am
konfokalem Laserscanning-Mikroskop (LSM 780) die Cy2-Immunfluoreszenz (FRET-Donor)
und die Cy3-Immunfluoreszenz (FRET-Akzeptor) der hippokampalen Neurone mit Hilfe der

488 nm (10 % Laserstdrke) bzw. 543 nm (1 % Laserstarke) Laserlinien photodokumentiert.
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Abb. 3.6: Spektrale Einstellungen der FRET-Messung zwischen Cy2 und Cy3. Exzitations- und
Emissionsspektren der Fluorophore Cy2 (griin) und Cy3 (rot). Sowohl die zur Fluoreszenzanregung
verwendeten Laserlinien, als auch der zur Detektion verwendete Wellenldngenbereich, sind kenntlich
gemacht worden. Die graue Fliche zeigt die fiir FRET essentielle spektrale Uberlappung des
Emissionsspektrums des FRET-Donors (Cy2) mit dem Exzitationsspektrums des FRET-Akzeptors (Cy3). Daten
der Spektren stammen von der freien online Spektraldatenbank ,PubSpectra“. Quelle:
http://www.pubspectra.org.
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Anschliefend wurde die Cy3-Fluoreszenz mit Hilfe der 543 nm Laserlinie (100 %
Laserstarke) in einer ausgewdahlten dendritischen Region auf unter 10% seiner initialen
Fluoreszenzintensitat geblichen. Nach dem Akzeptorphotobleichen wurde die Cy2- und
Cy3-Immunfluoreszenz der Zelle erneut photodokumentiert. Ein FRET-Signal wurde dabei
als eine Zunahme der Cy2-Fluoreszenz ausschliefdlich in der Cy3-gebleichten Region
beobachtet. Die FRET-Effizienz innerhalb der Cy2-gebleichten Region wurde mit Hilfe
folgender Gleichung bestimmt (vergleiche Konig et al., 2006),

IFyost — IF,
FRET,;; = —22—PT° % 100 %

IFpost

wobei [Fpe die Immunfluoreszenz des FRET-Donors (Cy2) vor und IFpest die

Immunfluoreszenz des FRET-Donors (Cy2) nach dem Akzeptorphotobleichen darstellt.

3.5 Neuronale Differenzierung embryonaler Stammzellen

3.5.1 Herstellen Mitomycin-behandelter Futterzellen

Zur Herstellung von Futterzellen wurden ca. 5,5 x 10¢ MEF-Zellen (mouse embryonic
fibroblasts, Chemicon) in 20 ml Mef-Medium suspendiert und auf insgesamt acht
Kulturschalen (15 cm) ausplattiert und dann fiir ca. 3-5 Tage bis zum Erreichen eines
konfluenten Zellrasens bei 37 °C und 10 % CO: kultiviert. Anschlief3end wurden die Zellen
passagiert, in dem sie zweimal in 1x PBS gewaschen, dann mit Trypsin-EDTA-Losung
(0,05 % Trypsin und 0,53 mM EDTA) fiir 4 min auf 37 °C vom Schalenboden geldst und die
Trypsinreaktion durch Zugabe von 5 ml Mef-Medium gestoppt wurde. Die Zellen wurden
dann fir 4 min bei 1000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in 20 ml frischem Mef-Medium
resuspendiert. Jeweils ein Viertel der Zellsuspension wurde auf 4 neue Kulturschalen
(15 cm) ausplattiert und erneut bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Durch
mehrfaches Wiederholen der Passage wurde die MEF-Zellmasse vermehrt. Zur
Mitomycinbehandlung wurde das Mef-Medium aus 20 Kulturschalen mit MEF-Zellen durch
jeweils 10 ml Mitomycin-C-haltiges (10 pg/ml) Mef-Medium pro Kulturschale ersetzt und
die Zellen fiir 2-4 h bei 37 °C und 10 % CO; inkubiert. Die Zellen wurden anschlief3end
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dreimal in 1x PBS gewaschen und vereint, in dem sie mit Trypsin-EDTA-Losung vom
Schalenboden gelost, pelletiert und anschliefiend in insgesamt 50 ml frischem Mef- Medium
resuspendiert wurden. Nach Bestimmung der Zelldichte mit Hilfe einer
Neubauerzahlkammer wurden entweder 4 x 10¢ Zellen aliquotiert und fiir den spateren
Gebrauch eingefroren oder 3,5 x 106 Zellen als Mitomycin-behandelte Futterzellen fiir die
Kultivierung embryonaler Stammzellen in 10 ml Mef-Medium auf eine Kulturschale (10 cm)

ausplattiert (modifiziert nach Hogan et al., 1994).

3.5.2 Einfrieren Mitomycin-behandelter Futterzellen

Ca. 4 x 106 MEF-Zellen wurden in einem Kryogefafd vorgelegt und das Kulturvolumen auf
500 pl mit Mef-Medium aufgefiillt. Anschlief;end wurden die Zellen auf Eis gestellt und
tropfenweise 500 pl eiskaltes 2x Einfriermedium hinzu pipettiert. Die Zellen wurden dann
in -20 °C temperiertes Isopropanol getaucht, fiir 1 h bei -20 °C inkubiert und anschliefend

bei -80 °C gelagert.

3.5.3 Kultivierung der embryonalen Stammzellen auf Futterzellen

3 x 10% embryonale Stammzellen der Maus (Linie V6.5, Open Biosystems) wurden auf eine
Kulturschale (10 cm) mit Mitomycin-behandelten Futterzellen ausplattiert und in 10 ml ES-
Zellmedium, welchem 0,1 % des Pluripotenzfaktors LIF (leukemia inhibitory factor)
zugesetzt war, fur 2-4 Tage bei 37 °C und 10 % CO2 kultiviert bis mikroskopisch sichtbare
Stammzellkolonien auf den Futterzellen gewachsen waren. Anschliefiend wurde die
Mischkultur aus MEF-Zellen und embryonalen Stammzellen passagiert, die Zellsuspension
je nach Zelldichte auf 2 bis 3 neue Kulturschalen (10 cm) mit Mitomycin-behandelten
Futterzellen aufgeteilt und die Zellen in 10 ml LIF-haltigem ES-Zellmedium erneut bei 37 °C
und 10 % CO: kultiviert. Durch wiederholtes Passagieren wurden die embryonalen
Stammzellen kontinuierlich vermehrt und ggf. embryonale Stammzellen fiir die Bildung von

Embryoidkorpern entnommen (modifiziert nach Hogan et al., 1994).

3.5.4 Bildung von Emryoidkorpern

Ein Teil der kontinuierlich auf Mitomycin-behandelten MEF-Zellen vermehrten
embryonalen Stammzellen wurde nach einem Passagierungsschritt auf eine mit Gelatine

(0,1 %) beschichtete Kulturschalen (10 cm) ausplattiert (1:2 verdiinnt) und in 10 ml LIF-
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haltigem ES-Zellmedium fiir einen Tag bei 37 °C und 10 % CO: kultiviert. Durch einen
weiteren Passagierungsschritt (1:2, auf Gelatine ausplattiert) wurde der Anteil der nicht-
teilungsfahigen, Mitomycin-behandelten Futterzellen reduziert, wahrend die an Gelatine
adhdrierenden embryonalen Stammzellen weiter vermehrt wurden. Anschlieféend wurden
ca. 2 x 106 der auf Gelatine kultivierten embryonalen Stammzellen auf eine unbeschichtete
Kulturschale (10 c¢cm) in 10 ml LIF-freiem Differenzierungsmedium ausplattiert und fiir
2 Tage bei 37°C und 10 % CO: kultiviert, bis die am Schalenboden nicht-adhdrenten
embryonalen Stammzellen zu mit dem Auge sichtbaren, in der Flussigkultur
schwimmenden Embryoidkérpern zusammen gewachsen waren. Die Embryoidkorper
wurden durch schwenken der Kulturschale in der Schalenmitte konzentriert und das
Medium vorsichtig am Rand abgesaugt. Das Medium wurde durch frisches
Differenzierungsmedium ersetzt und die Zellen fiir weitere 2 Tage bei 37 °C und 10 % CO:

kultiviert (modifiziert nach Hogan et al., 1994).

3.5.5 Neuronale Differenzierung der embryonalen Stammazellen

Die in der Kulturschale schwimmenden Embryoidkérper wurden vorsichtig mit einer
Pipette in ein Kulturréhrchen (15 ml) tiberfiihrt. Nachdem sich die Embryoidkoérper unten
abgesetzt hatten, wurde das Medium vorsichtig abgesaugt. Die Zellen wurden dann in 10 ml
Differenzierungsmedium, dem 5 puM all-trans-Retinsdure zugesetzt war, nochmals fiir zwei
weitere Tage auf unbeschichteten Kulturschalen bei 37 °C und 10 % CO kultiviert. Die
Embryoidkorper wurden erneut mit der Pipette in ein Kulturréhrchen (15 ml) tiberfiihrt
und das Medium abgesaugt. Anschlieffend wurden die Embryoidkoérper auf mit
Polyornithin (0,5 mg/ml) beschichtete Kulturschalen (10 cm) in 10 ml NB/B27 ausplattiert
und fiir 7 Tage bei 37 °C und 10 % CO: ohne weiteren Mediumwechsel kultiviert. Wahrend
der neuronalen Differenzierung bildeten die dufderen Zellschichten der Embryoidkorper
lichtmikroskopisch sichtbare Ausldaufer, mit denen sich die Embryoidkoérper an das

Polyornithinsubstrat anhefteten (modifiziert nach Hogan et al., 1994).

3.5.6 Dissoziierung der Embryoidkorper und Kultivierung der neuronal differenzierten
Stammazellen

Die Embryoidkorper wurden in 4 ml PBS mit einem Zellschaber vom Schalenboden gelost,

in ein Kulturréhrchen (15 ml) tberfiihrt und fiir 1 min bei 1200 rpm pelletiert.
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Anschliefiend wurde das Zellpellet in 4 ml DPBS*/*+ resuspendiert und Zell-Zell-
Verbindungen in Anwesenheit von 165 U Papain und 1000 U DNase fiir 45 min bei 37 °C
enzymatisch aufgelost. Die Zellen wurden erneut fiir 1 min bei 1200 rpm pelletiert und zur
Inhibition der Papainreaktion in 5 ml Ovomucoidlésung (0,6 % Ovomuciod; 0,3% BSA)
aufgenommen. Anschliefend wurden die Zellen wiederum pelletiert und in 1 ml niedrig
konzentrierter Ovomucoidlésung (0,15 % Ovomucoid; 0,0075 % BSA; 300 U DNase)
resuspendiert. Durch mehrfaches Trituieren wurden die Zellen der Embryoidkorper
vereinzelt und durch kurzes Absetzen lassen von undissoziierten Embryoidkorper-
fragmenten getrennt. Die vereinzelten Zellen aus dem Uberstand wurden in ein neues
Kulturréhrchen (15 ml) tberfiihrt und 10 min bei 900 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in einer geeigneten Menge NB/B27-Medium (500-1000 pl) resuspendiert und die
dissoziierten Zellen auf Polyornithin (0,5 mg/ml) und Laminin (5 pg/ml) beschichtete
Deckgldasern bzw. Deckgliasern mit Astrozyteninseln (vergleiche 3.2.3) zu einer
Konzentration von ca. 3,8 x 104 Zellen / cm? ausplattiert und fiir 7 - 14 Tage bei 37 °C und

10 % CO3 kultiviert.

3.6 Statistik

Es wurden jeweils mehrere Zellen (n = Anzahl der Zellen) statistisch miteinander
verglichen, wobei sich der Wert fiir eine einzelne Zelle aus dem Mittelwert mehrerer
definierter Regionen um entweder synaptische Boutons, Dendriten oder einzelne Vesikel
ergab. Fiir den Vergleich von zwei experimentellen Bedingungen (z.B. Kontroll- und CAPS1-
shRNA-transfizierte Neuronen) wurden zweiseitige t-Tests durchgefiihrt. Fiir den Vergleich
von mehr als zwei experimentellen Bedingungen wurde eine Varianzanalyse (Einweg-
ANOVA) mit anschlief3ender Signifikanzzuordnung (Post-Hoc-Tukey-Test) durchgefiihrt.
Fir den Vergleich mehrerer Gruppen, die potentiell durch zwei verschiedene Faktoren
beeinflusst werden konnten, wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse (Zweiweg-ANOVA)
durchgefithrt. Fiir den statistischen Vergleich von Korrelationen wurden die
Korrelationskoeffizienten r durch Fischer-Z-Transformation umgewandelt und
anschliefdend statistisch miteinander verglichen. Die Berechnung der Signifikanzniveaus (p-

Werte) erfolgte in Excel oder SPSS.
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4 Ergebnisse

4.1 Quantifizierung des Knock-downs durch CAPS1-shRNA in primaren
hippokampalen Neuronen

Fir die transiente Reduktion der Proteinexpression mittels RNA-Interferenz-Technologie
(Knock-down) wurden die in 3.1.2 beschriebenen shRNA-Vektoren verwendet. Diese
Vektoren stellen RNA-Polymerase II-abhdngige shRNA-Plasmide dar, die im 3'-
untranslatierten Bereich der Sequenz eines Markerproteins die Sequenz der
Rahmenstruktur der mikro-RNA miR-30a kodieren. In diese Rahmenstruktur konnten
verschiedene siRNA-Sequenzen gegen Zielproteine sowie Kontrollsequenzen eingefiigt
werden (Christensen et al., 2010). Dabei wird die miR-30a-Rahmenstruktur von der
intrazellularen miRNA-Prozessierungsmaschinerie erkannt (Zeng & Cullen, 2003) und
daraus eine shRNA-Sequenz abgespaltet, die dann zur RNAi-vermittelnden siRNA weiter
prozessiert wird (Abb. 4.1 A). Um die Funktionalitiat dieses Expressionssystems zu testen,
wurde zundchst ein gegen GFP gerichteter shRNA-Vektor Kkloniert. Bei der dafiir
verwendeten siRNA-Sequenz handelte es sich um eine bereits evaluierte siRNA-Sequenz
gegen GFP (GFP-22 siRNA, Qiagen). Als Negativkontrolle wurde ein Kontroll-shRNA-
Plasmid mit einer ebenfalls evaluierten Kontroll-siRNA-Sequenz kloniert (Non silencing
control siRNA, Qiagen). Anschliefend wurden primare hippokampale Neurone der Maus
mit den jeweiligen Kontroll- bzw. GFP-shRNA-kodierenden Vektoren (Marker: mCherry)
und einem GFP-kodierenden Vektor (pEGFP-N1) kotransfiziert. Finf Tage nach der
Transfektion wurden mit Hilfe des Markerproteins mCherry gezielt shRNA-exprimierende
Neurone identifiziert und die GFP-Fluoreszenzintensitit dieser Neurone am Soma
gemessen (Abb. 4.1 B). Im Vergleich zu Kontroll-shRNA transfizierten Neuronen
(normalisiert auf 100 %) wurde dabei das GFP-Expressionsniveau in GFP-shRNA
transfizierten Neuronen signifikant (p = 2,5 x 10->) auf 8,5 + 1,4 % reduziert (Abb. 4.1 C).

Die Knock-down-Effizienz der CAPS1-siRNA-Sequenz wurde auf analoge Weise bestimmt,
allerdings wurde statt dem GFP-kodierendem Vektor ein CAPS1-YPet kodierender Vektor
verwendet (pEF-BOS-CAPS1-YPet-HA, Sadakata et al, 2010, freundlicherweise

bereitgestellt von Prof. Dr. Teiichi Furuichi, RIKEN Brain Science Institute, Saitama, Japan).
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Abb. 4.1: Quantifizierung der Effizienz des shRNA-vermittelten Knock-downs. Hippokampale Neurone
wurden an DIV 7-8 mit shRNA-Vektoren transfiziert und die Effizienz des Knock-downs 5 Tage nach der
Transfektion analysiert. (A) Schematische Darstellung des Knock-downs durch den shRNA-Vektor. Die
verwendeten shRNA-Vektoren kodierten fiir ein fluoreszierendes Markerprotein (hier mCherry, rot) zur
Selektion transfizierter Zellen sowie fiir eine siRNA (pink) gegen das Zielprotein im 3’-UTR des
Markerproteins. Diese siRNA wurde in den Sequenzrahmen der Mikro-RNA miR-30a (blau) integriert, so dass
die transkribierte mRNA eine Haarnadelstruktur (short hairpin) ausbildete, die von der intrazelluldren Mikro-
RNA-Prozessierungsmaschinerie erkannt und zur doppelstréangigen siRNA prozessiert wird. Der anti-sense-
Strang dieser siRNA bindete an die entsprechende Ziel-mRNA und konnte so die Expression des Zielproteins
mittels RNA-Interferenz (RNAi) reduzieren. (B) Repréasentative Bilder zweier hippokampaler Neurone, die mit
Kontroll- bzw. GFP-shRNA-kodierenden Vektoren (rot-fluoreszierender mCherry-Marker) und einem GFP-
kodierenden Vektor (griine Fluoreszenz) kotransfiziert wurden. GFP-shRNA-transfizierte Zellen zeigten eine
reduzierte Expression von GFP. (C) Quantifizierung der GFP-Fluoreszenzintensitidt im Soma von Kontroll-
bzw. GFP-shRNA-transfizierten Neuronen (normalisiert auf Kontroll-shRNA, gesetzt als 100 %). (D)
Reprasentative Bilder zweier hippokampaler Neurone, die mit Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA kodierenden
Vektoren (rot-fluoreszierender mCherry-Marker) und einem CAPS1-YPet-kodierenden Vektor (griine
Fluoreszenz) kotransfiziert wurden. CAPS1-shRNA-transfizierte Zellen zeigten eine reduzierte Expression von
CAPS1-YPet. (E) Quantifizierung der YPet-Fluoreszenzintensitat im Soma von Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-
transfizierten Neuronen. (D) Représentative Bilder zweier hippokampaler Neurone, die mit Kontroll- bzw.
CAPS1-shRNA-kodierenden Vektoren (rot-fluoreszierender mCherry-Marker) transfiziert und mit einem
Antikorper gegen endogenes CAPS1 (griine Fluoreszenz) angefarbt wurden. CAPS1-shRNA-transfizierte Zellen
zeigten eine reduzierte CAPS1-Immunfluoreszenz. (E) Quantifizierung der CAPS1-Immunfluoreszenz-
intensitdt im Soma von Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen. n = Anzahl der gemessenen
Zellen, *** p < 0,001, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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Hierbei wurde die somatische CAPS1-YPet-Fluoreszenz als Maf} fiir die Expression von
CAPS1-YPet gemessen. Im Vergleich zu Kontroll-shRNA-transfizierten Neuronen konnte
dabei nach Transfektion der Neurone mit CAPS1-shRNA eine signifikante Reduktion (p =
5,8 x 10-10) der CAPS1-YPet-Expression auf 10,2 + 1,1 % beobachtet werden (Abb. 4.1 D-E).
Zusatzlich wurde der Knock-down von endogenem CAPS1 in hippokampalen Neuronen
bestimmt. Hierzu wurden die Neurone mit jeweils Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-
kodierenden Vektoren (Marker mCherry) transfiziert und nach weiteren fiinf Tage mit
einem Antikorper gegen CAPS1 (Sekundarantikorper gekoppelt an griin-fluoreszierendes
Alexa 488) angefdarbt. Anschlieféend wurde die Fluoreszenzintensitat der CAPS1-Farbung
am Soma gemessen. Auch hier konnte im Vergleich zu Kontroll-shRNA-transfizierten
Neuronen eine signifikante Reduktion (p = 4,5 x 10-7) der CAPS1-Immunfluoreszenz am
Soma auf 35,0 * 3,7 % beobachtet werden (Abb. 4.1 F-G). Somit konnte in hippokampalen
Neurone sowohl die Uberexpression von CAPS1 als auch die endogene Expression von

CAPS1 durch die Transfektion mit CAPS1-shRNA-Vektoren erfolgreich reprimiert werden.

4.2 Lokalisation von CAPS1 in primdren hippokampalen Neuronen

4.2.1 Das allgemeines Verteilungsmuster von CAPS1

Die zellulare Verteilung von CAPS1 wurde sowohl in lebenden Neuronen nach Transfektion
mit CAPS1-YPet als auch in fixierten Praparaten nach immunzytochemischer Farbung mit
einem Antikorper gegen das endogene CAPS1-Protein untersucht. Fiir beide Ansatze ergab
sich fiir CAPS1 ein dhnliches Verteilungsmuster in hippokampalen Neuronen. Am Soma
wurde die starkste CAPS1-YPet-Fluoreszenzintensitait bzw. CAPS1-Immunreaktivitat
beobachtet, wobei der Nukleus jeweils eine geringere Fluoreszenzintensitat aufwies (Abb.
4.1 D, F). Die Verteilung von CAPS1 setzte sich in den Neuriten fort und wurde in distalen
Bereichen zunehmend schwacher. Neben einer homogenen CAPS1-Verteilung entlang
einiger der Neuriten, konnte auch eine Konzentrierung von CAPS1 in kleinen Clustern

beobachtet werden.
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4.2.2 Die Lokalisation von CAPS1 in synapstischen Strukturen

Um eine synaptische CAPS1-Lokalisation zu untersuchen, wurden Kolokalisationsstudien
mit verschiedenen synaptischen Markern durchgefiihrt. Zunachst wurde eine mutmafiliche
synaptische Lokalisation von CAPS1 an aktiven Synapsen von lebenden Zellen untersucht.
Hierzu wurden hippokampale Neurone (DIV 7-9) mit CAPS1-YPet transfiziert. Fiinf Tage
nach der Transfektion (PTF5) wurden die synaptischen Vesikel mit Hilfe des rot-
fluoreszierenden Farbstoffs FM 4-64 angefirbt. Dabei konnte eine dominante
Kolokalisation der aktiven synaptischen Boutons mit CAPS1-YPet-Clustern beobachtet
werden (Abb. 4.2 A). Um eine pra- bzw. postsynaptische Lokalisation von endogenem
CAPS1 zu untersuchen, wurden hippokampale Neurone mit Plasmiden transfiziert (DIV 10),
die den préasynaptischen Marker VAMP bzw. den postsynaptischen Marker PSD95
gekoppelt an rot-fluoreszierendes DsRed exprimierten. Drei Tage nach der Transfektion
wurden diese Neurone fixiert und mit einem Antikorper gegen endogenes CAPS1
(Sadakata et al, 2004) angefirbt (Sekundarantikérper gekoppelt an griin-
fluoreszierendes Alexa 488). Die Farbungen zeigten, dass CAPS1-Cluster haufig mit dem
prasynaptischen Marker VAMP kolokalisiert waren (Abb. 4.2 B). Fiir den postsynaptischen
Marker PSD95 konnte ebenfalls eine Kolokalisation mit CAPS1 gezeigt werden, jedoch war
der Anteil der nicht mit CAPS1 kolokalisierenden postsynaptischen Strukturen wesentlich

héher (Abb. 4.2 C).
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Abb. 4.2: Kolokalisation von CAPS1 mit synaptischen Markern. (A) Représentative
Epifluoreszenzaufnahme eines lebenden hippokampalen Neurons, welches an DIV 7 mit einem CAPS1-YPet-
kodierenden Vektor (griin) transfiziert wurde. Fiinf Tage nach der Transfektion wurden die aktiven
synaptischen Boutons des Neurons mit FM 4-64 (rot) anfarbt. Die Kolokalisation von einzelnen synaptischen
Boutons mit CAPS1-YPet ist in der Vergrofderung rechts dargestellt. (B) Reprasentative konfokale Aufnahme
eines fixierten hippokampalen Neurons, welches an DIV 10 mit einem Plasmid zur Expression des
prasynaptischen Markers VAMP-DsRed (rot) transfiziert und drei Tage spater mit einem Antikérper gegen
CAPS1 (griin) angefarbt wurde. Die Vergrofierung des markierten Bildausschnitts (rechts) zeigt eine klare
Kolokalisation von Clustern des endogenen CAPS1 in présynaptischen Strukturen. (C) Reprisentative
konfokale Aufnahme eines fixierten hippokampalen Neurons, welches an DIV 10 mit einem Plasmid zur
Expression des postsynaptischen Markers PSD95-DsRed (rot) transfiziert und drei Tage spater mit einem
Antikoérper gegen CAPS1 (griin) angefarbt wurde. Die VergréfRerung des markierten Bildausschnitts zeigt eine
weniger prominente Lokalisation von CAPS1 in postsynaptischen Strukturen.
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4.2.3 Die Lokalisation von CAPS1 in Neuriten

Im Folgenden wurde eine mutmafiliche Kolokalisation von CAPS1 und BDNF-beinhaltenden
vesikuldaren Strukturen ndher untersucht. Hierzu wurden hippokampale Neurone mit
Plasmiden fiir CAPS1-YPet und BDNF-mCherry kotransfiziert und anschliefdend mit einem
Antikorper gegen den dendritischen Marker MAP2 angefarbt (Sekundarantikorper
gekoppelt an blau-fluoreszierendes Alexa Fluor 350). Es wurden einzeln liegende Zellen
untersucht, bei denen das Axon zweifelsfrei von Dendriten der Zelle unterschieden werden
konnte. Dabei konnte gezeigt werden, dass BDNF-mCherry und CAPS1-YPet sowohl in
Dendriten als auch im Axon hippokampaler Neurone lokalisiert war (Abb. 4.3 A). In
Dendriten war eine homogene CAPS1-YPet-Verteilung zu beobachten, die haufig mit BDNF-
mCherry kolokalisierte (Abb. 4.3 B). In axonalen Bereichen wurde eine schwachere
Fluoreszenz sowie eine inhomogene Verteilung von CAPS1-YPet in Clustern beobachtet, die
gelegentlich mit BDNF-mCherry kolokalisiert war (Abb. 4.3 C). Fir eine quantitative
Analyse der Kolokalisation von BDNF-beinhaltenden Vesikeln mit endogenem CAPS1
wurden BDNF-GFP-transfizierte hippokampale Neurone mit einem Antikorper gegen
CAPS1 (Synaptic Systems, Sekundarantikorper gekoppelt an rot-fluoreszierendes Alexa
Fluor 555) und einem Antikorper gegen MAP2 (Sekundarantikorper gekoppelt an infrarot-
fluoreszierendes Alexa Fluor 633, jedoch blau dargestellt) angefarbt (Abb. 4.4 A). Die
Kolokalisation wurde sowohl in dendritischen Regionen (Neuriten mit BDNF-GFP und
MAP2, sieche Abb. 4.4 B) als auch in axonalen Regionen (Neuriten mit BDNF-GFP aber kein
MAP?2, siehe Abb. 4.4 C) untersucht. Es konnte dabei beobachtet werden, dass in axonalen
Regionen signifikant weniger BDNF-GFP mit der CAPS1-Immunfluoreszenz kolokalisiert
war als in dendritischen Regionen (Abb. 4.4 D; Dendriten: 67,2 + 1,8 %; Axon: 19,3 + 2,4 %j;
p = 2,3 x 108). Auch die Fluoreszenzintensitit der CAPS1-Farbung war in axonalen
Regionen signifikant geringer (Abb. 4.4 E; Dendriten: 2826 * 345 a.u.; Axon: 1027 * 281
a.u; p = 2,4 x 10-3). Innerhalb dendritischer Regionen kolokalisierten jedoch nur 73,3 *
1,0 % der CAPS1-Immunfluoreszenz und 72,4 + 3,4 % der vesikulairen BDNF-GFP-
Fluoreszenz mit der Immunfluoreszenz des Dendritenmarkers MAP2 (Abb. 4.4 F-G).
Insgesamt konnte somit eine sowohl axonale als auch dendritische Lokalisation von BDNF-
GFP und CAPS1 beobachtet werden, wobei CAPS1 verstarkt in dendritischen Regionen zu

finden war und dort haufiger mit BDNF-beinhaltenden Vesikeln kolokalisierte.
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Dendrit

