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Zusammenfassung

Die Entwicklung hochauflésender Fluoreszenzmikroskopiemethoden hat die Licht-
mikroskopie revolutioniert. Einerseits ermoglicht die hohere erzielte rdumliche Auf-
l6sung die Abbildung von Strukturen, die deutlich unterhalb der beugungsbeding-
ten Auflosungsgrenze liegen. Andererseits erhélt man durch Einzelmolekiillokalisa-
tionsmikroskopiemethoden wie dSTORM (Direct Stochastic Optical Reconstructi-
on Microscopy) Informationen, welche man fiir quantitative Analysen heranziehen
kann. Aufgrund der sich dadurch bietenden neuen Moglichkeiten, hat sich die hoch-
auflosende Fluoreszenzmikroskopie rasant entwickelt und kommt mittlerweile zur
Untersuchung einer Vielzahl biologischer und medizinischer Fragestellungen zum
Einsatz. Trotz dieses Erfolgs ist jedoch nicht zu verleugnen, dass auch diese neuen
Methoden ihre Nachteile haben. Dazu zahlt die Notwendigkeit relativ hoher Laser-
leistungen, welche Voraussetzung fiir hohe Auflésung ist und bei lebenden Proben
zur Photoschidigung fithren kann.

Diese Arbeit widmet sich sowohl dem Thema der Photoschddigung durch Einzel-
molekiillokalisationsmikroskopie, als auch der Anwendung von dSTORM und SIM
(Structured Ilumination Microscopy) zur Untersuchung neurobiologischer Frage-
stellungen auf Proteinebene.

Zur Ermittlung der Photoschidigung wurden lebende Zellen unter typischen Be-
dingungen bestrahlt und anschliefflend fiir 20—24 h beobachtet. Als quantitatives
Maf fiir den Grad der Photoschiddigung wurde der Anteil sterbender Zellen be-
stimmt. Neben der zu erwartenden Intensitéits- und Wellenldngenabhangigkeit, zeig-
te sich, dass die Schwere der Photoschddigung auch von vielen weiteren Faktoren
abhingt und dass sich Einzelmolekiillokalisationsmikroskopie bei Beriicksichtigung
der gewonnenen Erkenntnisse durchaus mit Lebendzellexperimenten vereinbaren
lasst.

Ein weiteres Projekt in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ro-
bert J. Kittel diente der Untersuchung der A- und B-Typ-Glutamatrezeptoren an
der neuromuskuléren Synapse von Drosophila melanogaster mittels dSTORM. Da-
bei konnte eine verdnderte Anordnung beider Rezeptortypen infolge synaptischer
Plastizitdt beobachtet, sowie eine absolute Quantifizierung des A-Typ-Rezeptors
durchgefiihrt werden.

Im Mittelpunkt eines zweiten Kooperationsprojekts mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch standen Cadherin-13 (CDH13) sowie der Glucosetrans-
porter Typ 3 (GluT3), welche beide mit der Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivi-
tatsstorung in Verbindung gebracht werden. CDH13 konnte mittels SIM in sero-
tonergen Neuronen, sowie radidren Gliazellen der dorsalen Raphekerne des em-
bryonalen Mausgehirns nachgewiesen werden. Die Rolle von GluT3 wurde in aus
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induzierten pluripotenten Stammezellen differenzierten Neuronen analysiert, welche
verschiedene Kopienzahlvariation des fiir GluT3-codierenden SLC2A3-Gens auf-
wiesen. Die Proteine GluT3, Bassoon und Homer wurden mittels dSTORM relativ
quantifiziert. Wahrend die Deletion des Gens zu einer erwartenden Verminderung
von GluT3 auf Proteinebene fiihrte, hatte die Duplikation keinen Effekt auf die
GluT3-Menge. Fiir Bassoon und Homer zeigte sich weder durch die Deletion noch
die Duplikation eine signifikante Verdnderung.
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Abstract

The emergence of super-resolution microscopy techniques caused a revolution of
light microscopy. On the one hand, the higher achieved structural resolution allows
for the visualization of structures below the diffraction limit. On the other hand,
single molecule localization microscopy methods like dSTORM (Direct Stochastic
Optical Reconstruction Microscopy) provide information that can be used for quan-
titative analysis. The new possibilities, offered by these approaches, lead to rapid
development of the same and by now they are applied to investigate a broad range
of biological and medical questions. Besides this success, it can’t be denied, that
these methods also have some disadvantages like the necessity of relative high laser
intensities that are needed for the high resolution and might cause photodamage in
living samples.

This work deals with the issue of photodamage induced by single molecule local-
ization microscopy methods as well as the examination of neurobiological problems
on protein level by the usage of dSTORM and SIM (Structured Illumination Mi-
Croscopy).

To identify photodamage, living cells were irradiated at typical conditions and
were observed for 20—24 h afterwards. As a quantitative measure for the severity
of photodamage, the fraction of dying cells was determined. Besides the expected
dependency on intensity and wavelength, a lot of other factors showed to affect the
severity. It could be demonstrated that single molecule localization microscopy can
be combined with live-cell imaging if one takes those results into account.

Another project in cooperation with the group of Prof. Dr. Robert J. Kittel
aimed for the investigation of A- and B-type Glutamate receptors at the neuro-
muscular junction of Drosophila melanogaster via dSTORM. Thus, an altered ar-
rangement of both receptor types could be observed and A-type receptors could be
quantified absolutely.

A second cooperation project with the group of Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch
focused on cadherin-13 (CDH13) and glucose transporter 3 (GluT3), which are
connected with attention deficit hyperactivity disorder. CDH13 could be detected
in serotonergic neurons and radial glial cells of dorsal raphe in embryonic mouse
brains using SIM. The role of GluT3 was analyzed in neurons, differentiated from
induced pluripotent stem cells, which possessed different copy-number variations of
the gene SLC2AS3, which codes for GluT3. Proteins GluT3, Bassoon and Homer
were quantified relatively using dSTORM. While the deletion of the gene resulted
in an expected decrease of GluT3 at the protein level, the duplication didn’t affect
the amount of GluT3. In the case of Homer and Bassoon, neither the deletion, nor
the duplication caused any significant changes.
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1 | Einleitung

Man braucht nichts im Leben
zu furchten, man muss nur

alles verstehen.

(Marie Curie)

In diesem Zitat der ersten Nobelpreistrigerin spiegelt sich das Streben der
Menschheit nach umfassendem Wissen und damit die stirkste Antriebskraft der
Wissenschaft wieder. Seit dem Altertum versuchen Menschen die sie umgebende
Welt zu verstehen und die gewonnenen Kenntnisse zu nutzen. Ohne diesen nie
endenden Forschungsdrang wire die Welt heute eine andere. Wir wiren immer
noch der standigen Gefahr todlicher Infektionskrankheiten ausgesetzt. Es gébe kei-
ne Elektrizitét, keine modernen Verkehrsmittel, keine Globalisierung und schon gar
keine Raumfahrt. Natiirlich ist es unsinnig zu behaupten, die Wissenschaft hétte
nur Gutes zu Tage gefordert. Ohne sie wéren uns Atomwaffen und Klimawandel
erspart geblieben und Diskussionen {iber Gentechnik, Tierversuche oder Biowaffen
wéren nie aufgekommen. Im Groflen und Ganzen méchte aber wohl kaum jemand
auf moderne Technologien und enorme Fortschritte in der Medizin verzichten.

Gerade letztere wurden insbesondere durch die Erfindung des Mikroskops er-
moglicht und vorangetrieben, denn erst durch das Mikroskop konnten Zellen und
Krankheitserreger entdeckt und somit Krankheitsursachen erkannt, untersucht und
schliefllich behandelt werden. Der Begriff des Mikroskops existiert wahrscheinlich
seit 1625 und setzt sich aus den griechischen Wortern mikros (klein) und skopein
(sehen) zusammen. | ]

Lange Zeit kamen nur einfache, also einlinsige Mikroskope zum wissenschaftlichen
Einsatz, obwohl das aus Okular und Objektiv zusammengesetzte Mikroskop, wie
wir es heute kennen, bereits erfunden war. Der Grund hierfiir waren unzureichende
optische und mechanische Eigenschaften, welche vor allem in zusammengesetzten
Mikroskopen zu starken Beeintriachtigungen der Abbildungsqualitat fithrten. Erst
die Beseitigung sphérischer und chromatischer Aberrationen verhalf dem zusam-

mengebauten Mikroskop im 19. Jahrhundert zum Durchbruch. | ; ]



1. FEinleitung

Die Mikroskopie wurde in den folgenden 200 Jahren stetig verbessert und es
entwickelten sich neue lichtmikroskopische Methoden wie die Fluoreszenzmikrosko-
pie, die konfokale Mikroskopie oder die Zwei-Photonen-Mikroskopie. Damit lielen
sich immer komplexere und anspruchsvollere Fragestellungen beantworten. Bei al-
len Weiterentwicklungen blieb jedoch die Auflésung dieser Mikroskope aufgrund des

Beugungslimits auf etwa die halbe Wellenldnge des verwendeten Lichts begrenzt.

[ ]

Natiirlich gab man sich damit nicht zufrieden und es blieb nichts unversucht diese
Auflésungsgrenze zu brechen. In den 1990er- und 2000er-Jahren begann schlieflich
die Entwicklung einer Reihe neuer Mikroskopietechniken, welche die Auflésungs-
grenze zwar nicht brechen, sie aber durch verschiedene Strategien umgehen kénnen
und deshalb unter dem Begriff , hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie® zusam-
mengefasst werden. Die wichtigsten und bekanntesten dieser Methoden sind Struc-
tured Ilumination Microscopy (SIM), Stimulated Emission Depletion Mikroskopie
(STED Mikroskopie), Photo-activated Localization Microscopy (PALM), und (Di-
rect) Stochastic Optical Reconstruction Microscopy ((d)STORM). | ]

Seit den Anfingen der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie hat sich das Feld
in kiirzester Zeit rasant entwickelt und Einzug in Biologie und Medizin erhalten. Im
Jahr 2008 wurde die hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie von Nature Methods
zur Methode des Jahres gewéhlt 7] und 2014 erhielten William Moerner, Eric
Betzig und Stefan Hell fiir ihre Arbeit in diesem Bereich den Nobelpreis fiir Chemie.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht dSTORM, welche unter den genannten Me-
thoden mit bis zu 20 nm die héchste Auflésung erzielt. Um dies zu erreichen, macht
man sich das Blinken organischer Fluorophore, also den Wechsel zwischen einem
dunklen und einem fluoreszenten Zustand, zunutze. Indem man ausreichend viele
Fluorophore in den dunklen Zustand versetzt, sind die verbleibenden fluoreszenten
Molekiile ausreichend weit voneinander entfernt, um getrennt wahrgenommen wer-
den zu konnen. Nimmt man nun eine geniigend lange Zeitserie auf, bei welcher in
jedem Einzelbild stochastisch andere Farbstoffe fluoreszieren, detektiert man iiber
die Zeit alle in der Probe vorhandenen Fluorophore. Diese kénnen anschlieend
mathematisch lokalisiert und die Lokalisationen dann zu einem Bild rekonstruiert
werden. | | Die Datenerfassung mit Einzelmolekiilsensitivitiat bringt jedoch
nicht nur eine verbesserte Auflésung mit sich, sondern auch die Moglichkeit die

aufgenommen Daten quantitativ zu analysieren | ]

Trotz der vielen Vorteile, welche neue Mikroskopietechniken wie dSTORM bie-

ten, sollte man nie aufhéren, gewonnene Daten kritisch beziiglich ihrer Richtig-



keit zu hinterfragen. Jede Methode bringt Stidrken und Schwéchen mit sich und
bei falscher Anwendung konnen beispielsweise Artefakte | | entstehen oder
andere Probleme auftreten. Im Zusammenhang mit hochauflésender Fluoreszenz-
mikroskopie kommen in der Regel hohe Bestrahlungsintensitidten zum Einsatz, die
zur Photoschédigung fithren kénnen | ]. Aus diesem Grund ist es wichtig dieses
Problem bei Lebendzellexperimenten im Hinterkopf zu behalten und auszuschlie-
Ben oder zu minimieren. Bereits wihrend meiner Masterarbeit konnte ich zeigen,
dass die Bestrahlung, welche typischerweise bei dSTORM oder PALM zum FEin-
satz kommt, unter Umstinden zu enormen phototoxischen Effekten fiihren kann
[ ]. Diese Versuche wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit fortgefithrt
und ausgeweitet. Aufgrund der dabei erhaltenen Ergebnissen wurden die weiteren
dSTORM-Untersuchungen, die Bestandteil zweier Kooperationsprojekte waren, an

fixierten Proben durchgefiihrt.

Das erste dieser Projekte, welches in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Robert J. Kittel erfolgte, widmete sich der neuromuskuldren Synapse (NMJ)
von Drosophila melanogaster, welche ein beliebtes Modellsystem zur Untersuchung
glutamaterger Synapsen ist [ ]. Mittels dSTORM wurden die Glutamatre-
zeptortypen A und B analysiert, welche sich in der postsynaptischen Verdichtung
(PSD) der NMJ finden. A- und B-Typ-Rezeptoren unterscheiden sich in ihren phy-
siologische Eigenschaften, weshalb die Zusammensetzung beider Typen innerhalb
der PSD eine wichtige Rolle fiir die synaptische Plastizitiat spielt | |. Diese
konnte sich auch in einer verdnderten raumlichen Anordnung beider Rezeptortypen
innerhalb der PSD widerspiegeln. Im Fokus diesen Projekts standen deshalb die
Charakterisierung der rdumlichen Anordnung nach elektrischer Stimulation, sowie

die Quantifizierung des A-Typ-Rezeptors.
Auch bei der Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung (ADHS), einer der

haufigsten psychiatrischen Stérungen, sucht man auf neurobiologischer Ebene nach
den Ursachen. Wahrend des zweiten Kooperationsprojektes mit der Arbeitsgrup-
pe von Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch standen deshalb die mit ADHS-assoziierten
Proteine Cadherin-13 (CDH13, | ]) und Glucosetransporter Typ 3 (GluT3,
[ ]), sowie der Neurotransmitter Serotonin (5-HT), | ]) im Mittelpunkt.
CDH13 wird eine wichtige Funktion bei der Regulation von Zellmigration, Neu-
ritenwachstum und Axonfithrung beigemessen [ |. Mittels SIM wurde das
Vorkommen von CDH13 in serotonergen Neuronen der dorsalen Raphekernen im
embryonalen Mausgehirn untersucht. dSTORM wurde genutzt, um die Rolle von

GluT3 im Zusammenhang mit ADHS néher zu beleuchten. Dieser Transporter spielt
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eine wichtige Rolle im Glucosemetabolismus des Gehirns [ ] und es konnte
gezeigt werden, dass ADHS-Patienten verschiedene Kopienzahlvariationen des fiir
GluT3-codierenden SLC2A3-Gens tragen | |. Um die Auswirkungen dieser
Kopienzahlvariationen naher zu beleuchten, wurden aus induzierten pluripotenten
Stammzellen differenzierte Neurone untersucht, welche eine Deletion oder Duplika-
tion des Gens aufweisen. GluT3, sowie die Synapsenproteine Homer und Bassoon
wurden in diesen Zellen relativ quantifiziert.

Ich hoffe, dass diese Arbeit einerseits durch den Einsatz von dSTORM und SIM in
den beschriebenen Kooperationsprojekten zur Wissenserweiterung beitragen konn-
te und andererseits das oft vernachléssigte Thema Photoschédigung ein wenig mehr
in den Vordergrund riicken und Moglichkeiten aufzeigen konnte, Lebendzellexperi-
mente und hochauflésende Mikroskopie zu kombinieren ohne Photoschidigung in

Kauf zu nehmen.



2 | Theoretischer Hintergrund

2.1. Lichtmikroskopie und Auflosung

Die Mikroskopie ermdglicht es dem Menschen kleine, fiir das Auge nicht mehr wahr-
nehmbare Dinge sichtbar zu machen und zu untersuchen. Gerade in der Biologie ist
sie deshalb ldngst nicht mehr wegzudenken und mikroskopische Methoden werden
fortwihrend weiterentwickelt und verbessert.

Die ersten Lichtmikroskope wurden vor etwa 400 Jahren von holldndischen Opti-
kern entwickelt und bereits damals wurden diese einfachen Mikroskope genutzt um
biologische Proben zu untersuchen. So entdeckte Antoni van Leeuwenhoek im 17.
Jahrhundert beispielsweise die Erythrozyten, die Spermien, einzellige Lebewesen
und die Fotorezeptoren der Retina. In den folgenden Jahrhunderten wurden vor
allem Mechanik und Optik immer weiterentwickelt und somit das Vergréfierungs-
und Auflésungsvermogen stetig vorangetrieben. Allerdings geriet man schliefllich an
einen Punkt, an dem sich die Auflésung und damit auch die sinnvolle Vergroéfierung
nicht weiter verbessern lies, da die Lichtmikroskopie aufgrund der Physik des Lichts
fir sichtbares Licht eine Auflésungsgrenze von etwa 200 nm aufweist. | ]

Als dann in den dreifliger Jahren des 20. Jahrhunderts die Elektronenmikro-
skopie erfunden wurde, die eine deutlich hohere Auflésung von maximal 0,2nm
erzielen kann, hielt ein grofler Teil der Wissenschaftsgemeinde die Entwicklung der
Lichtmikroskopie fiir beendet. Gliicklicherweise war dies ein Irrtum: Immer neue
lichtmikroskopische Methoden wie beispielsweise die konfokale Laserscanning- oder
die Zwei-Photonen-Mikroskopie wurden entwickelt und bieten neue Moglichkeiten
komplexe biologische Fragestellungen zu untersuchen, welche die Elektronenmikro-
skopie nicht zu beantworten vermag. | ]

Ende des 20. Jahrhundert kam es dann zu einer Entwicklung, welche das Feld
der Lichtmikroskopie noch einmal vollig verdnderte: Verschiedene hochauflésende
Mikroskopiemethoden wurden erfunden, welche die Auflésungsgrenze zwar nicht
brechen, sie aber auf verschiedene Art und Weise umgehen und so eine Auflésung

im nahezu molekularen Bereich erreichen konnen. | ]
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2.1.1. Auflésungsvermogen der konventionellen Lichtmikroskopie

Unter dem Auflésungsvermégen eines Mikroskops versteht man die Fahigkeit na-
he beieinander liegende Punkte so abzubilden, dass sie unterschieden werden kon-
nen: Je hoher das Auflésungsvermégen, desto enger diirfen die zu unterscheidenden
Strukturen angeordnet sein. In der konventionellen Lichtmikroskopie ist das Auf-
l6sungsvermogen auf etwa die halbe Wellenldnge des Lichts begrenzt. Diese Auflo-
sungsgrenze ist auf Beugungseffekte zuriickzufithren und wurde unter anderem von
Ernst Abbe und Lord Rayleigh untersucht und beschrieben.

Abbe-Limit. Ernst Abbe stellte sich die zu untersuchende Probe vereinfacht
als eine Art optisches Gitter vor. Wird diese beleuchtet, kommt es am Préparat
selbst zur Beugung und zur Entstehung eines Interferenzmusters in der hinteren
Brennebene des Objektives, welches ein zentrales Intensitdtsmaximum, sowie die-
ses umgebende Nebenmaxima aufweist. Die Entfernung der Nebenmaxima vom
Hauptmaximum héngt hierbei von der Probenbeschaffenheit und der Wellenldnge
des verwendeten Lichts ab: Je enger die beugenden Strukturen im Prédparat ange-
ordnet sind und je langerwellig das genutzte Licht ist, desto grofler ist der Abstand

zwischen Nebenmaxima und Hauptmaximum. [ ]

Um nun zwei Punkte einer Struktur auflésen zu kénnen, miissen nach Abbe das
Hauptmaximum und mindestens das erste Nebenmaximum in das Objektiv eindrin-
gen. Je mehr Nebenmaxima von dem Objektiv eingefangen werden, desto héher ist
die Auflésung. Aus diesem Grund spielt der Offnungswinkel des verwendeten Objek-
tives eine entscheidende Rolle fiir das Auflésungsvermogen des Mikroskops, denn
durch einen grofien Offnungswinkel kénnen auch Nebenmaxima, die unter einem
groen Winkel einfallen, noch eingesammelt und somit feinere Strukturen aufge-
16st werden. Weiterhin verbessert wird die Auflésung durch die Verwendung von
Immersionsfliissigkeit zwischen Deckglas und Objektiv, deren Brechungsindex dem
von Glas dhnelt, da dies die auftretende Brechung verringert und somit mehr Licht

die Offnung des Objektives passieren kann. | ]

Zusammengefasst hangt das Auflosungsvermogen eines Mikroskops also von der
Wellenlinge des verwendeten Lichts A, dem Offnungswinkel des Objektives «, sowie
dem Brechungsindex des verwendeten Immersionsmediums n ab und der minimale
Abstand da zweier Strukturen, die gerade noch aufgelést werden kénnen, lasst sich

mit folgender Formel berechnen:

A A

d = = —
A nsina NA

(2.1)
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Der Term n sin « ist auch als numerische Apertur NA eines Objektives bekannt.
[ ]

Der durch diese Gleichung beschriebene Zusammenhang gilt fiir den theoretischen
Fall einer punktférmigen Lichtquelle, die sich in der optischen Achse befindet und
so zu einer geraden Beleuchtung der Probe fiihrt. In der Praxis wird das Praparat
jedoch flachig beleuchtet. Unter der Annahme, dass sich die flichige Beleuchtung
aus einer groflen Zahl punktférmiger Lichtquellen innerhalb und auflerhalb der op-
tischen Achse zusammensetzt, wird die zu untersuchende Struktur in diesem Fall
sowohl gerade als auch allseitig schief beleuchtet. Durch die schiefe Beleuchtung
gelangen weitere Nebenmaxima in die Offnung des Objektives, sodass sich die Auf-
l6sung im Idealfall bei extrem schiefer Beleuchtung verdoppelt und sich folgende

Formel ergibt: [ ]

A

A= 9Na

(2.2)

Rayleigh Kriterium. Wihrend Ernst Abbe bei seiner Definition der Auflo-
sungsgrenze von einem Préparat ausgeht, welches durch eine Lichtquelle extern
beleuchtet wird, stammt das detektierte Licht in der Fluoreszenzmikroskopie aus
der Probe selbst. Das Fluorophor als selbstleuchtender Punktemitter wird aufgrund
von Beugungseffekten an einer kreisformigen Offnung (Objektivoffnung) nicht als
Punkt sondern als eine von konzentrischen Ringen umgebene Kreisscheibe abgebil-
det. Dieses Muster wurde erstmals von George Biddell Airy mathematisch beschrie-
ben und das zentrale Hauptmaximum wird als Beugungsscheibchen oder auch als
Airy-Scheibchen bezeichnet. Bei den umgebenden Ringen handelt es sich um die
auftretenden Nebenmaxima. | ; ]

Die Helligkeitsverteilung des Beugungsmusters ldsst sich mit der sogenannten
Punktspreizfunktion (PSF) darstellen, die in a gezeigt ist und deren
Aussehen von der emittierten Wellenldnge A sowie der numerischen Apertur des
Objektives NA abhingt. Der Durchmesser D des Beugungsscheibchens entspricht
dem Abstand der beiden Minima erster Ordnung und lédsst sich mit folgender Formel

bestimmen:

1,22\
D==
NA

(2.3)

Der Vorfaktor 1,22 stammt aus der Berechnung der Lage des ersten Minimums
bei der Beugung an kreisformigen Blenden, auf welche hier nicht ndher eingegangen

werden soll. | ; ]
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Intensitat [a.u.]

Abbildung 2.1.: Rayleigh Kriterium. (a) Das Beugungsmuster eines Punktemitters
zeichnet sich durch das zentrale Airy-Scheibchen (Hauptmaximum) aus, welches von
konzentrischen Ringen (Nebenmaxima) umgeben ist. Die Helligkeitsverteilung durch das
Zentrum dieses Beugungsbildes wird durch die PSF (blaue Kurve) wiedergegeben und
die Breite der PSF bei 50% des Intensititsmaximums entspricht der Halbwertsbreite
(FWHM). (b) Betrachtet man zwei benachbarte Punktemitter, miissen diese einen ge-
wissen Mindestabstand zueinander haben, um einzeln erkennbar zu sein. Hier gezeigt sind
jeweils zwei Punktemitter, die deutlich trennbar (links), nach dem Rayleigh-Kriterium
gerade noch auflésbar (Mitte) und nicht mehr unterscheidbar (rechts) sind. Die Beu-
gungsbilder in (a) und (b) sind berechnet und die Graustufenverteilung ist so angepasst,
dass die Ringe gut sichtbar sind.

Hat man nun zwei benachbarte Punktemitter, sind diese laut dem nach Lord
Rayleigh benannten Rayleigh-Kriterium gerade dann noch trennbar, wenn sie so-
weit von einander entfernt sind, dass das erste Minimum des Beugungsmusters des
einen Emitters mit dem Hauptmaximum des zweiten Emitters zusammenféllt (sie-

he b). Aus ergibt sich fiir den minimal auflésbaren
Abstand dg also: | ; ]

dg = (2.4)

Halbwertsbreite. Wie bereits erwdhnt, kann die PSF herangezogen werden,
um die Helligkeitsverteilung des Beugungsbildes eines Punktemitters zu beschrei-
ben. Eine wichtige Kenngroe dieser Funktion ist ihre Halbwertsbreite (FWHM von
englisch ,,Full Width at Half Maximum®), also die Breite der PSF bei 50% des In-
tensitdtsmaximums (siche a). Diese ldsst sich anhand der emittierten

Wellenldnge A und der numerischen Apertur des Objektives NA mit der folgenden
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Formel berechnen:

0,51\
dFWHM = NA (2.5)

Des Weiteren lésst sie sich experimentell recht einfach messen, weshalb sie gerne
zur Bestimmung des Auflésungsvermogens eines Mikroskops herangezogen wird.
[ ]

Betrachtet man alle drei Methoden zur Ermittlung der Auflésungsgrenze, stellt
man fest, dass sie sich in ihrem Ergebnis nicht deutlich voneinander unterscheiden
und dass man mit einem konventionellen Lichtmikroskop, dessen Objektiv typi-
scherweise eine nummerische Apertur von NA = 1,4 aufweist und bei der Verwen-
dung einer mittleren Wellenldnge des sichtbaren Spektrums von A = 550 nm, Struk-

turen bis zu einem minimalen Abstand von etwa 200 nm auflésen kann. | ]

2.1.2. Grundlagen der Fluoreszenz

Viele heute in der Biologie verwendeten Methoden basieren auf dem physikalischen
Phénomen der Fluoreszenz, so auch die Fluoreszenzmikroskopie, welche zentraler
Bestandteil dieser Arbeit ist.

Fluoreszenz ist eine Form der Lumineszenz, unter welcher man die Emission von
Licht, welche auf einen elektronisch angeregten Zustand zuriickzufihren ist, ver-
steht. Eine zweite Form der Lumineszenz ist die Phosphoreszenz. Beide Formen
unterscheiden sich durch die Art des angeregten Zustandes aus welchem sie hervor-
gehen. [ ]

Die zugrundeliegenden Prozesse der Fluoreszenz und Phosphoreszenz lassen sich
in dem nach Professor Aleksander Jablonski benannten Jablonski-Diagramm (

a) veranschaulichen. Ein sich im Grundzustand (Sp) befindendes Molekiil
kann durch die Absorption von Licht in einen elektronisch angeregten Zustand (.51
oder S3) versetzt werden, wobei es jeweils energetisch verschiedene Schwingungs-
zustdnde einnehmen kann. Durch innere Umwandlung (IC von englisch ,internal
conversion “) gelangen die Molekiile strahlungsfrei in den energetisch niedrigsten
Schwingungszustand von 57, von wo sie dann meist unter Emission eines Photons
in den Grundzustand S zuriickkehren. Bei dieser Riickkehr in den Grundzustand
spricht man von Fluoreszenz. | ]

Seltener kommt es ausgehend vom Si-Zustand zu einer Spinumkehr und somit
zum Ubergang in den Triplettzustand T}, was als Interkombination (von englisch

yintersystem crossing®) bezeichnet wird. Kehrt das Molekiil aus dem Triplettzu-
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stand in den Grundzustand zuriick, kommt es zur Phosphoreszenz. | ]

Wiéhrend sich angeregte Singulettzustdnde durch antiparallel ausgerichtete Spins
auszeichnen, sind die Spins der Triplettzustinde parallel ausgerichtet. Daraus resul-
tierend ist die Riickkehr aus dem Si-Zustand in den Grundzustand (Fluoreszenz)
spinerlaubt und erfolgt sehr schnell (10%s~!), wihrend Phosphoreszenz spinverbo-
ten ist und deutlich langsamer (103-10° s=1) abliuft. | ]

Betrachtet man die Energie des absorbierten und emittierten Lichts, beobachtet
man ein Phdnomen, das nach seinem Entdecker Sir George Gabriel Stokes benannt
ist, die sogenannte Stokes-Verschiebung ( b). Nach dieser ist die Ener-
gie der Emission typischerweise niedriger als die der Absorption und das Fluores-
zenzlicht demzufolge langerwellig als das anregende Licht. Griinde fiir diesen Effekt

sind unter anderem vibronische Relaxation (VR) und innere Umwandlung. | ]

a b
A H : . 1007 — Absorption
' X 1 — Emission
= 801
v IC = 1
‘ol D2 c 601
B A —— e =
c SSe = k= |
w R\ — H v 404
F =] ]
p % 204
<
A4 0 T T 1
500 600 700 800

Wellenldange [nm]

Abbildung 2.2.: Grundlagen der Fluoreszenz. (a) Das Jablonski-Diagramm zeigt die
Singulettzustande S; und den Triplettzustand 7} (dicke Linien) mit ihren verschiedenen
Schwingungszustinden (diinne Linien). Die Ausrichtung der Spins in den jeweiligen Zu-
standen wird links bzw. rechts des Diagramms angedeutet. Durch die Absorption (A)
eines Photons wird das Fluorophor in einen angeregten Zustand versetzt. Aufgrund vi-
bronischer Relaxation (VR) und innerer Umwandlung (IC) gelangt es strahlungsfrei in
den energetisch niedrigsten Schwingungszustand von S7. Von hier aus kehrt es entweder
durch Fluoreszenz (F) in den Grundzustand Sy zuriick oder erreicht durch Interkom-
bination (ISC) den angeregten Triplettzustand T;. Durch Phosphoreszenz (P) kann die
Riickkehr von T7 in den Grundzustand erfolgen. (b) Absorptions- und Emissionsspektrum
von Cyb5 zeigen die sogenannte Stokes-Verschiebung: Das emittierte (Fluoreszenz-)Licht
ist langerwellig als das Anregungslicht.

