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Eine vielseitige synthetische Affinititssonde zur hochaufgelosten
Visualisierung hemmender Synapsen und neuronaler Netzwerke**

Vladimir Khayenko, Clemens Schulte®, Sara L. Reis*, Orly Avraham, Cataldo Schietroma,
Rafael Worschech, Noah F. Nordblom, Sonja Kachler, Carmen Villmann, Katrin G. Heinze,
Andpreas Schlosser, Ora Schueler-Furman, Philip Tovote, Christian G. Specht,* und

Hans M. Maric*

Den Menschen in der Ukraine gewidmet.

Abstract: Die Visualisierung von inhibitorischen Synap-
sen erfordert auf Sondentypen und das jeweilige bildge-
bende Verfahren abgestimmte Protokolle und beruht in
der Regel auf genetischer Manipulation oder der Ver-
wendung von Antikorpern, die bei Gewebefdrbungen
unter ihrer geringen Eindringtiefe leiden. Abgestimmt
auf das Gephyrin Protein, einem universellen Marker
der inhibitorischen Synapse, haben wir eine kompakte,
hochaffine und hochselektive peptid-basierte Sonde ent-
wickelt. Durch Anpassung der multivalenten Architek-
tur und des Farbstoffs haben wir “Sylites” erhalten; eine
Sonde die Firbungen mit hervorragendem Signal-zu-
Hintergrund-Verhiltnis erméglicht, und die Antikorper
bei der Anwendung im Gewebe aufgrund von schneller
und effizienter Penetration, Minderung von Férbearte-
fakten und vereinfachter Handhabung deutlich tiber-
trifft. In hochauflosenden Mikroskopieverfahren lokali-
siert Sylite préizise die hemmende Synapse und
ermoglicht so Messungen im Nanometermafstab. Dar-
iiber hinaus zeigen wir, dass Sylite mit viralen Farbeme-
thoden kombinierbar ist und dass auf diese Weise nicht
nur die synaptische Konnektivitdt, sondern auch die
Identitdt und GroBe der hemmenden Postsynapsen

aufgelost werden kann. )

Einleitung

Sonden, die zuverldssig Synapsen sichtbar machen, sind
wertvolle neurowissenschaftliche Werkzeuge.! Hemmende
Synapsen im zentralen Nervensystem (ZNS) sind entweder
glyzinerg oder GABAerg und werden iiblicherweise mit
mehreren Markerproteinen wie dem vesikuliren GABA-
Transporter™ der GABA ,-Rezeptor (GABALR) y2-Un-
tereinheit!*” fiir GABAerge Synapsen, oder der Glycinre-
zeptor (GlyR) al-Untereinheit fiir glycinerge Synapsen,
identifiziert und sichtbar gemacht. Demgegeniiber fungiert
das postsynaptische Geriistprotein Gephyrin als ein gemein-
samer pan-inhibitorischer Synapsenmarker, der sowohl an
glycinergen als auch an GABAergen Synapsen vorhanden
ist.”) Gephyrin fungiert als Geriistprotein fiir GlyRs und
GABA,Rs an der postsynaptischen Dichte,®” und seine
Konzentration korreliert mit der Anzahl der inhibitorischen
Rezeptoren und damit der synaptischen Transmissionsstér-
ke-[z,nmz]

Gephyrin wird héufig durch genetisch kodierte Anhéng-
sel (Tags) visualisiert. Insbesondere eGFP, mCherry, mEos2
aber auch andere fluoreszierende Proteine wurden mit
Gephyrin fusioniert und durch Transfektion oder Infektion
in Zellen exprimiert.*>!¥ Solche fluoreszierenden Gephy-
rin-Chimédren wurden erfolgreich fiir Studien an Synapsen
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sowohl in fixierten als auch in lebenden Zellkulturen,®'>'