Abb. 4.3: Kolokalisation von BDNF-mCherry und CAPS1-YPet in hippokampalen Neuronen. (A)
Reprasentative Epifluoreszenzaufnahme eines lebenden hippokampalen Neurons, welches an DIV 10 mit
BDNF-mCherry (rot) und CAPS1-YPet (griin) kodierenden Plasmiden kotransfiziert und nach 3 Tagen mit
einem Antikorper gegen den Dendritenmarker MAP2 (blau) angefarbt wurde. In der Bildiiberlagerung (unten
rechts) ist das Axon der Zelle (Anwesenheit von BDNF-mCherry-beinhaltenden Vesikeln bei gleichzeitiger
Abwesenheit des Dendritenmarkers MAP2) von den Dendriten unterscheidbar. (B) Vergrofierung des
dendritischen Bereichs des Neurons aus (A). BDNF-mCherry-beinhaltende Vesikel (rot) kolokalisierten haufig
mit der homogenen CAPS1-YPet Fluoreszenz (griin) in Dendriten. (C) Vergrofierung des axonalen Bereichs
des Neurons aus (A). Cluster von BDNF-mCherry (rot) zeigten nur sporadisch eine Kolokalisation mit der
inhomogenen, clusternden CAPS1-YPet-Fluoreszenz (griin) in freiliegenden Bereichen des Axons.
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Abb. 4.4: Kolokalisation von BDNF-GFP und endogenem CAPS1 in hippokampalen Neuronen.
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Fortsetzung der Bildbeschriftung Abb. 4.4: (A) Représentative konfokale Aufnahme eines hippokampalen
Neurons, das an DIV 8 mit BDNF-GFP (griin) transfiziert und nach 5 Tagen mit Antikérpern gegen CAPS1 (rot)
und MAP2 (blau) angefirbt wurde. In der Bildiiberlagerung (unten rechts) ist das Axon der Zelle
(Anwesenheit von BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln bei gleichzeitiger Abwesenheit des Dendritenmarkers
MAP2) von den Dendriten unterscheidbar. (B) Vergrofierung des dendritischen Bereichs des Neurons aus (A).
BDNF-GFP-beinhaltende Vesikel (griin) kolokalisierten mit der starken CAPS1-Immunfluoreszenz (rot) in
Dendriten. (C) Vergrofierung eines axonalen Bereichs des Neurons aus (A). Die BDNF-GFP-Fluoreszenz (griin)
kolokalisierte kaum mit der schwachen, clusternden CAPS1-Immunreaktivitit (rot) in Axonen. (D)
Quantifizierung der Kolokalisation von BDNF-GFP mit der CAPS1-Immunfluoreszenz. In axonalen Regionen
war eine signifikant geringere Kolokalisation als in dendritischen Regionen zu beobachten. (E)
Durchschnittliche absolute Fluoreszenzintensitit der CAPS1-Antikérperfirbung. Dendritische Regionen
waren signifikant starker gefiarbt als isolierte axonale Bereiche der Zelle. (F) Quantifizierung der
Kolokalisation der CAPS1-Antikorperfarbung mit dem Dendritenmarker MAP2. Nur 73,3 + 1,0 % der CAPS1-
Immunreaktivitat kolokalisierte mit MAP2 in dendritischen Regionen. (G) Quantifizierung der Kolokalisation
der BDNF-GFP-Fluoreszenz von sekretorischen Granula mit dem Dendritenmarker MAP2. Nur 72,4 + 3,4 %
der vesikularen BDNF-GFP-Fluoreszenz kolokalisierte mit MAP2 in dendritischen Regionen (Dendrit: 45
Regionen; Axon: 37 Regionen). n = Anzahl der gemessenen Zellen, *** p < 0,001, ** p < 0,01, Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler.

4.3 Einfluss von CAPS1 auf die Freisetzung von Neurotransmittern

Eine Kolokalkisation von CAPS1 mit BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln und mit
prasynaptischen Boutons (siehe 4.2.2 und 4.2.3) lasst die Beteiligung von CAPS1 sowohl
bei der Exozytose von sekretorischen Granula als auch von synaptischen Vesikeln
vermuten. Um zunachst den Einfluss von CAPS1 auf die Exozytose synaptischer Vesikel zu
untersuchen, wurde die Neurotransmitterausschiittung mit Hilfe von FM-Farbstoffen
analysiert. FM-Farbstoffe sind amphiphile styrylbasierende Fluoreszenzfarbstoffe, die
reversibel an die dufdere Zellmembran binden, diese aber nicht passieren kdnnen (Betz et
al, 1995). Nach Stimulation des Neurons durch Erhéhung der extrazelluliren
Kaliumkonzentration in Anwesenheit des FM-Farbstoffs gelangt dieser mittels Endozytose
in die aktiven synaptische Boutons der Zelle. Aufgrund des Zyklus synaptischer Vesikel
(Siidhof, 2004) wird ein grofler Teil der durch Endozytose aufgenommenen, FM-
markierten Vesikel fiir einen weiteren Ausschiittungsprozess vorbereitet (geprimet). Durch
erneute Stimulation des Neurons werden die FM-beladenen synaptischen Vesikel exozytiert
und der FM-Farbstoff ausgewaschen. An Hand des Abfalls der Fluoreszenzintensitdt an den
synaptischen Boutons des Neurons kann so die Exozytose von synaptischen Vesikeln in
lebenden Zellen visualisieren werden.

In dieser Arbeit wurde die Methode der FM-Entfarbung angewandt, um den Einfluss von

CAPS1 auf die Exozytose synaptischer Vesikel zu untersuchen. Schwesterkulturen
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hippokampaler Neurone wurden an DIV 7 mit Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren
transfiziert, die das rot-fluoreszierende Markerprotein mCherry kodierten. Nach weiteren 7
Tagen wurden synaptische Boutons der Neurone mit dem griin-fluoreszierenden FM-
Farbstoff (FM 1-43) angefarbt und am Fluoreszenzmikroskop betrachtet (Abb. 4.5 A-B).
Flir die Messung wurden ausschliefdlich auf einer Astrozyteninsel einzeln liegende,
autaptische Neurone ausgewahlt, die gleichzeitig den Marker mCherry als Indikator fiir die
Prasenz der jeweiligen shRNA-Vektoren exprimierten. Dadurch wurde gewahrleistet, dass
FM 1-43 gefarbte synaptische Boutons untransfizierter Neurone das Ergebnis nicht
beeintrachtigten. Als zweite Kontrolle wurden Neuronen einer weiteren, nicht mit shRNA-
Vektoren transfizierten Schwesterkultur, untersucht. Dadurch sollte iiberpriift werden, ob
bereits die Transfektion einen Einfluss auf den Entfarbeprozess hatte. Die FM-Entfarbung
wurde mit Hilfe videomikroskopischer Analyse (Time Lapse - Mikroskopie) des
Fluoreszenzsignals einzelner FM-gefarbter synaptischer Boutons nach Stimulation der
Exozytose gemessen. Hierzu wurden die Zellen durch Applikation einer Pufferl6sung, die
eine um 50 mM erhéhtem Kaliumkonzentration aufwies, depolarisiert. Zur Auswertung
wurde der Fluoreszenzverlauf einzelner synaptischer = Boutons auf den
Fluoreszenzintensitiatswert vor Beginn der Stimulation (t=0) normalisiert und um das
wahrend der Aufnahme der Basislinie auftretende Photobleichen korrigiert (Abb. 4.5 C).
Anschlieféend wurde der normalisierte Fluoreszenzverlauf mehrerer synaptischer Boutons
fiir jede gemessene Zelle gemittelt. Die durchschnittliche Kinetik der FM-Entfarbung jeder
einzelnen Bedingung (untransfiziert, Kontroll- und CAPS1-shRNA transfiziert) wurde als
Mittelwert des Fluoreszenzverlaufs synaptischer Boutons aller gemessenen Zellen
bestimmt (Abb. 4.5 D). Dabei zeigte der Fluoreszenzverlauf FM-beladener synaptischen
Boutons unter allen Bedingungen eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat direkt nach der
Kalium-induzierten Depolarisation der Neurone. Die Uberlappung der Kurven des
Fluoreszenzverlaufs von untransfizierten Kontrollzellen mit Kontroll-shRNA-transfizierten
Zellen deutete auf keinen unspezifischen Effekt der Transfektion auf die FM-
Entfarbekinetik hin. Sowohl der Verlauf als auch die Amplitude des Fluoreszenzabfalls
(Abb. 4.5 E) waren unter beiden Kontrollbedingungen nicht signifikant voneinander

verschieden (Untransfiziert: 51,8 + 4,0 %; Kontroll-shRNA: 51,2 + 2,1 %; p = 0,99).
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Abb. 4.5: Neurotransmitterfreisetzung aus synaptischen Boutons. Hippokampale Neurone (DIV 7)
wurden mit Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-kodierenden Vektoren (Marker: mCherry) transfiziert. Nach
weiteren 7 Tagen wurden die synaptischen Boutons der Zelle mit griin-fluoreszierendem FM 1-43 angefarbt
und videomikroskopisch untersucht. (A) Reprasentatives mit FM 1-43 angefarbtes hippokampales Neuron.
(B) Ausschnittsvergrofierung von (A) zeigt einzelne, mit farbigen Pfeilen markierte synaptische Boutons der
Zelle zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor und nach der Stimulation der Zelle durch die Applikation einer
Pufferlosung mit erhéhtem (50 mM) Kaliumgehalt (K*). (C) Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der
farbig markierten synaptischen Boutons aus (B). Nach der Stimulation ist ein deutlicher Fluoreszenzabfall zu
messen. (D) Durchschnittliche Entfarbekinetik synaptischer Boutons der verschiedenen Bedingungen
gemittelt iiber mehrere Zellen. In CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen war ein deutlich verschiedener
Fluoreszenzverlauf als in beiden Kontrollbedingungen zu beobachten (Untransfiziert: 141 synaptische
Boutons, Kontroll-shRNA: 174 synaptische Boutons, CAPS1-shRNA: 184 synaptische Boutons). (E) Amplitude
des Fluoreszenzintensitdtsabfalls 100 s nach der Stimulation. Der Knock-down von CAPS1 hatte eine
signifikant geringere Entfirbung synaptischer Boutons zur Folge. (F-H) Basale Eigenschaften der FM-
gefarbten synaptischen Boutons. Die Anzahl synaptischer Boutons im Sichtfeld der Messung (F) sowie die
Querschnittsfliche der synaptischen Boutons als Mafd fiir deren Grofle (G) als auch die absolute
Fluoreszenzintensitat FM-gefarbter synaptischer Boutons vor der Stimulation (H) waren nach Knock-down
von CAPS1 unverandert (Kontroll-shRNA: 693 synaptische Boutons, CAPS1-shRNA: 712 synaptische Boutons).
n = Anzahl der gemessenen Zellen, ** p < 0,01, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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Dahingegen zeigte der Fluoreszenzverlauf FM-gefarbter synaptischer Boutons aus CAPS1-
shRNA-transfizierten Neuronen eine signifikant reduzierte Amplitude des Abfalls der
Fluoreszenzintensitat (CAPS1-shRNA: 35,4 + 3,1 %; p < 2,9 x 10-3). Die Zeitkonstante t des
exponentiellen Fluoreszenzabfalls war jedoch vergleichbar grof3 (Untransfiziert: 12,6 *
1,0 s; Kontroll-shRNA: 14,0 + 1,0 s; CAPS1-shRNA: 17,1 + 1,6 s; p = 0,062). Die reduzierte
Amplitude der FM-Entfarbekinetik deutete darauf hin, dass die Exozytose von synaptischen
Vesikeln in CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen beeintrachtigt war. Um gegebenenfalls
weitere Unterschiede zwischen CAPS1- und Kontroll-shRNA-transfizierten Zellen zu finden,
wurden weitere Parameter der FM-gefdarbten synaptischen Boutons bestimmt. Die
durchschnittliche Anzahl synaptischer Boutons im Sichtfeld (Abb. 4.5 F) sowie die
durchschnittliche Grofde der synaptischen Boutons (Abb. 4.5 G) waren nicht signifikant
verschieden. Somit konnte im untersuchten Zeitraum kein offensichtlicher negativer Effekt
des Knock-downs von CAPS1 auf die Ausbildung von Synapsen beobachtet werden. Die
absolute Fluoreszenzintensitat der synaptischen Boutons vor Stimulation der Exozytose
(Abb. 4.5 H) war ebenfalls nicht signifikant verschieden, was auf eine unverdnderte
Endozytose des FM-Farbstoffs wahrend des Farbeprozesses hinweist. Es konnte somit
gezeigt werden, dass nach Knock-down von CAPS1 die Exozytose synaptischer Vesikel
negativ beeintrachtigt wurde, jedoch die Farbung, die Anzahl und die Grofde der

synaptischen Boutons nicht verandert waren.

4.4 Einfluss von CAPS1 auf die Ausschiittung von Neurotrophinen

4.4.1 Basale Eigenschaften BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel

Die Verwendung von BDNF-GFP-kodierenden Vektoren fiir die Untersuchung der
Neurotrophinausschiittung aus sekretorischen Granula wurde bereits in einer Vielzahl von
Publikationen beschrieben (Hartmann et al., 2001; Brigadski et al., 2005). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden nun die in 4.1 validierten und in 4.3 verwendeten Kontroll- und
CAPS1-shRNA-Vektoren modifiziert, so dass sie statt dem Markerprotein mCherry,
BDNF-GFP exprimierten. Um zu untersuchen, ob der Knock-down von CAPS1 bereits einen
Einfluss auf basale Eigenschaften der BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln hatte, wurden
hippokampale Neurone mit BDNF-GFP-gekoppelten Kontroll-shRNA bzw. CAPS1-shRNA-
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Vektoren transfiziert. Fiinf Tage nach der Transfektion wurden die Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop fotodokumentiert. Anschliefend wurden Regionen um einzelne
Vesikel definiert und deren Querschnittsfliche (Abb. 4.6 A) als Mafs fiir die Vesikelgrofde
und deren Fluoreszenzintensitidt (Abb. 4.6 B) als Maf} fiir die Beladung mit BDNF-GFP
gemessen. Kein signifikanter Unterschied konnte in der Grofde und der
Fluoreszenzintensitit einzelner Vesikel beider Gruppen beobachtet werden. Anschlief3end
wurde die Dichte der BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikel zwischen Kontroll- und CAPS1-
shRNA-transfizierten Neuronen verglichen (Abb. 4.6 C). Dabei konnte ebenfalls kein
signifikanter Unterschied beobachtet werden. Insgesamt wurden durch die vergleichende
Bildanalyse keine Veranderungen der basalen Vesikeleigenschaften nach Knock-down von
CAPS1 beobachtet.
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Abb. 4.6: Basale Eigenschaften BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel. Hippokampale Neurone (DIV 9) wurden
mit BDNF-GFP-kodierenden Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren transfiziert. Nach weiteren 5 Tagen
wurden basale Eigenschaften der BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikel aus fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen der Zellen miteinander verglichen. Quantitative Auswertung der Querschnittsfliche (A) und der
absoluten Fluoreszenzintensitit (B) einzelner Vesikel (Kontroll-shRNA: 68 Vesikel, CAPS1-shRNA: 62
Vesikel), sowie der Dichte (C) BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel in Neuriten hippokampaler Neurone
(Kontroll-shRNA: 206 Regionen, CAPS1-shRNA: 172 Regionen). Fiir alle untersuchten Parameter wurden
keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen gefunden.
n = Anzahl der gemessenen Zellen, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

4.4.2 Fusionsereignisse BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel

Um den Einfluss von CAPS1 auf die Ausschiittung von Neurotrophinen zu untersuchen,
wurde zundchst die Haufigkeit und die Verteilung von Fusionsereignissen BDNF-GFP-
beinhaltender sekretorischer Granula analysiert. Hierzu wurden primare hippokampale
Neurone mit BDNF-GFP-kodierenden Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren transfiziert

und 5 Tage nach der Transfektion videomikroskopisch (Timelapse-Aufnahmen) untersucht.
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Nach Uberspiilen der Zelle mit Kontrollpufferlésung wurden die Zellen durch Applikation
einer Pufferlosung mit einer um 50 mM erhohten Kaliumkonzentration depolarisiert.
Dadurch wurde die aktivitatsabhangige Ausschiittung einzelner BDNF-GFP-beinhaltenden
Vesikel ausgelost. Um den Moment des Fusionsereignisses zeitlich prazise Auflésen zu
konnen, wurde den iiberspiilten Pufferlésungen 0.3 mM Bromphenolblau zugesetzt. Als
niedermolekulare Substanz kann extrazellulires Bromphenolblau rasch in sich 6ffnende
Fusionsporen diffundieren. Da Bromphenolblau die Eigenschaft besitzt, die Fluoreszenz von
GFP bei direktem Kontakt auszuléschen (quenchen), konnten so einzelne Fusionsereignisse

an Hand des rapiden Fluoreszenzverlustes BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel beobachtet
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Abb. 4.7: Fusionsporenéffnung in Anwesenheit von Bromphenolblau.
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Fortsetzung der Bildbeschriftung Abb. 4.7: Hippokampale Neurone (DIV 9) wurden mit BDNF-GFP
kodierenden Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren transfiziert. Nach weiteren 5 Tagen wurden
Vesikelfusionsereignisse in Anwesenheit des GFP-Quenchers Bromphenolblau videomikroskopisch
untersucht. (A) Reprasentatives hippokampales Neuron transfiziert mit BDNF-GFP. (B) Ausschnitsver-
grofderung der dendritischen Region aus (A). Die farbkodierte Pfeile markieren einzelne Vesikel, die im
rechten Bildkomplex in stiarkerer Vergrofierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor und nach der
Stimulation der Zelle durch die Applikation einer Pufferlésung mit erh6htem (50 mM) Kaliumgehalt (K*)
gezeigt sind (Mafstabsbalken = 1,5 pm). (C) Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der farbig markierten
Vesikel aus (B). Fusionierende Vesikel (blau, griin, gelb) zeichneten sich durch einen rapiden
Fluoreszenzabfall auf Grund des Quenchen der intravesikularen BDNF-GFP-Fluoreszenz durch eindringendes
Bromphenolblau aus. Nicht-fusionierende Vesikel (rot) unterlagen keiner wesentlichen Fluoreszenz-
veranderung. (D) Durchschnittlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit dendritischer Regionen
(Kontroll-shRNA: 206 Regionen, CAPS1-shRNA: 172 Regionen). Nach Stimulation der Zelle wurde durch die
Fusion einzelner BDNF-beinhaltender Vesikel ein Fluoreszenzabfall innerhalb der untersuchten Regionen
beobachtet. (E) Die Amplitude des Fluoreszenzabfalls in dendritischen Regionen bei 500 s nach der
Stimulation war nach Knock-down von CAPS1 signifikant reduziert. (F) Zeitliche Verteilung der
Fusionsereignisse in den gleichen dendritischen Regionen aus (D) in Relation zu der Gesamtvesikelzahl
(Kontroll-shRNA: 1346 Fusionsereignisse, CAPS1-shRNA: 542 Fusionsereignisse). (G) Die kumulative
normalisierte Darstellung der Fusionsereignisse zeigte eine &dhnliche zeitliche Verteilung der
Fusionsereignisse beider Bedingungen. (H) Der prozentuale Anteil aller Fusionsereignissen in Bezug auf die
Gesamtvesikelzahl war nach Knock-down von CAPS1 jedoch signifikant reduziert. n = Anzahl der gemessenen
Zellen, * p < 0,05, ** p < 0,01, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

werden (Abb. 4.7 A-C, vergleiche Kolarow et al,, 2007). Fiir die Auswertung wurden
umverschiedene dendritische Abzweigungen des Neurons Regionen definiert, die mehrere
BDNF-GFP-Vesikel beinhalteten und anschlieféend deren Fluoreszenzverlauf gemessen. Auf
Grund der Anwesenheit von Bromphenolblau wurde die Gesamtfluoreszenzintensitit aller
BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikel dieser Region nach Kalium-induzierter Depolarisation
um den Fehlbetrag fusionierter Vesikel sukzessive reduziert. Die Kinetik der
Fluoreszenzveranderung von Kontroll- im Vergleich zu CAPS1-shRNA-transfizierten
Neuronen ist in Abb. 4.7 D dargestellt. Obwohl die Zeitkonstanten t des exponentiellen
Fluoreszenzabfalls beider Kinetiken nach der Stimulation vergleichbar waren (Kontroll-
shRNA: 1= 78,8 + 8,5 s; CAPS1-shRNA: 1= 79,2 + 10,0 s), gab es einen signifikanten
Unterschied (p = 0,024) in der Amplitude des Fluoreszenzabfalls (Abb. 4.7 E). In Kontroll-
shRNA-transfizierten Neuronen wurde die Fluoreszenzintensitat nach Kalium-abhangiger
Stiumulation um 19,7 + 2,5 % reduziert, wahrend der Fluoreszenzabfall in CAPS1-shRNA-
transfizierten Neuronen nur 12,2 + 1,8 % betrug. Dies deutete auf eine verringerte Anzahl
von Fusionsereignissen in CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen hin. Um den
prozentualen Anteil und die zeitliche Verteilung der Fusionsereignisse genauer zu
untersuchen, wurde sowohl die Anzahl als auch das =zeitliche Auftreten von

Fusionsereignissen in Bezug auf die Gesamtzahl der Vesikel in den definierten
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dendritischen Regionen bestimmt. Die Verteilung der Fusionsereignisse ist in Abb. 4.7 F
dargestellt. Sowohl fiir Kontroll- als auch fiir CAPS1-shRNA-transfizierte Neurone wurden
die meisten Fusionsereignisse in den ersten 40 Sekunden nach der Kalium-induzierten
Stimulation beobachtet. Die Ereignishaufigkeit nahm in Folge anhaltender Stimulation ab
und verblieb bis zum Ende der Beobachtung auf niedrigem Niveau. Vor der Stimulation
konnten ebenfalls wenige Fusionsereignisse beobachtet werden, die auf Spontanereignisse
hindeuteten. Obwohl sich die Verteilung der Fusionsereignisse von Kontroll- sowie von
CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen nicht unterschieden (vergleiche kumulative
Wahrscheinlichkeit des Auftreten eines Fusionsereignisses, Abb. 4.7 G), war die absolute
Anzahl der Fusionsereignissen in Relation zur Gesamtvesikelzahl (Abb. 4.7 H) signifikant
reduziert (p = 4,7 x 10-3). In Kontroll-shRNA-transfizierten Neuronen wurden im
Beobachtungszeitraum 21,5 + 3,8 % aller Vesikel exozytiert, wahrend in CAPS1-shRNA-
transfizierten Neuronen nur 9,0 * 1,2 % aller Vesikel ein Fusionsereignis zeigten. Sowohl
die Amplitude als auch der Verlauf der Fluoreszenzkinetik dendritischer Regionen (Abb.
4.7 D) spiegelte sich gut in der Verteilung und dem prozentualen Anteil an
Fusionsereignissen (Abb. 4.7 F) wieder. Die Ergebnisse deuten somit auf eine
Verminderung der Exozytose BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel nach Knock-down von

CAPS1 hin.

4.4.3 Einfluss synaptischer Aktivitat auf Fusionsporenoffnung sekretorischer Granula

Bei den fiir die Messung von Fusionsereignissen verwendeten primdren hippokampalen
Neuronen handelt es sich um nur partiell autaptische Neurone, die auf Astrozyteninseln
synaptische Mikronetzwerke ausbilden (Klau et al., 2001). Der Effekt von CAPS1 auf die
Fusionsporeno6ffnung BDNF-beinhaltender sekretorischer Granula kénnte somit durch die
in 4.3 beschriebene reduzierte Neurotransmitterausschiittung nach CAPS1-Knock-down
verursacht worden sein. Um dies zu untersuchen, wurde die Anzahl an Fusionsereignissen
von Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen in Anwesenheit von Inhibitoren
sowohl filir exzitatorische (AMPA-Rezeptorantagonist DNQX, NMDA-Rezeptorantagonist
D/L-AP5) als auch fir inhibitorische synaptischer Transmission (GABAa-
Rezeptorantagonist Picrotoxin) untersucht und mit der Anzahl von Fusionsereignissen in
spontanaktiven hippokampalen Kulturen verglichen (Abb. 4.8). Es konnte dabei gezeigt

werden, dass der Anteil an fusionierenden Vesikeln unter beiden Bedingungen nicht
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signifikant voneinander abwich (Kontroll-shRNA ohne Inhibitoren: 22,5 + 6,9 % und mit
Inhibitoren: 20,2 + 1,8 %). Ebenso war der Anteil der durch Knock-down von CAPS1
reduzierten Fusionsereignisse beider Bedingungen vergleichbar (CAPS1-shRNA ohne
Inhibitoren: 9,1 * 2,6 % und mit Inhibitoren: 9,0 + 0,8 %). Eine signifikante Reduktion (p =
1,0 x 10-3) der Fusionsereignisse zwischen Kontroll- und CAPS1-shRNA-transfizierten
Neuronen war jedoch auch wahrend der Inhibition synaptischer Aktivitit zu beobachten.
Somit konnte gezeigt werden, dass die reduzierte Neurotransmitterfreisetzung durch den

Knock-down von CAPS1 keinen Einfluss auf die Fusion von BDNF-GFP-beinhaltenden

Vesikel hatte.
ohne Inhibitoren mit Inhibitoren Abb. 4.8 Fusionsporenéffnung in Anwesenheit
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4.4.4 Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln

Nach Offnung der Fusionspore kommt es zur Dilatation dieser, so dass hochmolekulare
sekretorische Proteine in den extrazellularen Raum diffundieren kénnen. Die Ausschiittung
von BDNF aus einzelnen Vesikeln sowie ein moglicher Einfluss von CAPS1 auf diesen
Prozess wurden im Folgenden untersucht. Dabei erfolgte die Analyse der Ausschiittung von
BDNF-GFP aus sekretorischen Granula ahnlich der fiir die Untersuchung von
Fusionsereignissen (vergleiche 4.4.2), jedoch wurden die Zellen mit Bromphenolblau-
freien Puffern {uberspiilt. Dadurch konnte der Fluoreszenzverlauf von BDNF-GFP-
beinhaltenden Vesikeln auch nach dem Fusionsereignis untersucht werden. Am Ende jeder

Messung wurden die Zellen mit Bromphenolblau-haltiger Pufferlosung tiberspiilt. Da
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Bromphenolblau in der Lage ist, in geoffnete sekretorische Granula zu diffundieren und
somit die Fluoreszenz von BDNF-GFP auszuléschen (Quenchen), wurde es als Indikator fiir
den Offnungszustand der zuvor fusionierten Vesikel eingesetzt.