2.1.3. Hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie stellt sicherlich eine der wichtigsten Methoden in den
modernen Lebenswissenschaften dar. Biologische Zielstrukturen werden hierbei spe-

zifisch mit einem fluoreszenten Farbstoff markiert und heben sich dadurch deutlich
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von der restlichen (héufig kontrastarmen) Probe ab. Durch die Verwendung von
Fluorophoren mit verschiedenen Absorptions- und Emissionsspektren lassen sich
gleichzeitig mehrere Strukturen farben, sodass man beispielsweise Kolokalisationen
oder Interaktionen untersuchen kann. Auflerdem ist es moglich unfixierte Proben
zu verwenden, wodurch sich biologische Prozesse in der lebenden Probe beobachten
lassen. Hier spielt die Fluoreszenzmikroskopie also ihre Stérken gegeniiber der ho-
her auflésenden Elektronenmikroskopie aus, welche auf fixierte Proben angewiesen
ist, nur in sehr geringen Umfang eine spezifische Markierung ermoglicht und auch
einer deutlich aufwendigeren Probenpraparation bedarf.

Mit dem Aufkommen hochauflésender Fluoreszenzmikroskopie, die hdufig auch
als Super-Resolution-Mikroskopie bezeichnet wird, wurde es schliellich moglich die
Vorteile der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie mit einer deutlich verbesserten
Auflésung zu kombinieren. Die drei weitverbreitetsten und erfolgreichsten Metho-
de, die hier genannt werden sollten, sind (d)STORM, SIM und STED Mikroskopie
[ ; ; |. Sie umgehen auf unterschiedliche Art und Weise die
Auflésungsgrenze konventioneller Lichtmikroskopie und erreichen so eine laterale
Auflgsung von bis zu 20nm ((d)STORM), 100nm (SIM) beziehungsweise 50 nm
(STED) [ |. Im Folgenden werden die Prinzipien dieser drei Anwendungen
kurz beschrieben, wobei dSTORM am ausfiihrlichsten behandelt wird, da es Mit-
telpunkt dieser Arbeit ist.

Direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (dSTORM)

dSTORM | | gehort zu den Methoden der Einzelmolekiillokalisationsmikro-
skopie (SMLM von englisch ,,Single Molecule Localization Microscopy*), zu welchen
auch STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy | 1), PALM
(Photo-activated Localization Microscopy [ ]) und GSDIM (Ground State
Depletion Microscopy followed by Individual molecule return | |) zdhlen. Al-
len gemeinsam ist, dass es sich um stochastische Verfahren handelt, bei welchen
einzelne Molekiile mathematisch sehr genau lokalisiert werden kénnen und das end-
giiltige hochaufgeloste Bild durch Datenrekonstruktion entsteht.

Wie in erldutert, lasst sich das Beugungsmuster, welches bei
der mikroskopischen Abbildung eines einzelnen Fluorophors entsteht, durch seine
PSF beschreiben. Das Zentrum dieser PSF kann mathematisch z.B. durch einen
Gauflschen Fit berechnet und somit das Fluorophor sehr genau lokalisiert werden.
Bei der Untersuchung einer biologischen fluoreszenz-gefirbten Probe findet man je-

doch keinen einzelnen Emitter, sondern dicht markierte Zielstrukturen. Die Signale
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der Fluorophore iiberlappen zu stark, um diese noch raumlich voneinander trennen
(siehe ) und genau lokalisieren zu kénnen. In der Einzelmole-
kiillokalisationsmikroskopie 16st man dieses Problem, indem man immer nur einer
geringen Anzahl an Fluorophoren erlaubt, Licht zu emittieren (AN-Zustand), wéh-
rend sich der Grofiteil der Molekiile in einem nicht fluoreszierenden AUS-Zustand
befindet. Durch die Wahl optimaler Bedingungen sind die Molekiile, die sich ge-
rade im fluoreszierenden AN-Zustand befinden, so weit voneinander entfernt, dass
sie rdumlich deutlich unterscheidbar und ihr Zentrum somit genau berechenbar ist.
Wenn sich nun stochastisch zu jedem Zeitpunkt andere Fluorophore im AN-Zustand
befinden und man so durch die Aufnahme einer Zeitserie nach und nach alle oder
zumindest die meisten Fluorophore lokalisiert, kann man die erhaltenen Lokalisatio-
nen schliefllich zu einem superaufgelosten Bild rekonstruieren (siehe ).
[ ]

Fiir die automatische Lokalisation der Fluorophore und die Rekonstruktion des
finalen Bildes gibt es mittlerweile eine ganze Reihe zugénglicher Software z.B. ra-
pidSTORM oder ThunderSTORM, die unterschiedliche Stédrken und Schwéchen
aufweisen. | : : : ]

Mit welcher Genauigkeit die einzelnen Fluorophore dabei lokalisiert werden kon-
nen, wird durch die Lokalisationsprézision angegeben, welche im Wesentlichen von
der Anzahl der detektierten Photonen N und der Standardabweichung der PSF
o abhangt und sich bei vernachlédssigbarem Hintergrundsignal durch \/LN anna-
hern lasst [ ; |. Die Lokalisationsprézision bestimmt zusammen mit
der Markierungsdichte der Probe die theoretisch erreichbare rdumliche Auflésung
[ |. Fr die Markierungsdichte gilt hierbei, dass der Abstand benachbarter Fluo-
rophoren mindestens zweimal kleiner sein muss als die gewiinschte strukturelle Auf-

16sung, um das sogenannte Nyquist-Shannon-Abtasttheorem zu erfiillen | ].

Structured Illumination Microscopy (SIM)

SIM basiert auf der Verwendung strukturierter Beleuchtung und nutzt die dadurch
auftretenden Interferenzeffekte, um eine verbesserte Auflésung zu erzielen. Uberla-
gert man zwei feine Strukturen, beispielsweise hochfrequente Gitternetze, kommt
es zur Entstehung von Interferenzmustern, welche deutlich grober als die zugrun-
deliegenden Strukturen sind. Dieser Effekt wird auch als Moiré-Effekt bezeichnet.
Stellt man sich nun eine Fluoreszenz-markierte Probe als feines und durch konven-
tionelle Fluoreszenzmikroskopie nicht auflésbares Gitter vor und tiberlagert dieses

mit einem bekannten Beleuchtungsmuster, erhdlt man ein Moiré-Muster, welches
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konventionelles Schalten der . .
Fluoreszenzbild . Fluorophore ' super-aufgeldstes Bild

Abbildung 2.3.: Prinzip dSTORM. In einer dicht markierten Zielstruktur tiberlagern
sich die Fluoreszenzsignale einzelner Emitter, sodass man diese in einem konventionellen
Fluoreszenzbild nicht trennen und somit nicht auflésen kann. Bei dSTORM wird dieses
Problem umgangen, indem man sich das Photoschalten organischer Fluorophore zunutze
macht. Man erlaubt zu jedem Zeitpunkt nur einem kleinen Teil der Fluorophore sich in
einem fluoreszenten Zustand zu befinden, wihrend der Rest in einem dunklen Zustand
verharrt. Durch die Aufnahme einer Zeitserie mit mehreren Tausend Bildern detektiert
man schlieBlich sdmtliche Fluorophore, bestimmt mathematisch ihre genaue Position und
rekonstruiert daraus ein superaufgelostes Bild.

grober als die Probenstruktur und deshalb auflésbar ist (siehe ). Da
das Beleuchtungsmuster bekannt ist, lasst sich nun von dem erhalten Moiré-Muster

auf die Probenstruktur zurtickrechnen. | ]

Stimulated Emission Depletion Mikroskopie (STED Mikroskopie)

Anders als (d)STORM und SIM ist STED Mikroskopie eine Rastermikroskopieme-
thode. Die zu untersuchende Probe wird also nicht komplett ausgeleuchtet, son-
dern mit einem Beleuchtungspunkt nach und nach abgetastet. Hierbei wirkt sich
der Durchmesser des Beleuchtungspunktes entscheidend auf die Auflésung aus: Je
kleiner die ausgeleuchtete Fliche, umso detailreicher kann die Probe abgebildet
werden. Allerdings ldsst sich der Durchmesser des Anregungsstrahls aufgrund von
Beugung nicht beliebig verkleinern. Diese Beugungsbegrenzung wird in der STED
Mikrokopie umgangen, indem man sich das Phianomen der stimulierten Emission
zu nutze macht. | ]

Von stimulierter Emission spricht man, wenn ein durch die Absorption von Licht
bereits angeregtes Fluorophor durch ein weiteres Lichtquant in den Grundzustand
zurlickgebracht wird bevor dies in Form von spontaner Fluoreszenz geschieht. Bei
diesem Vorgang wird ebenfalls Licht ausgesandt, welches aber eine lingere Wellen-

linge aufweist als das Fluoreszenzlicht, sodass es von diesem unterschieden werden
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I

o
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i

Bekannte
Beleuchtungsstruktur

Moiré-Muster

Unbekannte Probe

Abbildung 2.4.: Prinzip SIM. Die Auflésungsverbesserung durch SIM beruht auf dem
sogenannten Moiré-Effekt. Durch die Uberlagerung der durch konventionelle Lichtmikro-
skopie nicht auflésbaren Probe mit einem bekannten Beleuchtungsmuster kommt es zur
Entstehung eines Moiré-Musters, welches grober als die liberlagerten Strukturen ist und
deshalb aufgelost werden kann. Von diesem Muster kann auf die unbekannte Proben-
struktur zuriickgerechnet werden.

}

Uberlagert man nun den kreisférmigen beugungsbegrenzten Anregungsstrahl mit

kann.

einem zweiten ringférmigen Strahl (STED Strahl) passender Wellenldnge, kann man
den effektiven Beleuchtungspunkt verkleinern, indem die Fluoreszenz im Bereich des
Rings durch stimulierte Emission verhindert wird (siehe ). Je hoher
die Intensitdt des verwendeten STED Strahls, desto kleiner ist die resultierende

fluoreszierende Fliache und desto grofier somit die Auflosung. | ]

Effektiver

Anregungsstrahl STED-Strahl Beleuchtungspunkt

Abbildung 2.5.: Prinzip der STED Mikroskopie. Bei der STED Mikrokopie wird
der beugungsbegrenzten Anregungsstrahl mit einem sogenannten ringférmigen STED-
Strahl iberlagert. Durch stimulierte Emission im Bereich des Rings wird der effektive
Beleuchtungspunkt verkleinert und die Aufldsung so erhoht.
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2.2. Angewandte hochauflosende

Fluoreszenzmikroskopie

2.2.1. Fluoreszenzmarkierung

Um Strukturen fiir die Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen, werden sie mit
Fluorophoren markiert. Es gibt eine Reihe ganz unterschiedlicher Fluorophorklas-
sen, die zu diesem Zweck genutzt werden, denen aber allen gemeinsam ist, dass sie
durch die Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenldnge in einen angeregten
Zustand versetzt werden und unter Emission langerwelligen Lichts (Fluoreszenz) in

den Grundzustand zuriickkehren (siehe ).

Fluoreszenzproteine. Durch genetische Fusion (Transfektion, Transformation)
konnen fluoreszierende Proteine genutzt werden um andere Proteine sehr spezi-
fisch zu markieren. Allerdings kénnen die Funktionsweise und das Expressionslevel

des Zielproteins durch die Fusion mit dem Fluoreszenzprotein beeinflusst werden.

[Birl7]

Organische Fluorophore. Mit organischen Fluorophoren lassen sich prinzipiell
alle Arten von Molekiilen farben, also neben Proteinen beispielsweise auch Nukle-
insduren, Oligosaccharide oder niedermolekulare Verbindungen. Zur Kopplung des
Fluorophors an die Zielstruktur existieren mittlerweile eine Vielzahl an Methoden.
Die bekannteste ist sicherlich immer noch die sogenannte direkte oder indirekte
Immunfluoreszenz, bei welcher das Fluorophor an einen Antikorper gekoppelt ist,
welcher dann direkt beziehungsweise indirekt iiber einen zweiten Antikérper spezi-
fisch an das Zielprotein bindet. Andere Moglichkeiten der Markierung mit organi-
schen Fluorophoren sind etwa die Verwendung von Protein-Tags, die Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH) oder bioorthogonale Methoden (Click-Chemie, un-
natiirliche Aminoséuren). Fiir einige Zellstrukturen und -organellen existieren auch
Substanzen, welche spezifisch und direkt an diese binden und mit einem beliebigen
Farbstoff gekoppelt werden kénne z.B. Phalloidin an filamentéses Aktin, Taxol an
B-Tubulin oder DAPI an DNA, wobei letzteres selbst schon ein Fluoreszenzfarbstoff
ist. | ]

Die Prinzipien der fiir diese Arbeit relevanten Methoden werden im

beschrieben.
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Eigenschaften der Fluorophore und Fluoreszenzmarkierungen

Jede Methode und jede biologische Fragestellung bringt unterschiedliche Anforde-
rungen an die zum FEinsatz kommenden Fluorophore und Markierungsmethoden
mit sich. Wichtige photophysikalische Eigenschaften von Fluorophoren, vor allem
fiir die verschiedenen hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopiemethoden, sind Hel-
ligkeit, Photostabilitat, Schaltbarkeit, sowie Absorptions- und Emissionswellenldn-
gen. Aber auch die Vertriaglichkeit der Férbung mit lebenden Proben, die Gro-
Be von Fluorophor und Fluoreszenzmarkierung, bekannte Mengenverhéltnisse von
Fluorophor zu Zielstruktur und die Mehrfarben-Kompatibilitdt kénnen die Wahl
der Markierung beeinflussen.

SIM ist prinzipiell mit allen Fluorophoren kompatibel, die fiir konventionelle
Fluoreszenzmikroskopie geeignet sind, wodurch sich SIM sehr gut fiir Mehrfarben-
Bilder eignet. Auch bei STED ist ein breites Spektrum an Fluorophoren nutzbar, da
prinzipiell jedes Fluorophor zur stimulierten Emission fihig ist. Fiir moglichst hohe
Auflésung werden allerdings Fluorophore benotigt, welche bei hohen Intensitédten
des STED Strahls photostabil sind. Fir (d)STORM und PALM werden schalt-
bare Fluorophore mit einer méglichst hohen Photonenausbeute benétigt, um eine
hohe Lokalisationsgenauigkeit und Auflésung zu erreichen (siche ).
[ ; ]

Im Folgenden soll auf die fiir die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie wich-
tigsten Eigenschaften eingegangen werden.

Helligkeit. Die Helligkeit eines Fluorophors spiegelt die Anzahl der ausgesen-
deten Photonen wider. Sie spielt gerade fiir die hochauflésende Mikroskopie eine
wichtige Rolle, da die erzielte Auflésung entscheidend von der Anzahl der detek-
tierten Photonen abhéngt (siehe ). AuBerdem ergibt sich durch eine
hohere Intensitdt ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Organische Farbstoffe
emittieren generell mehr Photonen als fluoreszierende Proteine. | ]

Photostabilitat. Die Photostabilitdt driickt aus, wie konstant ein Fluorophor
Photonen emittiert. Eine hohe Photostabilitét erlaubt langere Messungen und héhe-
re Anregungsintensitdten. Auch hier sind organische Fluorophore fluoreszierenden
Proteinen deutlich {iberlegen. | ; ]

Schaltverhalten. In der Einzelmolekiillokalisationsmikroskopie héingt die Bild-
qualitdt entscheidend vom Schaltverhalten des Fluorophors ab z.B. wie effizient
und wie haufig ein Fluorophor zwischen AN- und AUS-Zustand hin und her wech-
selt oder wie langlebig der AUS-Zustand ist. Das Schaltverhalten unterscheidet sich

stark von Fluorophor zu Fluorophor und ist von einer Vielzahl an Faktoren abhén-
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gig (siehe unten). Durch experimentelle Anpassung der Pufferbedingungen kann es
optimiert werden. | ]

Spektrum. Jedes Fluorophor weist ein einzigartiges Absorptions- und Emis-
sionsspektrum auf, welches zu der jeweiligen mikroskopischen Anwendung passen
muss. Das verwendete Mikroskop muss iiber eine geeignete Anregungslichtquelle,
sowie passende Strahlteiler und Filter verfiigen. Bei Mehrfarben-Aufnahmen ist
darauf zu achten, dass die Spektren getrennt werden kénnen. Auch Photoschadi-
gung ( ), Autofluoreszenz und das Bleichen der Probe sind von
der Bestrahlungswellenlange abhéngig und sollten wenn moglich bei der Wahl des
Fluorophors beriicksichtigt werden. [ ]

Grofle. Bedenkt man, dass sich die Auflésung der Super-Resolution-Mikroskopie
bei einem maximalen Auflésungsvermégen von bis zu 20 nm in der gleichen Grofien-
ordnung wie die Sondengrofie selbst bewegt (siehe ), wird deutlich,
dass sich die Grofie der gewahlten Fluoreszenzmarkierung entscheidend auf die Auf-
l6sung des resultierenden Bildes auswirkt. Auflerdem wird natirlich auch die bio-
logische Struktur selbst vor allem bei Lebendzellfirbungen durch kleinere Marker
weniger stark verdndert und in ihrer Funktionalitat gestort als durch grofiere Struk-
turen. Monomere Fluoreszenzproteine und Protein-Tags sind nur etwa 3-4 nm grof3
und somit relativ klein. Organische Fluorophore sind mit einer Gréfle von 1-2nm
sogar noch kleiner, binden aber nicht direkt an die Zielstruktur, sondern miissen
tiber einen Linker an diese gekoppelt werden (siehe oben). Hier kommt es also nun
entscheidend auf die Gréfle des Linkers an. Ein einzelner Antikérper beispielsweise
hat eine Grofle von 10-15nm, sodass das Fluorophor bei indirekter Immunfluores-
zenz 20-30nm vom eigentlichen Epitop entfernt ist, was man bei der Auswertung
unbedingt beriicksichtigen muss. Kleinere Linker sind beispielsweise Fab-Fragmente
(von englisch ,fragment antigen binding“) oder Nanobodies | ; ]

Zellpermeabilitat. Aufgrund ihrer Gréfle und Ladung sind nur wenige Fluo-
rophore zellpermeabel, weshalb ein Grofiteil nur nach vorheriger Permeabilisierung
der Zellmembran verwendet werden kann. | ]

Lebendzellvertriaglichkeit. Aufgrund fehlender Zellpermeabilitidt oder toxi-
scher Eigenschaften vieler organischer Fluorophore ist fiir Lebendzellmessungen die
Markierung mit fluoreszierenden Proteinen, sowie mit Protein-Tags besonders ge-
eignet. [ ; ]

Mengenverhéaltnis. Vor allem bei quantitativen Analysen ist es unverzichtbar
zu wissen, mit wie vielen Fluorophore die Zielstruktur markiert ist. Bei der Ver-

wendung fluoreszierender Proteine oder von Protein-Tags ist eine 1:1 Stochiometrie

17



2. Theoretischer Hintergrund

Fluor 647 g\ﬁ& oY 4
o ) = N
& 2%

SNAP-Tag P%
K 1gG
GFP

Nanobody % )
| jf\ Lok
GIuT3 ﬁ A Mikrotubulus
10 nm Fab

Abbildung 2.6.: GroBenverhiltnisse von Fluoreszenzmarkierungen und Zielstruk-
turen. Hier gezeigt sind typische Fluorophore (Alexa Fluor 647 als organischer Farbstoff
und GFP als Fluoreszenzprotein), sowie verschiedene Linker zur Kopplung organischer
Farbstoffe an die Zielstrukturen (Nanobody, SNAP-Tag, Fab-Fragment und IgG Antikor-
per). Im Vergleich dazu sind ein Glucosetransporter Typ 3 (GluT3), welcher im Rahmen
dieser Arbeit eine Rolle spielt, sowie der Querschnitt eines Mikrotubulus als typische
biologische Referenzstruktur, gezeigt. Die Strukturdaten wurden von der Protein Data
Bank (PDB), sowie von der Datenbank Chemical Entities of Biological Interest (ChE-
BI [ ]) bezogen und mithilfe des LiteMol Viewers visualisiert [ ]: CHEBI
137394 (Alexa Fluor 647), PDB 1GFL (GFP), PDB 1IMEL (Nanobody), PDB 3KZY
(SNAP-Tag), PDB 4ZWC (GIuT3), PDB 1IGT (lgG), PDB 1YEH (Fab), PDB 55YG
(Mikrotubulus).

sichergestellt. Bei Immunfarbungen hingegen ist die Anzahl an Fluorophoren pro
markierter Struktur erst einmal unbekannt, kann aber experimentell bestimmt wer-

den. [ ]

Schaltmechanismen in der Einzelmolekiillokalisationsmikroskopie

Wie bereits in beschrieben, basiert die Einzelmolekiillokalisati-
onsmikroskopie auf dem Schalten der Fluorophore zwischen einem fluoreszenten
AN- und einem dunklen AUS-Zustand. Dieses wird bei den verschiedenen SMLM-
Methoden auf unterschiedliche Art und Weise erreicht, unter anderem abhéngig
davon welche Art von Fluorophoren zum Einsatz kommt.

Organische Fluorophore. STORM und dSTORM machen sich das sogenannte
Photoblinken organischer Fluorophore zunutze (siehe ). Wihrend bei
STORM zwei Fluorophore — ein langwellig anregbarer Reporter und ein mit kiir-
zerwelligem Licht anregbarer Aktivator — in engem rdumlichen Abstand bendtigt
werden, kommt dSTORM ohne Aktivator aus. | ; ]
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2.2. Angewandte hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie

Wird ein Fluorophor durch Anregung mit Licht aus dem Grundzustand in einen
angeregten Zustand versetzt, kann es entweder unter Abgabe von Fluoreszenzlicht
direkt in den Grundzustand zuriickkehren oder in einen angeregten Triplettzustand
iibergehen (siehe ). Aus diesem kann mithilfe sogenannter Tri-
plettloscher (z.B. molekularem Sauerstoff) die quantenmechanisch verbotene Riick-
kehr in den Grundzustand erfolgen. Bei Anwesenheit eines Reduktionsmittels kann
es aber auch zur Reduktion des Triplettzustandes kommen, wodurch das Fluoro-
phor in die langlebige Form eines Radiaklanions und damit in einen sehr stabilen
Dunkelzustand iiberfithrt wird. Einige organische Fluorophore kénnen ein weite-
res Mal reduziert werden, wodurch die sogenannte Leukoform entsteht. Von beiden
Reduktionsformen kann das Molekiil wieder in den Grundzustand zuriickkehren.
Dies kann spontan oder beschleunigt mithilfe eines Oxidationsmittel oder durch
Bestrahlung mit UV-Licht erfolgen. | ; ]

Eine Grundvoraussetzung der Einzelmolekiillokalisationsmikroskopie ist, dass
sich zu jedem Zeitpunkt ein Grofiteil der Fluorophore im Dunkelzustand befindet
(siehe ). Die Anzahl der sich im AUS-Zustand befindenden Mole-
kiile ldsst sich wesentlich durch die Intensitdt des Anregungslichts und durch die
Zusammensetzung des sogenannten Schaltpuffers beeinflussen: (1) Durch eine Er-
hoéhung der Intensitdt werden mehr Fluorophore aus dem Grundzustand in den
S1-Zustand iiberfiihrt, von wo aus ein Ubergang in den Triplett- und schlieflich
in den Dunkelzustand moglich wird. (2) Wichtige Komponenten des Schaltpuffers
sind Reduktionsmittel (zum Beispiel Molekiile mit einer freien Thiolgruppe wie (-
Mercaptoethylamin (MEA) oder S-Mercaptoethanol), da sie Fluorophore wie oben
erldutert, aus dem Triplettzustand in den AUS-Zustand iiberfiihren. Auflerdem kon-
nen dem Puffer Enzyme mit passendem Substrat (z.B. Glucose-Oxidase mit Glu-
cose) zugesetzt werden, welche dem System Sauerstoff entziehen und somit ver-
hindern, dass dieser als Triplettléscher wirken kann. Auch iiber den pH-Wert lésst
sich Einfluss auf die Anzahl der sich im Dunkelzustand befindlichen Fluoropho-
re nehmen, da eine Erniedrigung des pH-Werts zu einer Abnahme deprotonierter
Thiole fithrt und dadurch die Schalteffizienz herabgesetzt wird. Mdchte man wie-
der mehr Fluorophore aus dem AUS- in den AN-Zustand tiberfithren, kann man
dem System Triplettloscher oder Oxidationsmittel zusetzen, den pH-Wert anpassen
oder mit UV-Licht bestrahlen, wodurch die Molekiile wieder in den Grundzustand

zuriickkehren und zur Fluoreszenz angeregt werden konnen. | ]

Wahrend den beschriebenen Prozessen kann es an mehreren Stellen zur Entste-

hung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) kommen, was eine wichtige Rolle fiir poten-
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tielle Photoschéadigung spielt (siehe ): (1) Bei der Reduktion des
Fluorophors durch Thiole entstehen Thiylradikale, welche mit Sauerstoff reagieren,
wodurch Superoxidradikale und Wasserstoffperoxid gebildet werden. (2) Wéhrend
der durch Triplettloscher ermoglichten Riickkehr aus dem Triplett- in den Grundzu-
stand, entsteht Singulett-Sauerstoff. (3) Durch die Oxidation des Radikalanions und
der Leukoform des Fluorophors werden Superoxidradikale und Wasserstoffperoxid
gebildet. [ ]

AN AUS

Abbildung 2.7.: Schaltmechanismus organischer Fluorophore. Ein angeregtes (A)
Fluorophor kann entweder aus dem angeregten Singulettzustand (1F}) direkt in den
Grundzustand (1 Fp) zuriickkehren, wobei es zur Fluoreszenz (F) kommt, oder es geht
durch Interkombination (ISC) in einen angeregten Triplettzustand (*F}) (iber. Auch von
hier kann es durch sogenannte Triplettléscher (z.B. Sauerstoff) wieder in den Grundzu-
stand gelangen (Q). Der Triplettzustand kann aber auch mithilfe eines Reduktionsmittels
reduziert (Red) werden und das Fluorophor so als Radikalanion (F'®) einen sehr stabilen
Dunkelzustand einnehmen. Manche Fluorophore kdnnen ein weiteres Mal reduziert wer-
den und dadurch die sogenannte Leukoform (FH) erreichen. Sowohl vom Zustand des
Radikalanions als auch der Leukoform kann das Fluorophor spontan oder beschleunigt
durch ein Oxidationsmittel (Ox) oder die Bestrahlung mit UV-Licht in den Grundzustand
zurlickkehren.

Die optimale Pufferzusammensetzung und Konzentration der einzelnen Kompo-
nenten ist fir jedes Fluorophor spezifisch, was Mehrfarbenaufnahmen zu einer be-
sonderen Herausforderung macht. Des weiteren unterscheiden sich die optimalen
Bedingungen nicht nur von Fluorophor zu Fluorophor, sondern héngen von einer
Vielzahl an Faktoren ab zum Beispiel vom Zell- oder Gewebetyp, der Mikroum-
gebung der Zielstruktur oder auch dem Fixierungs- und Farbeprotokoll. Deshalb

sollte der Puffer unter experimentellen Bedingungen getestet und optimiert werden.

Fluoreszierende Proteine. Anders als bei (d)STORM werden bei PALM
schaltbare fluoreszierende Proteine verwendet, welche entweder photoaktivierbar,

photokonvertierbar oder photoschaltbar sind (siehe ). Photoaktivier-
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2.2. Angewandte hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie

bare Proteine kdnnen einmalig von einem nicht fluoreszenten zu einem fluoreszenten
Zustand wechseln, bei photokonvertierbaren Proteinen findet eine Verschiebung des
Emissionsspektrum statt und photoschaltbare Proteine konnen reversibel zwischen

einem fluoreszenten und nicht fluoreszenten Zustand hin- und herschalten. [ ]

PA-GFP mEos2

1 1 i
Photoaktivieren | Photokonvertieren | Reversibles
| | Photoschalten
1 1
1 1 .
-3V ! 2 S I } o
Ay | ,l’{'.\-\\\‘ L"}‘ | f
#od .y ! N
7 1 fme S y 1 XD P
1 1
| |
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Abbildung 2.8.: Schaltmechanismen fluoreszenter Proteine. Fiir die Einzelmole-
killokalisationsmikroskopie geeignete Fluoreszenzproteine teilt man nach ihren Schalt-
mechanismen in drei Klassen ein: photoaktivierbare Proteine, die einmalig von einem
dunklen in einen fluoreszenten Zustand versetzt werden, photokonvertierbare Proteine,
die von einem fluoreszenten in einen rot verschobenen fluoreszenten Zustand iibergehen
und reversibel schaltbare Proteine, welche mehrfach zwischen einem dunklen und einem
fluoreszenten Zustand wechseln. PA-GFP, mEos2 und Dronpa sind bekannte Vertreter
der jeweiligen Gruppe. Die Strukturdaten wurden von der Protein Data Bank (PDB)
bezogen und mithilfe des LiteMol Viewers visualisiert [ |: PDB 3GJ2 (PA-GFP),
PDB 3505 (mEos2), PDB 2Z10 (Dronpa).

2.2.2. Lebendzellmessungen und Photoschadigung

Bestimmte Fragestellungen sind nur durch Messungen an lebenden Zellen zu beant-
worten. Fiir Lebendzellexperimente in der Einzelmolekiillokalisationsmikroskopie
ergeben sich im Vergleich zu fixierten Proben einige Besonderheiten.