sowie bei der konditionalen Expression in transgenen Tie-
ren™ verwendet. Ein inhirenter Nachteil der induzierten
sekundidren Gephyrin-Expression sind die daraus resultie-
renden morphologischen und funktionellen Verédnderungen
in Zellen.!> Um diese Nachteile zu umgehen, wurden
zwei alternative Methoden der genetischen Markierung
angewendet. Die erste Methode umfasst Knock-in-Miuse,
die mRFP-Gephyrin exprimieren, wobei die Expressionsni-
veaus, die subzelluldre Verteilung des endogenen Proteins
und die synaptische Funktion weitgehend erhalten blei-
ben.[*'? Die zweite Methode ist die intrazellulire Expressi-
on von eGFP-fusionierten Anti-Gephyrin-Nanokorpern
(sog. Nanobodies: rekombinantes, Antikorper-dhnliches,
leichtes Protein), das die hemmenden Synapsen in fixierten
und lebenden Zellen sichtbar macht.'¥! Dieser Ansatz kann
insbesondere dann effektiv sein, wenn er mit einem tran-
skriptionellen Kontrollsystem kombiniert wird, das das Ex-
pressionsniveau des Protein-Tags mit dem seines endogenen
Ziels abgleicht, wodurch etwaige Fehlmarkierung und uner-
wiinschte funktionelle Effekte minimiert werden sollen.!”
Zusammengenommen lésst sich sagen, dass genetische Mar-
kierungsmethoden eine griindliche Analyse und Bewertung
der Auswirkungen der genetischen Storung auf das Modell
erfordern. Die Verfiigbarkeit der genannten genetischen
Tiermodelle, insbesondere der Knock-in-Tiere, ist begrenzt,
und es gibt aufgrund des breiten Anregungs- und Emissions-
bereichs fluoreszierender Proteine nur wenige Moglichkei-
ten fiir die Anwendung von Multiplexverfahren. Ein effekti-
ver Ansatz, der einige der Einschrinkungen der genetischen
Markierung umgeht, ist die Immunférbung von endogenen
Proteinen, eine Technik, die leicht auf Post-vivo-Proben
anwendbar ist. Mehrere Antikoérper sind zum “Goldstan-
dard” fiir die Gephyrin-Markierung geworden und werden
seit fast vier Jahrzehnten verwendet.*** Die GroBe der
Antikorper und ihre Tendenz, die jeweiligen Zielproteine zu
vernetzen, konnen jedoch die Markierungsleistung beein-
trachtigen, was insbesondere in Geweben und komplexen
Probenpreparationen auftritt.”>?! In den vergangenen Jah-
ren wurden daher insbesondere fiir die Immunhistochemie
und die hochauflésende Bildgebung mehrere Antikorperal-

Tabelle 1: Zusammenfassung publizierter Gephyrin Markierungsmethoden.
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ternativen entwickelt, um die Antikorperfarbung zu ersetzen
oder zu erginzen.”*! Kiirzlich wurde die Verwendung von
Nanobodies als Immunmarker fiir verschiedene neuronale
Proteine, darunter Gephyrin, gezeigt. Am Beispiel von
Homerl, einem Marker fiir erregende Synapsen, wurde
dabei demonstriert, dass Nanobodies erfolgreich zur Gewe-
befarbung eingesetzt werden konnen und die rdumliche
Auflosung in hochauflosenden Mikroskopieverfahren ver-
bessern konnen.!'™