Wie schon in 4.4.2 beschrieben, traten auch bei diesen Untersuchungen Fusionsereignisse
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Kalium-abhédngiger Depolarisation der Neurone
auf. Die Fusionsporenodffnung hatte meist eine Verdnderung der Fluoreszenzintensitit
einzelner Vesikel zur Folge. Dabei konnten zwei verschiedene Fluoreszenzverldufe
beobachtet werden. In den meisten Fallen (Kontroll-shRNA: 75,1 + 6,9 %; CAPS1-shRNA:
70,4 * 8,4 %; nicht signifikant verschieden; siehe Abb. 4.10 B) wurde aufgrund der
Neutralisation des vesikuldren pH-Wertes direkt nach der Fusionsporenéffnung eine
transiente Zunahme der intravesikuldaren Fluoreszenzintensitat beobachtet (siehe Abb. 4.9
A-B, gelb und blau markierte Vesikel). Dieser Effekt basiert auf der Tatsache, dass GFP ein
pH-sensitiver Fluorophor ist, dessen Fluoreszenz bei niedrigen pH-Werten reduziert und
bei neutralen pH-Wert erhéht ist (Patterson et al., 1997). Nach Offnung der Fusionspore
wird der pH-Wert saurer Vesikel neutralisiert, was zunachst zu einem Anstieg der BDNF-
GFP-Fluoreszenzintensitdt fiihrte. Der transienten Intensititszunahme folgte ein
exponentieller Abfall der vesikuldren Fluoreszenzintensitit aufgrund von Diffusion von
BDNF-GFP aus dem geoffneten Vesikel. In wenigeren Fallen (Kontroll-shRNA: 24,9 + 6,9 %;
CAPS1-shRNA: 29,6 + 8,4 %; Abb. 4.10 B) konnte jedoch ein sofortiger Abfall der
Fluoreszenzintensitit ohne anfangliche transiente Erhohung der Fluoreszenzintensitat
beobachtet werden (siehe Abb. 4.9 A-B, griin markierter Vesikel). Dies deutete darauf hin,
dass der intravesikuldre pH-Wert dieser Vesikel bereits dem extrazellularem pH-Wert des
Puffers entsprach. Der durchschnittliche Anteil der Vesikel, die nach Kalium-induzierter
Depolarisation eine sichtbare Fluoreszenzveranderung ausgeldst durch ein Fusionsereignis
zeigten, entsprach 21,2 * 3,6 % (Abb. 4.9 C) und war somit vergleichbar mit dem in 4.4.2
bereits bestimmten Anteil an fusionierenden Vesikeln unter Kontrollbedingungen. Mit 24,4
+ 3,5 % war der durchschnittliche Anteil der Vesikel, deren Restfluoreszenz 300 s nach
Beginn der Stimulation durch Applikation von Bromphenolblau ausgeléscht werden
konnte, ebenfalls nicht signifikant verschieden (Abb. 4.9 C). Dies deutet darauf hin, dass es
sich bei dem beobachteten exponentiellen Fluoreszenzabfall der untersuchten Vesikel um

die Ausschiittung von BDNF-GFP, jedoch nicht um ein Wiederverschlief3en der Fusionspore
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mit anschliefender Reazidifizierung der Vesikel handelte. Um zu tiberpriifen, ob Vesikel
auch innerhalb des Zeitraums von Stimulation bis zum Ende der Messung keinem
Wiederverschlieflen unterlagen, wurde eine Kontrollmessung durchgefiihrt, bei der

Bromphenolblau nach der Stimulation der Exozytose kontinuierlich ein- und ausgewaschen
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Abb. 4.9: Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln. (A) Timelapse-Aufnahmen einzelner
BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel, die nach Stimulation der Zellen durch die Applikation einer Pufferlésung
mit erhdhtem (50 mM) Kaliumgehalt (K*) ein Fusionsereignis zeigten (griin, gelb, blau) im Vergleich zu einem
nicht fusionierenden Vesikel (rot). Die einzelnen Bilder wurden in Relation zum Fusionsereignis (t=0) zeitlich
verschoben. Die Restfluoreszenz von fusionierten Vesikeln konnte am Ende der Messung durch die
Applikation von Bromphenolblau (BPB) ausgeloscht werden. (B) Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat
der in (A) dargestellten Vesikel bei nicht-verschobener Zeitskala. Fusionsereignisse traten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Beginn der Stimulation auf und zeigten entweder einen transienten
Fluoreszenzanstieg nach Fusionsporendffnung mit sich anschliefendem exponentiellen Fluoreszenzabfall
(gelb, blau) oder nur einen Fluoreszenzabfall ohne vorherigen Fluoreszenzanstieg (griin). (C) Der Anteil der
BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikel, die nach der Stimulation eine Fluoreszenzverdnderung durch ein
Fusionsereignis zeigten, war nicht verschieden vom Anteil der Vesikel, die am Ende der Messung durch
Bromphenolblau-Applikation gequencht werden konnten. (D) Verhalten von fusionierenden Vesikeln (griin,
gelb, blau) im Vergleich zu einem nicht fusionierenden Vesikel (rot) bei wiederholtem ein- und Auswaschen
von Bromphenolblau (BPB). Die Restfluoreszenz einzelner fusionierter BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel war
noch 1100 s nach der Kalium-induzierter Stimulation sichtbar und hatte wahrend des ganzen
Beobachtungszeitraums Kontakt zum extrazellularen Milieu. n = Anzahl der gemessenen Zellen, Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler.
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wurde (Abb. 4.9 D). Hierbei konnte gezeigt werden, dass der BDNF-GFP-Inhalt von
Vesikeln nach einem Fusionsereignis wiahrend des gesamten Beobachtungszeitraums (1100
s) Kontakt zur extrazelluldaren Pufferlésung hatte und dessen Restfluoreszenz auch noch
lange nach dem Fusionsereignis detektiert werden konnte. Ein Verschlieflen der
Fusionsporen mit anschliefdender Reazidifizierung konnte in den untersuchten Zellen somit
nicht beobachtet werden.

Um nun den Einfluss von CAPS1 auf die Ausschiittung von BDNF zu untersuchen, wurde der
Fluoreszenzverlauf von einzelnen BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln nach shRNA-
vermitteltem Knock-down von CAPS1 analysiert. Da Fusionsereignisse zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Kalium-induzierter Stimulation der Zellen auftraten (siehe Abb. 4.9 B
und Abb. 4.7 F), wurde der Fluoreszenzverlauf zeitlich verschoben und auf den Zeitpunkt
vor dem Fusionsereignis normalisiert (t = 0 ist dabei der Zeitpunkt vor dem
Fusionsereignis). Die durchschnittliche normalisierte Fluoreszenzkinetik einzelner Vesikel
von Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen ist in Abb. 4.10 A dargestellt. Die
Ausschiittung von BDNF-GFP wurde als Abnahme der Fluoreszenzintensitit gemessen.
Dabei wurde der Fluoreszenzabfall einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel vom
hochsten Fluoreszenzwert nach der Fusionsporenoffnung ausgehend bis zum Ende der
jeweiligen Messung (Mittelwert der letzten 5 Fluoreszenzwerte vor Bromphenolblau-
Applikation) bestimmt. Es zeigte sich, dass die Amplitude des Fluoreszenzabfalls (Kontroll-
shRNA: 36,9 + 3,2 %; CAPS1-shRNA: 22,9 + 3,2 %; p = 7,0 x 10-3) nach Knock-down von
CAPS1 signifikant reduziert war (Abb. 4.10 D). Uberraschenderweise war jedoch auch der
Fluoreszenzanstieg direkt nach der Fusionsporenoffnung (Kontroll-shRNA: 58,2 + 4,0 %;
CAPS1-shRNA: 30,9 * 6,0 %; p = 1,7 x 103) nach Knock-down von CAPS1 signifikant
reduziert (Abb. 4.10 C). Diese Reduzierung konnte nicht mit einer verminderten Haufigkeit
von Fusionsereignissen, die allgemein durch einen transienten Anstieg der vesikuldren
Fluoreszenzintensitat charakterisiert waren, begriindet werden (Abb. 4.10 B). Da der
Anstieg der vesikuldaren Fluoreszenzintensitit durch den Neutralisationsschritt nach dem
Fusionsereignis bestimmt wird, deutete dieses Ergebnis auf eine Verdnderung des
vesikularen pH-Wertes nach Knock-down von CAPS1 hin. Um zu untersuchen, ob der
transiente Fluoreszenzanstieg nach dem Fusionsereignis (pH-Neutralisation) mit dem

exponentiellen Fluoreszenzabfall nach der Stimulation (BDNF-GFP-Ausschiittung)
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zusammenhing, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt (Abb. 4.10 E). Dabei ergab
sich nur eine schwache Korrelation zwischen beiden gemessenen Parametern (Kontroll-
shRNA: r = 0,28 mit p = 3,7 x 10-4; CAPS1-shRNA: r = 0,34 mit p = 1,4 x 10-3; nach Fischer Z-
Transformation nicht signifikant verschieden mit p = 0,317). Zusammenfassen wurde

beobachtet, dass nach Knock-down von CAPS1 die Ausschiittung von BDNF-GFP aus
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Abb. 4.10: Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln. Hippokampale Neurone (DIV 9) wurden
mit BDNF-GFP-kodierenden Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren transfiziert. Nach weiteren 5 Tagen
wurde die Ausschiittung von BDNF aus einzelnen Vesikeln videomikroskopisch untersucht. (A)
Durchschnittlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit einzelner fusionierender BDNF-GFP-Vesikel
aus Kontroll-shRNA (110 Vesikel) oder CAPS1-shRNA (57 Vesikel) transfizierten Neurone. Der
Fluoreszenzverlauf wurde auf den Zeitpunkt vor dem Fusionsereignis (t=0) normalisiert. (B) Quantitative
Auswertung der Fusionsereignisse. Der prozentuale Anteil an Fusionsereignissen mit bzw. ohne transiente
Erhéhung der vesikularen Fluoreszenzintensitit war in Kontrolle und Knock-down von CAPS1 &hnlich hoch.
(C) Jedoch war die Amplitude des transienten Fluoreszenzanstiegs nach Fusionsporenéffnung in CAPS1-
shRNA-transfizierten Neuronen signifikant reduziert. (D) Auch die Amplitude des exponentiellen
Fluoreszenzabfalls (entspricht der Ausschiittung von BDNF) einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel war
nach CAPS1-Knock-down signifikant reduziert. (E) Korrelation zwischen dem Fluoreszenzabfall durch die
Ausschiittung von BDNF-GFP und dem transienten Fluoreszenzanstieg nach Fusionsporenéffnung. In beiden
Bedingungen wurden schwache Korrelationen, die nicht signifikant voneinander verschieden waren,
bestimmt (Kontroll-shRNA: 159 Vesikel, CAPS1-shRNA: 87 Vesikel). n = Anzahl der gemessenen Zellen,
**p < 0,01, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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einzelnen Vesikeln vermindert wurde. Auch die Amplitude des transienten
Fluoreszenzanstiegs nach dem Neutralisationsschritt wurde nach Knock-down von CAPS1
reduziert. Dies deutete auf eine Erhéhung des vesikuldren pH-Wertes in den untersuchten

Vesikeln CAPS1-shRNA-transfizierter Neuronen hin.

4.4.5 Einfluss synaptischer Aktivitat auf die Ausschiittung von BDNF-GFP

Wie in 4.4.3 fiir die Fusionsporenoffnung beschrieben, wurde ebenfalls ein mdglicher
Einfluss der durch den Knock-down von CAPS1 verursachten, reduzierten synaptischen
Transmission (siehe 4.3) auf die Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln
untersucht. Hierzu wurde die Experimente zur Ausschiittung von BDNF-GFP in
Anwesenheit von Inhibitoren synaptischer Aktivitait (DNQX, D/L-AP5, Picrotoxin)
wiederholt. Der gemittelte normalisierte Fluoreszenzverlauf einzelner Vesikel von Kontroll-
und CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen ist in Abb. 4.11 A dargestellt. Wie auch schon
in Abwesenheit von Inhibitoren synaptischer Transmission (siehe 4.4.4) war die Amplitude
des Fluoreszenzabfalls durch die Ausschiittung von BDNF-GFP (Kontroll-shRNA: 41,4 + 1,3
%; CAPS1-shRNA: 30,5 £ 29 %; p = 5,0 x 10-3) in CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen
signifikant reduziert (Abb. 4.11 C). Auch die Amplitude des transienten
Fluoreszenzanstiegs nach Fusionsporenéffnung (Kontroll-shRNA: 90,6 * 8,4 %; CAPS1-
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Abb. 4.11: Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln in Anwesenheit von Inhibitoren
synaptischer Transmission. Die Messung wurden analog zu Abb. 4.10 durchgefiihrt, jedoch wurden die
Zellen in Anwesenheit von 5 pM DNQX, 50 uM AP-V und 100 puM Picrotoxin gemessen. (A) Durchschnittlicher
Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel aus Kontroll-shRNA
(50 Vesikel) bzw. CAPS1-shRNA-transfizierten (31 Vesikel) Neurone. Der Fluoreszenzverlauf wurde auf den
Zeitpunkt vor dem Fusionsereignis (t=0) normalisiert. (B) Die Amplitude des transienten Fluoreszenzanstiegs
nach Fusionsporendffnung war erneut in CAPS1-shRNA transfizierten Neuronen signifikant reduziert. (C)
Auch die Amplitude des exponentiellen Fluoreszenzabfalls (entspricht der Ausschiittung von BDNF) einzelner
BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel war nach CAPS1-Knock-down signifikant reduziert. n = Anzahl der
gemessenen Zellen, ** p < 0,01, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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shRNA: 38,8 £ 12,9 %; p = 7,0 x 10-3) war ebenfalls nach Knock-down von CAPS1 signifikant
reduziert (Abb. 4.11 B). Somit war die zuvor beschriebene reduzierte Ausschiittung von
BDNF-GFP aus Vesikeln von CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen (4.4.4) Kkein
Nebeneffekt der in diesen Neuronen Dbereits beobachteten reduzierten

Neurotransmitterfreisetzung (4.3).

4.5 Einfluss von CAPS1 auf den vesikuldaren pH-Wert

4.5.1 Untersuchung des vesikuldren pH-Wertes mit Hilfe von NH,CI

Um einen moglichen Einfluss von CAPS1 auf den Beladungszustand oder den pH-Wert
einzelner sekretorischer Granula naher zu untersuchen, wurden BDNF-GFP-transfizierte
Zellen mit Ammoniumchlorid-haltiger (NH4Cl) Pufferlésung iiberspilt. Extrazellular
appliziertes Ammoniumsalz (NH4*) kann innerhalb eines chemischen Gleichgewichtes in
wassriger Losung zu Ammoniak (NH3) dissoziieren. Dieses membranpermeable Molekiil
kann in intrazelluldre und intravesikuldare Kompartimente der Zelle diffundieren und durch
Aufnahme dortiger Protonen wiederum Ammonium (NH4*) bilden. Durch die
Protonenaufnahme innerhalb saurer Vesikel wird der vesikulare pH-Wert erh6ht (Boron &
De Weer, 1976). Da GFP ein pH-Wert-abhangiger Fluorophor ist (vergleiche 4.4.4), kann
durch das kurze Uberspiilen von BDNF-GFP-transfizierten hippokampalen Neuronen mit
NH4Cl-haltiger Pufferlosung eine reversible Fluoreszenzzunahme innerhalb der sauren
sekretorischen Granula beobachtet werden. Je nach pH-Wert des Vesikels kann diese
Fluoreszenzzunahme relativ hoch (Abb. 4.12 A-C, blau, gelb und griin markierter Vesikel)
oder relativ gering (Abb. 4.12 A-C, rotmarkierter Vesikel) ausfallen. Die relative
Fluoreszenzerhohung einzelner BDNF-GFP-beinhaltender sekretorischer Granula wurde
durch das Verhiltnis der Fluoreszenz wihrend der NH4Cl-Uberspiilung und der
Basislinienfluoreszenz vor der NH4Cl-Applikation bestimmt. Eine Fluoreszenzzunahme trat
lediglich in sauren intrazelluliren Kompartimenten der Zelle auf (keine
Fluoreszenzerhohung bei zytosolisch lokalisierten GFP in Dendriten). Sie war abhadngig von
der extrazellular applizierten NH4Cl-Konzentration (bei konstantem pH-Wert von 7,38) und
erreichte ihre Sattigung bei etwa 50 mM NH4Cl (Abb. 4.12 D). Ebenso hatte der pH-Wert

der extrazellular applizierten Ammoniumchloridlosung (bei konstanter Konzentration von
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5 mM) einen Einfluss auf die BDNF-GFP-Fluoreszenz (Abb. 4.12 E). Ursachlich hierfir ist,
dass der extrazellulare pH- Wert die Lage des chemischen Gleichgewichtes zwischen NH4*
und NH3 verschiebt und somit die Menge des gebildeten NH3 beeinflusst. So konnte bei
hohen extrazelluliren pH- Werten mehr NH3; in BDNF-GFP-beinhaltende Vesikel
diffundieren und eine hohere GFP-Fluoreszenzzunahme beobachtet werden. Eine
Veranderung des extrazellularen pH-Wertes in Abwesenheit von Ammoniumchlorid hatte

jedoch keinen Einfluss auf die Fluoreszenz von vesikularem BDNF-GFP (Abb. 4.12 E).
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Abb. 4.12: Effekt von NH4Cl auf die Fluoreszenzintensitit BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel. (A)
Repréasentatives Bild eines BDNF-GFP-transfizierten hippokampalen Neurons. (B) Ausschnittsvergrofierung
der markierten dendritischen Region aus (A). Die farbkodierten Pfeile markieren einzelne Vesikel zu
unterschiedlichen Zeitpunkten vor, wdhrend und nach der Applikation von 50 mM NH.Cl-haltiger
Pufferlosung (NH4*). (C) Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der farbig markierten Vesikel aus (B). In
den meisten Fillen hatte das Uberspiilen von NH4Cl-Lésung eine rasche Zunahme der intravesikuldren
Fluoreszenzintensitat zur Folge. (D) NH4Cl-induzierte Zunahme der Fluoreszenzintensitat einzelner BDNF-
GFP-beinhaltender Vesikel durch Titration verschiedener NH.Cl-Konzentrationen (graue Kurve). Die
Fluoreszenzzunahme erreichte ihre Sattigung bei etwa 50 mM NH4Cl. Im Vergleich dazu zeigte zytosolisch
lokalisiertes GFP in vergleichbaren dendritischen Regionen von GFP-transfizierten hippokampalen Neuronen
keine wesentliche Fluoreszenzintensititszunahme (grine Kurve). (E) NHiCl-induzierte Zunahme der
Fluoreszenzintensitiat einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel durch Titration verschiedener pH-Werte
einer 5mM konzentrierten NH4Cl-Losung (graue Kurve). Mit steigendem pH-Wert nahm auch die
Fluoreszenzintensitatszunahme zu. Im Vergleich dazu zeigte die Titration mit NH4Cl-freien Puffern
verschiedener pH-Werte keine wesentliche Fluoreszenzveranderung der BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikel
(rote Kurve).
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Da sich die Fluoreszenzzunahme von BDNF-GFP durch Applikation von 50 mM im
gesdttigten Bereich befand (Abb. 4.12 D), wurde diese Konzentration benutzt, um die
Fluoreszenzveranderungen von BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln aus Kontroll- und
CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen miteinander zu vergleichen. Der durchschnittliche
normalisierte Fluoreszenzverlauf (Abb. 4.13 A) zeigte dabei, dass die Applikation von
NH4Cl in CAPS1-shRNA-transfizierte Neurone einen wesentlich niedrigeren
Fluoreszenzanstieg zur Folge hatte als in der Kontrolle. Der relative Fluorenzanstieg
einzelner Vesikel ist in Abb. 4.13 B dargestellt. Unter Kontrollbedingungen konnten zwei
klar voneinander abgrenzbare Vesikelpopulationen beobachtet werden. Einerseits gab es
Vesikel, die durch NH4Cl-Applikation ihre Fluoreszenz nur wenig verdnderten. Diese
entsprachen dabei Vesikeln mit einem nahezu neutralem pH-Wert. Andererseits gab es
Vesikel, deren Fluoreszenz stark anstieg, was fiir einen stark aziden pH-Wert dieser Vesikel
sprach. Der durchschnittliche Anstieg der vesikuldren GFP-Fluoreszenzintensitit von
CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen war signifikant geringer als der Fluoreszenzanstieg von
Kontroll-shRNA-transfizierten Zellen (Kontroll-shRNA: 3,4 + 0,1; CAPS1-shRNA: 2,4 £+ 0,1; p
= 4,8 x 10-%; Abb. 4.13 B). Da der relative Fluoreszenzanstieg durch NH4Cl-Applikation von
der urspriinglichen Protonenkonzentration in den Vesikeln abhdngt, wurde mit Hilfe einer
der Hendersen-Hasselbalch-Gleichung abgeleiteten Gleichung (siehe 3.4.3.5) der vesikulare
pH-Wert berechnet (Abb. 4.13 C). Dabei konnte eine signifikante Erhohung des vesikuldren
pH-Werts in CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen ermittelt werden (Kontroll-shRNA:
pH=5,66 + 0,03; CAPS1-shRNA: pH=5,95 + 0,03; p = 3,3 x 10-%). Der hohere pH-Wert in
Vesikeln von CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen sollte ebenso eine Erhéhung der absoluten
Fluoreszenzintensititswerte einzelner Vesikel vor dem Uberspiilen mit 50 mM NH4CI
bewirken. Dieser Effekt konnte jedoch auf Grund der hohen Varianz der
Fluoreszenzintensitat einzelner Vesikel nur tendenziell (p = 0,097) beobachtet werden
(Abb. 4.13 D). Da die BDNF-GFP-Fluoreszenz wihrend des Uberspiilens mit NH4Cl nicht
vom pH-Wert des Vesikels abhangig ist, war die dabei gemessene Fluoreszenzintensitat
proportional zum BDNF-GFP-Gehalt des Vesikels. Die absolute Fluoreszenzintensitit
einzelner Vesikel wahrend der NH4Cl-Applikation (Abb. 4.13 E) bei beiden Bedingungen

war dabei nicht signifikant voneinander verschieden (Kontroll-shRNA: 596,9 + 67,6 a.u,;
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CAPS1-shRNA: 560,9 * 86,5 a.u.). Es konnte somit von einer gleichwertigen Beladung der
Vesikel mit BDNF-GFP unter beiden Bedingungen ausgegangen werden.
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Abb. 4.13: Einfluss von CAPS1 auf die Fluoreszenzzunahme durch Uberspiilen von NH,Cl. Hippokampale
Neurone (DIV 9) wurden mit BDNF-GFP-kodierenden Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren transfiziert.
Nach weiteren 5 Tagen wurde die Fluoreszenzintensitit einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel nach
Uberspiilen der Zelle mit einer 50 mM NH4Cl-haltigen Pufferlésung videomikroskopisch untersucht. (A)
Durchschnittlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitdt einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel
vor, wihrend und nach dem Uberspiilen der Zelle mit 50 mM NH,Cl-haltiger Pufferlésung (Kontroll-shRNA: 68
Vesikel, CAPS1-shRNA: 62 Vesikel). (B) NHiCl-induzierter relativer Anstieg der Fluoreszenzintensitit aller
gemessener Vesikel. In Kontroll-shRNA-transfizierten Neuronen sind deutlich zwei verschiedene
Vesikelpopulationen (pH-neutrale und azide Vesikel) zu erkennen. In CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen
waren die relativen Fluoreszenzanstiege aller Vesikel reduziert. (C) Mit Hilfe der Henderson-Hasselbalch-
Gleichung aus den NH4Cl-induzierten Fluoreszenzanstiegen berechneter vesikuldrer pH-Wert. Der vesikuldre
pH-Wert war nach Knock-down von CAPS1 signifikant erhoht. (D-E) Quantitative Auswertung der absoluten
Fluoreszenzintensitat BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel vor (D) bzw. wahrend (E) der Applikation von NH.4CI.
Da wahrend der Applikation von 50 mM NH4Cl die Fluoreszenzintensitit proportional zum GFP-Gehalt des
Vesikels ist, deuteten diese Ergebnisse auf eine gleichwertige Beladung der Vesikel mit BDNF-GFP hin. Die
absolute Fluoreszenzintensitit BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel vor der NH4Cl-Applikation war jedoch in
CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen tendenziell erhoht. n = Anzahl der gemessenen Zellen, ***p < 0,001,
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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4.5.2 pH-Titrationsmessungen einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel

Der durch vorangegangene Messungen beobachtete Effekt von CAPS1 auf den vesikuldren
pH-Wert (siehe 4.4.4 und 4.5.1) sollte mit einer anderen Methode zur Bestimmung des
vesikularen pH-Wert bestatigt werden. Hierzu wurde durch extrazelluldre Applikation von
Puffern verschiedener definierter pH-Werte der Protonengehalt von BDNF-GFP-
beinhaltenden Vesikeln verandert und die Fluoreszenzveranderung des GFP-Molekiils als
pH-Indikator dokumentiert. Da eine Verdnderung des extrazelluliren pH-Wertes allein
nicht zu einer Verdnderung des vesikuldren Protonengehalts fiihrte (Abb. 4.12 E), musste
gewahrleistet werden, dass Protonen iiber die Zell- und Vesikelmembran in bzw. aus den
Vesikeln transportiert werden konnte. Hierzu wurde den extrazellularen Puffern der H*/K*-
Antiporter Nigericin und der K+*-lonophor Valinomycin zugesetzt (Kneen et al.,, 1998).
Gleichzeitig wurde die extrazellulire K+*-Konzentration auf 100 mM erh6éht, um zu
gewahrleisten, dass Nigericin unabhangig vom K*-Gradienten H*-lonen iiber die Membran
transportieren konnte. Um einer bei dieser erhohten extrazellularen Kaliumkonzentration
hervorgerufener, depolarisierungsinduzierter Ausschiittung der BDNF-GFP-beinhaltenden
Vesikel vorzubeugen, wurden die extrazellular applizierten Puffer Ca2*-frei gehalten.