Nicht alle Markierungsmethoden sind fiir lebende Zellen geeignet, da einige Far-
beprotokolle toxisch sind oder aufgrund nicht gegebener Membranpermeabilitéit
eine Permeabilisierung der Zelle erfordern (siche ). Typischer-
weise kommen bei Lebendzellmessungen fluoreszierende Proteine, Protein-Tags oder
zellpermeable, gegen eine spezifische zelluldre Struktur gerichtete Farbstoffe (z.B.
»MitoTracker”) zum Einsatz. [ ; ]

Innerhalb lebender Zellen findet man einen Redoxstatus vor, welcher die Ver-
wendung eines Schaltpuffers iberfliissig macht. Das in diesem Kontext wichtigste
Redoxpaar bilden Glutathion (GSH) und Glutathion-Disulfid (GSSG), welche in
hoher Konzentration im Zytosol der Zelle vorliegen und sich als Reduktionsmittel
fiir eine Vielzahl organischer Fluorophore eignen. Die genaue Konzentration variiert

stark von Zelllinie zu Zelllinie und zwischen verschiedenen Bereichen und Organel-
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len der Zelle. | ]

Aufgrund der hohen Lichtintensititen (SIM: 0.001-0,1 kW ecm™2, dSTORM: 1-
10kW cm ™2, STED: 1-100 kW cm =2 | ]) auf welche hochauflésende Fluores-
zenzmikroskopiemethoden angewiesen sind, ist das Thema Phototoxizitét vor allem
bei Lebendzelluntersuchungen von enormer Wichtigkeit, wird aber leider haufig zu
wenig berticksichtigt [| ']. Einerseits konnen zelluldre Strukturen durch die Bestrah-
lung direkt geschéadigt werden (primére Photoschidigung), andererseits entstehen
durch die hohen Intensitdaten und das Photoblinken der Fluorophore (siche

) radikale Sauerstoffspezies (ROS), welche fiir biologische Proben to-
xisch sind und somit zu einer sekundiren Photoschiddigung fiithren | ].

Anzeichen von Photoschiadigung sind eine abweichende Zellmorphologie, die Ab-
16sung adhédrenter Zellen vom Substrat, das Erscheinen von Granula an der Zell-
oberflache, die Kondensation des Zellkerns, eine iberméflige Vakuolenbildung, die
Unterbrechung der Mitose, Nekrose oder Apoptose und eine stark erhéhte Autofluo-
reszenz. Wie hoch die Bestrahlungsdosis ist, welche eine Zelle ertragen kann, hingt

unter anderem vom Zelltyp und der Wellenlédnge des Lichts ab. | ; ; ;

]

Bereits wahrend meiner Masterarbeit | | habe ich die Photoschiadigung
durch dSTORM-typische Bestrahlung untersucht und die Experimente im Rah-
men meiner Promotion fortgesetzt. An dieser Stelle fasse ich kurz die Erkenntnisse
meiner Masterarbeit zusammen, wahrend in sdmtliche Ergebnisse des
Photoschadigungsprojektes detailliert besprochen und dargestellt werden.

Nach der Bestrahlung unter bei dSTORM- oder PALM-Experimenten typischer-
weise verwendeten Bedingungen zeigten sich fiir die bestrahlten Zellen innerhalb
der folgenden 24 h drei unterschiedliche vom Grad der Schidigung abhéingige Ver-
halten (siche ): (1) Bei keiner oder wenig Schiadigung verhielten sie
sich genauso wie nicht bestrahlte Zellen, bewegten und teilten sich. (2) Bei starkerer
Schidigung teilten sich die bestrahlten Zellen nicht oder langsamer, schrumpften
und verformten sich und lésten sich schlieflich vom Deckglas ab und starben. (3)
Die stérkste Form der Schidigung zeigte sich durch einen abrupten Zelltod nach
welchem die Zellen wie erstarrt wirkten und fest an der Oberfliche hafteten.

Ich konnte dabei zeigen, dass der Schidigungsgrad in erster Linie von Laserinten-
sitdt und verwendeter Wellenldnge abhéngt: Je hoher die Intensitdt und je kiirzer
die verwendete Wellenldnge, desto mehr Zellen sterben oder erstarren sogar. Vor
allem 405 nm, 488 nm und 514 nm zeigten sich als sehr schadlich, wahrend 558 nm

und 639 nm deutlich weniger Schaden verursachten. Dies héngt vermutlich mit der
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hoheren Energie kiirzerwelligen Lichts und der starkeren Lichtabsorption von kurz-
welligem Licht zusammen.

Weiterhin konnte ich einen negativen Effekt durch die Farbung der Zellen beob-
achten. Gefarbte Zellen waren Photoschiadigung gegeniiber sensitiver als ungefirbte
Zellen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ging es darum die Auswirkung einer Vielzahl
weiterer Faktoren zu untersuchen. Dazu gehorten der Einfluss von Transfektion, der
Temperatur, der Zugabe von Ascorbinsdure als Antioxidans und des Zelltyps. Wei-
terhin wurde die Rolle der Lichtdosis untersucht, indem kontinuierliche (CW von
englisch ,,Continuous Wave“) und gepulste Bestrahlung verglichen wurden. Aufler-
dem wurden zusétzlich Messungen zur Wellenldngenabhéngigkeit durchgefithrt und
der erstarrte Zustand weiter charakterisiert.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden bei der Planung weiterer dSTORM-Versuche
berticksichtigt.

2.2.3. Quantifizierung

Neben dem hohen Auflésungsvermdogen ist eine der grofiten Starken der Einzelmole-
kiillokalisationsmikroskopie die Einzelmolekiilsensitivitdt. Denn durch diese wird es
moglich, Molekiile zu zéhlen und somit quantitative Aussagen iiber eine Zielstruktur
zu treffen.

Bei der absoluten Quantifizierung eines Molekiils kann es leicht zu Unter- oder
Uberschétzungen kommen. Eine Unterschitzung kann auftreten, wenn nicht alle
Molekiile markiert sind (z.B. weil bei einer Antikoérperfarbung nicht alle Epitope
zuganglich sind oder es bei einer Markierung mittels fluoreszenter Proteine zu Fehl-
faltungen kommt) oder nicht alle Fluorophore detektiert werden (z.B. aufgrund von
Aufnahme- und Auswertefehlern oder Bleichen der Fluorophore). Griinde fiir eine
Uberschiitzung konnen Mehrfachmarkierungen (beispielsweise weil mehrere Fluoro-
phore an einen Antikorper gekoppelt sind oder mehrere sekundire Antikérper an
einen priméren binden) oder Blinken sein. Aus diesen Griinden bedarf die absolute
Quantifizierung einer Vielzahl an Vorversuchen und Abschétzungen abhéngig von
der verwendeten Markierungs- und Auswertemethode. | ]

Eine héufig in Kombination mit PALM angewandte Strategie ist es, das Blink-
verhalten des Fluorophors zu charakterisieren und somit sicherzustellen, dass das
mehrfache Blinken eines einzigen Fluorophors auch nur diesem zugeordnet wird
und somit eine Uberschitzung vermieden wird. Eine andere Herangehensweise ist

durch verschiedene Vorversuche (Titrationen) die Anzahl der Lokalisationen pro

23



2. Theoretischer Hintergrund

Antikorper zu bestimmen und somit spiter von den gemessenen Lokalisationen auf
die Anzahl der Antikorper zuriick zuschlieffen. Bei beiden Methoden muss natiirlich
auch die Stéchiometrie von Fluorophor und Zielstruktur beriicksichtigt werden, also
die Anzahl der Fluorophore, die im Durchschnitt ein Zielmolekiil markieren. Au-
Berdem muss sichergestellt werden, dass alle Molekiile detektiert werden: Es muss
ausreichend lange aufgenommen werden und die Messung sollte starten bevor die
ersten Fluorophore bereits bleichen. Das Blinkverhalten muss gut eingestellt sein,
sodass alle Molekiile von der Software lokalisiert werden kénnen und die Auswerte-
parameter miissen korrekt eingestellt sein. | ]

Etwas weniger aufwendig und fehleranfillig als die absolute Quantifizierung ist
die relative Quantifizierung. Hierbei vergleicht man beispielsweise die Lokalisati-
onsdichte eines markierten Molekiils unter verschiedenen experimentellen oder bio-
logischen Bedingungen. Die Aufnahmebedingungen sind dabei unbedingt konstant

zu halten. | ]

2.3. Hochauflosung zur Beantwortung

neurobiologischer Fragestellungen

Im Rahmen mehrerer wissenschaftlicher Kooperationsprojekte habe ich gemein-
sam mit meinen Kooperationspartnern mittels dSTORM und SIM verschiedene
biologische Fragestellungen bearbeitet. In diesem Kapitel mochte ich kurz auf die

biologischen und medizinischen Hintergriinde dieser Projekte eingehen.

2.3.1. Synapsen

Unter einer Synapse versteht man die Kontaktstelle zwischen einer Nervenzelle und
einer weiteren Zelle (z.B. einer zweiten Nervenzelle oder einer Muskelzelle), an wel-
cher Informationen von der Nervenzelle auf die zweite Zelle {ibertragen werden.
Dies kann grundsatzlich elektrisch oder chemisch erfolgen. Da elektrische Synapsen
in dieser Arbeit keine Rolle spielen, wird auf sie nicht weiter eingegangen.
Réaumlich kann man die chemische Synapse grob in Prasynapse, synaptischen
Spalt und Postsynapse unterteilen (siehe a). Die Information kommt
in Form elektrischer Impulse auf prasynaptischer Seite am Axonterminal oder auch
synaptischen Endkopfchen an. Dort befinden sich synaptische Vesikel, welche einen
Botenstoff - den Neurotransmitter - enthalten. Das eingehende Signal fithrt zu ei-

ner Verschmelzung des Vesikels mit der Membran. Die Stelle, an welcher die Ver-
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schmelzung vonstatten geht, wird als aktiven Zone (AZ) bezeichnet (siche unten).
Es kommt zur Freisetzung des Neurotransmitters in den synaptischen Spalt, wobei
die Menge an Neurotransmitter, die ein Vesikel enthélt, als Quantum bezeichnet
wird. Auf der gegeniiberliegenden postsynaptischen Seite befindet sich im Dendrit
oder Soma der empfangenden Zelle die sogenannte postsynaptische Verdichtung
(PSD von englisch ,,postsynaptic density*), welche fiir den Botenstoff spezifische
Rezeptoren enthélt. Diese erkennen den Neurotransmitter und l6sen in der Zielzelle
eine bestimmte Reaktion aus z.B. die Anderung des Membranpotentials und damit
eine erneute Umwandlung des chemischen Signals in einen elektrischen Reiz. Auch
diese Antwort ist ,,gequantelt*: Die Reaktion, welche ein Quantum auslost, bezeich-
net man als Miniaturstrom oder auch ,Mini“ und die Gesamtantwort ist immer ein

Vielfaches dieses Stroms. | ]

Aktive Zone - Bassoon und Bruchpilot

Die oben genannte aktive Zone weifit ein dichtes Netzwerk verschiedener Proteine
auf, welche die Freisetzung der Neurotransmitter vermitteln (siehe stark vereinfacht

b). Diese Proteinansammlung wird als Zytomatrix der aktiven Zone
(CAZ von englisch ,cytomatrix at the active zone“) bezeichnet. Ein CAZ-Protein,
welches in dieser Arbeit untersucht wurde, ist Bassoon. Zu seinen Funktionen zdhlen
der Aufbau des AZ-Gertists, die Organisation der Maschinerie zur Neurotransmit-
terfreisetzung, die Aufrechterhaltung der synaptischen Integritét, sowie die Beteili-
gung an Signalwegen. Wahrend Bassoon in Wirbeltieren vorkommt, findet man in
Drosophila melanogaster ein entfernt verwandtes Protein mit dhnlicher Funktion

und dem Namen Bruchpilot. | ]

Postsynaptische Verdichtung - Glutamatrezeptor und Homer

Die in erwahnte postsynaptische Verdichtung enthilt neben
den Rezeptoren fiir die an der Priasynapse ausgeschiitteten Neurotransmitter ver-
schiedene assoziierte Signal- und Strukturmolekiile (siche stark vereinfacht
b). Ihre Funktion besteht in der Apposition von pra- und postsynaptischer
Membran, der Anreicherung postsynaptischer Rezeptoren und in der Weiterleitung
eingehender Signale | ; ]. PSD-Proteine, welche im Rahme dieser Arbeit
untersucht wurden, sind Homer und ionotrope Glutamatrezeptoren.
Homer stellt eine Familie an Geriistproteinen (Homerl-3) dar, welche verschiede-

ne Interaktionen in der PSD vermittelt. Es gehort zu den in der PSD am stérksten
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Abbildung 2.9.: Schematische Darstellung einer Synapse am Beispiel der neuro-
muskuldren Synapse (NMJ) von Drosophila melanogaster. (a) Eine Synapse besteht
aus Pré- (hellblau) und Postsynapse (hellgriin), die durch den synaptischen Spalt vonein-
ander getrennt sind. Im Falle der neuromuskuldren Synapse ist die prasynaptische Seite
Teil eines Motoneurons, wahrend die Postsynapse zu einer Muskelzelle gehort. (b) Er-
reicht ein elektrisches Signal die Prasynapse, kommt es dort im Bereich der aktiven Zone
zur Verschmelzung synaptischer Vesikel (SV) und zur Freisetzung des Neurotransmit-
ters. Dieser Prozess wird von einer Vielzahl an Proteinen vermittelt und reguliert. An der
NMJ von Drosophila spielt das Gertistprotein Bruchpilot (BRP) dabei eine wichtige Rolle.
Der Neurotransmitter passiert den synaptischen Spalt und wird auf der postsynaptischen
Seite im Bereich der postsynaptischen Verdichtung von spezialisierten Rezeptoren (in die-
sem Fall Glutamatrezeptoren des A- und B-Typs (GIuRIIA und GIuRIIB)) detektiert und
fiihrt zu einer spezifischen Reaktion, beispielsweise der Anderung des Membranpotenti-
als. (c) Die ionotropen Glutamatrezeptoren an der NMJ von Drosophila melanogaster
bestehen aus vier Untereinheiten: Sie weisen immer [IC, 1ID und IIE auf, wahrend die
vierte Untereinheit 1lA oder IIB sein kann. Die physiologischen Eigenschaften der Re-
zeptoren unterscheiden sich abhangig von dieser vierten Untereinheit. Rezeptoren des
A-Typs desensitieren deutlich langsamer und weisen groBere Miniaturstrome auf als B-
Typ-Rezeptoren.

vertretenen Proteinen. | ; ]

Glutamatrezeptoren (GluR) erkennen den exzitatorischen Neurotransmitter Glu-
tamat, welcher der Hauptbotenstoff erregender Synapsen des zentralen Nerven-
systems von Vertebraten ist. Man kann sie in zwei Gruppen einteilen: ionotrope
(iGluR) und metabotrope Rezeptoren (mGluR). Bei iGluRs handelt es sich um li-
gandengesteuerte lonenkanéle, welche sich durch die Bindung von Glutamat 6ffnen,
wodurch es zu einem Ionenstrom und somit zur Anderung des Membranpotentials
kommt. Im Falle von mGluRs hingegen werden durch die Bindung von Glutamat
unterschiedliche mittels sekundérer Botenstoffe vermittelte Signalwege in Gang ge-
setzt | |. Da letztere fiir diese Arbeit nicht von Bedeutung sind, wird auf sie
im Folgenden nicht weiter eingegangen. Die untersuchten ionotropen Glutamatre-

zeptoren werden im Detail im behandelt.
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2.3.2. Neuromuskulare Synapse von Drosophila melanogaster

Besteht eine synaptische Verbindung zwischen einer Nerven- und einer Muskelzelle
bezeichnet man diese als neuromuskuldre Synapse (NMJ von englisch ,neuromus-
cular junction“, siehe aund b) | ].

Die NMJ der Larve von Drosophila melanogaster ist ein beliebtes Modellsystem
zur Untersuchung synaptischer Funktionsweise, da sie der glutamatergen Synap-
se von Wirbeltieren in ihrer Ultrastruktur und ihrem molekularen Aufbau dhnelt
und gleichzeitig relativ grofl und deshalb sowohl fiir elektrophysiologische als auch
mikroskopische Methoden leicht zugénglich ist. Des Weiteren verfigt Drosophila
melanogaster als Modellorganismus {iber eine Reihe an Vorteilen: Sie ist einfach
und kostengiinstig zu zilichten, weist eine kurze Generationsfolge auf, zeugt eine
grofle Zahl an Nachkommen und genetische Verdnderungen sind relativ leicht ein-
zubringen. | ; ; ; ]

Auch innerhalb das Kooperationsprojekts mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Robert J. Kittel, welches ein zentraler Bestandteil dieser Arbeit ist, stand die Dro-
sophila NMJ im Mittelpunkt unseres Interesses.

Bei der NMJ von Drosophila melanogaster handelt es sich um eine glutamaterge
Synapse (siehe auch ). Die hier vorkommenden ionotropen Gluta-
matrezeptoren bestehen jeweils aus vier Untereinheiten, wobei jeder der Rezeptoren
die Untereinheiten IIC, IID und IIE aufweist, wahrend die vierte Untereinheit ent-
weder ITA oder IIB sein kann ( c¢). Anhand der vierten Untereinheit
unterscheidet man zwischen Rezeptoren des Typ A (GIuRIIA) beziehungsweise B
(GIluRIIB). Beide Typen zeigen physiologische Unterschiede (siehe c).
[ ; ]

Betrachtet man die Ionenstréome durch einzelne Kanéle, desensitisieren Rezep-
toren des B-Typs etwa zehnfach schneller als A-Typ-Rezeptoren. Gleichzeitig rea-
gieren Rezeptoren des A-Typs mit deutlich gréfleren Miniaturstromen, sind also

sensitiver gegeniiber Glutamat als B-Typ-Rezeptoren. | ; ; ;

]

Synaptische Plastizitat an der NMJ von Drosophila melanogaster

Aufgrund der funktionellen Unterschiede von GluRITA und GluRIIB kann durch die
Zusammensetzung beider Rezeptortypen die Stéirke der synaptischen Ubertragung
beeinflusst werden. Die Synapse kann sich somit an Verdnderungen der neuronalen

Aktivitdt anpassen. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von synaptischer
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Plastizitdt. Einerseits beeinflusst das relative Verhéaltnis beider Rezeptortypen die
Sensitivitdt der Postsynapse gegeniiber dem Neurotransmitter. Auf der anderen
Seite wird auch die prasynaptische Transmitterfreisetzung durch retrograde Signa-
le reguliert | ; ]. Auch die rdumliche Anordnung beider Rezeptortypen
innerhalb der PSD kdnnte eine Rolle spielen. Normalerweise findet man in den meis-
ten postsynaptischen Verdichtungen eine Anreicherung der A-Typ-Rezeptoren im
Zentrum, welche ringformig von Rezeptoren des B-Typs umschlossen werden. Un-
ter bestimmten Bedingungen kann sich diese Anordnung jedoch umkehren | ;
].

Eine weitere wichtige Rolle fiir die synaptische Plastizitdt an der NMJ von Dro-

sophila kommt dem cyclischen Adenosinmonophosphat (cAMP) zu, welches als se-

kundérer Botenstoff bei der Signaltransduktion dient | ]

dSTORM an der NMJ von Drosophila melanogaster

Mittels dSTORM wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen induzierter synapti-
scher Plastizitdt auf die rdumliche Anordnung der A- und B-Typ-Rezeptoren in-
nerhalb der PSD untersucht, sowie die absolute Anzahl der A-Typ-Rezeptoren pro
PSD bestimmt.

2.3.3. Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung (ADHS)

Die Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitiatsstorung (ADHS) gehort zu den héufigs-
ten psychiatrischen Stérungen und wird durch Hyperaktivitiat, Unaufmerksamkeit
und impulsive Verhaltensweisen gekennzeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass
ADHS vererbbar ist und in den letzten Jahren wurden eine Reihe potentieller Ri-
sikogene identifiziert. Zu diesen gehdren die Gene CDH13, SLC2A8 und TPH2,
welche fiir die Proteine Cadherin-13, Glucosetransporter Typ 3 (GluT3) bezie-
hungsweise Tryptophan-Hydroxylase 2 codieren und im Rahmen dieser Arbeit in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch am Mausmo-

dellen und in induzierten pluripotenten Stammzellen untersucht wurden. | ;

; ]

Cadherin-13

Cadherin-13, auch T- or H-Cadherin genannt, gehort zur Superfamilie der Cad-

herine, einer Gruppe calciumabhéngiger Zelladhdsionsmolekiile. In dieser nimmt
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CDH13 jedoch eine Sonderrolle ein, da es anders als die anderen Cadherine we-
der eine Transmembran- noch eine cytoplasmatische Doméne aufweist. Stattdes-
sen ist es {iber einen sogenannten Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker)
in der Zellmembran verankert und wird aufgrund diesen Unterschieds als atypi-
sches Cadherin bezeichnet. CDH13 ist an der Regulation der Zellmigration, des
Neuritenwachstums und der Axonfithrung beteiligt und wird fiir die Entwicklung
glutamaterger und GABAerger Synapsen benétigt. | ; ; ]

In mehreren unabhéngigen Studien konnte CDH13 mit ADHS in Verbindung

gebracht werden | ; ; ; ; ].

Glucosetransporter Typ 3

Der Glucosetransporter Typ 3 ist ein integrales Membrantransportprotein und ver-
mittelt als solches den Glucosetransport iiber die Zellmembran. GLUT3 wird gerne
als ,neuronaler Glucosetransporter® bezeichnet, da er in erster Linie in Nervenzel-
len vorkommt und eine zentrale Rolle im Glucosemetabolismus des Gehirns spielt.
Durch die Bereitstellung von Energie hat er Einfluss auf die Entwicklung des Ge-
hirns, sowie auf aktivitatsabhidngige neuronale Plastizitat. | ; ]

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch konnte in den vergangen
Jahren bei einigen ADHS-Patienten eine Duplikation | ] oder Deletion des
Gens SLC2A3, welches fir GluT3 codiert, feststellen, was einen Zusammenhang
zwischen GluT3 und ADHS nahelegt.

Serotonin und Tryptophan-Hydroxylase 2

Der Neurotransmitter Serotonin (5-HT von 5-Hydroxytryptamin) hat vielfaltige
wichtige Korperfunktion und wirkt sich beispielsweise auf Aufmerksamkeit, Schlaf,
Gedéchtnis und Lernen, Fortbewegung, Appetit und Angst aus. Stérungen des Se-
rotoninhaushaltes konnten mit ADHS in Verbindung gebracht werden. Aus die-
sem Grund sind Gene und Proteine, die eine Rolle im serotonergen System spie-
len, fiir die ADHS-Forschung von besonderem Interesse. Einer der Akteure, der
in diesem Zusammenhang untersucht wurde, ist die Tryptophan-Hydroxylase 2
(TPH2), welche die Biosynthese von Serotonin aus Tryptophan katalysiert und so-
mit die Serotonin-Konzentration beeinflusst. Die Ergebnisse der bisherigen Studien,
ob TPH2 eine Rolle bei der Entstehung von ADHS hat, lassen jedoch keine ein-
deutige Aussage zu. Da TPH2 ausschliellich in serotonergen Neuronen des Gehirns

vor kommt, wird es haufig als Marker dieser Zellen verwendet. | ; ;
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]

Der grofite Teil serotonerger Neurone befindet sich in den sogenannten Raphe-
kernen, welche im Hirnstamm lokalisiert sind und von dort in unterschiedlich Ge-

hirnregionen projizieren | ].

Mausmodell und induzierte pluripotente Stammzellen

Meistens findet die Grundlagenforschung zu neurologischen und psychiatrischen
Krankheiten wie ADHS an Tiermodellen wie Ratten oder M&ausen statt. Auch ei-
nige Experimente innerhalb des Kooperationsprojektes mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch wurden an Mausgewebe durchgefiihrt. Es steht aufler
Frage, dass eine Menge Erkenntnisse durch Tierversuche gewonnen werden, deren
Durchfithrung an menschlichem Gewebe oder gar Probanden aus ethischen und
finanziellen Griinden héufig schwierig oder gar nicht durchzufithren sind. Nichtsde-
stotrotz lassen sich erhaltene Ergebnisse nicht immer ohne Weiteres auf den Men-
schen, dessen Gehirn deutlich komplexer ist, iibertragen, sodass Untersuchungen an
humanen Proben deutlich aussagekréftiger wéren. | ]

Eine Moglichkeit um an menschliche Neurone oder andere Zelltypen zu gelangen,
sind pluripotente Stammzellen. Dies sind Zellen aus welchen sich praktisch jeder
Zelltyp entwickeln kann, was sie zu einem méchtigen biologischen und medizinischen
Werkzeug macht — auch in der regenerativen Medizin. Allerdings konnten sie lange
Zeit ausschliellich aus Embryonen gewonnen werden, was ethisch sehr umstritten
ist. 2006 jedoch gelang es Takahashi et al. pluripotente Stammzellen aus bereits
differenzierte somatische Mauszellen zu reprogrammieren, indem sie die Zellen mit
den Transkriptionsfaktoren Oct3/4, Sox2, c-Myc und Klf4 mittels eines Retrovirus
transfizierten [ ]. Die so erzeugten Zellen wurden von da an als induzierte plu-
ripotente Stammzellen (iPS-Zellen) bezeichnet. 2007 gelang die Reprogrammierung
dann auch mit menschlichen Zellen [ | und 2012 wurde Shin’ya Yamanaka
fiir seine Arbeit gemeinsam mit John Gurdon der Nobelpreis fiir Physiologie oder
Medizin verliehen. Die iPS-Zellen entwickelten sich vor allem fiir die Untersuchung
menschlicher Krankheiten und im Bereich Medikamenten-Screening zu einem wich-

tigen Werkzeug. | ]

dSTORM und SIM zur Untersuchung ADHS-assoziierter Proteine

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von CDH13 an der Entwicklung des se-

rotonergen Systems untersucht. Dazu wurde SIM an Schnitten embryonaler Maus-
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gehirne durchgefithrt und die Verteilung von CDH13 in den dorsalen Raphekernen
analysiert. In einem weiteren Teilprojekt kamen aus humanen iPS-Zellen differen-
zierte serotonerge Neurone zum Einsatz, welche verschiedene Kopienzahlvariationen
des SLC2A8-Gens trugen. Mittels dSTORM wurden GluT3, Bassoon und Homer
in diesen Zellen relativ quantifiziert, um die Auswirkungen von Deletion und Du-
plikation des SLC2A3-Gens auf diese drei Proteine zu beleuchten.
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3 | Material und Methoden

3.1. Biologische Proben

3.1.1. Immortalisierte Zelllinien

Die Experimente im Rahmen des Photoschidigungsprojektes (siehe )
wurden an U20S-Zellen (Zelllinie aus einem Osteosarkom, Homo sapiens), COS-
7-Zellen (Zelllinie aus Fibroblasten der Niere, Cercopithecus aethiops) und HeLa-
Zellen (Zelllinie aus Epithelzellen eines Zervixkarzinoms, Homo sapiens) durch-
gefiihrt. Alle Zelllinien wurden bei 37°C und 5% COs kultiviert. Als Nahrmedi-
um fiir die U20S- und COS-7-Zellen diente DMEM F12 mit L-Glutamin (Sigma,
D8062), dem 10% FCS (Sigma, F7524) und 1% Penicillin/Streptomycin (Sigma,
P4333) zugesetzt wurde. Die HeLa-Zellen wuchsen in RPMI-1640 mit L-Glutamin
(Sigma, R8758), versetzt mit 1% MEM Nicht-Essenzielle Aminosduren Losung
(Sigma, M7145), 1% Natriumpyruvat (Sigma, S8636), 10% FCS und 1% Penicil-
lin/Streptomycin.

Ein Teil der Versuche wurde an einer wihrend meiner Masterarbeit | ] her-
gestellten stabil transfizierten U208S-Zelllinie durchgefiihrt, welche das Konstrukt
CLIP-H2B dauerhaft exprimiert. Dieses Konstrukt codiert fiir das Histon 2B (H2B),
welches mit einem CLIP-Tag fusioniert ist und sich somit mit organischen Farb-

stoffen markieren lisst, welche an ein O%-Benzylcytosin gekoppelt sind (siehe

).

3.1.2. Larven von Drosophila melanogaster

Wie bereits in erwahnt, wurde in einem Kooperationsprojekt
mit Prof. Dr. Robert J. Kittel die neuromuskuldren Synapse von Drosophila mela-
nogaster Larven untersucht.

Fiir die Untersuchung der Glutamatrezeptoren (siehe ) wurden von
meiner Kooperationspartnerin Divya Sachidanandan Larven des dritten Larvensta-

diums préapariert. Dabei wurden die inneren Organe entfernt ohne das neuromus-
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kuldre Gewebe zu beschéddigen (sogenannte semi-intakte Praparation, siche
).

Zur Untersuchung inwiefern sich induzierte Aktivitdt auf die Anordnung der A-
und B-Typ-Rezeptoren auswirkt, wurden die Muskeln 6 und 7 der praparierten
Larven durch Divya Sachidanandan zuerst elektrophysiologisch manipuliert. Beide
Muskeln liegen aufgrund des symmetrischen Aufbaus der Kérperwandmuskulatur
zweifach vor. Auf einer Korperseite wurde der Nerv, welcher die beiden Muskeln
dieser Seite innerviert, mit einer Stimulationselektrode exzitatorisch stimuliert und
Muskel 6 wiahrenddessen mittels Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp (TEVC von eng-
lisch ,,Two Electrode Voltage-Clamp*) auf ein Potential von —60 mV geklemmt.
Muskel 6 und 7 der anderen Korperseite wurden weder elektrisch stimuliert, noch
geklemmt, sodass in jeder Larve fiir beide Muskeln eine Negativkontrolle fiir die
nachfolgenden dSTORM-Experimente vorlag.

Das Klemmen des Potentials in Muskel 6, welches eine Depolarisation verhindert,
und die gleichzeitige Stimulation des Muskels induzieren synaptische Plastizitét
[ ]. Weiterhin wurden Versuche unter Zugabe von Forskolin durchgefiihrt, wel-
ches als cAMP-Aktivator fungiert und somit zu einem Anstieg des cAMP-Spiegels
fithrt [ ]. Auch cAMP spielt eine wichtige Rolle fiir die synaptische Plastizitét.

Nach Abschluss der Elektrophysiologieversuche wurden die Larven von Divya
Sachidanandan fixiert und die Glutamatrezeptoren geférbt (siehe )
Anschlieffend nutzten wir sie um sie mittels dSTORM weiter zu untersuchen.

