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Zusammenfassung

Das menschliche Gehirn ist ein Organ, das aufgrund seiner Komplexitit und
zelluldren Diversitdt noch am wenigsten verstanden ist. Eine der Ursachen dafiir
sind zahlreiche Herausforderungen in diversen neurobiologischen Bildgebungs-
verfahren. Erst seit der Erfindung der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie
ist es moglich, Strukturen unterhalb der Beugungsgrenze zu visualisieren und
somit eine maximale Auflésung von bis zu 20 nm zu erreichen. Zusétzlich hiangt
die Fihigkeit, biologische Strukturen aufzuldsen, von der Markierungsgroe und
-dichte ab. Derzeit ist die hiaufigste Methode zur Proteinfirbung die indirekte
Antikorperfirbung, bei der ein Fluorophor-markierter Sekundirantikorper an
einen Epitop-spezifischen Primirantikorper bindet. Dabei kann der Abstand von
Zielstruktur und Fluorophor bis zu 30 nm betragen, was eine Auflésungsvermin-
derung zur Folge haben kann. Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit alterna-
tive Markierungsmethoden getestet, um postsynaptische Proteine sichtbar zu
machen.

Zunichst wurde der postsynaptische N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor
mit Hilfe konventioneller indirekter Antikérperfirbung markiert. Hier war die
NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors von besonderem Interesse, da diese in
der Autoimmunerkrankung Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis involviert ist.
Patienten dieser seltenen Krankheit bilden Autoantikorper gegen die NRI1-
Untereinheit, wodurch ein schneller reversibler Verlust der NMDA-Rezeptoren
auf der Postsynapse induziert wird. Wichtige Informationen kénnen nicht mehr
ausreichend weitergegeben werden, was psychiatrische und neurologische
Storungen zur Folge hat. In dieser Arbeit wurden sowohl kommerzielle NR1-
Antikorper, als auch rekombinante monoklonale NR1-Antikérper von Patienten
mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis getestet. In konfokalen und in hochaufge-
losten SIM- (engl. structured illumination microscopy) und dSTORM- (engl. di-
rect stochastic optical reconstruction microscopy) Messungen konnten
kommerzielle NR1-Antikorper keine erfolgreichen Farbungen erzielen. Dagegen
erwiesen sich die rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikorper als sehr



spezifisch, sowohl in primidren Neuronen als auch im Hippocampus von murinen
Gehirnschnitten und lieferten gute Kolokalisationen mit dem postsynaptischen
Markerprotein Homer.

Um die optische Auflésung zu verbessern, wurde eine neue Markierungs-
methode mit sog. ,,Super-Binde-Peptiden* (SBPs) getestet. SBPs sind modifizierte
Peptide, die erhohte Affinititen und Spezifititen aufweisen und mit einer Grofie
von ~ 2,5 nm wesentlich kleiner als Antikérper sind. In dieser Arbeit bestitigte
sich ein kleines hochspezifisches SPB, das an den Fluoreszenzfarbstoff Tetra-
methylrhodamin (TMR) gekoppelt ist, als effektiver Marker fiir das Ankerprotein
Gephyrin. Gephyrin ist fiir die Lokalisation und Verankerung einiger postsynapti-
scher Rezeptoren zustindig, indem es sie mit dem Cytoskelett der Zelle verbindet.
SIM-Messungen in primidren Neuronen zeigten eine bessere Clusterreprisenta-
tion bei der Farbung von Gephyrin mit SBPs, als mit Antikdrperfirbung. Zusitz-
lich wurden Kolokalisationsanalysen von Gephyrin zusammen mit dem inhibito-
rischen prisynaptischen vesikuliren GABA-Transporter VGAT durchgeftihrt.

Eine weitere Farbemethode stellte die bioorthogonale Click-Farbung durch die
Erweiterung des eukaryotischen genetischen Codes (engl. genetic code expansion,
GCE) dar. Dabei wurde eine unnatiirliche, nicht-kanonische Aminosdure (engl.
non-canonical amino acid, ncAA) ins Zielprotein eingebaut und in Kombination
mit der Click-Chemie ortsspezifisch mit organischen Tetrazin-Farbstoff-Konjuga-
ten angefirbt. Organische Fluorophore haben den Vorteil, dass sie mit einer Grofle
von 0,5 — 2 nm sehr klein sind und damit die nattirlichen Funktionen der Proteine
in der Zelle kaum beeinflussen. In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt,
dass der tetramere postsynaptische NMDA-Rezeptor durch die Amber-Supres-
sionsmethode bioorthogonal angefirbt werden konnte. Aus sieben verschiedenen
Amber-Mutanten der NR1-Untereinheit stellte sich die Y392TAG-NR1-Mutante
als diejenige mit der besten Proteinexpression, Firbeeffizienz und Rezeptorfunk-
tionalitiat heraus. Dies konnte durch Fluoreszenzmikroskopie- und Whole-Cell
Patch-Clamp-Experimenten gezeigt werden. Die bioorthogonale Click-Firbung
durch GCE eignete sich fiir die Farbung des NMDA-Rezeptors in verschiedenen
Zelllinien, mit unterschiedlichen Tetrazin-Farbstoff-Konjugaten und fiir Lebend-
zellexperimente. In dSTORM-Messungen erwies sich das Tetrazin-Cy5-Farbstoff-
Konjugat als ideal aufgrund seiner GrofB3e, Photostabilitit, Helligkeit und seines
geeigneten Blinkverhaltens, sodass eine homogene NMDA-Rezeptorverteilung auf
der Zellmembran gezeigt werden konnte. NR1-Antikérperfairbungen wiesen dage-
gen starke Clusterbildungen auf. Die Ergebnisse konnten belegen, dass kleinere
Farbstoffe eine deutlich bessere Zuginglichkeit zu ihrem Zielprotein haben und
somit besser fiir die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie geeignet sind.



Summary

Due to its complexity and cellular diversity, the human brain is an organ which
is poorly understood. In particular, there are numerous challenges in different
neurobiological imaging processes. The advent of super-resolution fluorescence
microscopy, where a maximal optical resolution of up to 20 nm is achievable, made
it feasible to visualize structures beyond the diffraction limit. The ability to resolve
biological structures is further dependent on the labeling size and density. Cur-
rently, indirect antibody staining is the most common method for protein labeling.
Thereby, a fluorophore marked secondary antibody binds an epitope specific
primary antibody. Consequently, the off-distance between target structure and
fluorophore can be up to 30 nm, which could provoke a decrease of resolution. As
a result, alternative labeling methods were tested in this work to visualize postsyn-
aptic proteins.

Initially, labeling of the postsynaptic N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor
was performed with conventional indirect antibody staining. Here, the NRI1
subunit of the NMDA receptor was of special interest because it is involved in the
autoimmune disease of Anti-NMDA receptor encephalitis. Patients of this rare
disorder produce autoantibodies against the NR1 subunit, which induces a fast
and reversible reduction of NMDA receptors on the postsynapse. Important
synaptic information cannot be transferred sufficiently which results in
psychiatrical and neurological deficiencies. In this work commercial NRI1
antibodies as well as recombinant monoclonal NR1 antibodies from patients with
Anti-NMDA receptor encephalitis were tested. In confocal and super-resolved SIM
(structured illumination microscopy) and dSTORM (direct stochastic optical
reconstruction microscopy) measurements the commercial NR1 antibodies could
not obtain a successful staining. In contrast, recombinant monoclonal NR1 patient
antibodies turn out to be very specific, both in primary neurons and in the
hippocampus of murine brain slices. Additionally, they show perfect colocalization
together with the postsynaptic marker protein Homer.
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To further improve the optical resolution, a new labeling method was tested
with so called “super-binding peptides” (SBPs). SBPs are modified peptides with
enhanced affinity and specificity. With a size of ~ 2.5 nm, they are much smaller
than antibodies. In this work a small, highly specific SBP, coupled to the fluores-
cent dye tetramethylrhodamine (TMR), turned out to be an efficient marker for
the postsynaptic anchor protein gephyrin. Gephyrin is responsible for the
localization and anchoring of postsynaptic receptors by connecting them with the
cytoskeleton of the cell. SIM measurements in primary neurons showed better
cluster representation of gephyrin stained with SBPs than with antibody staining.
In addition, colocalization analysis of gephyrin together with the inhibitory presyn-
aptic vesicular GABA transporter VGAT was performed.

Another staining method was the bioorthogonal click chemistry by the eukary-
otic genetic code expansion (GCE). Thereby, an unnatural, non-canonical amino
acid (ncAA) is incorporated into the target protein and click-labeled site-
specifically with an organic tetrazine dye conjugate. Organic dyes are very small
with a size of only 0.5 — 2 nm and barely influence the natural function of proteins
within the cell, which is beneficial for super-resolution microscopy. In this work,
tetrameric postsynaptic NMDA receptors were bioorthogonally labeled via the
amber suppression method for the first time. From a series of seven different
amber mutants of the NR1 subunit, the Y392TAG mutant was the one with the
best protein expression, labeling efficiency and receptor functionality, as shown by
fluorescence microscopy and whole-cell patch clamp experiments. The bioortho-
gonal click staining by GCE was suitable for the NMDA receptor staining in differ-
ent cell lines, with various tetrazine dye conjugates and for live-cell experiments.
In dSTORM measurements the tetrazine-Cy5 dye conjugate was ideal because of
its size, photostability, brightness and appropriate blinking behavior. Accordingly,
a homogenous NMDA receptor distribution on the cell membrane was observed.
In contrast, NR1 antibody staining showed big cluster formation. The results show
that small labels have a better accessibility to its target and are therefore much
more suitable for super-resolution microscopy.
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1 Einleitung

Schon seit sehr langer Zeit ist es ein Menschheitstraum kleine Dinge grof3 zu
sehen. Somit war die Erfindung des Mikroskops revolutionir fiir die Biologiewis-
senschaften. Ende des 16. Jahrhunderts wurde das erste Mikroskop mit noch
relativ geringer VergroBerung in den Niederlanden von Hans und Zacharis
Janssen gebaut. Schon Anfang des 17. Jahrhunderts konnte Antoni van Leeuwen-
hoek mit seinem Mikroskop mit 300-facher Vergroerung Bakterien, Blut, Schim-
melpilze und einzellige Lebewesen betrachten und somit einen wesentlichen
Beitrag zu den Grundlagen der wissenschaftlichen Mikroskopie leisten (Mulisch
et al. 2015). Erst im Jahre 1873 fand Ernst Abbe heraus, dass die Auflosung der
Lichtmikroskopie durch die Beugung begrenzt ist und somit nicht besser sein
kann als die halbe Wellenlinge des einfallenden Lichts. Dies bedeutet eine
maximal erreichte laterale Auflésung von ~ 200 nm und axiale Auflésung von
~ 500 nm (Abbe 1873). Die Uberwindung der Beugungsgrenze stellte die Wissen-
schaft lange Zeit vor Herausforderungen. Erst in den 1990-er und 2000-er Jahren
wurde das Abbe-Limit erstmals durch drei neue Prinzipien der hochauflosenden
Fluoreszenzmikroskopie tiberwunden (Mulisch et al. 2015):

1. Hochauflésende Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie (engl. single-
molecule localization microscopy, SMLM)

2. Hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie mit Hilfe von strukturierter
Beleuchtung (engl. structured illumination microscopy, SIM)

3. Hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie mittels stimulierter Emissions-
Depletions-Mikroskopie (engl. stimulated emission depletion, STED)

Dadurch wurden neue Moglichkeiten geschaffen und es konnten neue Targets
mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer Verfahren erforscht werden. Mit einer
maximal erreichbaren Auflésung von bis zu 20 nm, die die Einzelmolekiil-Lokali-
sationsmikroskopie erlaubt, kann man nun die Organisation, Struktur und
Funktion verschiedenster kleinster zellulirer Bestandteile der unterschiedlichs-
ten Organe beobachten. Das Gehirn stellt dabei das Organsystem dar, dessen
zelluldre Zusammenhinge noch am wenigsten verstanden sind. Grund dafiir sind
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zahlreiche Herausforderungen fiir diverse neurobiologische Bildgebungsverfah-
ren, sowohl fiir die klassische Weitfeldmikroskopie als auch im hochauflésenden
Bereich (Lichtman und Denk 2011). So herrscht im Gehirn eine vergleichsweise
hohe zelluldre Diversitit vor, in der die morphologisch unterschiedlichsten
Nervenzellen existieren. Um zusammenhingende Funktionen bestimmter
Zelltypen einzuteilen, werden diese oft durch die Verwendung von Antikérpern
klassifiziert. Jedoch bleibt es nach wie vor sehr anspruchsvoll, in dickeres Gewebe
mikroskopisch vorzudringen. Zusitzlich tiberwiegt eine derart hohe Dichte an
sowohl synaptischer als auch extrasynaptischer Epitope innerhalb einer Nerven-
zelle, dass es oft zu unspezifischen Bindungen kommen kann. Synapsen dienen
der Signaliibertragung und der komplexen neuronalen Vernetzung an den Endi-
gungen von Axonen und Dendriten einer Nervenzelle. Dabei werden Pri- und
Postsynapse jeweils durch den synaptischen Spalt voneinander getrennt, der sich
mit einer GroBe von ~ 20 nm weit unterhalb der Auflosungsgrenze befindet.
Lediglich durch Verwendung hochauflésender Fluoreszenzmikroskopietechniken
ist es moglich pria- und postsynaptische Proteine voneinander zu unterscheiden
und sichtbar zu machen (Dani et al. 2010). In dieser Arbeit wurden die zwei
postsynaptischen Proteine NMDA-Rezeptor und Gephyrin untersucht, an denen
drei verschiedene Markierungsmethoden fiir die hochauflésende Fluoreszenzmik-
roskopie getestet wurden. Dabei wurde einerseits die Markierung des membran-
stindigen NMDA-Rezeptors durch klassische Antikérperfirbung optimiert und
mit Hilfe der hochauflosenden Mikroskopietechniken SIM und dSTORM analy-
siert. Um die optische Auflosung nochmals verbessern zu koénnen, wurden
deutlich kleinere Markierungsmoglichkeiten erprobt. So wurde die Verwendung
kleiner hochspezifischer sog. ,Super-Binde-Peptide“ fiir das intrazelluldre post-
synaptische Ankerprotein Gephyrin untersucht und mit kommerzieller
Antikorperfarbung verglichen. Dartiber hinaus wurde erstmals die Methode der
bioorthogonalen Click-Farbung durch die Erweiterung des eukaryotischen
genetischen Codes fiir die Markierung des NMDA-Rezeptors eingefiihrt, um
kleine organische Farbstoffe nutzen zu kénnen.



1.1 NMDA-Rezeptoren

1.1 NMDA-Rezeptoren

N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDAR) befinden sich auf der postsynapti-
schen Membran von Neuronen und gehéren zusammen mit den AMPA-
(engl. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) und Kainat-
Rezeptoren zu den ionotropen Glutamatrezeptoren. Sie sind vor allem im Hippo-
campus des Gehirns lokalisiert und haben wichtige Funktionen in der synapti-
schen Plastizitit und bei Lern- und Gedichtnisprozessen im zentralen
Nervensystem (Dingledine et al. 1999). Der Name des Rezeptors beruht auf
Laborexperimenten, bei denen die Bindung des, normalerweise nicht im Korper
vorkommenden, Agonisten N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) zur Aktivierung des
Rezeptors fiihrte (Watkins und Jane 2006). Der NMDA-Rezeptor selbst ist ein
Heterotetramer, der aus zwei obligatorischen Glycin-bindenden NRI1-Unter-
einheiten (auch GluN1 genannt) und zwei L-Glutamat-bindenden NR2-Unter-
einheiten (auch GluN2 genannt) besteht. Erst im spiaten 20. Jahrhundert wurde
die dritte Glycin-bindende NR3-Untereinheit (auch GluN3 genannt) entdeckt
(Low und Wee 2010). NR1 wird durch ein einziges Gen codiert, wobei die NR1-
mRNA acht verschiedene Splicevarianten aufweist. Die NR2-Untereinheit dage-
gen besitzt vier verschiedene Isoformen, die jeweils von unterschiedlichen Genen
codiert werden: NR2A, NR2B, NR2C und NR2D (Flores-Soto et al. 2012). NR3
wird durch die zwei Gene NR3A und NR3B codiert (Ciabarra et al. 1995; Nishi et
al. 2001). All diese Untereinheiten teilen sich eine gemeinsame Membranstruk-
tur, bei der die aminoterminale Domine (ATD) zur Kontrolle der Kanaléffnung
und Deaktivierungsgeschwindigkeit beitrédgt, die Ligand-Binde-Domine (LBD) fiir
die Bindung von Agonisten und Antagonisten zustindig ist, die transmembrane
Domine (TMD) den heterotetrameren Ionenkanal bildet und die carboxytermi-
nale Doméne (CTD) mit intrazelluliren Proteinen in der Postsynapse interagiert
(Karakas und Furukawa 2014; Furukawa et al. 2005) (Abbildung 1.1 A). Die
Aktivierung des Rezeptors ist sowohl spannungs- also auch Liganden-abhingig. Es
muss eine AMPA-Rezeptor-vermittelte Depolarisation der postsynaptischen
Membran stattfinden, wodurch der spannungsabhingige Magnesiumblock inner-
halb der Kanalpore entfernt wird (Abbildung 1.1 B). AuBerdem muss eine gleich-
zeitige Bindung von Glycin- bzw. D-Serin an die NRI1-Untereinheit und
L-Glutamat an die NR2-Untereinheit erfolgen. Glutamat wird hierbei als Neuro-
transmitter aktivititsabhingig von der Prisynapse freigegeben. Glycin dagegen
agiert als Modulator, der in der extrazellulidren Flissigkeit im synaptischen Spalt
vorliegt. Durch die Offnung des Kanals kann intrazellulires Kalium aus der Zelle
austreten und extrazellulires Natrium oder Kalzium einstrémen, wodurch weitere
intrazellulire enzymatische Signalkaskaden angekurbelt werden (Flores-Soto et
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al. 2012). Fehlfunktionen des Rezeptors konnen diverse neurodegenerativen
Erkrankungen auslésen. So fiithrt z.B. eine chronische Glutamat-Uberstimulie-
rung zu erhohten intrazelluliren Kalziumkonzentrationen, was eine sog. Exzito-
toxitit, eine Apoptose von Nervenzellen, hervorrufen kann. Dies kann eine
verstirkte Immunantwort und Schiadigung groBerer Hirnareale verursachen, was
u.a. zu Epilepsien, Hypoxie und Traumata fithrt (Dong et al. 2009). Durch die
Blockierung des Rezeptors konnen weitere Erkrankungen entstehen, wie
beispielsweise die Autoimmunkrankheit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis, bei
der korpereigene Autoantikorper den Rezeptor binden.

A NR1/ NR2B B

Na*/Ca?*

Glutamat

ATD Glycin
. NMDA

D-Serin

=================

Abbildung 1.1: Struktur und Funktion des NMDA-Rezeptors. (A) Kristallstruktur des
NMDA-Rezeptors mit zwei NR1- und zwei NR2B-Untereinheiten (violett und cyan) und
den markierten Doméinen: aminoterminale Domine (ATD), Ligand-Binde-Domine
(LBD) und transmembrane Doméine (TMD) (Protein-Datenbank PDB: 4PES5). (B) Die
Aktivierung des NMDA-Rezeptors erfolgt durch Depolarisierung der postsynaptischen
Membran, wodurch der Magnesiumblock (Mg?*) innerhalb der Pore entfernt wird.
Gleichzeitig muss die Bindung der Agonisten Glutamat bzw. NMDA an die NR2-
Untereinheit und Glycin bzw. D-Serin an die NR1-Untereinheit erfolgen. Dadurch kann
Natrium (Na*) und Kalzium (Ca?") in die Zelle einstrémen und Kalium (K*) austreten.



1.1 NMDA-Rezeptoren

1.1.1 Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis

Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist eine seltene Autoimmunerkrankung im
Gehirn, die erstmals im Jahre 2007 von Josep Dalmau et al. beschrieben wurde
(Dalmau et al. 2007). Hierbei produzieren Patienten sog. Autoantikérper, die an
die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors binden, wodurch ein schneller und
reversibler Verlust der NMDA-Rezeptoren auf der Postsynapse induziert wird. Der
verringerten Rezeptoranzahl liegt einer IgG-Autoantikérper-vermittelten Interna-
lisierung zugrunde, was dazu fiihrt, dass wichtige Informationen nicht mehr
ausreichend weitergegeben werden konnen (Dalmau et al. 2008). Da die Dichte
der NMDA-Rezeptoren im Hippocampus sehr hoch ist, treten besonders dort
Storungen auf. So leiden beispielsweise viele Betroffene unter Amnesie (Gedicht-
nisverlust) oder starken emotionalen Schwankungen. Uberwiegend junge Frauen
erkranken an Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis (80 % der Erkrankten sind
Frauen mit einem Durchschnittsalter von 22 Jahren), wobei es oft durch eine
Herpes-simplex-Enzephalitis oder einen Tumor, in den meisten Fillen einem
Eierstock-Teratom, ausgelost wird (Dalmau et al. 2019). Teratome sind angebo-
rene Keimzelltumore und konnen u.a. Nervengewebe enthalten. Dies konnte vom
Immunsystem als korperfremd eingestuft werden und eine Immunreaktion
hervorrufen, die sich auf das Gehirn ausweitet. Wie dabei die Blut-Hirn-Schranke
tiberwunden werden kann, ist allerdings noch weitestgehend unbekannt. Eine
operative Entfernung des Teratoms fiihrt in vielen Fillen zu einer Heilung der
Krankheit (Titulaer et al. 2013). Der Krankheitsverlauf beginnt anfangs hidufig mit
grippedhnlichen Symptomen, die in den nidchsten Wochen zu psychiatrischen
Symptomen wie Agitation, Halluzinationen, Wahn, Psychosen, Gedichtnisverlust,
Sprachstérungen und Schlaflosigkeit fiihren. In dieser Phase werden viele
Patienten in Psychiatrien tiberwiesen, in denen sie mit Psychopharmaka
behandelt werden, die die Ursache der Krankheit allerdings nicht bekdmpfen. Die
dritte Phase der Erkrankung geht mit Stérungen der Motorik wie Dyskinesie,
Herzrhythmusstérungen, Hyperventilation und Bewusstlosigkeit einher, was im
schlimmsten Fall zum Tod der Patienten fiihren kann (in 4 % der Fille) (Florance
et al. 2009; Dalmau et al. 2008). Diagnostiziert wird die Krankheit durch den
Nachweis NMDA-Rezeptor-spezifischer Autoantikérper im Serum oder Liquor.
Ubliche Untersuchungen wie Bluttests, MRT oder CT liefern oft keine eindeuti-
gen Befunde. Die Behandlung erfolgt durch Zugabe von Immunsuppressiva,
Plasmaaustausch und ggf. die Entfernung eines vorhandenen Tumors. Wird die
Krankheit friihzeitig erkannt und behandelt, kann eine vollstindige Genesung
erfolgen (Dalmau et al. 2011; Dalmau et al. 2019). Die genaue Ursache der Auto-
antikorper-Bildung bleibt weitestgehend ungewiss. Allerdings konnte das genaue
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Epitop der Autoantikérper auf der NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors nach-
gewiesen werden. Gleichman et al. konnten zeigen, dass Autoantikdrper von
Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis die Region N368/G369 auf der
aminoterminalen Domine der NR1-Untereinheit binden (Gleichman et al. 2012).
Die Effekte der IgG-Autoantikorper konnten ebenso im Tiermodell gezeigt
werden, indem Maiusen mittels osmotischer Kathederpumpen kontinuierlich
Patientenliquor zugefiihrt wurde und sie schlieflich auffillige Verhaltensmuster
aufwiesen, wie Gedichtnisstorungen, depressives Verhalten, Angst, Aggressivitit
und Bewegungsstorungen. Nachfolgende Gehirngewebeanalysen zeigten eine
erhohte Anzahl an NR1 gebundenen humanen IgG-Antikérpern, vor allem im
Hippocampus. AuBBerdem wurde eine verringerte Dichte synaptischer NMDA-
Rezeptoren festgestellt, ohne dass AMPA-Rezeptoren oder PSD-95 (engl. postsy-
naptic density protein 95) beeinflusst wurden (Planaguma et al. 2015). Mikasovo
et al. fanden 2012 heraus, dass durch Autoantikérper von Patienten mit Anti-
NMDA-Rezeptor-Enzephalitis die Interaktion zwischen Ephrin-Rezeptoren
(EphB2R) und NMDA-Rezeptoren gestort wird (Abbildung 1.2). EphB2-Rezepto-
ren sind Rezeptortyrosinkinasen auf der Postsynapse, die durch den Liganden
Ephrin B2 aktiviert werden und dadurch den NMDA-Rezeptor rekrutieren, indem
sie an der extrazelluliren Domidne der NR1-Untereinheit binden (Dalva et al.
2000). Diese Interaktion spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung der synap-
tischen Funktion und dem Transport von NMDA-Rezeptoren. Durch Autoantikor-
per-Bindung wird diese Interaktion gestort, was dazu fiithrt, dass NMDA-
Rezeptoren in den extrasynaptischen Bereich transportiert und von dort aus
internalisiert werden (Mikasova et al. 2012; Planaguma et al. 2016). So konnte an
Médusen eine Abnahme von NMDA- und EphB2-Rezeptoren festgestellt werden,
nachdem sie mit Patientenliquor behandelt wurden. Durch Zugabe des Liganden
Ephrin B2 konnten die pathogenen Effekte der Autoantikérper verhindert werden.
Die Méiuse zeigten in diesem Fall keine Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis
spezifischen Verhaltensmuster wie Gedichtnisstérung, Depression, usw. sowie
keinerlei Internalisierung von NMDA- und EphB2-Rezeptoren (Planaguma et al.
2016). Somit konnte der Ligand Ephrin B2 fiir eine neue mogliche Behandlungs-
methode der Krankheit eingesetzt werden. Seit der erstmaligen Entdeckung der
Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis im Jahre 2005 (Ances et al. 2005; Vitaliani et
al. 2005) konnten bereits einige Ursachen der Krankheit herausgefunden werden.
Jedoch bleiben weiterhin viele Fragen offen. So ist z.B. nach wie vor unklar, wie
genau die Autoantikorper die NMDA-Rezeptoren auf der Postsynapse beeinflussen
und sie zur Internalisierung bringen. In dieser Arbeit wurde die Bindung verschie-
dener pathogener Autoantikorper, die von Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis isoliert und aufgereinigt wurden, analysiert. Dabei sollte sowohl in
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Neuronen als auch in Gehirnschnitten herausgefunden werden, ob Patientenan-
tikorper die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors spezifischer binden als
kommerziell erhiltliche NR1-Antikorper.
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Abbildung 1.2: Hypothetisches Model zum Autoantikdrper-vermittelten pathogenen
Einfluss auf NMDA-Rezeptoren bei Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis Erkrankungen.
(A) Die Bindung des IgG-Autoantikorpers von Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis an die NR1-Untereinheit (violett) des NMDA-Rezeptors beeinflusst die
normale Interaktion des NMDA-Rezeptors mit Ephrin-Rezeptoren (EphB2R). Dadurch
wandern NMDA-Rezeptoren in den extrasynaptischen Bereich und werden internalisiert
(Dalmau et al. 2017). (B) Normalerweise, wenn keine Erkrankung vorliegt und somit
keine Autoantikérper gebildet wurden, wird EphB2R durch seinen Liganden Ephrin B2
aktiviert, was zur NR1-Bindung des NMDA-Rezeptors fiihrt.
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1.2 Gephyrin

Die postsynaptischen Chloridkanile y-aminobutyric acid type A-Rezeptoren
(GABAAR) und Glycin-Rezeptoren (GlyR) werden durch die Neurotransmitter
GABA (engl. y-aminobutyric acid) und Glycin aktiviert und bewirken somit eine
schnelle synaptische Inhibierung. Beide inhibitorischen (hemmenden) Rezepto-
ren werden durch das Ankerprotein Gephyrin mit dem Cytoskelett der Zelle
verankert und geclustert. Somit bestimmt Gephyrin die akkurate Lokalisation und
stabilisiert GABAs- und Glycin-Rezeptoren in der Postsynapse, indem sie mit der
Cytoskelettkomponenten Actin verbunden werden (Tyagarajan und Fritschy 2014;
Kim et al. 2006). Im Allgemeinen sind Ankerproteine fiir die Organisation,
Struktur, Funktion und Plastizitit von Synapsen zustindig und ermoglichen eine
schnelle, strukturelle und funktionale Adaption an Verinderungen in der
Netzwerkaktivitit. So stellt die analoge Komponente zu Gephyrin das Ankerpro-
tein PSD-95 dar, das u.a. fur die Organisation von NMDA-Rezeptoren auf
excitatorischen (erregenden) Synapsen zustindig ist. Die exakte Funktion von
Gephyrin in GABAergen und glycinergen Synapsen ist weitestgehend unbekannt.
Wahrscheinlich weist Gephyrin eine hoéhere Interaktionsaffinitit zu Glycin-
Rezeptoren als zu GABAs-Rezeptoren auf. Moglicherweise interagieren nur
diejenigen GABAs-Rezeptoren mit Gephyrin, die eine al-, a2- oder a3-Unterein-
heit besitzen (Maric et al. 2011; Tyagarajan und Fritschy 2014). Welche Rolle
Gephyrin jedoch genau beim Clustern von GABAs-Rezeptoren spielt, ist noch
ungeklirt. Mittlerweile konnten einige Bindungspartner von Gephyrin identifiziert
werden, so z.B. Neuroglin-2 und Collybistin, die hauptsdchlich fiir das Gephyrin-
Clustern zustindig sind. Dynein, GABARAP (engl. GABA4 receptor-associated
protein), CDC42 (engl. cell division control protein 42), Profilin und Rapamycin
ermoglichen wahrscheinlich die Bindung des Cytoskeletts und weiterer Motorpro-
teine (Tyagarajan und Fritschy 2014; Fritschy et al. 2008; Kim et al. 2006). Somit
konnte Gephyrin noch weitere bisher unbekannte Funktionen in Neuronen
besitzen, indem es mit weiteren Proteinen interagiert. Ferner ist die Struktur von
Gephyrin noch nicht komplett erforscht. Man weil}, dass Gephyrin aus drei
Dominen besteht: der G-, C- und E-Doméne. Es ist bekannt, dass die carboxyter-
minale E-Domine den B-Loop der GlyR B-Untereinheit bindet und somit das
Rezeptor-Clustern reguliert (Kim et al. 2006; Lardi-Studler et al. 2007). Die
C-Domine ist ein Linker zwischen beiden Doménen und interagiert mit anderen
synaptischen Proteinen wie GABARAP und Dynein. Man glaubt, die C-Domine
sei besonders wichtig fiir die Funktion von Gephyrin (Fritschy et al. 2008). Die
aminoterminale G-Domine ist wahrscheinlich zusammen mit der E-Doméne in
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der Molybdan-Cofaktor-Biosynthese beteiligt (Sola et al. 2001). Einige neurologi-
sche Erkrankungen werden auf eine Gephyrin-Dysfunktion zurtickgefiihrt, so z.B.
Stiff-Person-Syndrom, Epilepsie, Hyperreflexie, Autismus und Schizophrenie
(Butler et al. 2000; Fang et al. 2011; Rees et al. 2003; Lionel et al. 2013). Diese
Erkrankungen sind teilweise auf Defekte im glycinergen System zurtickzufiihren.
Gephyrin ist auBerdem wichtiger Bestandteil der Molybdan-Cofaktor-Biosynthese
in nichtneuronalem Gewebe. Vererbte Mutationen im Gephyrin-Gen kénnen zur
Molybdin-Cofaktor-Defizienz fithren, wodurch schwer therapierbare Krimpfe
nach der Geburt entstehen konnen (Reiss und Johnson 2003). In vivo Versuche
zeigten, dass Gephyrin knock-out Miuse einige Stunden nach der Geburt sterben
(Feng et al. 1998). Moglicherweise sind diese Miuse aufgrund des nachgewiese-
nen Verlustes an GlyR-Cluster (Feng et al. 1998) und einiger GABAsR-Cluster
(Kneussel et al. 1999) nicht lebensfihig. Um die Funktion von Gephyrin genauer
verstehen zu konnen, ist weitere Grundlagenforschung notwendig. Dabei spielt
die Visualisierung des Proteins innerhalb der Postsynapse eine wichtige Rolle, um
Lokalisierungen und mégliche Interaktionen mit anderen Proteinen sichtbar zu
machen. In dieser Arbeit wurde Gephyrin mit Hilfe einer neuen Markierungsme-
thode untersucht, bei der sich die Verwendung von sehr kleinen hochspezifisch
bindenden Peptiden, sog. ,Super-Binde-Peptide“, vorteilhaft fiir die hochaufls-
sende Fluoreszenzmikroskopie herausstellte.