Fir die Untersuchung des Einfluss von CAPS1 auf den vesikuliren pH-Wert wurden
hippokampale Neurone mit BDNF-GFP-kodierenden Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren
transfiziert. Zunachst wurde die Basisfluoreszenz von einzelnen BDNF-GFP-beinhaltenden
Vesikeln in Valinomycin/Nigericin-freiem Puffer bestimmt. Anschlieffend wurden
schrittweise Valinomycin/Nigericin-haltige Puffer mit verschiedenen, definierten pH-
Werten iiberspiilt, was zu Fluoreszenzintensititsinderungen des intravesikularen BDNF-
GFPs entsprechend des eingestellten pH-Wertes flihrte (Abb. 4.14 A-B). Der gemittelte
Fluoreszenzverlauf einzelner Vesikel von Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-transfizierten
Neuronen in Relation zur Basisfluoreszenz ist in Abb. 4.14 C dargestellt. Mit Ausnahme der
Erstapplikation (pH=8), bei der Nigericin und Valinomycin erst noch in die jeweiligen
Membrankomponenten diffundieren mussten, stellte sich das Gleichgewicht zwischen
innerem und &dufderen pH-Wert innerhalb weniger Sekunden ein. Die Mittelwerte der
relativen Fluoreszenzintensitat wahrend des Protonengleichgewichtes wurden gegen die
entsprechenden pH-Werte aufgetragen und anschliefend mit einer sigmoidalen Funktion

(Bolzmann-Gleichung, Origin Software) gefittet. Die unterschiedliche Lage der
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durchschnittlichen sigmoidalen Anpassungskurve in Relation zur Basislinienfluoreszenz
von Kontroll- und CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen ist in Abb. 4.14 D dargestellt. Um den
urspriinglichen vesikularen pH-Wert extrapolieren zu kénnen, wurde der Mittelwert der
Basislinie der normalisierten Fluoreszenzintensitit in die Gleichung der Anpassungskurve
eingesetzt. Der iiber alle Zellen gemittelte pH-Wert der Vesikel ist in Abb. 4.14 E
dargestellt. Der vesikuldre pH-Wert aus Kontroll-shRNA-transfizierten Zellen (pH = 5,80
+0,03) war vom vesikularen pH-Wert aus CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen (pH = 6,73 *
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Abb. 4.14: pH-Titration von BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel. Hippokampale Neurone (DIV 9) wurden
mit BDNF-GFP-kodierenden Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren transfiziert. Nach weiteren 5 Tagen
wurde der pH-Wert einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel videomikroskopisch untersucht. Hierzu
wurden verschiedener Puffer mit definierten pH-Werten in Anwesenheit von Nigericin / Valinomycin /
100 mM KClI appliziert. (A) Reprasentatives Bild eines BDNF-GFP-transfizierten hippokampalen Neurons. (B)
Ausschnittsvergrofierung der markierten Region aus (A). Abhdngig vom extrazelluldr applizierten pH-Wert
anderte sich die Fluoreszenzintensitit einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel. (C) Durchschnittlicher
Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit von BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln (Kontroll-shRNA: 59
Vesikel, CAPS1-shRNA: 57 Vesikel). Durch den Protonentransport iiber die Zell- und Vesikelmembran wurde
der vesikuldare pH-Wert und somit auch die Fluoreszenzintensitit von BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln
abhdngig vom dufieren pH-Wert verdndert. Die Fluoreszenzwerte wurden auf die Basislinienfluoreszenzwerte
normalisiert, die in Abwesenheit von Nigericin / Valinomycin / 100 mM KCI aufgenommen wurde. (D)
Sigmoidale Anpassung der relativen Fluoreszenzintensitatswerte im Moment des Protonengleichgewichts bei
den entsprechenden extrazellular applizierten pH-Werten. (E) Aus den sigmoiden Anpassungskurven
extrapolierter pH-Wert von BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln. Der pH-Wert war nach Knock-down von
CAPS1 signifikant erhoht. n = Anzahl der gemessenen Zellen, ***p < 0,001, Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler.
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0,10) signifikant verschieden (p = 7,1 x 10-¢). Obwohl die mit dieser experimentellen
Methode bestimmten vesikuldare pH-Werte von den mittels Henderson-Hasselbalch
Gleichung berechneten pH-Werten nach Uberspiilen von NH4CI leicht abwichen (Abb. 4.13
C), konnte jedoch erneut eine signifikante Erhohung des vesikuldren pH-Wertes durch den

Knock-down von CAPS1 beobachtet werden.

4.5.3 pH-Titrationsmessungen des Zytosols GFP-transfizierter Neurone

Um zu tberpriifen, ob die nach Knock-down von CAPS1 verursachten Verdanderungen des
vesikularen pH-Wertes (siehe 4.5.1 und 4.5.2) auf allgemeine pH-Wertverdanderungen im
Zytosol zuriickzufiihren sind, wurden primare hippokampale Neurone mit GFP-
kodierenden Kontroll- oder CAPS1-shRNA-Vektoren transfiziert. Da GFP vor allem
zytosolisch lokalisiert ist, konnte durch Anwendung der gleichen Messmethode wie zur
Bestimmung der vesikuliren pH-Werte (4.5.2) nun der zytosolische pH-Wert in
vergleichbaren dendritischen Regionen bestimmt werden (Abb. 4.15 A-B). Der gemittelte
Verlauf der relative Fluoreszenzintensitiatsanderung (Abb. 4.15 C) war hierbei fiir Kontroll-
und CAPS1-shRNA-transfizierte Neurone nahezu deckungsgleich. Um den zytosolischen pH-
Wert bestimmen zu konnen, wurden wiederum die relativen Fluoreszenzwerte wahrend
des Protonengleichgewichtes bei entsprechenden extrazellular applizierten pH-Werten
aufgetragen und sigmoidal angepasst. Auch die durchschnittlichen Anpassungskurven von
Kontroll- und CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen waren nicht verschieden (Abb. 4.15
D). Der aus den Anpassungskurven extrapolierte zytosolische pH-Wert dendritischer
Regionen ist in Abb. 4.15 E dargestellt. Im Ergebnis konnte kein signifikanter Unterschied
des zytosolische pH-Werts dendritischer Regionen, vergleichbar zu denen, die fiir die
Messung des vesikularen pH-Wertes verwendet wurden (4.5.2), zwischen von Kontroll-
shRNA (pH = 6,89 £ 0,04) und CAPS1-shRNA (pH = 6,91 * 0,04) transfizierten Neuronen
beobachtet werden. Analog dazu wurde der zytosolische pH-Wert am Soma gemessen
(Abb. 4.15 F-H). Auch hier wurde kein signifikanter Unterschied ermittelt (Kontroll-
shRNA: pH = 6,74 + 0,04; CAPS1-shRNA: pH = 6,76 + 0,06). Es konnte somit gezeigt werden,
dass lediglich der vesikuldre pH-Wert durch den Knock-down von CAPS1 beeintrachtigt

wurde.
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Abb. 4.15: pH-Wertbestimmung des Zytosols GFP-transfizierter Neurone. Hippokampale Neurone (DIV
9) wurden mit GFP-kodierenden Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren transfiziert. Nach weiteren 5 Tagen
wurde der intrazelluldre pH-Wert videomikroskopisch untersucht. Hierzu wurden verschiedener Puffer mit
definierten pH-Werten in Anwesenheit von Nigericin / Valinomycin / 100 mM KCl appliziert. (A)
Repréasentatives Bild eines GFP-transfizierten hippokampalen Neurons. (B) Ausschnittsvergrofierung des
markierten Bereichs aus (A). Durch die Applikation der verschiedenen Pufferlosungen wurde die
Fluoreszenzintensitit dendritischer Regionen abhidngig vom pH-Wertes des Puffers verdndert. (C)
Durchschnittlicher Verlauf der relativen GFP-Fluoreszenzintensitidt in dendritischen Regionen (Kontroll-
shRNA: 44 Regionen aus 6 Zellen, CAPS1-shRNA: 37 Regionen aus 5 Zellen). Die Fluoreszenzwerte wurden auf
die Basisfluoreszenzwerte normalisiert, die in Abwesenheit von Nigericin / Valinomycin / 100 mM KCI
aufgenommen wurde. (D) Sigmoidale Anpassung der relativen GFP-Fluoreszenzwerte im Moment des
Protonengleichgewichts bei den entsprechenden extrazellular applizierten pH-Werten. (E) Aus den sigmoiden
Anpassungskurven extrapolierter pH-Wert des Zytosols in Dendriten. (F) Durchschnittlicher Verlauf der
relativen GFP-Fluoreszenzintensitit im Soma analog zu (C). (G) Sigmoidale Anpassung der relativen GFP-
Fluoreszenzwerte des Somas analog zu (D). (H) Aus den sigmoiden Anpassungskurven extrapolierter pH-
Wert des Zytosols im Soma. n = Anzahl der gemessenen Zellen, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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4.6 Potentielle Interaktion von CAPS1 mit der v-Typ-ATPase

Fir die Etablierung des sauren pH-Wertes in sekretorischen Granula ist vor allem die
v-Typ-ATPase verantwortlich (siehe 1.2.4). Die Erh6hung des pH-Wertes sekretorischer
Granula nach Knock-down von CAPS1 (siehe 4.5) konnte deshalb auf einem physiologischen
Zusammenhang zwischen CAPS1 und der v-Typ-ATPase beruhen. Um eine mutmafiliche
Interaktion von CAPS1 und der v-Typ-ATPase zu untersuchen, wurden FRET-Experimente
durchgefiihrt. FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) ist ein physikalischer Effekt, der
zwischen zwei fluoreszierenden Molekiilen auftreten kann. Grundvoraussetzung ist die
raumliche Ndhe beider Fluorophore, deren raumliche Orientierung zueinander, sowie eine
Uberlappung des Emissionsspektrums des FRET-Donormolekiills mit dem
Exzitationsspektrum des FRET-Akzeptormolekiils. Sind alle Voraussetzungen fiir FRET
erflillt, so resultiert die Fluoreszenzanregung des FRET-Donors in einer strahlungsfreien
Energielibertragung auf den FRET-Akzeptor, der dabei Licht entsprechend seines
Emissionsspektrums emittiert, wohingegen die Fluoreszenz des FRET-Donors gequencht
wird. Mit Hilfe des Akzeptor-Photobleichens kann dabei ein zwischen beiden Fluorophoren
vorhandener FRET gemessen werden. Hierbei wird die Fluoreszenz des FRET-Akzeptors
auf unter 10 % seiner initialen Intensitat geblichen, so dass der Energietransfer des FRET-
Donors auf den FRET-Akzeptor unterbrochen wird. Als Resultat kann dabei eine
Fluoreszenzzunahme des FRET-Donors beobachtet werden.

Das FRET-Signal zwischen CAPS1 und der v-Typ-ATPase wurde durch indirekte
Doppelfarbungen analog zu Koénig und Kollegen bestimmt (Konig et al., 2006). Hierzu
wurden primare hippokampale Neurone mit Primarantikérpern gegen CAPS1 und v-Typ-
ATPase gefarbt und anschlieféend mit Sekundarantikérpern, an die jeweils der FRET-Donor
Cy2 bzw. der FRET-Akzeptor Cy3 gekoppelt waren, gegengefarbt. Mit Hilfe des
Laserscanning-Mikroskops wurden jeweils die Immunfarbung von CAPS1-Cy3 (rot) und v-
Typ-ATPase-Cy2 (griin) des hippokampalen Neurons photodokumentiert (Abb. 4.16 A,
links). Anschlieflend wurde eine dendritische Region ausgewahlt und selektiv die rote
Fluoreszenz der Immunfirbung gegen CAPS1 innerhalb dieser Region geblichen. Unter
Verwendung der gleichen Bildparameter wie zuvor wurden erneut die Immunfarbung von

CAPS1-Cy3 (rot) und v-Typ-ATPase-Cy2 (griin) des hippokampalen Neurons
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photodokumentiert (Abb. 4.16 A, rechts). Bei der Existenz von FRET konnte eine
Fluoreszenzintensititszunahme des Cy2-Donors ausschliefdlich in der Cy3-Akzeptor-
gebleichten Region beobachtet werden. Dahingegen blieb die Cy2-Fluoreszenzintensitat in
den anderen Regionen der Zelle unverandert oder wurde auf Grund des durch die
Bildakquise bedingten Photobleichens lediglich geringfiigig reduziert. Mit Hilfe der in 3.4.5
beschriebenen Gleichung wurde die FRET-Effizienz in der Akzeptor-gebleichten Region
bestimmt, liber mehrere Zellen gemittelt und mit Kontrollfirbungen verglichen. Als
Positivkontrolle wurde eine Einfachimmunfarbung gegen CAPS1 verwendet, bei der beide
Sekundarantikoérper (Cy2 und Cy3) gegen den primadren CAPS1-Antikorper gerichtet waren
und somit eine raumliche Nahe beider Fluorophore zu erwarten war. In diesen Farbungen
wurde in dendritischen Regionen eine durchschnittliche FRET-Effizienz von 8,7 + 3,4 %
bestimmt (Abb. 4.16 B, schwarzer Balken). Fiir die Doppelimmunfarbung von CAPS1 mit
einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikérper und v-Typ-ATPase mit einem Cy2-gekoppelten
Sekundarantikérper wurde in dendritischen Regionen eine vergleichbar hohe FRET-
Effizienz von 7,6 + 2,5 % bestimmt (Abb. 4.16 B, grauer Balken). Dies deutete darauf hin,
dass sich die Fluorophore der Zweitantikdrper gebunden an CAPS1 oder v-Typ-ATPase in
ahnlicher raumlicher Nahe befanden, wie es bei der Positivkontrolle der Fall war. Da eine
Kreuzreaktion der Sekundarantikorper an die verwendeten Primarantikérper potentiell
falschpositive FRET-Signale ergeben konnte, wurden Negativkontrollen durchgefiihrt. Diese
bestanden aus Immunfarbungen, bei denen entweder der CAPS1 oder der v-Typ-ATPase
Primdrantikérper ausgelassen, jedoch mit beide Sekundarantikérpern (Cy3 gerichtet gegen
CAPS1, Cy2 gerichtet gegen v-Typ-ATPase) gegengefarbt wurde. In Immunfarbungen, bei
denen nur der CAPS1-Antikdrper verwendet wurde, konnte dabei vereinzelt eine positive
FRET-Effizienz bestimmt werden (3 von 15 gemessenen Regionen), jedoch hatte der
Grofdteil der Messungen negative Werte. Im Durchschnitt wurde in dieser Kontrollfarbung
eine FRET-Effizienz von -7,8 + 4,0 % (Abb. 4.16 B, linker weifer Balken) erzielt. Diese
Fluoreszenzabnahme lag im Bereich des Photobleichens der nicht-Cy3-gebleichten
Kontrollregionen. Dies deutete darauf hin, dass das Photobleichen der im griinen Kanal
detektierten unspezifischen Fluoreszenz starker war als ein falschpositives FRET, welches
durch eine unspezifische Bindung des Cy2-Sekundarantikorpers an Cy3-markiertes CAPS1

zustande kommen konnte. In Inmunfarbungen bei denen nur der v-Typ-ATPase Antikorper
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verwendet wurde, konnten ausschlief3lich negative Werte fiir die FRET-Effizienz beobachtet
werden. Unter diesen Bedingungen wurde im Durchschnitt eine FRET-Effizienz von -36,6
2,3 % (Abb. 4.16 B, rechter weifder Balken) ermittelt. Es war somit kein falschpositives
FRET Signal durch unspezifische Bindung des Cy3-Sekundarantikérpers an die mit Cy2-
Sekundarantikérpern markierte v-Typ-ATPase zu beobachten. Insgesamt deuten die FRET-
Experimente auf eine raumliche Niahe von CAPS1 mit der v-Typ-ATPase hin, was eine
mogliche Interaktion beider Proteine bei der Regulation des vesikuldren pH-Wertes

erklaren konnte.
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Abb. 4.16: FRET-Experiment zur Untersuchung der Interaktion von CAPS1 mit der v-Typ ATPase. (A)
Repréasentatives Bild eines hippokampales Neuron gefarbt gegen CAPS1 (Cy3-FRET-Akzeptor, rot) und v-Typ-
ATPase (Cy2-FRET-Donor, griin) vor und nach dem Photobleichen einer ausgewéahlten dendritischen Region
(weifse Markierung). Das Vorhandensein eines FRET zwischen Cy2 und Cy3 konnte durch die
Fluoreszenzintensitatszunahme des Cy2-Signals ausschliefdlich in der Cy3-gebleichten Region nachgewiesen
werden. (B) FRET-Effizienz dendritischer Regionen in verschiedenen Immunfarbungen. Als Positivkontrolle
diente die Farbung von CAPS1 mit Cy2- und Cy3-gekoppelten Sekundarantikérpern gegen CAPS1 (schwarzer
Balken). Das zwischen CAPS1 (Cy3 markiert) und v-Typ-ATPase (Cy2 markiert) auftretende FRET-Signal war
ahnlich hoch (grauer Balken). Negativkontrollen, bei denen einer der beiden Primdrantikérper weggelassen
jedoch mit beiden Sekundarantikérpern (Cy3 gegen CAPS1, Cy2 gegen v-Typ-ATPase) angefarbt wurde,
zeigten keine positive FRET-Effizienz (weifée Balken). Abkiirzungen: rb=rabbit, ms=mouse, entsprechend der
Spezies des Primdrantikorpers. n = Anzahl der gemessenen Zellen, ** p < 0,01, *** p < 0,001, Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler.
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4.7 Einfluss des durch CAPS1 veranderten pH-Wertes auf die
Neurotrophinsekretion

4.7.1 Einfluss des vesikularen pH-Wertes auf Fusionsporenéffnung

Der beobachtete Einfluss von CAPS1 auf den vesikuldren pH-Wert kénnte potentiell die in
4.4 beschriebenen Stérung der Neurotrophinausschiittung beeinflusst bzw. verursacht
haben. Um dies auszuschliefden, wurden die Untersuchungen zur Fusionsporenéffnung von
BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikel (analog zu 4.4.2) unter Bedingungen wiederholt, bei

denen der vesikuldare pH-Wert vor der Fusionsporendéffnung akut neutralisiert wurde.
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Abb. 4.17: Untersuchung der Fusionsporenéffnung unter pH-neutralisierenden Bedingungen
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Fortsetzung der Bildbeschriftung Abb. 4.17: Hippokampale Neurone (DIV 9) wurden mit BDNF-GFP-
kodierenden Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-Vektoren transfiziert. Nach weiteren 5 Tagen wurden
Vesikelfusionsereignisse in Anwesenheit des GFP-Quenchers Bromphenolblau analog zu Abb. 4.7
videomikroskopisch untersucht. Dabei wurde der vesikuldre pH-Wert entweder durch Inhibition der v-Typ-
ATPase nach 30 min Vorinkubation und Messung der Zellen in Anwesenheit von 1 uM Bafilomycin oder durch
Applikation von 5 mM akut neutralisiert. (A) Durchschnittlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat
dendritischer Regionen (Kontroll-shRNA: 176 Regionen, CAPS1-shRNA: 138 Regionen) nach Inhibition der v-
Typ-ATPase mit Bafilomycin. (B) Die Amplitude des Fluoreszenzintensitdtsabfalls in dendritischen Regionen
500 s nach der Stimulation war unter CAPS1-Knock-down-Bedingungen erneut reduziert. (C) Zeitliche
Verteilung von beobachteten Fusionsereignissen der gleichen dendritischen Regionen aus (A) in Relation zu
der Gesamtvesikelzahl (Kontroll-shRNA: 340 Fusionsereignisse, CAPS1-shRNA: 113 Fusionsereignisse). (D)
Prozentualer Anteil aller Fusionsereignissen von (C) im gesamten Beobachtungszeitraum. Nach Knock-down
von CAPS1 wurden signifikant weniger Fusionsereignisse beobachtet. Sowohl Kontroll- als auch CAPS1-
shRNA-transfizierte Zellen hatten jedoch einen &ahnlich hohen Anteil von Fusionsereignissen wie
vergleichbare Zellen unter nicht-pH-Wert neutralisierenden Bedingungen. (E) Zeitliche Verteilung von
Fusionsereignissen in dendritischen Regionen bei Zellen deren vesikularer pH-Wert in Anwesenheit von
5mM NH4Cl neutralisiert wurde. Die Fusionsereignisse (Kontroll-shRNA: 312 Fusionsereignisse, CAPS1-
shRNA: 46 Fusionsereignisse) wurden hier bis 200 s nach der Kalium-induzierten Stimulation der Zelle
gemessen. (F) Prozentualer Anteil aller Fusionsereignissen von (E) im gesamten Beobachtungszeitraum. Auch
in Anwesenheit von NH4Cl waren nach Knock-down von CAPS1 signifikant weniger Fusionsereignisse zu
beobachten. Jedoch war fiir Kontroll- und CAPS1-shRNA-transfizierte Zellen bereits die H&ufigkeit des
Auftretens von Fusionsereignissen im Vergleich hippokampalen Neuronen unter nicht-pH-Wert
neutralisierenden Bedingungen herabgesetzt. n = Anzahl der gemessenen Zellen, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

Hierzu wurden den extrazellular applizierten Puffern entweder NH4Cl oder Bafilomycin
zugesetzt. Im Fall von Bafilomycin wurden die hippokampalen Neurone mindestens 30 min
lang in 1 pM Bafilomycin-haltigem Puffer vorinkubiert. Bafilomycin ist ein
Protonenpumpeninhibitor, der den ATP-getriebenen Einstrom von Protonen in das Lumen
sekretorischer Granula durch die v-Typ-ATPase hemmt. Da saure Vesikel einem leichten
Ausstrom von Protonen unterliegen (Wu et al,, 2001), kann somit der vesikulare pH-Wert
liber die Zeit neutralisiert werden. Der Effekt von NH4Cl auf den vesikularen pH-Wert
wurde bereits in 4.5.1 beschrieben. Da NH4Cl eine relativ schnelle Veranderung des
vesikularen pH-Wertes bewirkt, war eine Vorinkubation der Zellen nicht zwingend
notwendig. Um einer zu starken Depolarisierung der hippokampale Neurone durch NH4Cl
vorzubeugen, wurde mit einer relativ geringen NH4Cl-Konzentration (5 mM) gearbeitet, die
dennoch eine ausreichende Neutralisation des vesikuliren pH-Wertes ermaoglichte
(vergleiche Abb. 4.12 E).

Der Verlauf der Fluoreszenzintensitit von dendritischen Regionen aus Neuronen, die mit
Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-transfiziert wurden, ist in Abb. 4.17 A dargestellt. Unter pH-

neutralisierenden Bedingungen mit Hilfe von Bafilomycin war nach Knock-down von CAPS1
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in dendritischen Regionen, ebenso wie auch schon in 4.4.2 unter nicht-pH-
neutralisierenden Bedingungen beschrieben, ein signifikant reduzierter Abfall der
Fluoreszenzintensitiat (Kontroll-shRNA: 21,1 + 3,4 %; CAPS1-shRNA: 9,7 + 1,9 %; p= 2,2 x
10-2) nach Kalium-induzierter Stimulation der Zellen zu beobachten (Abb. 4.17 B). Da
dieser Fluoreszenzabfall durch das Quenchen der Fluoreszenz von fusionierenden BDNF-
GFP-beinhaltenden Vesikeln durch Bromphenolblau induziert wurde, deutete dies auf eine
reduzierte Anzahl von Fusionsereignissen in CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen hin. Um
die Fusionsereignisse genauer charakterisieren zu kénnen, wurden wiederum die Anzahl
von Fusionsereignissen und deren zeitliches Auftreten in dendritischen Regionen des
Neurons bestimmt. Die zeitliche Verteilung der Fusionsereignisse ist in Abb. 4.17 C
dargestellt. Auch unter pH-neutralisierenden Bedingungen waren die meisten
Fusionsereignisse in den ersten 40 s nach der Kalium-induzierten Stimulation zu
beobachten. Der Anteil an fusionierenden Vesikeln in Relation zur Gesamtheit aller Vesikel
(Kontroll-shRNA: 22,9 + 3,3 %; CAPS1-shRNA: 7,5 + 1,7 %; p = 3,5 x 10-3) wurde durch den
Knock-down von CAPS1 signifikant reduziert (Abb. 4.17 D). Als weiteres
Kontrollexperiment wurde die Verteilung und der Anteil fusionierender Vesikel innerhalb
der ersten 200 s nach der Kalium-induzierter Stimulation unter pH-neutralisierenden
Bedingungen mit Hilfe von NH4Cl bestimmt (Abb. 4.17 E-F). Anders als bei Bafilomycin,
welches durch die Inhibition der v-Typ-ATPase den pH-Wert spezifisch in vesikularen
Strukturen anhebt, verursacht NH4Cl (in Form von membranpermeablem NH3) auch
Verdanderungen des pH-Wertes im Zytosol sowie anderen intrazelluliren Kompartimenten.
Unter Verwendung von NH4Cl wurde ebenfalls eine signifikante Reduktion von
Fusionsereignissen durch den Knock-down von CAPS1 beobachtet (Kontroll-shRNA: 9,7
1,6 %; CAPS1-shRNA: 1,4 + 0,5%; p = 7,4 x 105), jedoch war auch die Haufigkeit der
Fusionsereignisse im Vergleich zu vorherigen Experimenten (Abb. 4.7 H und Abb. 4.17 D)
bereits in der Kontrolle stark reduziert. Dies deutet darauf hin, dass die Applikation von
NH4Cl an sich das Auftreten von Fusionsereignissen reduzierte, wobei der Knock-down von

CAPS1 unabhingig davon eine weitere Reduktion der Fusionsereignisse verursachte.
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4.7.2 Einfluss des vesikularen pH-Wertes auf die Ausschiittung von BDNF-GFP

Um zu untersuchen, ob die in 4.4.4 beschriebene Reduktion der Ausschiittung von BDNF-
GFP aus einzelnen sekretorischen Granula ein Nebeneffekt des durch den Knock-down von
CAPS1 veranderten, vesikularen pH-Wertes (siehe 4.5) war, wurden auch die Experimente
zur Ausschiittung von BDNF-GFP unter pH-neutralisierenden Bedingungen wiederholt.
Hierzu wurde die Ausschiittung von BDNF-GFP ebenfalls in Anwesenheit von 5 mM NH4Cl
oder 1 uM Bafilomycin gemessen (vergleiche 4.7.1). Durch die vorherige Neutralisation des
vesikuldren pH-Wertes, war die transiente Intensitatszunahme der BDNF-GFP-Fluoreszenz
einzelner Vesikel direkt nach Fusionsporenéffnung (siehe 4.4.4) nicht mehr zu beobachten.
Da durch Applikation von Bromphenolblau am Ende der Messung ein Wiederverschliefsen
der Fusionspore der untersuchten einzelnen Vesikel ausgeschlossen werden konnte,
entsprach der beobachtete Fluoreszenzabfall nach Fusionsporenéffnung der Ausschiittung
von BDNF-GFP.