Semi-intakte Larvenpréaparation zur Quantifizierung des A-Typ-Rezeptors (siehe

) wurden direkt nach der Praparation fixiert und gefirbt.

3.1.3. Gehirnschnitte von Mauseembryonen

Waiéhrend einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch
wurden Gehirnschnitte von Mauseembryonen des Entwicklungsstadiums E13.5 hin-
sichtlich des Expressionsmusters von CDH13 untersucht ( ). Die
Schnitte waren 20 pm dick und wurden von meiner Kooperationspartnerin Andrea

Forero prapariert.

3.1.4. Menschliche Neurone aus induzierten pluripotenten

Stammzellen

Ebenfalls in Kooperation mit der Gruppe von Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch wurden

humane induzierte pluripotente Stammzellen verwendetet, um Cadherin-13, den
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Abbildung 3.1.: Semi-intakte Larvenpraparation von Drosophila melanogaster.
Links zu sehen ist eine semi-intakte Larvenpréaparation (aufgenommen mit dem Binoku-
lar). Alle inneren Organe wurden entfernt, wahrend das neuromuskuldre Gewebe mit
den neuromuskularen Synapsen noch intakt ist. Farbig markiert und schematisch auf der
rechten Seite dargestellt sind Muskel 6 und 7, die aufgrund der vorhanden Symmetrie
zweifach vorliegen (rechts und links der Mittellinie). Auf der einen Korperseite wurden
die beiden Muskeln (Muskel 6 in blau und Muskel 7 in gelb) beziehungsweise der sie in-
nervierende Nerv durch eine Stimulationselektrode (SE) elektrisch stimuliert. Gleichzeitig
wurde Muskel 6 (blau) mittels Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp (TEVC) auf ein Potential
von —60 mV geklemmt. Die beiden Muskeln der anderen Kérperseite (orange) wurden
weder elektrisch stimuliert, noch geklemmt.

Glucosetransporter Typ 3 (GluT3), die Tryptophan-Hydroxylase 2, sowie Homer

und Bassoon zu untersuchen (siehe ).

Fiir dieses Kooperationsprojekt wurden von meiner Kooperationspartnerin Char-
line Jansch menschliche Hautfibroblasten von gesunden und an ADHS-erkrankten
Personen, welche Kopienzahlvariation (CNVs von englisch ,,copy number variants“)
des SLC2A3-Gens aufweisen, entnommen, kultiviert und zu iPS-Zellen reprogram-
miert (siehe ). Die so entstandenen und in dieser Arbeit ver-
wendeten Zelllinien tragen je nach Herkunft der Fibroblasten, aus welchen sie ent-
standen sind, die Namen CJ1 (aus nicht an ADHS leidender Person, Kontrolle), CJ5
(aus an ADHS erkrankter Personen, die eine Duplikation des SLC2A3-Gens trégt)
und CJ7 (aus an ADHS erkrankter Personen, die eine Deletion des SLC2A43-Gens
tragt). Sie wurden nach der Reprogrammierung zu serotonergen Neuronen differen-

ziert, wobei die sich ergebende Kultur nie zu 100% aus serotonergen, sondern immer
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auch zu einem hohen Anteil aus Neuronen anderen Phénotyps z.B. katecholaminer-
gen und GABAergen Neuronen besteht. Da sich aus iPS-Zellen differenzierte Zellen
héaufig von Differenzierung zu Differenzierung etwas unterscheiden, wurden immer

mehrere Differenzierungen pro Genotyp untersucht.

3.2. Molekiilmarkierungen

Wie in beschrieben, gibt es eine Vielzahl an Moglichkeiten Ziel-
strukturen fiir die Fluoreszenzmikroskopie zu markieren. Dabei hangt sowohl die
Auswahl des Fluorophors als auch die Entscheidung fiir einen Linker mit welchem
der Farbstoff im Fall von organischen Fluorophoren an das Zielmolekiil gekoppelt
wird, vom jeweiligen Versuch ab. Hier soll kurz auf die in dieser Arbeit verwen-
deten Molekiilmarkierungen und die dabei angewendeten Protokolle, sofern ich die

Markierung selbst vorgenommen habe, eingegangen werden.

3.2.1. Markierungsverfahren

Immunfluoreszenz. Sowohl im Rahmen des Kooperationsprojekts mit Prof. Dr.
Robert J. Kittel als auch mit Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch kamen indirekte Im-
munfirbungen zum Einsatz. Da die Farbungen bei beiden Projekten von meinen
Kooperationspartnern durchgefiihrt wurden, gehe ich hier nicht detaillierter auf
das Farbeprotokoll ein, fasse aber kurz die prinzipielle Vorgehensweise zusammen.
Die Proben wurden fixiert, permeabilisiert und geblockt, um die Struktur zu erhal-
ten, fiir die Antikérper zugénglich zu machen und unspezifische Bindungen zu ver-
hindern. Anschliefend wurde das Praparat zuerst mit einem priméiren Antikorper
gegen die jeweilige Zielstruktur inkubiert und schliellich der Farbstoff-gekoppelte
sekundédre AntikOrper zugegeben, welcher spezifisch an den priméren Antikérper
bindet. Bei Mehrfarbenproben kamen entsprechend mehrere primére und sekun-
dédre Antikorper zum Einsatz.

Proteine-Tags. Fiir die Photoschadigungsexperimente wurde unter anderem ei-
ne stabil transfizierte Zelllinie verwendet, in welcher das Zielmolekiil H2B mit einem
CLIP-Tag fusioniert ist. Bei solchen Protein-Tags, zu welchen auch der SNAP- oder
Halo-Tag gehoren, wird das Zielprotein genetisch mit einem Polypeptid fusioniert,
welches spezifisch mit einem bestimmten Substrat (O%-Benzylcytosin fiir den CLIP-
Tag) reagiert, das wiederum an ein organisches Fluorophor gekoppelt ist [ |
In unserem Fall wurde H2B mit dem Farbstoff TMR geférbt, indem die Zellen fiir
30min bei 37°C mit 0,2 pm CLIP-Cell TMR-Star (New England Biolabs, S9219S)
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in Medium inkubiert wurden. Anschliefend wurden sie dreimal mit Medium gewa-
schen und dann umgehend gemessen.

Strukturspezifische Substanzen. Im Rahmen des Photoschédigungsprojektes
wurden Aktin und Mikrotubuli nach Erreichen des sogenannten erstarrten Zustan-
des gefarbt. Aktin wurde dabei mit Phalloidin markiert, das zu den Phallotoxinen
gehort, im Griinen Knollenblétterpilz vorkommt und eine hohe Affinitdt zu fila-
mentosem F-Aktin besitzt | |. Dazu wurden die bestrahlten und erstarrten
U208S-Zellen bei Raumtemperatur fiir 30 min mit 33nM Phalloidin, gekoppelt an
Alexa Fluor 647 (Molecular Probes, A22287), in 1x PBS gefarbt. Nach der Féar-
bung wurden die Proben mit 1x PBS gewaschen. Mikrotubuli wurden mit Taxol,
auch Paclitaxel genannt, gefarbt - einem wichtigen Krebsmedikament, das urspriing-
lich aus der Rinde der Pazifischen Eibe gewonnen wurde und an S-Tubulin bindet
[ |. Die Mikrotubuli-Féarbung erfolgte durch 30 min Inkubation bei 37 °C mit
1 pm SiR-Taxol | ] in Medium und anschlieendem Waschen mit 1x PBS.

In den Kooperationsprojekten mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus-Peter
Lesch wurde der Zellkern von meinen Kooperationspartnern mit DAPI angefirbt,
um einzelne Zellen und Zellkérper identifizieren zu kénnen. DAPI steht fiir 4°,6-
Diamidin-2-phenylindol und ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher sich in der kleinen

Furche AT-reicher Sequenzen der DNS anlagert | ].

3.2.2. Verwendete Fluorophore
Fluorophore fiir d<STORM

Wie in beschrieben, héngt die Bildqualitdt bei dSTORM ent-
scheidend vom Schaltverhalten des Fluorophors ab. Mit Abstand das beste Blink-
verhalten zeigen Alexa Fluor 647 (AF647) oder alternativ Cyb, weshalb in sdmtli-
chen Einfarbenexperimenten einer der beiden, sich sehr dhnlichen Farbstoffe, zum
Finsatz kam. Da beide beinahe das gleiche Absorptions- und Emissionsspektrum
aufweisen, kann man sie jedoch leider nicht gemeinsam fiir Zweifarbenmessungen
verwenden. Deshalb wurde hierfiir entweder Alexa Fluor 647 oder Cy5 mit dem
Farbstoff Alexa Fluor 532 (AF532) kombiniert. Dieser weiflt ebenfalls ein akzep-
tables Blinkverhalten auf, ist spektral gut von Alexa Fluor 647 oder Cy5 zu tren-
nen und es existiert eine Schaltpuffer-Zusammensetzung, bei welcher sowohl Alexa
Fluor 532 als auch Alexa Fluor 647 bzw. Cy5 blinken. Der standardméfig verwende-
te Schaltpuffer besteht aus 100 mmM S-Mercaptoethylamin (MEA) und 1% Glucose

in 1x PBS und wurde auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt. Wurde ein ande-
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rer Schaltpuffer verwendet, ist dessen Zusammensetzung bei der Beschreibung des
jeweiligen Versuchs angegeben.

Fiir die Farbung der mit CLIP-H2B stabil transfizierten U20S-Zelllinie (Photo-
schadigungsprojekt) wurde wie oben bereits erwiahnt CLIP-Cell TMR-Star (New
England Biolabs, S9219S) zur Farbung verwendet. TMR zeigt unter optimierten
Bedingungen ein akzeptables Blinkverhalten, was ich fiir die stabile Zelllinie wéah-
rend meiner Masterarbeit | | iiberpriift habe.

Zur Erzeugung einfacher Weitfeldbilder kann man an beiden dSTORM-Aufbau-
ten auch nicht oder bedingt dSTORM-geeignete gangige Fluorophore einsetzen z.B.
Alexa Fluor 488 oder DAPI. So kann man beispielsweise eine dritte Struktur mar-
kieren, um bestimmte Bereiche zu identifizieren, von der man keine hochaufgeloste

Information benétigt.

Fluorophore fiir SIM

Fiir SIM eignen sich nahezu alle géngigen Fluorophore (siche ).
In dieser Arbeit wurden Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 555 (AF555), Alexa Fluor
488 (AF488), sowie DAPI verwendet.

3.3. Datenaufnahme dSTORM

3.3.1. Aufbau dSTORM Mikroskope

Alle dSTORM-Experimente wurden an zwei eigens am Lehrstuhl aufgebauten Mi-
kroskopen durchgefiihrt | |. Der prinzipielle Aufbau eines solchen Mikro-
skops ist schematisch in zu sehen und die wichtigsten Unterschiede
der beiden verwendeten Mikroskope finden sich in

Als Lichtquelle zur Anregung der Fluorophore in der Probe dienen Laser ver-
schiedener Wellenldnge, deren Emissionslicht durch passende Clean-Up Filter (Sem-
rock/Chroma) von unerwiinschten Wellenldnge bereinigt wird. AnschlieBend werden
alle Laserlinien durch entsprechende dichroitische Strahlteiler (LaserMUX, Sem-
rock) kombiniert und der Laserstrahl wird durch geeignete Linsen auf die hintere
Brennebene des Objektivs fokussiert, welches sich im Objektiv-Revolver eines in-
versen Fluoreszenzmikroskops befindet. Das Anregungslicht verldasst das Objektiv
als paralleles Lichtbiindel und erreicht die Probe. Bei dieser Form der relativ grof3-
flachigen Beleuchtung spricht man auch von Weitfeld- oder Epi-Beleuchtung (siche

auch ).
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Abbildung 3.2.: Schematische Darstellung eines typischen dSTORM Aufbaus. La-
serstrahlen verschiedener Wellenlénge (hier beispielhaft dargestellt fiir 514 nm (griin) und
639 nm (rot)) werden iber Spiegel (S) und dichroitische Strahlteiler (LM) in einen ge-
meinsamen Strahlengang (gelb) kombiniert. Ihr Spektrum wird zuvor jeweils durch einen
passenden Clean-Up Filter (CF) von unerwiinschten Wellenlangen bereinigt. Durch zwei
Linsen (L; und L) wird der Anregungsstrahl dann auf die hintere Brennebene (HBE)
des Objektivs fokussiert, welches er als paralleles Strahlenbiindel wieder verlasst und
die Probe (P) in der Weitfeld- oder Epi-Konfiguration (WF) beleuchtet, wobei sich der
beleuchtete Bereich mit der Leuchtfeldblende (LFB) begrenzen lasst. Das durch die Anre-
gung erzeugte Fluoreszenzlicht (orange) wird vom selben Objektiv wieder eingesammelt
und durch einen dichroitischen Spiegel (DC) vom Anregungslicht getrennt. Es wird durch
die Tubuslinse (TL) fokussiert, wodurch ein reelles Zwischenbild in der Fokalebene der
Tubuslinse FET( entsteht. SchlieBlich erreicht es den Kameraadapter (KA). Hier wird das
von zwei verschiedenen Fluorophoren stammenden Fluoreszenzlicht durch einen Strahl-
teiler (ST) aufgrund seiner unterschiedlichen Wellenlange getrennt, durch entsprechende
Detektionsfilter (DF) bereinigt und von zwei unabhangigen EMCCD-Kameras detektiert.
Durch die Linsen im Kameraadapter (L3 und Ly bzw. L3 und Ls) wird die resultierende
PixelgroBe definiert.

Durch das Anregungslicht in der Probe hervorgerufene Fluoreszenz wird vom
selben Objektiv wieder eingesammelt, durch einen dichroitischen Spiegel (Sem-
rock) vom kiirzerwelligen Anregungslicht getrennt, passiert eine Tubuslinse und

erreicht den Kameraadapter. Bei einer Einfarbenmessung befinden sich in diesem
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zwei weitere Linsen, welche die Pixelgrofle definieren, sowie ein Detektionsfilter
(Chroma/Semrock), welcher das Fluoreszenzlicht von unerwiinschten Wellenlan-
gen bereinigt. Bei Zweifarbenmessungen findet sich zwischen den beiden Linsen ein
geeigneter Strahlteiler (Chroma), der das Fluoreszenzlicht der verwendeten Fluo-
rophore trennt, sowie eine weitere Linse und ein weiterer Detektionsfilter (Chro-
ma/Semrock). An den Kameraadapter anschlieend befinden sich letztlich ein be-
ziehungsweise zwei EMCCD-Kameras (iXon Ultra 897, Andor Technology), welche

das Fluoreszenzlicht detektieren.

Tabelle 3.1.: Wesentliche Unterschiede der genutzten dSTORM Mikroskope.

Mikroskop 1

Mikroskop 2

405nm, 120mW (iBeam smart, 405nm, 120mW (iBeam smart,
TOPTICA Photonics) TOPTICA Photonics)
488nm, 200mW (iBeam smart, 488nm, 200mW (iBeam smart,
TOPTICA Photonics) TOPTICA Photonics)
514nm, 500mW (Genesis MX 532nm, 500mW (gem, Laser
Laser STM, Coherent) Quantum)
558 nm, 500mW (Genesis MX 640nm, 200mW (iBeam smart,
STM, Coherent) TOPTICA Photonics)
639nm, 1000mW (Genesis MX
STM, Coherent)
Objektiv APON 60XOTIRF (Olympus) alpha Plan-Apochromat 100x /
1,46 Oil DIC (Zeiss)
Stativ IX71 mit Z-Drift-Kompensator Axio Observer.Z1 mit automa-
IX2-NPS (Olympus) tisierter Fokuskorrektur Definite
Focus (Zeiss)
Photoschddigung durch hochauf-  Glutamatrezeptoren NMJ Dro-
lésende  Fluoreszenzmikroskopie  sophila melanogaster (
Experimente ( ) )

CDH13 und GluT3 im Zu-
sammenhang mit ADHS (

)

3.3.2. Beleuchtungskonfiguration

Wie unter

beschrieben wird der Laserstrahl auf die hintere

Brennebene des Objektivs fokussiert. Bei normaler Epi-Beleuchtung trifft er da-
bei ins Zentrum des Objektivs, wodurch das Anregungslicht parallelisiert wird und
es zu einer relativ grofiflichigen Ausleuchtung der Probe kommt. Dadurch wer-

den auch Bereiche unter- und oberhalb der Schérfeebene zur Fluoreszenz angeregt,
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3.3. Datenaufnahme dSTORM

was sich einerseits negativ auf die Detektionseffizienz und das Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis auswirkt und anderseits auch zu einem Bleichen dieser Bereiche fiihrt,
sodass sie anschliefend nicht mehr zur Verfiigung stehen. Aulerdem kommt es durch
die groBflichige Bestrahlung zu einer unnotig hohen Photoschidigung (siehe

). [Sch+19]

Gliicklicherweise gibt es die Moglichkeit das angeregte Volumen mit relativ ein-
fachen Mitteln zu verkleinern. Dazu werden die Linsen im Anregungsarm des Mi-
kroskops (siehe , L1 und L) auf einer beweglichen Schiene montiert.

Durch diese Modifikation ist man nun in der Lage den Anregungsstrahl vom Zen-
trum des Objektivs in Richtung des Randes zu verschieben (siehe a),
sodass er nicht mehr senkrecht auf die Grenzfliche zwischen Deckglas und Probe
fallt. Da er an dieser Grenzfliche von einem optisch dichteren in ein optisch diin-
neres Medium iibergeht, kommt es nach dem Brechungsgesetz zu einer Brechung
des Strahls vom Lot weg in Richtung des Deckglases [ |. Dadurch entsteht
ein schriages Lichtbiindel, welches die Probe passiert, weshalb man diese Form der
Beleuchtung als HILO-Konfiguration (von englisch ,,Highly Inclined and Laminated
Optical sheet“) bezeichnet. Die Dicke dz des Lichtblattes ergibt sich aus:

R
& —
tan ©

(3.1)

wobei R dem Durchmesser der beleuchteten Fliche in der Schérfeebene und ©
dem Einfallswinkel des Laserstrahls in die Probe entspricht (siehe b).
Neben den gewiinschten Effekten hat die Verkleinerung des angeregten Volumens
durch die HILO-Konfiguration auch eine Erhohung der Laserintensitéit pro Fliache
zur Folge. [ ; ]

Wird der Laserstrahl noch weiter zum Rand des Objektivs hin bewegt, kommt es
zur totalen internen Reflexion (TIR) an der Deckglas-Proben-Grenzfliache, sobald

der Anregungsstrahl mit einem Winkel grofier dem kritischen Winkel o einféllt:

a=sin! 2 (3.2)

mit np als Brechungsindex des optisch dichteren Deckglases und no als Brechungs-
index der optischen diinneren wéssrigen Probe | ].

Hervorgerufen durch die Totalreflexion entsteht ein elektromagnetisches als eva-

neszent bezeichnetes Feld, welches sich in die Probe ausbreitet und dort Fluorophore

anregt. Da die Stérke dieses evaneszenten Feldes exponentiell abfillt, fluoresziert

jedoch nur ein sehr kleiner Bereich nahe des Deckglases, wihrend der Rest der Pro-
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be nicht beeinflusst wird. Macht man sich dieses Phdnomen der totalen internen
Reflexion zu nutze, spricht man von interner Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie
(TIRFM). Sie eignet sich aufgrund der Eigenschaften des evaneszentes Feldes je-
doch nur fiir sehr diinne Proben oder Priaparate, bei welchen sich die Zielstruktur
nah am Deckglas befindet. | ; ]

pA 9
O Scharfeebene ---------------=== -

)

i 4 ‘T Objektiv

Abbildung 3.3.: Beleuchtungskonfiguration. (a) Der Anregungsstrahl wird auf die hin-
teren Brennebene (HBE) des Objektivs fokussiert. Trifft er dabei das Zentrum der HBE,
wird das Licht parallelisiert und leuchtet einen groBen Bereich der Probe aus (griin,
Epi-Beleuchtung). Durch eine Verschiebung des Strahls hin zu den Randern des Ob-
jektivs, verandert man die Art der Beleuchtung: Bei der HILO-Beleuchtung (rot) wird
der Anregungsstrahl an der Grenzflache zwischen Deckglas und Probe stark gebrochen,
was eine Art schrages Lichtblatt hervorruft. Eine weitere Verschiebung des eintreffen-
den Anregungsstrahls zum Rand des Objektivs hin, fithrt dann zur Totalreflexion an der
Glas-Proben-Grenzflache (gelb, TIR). Dabei entsteht in der Probe ein evaneszentes Feld,
was die Fluorophore zur Fluoreszenz anregt. (b) Wichtige GroBen zur Charakterisierung
der HILO-Beleuchtung sind die Dicke des Lichtblatts (dz), der Winkel mit welchem das
Lichtblatt auf die Probe trifft (©), sowie der Durchmesser der beleuchteten Flache in
der Schérfeebene (R).

Deckglas
or (

3.3.3. Datenaufnahme und -prozessierung dSTORM

Standardmafig wurden pro finalem Bild 15000 Einzelbilder mit einer Integrations-
zeit von 10 ms aufgenommen und diese als Bildstapel abgespeichert. Auch fiir die
absolute Quantifizierung der Glutamatrezeptoren hat sich herausgestellt, dass man
davon ausgehen kann, tiber diesen Zeitraum alle Rezeptoren mindestens einmal
erfasst zu haben.

Bei Zweifarbenmessungen wurden die beiden Kanéle sequentiell aufgenommen,
wobei mit dem ldngerwelligen Kanal begonnen wurde um dessen Photozerstérung

durch das kiirzerwellige Licht zu verhindern.
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Rekonstruktion. Die bei der Aufnahme gewonnenen Rohdaten wurden mit dem
Fiji-Plugin ThunderSTORM | ] oder mit rapidSTORM | | analy-
siert. Beide Programme dienen der automatisierten Lokalisation der einzelnen Fluo-
rophore. So erhélt man eine Lokalisationstabelle, welche unter anderem sédmtliche
ermittelten Koordinaten, sowie die dazugehorigen Intensitdten und Lokalisations-
haufigkeiten enthélt. Auch kann man sich basierend auf dieser Tabelle ein rekonstru-
iertes Bild mit einer definierten Pixelgréfie (hier 10 oder 15nm px—!) ausgegeben
lassen.

Bei den mit ThunderSTORM rekonstruierten Bildern wurde die im Plugin inte-
grierte laterale Driftkorrektur (mittels Kreuzkorrelation oder durch das Tracking in
der Probe vorhandener Gold-Beads) verwendet.

Ausrichtung von Zweifarbenbildern. Licht verschiedener Wellenldnge wird
von den optischen Elementen eines Mikroskops unterschiedlich gebrochen und fiihrt
zu chromatischen Aberrationen | ]. Deshalb wurden bei Zweifarbenaufnahmen
der griine (Alexa Fluor 532) und der rote (Alexa Fluor 647) Kanal nach der Rekon-
struktion mit dem Fiji-Plugin bUnwarpJ [ | zueinander ausgerichtet. Dazu
wurden alle zwei Stunden mehrere Bilder von einer Probe mit fluoreszierenden
Beads (TetraSpeck Fluorescent Microspheres Size Kit, Thermo Fisher, T14792)
aufgenommen und dann auf die gleiche Art und Weise rekonstruiert wie die auszu-
richtenden Bilder. Hierbei ist insbesondere die selbe Pixelgréfie zu wihlen. Anhand
der beiden rekonstruierten TetraSpeck-Bilder (griiner und roter Kanal) wurde dann
mit bUnwarpJ eine elastische Transformationsmatrix erstellt. Um diese zu opti-
mieren, wurden in beiden Kanélen neun, iiber das ganze Bild verteilte Stellen als
sogenannte Landmarks markiert, an welchen sich einander entsprechende Beads be-
fanden. Die ausgegebene Transformationsdatei wurde abgespeichert, zur Kontrolle
auf die TetraSpeck-Bilder angewendet und dann zur Ausrichtung der eigentlichen

Zweifarbenbilder eingesetzt.

3.4. Quantifizierung

Zur relativen und absoluten Quantifizierung wurden die Rohdaten mit Thunder-
STORM prozessiert und aus der Lokalisationstabelle ein Bild in Form eines 2D
Histogramms rekonstruiert, in welchem in jedem Pixel die zugehorige Lokalisati-
onshéufigkeit gespeichert wird. AnschlieBend wurden diese Histogramme mittels
selbstgeschriebener Fiji Makros ausgewertet, welche sich an der von Ehmann et

al. | | beschriebenen Quantifizierung von Bruchpilot orientieren. Im Detail
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wurden die Makros an die jeweils durch die Struktur und das Experiment vorge-
gebenen Bedingungen angepasst (siehe unten), funktionieren prinzipiell aber alle
nach dem gleichen Prinzip: Anhand der zu quantifizierenden Struktur oder, falls
sich diese nicht eignet, anhand einer passenden Referenzstruktur, wird eine Maske
erstellt. Dann wendet man diese Maske auf die 2D Histogramme an und lédsst sich
von Fiji die gewiinschten Werte innerhalb der Maske ausgeben. In unserem Fall

sind dies vor allem die Anzahl der Lokalisationen, sowie die Fléche.

3.4.1. Absolute Quantifizierung des A-Typ Glutamatrezeptors von
Drosophila melanogaster

Zur Bestimmung der absoluten Anzahl des A-Typ Glutamatrezeptors pro post-
synaptischer Verdichtung (PSD) mussten eine Reihe an Vorversuchen durchgefiihrt
werden (siehe ), da nicht bekannt war, bei welcher Konzen-
tration des priméren Antikoérpers samtliche Rezeptoren erkannt werden, wie viele
sekundéare Antikorper pro primédrem Antikérper binden und wie viele Fluorophore
an jeden sekundiren Antikorper gekoppelt sind. Dabei gingen wir dhnlich wie in ei-
nem fritheren Kooperationsprojekt der Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Markus Sauer
und Prof. Dr. Robert J. Kittel vor, in welchem Bruchpilot auf der prasynaptischen
Seite der NM.J von Drosophila melanogaster | | quantifiziert wurde.

Datenerfassung. In einer ersten Versuchsreihe bestimmten wir die Anzahl der
Lokalisationen pro PSD bei verschiedenen Konzentrationen (Verdiinnungsreihe von
1 bis 1 : 100000) des sekundaren mit Cy5-gekoppelten Antikorpers, wobei eine
Verdiinnung von 1 einer Konzentration von 52nMm entspricht. Die Konzentration
des primédren Antikorpers wurde dabei konstant gehalten (Arbeitskonzentration
von 1 : 2000) und der Rezeptor wurde mit einem zweiten sekundéren Antikérper,
der mit Alexa Fluor 532 markiert war, co-gefarbt, um die Gesamtkonzentration des
sekundéren Antikorpers gleich zu halten und die PSD auch bei geringen Konzentra-
tionen des Cyb-gekoppelten Antikorpers noch verlésslich identifizieren zu kénnen.
Konkret wurden beispielsweise die ,fehlenden® 90% sekundaren Antikorpers bei
einer Verdiinnung des Cyb-gekoppelte Sekundérantikérpers von 1 : 10 durch den
zweiten mit Alexa Fluor 532 markierten Antikorper ,aufgefiillt, um so bei einer
Gesamtkonzentration von 52nM zu bleiben. Pro Verdiinnung wurden zwischen 50
und 247 PSD erfasst.

Als néchstes wurde der primére Antikorper titriert (Verdiinnungsreihe von 1 : 20
bis 1 : 40000), wobei nun die Konzentration des sekundéaren Antikorpers konstant
gehalten wurde (10% Cy5- und 90% Alexa Fluor 532-gekoppelter Antikorper). Fiir
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jede Verdiinnung wurden zwischen 94 und 325 PSD gemessen.

Dann wurde der Glutamatrezeptor mit einer sehr geringen Konzentration des pri-
méren Antikorpers (1 : 80000) und 100% Cy5-gekoppeltem sekundéren Antikorper
markiert, um spéter das Signal, das auf einzelne primére Antikérper zuriickzufiih-
ren ist, ermitteln zu kénnen. Hierfiir wurden 114 PSD aufgenommen. Um die PSD
zumindest grob lokalisieren zu kénnen wurde gegen Bruchpilot co-gefarbt.

Zu guter Letzt wurden dann noch einige Messungen (327 PSD) unter experi-
mentellen Bedingungen (primérer Antikérpers 1 : 2000 verdiinnt und 52nM des
sekundéren mit Cy5 gekoppelten Antikorpers) durchgefiihrt.

Bestimmung der Lokalisationshiufigkeiten mit Fiji. Aus den Rohdaten
wurden mit ThunderSTORM Lokalisationstabellen erstellt. AnschlieBend wurde
eine Driftkorrektur mittels Kreuzkorrelation durchgefiihrt. Bei sehr geringen Kon-
zentrationen der Antikérper musste auf diese verzichtet werden, da die Kreuzkorre-
lation aufgrund der undeutlichen Strukturen zu Fehlern fiithrte. Durch die Filterung
der Lokalisationsdaten wurden nur Lokalisationen ausgewertet, welche eine Intensi-
tat von 150 bis 2000 (Cy5) bzw. 1500 (Alexa Fluor 532) Photonen, einen Sigmawert
(Standardabweichung des Gauss-Fits) unter 200 nm und eine laterale Fitungenau-
igkeit von weniger als 30 nm aufwiesen. Die verbliebenen Lokalisationen wurden

1

dann als 2D Histogramm mit einer Pixelgréfie von 10 nm px~" ausgegeben.

Aus dem 2D Histogramm wurde wie oben erwahnt mithilfe eines selbstgeschrie-
benen Fiji Makros die Lokalisationshaufigkeit pro PSD extrahiert. Fiir die Messun-
gen unter experimentellen Bedingungen sowie die Antikorpertitrationen bei hohen
Konzentration (100%) des sekundéren Antikérpers wurde die Maske direkt anhand
des Signals des Cy5-markierten Glutamatrezeptors erstellt. Bei geringeren Kon-
zentrationen wurde das Signal der Co-Farbung (Alexa Fluor 532) verwendet. Bei
der Ermittlung des Signals einzelner primérer Antikérper wurde die Maske an-
hand des Bruchpilot-Signals erstellt. Von den erhaltenen Masken wurden Bereiche
abgezogen, welche eine Fliche unter 300 px? aufwiesen. Die durch das Makro iden-
tifizierten PSD wurden manuell iiberpriift. Im Falle der Analyse einzelner primérer
Antikoérper wurden nur einzelne Spots innerhalb einer PSD ausgewertet.