1.3 Fluoreszenzmikroskopie

Seit den letzten 20 Jahren hat die Fluoreszenzmikroskopie in der Biologiewis-
senschaft und Medizin an immer grof3erer Bedeutung gewonnen. Sie erméglicht
die direkte Beobachtung zelluldrer Strukturen und Prozesse aufgrund eines hohen
Kontrasts von Signal und Hintergrund. Die Entdeckung der Fluoreszenz geht auf
George Gabriel Stokes im Jahre 1852 zurtick (Stokes 1852). Bei der Untersuchung
von Chinin erkannte er, dass bestimmte Molekiile — sog. Fluorophore — leuchten,
wenn sie mit Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt werden. Dabei wird
die aufgenommene Lichtenergie als Absorption bezeichnet. Das abgesendete Licht
des Fluorophors hat dagegen eine groflere Wellenlidnge, auch Emission genannt.
Dieses Phinomen der Verschiebung hin zur lingeren Wellenlinge (Verschiebung
in den roten Bereich) wird als ,Stokes‘ Shift“ bezeichnet, d.h. die Energie der
Emission ist typischerweise geringer als die des absorbierten Lichtes (Abbildung
1.3 A). Die genaue physikalische Erklarung der Fluoreszenz wurde erst spiter im
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Jahre 1935 von Alexander Jablonski beschrieben (Abbildung 1.3 B). Fluorophore
besitzen Elektronen, die durch Absorption von Licht einer geeigneten Wellenlidnge
aus ihrem Grundzustand (Singulett-Zustand So) in energetisch hohere Zustinde
angeregt werden (Singulett-Zustand S; oder S,). Dort verweilen sie kurz und
verlieren durch Schwingungsrelaxationen (R) innerhalb ihres elektronischen
Zustandsniveaus oder durch innere Umwandlung (engl. Internal Conversion, 1C)
einen Teil ihrer fiir die Anregung notwendigen Energie. SchlieBlich kehren sie in
den Grundzustand S, zurilick, indem sie die freiwerdende Energie als lingerwelli-
ges Emissionslicht (Fluoreszenz) abgeben. Molekiile des angeregten S;-Zustandes
konnen in selteneren Fillen auch durch Interkombinationsiiberginge (engl.
Intersystem Crossing, ISC) strahlungslos in den energetisch niedrigeren Triplett-
Zustand (T,) tiberwechseln und von dort aus durch Phosphoreszenz zuriick in
den Grundzustand S, kehren. Phosphoreszenz ist typischerweise ein langlebiger
Zustand und somit im Gegensatz zur Fluoreszenz zu noch energieirmerem
langerwelligerem Licht verschoben (Lakowicz 2006; Mulisch et al. 2015). Bei der
Fluoreszenzmikroskopie macht man sich das Prinzip des Stokes‘ Shift zunutze,
indem die zu detektierende Fluoreszenz der Probe durch optische Bauteile vom
Anregungslicht getrennt wird. Jedoch unterliegt sowohl die herkémmliche Licht-
mikroskopie als auch die Fluoreszenzmikroskopie aufgrund der natiirlichen
Eigenschaften des Lichts der von Ernst Abbe und Lord Rayleigh beschriebenen
Auflosungsgrenze (Abbe 1873; Rayleigh 1903). Abbe deklarierte, dass die
Auflosung eines Lichtmikroskops durch etwa die halbe Wellenldnge des einfallen-
den Lichts begrenzt ist (Abbe 1873):

g = A A
" 2n=*sin(a) 2NA

(1.1)

Hierbei beschreibt die Auflosung d den Abstand zweier Punkte, die noch als
getrennt wahrgenommen werden kénnen. Sie ist abhidngig von der Wellenldnge
des einfallenden Lichts (1), dem Brechungsindex des verwendeten Mediums (n)
und dem Offnungswinkel des Objektivs (a), wobei hier die zwei letzteren als
numerische Apertur des Objektivs (NA) zusammengefasst werden konnen.
Aufgrund der begrenzten Fihigkeiten eines optischen Systems und der dadurch
auftretenden Beugung von Licht, wird ein emittierter Fluorophor nur als ,,Punkt-
dhnlich“ abgebildet. Er erscheint als runder gebeugter Punkt mit einem zentralen
Hauptmaximum (direktes ungebeugtes Licht), gefolgt von umringenden Neben-
maxima mit deutlich geringerer Intensitét (gebeugtes Licht), was als Punktspreiz-
funktion (PSF) bezeichnet wird. Das Profil einer lateralen PSF erscheint oft als
Form eines Beugungsscheibchens (engl. Airy disc) (Abbildung 1.3 C). Laut Lord
Rayleigh sind zwei nebeneinander liegende Punkte gerade noch auflosbar, wenn
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das Intensititsmaximum der ersten PSF in das erste Intensititsminimum der
zweiten PSF fillt (Rayleigh Kriterium). Der minimalste Abstand zweier Punkte
kann somit durch folgende Formel beschrieben werden (Rayleigh 1903):

g L22x2
~ 2NA
Exemplarisch konnen also Fluorophore mit einem Emissionsmaximum von

670 nm, die mit einem Objektiv mit einer NA von 1,40 betrachtet werden, eine
laterale Auflosung von ~ 290 nm aufweisen.

(1.2)
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= Airy disk
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Abbildung 1.3: Fluoreszenz. (A) Als Stokes® Shift wird die Verschiebung der Wellenldngen
zwischen Absorption und Emission bezeichnet. Die Energie der Emission ist dabei
geringer als die des absorbierten Lichts. (B) Das Jablonski-Diagramm veranschaulicht die
Phinomene der Fluoreszenz und Phosphoreszenz. Durch Absorption von Licht einer
bestimmten Wellenldnge werden Elektronen aus ihrem Grundzustand (Singulett-Zustand
So) in die Singulett-Zustinde S, oder Ss; angeregt. Dort verlieren sie Energie durch
Schwingungsrelaxationen (R) oder innerer Umwandlung (IC) und kehren in Sy zurtick,
indem sie Fluoreszenz abgeben. Elektronen von S; kdnnen durch Interkombinationsiiber-
ginge (ISC) ebenfalls in den Triplett-Zustand (T,) tGberwechseln und schlieflich in Sy
zuriickkehren, in dem sie Phosphoreszenz abgeben. (C) Aufgrund von Beugung werden
emittierte Fluorophore innerhalb optischer Systeme als Beugungsscheibchen (engl. Airy
disk) bzw. als Punktspreizfunktion (PSF) abgebildet, die ein zentrales Hauptmaximum
haben, gefolgt von umringenden Nebenmaxima.
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Grundsitzlich unterscheidet die Fluoreszenzmikroskopie zwischen Weitfeld-
und konfokaler Mikroskopie. Bei der klassischen Weitfeldmikroskopie wird ein
homogener paralleler Lichtstrahl auf die Probe fokussiert, wodurch ein groBer
Bereich beleuchtet wird. Diese Art von Ausleuchtung wird auch EPI-Fluoreszenz
genannt (Abbildung 1.4). Ein groBer Nachteil der EPI-Fluoreszenz ist die grof3fla-
chige Beleuchtung der Probe, sodass nicht nur die Fokusebene angeregt wird,
sondern ebenfalls die dariiber- und darunterliegenden Bereiche. Besonders bei
dickeren Priparaten wird dadurch das eigentlich scharfe Bild im Fokus durch
unscharfe Bildebenen auBlerhalb des Fokus {iiberlagert, was die Bildqualitit
vermindert. Durch den Einbau zusitzlicher Spiegel in das Fluoreszenzmikroskop
kann die Ausleuchtung so abgelenkt werden, dass weniger Fluorophore in der
Z-Ebene angeregt werden, was zu einem geringeren Hintergrundrauschen fiihrt.
Bei dieser sog. Totalrefelxionsmikroskopie (engl. total internal reflection
fluorescence microscopy, TIRF) wird der Laserstrahl in einem flachen Winkel
(sog. kritischer Winkel) an der Grenzfliche zwischen Glas und Probe total
reflektiert (Abbildung 1.4). Dabei werden hauptsichlich diejenigen Fluorophore
angeregt, die etwa 100 nm von der Glasoberfliche entfernt liegen (Axelrod 2001).
Diese Methode ist besonders gut geeignet, um Membranproteine an der Deckglas-
zugewandten Seite zu messen. Um Strukturen innerhalb der Zelle zu messen,
kann eine Beleuchtungsmethode mit geneigtem Lichtband verwendet werden,
sog. HILO (engl. highly inclined and laminated optical sheet) (Abbildung 1.4).
Hierbei wird der Lichtstrahl leicht unterhalb des kritischen Winkels verschoben,
auf die Grenzfliche fokussiert und erzeugt dabei ein diinnes Lichtband, was die
Probe durchstrahlt. Umso geringer die Dicke des Lichtbandes ist, desto besser ist
das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (Tokunaga et al. 2008).

Durch die Verwendung konfokaler Fluoreszenzmikroskope wird stérendes
Hintergrundsignal reduziert, indem fokussierte Beleuchtung und der Einsatz
einer Lochblende (engl. pinhole) zur Kontrastverbesserung fiihren (Mulisch et al.
2015). Im Gegensatz zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie werden bei der
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie nur sehr kleine Bereiche der Probe beleuch-
tet, Stiick fiir Sttick abgerastert und schlieBlich zu einem Bild rekonstruiert. Dabei
lasst die Lochblende ausschlieBlich Fluoreszenzlicht aus der Schirfeebene des
Praparats durch, wobei das Licht aus anderen Ebenen (Hintergrundsignal)
blockiert wird. Dadurch gelangen nur kleine Lichtpunkte durch den Detektor des
Mikroskops, was zur Kontrastverstirkung fithrt. Besonders verbreitet sind konfo-
kale Laser-Scanning-Mikroskope (CLSM), die die Probe durch einen fokussierten
Laserstrahl punktféormig beleuchten und abrastern. Linienscanner dagegen
zeichnen sich durch eine hohere Rastergeschwindigkeit aus, da sie die Probe
linienférmig abrastern konnen. Ein kreisformiges Abrastern des Priparats
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geschieht mittels Nipkow-Scheibe, auf der mehrere Lochblenden spiralférmig
angeordnet sind. In dieser Arbeit wurde die Konfokalmikroskopie aufgrund ihrer
einfachen Handhabung und schnellen Bildgebung oft genutzt, um verschiedene
Farbemethoden zu optimieren.

Probe

Deckglas

Immersionsol

Objektiv

| hintere Fokalebene

t t t

EPI TIR TIR HILO

Abbildung 1.4: Unterschiedliche Probenbeleuchtungsarten bei der Weitfeldmikroskopie.
Die EPI-Ausleuchtung (links) fokussiert das Laserlicht auf die hintere Fokalebene und
bestrahlt die Probe parallel, sodass diese grofflichig beleuchtet wird. Im Falle von TIR
(Totalreflexion) wird der Strahl an die duBlersten Ecken des Objektivs auf der hinteren
Fokalebene fokussiert und in einem flachen Winkel (sog. kritischer Winkel) an der Grenz-
fliche zwischen Glas und Probe reflektiert, sodass nur Fluorophore nahe der Glasoberfli-
che angeregt werden (Mitte). Im HILO-Modus wird der Lichtstrahl leicht unterhalb des
kritischen Winkels verschoben, wodurch die Probe mit einem dtinnen Lichtband bestrahlt
wird (rechts).

1.3.1 Hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie

Lange Zeit waren Wissenschaftler auf die Elektronenmikroskopie angewiesen,
um Strukturen unterhalb des Abbe-Limits auflésen zu kénnen. Die damit einher-
gehenden Nachteile waren vor allem eine sehr aufwendige und Artefakt-
induzierende Probenpriparation von fixiertem Material, u.a. durch die Zugabe
kontrasterhohender Schwermetalle. AuBBerdem konnten lediglich schwarz-weille
Bildaufnahmen erzeugt werden, da FElektronen keinerlei Farbinformation
transportieren konnen. Jedoch bestand weiterhin der Wunsch, kleinere zelluldre
Strukturen farbig zu markieren und sogar im lebenden Zustand zu betrachten.
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Erst seit Anfang der 1990-er Jahre wurden verschiedene fluoreszenzmikrosko-
pische Techniken eingefiihrt, die es ermdglichten, Strukturen unterhalb des
Abbe-Limits, also unterhalb von 200 nm, aufzulésen (Mulisch et al. 2015). Diese
hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie-Methoden lassen sich in zwei verschie-
dene Kategorien einteilen:

1. Super-Resolution-Mikroskopie, basierend auf definierter strukturierter
Beleuchtungsmuster, z.B. SIM (engl. structured illumination
microscopy) und STED (engl. stimulated emission depletion)

2. Super-Resolution-Mikroskopie, basierend auf Einzelmolekiil-Lokalisati-
onsmikroskopie, bei der individuelle Fluorophore stochastisch und
zeitlich voneinander getrennt aktiviert und anschliefend mathematisch
rekonstruiert werden, z.B. PALM (engl. photoactivated localization
microscopy) und dSTORM (engl. direct stochastic optical reconstruction
microscopy)

SIM (engl. structured illumination microscopy) zahlt zu den hochauflésenden
Mikroskopiemethoden, die zu Beginn der 2000-er Jahre entwickelt wurden
(Gustafsson 2000; Heintzmann und Cremer 1999). Bei dieser Art von Weitfeld-
mikroskopie wird die Probe mit einem sehr feinen sinusformigen Streifenmuster
angeregt, was in die Fokusebene projiziert wird. Das Streifenmuster wird durch
ein Gitter erzeugt und wihrend der Bildaufnahme in mindestens drei verschie-
dene Positionen verschoben und um drei verschiedene Orientierungen rotiert.
Somit werden pro Aufnahme mindestens neun Bilder von unterschiedlichen
Positionen des Gitters aufgenommen. Mit Hilfe eines hochempfindlichen
Kamerasystems (engl. scientific complemetary metal-oxide-semiconductor,
sCMOS oder engl. electron multiplying charge-coupled device, EMCCD) wird die
Uberlagerung der unbekannten Probe und des bekannten Gittermusters
detektiert. Am Gittermuster treten Interferenzerscheinungen auf, sog. Moiré-
Muster, die bei der Uberlagerung zweier Strukturen entstehen. Im Gegensatz zur
kommerziellen Fluoreszenzmikroskopie kénnen mit Hilfe des Moiré-Musters
kleinere Strukturen jenseits der Auflésungsgrenze detektiert und somit eine
laterale und axiale Auflosungsverbesserung um den Faktor 2 erzielt werden.
Dementsprechend ist eine laterale Auflosung von ~ 90 nm und eine axiale
Auflosung von ~ 250 nm moglich. Um 3D-SIM Aufnahmen zu generieren, muss
die Gitterstruktur zusitzlich in die dritte Dimension verschoben werden, wodurch
insgesamt mindestens 15 Bilder aufgenommen werden missen (Schermelleh et
al. 2008). Dies hat den Nachteil der Fluoreszenzbleichung, weshalb man fiir SIM
besonders photostabile Farbstoffe auswihlt. Da SIM-Aufnahmen mit sehr hohen
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Geschwindigkeiten generiert werden konnen, ist dies ebenfalls eine gute Methode,
um dynamische Prozesse in lebenden Zellen zu analysieren (Mulisch et al. 2015).
In dieser Arbeit wurde SIM als eine der hochauflésenden Fluoreszenzmikros-
kopie-Methoden eingesetzt, um das postsynaptische Protein Gephyrin und den
NMDA-Rezeptor sichtbar zu machen.

STED (engl. stimulated emission depletion) wurde 1994 von Stefan Hell
beschrieben (Hell und Wichmann 1994), der dafiir im Jahre 2014 zusammen mit
Eric Betzig und William Moerner den Nobelpreis fiir Chemie erhielt. STED ist
eine Konfonkalmikroskopie-basierende Methode, bei der die Probe Punkt fiir
Punkt abgerastert wird. Hierbei wird neben dem Anregungslaser noch ein zweiter
rot-verschobener Donut-formiger Laserstrahl eingesetzt (sog. STED-Laser), um
stimulierte Emission der Fluorophore aulerhalb des Fokus zu erzeugen. Somit
werden Fluorophore im Zentrum, das kleiner als die Auflosungsgrenze ist,
emittiert und detektiert. AuBere Photonen werden dagegen vom STED-Laser
gezielt ausgeschaltet, indem sie vom Singulettzustand S; in den Grundzustand Sy
tberwechseln. Durch Verwendung von Wellenlingen-spezifischer optischer
Filter, wird das rot-verschobene Signal der stimulierten Emission blockiert, sodass
nur Photonen aus dem Zentrum detektiert werden. Die Auflésung von STED ist
von der Intensitit des STED-Lasers abhingig, da die Grofe des Zentrums
abnimmt, je hoher die Laserintensitit ist. Bisher konnten maximale laterale
Auflosungen von 20 — 100 nm erzielt werden (Hell 2007).

Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie (engl. single-molecule localization
microscopy, SMLM) ist eine Weitfeldmikroskopiemethode und kann eine zehn-
fache Auflosungsverbesserung gegentiber konventioneller Fluoreszenzmikros-
kopie erreichen, d.h. eine Auflésung von bis zu 20 nm. Hierbei wird die Position
des Fluoreszenzsignals von einzelnen Farbstoffmolekiilen mit Hilfe hochsensitiver
EMCCD-Kameras genau bestimmt. Das Fluoreszenzsignal von einem Farbstoff-
molekiil ldsst sich als Punktspreizfunktion (PSF) abbilden, die an eine Gaul3funk-
tion angepasst wird. Die Genauigkeit der Lokalisationsbestimmung (I) hangt von
der Anzahl der detektierten Photonen (N), der Standardabweichung der GauB3-
funktion (o) und von Hintergrundsignalen ab. Fiir sehr helle Fluorophore kann
das Hintergrundsignal jedoch vernachlissigt werden, woraus folgende Lokalisati-
onsgenauigkeit resultiert (Thompson et al. 2002):

I = (1.3)

2le
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1 Einleitung

Somit ist die Lokalisationsbestimmung umso genauer, desto mehr Photonen
detektiert werden. AuBlerdem ist es notwendig, dass sich benachbarte Signale
nicht iberlappen, sodass jede PSF als getrennt erkannt wird. Dies wird durch pho-
toschaltbare Fluorophore erreicht, die zeitlich voneinander getrennt aufleuchten
und detektiert werden. Photoschaltbare Farbstoffe konnen reversibel oder irrever-
sibel zwischen einem fluoreszierenden AN-Zustand und einem nicht-fluoreszie-
renden AUS-Zustand wechseln. Dies garantiert, dass nur sehr wenige Farbstoffe
zu jedem Zeitpunkt aktiv sind, sich also im AN-Zustand befinden und somit
getrennt voneinander detektiert werden kénnen. Der Grofteil der Fluorophore
(> 99 %) befindet sich dagegen zu jedem Zeitpunkt im AUS-Zustand. Es gibt
verschiedene Methoden, basierend auf photoschaltbare Fluorophore, die sich vor
allem in der gegenseitigen Umwandlung der zwei Zustinde unterscheiden (Mu-
lisch et al. 2015).

Die photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie (engl. photoactivated localization
microscopy, PALM) oder fluoreszierende photoaktivierte Lokalisationsmikrosko-
pie (engl. fluorescence photoactivated localization microscopy, FPALM)
verwendet photoaktivierbare oder photokonvertierbare fluoreszente Proteine
(PA-FPs) (Betzig et al. 2006; Hess et al. 2006). Diese werden genetisch an Ziel-
proteine fusioniert und in Zellen oder Organellen exprimiert. Durch einen
UV-Laserimpuls werden zufillig einige wenige PA-FPs in einen fluoreszenten
AN-Zustand versetzt und so lang mit einem zweiten Emissionslaser angeregt und
detektiert bis sie bleichen. Dieser Prozess wird so lang wiederholt bis die gesamte
Population an PA-FPs gebleicht wurde. Photoaktivierbare fluoreszente Proteine,
wie z.B. PA-GFP, liegen zunichst im AUS-Zustand vor und werden durch UV-
Licht irreversibel in den fluoreszenten AN-Zustand gebracht. Photokonvertierbare
fluoreszente Proteine dagegen fluoreszieren im Vornherein, wie z.B. mEos2. Thr
Absorptions- und Emissionsspektrum wird durch UV-Bestrahlung zur lingeren
Wellenlidnge hin verschoben. Mit Hilfe geeigneter optischer Filter kann schlieBlich
die rot-verschobene Emission detektiert werden.

Sowohl bei stochastic optical reconstruction microscopy (STORM) (Rust et al.
2006; Bates et al. 2007) als auch bei direct STORM (dSTORM) (Heilemann et al.
2008; Heilemann et al. 2009; van de Linde et al. 2011; Klein et al. 2014) werden
photoschaltbare organische Farbstoffe verwendet, um eine zeitlich getrennte
Einzelmolekiildetektion zu gewdihrleisten. Im Gegensatz zu PALM sind die
Farbstoffe hierbei reversibel schaltbar, d.h. sie kénnen mehrfach zwischen den
AN- und AUS-Zustinden wechseln. Um alle Molekiile getrennt voneinander
detektieren zu konnen, befindet sich ein Grofteil der Fluorophore im dunklen
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1.3 Fluoreszenzmikroskopie

AUS-Zustand und nur einige wenige Fluorophore sind aktiv, d.h. im fluoreszie-
renden AN-Zustand. Zum nachfolgenden Zeitpunkt werden emittierte aktive
Fluorophore in den Dunkel-Zustand versetzt, worauthin eine andere Subpopula-
tion wiederum stochastisch aktiviert und detektiert wird. Dieser Zyklus von
Aktivieren und Detektieren wird so lang fortgesetzt bis mehrere tausende Einzel-
bilder aufgenommen worden sind (Abbildung 1.5). Dabei macht es in der Zeitserie
den Eindruck, als wiirden die Fluorophore blinken. Idealerweise ist der Abstand
zweier einzelner Emitter groBer als die Beugungsgrenze, da sie nur so getrennt
voneinander lokalisiert werden konnen. Die genaue Position jeder einzelner
fluoreszierender Molekiile wird mit Hilfe einer Computersoftware mathematisch
genau bestimmt, indem eine zweidimensionale Gaulfunktion an jede PSF
angepasst wird. Hierbei kann das Maximum der GauBfunktion mit Nanometer-
prazision bestimmt werden und stellt die Position der einzelnen Fluorophore dar.
Anschlieend kann aus der Summe aller ermittelten Lokalisationen ein rekonstru-
iertes hochaufgelostes Bild mit einer lateralen Auflésung von bis zu 20 nm entste-
hen.
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Abbildung 1.5: Das Prinzip der Lokalisationsmikroskopie. Zunichst wird ein Zielprotein
mit photoschaltbaren Fluorophoren (schwarze Punkte) angefirbt. Im klassischen
Weitfeld-Fluoreszenzbild fluoreszieren alle Farbstoffe und ergeben ein beugungsbegrenz-
tes Bild, da sich die PSFs der einzelnen Fluorophore {iberlappen. Um alle Molekiile
getrennt voneinander zu detektieren, wird die Mehrheit der Fluorophore in den
reversiblen dunklen AUS-Zustand versetzt und nur ein sehr kleiner Anteil der
Fluorophore ist aktiv, d.h. im AN-Zustand. Im nachfolgenden Zeitpunkt werden aktive
Fluorophore in den Dunkel-Zustand gebracht und eine andere Subpopulation
stochastisch aktiviert und detektiert. Somit kénnen die einzelnen Emitter zeitlich
voneinander lokalisiert und schlieflich zu einem hochaufgelosten Bild rekonstruiert
werden. Bearbeitet nach van de Linde et al. 2013, mit Erlaubnis von Elsevier.
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Im Gegensatz zu PALM, wo sich alle Fluorophore am Anfang des Experiments
im AUS-Zustand befinden, miissen sowohl bei STORM als auch bei dSTORM die
anfangs fluoreszierenden Fluorophore zunichst in einen langlebigen stabilen
AUS-Zustand gebracht werden. Das perfekte Zusammenspiel zwischen AN- und
AUS-Zustand der Farbstoffe wird durch Zugabe von thiolhaltigen Reduktionsmit-
teln, wie z.B. B-Mercaptoethylamin, und Oxidationsmitteln, z.B. Sauerstoff,
erreicht. Wie in Abschnitt 1.3 beschrieben gelangen Fluorophore durch Anregung
einer geeigneten Wellenlinge vom Grundzustand (So) in den Singulett-Zustand
S; oder S.. Von dort aus kénnen sie in Sy zuriickkehren, indem sie Fluoreszenz
abgeben oder durch Interkombinationsiiberginge (ISC) strahlungslos in den
energetisch niedrigeren Triplett-Zustand (T,) tiberwechseln. Durch Reduktion
mit einem Thiolat, das sich in millimolaren Konzentrationsmengen im Probenpuf-
fer befindet, konnen einige Fluorophore von T; in den Radikalzustand (R) tiber-
wechseln bzw. durch eine weitere Reduktion die voll-reduzierte Leukoform (L)
annehmen (Abbildung 1.6). Die beiden reduzierten Zustinde R und L stellen
einen stabilen nicht-fluoreszierenden AUS-Zustand dar. Durch Oxidation mit
Sauerstoff oder der Bestrahlung mit Licht einer niedrigen Wellenlinge
(~ 400 nm) kénnen Fluorophore von den Zustinden T, R oder L wieder in den
Grundzustand (So) gebracht werden. Der Entzug von Sauerstoff, z.B. durch die
zusitzliche Zugabe von Glukoseoxidase, Katalse und Glukose, sorgt also dafiir,
dass Fluorophore linger in den Zustidnden T, R oder L verweilen und somit linger
im AUS-Zustand bleiben (van de Linde und Sauer 2014). Wihrend man bei
STORM ein Fluorophor-Paar, bestehend aus Aktivator und Reporter, die jeweils
an denselben Antikorper gekoppelt sind, verwendet, kann bei dSTORM auf den
Aktivator verzichtet werden. Somit werden lediglich kommerzielle organische
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet (z.B. Alexa Fluor- oder ATTO-Farbstoffe) und
unter bestimmten Pufferbedingungen zum Blinken gebracht. In dieser Arbeit
wurden unterschiedliche organische Fluoreszenzfarbstoffe, gekoppelt an einen
Antikoérper bzw. an eine Tetrazingruppe, fiir dSSTORM verwendet. Somit konnte
der NMDA-Rezeptor hochaufgelost visualisiert werden.
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Abbildung 1.6: Reversibles Photoschalten organischer Fluorophore durch thiolhaltige
Reduktionsmittel. Durch Anregung (A: Absorption) gelangen Fluorophore vom Grundzu-
stand (Sp) in den Singulett-Zustand S;. Von dort aus kénnen sie in den Sy zurtickkehren,
indem sie Fluoreszenz (F) abgeben oder durch Interkombinationsiiberginge (ISC) in den
Triplett-Zustand T; tibertreten. Von hier aus kann das Fluorophor entweder in den Sy
oxidiert (Os) werden oder durch Thiolat im Probenpuffer in den Radikalzustand (R)
reduziert werden. Einige Fluorophore kénnen erneut reduziert werden und in die voll-
reduzierte Leukoform (L) tibergehen. Beide Formen kénnen wiederum durch Oxidation
mit Sauerstoff (O2) in den Grundzustand S, versetzt werden.

1.4 Markierungsmethoden

Heutzutage existiert eine Vielzahl verschiedener Fluorophore und Fiarbeme-
thoden, die fiir Markierungen zelluldrer Proteine und Strukturen verwendet
werden. Dabei unterscheiden sich die Fluorophore in ihren biochemischen und
photophysikalischen Eigenschaften. So werden fiir die Fluoreszenzmikroskopie
beispielsweise fluoreszierende Proteine (z.B. das aus der Qualle Aequorea victoria
stammende Green Fluorescent Protein, GFP), Quantum Dots und organische
Fluorophore wie Cyanine und Rhodamine verwendet. Fiir alle Markierungsme-
thoden gilt es, das sog. Nyquist Shannon Theorem zu erfiillen (Shannon 1949).
Dies besagt, dass die Markierungsdichte einer bestimmten Zielstruktur doppelt so
hoch wie die gewiinschte Auflésung sein muss. Wenn also eine riumliche
Auflosung von 20 nm erzielt werden soll, muss die Struktur alle 10 nm mit einem
Fluorophor markiert sein. Im Folgenden werden drei verschiedene Markierungs-
methoden dargestellt, die in dieser Arbeit fiir die Untersuchung von NMDA-
Rezeptoren und Gephyrin mittels hochauflésender Fluoreszenzmikrokopie-
Techniken verwendet wurden.
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1.4.1 Antikorper

Der spezifische Nachweis von diversen Proteinen oder Strukturen mit Hilfe
von Antikorpern ist von groBer Bedeutung fiir die heutige Forschung und
Diagnostik. Antikorper sind Teil des humoralen Immunsystems und gehdren zur
Proteinfamilie der Immunglobuline (Ig). Man unterteilt sie hinsichtlich Grofe,
Molekulargewicht, Struktur und Funktion in fiinf verschiedene Klassen: IgG, IgM,
IgA, IgD und IgE. Fir simtliche Immunmarkierungen werden hauptsichlich IgG-
Antikérper verwendet. Hierbei wird zwischen der direkten und indirekten
Immunmarkierung unterschieden. Bei der direkten Immunmarkierung wird der
Epitop-bindende Antikérper an ein Fluorophor gekoppelt und kann somit im
Mikroskop sichtbar gemacht werden. Die indirekte Immunmarkierung erfolgt in
zwei Schritten. Zunichst wird mit einem Epitop-spezifischen Primérantikorper
gefiarbt und anschliefend mit einem Fluorophor-markierten Sekundérantikorper,
der wiederum an den Primidrantikérper bindet. Somit kommt es zu einer Signal-
verstirkung, da mehrere Fluorophor-markierte Sekundirantikérper an einen
Primirantikorper binden koénnen. Des Weiteren unterscheidet man zwischen
polyklonalen und monoklonalen Antikérpern. Bei der Herstellung polyklonaler
Antikorper wird ein Tier (oft Mduse oder Kaninchen) mit einem Antigen immuni-
siert, worauf verschiedene spezifische Antikdrper gegen verschiedene Epitope des
fremden Antigens gebildet werden. Diese diverse Population an Antikérpern
stammt von unterschiedlichen B-Zellklonen und wird als polyklonale Antikérper
bezeichnet. Diese konnen mehrere Epitope eines Antigens erkennen, was zu einer
weiteren Signalverstirkung fiihrt. Dagegen werden monoklonale Antikérper nur
von einem einzigen B-Zellklon produziert und erkennen deshalb ganz spezifisch
nur ein einziges Epitop. Da B-Zellen nicht mehr teilungsfihig sind, werden sie mit
Tumorzellen (Myelome) hybridisiert, wodurch unsterbliche antikérperproduzie-
rende Hybridomazellen entstehen (Mulisch et al. 2015). Dartiber hinaus kénnen
monoklonale Antikérper auf gentechnischem Wege tiber Klonierung und Trans-
formation mit Hilfe von Bakterien, Hefen oder eukaryotischen Zellen gewonnen
werden (Kunert und Reinhart 2016). Diese werden als rekombinante Antikérper
bezeichnet und kénnen in vitro ohne Immunisierung eines Versuchstiers gewon-
nen werden. Da die DNA-Sequenz der rekombinanten Antikérper bekannt ist,
kann diese jederzeit von z.B. E.coli Bakterien neu und in unbegrenzten Mengen
produziert werden. Weiterhin kann die Sperzifitit und Affinitit rekombinanter
Antikorper durch gezielte genetische Manipulation verdndert werden. In dieser
Arbeit wurden rekombinante monoklonale NMDA-Rezeptor-Antikorper, die
freundlicherweise von PD Dr. med. Harald Priil von der Klinik fiir Neurologie
und experimenteller Neurologie der Charité in Berlin zur Verfligung gestellt
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wurden, getestet. PD Dr. med. Harald Prifl und seine Gruppe beschiftigen sich
mit Autoantikorper-induzierten gestérten Mechanismen von neuronale Struktu-
ren. Sie konnten einzelne Antikorper-produzierende Zellen aus dem Liquor
verschiedener Patienten isolieren und die Antikérper mit Hilfe molekularbiologi-
scher Methoden rekombinant herstellen. Dazu wurde zunichst das monoklonale
Antikorperrepertoire von B-Gedichtniszellen und Antikorper-sekretierenden
Zellen des Liquors charakterisiert (Kreye et al. 2016). Durch Amplifizierung,
Sequenzierung und Klonierung dieser Patientenantikérper wurden verschiedene
rekombinante monoklonale Patientenantikérper in transfizierten HEK293T-
Zellen hergestellt. Diese Technik ermdglicht den pathogenen Nachweis dieser
rekombinanten monoklonalen Patientenantikorper und deren Stérung auf die
synaptische Ubertragung. AuBerdem dienen sie als gute Marker fiir die hochauf-
losende Fluoreszenzmikroskopie in Kombination mit Fluorophor-markierten
Sekundirantikérpern. In dieser Arbeit wurden deshalb verschiedene rekombi-
nante monoklonale Patientenantikorper auf ihre Bindungsaffinititen an die NR1-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors sowohl in primiren Neuronen als auch in
Gehirnschnitten getestet.