Eine vielversprechende Alternative zu genetisch codier-
ten Sonden und Antikorpern sind synthetische Affinitéts-
sonden wie von Nukleinsduren abgeleitete Aptamere, Pep-
tide und kleine Molekiile.”” Die vielleicht bekanntesten
Beispiele fiir synthetische Sonden sind die DNA-Farbstoffe
DAPI und Hoechst, welche es seit einem halben Jahrhun-
dert gibt und die in der Lichtmikroskopie noch immer weit
verbreitet sind.”™ Neue synthetische Sonden wurden als
Standard-Referenzmarker entwickelt und kommerzialisiert,
wobei SiR-Aktin/Tubulin fiir das Zytoskelett die bekanntes-
te ist.””) Diese Sonden haben Ahnlichkeiten mit Nanobo-
dies, wie die geringe Grofe, die das Eindringen in Gewebe
erleichtert und die rdumliche Auflosung verbessert, aber im
Gegensatz zu antikorperdhnlichen Sonden, die zufillig ge-
gen ein Proteinfragment generiert werden, konnen syntheti-
sche Sonden rational entwickelt werden, um spezifische
Isoformen oder Aktivitdtszustinde des Zielproteins zu vi-
sualisieren.’” Die Visualisierungsmethoden fiir hemmende
Synapsen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Hier beschreiben wir die Entwicklung einer neuen,
synthetischen, Gephyrin-bindenden Sonde und demonstrie-
ren ihre Anwendung in Zellkultur und in Geweben als
vielseitiges Werkzeug zur Visualisierung neuronaler Struk-
turen auf verschiedenen Skalen, in makro- bis nanoskopi-
schen Untersuchungen des Gehirns.

Class Type Examples Cell imaging Tissue imaging Live imaging Super-Resolution Notes
Affinity Protein mAb7al Yes Restricted No Yes, depends on a Isoform- and phosphoselective
probes based secondary antibody
mAb3B111 Yes Restricted No Yes, depends on a Indiscriminate for active neuronal
secondary antibody isoforms
Synthetic TMR2i®" Restricted No No No Low selectivity and contrast
Sylite Yes Yes No Yes (ASTORM)* Binds active neuronal isoforms
Genetic  Fused tags eGFPI[131] Yes Yes, with additional ~ Yes Not tested Secondary gephyrin expression
tags anti-eGFP staining
mEos2® Yes Not tested Yes Yes (PALM)* Secondary gephyrin expression
mRFPI©.1214] Yes Yes Yes Restricted Knock-in mouse
(SRRF)**
Intrabodies GPHN-FingR- Yes Not tested Yes Not tested Integrated expression regulation,
GFPU' fibronectin Ill-based probe
GC52- Yes Not tested Yes Not tested Single monomeric variable
EGFPU'® camelid antibody domain

*dSTORM und photoaktivierte Lokalisierungsmikroskopie (PALM) sind Einzelmolekiil-Lokalisierungstechniken, die spezifische Fluorophore

erfordern, die unter bestimmten Bedingungen ein stochastisches Blinkverhalten aufweisen. ~20 nm durchschnittliche Auflésung.

4] e

Superauf-

|6sungs-Radialfluktuationen (SRRF) ist ein Fluorophor-unabhingiger Superauflésungsalgorithmus, der Bildsequenzen einer Probe analysiert, um
ein Superaufldsungsbild mit einer durchschnittlichen Auflésung von 22110 bis ~200 nm zu erzeugen.'?
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Ergebnisse und Diskussion
Entwicklung Synthetischer Gephyrin-Sonden

TMR?2i ist die einzige synthetische Sonde, die erfolgreich
zur Markierung von Gephyrin eingesetzt wurde.P'!! Diese
Peptidsonde basiert auf der intrazelluliren Schleife der
GlyR-B-Untereinheit, dem stdrksten endogenen Binder der
universellen Rezeptor-Bindungstasche von Gephyrin.’>*
Peptid-Mikroarray-basierte Untersuchungen halfen uns,
vielversprechende Bindungssequenzen und optimale Multi-
merisierungsarchitekturen zu bestimmen (Abbildung S1, Ta-
bellen S1,2). Zunichst bestimmten wir die Aminosduren, die
die Bindung der Kernsequenz der GlyR-B-Schleife an nati-
ves Gephyrin verstarken konnen (Abbildung S1) und identi-
fizierten dann die erfolgreichsten Sonden durch zellbasierte
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Mikroskopie Untersuchungen einer Reihe verschiedener
fluoreszierender mono- und multivalenter Gephyrin-Binder
(Tabelle S3).