Der durchschnittliche Fluoreszenzverlauf von einzelnen fusionierenden Vesikeln aus
Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen ist in Abb. 4.18 A fiir die
Anwesenheit von NH4Cl und in Abb. 4.18 C fiir die Anwesenheit von Bafilomycin
dargestellt. Der Fluoreszenzabfall einzelner Vesikel nach dem Fusionsereignis, welcher der
Ausschiittung von BDNF-GFP entsprach, war auch in Anwesenheit von NH4Cl (Abb. 4.18 B)
nach Knock-down von CAPS1 signifikant reduziert (Kontroll-shRNA: 36,9 + 2,4 %; CAPS1-
shRNA: 259 + 2,0 %; p = 3,9 x 10-3). Auch in Anwesenheit von Bafilomycin konnte eine
reduzierte Ausschiittung von BDNF-GFP (Kontroll-shRNA: 42,4 + 2,1 %; CAPS1-shRNA: 21,4
* 3,9 %; p = 7,9 x 104) aus einzelnen Vesikeln beobachtet werden. Die Amplituden der
gemessenen exponentiellen Fluoreszenzabfille nach Fusionsporenéffnung waren dhnlich
hoch wie die bereits bestimmten Amplituden der exponentiellen Fluoreszenzabfille nach
initialer Fluoreszenzzuname unter nicht-pH-neutralisierenden Bedingungen (vergleiche
Abb. 4.10 D und Abb. 4.11 C). Somit reproduzieren diese Daten den bereits zuvor
beobachteten Effekt von CAPS1 auf die Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen
Vesikeln. Ein moglicher Einfluss des vesikuldren pH-Wertes auf die Ausschiittung des

Vesikelinhalts an sich konnte jedoch mit diesen Experimenten nicht gezeigt werden.
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Abb. 4.18: Untersuchung der BDNF-GFP-Ausschiittung unter pH-neutralisierenden Bedingungen.
Hippokampale Neurone (DIV 9) wurden mit BDNF-GFP-kodierenden Kontroll- oder CAPS1-shRNA-Vektoren
transfiziert und die Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln unter pH-neutralisierenden
Bedingungen analog zu Abb. 4.10 videomikroskopisch untersucht. Nach Neutralisation des vesikuldren pH-
Wertes (entweder akut durch 5 mM NH4Cl oder durch Inhibition v-Typ-ATPase durch 30 min Vorinkubation
und Messung der Zellen in Anwesenheit von 1 pM Bafilomycin) konnte keine transiente Fluoreszenzzunahme
einzelner Vesikel nach Fusionsporendffnung beobachtet werden. Der exponentielle Abfall der vesikuldren
Fluoreszenzintensitait nach Fusionsporenoffnung entsprach der Ausschiittung von BDNF-GFP. (A)
Durchschnittliche Kinetik des BDNF-GFP-Ausschiittung einzelner Vesikel aus Kontroll-shRNA (71 Vesikel)
oder CAPS1-shRNA-transfizierten (47 Vesikel) Neuronen in Anwesenheit von 5mM NH4ClL Der
Fluoreszenzverlauf aller Vesikel wurde auf den Messwert vor dem Fusionsereignis (t=0) normalisiert und
zeitlich verschoben. (B) Amplitude des exponentiellen Abfalls der Fluoreszenzintensitit von der Basislinie bis
300 s nach Fusionsporendéffnung aus (A). Die Menge des ausgeschiitteten BDNF-GFP pro Vesikel war nach
Knock-down von CAPS1 signifikant reduziert. (C) Durchschnittliche Kinetik der BDNF-GFP-Ausschiittung
einzelner Vesikel aus Kontroll-shRNA (61 Vesikel) oder CAPS1-shRNA-transfizierten (44 Vesikel) Neuronen in
Anwesenheit von 1 pM Bafilomycin. Auch hier entsprach t = 0 dem Messwert vor dem Fusionsereignis. (D)
Amplitude des exponentiellen Abfalls der Fluoreszenzintensitit von der Basislinie bis 300 s nach
Fusionsporendéffnung aus (C). Wiederum war eine reduzierte Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen
Vesikeln in CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen zu beobachten. n = Anzahl der gemessenen Zellen, ** p <
0,01, *** p < 0,001, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

4.8 Vergleichende Analyse der Ausschiittungsgeschwindigkeit von BDNF-
GFP aus sekretorischen Granula

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Knock-down von CAPS1 unabhédngig von dessen
Einfluss auf den vesikuldaren pH-Wert die Menge des ausgeschiitteten BDNF-GFPs aus

einzelnen sekretorischen Granula reduzierte (vergleiche 4.4.4, 4.4.5 und 4.7.2). Um zu
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untersuchen, ob CAPS1 auch die Geschwindigkeit der Ausschiittung von BDNF-GFP
beeinflusst, wurde fiir die Sekretion aus einzelnen Vesikeln die Zeitkonstanten t des
exponentiellen Fluoreszenzabfalls im Zeitraum von 0 bis 250 s nach Fusionsporendéffnung
bestimmt (vergleiche 3.4.2). Fiir die Bestimmung der Zeitkonstante Tt wurden die relativen
Fluoreszenzwerte des exponentiellen Fluoreszenzabfalls auf Werte zwischen 1 (hochster
Wert nach Fusionsporendffnung) und 0 (Wert bei 250 s nach Beginn des
Fluoreszenzabfalls) skaliert. Die daraus resultierenden durchschnittlichen
Fluoreszenzverldaufe unter den verschiedenen, bereits beschriebenen Messbedingungen,
sind vergleichend in Abb. 4.19 A-D dargestellt. Innerhalb der jeweiligen
Versuchsbedingungen (verschiedene Behandlung der Neurone mit Zusdtzen) zeigte der
Verlauf des exponentiellen Fluoreszenzabfalls keinen Unterschied zwischen Kontroll- und
CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen. Dies deutet auf keinen Einfluss des Knock-downs
von CAPS1 auf die Ausschiittungsgeschwindigkeit von BDNF-GFP hin. Die durch
exponentielle Anpassung ermittelten Zeitkonstanten sind in Abb. 4.19 E dargestellt.
Obwohl einzeln betrachtet in Anwesenheit von Bafilomycin eine tendenziell kleiner
Zeitkonstante unter Kontrollbedingungen zu beobachten war (Kontroll-shRNA: t = 42,7 +
2,7 s; CAPS1-shRNA: 1 =59,9 £ 1,5 s; p = 0,072), gab es weder einen signifikanten Einfluss
des Knock-downs von CAPS1, noch einen Einfluss der Behandlung der Zellen mit den
verschiedenen Zusatzen auf die ermittelten Zeitkonstanten (Einfluss des Knock-downs von
CAPS1: p = 0,66; Einfluss der verschiedenen Behandlung: p = 0,57; gekoppelter Einfluss
beider Faktoren: p = 0,67; Zweifaktorielle Varianzanalyse). Unter physiologischen
Bedingungen (Kontroll-shRNA: Tt = 58,3 + 2,5 s; CAPS1-shRNA: 1 = 53,9 £ 5,1 s) wurde eine
ahnlich schnelle Kinetik wie in Anwesenheit von 5 mM NH4Cl (Kontroll-shRNA: t = 57,7 *
3,0 s; CAPS1-shRNA: t = 55,2 + 4,6 s) sowie in Anwesenheit von Inhibitoren synaptischer
Aktivitat (Kontroll-shRNA: T = 64,9 + 1,5 s; CAPS1-shRNA: t = 66,5 + 3,0 s) bestimmt. Dies
deutete darauf hin, dass die akute Neutralisation des vesikuldaren pH-Wertes und die
Inhibition der Neurotransmission keinen Einfluss auf die Ausschiittung von BDNF-GFP
hatten. Zusammenfassend konnte kein Einfluss des Knock-downs von CAPS1 auf die

Geschwindigkeit der Ausschiittung aus sekretorischen Granula beobachtet werden.
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Abb. 4.19: Bestimmung der Zeitkonstante t der Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln.
Zur Bestimmung der Zeitkonstante t wurde der exponentielle Abfall der Fluoreszenzintensitit einzelner
Vesikel nach Fusionsporenéffnung vom hochsten Messwert (gesetzt als 1) bis zum Messwert bei 250 s nach
dem Fusionsereignis (gesetzt als 0) umskaliert. Diese Umformung wurde fiir die Kinetik der Ausschiittung von
BDNF unter physiologischen Bedingungen (A), unter Inhibition synaptischer Transmission (B), unter pH-
neutralisierenden Bedingungen durch 5 mM NH4Cl (C) und unter pH-neutralisierenden Bedingungen durch
Blockieren der v-Typ-ATPase mittels 1 pM Bafilomycin (D) durchgefiihrt. Innerhalb der jeweiligen
Bedingungen zeigten die exponentiellen Abfélle in der Fluoreszenzintensitit einzelner BDNF-GFP-
beinhaltender Vesikel aus Kontroll- bzw. CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen einen dhnlichen Verlauf. (E)
Vergleich der unter den verschiedenen Bedingungen bestimmten Zeitkonstanten. Sowohl in Kontroll- und
CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen als auch bei verschiedenen Versuchsbedingungen verlauft die
Ausschiittung von BDNF-GFP gleich schnell. n = Anzahl der gemessenen Zellen, Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler.



Kapitel 4 - Ergebnisse 87

4.9 Neurotrophinausschiittung aus Zellen transgenen Ursprungs

4.9.1 Neurotrophinausschiittung aus neuronal differenzierten BDNF-GFP-Knock-in-
Stammzellen

Die Visualisierung der Neurotrophinausschiittung aus hippokampalen Neuronen kann mit
Hilfe von Plasmiden, die fiir Fusionsproteine kodieren (z.B. BDNF-GFP), ermdoglicht werden.
Da bei diesen Plasmiden die Expression haufig durch virale Promotoren kontrolliert und
durch Enhancer-Elemente verstirkt wird, erhoht sich das Expressionslevel des
Neurotrophins jedoch tliber das physiologische Maf} hinaus. Um die Ausschiittung von BDNF
unter nativen Expressionsbedingungen untersuchen zu konnen, bieten sich transgene
Mausmodelle an, bei denen die Sequenz fiir BDNF-GFP gentechnisch in die chromosomale
DNA integriert wird (Knock-in). Ein erstes Untersuchungsmodel waren dabei embryonale
Stammzellen der Maus (Linie V6.5), bei denen ein Knock-in des BDNF-GFP in den Rosa26-
Lokus heterozygot auf Chromosom 6 eingefiihrt wurde (Leschik et al., 2013). Durch den
Chicken-Aktin Promotor und CMV-Enhancer Elemente wurde BDNF-GFP in diesen Zellen
tiberexprimiert. Da die Expression jedoch nur von einem Locus ausging (bei transfizierten
Plasmiden sind mehrere Expressionsloci pro Zelle mdglich) und nicht durch virale
Promotoren forciert wurde, sollte das Expressionsniveau jedoch deutlich geringer als in
BDNF-GFP-transfizierten Neuronen sein. Um die Ausschiittung von BDNF aus embryonalen
Stammzellen untersuchen zu kénnen, wurden diese zunachst neuronal differenziert (siehe
3.5). Im Ergebnis wurden dabei Zellen erzeugt, die sowohl in ihren morphologischen als
auch in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften primaren hippokampalen Neuronen

sehr dhnlich waren (Leschik et al., 2013).

4.9.1.1 Fusionsporenéffnung in neuronal differnzierten, embryonalen Stammzellen

Durch die Expression von BDNF-GFP konnten in neuronal differenzierten embryonalen
Stammzellen, wie auch in Neuronen mit tiberexprimierten BDNF-GFP, fluoreszenzmarkierte
Vesikel beobachtet werden, die entlang der Neuriten transportiert wurden (Abb. 4.20 A
und Abb. 4.21 A). Im Vergleich zu BDNF-GFP-transfizierten hippokampalen Neuronen
waren die Fluoreszenzintensitiaten der einzelnen BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikel jedoch
wesentlich geringer, weshalb die Zellen mit hoheren Lichtstarken und Belichtungszeiten

photodokumentiert werden mussten. Um Vesikelfusionsereignisse in neuronal
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differenzierten, embryonalen Stammzellen zu untersuchen, wurden die Zellen durch die
Applikation einer Pufferlosung stimuliert, die eine um 50 mM erhohte Kaliumkonzentration
aufwies. Die Fusionsporenoffnung wurde mit Hilfe von Bromphenolblau beobachtet
(vergleiche 4.4.2). Durch das Ausldschen der Fluoreszenzintensitat einzelner Vesikel (Abb.
4.20 A-B, blau- und grin-markierter Vesikel) kurz nach der Stimulation, konnte das
Auftreten von Fusionsereignissen in Abgrenzung zu nicht fusionierenden Vesikeln (Abb.
4.20 A-B, rot-markierter Vesikel) nachgewiesen werden. Auf Grund der relativ geringen

Fluoreszenzintensititen waren die Schwankungen des Fluoreszenzverlaufs einzelner
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Abb. 4.20: Fusionsporenéffnung BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel in embryonalen Stammzellen.
Transgene embryonale Stammzellen, die BDNF-GFP vom RosaZ26-Lokus exprimierten, wurden neuronal
differenziert. Nach weiteren 14 Tagen in Kultur wurden Fusionsereignisse in Anwesenheit des GFP-Quenchers
Bromphenolblau videomikroskopisch untersucht. (A) Reprasentatives Bild einer BDNF-GFP-exprimierenden,
neuronal differenzierten embryonalen Stammzelle. Die markierte Region ist rechts in Vergréfierung
dargestellt. Einzelne BDNF-GFP-beinhaltende Vesikel vor und nach Stimulation der Zelle durch die
Applikation einer Pufferlosung mit erhéhtem (50 mM) Kaliumgehalt (K*) sind mit farbkodierten Pfeilen
markiert. Durch die Anwesenheit von Bromphenolblau im extrazelluliren Raum wurde die Fluoreszenz
BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel nach Fusionsporenéffnung gequencht (griiner und blauer Vesikel). (B)
Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der farbkodierten Vesikel aus (A). Fusionierende Vesikel (blau,
griin) zeigten einen rapiden Abfall der Fluoreszenzintensitit nach Fusionsporenoffnung. (C)
Durchschnittlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit von fusionierenden (griin) im Vergleich zu
nicht-fusionierenden (rot) Vesikeln. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler (Modifiziert nach Leschik et al.,
2013).
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Vesikel relativ hoch. Dennoch waren diese mit dem Fluoreszenzverlauf von einzelnen
Vesikeln aus BDNF-GFP-transfizierten hippokampalen Neuronen vergleichbar (siehe Abb.
4.7 C). Um den durchschnittlichen Fluoreszenzverlauf einzelner Fusionsereignisse zu
bestimmen, wurde der Fluoreszenzverlauf mehrerer Vesikel aus mehreren Zellen gemittelt
(Abb. 4.20 C). Dabei konnten nicht-fusionierende Vesikel, die durch Photobleichen nur
langsam an Fluoreszenz verloren, von fusionierenden Vesikeln, dessen Fluoreszenz nach
Fusionsporené6ffnung vollstindig ausgeléscht wurde, unterschieden werden. Somit konnten
in neuronal differenzierten, embryonalen Stammzellen, die BDNF-GFP vom Rosa26-Lokus
exprimierten, die Fusion von einzelnen BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln nachgewiesen

werden.

4.9.1.2 BDNF-Ausschiittung in neuronal differnzierten, embryonalen Stammzellen

Neben der Fusionsporenéffnung wurde dariiber hinaus die Ausschiittung von BDNF-GFP
nach Kalium-induzierter Stimulation der neuronal differenzierten, embryonalen
Stammzellen untersucht (vergleiche 4.4.4). Da diese Messungen in Abwesenheit von
Bromphenolblau durchgefithrt wurden, konnte nach Fusionsporenoéffnung die
Ausschiittung  von  BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln als Abnahme der
Fluoreszenzintensitit gemessen werden. Der Verlauf der Fluoreszenzintensitit war
ebenfalls durch eine transiente Fluoreszenzintensititszunahme nach Neutralisation des
vesikularen pH-Wertes infolge der Fusionsporenoffnung charakterisiert (Abb. 4.21 A-C,
grin- und blau-markierter Vesikel). Dies deutete darauf hin, dass in den neuronal
differenzierten embryonalen, Stammzellen ebenfalls eine Azidifizierung der Vesikel vor
dem Fusionsereignis erfolgte. Direkt nach der vesikuldren pH-Neutralisation erfolgte ein
Abfall der Fluoreszenzintensitat einzelner Vesikel, welcher der Ausschiittung von BDNF-
GFP entsprach. Bei nicht-fusionierenden Vesikeln (Abb. 4.21 A-B, rot-markierter Vesikel)
war nach Korrektur des Photobleichens keine Veranderungen der Fluoreszenzintensitat zu
beobachten. Der Fluoreszenzverlauf der Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen,
fusionierenden Vesikeln war mit denen, die in BDNF-GFP-transfizierten hippokampalen
Neuronen bestimmt wurden (Abb. 4.10 B), vergleichbar. Jedoch konnten auf Grund der
hohen Schwankungen in der Fluoreszenzintensitiat, ausgelost durch die geringe

Fluoreszenzintensitit der Vesikel, Ausschiittungsprozesse ohne Intensitdtszunahme der
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GFP-Fluoreszenz nach dem Fusionsereignis nicht immer eindeutig von nicht-
fusionierenden Vesikeln abgegrenzt werden. Der durchschnittliche Fluoreszenzverlauf von
fusionierenden im Vergleich zu nicht fusionierenden BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel ist in
Abb. 4.21 C dargestellt. Die Ausschuttungskinetik von BDNF-GFP aus neuronal
differenzierten Stammzellen, war mit der von BDNF-GFP-transfizierten Neuronen (Abb.

4.10 D) vergleichbar.
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Abb. 4.21: Ausschiittung von BDNF-GFP aus sekretorischen Granula neuronal differenzierter,
embryonaler Stammzellen. Transgene embryonale Stammzellen, die BDNF-GFP vom Rosa26-Lokus
exprimierten, wurden neuronal differenziert. Nach weiteren 14 Tagen in Kultur wurde die Ausschiittung von
BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln videomikroskopisch untersucht. (A) Reprasentatives Bild einer BDNF-GFP-
exprimierenden, neuronal differenzierten embryonalen Stammzelle. Einzelne Vesikel sind mit farbkodierten
Pfeilen markiert. Nach Stimulation der Zelle durch die Applikation einer Pufferlésung mit erhdhtem (50 mM)
Kaliumgehalt (K*) war eine transiente Fluoreszenzintensitdtszunahme einzelner Vesikel zu beobachten. (B)
Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit der farbkodierten Vesikel aus (A). Aufgrund der geringen
Fluoreszenzintensitit einzelner Vesikel unterlag deren Fluoreszenzintensititsverlauf relativ starken
Schwankungen. (C) Durchschnittlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitiat von fusionierenden (griin,
blau) bzw. nicht-fusionierenden (rot) Vesikeln. Die Kinetik der Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen
Vesikeln konnte deutlich vom Fluoreszenzverlauf nicht-fusionierender Vesikel abgegrenzt werden.
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler (Modifiziert nach Leschik et al., 2013).
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4.9.2 Neurotrophinausschiittung aus hippokampalen Neuronen von BDNF-GFP-Knock-
in-Mausen
Die Experimente mit neuronal differenzierten, transgenen embryonalen Stammzellen, bei
denen BDNF-GFP in den Rosa26 Lokus eingefiigt wurde, konnten zeigen, dass die BDNF-
GFP-Ausschiittung auch bei im Vergleich zur Uberexpression in Kultur reduzierten
Expression visualisiert werden kann (vergleiche 4.9.1). Obwohl die in embryonalen
Stammzellen beobachtete Sekretion von BDNF-GFP vergleichbar zur Ausschiittung von
BDNF-GFP aus transfizierten Neuronen war, blieb unklar, ob die Sekretion von endogenem
BDNF in hippokampalen Neuronen bei Expression unter Kontrolle der endogenen
regulatorischen Elemente des BDNF-Gens ebenso beobachtbar ist. Um die Ausschiittung
von endogenem BDNF in hippokampalen Neuronen zu untersuchen, wurde ein weiteres
transgenes Mausmodel verwendet (Leschik et al., in Vorbereitung), bei dem die Sequenz
von BDNF-GFP in den endogenen BDNF-Lokus (Chromosom 2) eingefiigt wurde (Knock-in).
Durch die Verpaarung zweier heterozygoter BDNF-GFP-Knock-in-Elterntiere, konnten
Nachkommen erzeugt werden, die den BDNF-GFP-Knock-in entweder homozygot oder
heterozygot exprimierten oder dem Wildtyp entsprachen. Hippokampale Neurone dieser
Nachkommen wurden entsprechend 3.2.3 prdpariert und separat auf Polyornithin-
beschichtete Deckglaser bzw. Astrozyteninseln ausplattiert. Nach 14 Tagen in Kultur
wurden die hippokampalen Neurone vergleichend wuntersucht. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop konnten relativ schwach griin-fluoreszierende BDNF-GFP
beinhaltende Vesikel in hippokampalen Neuronen aus homozygoten und heterozygoten
BDNF-GFP-Knock-in-Tieren, nicht aber in Neuronen aus Wildtyp Tieren beobachtet werden
(Abb. 4.22 A, C, gleiche Belichtung und Bildskalierung). Im Vergleich zu mit BDNF-GFP
transfizierten Neuronen mussten jedoch zur Visualisierung der Vesikel wesentlich hohere
Intensititen des Anregungslichtes und langere Belichtungszeiten verwendet werden. Die
Fluoreszenzintensitit dieser Vesikel konnte durch Neutralisation des vesikuldaren pH-
Wertes nach Applikation von 50 mM NH4Cl reversibel erh6ht werden (Abb. 4.22 B, E). Im
Gegensatz dazu unterlag die Autofluoreszenz entlang der Neurite von Wildtyp-Neuronen
keiner wesentlichen Fluoreszenzveranderung (Abb. 4.22 D, gleiche Belichtung und
Skalierung wie in Abb. 4.22 B). Der durchschnittliche Verlauf der relativen

Fluoreszenzintensitit einzelner Vesikel war in heterozygoten und homozygoten BDNF-GFP
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Abb. 4.22: Untersuchung der hippokampalen Neurone von BDNF-GFP-Knock-in-Méiusen mit Hilfe von
NH4Cl. Hippokampale Neurone von BDNF-GFP-Knock-in-Mausen wurden bis DIV 14 kultiviert und
anschlieend die Fluoreszenzintensitit einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel nach dem Uberspiilen der
Zelle mit NH4Cl-haltiger Pufferlésung videomikroskopisch untersucht. (A) Reprasentatives hippokampales
Neuron eines homozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieres. Heterozygote BDNF-GFP-Knock-in-Neurone haben ein
vergleichbares Erscheinungsbild. (B) Vergrofierung der markierten dendritischen Region aus (A). Durch
Uberspiilen der Zelle mit 50 mM NH,Cl konnte die Fluoreszenzintensitit BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel
reversibel erhoht werden. (C) Reprasentatives hippokampales Neuron eines Wildtyp Tieres. (D)
Vergrofierung der markierten dendritischen Region aus (C). In Wildtyp Neuronen war lediglich eine
unspezifische Autofluoreszenz zu erkennen, die nach Uberspiilen von NH4CI keine Veridnderungen zeigte. (E)
Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitidt der farbig markierten Vesikel aus (B). (F) Durchschnittlicher
Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit einzelner Vesikel (heterozygot: 83 Vesikel, homozygot: 86
Vesikel). Die Fluoreszenzintensititszunahme einzelner sekretorischer Granula aus Neuronen von
homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren durch Uberspiilen mit NH4Cl-haltiger
Pufferlosung war nicht voneinander verschieden. (G) Absolute Fluoreszenzintensitit wahrend des
Uberspiilens mit NH4Cl. Vesikel aus heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren fluoreszierten nur etwa halb so
stark wie Vesikel aus homozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren. n = Anzahl der gemessenen Zellen, *** p <
0,001, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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Knock-in-Neuronen vergleichbar (Abb. 4.22 F), was auf einen ebenso vergleichbaren
intravesikularen pH-Wert in beiden Genotypen schliefien ldasst. Die absoluten
Fluoreszenzintensititswerte von einzelnen Vesikeln wahrend der NH4Cl Applikation (Abb.
4.22 G) waren jedoch in homozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Neuronen etwa doppelt so hoch
(heterozygot: 209,2 * 16,0 a.u.; homozygot: 438,0 + 38,5 a.u.; p= 3,1 x 10-4). Da unter diesen
Bedingungen die Fluoreszenzintensitdat unabhiangig vom pH-Wert der Vesikel war, kann von
einer etwa doppelt so dichten Beladung der sekretorischen Granula mit fluoreszenz-
markiertem BDNF im homozygoten Fall ausgegangen werden. Im heterozygoten Fall sollte
dabei nicht-fluoreszenzmarkiertes BDNF vom Wildtyp-Allel die Vesikel zur Halfte aufgefiillt
haben. Da fiir die Untersuchungen der BDNF-GFP-Knock-in-Neurone wesentlich hoéhere
Intensitdten des Anregungslichtes und langere Belichtungszeiten verwendet werden
mussten, waren die absoluten Fluoreszenzintensititen einzelner Vesikel nicht direkt mit
denen aus BDNF-GFP-transfizierten Zellen zu vergleichen (siehe Abb. 4.6 A). Die Vesikel
von homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren hatten etwa die gleiche
Querschnittsflache (heterozygot: 0,41 + 0,02 pm?; homozygot: 0,40 + 0,03 um?), jedoch
waren sie kleiner als die von BDNF-GFP-transfizierten Neuronen (0,65 * 0,02 pm?
vergleiche Abb. 4.6 A), was aber indirekt auf die wesentlich geringer Fluoreszenzintensitat
zurlickzufiihren sein konnte. Ebenso war die Vesikeldichte in Neuriten zwischen
homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Neuronen vergleichbar (heterozygot:
0,40 + 0,04 Vesikel /um?; homozygot: 0,45 + 0,04 Vesikel / um?). Die Vesikeldichte von
homozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren war nicht signifikant verschieden von der in

BDNF-GFP-transfizierten Neuronen (0,53 + 0,02 Vesikel / um?; vergleiche Abb. 4.6 C).