Antikérper haben den grofen Vorteil, dass sie an fast alle Farbstoffe gekoppelt
werden kénnen und somit ein groBes Spektrum aufweisen. Jedoch sind sie
zugleich auch nachteilig fiir die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie, da sie
mit einer Gréfe von 10 — 15 nm verhéltnisméBig grof sind (Abbildung 1.7). Bei
einer indirekten Immunmarkierung kann sich der Fluorophor mit einem Abstand
von bis zu 30 nm vom Zielprotein entfernt befinden, was eine Auflésungsvermin-
derung bedeutet. Aus diesem Grund werden fiir Immunfirbungen oft Fab-
Fragmente (engl. antigen binding fragment) der Antikorper genutzt, die mit einer
GroBle von 7 — 10 nm etwas kleiner sind (Abbildung 1.7). Fab-Antikorper sind die
Antigen-bindenden Fragmente von Antikérpern und werden durch die Spaltung
mit dem Enzym Papain hergestellt. Noch kleinere Antikérper konnte man aus dem
Blut von Haien (Greenberg et al. 1995) und Kamelen (Hamers-Casterman et al.
1993) isolieren, die nur aus zwei kurzen Peptidketten bestehen. Diese sog.
Schwere-Ketten-Antikorper wurden schlieflich nochmals verkleinert und
bestehen damit nur noch aus einer einzigen variablen Domine. Damit weisen
diese sog. Nanobodies eine Gréfle von nur ~ 3 nm auf und sind deshalb besonders
interessant fiir die Immunmarkierung der hochauflésenden Fluoreszenzmikro-
skopie (Abbildung 1.7). Nanobodies haben allerdings den Nachteil, dass sie relativ
teuer und aufwendig herzustellen sind (Mulisch et al. 2015).
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1.4.2 Super-Binde-Peptide

»Super-Binde-Peptide“ (SBPs) sind sehr kleine Peptide mit einer Grofle von
~ 2,5 nm. Sie wurden urspriinglich entwickelt, um beispielsweise GABAx-
Rezeptoren innerhalb der postsynaptischen Membran zu modulieren und somit
diverse neuronale Erkrankungen zu behandeln (Khayenko und Maric 2019).
Funktionsstorungen der GABAs-Rezeptoren konnen zu Schizophrenie, postparta-
len Depressionen, Epilepsie, Alzheimer Erkrankung, Autismus und Schlaganfall
fithren. Schon seit Beginn des 20. Jahrhunderts gibt es diverse medikamentdse
Wirkstoffe gegen neuronale Erkrankungen, die den GABAs-Rezeptor extrazellulir
binden. Jedoch weisen diese Wirkstoffe oft Nebenwirkungen durch deren
limitierte Spezifitit auf, da sie meist sehr schwer zugingliche extrazelluldre
Regionen des Rezeptors binden. Somit versuchte man eine neue Art von
Wirkstoffen zu erforschen, indem man GABAxR-assoziierende Proteine nutzt, um
die intrazellulire Signalisierung zu therapieren. Dazu wurde u.a. das GABA4R-
Regulartorprotein Gephyrin auserwihlt, da es die Lokalisierung und das Clustern
von GABA4-Rezeptoren in der postsynaptischen Membran bestimmt (siehe Ab-
schnitt 1.2). Dr. Hans M. Maric et al. fithrten zunichst thermodynamische und
strukturelle Studien durch, um die wichtigen Gephyrin-bindenden Fragmente der
GABA,- und Glycin-Rezeptoren zu identifizieren (Maric et al. 2011; Maric et al.
2014). AnschlieBend wurden bindungsentscheidende Aminosiuresequenzen
optimiert, sodass die Affinititen um das 46000-fache im Vergleich zum nativen
Peptid erhoht werden konnten (Maric et al. 2015; Maric et al. 2017). Weitere in
vitro Versuche konnten schlieBlich zeigen, dass die neuen SBPs das Clustern von
GABAs-Rezeptoren (mit a2-Untereinheit) auf der Postsynapse reduzieren und
damit ein vielversprechender Wirkstoff sind, um die synaptische Inhibierung zu
modulieren (Maric et al. 2017). Weitere Studien zeigten bereits, dass die Interak-
tion zwischen NMDA-Rezeptoren und dem intrazelluliren Ankerprotein PSD-95
durch Peptide inhibiert werden konnte, wobei sich zwei dieser Peptide derzeit in
priklinischer und klinischer Entwicklung befinden (Aarts et al. 2002; Bach et al.
2010; Cook et al. 2012; Bach et al. 2012). Aufgrund ihrer vergleichbar geringeren
GroBe von nur ~ 2,5 nm sind SBPs ebenfalls sehr gut fiir Firbungen der hochauf-
losenden Fluoreszenzmikroskopie geeignet (Abbildung 1.7). Aus diesem Grund
stellten Dr. Hans M. Maric et al. zusitzliche SBPs her, die Farbstoff-gekoppelt fiir
die Super-Resolution-Mikroskopie verwendet werden kénnen (Maric et al. 2017).
Mit Hilfe einer Microarray-Technologie wurde zunichst die Konsensussequenz
fir die Gephyrin-Bindung mit Hilfe der B-Untereinheit des Glycin-Rezeptors
ermittelt. Durch Einbringen verschiedenster Mutationen konnten anschlielend
die Bindeaffinitit, Spezifitit und Zellpermeabilitit der Peptide erhht werden. Da
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die Gephyrin E-Domine natiirlicherweise als Dimer vorzufinden ist, wurden
dimere Peptide synthetisiert, die die Affinitit erstaunlicherweise bis zu
46000-fach erhohten. Da Dimere allerdings verminderte Bindeaffinititen in
Kombination mit zellpenetrierenden und fluoreszenten Resten aufwiesen,
wurden fiir Firbungen weiterhin monomere Peptide verwendet. Somit konnte ein
kleines, hochspezifisches und effektiv bindendes Peptid fiir das Synapsen-Anker-
protein Gephyrin entwickelt werden, das aminoterminal an den Fluoreszenzfarb-
stoff Tetramethylrhodamin (TMR) gebunden ist. Die Spezifitit dieser hochaffinen
Gephyrin-SBPs wurde in dieser Arbeit erstmals in primidren Neuronen getestet
und mit kommerziellen Gephyrin-Antikérpern verglichen. Dabei stellte sich
heraus, dass Gephyrin-SBPs durchaus optimale Marker fiir die inhibitorische
Postsynapse sind.

15 nm

5nm

0nm

Antikorper Fab-Fragment Nanobody Peptid

Abbildung 1.7: GroBenvergleich von Antikérpern, Fab-Fragmenten, Nanobodies und
Peptiden. IgG-Antikorper (Protein-Datenbank PDB: 1IGT) sind mit einer GréBe von
10-15 nm sehr grof} fiir die Markierung von Zielproteinen. Deren Antigen-Binde-Region,
sog. Fab-Fragment (Protein-Datenbank PDB: 1IGT) ist dagegen mit einer GréBle von
7-10 nm etwas kleiner und wird daher oft fiir die indirekte Immunfirbung verwendet.
Nanobodies (Protein-Datenbank PDB: 2QT]J) (~ 3 nm) sind einzelne variable Dominen
eines Antikorpers und werden aus dem Blut von Kamelen oder Haien gewonnen. Super-
Binde-Peptide (hier das Gephyrin-SBP gezeigt, Protein-Datenbank PDB: 4U90) sind mit
einer Grofle von ~ 2,5 nm sehr klein und damit sehr gut flir die hochauflésende Fluores-
zenzmikroskopie geeignet.
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1.4.3 Bioorthogonale Click-Farbung durch die Erweiterung des geneti-
schen Codes

Die Erweiterung des genetischen Codes (engl. genetic code expansion, GCE)
ist eine ideale Methode, um Proteine genetisch zu manipulieren, indem eine
zusitzliche unnatiirliche, nicht-kanonische Aminosidure (engl. non-canonical
amino acid, ncAA) ins Zielprotein eingebaut wird. In Kombination mit der Click-
Chemie kann diese ncAA schlieBlich ortsspezifisch mit organischen Fluorophoren
angefarbt werden, sodass Proteindynamiken sowohl in vitro als auch in vivo
erforscht werden kénnen (Wang und Schultz 2004; Liu und Schultz 2010; Lemke
2014; Lang und Chin 2014). Organische Fluoreszenzfarbstoffe sind fiir die hoch-
auflosende Fluoreszenzmikroskopie von groer Bedeutung, da sie mit einer Grof3e
von 0,5 — 2 nm sehr klein sind und damit die nattirlichen Funktionen der
Proteine in der Zelle kaum beeinflussen. Auerdem kénnen sie hohe Photostabi-
lititen und eine groBe Vielfalt spektraler Farben aufweisen und haben damit
ideale photophysikalische Figenschaften fiir die hochauflésende Fluoreszenzmik-
roskopie (van de Linde et al. 2012). Ein weiterer gro3er Vorteil des GCE ist die
Ortsspezifitit, d.h. eine einzige Aminosdure ist mit einem Fluorophor kovalent
markiert, was eine stochiometrische und quantitative Auswertung erlaubt.

Die normale Proteinbiosynthese findet an den Ribosomen im Cytoplasma der
Zelle statt. Hierbei wird die mRNA in die codierende Aminosiduresequenz eines
Polypeptids tibersetzt und ein Protein gebildet. Zudem werden tRNAs von
Aminoaclyl-tRNA-Synthetasen (RS) mit den entsprechenden Aminosiuren
beladen und binden wihrend der Translation an das passende Codon auf der
mRNA, wodurch die Aminosdure an die entstehende Polypeptidkette gebunden
wird. Die Ubersetzung der drei aufeinanderfolgenden Nukleinbasen, auch Codon
genannt, in eine bestimmte Aminosidure wird als genetischer Code bezeichnet.
Dieser besteht aus 64 moglichen Triplettcodons, davon codieren 61 (Sense-
Codons) fiir die insgesamt 20 kanonischen Aminosduren und die restlichen drei
stellen sog. Stopcodons (Nonsense-Codons) dar. Letztere haben keine zugehorige
tRNA und fiihren bei der Proteinbiosynthese zum Abbruch der Translation. Das
Stopcodon UAG wird als Amber, UAA als Ochre und UGA als Opal bezeichnet
(Schmidt 2017). Man hat jedoch in einigen Archaea, Bakterien und Eukaryoten
den Einbau einer weiteren nicht-kanonischen Aminosidure Selenocystein tiber das
Opal-Stopcodon (UGA) entdeckt (Bock et al. 1991). Selenocystein wird als
21. natlirliche Aminosiure bezeichnet und kann durch Bereitstellung einer nicht-
kanonischen Aminoacyl-tRNA und passender RS tiiber das Opal-Stopcodon
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eingebaut werden. In diesem Fall fungiert das Opal-Codon also nicht mehr als
Nonsense-Codon, sondern erlaubt den Einbau von Selenocystein wihrend der
Proteinbiosynthese. Erst im Jahre 2002 wurde die 22. natiirliche Aminosidure
entdeckt — Pyrrolysin (Klass et al. 2002). Diese ist nur in der Archaeagattung
Methanosarcina, im Bakterium Desulfitobacterium hafniense und dem Giirtel-
wurm Olavius algarvensis zu finden und wird tber das Amber-Codon (UAG)
codiert (Klass et al. 2002; Zhang und Gladyshev 2007). Mit Hilfe einer orthogona-
len Pyrrolysin-tRNA und der dazugehorigen Pyrrolysin-tRNA-Synthetase
(tRNAPY/PyIRS) wird die nicht-kanonische Aminosiure Pyrrolysin bei Erscheinen
des Amber-Codons wihrend der Proteinbiosynthese eingebaut.

Fir die Erweiterung des genetischen Codes wird besonders hiufig die Amber-
Suppressionsmethode verwendet, da das UAG-Stopcodon im Gegensatz zu den
beiden anderen Stopcodons am seltensten als Terminator in der Zelle verwendet
wird (Kim et al. 2013; Wang et al. 2006). Hierbei wird also das Nonsense-UAG-
Codon in ein Sense-Codon umgewandelt, um eine zusitzliche unnatiirliche ncAA
ins Genom einzubauen. Dazu wird in erster Linie ein Amber-Codon mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden in eine gewtiinschte Position des Zielproteins
mutiert. Sowohl das mutierte Zielprotein als auch die orthogonale tRNA mit
passender orthogonaler RS (tRNA/RS-Paar) werden tiber Transfektion in der Zelle
exprimiert. Hierbei ist die Orthogonalitit von groBer Bedeutung, d.h. sowohl die
neue tRNA als auch die neue RS diirfen nicht mit den nativen tRNAs oder RS
wechselwirken bzw. kreuzreagieren, geschweige denn natiirliche Aminosiduren
binden. Zusitzlich wird die passende ncAA ins Zellmedium zugegeben. Auf diese
Weise produziert die Zelle neben kanonischen auch orthogonale tRNAs, die durch
die zugehorige orthogonale RS spezifisch mit der passenden ncAA beladen wird
(Abbildung 1.8 B). Sobald das Amber-Codon auf der abgelesenen mRNA im
Ribosom wihrend der Translation erscheint, bindet das Anticodon der beladenen
orthogonalen tRNA und die ncAA wird in die Polypeptidkette eingebaut. Somit
erhilt man ein Zielprotein, das eine ncAA triagt. Sobald nicht ausreichend ncAAs
in den Zellen vorhanden sind, kénnen die orthogonalen tRNAs nicht beladen
werden, wodurch das Amber-Codon die Translation terminiert und somit das Ziel-
protein nicht vollstindig exprimiert wird. Im Idealfall wird ein fluoreszierendes
Protein (z.B. GFP) carboxyterminal, also nach dem Zielgen mit der Amber-
Mutation, auf dem Plasmidvektor des Zielproteins als Positivkontrolle eingebaut
(Abbildung 1.8 A). Somit wird GFP immer nur dann exprimiert, wenn die Amber-
Mutation durch den ncAA-Finbau unterdriickt wurde (Niki¢ et al. 2015). Die
eingebaute ncAA lidsst sich schlieBlich mit Click-Chemie spezifisch anfirben
(Abbildung 1.8 C). Hierftir wurde die ncAA chemisch so verdndert, dass sie
entweder ein Alken oder ein Alkin trigt. Der Farbstoff dagegen trigt eine Azid-
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oder Tetrazingruppe. Fir die Farbung kénnen zwei verschiedene kupferfreie
Click-Reaktionstypen verwendet werden: SPAAC (engl. Strain-promoted azide-
alkyne cycloaddition) oder SPIEDAC (engl. Strain-promoted inverse-electron-
demand Diels-Alder cycloaddition). Beide Reaktionen sind biokompatibel und
konnen unter physiologischen Bedingungen ablaufen, ohne einen méglichen zell-
toxischen Katalysator (wie z.B. Kupfer) zuftigen zu miissen. So sind z.B. Kupfer-
katalysierte Click-Reaktionen wesentlich toxischer fiir lebende Zellen als bioortho-
gonale Markierungsmethoden, da sie Apoptose verursachen und die Zellprolifera-
tion beeintriachtigen (Sletten und Bertozzi 2009; Wolbers et al. 2006). Im Jahre
2004 entwickelten Bertozzi et al. deshalb die erste kupferfreie Click-Chemie-
Reaktion, die unter physiologischen Bedingungen ohne Katalysator ablaufen kann
(Agard et al. 2004). Bei dieser sog. SPAAC-Reaktion wird eine [3+2] Cycloaddition
eines gespannten zyklischen Alkins (sog. Cycloalkin) mit einem Azid eingegangen,
wodurch ein aromatischer Triazolring entsteht. Da SPAAC im Vergleich zur
Kupfer-katalysierten Click-Reaktion verhiltnismifig langsam ablduft, wurden
neue kleinere Cycloalkine synthetisiert, sog. Cyclooctyne (z.B. DIBCO und BCN),
die die Reaktionsgeschwindigkeit durch eine sterische Spannung beschleunigen
(Dommerholt et al. 2016). Die SPIEDAC stellt dagegen eine noch schnellere
Reaktion dar, bei der ein zyklisches Alken (sog. Cycloalken) oder Alkin (sog.
Cycloalkin) eine kovalente Bindung mit einem Tetrazin durch eine [4+2]
Cycloaddition eingeht, wodurch ein heteroaromatischer Sechsring entsteht
(Oliveira et al. 2017). Um die SPIEDAC-Reaktion wiederum zu beschleunigen
wurden besonders kleine Cycloalkene mit sehr hoher sterischer Spannung
synthetisiert, die sog. Cyclooctene. Das trans-Cycloocten (TCO) weist unter den
Cyclooctenen die hochste Reaktivitit auf und wird deshalb bevorzugt in ncAAs
eingebaut und fiir die bioorthogonale Click-Reaktion durch GCE verwendet
(Selvaraj und Fox 2013). So kann die Inkubation eines Tetrazin-Farbstoffs, das
ein Konjugat zwischen Farbstoff und Tetrazingruppe darstellt, bei der SPIEDAC
in einem Zeitfenster von einigen Sekunden bis Minuten liegen, wobei die SPAAC
wesentlich lidngere Inkubationszeiten oder hohere Farbstoffkonzentrationen
benotigt (Niki¢ et al. 2015). Durch beide Reaktionen entstehen kovalente
Bindungen, sodass sich der gebundene Farbstoff nicht mehr von der ncAA l6sen
kann, was stochiometrische quantitative Analysen erlaubt.
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Abbildung 1.8: Bioorthogonale Click-Firbung durch die Erweiterung des genetischen
Codes. (A) Bei der Amber-Supressionsmethode wird das Amber-Stopcodon zum Einbau
einer nicht-kanonischen Aminosiure (ncAA) verwendet. Idealerweise tragt der Plasmid-
vektor des Zielproteins carboxyterminal vom Zielgen mit Amber-Mutation (TAG auf der
DNA) ein GFP als Positivkontrolle. GFP wird also immer nur dann exprimiert, wenn die
Amber-Mutation durch den ncAA-Einbau unterdriickt wurde. (B) Das Zielprotein mit
Amber-Mutation wird zusammen mit einer orthogonalen tRNA und einer orthogonalen
tRINA-Synthetase (RS) in der Zelle exprimiert. Nach Zugabe der ncAA, wird diese mit Hilfe
der orthogonalen RS auf die orthogonale tRNA beladen. Sobald das Amber-Codon (UAG)
auf der mRNA wihrend der Translation erscheint, wird die ncAA in die Polypeptidkette
eingebaut. Dabei kreuzreagiert oder wechselwirkt die natiirliche translationale Maschine-
rie nicht mit der unnatiirlichen (Orthogonalitit). (C) Die eingebaute ncAA lisst sich tiber
eine Click-Reaktion spezifisch anfirben (hier mittels SPIEDAC gezeigt). Die ncAA L-Lysin
enthilt ein trans-Cycloocten (TCO), das mit dem organischen Farbstoffkonjugat Tetrazin-
Cy5 (H-tet-Cy5) eine kovalente Bindung eingeht. Mit Erlaubnis bearbeitet nach Neubert
et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Mittlerweile konnten mit Hilfe der GCE-Methode schon bis zu 71 verschiedene
ncAAs in Proteine eingebaut werden (Liu und Schultz 2010). Diese sind den
natiirlich vorkommenden Aminosduren sehr dhnlich, tragen aber normalerweise
synthetisierte verdnderte Seitenketten, wie z.B. photoschaltbare Gruppen. NcAAs
miissen so synthetisiert werden, dass sie metabolisch stabil sind, eine gute
zelluldre Bioverfligharkeit haben und vom ribosomalen Elongationsfaktor EF-Tu
toleriert werden. AuBerdem diirfen sie keinesfalls von endogenen natiirlichen RS
erkannt werden, d.h. sie miissen orthogonal sein. Um zwei ncAAs gleichzeitig ins
Genom einzubauen, konnen verschiedene ncAAs zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten nach der Zelltransfektion in das Zellmedium zugegeben werden und schliel3-
lich mit mehreren Click-Farbstoffen angefirbt werden. Dabei wird eine ncAA
mittels SPAAC und die andere ncAA mittels SPIEDAC gefarbt (Niki¢ und Lemke
2015). Bei dieser Methode wird allerdings die gleiche Position des Zielproteins
angefarbt, nur mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen. Um mehrere ncAAs an
unterschiedlichen Stellen im Genom einzubauen, konnen weitere Nonsense-Stop-
codons (also UAA- oder UGA-Stopcodons) verwendet werden. Hierfiir werden
zwei verschiedene tRNA/RS-Paare in der Zelle exprimiert, die wiederum zwei
verschiedene ncAAs ins Protein einbauen kénnen und anschlieBend mit
unterschiedlichen Tetrazin-Farbstoffen gefirbt werden kénnen. Allerdings ist die
Anzahl an Nonsense-Codons begrenzt, sodass weitere ncAAs durch sog.
Quadruplett-Codons, oder auch Frameshift-Codons genannt, eingebaut werden
konnen (Anderson et al. 2004; Hohsaka et al. 1996; Wang et al. 2012). Hierfiir
wurde eine orthogonale tRNA mit einem Quadruplett-Anticodon, bestehend aus
vier nacheinander folgenden Basen, und eine zugehorige RS entwickelt. Sobald
das Quadruplett-Codon auf der abzulesenden mRNA erscheint, kann das
passende Quadruplett-Anticodon der tRNA binden und die ncAA selektiv
eingebaut werden. Dies verursacht einen +1 Frameshift. Falls das Quadruplett-
Codon zufillig nicht eingebaut wird, kommt es nicht zum +1 Frameshift in der
Sequenz und die Translation wird durch ein zusitzlich eingebautes Stopcodon
terminiert (Hohsaka et al. 1996). Dadurch entsteht ein verkiirztes, nicht
funktionsfihiges Proteinfragment, was von der Zelle abgebaut wird.

Neben den zahlreichen Vorteilen von GCE, sei es fiir die Farbung von Memb-
ranproteinen als auch intrazellulire Farbungen, gibt es ebenso einige Herausfor-
derungen und Nachteile, die diese Methode mit sich bringt. So muss immer eine
Zelltransfektion durchgefiihrt werden, um das gewiinschte Amber-Codon zu
exprimieren. Dies ist ein Eingriff in die nattirliche Zellphysiologie, bei der die Zelle
dazu gezwungen wird, etwas Unnatlrliches zu produzieren. Es ist bisher noch
nicht geklirt, ob eine Stopcodon-Suppression Einfluss auf den nattirlichen Zell-
zyklus hat. Wang et al. konnten zeigen, dass E.coli Bakterien eine relativ schnelle
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Anpassung an die Codon-Supression aufweisen, indem sie mit Hilfe von Transpo-
sons die orthogonale RS inaktivieren und somit dem Supressionsdruck entgegen-
wirken (Wang et al. 2014). Ob es einen solchen Mechanismus ebenfalls in
eukaryotischen Zellen gibt, ist bislang unklar. Dartiber hinaus kann GCE zum
unerwiinschten Unterdriicken von natiirlich vorkommenden Stopcodons fiihren,
was Auswirkungen auf die Zelle haben konnte. AuBerdem kommt es immer wieder
zu zufilligem Nicht-Einbau der gewiinschten ncAA, wodurch das abgelesene
Amber-Stopcodon die Translation vorzeitig beendet. Dadurch entstehen unvoll-
stindige, verkiirzte Proteinfragmente, die sich in der Zelle anhdufen und diese
gef. beeinflussen kénnten.

In dieser Arbeit wurde die Methode der bioorthogonalen Click-Chemie durch
GCE verwendet, um den postsynaptischen NMDA-Rezeptor mit einer mdoglichst
kleinen Markierung fiir die hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie zu markie-
ren. Der NMDA-Rezeptor ist sehr gut fiir diese Methode geeignet, da er ein extra-
zellulires membranstindiges Protein darstellt und sich somit sehr gut mit
Tetrazin-Farbstoffen, die die Zellmembran nicht penetrieren, anfirben Iisst.
AuBlerdem zeigt der NMDA-Rezeptor eine gute in vitro Expression.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologie

Fir das Anfirben der NRI1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors mittels
bioorthogonaler Click-Chemie durch die Erweiterung des eukaryotischen geneti-
schen Codes (GCE) musste zunichst ein NR1-Plasmid modifiziert werden,
sodass sich ein Amber-Stopcodon an der extrazelluliren DNA-Sequenz befindet.
Im Folgenden wird beschrieben, wie verschiedene Plasmide mit einer spezifischen
Amber-Mutation hergestellt und amplifiziert wurden.

2.1.1 Ortsspezifische Mutagenese mittels QuikChange PCR

Das NMDAR-NR1:EGFP Plasmid (freundlicherweise von Prof. Noam Ziv aus
Haifa in Israel zur Verfiigung gestellt) wurde mit Hilfe PCR-basierter ortsspezifi-
scher Mutagenese gezielt modifiziert, um ein TAG Amber-Stopcodon in die DNA
einzubringen. Hierflir wurden zunichst mutagene Primerpaare hergestellt
(Sigma-Aldrich), die jeweils eine TAG-Punktmutation enthielten (Tabelle 2.1). Es
wurden jeweils sieben verschiedene Punktmutationen (K275TAG, K298TAG,
K378TAG, K388TAG, Y392TAG, S395TAG und K421TAG) mittels QuikChange
PCR (New England Biolabs, #M0491S) eingefiigt, vervielfiltigt (Tabelle 2.2 und
2.3) und tiber Gelelektrophorese ihrer Linge nach aufgetrennt.
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Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Primer fiir die ortsspezifische Mutagenese (von Sigma-

Aldrich hergestellt)

Bezeichnung

Sequenz

forward K275TAG
reverse K275TAG

“-GCTCATCAATGGCTAGAATGAGTCAGCCC- 3~
"-GGGCTGACTCATTCTAGCCATTGATGAGC- 8~

forward K298TAG
reverse K298TAG

"-GTTCACGAACTCCTAGAGTAGGAGAATATCACTGACC- 3°
"-GGTCAGTGATATTCTCCTACTCTAGGAGTTCGTGAAC- 3~

forward K378TAG
reverse K378TAG

"-CCCAAATGACAGGTAGATCATCTGGCCAGG- 3°
"-CCTGGCCAGATGATCTACCTGTCATTTGGG- 37

forward K388TAG
reverse K388TAG

"-CATCTGGTATCCTCGAGGCTACTCTGTCTCTCC- 3~

forward Y392TAG
reverse Y392TAG

“-GAGAAACCTCGAGGATAGCAGATGTCCACCAG- 3~
"-CTGGTGGACATCTGCTATCCTCGAGGTTTCTC- 3~

forward S395TAG
reverse S395TAG

"-CCTCGAGGATACCAGATGTAGACCAGACTAAAGATAG- 37
“-CTATCTTTAGTCTGGTCTACATCTGGTATCCTCGAGG- 3~

forward K421TAG
reverse K421TAG

5
5
5
5
5
5
5"-GGAGAGACAGAGTAGCCTCGAGGATACCAGATG- 37
5
5
5
5
5
5"-GAGTGATGGGACATGCTAGGAGGAGTTCACAGTCAATGG- 37
5

"-CCATTGACTGTGAACTCCTCCTAGCATGTCCCATCACTC- 3”7

Tabelle 2.2: Reaktionsansatz der QuikChange PCR

Volumen Reagenz

auf 50 ul ddH:0

10 ul 5 x Q5 Reaction Puffer (New England Biolabs, #M0491S)

10 wl 5 x Q5 High GC Enhancer Puffer (New England Biolabs, #M0491S)
1wl 25 mM dNTPs (Sigma-Aldrich, #DNTP100A-1KT)

1 ul (50 ng) Template DNA (NR1:EGFP Plasmid)

0,5 ul (125 ng/ul)
0,5 ul (125 ng/ul)

1wl
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2.1 Molekularbiologie

Tabelle 2.3: QuikChange PCR Programm (C1000 Thermal Cycler von Bio-RAD)

Zyklen Anzahl Temperatur Zeitdauer Reaktionsschritt

1 1x 98 °C 30s initiale Denaturierung
2 20 x 98 °C 30s Denaturierung
65-68 °C 30s Primerhybridisierung
79 °C 150 s Elongation
3 1x 72 °C 180 s finale Verlingerung
4 1x 4-°C = Kithlung

2.1.2 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese wird die DNA tiber ein 1 % Agarose-Gel durch ein
elektrisches Feld ihrer Linge nach aufgetrennt. Die negativ geladene DNA
wandert zur Anode, wobei sich kurze Fragmente schneller durch das Gel bewegen
als lingere und somit voneinander getrennt werden. Hierfiir wurde 1 % Agarose
(Sigma-Aldrich) in 0,5x TBE-Puffer (Tabelle 2.4) aufgekocht und 5 ul Safe View
(Applied Biological Materials, #G108) zugegeben, um die DNA unter UV-Licht
sichtbar zu machen. Das Gel wurde anschlieend in die Gelkammer (Bio-RAD)
gegossen und ausgehirtet. Als Laufpuffer diente 0,5x TBE-Puffer. In die Gel-
Taschen wurden 10 ul des PCR-Produkts mit 2 ul des Farbmarkers DNA Gel
Loading Dye (6x, Thermo Fisher Scientific, #R0611) gegeben und bei einer
Spannung von 100 V, einer Stromstirke von 100 mA und einer Leistung von
4,5 W ca. 1 Stunde nach ihrer Gréfle aufgetrennt. Eine DNA-Leiter (New Eng-
land Biolabs, #N0551L) diente als Gréflenreferenz. Die DNA-Banden wurden
anschlieBend auf einem UV-Tisch (Intras) sichtbar gemacht.

Tabelle 2.4: Protokoll fiir die Herstellung von 5x TBE-Puffer

Volumen Reagenz

27 g Tris (Sigma-Aldrich)

13,8 ¢g Borsdure (Merck)

10 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0) (Roth)
auf 0,51 ddH20
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2.1.3 Restriktionsendonukleasen-Verdau

Nach der QuikChange PCR wurde die methylierte Template-DNA entfernt, in-
dem mit der Restriktionsendonuklease Dpnl geschnitten und verdaut wurde. Das
Template-Plasmid stammt von Bakterien, die DNA-Methylierung als Kontrollme-
chanismus verwenden. Somit ldsst sich methylierte Template-DNA von neu syn-
thetisierter, nicht methylierter DNA unterscheiden. Letztere enthilt die Amber-
Punktmutation und wurde mittels Dpnl-Enzym isoliert, welches methylierte DNA
erkennt und schneidet. Fiir den Dpnl-Verdau wurden 40 ul des PCR-Produkts mit
1 ul Dpnl-Enzym (20 U/ml, New England Biolabs, #R0176S) fiir 90 Minuten bei
37 °C inkubiert, um eine anschlieBende Transformation durchzufithren.

Dartiber hinaus wurde ein Y392TAG-NR1-Plasmid ohne carboxyterminales EGFP
hergestellt, um Zwei-Farben Click-Farbungen durchzufithren. Hierfir wurde
enzymatisch an der entsprechenden BamHI Restriktionsschnittstelle, die die
EGFP-Sequenz umgibt, geschnitten. Es wurden 1 ug DNA mit 5 ul NEBBuffer 3.1
(10x, New England Biolabs, #B7203S) und 1 ul BamHI-Enzym (20 U/ml, New
England Biolabs, #R0136S) gemischt und auf ein Gesamtvolumen von 50 ul mit
dH,O aufgefiillt. Nach einer Inkubation von 1 Stunde bei 37 °C konnte eine
Gelelektrophorese durchgefithrt werden, um zu kontrollieren ob zwei Banden
sichtbar waren.

2.1.4 Transformation und Bakterienkultur

Um die mutierte TAG-NR1-DNA in E.coli Bakterien einzubringen und dort zu
vervielfiltigen, wurden chemisch kompetente E.coli XL1-Blue-Zellen verwendet.
Diese wurden nach dem Protokoll von Inoue et al. hergestellt (Inoue et al. 1990).
Fir die Transformation eines Plasmids mit einem Kanamycin-Resistenzgen (NR1-
Plasmide) wurde ein Aliquot der XL.1-Blue-Zellen auf Eis aufgetaut, 3 — 5 ul der
QuikChange PCR-Produkt-DNA in 40 ul XLL1-Blue-Zellen zugegeben und 20 Mi-
nuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 60 Sekunden
folgte eine 2 miniitige Inkubation auf FEis. AnschlieBend wurden 210 ul
TY-Medium (Tabelle 2.5) zugegeben und fiir 45 Minuten bei 37 °C geschiittelt.
Die Transformation eines Plasmids mit Ampicillin-Resistenz (NR2B- und
tRNA"/NESPyIRS*-Plasmide) verlief dagegen schneller. Hier wurden XL1-Blue-
Zellen auf Eis aufgetaut, 3 — 5 ul der QuikChange PCR-Produkt-DNA in 40 ul XL1-
Blue-Zellen zugegeben und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden
sowohl die Bakterien mit Kanamycin-Plasmid als auch mit Ampicillin-Plasmid
jeweils mit 35 ul bzw. 180 ul auf TY-Agarplatten (Tabelle 2.6) mit der jeweiligen
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Antibiotikaresistenz ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von einem
positiven Klon wurde am nichsten Tag eine Ubernachtkultur in 5 ml TY-Medium
mit dem entsprechenden Antibiotikum (50 ug/ml Kanamycin, 100 ug/ml Ampicil-
lin) angelegt und tiber Nacht bei 37 °C und 190 rpm geschiittelt, um die E.coli
Bakterien weiterhin zu vermehren.

Tabelle 2.5: Protokoll fiir die Herstellung von TY-Medium. Das TY-Medium wurde nach
dem Ansetzen auf den pH-Wert 7,4 eingestellt und ftir 15 Minuten bei 121 °C sterilisiert.

Volumen Reagenz

16 ¢ Trypton (Melford Biolaboratories)
10g Hefeextrakt (Melford Biolaboratories)
5¢ NaCl (Merck)

auf 11 ddH20

Tabelle 2.6: Protokoll fiir die Herstellung von TY-Agarplatten. Trypton, Hefeextrakt und
NaCl wurden in ddH,O auf pH 7,4 eingestellt und autoklaviert. Schlielich wurden Agar
und Kanamycin- bzw. Ampicillin-Antibiotikum zugegeben. Nach kurzem Abkiihlen konnte
der TY-Agar in sterile Petrischalen gegossen, ausgehirtet und bei 4 °C gelagert werden.

Volumen Reagenz

10¢g Trypton (Melford Biolaboratories)
5¢g Hefeextrakt (Melford Biolaboratories)
8¢g NaCl (Merck)

15¢ Agar (Sigma-Aldrich)

50 pug/ml bzw. 100 ug/ml  Kanamycin bzw. Ampicillin (Sigma-Aldrich)
auf 11 ddH20

2.1.5 Isolierung der Plasmid-DNA und Sequenzierung

Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte aus bakteriellen Ubernachtkultu-
ren gemil des Herstellerprotokolls (Mini-Prep: Macherey-Nagel, #740420.50;
bzw. Midi-Prep: Roche, #11754777001). Die DNA wurde abschlieBend mit der
entsprechenden Menge eluiert und in einem Volumen von 20 ul und einer
Konzentration von 30 — 100 ng/ul zur Sequenzierung zu eurofins Genomics
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geschickt. Die zur Sequenzierung notwendigen Primer wurden auf deren Home-
page ausgewdihlt.

2.2 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden HEK293T- (Leibnitz-Institut DSMZ-Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, #ACC635),
COS-7- (Cell Lines Service GmbH, Eppelheim) und NG108-15- (ATCC,
#HB-12317) Zellen verwendet. Diese wurden standardmafig in T-25 Kulturfla-
schen (Thermo Fisher Scientific, #156340) bei 37 °C und 5 % CO, im folgenden
Nahrmedium kultiviert: DMEM (Sigma-Aldrich, #D8062) mit 10 % FCS (Sigma-
Aldrich, #F7524), 1 % L-Glutamin (bereits in DMEM zugesetzt) und 1 % Penicil-
lin-Streptomycin (Sigma-Aldrich, #P4333) und bei einer Konfluenz von ca. 80 %
passagiert. Zur Zelltransfektion wurden 8 x 10* — 1 x 10° der jeweiligen Zellen pro
Well auf 0,01 % Poly-D-Lysine (Sigma-Aldrich, #P6407) beschichteten 4-Well-
Lab-TekII-Deckglaskammern (Nunc, #155382) ausgesit und nach einem Tag
Inkubation unter Kulturbedingungen transfiziert. Die Zellkulturarbeiten,
insbesondere das Kultivieren, Passagieren und Aussien von HEK293T- und
COS-7-Zellen, wurden vor allem von Lisa Behringer-PlieB und Petra GeBner
durchgefiihrt.