Sylite, eine dimere Sonde mit 9 Aminosduren langen
Bindungssequenzen und einem funktionellen Cystein-modi-
fizierten Linker, der die Maleimid-Cy5-Konjugation ermog-
lichte, zeigte das hochste Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis
(SHV) und Kolokalisation mit Gephyrin (Abbildung S2,
Abbildung S3A, B), wihrend SyliteM das beste monovalen-
te Gegenstiick war (Abbildung 1A). Um den Bindungsmo-
dus von Sylite und seine Uberlegenheit gegeniiber anderen
Dimeren zu verstehen, verwendeten wir eine In-silico-Mo-
dellierung der Sylite-Gephyrin-Wechselwirkung. Das Mo-
dell bestitigt die gleichzeitige Bindung an zwei Gephyrin-
proteine und definiert die minimale Bindungsarmléinge, die

Sylite [Signal/Background=492.48]

HNg_NHp
i,

SOsH

HO

HO
D +_ 7@ ineGFP-GPHN cells
0% w in eGFP cells s
] 3ExB
J S
3)(% 492xB
e

103

Probe intensity in eGFP
rich regions [L.U]

172-fold increase

-TMR2i TMR2i -Sylites SyliteM Sylite

Abbildung 1. Entwicklung peptidbasierter Gephyrinsonden. A) Chemische Strukturen von TMR2i, SyliteM und Sylite. Die schrittweise Evolution des
TMR2i zu Sylite beinhaltet eine Anpassung des Fluorophors mit Anderungen der Bindungssequenz, was zu einer Verbesserung um eine
GréRenordnung im SHV fithrt (SyliteM, in Rot sind die Anderungen, in Grau sind die urspriinglichen Komponenten). Dimerisierung, zusitzliche
Sequenzinderungen und die Verschiebung des Fluorophors zum C-Terminus fiihren zu einer weiteren Verbesserung der SHVs um eine
GréRenordnung (Sylite, blau). B) Rosetta FlexPepDock Strukturmodell von Sylite, gebunden an das E-Doménen-Dimer von Gephyrin (GPHN). In
Hellblau ist die Bindungssequenz, in Pink der Linker und das Fluorophor; die beiden Gephyrin-E-Dominen sind in Schwarz und Weifl dargestellt.
Sylite kann gleichzeitig zwei Gephyrinmolekiile binden. C) Fixierte COS-7-Zellen, die entweder eGFP-Gephyrin oder eGFP (griin) exprimieren,
gefarbt mit 50 nM Sylite (Cyan). Maf3stabsleiste 10 pm. D) Markierungskontrast der synthetischen Peptidsonden. Die logarithmische Y-Achse
représentiert die durchschnittliche Signalintensitit der Sonde in eGFP-reichen Regionen der COS-7-Zellen. Sylite und SyliteM haben 492 bzw. 36
Signal-zu-Hintergrund-Verhiltnisse (gerundet). TMR2i hat ein Target-zu-Off-Target-Kennzeichnungsverhiltnis von ~ 3. Die Negativkontrolle
(unmarkierte Zellen) im roten Kanal wird als “-TMR2i” angezeigt, die im dunkelroten Kanal als “-Sylites”. N >8 Stichproben pro Bedingung.

Mittelwert & Standardabweichung.
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die divalente Wechselwirkung ermoglicht, eine Vorausset-
zung, die nur von Sylite erfiillt wird (Abbildung 1B).