Berechnung der absoluten Anzahl. Die Anzahl der Glutamatrezeptoren pro

PSD ergibt sich nach der Methode vom Ehmann et al. aus:

LOCPSD L1(2.AK) Ll(l.AK)

GluRIIA = X X
PSD = Te(1AK) ~ Lpsp(2.AKgg)  Lpsp(L.AKgg)

(3.3)

wobei sdmtliche Variablen dieser Gleichung durch die beschrieben Vorversuche
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folgendermafien gewonnen wurden:
Die bei den Titrationen des priméren und sekundéren Antikérpers erhaltenen
Lokalisationen pro PSD (Lpgp) wurde gegen die jeweilige Antikérperkonzentration

aufgetragen und dann mit der logistischen Funktion

Ly — Ly

L =L+ —F
PSD 1 1+(%O)p

(3.4)

gefittet. Aus der Titration des sekundéren Antikoérpers erhélt man auf diesem
Weg die Anzahl der Lokalisationen pro PSD bei Sattigung mit dem sekundéren
Antikorper L;1(2.AK) und die Anzahl der Lokalisationen pro PSD unter experi-
mentellen Bedingungen des sekundéren Antikorpers Lpgp(2.AKgp). Durch die An-
tikOrpertitration des priméren Antikorpers ldsst sich entsprechend die Anzahl der
Lokalisationen pro PSD bei Séttigung mit dem priméren Antikérper Li(1.AK)
und die Anzahl der Lokalisationen pro PSD unter experimentellen Bedingungen
des primaren Antikérpers Lpgp(1.AKgp) ermitteln. zg beschreibt die Verdiinnung
bei welcher die mittlere Anzahl an Lokalisationen erreicht wird und p die Steilheit
der Kurve. Ly gibt jeweils den unteren Sattigungswert oder auch die Lokalisationen
pro Antikoérper an, wurde fiir die Berechnung aber nicht benétigt.

Durch die beschriebene Markierung mit einer extrem geringen Konzentration des
primédren Antikorpers (1 : 80000), 100% Cy5-gekoppeltem Antikérper und einer
Co-Féarbung mit Bruchpilot wurde die Anzahl der Lokalisationen pro primérem
Antikoérper Lr(1.AK) ermittelt.

Als letzte fehlende Variable zur Ermittlung der absoluten Anzahl bleibt dann
noch Locpsp, welche die Anzahl der Lokalisationen pro PSD unter experimentellen
Bedingungen angibt und entsprechend durch einige Messungen unter experimentel-
len Bedingungen bestimmt wird.

Die tatséchlichen ermittelten Werte und Graphen finden sich in

3.4.2. Relative Quantifizierung von GluT3, Bassoon und Homer

Wie unter beschrieben, weisen die im Kooperationsprojekt mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Klaus-Peter Lesch untersuchten iPS-Zelllinien Kopien-
zahlvariationen des SLC2A3-Gens auf. Um herauszufinden, ob sich diese Mengen-
unterschiede auch auf Proteinebene zeigen und ob sie sich auf die Synapsenbildung -
genauer gesagt auf die Menge der Synapsenproteine Bassoon und Homer, auswirken,
wurde die Lokalisationshéufigkeit der drei Proteine in allen drei Zelllinien bestimmt

und relativ zwischen den Genotypen verglichen. Auflerdem wurde untersucht, ob
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und wie sich der Entzug von Glucose auf die Menge des Glucosetransporters aus-
wirkt. Dazu wurde bei allen drei Zelllinien acht Tage lang kein Mediumwechsel
durchgefiihrt, sodass die Glucosekonzentration nach und nach absinkt.

Datenerfassung. Die Datenerfassung aller drei Proteine erfolgte in unabhangi-
gen Experimenten. GluT3 war mit Alexa Fluor 647 markiert. Bassoon war ebenfalls
mit Alexa Fluor 647 markiert, allerdings wurden die Proben gegen TPH2 co-gefarbt.
Die Daten zur Homer-Quantifizierung stammen aus Zweifarbenmessungen bei de-
nen Bassoon mit Alexa Fluor 647 und Homer mit Alexa Fluor 532 gefdrbt waren.
Zur spéteren Driftkorrektur wurden alle Proben vor der Messung fiir 30 min mit
Gold-Beads (Nanopartz, Gold Nanorods) in 1x PBS (1:100) beschichtet.

Eine Ubersicht iiber die untersuchten Differenzierungen, sowie die Stichproben-
zahl finden sich in

Bestimmung der Lokalisationshiufigkeiten mit Fiji. Wie im Falle des
Glutamatrezeptors wurden aus den Rohdaten mit ThunderSTORM Lokalisations-
tabellen erstellt. Die Driftkorrektur erfolgte anhand der Gold-Beads in der Probe.
Es wurden nur Lokalisationen beriicksichtigt, deren Intensitat iiber 150 (Cy5) bzw.
zwischen 150 und 1500 (Alexa Fluor 532) Photonen lag und die einen Sigmawert
(Standardabweichung des Gauss-Fits) unter 200 nm und eine laterale Fitungenau-
igkeit von weniger als 30 nm aufwiesen. Fir die so gefilterten Lokalisationen wurden
dann ein 2D Histogramm mit einer PixelgroBe von 10 nm px~! erstellt.

Um aus dem 2D Histogramm die Lokalisationen pro Fliche zu gewinnen, wurde
ein Makro geschrieben, welches die im Bild vorhandenen Fasern erkennt und als
Maske auf das 2D Histogramm angewendet. Fiir GIuT3 und Bassoon konnte die
Maske direkt anhand der eigenen Struktur erstellt werden. Fiir Homer wurde die
Maske aus dem co-gefarbten Bassoon-Signal generiert. Fiir Bassoon wurde zusétz-
lich, wenn moglich, auch eine Maske anhand des zugehorigen TPH2-Bildes erstellt,
um die Analyse auf serotonerge Neurone zu begrenzen. Allerdings war das Signal
dafiir in vielen Féllen zu schwach. Die durch das Makro erkannten Fasern wurden
manuell tiberpriift bevor die Daten weiter analysiert wurden.

Berechnung der Lokalisationen pro Flache. Die durch das Fiji Makro erhal-
tenen Werte wurden gesammelt, die Lokalisationen pro Fléche berechnet und die

Ergebnisse fiir die unterschiedlichen Genotypen und Differenzierungen verglichen.
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Tabelle 3.2.: Genotypen und Differenzierungen fiir die relative Quantifizierung
von Bassoon, Homer und GluT3. Fir jede relativ quantifizierte Struktur (Bassoon,
Homer und GluT3) und jeden Genotypen (CJ1, CJ5 und CJ7) sind die untersuchten
Differenzierungen (z.B. 2018-5, durchnummeriert) und in Klammern jeweils die Anzahl
ausgewerteter Bilder angegeben. Unter der Auflistung der Differenzierungen steht jeweils
die Gesamtzahl an Bildern n (Summe der Bilder pro Differenzierung). CJ1 ist die gesunde
Kontrolle, CJ5 und CJ7 sind an ADHS-erkrankte Patienten mit einer Duplikation (CJ5)
bzw. Deletion (CJ7) des SLC2A3-Gens.

CJ1 CJs CcJ7
2018-5 (20) 2018-5 (22) 2018-5 (23)
2018-7 (21) 2018-7 (21) 2018-7 (20)
Bassoon (Bassoon-Maske)  2018-10 (9) 2018-8 (15) 2018-8 (15)
2019-4 (5) 2019-4 (6) 2019-4 (5)
n = 55 n = 64 n = 63
2018-5 (21) 2018-5 (21) 2018-5 (22)
Bassoon (TPH2-Maske) 2018-7 (22) 2018-7 (20) 2018-7 (20)
n =43 n =41 n =42
2018-5 (8) 2018-5 (5) 2018-5 (5)
MEA2 (5) 2018-7 (5) 2018-7 (6)
Homer 2018-8 (6) 2018-8 (4) 2018-8 (4)
2019-4 (5) 2019-4 (5) 2019-4 (5)
n =24 n =19 n = 20
2018-11 (10) 2018-11 (9) 2018-11 (10)
2018-13 (10) 2018-13 (10) 2018-13 (12)
GluT3 2019-1 (5) 2019-1 (5) 2019-1 (2)
2019-2 (5) 2019-2 (5) 2019-2 (5)
2019-4 (7) 2019-4 (9) 2019-4 (5)
n =37 n = 38 n =34
2019-1 (5) 2019-1 (5) 2019-1 (5)
GluT3 nach Glucoseentzug 2019-2 (5) 2019-2 (5) 2019-2 (8)
2019-4 (6) 2019-4 (10) 2019-4 (6)
n =16 n = 20 n =19
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3.5. Photoschadigungsexperimente

Fiir die Experimente zur Photoschédigung wurden die Zellen ein oder zwei Tage vor
den Experimenten in Petrischalen mit eingepriagtem Gitter (ibidi, 81168) ausgesét,
sodass man sie nach der Bestrahlung wieder finden kann.

Bestrahlung. Die Versuche selbst wurden an lebenden Zellen vorgenommen,
weshalb sie in Medium ohne Phenolrot (U20S und COS-7: DMEM F12 mit 15 mM
HEPES (Sigma, D6434), HeLa: RPMI-1640 (Sigma, R7509)) stattfanden. Wenn
nicht anders angegeben, wurden die Zellen standardméfig bei 21 °C Raumtempe-
ratur mit der gewiinschten Wellenlénge, einer bestimmten Laserintensitdt und fiir
eine Dauer von 240s in Epi- oder HILO-Konfiguration bestrahlt, wobei die Gesamt-
zeit des Experiments konstant bei 2,5 h gehalten wurde. Durch die Leuchtfeldblende
wurde die Bestrahlung exakt auf die Zellen im Sichtfeld (65,5 pm x 65,5 pm) be-
grenzt und durch eine starke Aufweitung des Laserstrahls wurden eine nahezu ho-
mogene Ausleuchtung erreicht. Neben der Variation von Wellenlénge, Laserleistung,
Bestrahlungsdauer und Beleuchtungs-Konfiguration wurden weiterhin Versuche bei
37°C und unter Zugabe von Ascorbinsédure durchgefithrt. Die Messung bei 37 °C
wurde durch die Verwendung einer am Lehrstuhl gebauten Inkubationskammer,
welche auf den x-y-Tisch des Mikroskops gestellt wird, ermdglicht. Die Ascorbin-
sdure wurde eine Stunde vor der Messung mit einer Konzentration von 100 pM zu
den Zellen gegeben und nach der Bestrahlung wieder durch Medium ohne Ascor-
binsdure ersetzt.

Bestimmung der Laserleistungsdichte. Die Laserleistung wurde oberhalb
des Objektivs gemessen (LabMax-TO, Coherent). Ausgehend davon lasst sich die
Leistungsdichte I in der Probe berechnen. In der Epi-Konfiguration ergibt sich diese
einfach aus der gemessenen Leistung P und der bekannten Fléche des Sichtfeldes
Agp:

P

IEpi = AfSF (35)

In der HILO-Konfiguration entspricht die bestrahlte Fliache Ao = R - dz mit

R als Durchmesser der beleuchteten Fliache in der Schéarfeebene und dz als Dicke

des gebrochenen Lichtbiindels ( ). Nach Tokunaga et al. lasst
sich &z durch &z = tafe berechnen, wobei © der Einfallswinkel des Lichtblatts

ist und R aufgrund der Begrenzung der Bestrahlung auf das Sichtfeld bekannt ist
(R = 65,5um). Um O zu erhalten, wurde ein realistischer HILO-Winkel einmalig

mithilfe einer gefirbten Probe eingestellt, die Position, an welcher der Laserstrahl
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die Wand trifft, als Referenzpunkt fiir zukiinftige Messungen markiert und der
Winkel dann mittels einfacher Trigonometrie berechnet. Somit kann dann auf dz

riickgeschlossen und die Leistungsdichte bestimmt werden:

P P P
HILO Amro  R-&  R? an (3.6)

Durch Fehler bei der Justierung der Leuchtfeldblende, der Bestimmung von ©
und der Messung der Laserleistung, ist bei der Berechnung der Leistungsdichte von
einer Ungenauigkeit von 5 — 6% auszugehen.

Langzeitbeobachtung nach Bestrahlung. Nach der Gesamtdauer von 2,5h
wurde das Medium durch frisches Medium ersetzt und die bestrahlten Zellen in
einem Tischmikroskop mit Inkubator (BioStation IM, Nikon) fiir 20 — 24 h im Pha-
senkontrast beobachtet. Dazu wurde alle 5min ein Bild aufgenommen und diese
Bilder schliellich zu einem Film zusammengesetzt, welcher dann hinsichtlich Tei-
lungsfiahigkeit, Apoptose und anderer morphologischer Verdnderungen analysiert
wurde. Insbesondere wurde der Anteil toter und erstarrter Zellen bestimmt und als
quantitatives Mafl der Photoschidigung verwendet.

Aktin- und Mikrotubuli-Farbung. Um herauszufinden, ob Zellen, die durch
die Bestrahlung erstarren (siehe ), einen ahnlichen Zustand
aufweisen wie nach einer chemischen Fixierung, wurde das Cytoskelett (Mikro-
tubuli und Aktin) solcher Zellen gefirbt. Dazu wurden U20S-Zellen der stabil
transfizierten Zelllinie bei 37°C fiir 240s bei 405nm mit einer Leistungsdichte
von 0,05kWcem—2 (Mikrotubuli-Férbung) beziehungsweise 0,24 kW cm~2 (Aktin-
Féarbung) bestrahlt und anschlieBend gefarbt und mikroskopiert. Der hierzu verwen-
dete Schaltpuffer bestand aus 100 mM S-Mercaptoethylamin (MEA), 4% Glucose,
10 U/ml Glucoseoxidase und 200 U/ml Catalase in 1x PBS und wurde auf einen
pH-Wert von 7,4 eingestellt.

3.6. SIM

SIM-Bilder wurden an einem kommerziellen Mikroskop (ELYRA, Zeiss) mit einem
Olimmersionsobjektiv (Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil Dic M27) aufgenommen. Die
Fluorophore wurden mit Lasern der Wellenldnge 643 nm (Alexa Fluor 647), 561 nm
(Alexa Fluor 555), 488 nm (Alexa Fluor 488) und 405 nm (DAPI) angeregt und das
Fluoreszenzlicht mit passenden Detektionsfiltern aufgereinigt: LP 655 (Alexa Fluor
647), BP 570-620 + LP 750 (Alexa Fluor 555), BP 495-550 + LP 750 (Alexa Fluor
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488) und BP 420-480 + LP 750 (DAPI). Die Aufnahmen erfolgten mit fiinf Rotatio-
nen und finf Verschiebungen der Phasen des Beleuchtungsmusters. Die erhaltenen
Daten wurden mit der ZEN Software (Zeiss) im manuelle Modus prozessiert. Hier-
bei wurden die Standard ELYRA Einstellungen iibernommen, jedoch die Option
,2Raw Scale* aktiviert, um den dynamischen Umfang unverédndert beizubehalten
und somit die Vergleichbarkeit unterschiedlicher Proben zu garantieren. Anschlie-
Bend wurden die vier Farbkanile mit der ZEN Software zueinander ausgerichtet.
Zur Visualisierung dreidimensionaler Strukturen wurden Z-Stapel mit 125nm
Intervallen aufgenommen. Die Prozessierung erfolgte wie oben beschrieben. Die
3D-Rekonstruktion und Animation der prozessierten Bilder wurden anschlielend

mit Imaris (Bitplane) vorgenommen.

3.7. Verwendete Software

Solis. Mit der Software Solis der Firma Andor wurden die an den dSTORM-
Eigenbauten genutzten Kameras von Andor gesteuert. Sie wurde genutzt um sdmt-
liche kamerabedingten Aufnahmeeinstellungen (z.B. Integrationszeit, Gain, Anzahl
der aufgenommen Bilder) vorzunehmen.

Lasersteuerung. Um die Laserleistung an den dSTORM-Aufbauten zu regulie-
ren wurde die jeweils vom Hersteller zur Verfiigung gestellte Software verwendet:
TOPAS iBeam smart GUI von TOPTICA, OPSL gui von Coherent und Remo-
teApp von Laser Quantum.

ZEN. Die Steuerung des SIM ELYRA (Zeiss), sowie die Prozessierung und Aus-
richtung der SIM-Daten erfolgte mit der von Zeiss herausgegebenen Mikroskopsoft-
ware ZEN.

BioStation IM. Das Tischmikroskop BioStation IM (Nikon) wurde mit der von
Nikon mitgelieferten Software bedient.

Fiji. Die auf ImageJ basierende Open Source Software Fiji | | wurden
fiir verschiedenen Analysen mikroskopisch aufgenommener Bilder verwendet (siehe
oben). Unter anderem kamen die Plugins ThunderSTORM | ] und bUnwar-
pJ [ | zur Anwendung. AuBerdem habe ich einige eigene Makros zur Daten-
auswertung geschrieben.

rapidSTORM. Neben ThunderSTORM (Fiji Plugin) wurde die Software rapid-
STORM | | zur Prozessierung aufgenommener dSTORM Daten (Lokalisati-
on der Fluorophore und Rekonstruktion des hochaufgelosten Bildes) verwendet.

Imaris. Die von Bitplane entwickelte Bildanalysesoftware Imaris wurde zur Vi-
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sualisierung dreidimensionaler SIM-Daten verwendet.

OriginLab. Mit der Software OriginLab wurden quantitative Daten analysiert
und grafisch dargestellt.

CorelDraw. Die Erstellung sdmtlicher Abbildungen erfolgte mit dem Vektor-

grafikprogramm Corel Draw.
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4 | Ergebnisse und Diskussion

4.1. Photoschiadigung durch hochauflésende

Fluoreszenzmikroskopie

Die Bestrahlung mit bei SMLM-Versuchen typischerweise verwendeten Laserinten-
sititen (1—3 kW cm—2) kann zur Photoschidigung der untersuchten Zellen fiihren
(siehe Unterabschnitt 2.2.2). Eine relativ einfache Methode um zu tiberpriifen, ob
und wie stark die bestrahlten Zellen beschéidigt sind, besteht darin, sie nach der
Bestrahlung 20-24 h zu beobachten.

Abbildung 4.1.: Kategorisierung nach Schwere der Photoschadigung. Beobachtet
man bestrahlte Zellen (innerhalb der griinen Quadrate) nach der Bestrahlung fiir 20-24 h,
kann man sie abhéngig vom Grad der Photoschadigung in drei Kategorien einteilen: (a)
Ungeschadigte Zellen sehen morphologisch aus wie unbestrahlte Zellen, bewegen und tei-
len sich. (b) ,,Apoptotische" Zellen leben nur noch wenige Stunden weiter, |6sen sich dann
ab und sterben. (c) ,Erstarrte” Zellen wirken wie fixiert und haften fest an der Ober-
fliche. Die gezeigten Bilder wurden 1,15h (¢1), 6,15h (¢2), 10,30h (¢3) und 16,30h
(t4) nach der Bestrahlung (0,00kWcm~2 (a), 0,49kWcm~2 (b) bzw. 1,50 kW cm~2
(c) bei 514nm fiir 2405s) in einem Tischmikroskop mit Inkubator aufgenommen. Die
zugehdrigen Videos sind in [ | veréffentlicht. Die Pfeile markieren sich teilen-
de (gestrichelte Pfeile), apoptotische (durchgezogene Pfeile) beziehungsweise erstarrte
(Pfeilkdpfe) Zellen. Der MaBstabsbalken entspricht 50 pm. Diese Abbildung wurde leicht
abgewandelt aus: ,Light-induced cell damage in live-cell super-resolution microscopy"
(https://doi.org/10.1038/srep15348) von Waldchen et. al. | ], lizenziert unter
CC BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Bereits in meiner Masterarbeit konnte ich so zeigen, dass man die bestrahlten
Zellen in drei unterschiedlich stark geschidigte Kategorien einteilen kann (

): (1) ,,Gesunde“ Zellen, die sich in Morphologie und Zellteilung wiahrend
der Beobachtungszeit nicht von unbestrahlten Zellen unterscheiden. (2) ,,Apopto-
tische* Zellen, die keine oder eine verlangsamte Zellteilung zeigen, sich von der
Oberfldche ablésen und sterben, wobei hier nicht sicher ist, ob es sich um Apoptose
oder eine andere Art von Zelltod handelt. (3) ,,Erstarrte Zellen, die sich nicht mehr
teilen oder bewegen und fest an der Oberfliche zu haften scheinen. Im Folgenden
werden ,,apoptotische” und ,erstarrte” Zellen in den meisten Féllen der Einfachheit
halber als ,tot* zusammengefasst.

Mit Hilfe dieser Einteilung wurde der durch Bestrahlung hervorgerufene Grad der
Photoschadigung unter verschiedenen Bedingungen untersucht und quantifiziert.
Dazu ermittelte ich jeweils den Anteil apoptotischer, erstarrter oder toter Zellen
in Folge der Bestrahlung. Wenn nicht ausdriicklich anders angegeben, wurden die
Messungen an der stabil mit dem Konstrukt CLIP-H2B transfizierte U20S-Zelllinie
(siehe ) durchgefithrt und die Zellen mit einer Wellenlénge von
514 nm, fiir eine Dauer von 240s und bei Raumtemperatur (21 °C) bestrahlt. Um

die gefunden Zusammenhénge verstdndlich und vollstdndig darzustellen, werden

hier auch einige Messdaten, die ich wéhrend meiner Masterarbeit (] | erfasst
habe, mit einbezogen (Zuordnung siche ). Der Grofiteil der gezeigten
Ergebnisse wurde in | | verdffentlicht.

4.1.1. Intensititsabhingigkeit

In einer ersten Reihe an Versuchen, habe ich analysiert, inwiefern der Grad der
Photoschédigung von der verwendeten Laserintensitét (0-3 kW cm™—2) abhingt. Wie
zu erwarten, nimmt die Photoschiddigung mit steigender Laserintensitit zu. Tragt
man den Anteil toter Zellen in Abhéngigkeit der verwendeten Laserintensitét (1)
auf, zeigt sich ein sigmoidaler Kurvenverlauf (siche fir unbehandelte

U20S-Zellen), welcher sich mit einer logistischen Funktion der Form

Al — A2
Anteil toter Zellen = ———— + A2 4.1
1+ (I/I50)P (4.1)
fitten lasst, wobei Al und A2 dem unteren beziechungsweise oberen Séttigungs-
wert entsprechen, I5g den Wendepunkt darstellt und damit die Laserintensitat wi-

derspiegelt, bei welcher 50% aller Zellen tot sind und p die Steilheit der Kurve
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4.1. Photoschidigung durch hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie

beschreibt. Der Fit erfolgte ungewichtet. A1 und A2 wurden auf 0 beziehungsweise
1 gesetzt. Bei manchen Datensitzen mussten wenige Ausreifler maskiert werden,
damit der Fit konvergiert. Diese sind in den jeweiligen Grafen kenntlich gemacht.
Alle Diagramme, welche nicht in diesem Kapitel gezeigt werden, finden sich im
Anhang ( )

Den I59p-Wert kann man als quantitatives Maf} der Sensitivitidt gegeniiber Photo-
schidigung verwenden. Je héher I5g, desto widerstandsfdhiger sind die untersuchten

Zellen hinsichtlich der erfahrenen Bestrahlung.

Q
O
@]

12, tot
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0,54 _
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Abbildung 4.2.: Intensitatsabhadngigkeit der Photoschadigung bei unbehandelten
U20S-Zellen. Mit steigender Intensitat der Bestrahlung (514 nm, 2405, 21°C) nimmt
der Anteil toter (a) und erstarrter (b) Zellen zu. Dabei zeigt sich ein sigmoidaler Verlauf,
welcher sich durch die angegebene logistische Funktion fitten lasst. Aus diesem Fit erhalt
man den Wert bei, welchem 50% aller bestrahlten Zellen tot beziehungsweise erstarrt
sind (I50, durch blaue gestrichelte Linien kenntlich gemacht). Dieser ist fiir die beiden
hier gezeigten Datensatze in c dargestellt. Rote Datenpunkte mussten maskiert werden,
damit der Fit konvergiert. Fehlerbalken in den Punktdiagrammen zeigen die Standard-
abweichung, in den Balkendiagrammen den Standardfehler des Fits. Die Grafen a und b
wurden abgewandelt aus: , Light-induced cell damage in live-cell super-resolution micros-
copy” (https://doi.org/10.1038/srep15348) von Waldchen et. al. | |, lizenziert
unter CC BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Einfluss zusitzlicher Stressfaktoren: Transfektion und Farbung

Sowohl stabile Transfektion, als auch Farbung und Photoschalten des Farbstoffes
(hier TMR), konnen fiir Zellen zusétzlichen Stress bedeuten. Um zu iiberpriifen, ob
sie dadurch anfalliger fiir Photoschédigung sind, wurden die I5o-Werte wildtypischer
U208S-Zellen, stabil mit CLIP-H2B transfizierter U20S-Zellen und stabil mit CLIP-
H2B transfizierter und mit TMR gefarbter U20S-Zellen verglichen. Dabei zeigte
sich, dass sowohl die stabile Transfektion als auch die Féarbung zu einer erhéhten
Sensitivitat gegeniiber Photoschadigung fithren ( und ):
Liegt der Iso-Wert unbehandelter und ungefirbter U20S-Zellen bei 0,43 kW cm ™2,
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Tabelle 4.1.: Intensitatsabhangigkeit der Photoschadigung. Als quantitatives MaB
fir die Schwere der Photoschadigung wurde der I5o -Wert fiir verschiedene Zelltypen
und im Falle von U20S-Zellen bei unterschiedlichen experimentellen Bedingungen (CLIP-
H2B: stabil mit CLIP-H2B transfizierte Zelllinie, TMR: mit TMR gefarbte Zellen, 37 °C:
Bestrahlung bei 37°C, AS: Zugabe von 100 pM Ascorbinsidure wahrend der Bestrah-
lung) ermittelt (angegebener Fehler entspricht dem Standardfehler aus dem Fit, n.e.:
nicht ermittelbar). Die Anzahl der insgesamt bestrahlten und ausgewerteten Zellen zur
Berechnung des i59-Werts ist durch n angegeben. Einen Teil der Daten habe ich im
Rahmen meiner Masterarbeit erfasst (MSc), die restlichen Daten sind wahrend mei-
ner Promotion (PhD) entstanden. Diese Tabelle stammt leicht abgewandelt und er-
weitert aus: , Light-induced cell damage in live-cell super-resolution microscopy" (htt-
ps://doi.org/10.1038/srep15348) von Waildchen et. al. [ ], lizenziert unter CC
BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Zelltyp Bedingung Tso [lkWem™] n | MSc/PhD
tot erstarrt

U208 - 0,43 +0,01 | 1,06+ 0,02 | 404 PhD
U208 CLIP-H2B 0,344+0,02 | 1,314+0,06 | 707 MSc
U20S | CLIP-H2B + TMR | 0,244+0,01 | 1,38 40,03 | 599 MSc
U20S | CLIP-H2B + 37°C | 0,58 £0,05 | 1,06 £ 0,03 | 385 PhD
U208 CLIP-H2B + AS 0,54 + 0,06 n.e. 458 PhD
COS-7 - 0,53+0,01 | 0,88+0,04 | 239 PhD
HeLa - 2,82 +0,62 n.e. 256 PhD

ist er fiir transfizierte Zellen noch 0,34 kW cm™2 und fiir transfizierte und geférbte
Zellen nur noch 0,24 kW cm 2.

Photoschidigung verringern: 37 °C und Ascorbinsiure

Wenn zusétzliche Stressfaktoren die Sensitivitéit gegeniiber phototoxischen Effekten
erhohen, kommt die Frage auf, ob sie gleichfalls verringert werden kann, wenn man
den Zellen besonders gute Bedingungen bietet. Um dies zu beantworten wurden zwei
weitere Messreihen durchgefiithrt ( ). Im ersten Fall wurden die Zellen
statt bei Raumtemperatur bei 37°C (Kulturbedingung) bestrahlt. Dadurch konn-
te der Iso-Wert deutlich erhoht werden (von 0,34 kW ecm=2 auf 0,58 kW cm—2). Im
zweiten Experiment wurde dem Medium wéhrend der Bestrahlung 100 pM Ascor-
binsdure als Antioxidans zugesetzt. Auch hierdurch wurden die Zellen toleranter ge-

geniiber Photoschidigung (I50-Wert von 0,54 kW cm ™2 anstelle von 0,34 kW cm™2).
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Abbildung 4.3.: Photoschadigung bei stabil transfizierten und gefarbten Zellen.
Durch die stabile Transfektion mit dem Konstrukt CLIP-H2B (a), sowie durch die Far-
bung dieser stabilen Zelllinie mit TMR (b) erfahren die Zellen zusatzlich zur Bestrahlung
(514 nm, 2405, 21 °C) Stress. Vergleicht man die aus dem Fit gewonnenen I5o-Werte mit
denen der untransfizierten und ungefarbten U20S-Zellen ( und ),
zeigt sich eine schrittweise Abnahme diesen Werts und damit eine hdhere Sensitivitat ge-
geniiber Photoschadigung (c). Rote Datenpunkte mussten maskiert werden, damit der
Fit konvergiert. Fehlerbalken in den Punktdiagrammen zeigen die Standardabweichung,
in den Balkendiagrammen den Standardfehler des Fits. Die Grafen a und b wurden leicht
abgewandelt aus: ,Light-induced cell damage in live-cell super-resolution microscopy"
(https://doi.org/10.1038/srep15348) von Waldchen et. al. | ], lizenziert unter
CC BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Verschiedene Zelltypen

Verschiedene Zelltypen unterscheiden sich stark in ihren Eigenschaften und ihrer
Reaktion auf duflere Einfliisse | ], sodass zu erwarten ist, dass sie auch hin-
sichtlich Photoschidigung von einander abweichen. Aus diesem Grund habe ich
neben U20S-Zellen auch HeLa- und COS-7-Zellen bestrahlt und analysiert (

). Hierbei zeigten die COS-7-Zellen eine mit der von U208S-Zellen ver-
gleichbare Sensitivitit gegeniiber Photoschidigung (I59 ~ 0,5kW ecm™2), withrend
sich die HeLa-Zellen als deutlich widerstandsfahiger erwiesen und selbst bei der
hochsten verwendeten Laserintensitit (2,5 kW cm~2) noch eine Uberlebensrate von
ungefihr 50% aufwiesen. Der berechnete Iso-Wert liegt mit 2,8 kW cm ™2 mehr als
fiinffach so hoch wie fiir U20S- und COS-7-Zellen.