2.2.1 Transfektion und nicht-kanonische Aminosauren

HEK293T-, COS-7- oder NG108-15-Zellen wurden nach einer 60 — 80 %igen
Konfluenz mit JetPRIME Transfektionsreagenz (Polyplus, VWR, #114-01)
transfiziert (Abbildung 2.1). Hierbei wurde ein geeignetes Plasmid-Transfektions-
reagenz-Mischungsverhidltnis von 1 pg DNA mit 2 ul Transfektionsreagenz
verwendet (gemall des Herstellerprotokolls). Die drei Vektoren TAG-NR1, NR2B
(freundlicherweise von Dr. Georg Kohr aus Heidelberg zur Verfiigung gestellt) und
pCMV tRNAP/NESPyIRS*" (freundlicherweise von Edward Lemke aus Heidelberg
zur Verfiigung gestellt) wurden in einem 1:1:1 Verhiltnis transfiziert, wobei die
Gesamt-DNA-Menge 500 ng pro Plasmid und pro Well betrug. Eine Koexpression
mit NR2B (CMV-pRK5) war notwendig, um einen funktional aktiven NMDA-
Rezeptor in der Zellmembran exprimieren zu kénnen (Akashi et al. 2009; Kumar
2015). Kurz vor der Transfektion wurden 0,225 mg/ml des Kanalblockers
(£)-Ketaminhydrochlorid (Sigma-Aldrich, #SLBH9550V) zu den Zellen hinzuge-
figt, um Kalziumeinstromungen in die Zelle zu verhindern (Emnett et al. 2013;
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2.2 Zellkultur

Guo et al. 2017). Die nicht-kanonische Aminosidure trans-Cyclooct-2-en-L-Lysin
TCO*A (SiChem GmbH Bremen, #SC-8008) wurde in einer Konzentration von
250 uM, 1:4 in 1M HEPES (Sigma-Aldrich, #H0887) verdiinnt, fiir 4 — 8 Stunden
zugegeben. Anschlieend wurde das Zellmedium gewechselt, ohne erneut TCO*A
hinzuzuftigen. Nachweiteren 12 — 36 Stunden wurden die Zellen mittels bioortho-
gonaler Click-Chemie angefirbt.

)\
+ NR2B ’ +
NR1-Amber-Mutante NR2B orthogonale tRNA/RS Transfektionsreagenz
(500 ng/Well) (500 ng/Well) (500 ng/Well) (1 ul JetPRIME/500 ng DNA/50 ul Puffer)
Ketamin
(0,225 mg/ml)
N _
+ e 4_8h> Mediumwechsel
HaN, (+ 0,225 mg/ml Ketamin)
HOOC
Zelltransfektion ncAA-Zugabe
(1:4 in 1M HEPES) 12-36 h
()
/ 10-20 Min. )
I 2 Q&
-
. . Click-Farbung mit Tetrazin-Farbstoff
Mikroskopieren (1,5 uM auf Eis)

Abbildung 2.1: Ablauf der NMDA-Rezeptor-Zelltransfektion fiir die bioorthogonale Click-
Fiarbung durch GCE. Vor der Transfektion wurden die Zellen mit Ketamin behandelt, um
Kalziumeinstrémungen in die Zelle zu verhindern. Alle drei Plasmide (TAG-NR1, NR2B,
tRNAP/NESPyIRSAT) wurden mit dem Transfektionsreagenz JetPRIME transfiziert.
Zusitzlich wurden ncAAs (TCO*A) fiir 4 — 8 h ins Zellmedium gegeben. Nach einem
Mediumwechsel (mit Ketamin) inkubierten die Zellen fiir 12 — 36 h bei 37 °C und 5 %
CO, und wurden anschliefend mit dem Tetrazin-Click-Farbstoff fiir 10 — 20 Minuten auf
Eis gefirbt und mikroskopiert. Bild der Click-Farbung unten rechts mit Erlaubnis bearbei-
tet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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2 Material und Methoden

2.2.2 Primare Kulturen von hippocampalen Neuronen

Primire hippocampale Neuronen wurden von Prof. Dr. med. Christian Geis
von der Hans-Berger-Klinik fiir Neurologie in Jena zur Verfiigung gestellt. Die
Neuronenkulturen wurden aus Hippocampi von 18 Tage alten Embryonen (E18)
von schwangeren C57BL/6 Miusen (Harlan-Winkelmann) hergestellt. Dazu
wurden die Embryonen dekapitiert und deren Kopfe in kaltes HBSS (50 ml
10 x HBSS, 1 ml Pen/Strep, 3,5 ml 1 mM HEPES, ddH,O auf 500 ml auffiillen
— Materialien vom Hersteller Thermo Fisher Scientific) tiberfiihrt. Das entnom-
mene hippocampale Gewebe wurde in einer 0,25 %-igen Trypsin-EDTA Losung
(Thermo Fisher Scientific) fir 15 Minuten bei 37 °C verdaut. AnschlieBend
wurden die Hippocampi zwei Mal mit HBSS gewaschen und in Neurobasal-
Kulturmedium (100 ml Neurobasal, 1 % Glutamin, 1 % Pen/Strep, 2 % B27
— Materialien vom Hersteller Thermo Fisher Scientific) tiberfiihrt. Die Gewebe
wurden mit Glaspipetten voneinander getrennt. SchlieBlich wurden 50 000 Zellen
auf einem @ 18 mm mit 50 ug/ml Poly-D-Lysin beschichteten Deckglas ausgesit,
fir 14 bzw. 21 Tage kultiviert (DIV14 oder DIV21) und anschlieBend mit 4 % PFA
fixiert.

2.3 Histologie

2.3.1 Silanisierung von Deckglasern

Damit sich Kryostat-Gehirnschnitte gut auf Deckglisern farben lassen, wurden
diese zuvor silanisiert, um ein Ablosen der Schnitte zu verhindern. Dazu wurden
@ 18 mm runde Prizisions-Deckgliser (Carl Roth GmbH, #1.H23.1) mit 1 M KOH
(Sigma-Aldrich, #60377) fir 15 Minuten im Ultraschallbad gereinigt, zwei Mal
mit ddHsO gewaschen, kurz getrocknet und mit 2 % 3-Aminopropyltriethoxysilan
(APTES) (Sigma-Aldrich, #A3648) in Methanol fiir 4 Minuten inkubiert.
Anschliefend wurden die Deckgliser zwei Mal mit ddH>O gewaschen und tiber
Nacht im Abzug getrocknet.
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2.4 Gewebe- und Zellmarkierung

2.3.2 Kryostatschnitte von murinen Gehirngewebe

Die Maus-Gehirnschnitte wurden freundlicherweise von Dr. Christian Werner
vom Lehrstuhl fiir Biotechnologie und Biophysik der Universitit Wiirzburg ange-
fertigt. Hierfir wurden C57BL/6 Miuse vom Institut fiir Neurologie der Universi-
tit Wirzburg mit CO, anidsthesiert und transkardial mit Heparin in PBS
(1000 Einheiten/l in PBS) fiir 2 Minuten mit Hilfe einer Schlauchpumpe (Isma-
tec, Wertheim) perfundiert. AnschlieBend wurden die Miuse mit 4 % frisch
angesetztem kaltem Paraformaldehyd fiir 12 Minuten fixiert. Unfixierte Gehirn-
schnitte wurden direkt nach der transkardialen Perfusion mit Isopentan schock-
gefroren. Mit Hilfe von Scheren und Spateln wurden die Gehirne entnommen
und in 50 ml Greiner-Gefille tiberfiihrt, um sie tiber Nacht zu fixieren. Am Folge-
tag wurden die Gehirne in 30 % Saccharose in PBS gelegt, um sie vor Kilte zu
schiitzen. Gehirne, die auf den Boden des Greiner-Gefifies absanken, wurden in
Tissuetek, umgeben von einem mit Isopentan gefiillten Gefdl3, auf Trockeneis
schockgefroren und fiir eine Langzeitlagerung bei — 80 °C eingefroren. 5 — 20 um
Gehirnschnitte wurden auf einem Leica 3050s Kryostat geschnitten. Hierfiir
wurde die Temperatur fiir Objekt und Kammer abhingig von der Schnittdicke auf
— 19 °C bis — 23 °C eingestellt. SchlieBlich wurden die Schnitte auf zuvor silani-
sierte ¥ 18 mm runde Prizisions-Deckgldser (siehe 2.3.1) positioniert und bei
4 °C gelagert.

2.4 Gewebe- und Zellmarkierung

Die hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie ist eine sehr sensitive Methode,
in der einzelne Molekiile detektiert werden kéonnen. Im Gegensatz zu konventio-
nellen Mikroskopiemethoden ist sie anfilliger gegentiber unspezifischen Hinter-
grundsignalen und benoétigt deshalb besonders sorgfiltige Probenvorbereitungen
und -firbungen.

2.4.1 Immunfluoreszenzfarbung von primaren Neuronen

Fir die NMDA-Rezeptor-Immunfirbung wurden PFA fixierte Neuronen
(DIV14) nach kurzem Waschen mit PBS (Sigma-Aldrich, #D1408) fiir 30 Minu-
ten bei RT mit 10 % BSA (Sigma-Aldrich, #A3983) geblockt, um unspezifische
Antikorperbindungen zu reduzieren. Alle Antikérperverdiinnungen wurden in
10 % BSA durchgefiihrt (Tabelle 2.7). IgG-Antikorper von Patienten mit Anti-
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NMDA-Rezeptor-Enzephalitis (Patienten NR1 AK) wurden freundlicherweise von
Prof. Dr. med. Christian Geis von der Hans-Berger-Klinik fiir Neurologie in Jena
zur Verfligung gestellt. Diese wurden aus therapeutischen Plasmapheresematerial
durch Trennung mit Austauschchromatographie, wie in Geis et al. 2010 und Som-
mer et al. 2005, aufgereinigt. Fiir die Rezeptorfirbung wurde der Primarantikor-
per 2,5 Stunden (bzw. tiber Nacht bei 4 °C) inkubiert und anschlieBend mehrmals
mit PBS gewaschen. Nachdem der fluoreszenzmarkierte Sekundirantikorper fiir
2 Stunden bei RT inkubierte, wurde die Probe erneut gewaschen und fiir 10 Mi-
nuten mit 4 % Formaldehyd (Sigma-Aldrich, #F8775) in PBS fixiert und gewa-
schen. Fir die intrazellulire Homer- oder Bassoon-Firbung wurde die
Zellmembran fiir 10 Minuten mit 0,1 % Triton X-100 (Thermo Fisher Scientific,
#28314) permeabilisiert, gewaschen und erneut 30 Minuten mit 10 % BSA bei
RT geblockt. Nun wurde der zweite Primirantikorper fiir 2,5 Stunden (bzw. tiber
Nacht bei 4 °C) zugegeben (Tabelle 2.7). Nach dem Waschen mit PBS wurde
schlieBlich der zweite Sekundirantikérper fiir 2 Stunden bei RT zugegeben,
erneut gewaschen und die Probe fiir 10 Minuten mit 4 % Formaldehyd und 0,25
% Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich, #(G5882) fixiert und gewaschen.

2.4.2 Immunfluoreszenzfarbung von Gehirnschnitten

Es stellte sich heraus, dass sich 10 um unfixierte Mausgehirnschnitte besser
fir die NMDA-Rezeptorfirbung eigneten als fixierte Schnitte. Diese wurden
zunichst mit PBS bei RT gewaschen und fiir 2 Stunden in der Blocklésung (10 %
BSA + 5 % Ziegenserum (Sigma-Aldrich, #G9023) in PBS) geblockt. Alle Wasch-
und Inkubationsschritte wurden bei RT unter leichtem Schwenken durchgefiihrt.
Der rekombinante monoklonale NR1-Priméirantikérper von diversen Anti-NMDA-
Rezeptor-Enzephalitis-Patienten (freundlicherweise von PD Dr. med. Harald
Prif3 von der Klinik fiir Neurologie und experimenteller Neurologie der Charité
in Berlin zur Verfiigung gestellt) (Kreye et al. 2016) bzw. der kommerzielle anti-
NR1-Primirantikérper wurden tiber Nacht bei 4 °C in der Antikérperlosung (5 %
BSA + 5 % Ziegenserum in PBS) inkubiert und anschlieend mehrfach mit PBS
gewaschen. Danach wurde der fluoreszenzmarkierte Sekundirantikérper in
Antikorperlosung fiir 2 Stunden hinzugegeben (Tabelle 2.7). Nach mehrmaligem
Waschen wurde der Schnitt mit 10 % BSA + 5 % Ziegenserum + 0,3 % Triton X-
100 permeabilisiert, um eine darauffolgende intrazellulire Homer-Farbung tiber
Nacht bei 4 °C in Antikérperlosung durchfiihren zu kénnen. Nach erneutem
mehrmaligem Waschen konnte der zweite Sekundirantikorper fiir 2 Stunden
zugegeben werden, gewaschen und anschlieBend direkt mikroskopiert werden.
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2.4 Gewebe- und Zellmarkierung

2.4.3 Super-Binde-Peptid-Farbung von Gephyrin

PFA fixierte Neuronen (DIV14 und DIV21) wurden nach kurzem Waschen mit
PBS fiir 10 Minuten mit 0,1 % Triton X-100 bei RT permeabilisiert und anschlie-
Bend gewaschen. Mégliche unspezifische Bindungen wurden fiir 30 Minuten mit
5 % BSA und 40 nM 2j-Peptid abgeblockt. Diese Blocklosung wurde ebenfalls fiir
weitere Antikorperverdiinnungen verwendet. Der Primirantikorper (anti-VGAT
oder anti-VGLUT1) wurde tiber Nacht bei 4 °C zugegeben, danach mit PBS
gewaschen, worauf die Inkubation des fluoreszenzmarkierten Sekundirantikor-
pers fiir 2 Stunden bei RT folgte (Tabelle 2.7). Die verschiedenen Gephyrin-
Peptide (TMR-2i, TMR-2j) wurden in einer Konzentration von 2 nM fiir 13 Minu-
ten bei RT zugegeben, mit PBS gewaschen und schlielich mit 4 % Formaldehyd
und 0,25 % Glutaraldehyd ftir 10 Minuten bei RT fixiert und gewaschen. Alle
Gephyrin-Peptide (TMR-2i, TMR-2j, 2j) wurden freundlicherweise von Dr. Hans
M. Maric vom Rudolf-Virchow-Zentrum fiir experimentelle Biomedizin der Uni-
versitit Wiirzburg zur Verfiigung gestellt (Maric et al. 2017).

2.4.4 Bioorthogonale Click-Farbung

Fir die spezifische bioorthogonale Click-Farbung der ncAAs wurden transfi-
zierte HEK293T-, COS-7- oder NG108-15-Zellen mit 1,5 uM Tetrazin-Farbstoff-
derivaten wie H-tet-Cy5 (Jena Bioscience, #CLK-015-05), H-tet-Cy3 (Jena
Bioscience, #CLK-014-05) oder H-tet-ATTO532 (Jena Bioscience, #CLK-011-
02) fir 10 — 20 Minuten in Zellmedium auf Eis gefiarbt (Abbildung 2.1). Alternativ
wurden die transfizierten Zellen mit dem Primirantikorper anti-NMDA Recep-
tor 1 (GluN1, Alomone Labs, #AGC-001) in einer Konzentration von 2,6 ug/ml
und mit dem Farbstoff-markierten Sekundarantikorper fiir jeweils 30 Minuten auf
Eis gefarbt (Tabelle 2.7). Nach der Farbung wurden die Zellen kurz mit Zellme-
dium gewaschen und entweder lebend mikroskopiert oder bei RT fiir 10 Minuten
mit 4 % Formaldehyd und 0,25 % Glutaraldehyd fixiert, mit HBSS (Sigma-Aldrich,
#55037C) gewaschen und anschlieBend mikroskopiert.
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Tabelle 2.7: Liste der verwendeten Antikérper

Typ Antigen Wirt / Konjugat Konzen- Hersteller
Antikorperklasse tration
Primére Homerl Kaninchen IgG - 2,5 ug/ml  Synaptic Systems,
Antikorper (polyklonal) #160 003
Bassoon Maus IgG - 5 ug/ml Enzo Life Science,
(monoklonal) #ADI-VAM-PS003
NR1 Maus IgG - 2,5 ug/ml BD Bioscience,
#556308
GluN1 Kaninchen IgG - 2,6 ug/ml Alomone Labs,
#AGC-001
NR2A/B Kaninchen IgG - 2 ug/ml Merck Millipore,
#AB1548
Patienten NR1 Human IgG - 10 pg/ml Prof. Dr. med. C.
Geis (Jena)
007 168 NR1 Human IgG - 1-3 pug/ml Dr. med. H. Priif§
(monoclonal) (Charité Berlin)
003 102 NR1 Human IgG - 1-3 pug/ml Dr. med. H. Priif§
(monoclonal) (Charité Berlin)
003 109 NR1 Human IgG - 1-3 pg/ml Dr. med. H. Priifl
(monoclonal) (Charité Berlin)
Kontroll NR1 Human IgG - 1-3 pg/ml Dr. med. H. Priifl
(monoclonal) (Charité Berlin)
VGAT Meerschwein- - 1:2000 Synaptic Systems,
chen IgG (po- #131 004
lyklonal)
VGLUT1 Kaninchen IgG - 0,2 ug/ml  Synaptic Systems,
(polyklonal) #135 303
Gephyrin Maus IgG - 5 ug/ml Synaptic Systems,
(monoklonal) #147 011
Sekundire Kaninchen Ziege 1gG Alexa 10 ug/ml  Thermo Fisher Sci-
Antikérper F(ab’): Fluor 532 entific, #A-11009
Kaninchen Ziege IgG Alexa 10 ug/ml  Thermo Fisher Sci-
F(ab’): Fluor 647 entific, #A-21245
Maus Ziege IgG Alexa 10 ug/ml  Thermo Fisher Sci-
F(ab’)s Fluor 532 entific, #A-11002
Human Ziege IgG Alexa 10 ug/ml  Thermo Fisher Sci-
(H+L) Fluor 647 entific, #A-21445
Meerschwein- Ziege IgG Alexa 10 ug/ml  Thermo Fisher Sci-
chen (H+L) Fluor 647 entific, #A-21450
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2.5 Elektrophysiologie

2.5 Elektrophysiologie

Alle Elektophysiologie-Experimente wurden von PD Dr. Ulrich Terpitz vom
Lehrstuhl fiir Biotechnologie und Biophysik an der Universitit Wiirzburg durch-
gefithrt. Hierbei wurde die Patch-Clamp-Methode in der Whole-Cell-Konfigura-
tion angewandt, um den Strom der gesamten Zellmembran von transfizierten
NG108-15-Zellen zu messen. Alle Einzelheiten wurden in Neubert et al. 2018
beschrieben. Kurz zusammengefasst, wurde eine Pipette mit einem 1,5 um
Durchmesser verwendet und Spannungen von — 100 mV bis +40 mV angelegt.
Die resultierenden Strome wurden bei 5 kHz Tiefpass-gefiltert und bei einer
Samplingrate von 100 kHz mit der Software Clampex 10.6 (Molecular Devices
Co.) digitalisiert. Physiologische Losungen fiir die elektrophysiologischen Analy-
sen wurden, wie in Tabelle 2.8 beschrieben, hergestellt. Zur Aktivierung des
Rezeptors wurde in die Losung 1 mM frisch angesetztes Natriumglutamat (Merck)
mit Hilfe eines Perfusionssystems zugegeben. Um eine Blockierung des NMDA-
Rezeptors zu sehen, wurde 1 mM MgCl, (Sigma-Aldrich) zugesetzt.

Tabelle 2.8: Losungen fiir Whole-Cell Patch-Clamp-Versuche

Losung Volumen Reagenz

Badlésung 140 mM NaCl (Sigma-Aldrich)
2,8 mM KCI (Merck)

1 mM CaCly (Merck)
10 mM HEPES (AppliChem)
10 uM EDTA (Roth)

100 uM Glycin (SAFC)
auf 250 ml  ddH20

Pipettenlésung 130 mM CsCl (Roth)
10 mM BAPTA (Sigma-Aldrich)
10 mM HEPES (AppliChem)
auf 50 ml  ddH20
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2.6 Mikroskopie

2.6.1 Konfokale Mikroskopie und FRAP-Experimente

Konfokale Bilder wurden an einem kommerziellen LSM700 Mikrokskop (Zeiss)
mit einem 63x Immersionsoél-Objektiv und einer Pixelgrofe von 90 nm aufgenom-
men. Ein entsprechender Anregungslaser wurde fiir jeden spezifischen Farbstoff
ausgewihlt (488 nm fir EGFP, 555 nm fiir Alexa Fluor 532 und ATTO532, 639
nm fiir Alexa Fluor 647 und Cy5). Das Pinhole wurde fiir alle Messungen auf
1 AU (engl. Airy Unit) gesetzt. Alle Farben wurden linear auf Helligkeit und
Kontrast eingestellt, wobei bei einem Intensititsvergleich verschiedener Proben
stets identische Einstellungen gewihlt wurden.

Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) Experimente wurden
durchgefiihrt, um die Mobilitit der NMDA-Rezeptoren in transfizierten und
H-tet-Cy5 geclickten HEK293T-Zellen zu analysieren. FRAP-Messungen wurden
auf demselben Mikroskop durchgefiihrt und mit der ZEN Blue Edition Software
von Zeiss ausgewertet. Fiir jeden FRAP-Versuch wurde ein Startbild aufgenom-
men und drei verschiedene Regionen definiert: Region 1 wurde mit der maxima-
len Laserintensitit der entsprechenden Wellenldnge gebleicht, Region 2 wurde als
Referenz festgelegt und nicht gebleicht, in Region 3 wurde das Hintergrundsignal
gemessen. AnschlieBend wurde das Experiment gestartet, wobei die festgelegte
Region 1 gebleicht wurde und 100 Bilder (256 x 256 Pixel) bei einem 300 ms
Intervall aufgenommen wurden. Folgende monoexponentielle Kurve

S@) =S —(Sp— So) *exp (— t/trer)

wurde an das Mittelwertsignal der Region S(t) angefittet. Dieses startet am
anfianglichen Signal S; vor dem Bleichen, bis hin zu S, nach dem Bleichen und
néhert sich dem finalen Signal S;. Mit Hilfe der charakteristischen Relaxationszeit

trei konnte die Halbwertszeit t;,, = t,¢ * In(2) der Fluoreszenz-Wiederherstel-
lung berechnet werden. Der mobile Anteil wurde durch (S —Sg) / (S; — Sp) er-
mittelt.
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2.6.2 Structured lllumination Microscopy (SIM)

Strukturierte Beleuchtungsmikroskopie- (engl. structured illumination
microscopy, SIM) Bilder wurden an einem kommerziellen inversen ELYRA S.1
Mikroskop (Zeiss) aufgenommen und prozessiert. Das SIM ist mit einem 63x/1.4
Immersionsdl-Objektiv (DIC M27), einer sCMOS- (engl. scientific complemetary
metal-oxide-semiconductor) Kamera und vier verschiedenen Anregungslasern
ausgestattet. In dieser Arbeit wurden die Laser 643 nm und 568 nm verwendet,
um die Farbstoffe Alexa Fluor 647, TMR und Alexa Fluor 532 anzuregen. Dabei
wurde eine Laserintensitit je nach Experiment zwischen 5 — 10 % gewihlt.
Ublicherweise wurden die Bilder mit einer strukturierten Beleuchtung durch fiinf
Rotationsvariationen und fiinf Phasenverschiebungsvariationen aufgenommen.
Mit der ZEN Black Edition Software (Zeiss) wurden die Bilder prozessiert und das
Channel Alignement durchgefiihrt.

2.6.3 dSTORM

Setup

Alle dSTORM-Aufnahmen wurden an einem schwingungsgeddmpften inversen
Weitfeldmikroskop (IX-71, Olympus) aufgenommen. Fiir die Anregung von Alexa
Fluor 647 und Cy5 wurde der 641 nm Diodenlaser (Cube 640-100C, Coherent)
verwendet, fiir die Anregung von Alexa Fluor 532 der 532 nm Laser (Nano250,
Linos). Um eine gute Anregung der Fluorophore zu erreichen, wurden verschie-
dene optische Bauteile (Spiegel, Linsen, Strahlteiler und Filter) in das Mikroskop
verbaut. Der Laserstrahl wurde auf die hintere Fokalebene des 60x Immersionsol-
Objektivs (NA 1.45, Olympus) fokussiert, um die Probe parallel zu beleuchten. Das
Objektiv mit Probe kann iiber eine Nosepiece-Stage (IX2-NPS, Olympus) vom
Probentisch entkoppelt werden, um Drift zu minimieren. Anregungs- und Emis-
sionslicht wurden durch einen dichroitischen Spiegel (635rpc, Chroma) getrennt,
durch einen Bandpassfilter (Em01-R442/514/647-25, Semrock) spektral gefiltert
und auf eine hochsensitive EMCCD Kamera (Ixon DU 897, Andor) projiziert.
Durch weitere Linsen im Detektionsarm wurde eine endgltige PixelgroBe von
128 nm fiir den roten Kanal und 131 nm fiir den griinen Kanal erreicht. Basale
Membranen von transfizierten HEK293T-Zellen wurden im TIRF-Beleuchtungs-
modus aufgenommen, dquatoriale HEK293T Zellmembranen im EPI-Modus und
Neuronen sowie Gehirnschnitte im HILO-Modus gemessen. Fiir jede dSTORM-
Aufnahme wurden 15 000 — 30 000 Bilder mit einer Belichtungszeit von 20 ms
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und einer Strahlungsintensitit von ca. 5 kW/cm?aufgenommen. Dabei wurde eine
Pixelgrofe von 512 x 512 Pixel gewihlt.

Zwei-Farben dSTORM

Um NMDA-Rezeptoren zusammen mit dem Synpasenmarker Homer mittels
Zwei-Farben dSTORM messen zu konnen, mussten beide Spektren voneinander
getrennt aufgenommen werden. Hierftir wurden roter und griiner Kanal sequen-
tiell aufgenommen, indem zwei verschiedene Detektionsarme und Kameras
verwendet und anschlieBend beide Signale aufeinander aligniert wurden. Durch
chromatische Aberration kommt es gelegentlich zu einer leichten Verschiebung
der Bildposition, weshalb vor jeder Zwei-Farben-Messung die Kameraposition auf
den jeweiligen Farbstoff ausgerichtet wurde. Um Photobleichen zu verhindern,
wurde das Fluorophor mit der lingeren Wellenldnge (roter Farbstoff) zuerst ge-
messen und dasjenige mit der kiirzeren Wellenldnge (griiner Farbstoff) direkt im
Anschluss. Zwischen der Aufnahme beider Farben durfte der Fokus nicht verdn-
dert werden, da sonst beide Bilder nicht aufeinander aligniert werden kénnen.
Um im Nachhinein beide Farben mit Hilfe einer Bildregistrierung durch das Fiji-
Plugin bUnwarp] tibereinander legen zu kénnen, wurden vor und nach der Mes-
sung Kalibrationsbilder mit TetraSpecks (Thermo Fisher Scientific, #T14792) mit
den verwendeten Laserlinien aufgenommen.

Schaltpuffer

Um das Photoschalten der verschiedenen Farbstoffe bei dSTORM-Aufnahmen
gewihrleisten zu kénnen, miissen diese in thiolhaltigen PBS-basierten Puffer
inkubieren. Dieser besteht aus 100 mM B-Mercaptoethylamin (MEA, Sigma-
Aldrich, #M6500) in PBS. Der pH-Wert ist Fluorophor-abhingig und wurde mit
5M KOH zwischen 7,4 — 8,0 eingestellt.
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2.6.4 Bildrekonstruktion und -auswertung

rapidSTORM

Alle dSTORM-Aufnahmen wurden mit Hilfe einer frei verftigharen Lokalisati-
onssoftware rapidSTORM 3.3, die in Wolter et al. beschrieben ist, rekonstruiert
(Wolter et al. 2010; Wolter et al. 2012). Kurz zusammengefasst, lokalisiert die
Software die Intensititen und Positionen der einzelnen Fluorophore mit
Nanometerprizision, indem eine zweidimensionale Gauf3-Funktion an deren PSF
angepasst wird. Alle angepassten emittierten Lokalisationen werden von der
Software als Tabelle abgespeichert sowie zu einem rekonstruierten hochaufgelds-
ten Bild aufsummiert. Zudem stellt rapid STORM verschiedene Parameter fiir die
Datenverarbeitung zur Verfligung. So kann mit Hilfe der Software beispielsweise
ein Setupdrift erkannt und korrigiert werden. Zusitzlich lassen sich Parameter
wie Pixelgrofle, PSF FHWM, minimaler Intensitits-Threshold, lineare Driftkor-
rektur, Molekiiltracking und vieles mehr bestimmen. Die Rohdaten waren
typischerweise 512 x 512 Pixel groe Dateien mit 15 000 — 30 000 Einzelbildern.
Lokalisationen, die weniger als 1000 Photonen aufwiesen, wurden typischerweise
verworfen, um sie von Hintergrundrauschen und Falsch-Lokalisationen unter-
scheiden zu kénnen. Das rekonstruierte Bild wurde schlieflich mit einer Pixel-
groBBe von 10 nm in X- und Y-Richtung generiert. Alle Lokalisationen, Positionen,
Intensititen und Bildnummern wurden in einer einzigen Textdatei (Lokalisati-
onsdatei) gespeichert und fiir weitere Analysen genutzt. In dieser Arbeit wurden
die Lokalisationsdateien von Homer- und NR1-Fiarbungen in Gehirnschnitten fiir
weitere Clusteranalysen mit Hilfe einer Python-Bibliothek verwendet.

Fiji

Fiji (Fiji is Just Image]) ist ein Open-Source-Softwareprogramm fiir Bildverar-
beitung mit zusitzlichen Plugins fiir wissenschaftliche Bildanalysen (Schindelin
et al. 2012). In dieser Arbeit wurde es vor allem fiir die Bildbearbeitungsprozesse
wie Kontrasteinstellungen, Normalisierungen, Bildformate, Anpassung von Pixel-
groBBen, MaBstabsbalken, Farbanpassung und Kanalanpassungen verwendet. Um
eine Uberlagerung zweier spektraler Fluoreszenzkanile von Zwei-Farben
dSTORM zu ermoglichen, wurde eine Transformationsmatrix mit Hilfe des Fiji-
Plugins bUnwarp] erstellt. Der bUnwarp]-Algorithmus ermdglicht eine elastische
Bildanpassung von zwei Bilddateien. Dazu wurden die TetraSpeck-Bilder von
rotem und griimem Kanal im Programm gedffnet und Referenzpunkte (sog. Land-
marks) auf verschiedene TetraSpeck-Signale beider Farben gesetzt. Wiahrend der
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Registrierung erzeugt bUnwarp] eine elastische Transformationsmatrix und
kalkuliert die Verzerrung zwischen beiden Bilder. Diese Transformationsmatrix
kann in die rapidSTORM-Software eingelesen werden, um die dSTORM-Daten
zu alignieren. bUnwarp] wird nidher beschrieben auf https://imagej.net/BUn-
warpJ.

Imaris

Kolokalisationsanalysen des Gephyrin-Peptids wurden mit prozessierten SIM-
Daten mit Hilfe der kommerziellen Software Imaris (Bitplane AG, Oxfords Instru-
ments) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Bilder so zugeschnitten, dass nur die
einzelnen Neuronenkompartimente sichtbar waren, ohne dass der Nukleus der
Zelle mit einbezogen wurde. Der Threshold beider Farbkanile wurde auf 10 000
fiir den griinen Kanal und 20 000 fiir den roten Kanal gewihlt. Die Kolokalisation
wurde anschliefend ermittelt, indem das Verhiltnis zwischen der Anzahl der
kolokalisierten Pixel und der Anzahl aller Pixel tiber dem Threshold (bezeichnet
als Volumen in Imaris) berechnet wurde (Maric et al. 2017).

Origin Pro

Origin Pro ist eine kommerziell erhiltliche Software zur Datenverarbeitung
und —darstellung und wurde fiir die Grafikdarstellungen der Kolokalisationsdaten
aus Imaris und Auswertung der Patch-Clamp-Rohdaten verwendet.