Unser nichstes Ziel war die Bewertung von TMRZ2i,
SyliteM und Sylite fiir die Gephyrin-Visualisierung. COS-7-
Zellen, die entweder eGFP-Gephyrin oder eGFP allein
exprimieren, wurden fixiert und mit den fluoreszierenden
Sonden gefdarbt. Das dimere Sylite zeigte sowohl eine
vollstindige Korrelation mit Gephyrin als auch eine bemer-
kenswerte SHV von 492, eine 172-fache Steigerung gegen-
tiber TMR2i und eine 14-fache Steigerung gegeniiber Syli-
teM (Abbildung 1C, D, Abbildung S3C). Als néchstes
bestimmten wir unter Verwendung isothermer Titrationska-
lorimetrie (ITC) mit der gereinigten Gephyrin-E-Doméne
einen Ky, von 17.5 nM fiir Sylite, eine 11-fache Affinitétsstei-
gerung gegeniiber dem monomeren SyliteM (K, von
205 nM), was auf eine hohe Sondenaffinitdt hinweist und die
erwartete 1 zu 2 Bindungsstochiometrie der Sonde, in
Ubereinstimmung mit ihrem dimeren Design (Abbil-
dung 2A), bestitigt. Dariiber hinaus bestétigte die massen-
spektrometrische Analyse des Interaktoms von Sylite ihre
hohe Selektivitidt fiir Gephyrin innerhalb des gesamten
Gehirnproteoms. Gephyrin war das einzige Protein das mit
mit hoher Héufigkeit und Anreicherung und représentiert
durch mehrere einzigartige Peptidfragmente an Sylite bin-
det. (Abbildung 2B, Tabelle S4). Die monovalente SyliteM-
Sonde behielt mehrere zusétzliche Proteine bei, was zeigt,
dass die Sondendimerisierung nicht nur die Affinitdt, son-
dern auch die Bindungselektivitit erhohte.

Sylite Bindet Neuronal Aktive Gephyrin Isoformen

Gephyrin ist ein multifunktionales Protein mit zahlreichen
Isoformen und posttranslationalen Modifikationen, von de-
nen einige spezifisch fiir Neuronen sind, wohingegen andere
Isoformen Funktionen haben, die unabhéngig von der Neu-
rotransmissions-Funktion sind, wie z.B. die Molybdén-Co-
faktor-Biosynthese in nicht-neuronalen Geweben.* Im Ge-
gensatz zu Antikorpern, die definierte Proteinabschnitte
binden, die nicht notwendigerweise mit spezifischer Protein-
aktivitdt in Zusammenhang stehen, ist Sylite eine funktio-
nelle Sonde, die entwickelt wurde, um rezeptorbindende
Gephyrin-Isoformen zu binden, d.h. Isoformen, die funktio-
nelle Rollen in Neuronen spielen (Abbildung 3A). Der
Vergleich der Bindungsprofile von elf Gephyrin-Isoformen
(Tabelle S5, Anhang 1), die in HEK293-Zellen exprimiert
wurden, ergab, dass sowohl Sylite als auch SyliteM, aber
nicht die getesteten Antikorper, ausschlielich Gephyrin-
Isoformen markieren, die GlyR- und GABA ,R-Bindungs-
kapazitit haben (Abbildung 3B, C, Abbildung S4). Dies
deutet darauf hin, dass Sylite ideal geeignet ist, um aktive
Synapsen nachzuweisen und funktionell relevante Rezeptor-
bindungsstellen zu quantifizieren. Interessanterweise wurde
mit dem weit verbreiteten mAb7a-Antikorper in HEK293-
Zellen keine Gephyrin-Markierung beobachtet, wahrschein-
lich aufgrund des Phosphorylierungszustands von Gephyrin
in den Zellen. Die Mikroarray-Profilierung der mAb7a-
Bindung (Abbildung S5, Tabelle S6) bestitigte, dass die
mAb7a-Bindung im Gegensatz zu Sylite vom Vorhanden-
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Abbildung 2. Die Sondendimerisierung verstirkt die Affinitit und Selek-
tivitat fur Gephyrin. A) Wirmesignatur von Sylite und SyliteM im ITC,
titriert mit Gephyrin E-Domine. Beide Sonden weisen eine nanomolare
Affinitat auf, wobei das dimere Sylite eine 10-fache Affinititssteigerung
gegeniiber dem Monomer aufweist. N=3. Fehlerbalken wurden von
der NitPic-Software generiert und zeigen die Standardabweichung.