4.1.2. Wellenlinge

Kurzwelliges Licht ist energiereicher als langwellige Strahlung | ], weshalb die
Vermutung nahe liegt, dass die Wellenldnge den Grad der Photoschadigung beein-
flusst. Bereits in meiner Masterarbeit habe ich Zellen der stabil transfizierten U20S-

Zelllinie mit verschiedenen Wellenldngen (405 nm, 488 nm, 514 nm, 561 nm, 639 nm)
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Abbildung 4.4.: Photoschadigung bei 37 °C und unter Zugabe von Ascorbin-
sdure. Die Bestrahlung (514nm, 240s) bei 37°C (a) und die Zugabe von 100 pM
Ascorbinsidure (b) erhéhen den Isp-Wert (c). Die stabil mit CLIP-H2B transfizier-
ten Zellen werden also durch die Bestrahlung weniger stark geschadigt als bei 21°C
und ohne den Zusatz von Ascorbinsiure ( und ). Fehler-
balken in den Punktdiagrammen zeigen die Standardabweichung, in den Balkendia-
grammen den Standardfehler des Fits. Die Grafen a und b wurden leicht abgewan-
delt aus: ,Light-induced cell damage in live-cell super-resolution microscopy” (htt-
ps://doi.org/10.1038 /srep15348) von Waldchen et. al. | ], lizenziert unter CC
BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

und unterschiedlichen Intensitéiten (0,2-2kW cm~2) bestrahlt | ]. Im Rahmen
meiner Promotion habe ich diese Messungen um weitere Intensitéiten (0,02 kW cm—2
bei 405 nm, sowie 4 und 6 kW cm™—2 bei 639 nm) ergéinzt.
Durch diese Experimente konnte ich zeigen, dass die Bestrahlung mit kurzwel-
ligem Licht um ein Vielfaches schédlicher ist als mit langeren Wellenlédngen (
und ). Wurden die Zellen beispielsweise mit 0,02 kW cm ™2
bestrahlt, sterben bei 405 nm alle Zellen, wéhrend Zellen die mit der gleichen Inten-
sitdt bei 514 nm bestrahlt wurden, zu 100% tberleben. Im Falle von 639 nm fithrt

selbst die Bestrahlung mit 6 kW cm™—2 nur bei weniger als 5% der Zellen zum Tod.

4.1.3. Dosis, kontinuierliche und gepulste Bestrahlung

Wie sich gezeigt hat, reichen bei einer Bestrahlung mit 405 nm bereits geringe Inten-
sitdten aus, um einen hohen Grad an Photoschidigung zu verursachen. Vor allem
bei PALM wird genau diese Wellenldnge benétigt, um Fluoreszenzproteine zu ak-
tivieren, konvertieren oder schalten (siehe ). Allerdings werden die
Zellen dabei hdufig nicht kontinuierlich, sondern gepulst bestrahlt. Die folgende
Versuchsreihe diente dazu, herauszufinden, ob sich CW und gepulste Bestrahlung
unterschiedlich auf den Grad der Photoschédigung auswirken. Dazu wurden die Zel-

len einer Intensitét von 0,02 kW cm™2 bei einer Wellenléinge von 405 nm ausgesetzt.
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Abbildung 4.5.: Photoschidigung bei verschiedenen Zelltypen. Hela- (a) und COS-
7-Zellen (b) werden durch Bestrahlung (514 nm, 2405, 21 °C) weniger beziehungsweise
ahnlich stark geschadigt wie U20S-Zellen (c, und ). Selbst bei
der héchsten angewendeten Bestrahlungsintensitat sterben nur etwa 50% der bestrahlten
Hela-Zellen (a). Fehlerbalken in den Punktdiagrammen zeigen die Standardabweichung,
in den Balkendiagrammen den Standardfehler des Fits. Die einzelnen Grafen wurden leicht
abgewandelt aus: ,Light-induced cell damage in live-cell super-resolution microscopy"
(https://doi.org/10.1038/srep15348) von Waldchen et. al. | ], lizenziert unter
CC BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Die Aufnahmezeit wurde konstant bei 240s gehalten, wihrend Pulsfrequenz (CW,
10 Hz, 5Hz, 1Hz) und Pulsdauer (CW, 500 ms, 100 ms, 50 ms, 20 ms, 10 ms, 2 ms,
1 ms) variiert wurden, sodass die Gesamtbestrahlungszeit zwischen 2,4s und 120s

lag und die Zellen somit unterschiedlichen Bestrahlungsdosen ausgesetzt waren.

Die Auswertung der erhaltenen Daten ( und ) zeigt,
dass bereits eine Gesamtbestrahlungszeit von 60s oder mehr ausreicht, um bei
100% der bestrahlten Zellen zum Zelltod zu fithren. Hierbei spielt es keine Rolle, ob
die Zellen kontinuierlich oder gepulst bestahlt wurden, eine niedrige Pulsfrequenz
mit einer langen Pulsdauer oder eine hohe Pulsfrequenz mit einer kurzen Pulsdauer
kombiniert wurden. Beziiglich des Anteils erstarrter Zellen, ist der Anteil jedoch fiir

gepulst bestrahlte Zellen héher als fiir Zellen, die durchgéingig bestrahlt wurden.

Betrachtet man Zellen, die insgesamt fiir 24 s bestrahlt wurden, beobachtet man,
dass Zellen, die durchgiingig (CW) bestrahlt wurden, eine héhere Uberlebensrate
(etwa 85%) zeigen als jene, die eine gepulste Bestrahlung erfahren haben (ungefahr
1-10%), obwohl sie alle der gleichen Bestrahlungsdosis ausgesetzt waren. Vergleicht
man den Grad der Photoschddigung der gepulst bestrahlten Zellen untereinander,
findet man zwischen variierenden Pulsfrequenzen und Pulsdauern keinen Unter-

schied, so lange die Gesamtbestrahlungszeit bei 24 s bleibt.

Bei einer Gesamtbestrahlungszeit von 2,4 s erweist sich die Kombination aus einer

kurzer Pulsdauer und einer hohen Frequenz als weniger schidlich als die Bestrah-
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Abbildung 4.6.: Wellenlangenabhangigkeit der Photoschadigung. Die durch Be-
strahlung (2405, 21 °C) verursachte Photoschidigung der mit CLIP-H2B stabil trans-
fizierten U20S-Zellen ist stark wellenlangenabhangig. Je kiirzer die Wellenlange, desto
hoher ist der Anteil der toten beziehungsweise erstarrten Zellen (siehe auch ).
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Im Fall des Sternchens wurden keine toten
Zellen beobachtet. Fiir jede Bedingung wurden 10 — 50 Zellen untersucht. Die Abbildung
wurden leicht abgewandelt aus: , Light-induced cell damage in live-cell super-resolution
microscopy" (https://doi.org/10.1038/srep15348) von Waldchen et. al. | ], lizen-
ziert unter CC BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

lung mit langeren Pulsdauern und niedrigeren Frequenzen, auch wenn die Bestrah-
lungsdosis die selbe ist. Bei einer Bestrahlung mit einer Pulsfrequenz von 10 Hz und
einer Pulsdauer von 1ms konnten keine phototoxischen Auswirkungen beobachtet

werden.

4.1.4. Erstarrte Zellen - Fixierung durch Bestrahlung

Wie oben beschrieben, scheinen erstarrte Zellen durch die Bestrahlung abrupt zu
sterben. Sie zeigen keinerlei Mobilitadt mehr und haften fest an der Oberflache. So-
mit erinnern sie stark an chemisch fixierte Zellen. Um zu testen, ob sie sich wirklich
in einem der chemischen Fixierung ahnlichen Zustand befinden, wurden in zwei
separaten Experimenten nach ausreichend intensiver Bestrahlung Aktin (Phalloi-
din) beziehungsweise S-Tubulin (Taxol) gefirbt und die Zellen mittels dSTORM
mikroskopiert. Es wurde dabei keine zusatzliche chemische Fixierung oder Per-
meabilisierung vorgenommen. Auf den aufgenommenen Bildern ist zu sehen, dass
das Aktinskelett in den nicht bestrahlten Bereiche der Zelle intakt und fixiert ist,
wéhrend es im bestrahlten Teil der Zelle zerstort wurde ( a). Die Mi-

krotubuli sind in der gesamten Zelle depolymerisiert ( b).

60


https://doi.org/10.1038/srep15348
https://doi.org/10.1038/srep15348
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

4.1. Photoschidigung durch hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie

1,04 T %: tot
erstarrt

c

Q@

5

N

—_

[0}

ol

3 0,5

‘T

3

C

" ﬂ]
*

00 == 1 EE _
2,4 12 24 60 120 Gesamtbestrahlungszeit [s]

10| 5|1 |5 |10|5 |1 |cw| 5 |cw| 1 |cw Pulsfrequenz[Hz]
1] 2 [10]10| 10| 20 [100| cw | 50 | cw |500 | cw Pulsdauer [ms]

Abbildung 4.7.: Photoschadigung bei kontinuierlicher und gepulster Bestrah-
lung. Bei gleicher Gesamtbestrahlungszeit werden mit CLIP-H2B stabil transfi-
zierte U20S-Zellen durch gepulste und kontinuierliche (CW) Bestrahlung (405nm,
0,02kW cm—2, 240's Aufnahmezeit, 21 °C) unterschiedlich stark geschidigt (siehe auch

), wobei sich CW-Bestrahlung weniger schadlich auswirkt als gepuls-
te Bestrahlung. Die Einhaltung sehr kurzer Gesamtbestrahlungszeiten (2,4s) ermog-
licht die Verwendung der sonst sehr schadlichen Wellenlange von 405nm ohne den
Tod der bestrahlten Zellen zu verursachen. Fehlerbalken zeigen die Standardabwei-
chung. Im Fall des Sternchens wurden keine toten Zellen beobachtet. Fiir jede Be-
dingung wurden 10 — 50 Zellen untersucht. Die Abbildung wurden leicht abgewan-
delt aus: ,Light-induced cell damage in live-cell super-resolution microscopy"” (htt-
ps://doi.org/10.1038/srep15348) von Waldchen et. al. | ], lizenziert unter CC
BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

4.1.5. Photoschiadigung durch hochauflésende

Fluoreszenzmikroskopie - Diskussion

Die durchgefiihrten Experimente haben gezeigt, dass in lebenden Zellen durch Be-
strahlung mit hohen Laserintensitaten starke phototoxische Effekte hervorgerufen
werden. Die Schwere dieser Photoschadigung hingt dabei wie zu erwarten stark von
Intensitdt und Wellenlédnge ab, wird aber auch von vielen weiteren Faktoren beein-
flusst. Im Folgenden mochte ich die Ergebnisse des Projektes Schritt fir Schritt
diskutieren und gleichzeitig herausstellen, inwiefern man das gewonnene Wissen
anwenden kann, um SMLM mit lebenden Proben zu vereinbaren.
Photoschadigung erkennen. Eine sehr wichtige Erkenntnis des Photoscha-
digungsprojektes ist, dass es nicht ausreicht, den Zustand und die Vitalitdt be-
strahlter Zellen unmittelbar nach der Messung zu beurteilen wie es bisher haufig
gingige Praxis war | : : ]. Die in dieser Arbeit als ,,apopto-
tisch® bezeichneten Zellen zeigten in den meisten Féllen direkt an die Bestrahlung
anschliefend eine normale Morphologie und Mobilitdt und begannen sich erst meh-

rere Stunden nachdem sie bestrahlt wurden zu verdndern und schliellich zu sterben,
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Abbildung 4.8.: dSTORM-Aufnahme des Cytoskeletts erstarrter Zellen. Durch
intensive Bestrahlung erleiden die bestrahlten U20S-Zellen einen abrupten Zelltod und
erscheinen wie erstarrt. Fiir diese Aufnahmen wurden die Zellen nach der Bestrahlung
(0,24 kW cm=2 (a) bzw. 0,05 kW cm~2 (b), 405nm, 240s, 37°C) ohne zusatzliche Fi-
xierung oder Permeabilisierung mit AF647-gekoppeltem Phalloidin gegen Aktin (a) be-
ziehungsweise Taxol gegen S-Tubulin (b) gefarbt. Die gezeigten Aufnahmen sind durch
dSTORM (a) beziehungsweise einfache Weitfeldfluoreszenzmikroskopie (b) entstanden.
Die griine, gestrichelte Linie in (a) zeigt die Grenze zwischen bestrahltem und unbe-
strahltem Bereich. Wahrend das Aktinnetzwerk im nicht bestrahlten Bereich intakt ist,
ist es im bestrahlten Bereich komplett zerstért. Die Mikrotubuli (b) depolymerisieren
durch die Bestrahlung. Die MaBstabsbalken entsprechen 10 pm. Die Abbildung wurden
leicht abgewandelt aus: ,Light-induced cell damage in live-cell super-resolution micros-
copy"” (https://doi.org/10.1038/srep15348) von Waldchen et. al. | ], lizenziert
unter CC BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

da die zur Verfiigung stehenden Reparaturmechanismen nicht ausreichten, um den
entstandenen Schaden zu kompensieren. Sicherlich kann man aber davon ausgehen,
dass dieser Prozess bereits zum Zeitpunkt der Bestrahlung einsetzte. Somit ist ab-
zuwégen, ob die Zellen wiahrend der Messung noch als gesund angenommen und
die beobachteten zelluldren Prozesse als unbeeinflusst gelten kénnen. Am Anfang
jedes Lebendzellexperimentes unter der Verwendung hoher Bestrahlungsintensita-
ten sollte man sich mit dem Thema Photoschédigung auseinandersetzen und durch
Langzeitbeobachtung beurteilen, ob und wie stark die bestrahlten Zellen im durch-

gefithrten Versuch geschédigt werden.

Intensitat. Die unter beschriebenen Ergebnisse bestatigen
die erwartete starke Abhéngigkeit der Photoschiddigung von der verwendeten Laser-
intensitét ( und ). Eine effektive und sehr direkte Méglich-
keit die Photoschadigung zu reduzieren, besteht darin die verwendete Laserleistung
so weit wie moglich zu senken. Weiterhin sollten Methoden wie TIRF- | ]
oder Lattice-Light-Sheet(LLS)-Mikroskopie [ | in Erwigung gezogen wer-
den, da bei diesen die Photoschiddigung aufgrund des deutlich kleineren bestrahlten

Volumens verringert sein sollte. Wahrend sich TIRFM nur fiir Proben eignet, bei
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welchen sich die Zielstruktur nah am Deckglas befindet (siehe )s
gibt es diesbeziiglich bei der LLS-Mikroskopie keine Einschrénkungen, was sie be-
sonders interessant macht. Hier wird ein ultradiinnes Lichtblatt Ebene fiir Ebene
durch die Probe gefahren, wobei die Probe immer nur in der aktuellen Fokusebene
bestrahlt wird. Aus diesem Grund und weil die in der Probe ankommende Bestrah-
lungsintensitat duBerst gering ist | ], kann davon ausgegangen werden, dass

die Photoschiadigung deutlich reduziert wird.

Stress. Durch unterschiedliche Experimente zeichnete sich ab, dass sich verschie-
dene experimentelle Bedingungen negativ ( ), aber auch positiv (
) auf die Gesundheit bestrahlter Zellen auswirken kénnen. Erfahren die
Zellen zusétzlich zur Bestrahlung weiteren Stress, etwa durch eine Transfektion oder
durch die Farbung einer Zielstruktur, kann dies die Sensitivitdt gegeniiber Photo-
schidigung deutlich steigern. Andererseits kann man &dufleren Stress z.B. durch die
Messung bei einer optimalen Kulturtemperatur (37 °C) oder durch die Zugabe von
Ascorbinsdure als Antioxidans reduzieren und die Zellen somit widerstandsfahiger
gegeniiber der Bestrahlung machen. Demzufolge ist es empfehlenswert, abzuwégen,

welche Stressfaktoren vermieden oder reduziert werden koénnen.

Beziiglich der Transfektion sind vor allem zwei Faktoren zu berticksichtigen: (1)
Das transfizierte Protein und wie stark dieses aufgrund seiner Funktion, aber auch
seiner Grofe, in die Viabilitét der Zelle eingreift. (2) Die Transfektionsmethode (z.B.
viral, chemisch oder physikalisch) und wie gut die jeweiligen Zellen diese verkraf-
ten [ |. Dies spielt vermutlich vor allem bei der transienten Transfektion eine
wichtige Rolle, da diese nur wenige Stunden bis Tage vor der Messung stattfindet

und den Zellen deshalb nicht viel Zeit lasst sich zu erholen.

Der durch die Farbung verursachte Stress geht vermutlich sowohl auf die Fér-
bung an sich zuriick z.B. Toxizitdt des Farbstoffs, als auch auf die Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies durch das Photoblinken wihrend der Messung (siehe

). Wahrscheinlich liegt hierin auch der positive Effekte der Zugabe
von Ascorbinsdure begriindet. Diese gilt als Antioxidans und reduziert oxidativen
Stress, indem sie ROS neutralisiert [ ]. Zusétzlich kann Ascorbinsdure als Re-
duktionsmittel selbst zum Photoschalten fithren | ]. Auf die Verwendung ei-
nes Schaltpuffers hingegen sollte bei Lebendzell-Experimenten verzichtet werden, da
dieser vermutlich zusétzlichen Stress auslost und lebende Zellen, mit dem im Zytosol
in ausreichend hoher Konzentration vorliegenden Glutathion, bereits ein fiir viele

Fluorophore geeignetes Reduktionsmittel aufweisen (siehe ).

Als optimale Kultur- und Wachstumsbedingungen gelten fiir Sdugetierzellen wie
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U20S-, COS-7 oder HeLa-Zellen eine Umgebungstemperatur von 37 °C, ein COs-
Konzentration von 5% und eine relativ hohe Luftfeuchtigkeit, um Verdunstung
und in Folge dessen eine Verdnderung der Osmolaritit des Mediums zu verhindern
[ |. Diese Bedingungen waren hier sowohl vor als auch nach der Bestrahlung
durch einen Inkubator gegeben. Standardméfig erfolgte die Messung selbst aber
bei 21°C und ohne die Kontrolle von C'Oz-Gehalt und Luftfeuchtigkeit. Deshalb
verwundert es nicht, dass Zellen, die bei einer Temperatur von 37 °C und somit
unter weniger zusétzlichem Stress, bestrahlt wurden, eine héhere Bestrahlungsin-
tensitét vertragen als jene deren Bestrahlung bei 21 °C und somit bei einer deutlich
unter dem Optimum liegenden Temperatur erfolgte. Dies lasst auch vermuten, dass
ein vollstandiger Inkubator, welcher zusétzlich COs-Gehalt und Luftfeuchtigkeit
optimal einstellt, eine weitere Erhchung der Widerstandsfidhigkeit gegeniiber Pho-

toschidigung bewirken konnte.

Zelltyp. U20S-Zellen, COS-7-Zellen und HeLa-Zellen werden durch Bestrah-
lung unterschiedlich stark geschédigt ( ), was darauf hindeutet, dass
es Zelltypen gibt, die aus unbekannten Griinden besser mit Photoschiddigung umge-
hen koénnen als andere. Ist man nicht auf einen bestimmten Zelltyp festgelegt, kann
es also lohnenswert sein, bei der Zellwahl auch die Widerstandsfahigkeit gegeniiber
Photoschadigung miteinzubeziehen. Auflerdem bedeutet die unterschiedliche Anfal-
ligkeit fiir Photoschéddigung, dass die hier beschriebenen Erkenntnisse nicht einfach
auf jeden anderen Zelltyp oder gar lebenden Organismus tbertragen werden koén-

nen, sondern im Einzelfall iberpriift werden miissen.

Auch innerhalb eines Zelltyps beziehungsweise einer Zellpopulation sind Fluktua-
tionen deutlich zu beobachten (siehe groie Fehlerbalken in den einzelnen Diagram-
men). Eine Erklarung dafiir kénnte sein, dass Zellen abhéngig von ihrer aktuellen

Zellzyklusphase unterschiedlich anféllig fiir Bestrahlung sind | ].

Wellenldnge. Ich konnte zeigen, dass kurze Wellenléngen, vor allem 405 nm, um
ein Vielfaches schidlicher sind als lingere Wellenlédngen ( und
). Der Grund hierfiir sind wahrscheinlich die héhere Energie kurzer Wellenlén-
gen | |, sowie die stédrkere Absorption kurzwelligen Lichts durch die Zellen.
Dies sollte bei der Wahl des Farbstoffes beriicksichtigt werden, indem Farbstoffe
mit langen Anregungswellenldnge bevorzugt werden. Die fiir dSTORM préferier-
ten Fluorophore Alexa Fluor 647 und Cyb (siehe ) lassen sich bei
etwa 640 nm anregen und sind somit auch in Bezug auf Photoschiddigung eine gute
Wahl, da bei dieser Wellenléinge selbst bei hohen Intensitéten (2-6 kW cm™2) zu-

mindest nach der in dieser Arbeit angewendeten Methode kaum Photoschiddigung
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feststellbar ist. Vielversprechend sind auch die in den letzten Jahren entwickelten
Silizium-Rhodamin-Derivate [ |, da sie im nahen Infrarot angeregt werden

und zellpermeabel sind.

Deutlich problematischer gestaltet sich die Situation fiir PALM-Experimente, da
diese in vielen Féllen auf die Bestrahlung mit 405 nm angewiesen sind, um Fluo-
reszenzproteine zu aktivieren, konvertieren oder schalten. Bei 405 nm werden selbst
bei duBerst geringen Intensitéiten (0,02 kW cm™2) alle bestrahlten Zellen so stark ge-
schadigt, dass sie sterben und sogar erstarren. Allerdings erfolgt die Bestrahlung zur
Aktivierung, Konvertierung oder zum Schalten in PALM-Versuchen haufig gepulst,
sodass die Zellen nicht iiber die gesamte Aufnahmezeit kontinuierlich mit 405 nm
bestrahlt werden und die Gesamtbestrahlungszeit deutlich kiirzer ausfallen kann
als die Aufnahmezeit. Es hat sich gezeigt ( ), dass man auf diesem
Weg bei ausreichend geringer Gesamtbestrahlungszeit (z.B. 2,4s) durch sehr kurze
Pulsdauern (z.B. 1ms) mit geringen Intensititen (0,02kW cm~2) bei 405nm be-
strahlen kann (in diesem Beispiel fiir eine Aufnahmezeit von 240s) ohne die Zellen

zu schidigen.

Art der Bestrahlung. Beim Vergleich kontinuierlicher und gepulster Bestrah-
lung ( und ) stellte sich kontinuierliche Bestrahlung bei
gleicher Gesamtbestrahlungszeit als weniger schidlich heraus, obwohl die erfahrene
Bestrahlungsdosis die gleiche ist. Scheinbar ist die Strahlungsdosis also nicht alleine
entscheidend fiir die Schwere der Photoschédigung und Zellen kénnen eine dauer-
hafte Bestrahlung tiber einen insgesamt kurzen Zeitraum besser kompensieren als

wiederholte kurze Pulse, die von Zeiten ohne Bestrahlung unterbrochen werden.

Fixierung durch Licht. Wie in gezeigt, lassen sich Zellen vor
allem durch die Bestrahlung mit kurzen Wellenléngen z.B. 405 nm in einen fixierten
Zustand iiberfithren, der keine weitere chemische Fixierung oder Permeabilisierung
erforderlich macht. Hier wurde durch die Bestrahlung leider auch das Cytoskelett
zumindest in den bestrahlten Bereichen zerstort. Geldnge es aber die Methode inso-
fern zu verbessern, dass man eine Fixierung erreicht ohne die zelluldren Strukturen
zu schidigen, wéire dies eine elegante Methode, um Zellen auf dem Mikroskop zu
beobachten und sie dann zu einem bestimmten gewiinschten Zeitpunkt durch einen
Lichtpuls zu fixieren.

Relevanz der Ergebnisse fiir weitere dSTORM-Projekte. In den beiden
Kooperationsprojekten, die Teil dieser Arbeit waren, wurde dSTORM zur Visua-
lisierung und Quantifizierung von Glutamatrezeptoren in Drosophila melanogaster

Larven ( ) und von ADHS-assoziierten Proteinen in aus humanen iPS-
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Zellen differenzierten serotonergen Neuronen ( ) verwendet. Zwar zei-
gen die im Rahmen des Photoschiadigungsprojekts erworbenen Erkenntnisse, dass
dSTORM an lebenden Proben unter Beriicksichtigung bestimmter Voraussetzungen
ohne Photoschadigung moglich ist, doch wére die Einhaltung dieser Bedingungen
hier aus folgenden Griinden schwierig bis unmoglich gewesen. (1) Fiir einen Gro$-
teil der Experimente war es notig zwei Strukturen zu markieren und visualisieren,
sodass neben einem eher unproblematischem roten Farbstoff, auch ein bei kurzwel-
ligem und damit photoschédlichem Licht anregbares Fluorophor zum Einsatz kom-
men musste. (2) Auch wiirde man bei der Verwendung lebender Proben optimaler
Weise auf fluoreszierende Proteine und damit auf PALM zuriickgreifen, was sich auf-
grund der notwendigen Bestrahlung mit 405 nm als sehr problematisch erwiesen hat,
zumal man insbesondere bei der Quantifizierung auf lange Aufnahmezeiten ange-
wiesen ist, um alle Molekiile zu detektieren. (3) Gerade die aus humanen iPS-Zellen
differenzierten serotonergen Neurone sind sehr empfindlich, sodass sie vermutlich
in Bezug auf Photoschddigung noch sensibler als die untersuchten immortalisier-
ten Zelllinien reagieren wiirden. Aus diesen Griinden wurden die Versuche beider

Projekte an fixierten Proben durchgefiihrt.

4.2. GluR der NMJ von Drosophila melanogaster

Das Kooperationsprojekt mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Robert J. Kittel wid-
mete sich der Untersuchung der Glutamatrezeptoren an der NMJ von Drosophila
melanogaster und teilte sich in zwei Unterprojekte, deren Ergebnisse in

und besprochen werden.

4.2.1. Raumliche Anordnung von GluRIIA und GluRIIB

Die rdumliche Anordnung der funktionell unterschiedlichen A- und B-Typ-Gluta-
matrezeptoren spielt eine wichtige Rolle fiir die Stérke der synaptischen Ubertra-
gung an der NMJ (siehe ). In den meisten postsynaptischen
Verdichtungen findet man eine ringférmige Anordnung von Rezeptoren des B-Typs,
welche A-Typ-Rezeptoren im Zentrum umschliefSen. Es hat sich aber gezeigt, dass
diese Anordnung variieren kann.

In diesem Teilprojekt waren wir daran interessiert, inwiefern sich die Anordnung
in Folge elektrischer Stimulation, also durch induzierte Aktivitdt, verdndert. Dazu
hat Divya Sachidanandan die Muskeln 6 und 7 von Drosophila melanogaster Larven

im Voraus elektrophysiologisch mittels TEVC stimuliert und Muskel 6 zusétzlich
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4.2. GluR der NMJ von Drosophila melanogaster

Abbildung 4.9.: dSTORM-Aufnahme der Anordnung von A- und B-Typ-
Glutamatrezeptoren. Hier zu sehen sind beispielhafte dSTORM-Aufnahmen (pro Farbe
15000 Einzelbilder, 10 ms Integrationszeit) des stimulierten Muskels 7 (a), sowie des sti-
mulierten und geklemmten Muskels 6 (b) einer Drosophila melanogaster Larve. Mittels
indirekter Immunfarbung wurden Glutamatrezeptoren des A- (Cy5) und B-Typs (AF532)
markiert. Die quadratischen Bilder auf der rechten Seite zeigen einzelne postsynaptische
Verdichtungen und stellen VergroBerungen der in den beiden linken Bildern eingezeich-
neten Regionen (weiBe durchnummerierte Rahmen) dar. Wahrend sich bei Muskel 7 in
vielen PSDs die typische Anordnung (GIuRIIA im Zentrum, GIuRIIB als duBere Ring)
zeigt, ist sie in Muskel 6 haufig umgekehrt. Die MaBstabsbalken entsprechen jeweils
2,5 pm (linke Bilder) beziehungsweise 0,25 pm (rechte Bilder).

auf eine Potential von —60mV geklemmt (siehe ). Anschlie-
Bend hat sie die Larven fixiert und GluRIIA und GIuRIIB mittels Immunfirbung
mit Cy5 beziehungsweise AF532 markiert. Dank des symmetrischen Aufbaus der
Korperwandmuskulatur konnten Muskel 6 und 7 der anderen Korperseite als nicht
stimulierte und nicht geklemmte Kontrolle verwendet werden, sodass eine gute Ver-
gleichbarkeit garantiert ist.

Die so vorbereiteten Larven wurden schliellich mittels Zweifarben-dSTORM
(15000 Einzelbilder, 10 ms Integrationszeit) untersucht und die erhaltenen Bilder
hinsichtlich der Anordnung der beiden Rezeptortypen analysiert. Beispielhafte Bil-

der fiir die stimulierten Muskeln 6 und 7 sind in zu sehen.



4. Ergebnisse und Diskussion

Es zeigt sich, dass man im stimulierten Muskel 7 in den meisten postsynaptischen
Verdichtungen die typische Anordnung findet, bei welcher die A-Typ-Rezeptoren im
Zentrum liegen und ringférmig von B-Typ-Rezeptoren umgeben werden. Durch zu-
satzliches Klemmen des Muskels auf ein Potential von —60mV (Muskel 6) findet
eine Neuanordnung statt, sodass Rezeptoren des A-Typs nun einen Ring um Rezep-
toren des B-Typs bilden. Die Kontrollmuskeln auf der unstimulierten Seite wiesen
die gleiche Anordnung wie der stimulierte Muskel 7 (nicht gezeigt) auf. Die Zuga-
be von Forskolin, eines cAMP-Aktivators, filhrte dazu, dass sich die stimulierten
Muskeln 6 und 7 hinsichtlich der Anordnung der beiden Rezeptortypen nicht mehr
unterscheiden, da nun auch in Muskel 6 die typische Anordnung zu beobachten ist

(nicht gezeigt).