Python

Lokalisationen der dSTORM-Rohdaten von Homer und NR1 in Gehirnschnit-
ten wurden mit einer individuell geschriebenen Python-Bibliothek, erstellt von PD
Dr. Séren Doose vom Lehrstuhl fiir Biotechnologie und Biophysik der Universitét
Wiirzburg, analysiert. Zunichst wurde die Lokalisationsprizision beider Signale
bestimmt. Um rdumlich zusammenhingende Lokalisationen zu Clustern zusam-
menzufassen, wurde ein DBSCAN- (engl. density-based spatial clustering of
applications with noise) Algorithmus mit zwei Parametern, einem Abstand r
zwischen Nachbarpunkten und einer Mindestanzahl an Nachbarn minPts,
verwendet. Fiir die Charakterisierung der postsynaptischen Homer-Signale wurde
der Abstand zwischen Nachbarpunkten r = 40 nm und die Mindestanzahl an
Nachbarn minPts = 20 gesetzt. Fiir die Charakterisierung der NR1-Cluster wurde
dagegen r = 16 nm und minPts = 4 gesetzt. Es wurden nur Homer-Cluster mit
einer GroBe ab 50 000 nm?® analysiert. AnschlieBend konnten NR1-Lokalisationen
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innerhalb oder auBlerhalb der definierten Homer-Cluster bestimmt werden. Alle
NR1-Lokalisationen innerhalb des Homer-Clusters wurden als synaptische Rezep-
toren und alle NR1-Lokalisationen in einem Abstand von bis zu 1000 nm als
extrasynaptisch definiert.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Markierung des NMDA-Rezeptors durch
Antikdrperfarbung

Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist eine kiirzlich entdeckte Autoimmuner-
krankung im Gehirn, bei der die Patienten sog. Autoantikorper gegen die NR1-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors bilden. Dies fithrt wahrscheinlich zu einer
Autoantikorper-vermittelten Internalisierung des Rezeptors und somit zu dessen
reversiblen Verlust auf der postsynaptischen Membran (Dalmau et al. 2008;
Dalmau et al. 2019). Patienten mit dieser Erkrankung weisen ein mehrstufiges
Krankheitsbild mit psychiatrischen und neurologischen Stérungen auf. Da die
Dichte der NMDA-Rezeptoren im Bereich des Hippocampus besonders erhoht ist,
fihrt die Erkrankung oft zu Gedachtnisstérungen, Psychosen und Schizophrenie,
ebenso zu motorischen Stérungen im spiteren Krankheitsverlauf, wie Herzrhyth-
musstorungen und Hyperventilation, bis hin zum Tod (Florance et al. 2009;
Dalmau et al. 2008). Sowohl die Ursache der Autoantikérperbildung als auch der
genaue Mechanismus der NMDA-Rezeptorinternalisierung sind noch nicht
geklart. In dieser Arbeit wurden verschiedene Markierungsmethoden getestet, um
NMDA-Rezeptoren moglichst spezifisch anzufiarben und hochaufgelost sichtbar
zu machen. Dies ist fiir zukiinftige Forschungsexperimente, die auf spezifische
Farbemethoden aufbauen, notwendig, um somit mdoglichst bald die Ursache dieser
Erkrankung herausfinden zu koénnen. In diesem Kapitel wurde der NMDA-
Rezeptor sowohl in Neuronen als auch in Gehirnschnitten zunichst mit Hilfe von
klassischer Antikorperfirbung sichtbar gemacht.
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3.1.1 Homer- und Bassoon-Farbung

Um NMDA-Rezeptoren auf der Postsynapse sowohl in Neuronen als auch in
Gehirnschnitten genau identifizieren und lokalisieren zu kénnen, wurden diese
zusammen mit den pri- und postsynaptischen Strukturproteinen Bassoon und
Homer angefirbt. Dazu wurden zunichst vorexperimentelle neuronale Kofir-
bungen der Markerproteine Bassoon und Homer in der aktiven Zone von Pri- und
Postsynapse durchgefiihrt, um herauszufinden, ob wir in der Lage sind beide
synaptischen Strukturproteine getrennt voneinander aufzulésen. Hierftir wurden
fixierte primiare Mausneuronen (DIV14) permeabilisiert und mit primiren und
sekundiren Antikorpern gegen Bassoon und Homer angefiarbt und mit Konfokal-
mikroskopie- bzw. hochauflésender dSTORM-Messung betrachtet und verglichen.
Zwei-Farben dSTORM ist sehr von der Photophysik der einzelnen Fluorophore
abhingig, da die Lokalisationsprizision indirekt proportional zur Quadratwurzel
der Anzahl der detektierten Photonen im AN-Zustand ist. Es stellte sich heraus,
dass die bestmoglichste Fluorophor-Kombination fiir Zwei-Farben dSTORM Alexa
Fluor 647 mit Alexa Fluor 532 ist. Beide Farben wurden sequentiell mit zwei
verschiedenen Kameras aufgenommen. Mit Hilfe einer geeigneten Filterkombina-
tion wurden beide Farbstoffspektren komplett voneinander getrennt und nachei-
nander gemessen. Dabei wurde stets zuerst der langwellige rote Kanal und
anschlieBend der kurzwellige griine Kanal aufgenommen, um ein Photobleichen
zu verhindern. Durch chromatische Aberration im Mikroskop und geringen
Unterschieden im Detektionsarm kann es zu leichten Verschiebungen beider
Farben kommen. Deshalb ist das Alignement der zwei Farben im Nachhinein von
enormer Bedeutung. Mit Hilfe von kleinen Kiigelchen, die verschiedene Fluoro-
phore tragen (TetraSpecks von Invitrogen), wurden vor und nach der Messung
jeweils mehrere Kalibrationsbilder auf beiden Kameras aufgenommen und diese
anschlieBend fiir das Alignement mit Hilfe einer Bildregistrierung verwendet. Die
Bildregistrierung wurde mit dem Fiji-Plugin bUnwarp] durchgefiihrt. Dabei wurde
eine elastische Transformation in Form eines Vektorfeldes tiber die Kalibrations-
probe erstellt und anschlieBend auf jedes dSTORM-Bild tibertragen. Die Prizision
des Alignements wird in Abbildung 3.1 gezeigt. Es muss jedoch beachtet werden,
dass wihrend der gesamten Messung keine Drifterscheinungen auftreten, was
sich nicht nur negativ auf das Alignement auswirken kann, sondern ebenso auf
die Zwei-Farben-Rekonstruktion beider Strukturen.
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Abbildung 3.1: Zwei-Farben dSTORM Kalibration mit TetraSpecks. Fiir Zwei-Farben
dSTORM wurden beide Farben sequentiell aufgenommen und im Nachhinein mit Hilfe
einer Bildregistrierung aligniert. Dazu wurden Kalibrationsproben mit TetraSpecks mit
beiden Kameras aufgenommen. Ohne eine Bildregistrierung der TetraSpecks besteht ein
deutlicher Versatz zwischen rotem und griinem Kanal (links). Nachdem beide Kanile mit
Hilfe des Fiji-Plugins bUnwarp] durch eine elastische Transformation, basierend auf
einem Vektorfeld (Mitte), aligniert wurden, tiberlagern rote und griine Fluorophore der
TetraSpecks (rechts). Der MaBstabsbalken entspricht 0,5 um.

Die Ergebnisse der Homer-Bassoon-Fiarbung zeigten auf Konfokalebene eine
Kolokalisierung beider synaptischer Proteine (Abbildung 3.2 A). In den rekonstru-
ierten hochaufgelosten dSTORM-Bildern konnte hingegen zwischen Pri- und
Postsynapse unterschieden werden (Abbildung 3.2 B). Je nach Orientierung der
Synapsen war die Balken-dhnliche Struktur beider Synapsenproteine gegentiber
voneinander, also auf Prid- und Postsynapse, erkennbar (Frontalansicht). Beide
wurden durch den 10 — 20 nm grofen synaptischen Spalt voneinander getrennt.
Wurden die Synapsen allerdings von der Seitenansicht betrachtet, war der synap-
tische Spalt nicht mehr erkennbar. Mit diesen Messungen konnte gezeigt werden,
dass aufgrund der erhéhten Auflésung von dSTORM zwischen Prid- und Postsy-
napse unterschieden werden konnte. Dagegen konnte die herkémmliche Konfo-
kalmikroskopie Prda- und Postsynapse nicht getrennt auflosen. Die Ergebnisse
zeigten auBerdem, dass die Antikérper gegen Bassoon und Homer gut geeignet
sind, um die Postsynapse fiir weitere Experimente lokalisieren zu kénnen.
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Bassoon o Bassoon i
Homer

Bassoon

Abbildung 3.2: Bassoon- und Homer-Firbung primirer Neuronen. Antikérperfirbung
fixierter primirer Mausneuronen (DIV14) mit den pri- und postsynaptischen Markerpro-
teinen Bassoon (Alexa Fluor 532 gekoppelter Sekundirantikérper, cyan) und Homer
(Alexa Fluor 647 gekoppelter Sekundirantikérper, magenta), mikroskopiert mit Konfokal-
mikroskopie (A) und dSTORM (B). Erst in den hochaufgelésten dSTORM-Bildern konnte
zwischen Pri- und Postsynapse unterschieden werden. Je nach Orientierung der Synapse
erkennt man die Balken-dhnliche Struktur von Bassoon und Homer, separiert durch den
synaptischen Spalt (Fronatalansicht in iii-v) oder libereinander (Seitenansicht in ii).
MaBstabsbalken entsprechen in (A) 10 um bzw. 5 um in i und in (B) 2,5 um bzw. 0,5 um
in ii-v.

3.1.2 NMDA-Rezeptor-Farbung in primaren Neuronen

Der NMDA-Rezeptor ist ein ionotroper Glutamtarezeptor, der auf der postsy-
naptischen Membran, insbesondere von hippocampalen Neuronen, lokalisiert ist.
Er ist ein Heterotetramer, der aus zwei obligatorischen NR1-Untereinheiten und
zwei NR2- bzw. NR3-Untereinheiten besteht. Die am hiufigsten vorkommenden
NMDA-Rezeptoren bestehen aus zwei NR1-Untereinheiten und zwei NR2-
Untereinheiten. Dabei besteht NR2 meist aus den Splicevarianten NR2A bzw.
NR2B. Die Splicevarianten NR2C und NR2D sind dagegen seltener anzutreffen
(Flores-Soto et al. 2012). In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die NR1-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors gesetzt, da diese von Autoantikérpern
wihrend der Autoimmunerkrankung Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis gebun-
den wird. In den ersten Experimenten wurde die NR1-Untereinheit durch indi-
rekte Antikorperfirbung in fixierten primdren Mausneuronen (DIV14) markiert.
Die Antikdrperfirbung und -spezifitit wurde zunichst durch Konfokalmikroskopie
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gepriift (Abbildung 3.3). Um die Postsynapse lokalisieren zu konnen, wurde
zusitzlich das Strukturprotein Homer markiert. Die ersten Kofirbungen zeigten
keinerlei Kolokalisation von Homer und NRI1, gefirbt mit einem kommerziell
erhiltlichen anti-NR1-Antikérper (BD Bioscience), ebenso nicht mit einem auf-
gereinigten IgG-Antikorper, isoliert von einem Patienten mit Anti-NMDA-
Rezeptor-Enzephalitis (Patienten AK) (freundlicherweise von Prof. Dr. med.
Christian Geis von der Hans-Berger-Klinik fiir Neurologie in Jena zur Verfiigung
gestellt). Moglicherweise bindet der kommerzielle NR1-Antikérper sehr unspezi-
fisch, da fast keine NR1-Markierungen auf der Postsynapse identifiziert wurden.
Es ist zwar bekannt, dass einige NMDA-Rezeptoren ebenso im extrasynaptischen
Bereich lokalisiert sind (Petralia 2012), was jedoch nicht ausschlieBt, dass sich
trotzdem ein Grofteil der NMDA-Rezeptoren in der Postsynapse befindet. Der
Patientenantikérper wies eine dhnliche Farbung auf. Dessen Aufreinigung erfolgte
aus dem Plasmapheresematerial eines Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis-
Patienten, indem alle IgG-Antikérper aus dessen Plasma isoliert wurden. Somit
wurde mit einer polyklonalen IgG-Fraktion gefirbt. Mdéglicherweise hatte der
Patient einen relativ geringen NR1-Autoantikorpertiter im Verhéltnis zum
Gesamt-IgG-Pool, sodass NR1 kaum angefiarbt werden konnte. Darauthin wurde
ein rekombinanter monoklonaler NR1-Patientenantikoérper (003 102 NR1 mAK)
getestet. Dieser wurde von PD Dr. med. Harald Priifl und seiner Gruppe von der
Klinik fiir Neurologie und experimenteller Neurologie der Charité in Berlin her-
gestellt, indem das monoklonale Antikérperrepertoire von B-Gedachtniszellen und
Antikorper-sekretierenden Zellen aus dem Liquor verschiedener Patienten mit
Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis charakterisiert wurde. AnschlieBend wurden
verschiedene rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikorper in transfizier-
ten HEK293T-Zellen hergestellt (Kreye et al. 2016). In unseren Experimenten
wies der 003 102 monoklonale NR1-Patientenantikérper eine gute NR1-Farbung
auf und kolokalisierte mit Homer. Dagegen zeigte der monoklonale rekombinante
Kontroll-Antikorper (Kontroll mAK) keinerlei Farbung und somit keine Kolokali-
sation mit Homer. Dieser stammte aus dem Liquor von einem Kontroll-Patient
ohne neuroimmunologische Erkrankungen und wies keinerlei Reaktivitit gegen
neurologisches Gewebe auf.

AuBlerdem wurden neuronale Kolokalisationsfirbungen mit dem prasynapti-
schen Markerprotein Bassoon und dem kommerziellen anti-NR2A/B-Antikorper
durchgefiihrt (Abbildung 3.4). Letzterer zeigte in Konfokalaufnahmen eine solide
Farbung, sowohl innerhalb als auch auBlerhalb der Synapse. Da durch die schlech-
tere Auflosung der Konfokalmikroskopie nicht zwischen Pria- und Postsynapse
unterschieden werden kann, ist hier eine Kolokalisation von NR2 und Bassoon

95



3 Ergebnisse und Diskussion

erkennbar. Dartiber hinaus konnte ebenfalls eine Kolokalisation des rekombinan-
ten monoklonalen NR1-Patientenantikérper 003 102 (003 102 NR1 mAK) mit
Bassoon festgestellt werden (Abbildung 3.4).

anti-NR1AK " " Homer |i
: anti-NR1AK

Patiehten AK | = .- * Homer |ii
Patienten AK

003 102 NR1 mAK 5 : -~ Homer
ii 003102 NRT mAK

Kontroll mAK Homer |i
Kontroll mAK

Abbildung 3.3: Neuronale Homer- und NR1-Firbungen. Fixierte primire hippocampale
Mausneuronen (DIV14) wurden mit dem postsynaptischen Strukturprotein Homer (Alexa
Fluor 532 gekoppelter Sekundirantikérper, cyan) und verschiedenen Antikérpern gegen
die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (Alexa Fluor 647 gekoppelter Sekundiranti-
korper, magenta) gefirbt: kommerzieller anti-NR1-Antikorper (anti-NR1 AK), IgG-
Antikorper von einem Patient mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis (Patienten AK),
rekombinanter monoklonaler NR1-Patientenantikérper (003 102 NR1 mAK), rekombi-
nanter monoklonaler Kontroll-Antikérper aus einem gesunden Probanden (Kontroll mAK)
(von oben nach unten). Konfokalmikroskopie-Aufnahmen mit Mafstabsbalken 10 um,
bzw. 5 um in i-iv.
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’ Bassoon
Bassoon anti-NR2A/B AK anti-NR2A/B AK
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Bassoon b5 003 102 NR1 mAK 003 102 NR1 mAK-

Abbildung 3.4: Neuronale Fiarbungen von Bassoon und dem NMDA-Rezeptor. Fixierte
primére hippocampale Mausneuronen (DIV14) wurden mit dem prasynaptischen Struk-
turprotein Bassoon (Sekundirantikoérper gekoppelt an Alexa Fluor 532, cyan) markiert.
Zusitzlich wurde mit einem kommerziellen anti-NR2A/B-Antikérper (anti-NR2A/B AK,
oben) bzw. mit dem rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérper (003 102
NR1 mAK, unten) angefirbt (jeweils Alexa Fluor 647 gekoppelter Sekundirantikérper).
Konfokalmikroskopie-Aufnahmen mit MafBstabsbalken 10 um, bzw. 5 um in i-ii.

Um eine deutlich bessere Auflosung des NMDA-Rezeptors innerhalb der
Synapsen zu erlangen, wurden schlielich Zwei-Farben dSTORM-Aufnahmen
von fixierten primiren Neuronen (DIV14) durchgefiihrt. Dazu wurde Homer und
die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors mit verschiedenen NR1-Antikérpern
auf der Postsynapse angefirbt. Fur die Zwei-Farben dSTORM-Aufnahmen
wurden erneut die Sekundirantikérper-Fluorophore Alexa Fluor 647 und Alexa
Fluor 532 verwendet. Wie in 2.6.3 beschrieben, wurde zuerst der rote Kanal und
anschlieBend der griine Kanal mit zwei verschiedenen Kameras sequentiell
aufgenommen. Fir ein gutes Photoblinken der einzelnen Farbstoffe wurde ein
PBS-basierter Probenpuffer verwendet, der 100 mM B-Mercaptoethylamin (MEA)
enthielt und einen pH-Wert von 7,4 — 8,0 aufwies. Um weniger Hintergrundsignal
zu erhalten, wurden alle Aufnahmen im HILO-Modus aufgenommen und schlief3-
lich mit der rapidSTORM-Software rekonstruiert und mit dem Fiji-Plugin
bUnwarp] aligniert. Diesmal wurde der kommerzielle anti-NR1-Antikorper
(anti-NR1 AK), im Gegensatz zu allen anderen Firbungen, mit einem Alexa
Fluor 532 gekoppelten Sekundirantikorper und Homer mit einem Alexa
Fluor 647 gekoppelten Sekundirantikorper angefiarbt, in der Hoffnung eine
bessere Farbung zu erzielen. Jedoch konnte der kommerzielle NR1-Antikorper in
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den rekonstruierten hochaufgelosten dSTORM-Bildern erneut kein Signal liefern,
sowohl innerhalb als auch auBlerhalb der Synapse (Abbildung 3.5). Dagegen erwies
sich ein weiterer rekombinanter monoklonaler Patientenantikérper 007 168 NR1
mAK, der ebenso freundlicherweise von PD Dr. med. Harald Prif3 (von der Klinik
fir Neurologie und experimenteller Neurologie der Charité in Berlin) zur
Verfligung gestellt wurde, als sehr spezifisch. 007 168 NR1 mAK zeigte einzelne
Lokalisationen innerhalb des dicht gepackten Homer-Signals und ist damit in der
Postsynapse lokalisiert. Einige wenige 007 168 NR1 mAK-Signale wurden ebenso
aulBerhalb der Synapse lokalisiert. Der rekombinante monoklonale Kontroll-Anti-
korper aus einem gesunden Probanden (Kontroll mAK) zeigte stattdessen keine
Farbung, dhnlich dem Signal des kommerziellen anti-NR1-Antikorpers. Zusitz-
lich wurde Bassoon mit dem kommerziellen anti-NR2A/B-Antikorper kogefirbt,
wobei eine schwache NR2-Farbung erkennbar war. Hier schien der kommerzielle
Antikorper ebenfalls ineffizient zu binden.

anti-NR1 AK 007 168 NR1 mAK
Homer . Homer

anti-NR2A/B AK Kontroll mAK

Bassoon e el H?-mer viii
V"D
Vi .

[]

Abbildung 3.5: Hochaufgeloste NMDA-Rezeptoren in Synapsen von priméiren Neuronen.
Fixierte primire hippocampale Mausneuronen (DIV14) wurden mit dem postsynapti-
schen Strukturprotein Homer (Alexa Fluor 532 gekoppelter Sekundirantikorper, cyan;
bzw. oben links: Alexa Fluor 647 gekoppelter Sekundirantikérper, magenta) oder mit dem
prasynaptischen Markerprotein Bassoon (Alexa Fluor 532 gekoppelter Sekundiranti-
korper, cyan; unten links) angefiarbt. Diese wurden kogefirbt mit dem kommerziellen
anti-NR1-Antikérper (anti-NR1 AK; Alexa Fluor 532 gekoppelter Sekundirantikérper,
cyan), kommerziellen anti-NR2A/B-Antikérper (anti-NR2A/B AK; Alexa Fluor 647
gekoppelter Sekundirantikérper, magenta), rekombinanten monoklonalen NRI1-
Patientenantikérper (007 168 NR1 mAK; Alexa Fluor 647 gekoppelter Sekundiranti-
korper, magenta) oder dem monoklonalen rekombinanten Kontroll-Antikérper (Kontroll
mAK; Alexa Fluor 647 gekoppelter Sekundirantikorper, magenta). dSTORM-Aufnahmen
mit MaBstabsbalken 2,5 um bzw. 0,5 um in i-viii.
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In den neuronalen Farbungen konnte gezeigt werden, dass kommerzielle Anti-
korper, sowohl gegen die NR1-Untereinheit als auch gegen die NR2-Untereinheit
des NMDA-Rezeptors, nicht spezifisch binden. Dabei lieferte der kommerzielle
NR2A/B-Antikorper etwas bessere FErgebnisse als der kommerzielle NRI1-
Antikorper. Dies lief3 sich sowohl auf Konfokalmikroskopie-Ebene als auch mit
dSTORM zeigen. Es wurde aulerdem ein weiterer kommerzieller NR1-Antikorper
(Anti-NMDAR1 Antikorper, Merck Millipore; # MAB363) getestet, der allerdings
gleich ineffiziente Farbungen zeigte (hier nicht gezeigt). Ein Grund fiir die
Unspezifitit konnte die Epitoperkennung dieser kommerziellen Antikorper sein.
Die meisten kommerziellen NR1-Antikérper binden innerhalb der Ligand-Binde-
Domine (LBD) und der transmembranen Doméine (TMD) der NR1-Untereinheit
im Bereich der Aminosduren 660 bis 811 (u.a. die kommerziellen NR1-Antikorper
von BD Bioscience und Millipore), was einen sehr groBen Epitopbereich darstellt
(Abbildung 3.6). Wahrscheinlich sind diese Epitope schlecht zuginglich fiir Anti-
korper, was die schwache kommerzielle Antikérperfirbung erklaren kénnte. Da
die extrazellulire Rezeptorfirbung vor der Permeabilisierung der Neuronen
durchgeftihrt wurde, ist es moglich, dass die NR1-Antikorper ihr Epitop nur
schlecht erreicht und gebunden haben kénnten. Ebenso konnten isolierte polyklo-
nale IgG-Antikorper von Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis
(Patienten AK) keine guten Fiarbungen liefern, da die Konzentration von NR1-
Autoantikérpern innerhalb des Gesamt-IgG-Pools womoglich nicht ausreichend
war, um NR1 anzufirben. AuBBerdem kénnten weitere, sich im Plasmapheresema-
terial befindende IgG-Antikorper zu unspezifischen Bindungen fithren. Zukiinftig
konnten Optimierungsversuche unternommen werden, bei denen weitere Titrati-
onen durchgefiihrt werden, um ggf. eine bessere Antikérperkonzentration fiir die
NR1-Farbungen herauszufinden. Aulerdem koénnte eine Lebendfirbung auspro-
biert werden, indem vor dem Fixieren der Neuronen gefiarbt wird. Das Fixieren
einer Probe induziert Quervernetzungen zwischen den einzelnen Proteinen. Es
ist bekannt, dass diverse Fixative eine Artefaktentstehung induzieren kénnen
(Whelan und Bell 2015) und somit ggf. auch Antikérperbindestellen blockieren
konnten. Moglicherweise ist dies ein weiterer Grund fiir die ineffiziente NR1-
Farbung mit kommerziellen Antikérpern. Dagegen erwiesen sich rekombinante
monoklonale NR1-Patientenantikorper (003 102 NR1 mAK und 007 168 NR1
mAK) als sehr spezifisch und konnten gute Farbungen besonders in den hochauf-
gelosten dSTORM-Bildern liefern. Kreye et al. fanden heraus, dass die rekombi-
nanten monoklonalen NR1-Patientenantikorper das Epitop N368/G369 erkennen
und somit nur eine Aminosdure auf der NR1-Untereinheit binden (Kreye et al.
2016) (Abbildung 3.6). Im Folgenden wurden deshalb verschiedene rekombinante
monoklonale NR1-Patientenantikérper in Gehirnschnitten getestet.
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Abbildung 3.6: Bindestellen von kommerziellen bzw. rekombinanten monoklonalen
Patientenantikorpern an die NRI1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors. Kommerzielle
Antikorper gegen die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (BD Bioscience und Merck
Millipore) binden ein grofes Epitop innerhalb der Ligand-Binde-Doméne (LBD) und der
transmembranen Domine (TMD) im Bereich der Aminosduren 660 bis 811. Rekombi-
nante monoklonale Antikérper von Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis
binden hingegen das kleine extrazellulire Epitop N368/G369 auf der aminoterminalen
Domine (ATD) von NR1. Dieses Epitop ist wahrscheinlich besser zuginglich und erzielt
dadurch bessere Antikorperfirbungen. Beide Antikoérperbindestellen wurden nur auf
einer NR1-Untereinheit in der Kristallstruktur in gelb dargestellt (Protein-Datenbank
PDB:4PE5).

3.1.3 NMDA-Rezeptor-Farbung in Gehirnschnitten

Kommerzielle Antikorper gegen die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors
erwiesen sich in den vorherigen Experimenten als ineffizient und unspezifisch.
Kreye et al. konnten verschiedene rekombinante monoklonale Antikérper von
Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis herstellen (Kreye et al. 2016),
die sich in unseren neuronalen Vorexperimenten als spezifische Antikorper gegen
die NR1-Untereinheit herausstellten. Im Folgenden wurde die Affinitit, Spezifitit
und Lokalisation diverser rekombinanter monoklonaler NR1-Patientenantikérper
in murinen Gehirnschnitten mit hochauflésender Fluoreszenzmikroskopie,
sowohl mit SIM (Abbildung 3.7) als auch mit dSTORM (Abbildung 3.8), analysiert.
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Da NMDA-Rezeptoren besonders im Hippocampus des Gehirns exprimiert
werden, wurden in den folgenden Versuchen die Cornu Ammonis (CA)-Regionen
CA1- und CA3 sowie der Gyrus dentatus (DG) des Hippocampus betrachtet. Nach
mehreren Versuchsreihen stellte sich heraus, dass sich unfixierte 10 um dicke
Mausgehirnschnitte besser fiir die Immunfirbungen eigneten als fixierte Gehirn-
schnitte. Moglicherweise bewirkte die Probenfixierung eine Maskierung der
Epitope, die somit fiir Antikdrper schlechter zuginglich wurden. Sowohl in SIM-
als auch in dSTORM-Messungen stellte sich heraus, dass der rekombinante
monoklonale 007 168 NRI1-Patientenantikorper die hochste Affinitit zeigte,
gefolgt von rekombinanten monoklonalen 003 102 NR1-Patientenantikérpern.
Rekombinante monoklonale 003 109 NR1-Patientenantikorper zeigten dagegen
kaum eine Fiarbung, dhnlich dem Kontroll mAK von einem gesunden Probanden
(Abbildung 3.7 und 3.8). Der kommerzielle anti-NR1-Antikérper wurde nochmals
mit SIM betrachtet, erwies sich jedoch erneut als ineffizient-bindender Antikorper
und konnte deshalb fiir d<STORM-Experimente nicht verwendet werden.

Abbildung 3.7: Zwei-Farben SIM von Homer und verschiedenen rekombinanten mono-
klonalen NR1-Patientenantikorpern in Gehirnschnitten. 10 um unfixierte murine Gehirn-
schnitte wurden mit dem postsynaptischen Strukturprotein Homer (Sekundirantikérper
gekoppelt an Alexa Fluor 532, cyan) und mit verschiedenen rekombinanten monoklonalen
NR1-Patientenantikérpern angefarbt: 007 168 NR1 mAK, 003 102 NR1 mAK, 003 109
NR1 mAK, Kontroll mAK (jeweils Sekundirantikorper gekoppelt an Alexa Fluor 647,
magenta) (von rechts nach links). Auerdem wurde mit dem kommerziellen anti-NR1-
Antikorper (anti-NR1 AK; Sekundirantikorper gekoppelt an Alexa Fluor 647, magenta)
gefiarbt. SIM-Aufnahmen der CA3-Region des Hippocampus mit MafBistabsbalken 5 um
bzw. 1 um in i-v.
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Abbildung 3.8: Zwei-Farben dSTORM von Homer und verschiedenen rekombinanten
monoklonalen NR1-Patientenantikdrpern in Gehirnschnitten. 10 um unfixierte murine
Gehirnschnitte wurden mit dem postsynaptischen Strukturprotein Homer (Alexa Fluor
532 gekoppelter Sekundarantikérper, cyan) und mit verschiedenen monoklonalen rekom-
binanten NR1-Patientenantikérpern angefirbt: 007 168 NR1 mAK, 003 102 NR1 mAK,
003 109 NR1 mAK, Kontroll mAK (jeweils Alexa Fluor 647 gekoppelter Sekundarantikor-
per, magenta). dSTORM-Aufnahmen der CA3-Region des Hippocampus mit MaBstabs-
balken 1 um bzw. 0,5 um in i-xvi.

Quantifizierende Analysen der Zwei-Farben dSTORM-Daten von Homer und
NR1 in Gehirnschnitten wurden mit Hilfe einer Python-Bibliothek, geschrieben
von PD Dr. Séren Doose vom Lehrstuhl fiir Biotechnologie und Biophysik der
Universitit Wiirzburg, durchgefithrt. Dabei wurden die Lokalisationen der vier
verschiedenen monoklonalen rekombinanten NR1-Patientenantikérper: 003 102
NR1 mAK, 003 109 mAK, 007 168 NR1 mAK und Kontroll mAK innerhalb der
Homer-Cluster in den hippocampalen Regionen CA1, CA3 und DG miteinander
verglichen. Zunichst wurde die Lokalisationsprizision aller Daten ermittelt. Diese
ist laut Theorie indirekt proportional zur Quadratwurzel der Anzahl der detektier-
ten Photonen im AN-Zustand der Fluorophore. Sowohl fiir Homer (Sekundiran-
tikorper gekoppelt an Alexa Fluor 532) als auch fiir NR1 (Sekundirantikorper
gekoppelt an Alexa Fluor 647) konnte eine Lokalisationsgenauigkeit von ~ 13 nm
bestimmt werden. Mit Hilfe des Cluster-Algorithmus DBSCAN (engl. density-
based spatial clustering of applications with noise) (Sander et al. 1998) wurden
zunichst alle Homer-Cluster bestimmt. Hierbei ist es erforderlich den Abstand r
zwischen zwei Nachbarpunkten, ebenso wie die Mindestanzahl minPts an
Nachbarpunkten festzusetzen. Somit wurden fiir alle nachfolgenden Analysen nur
diejenigen Homer-Cluster berticksichtigt, die mit den Parametern r = 40 nm und
minPts = 20 gefunden wurden. AuBerdem wurden nur Homer-Cluster mit einer
GroBe ab 50 000 nm? in die Analyse einbezogen. In Haselmann et al. 2018 wurden
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AMPA-Rezeptor-Lokalisationen innerhalb von Homer-Cluster in priméren hippo-
campalen Neuronen bestimmt. Dabei wurden nur diejenigen Homer-Cluster fiir
Clusteranalysen verwendet, die eine GréBe von 20 000 — 300 000 nm?* aufwiesen.
Moglicherweise bestehen leichte Unterschiede zwischen den Homer-Grof3en in
primidren Neuronen und Gehirnschnitten. Bei der Bestimmung der Grofe der
Homer-Fliche, zeigten Homer-Cluster in den Kontroll mAK-Farbungen im Mittel
geringfiigig kleinere Flichen, als diejenigen in allen anderen Experimenten
(Abbildung 3.9 D). Die GroBenverteilung im unteren Flichenbereich ist allerdings
fiir alle Proben dhnlich. Normalerweise sollten Homer-Cluster in allen Farbungen
dieselbe Grofle aufweisen, da alle mit den gleichen Antikérpern unter gleichen
Bedingungen gefarbt wurden. Mdoglicherweise war der Grund fiir die geringfiigig
kleinere GroBe der Homer-Cluster in Kontroll mAK-Farbungen die geringere
Anzahl an Kontroll-Daten von n = 3 gegeniiber allen anderen Firbungen, bei
denen zufillig kleinere Synapsen dominierten. AnschlieBend wurde fiir NR1 eine
DBSCAN-Clusteranalyse mit den Parametern r = 16 nm und minPts = 4 durch-
gefiihrt, sodass NR1-Cluster und NR1-Lokalisationen sowohl innerhalb als auch
auBerhalb der definierten Homer-Cluster identifiziert werden konnten. Dabei
wurden alle NR1-Lokalisationen innerhalb der Homer-Cluster als synaptische
Rezeptoren und alle NR1-Lokalisationen in einem Abstand von bis zu 1000 nm
als extrasynaptisch definiert. NR1-Farbungen mit dem monoklonalen rekombi-
nanten NR1-Patientenantikérper 007 168 zeigten eine deutlich hohere NR1-
Lokalisationsdichte sowohl innerhalb als auch auBerhalb der Homer-Cluster als
alle anderen Antikorperfirbungen (Abbildung 3.9 B und C). Dies deutet auf eine
hohere Spezifitit und Affinitit des 007 168 NR1 mAK hin. Somit bestitigte dieses
Ergebnis die vorherigen LSM-, SIM- und dSTORM-Aufnahmen, bei denen der
007 168 NR1 mAK eine bessere Spezifitit zeigte als alle anderen NR1-Antikorper.
In der histogrammierten Darstellung wies der 007 168 NR1 mAK eine exponenti-
elle Verteilung der NR1-Lokalisationsdichte innerhalb der Synapse auf. Somit gab
es sowohl viele Synapsen, die keine oder eine sehr geringe Anzahl an NRI1-
Lokalisationen aufwiesen, ebenso wie Synapsen, die sehr hohe NR1-Lokalisations-
dichten besallen. Der monoklonale rekombinante NRI1-Patientenantikorper
003 102 zeigte die zweit-hochste NR1-Dichte inner- und auflerhalb der Synapsen.
Im Histogramm wies er dhnliche Verteilungen auf wie der 007 168 NR1 mAK,
wobei die NR1-Lokalisationsdichte geringer war (Abbildung 3.9 B). Die geringe
Spezifitit des 003 109 NR1 mAK und des Kontroll mAK duBlerte sich dagegen in
der geringen NR1-Lokalisationsdichte, sowohl innerhalb als auch auBerhalb der
Homer-Cluster. In deren Verteilung waren tiberwiegend Synapsen mit geringen
NR1-Lokalisationen erkennbar.
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Abbildung 3.9: Homer- und NRI1-Clusteranalysen von Gehirnschnittfirbungen mit
verschiedenen rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérpern. (A) dSTORM-
Aufnahmen von NR1 (exemplarisch dargestellt fiir die 007 168 NR1 mAK-Fiarbung) und
Homer in hippocampalen Gehirnschnitten. Die Mafstabsbalken entsprechen 1 um.
(B) Mit Hilfe von DBSCAN wurden alle NR1- und Homer-Cluster mit den dargestellten
Parametern r und minPts bestimmt. NR1-Lokalisationen innerhalb der Homer-Cluster
wurden als synaptisch definiert und fiir die verschiedenen NR1-Firbungen mit 007 168
NR1 mAK, 003 102 NR1 mAK, 003 109 NR1 mAK und Kontroll mAK im Histogramm
(oben) und Balkendiagramm (unten) dargestellt. (C) NR1-Lokalisationen aullerhalb der
Homer-Cluster in einem Abstand von bis zu 1000 nm wurden als extrasynaptisch definiert
und fir die verschiedenen NR1-Fiarbungen als Balkendiagramm abgebildet. (D) Sowohl
im Histogramm (oben) als auch im Balkendiagramm (unten) zeigten Homer-Cluster fiir
die verschiedenen NRI1-Fiarbungen dhnliche GréBen. Fehlerbalken reprisentieren das
95 %-Konfidenzintervall fiir den Mittelwert, das durch ein Bootstrapping-Verfahren
berechnet wurde.
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Zusitzlich wurden sowohl die Fliache als auch die Lokalisationsdichte inner-
halb der definierten NR1-Cluster fiir die verschiedenen rekombinanten monoklo-
nalen NR1-Patientenantikoérpern bestimmt. Dabei konnte der 007 168 NR1 mAK,
gefolgt vom 003 102 NR1 mAK, die gréfite NR1-Fliche (Abbildung 3.10 C) und
hochste Dichte an Lokalisationen innerhalb der Cluster (Abbildung 3.10 D) erzie-
len. Erstaunlicherweise zeigte der 007 168 NR1 mAK eine fast doppelt so grofle
NR1-Fliche und Lokalisationsdichte als der 003 102 NR1 mAK. Aufgrund seiner
hoheren Affinitidt und Spezifitit bindet der 007 168 NR1 mAK woméglich beide
NR1-Untereinheiten des NMDA-Rezeptors, was die doppelte Lokalisationsdichte
erklaren konnte. Dagegen zeigten 003 109 NR1 mAK und Kontroll mAK eine deut-
lich geringere Clustergréfle und Lokalisationsdichte. Deren gro3e Fehlerbalken im
Balkendiagramm der Lokalisationsdichten sind im Histogramm als Ausreifler zu
erkennen, bei denen vereinzelt, im Vergleich zum geringen Mittelwert, eine hohe
Lokalisationsanzahl auftrat.