B) Quantitative massenspektrometrische Analyse von Sylite- und Syli-
teM-Pulldowns. Nicht fluoreszierende Versionen von Sylite und SyliteM
wurden verwendet, um Proteine aus Mausgehirn-Homogenat heraus-
zuziehen. Die Proteinfraktionen wurden anschlieRend verdaut und mit
LC-MS/MS analysiert. Die Grof3e der Kreise entspricht der Anzahl
einzigartiger Peptide, die fiir jedes Protein identifiziert wurden. Links:
SyliteM bindet zusitzliche Proteine, die eine hohe Intensitat haben und
reichlich im Pool vertreten sind, obwohl Gephyrin das prominenteste
ist. In Grau sind mehrere reprasentative Proteine mit tiber 10 Fragmen-
ten gezeigt, die ihre Identitit bestitigen. ANP32A: saures Leucin-
reiches Kern-Phosphoprotein 32-Familienmitglied A, regulatorisches
Protein; ST13: Unterdriickung der Tumorigenitit 13, Adapterprotein;
UBAZ2: Ubiquitin-ghnlicher Modifikator, der Enzym 2 aktiviert, post-
translationale Modifikation von Proteinen; NUCB1: Nucleobindin 1,
Calcium-bindendes Protein; DDX1: DEAD-Box-Helikase 1, RNA-Helika-
se. Rechts: Gephyrin ist das einzige Protein mit hoher Hiufigkeit,
Selektivitit und mehreren Fragmenten im Sylite-Pulldown. HPRT1:
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase, erzeugt Purinnukleoti-
de; AP3B2: Clathrin-assoziierter Adapterproteinkomplex 3, beteiligt an
der Erzeugung von synaptischen Vesikeln; DSP: Desmoplakin, Zellad-
hasionsprotein.

sein eines phosphorylierten (pSer270) Epitops in der Lin-
ker-Region von Gephyrin abhingt.” Somit markiert
mAb7a nur eine Subpopulation von synaptischen Gephyrin-
Isoformen und Phosphorylierungsvarianten.