4.2.2. Quantifizierung der A-Typ-Glutamatrezeptoren pro PSD

Das zweite Teilprojekt dieser Kooperation widmete sich ausschliellich dem A-Typ-
Glutamatrezeptor ( ), dessen absolute Anzahl pro synaptischer Ver-
dichtung mittels dSTORM ermittelt wurde. Dafiir wurden die Lokalisationen pro
PSD bestimmt und von diesen auf die Anzahl riickgeschlossen, wozu eine Reihe an

Vorversuchen benétigt wurden (siehe und | ).

Abbildung 4.10.: dSTORM-Aufnahme von A-Typ-Glutamatrezeptoren an der
NMJ von Drosophila melanogaster Die A-Typ-Glutamatrezeptoren der neuromus-
kuldren Synapse einer Drosophila melanogaster Larve wurden durch indirekte Immun-
farbung mit Cy5 markiert und dieses Bild mittels dSTORM (15000 Einzelbilder, 10 ms
Integrationszeit) aufgenommen. Der MaBstabsbalken entspricht 2,5 pm.
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Als erstes wurde eine Titration des sekundéren Cy5b-gekoppelten Antikorpers bei
konstanter primérer Antikorperkonzentration (1:2000) durchgefithrt und die erhal-
tenen Lokalisationen pro PSD gegen die jeweilige Verdiinnung aufgetragen (

a). Durch die Co-Féarbung mit einem AF532-gekoppelten sekundéren
Antikorper gegen den gleichen priméren Antikérper wurde die Gesamtkonzentrati-
on an sekunddrem Antikorper konstant gehalten und das Auffinden der PSD auch
bei geringen Konzentration ermoglicht ( c). Wie in a
zu sehen, beginnt die Kurve bei einer Verdiinnung von 1 (100% Cy5-gekoppelter
Antikorper) gerade in Sattigung zu gehen. Dies entspricht der Konzentration des
sekundédren mit Cyb gekoppelten Antikérpers unter experimentellen Bedingungen,
sodass L1(2.AK) = Lpsp(2.AKgp), wodurch sich die in be-

schriebene Gleichung zu

Locpsp Li(1.AK)

WRITApsp =
GlultlHApsp = 7733 K) ™ Toen (1AKgp)

(4.2)

vereinfachen lasst. Die aus der Titration des sekundéiren Antikorpers erhaltenen

Werte sind somit fiir die Berechnung nicht mehr von Belang.

Der néchste Schritt bestand in der Titration des priméren Antikérpers bei kon-
stanter Konzentration des sekundiren Antikorpers (10% Cy5- und 90% AF532-
gekoppelter Antikorper). Die erhalten Lokalisationen pro PSD wurden nach dem
gleichen Prinzip geplottet und gefittet wie im Fall des sekundéren Antikérpers (

b). Aus dem Fit ergaben sich fiir L;(1.AK) 1583 + 216 Lokalisationen
und fir Lpgp(1.AKgp) 676 + 179 Lokalisationen. Fiir L;(1.AK) entspricht der an-
gebende absolute Fehler dem Standardfehler des Fits, fiir Lpsp(1.AKgp) wurde er
mittels Gaufscher Fehlerfortpflanzung berechnet.

Zur Ermittlung des Lg(1.AK)-Werts wurde mit einer sehr geringen Konzentration
des primédren Antikorpers (1 : 80000) und 100% Cy5-gekoppeltem Antikorper ge-
farbt ( d). Zur Identifikation der PSD wurde Bruchpilot mit AF532
co-gefiarbt. Innerhalb der identifizierten PSDs wurden dann einzelne fluoreszente
Spots, die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit einem einzelnen priméren Antikérper
zugeordnet werden kénnen, manuell ausgewertet. Aus den erhaltenen Lokalisatio-
nen/Spot wurde der Mittelwert gebildet uns so fiir Lg(1.AK) ein Wert von 31 £ 1
(Standardfehler) erhalten.

Fiir Locpsp wurde durch mehrere Messungen unter experimentellen Bedingun-
gen (1 : 2000-Verdiinnung des priméren Antikérpers und 100% Cy5-gekoppelter
Antikérper) und Bildung des Mittelwerts ein Wert von 2862 + 68 (Standardfehler)

69



4. Ergebnisse und Diskussion

bestimmt.

Schliefilich wurde aus den experimentell erhaltenen Werten fir L;(1.AK),
Lpsp(1.AKgg), Lg(1.AK) und Locpsp (siehe auch ) mit oben beschrie-
bener Gleichung die Anzahl der A-Typ-Glutamatrezeptoren pro PSD berechnet:

9862+ 68 1583 & 216
WRITApsp — — 215 4+ 65. A
GluRIIApsD = =77~ X Gre =179 5£65 (4.3)

Der angegebene absolute Fehler wurde mittels Gaufischer Fehlerfortpflanzung aus

den relativen Fehlern der einzelnen Variablen berechnet.

Tabelle 4.2.: Quantifizierung der A-Typ-Glutamatrezeptoren pro PSD. Durch
verschiedene Vorversuche wurden die Werte fiir Ly (1.AK), Lpsp(1.AKeg), Le(1.AK)
und Locpsp experimentell ermittelt. Daraus wurde dann die Anzahl der A-Typ-
Glutamatrezeptoren GluRIIApsp berechnet. Bei den angegebenen absoluten Fehlern han-
delt es sich um den Standardfehler des Fits (L;(1.AK)), die per GauBscher Fehler-
fortpflanzung berechneten Fehler (Lpsp(1.AKgg) und GluRIIApsp) beziehungsweise die
Standardfehler (Lg(1.AK), Locpsp).

Ll(lAK) LPSD(l.AKEB) LE(].AK) LOCPSD Gl’U,RIIAPSD
1583 + 216 676 £ 179 31£1 2862 £ 68 215 + 65

4.2.3. Glutamatrezeptoren der NMJ von Drosophila melanogaster
- Diskussion

Riaumliche Anordnung der A- und B-Typ-Glutamatrezeptoren. Die Aus-
wertung der mittels dSTORM erhaltenen Daten hat gezeigt, dass sich die rdumliche
Anordnung von GIuRIIA und GIuRIIB verédndert, wenn der Muskel wéhrend der
elektrischen Stimulation auf ein Potential von —60 mV geklemmt wird. Dies lésst
sich mit den unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften der beiden Rezeptor-
typen erkldren, die sich darin &uflern, dass GIuRIIA deutlich langsamer desensiti-
siert und groBere Miniaturstrome aufweist als GIuRIIB | |. Durch diese funk-
tionelle Verschiedenheit nehmen GluRITA und GIuRIIB unterschiedlichen Einfluss
auf die synaptische Ubertragung und durch Verdnderungen ihrer Zusammensetzung
innerhalb der PSD kann die NMJ auf verdnderte neuronale Aktivitit reagieren. Die-
se synaptische Plastizitat wird durch das Klemmen und die dadurch unterbundene
Depolarisation induziert und scheint sich unseren Ergebnissen zur Folge in einer
verdnderten rdumlichen Anordnung zu zeigen, bei welcher nicht mehr GluRITA im

Zentrum und GluRIIB in der Peripherie vorliegen, sondern umgekehrt.
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Abbildung 4.11.: Quantifizierung der A-Typ-Glutamatrezeptoren. Zur absoluten
Quantifizierung der A-Typ-Glutamatrezeptoren (GIuRIIA) pro PSD wurden eine Reihe
an Vorversuchen benétigt (siehe ): (1) Eine Titration des sekun-
daren mit Cy5-gekoppelten Antikérpers (a+c) bei konstanter primarer Antikorperkon-
zentration (1 : 2000), sowie einer Co-Farbung mit einem sekundaren AF532-gekoppelten
Antikorper. (2) Eine Titration des primaren Antikorpers (b) bei konstanter sekundarer
Antikorperkonzentration (90% Cy5- und 10% AF532-gekoppelt). (3) Ermittlung der Lo-
kalisationen pro primarem Antikorper durch ein sehr geringe Konzentration des primaren
Antikérpers (1 : 80000, 100% Cy5-gekoppelter sekundarer Antikérper) und Co-Farbung
(AF532) gegen Bruchpilot (BRP). Die durch die Titrationen (a+b) erhaltenen Lokali-
sationen pro PSD (Mittelwert) wurden gegen die jeweilige Verdiinnung aufgetragen und
mit der angegebenen logistischen Funktion gefittet. Die eingezeichneten Fehlerbalken
entsprechen dem Standardfehler. Oberhalb der Punktdiagramme (a+b) ist die GIuRIIA-
Farbung schematisch bei hohen (jeweils links) und niedrigen (jeweils rechts) Verdinnun-
gen des sekundiren (2.AK) beziehungsweise primaren (1.AK) Antikorpers dargestellt.
Die dSTORM-Aufnahmen (15000 Einzelbilder, 10 ms Integrationszeit) zeigen beispiel-
haft einzelne PSDs, welche fir die Titration des sekundéren Antikdrpers (c) und die
Ermittlung der Lokalisationen pro primarem Antikérper (d) ausgewertet wurden. Der
MaBstabsbalken entspricht 250 nm.
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Durch die Zugabe von Forskolin, einem cAMP-Aktivator, wird diese Neuanord-
nung jedoch interessanterweise unterbunden. Es ist bekannt, das cAMP eine wichti-
ge Rolle fir synaptische Plastizitét spielt | | und unsere hier gemachte Beobach-
tung passt auch zu von Divya Sachidanandan durchgefithrten TEVC-Messungen:
Ohne Forskolin beobachtet man im Verlaufe der elektrischen Stimulation, dass die
Zeitkonstante, welche beschreibt wie schnell das exzitatorisches postsynaptisches
Potential (EPSP) wieder abklingt, immer weiter sinkt, was sich durch die Entfer-
nung der langsamer desensitisierenden A-Typ-Rezeptoren erkléaren ldsst. Durch die
Zugabe von Forskolin wird dieser Effekt deutlich abgemildert. Diese Beobachtung
in Kombination mit unseren durch dSTORM erhaltenen Erkenntnisse, weist dar-
aufhin, dass Forskolin und somit cAMP einen Einfluss auf die Zusammensetzung
und rdumliche Anordnung der A- und B-Typ-Rezeptoren innerhalb der PSD und
somit auf die synaptische Plastizitdt nimmt.

Quantifizierung der A-Typ-Glutamatrezeptoren pro PSD. Uns ist es ge-
lungen den A-Typ-Rezeptor anhand von mittels dSTORM aufgenommenen Daten
zu quantifizieren. Der Wert von 215 + 65 liegt etwas hoher als der elektrophysio-
logisch abgeschéitzte verdffentlichte Wert von 160 | |, was darin begriindet
liegen konnte, dass durch Elektrophysiologie ausschliefSlich funktionelle Rezeptoren
und geoffnete Kanéle detektiert werden, wihrend durch eine Antikérperfarbung und
dSTORM alle A-Typ-Rezeptoren erfasst werden sollten. Im Nachhinein betrachtet,
konnte man die Qualitdt der Ergebnisse verbessern, indem man eine etwas héhere
Konzentration des sekundédren Antikorpers einsetzt, da hier bei der Titration bei
100% noch keine vollstandige Sattigung erreicht war, sodass die von uns gemachte
Annahme, dass L1(2.AK) = Lpsp(2.AKgg) lediglich eine Abschitzung darstellt.
Alternativ zu dieser Annahme wére die Ermittlung der beiden Werte aus dem Fit
gewesen. Da die Daten aber nicht eindeutig in Sattigung gehen, konvergiert der Fit
schlecht und fithrt zu groflen Fehlern, weshalb wir uns fiir die hier angewendete

Alternative entschieden haben.

4.3. CDH13 und GluT3 im Zusammenhang mit ADHS

Die Untersuchung von CDH13 und GIluT3 im Zusammenhang mit ADHS mittels
hochauflésender Fluoreszenzmikroskopie, welche in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Klaus-Peter Lesch erfolgte, ldsst sich in zwei Unterprojekte
gliedern, deren Resultate in , sSowie und

dargestellt werden.
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4.3.1. CDH13 und 5-HT in dorsalen Raphekernen des
embryonalen Mausgehirns.

Cadherin-13 (CDH13) ist an Zellmigration, Neuritenwachstum und Axonfithrung
beteiligt (siehe ) und es konnte gezeigt werden, dass es in se-
rotonergen (5-HT) Neuronen der dorsalen Raphekernen angereichert ist | ]
Sowohl Cadherin-13 als auch das serotonerge System werden mit ADHS in Verbin-
dung gebracht (siehe ), sodass dieser Zusammenhang besonders
interessant ist. Im Rahmen dieser Kooperation sollte daher mittels SIM untersucht
werden, inwiefern CDH13 an der Entwicklung des serotonergen Systems im embryo-
nalen Mausgehirn beteiligt ist. Dazu praparierte meine Kooperationspartnerin An-
drea Forero embryonale Mausgehirne (Entwicklungsstadium E13.5), fertigte 20 pm
dicke Kryoschnitte an und markierte mittels indirekter Immunfarbung die jeweili-
gen Zielproteine. Anschliefend analysierten wir diese mittels SIM. Die Ergebnisse

wurden in [ | veroffentlicht.

Zuerst wurde die Verteilung von 5-HT und CDH13 in den dorsalen Raphekerne
untersucht und wir konnten zeigen, dass CDH13 sowohl im Soma ( a)
als auch in den Axonen ( b) serotonerger Neurone vorkommt. In
einem weiteren Experiment wurden CDH13 und der Serotonintransporter (5-HTT
oder SERT) co-geférbt und auch hier war zu beobachten, dass CDH13 in 5-HTT-

positiven Neuronen présent ist ( c).

Da die Aufnahmen weiterhin zeigten, dass CDH13 nicht nur in 5-HT-positiven
Neuronen vorhanden ist, sondern auch in benachbarten parallel verlaufenden 5-
HT-negativen Zellen, untersuchten wir im néchsten Schritt, ob es sich bei diesen
Zellen um radidre Gliazellen handelt. Diese neuronalen Vorlduferzellen spielen eine
wichtige Rolle als Geriiststruktur fiir migrierende Neurone | ] und lassen sich
mithilfe des RC2-Antikérpers farben | ]. Wie in zu sehen,
bestéatigte sich die Vermutung als richtig und CDH13 findet sich auch in radidren

Gliazellen der dorsalen Raphekerne im embryonalen Mausgehirn.

Aufgrund der Erkenntnis, dass CDH13 sowohl in 5-HT-positiven Neuronen als
auch in radidren Gliazellen vorkommt, wurden im folgenden Versuch alle drei Struk-
turen simultan zwei- und dreidimensional abgebildet ( ). Die 3D-
Aufnahmen wurden mit Imaris (Bitplane) zu einer 3D-Animation verarbeitet (Vi-
deos unter [ | veroffentlicht) und analysiert. Die erhaltenen 2D-Bilder und
3D-Animationen verhalfen uns zu zwei interessanten Beobachtungen: (1) Es gibt

serotonerge Neurone der dorsalen Raphekerne, welche mit radidren Gliazellen ver-
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Abbildung 4.12.: SIM-Aufnahmen von CDH13 in Neuronen der dorsalen Raphe-
kerne. In den dorsalen Raphekernen embryonaler Mausgehirne wurde CDH13 mit AF555
markiert und 5-HT mit AF488 (a) bzw. AF647 (b) oder SERT mit AF488 (c) co-gefarbt.
Gezeigt sind die Einzelsignale, sowie die Uberlagerung der Kanile in der Ubersicht und
eine VergroBerung der markierten Region. CDH13 kommt in den Somata (a) und Axonen
(b) 5-HT-positiver Neurone sowie in 5-HT T-positiven Zellen (c) vor. Der MaBstabsbal-
ken entspricht 10 um in den Ubersichtsbildern und 2 pm in den VergréBerungen. Diese
Abbildung wurde leicht abgewandelt aus: ,,Cadherin-13 Deficiency Increases Dorsal Ra-
phe 5-HT Neuron Density and Prefrontal Cortex Innervation in the Mouse Brain® (htt-
ps://doi.org/10.3389 /fncel.2017.00307) von Forero et. al. | ], lizenziert unter CC
BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Abbildung 4.13.: SIM-Aufnahmen von CDH13 in radidren Gliazellen der dorsa-
len Raphekerne. In den dorsalen Raphekernen embryonaler Mausgehirne wurde CDH13
mit AF555 markiert und die radidren Gliazellen mittels des RC2-Antikorpers mit AF488
co-gefarbt. Das linke und mittlere Bild zeigen jeweils die Einzelsignale und das rech-
te Bild die Uberlagerung beider Kanile. Demnach kommt CDH13 in radidren Gliazel-
len der dorsalen Raphekerne vor. Der MaBstabsbalken entspricht 10 pm. Diese Abbil-
dung wurde leicht abgewandelt aus: ,Cadherin-13 Deficiency Increases Dorsal Raphe
5-HT Neuron Density and Prefrontal Cortex Innervation in the Mouse Brain® (htt-
ps://doi.org/10.3389/fncel.2017.00307) von Forero et. al. | ], lizenziert unter CC
BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

flochten sind. (2) In manchen Féllen ist an den Uberscheidungspunkten beider Zell-
typen eine Anreicherung von CDH13 auszumachen, sowohl im Bereich der Somata

als auch der Axone.

4.3.2. Charakterisierung aus humanen iPS-Zellen differenzierter
serotonerger Neurone

Neben den Experimenten an murinen Gehirnschnitten, nutzen wir in einem wei-
teren Teilprojekt humane induzierte pluripotente Stammazellen, welche von meiner
Kooperationspartnerin Charline Jansch aus Hautfibroblasten gewonnen und zu se-
rotonergen Neuronen differenziert wurden. Dass es sich tatséchlich um serotonerge
Neurone handelt, tiberpriifte sie durch den Nachweis spezifischer Marker (TPH2,
5-HTT und 5-HT) und typischer elektrophysiologischer Eigenschaften, wobei sich
zeigte, dass die Kultur neben 42% serotonergen Neuronen auch 40% katecholaminer-
ge und 12% GABAerge Neurone aufweist. Anschliefend nutzten wir hochauflosende
Fluoreszenzmikroskopie um die serotonergen Neurone weiter zu charakterisieren.
Die Ergebnisse sind zur Verdffentlichung eingereicht | ].

Mittels SIM wurde tberpriift, ob in der erhaltenen Kultur serotonerge Neurone
(TPH2-positiv) zu finden sind, welche CDH13 exprimieren, wie wir es fiir seroto-

nerge Neurone der dorsalen Raphekerne im embryonalen Mausgehirn vorgefunden
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Abbildung 4.14.: SIM-Aufnahmen von CDH13, 5-HT und RC2 in radiaren Glia-
zellen der dorsalen Raphekerne. In 20 pym dicken Kryoschnitten embryonaler Maus-
gehirne wurden CDH13 (AF555), 5-HT (AF647) und radiare Gliazelle (RC2, AF488)
gefarbt. Mittels SIM wurden 2D- (a) und 3D-Aufnahmen (b) der dorsalen Raphekerne
angefertigt. Die erhaltenen Daten zeigen, dass sich serotonerge Neurone (rote Pfeilkdp-
fe) und radiére Gliazellen (blaue Pfeilkopfe) umeinanderwinden und dass sich CDH13 in
beiden Zelltypen finden Iasst und sich in manchen Fillen an Uberscheidungspunkten bei-
der Zelltypen anreichert (griine Pfeilkopfe), was schematisch oben rechts verdeutlicht
wird. In (a) werden reprasentative 2D-Daten gezeigt (Einzelsignale und iberlagertes
Signal als Ubersicht, sowie eine VergréBerung der weiB-umrandeten Region). Die bei-
den Bilder in (b) stammen aus anhand der 3D-Daten mit Imaris (Bitplane) erstellten
Animationen. Aus 3D Daten erzeugte Videos sind in [ ] veréffentlicht. Die MaB-
stabsbalken entsprechen 10 pm in der 2D-Ubersicht und 2 pm in der 2D-VergréBerung.
Diese Abbildung wurde leicht abgewandelt aus: ,,Cadherin-13 Deficiency Increases Dor-
sal Raphe 5-HT Neuron Density and Prefrontal Cortex Innervation in the Mouse Brain*
(https://doi.org/10.3389/fncel.2017.00307) von Forero et. al. | |, lizenziert unter
CC BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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haben (siehe und | ]). Tatséchlich konnten wir Neurone iden-
tifizieren, welche sowohl fiir TPH2 als auch fiir CDH13 positiv sind und beobachten
dass CDH13 dabei wie im Mausgehirn sowohl im Bereich der Somata als auch der
Axone vorkommt ( a, ¢ und d). Allerdings fand sich auch ein grofier
Teil serotonerger Neurone, die CDH13-negativ sind ( b). Durch die
Erfassung und Rekonstruktion dreidimensionaler Daten konnte man weiterhin be-
obachten, dass sich CDH13 an den Kontaktstellen eng beieinander liegender TPH2-
und CDH13-positiver Neurone ansammelt ( ).

Um die synaptische Struktur nach acht Wochen Reifung der serotonergen Neu-
rone zu kontrollierten, untersuchten wir die Synapsenproteine Homer und Bassoon
mittels dSTORM in TPH2-positiven Zellen. Dabei konnten sowohl Bassoon (Pré-
synapse) als auch Homer (Postsynapse) gleichméfig tiber das ganze Neuron verteilt

lokalisiert werden, wobei Bassoon deutlich starker exprimiert zu sein scheint (

).

4.3.3. Relative Quantifizierung von GluT3, Bassoon und Homer in
aus iPS-Zellen differenzierten Neuronen mit verschiedenen
Kopienzahlvariationen des SLC2A 3-Gens

Der als ,neuronaler” Glucosetransporter bezeichnetet Glucosetransporter Typ 3
(GluT3) ist neben CDH13 und 5-HT ein weiteres Protein, das mit ADHS in Ver-
bindung gebracht wird (siehe ). So konnte bei ADHS-Patienten
eine Duplikation oder Deletion des GluT3-codierenden Gens SLC2A 3 nachgewiesen
werden | ].

Um die Rolle dieser Kopienzahlvariationen besser verstehen zu kénnen, hat Char-
line Jansch iPS-Zelllinien aus Hautfibroblasten von drei Versuchspersonen gene-
riert: CJ1 (nicht an ADHS erkrankte Person), CJ5 (an ADHS erkrankte Patientin
mit SLC2A83-Duplikation) und CJ7 (an ADHS erkrankte Patientin mit SLC2AS3-
Deletion). Diese hat sie wiederum wie oben beschrieben zu serotonergen Neuronen
ausdifferenziert, wobei auch hier ebenso katecholaminerge und GABAerge Neurone
in der jeweiligen Kultur zu finden sind. Die Farbung von GluT3 zeigt in diesen
Zelllinien die typische Verteilung in Somata und Fasern [ |, wobei wir unsere
Analyse im Folgenden auf die Fasern ( ) beschrankt haben.

Unter Verwendung der drei generierten Zelllinien wurde eine Reihe an dSTORM-
Messungen vorgenommen und durch relative Quantifizierung von GluT3, Homer
und Bassoon die Auswirkungen von Deletion und Duplikation untersucht. Dazu

wurden aus den durch dSTORM erhaltenen Lokalisationsdaten die Lokalisationen
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Abbildung 4.15.: SIM-Aufnahmen von CDH13 und TPH2 in zu Neuronen dif-
ferenzierten iPS-Zellen. Zu Neuronen differenzierte iPS-Zellen wurden gegen TPH2
(AF555), B-Tubulin (5-Tub, AF488) und CDH13 (AF647) gefarbt. Man kann sowohl
serotonerge Neurone (TPH2-positiv) finden, welche CDH13 exprimieren (durchgezogene
Pfeile) als auch serotonerge Neurone, die CDH13-negativ sind (gestrichelte Pfeile). Bei
ersteren kann CDH13 sowohl in den Somata (a) als auch in den Axonen (c+d) beob-
achtet werden. Die Bilder in d stellen eine VergroBerung des in ¢ markierten Bereichs
dar. Weiterhin kann man erkennen, dass nicht alle Neurone (durch S-Tubulin sichtbar
gemacht) serotonerg sind und dass man auch unter diesen CDH13-positive Zellen aus-
machen kann (Pfeilkdpfe). Die MaBstabsbalken entsprechen 10 pym in a, b und ¢, sowie
2pm in d.
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Abbildung 4.16.: SIM-Aufnahmen von CDH13 und TPH2 in zu Neuronen dif-
ferenzierten iPS-Zellen. Mittels SIM wurden 3D-Aufnahmen von zu Neuronen diffe-
renzierte iPS-Zellen, welche gegen TPH2 (AF555) und CDH13 (AF647) gefarbt waren,
erfasst. Die erhaltenen Daten wurden mit Imaris (Bitplane) zu einer 3D-Animation ver-
arbeitet. Der hier gezeigte Ausschnitt aus dieser Animation zeigt zwei dicht beieinander
liegende serotonerge Neurone (TPH2-positiv), an deren Kontaktstelle CDH13 angerei-
chert ist (rote Pfeilkopfe).

pro pm? innerhalb der Fasern, welche durch ein selbstgeschriebenes Fiji Makro
identifiziert wurden, ermittelt (siehe ) und analysiert. Wenn
nicht anders angegeben, wurden fiir jede Kopienzahlvariation und jede untersuchte
Struktur zwischen drei und fiinf Differenzierungen betrachtet ( ), da sich

verschiedene Differenzierungen deutlich voneinander unterscheiden kénnen.

Im Falle von GluT3, wiirde man entsprechend der Anzahl an Genkopien, fiir CJ5
ungefahr eine Verdopplung und fiir CJ7 etwa eine Halbierung der Lokalisationen
pro pm? im Vergleich zu CJ1 erwarten. Fiir CJ7 bestitigt sich diese Erwartung:
Die Anzahl der Lokalisationen pro pm? verringern sich signifikant (p < 0,001) auf
etwa 40% des fiir CJ1 ermittelten Werts ( a). CJ5 hingegen zeigt

tiberraschenderweise keinen signifikanten Unterschied zu CJ1 ( a).

Betrachtet man die statistische Verteilung der Lokalisationen pro pm?, stellt sich
einerseits heraus, dass sie nicht normal-verteilt sind, weshalb zur Berechnung der
Signifikanzniveaus der Kolmogorow-Smirnow-Test herangezogen wurde. Anderseits
offenbart die Kernel-Glattung der Daten ( b), dass es innerhalb der
Datensétze zwei Subpopulationen mit weniger beziehungsweise mehr Lokalisationen

pro pm? zu geben scheint. Dies ist bei allen drei Kopienzahlvariationen zu erkennen.

Da schon in fritheren Studien verdffentlicht wurde, dass der Entzug von Glu-

cose zu einem Anstieg der GluT3 mRNA fithren kann | ], untersuchten wir
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Abbildung 4.17.: dSTORM-Aufnahme von Bassoon und Homer in zu serotoner-
gen Neuronen differenzierten iPS-Zellen. Aus iPS-Zellen differenzierte TPH2-positive
Neurone wurden mittels dSTORM hinsichtlich ihrer synaptischen Struktur untersucht.
Dafiir wurden Bassoon (AF647) und Homer (AF532) als Marker der Pra- beziehungswei-
se Postsynapse gefarbt. Es zeigt sich eine relativ gleichmaBige Verteilung beider Proteine
Uber die Zellen, wobei Bassoon im Vergleich zu Homer stérker exprimiert zu sein scheint.
Die MaBstabsbalken entsprechen 1 pm.

Abbildung 4.18.: dSTORM-Aufnahme von GluT3 in zu serotonergen Neuronen
differenzierten iPS-Zellen. In Neuronen der Zelllinie CJ1, welche aus iPS-Zellen einer
nicht an ADHS erkrankten Person differenziert wurden, wurde der Glucosetransporter Typ
3 durch indirekte Immunfluoreszenz mit AF647 markiert und mittels dSTORM (15000
Einzelbilder, 10 ms) abgebildet. Der MaBstabsbalken entspricht 2 pm.
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Abbildung 4.19.: Relative Quantifizierung von GluT3 in zu Neuronen differenzier-
ten iPS-Zellen mit verschiedenen Kopienzahlvariationen. Aus den durch dSTORM
erhaltenen Lokalisationsdaten fiir GluT3 wurden die Lokalisationen pro pm? extrahiert
und fiir die Zelllinien CJ1 (Kontrolle), CJ5 (Duplikation des SLC2A3-Gens) und CJ7 (De-
letion des SLC2A3-Gens) in einem Box-Plot dargestellt (a). Dabei umfasst die Box die
mittleren 50% der Datenpunkte (schwarze Punkte), die Antennen zeigen den 1,5-fachen
Interquartilsabstand, der Strich innerhalb der Box reprasentiert den Median und das wei-
Be Quadrat den Mittelwert. Da die Verteilung der Datenpunkte keiner Normalverteilung
entspricht (b), wurde die Signifikanz mittels Kolmogorow-Smirnow-Test iiberpriift und
fiir CJ7 eine signifikante Abnahme der fiir GluT3 erhaltenen Lokalisationen im Vergleich
zu CJ5 und CJ7 festgestellt (p < 0,001). Die Verteilung der Daten ist in b durch eine
Kernel-Glattung angedeutet, wobei sich fiir alle Kopienzahlvariationen zwei Subpopula-
tionen andeuten.
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Abbildung 4.20.: Relative Quantifizierung von GluT3 in zu Neuronen differenzier-
ten iPS-Zellen nach Glucoseentzug. Aus den durch dSTORM erhaltenen Lokalisati-
onsdaten fiir GluT3 wurden die Lokalisationen pro pm? extrahiert und fiir die Zelllinien
CJ1 (Kontrolle), CJ5 (Duplikation des SLC2A3-Gens) und CJ7 (Deletion des SLC2A3-
Gens) ohne und mit Glucoseentzug (-Glc) in einem Box-Plot dargestellt. Dabei umfasst
die Box die mittleren 50% der Datenpunkte (schwarze Punkte), die Antennen zeigen
den 1,5-fachen Interquartilsabstand, der Strich innerhalb der Box reprasentiert den Me-
dian und das weiBe Quadrat den Mittelwert. Da die Verteilung der Datenpunkte keiner
Normalverteilung entspricht, wurde die Signifikanz mittels Kolmogorow-Smirnow-Test
Uberprift. Eine signifikante Abnahme der fiir GluT3 erhaltenen Lokalisationen durch den
Glucoseentzug zeigte sich bei CJ1 (p < 0,01) und CJ5 (p < 0,05).
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Abbildung 4.21.: Relative Quantifizierung von Bassoon und Homer in zu Neu-
ronen differenzierten iPS-Zellen mit verschiedenen Kopienzahlvariationen. Aus
den durch dSTORM erhaltenen Lokalisationsdaten fiir Bassoon (a) und Homer (b) wur-
den die Lokalisationen pro pm? extrahiert und fiir die Zelllinien CJ1 (Kontrolle), CJ5
(Duplikation des SLC2A3-Gens) und CJ7 (Deletion des SLC2A3-Gens) in einem Box-
Plot dargestellt. Dabei umfasst die Box die mittleren 50% der Datenpunkte (schwarze
Punkte), die Antennen zeigen den 1,5-fachen Interquartilsabstand, der Strich innerhalb
der Box reprasentiert den Median und das weiBe Quadrat den Mittelwert. Fiir Bassoon
wurden die Lokalisationen jeweils in allen oder nur in serotonergen (TPH2) Neuronen
bestimmt. Weder fiir Bassoon noch fiir Homer sind signifikante Unterschiede zwischen
den Kopienzahlvariationen zu erkennen.

in unserem néichsten Experiment, ob sich dieser Anstieg auch auf Proteinebene in
den drei generierten Zelllinien anhand der Lokalisationen zeigt ( ).
Interessanterweise findet sich jedoch fiir keine der Zelllinien ein Anstieg der Loka-
lisationen pro pm?. Im Gegenteil ist fiir die Anzahl der Lokalisationen pro pm?
bei CJ1 und CJ5 durch den Glucosemangel sogar ein signifikanter (p < 0,01 bzw.
p < 0,05) Riickgang um ungefihr 35% zu beobachten. Bei CJ7 ist keine signifikante

Verénderung durch den Glucoseentzug auszumachen.