Die Ergebnisse zeigten, dass der rekombinante monoklonale 007 168 Patien-
tenantikorper eine deutlich bessere NR1-Fiarbung erzielte als kommerziell erhélt-
liche NR1-Antikorper, da diese meist einen groBen Epitopbereich innerhalb der
Ligand-Binde-Domidne (LBD) und der transmembranen Domine (TMD) der
NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors binden. Der rekombinante monoklonale
NR1-Patientenantikérper bindet hingegen den kleinen Bereich N368/G369 im
extrazelluliren Loop der NRI1-Untereinheit. Durch dessen bessere Epitop-
Zuginglichkeit ist dieser am besten geeignet fiir eine NR1-Immunfluoreszenz-
farbung. Clusteranalysen zeigten, dass der 007 168 NR1 mAK, im Gegensatz zu
allen anderen rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérpern, eine
hohere Lokalisationsdichte sowohl innerhalb als auch auflerhalb der Synapse
aufwies. Somit konnte gezeigt werden, dass sich synaptische ebenso wie extrasy-
naptische NMDA-Rezeptoren mit Hilfe des 007 168 NR1 mAK am besten anfirben
lieBen. Als synaptisch wurden alle diejenigen NR1-Lokalisationen bezeichnet, die
sich innerhalb der Homer-Cluster befinden. Da eine Synapse jedoch grofer als die
Homer-Fliache ist, kénnten in unseren FErgebnissen ebenso einige NRI1-
Lokalisationen enthalten sein, die wir als aullerhalb definiert haben, sich in
Wahrheit aber innerhalb der Synapse befinden. In Ladépéche et al. wurden
NMDA-Rezeptoren zusammen mit PSD-95 nach einer Inkubation mit Liquor von
Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis mit Hilfe von STORM betrach-
tet. Hier wurden alle diejenigen NR1-Lokalisationen, die sich innerhalb von
200 nm um das Zentrum der PSD-95-Cluster befinden, als synaptisch bestimmt
(Ladépéche et al. 2018).
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Abbildung 3.10: FlichengroBe und Lokalisationsdichte der NR1-Cluster von Gehirn-
schnittfirbungen mit den verschiedenen rekombinanten monoklonalen NR1-Patienten-
antikérpern. dSTORM-Aufnahmen von Homer und NR1 exemplarisch dargestellt fiir die
(A) 007 168 NR1 mAK-Farbung und (B) 003 102 NR1 mAK-Farbung in hippocampalen
Gehirnschnitten. In der 007 168 NR1 mAK-Firbung sind die gréeren NR1-Cluster
bereits erkennbar. Die MafBstabsbalken entsprechen 1 um. (C) NR1-Cluster wurden mit
DBSCAN bestimmt und deren FlichengréfBe als Histogramm (oben) und Balkendiagramm
(unten) dargestellt. (D) Zusitzlich wurden NR1-Lokalisationensdichten innerhalb der
Cluster flir die jeweiligen rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérper im His-
togramm (oben) und Balkendiagramm (unten) gezeigt. 007 168 NR1 mAK wies sowohl
groBere NR1-Flichen als auch hohere NR1-Lokalisationsdichten auf, im Gegensatz zu
allen anderen Antikérpern. Fehlerbalken reprisentieren das 95 %-Konfidenzintervall flir
den Mittelwert, das durch ein Bootstrapping-Verfahren berechnet wurde.
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Bei dieser Definition konnen ebenfalls Fehler entstehen, indem viele extrasy-
naptische NR1-Lokalisationen versehentlich als synaptisch eingestuft wurden.
Allerdings muss an dieser Stelle beachtet werden, dass fiir deren Experimente
primidre Neuronen verwendet wurden, bei denen die Synapsengrofe von der
Dauer der Neuronenkultur abhidngt. Gehirnschnitte einer adulten Maus sollten
dagegen ausgereifte Synapsen aufweisen. Ladépéche et al. stellten aulerdem dar,
dass NMDA-Rezeptoren in einzelnen Nanoclustern organisiert sind. Unsere
Ergebnisse zeigten, dass Farbungen mit dem 007 168 NR1 mAK sehr hohe NR1-
Lokalisationsdichten in vielen Homer-Clustern verursachten. Moglicherweise
waren auch hier mehrere NMDA-Rezeptor-Nanocluster innerhalb der Synapse
vorhanden. Dies deutet auf eine sehr hohe Spezifitit und Affinitit des 007 168
NR1 mAK hin, was die vorherigen Ergebnisse der LSM-, SIM- und dSTORM-
Aufnahmen bestitigt. AuBerdem wies dieser ungefihr doppelt so viele Lokalisati-
onen innerhalb der NR1-Cluster auf als der 003 102 NR1 mAK. Woméglich
konnte der 007 168 NR1 mAK beide NR1-Unterheiten des NMDA-Rezeptors
binden, was dem 003 102 NR1 mAK aufgrund seiner geringeren Affinitit nicht
moglich war. Ein weiterer Grund fiir die erhohte Lokalisationsdichte kénnte eine
007 168 NR1 mAK-induzierte Clusterbildung sein. Eventuell verursacht dieser
Antikorper ein artifizielles Clustern der NMDA-Rezeptoren, was ebenso die
erhohte NR1-Clustergrof3e erkliren konnte. In zukiinftigen Experimenten sollten
die rekombinanten monoklonalen NR1-Patientenantikérper direkt an einen Farb-
stoff markiert werden, sodass auf den Sekundirantikorper verzichtet werden
kann. Unter Umstinden kann dadurch ein Clustern des Rezeptors verhindert
werden.

Antikérper haben den groBen Vorteil, dass sie an alle moglichen Fluorophore
gekoppelt werden kénnen und somit ein groBes Spektrum aufweisen. Allerdings
sind sie fiir die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie eher von Nachteil, da sie
mit einer GroBe von 10 — 15 nm sehr grof} sind. Bei einer indirekten Immunmar-
kierung mit primiren und sekundiren Antikérpern kann der Abstand von Ziel-
struktur und Fluorophor bis zu 30 nm betragen. Dies bedeutet eine
Auflosungsverminderung, insbesondere fiir dSTORM-Messungen, bei denen eine
maximale Auflésung von bis zu 20 nm erreicht werden kann. AuBlerdem konnte
ein groBer Antikorper gebunden am Zielprotein die natiirlichen Eigenschaften
und Funktionen des Proteins innerhalb der Zelle beeinflussen. Deshalb werden in
den folgenden Kapiteln dieser Arbeit alternative Farbemoglichkeiten mit deutlich
kleineren Markierungen dargestellt.
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3.2 Gephyrin-Farbung durch Super-Binde-Peptide

Da die Fihigkeit biologische Strukturen aufzulésen, nicht nur von der
optischen Auflésung abhingt sondern ebenso von der Markierungsgrofle und
-dichte, wurden Peptide mit einer Gréfe von ~ 2,5 nm und damit wesentlich
kleiner als Antikorper als weitere Markierungsmoglichkeit fiir die hochauflosende
Fluoreszenzmikroskopie in dieser Arbeit verwendet. Dr. Hans M. Maric et al.
haben ein Verfahren entwickelt, um kompakte hochaffin bindende Peptide, sog.
»Super-Binde-Peptide“ (SBPs), herzustellen, um diese mit einem Fluoreszenz-
farbstoff gekoppelt fiir die hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie zu nutzen
(Maric et al. 2017). Mit Hilfe einer Mikrochip-Technologie konnte ein kleines,
hochspezifisches und effektiv bindendes Peptid fiir das Synapsen-Ankerprotein
Gephyrin entwickelt werden. Dazu wurde zunichst die Konsensussequenz fiir die
Gephyrin-Bindung mit Hilfe der Mikrochip-Technologie bestimmt. AnschlieBend
konnte das Peptid mit zusitzlichen Eigenschaften versehen werden, wie erh6hter
Bindeaffinitdt, Membranpermeabilitit und Fluoreszenzkopplung mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Tetramethylrhodamin (TMR) an den Aminoterminus des Peptids.
Gephyrin selbst ist ein Ankerprotein, das die beiden inhibitorischen GABA4- und
Glycin-Rezeptoren auf der postsynaptischen Membran mit dem Cytoskelett der
Zelle verbindet und clustert. Es ist damit fiir die Organisation, Struktur, Funktion
und Plastizitit der Synapse zustindig, was bei einer Dysfunktion zu diversen
neurologischen Erkrankungen fithren kann (Fang et al. 2011; Rees et al. 2003;
Lionel et al. 2013; Butler et al. 2000). In dieser Arbeit wurde die Spezifitit
verschiedener Gephyrin-SBPs in primidren Mausneuronen mit Hilfe von SIM
getestet und mit kommerziellen Gephyrin-Antikérpern verglichen. Zusitzlich
wurden die inhibitorischen prisynaptischen vesikuliren GABA-Transporter
(VGAT) bzw. die excitatorischen priasynaptischen vesikuliren Glutamattranspor-
ter (VGLUT1) angefirbt. VGAT ist fiir die Aufnahme und Lagerung von GABA und
Glycin in den inhibitorischen prasynaptischen Vesikeln verantwortlich und damit
ein guter Marker flir hemmende Synapsen. VGLUT1 ist dagegen fiir die Gluta-
mataufnahme in excitatorischen priasynaptischen Vesikeln zustindig und somit
ein guter Marker flir erregende Synapsen. In unseren Experimenten wurden
sowohl DIV21 (Abbildung 3.11) als auch DIV14 (Abbildung 3.12) fixierte primire
Neuronen zunidchst mit VGAT bzw. VGLUT1 durch indirekte Immunfirbung mit
kommerziell erhiltlichen Antikorpern angefirbt. AnschlieBend wurde Gephyrin
mit den SBPs TMR-2i bzw. TMR-2j fiir 13 Minuten gefirbt. Es stellte sich heraus,
dass das Hinzufiigen des ungelabelten Kontrollpeptids 2j sowohl in die Block- als
auch in die Antikérperlosungen zu spezifischeren Firbungen fiihrte. Pixel-
basierte Kolokalisationsanalysen, bei denen 10 neuronale Regionen innerhalb der
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3.2 Gephyrin-Fdarbung durch Super-Binde-Peptide

SIM-Aufnahmen ausgewihlt wurden, zeigten, dass das TMR-2i Peptid mit VGAT
zu 48,3 % in DIV21 Neuronen und zu 19,3 % in DIV14 Neuronen kolokalisierte,
jedoch nicht mit dem Kontrollpeptid TMR-2j (0,2 % in DIV21 Neuronen und
0,4 % in DIV14 Neuronen) (Abbildung 3.11 und 3.12). Sowohl das priasynaptische
VGAT als auch das postsynaptische Gephyrin befinden sich in inhibitorischen
Synapsen, was eine Kolokalisation beider Proteine erklart. VGLUT1 ist im Gegen-
satz zu Gephyrin auf excitatorischen Synapsen lokalisiert, sodass keine Kolokali-
sation von TMR-2i mit VGLUT1 festgestellt werden konnte. TMR-2i kolokalisierte
deshalb nur zu 3,3 % mit VGLUT1 in DIV21 Neuronen und zu 0,7 % in DIV14
Neuronen (Abbildung 3.11 und 3.12). Die Kolokalisationsanalysen zeigten einen
signifikanten Unterschied (P < 0,05) zwischen TMR-2i mit VGAT zu allen
anderen Experimenten, einschliefllich denen mit VGLUT1 oder dem Kontroll-
peptid TMR-2j. Demnach konnte eine klar definierte Gephyrin-Farbung mit SBPs
in inhibitorischen Synapsen erreicht werden. Da SIM eine laterale Auflosung
jenseits der GroBle einer typischen Synapse aufweist, konnte zwischen pra- und
postsynaptischer Lokalisation von VGAT und Gephyrin-SBP TMR-2i in allen SIM-
Bildern unterschieden werden. Somit kam es nur zu einer geringfiigigen Uberlap-
pung zwischen prid- und postsynaptischen Markern, sodass die ausgewerteten
Pixel-basierten numerischen Werte fiir die Kolokalisation von Gephyrin mit VGAT
keine quantitativen Zahlen lieferten. Im Gegensatz zur kommerziellen Gephyrin-
Antikoérperfirbung (mab7a) zeigten die SBPs eine dichtere Gephyrin-Farbung und
eine bessere Clusterreprisentation, deren Grof3e unterhalb der SIM-Auflésung ist
(Abbildung 3.11 A). Gephyrin-Antikérper wiesen dagegen gréBlere Cluster auf, die
dadurch mehr mit der Priasynapse, also mit VGAT, tberlagerten (Abbildung 3.11
B). Dies konnte eine hohere Kolokalisationsrate von Gephyrin-Antikérpern mit
VGAT in DIV14 Neuronen (29,7 %) als die von TMR-2i Peptiden (19,3 %)
erklaren. Bei einer indirekten Gephyrin-Antikorperfirbung kann das Fluorophor
mit einem Abstand von bis zu 30 nm vom Antigen entfernt sein, was eine Auflo-
sungsverminderung, besonders fiir die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie,
bedeutet. AuBerdem kénnen mehr als nur ein einziger Sekundirantikérper an
einen Primirantikorper binden, was zu einer Signalverstirkung und weiteren
Vergroflerung des Antikorperkomplexes von bis zu 50 nm fiihren kann. Somit
waren Antikorper-gefirbte Gephyrin-Cluster groBer als SBP-gefirbte Gephyrin-
Cluster und konnten mehr mit dem prasynaptischen VGAT kolokalisieren.
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Abbildung 3.11: Kolokalisation von Gephyrin-SBPs mit VGAT bzw. VGLUT1 in DIV21
Neuronen. Fixierte primire hippocampale Neuronen (DIV21 bzw. DIV14 in B) wurden
mit Antikérpern gegen inhibitorisches prasynaptisches VGAT (Alexa Fluor 647 gekoppelter
Sekundirantikérper, magenta) (A und B), excitatorisches prasynaptisches VGLUT1 (Alexa
Fluor 647 gekoppelter Sekundirantikérper, magenta) (C) und mit 2 nM des Gephyrin-
SBPs TMR-2i (griin) (A und C) gefirbt. Auerdem wurde VGAT zusammen mit dem
kommerziellen anti-Gephyrin (mab7a) Antikérper (griin) angefarbt (B). SIM-Aufnahmen
mit MaBstabsbalken 5 um in A-C. (D) Der prozentuale Anteil kolokalisierter Pixel des SBPs
TMR-2i mit VGAT zeigte einen signifikanten Unterschied (P < 0,05) zu allen anderen
Experimenten in DIV21 Neruonen. Datenpunkte repriasentieren den Mittelwert = SEM
von 10 neuronalen Regionen. Mit Erlaubnis bearbeitet nach Maric et al. 2017.
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In DIV21 Neuronen konnte eine deutlich héhere Kolokalisationsrate festge-
stellt werden als in DIV14 Neuronen. So kolokalisierten 19,3 % des Gephyrin-
SBPs TMR-2i mit VGAT in DIV14 Neuronen, in DIV21 Neuronen waren es
dagegen 48,3 %. Danglot et al. stellten ebenso fest, dass Gephyrin im Laufe der
neuronalen Entwicklung vermehrt mit VGAT kolokalisiert (Danglot et al. 2003).
Gephyrin befand sich am Anfang der Entwicklung noch weitestgehend im extra-
synaptischen Bereich, wihrend es im Laufe der Entwicklung zunehmend im
synaptischen Bereich lokalisiert war. Auerdem beobachteten Danglot et al., dass
Gephyrin am Beginn der neuronalen hippocampalen Entwicklung (DIV3) nur
sehr wenige kleine Cluster aufwies. In DIV10 Neuronen konnten wenige aber
deutlich hellere und groflere Cluster beobachtet werden. Im Laufe der weiteren
neuronalen Entwicklung (DIV17 und DIV21) bildete Gephyrin immer grofere
Cluster aus (Craig et al. 1996; Danglot et al. 2003), was die erhéhte Kolokalisation
mit VGAT in DIV21 Neuronen in unseren Experimenten erkliren konnte.

Die Ergebnisse zeigten, dass sich das hochaffine Farbstoff-gekoppelte Super-
Binde-Peptid TMR-2i als neuer, effektiver, direkter Marker fiir das Ankerprotein
Gephyrin erwies. Mit dieser Methode kann auf komplexe indirekte Immunfirbun-
gen verzichtet werden und stattdessen direkt mit dem SBP innerhalb kiirzester
Inkubationszeiten von lediglich 13 Minuten gefirbt werden. Dartiber hinaus
reichen sehr geringe Konzentrationsmengen von nur 2 nM der SBPs aus, um eine
deutliche Farbung zu erzielen. SBPs haben zahlreiche weitere Vorteile, wie
chemische Stabilitit und Resistenz, geringe Kosten und verbesserte Affinitat. Mit
einer Grofie von ~ 2,5 nm sind SBPs relativ klein und damit wesentlich besser flir
die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie geeignet als konventionelle Antikor-
perfirbungen. Jedoch brachten auch sie anfangs Schwierigkeiten wegen unspezi-
fischer Bindungen mit sich, die erst durch ein zusitzliches Abblocken von BSA
und dem 2j-Kontrollpeptid unterbunden werden konnten. Demnach miissen bei
SBP-Farbungen ebenso zunichst die perfekten Firbebedingungen ausgetestet
werden, um bestmoglichste Ergebnisse zu erzielen. Ein weiterer Nachteil ist die
aufwendige Herstellung der SBPs, die nicht jedes Labor eigenstindig realisieren
kann. Zur Ermittlung der Konsensussequenz miissen zunichst diverse thermody-
namische und strukturelle Analysen durchgefiihrt werden. Darauf aufbauend
werden viele modifizierte Peptide hergestellt, die moglichst gleichzeitig mit
modernen Mikrochip-Technologien analysiert werden, um letztendlich das Peptid
mit der hochsten Spezifitit herauszufinden. Diese Analysen nehmen sehr viel Zeit
in Anspruch. Im Folgenden wird eine weitere Farbemethode mit sogar noch klei-
neren Markierungen dargestellt.
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Abbildung 3.12: Kolokalisation von Gephyrin-SBPs mit VGAT bzw. VGLUT1 in DIV14
Neuronen. Fixierte primire hippocampale Neuronen (DIV14) wurden mit Antikérpern
gegen inhibitorisches prasynaptisches VGAT (Alexa Fluor 647 gekoppelter Sekundéranti-
korper, magenta) (A und C) oder excitatorisches prasynaptisches VGLUT1 (Alexa Fluor
647 gekoppelter Sekundirantikérper, magenta) (B) gefirbt. Zusitzlich wurde mit 2 nM
der Gephyrin-SBPs TMR-2i (A und B) bzw. der Negativkontrolle TMR-2j (C) (griin)
gefiarbt. SIM-Aufnahmen mit MaBstabsbalken 5 um in A-C. (D) Pixel-basierte Kolokalisa-
tionsanalysen der SBPs TMR-2i bzw. TMR-2j mit der Immunfirbung von VGAT bzw.
VGLUT1 und der konventionellen indirekten Gephyrin-Immunfirbung in DIV14
Neuronen. In allen vier Graphen gab es signifikante Unterschiede zwischen dem ersten
Mittelwert und allen anderen Mittelwerten (P < 0,05), was eine klar definierte
Gephyrin-Fiarbung in inhibitorischen Synapsen zeigte. Datenpunkte reprisentieren den
Mittelwert = SEM von 10 neuronalen Regionen. Mit Erlaubnis bearbeitet nach Maric et
al. 2017.
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3.3 Bioorthogonale Click-Farbung des NMDA-Rezeptors
durch GCE

Die bioorthogonale Click-Farbung durch die Erweiterung des genetischen
Codes (engl. genetic code expansion, GCE) ist eine duBlerst spezifische Methode,
um Proteine mit diversen Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren. Hierfiir wird eine
unnattirliche, nicht-kanonische Aminosidure (engl. non-canonical amino acid,
ncAA) ins Zielprotein eingebaut und anschliefend mit Hilfe der Click-Chemie
ortsspezifisch mit organischen Fluorophoren angefirbt. Diese Methode eignet sich
besonders fiir die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie, da organische Fluoro-
phore mit einer GroB3e von nur 0,5 — 3 nm noch kleiner sind als die vorherigen
Markierungsmethoden dieser Arbeit und damit sowohl die Auflésung als auch die
natiirlichen Prozesse in der Zelle kaum beeinflussen. Aulerdem wird durch die
Click-Farbung eine kovalente Bindung zwischen Zielprotein und organischem
Fluorophor erzeugt, was eine hohe Firbeeffizienz und Spezifitit garantiert.
Zusitzlich erlaubt die Ortsspezifitit und Stochiometrie eine quantitative Auswer-
tung, da eine einzige Aminosdure mit nur einem Fluorophor kovalent markiert ist.
In dieser Arbeit wurde der NMDA-Rezeptor mit Hilfe bioorthogonaler Click-
Farbung durch GCE markiert und mit Antikérperfirbung auf Konfokalmikros-
kopie- und dSTORM-Ebene verglichen.

3.3.1 Spezifitat der bioorthogonalen Click-Markierung

Fir die Erweiterung des eukaryotischen genetischen Codes wurde in dieser
Arbeit die Amber-Suppressionsmethode verwendet, bei der das Amber-Stopcodon
(UAG) genutzt wird, um eine zusitzliche unnatiirliche Aminosidure ins Genom
einzubauen und anschlieBend spezifisch anzufirben. Diese Methode wurde von
Gerti Beliu in die Arbeitsgruppe vom Lehrstuhl fiir Biotechnologie und Biophysik
der Universitit Wiirzburg eingefiihrt und vorangebracht. Es wurden zunichst
verschiedene Amber-Mutanten der NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors mit
Hilfe ortsspezifischer Mutagenese hergestellt und auf ihre Expression und Spezi-
fitit getestet. Mit Hilfe der bereits bekannten Kristallstruktur des NMDA-
Rezeptors (Karakas und Furukawa 2014; Lee et al. 2014; Rau et al. 2014) wurden
vielversprechende Positionen in der extrazelluliren aminoterminalen Domine
(ATD) der NR1-Untereineiheit ausgewihlt, um ncAAs zu integrieren. Letztend-
lich wurden sieben verschiedene Click-Positionen (K275TAG, K298TAG,
K378TAG, K388TAG, Y392TAG, S395TAG, K421TAG) auf ihre Expression und
Spezifitit in HEK293T-Zellen getestet (Abbildung 3.13). Hierflir wurden
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HEK293T-Zellen mit der NR1-Amber-Mutante, NR2B und dem tRNA/RS-Plasmid
(tRNAP/NESPyIRS*) in Anwesenheit der unnatiirlichen Aminosiure trans-
Cyclooct-2-en-L-Lysin (TCO*A) fiir 4 — 8 Stunden transfiziert. Zusétzlich wurde
Ketamin als Kanalblocker ins Zellmedium gegeben, um Kalziumeinstromungen in
die Zelle zu verhindern (Emnett et al. 2013; Guo et al. 2017). Die Koexpression
mit NR2B ist notwendig, um einen funktionalen NMDA-Rezeptor in der Zell-
membran zu exprimieren (Akashi et al. 2009; Kumar 2015). Durch die Transfek-
tion des tRNAP/NESPylRS*'-Plasmids kann die Zelle neben kanonischen auch
orthogonale tRNAs produzieren, die durch die zugehorigen orthogonalen Ami-
noaclyl-tRNA-Synthetasen (RS) mit den ncAAs beladen werden. Sobald nun das
Amber-Codon auf der abgelesenen mRNA wihrend der Translation im Ribosom
erscheint, bindet die beladene orthogonale tRNA und die unnatiirliche Amino-
sdure TCO*A kann in die Polypeptidkette eingebaut werden. Somit erhielt man
einen NMDA-Rezeptor, der in seiner NR1-Untereinheit eine ncAA trigt. Das
NR1-Amber-Plasmid hatte nach der NR1-Amber-Sequenz (carboxyterminal) ein
EGFP als Positivkontrolle fusioniert, das nur dann exprimiert wurde, wenn die
Amber-Mutation durch den ncAA-Einbau unterdriickt wurde. Das eingebaute
TCO*A wurde schlieBlich nach 12 — 36 Stunden Inkubationszeit mit Hilfe der
bioorthogonalen Click-Reaktion SPIEDAC mit 1,5 uM Cy5-Tetrazin (H-tet-Cy5)
fir 10 Minuten auf Eis angefirbt, fixiert und mit Hilfe der Konfokalmikroskopie
analysiert. Alle sieben NR1-Amber-Mutanten zeigten gleiche EGFP-Expressionen,
jedoch verschiedene H-tet-Cy5 Intensititen (Abbildung 3.13). Die Mutante
Y392TAG lieferte das hellste und effizienteste Click-Signal und wurde deshalb fiir
alle folgenden Experimente verwendet. Dagegen zeigten die beiden Mutanten
K378TAG und K421TAG kaum H-tet-Cy5 Signal. Méglicherweise waren beide
Click-Positionen nur sehr schlecht zuginglich und wiesen aufgrund dessen sehr
schwache Membranfirbungen auf.
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Abbildung 3.13: Expression und bioorthogonale Click-Farbung durch GCE verschiedener
NR1-Amber-Mutanten. (A) Sieben verschiedene NRI1-Amber-Mutanten (K275TAG,
K298TAG, K378TAG, K388TAG, Y392TAG, S395TAG, K421TAG) wurden mit Hilfe
ortsspezifischer Mutagenese hergestellt und auf ihre Expression und Spezifitit getestet.
Dazu wurden HEK293T-Zellen mit der jeweiligen NR1-Amber-Mutante, NR2B und
tRNAP/NESPyIRSAF in Anwesenheit der clickbaren unnatiirlichen Aminosidure TCO*A
transfiziert und bioorthogonal mit H-tet-Cy5 ftir 10 Minuten auf Eis gefirbt. Konfokale
Fluoreszenzaufnahmen zeigten die Firbeeffizienz der verschiedenen Mutanten (EGFP-
Expression in cyan und H-tet-Cy5 Signal in magenta). Die Click-Mutante Y392TAG zeigte
das hellste Signal und wurde fiir weitere Experimente verwendet. Der MaBstabsbalken
entspricht 10 um. (B) In der Kristallstruktur des NMDA-Rezeptors (PDB: 4PE5) wurden
die verschiedenen Positionen der NR1-Amber-Mutanten auf der extrazelluliren ATD bzw.
LBD der NRI-Untereinheit eingezeichnet. Dabei kennzeichnen Click-Positionen in
magenta bzw. orange gute bzw. schlechte Positionen. Mit Erlaubnis bearbeitet nach
Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Um die Spezifitit der bioorthogonalen Click-Farbung zu testen, wurden
HEK293T-Zellen mit der Y392TAG-NR1, NR2B und tRNA™/NESPyIRS* in
Anwesenheit von TCO*A transfiziert und mit 1,5 uM H-tet-Cy5 gefiarbt. Dabei
stellte sich heraus, dass die EGFP-Expression sowohl von der NR1-Amber-
Mutante Y392TAG als auch vom NR1-Wildtyp (NR1-WT) in der Zellmembran
und ebenso in intrazelluliren Kompartimenten lokalisiert war (Abbildung 3.14).
Wahrscheinlich akkumulierte sehr viel iberexprimiertes NR1 im endoplasmati-
schen Retikulum (Ramberger et al. 2015; Mcllhinney et al. 1998). Dagegen war
die bioorthogonale H-tet-Cy5 Click-Farbung nur in der Plasmamembran
lokalisiert. Dies bestétigte, dass die Membran fiir den Tetrazin-Farbstoff H-tet-Cy5
nicht permeabel war und Internalisierungsprozesse das Membransignal in der
Zeitperiode zwischen Farbung bis Fixierung nicht beeinflussten. Es wurden drei
verschiedene Kontrollexperimente vorgenommen, um die Spezifitit der Click-
Farbung zu garantieren. Hierfir wurden HEK293T-Zellen zwar mit allen drei
Plasmiden transfiziert, jedoch ohne Zugabe von zusitzlichen ncAAs, sodass keine
NR1-Amber-Expression stattfinden konnte. Dadurch konnte das UAG-Stopcodon
nicht unterdriickt werden und fithrte zum Abbruch der Translation, sodass in den
konfokalen Aufnahmen sowohl kein EGFP-Signal als auch kein H-tet-Cy5 Signal
erkennbar war (Abbildung 3.14). Ferner wurde bei der Zelltransfektion auf das
tRNA"/NESPyIRS*-Plasmid verzichtet, sodass die ncAAs weder an die orthogo-
nale tRNA binden konnten, noch durch die orthogonale RS beladen wurden. Auch
hier waren kein EGFP-Signal und kein Click-Signal sichtbar (Daten nicht gezeigt).
Bei einer weiteren Kontrolle wurde der NR1-WT unter denselben Firbebeding-
ungen wie oben mit H-tet-Cy5 gefirbt und zeigte ebenso keine NRI-
Membranfirbung, da der Farbstoff nicht click-reagieren konnte (Abbildung 3.14).
Diese Negativkontrollen deuteten auf eine sehr spezifische NR1-Membranfirbung
durch bioorthogonale Click-Farbung mit ncAAs in der NR1-Untereinheit des
NMDA-Rezeptors hin. Zusitzlich wurde die bioorthogonale Click-Farbung durch
GCE von NR1 mit kommerzieller indirekter Antikérperfirbung (anti-NR1 AK) ver-
glichen. Hierfir wurden HEK293T wie oben mit allen drei Plasmiden in
Anwesenheit von TCO*A transfiziert und anschliefend mit einem kommerziellen
NR1-Primérantikérper (GlulN1 von Alomone Labs) und Alexa Fluor 647 gekoppel-
ten Sekundirantikorper jeweils fiir 30 Minuten gefarbt. Der kommerzielle GluN1-
Antikorper stellte sich als spezifischer heraus als diejenigen kommerziellen NR1-
Antikorper, die in Kapitel 3.1 verwendet wurden, da er den extrazelluliren
Aminoterminus von NR1 im Bereich der Aminosduren 385 bis 399 bindet und
nicht (wie die anderen kommerziellen Antikérper) den transmembranen Bereich.
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Abbildung 3.14: Sperzifitit der bioorthogonalen NR1-Click-Farbung durch GCE. Konfokale
Bilder von NRI1-Membranfirbungen von HEK293T-Zellen, die mit NR1-WT oder
NR1-Amber-Mutante Y392TAG-NR1 (EGFP-Expression in cyan), NR2B und
tRNAP/NESPyIRSAF transfiziert wurden. Die Zellen wurden in Anwesenheit oder Abwe-
senheit (-ncAA) von TCO*A kultiviert und mit 1,5 uM H-tet-Cy5 (magenta) durch
bioorthogonale Click-Farbung oder mit kommerzieller Antikérperfirbung (anti-NR1 AK)
und Alexa Fluor 647 gekoppelten Sekundirantikérper (magenta) angefirbt. Die Spezifitit
der bioorthogonalen Click-Farbung konnte durch die Negativkontrollen (3. und 4. Reihe)
belegt werden. MaBstabsbalken entsprechen 10 um bzw. 5 um in i-iv. Mit Erlaubnis
bearbeitet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
Weinheim.
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Trotz alledem zeigte die kommerzielle Antikérperfirbung zwar eine spezifische
Farbung innerhalb der Membran, jedoch war das Signal im Gegensatz zur
bioorthogonalen Click-Firbung sehr punktuell und fleckig (Abbildung 3.14). Ahn-
lich fleckige Strukturen des NMDA-Rezeptors wurden in vorherigen Veroffentli-
chungen in heterologen Expressionssystemen publiziert (Takano et al. 2011; Luo
et al. 2002). Dieses Ergebnis zeigte, dass kleine organische Farbstoffe wie H-tet-
Cy5 eine bessere Zuginglichkeit zur NR1-Untereinheit haben und damit den Re-
zeptor besser anfirben konnen als groe Antikérper. IgG-Antikérper konnten ihr
Epitop aufgrund ihrer Gréfle nur schlecht erreichen, da sie moglicherweise von
anderen Membrankomponenten sterisch abgeschirmt wurden. Auflerdem kénn-
ten Antikorper Querverbindungen wiahrend des Fixierungsprozesses bilden und
dadurch eine NR1-Clusterbildung innerhalb der Membran induzieren.

Nachdem sich die Spezifitit und Effizienz der bioorthogonalen Click-Farbung
des NMDA-Rezeptors bestitigte, wurden verschiedene H-tet-Cy5 Konzentratio-
nen im Bereich von 30 nM bis 5 uM getestet, um das Optimum fiir weitere
Experimente zu ermitteln. Hierfiir wurden transfizierte HEK293T-Zellen fiir
10 Minuten mit der jeweiligen Farbstoffkonzentration gefirbt und fixiert. Die
bioorthogonalen Click-Firbungen wurden stets auf Eis durchgefithrt, um die
Zellaktivitidt einzuschrinken und mogliche Internalisierungsprozesse zu verhin-
dern. Konfokale Aufnahmen konnten zeigen, dass sich eine H-tet-Cy5 Konzentra-
tion von 1,5 uM als optimal herausstellte (Abbildung 3.15).