4.9.2.1 Fusionsporenoffnung in Neuronen von BDNF-GFP-Knock-in Mausen

Um die Fusionsporenoéffnung von BDNF-GFP-Vesikeln aus hippokampalen Neuronen von
homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren untersuchen zu konnen,
wurden die Zellen in Anwesenheit von Bromphenolblau durch Applikation einer
Pufferlosung stimuliert, die eine um 50 mM erhohte Kaliumkonzentration aufwies
(vergleiche 4.4.2). Die Fusion einzelner Vesikel konnte dabei als sofortiges Ausléschen der
BDNF-GFP-Fluoreszenz beobachtet (Abb. 4.23 B-C, blau- und griin-markierter Vesikel) und

von nicht-fusionierenden Vesikeln (Abb. 4.23 B-C, rot-markierter Vesikel) unterschieden
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werden. Der Fluoreszenzintensititsverlauf einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel nach
Fusionsporenéffnung war mit denen aus BDNF-GFP-transfizierten hippokampalen
Neuronen vergleichbar (siehe Abb. 4.7 B-C). Um die Haufigkeit und das zeitliche Auftreten
von Fusionsereignisse zwischen homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-
Tieren vergleichen zu konnen, wurden Regionen um mehrere dendritische Abzweigungen

der Zelle definiert. Durch das Ausloschen der Fluoreszenzintensitat fusionierter Vesikel
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Abb. 4.23: Fusionsporenéffnung von sekretorischen Granula in BDNF-GFP-Knock-in-Mausen.
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Fortsetzung der Bildbeschriftung Abb. 4.23: Hippokampale Neurone von BDNF-GFP-Knock-in-Mausen
wurden bis DIV 14 kultiviert und anschlieffend die Fusion von BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln in
Anwesenheit des GFP-Quenchers Bromphenolblau videomikroskopisch untersucht. (A) Repriasentatives
hippokampales Neuron einer homozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Maus. (B) Vergrofierung der markierten
dendritischen Region aus (A). Die farbkodierte Pfeile markieren einzelne Vesikel oder Vesikelcluster zu
unterschiedlichen Zeitpunkten vor und nach der Stimulation der Zelle durch die Applikation einer
Pufferlosung mit erhéhtem (50 mM) Kaliumgehalt (K*). (C) Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit der
farbig markierten Vesikel aus (B). (D) Durchschnittlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitit dendritischer
Regionen (homozygot: 51 Regionen, heterozygot: 48 Regionen) um BDNF-GFP-beinhaltende sekretorische
Granula. Durch einzelne Fusionsereignisse wurde die Gesamtfluoreszenz der Regionen nach Kalium-
induzierter Stimulation reduziert. (E) Die Amplitude des Fluoreszenzintensitdtsabfalls in dendritischen
Regionen 200 s nach der Stimulation war in beiden Genotypen gleich. (F) Zeitliche Verteilung der
Fusionsereignisse in dendritischen Regionen in Relation zu der Gesamtvesikelzahl (homozygot: 271
Fusionsereignisse bei 1314 Vesikeln, heterozygot: 192 Fusionsereignisse bei 856 Vesikeln). (G) Kumulative
Darstellung der Verteilung der Fusionsereignisse. (H) Prozentualer Anteil aller Fusionsereignisse im
gesamten Beobachtungszeitraum. Hippokampale Neurone aus homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-
Knock-in-Tieren zeigten weder in der Verteilung noch in der Haufigkeit von Vesikelfusionsereignissen
signifikante Unterschiede. n = Anzahl der gemessenen Zellen, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

wurde die Gesamtfluoreszenzintensitit dieser Regionen nach Kalium-induzierter
Stimulation = exponentiell reduziert (Abb. 4.23 D). Der durchschnittliche
Fluoreszenzintensitatsverlauf dendritischer Regionen wunterschied sich nicht zwischen
homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Neuronen. Die Amplitude des Abfalls
der Fluoreszenzintensitiat in diesen Regionen (Abb. 4.23 E) war in beiden Genotypen
ebenfalls vergleichbar (heterozygot: 16,8 * 2,1 %, homozygot: 17,4 * 2,3 %) und nicht
signifikant verschieden von der im gleichen Messzeitraum beobachteten Amplitude in
BDNF-GFP-transfizierten Zellen (16,2 + 2,7 %; vergleiche Abb. 4.7 D). Dies deutet auf eine
ahnliche Haufigkeit von Fusionsereignissen bei den jeweiligen untersuchten Bedingungen
hin. Um den prozentualen Anteil und die Verteilung der Fusionsereignisse zu ermittelt,
wurde die Gesamtvesikelzahl in dendritischen Regionen und die Anzahl der
Fusionsereignisse sowie deren zeitliches Auftreten bestimmt. Wie auch in BDNF-GFP-
transfizierten Neuronen (vergleiche Abb. 4.7 F), traten in homozygoten und heterozygoten
BDNF-GFP-Knock-in-Neuronen die meisten Fusionsereignisse in den ersten 40 s nach der
Kalium-induzierten Depolaisation der Zellen auf (Abb. 4.23 F). Die Verteilung der
Fusionsereignisse unterschied sich nicht zwischen homozygoten und heterozygoten BDNF-
GFP-Knock-in-Tieren (Abb. 4.23 F). Auch der prozentuale Anteil von Fusionsereignissen
war in beiden Genotypen dhnlich hoch (heterozygot: 22,6 + 2,2%; homozygot: 20,7 *+ 2,2%)
und unterschied sich nicht von dem im gleichen Messzeitraum beobachteten prozentualen

Anteil an Fusionsereignissen von BDNF-GFP-transfizierten hippokampalen Neuronen (19,4
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+ 3,7 %; bei 200s nach Stimulation). Zusammenfassend konnten sowohl in Neuronen von
homozygoten als auch heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren die Fusionsporenoffnung
nach Quenchen der vesikularen BDNF-GFP-Fluoreszenz durch extrazellular appliziertes

Bromphenolblau beobachtet werden.

4.9.2.2 Neurotrophinausschiittung in Neuronen von BDNF-GFP-Knock-in-Mausen

Um die Ausschiittung von BDNF-GFP zu untersuchen, dessen Expression unter der
Kontrolle des endogenem BDNF-Promotors erfolgte, wurden primare hippokampale
Neurone aus BDNF-GFP-Knock-in-Tieren in Abwesenheit von Bromphenolblau durch die
Applikation einer Pufferlosung stimuliert, die eine um 50 mM erh6hte Kaliumkonzentration
aufwies (vergleiche 4.4.4). Wie auch bei BDNF-GFP-transfizierten hippokampalen
Neuronen, zeigte der Fluoreszenzverlauf einzelner fusionierender Vesikel eine
Intensitdtszunahme der GFP-Fluoreszenz direkt nach dem Fusionsereignis. Dieser folgte
anschlieflend ein exponentieller Fluoreszenzabfall (Abb. 4.24 B-C, griin-, gelb und blau-
markeriter Vesikel), welcher der Ausschiittung von BDNF-GFP entsprach. Aufder dem
korrigiertem Photobleichen unterlagen im Gegensatz dazu nicht-fusionierende Vesikel
keiner Fluoreszenzintensitiatsinderung (Abb. 4.24 B-C, rot-markierter Vesikel). Die
durchschnittliche Kinetik der BDNF-GFP-Ausschiittung von homozygoten und
heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Zellen hatte einen dhnlichen Verlauf (Abb. 4.24 D). Die
durch die Neutralisation des vesikularen pH-Wertes nach dem Fusionsereignis induzierte
relative Intensitatszunahme der pH-sensitiven GFP-Fluoreszenz (Abb. 4.24 F) war fir
beide Genotypen etwa gleich hoch (heterozygot: 2,3 £ 0,1; homozygot: 2,2 + 0,1). Sie war
jedoch grofder als die in  BDNF-GFP-transfizierten  Neuronen betrachtete
Intensitatszunahme (1,58 + 0,04, vergleiche Abb. 4.10 D). Auf Grund der relativ geringen
Fluoreszenzintensitit einzelner Vesikel mussten BDNF-GFP-Knock-in-Neurone mit
wesentlich hoheren Intensitaten und Belichtungszeiten des Anregungslichtes als BDNF-
GFP-transfizierte Neurone vermessen werden. Da die Fluoreszenzintensitat der Vesikel
nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz bestimmt wurde, konnte das relativ schlechte
Signal-Rausch-Verhaltnis und die erhohte Hintergrundfluoreszenz in Aufnahmen der
BDNF-GFP-Knock-in-Bedingungen die relative Fluoreszenzzunahme nach Fusionsporen-

offnung artifiziell vergrofert haben. Die Amplitude des durch die Ausschiittung von BDNF-



Kapitel 4 - Ergebnisse 97

-20s

Os 20s 40s 80s 160s

50mM KClI Zeitpunkt relativ zum Fusionsereignis
C 3,5 D 26
*g 3,0 4 % 2.2 -e- heterozygot (n=5)
[ =
3] ko) -»- homozygot (n=6)
c (=4
3 g 18
[} [
N N
o 3 14
3 3
[ i
1.0 <
2 2
kS s
& &) 0.6
0 T T T T T T 1 0 T T T T T T T T 1
-50 0 50 100 150 200 250 300 100 -50 0 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit relativ zum Fusionsereignis [s]
E 30, Fo7-
o 2,5 60
LK =
25 g2 50 -
o 20 € o
E‘ [ = C
g2 g 3 40+
29 15 ﬁg
S g€ 7
= a N 5
g 10 @é 20
S 83
g g 05 Lga 10 4
& [ =
hetero-  homo- hetero-  homo-
zygot zygot zygot zygot

Abb. 4.24: Ausschiittung von BDNF-GFP aus sekretorischen Granula von BDNF-GFP-Knock-in-Mausen.
Hippokampale Neurone von BDNF-GFP-Knock-in-Mause wurden bis DIV 14 kultiviert und anschliefend die
Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln videomikroskopisch untersucht. (A) Représentatives
hippokampales Neuron einer homozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Maus. (B) Vergrofierung der markierten
dendritischen Region der Zelle aus (A). Der Verlauf der Fusionsereignisse, der mit einzelnen farbkodierten
Pfeilen markierten Vesikel, ist rechts in weiterer Vergrofierung dargestellt. (C) Verlauf der relativen
Fluoreszenzintensitit der einzelnen farbkodierten Vesikel aus (B). (D) Durchschnittlicher Verlauf der
relativen Fluoreszenzintensitdt einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel, die ein Fusionsereignis zeigten
(heterozygot: 61 Vesikel; homozygot: 69 Vesikel). (E) Amplitude des transienten Anstiegs der
Fluoreszenzintensitit einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel nach dem Fusionsereignis. (F) Amplitude
des exponentiellen Abfalls der Fluoreszenzintensitit durch die Ausschiittung von BDNF-GFP. In
hippokampalen Neuronen von homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren lassen sich keine
signifikanten Unterschiede in der Ausschiittung von BDNF sowie der transienten Fluoreszenzintensitats-
zunahme BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel nach der Fusionsporentffnung feststellen. n = Anzahl der
gemessenen Zellen, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
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GFP verursachten exponentiellen Fluoreszenzabfalls nach der initialen Fluoreszenz-
intensitatszunahme (Abb. 4.24 G) war ebenfalls in beiden Genotypen etwa gleich hoch
(heterozygot: 58,9 + 1,9 %; homozygot: 56,2 + 5,0 %). In BDNF-GFP-transfizierten
hippokampalen Neuronen wurde jedoch eine wesentlich geringere Ausschiittung
beobachtet (37,6 * 1,4 %, vergleiche Abb. 4.10 F). Dies konnte mit der erhohten
Packungsdichte der sekretorischen Granula von BDNF-GFP-transfizierten Neuronen
begriindet sein. Zusammenfassen liefden sich sowohl in homozygoten, wie auch in
heterozygoten = BDNF-GFP-Knock-in-Neuronen die Ausschiittung von BDNF-GFP

vergleichbar zu Neuronen, die mit BDNF-GFP transfiziert wurden, beobachten.

4.9.3 Neurotrophinausschiittung in einem Alzheimer Mausmodell

Um die Ausschittung von BDNF aus hippokampalen Neuronen eines Alzheimer
Mausmodells im Vergleich zu Wildtyp Neuronen zu untersuchen, wurde das 5xFAD-
Mausmodell verwendet (Oakley et al., 2006, freundlicherweise bereitgestellt von Prof. Dr.
Klaus Raymann, Deutsches Zentrum fiir Neurodegenerative Erkrankungen, Magdeburg). Bei
diesem Mausmodell wird das Amyloid-Precurser Protein (APP) mit drei fiir die Ausbildung
der Alzheimer Krankheit forderlichen Mutationen und das Presenilinl (PS1) mit zwei fiir
die Ausbildung der Alzheimer Krankheit forderlichen Mutationen unter der Kontrolle des
Neuronen-spezifischen Thyl Promotors (Caroni, 1997; Porrero et al.,, 2010) exprimiert.
Primdre hippokampale Neurone wurden entsprechend 3.2.3 prapariert und auf
Polyornithin beschichtete Deckglaser 10 Tage lang kultiviert. Anschliefend wurden die
Neurone mit einem BDNF-GFP-kodierenden Plasmid (Haubensak et al., 1998)
entsprechend 3.2.4 transfiziert und die Ausschiittung von BDNF-GFP nach 1-3 Tagen
videomikroskopisch analysiert. Die Ausschiittung von BDNF-GFP wurde durch Applikation
einer Pufferlosung stimuliert, die eine um 50 mM erh6hte Kaliumkonzentration aufwies.
Dabei wurde die Fluoreszenzintensitatsanderung von einzelnen BDNF-GFP-beinhaltenden
Vesikel gemessen (Abb. 4.25 A-B). Am Ende der Messung wurde Bromphenolblau
appliziert, um den prozentualen Anteil der fusionierenden Vesikel bestimmen zu kénnen.
Die Kinetik der Fluoreszenzverdnderung einzelner Beispielvesikel ist in Abb. 4.25 C
dargestellt. Der Fluoreszenzverlauf der fusionierenden Vesikel war denen aus vorherigen
Messungen vergleichbar (Abb. 4.9 A-B). Der durchschnittliche Verlauf der

Fluoreszenzintensitit fusionierender BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel zeigte zwischen
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Wildtyp- und 5xFAD-Neuronen keinen signifikanten Unterschied. Die gemessene Amplitude
des exponentiellen Fluoreszenzabfalls, welcher der Ausschiittung von BDNF-GFP entsprach,
war ebenfalls fiir beide Bedingungen nicht signifikant voneinander verschieden (Wildtyp:

39,0 + 11,2 %, 5xFAD: 42,7 + 6,0 %). Auch der durch Bromphenolblau-Applikation
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Abb. 4.25: BDNF-GFP-Ausschiittung in hippokampalen Neuronen eines Alzheimer Mausmodells.
Hippokampale Neurone von Wildtyp bzw. 5xFAD Mause wurden auf Polyornithin kultiviert und an DIV 10 mit
einem BDNF-GFP-kodierendem Plasmid transfiziert. Anschlief}end wurde die Ausschiittung von BDNF-GFP
aus einzelnen Vesikeln videomikroskopisch untersucht. (A) Timelapse-Aufnahmen einzelner BDNF-GFP-
beinhaltender Vesikel eines hippokampalen Neurons einer 5xFAD Maus. Nach Kalium-induzierter Stimulation
der Zellen konnten fusionierende Vesikel (griin, gelb, blau) von nicht-fusionierenden Vesikeln (rot)
unterschieden werden. Die einzelnen Bilder wurden in Relation zum Fusionsereignis (t=0) zeitlich
verschoben. Die Restfluoreszenz fusionierter Vesikeln konnte am Ende der Messung durch die Applikation
von Bromphenolblau (BPB) ausgeldscht werden. (B) Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit der farbig
markierten Vesikel aus (A) bei nicht verschobener Zeitskala. Vergrofderung der in (A) markierten Region mit
BDNF-GFP-beinhaltenden sekretorischen Granula vor und nach dem Fusionsereignis. (C) Durchschnittlicher
Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit einzelner Vesikel aus BDNF-GFP-transfizierten Wildtyp (grau)
bzw. 5xFAD (weif3) Neurone. Der Fluoreszenzverlauf wurde auf den Zeitpunkt vor dem Fusionsereignis (t=0)
normalisiert. (D) Die Amplitude des exponentiellen Fluoreszenzabfalls (entspricht der Ausschiittung von
BDNF) einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel war zwischen Wildtyp bzw. 5xFAD Neuronen nicht
verschieden. (E) Auch der prozentualer Anteil an Fusionsereignissen nach Stimulation war in beiden
Genotypen nicht signifikant verschieden. n = Anzahl der gemessenen Zellen, Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler.
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gemessene prozentuale Anteil an fusionierenden Vesikeln (Abb. 4.25 D) war zwischen
beiden Genotypen vergleichbar (Wildtyp: 9,6 + 1,4 %, 5xFAD: 9,5 = 2,2 %). Insgesamt
konnte kein Unterschied in der Ausschiittung von BDNF-GFP zwischen Wildtyp Neuronen
und Neuronen des Alzheimer Mausmodell (5xFAD) Neuronen beobachtet werden (Seifert

et al., in Vobereitung).
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5 Diskussion

Die aktivititsabhdngige Ausschiittung von BDNF aus sekretorischen Granula stellt einen
essentiellen Schritt fiir BDNF-mediierte Prozesse z.B. wahrend der Ausbildung neuronaler
Plastizitat dar. Deshalb ist die Regulation der Ausschiittung von BDNF auch fiir das Lernen
und die Gedachtnisbildung von grofder Bedeutung. Die Regulation der aktivitiatsabhangigen
Exozytose von sekretorischen Vesikeln erfolgt dabei unter anderem iiber sogenannte
Priming-Faktoren. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Knock-downs des
Priming-Faktors CAPS1 auf die Sekretion von BDNF aus primdren hippokampalen
Neuronen der Maus untersucht. Um die Ausschiittung von BDNF visualisieren zu kdénnen,
wurden die Neurone mit BDNF-GFP-kodierenden Plasmiden transfiziert, die gleichzeitig
eine sShRNA gegen CAPS1 oder eine Kontroll-shRNA exprimierten. Obwohl CAPS1 sowohl in
Axonen als auch in Dendriten gefunden wurde, kolokalisierte exprimiertes BDNF-GFP vor
allem in Dendriten mit CAPS1. Dort spielte CAPS1 sowohl bei der Fusion sekretorischer
Granula als auch bei der Freisetzung von BDNF aus einzelnen Vesikeln eine wesentliche
Rolle. An axonalen Kontaktstellen autaptischer Neurone kolokalisierte CAPS1 jedoch auch
mit dem prasynaptischen Marker VAMP. Mit Hilfe der FM-Entfarbetechnik konnte gezeigt
werden, dass CAPS1 auch in prasynaptischen Boutons ein bedeutender Faktor in der
Exozytose synaptischer Vesikel ist. Die Funktion von CAPS1 wahrend der verschiedenen
Exozytoseprozesse war gepaart mit einer bisher unbekannten Funktion von CAPS1 in der
Regulation des pH-Wertes sekretorischer Granula. Dabei wurde nach Knock-down von
CAPS1 eine Erhohung des intravesikularen pH-Wertes beobachtet, wahrend der
zytosolische pH-Wert unverandert blieb. Die Veranderung des vesikularen pH-Wertes nach
Knock-down von CAPS1 hatte jedoch keinen direkten Einfluss auf die Funktion von CAPS1
als Priming-Faktor sekretorischer Granula. Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass
CAPS1 ein wesentlicher Faktor fiir die Exozytose sekretorischer Granula ist und daneben
eine neue, bisher nicht beschriebene Funktion in der Regulation des pH-Wertes

sekretorischer Granula besitzt.
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5.1 Lokalisation von CAPS1 und BDNF in primdren hippokampalen
Neuronen

Die Funktion des Priming-Faktors CAPS1 wurde vor allem in neuroendokrinen Zellen
untersucht (Ann et al., 1997; Binda et al., 2005; Speidel et al., 2005; Fujita et al., 2007;
Liu et al,, 2008). Um den Einfluss von CAPS1 auf neuronale Ausschiittungsprozesse zu
analysieren, wurde zunichst die Lokalisation von CAPS1 in hippokampalen Neuronen
untersucht. Dabei wurde die Lokalisation sowohl mit Hilfe von tiberexprimiertem CAPS1-
YPet als auch mit Antikorperfirbung gegen das endogene CAPS1 in Relation zum
Markerprotein MAP2 bestimmt (4.2). Beide Methoden ergaben ein &hnliches
Verteilungsmuster von CAPS1 in primaren hippokampalen Neuronen. CAPS1 konnte dabei
als zytosolisches Protein gefunden werden, welches besonders stark am Soma, nicht aber
im Nukleus lokalisiert war (Abb. 4.1 D, F). Weiterhin war eine starke Expression von
CAPS1 in proximalen Dendriten und deren Verzweigungen zu finden (Abb. 4.3 B und Abb.
4.4 B, E). In freiliegenden Bereichen des Axons hingegen war CAPS1 nur sehr schwach zu
detektieren (Abb. 4.3 C und Abb. 4.4 C, E). Diese Beobachtungen stehen im Widerspruch zu
Lokalisationsexperimenten in akuten Gewebeschnitten des Hippokampus, die CAPS1 stark
lokalisiert in axonalen Terminalien hippokampaler Neurone beobachtet haben (Speidel et
al,, 2003; Sadakata et al., 2007), jedoch auch im Einklang mit Studien, die die Lokalisation
von CAPS1 dem somatodendritischen Baum zugeordnet haben (Tobin et al., 2012;
Sadakata et al., 2010). Da jedoch nur 73,3 * 1,0 % der CAPS1-Immunreaktivitit mit dem
Dendritenmarker MAP2 kolokalisierte (Abb. 4.4 F), ist es durchaus moglich, dass ein Teil
der tibrigen CAPS1-Immunreaktivitit axonalen Kontaktstellen mit Dendriten zuzuordnen
ist. Dies wird unterstitzt durch die Tatsache, dass prasynaptisches lokalisiertes FM 4-64
oder VAMP2, welches hadufig an Dendriten anliegt, ebenfalls haufig mit CAPS1-
Immunreaktivitdt kolokalisierte (Abb. 4.2 A, B). Da jedoch auch der an Dendriten
gleichermafen anliegende postsynaptische Marker PDS95 zum Teil mit CAPS1 kolokalisert
(Abb. 4.2 C), konnte aber auch ein Teil der nicht mit MAP2 kolokaliserenden CAPS1-
Immunreaktivitit zu Strukturen des Dendriten gehdren, bei denen eine MAP2-
Immunreaktivitat nicht detektiert werden kann (Postsynapsen, aber auch Filopodien).

Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf eine starke dendritische Lokalisation von CAPS1 hin,
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wobei CAPS1 auch in Kontaktstellen des Axons mit Dendriten, jedoch weniger prominent in
freiliegenden Axonen, lokalisiert sein kann.

Ebenso wurde die Lokalisation von iiberexprimiertem BDNF in primdren hippokampalen
Neuronen untersucht. Hierfiir wurden die Zellen mit BDNF-GFP bzw. BDNF-mCherry-
kodierenden Plasmiden transfiziert und die Verteilung von BDNF-beinhaltenden Vesikeln
in Relation sowohl zum Markerprotein MAP2 als auch CAPS1 untersucht. Vesikel mit
fluoreszenzmarkiertem BDNF wurden dabei in axonalen und in dendritischen Regionen
hippokampaler Neurone gefunden (Abb. 4.3 und Abb. 4.4). Fluoreszenzmarkiertes BDNF
kolokalisierte sowohl mit CAPS1-YPet als auch endogenem CAPS1 (Abb. 4.3 und Abb. 4.4).
Diese Kolokalisation war in Dendriten jedoch wesentlich hoher als in Axonen (Abb. 4.4 D).
Da in dendritischen Regionen jedoch nur 72,4 * 3,4 % der BDNF-GFP-Fluoreszenz mit dem
Dendritenmarker MAP2 kolokalisierte (Abb. 4.4 G), ist es auch hier durchaus denkbar, dass
ein Teil der anliegenden BDNF-GFP-Vesikel von axonalen Kontaktstellen an Dendriten
stammen. Jedoch ist auch eine postsynaptische Lokalisation (Brigadski et al., 2005) oder
eine Lokalisation in MAP2-freien Strukturen des Dendriten (Filopodien) dieser BDNF-GFP-
Vesikel moglich (Hartmann et al.,, 2001). Die Frage, ob BDNF axonal oder dendritisch
lokalisiert ist, wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Edelmann et al., 2014). Obwohl
in einigen Studien an Gewebeschnitten des Hippokampus die Lokalisation von BDNF vor
allem axonalen Bereichen der Neurone zugeordnet wurde (Conner et al., 1997; Dieni et
al,, 2012), zeigten andere Studien eine Lokalisation von BDNF im somatodendritischen
Baum (Wetmore et al., 1991; Aoki et al., 2000). In primaren hippokampalen Neuronen
wurde eine Lokalisation von iiberexprimiertem BDNF sowohl in Axonen als auch in
Dendriten beschrieben (Haubensak et al.,, 1998; Hartmann et al., 2001; Dean et al.,
2009; Matsuda et al., 2009; Shimojo et al., 2015). Die Uberexpression von BDNF-GFP
konnte zwar potentiell zu einer Falschlokalisation von fluoreszenzmarkiertem BDNF
gefiihrt haben. Da jedoch auch priméare hippokampale Neurone aus BDNF-GFP-Knock-in-
Mausen ein dhnliches Verteilungsmuster von BDNF wie BDNF-GFP-transfizierte primare
hippokampale Neurone aufwiesen (Abb. 4.22 A, Abb. 4.23 A, Abb. 4.24 A), ist davon
auszugehen, dass in Kultur BDNF-GFP sowohl axonal als auch dendritisch lokalisiert sein

kann.
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5.2 Physiologische Konsequenzen des Knock-downs von CAPS1

Um die Abhangigkeit der BDNF-Sekretion vom Priming-Faktor CAPS1 zu untersuchen,
wurde die Expression von CAPS1 in hippokampalen Neuronen mittels RNA-Interferenz
reduziert. Hierzu wurden shRNA-Vektoren kloniert, die entweder eine Kontroll- oder eine
CAPS1-shRNA kodierten. Da diese neue CAPS1-shRNA-Sequenz bisher nicht validiert war,
musste zundchst die Effizienz des Knock-downs nach Transfektion mit CAPS1-shRNA-
Vektoren quantifiziert werden (4.1). Dabei konnte sowohl die Expression von CAPS1-YPet
als auch die Expression des endogenen CAPS1 Proteins erfolgreich reprimiert werden. Der
Knock-down von CAPS1 in CAPS1-YPet transfizierten Neuronen wies dabei eine dhnlich
hohe Knock-down-Effizienz (89,8 + 1,1 %) auf, wie der Knock-down von GFP durch eine
bereits validierte GFP-siRNA-Sequenz in GFP-transfizierten Neuronen (91,5 * 1,4 %). Fir
die physiologische Funktion von CAPS1 war jedoch der Knock-down des endogenen CAPS1-
Proteins von besonderem Interesse. Mittels Antikorperfirbungen gegen CAPS1 wurde
hierbei 5 Tage nach der Transfektion mit CAPS1-shRNA-Vektoren eine Reduzierung der
CAPS1-Immunreaktivitit am Soma auf 35,0 * 3,7 % beobachtet (Knock-down-Effizienz von
65,0 = 3,7 %). Die am Soma noch messbare CAPS1-Immunfluoreszenz war nach Knock-
down der CAPS1-mRNA mafigeblich durch die Geschwindigkeit des Abbaus bereits
synthetisierter CAPS1-Proteine bestimmt. Da die Halbwertszeit des CAPS1-Proteins 3,15
Tage betragt (Cohen et al., 2013), war rein mathematisch zu erwarten, dass zum
Messzeitpunkt 5 Tage nach der Transfektion noch 33,3 % an Restprotein vorhanden sein
werden. Dieser theoretische Wert entsprach nahezu der beobachteten Reduktion der
CAPS1-Immunreaktivitat auf 35,0 + 3,7 % in CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen (Abb.
4.1 F-G). Somit war zu diesem Messzeitpunk beinahe die maximal mogliche Reduktion der
CAPS1-Expression erreicht.