Um herauszufinden, ob sich Deletion und Duplikation des SLC2A3-Gens auf die
Synapsenbildung auswirken, wurden in einem néchsten Schritt die Lokalisationen
pro pm? fiir Bassoon und Homer bestimmt. Weder fiir Bassoon ( a),
noch fir Homer ( b) waren signifikante Unterschiede zwischen den
Kopienzahlvariationen auszumachen. Fiir Bassoon wurde weiterhin eine Messreihe
durchgefiihrt, bei der ausschlieBlich serotonerge (TPH2-positive) Neurone ausge-
wertet wurden. Doch auch fiir diese zeigten sich keine signifikanten Unterschiede,
weder im Vergleich zu allen Neuronen, noch zwischen den Kopienzahlvariationen.

Allerdings ist hier anzumerken, dass das Erstellen einer Maske anhand der TPH2-
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Daten nicht immer funktionierte, sodass fiir serotonerge Neurone weniger Daten
und auch nur zwei Differenzierungen vorliegen ( ).
Die fiir Bassoon und Homer erhaltenen Daten waren wie auch schon fiir GluT3

nicht normal-verteilt, scheinen aber erneut zwei Subpopulationen aufzuweisen (

).

4.3.4. CDH13 und GIuT im Zusammenhang mit ADHS -
Diskussion

Serotonerge Neurone und CDH13. Im embryonalen Mausmodell konnten wir
zeigen, dass CDH13 spezifisch in serotonergen Neuronen der dorsalen Raphekerne
exprimiert wird | ]. Interessanterweise konnten wir auch in einigen der zu
serotonergen (TPH2-positiven) Neuronen differenzierten iPS-Zellen die Expression
von CDH13 feststellen. Aufgrund der Erkenntnisse aus dem Mausmodell liegt die
Vermutung nahe, dass es sich bei diesen Zellen um Neurone der dorsalen Raphe-
kerne handelt. CDH13 konnte infolgedessen als Marker fiir serotonerge Neurone
der dorsalen Raphekerne dienen. Ob es jedoch wirklich als zuverldssiger Marker
geeignet ist, miisste durch weitere Untersuchungen verifiziert werden.

Die SIM-Aufnahmen der murinen Gehirnschnitte offenbarte weiterhin, dass
CDH13 nicht nur in 5-HT-positiven Neuronen, sondern auch in radidren Gliazellen
exprimiert wird, was darauf hinweisen kénnte, dass CDH13 an der durch die radi-
dren Gliazellen vermittelten Migration der serotonergen Nervenzellen und somit an
der Entwicklung des serotonergen Systems wéihrend der Embryonalentwicklung be-
teiligt ist. Diese Vermutung wird durch die Beobachtung, dass serotonerge Neurone
und radifdre Gliazellen in den animierten 3D-Aufnahmen miteinander verflochten
sind und sich CDH13 an Uberscheidungspunkten zwischen beiden Zelltypen fin-
det, noch verstarkt. Moglicherweise werden die serotonergen Neurone durch radiére
Gliazellen physisch geleitet, wihrend CDH13 durch homophile Interaktionen zum
Migrationsprozess beitréigt.

Fir die aus iPS-Zellen differenzierten Neurone zeigte sich, dass dicht beieinan-
derliegende serotonerge und CDH13-positive Neurone ebenfalls an den Kontakt-
stellen eine Anreicherung von CDH13 zeigen, was auf eine Beteiligung an Zell-Zell-
Interaktionen hindeuten konnte.

Synapsenstruktur der zu serotonergen Neuronen differenzierten iPS-
Zellen. Die Bassoon- und Homerfiarbung acht Wochen alter aus iPS-Zellen diffe-
renzierter serotonerger Neurone zeigte die Expression beider Synapsenmarker iiber

die gesamte Zelle. Allerdings scheint Bassoon deutlich stdrker exprimiert zu sein
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als Homer und die fiir andere Synapsen veroffentlichte typische Struktur, bei wel-
cher Bassoon und Homer sich auf der pra- beziehungsweise postsynaptischen Seite
in einer Art Balken anreichern und getrennt durch den synaptischen Spalt gegen-
iiber liegen | ; |, konnte nicht beobachtet werden. Eine mogliche
Erklarung wére, dass die aus iPS-Zellen generierten serotonergen Neurone nicht
ausschlieflich durch synaptische, sondern auch nicht-synaptische Ubertragung kom-

munizieren | ].

Kopienzahlvariationen des SLC2A 3-Gens. Die relative Quantifizierung von
GluT3 in aus iPS-Zellen differenzierten Neuronen mit verschiedenen Kopienzahlva-
riationen des fiir GluT3-codierenden SLC2A3-Gens hat zu unerwarteten, nichtsde-
stotrotz interessanten Ergebnissen gefiihrt. Héatte man bei einer naiven Betrachtung
erwartet, dass die Duplikation und Deletion des SLC2A3-Gens zu einer Verdopp-
lung beziehungsweise einer Halbierung der vorhandenen Transporter und somit der
ermittelten Lokalisationen pro pm? fithren, hat sich herausgestellt, dass der Zu-
sammenhang komplexer sein muss. Zwar nimmt die Anzahl der Lokalisationen pro
pm? bei CJ7 tatséchlich um circa 60% im Vergleich zu CJ1 ab, fiir CJ5 jedoch
zeigt sich kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle. Diese Beobachtung ist um-
so interessanter, wenn man berticksichtigt, dass Charline Jansch auf mRNA-Ebene
eine Zunahme im Fall von CJ5 und eine Verringerung bei CJ7 nachweisen konnte.
Dies deutet also daraufhin, dass es nach der Transkription zu einer Regulation der
Proteinmenge kommen muss. Wéahrend das Herunterregeln in Zellen der CJ5-Linie
mit erhéhter mRNA-Menge kein Problem zu sein scheint, findet eine Hochregu-
lation bei CJ7 scheinbar nicht statt. Dadurch spiegelt sich nur die Deletion des
SLC2A3-Gens auch auf Proteinebene in der Proteinmenge und somit der Anzahl

der Lokalisationen pro pm? wider.

Dass sich durch Glucoseentzug keine Erhéhung der Anzahl der Lokalisationen pro
nm? zeigt, sondern fiir CJ1 und CJ5 sogar eine signifikante Abnahme, ist schwie-
rig mit den bisher veréffentlichten Daten [ ], sowie mit ergdnzenden Experi-
menten von Charline Jansch auf mRNA-Ebene, in Einklang zu bringen, bei wel-
chen der Glucoseentzug eine Zunahme der mRNA-Menge bewirkte. Andererseits
ist es auch durchaus sinnvoll, dass bei geringen Glucosekonzentrationen weniger
Glucosetransporter in die Membran eingebaut werden, da es weniger Glucose zu
transportieren gibt. Moglicherweise findet auch hier, wie bereits oben vermutet, ei-
ne Regulation nach der Transkription statt. Ein Moglichkeit wére, dass nicht alle
Transporter in die Membran eingebaut werden. Da GluT3 hier extrazelluldr mit

einem N-terminalen Antikorper markiert und die Zellen dafiir nicht permeabilisiert
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wurden, werden nur Transporter gefiarbt, welche auch in die Membran eingebaut
und deshalb extrazellular fiir den Antikorper zugénglich sind. Es konnte also sein,
dass sich intrazelluldr eine der mRNA-entsprechenden Erhchung an GluT3 zeigt.

Auch auf die Synapsenbildung scheinen sich Duplikation und Deletion weder
positiv noch negativ auszuwirken, da fiir Bassoon und Homer keine signifikanten
Unterschiede der Anzahl der Lokalisationen pro pm? zwischen den Kopienzahlva-
riationen zu erkennen sind.

Weiterhin sehr interessant ist die Beobachtung, dass die Daten weder fiir GluTS3,
noch fiir Bassoon und Homer, eine Normalverteilung zeigen, sondern stattdessen bei
allen Kopienzahlvariationen zwei Subpopulationen mit unterschiedlicher Anzahl an
Lokalisationen pro pm? vorhanden zu sein scheinen. Die erste in den Sinn kommende
Vermutung, es kénne sich dabei um serotonerge und katecholaminerge Neurone,
die zu dhnlichen Anteilen in den Zelllinien vorkommen, handeln, wird durch die
Tatsache entkréftet, dass sich diese Verteilung fiir Bassoon selbst dann findet, wenn

man nur serotonerge Neuronen auswertet.
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What we know is a drop, what

we don't know is an ocean.

(Isaac Newton)

Hochauflésende Fluoreszenzmikroskopiemethoden haben sich seit ihren Anfingen
in den 1990er-Jahren rasant entwickelt und finden mittlerweile aufgrund ihrer un-
terschiedlichen Stérken breite Anwendung in Biologie und Medizin. Auch in dieser
Arbeit konnte ich dSTORM und SIM erfolgreich zur Beantwortung biologischer
und medizinischer Fragestellungen in enger Zusammenarbeit mit meinen Koope-
rationspartnern einsetzen. Auf der anderen Seite habe ich mich intensiv mit dem
Thema Photoschidigung beschéftigt, welches aufgrund der hohen verwendeten La-

serintensitdten, von enormer Wichtigkeit ist.

Photoschidigung durch hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie. Die
Langzeitbeobachtung bestrahlter Zellen hat es mir erméglicht interessante Zusam-
menhénge zwischen den Bestrahlungsbedingungen und der verursachten Photoschéa-
digung aufzudecken und zu zeigen, wie wichtig es ist, potentielle Photoschadigung
bei Lebendzellexperimenten zu bedenken und auszuschliefen, um aussagekraftige
Ergebnisse zu erhalten. Dass die Bestrahlung lebender Zellen mit hohen Laserin-
tensitdten generell photoschidlich ist und dass die Schwere der Photoschidigung
stark von der Intensitit sowie der Wellenldnge abhéngt, mag dabei nicht sonderlich
iiberraschend erscheinen. Die Auswertung meiner Versuche offenbarte jedoch wie
dramatisch die durch Bestrahlung hervorgerufenen Effekte sein konnen und dass der
Grad der Photoschiddigung von vielen weiteren Faktoren wie zusétzlichem Stress,
dem Zelltyp oder der Art der Bestrahlung (kontinuierlich oder gepulst) abhingt.
Bezieht man die gesammelten Erkenntnisse bei der Planung seiner Experimente
mit ein, ist es aber durchaus moglich lebende Zellen mittels Einzelmolekiillokali-
sationsmikroskopie zu untersuchen ohne die Probe dabei zu schidigen. Eine sorg-
faltige Abwagung kann jedoch auch darin resultieren, dass man sich gegen lebende

Proben entscheidet, wenn sich Photoschidigung nicht verhindern lésst. Aus die-
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sem Grund wurden auch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten dSTORM-
Experimente zur Visualisierung und Quantifizierung von Glutamatrezeptoren und

ADHS-assoziierten Proteinen an fixierten Proben durchgefiihrt.

Ob die fir SMLM gefundenen Abhéingigkeiten und Werte ohne Weiteres auf
andere Super-Resolution-Methoden tibertragen werden kénnen, ldsst sich ohne wei-
tere Versuche nicht sagen, da die Zusammenhénge, wie wir gesehen haben, hiufig
komplex sind. Eine sehr vielversprechende Methode die hier genannt werden soll-
te, ist allerdings die LLS-Mikroskopie (LLSM), da die untersuchten Zellen hier eine

weitaus geringere Bestrahlungsdosis erfahren als bei normaler Weitfeldbeleuchtung.

Neben den in dieser Arbeit untersuchten Faktoren gibt es sicherlich eine Viel-
zahl weiterer Einfliisse, welche sich auf die Schwere verursachter Photoschidigung
auswirken und deren Rolle man weiter untersuchen kénnte. Ausgehend von meiner
Arbeit wiirde sich beispielsweise die Suche nach weiteren schiitzenden Substan-
zen anbieten. Auch wére es interessant zu iiberpriifen, ob die Verwendung eines
vollstdndigen Inkubators, welcher neben der Temperatur, auch C'O,-Gehalt und
Luftfeuchte kontrolliert, einen positiven Effekt zeigt. Weiterhin ist die Neu- und
Weiterentwicklung photoschaltbarer Fluorophore, deren Anregungsmaximum mog-
lichst weit im langwelligen Bereich liegt, von groflem Interesse, da die verursachte

Photoschadigung bei diesen Wellenléngen, wie hier gezeigt, am geringsten ist.

Wiéhrend ich durch dieses Projekt methodisch einige Fragen klaren konnte, bleibt
unbekannt, was in Folge der Bestrahlung auf zelluldrer Ebene passiert. Weder ist
bekannt, welche Art von Zelltod die hier als ,apoptotisch®* bezeichneten Zellen
durchlaufen, noch welche Prozesse zu dem erstarrten Zustand fithren. Ein besseres
Verstiandnis des Letzteren wiirden eventuell die Weiterentwicklung des erstarrten
Zustandes als neue Fixierungsmethode begiinstigen. Eine weitere Beobachtung, die
wir bisher nicht erkldaren kénnen, ist dass gepulste Bestrahlung bei gleicher Bestrah-
lungsdosis schédlicher ist als kontinuierliche Bestrahlung. Moglicherweise hangt dies
mit ablaufenden Reparaturmechanismen zusammen, was weiter untersucht werden
konnte.

Glutamatrezeptoren der NMJ von Drosophila melanogaster. Durch die
Verwendung von dSTORM ist es uns gelungen neue Erkenntnisse iiber die Gluta-
matrezeptoren der NMJ von Drosophila melanogaster zu erhalten. Einerseits konn-
ten wir die verdnderte Anordnung der A- und B-Typ-Rezeptoren innerhalb der PSD
als Auswirkung induzierter synaptischer Plastizitéit, sowie die Unterbindung diesen
Effekts durch Forskolin, zeigen. Anderseits konnten wir den A-Typ-Rezeptor mit-
tels dSTORM quantifizieren. Die Ergebnisse beider Teilprojekte lassen sich gut mit
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den von Divya Sachidanandan gewonnenen elektrophysiologischen Daten in Ein-
klang bringen, was zeigt, dass sich beide Methoden sehr gut ergénzen, sodass es
sinnvoll erscheint, die Kombination beider Anwendungen auch zur Beantwortung

zukiinftiger Fragestellungen einzusetzen.

Die in dieser Arbeit prasentierten Daten zur Anordnung der beiden Rezeptor-
typen innerhalb der PSD beruhen ausschliellich auf qualitativen Beobachtungen.
Grundséatzlich wére es natiirlich wiinschenswert die veranderte Anordnung auch
quantitativ belegen zu kénnen, zumal die durch dSTORM gewonnen Lokalisations-
tabellen eine Fiille an quantitativen Analysemoglichkeiten bieten. Tatséchlich hat
Dr. Felix Repp, eine ehemaliger Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Man-
fred Heckmann, im Laufe des Projekts versucht anhand unserer Lokalisationsdaten
die radiale Verteilung beider Rezeptortypen zu analysieren. Allerdings gestaltete
sich die Auswertung aufgrund zu viel Hintergrundsignals und eines leichten Drifts
als schwierig, sodass dieses Vorhaben vorerst nicht weiter verfolgt wurde. Fiir die
Zukunft wére es aber interessant, entweder ein Moglichkeit zu finden, die radiale
Verteilung quantitativ zu beschreiben oder sich einen anderen Parameter zu iiber-

legen, welcher die Anordnung beider Rezeptortypen quantitativ zeigen kann.

Neben der Anordnung der beiden Glutamatrezeptortypen zueinander, konnte
man weiterhin die Lokalisation der Rezeptoren in Bezug auf die Priasynapse z.B. zu
Bruchpilot bestimmen. Da Pra- und Postsynapse je nach Ausrichtung der NMJ auf
dem Deckglas nicht in einer Ebene liegen, da sie durch den synaptischen Spalt ge-

trennt sind, sollte hier iiber dreidimensionale Datenerfassung nachgedacht werden.

Nach der Quantifizierung des A-Typ-Rezeptors wére die Quantifizierung des B-
Typ-Rezeptors, sowie beider Rezeptortypen im elektrisch stimulierten beziehungs-
weise im elektrisch stimulierten und geklemmten Muskel und unter Zugabe von

Forskolin die néchsten logischen Schritte.

CDH13 und GluT3 im Zusammenhang mit ADHS. Die Untersuchung
von CDH13 und GluT3 im embryonalen Mausgehirn sowie in aus iPS-Zellen diffe-
renzierten Neuronen mittels SIM und dSTORM resultierte in einigen interessanten
Erkenntnissen iiber die molekularen Hintergriinde dieser mit ADHS in Verbindung
gebrachten Proteine. Gleichzeitig sind aber auch eine Reihe neuer Fragen aufge-
kommen, deren Beantwortung weiterer Versuche bedarf. Sicherlich zeigen die hier
durchgefithrten Versuche jedoch, dass bei entsprechender Fragestellung, also wenn
etwa nach einem relativen Unterschied zwischen verschiedenen Bedingungen gefragt
ist, die relative Quantifizierung eine gute und deutlich weniger komplexe Alternative

zur absoluten Quantifizierung sein kann.
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5. Fazit und Ausblick

In den embryonalen Gehirnschnitten hat sich CDH13, das in 5-HT positiven
Neuronen der dorsalen Raphekerne und in radidren Gliazellen nachweisbar war, als
wichtiger Faktor in der Entwicklung des serotonergen System herausgestellt, wobei
unsere Beobachtungen vermuten lassen, dass es seine Funktion wéhrend der Zell-
migration durch Zell-Zell-Interaktionen vermittelt. Es wére von groflem Interesse
diese Interaktionen weiter zu untersuchen. Da eine hohere strukturelle Auflésung
als bisher dafiir wiinschenswert wére, sich die Datenaufnahme mittels dSTORM
im dichten Mausgewebe aufgrund des hohen Hintergrundsignals jedoch bisher als
schwierig gestaltete (Daten nicht gezeigt), gidbe es zwei Ansétze fiir das weitere
Vorgehen. Erstens kénnte man auch hier auf aus humanen iPS-Zellen differenzierte
Neuronen zuriickgreifen. Dies hétte einerseits die in erlduter-
ten Vorteile humaner Proben gegeniiber dem Mausmodell. Anderseits hat sich im
Rahmen dieses Kooperationsprojektes die Verwendung von iPS-Zellen gerade fiir
die Untersuchung mittels dSTORM als deutlich unkomplizierter herausgestellt, da
die Zellen im Vergleich zu Gewebeschnitten flacher und weniger dicht sind und des-
halb ein geringes Hintergrundsignal aufweisen. Zweitens, konnte man die murinen
Gewebeschnitte mittels LLSM untersuchen. Eine der grofien, wenn nicht die grofite
Stéarke der LLSM liegt darin, dass dicke Préaparate aufgrund der Lichtblattbeleuch-
tung Ebene fiir Ebene bei geringem Hintergrundsignal abgebildet werden. Kombi-
niert mit dSTORM, wiirden sich so sicherlich auch in Gehirnschnitten interessante
Daten erfassen lassen. Diese konnte man dann mit den anhand von iPS-Zellen ge-
wonnen Daten vergleichen. So wiirde sich eine gute Kombination an Experimenten

mit humanen und murinen Proben, sowie in Zellen als auch im Gewebe ergeben.

Die relative Quantifizierung von GluT3, Bassoon und Homer in aus iPS-Zellen
differenzierten Neuronen mit Kopienzahlvariationen des SLC2A3-Gens haben teils
zu unerwarteten Ergebnissen gefiihrt. Beispielsweise hat die Duplikation des Gens
nicht zu einer Erhéhung der fiir GIuT3 erhaltenen Lokalisationen pro pm? gefiihrt,
wahrend die Deletion eine erwartete Verminderung bewirkt hat. Auch der Glu-
coseentzug hatte nicht den aufgrund vorheriger Publikationen erwarteten Effekt:
Anstelle einer Erhéhung der Lokalisationen pro pm?, beobachten wir keine (CJ7)
Veranderung oder sogar eine Reduktion (CJ1 und CJ5). Die molekularen Mecha-
nismen hinter diesen Effekten zu verstehen, wire ein wichtiger néchster Schritt.
Hinsichtlich des Glucoseentzugs wére es dabei sinnvoll zuvor noch weitere Mes-
sungen durchzufiihren, um sicher ausschliefen zu koénnen, dass die unerwarteten

Ergebnisse nicht in einem zu geringen Stichprobenumfang begriindet liegen.

Weitere Aufmerksamkeit sollte man auch der Verteilung der Daten zur Lokalisa-
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tionshdufigkeit schenken und versuchen die beiden beobachteten Subpopulationen
zu erkldren. Ein erster Versuch wéire die Quantifizierung jeweils auf bestimmte
Neuronentypen zu beschrianken. Die gezeigten Daten fiir Bassoon in serotonergen
Neuronen sprechen jedoch dagegen, dass sich die Subpopulationen so erkléren las-
sen.

Zusatzlich wére eine weitere Untersuchung der Synapsenstruktur hinsichtlich Bas-
soon und Homer interessant, da wir in den generierten serotonergen Zelllinien nicht
die typische Anordnung beobachten konnten, bei welcher sich Bassoon und Homer
jeweils auf pra- und postsynaptischer Seite als eine Art Balken, getrennt durch den
synaptischen Spalt, gegeniiber liegen. Es wére lohnend herauszufinden, woran die
ungewohnliche Anordnung liegt, ob die Zellen tatsichliche durch nicht-synaptische
Ubertragung kommunizieren und wenn dem so ist, wie diese abliuft. AuBerdem
kénnte man beide Strukturen noch einmal umgekehrt farben, sodass Bassoon mit
Alexa Fluor 532 und Homer mit Alexa Fluor 647 markiert wird. Dadurch wiir-
de man ausschlieflen, dass die scheinbar geringere Expression von Homer auf das
schlechtere Blinkverhalten von Alexa Fluor 532 im Vergleich zu Alexa Fluor 647

zurickzufihren ist.

91






A | Erganzende Abbildungen und

Anteil erstarrter Zellen @

o

Anteil erstarrter Zellen

Tabellen

b C
c c
1,0 o w 2 1,0] o 2 1,0
(] (]
N N
g g
0,51 5 0,5 5 0,5
k7 b
@ @
be = =
0,01 $ £ 0,0 £ 00
00 05 1,0 15 20 25 30 < 00 05 10 15 20 25 3,0 < 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Intensitat [kW cm?] Intensitat [kW cm?] Intensitat [kW cm?]
e f
c C
1,04 %o . 2 1,0] 2 1,04 °
(] (]
N N
g g
0,51 5 0,5 5 0,5
k) b}
] o @
00{ e o @ % QOO< oo . . ...% *§00< .
’ . . | | . . . c ’ . . . . . 3 . g ’ . . . . . . .
00 05 10 15 20 25 30 < 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Intensitat [kW cm?] Intensitat [kW cm?] Intensitat [kW cm?]

Abbildung A.l.: Intensitatsabhdngigkeit der Photoschadigung fiir den erstarr-
ten Zustand. Mit steigender Bestrahlungsintensitdt nimmt der Anteil erstarrter Zel-
len zu. Hier gezeigt werden alle Datensatze, die der Ubersicht halber in

nicht abgebildet wurden: Stabil mit CLIP-H2B transfizierte U20S-Zellen (ungefarbt
(a), mit TMR gefarbt (b), bei 37°C bestrahlt (c) und unter Zugabe vonl00pM
Ascorbinsaure bestrahlt), Hela-Zellen (e) und COS-7-Zellen (f). Wenn nicht anders
angegeben, erfolgte die Bestrahlung mit 514 nm, fiir 240s und bei 21°C. Die Da-
ten wurden mit einer logistischen ungewichteten Funktion gefittet. Roten Datenpunk-
te mussten maskiert werden, damit der Fit konvergiert. Fir d und e war kein Fit
moglich. Der aus dem jeweiligen Fit erhaltene I5o-Wert ist in angege-
ben. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Die Abbildung wurden abgewan-
delt aus: ,Light-induced cell damage in live-cell super-resolution microscopy” (htt-
ps://doi.org/10.1038/srep15348) von Waldchen et. al. | |, lizenziert unter CC
BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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A.

Ergéinzende Abbildungen und Tabellen

Tabelle A.1l.: Wellenlangenabhangigkeit der Photoschadigung. Als quantitati-
ves MaB fir die Schwere der Photoschadigung wurde der Anteil der toten bezie-
hungsweise erstarrten Zellen (angegebener Fehler entspricht der Standardabweichung)
bei unterschiedlichen Wellenlangen und Intensititen bestimmt (240s Bestrahlung). Die
Anzahl der untersuchten Zellen wird durch n angegeben. Ein Teil der Daten habe
ich im Rahmen meiner Masterarbeit erfasst (MSc), die restlichen Daten sind wah-
rend meiner Promotion (PhD) entstanden. Diese Tabelle stammt leicht abgewan-
delt aus: ,Light-induced cell damage in live-cell super-resolution microscopy” (htt-
ps://doi.org/10.1038 /srep15348) von Waldchen et. al. | ], lizenziert unter CC
BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Wellenliéinge [nm] | Intensitit [kWcm™2] Anteil Zellen [7] n | MSc/PhD
tot erstarrt
405 0,02 100+0 | 100+0 | 38 PhD
405 0,20 100+£0 | 100£0 | 21 MSc
488 0,20 100+0 | 40+41 | 19 MSc
514 0,20 0+0 0+0 9 MSc
488 0,80 100+£0 | 100£0 | 21 MSc
514 0,80 1000 | 17+£29 | 10 MSc
514 2,00 100£0 | 92£17 | 10 MSc
558 2,00 17£32 0+0 32 MSc
639 2,00 0+0 0+0 34 MSc
639 4,00 6+13 0+0 36 PhD
639 6,00 2+6 0£0 37 PhD
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Tabelle A.2.: Photoschadigung bei kontinuierlicher und gepulster Bestrah-
lung. Als quantitatives MaB fir die Schwere der Photoschadigung wurde
der Anteil der toten beziehungsweise erstarrten Zellen (angegebener Fehler ent-
spricht der Standardabweichung) bei kontinuierlicher (CW) und gepulster Bestrah-
lung (405nm, 0,02kWcm~2, 240s Aufnahmezeit) bestimmt. Die Anzahl der un-
tersuchten Zellen wird durch n angegeben. Diese Tabelle stammt leicht abgewan-
delt aus: ,Light-induced cell damage in live-cell super-resolution microscopy"” (htt-
ps://doi.org/10.1038/srep15348) von Waldchen et. al. | |, lizenziert unter CC
BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Gesamtbestrahlungszeit | Pulsfrequenz | Pulsdauer | Anteil Zellen [%)] n
[s] [Hz] [ms] tot erstarrt

10 1 00 00 28

2.4 5 2 4£12 0+0 30

1 10 3+38 0+0 36

12 ) 10 69 + 21 0+0 29

10 10 98 £38 3+8 30

94 ) 20 97+ 11 0£0 33

100 90 + 25 0+0 23

CW CW 14+ 20 0+0 25

60 ) 50 1000 | 81423 | 25

CwW CW 1000 | 17+41 | 18

120 1 500 100+£0 | 93+£17 | 31

CW CW 100£0 | 79£29 | 27
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Abbildung A.2.: Stochastische Verteilung der relativen Quantifizierung von Bas-
soon und Homer fiir verschiedenen Kopienzahlvariationen. Aus den durch dSSTORM
erhaltenen Lokalisationsdaten fiir Bassoon (a) und Homer (b) wurden die Lokalisatio-
nen pro pm? fiir die Zelllinien CJ1 (Kontrolle), CJ5 (Duplikation des SLC2A3-Gens) und
CJ7 (Deletion des SLC2A3-Gens) gewonnen ( ). Die erhaltenen Daten sind
nicht normal-verteilt. Hier wird die Verteilung der Daten durch Kernel-Glattung angedeu-
tet, wobei sich fiir alle Kopienzahlvariationen zwei Subpopulationen zu zeigen scheinen.
Fiir Bassoon wurden die Lokalisationen jeweils in allen oder nur in serotonergen (TPH2)
Neuronen bestimmt.
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