30 nM H-tet-Cy5 150 nM H-tet-Cy5 500 nM H-tet-Cy5 1.5 pM-tet-Cy5 3 UM H-tet-Cy5 5 uM H-tet-Cy5

Abbildung 3.15: Titration des Tetrazin-Cy5-Farbstoffs. Konfokale Bilder von NRI1-
Membranfirbungen in HEK293T-Zellen, die mit Y392TAG-NR1, NR2B und
tRNAP/NESPyIRSAF in Anwesenheit von TCO*A transfiziert wurden. Die Zellen wurden
mit verschiedenen Konzentrationen von H-tet-Cy5 (magenta) bioorthogonal durch Click-
Reaktion gefiarbt und fixiert. H-tet-Cy5 Konzentrationen von links nach rechts: 30 nM,
150 nM, 500 nM, 1,5 uM, 3 uM, 5 uM. Der MaBstabsbalken entspricht 10 um. Mit
Erlaubnis bearbeitet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim.
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Bioorthogonale NR1-Click-Farbungen wurden zusitzlich in verschiedenen
Zelllinien getestet. Dazu wurden HEK293T-Zellen (aus humanen embryonalen
Nierenzellen stammend), COS-7-Zellen (aus Nierenzellgewebe einer afrikani-
schen Meerkatze stammend) und NG108-15-Zellen (Glioblastom-Hybridzellen
(Hamprecht 1977)) mit Y392TAG-NR1, NR2B und tRNAP/NESPyIRS*" in
Anwesenheit von TCO*A transfiziert und mit 1,5 uM H-tet-Cy5 auf Eis gefirbt.
Aufgrund der verschiedenen Zelleigenschaften wie Form, Oberflichenadhision
und Membranprotrusion wirken die Konfokalbilder unterschiedlich (Abbildung
3.16). Jedoch konnten in allen drei Zelllinien dhnliche Membranfirbungen
beobachtet werden. Dabei wiesen HEK293T-Zellen die stabilste Genexpression
auf, erkennbar am helleren EGFP- und H-tet-Cy5-Signal.

Y392TAG-NR1

NR1-GFP H-tet-Cy5 Uberlagerung

COs-7 HEK293T

NG108-15

Abbildung 3.16: Spezifitit der bioorthogonalen NR1-Click-Farbung in verschiedenen Zell-
linien. Konfokale Bilder von HEK293T-, COS-7- und NG108-15-Zellen, die mit Y392TAG-
NR1, NR2B und tRNAP/NESPyIRSA' in Anwesenheit von TCO*A transfiziert und mit
1,5 uM H-tet-Cy5 bioorthogonal gefarbt wurden. Alle drei Zelllinien zeigten EGFP-Signal
in cyan und H-tet-Cy5 Singal in magenta. Der MaBstabsbalken entspricht 10 um. Mit
Erlaubnis bearbeitet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim.
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3.3.2 Bioorthogonale Click-Markierung mit verschiedenen Farbstoffen

Neben Tetrazin-Cy5 gibt es viele weitere kommerziell erhéltliche Tetrazin-
Farbstoffe, die sowohl membranpermeabel als auch nicht permeabel sein kdnnen.
Fir eine NMDA-Rezeptor-Membranfirbung werden Farbstoffe benétigt, die die
Membran nicht tiberwinden kénnen. Um anschlieBende Kofirbungen durchfiih-
ren zu konnen, wurde die bioorthogonale Click-Farbung des NMDA-Rezeptors
durch GCE mit weiteren clickbaren Tetrazin-Farbstoffen getestet. Dazu wurden
HEK293T-Zellen mit Y392TAG-NR1, NR2B und tRNA™/NESPyIRS*" in Anwe-
senheit von TCO*A transfiziert und fiir 10 Minuten mit 1,5 uM H-tet-ATT0532
bzw. H-tet-Cy3 auf Eis gefarbt. In den konfokalen Aufnahmen konnte auch hier
eine homogene Membranfirbung beider Farbstoffe festgestellt werden (Abbildung
3.17 A). Lediglich H-tet-Cy3 zeigte ein schwaches intrazelluldres Signal, was auf
eine leichte Membranpermeabilitit des Farbstoffs hindeutet, sowohl bei Zellen
mit ncAA-Zugabe als auch bei Zellen ohne ncAA-Zugabe (-ncAA) (Abbildung 3.17
A und B). H-tet-ATTO532 wies dagegen ausschliellich Signal in der Zellmembran
auf. Die NR1-EGFP-Expression war wiederum sowohl in der Membran als auch
innerhalb der Zelle lokalisiert.

A B -ncAA
Y392TAG-NR1  Y392TAG-NR1 ) Y392TAG-NR1  Y392TAG-NR1
GFP Click-Markierung Uberlagerung GFP Click-Markierung

Uberlagerung

H-tet-ATTO532
H-tet-ATTO532

H-tet-Cy3
H-tet-Cy3

Abbildung 3.17: Bioorthogonale NR1-Click-Farbung mit verschiedenen Tetrazin-Farbstof-
fen. Konfokale Aufnahmen von HEK293T-Zellen, die mit Y392TAG-NR1, NR2B und
tRNAP/NESPyIRSA' in Anwesenheit (A) bzw. in Abwesenheit (B, -ncAA) von TCO*A
transfiziert wurden. Die Zellen wurden mit 1,5 uM H-tet-ATTO532 (grtin) oder 1,5 uM
H-tet-Cy3 (gelb) bioorthogonal fiir 10 Minuten auf Eis gefirbt und fixiert. Das EGFP-
Signal ist in cyan angezeigt. Der Kontrast wurde auf die jeweiligen Bedingungen der
verschiedenen Bilder angepasst. Die MaBstabsbalken entsprechen 10 um. Mit Erlaubnis
bearbeitet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Wein-
heim.

80



3.8 Bioorthogonale Click-Fdrbung des NMDA-Rezeptors durch GCE

In weiteren Experimenten wurden Kofirbungen mit bioorthogonalen NR1-
Click-Farbungen zusammen mit NR1-Antikérperfirbungen durchgefiihrt. Dabei
wurden sowohl der monoklonale rekombinante NR1-Patientenantikérper 007 168
NR1 mAb aus Kapitel 3.1 als auch der kommerzielle NR1-Antikorper (GIuN1 von
Alomone Labs) getestet. Beide Antikorper erwiesen sich als relativ spezifisch gegen
die NR1-Untereinheit, da sie eine der wenigen NR1-Antikorper sind, die die
extrazellulire Region von NR1 binden. Der kommerzielle GlulN1-Antikorper
bindet sogar das gleiche Epitop wie die Y392TAG-NR1-Click-Mutante (GluN1 AK
bindet die Aminosiuren 385 bis 399). HEK293T-Zellen wurden erneut mit allen
drei Plasmiden transfiziert (das Y392TAG-NR1-Plasmid enthielt kein EGFP) und
zunichst mit bioorthogonaler Click-Reaktion mit 1,5 uM H-tet-ATTO532 fiir
10 Minuten auf Eis angefirbt. AnschlieBend wurde die Immunfluoreszenzfirbung
mit entweder dem Primérantikérper 007 168 NR1 mAb oder dem kommerziellen
anti-NR1-Antikorper (anti-NR1 Ab) und passendem Sekundirantikérper gekop-
pelt an Alexa Fluor 647 fir jeweils 30 Minuten auf Eis durchgefiihrt. Konfokale
Aufnahmen zeigten erneut ein homogenes Membransignal der NR1-Click-
Farbung mit H-tet-ATTO532 (Abbildung 3.18). Dagegen wiesen sowohl der
rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikorper als auch der kommerzielle
NR1-Antikorper wiederholt fleckige Cluster-Signale in der Membran auf. Um
sicherzustellen, dass die bioorthogonale Click-Markierung die Antikérper-Epitope
nicht blockierte, wurden Antikorperfirbungen allein (ohne zusitzliche Click-
Markierung) durchgefiihrt. Jedoch wurden auch hier (genauso wie in Abbildung
3.14) NR1-Cluster auf der Membran beobachtet. Bei einer weiteren Kontrolle
wurde nur mit dem Sekundirantikdrper angefiarbt, der keinerlei Signal zeigte und
somit keine unspezifischen Bindungen aufwies. Die Ergebnisse belegten, dass
Kofiarbungen mit bioorthogonaler Click-Chemie und Antikérpern moglich sind
und beide Markierungen sich gegenseitig sterisch nicht behindern.
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NR1-Click

Abbildung 3.18: Kofirbung von NR1 mit bioorthogonaler Click- und Antikérperfirbung.
Konfokale Bilder von NR1-Membranfirbungen von HEK293T-Zellen, transfiziert mit
Y392TAG-NRI1 (ohne EGFP), NR2B und tRNAP/NESPyIRSAF in Anwesenheit von TCO*A.
Die Zellen wurden zunichst mit 1,5 uM H-tet-ATTO532 (cyan) fiir 10 Minuten auf Eis
bioorthogonal Click-markiert. Anschliefend wurde mit dem primidren monoklonalen
rekombinanten NR1-Patientenantikérper 007 168 NR1 mAK (4 007 168 NR1 mAK) bzw.
dem kommerziellen anti-NR1-Antikérper (+ anti-NR1 AK) und Alexa Fluor 647 gekoppel-
ten Sekundirantikorper (+ sek. AK) (magenta) jeweils ftir 30 Minuten auf Eis gefirbt und
fixiert. Zum Vergleich wurde die Immunfluoreszenzfirbung ohne die Click-Markierung
durchgefiihrt (3. Reihe). Als Negativkontrolle wurde nur die Sekundirantikérperfirbung
durchgefiihrt (4. Reihe). Die Ergebnisse zeigten, dass die Antikérperfirbung nicht durch
die Click-Markierung beeintridchtigt wurde. Mafstabsbalken entsprechen 10 pum, bzw.

5 um in i-iv. Mit Erlaubnis bearbeitet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Uberlagerung
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3.3.3 Lebendzell-Markierungen und Zellfunktionalitat von bioorthogo-
nal geclickten NMDA-Rezeptoren

Damit biologische Strukturen und Prozesse in ihrer natiirlichen Umgebung
erforscht werden konnen, ist es notwendig, sie lebend zu untersuchen. Deshalb
sollte zunichst gepriift werden, ob die NR1-Amber-Mutante dieselben elektrophy-
siologischen Funktionalititen aufweist wie der Wildtyp-Rezeptor. Um mdgliche
Einschriankungen der Rezeptorfunktionalitit in der Amber-Mutante zu ermitteln,
wurden Patch-Clamp-Messungen in der Whole-Cell-Konfiguration vom NRI1-
Wildtyp und der Y392TAG-NR1-Mutante verglichen. Hierfiir wurden NG108-15-
Zellen verwendet, da diese ein sehr gut etabliertes Modelsystem fiir die Elektro-
physiologie darstellen. NG108-15-Zellen sind neuronalen Zellen sehr dhnlich und
haben die Fihigkeit, selbst komplex designte Membranproteine heterolog zu
exprimieren (Kleinlogel et al. 2011). Die Elektophysiologieversuche wurden von
PD Dr. Ulrich Terpitz vom Lehrstuhl fiir Biotechnologie und Biophysik an der
Universitit Wiirzburg durchgefithrt. In Whole-Cell Patch-Clamp-Experimenten
zeigten NR1-WT mit NR2B transfizierte Zellen typische Antworten, die bereits
zuvor fiir NMDA-Rezeptoren beschrieben wurden (Moriguchi et al. 2007; Chao et
al. 1997; Zhang et al. 2016; Kawajiri und Dingledine 1993) (Abbildung 3.19 A). In
der nicht-aktivierenden (Glutamat-freien) Losung wurden nur kleine unspezifi-
sche Strome beobachtet, die linear abhingig von der angelegten Spannung waren.
Nachdem 1 mM Natriumglutamat zugegeben wurde, kam es zu einer Rezeptorak-
tivierung, indem die Stromstirke in Abhingigkeit von der angelegten Spannung
linear anstieg. Dies zeigte eine intakte NMDA-Rezeptoraktivierung. Als Kontrolle
wurde zusitzlich Magnesium in die Aktivierungslésung zugegeben, was eine
Blockierung des NMDA-Kanals induzierte (Kawajiri und Dingledine 1993) und
somit, bis zu einem Membranpotenzial unter — 20 mV, verringerte Stréme gemes-
sen wurden. Dartiber hinaus wurden NG108-15-Zellen mit Y392TAG-NR1, NR2B
und tRNA™/NESPyIRS* in Anwesenheit von TCO*A transfiziert und unter
gleichen Bedingungen wie der Wildtyp gepatcht. Dabei wurden gleiche Strom-
Spannungs-Verhiltnisse wie beim NR1-Wildtyp gemessen. Dies bedeutet, dass die
NR1-Amber-Mutante trotz ihrer Punktmutation noch volle Aktivitit zeigte
(Abbildung 3.19 B). Ferner blieb die charakteristische Magnesiumblockade bis zu
einem Membranpotenzial unter — 20 mV erhalten. Nicht transfizierte NG108-15-
Zellen dienten der Kontrolle und zeigten keinerlei Aktivierung, nachdem Gluta-
mat zugegeben wurde (Abbildung 3.19 C). Dies lasst sich durch die Abwesenheit
einer betrichtlichen Menge von intrinsischen NMDA-Rezeptoren in undifferen-
zierten NG108-15-Zellen erkliren. Die FErgebnisse verdeutlichten, dass die
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Y392TAG-Amber-Mutante in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften keiner-
lei Einschrinkungen gegeniiber dem Wildtyp aufwies. Somit hat die
Punktmutation keine Auswirkungen auf die Rezeptorfunktinalitit.

—s— ohne NaGlu ] —=— ohne NaGlu
—e— 1 mM NaGlu 1 —e— 1mM NaGlu
0.54 —— 1 mM NaGlu + 1 mM MgCl, 0.5 ——1 mM NaGlu + 1 mM MgCl,

NR1-WT Y392TAG-NR1
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—e— 1mM NaGlu
—— 1mM NaGlu + 1 mM MgCl,

nicht transfiziert
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Abbildung 3.19: Rezeptorfunktionalitit der Y392TAG-NR1-Mutante in Patch-Clamp-
Experimenten. NG108-15-Zellen wurden entweder mit dem NR1-Wildtyp (NR1-WT) und
NR2B (A) oder mit Y392TAG-NR1, NR2B und tRNAP/NESPyIRSA' in Anwesenheit von
TCO*A (B) transfiziert. Mit Hilfe der Whole-Cell Patch-Clamp-Methode wurde das Strom-
Spannungs-Verhiltnis (I-V-Kurve) der Zellen gemessen. Dabei wurden die physiologi-
schen Losungen, wie in Glasgow und Johnson 2014 beschrieben, verwendet. Die nicht-
aktivierende Losung war Glutamat-frei (ohne NaGlu, schwarz), wihrend die aktivierende
Losung mit 1 mM Natriumglutamat versetzt wurde (1 mM NaGlu, rot) und somit zur
Rezeptoraktivierung fiihrte. Die Anwesenheit von 1 mM Magnesiumchlorid (1 mM NaGlu
+ 1 mM MgCls, blau) diente als Kanalblocker und inhibierte eine Aktivierung bis zu einem
Membranpotenzial unter — 20 mV. Alle Stréome (I) (Mittelwert + Standardfehler von
5 Experimenten mit zwei Aufnahmen) wurden zum Mittelwert der 1 mM Glutamatlésung
bei einem Potenzial von — 80 mV normalisiert. (C) Die Stréme von untransfizierten Zellen
waren unveridndert in Anwesenheit (blau) und Abwesenheit (rot) von Magnesiumchlorid
in Natriumglutamat. In Zusammenarbeit mit PD Dr. Ulrich Terpitz der Universitit
Wiirzburg. Mit Erlaubnis bearbeitet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Bei Lebendzell-Messungen, wie z.B. Patch-Clamp-Analysen, kann es im Laufe
der Zeit zu Rezeptorinternalisierungen kommen. Dabei werden Membranrezep-
toren von der Zelloberfliche ins Zellinnere zuriickgezogen, was zu einer vermin-
derten Rezeptordichte auf der Membran fithrt und damit einhergehend zu
verringertem Membransignal wihrend elektrophysiologischer Experimente. Um
herauszufinden, ob Internalisierungsprozesse von exprimierten NMDA-Rezept-
oren stattfinden, wurden HEK293T-Zellen mit Y392TAG-NR1, NR2B und
tRNAP/NESPyIRS*" in Anwesenheit von TCO*A transfiziert und mit 1,5 uM
H-tet-Cyb gefirbt. Anschlieend wurden die Zellen gewaschen und fiir 0, 10, 20
bzw. 30 Minuten bei 37 °C und 5 % COs inkubiert, fixiert und am Konfokalmik-
roskop betrachtet. Dabei konnte eine erhohte NMDA-Rezeptorinternalisierung in
Form von intrazelluldren Vesikeln nach 20 — 30 Minuten Inkubation festgestellt
werden (Abbildung 3.20). Trotz alledem zeigten Patch-Clamp-Messungen nach
deutlich langerer Zellinkubation unveridnderte Aktivierungssignale, da sich immer
noch gentigend NMDA-Rezeptoren in der Membran befanden. Diese Beobach-
tung bestitigte, dass der Verlust an gefirbten NMDA-Rezeptoren von der Memb-
ran ein sehr langsamer Prozess ist und die elektrophysiologischen Experimente
nicht beeinflusste.

t=0 Min. t=10 Min. t =20 Min. t =30 Min.

Y392TAG-NR1
H-tet-Cy5

H-tet-Cy5
+ GFP

H-tet-Cy5
+ GFP

Y392TAG-NR1 Y392TAG-NR1

Abbildung 3.20: Internalisierung von NMDA-Rezeptoren. Konfokale Bilder von NR1-
Membranfirbungen von HEK293T-Zellen, transfiziert mit Y392TAG-NR1, NR2B und
tRNAP/NESPYIRSYF in Anwesenheit von TCO*A. Die Zellen wurden mit 1,5 uM
H-tet-Cy5 (magenta) bioorthogonal gefirbt und anschliefend bei 37 °C fiir 0, 10, 20 bzw.
30 Minuten in Nihrmedium inkubiert und fixiert. Die EGFP-Expression von NR1 ist in
cyan abgebildet. In den konfokalen Aufnahmen war nach 20 — 30 Minuten eine erhdhte
Anzahl intrazelluldrer Vesikel festzustellen. MaBstabsbalken entsprechen 10 um, bzw.
5 um in i-viii. Mit Erlaubnis bearbeitet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Zusitzlich wurde die Mobilitdt von geclickten NMDA-Rezeptoren in lebenden
Zellen durch FRAP-Messungen (engl. fluorescence recovery after photobleaching)
ermittelt. Bei der FRAP-Methode werden Fluoreszenz-markierte Proteine an
einem bestimmten Bereich der Probe mit sehr hoher Laserleistung irreversibel
gebleicht. Durch diese Photobleichung der Fluorophore entsteht ein ,,schwarzer
Fleck® in der Zellmembran, in den erst langsam die Molekiile aus der unmittelba-
ren Umgebung eindiffundieren und somit die Fluoreszenz wieder herstellen.
Durch die Messung des Verlaufs der Fluoreszenzintensititen lassen sich somit die
Diffusionszeiten der Molekiile bestimmen. In dieser Arbeit wurden transient
transfizierte HEK293T-Zellen, die das Y392TAG-NR1-Amber-Konstrukt mit bzw.
ohne EGFP exprimierten, bioorthogonal mit 1,5 uM H-tet-Cy5 angefirbt.
AnschlieBend wurden die FRAP-Experimente an lebenden Zellen am Konfokal-
mikroskop durchgefiihrt (Abbildung 3.21). Dazu wurde zunichst ein Startbild
aufgenommen und drei verschiedene Regionen definiert: Region 1 wurde mit der
maximalen Laserintensitit der entsprechenden Wellenlinge gebleicht (rot),
Region 2 wurde als Referenz festgelegt und nicht gebleicht (gelb), in Region 3
wurde das Hintergrundsignal gemessen (blau). Nach Starten des Experiments
wurde die festgelegte Region 1 gebleicht und anschlieBend weitere 100 Bilder
aufgenommen, aus denen im Nachhinein die Halbwertszeit der Fluoreszenz-
Wiederherstellung und der mobile Anteil berechnet wurden. Sowohl die EGFP-
Amber-Mutante als auch die EGFP-freie-Amber-Mutante wiesen eine identische
Mobilitit mit den Halbwertszeiten von 5,4 + 0,6 Sekunden bzw. 5,4 + 0,8 Sekun-
den auf. Die dazugehorigen ermittelten Werte der mobilen Fraktionen waren
64 = 5 % bzw. 74 = 5 %. Dabei wurde der Mittelwert = Standardfehler von
24 Messungen der EGFP-Amber-Mutante und 5 Messungen der EGFP-freien-
Amber-Mutante ermittelt. Das zusitzlich exprimierte EGFP schien die Mobilitét
der NMDA-Rezeptoren also nicht zu beeinflussen. Im Gegensatz dazu konnte in
transfizierten HEK293T-Zellen, die mit dem kommerziellen NR1-Antikorper
(GluN1 von Alomone Labs) angefirbt wurden, keinerlei Rezeptormobilitit
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die NR1-Antikérperfirbung wies wie-
derum fleckige Cluster auf. Moglicherweise hielten die Antikérper die Rezeptoren
in der Membran zusammen und clusterten diese, sodass sie keine Moglichkeit
hatten, sich weiterhin frei zu bewegen.
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Abbildung 3.21: FRAP-Messungen des bioorthogonal geclickten NMDA-Rezeptors.
HEK293T-Zellen wurden mit Y392TAG-NR1, NR2B und tRNAM/NESPyIRSA' in
Anwesenheit von TCO*A transfiziert und mit 1,5 uM H-tet-Cy5 (magenta) bioorthogonal
Click-markiert. Die obere Abbildung zeigt konfokale Bilder einer lebenden Zelle wihrend
der FRAP-Messung: vor dem Bleichen (links), unmittelbar nach dem Bleichen (Mitte) und
nach der Wiederherstellung der Fluoreszenz (rechts). Fiir die Ermittlung der Halbwerts-
zeit der wiederhergestellten Fluoreszenz wurden folgende Regionen festgelegt: gebleichte
Region (rot), nicht-gebleichte Referenz-Region (gelb) und Hintergrundsignal (blau). Der
MaBstabsbalken entspricht 5 um. Die dazugehorigen Signale der Fluoreszenzintensitit
wurden im unteren Graphen beispielhaft fiir ein Experiment abgebildet. Mit Erlaubnis
bearbeitet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Wein-
heim.
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3.3.4 Hochaufgel6ste bioorthognal geclickte NMDA-Rezeptoren

Nachdem die Spezifitiat und Vitalitit der bioorthogonalen Click-Methode durch
GCE bewiesen wurden, konnte der NMDA-Rezeptor schlieflich mit hochauflo-
senden Fluoreszenzmikroskopie-Experimenten durch dSTORM visualisiert
werden. Der Farbstoff Alexa Fluor 647 und der strukturell dhnliche Cyanin-
Farbstoff Cy5 haben sich aufgrund ihrer Photostabilitit, Helligkeit und ihres
geeigneten Blinkverhaltens als ideale Fluorophore fiir dSTORM herausgestellt
(van de Linde et al. 2011; van de Linde und Sauer 2014). Folglich erméglicht die
bioorthogonale Click-Markierung durch GCE mit Tetrazin-Cy5-Farbstoffen
optimale dSTORM-Bedingungen. Weitere sehr grofle Vorteile der Click-Methode
durch GCE sind die Ortsspezifitit und Stochiometrie. Somit trigt jede NR1-
Untereinheit nur ein einziges Cy5-Fluorophor, sodass mit Hilfe hochauflésender
Fluoreszenzmikroskopie quantitative Analysen durchgefiihrt werden kénnen. Fir
die dSTORM-Experimente wurden HEK293T-Zellen erneut mit Y392TAG-NR1,
NR2B und tRNA™/NESPyIRS* in Anwesenheit von TCO*A transfiziert und nach-
folgend mit H-tet-Cy5 gefirbt. Um den Cy5-Farbstoff zum Blinken zu bringen,
wurde die Probe mit 100 mM MEA-Puffer (pH-Wert 7,6 — 8,0) versetzt und mit
einer Laserleistung des 641 nm-Lasers von 200 mW bestrahlt. NMDA-Rezeptoren
wurden schlieBlich durch die angefirbte NR1-Untereinheit auf der basalen
(durch TIRF-Beleuchtung) oder dquatorialen (durch EPI-Beleuchtung) Memb-
ran gemessen, indem 30 000 Bilder aufgenommen wurden (Abbildung 3.22 oben).
Sowohl im basalen als auch im &quatorialen Bereich der Membran konnten
homogen verteilte Rezeptoren beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wurden
transfizierte HEK293T-Zellen zusitzlich mit dem kommerziellen anti-NR1-
Antikérper (GluN1 von Alomone Labs) und dem Alexa Fluor 647 gekoppelten
Sekundirantikérper angefiarbt. Hier bestitigten sich die vorherigen konfokalen
Aufnahmen, indem NR1-Cluster vorwiegend ungleichmifig auf der basalen und
dquatorialen Membran verteilt waren (Abbildung 3.22 unten). AuBlerdem zeigte
die bioorthogonale NR1-Click-Farbung eine hohere Rezeptordichte auf der
Membran als die Farbung mit Antikérpern. Moglicherweise induzierte der Sekun-
diarantikorper die Clusterbildung wihrend der indirekten Immunfirbung.
Zukiinftige Experimente sollten mit einem Fluorophor-gekoppelten NR1-Primér-
antikorper durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob trotzdem eine Cluster-
bildung ausgeldst wird.
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Abbildung 3.22: Hochaufgeloste NMDA-Rezeptoren mit bioorthogonaler Click- bzw. Anti-
korperfarbung markiert. dSTORM-Aufnahmen von NRI1-Membranfirbungen von
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Y392TAG-NR1, NR2B und tRNAPYNESPyIRST in
Anwesenheit von TCO*A und anschlieBender Click-Farbung mit 1,5 uM H-tet-Cy5 fiir
10 Minuten auf Eis (obere Abbildungen). Transfizierte HEK293T-Zellen wurden aufler-
dem mit kommerzieller indirekter anti-NR1-Antikorperfirbung markiert (Alexa Fluor 647
gekoppelter Sekundirantikérper) (untere Abbildungen). NR1 wurde in basalen (TIRF-
Modus) und dquatorialen (EPI-Modus) Regionen der Zelle aufgenommen. Dabei wurde
eine Lokalisationsprizision von 9 nm, 17 nm, 8 nm und 16 nm in den Bildern i-iv ermittelt.
Die untere Ecke des oberen linken Bildes zeigt das zugehorige klassische Weitfeld-
Fluoreszenzbild. Mal3stabsbalken entsprechen 2,5 um, bzw. 0,5 um in i-iv. Mit Erlaubnis
bearbeitet nach Neubert et al. 2018, © 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Wein-
heim.

Zusammenfassend gesagt entwickelten wir eine Methode, um die NRI1-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors ortsspezifisch durch die Erweiterung des
eukaryotischen genetischen Codes mit Click-Chemie anzufirben. Aus einer
Auswahl mehrerer NR1-Amber-Mutanten identifizierten wir eine, die besonders
effektiv anzufirben war. Diese Y392TAG-NR1-Mutante wurde erfolgreich zum
Fiarben des NMDA-Rezeptors sowohl fiir die Konfokalmikroskopie als auch fiir die
hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie mit dSTORM verwendet. Die NR1-
Untereinheit konnte in verschiedenen Zelllinien und sogar mit unterschiedlichen
Click-Farbstoffen angefiarbt werden. Auerdem wurde die bioorthogonale Click-
Farbung mit der konventionellen Immunfluoreszenzfirbung verglichen, mit dem
Resultat, dass die Vorteile der bioorthogonalen Click-Farbung aufgrund deren
Effizienz und Spezifitit tberwiegen. Obwohl der kommerzielle Antikorper
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dasselbe Epitop bindet wie der Cy5-Tetrazin-Farbstoff, waren die Membranfir-
bungen hdochst unterschiedlich. So wies die Antikérperfirbung fleckige NR1-
Cluster auf, dagegen konnte eine sehr homogene Rezeptorfirbung durch Click-
Farbung erreicht werden. Weiterhin konnte eine vollstindige Rezeptorfunktiona-
litit der NR1-Amber-Mutante mit Hilfe von Patch-Clamp-Experimenten festge-
stellt werden. Dabei wiesen der Wildtyp-Rezeptor und die NR1-Amber-Mutante
keine Unterschiede in der Rezeptoraktivitit auf.
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Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist nur eine von vielen Erkrankungen,
deren Ursache noch nicht erforscht ist und tiber deren molekularer Zusammen-
hidnge wir noch nicht gentigend wissen, um die Patienten effektiv behandeln zu
konnen. Dies verlangt weitere Grundlagenforschung, bei der wir kleinste Proteine
und sogar einzelne Molekiile untersuchen und visualisieren miissen, um sie zu
verstehen. Seit der Uberwindung der Beugungsgrenze Anfang der 1990-er Jahre
ist es moglich, mit Hilfe verschiedener hochauflosender Fluoreszenzmikroskopie-
Methoden einzelne Rezeptoren, Proteine oder Molekiile sichtbar zu machen.
Diese Techniken sind sehr sensitiv und verlangen besonders sorgfiltige Proben-
praparation. Mit dSTORM beispielsweise kann eine maximale Auflosung von bis
zu 20 nm erreicht werden. Da die Féahigkeit, biologische Strukturen aufzuldsen,
jedoch nicht nur von der optischen Auflésung abhingt, sondern ebenso von der
Markierungsgrof3e und -dichte, besteht weiterhin das groBBe Bediirfnis, effiziente
Markierungsmethoden zu nutzen. Kleinere Markierungen haben den groflen
Vorteil, dass sie die Auflosung nicht beeinflussen und auflerdem die natiirlichen
Eigenschaften und Funktionen der Proteine innerhalb der Zelle weniger beein-
trachtigen als grof3e Farbstoffe. In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Markie-
rungsmethoden fiir die hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie getestet, um
verschiedene postsynaptische Proteine sichtbar zu machen: Antikérperfirbung,
Super-Binde-Peptidfirbung und bioorthogonale Click-Farbung durch die Erwei-
terung des eukaryotischen genetischen Codes.

Antikérperfirbung. Antikorper sind mit einer GréBe von 10 — 15 nm verhiltnis-
méifBig groB. Bei einer indirekten Immunfirbung, bei der ein Fluorophor-
markierter Sekundirantikérper an den Epitop-spezifischen Primérantikorper
bindet, kann der Abstand von Zielprotein und Fluorophor bis zu 30 nm betragen.
Sobald mehrere Sekundédrantikérper an einen Primirantikérper binden, kann der
Komplex umso grofler werden. Dies bedeutet unter Umstidnden eine Auflosungs-
verminderung. Jedoch gibt es oftmals keine alternativen Markierungsmethoden,
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aufgrund schlechter Transfektionseffizienz des Zielproteins oder keiner Verfiig-
barkeit gleichwertiger kommerzieller Produkte. Im ersten Teil der Doktorarbeit
wurde deshalb die Antikdrperfirbung genutzt, um NMDA-Rezeptoren anzufirben.
Hierbei war die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors von besonderem Inte-
resse, da diese bei der Autoimmunerkrankung Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis
eine entscheidende Rolle spielt. Patienten dieser Erkrankung bilden Autoantikor-
per gegen die NR1-Untereinheit, wodurch eine Rezeptorinternalisierung verur-
sacht wird. Dies bewirkt einen schnellen reversiblen Verlust der NMDA-
Rezeptoren auf der Postsynapse, was wiederum zu psychiatrischen und neurolo-
gischen Stérungen der Patienten fithren kann. Mit Hilfe der drei verschiedenen
Mikroskopiemethoden Konfokalmikrokopie, SIM und dSTORM wurde die NR1-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors sowohl in primidren Neuronen als auch in
Gehirnschnitten mit diversen Antikdrpern angefirbt. Das Markerprotein Homer
wurde zusitzlich mittels indirekter Immunfiarbung markiert, um die postsynapti-
sche Region sichtbar zu machen. Untersuchungen mit allen drei Mikroskopieme-
thoden zeigten, dass kommerziell erhiltliche NR1-Antikérper sowohl in priméren
Neuronen als auch in Gehirnschnitten keine spezifischen Farbungen erzielten.
Wahrscheinlich lag diese Unspezifitit an der Epitoperkennung der kommerziellen
NR1-Antikorper. Die Hersteller dieser Antikorper deklarieren den groen Epitop-
bereich der Aminosduren 660 bis 811, welcher sich innerhalb der Ligand-Binde-
Domine (LBD) und der transmembranen Domine (TMD) des Rezeptors
befindet. Moglicherweise waren diese Bereiche schlecht zuginglich fiir einen
Antikérper mit einer Grofle von ~ 10 nm, was eine ineffiziente Bindung erkliren
konnte. Daraufhin wurden isolierte IgG-Antikérper von Patienten mit Anti-
NMDA-Rezeptor-Enzephalitis (Patienten AK) getestet, die freundlicherweise von
Prof. Dr. med. Christian Geis von der Hans-Berger-Klinik fiir Neurologie in Jena
zur Verfligung gestellt wurden. Jedoch konnten auch diese keine guten Immun-
farbungen liefern. Bei der Aufreinigung wurde der gesamte IgG-Antikérperpool
aus dem Plasmapheresematerial des Patienten isoliert, sodass moglicherweise
weitere, sich im Plasma befindenden IgG-Antikorper zu unspezifischen Bindun-
gen fiihrten. AuBBerdem konnte der Patient einen geringen Titer an pathogenen
NR1-Autoantikérpern aufgewiesen haben, sodass trotz Verwendung einer hohen
Antikorperkonzentration kaum NR1 angefirbt werden konnte. Infolgedessen
wurden rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikorper erprobt, die freund-
licherweise von PD Dr. med. Harald Prifl von der Klinik fiir Neurologie und
experimenteller Neurologie der Charité in Berlin zur Verfiigung gestellt wurden.
Diese wurden aus einzelnen Antikérper-produzierenden Zellen (B-Gedichtniszel-
len und Antikorper-sekretierenden Zellen) aus dem Liquor der Patienten isoliert
und mit Hilfe molekularbiologischer Methoden rekombinant in HEK293T-Zellen
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hergestellt. Rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikdrper hatten den
Vorteil, dass sie nur ein einziges Epitop (N368/G369) auf der aminoterminalen
Domine (ATD) gebunden haben (Kreye et al. 2016). Tatsdchlich stellten sich
beide rekombinante monoklonale NR1-Patientenantikérper 003 102 NR1 mAK
und 007 168 NR1 mAK als sehr spezifisch heraus und lieferten gute Kolokalisati-
onen mit Homer sowohl in Neuronen als auch in Gehirnschnitten. Mit Hilfe hoch-
auflosender dSTORM-Messungen wurden Clusteranalysen in Gehirnschnitt-
farbungen durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass der 007 168 NR1 mAK,
im Gegensatz zu allen anderen rekombinanten monoklonalen NR1-Patienten-
antikorpern, eine hohere Lokalisationsdichte sowohl innerhalb als auch auflerhalb
der Homer-Cluster aufwies. Somit konnte gezeigt werden, dass sich synaptische
und extrasynaptische NMDA-Rezeptoren mit Hilfe des 007 168 NR1 mAK am bes-
ten anfirben lieBen.