Der somit validierte CAPS1-shRNA-Vektor wurde anschlieflend eingesetzt, um die
Konsequenzen einer verminderten Expression von CAPS1 auf neuronale
Sekretionsprozesse zu untersuchen. Da CAPS1 mit prasynaptischen Markern kolokaliserte
(Abb. 4.2 B), war eine Beteiligung von CAPS1 an der Exozytose synaptischer Vesikel
wahrscheinlich. Um dies zu untersuchen, wurde die Entfirbung von FM-1-43 gefarbten
synaptischen Boutons untersucht (Betz & Bewick, 1993). Nach Knock-down von CAPS1

konnte dabei eine um 29,1 + 4,8 % reduzierte Amplitude des Fluoreszenzabfalls an
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synaptischen Boutons beobachtet werden (Abb. 4.5 D-E). Dies deutete auf eine reduzierte
Exozytose synaptischer Vesikel hin. Die Erkenntnis, dass CAPS1 ein wichtiger Priming-
Faktor der Exozytose synaptischer Vesikel sein konnte, wurde erstmal durch Jockusch und
Kollegen diskutiert (Jockusch et al., 2007). In dieser Studie wurden primare hippokampale
Neurone untersucht, die aus embryonalen Stadien von CAPS1-Knock-out bzw.
CAPS1/CAPS2-Doppel-Knock-out-Mausen gewonnen und kultiviert wurden. Mit Hilfe von
elektrophysiologischen Messmethoden, konnte in beiden Fallen eine reduzierte
Ausschiittung von  synaptischen Vesikeln, verursacht durch eine Reduktion
fusionskompetenter synaptischer Vesikel, nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum Knock-
out von CAPS1 (Jockusch et al., 2007) waren jedoch die Folgen des im Rahmen dieser
Doktorarbeit untersuchten Knock-downs von CAPS1 auf die Ausschiittung von synaptischen
Vesikeln weniger drastisch. Dies ist vermutlich mit der Tatsache zu begriinden, dass CAPS1-
shRNA-transfizierte Zellen zum Messzeitpunkt noch tlber eine geringe Menge an CAPS1-
Restprotein verfiigten. Obwohl CAPS1 und CAPS2 im Hippokampus komplementar
exprimiert werden (Sadakata et al., 2007), ist in Zellkultur auflerdem nicht
auszuschlief3en, dass das Vorhandensein von CAPS2 in CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen
den Funktionsverlust von CAPS1 kompensiert haben konnte.

CAPS1 wird auch wahrend embryonaler Entwicklungsstadien exprimiert (Speidel et al.,
2003) und konnte fiir die Ausschiittung wichtiger Wachstumsfaktoren aus sekretorischen
Granula von Neuronen verantwortlich sein. Somit ist nicht auszuschliefden, dass im
vollstandigen Knock-out von CAPS1 und CAPS2 entwicklungsspezifische Defizite zu dem
von Jockusch und Kollegen beschrieben Phianotyp der verminderten Neurotransmission
gefilhrt haben konnte (Jockusch et al, 2007). Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde
jedoch die Auswirkung des Knock-downs von CAPS1 auf einzelne autaptische hippokampale
Neurone untersucht, die sich vorher unter Wildtyp-Bedingungen entwickeln konnten. Da
auch unter diesen Voraussetzungen eine reduzierte Exozytose von synaptischen Vesikeln
aus FM-gefarbten synaptischen Boutons beobachtet werden konnte, bestatigt diese Arbeit
somit die Ergebnisse von Jockusch und Kollegen in einem Kulturmodell, welches nicht
durch potentielle entwicklungsspezifische Defizite beeinflusst worden war. Um dennoch
einen moglichen akuten Einfluss des Knock-downs von CAPS1 auf die Bildung und Reifung

von Synapsen zu untersuchen, wurden die Anzahl und die Grofde der FM-gefarbten
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synaptischen Boutons bestimmt. Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede nach
Knock-down von CAPS1 beobachtet (Abb. 4.5 F, G). Dies deutet auf keine Veranderung bei
der Bildung und Reifung der Synapsen in den untersuchten Kulturen priméarer
hippokampaler Neurone hin und entspricht somit den Beobachtungen in hippokampalen
Neuronen aus CAPS1- und CAPS2-Knock-out-Tieren, bei denen ebenfalls keine
offensichtlichen quantitativen und morphologischen Verdnderungen innerhalb von
Synapsen gefunden wurden (Jockusch et al., 2007). Da auch die Fluoreszenzintensitat FM-
gefarbter synaptischer Bouton nach Knock-down von CAPS1 keine signifikanten
Unterschiede zeigte (Abb. 4.5 H), deutet dies daraufhin, dass unter den verwendeten
Messbedingungen die Endozytose des FM-Farbstoffs von CAPS1 unbeeinflusst war.

Nachdem nach Knock-down von CAPS1 eine Verminderung der Exozytose synaptischer
Vesikel beobachtet wurde, sollte auch die Ausschiittung von Neurotrophinen aus
sekretorischen Granula in primdren hippokampalen Neuronen untersucht werden. Zur
Visualisierung einzelner sekretorischer Granula, wurden die Zellen mit BDNF-GFP-
kodierenden Vektoren transfiziert, die entweder die Kontroll- oder CAPS1-shRNA
koexprimieren. Um zundchst zu liberpriifen, ob der Knock-down von CAPS1 bereits einen
Einfluss auf die Bildung und Verteilung von BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln hatte,
wurde die Vesikeldichte in Neuriten bestimmt (Abb. 4.6 C). Dabei wurde kein Unterschied
zur Kontrollbedingung festgestellt. Dies deckt sich mit elektronenmikroskopischen
Untersuchungen in Neuronen (Jockusch et al., 2007) und neuroendokrinen Zellen
(Speidel et al., 2005; Fujita et al., 2007), bei denen nach Knock-out bzw. Knock-down von
CAPS1 ebenfalls keine Veranderungen in der Anzahl oder der Dichte sekretorischer Granula
gefunden wurden. Im Gegensatz dazu wurde jedoch in einem konditionellen CAPS1-Knock-
out-Modell eine verringerte Anzahl von sekretorischen Granula in Synapsen und axonalen
Fasern bestimmt (Sadakata et al.,, 2013). In elektronenmikroskopischen Bildern sind
Dense-Core Vesikel relativ selten zu beobachten, weshalb diese Ergebnisse nicht mit den in
Abb. 4.6 C gezeigten Fluoreszenz-mikroskopischen Analysen verglichen werden konnen.
Hierbei konnte die Uberexpression von BDNF-GFP die Vesikeldichte innerhalb der BDNF-
GFP-transfizierten Zellen artifiziell erhoht haben. Da jedoch auch in hippokampalen
Neuronen von homozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren eine dhnliche Vesikeldichte zu

beobachten war (4.9.2, Zahlenwerte im Text beschrieben), ist anzunehmen, dass die
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Uberexpression keinen wesentlichen Einfluss auf die Menge der gebildeten sekretorischer
Granula hatte.

Ein moglicher Einfluss des Knock-downs von CAPS1 auf die Grofie der BDNF-GFP-
beinhaltenden Vesikel wurde durch Analyse der Querschnittsfliche einzelner Vesikel
untersucht. Dabei wurde wiederum kein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und
CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen beobachtet. (Abb. 4.6 C). Unter der Annahme einer
kreisrunden Querschnittsfliche kann der gemessene Flacheninhalt in den Durchmesser
eines Vesikels iibersetzt werden. Fiir beide Bedingungen war der Durchmesser BDNF-GFP-
beinhaltender sekretorischer Granula etwa 900 nm. In der Literatur wird jedoch mit 100 -
300 nm ein wesentlich kleinerer Durchmesser fiir sekretorische Granula angegeben
(Lessmann et al., 2003), der vor allem durch elektronenmikroskopische Untersuchungen
bestimmt wurde. Fiir diese Diskrepanz gibt es verschiedene Griinde. Neben der Méglichkeit,
dass mehrere Vesikel einen von einzelnen Vesikeln nicht mehr zu unterscheidenden
Vesikelcluster gebildet haben konnten, gibt es auch optische Beschriankungen der
Fluoreszenzmikroskopie. Hellleuchtende Punklichtquellen bilden Beugungsmuster, die sich
ringférmig um die Lichtquelle ausbreiten (Punktspreizfunktion). Da diese Ringmuster fiir
hell leuchtende BDNF-GFP-beinhaltende sekretorische Granula jedoch kleiner sind, als das
Auflésungsvermogen des Mikroskops, erscheinen diese Vesikel grofder als sie tatsachlich
sind (Oheim, 2004). Dieser Effekt weitet, abhdngig von der Fluoreszenzintensitiat der
Vesikel, deren scheinbaren Durchmesser aus, weshalb in den wesentlich schwacher
leuchtenden Vesikeln von homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren eine
geringere Querschnittsfliche der Vesikel bestimmt wurde (4.9.2, Zahlenwerte im Text
beschrieben). Da die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit und die Vesikeldichte von
BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln aus Kontroll-shRNA und CAPS1-shRNA-transfizierten
Zellen ahnlich hoch ist (Abb. 4.6 B-C), konnen die Querschnittsflaicheninhalte als relative
Werte dennoch miteinander verglichen werden. Es kann also davon ausgegangen werden,
dass die Grofde einzelner sekretorischer Granula durch den Knock-down von CAPS1 nicht
beeinflusst wurde.

Auch ein moglicher Einfluss des Knock-downs von CAPS1 auf die Beladung sekretorischer
Granula mit BDNF-GFP wurde untersucht. Da die Fluoreszenzintensitit BDNF-GFP-

beinhaltender Vesikel vom vesikuldren pH-Wert abhangt (pH-Sensitivitit des GFPs, siehe
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4.4.4), konnte die absolute Fluoreszenzintensitit, die bei gleicher Bildbelichtung
aufgenommen wurde, nicht als Maf3 fiir die Beladung der Vesikel mit BDNF-GFP dienen.
Deshalb wurden die absoluten Fluoreszenzintensitaiten BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel
wihrend des Uberspiilens mit 50 mM Ammoniumchlorid-Lésung miteinander verglichen.
Da unter diesen Bedingungen der vesikulire pH-Wert auf ein einheitliches Niveau
neutralisiert wurde, war die gemessene Fluoreszenzintensitat proportional zur Beladung
der Vesikel mit BDNF-GFP. Diese war zwischen Kontroll- und CAPS1-shRNA-transfizierten
Neuronen nicht signifikant verschieden (Abb. 4.13 B). Dies deutet daraufhin, dass der
Knock-down von CAPS1 keinen Einfluss auf die Sortierung von iliberexprimiertem BDNF-
GFP in die sekretorischen Granula hatte. Die Uberexpression von BDNF-GFP (mittels hSyn1-
Promotor mit nachgeschalteten Expressions-Enhancer Elementen des urspringlichen
pAAV-6P-SEWB Plasmids, Christensen et al., 2010) an sich hatte jedoch einen Einfluss auf
die Beladung der Vesikel mit fluoreszenzmarkiertem BDNF. So wurde unter Verwendung
einer etwa 23x hoheren Intensitit des Anregungslichtes in Vesikeln von homozygoten
BDNF-GFP-Knock-in-Neuronen, bei denen BDNF-GFP unter dem endogenen BDNF-
Promotor exprimiert wurde, eine geringere Fluoreszenzintensitit der sekretorischen
Granula als bei BDNF-GFP-transfizierten Zellen beobachtet (vergleiche Abb. 4.22 G mit
Abb. 4.13 E). Die absoluten Fluoreszenzintensititen einzelner Vesikel der beiden
Messungen sind auf Grund der unterschiedlichen Belichtungsstarken nicht quantitativ
miteinander zu vergleichen. Geht man jedoch von einem linearen Zusammenhang zwischen
Anregungslichtstarke und gemessener Fluoreszenz aus, so kann man abschatzen, dass
BDNF-GFP-liberexprimierende Zellen etwa 30x so viel BDNF in ihre Vesikel verpacken, als
unter physiologischen Bedingungen vorhanden ware.

Nachdem ein moglicher Einfluss des Knock-downs von CAPS1 auf die Dichte, die Grofde und
die Beladung einzelner sekretorischer Granula mit BDNF-GFP nicht bestitigt werden
konnte, wurde der Einfluss von CAPS1 auf die Ausschiittung von BDNF aus hippokampalen
Neuronen untersucht. Mit Hilfe von Bromphenolblau konnte zunichst ein Einfluss des
Knock-downs von CAPS1 auf die Anzahl von Fusionsereignissen gezeigt werden. Dabei
wurde eine um 57,9 * 5,4 % reduzierte Haufigkeit von Fusionsereignissen nach CAPS1-
Knock-down beobachtet (Abb. 4.7 H). Die zeitliche Verteilung des Auftretens dieser
Fusionsereignisse blieb jedoch unbeeinflusst vom CAPS1-Knock-down (Abb. 4.7 F-G). Die
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Verminderung von Fusionsereignissen spiegelte sich auch in der verminderten Amplitude
des exponentiellen Fluoreszenzabfalls in dendritischen Regionen wieder (Abb. 4.7 D-E). Da
dieser Fluoreszenzabfall vor allem durch das Ausléschen der Fluoreszenz einzelner
fusionierter BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel durch den Eintritt von Bromphenolblau
bestimmt wurde, konnten die Zeitkonstanten des Fluoreszenzabfalls ebenfalls Auskunft
liber die Verteilung der Fusionsereignisse geben. Die Tatsache, dass die Zeitkonstanten des
Fluoreszenzabfalls in beiden Bedingungen ahnlich hoch waren (4.4.2, Werte im Text
erwdahnt) deutet somit ebenfalls auf eine vergleichbare zeitliche Verteilung der
Fusionsereignisse hin. Die nach Knock-down von CAPS1 reduzierte Haufigkeit von
Fusionsereignissen sekretorischer Granula war jedoch unbeeinflusst von den Effekten des
CAPS1-Knock-downs auf die Neurotransmission (siehe 4.3), da in Anwesenheit synaptischer
Blocker eine dhnliche hohe Reduktion von Fusionsereignissen zu beobachten war (Abb.
4.8). Somit war die Reduktion der Haufigkeit von Fusionsereignissen sekretorischer
Granula in einzelnen CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen nicht abhdngig vom der
synaptischen Aktivitit des umliegenden Mikronetzwerks untransfizierten hippokampaler
Neurone. Die Funktion von CAPS1 in Fusionsprozessen sekretorischer Granula konnte in
einer erst kiirzlich erschienenen Studie an CAPS1/CAPS2-Doppel-Knock-out-Mausen belegt
werden (Farina et al.,, 2015). Hier wurden Fusionsereignisse jedoch mit Hilfe von
Semaphorin-pHluorin oder NPY-pHluorin visualisiert. PHluorin ist eine Mutante des GFP,
bei der die pH-Empfindlichkeit der GFP-Fluoreszenz noch weiter verstiarkt wurde. Die
Fluoreszenz von pHluorin wird durch den sauren vesikuldren pH-Wert auf nahezu
Hintergrundlevel gequencht, so dass sie vor dem Fusionsereignis unsichtbar bleiben. Nach
Vesikelfusion ist jedoch ein starkes Aufleuchten einzelner Vesikel zu beobachten. Insgesamt
war durch die Verwendung dieser Konstrukte eine um 60-70 %-tige Reduktion des
Auftretens von Fusionsereignissen in Neuronen von CAPS1/CAPS2-Doppel-Knock-out
Tieren zu beobachten. Die im Rahmen dieser Doktorarbeit gefundene Reduktion der
Fusionsereignissen auf 57,9 * 5,4 % nach CAPS1-Knock-down (Abb. 4.7 H) war somit nur
geringfligig schwacherer als unter CAPS1/CAPS2-Doppel-Knock-out-Bedingungen (Farina
et al,, 2015). Der Unterschied kann damit begriindet sein, dass CAPS1-shRNA-transfizierte
Neurone zum Zeitpunkt der Messung noch ca. 35% der physiologischen CAPS1-

Proteinkonzentration beinhalteten (sieche Abb. 4.1 F-G). Umso interessanter ist, dass
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bereits eine verringerte Dosis der CAPS1-Proteinkonzentration eine so drastische
Reduzierung der Fusion sekretorischer Granula zur Folge hatte. Da in CAPS1-shRNA-
transfizierten hippokampalen Neuronen potentiell CAPS2 den Funktionsverlust durch den
Knock-down von CAPS1 ausgeglichen haben koénnte, welches durch den CAPS1/CAPS2-
Doppel-Knock-out verhindert wurde, kann abgeschatzt werden, dass in den untersuchten
hippokampalen Neuronen CAPS2 nur eine untergeordnete Rolle fiir die Fusion
sekretorischer Granula spielte. Dafiir spricht auch die Tatsache, dass CAPS2 im
Hippokampus insgesamt schwacher exprimiert wird (Speidel et al., 2003) und haufig in
Neuronen vorkommt, die komplementdr zu CAPS1-exprimierenden Neuronen liegen
(Sadakata et al., 2007). Wie auch im Rahmen dieser Doktorarbeit nach Knock-down von
CAPS1 beobachtet (Abb. 4.7 F-G), waren unter CAPS1/CAPS2-Doppel-Knock-out-
Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp keine Unterschiede in der zeitlichen Verteilung der
Fusionsereignisse zu erkennen (Farina et al., 2015). Eine dhnliche Studie an CAPS2-Knock-
out Mdusen in primaren zerebellaren Neuronen ergab eine vergleichbare Reduktion der
Fusion von BDNF-pHIluorin-beinhaltenden sekretorischen Granula (Shinoda et al., 2011),
jedoch wurde hierbei eine zeitliche Verzogerung der Fusionsereignisse unter CAPS2-Knock-
out-Bedingungen beobachtet. Insgesamt zeigten die Ergebnisse dieser Doktorarbeit, dass
bereits der Knock-down von CAPS1 auf etwa 35 % Restprotein einen signifikanten
negativen Einfluss auf die Anzahl von Fusionsereignissen sekretorischer Granula hatte ohne
jedoch die zeitliche Verteilung dieser zu beeinflussen.

Die Menge des ausgeschiitteten BDNFs wird jedoch nicht allein von der Anzahl an
fusionierenden Vesikeln bestimmt. Auch die aus dem Vesikel freigesetzte Menge von BDNF
spielt dabei eine wesentliche Rolle. In den in dieser Doktorarbeit durchgefiihrten
Fluoreszenz-mikroskopischen Time-Lapse-Messungen wurde Menge des ausgeschiitteten
BDNF-GFP als exponentieller Fluoreszenzabfall einzelner Vesikel nach Offnung der
Fusionspore (mit oder ohne transienter Fluoreszenzintensitatszunahme) bestimmt. Dabei
konnte durch repetitives Ein- und Auswaschen von Bromphenolblau in einzelne Vesikel
iber einen langen Zeitraum hinweg (Abb. 4.9 B-C) ein Wiederverschliefen der
Fusionspore mit anschlieflender Reazidifizierung ausgeschlossen werden (vergleiche
Kolarow et al., 2007). Ob es sich dabei um Fusionsereignisse mit geoffneten Fusionsporen

(Omega-Querschnitt) oder um den Inhalt eines voll exozytierten Vesikels (Full collapse)
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handelte, der an der dufderen Plasmamembran anhaftete, konnten diese Experimente
jedoch nicht zeigen. Insgesamt sprechen diese Ergebnisse gegen ein mogliches Auftreten
von Kiss-and-Run Ereignissen in den untersuchten Zellen. Von besonderem Interesse war
die durch den CAPS1-Knock-down induzierte Anderung des gemittelten
Fluoreszenzintensitiatsverlaufs einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel (Abb. 4.10 A).
Obwohl die Haufigkeit von Vesikelfusionsereignissen, die durch eine transiente
Fluoreszenzintensititszunahme nach Offnung der Fusionspore identifiziert werden
konnten, nicht verdndert war (Abb. 4.10 B), hatte der initiale Fluoreszenzanstieg nach
CAPS1-Knock-down eine signifikant verringerte Amplitude (Abb. 4.10 C). Der sich
anschliefdende exponentielle Abfall der Fluoreszenzintensitat, welcher der Diffusion von
BDNF-GFP aus dem Vesikel entsprach, hatte ebenfalls eine signifikant verringerte
Amplitude (Abb. 4.10 D). Die Reduktion der BDNF-Ausschiittung aus einzelnen Vesikeln
nach CAPS1-Knock-down war nicht durch eine reduzierte Beladung der Vesikel mit BDNF-
GFP zu erkldren (siehe 4.5.1 und Abb. 4.13 E). Auch trat dieser Effekt unabhédngig von den
Defiziten in der synaptischen Transmission nach CAPS1-Knock-down auf (siehe 4.3), da
Vergleichsexperimente in Anwesenheit synaptischer Transmitter ein dhnliches Ergebnis
lieferten (Abb. 4.11 C). Die Zeitkonstante des exponentiellen Fluoreszenzabfalls der
Ausschiittung von BDNF-GFP hatte unter verschiedenen Messbedingungen jedoch einen
vergleichbaren Wert (Abb. 4.19 E). Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin,
dass der CAPS1-Knock-down zwar nicht die Kinetik der BDNF-Ausschiittung, sehr wohl aber
die Menge des ausgeschiitteten BDNF-GFPs aus einzelnen Vesikeln beeinflusste. Zwar
wurde der Einfluss eines Knock-outs von CAPS1 auf das Auftreten von Fusionsereignissen in
einer anderen Studie bereits untersucht (Farina et al., 2015), eine vergleichbare Analyse
des Einflusses von CAPS1 auf die Kinetik und Amplitude der Ausschiittung sekretorischer
Proteine aus einzelnen Vesikeln hippokampaler Neurone wurde jedoch bisher nicht
durchgefiihrt. Die verminderte Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln (Abb.
4.10 D) unter CAPS1-Knock-down-Bedingungen stellt somit eine neue Erkenntnis dar. Eine
mogliche Erklarung hierfiir konnte eine durch den Ausfall von CAPS1 verringerte Grofie der
Fusionspore sein. Dies wiirde zu einem geringeren Abfall der Fluoreszenzintensitit des aus
dem Vesikel diffundierenden BDNF-GFPs fiihren, sollte aber auch einen Einfluss auf die

Zeitkonstante des exponentiellen Fluoreszenzabfalls haben. Andere Studien gehen jedoch
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nicht von einer Beteiligung von CAPS1 an der Dilatation der Fusionspore aus (Speidel et
al,, 2005).

Die allgemeine Kinetik der BDNF-GFP oder BDNF-pHIluorin-Ausschiittung wurde bereits in
einer Reihe von Studien untersucht. Dabei war vor allem die Geschwindigkeit der
Ausschiittung stark  voneinander abweichend. In einigen Studien wurden
Sekretionsereignisse gezeigt, bei denen ein vollstandiger Fluoreszenzabfall in weniger als
20 s beschrieben wurde (Matsuda et al., 2009). In anderen Studien wurde ein mit den in
dieser Doktorarbeit gefundenen, wesentlich langsameren Zeitkonstanten (Abb. 4.19 E)
vergleichbarer Fluoreszenzabfall beobachtet (Hartmann et al.,, 2001; Brigadski et al,,
2005; Kolarow et al., 2007; de Wit et al., 2009; Dean et al., 2009; Shimojo et al.,, 2015).
Teilweise zeigte die gleiche Studie unterschiedlich schnelle Kinetiken, je nachdem, ob sie
mit Weitfeldmikroskopie oder TIRF-Mikroskopie aufgenommen wurden (Matsuda et al.,,
2009). Es ist deshalb anzunehmen, dass unterschiedliche beobachtete Geschwindigkeiten
der gemessenen Ausschiittungsprozesse stark durch verschiedene experimentelle
Bedingungen einzelner Labore beeinflusst worden waren (z.B. Art der Stimulation, Art der
Mikroskopie, Zellkulturbedingungen, Art der Auswertung der Messwerte). Vergleichende
Studien, die die Ausschiittung verschiedener fluoreszenzmarkierter sekretorischer Peptide
oder Proteine untersuchten, konnten jedoch zeigen, dass diese stark von der Verzogerung
der Diffusion auf Grund der Grofie des sekretierten Proteins und dessen Wechselwirkungen
mit der intravesikuldaren Matrix abhdngt (Barg et al., 2002; Brigadski et al., 2005; de Wit
et al,, 2009). Da BDNF-GFP mit 43 kDa (matures BDNF-GFP) bis 58 kDa (pro-BDNF-GFP)
als sekretorisches Fusionsprotein relativ grof3 ist (Haubensak et al., 1998), sollte deshalb
eine relativ langsame Kinetik der Ausschiittung zu erwarten sein. In einigen Studien wurde
auflerdem eine unterschiedliche Kinetik der Ausschiittung von fluoreszenzmarkiertem
BDNF in Axonen und Dendriten beschrieben (Matsuda et al., 2009; Dean et al., 2009).
Hierbei wurden haufig nach MAP2- oder Tau-Farbungen Axone und Dendriten
hippokampaler Neurone morphologisch charakterisiert und diese Kriterien anschlief3end
auf Neurone, die in Sekretionsexperimenten gemessen wurden, libertragen. Dabei wurden
Fusionsereignisse = mit transienter = Fluoreszenzintensititszunahme nach  der
Fusionsporenoffnung dem  Axon  und Fusionsereignisse = mit  sofortigem

Fluoreszenzintensitatsabfall den Dendriten zugeordnet. Jedoch sprechen Untersuchungen,
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die mit der Fluoreszenzhintergrund-ausblendenden TIRF-Mikroskopie durchgefiihrt
wurden und ebenso eine transiente Fluoreszenzintensitiatszunahme der Vesikel nach dem
Fusionsereignis in Dendriten zeigten, gegen eine so eindeutige Verteilung der
Fusionsereignisse (Matsuda et al., 2009). In Experimenten zur Ausschiittung von BDNF
wurde auf Grund der Unsicherheit der Identifizierung von Axonen und Dendriten in dem
komplexen Neuritenbaum primérer hippokampaler Neurone in dieser Doktorarbeit auf
eine dhnliche morphologische Zuordnung ohne anschliefende tatsadchliche Identifizierung
von Axonen und Dendriten durch Markerproteine verzichtet. Die Koloklisationsstudien von
BDNF-GFP mit MAP2 (Abb. 4.4) legen jedoch nahe, dass in einem Grofsteil der hier
untersuchten Soma-nahen Neuriten BDNF-GFP dendritisch lokalisiert war.

Neben der Reduktion der Effizienz der BDNF-GFP-Ausschiittung war nach Knock-down von
CAPS1 an Hand des Fluoreszenzintensitatsverlaufs einzelner fusionierender Vesikel (Abb.
4.10 A) ein weiterer, unerwarteter Effekt zu beobachten. So war die Amplitude der
transienten Fluoreszenzintensititszunahme einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel
nach der Fusionsporendffnung in mit CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen signifikant
reduziert (Abb. 4.10 C). Dieser Effekt deutete auf eine Erhohung des vesikuldren pH-
Wertes zumindest in fusionierenden Vesikeln nach Knock-down von CAPS1 hin. Eine CAPS1-
abhidngige Veranderung der initialen Fluoreszenzintensitatszunahme bei der Ausschiittung
von BDNF-GFP oder BDNF-pHluorin aus sekretorischen Granula wurde bisher noch nicht
beschrieben. Es konnte jedoch in zerebellaren Neuronen von CAPS2-Knock-out Mdusen, die
mit BDNF-pHluorin transfiziert wurden, ein gleichwertiges Phanomen beobachtet werden
(Shinoda et al.,, 2011). Zwar wurde dieser Effekt von Shinoda und Kollegen nicht
diskutiert, da jedoch auch hier die initiale Fluoreszenzintensitdtszunahme der Vesikel nach
Fusionsporenoffnung durch den CAPS2-Knock-out stark reduziert wurde, ist es moglich,
dass CAPS2 in diesen Neuronen einen dhnlichen Einfluss auf den vesikularen pH-Wert der
fusionierten Vesikel hatte. Um zu iberpriifen, ob nach Knock-down von CAPS1
sekretorische Granula allgemein einer pH-Wertverdnderung unterlagen, wurde in der
vorliegenden Doktorarbeit der pH-Wert von BDNF-GFP-beinhaltenden Vesikeln mit Hilfe
von zwei verschiedenen Methoden untersucht. Sowohl die Berechnung des intragranularen
pH-Wertes nach Uberspiilen von Ammoniumchlorid (Abb. 4.13), wie auch die Bestimmung

des vesikulairen pH-Wertes durch pH-Titrationsexperimente mit BDNF-GFP als
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intrinsischen pH-Indikator (Abb. 4.14), ergaben eine signifikante Zunahme des
intravesikularen pH-Wertes nach CAPS1-Knock-down. In beiden Experimenten war der
vesikuldare pH-Wert unter Kontrollbedingungen etwas weniger azid als der mit pH=5,5
angegebene Literaturwert (Johnson & Scarpa, 1976; Russell & Holz, 1981). Dies kann
jedoch auch auf Unterschiede in den verwendeten Zelltypen oder der zur pH-Wert
Bestimmung verwendeten Messmethoden zuriickzufiihren sein. In neuerer Literatur wird
zwischen reifen sekretorischen Granula (pH=5,0-5,5) und unreifen sekretorischen Granula
(pH=5,7-6,3) unterschieden (Wu et al., 2001). Diese pH-Wertangabe entspricht dabei eher
der Streubreite einzelner beobachteter vesikuldrer pH-Werte, die den Durchschnittswert
der Kontrollbedingung bildeten (Abb. 4.14 C). Der Unterschied zwischen dem berechneten
pH-Wert mit Hilfe von NH4Cl und dem durch pH-Titrationsexperimente bestimmten pH-
Wert konnte damit begriindet sein, dass das Uberspiilen von NH4Cl, zwar kurzfristig den
vesikularen pH-Wert durch Aufnahme dortiger Protonen mittels NH3z neutralisiert, jedoch
die Behandlung langfristig zu einer Saurebeladung vesikularer Strukturen fiihrt (Wu et al.,
2001). Dies sollte nach dem Wiederauswaschen von Ammoniumchlorid zu einer Abnahme
der Fluoreszenzintensitit BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel unter das Niveau der Basislinie
fihren. In Einzelfillen war dieser Effekt zwar zu beobachten, jedoch lag die
durchschnittliche Fluoreszenzintensitat nach dem Auswaschen von NH4Cl auf gleichem
Niveau der Baseline (Abb. 4.13 A). Dies deutet darauf hin, dass es innerhalb des relativ
kurzen Zeitraums, in dem die Zellen mit NH4ClI {iberspiilt wurden, zu keiner wesentlichen
Saurebeladung der Vesikel gekommen war. Es ist also davon auszugehen, dass vor allem
methodische Unterschiede zu den verschiedenen bestimmten pH-Werten gefiihrt haben.
Nichtsdestotrotz konnten beide Methoden eine signifikante Veranderung des vesikularen
pH-Wertes durch den Knock-down von CAPS1 zeigen. Um zu untersuchen ob die
beobachteten Veranderungen des vesikuldren pH-Wertes auf Verdnderungen des inneren
pH-Wertes der Zelle zuriickzufiihren sind, wurden erneut pH-Titrationsexperimente mit
zytosolisch lokalisiertem GFP als intrinsischen pH-Indikator durchgefiihrt (Abb. 4.15).
Dabei wurde kein Einfluss des Knock-downs von CAPS1 auf den zytosolischen pH-Wert
gefunden. Der im Zytosol von dendritischen Regionen bestimmte pH-Wert ergab dabei
ahnliche Werte wie die Messung des zytosolischen pH-Wertes in hippokampalen Neuronen

mit Hilfe des pH-Indikators BCECF (Svichar et al.,, 2011). Lediglich am Soma wurde ein
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geringfligig saurerer pH-Wert gemessen. Dies lasst sich damit begriinden, dass besonders
am Soma ein Teil der gemessen Fluoreszenz von GFP aus dem Golgi-Apparat oder
endoplasmatischen Retikulum stammen konnte, welche einen saureren pH-Wert als das
Zytosol aufweisen (Wu et al., 2001). Der spezifische Effekt des CAPS1-Knock-downs auf den
vesikularen pH-Wert, deutet auf eine neue, bisher noch nicht beschriebene Funktion von
CAPS1 in der Reifung sekretorischer Granula hin. Dabei kénnte dieser Sachverhalt eine
Erklarung fiir die in Chromaffinzellen von CAPS1-Knock-out-Tieren beobachtete, reduzierte
Beladung sekretorischer Granula mit Monoaminen / Catecholaminen geben (Speidel et al.,
2005, Brunk et al., 2009). Da vesikuldre Monoamintransporter (vMAT) den durch die v-
Typ-ATPase bereitgestellten Protonengradienten nutzen, um Monoamine vom Zytosol in
sekretorische Granula zu transportieren (Henry et al.,, 1994), konnte eine Erhéhung des
vesikularen pH-Wertes in diesen Zellen aus CAPS1-Knock-out-Tieren zu einer verringerten
Beladung der Vesikel mit Monoaminen gefiihrt haben.

Die pH-Wertverdnderung sekretorischer Granula in CAPS1-Knock-down Zellen deutet
darauf hin, dass CAPS1 an der Regulation des sekretorischen pH-Wertes entweder direkt
oder indirekt beteiligt ist. Die direkte Regulation des pH-Wertes setzt jedoch eine
Interaktion von CAPS1 mit der v-Typ-ATPase voraus. Da flir synaptischen Vesikeln bereits
mehrere Interaktionen der Vo-Untereinheit der v-Typ-ATPase mit Exozytose-relevanten
SNARE-Proteinen gezeigt wurden (Galli et al., 1996; Di Giovanni et al,, 2010), konnten
potentiell auch Priming-Faktoren wie CAPS1 eine solche Interaktion aufweisen. Um dies zu
tiberpriifen, wurden FRET-Experimente nach Konig und Kollegen (Konig et al.,, 2006)
durchgefiihrt (siehe 4.6). Dabei wurde mit Hilfe von Primar- und Cy2- bzw. Cy3-
gekoppelten Sekundarantikorpern ein FRET-Signal zwischen CAPS1 und der v-Typ-ATPase
bestimmt (Abb. 4.16 B). FRET zwischen zwei Fluorophoren ist abhdngig von deren
rdumlicher Nahe zueinander und nimmt mit zunehmender Entfernung drastisch ab. Dabei
gibt der Forsterradius den Abstand zweier Fluorophore an, bei dem noch 50 % des
Energietransfers beobachtet werden kann. Da der Forsterradius fiir das FRET-Paar Cy2-Cy3
5-6 nm betriagt (Zhao et al., 2010), deutet das Ergebnis der FRET-Messungen auf den
ersten Blick auf eine Raumliche Nahe von CAPS1 und der v-Typ-ATPase hin. Da jedoch die
Verwendung von Primar- und Sekundarantikorpern die Grof3e des am FRET beteiligten

Gesamtkomplexes ausweitet, ist es moglich, dass die beobachtet FRET-Signale nicht auf
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Grund einer direkten Interaktion zu Stande kamen. Es ist bekannt, dass CAPS1 iiber eine C-
terminale Domanen an sekretorische Granula assoziieren kann (Grishanin et al., 2002).
Daher ist denkbar, dass nicht die an bzw. in der Vesikelmembran sitzenden Proteine CAPS1
und v-Typ-ATPase, jedoch die an sie gebunden, Cy2- und Cy3-gekoppelten
Sekundarantikorpern in ausreichend raumlicher Nahe waren, um ein FRET Signal zu
erzeugen. Letztendlich ist mit diesem experimentellen Ansatz auch nicht auszuschliefden,
dass die Primarantikérper untereinander unspezifische Bindungen zueinander aufgewiesen
haben koénnten. Deshalb sind, um eine Interaktion von CAPS1 und der v-Typ-ATPase
definitiv nachweisen zu kénnen, weitere Experimente wie Koimmunprazipitationsstudien
oder Pulldown-Versuche notwendig.

Da Veranderungen des intravesikuliren pH-Werts potentiell die Haufigkeit von
Vesikelfusionsereignissen und die Menge der Ausschiittung sekretorischer Proteine
beeinflusst haben konnte (Poea-Guyon et al., 2013), wurden Untersuchungen des Einfluss
des pH-Wertes auf die Exozytose BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel mit Hilfe von
Bafilomycin und NH4Cl durchgefiihrt (Abb. 4.17). Es konnte dabei gezeigt werden, dass
unter pH-neutralisierenden Bedingungen der Einfluss des CAPS1-Knock-downs auf die
Haufigkeit von Fusionsereignissen sowie die Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen
Vesikeln erhalten blieb. Die Applikation von NH4Cl fiihrte zwar anders als die Applikation
von Bafilomycin zu einer drastischen Reduktion der Haufigkeit von Fusionsereignissen
bereits unter Kontrollbedingungen. Jedoch wurde die Anzahl an Fusionsereignissen nach
Knock-down von CAPS1 noch wesentlich stiarker herabgesetzt als unter
Kontrollbedingungen. Dies deutet auf einen Einfluss der NH4Cl-Applikation auf die Fusion
von Vesikeln an sich hin. Einen ahnlichen kontrdren Einfluss von Bafilomycin und
Ammoniumchlorid auf die Sekretion wurde bereit in einer anderen Studie beschrieben
(Poea-Guyon et al., 2013). Die Autoren gingen hier davon aus, dass eine Erhohung des
vesikularen pH-Wertes eine Konformationsanderung der Vo-Untereinheit der v-Typ-ATPase
bewirkt. Dabei soll eine fiir die Exozytose von Vesikeln essentielle Interaktion der v-Typ-
ATPase mit den SNARE-Proteinen gestort werden. Da Bafilomycin jedoch direkt an der v-
Typ-ATPase bindet, soll unabhdngig vom intravesikularen pH-Wert die Exozytose-
fordernde Konformation stabilisiert worden sein. Ein andere mogliche Erklarung fiir dieses

Phanomen ware aber auch, dass der intravesikulire pH-Wert keinen Effekt auf die
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Exozytose hat, jedoch durch die Applikation von NH4Cl die Anwesenheit von NHz im Zytosol
der Zellen, und die damit verbundene Veranderung des pH-Wertes im Zytosol, die Funktion
der zytosolisch exponierten Exozytose-relevanten Proteine negativ beeinflusst haben
konnte.

Neben der Haufigkeit von Fusionsereignissen war auch die Menge des ausgeschiitteten
BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln unter pH-neutralisierenden Bedingungen durch
Applikation von Bafilomycin oder NH4Cl nach Knock-down von CAPS1 reduziert (Abb.
4.18). Somit konnte die akute Neutralisation des vesikuldaren pH-Wertes nicht die Defizite
in der Ausschiittung aus einzelnen Vesikeln, die bereits unter nicht-pH-neutralisierenden
Bedingungen beobachtet wurden (siehe Abb. 4.10 D und Abb. 4.11 C), ausgleichen. Dies
spricht dafiir, dass die Veranderung des vesikularen pH-Wertes in CAPS1-Knock-down
Zellen nicht direkt ursichlich fiir die Defizite in der Ausschiittung von BDNF-GFP aus
sekretorischen Granula in CAPS1-Knock-down-Zellen verantwortlich ist. Allerdings ist nicht
auszuschliefden, dass Langzeit-Effekte des veranderten pH-Wertes einen indirekten Einfluss
auf Menge des ausgeschiitteten BDNF-GFPs hatten. So ist es moglich, dass die
physiologische Prozessierung von BDNF-GFP durch den verdnderten pH-Wert beeinflusst
wurde. Da fiir die Prozessierung von pro-BDNF zu maturen BDNF durch pro-
Proteinkonvertasen der sauren pH-Wert sekretorischer Vesikel eine wichtige Rolle spielt
(Zhou et al,, 1999, Lessmann & Brigadski, 2009), ist es denkbar, dass im Fall des CAPS1-
Knock-downs durch die Neutralisation des vesikuldren pH-Wertes vermehrt pro-BDNF in
den Vesikeln akkumuliert. Pro-BDNF ist grofler als matures BDNF und kann durch die
Anwesenheit der pro-Domane potentiell mehr Wechselwirkungen mit anderen Proteinen
der Vesikelmatrix eingehen als matures BDNF. Da die Grofie und Wechselwirkungen
sekretierter Proteine die Sekretionsrate verdndern (Barg et al.,, 2002; Taraska et al,,
2003; Brigadski et al., 2005; de Wit et al., 2009), konnte somit die Verringerung der
BDNF-GFP-Ausschiittung unter CAPS1-Knock-down-Bedingungen erkldart werden.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die akute Neutralisation des vesikularen pH-Wertes
die CAPS1-abhangigen Defizite in der Fusion einzelner Vesikel wie auch der Ausschiittung
von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln nicht auszugleichen vermochte. Damit stellte die
Erhohung des vesikularen pH-Wertes nach CAPS1-Knock-down keine direkte Ursache fir

die verminderte Exozytoseleistung in CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen dar.
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5.3 Ausschiittung von BDNF aus Zellen transgenen Ursprungs

Neben der Untersuchung des Einfluss von CAPS1 auf die Ausschiittung von Neurotrophinen,
wurde auch die Ausschiittung von BDNF in verschiedenen transgenen Mausmodellen
untersucht. Dabei wurden zundchst neuronal differenzierte, embryonale Stammzellen
untersucht, die einen Knock-in von BDNF in den Rosa26 Lokus aufwiesen (4.9.1). Diese
Zellen waren in morphologischen und elektrophysiologischen Parametern priméren
neuronalen Zellkulturen sehr dhnlich (Leschik et al., 2013). Obwohl in diesen Zellen die
Fluoreszenzintensitat BDNF-GFP-beinhaltender sekretorischer Granula wesentlich geringer
war als die von BDNF-GFP-transfizierten Neuronen, konnten auch hier mit Hilfe von
Bromphenolblau Einzelvesikelfusionsereignisse beobachtet werden (Abb. 4.20). Auch die
Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen sekretorischen Granula konnte visualisiert
werden (Abb. 4.21). Somit stellt dieses Zellmodell eine neue, bisher noch nicht
beschriebene Methode dar, die Ausschiittung von BDNF-GFP in sich neuronal
differenzierenden Neuronen zu untersuchen. BDNF-GFP-exprimierende embryonale
Stammzellen sind somit ein interessantes Untersuchungsobjekt fiir Zelltransplantations-
und Zelldifferenzierungsstudien. Dabei konnte die Lokalisation oder biologische Wirkung
des ausgeschiitteten BDNFs aus diesen Stammzellen oder davon abgeleiteten Zellen in vivo
untersucht werden.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde jedoch auch die Funktionalitit der BDNF-GFP-
Ausschiittung sekretorischer Granula aus primdren hippokampalen Neuronen von
homozygoten und heterozygoten BDNF-GFP-Knock-in-Tieren charakterisiert (4.9.2). Im
Gegensatz zu den bereits beschrieben embryonalen Stammzellen mit BDNF-GFP-Knock-in
in den Rosa26-Lokus, wurde hier BDNF-GFP in den endogenen BDNF-Lokus eingefiigt.
Dadurch sollte die Expression von BDNF-GFP auf dem physiologischen Expressionsniveau
gewihrleistet werden und somit potentielle Artefakte der Uberexpression
(Falschlokalisation, erh6éhte Anzahl der sekretorischen Granula) von BDNF-GFP in
transfizierten hippokampalen Neuronen umgangen werden. Insgesamt hatten Neurone von
BDNF-GFP-Knock-In-Mausen ein ahnliches Verteilungsmuster von BDNF-GFP wie BDNF-
GFP-transfizierte Neurone. Es waren keine Veranderungen in der Dichte und der Verteilung
einzelner sekretorischer Granula zu erkennen, jedoch war die Fluoreszenzintensitit

einzelner BDNF-GFP-beinhaltender Vesikel in hippokampalen Neuronen von BDNF-GFP-



Kapitel 5 - Diskussion 119

Knock-in-Tieren wesentlich geringer. Ungeachtet dessen konnten auch in hippokampalen
Neuronen von homozygoten und  heterozygoten @ BDNF-GFP-Knock-in-Tieren
Vesikelfusionsereignisse sekretorischer Granula in Anwesenheit von Bromphenolblau
(Abb. 4.23) und die Ausschittungkinetik von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln (Abb.
4.24) gemessen werden. Dabei wiesen homozygote und heterozygote Bedingungen keine
Unterschiede auf. Dariiber hinaus waren die Haufigkeit von Fusionsereignissen und die
Kinetik der BDNF-GFP-Ausschiittung aus einzelnen Vesikel vergleichbar zu BDNF-GFP-
transfizierten hippokampalen Neuronen. Das transgene BDNF-GFP-Mausmodell stellt somit
eine innovative Moglichkeit dar, die Lokalisation und die Ausschiittung von BDNF unter
physiologischen Expressionsbedingungen zu untersuchen.

Neben transgenen Zellen, die durch einen Knock-in von BDNF-GFP genetisch modifiziert
waren, wurde auch die Ausschiittung von BDNF aus BDNF-GFP-transfizierten
hippokampalen Neuronen von transgenen 5x FAD Mausen untersucht (4.9.3). Dieses
Alzheimermausmodell exprimiert mutiertes Amyloid-Precurser Protein und Presenilinl
unter dem Thy1l Promotor und fiihrt auch in jungen Tieren bereits zum Alzheimerphanotyp
(Oakley et al, 2006). Im Vergleich zu Wildtyp-Neuronen wurden jedoch keine
Veranderungen in der Anzahl von Fusionsereignissen oder der Kinetik der Ausschiittung
von BDNF-GFP festgestellt (Abb. 4.25). Dies deutet darauf hin, dass die in diesen Tieren
Alzheimer-verursachenden Mechanismen keinen Einfluss auf die Ausschiittung von BDNF-
GFP hatten. Da fir die Kultivierung primarer hippokampaler Neurone relativ junge Tiere
(P1-P3) verwendet werden mussten und diese bereits nach 11-13 d in Kultur vermessen
wurden, konnte die kurze Inkubationszeit fiir das Ausbleiben mogliche Defizite in der
Ausschiittung von BDNF-GFP induziert durch den Alzheimerphénotyp verantwortlich sein.
Zusammenfassend wurde jedoch keine Abhdngigkeit der BDNF-GFP-Sekretion von den

Faktoren im 5xFAD Mausmodell gefunden, die die Alzheimerkrankheit begilinstigen.
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6 Zusammenfassung

Das Neurotrophin BDNF (brain-derived neurotrophic factor) ist ein wichtiger Regulator fiir
eine Vielzahl von Funktionen im Gehirn, wie die neuronale Entwicklung und die
synaptische Plastizitit. BDNF wird in sekretorischen Granula der Zelle verpackt,
transportiert und aktivititsabhdngig ausgeschiittet. Die molekularen Mechanismen
aktivitatsabhangiger, neuronaler Ausschiittungsprozesse wurden vor allem an der
Exozytose synaptischer Vesikel untersucht, jedoch sind die molekularen Mechanismen der
Exozytose sekretorischer Granula in Neuronen noch weitgehend unverstanden.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Funktion des Exozytose-relevanten Priming-
Faktors CAPS1 (Calcium-dependent activator protein for secretion) wahrend der
Ausschiittung von BDNF aus primdren hippokampalen Neuronen der Maus untersucht.
CAPS1 war hauptsachlich im Zytosol des Somas und der Dendriten lokalisiert, konnte
jedoch auch kolokalisiert mit prasynaptischen Boutons des Axons gefunden werden. Mittels
RNA-Interferenz-auslésenden shRNA-Plasmiden konnte die Expression von CAPS1
erfolgreich herunterreguliert werden. Anschlief}end wurden die Konsequenzen dieses
Knock-downs von CAPS1 sowohl auf die Ausschiittung von synaptischen Vesikeln, als auch
die Ausschiittung von Neurotrophinen untersucht. Mit Hilfe der FM-Entfarbetechnik konnte
dabei eine signifikante Reduktion der Ausschiittung von Neurotransmittern aus
synaptischen Boutons von CAPS1-shRNA-transfizierten Neuronen beobachtet werden. Die
Ausschiittung von Neurotrophinen wurde mit Hilfe von fiir BDNF-GFP-kodierenden
Plasmiden untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass sowohl die Anzahl an
Vesikelfusionsereignissen, als auch die Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen Vesikeln
nach Knock-down von CAPS1 signifikant reduziert war. Diese Defizite traten unabhangig
von der bereits beobachteten Reduktion der Neurotransmitterausschiittung auf, da
Experimente in Anwesenheit synaptischer Blocker ein ahnliches Ergebnis lieferten.
Interessanterweise zeigte die Kinetik der BDNF-GFP-Ausschiittung aus einzelnen
sekretorischen Granula in CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen einen signifikant geringeren
transienten Anstieg der pH-sensitiven GFP-Fluoreszenz, der durch die Neutralisation des
vesikuldren pH-Wertes nach Fusionsporenéffnung induziert wurde. Dies deutete auf einen

verdanderten pH-Wert der fusionierenden sekretorischen Granula in CAPS1-Knock-down-
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Zellen hin. Der pH-Wert sekretorischer Granula wurde daher durch zwei Messmethoden
bestimmt und eine signifikante Erhohung des intravesikularen pH-Wertes sekretorischer
Granula in CAPS1-shRNA-transfizierten Zellen beobachtet. Dabei blieb jedoch der
zytosolische pH-Wert am Soma und in Dendriten nach Knock-down von CAPS1 unverandert.
Um einen moglichen Einfluss des nach CAPS1 Knock-down verdanderten vesikuldren pH-
Wertes auf die Fusion von Vesikel und die Ausschiittung von BDNF-GFP aus einzelnen
Vesikeln zu untersuchen, wurden die entsprechenden Experimente unter Bedingungen
wiederholt, bei denen der vesikuldre pH-Wert akut vor der Stimulation der Exozytose
neutralisiert wurde. Auch hier zeigte der Knock-down von CAPS1 dhnliche Defizite wie
unter nicht-pH-neutralisierenden Bedingungen, weshalb ein mdglicher Einfluss des nach
Knock-down von CAPS1 veranderten pH-Wertes auf die Exozytose von sekretorischen
Granula nicht bestétigt werden konnte.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass CAPS1 ein wichtiger Faktor sowohl fiir die
Exozytose Neurotransmitter-beinhaltender synaptischer Vesikel als auch die Exozytose
Neurotrophin-beinhaltender sekretorischer Granula ist. Jedoch scheint CAPS1 zusatzlich
eine bisher noch nicht beschriebene Funktion in der Regulation des pH-Werts
sekretorischer Granula zu haben. Der Einfluss von CAPS1 auf den vesikuldaren pH-Wertes
sekretorischer Granula konnte eine Erklarung fiir die in Chromaffinzellen beobachteten

Catecholaminen- bzw. Monoaminen-Beladungsdefizite in CAPS1-Knock-out Tieren geben.
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7 Abstract

The neurotrophin brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is an important regulator of a
variety of brain functions including neuronal development and synaptic plasticity. The
protein is stored in secretory granules and released in an activity-dependent manner. The
molecular mechanisms of activity-dependent neuronal secretion processes were mainly
investigated for the exocytosis of synaptic vesicles. However, the molecular mechanisms of
secretory granule exocytosis in neurons remained largely elusive.

In the present study the function of exocytosis-relevant priming factor CAPS1 (Calcium-
dependent activator protein for secretion) on different types of secretion processes were
investigated in primary hippocampal neurons from mice. CAPS1 was mainly localized in the
cytosol of soma and dendrites but could also be found in pre-synaptic boutons of the axon.
The expression of CAPS1 was successfully reduced by RNA interference using a CAPS1-
shRNA plasmid. Thereafter, the consequences of CAPS1 knockdown on either the exocytosis
of synaptic vesicles or the secretion of neurotrophins were monitored. A significant
reduction of neurotransmitter release from pre-synaptic boutons was observed in CAPS1-
shRNA transfected neurons using FM-destaining technique. The secretion of neurotrophins
was monitored using BDNF-GFP expressing plasmids. Thereby, a significant reduction of
the incidence of vesicle fusion events as well as the release of BDNF-GFP from single
secretory granules could be measured in CAPS1 knockdown cells. These deficits occurred
independently of CAPS1 knockdown-induced reduction in neurotransmission as
experiments in the presence of synaptic blockers revealed the same results. Interestingly,
the kinetics of BDNF-GFP release from single secretory granules of CAPS1-shRNA
transfected neurons showed a significant reduction in the transient increase of pH-sensitive
GFP fluorescence after the neutralization of vesicular pH by fusion pore opening. This effect
indicated a changed pH value of secretory granules under CAPS1 knockdown conditions.
The pH value of secretory granules was then measured using two different methods and a
significant increase of vesicular pH in secretory granules could be observed after CAPS1
knockdown. However, cytosolic pH of somatic and dendritic regions was unaffected by
CAPS1 knockdown. To investigate a potential influence of the CAPS1 knockdown-induced

change in vesicular pH value on vesicle fusion and release of BDNF-GFP from single
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secretory granules, experiments were repeated under conditions where the vesicular pH
was acutely neutralized before stimulation. Again, CAPS1 knockdown caused similar
deficits as observed under non-pH-neutralizing conditions. Therefore a potential direct
influence of CAPS1 knockdown-induced change in vesicular pH value on exocytosis of
secretory granules could be ruled out.

The results of the present study show that CAPS1 is an important factor for the exocytosis
of neurotransmitter-containing synaptic vesicles as well as neurotrophin-containing
secretory granules. However, CAPS1 has a previously unrecognized function in regulating
vesicular pH of secretory granules. Thereby CAPS1 appears to act already upstream of
vesicle exocytosis. This new function of CAPS1 can potentially explain observations in
chromaffin cells of CAPS1 knockout animals where loading of secretory granules with

catecholamines and monoamines were impaired.
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