Indirekte Antikérperfirbungen haben den Nachteil, dass sie keine stochiomet-
rischen Markierungen darstellen, da oftmals mehrere Sekundirantikérper an
einen Primérantikérper binden kénnen. Somit kénnen erhéhte Lokalisationen an
Rezeptoren auftreten, an denen zufillig zwei oder mehrere Sekundirantikorper
gebunden haben, im Gegensatz zu Rezeptoren, an denen zufillig nur ein einziger
Sekundirantikérper gebunden hat. Um zukiinftig verbesserte quantitative Analy-
sen zu erreichen, sollten die rekombinanten monoklonalen NR1-Patienten-
antikorper direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden, sodass auf den
Sekundirantikorper verzichtet werden kann. Sekundarantikorper konnten auller-
dem nachteilig sein, indem sie mdglicherweise eine artifizielle Clusterbildung
induzieren und somit die natiirliche Verteilung der Zielproteine nicht korrekt
darstellen kénnten (Baumgart et al. 2016). Bei Zwei-Farben dSTORM muss
dartiber hinaus beachtet werden, dass im griinen Kanal meist weniger Photonen
detektiert werden konnen als im roten Kanal. Obwohl sich Alexa Fluor 532 als ein
zuverldssiger Farbstoff im griinen Spektrum erwiesen hat, sind dessen photophy-
sikalische Eigenschaften, wie beispielsweise das Blinkverhalten, trotzdem nicht so
reproduzierbar, wie die vom roten Farbstoff Alexa Fluor 647. Aus diesem Grund
wurden die NMDA-Rezeptoren stets mit dem roten Farbstoff Alexa Fluor 647 und
die groBBeren Homer-Cluster mit Alexa Fluor 532 angefirbt.

Um die Auswirkungen der Autoantikérper wihrend der Krankheit Anti-NMDA-
Rezeptor-Enzephalitis zu erforschen, sollten in zukiinftigen Experimenten sowohl
primire Neuronen als auch Miuse mit verschiedenen Patientenantikérpern fiir
einen bestimmten Zeitraum behandelt werden. Die behandelten Neuronen bzw.
Mausgehirne konnten anschlieBend mit Hilfe des rekombinanten monoklonalen
NR1-Patientenantikérpers zusammen mit Homer angefirbt und hochaufgelost
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mit dSTORM analysiert werden. Moglicherweise kann somit eine exakte NMDA-
Rezeptor-Abnahme innerhalb der Synapse ermittelt werden und mit unbehandel-
ten Neuronen bzw. Mausgehirnschnitten verglichen werden. Ladépéche et al.
konnten bereits mit Hilfe von STORM in Neuronen zeigen, dass die Organisation
der NMDA-Rezeptor-Cluster innerhalb der Synapse durch Autoantikérper von
Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis gestort wird (Ladépéche et al.
2018). Sie konnten eine NMDA-Rezeptor-Abnahme innerhalb der Synapse fest-
stellen. Nach intrathekaler Antikérperapplikation miisste dies zukiinftig ebenso in
Gehirnschnitten belegt werden.

Super-Binde-Peptidfirbung. Peptide sind mit einer Grofle von ~ 2,5 nm
wesentlich kleiner als Antikérper und wurden aufgrund dessen als weitere
Markierungsmoglichkeit fiir die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie in dieser
Arbeit verwendet. Dr. Hans M. Maric et al. entwickelten ein Verfahren, um
kompakte hochaffin bindende Peptide, sog. ,,Super-Binde-Peptide“ (SBPs) herzu-
stellen (Maric et al. 2017). Eine Mikrochip-Technologie ermdglichte es, eine
Vielzahl modifizierter Proteine gleichzeitig zu testen und mit weiteren Eigenschaf-
ten zu versehen. So konnte beispielsweise die Bindeaffinitdt und Membranperme-
abilitit des Peptids verbessert werden, ebenso wie die Kopplung an einen variablen
Fluoreszenzfarbstoff. Dr. Hans M. Maric vom Rudolf-Virchow-Zentrum fiir expe-
rimentelle Biomedizin der Universitit Wiirzburg stellte somit ein kleines, hoch-
spezifisches und effektiv bindendes Peptid fiir das postsynaptische Ankerprotein
Gephyrin her, das aminoterminal an den Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrhoda-
min (TMR) gebunden ist (TMR-2i). Das Zielprotein Gephyrin ist fiir das Clustern
und Verankern der beiden inhibitorischen GABAs- und Glycin-Rezeptoren (GlyR)
auf der Postsynapse verantwortlich, indem es sie mit dem Cytoskelett verbindet.
Folglich bestimmt Gephyrin deren Lokalisation innerhalb der Postsynapse. Im
zweiten Abschnitt der Doktorarbeit konnte das neue TMR-gekoppelte Super-
Binde-Peptid ,,TMR-2i“ als hochaffiner effektiver Marker fiir das Ankerprotein
Gephyrin mit Hilfe von SIM nachgewiesen werden. Sowohl in DIV14 als auch in
DIV21 primidren Neuronen kolokalisierte das TMR-2i Peptid mit dem inhibitori-
schen priasynaptischen vesikuliren GABA-Transporter VGAT, jedoch nicht mit
dem excitatorischen priasynaptische Glutamattransporter VGLUT1. Gegeniiber
kommerzieller indirekter Gephyrin-Antikérperfirbung konnten SBPs eine
dichtere Gephyrin-Firbung und bessere Clusterreprisentation zeigen, da deren
GroBe unterhalb der SIM-Auflosung war. In unseren Versuchen wurden Kolokali-
sationsanalysen durchgefiihrt, bei denen Gephyrin mit SBPs markiert wurde,
wohingegen VGAT bzw. VGLUT1 mit indirekter Antikorperfirbung angefirbt

94



4 Fazit und Ausblick

wurden. Somit wurden zwei verschiedene Markierungsmethoden simultan ange-
wandt und analysiert. Da bei der indirekten Antikdrperfirbung das Fluorophor mit
einem Abstand von bis zu 30 nm vom Target entfernt sein kann, ist davon auszu-
gehen, dass die VGAT- bzw. VGLUT1-Antikérperfirbung schlechter aufgelost
wurde als die Farbung mit den ~ 2,5 nm kleinen SBPs. AuB3erdem konnte es bei
Antikorperfirbungen zur Signalverstirkung kommen, indem mehrere Sekun-
dirantikérper an einen Primarantikérper binden. Dadurch sind die Signalintensi-
titen der Antikorperfirbung nicht vergleichbar mit denen der SBP-Farbung.
Damit zukiinftig korrektere Kolokalisationsanalysen realisiert werden koénnen,
sollten zusitzliche SBPs von VGAT bzw. VGLUT1 entwickelt werden, um diese
schlieBlich zusammen mit den Gephyrin-SBPs anfirben und vergleichen zu kon-
nen.

SBPs haben den groBen Vorteil, dass sie aufgrund ihrer erh6hten Bindungsaf-
finititen sehr spezifisch an ihr Zielprotein binden kénnen und somit eine sehr
gute Markierungsalternative zu Antikorpern darstellen. AuBBerdem ist die Farbung
mit Peptiden praktisch sehr einfach und schnell durchfiihrbar, da die SBPs direkt
an einen Farbstoff gekoppelt sind und somit keinen zusitzlichen Inkubations-
schritt der Fluoreszenzzugabe bendétigen, wie beispielsweise die Zugabe eines
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundirantikérpers bei der indirekten Im-
munfirbung. AuBBerdem miissen SBPs aufgrund ihrer hohen Bindeaffinititen in
nur sehr geringen Fiarbekonzentrationen (2 nM) eingesetzt werden und benotigen
uberdies sehr kurze Inkubationszeiten von nur 13 Minuten. Komplexe indirekte
Antikoérperfirbungen bendtigen dagegen hohere Konzentrationen und sind zeit-
aufwendiger, da Primir- und Sekundirantikérper Inkubationszeiten von jeweils
ca. 1 Stunde verlangen. Dies kann wiederum fiir potenzielle Lebendzellmessun-
gen nachteilig sein. Sowohl bei Antikorper- als auch bei Peptidfirbungen miissen
unspezifische Bindestellen zunichst mit bestimmten Blocklosungen abgeblockt
werden, um anschlieBend eine spezifische Targetbindung zu erhalten. Fir die
SBP-Farbung stellte sich heraus, dass das Blocken mit dem ungelabelten Kontroll-
peptid 2j zu spezifischeren Farbungen und besseren SIM-Bildern fiihrte. Die
Herstellung der SBPs ist zwar sehr aufwendig und benétigt moderne Mikrochip-
Technologien, jedoch sind SBPs aufgrund ihrer Grof3e bestens fiir die hochaufls-
sende Fluoreszenzmikroskopie wie dSTORM geeignet. In zukiinftigen Experimen-
ten mussten also ebenso blinkende Farbstoffe, wie z.B. Alexa Fluor 647, an SBPs
gekoppelt werden, um diese schlieBlich fiir dSTORM nutzen zu kénnen. So
konnten beispielsweise Gephyrin oder auch weitere neuronale Proteine sowohl in
Neuronen als auch in Gehirnschnitten mit kleinen hochaffinen SBPs angefirbt
werden und mit Hilfe von dSTORM bis zu 20 nm aufgelost werden. Zusammen-
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fassend gesagt sind SBPs sehr gute Marker fiir die hochauflésende Fluoreszenz-
mikroskopie aufgrund ihrer GroBe, Stabilitit, erhohten Affinitit und Spezifitit.
Mit Hilfe von SBPs kann ein stéchiometrisches Markieren des Zielproteins
erfolgen, sodass Quantifizierungsanalysen realisiert werden koénnen. Durch
weitere Modifikationen konnten SBPs iiberdies sowohl fiir die hochauflésende
Fluoreszenzmikroskopie als auch fiir klinische Applikationen optimiert werden,
wie z.B. durch Affinititsverbesserung, Selektivitit, das Einfligen unnatiirlicher
Aminosiduren und weiterer chemischer Modifikationen.

Bioorthogonale Click-Farbung durch GCE. Im letzten Abschnitt dieser Arbeit
wurde eine Methode entwickelt, um die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors
ortsspezifisch mit organischen Fluorophoren mittels bioorthogonaler Click-Féar-
bung durch GCE anzufirben. Organische Fluorophore sind mit einer Gréf3e von
0,5 — 2 nm noch kleiner als Peptide und damit optimal fiir die hochauflésende
Fluoreszenzmikroskopie geeignet. Durch die Erweiterung des genetischen Codes
konnte die unnatiirliche, nicht-kanonische Aminosiure (ncAA) trans-Cycloocten
(TCO*A) in die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors eingebaut werden und
anschlieBend hochspezifisch mit Hilfe der Click-Chemie mit organischen Tetra-
zin-Farbstoffen angefirbt werden. Bei der Click-Reaktion wird eine kovalente
Bindung zwischen der ncAA im Zielprotein und dem organischen Fluorophor
geschaffen, sodass sich der gebundene Farbstoff nicht mehr von der ncAA l6sen
kann. Dies hat den Vorteil, dass die gebundene Click-Markierung mit keinen
weiteren zelluldiren Komponenten kreuzreagieren kann und somit die natiirlichen
Prozesse der Zelle kaum beeinflusst. In dieser Doktorarbeit stellte sich aus einer
Reihe von sieben verschiedenen Click-Mutanten der NRI1-Untereinheit des
NMDA-Rezeptors die Y392TAG-NR1-Mutante als diejenige mit der besten Expres-
sion und effektivsten H-tet-Cy5-Click-Markierung heraus. Somit war es zum
ersten Mal moglich, die NR1-Untereinheit des tetrameren synaptischen NMDA-
Rezeptors bioorthogonal mit einem Tetrazin-Farbstoff zu clicken. Die Expression
dreier verschiedener Vektoren (Y392TAG-NR1, NR2B, tRNAP/NESPylRS*)
gleichzeitig innerhalb der Zelle war eine grofle Herausforderung. Um einen funk-
tionalen NMDA-Rezeptor in der Zellmembran zu erhalten, war die Koexpression
mit der NR2B-Untereinheit notwendig (Akashi et al. 2009; Kumar 2015). Zusétz-
lich mussten die orthogonale tRNA und deren zugehorige orthogonale Aminoaclyl-
tRNA-Synthetase (RS) auf einem weiteren Plasmid (tRNA™/NESPyIRSY) in die
Zelle transfiziert werden. Mit der Transfektion des dritten TAG-NR1-Plasmids war
die Zelle einem gewissen Stress ausgesetzt, was sich in den Transfektionseffizien-
zen widerspiegeln kann. Durch Austesten verschiedener DNA-Konzentrationen
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und Inkubationszeiten konnte jedoch eine sehr gute Tansfektionseffizienz
erreicht werden. Uberdies wurde durch Titration des Click-Farbstoffs H-tet-Cy5
die optimale Farbstoffkonzentration von 1,5 uM ermittelt, um ideale
NR1-Membranfirbungen, sogar mit verschiedenen Tetrazin-Farbstoffen
(H-tet-ATTO532 und H-tet-Cy3), zu erhalten. Beliu et al. zeigten ebenso, dass die
Cytoskelettkomponenten Aktin und Mikrotubulin mit vielen verschiedenen Tetra-
zin-Farbstoffen (wie z.B. Me-tet-ATTO488, Me-tet-ATTO532, Me-tet-TAMRA,
Me-tet-AZ503, Me-tet-ATTO700) durch bioorthogonale Click-Farbung angefarbt
werden konnten (Beliu et al. 2019). Die GCE-Technologie ermoglicht es somit,
zelluldre Zielproteine mit vielen verschiedenen kommerziell erhiltlichen Tetra-
zin-Farbstoff-Konjugaten anzufirben und fiir die verschiedensten mikroskopi-
schen Anwendungen zu nutzen. Dariiber hinaus waren NMDA-Rezeptor-
Kofiarbungen durch bioorthogonale Click-Firbungen zusammen mit NR1-Anti-
korperfirbungen moglich. Zukiinftige Kofirbungen kénnten ebenso mit zwei, zu
unterschiedlichen Zeitpunkten eingebauten ncAAs erfolgen. Dabei wird eine
ncAA mit Hilfe der SPAAC-Click-Reaktion und die andere ncAA durch die
SPIEDAC-Click-Reaktion angefirbt (Niki¢ und Lemke 2015). Damit allerdings
zwei unterschiedliche Zielproteine gleichzeitig angefiarbt werden kénnen, miss-
ten zwei ncAAs mit Hilfe zwei verschiedener Stopcodons eingebaut werden. Da
jedoch die Anzahl an Nonsense-Codons begrenzt ist, werden oft sog. Quadruplett-
Codons verwendet. Diese bestehen aus vier aufeinander folgenden Basen und
werden von einer tRNA mit einem Quadruplett-Anticodon eingebaut, sodass ein
+1 Frameshift wihrend der Translation verursacht wird (Anderson et al. 2004;
Hohsaka et al. 1996; Wang et al. 2012). Dies hat den Vorteil, dass kein zusitzliches
Stopcodon fiir den Einbau einer ncAA verwendet werden muss. In dieser Arbeit
konnte weiterhin gezeigt werden, dass die bioorthogonale NR1-Click-Farbung
durch GCE in verschiedenen Zelllinien (HEK293T-, COS-7- und NG108-15-
Zellen) funktionierte, wobei alle drei eine gute Membranfirbung aufwiesen.
Dartiber hinaus zeigten Whole-Cell Patch-Clamp-Experimente keinerlei Einfliisse
auf die Rezeptorfunktionalitit der Y392TAG-NR1 exprimierenden Zellen. Folglich
konnten keine elektrophysiologischen Unterschiede zwischen der NR1-Amber-
Mutante und dem Wildtyp-Rezeptor festgestellt werden, was besonders fiir weitere
Lebendzell-Untersuchungen von gro3em Vorteil war. Somit konnte belegt werden,
dass die nattirlichen physiologischen Eigenschaften der modifizierten Rezeptoren
nicht beeinflusst wurden. In weiteren FRAP-Lebendzell-Messungen konnten
Dynamik und Mobilitit der bioorthogonal geclickten NMDA-Rezeptoren nachge-
wiesen werden. Dies zeigte zusitzlich, dass die Rezeptoren durch deren Markie-
rung nicht in ihrer Funktionalitit beeinflusst wurden. Zukiinftig sollte die
Mobilitdt von NMDA-Rezeptoren gemessen werden, die mit direkt konjugierten
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kommerziellen bzw. Patienten-NR1-Antikérpern angefirbt wurden. Daraufthin
konnte deren Mobilitit mit derjenigen von bioorthogonal geclickten NMDA-
Rezeptoren verglichen werden. Nach einer Inkubationszeit von 20 — 30 Minuten
konnten nattirliche Internalisierungsprozesse der bioorthogonal gefirbten NMDA-
Rezeptoren in lebenden HEK293T-Zellen beobachtet werden. NMDA-Rezeptoren
sind dafiir bekannt, dass sie relativ langsam internalisiert werden (~ 5 % der
NMDA-Rezeptoren innerhalb von 30 Minuten) und im Gegensatz zu AMPA-
Rezeptoren sehr stabil in der Zellmembran lokalisiert sind (Nong et al. 2004).
AMPA-Rezeptoren wechseln dagegen stindig zwischen intrazelluldrer und memb-
ranstandiger Lokalisation und weisen dadurch eine erheblich hohere Internalisie-
rungsrate von ~ 15— 20 % innerhalb von 30 Minuten auf (Nong et al. 2004; Roche
et al. 2001). Schlussendlich konnte die Y392TAG-NR1-Mutante erfolgreich fiir
die hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden und lieferte in
dSTORM-Messungen effiziente homogene Membranfirbungen. Dabei war der
Tetrazin-Cy5-Farbstoff aufgrund seiner Groéfle, Photostabilitdt, Helligkeit und
seines geeigneten Blinkverhaltens, dhnlich wie Alexa Fluor 647, ideal fiir
dSTORM geeignet. Im Gegensatz zur homogenen bioorthogonalen NR1-Click-
Farbung durch GCE wiesen kommerzielle NR1-Antikérperfirbungen ungleichmé-
Big verteilte Cluster innerhalb der Membran auf. Dies war sowohl in Konfokalmik-
roskopie- als auch in dSTORM-Messungen erkennbar und zeigte, dass kleine
organische Farbstoffe wie H-tet-Cy5 eine deutlich bessere Zuginglichkeit zur
NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors haben und dadurch den Rezeptor besser
anfiarben als grole Antikorper. Moglicherweise induzierten Antikérper eine Clus-
terbildung des Rezeptors.

Die Ortsspezifitit der bioorthogonalen Click-Markierung erlaubt aulerdem, in
Kombination mit der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie, quantitative Ana-
lysen, z.B. indem heteromere Rezeptoren sichtbar gemacht werden. Da an jeder
der zwei NR1-Untereinheiten des NMDA-Rezeptors nur ein einziger Cy5-
Farbstoff binden kann, kénnte somit die Stochiometrie des Rezeptors ermittelt
werden. Mit Hilfe einer Titrationsreihe des H-tet-Cy5-Farbstoffs konnte man auf
die Anzahl der NR1-Untereinheiten innerhalb des Rezeptors statistisch schliefen
und herausfinden, wie viele NR1-Dimere bzw. NR1-Monomere sich durchschnitt-
lich auf einer Zellmembran befinden. Bei einer geringen Cy5-Konzentration
werden verhiltnismiBig weniger NR1-Untereinheiten auf der Zellmembran ange-
farbt, sodass nur selten ein Doppelsignal des Cy5-Farbstoffs (immer dann, wenn
zwei NR1-Untereinheiten im Rezeptor angefirbt wurden) auftritt. Sobald die
Farbstoffkonzentration erhéht wird, sollte es zu verhiltnismidflig mehr Cy5-
Doppelsignalen kommen, da die Wahrscheinlichkeit hoher ist, dass beide NR1-
Untereinheiten im Rezeptor gleichzeitig angefirbt werden, vorausgesetzt man
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geht von NR1-Dimeren aus. Eine weitere Methode zur Rezeptor-Stéchiometrie-
Bestimmung ist die Doppelfirbung. Dabei wird die NR1-Untereinheit mit zwei
verschiedenen Click-Farbstoffen mit jeweils den gleichen, moglichst sittigenden
Konzentrationen angefirbt, z.B. H-tet-Cy5 und H-tet-ATTO532. Die Wahrschein-
lichkeitsverteilung gibt schlieflich vier verschiedene Moglichkeiten vor, wie zwei
verschiedene Farbstoffe an einen NMDA-Rezeptor binden kénnen, wenn voraus-
gesetzt wird, dass, wie in der Literatur beschrieben, der NMDA-Rezeptor aus zwei
NR1-Untereinheiten besteht: griin + rot, rot + griin, griin + griin und rot + rot.
Somit sollten 50 % der Rezeptoren eine rot-griin Markierung aufweisen, sodass
eine Kolokalisation beider ermittelt werden kann. Durch das hohe Auflosungsver-
mogen der dSTORM-Methode sollte diese Stéchiometriebestimmung durchfiihr-
bar sein. Dies wurde bereits in einigen Vorexperimenten getestet. Jedoch konnten
bisher keinerlei Dimere, weder mit der Titrations- noch mit der Doppelfirbeme-
thode, analysiert werden. Unklar ist ebenso, ob durch die Doppelfirbemethode
beide Farbstoffe (H-tet-Cy5 und H-tet-ATTO532) gleich gut clicken und die NR1-
Untereinheit identisch anfirben. Ein weiteres Problem ist das schlechtere Blink-
verhalten des griinen Farbstoffs (im Gegensatz zum roten Farbstoff) wihrend der
dSTORM-Messung mit zwei Farben. Um die Stochiometrie des NMDA-Rezeptors
durch bioorthogonale Click-Farbung durch GCE mit Hilfe von dSTORM weiterhin
zu untersuchen, missten weitere Experimente durchgefiihrt werden und dabei
verschiedene Tetrazin-Farbstoffe und deren Konzentrationen gepriift werden.

Zusitzlich wurden einige Vorexperimente zur Einzelpartikelverfolgung (engl.
Single-particle-tracking, SPT) des bioorthogonal geclickten NMDA-Rezeptors
durchgefiihrt. SPT erlaubt die Verfolgung einzelner markierter Molekile inner-
halb einer Zelle mit Hilfe von TIRF-Fluoreszenzmikroskopie und deren anschlie-
Bende Brown’sche Molekularbewegungsquantifizierung (Manzo und Garcia-
Parajo 2015; Shen et al. 2017). Die bioorthogonale Click-Farbung durch GCE
sollte hierfiir eine ideale Farbemethode darstellen, da die Markierung mit organi-
schen Fluorophoren sehr klein ist und damit die natiirlichen Prozesse und Bewe-
gungen des Rezeptors in der Zelle kaum beeinflusst. Auerdem konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass Lebendzell-Experimente mit einer bioorthogonalen
Click-Markierung sehr erfolgreich waren, wie beispielsweise in den FRAP-
Messungen. Fiir SPT ist es besonders wichtig einen sehr hellen, nicht blinkenden
Farbstoff zu verwenden, um ihn so lange wie mdglich tiber die Zeit verfolgen zu
konnen. Aus diesem Grund wurde ein Me-tet-SeTau647-Farbstoff in einer sehr
geringen Konzentration (1 nM) verwendet. In den Vorexperimenten konnten zwar
einzelne NMDA-Rezeptoren durch SPT mit Hilfe einer TIRF-Beleuchtung auf der
Zellmembran verfolgt werden, jedoch nur fiir sehr kurze Zeit. Damit die Vitalitit
der Zellen im Laufe der SPT-Messung erhalten bleibt, miissten zukiinftige
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Messungen bei 37 °C ablaufen. Zusitzlich missten stérende Hintergrundsignale
vermindert werden. Erst kiirzlich konnten Konig und Sorkin et al. erfolgreich
bioorthogonal geclickte Membranproteine mittels SPT in lebenden Zellen verfol-
gen (Konig et al. 2019). Sie konnten quantitative Dynamikanalysen des EGF-
Rezeptors (engl. epidermal growth factor receptor) und des Shaker-B-Kaliumka-
nals durchfiihren.

Weitere zukiinftige experimentelle Fortschritte sollten in der Expression und
bioorthogonalen Click-Farbung durch GCE von mutierten NMDA-Rezeptoren in
primiren Neuronen gemacht werden. Somit konnten Rezeptorexpression, Trans-
port, Einzelpartikelverfolgung, Internalisierung und Abbau in neuronalen Zellen
und Gewebe nidher untersucht werden. Dies wiirde zum ersten Mal die Mdglich-
keit schaffen, die Funktion und Pathologie der NMDA-Rezeptoren mit sehr hoher
Sensitivitdt und Prizision in ihrer nattirlichen Umgebung zu erforschen. Zhu und
Riou et al. konnten bereits zeigen, dass es moglich ist, NMDA-Rezeptoren mit
einer UAA-Stopcodon-Mutation in hippocampalen Neuronen zu exprimieren,
jedoch nicht so stark wie in HEK-Zellen (Zhu et al. 2014). Es ist derzeit immer
noch schwierig geeignete Transfektionsprotokolle zu finden, um primire Neuro-
nen mit mehreren Plasmiden zu transfizieren. Mit Hilfe von Adeno-assoziierten
viralen (AAV) Vektoren gelang bereits das Einbringen unnatiirlicher Aminosiuren
in primire cortikale Neuronen, Gehirnschnitten und sogar in Médusen, indem
jeweils zwei AAV-Vektoren, fiir die tRNA mit RS und das Zielprotein mit einem
Amber-Codon, transfiziert wurden (Ernst et al. 2016). Dies ist ein weiterer
Schritt, der in zukiinftigen Experimenten getestet werden muss. Obwohl die
Methode der bioorthogonalen Click-Farbung durch GCE durch eine Zelltransfek-
tion und Proteintiberexpression limitiert ist, wird sie fiir alle hochauflésenden
Bildgebungs- und Tracking-Anwendungen des NMDA-Rezeptors, bei denen die
riaumliche Auflésung oder die Markierungseffizienz durch grofe Markierungen
begrenzt ist, niitzlich sein.

Fir jedes Zielprotein sollte die effizienteste Markierungsmoglichkeit individuell
bestimmt werden, abhingig davon, welche Mikroskopiemethode gewihlt wird.
Oftmals sind Antikorperfirbungen der einfachste Weg, da diese kommerziell fiir
sehr viele Targets erhiltlich sind und nicht, wie z.B. Super-Binde-Peptide, relativ
aufwendig hergestellt werden miissen. Jedoch sind die Spezifititen kommerzieller
Antikorper oft nicht sehr hoch, wie am Beispiel des NMDA-Rezeptors in dieser
Arbeit gezeigt wurde. Fiir die hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie sind Anti-
korperkomplexe, bestehend aus primiarem und sekundirem Antikérper, mit einer
GroBe von bis zu 30 nm sehr grof3. Somit ist der Versatz zwischen Zielmolekiil
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und Farbstoff verhiltnismiBig grof3, wodurch es zu einer Auflésungsverminderung
kommen kann. Super-Binde-Peptide sind dagegen mit einer Grofe von ~ 2,5 nm
deutlich kleiner und wurden so entwickelt, dass sie eine erhdhte Spezifitit zu
ihrem Zielprotein aufweisen, was sie wesentlich attraktiver fiir die hochauflésende
Fluoreszenzmikroskopie macht. Nachteilig ist allerdings deren aufwendiger
Herstellungsprozess, der nicht in jedem Labor selbst durchfiihrbar ist. Zunichst
miissen thermodynamische und strukturelle Analysen zur Ermittlung der Konsen-
sussequenz vom Zielprotein und dessen Interaktionspartner durchgefiihrt
werden. Zusitzlich werden moderne Mikrochip-Technologien bendétigt, um viele
modifizierte Peptide gleichzeitig zu analysieren und schlussendlich das spezi-
fischste Peptid auszuwihlen. Organische Fluorophore sind mit einer Gréfle von
0,5 — 2 nm noch kleiner als SBPs und kénnen durch die Methode der bioorthogo-
nalen Click-Chemie durch GCE ihr Zielprotein sehr spezifisch anfirben. Die
Farbung verldauft durch die Click-Reaktion sehr schnell und ist durch die entstan-
dene kovalente Bindung zwischen unnatiirlicher Aminosidure im Zielprotein und
dem Click-Farbstoff sehr spezifisch. Dartiber hinaus konnen sehr viele verschie-
dene Tetrazin-Farbstoffe fiir die unterschiedlichsten mikroskopischen Anwen-
dungen verwendet werden. Jedoch weist auch diese Markierungsmethode einige
Nachteile auf. So muss das anzufirbende Zielprotein zuvor genetisch manipuliert
werden, indem eine Amber-Punktmutation ins Genom eingebracht wird. Dartiber
hinaus miissen Zellen mit der Fremd-DNA transfiziert werden. Die Uberexpres-
sion der eingebrachten Fremd-DNA spiegelt nicht die natiirlichen physiologischen
Zellbedingungen wider. Es ist anzunehmen, dass die Zelle das Einbringen fremder
DNA nicht immer toleriert. Somit hat jede Markierungsmethode ihre Vor- und
Nachteile, sodass jeweils die geeignetste Markierung des gewlinschten Zielmole-
kiils in Betracht gezogen werden sollte.
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AbkUrzungsverzeichnis

AF
AMPA
AMPAR
AS

ATD
BAPTA
BSA

CA
CDC42
COS-7-Zellen
CTD
DBSCAN
ddH,O
DG

DIV
DMSO
dSTORM
EDTA
EGF
EGFP
EMCCD
EPI

FA

FAB

FCS

FP

Alexa Fluor
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid Rezeptor
Aminosiure

Aminoterminale Doméine
1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N'-tetraacetic acid
Bovines Serumalbumin

Cornu Amonis

Cell division control protein 42

Nierenzellen aus einer afrikanischen Meerkatze
Carboxyterminale Domine

Density-based spatial clustering of applications with noise
Bidestilliertes Wasser

Gyrus dentatus

Days in vitro

Dimethylsulfoxid

direct stochastic optical reconstruction microscopy
Ethylendiamintetraacetat

Epidermal growth factor

Enhanced green fluorescent protein

Electron multiplying charge-coupled device

Weitfeld Beleuchtung

Formaldehyd

Antigen binding fragment

Fetales Kélberserum

Fluoreszierendes Protein
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FRAP
FWHM
GA
GABA
GABA:R
GABARAP
GFP
GlyR
HBSS
HEK293T-Zellen
HEPES
HILO

IC

IgG

ISC
LBD
MEA
NA
NaCl
ncAA
NG108-15-Zellen
NMDA
NMDAR
PA-FP
PALM
PBS
PCR
PDL
PFA
PSD-95
PSF

R

ROS

RS

RT

104

Fluorescence Recovery after Photobleaching
Halbwertsbreite einer Gauflverteilung

Glutaraldehyd

y-aminobutyric acid

y-aminobutyric acid type A Rezeptor

GABA, receptor-associated protein

Green fluorescent protein

Glycin-Rezeptor

Hank’s Balanced Salt solution

Humane embryonale Nierenzellen
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
Highly inclined and laminated optical sheet

Innere Umwandlung (engl. Internal Conversion)
Immunglobulin G

Interkombinationsiiberginge (engl. Intersystem Crossing)
Ligand-Binde-Doméine

B-Mercaptoethylamin (Cysteamine)

Numerische Apertur

Natriumchlorid

Nicht-kanonische Aminosiure (engl. non-canonical amino acid)
Glioblastom-Hybridzellen

N-Methyl-D-Aspartat

N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor

Photoaktivierbares fluoreszierendes Protein
Photoactivatable localization microscopy
Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerase-Kettenreaktion

Poly-D-Lysin

Paraformaldehyd

Postsynaptic density protein 95

Punktspreizfunktion

Schwingungsrelaxation

Reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species)
Aminoaclyl-tRNA-Synthetase

Raumtemperatur



Abkiirzungsverzeichnis

S

SBP
sCMOS
SEM
SIM
SMLM
SPAAC
SPIEDAC
SPT
STED
STORM
T1
TCO*A
TIRF
TMR

Niedrigster Singulett-Zustand

Super-Binde-Peptid

Scientific complemetary metal-oxide-semiconductor
Standardfehler

Structured illumination microscopy

Single molecule localization microscopy
Strain-promoted azide-alkyne cycloaddition
Strain-promoted inverse-electron-demand Diels-Alder cycloaddition
Einzelpartikelverfolgung (engl. Single-particle-tracking)
Stimulated emission depletion

Stochastic optical reconstruction microscopy
Niedrigster Triplett-Zustand
Trans-Cyclooct-2-en-L-Lysin

Total internal reflection fluorescence microscopy

Tetramethylrhodamin
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