Mehrfarbige Sonden zur Visualisierung Inhibitorischer Synapsen

In der Fluoreszenzmikroskopie ist zur Beurteilung einer
biologischen Fragestellung typischerweise die simultane Ab-
bildung von zwei oder mehr Spektralkanilen notwendig.
Flexibilitédt bei der Wahl des Fluorophors und des spektralen
Kanals ist vorteilhaft, da dies héufig Zeit und Ressourcen
spart, die beispielsweise notwendig wiren, ein bestehendes
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Abbildung 3. Sylite markiert spezifisch Gephyrin-Isoformen mit Rezep-
torbindungsfihigkeit. A) Gephyrin verankert GlyRs und GABA,Rs an
der Post-Synapse. Das Protein besteht aus drei Regionen: G-Domiine,
unstrukturierte C-Linker-Region, E-Domine, in der sich die Rezeptor-
Bindungstasche befindet und auf die Sylite abzielt. Antikérper werden
gegen Proteinfragmente geziichtet, die nicht unbedingt mit spezifi-
schen Proteinfunktionen zusammenhéngen. B) Reprisentative Bilder
der Markierung der Isoform Gephyrin (GPHN) mit Sylite und Gephy-
rin-Antikérpern. Oben: Fixierte HEK293-Zellen, die mScarlet-Gephyrin-
Isoform 14 exprimieren. Unten: Co-Markierung von Gephyrin mit
entweder mAb3B11, mAb7a oder Sylite. mAb3B11 firbt Gephyrin in
den transfizierten Zellen, |6st aber nicht die im oberen Bild sichtbaren
feinen Punkte auf. mAb7a markiert kein rekombinantes Gephyrin in
HEK293-Zellen. Sylite markiert spezifisch mScarlet-Gephyrin und l6st
die feinen Puncta auf, wo sich das rekombinante Protein ansammelt.
Mafdstabsbalken 10 pm. C) Wechselwirkung von Sonden mit verschie-
denen Gephyrin-Isoformen. Die Isoform GPHN-1 reprisentiert die
Primirstruktur von Gephyrin.?® Leere Kistchen zeigen Deletionen an,
langliche Kastchen Insertionen, gestreifte Kastchen Substitutionen.
Sylite bindet Isoformen, die eine Rezeptorbindungstasche in der E-
Domine enthalten. Die Antikdrper zielen sowohl auf Rezeptor-cluste-
ring-kompetente als auch auf bindungsdefiziente Isoformen ab. mAb7a
(Rose) bindet ein kurzes lineares *Ser270-phosphoryliertes Epitop in
der Linker-Region (C), wihrend mAb3B11 (Rot) mit einem Epitop in
der E-Domine interagiert. Sylite (blau) bindet ausschliefRlich Gephyrin-
Isoformen mit einer Rezeptorbindungstasche in der E-Domine.
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her die funktionelle Sonde SyliteCy3 hergestellt, die im
roten Spektrum emittiert den Spektralbereich von Syliten
erweitert und sich vergleichbar zu Sylite verhilt: Die Kolo-
kalisierungsanalyse in Siugetierzellen, die eGFP-Gephyrin
exprimieren, zeigte eine enge lineare Beziehung zwischen
der Sonde und Gephyrin, wihrend in Zellen, die nur eGFP
exprimieren, keine Korrelation beobachtet wurde (Abbil-
dung S6), was die Selektivitit der Sonde fiir Gephyrin
bestdtigt. Als néchstes testeten wir Sylites in priméren
Neuronen. Sowohl Sylite als auch SyliteCy3 visualisieren die
hemmenden Synapsen und das diffuse Gephyrin in neurona-
len Zellkorpern, wie durch die Co-Féarbung von priméren
Hippocampus-Neuronen mit Gephyrin-3B11-Antikorper be-
statigt wurde (Abbildung 4A, B). Interessanterweise war die
Kolokalisation von Sylite mit mAb7a geringer als mit
mADb3B11 (Abbildung S7A, B), was uns veranlasste, die Art
der Interaktion von Sylite und mAb7a mit Gephyrin in
Neuronen zu untersuchen. Wir firbten kortikale Neuronen,
die Gephyrin-mEos2-Fluoreszenzprotein-Chimére exprimie-
ren, mit Sylite und mAb7a. AnschlieBend fiihrten wir eine
Kolokalisierungsanalyse durch und verglichen die mEos2-
Intensitdt einzelner Synapsen mit der von Sylite oder
mAb7a (erkannt mit einem sekundiren Antikorper). Ob-
wohl beide Sonden gut mit rekombinantem Gephyrin in
Neuronen co-lokalisieren (Abbildung S7C, D), ergab die
lineare Regressionsanalyse der Fluoreszenzintensititen sy-
naptischer Puncta ein zweifach engeres Vorhersageintervall
fir Sylite im Vergleich zu mAb7a, was auf eine lineare und
viel engeren Korrelation zwischen Sylite und den mEos2-
Gephyrin-Signalen (Abbildung 4C) hindeutet. Die bei
mAb7a beobachtete stirkere Streuung legt andererseits
nahe, dass die Antikorperfiarbung eine nichtlineare Skalie-
rung mit synaptischem Gephyrin aufweist, in Ubereinstim-
mung mit unserer fritheren Feststellung, dass der mAb7a-
Antikorper spezifisch auf eine phosphorylierte Variante von
Gephyrin abzielt. Zusammengenommen zeigen unsere Da-
ten eine lineare, stochiometrische Beziehung zwischen Sylite
und Gephyrin, wodurch es fiir die quantitative Mikroskopie
geeignet ist.[!

Hochpriizise Prd- bis Postsynaptische Distanzmessungen mittels
Sylite

Jiingste Arbeiten zeigten, dass das Protein RIM der présy-
naptischen aktiven Zone (AZ) mit Gephyrin transsynapti-
sche Nanosiulen bildet.”?”” Um den Abstand zwischen den
neuronalen pré- und postsynaptischen Elementen zu bestim-
men, markierten wir Gephyrin und RIM in kortikalen
Neuronen und bildeten dann die Synapse mit direkter
stochastischer optischer Rekonstruktionsmikroskopie
(dSTORM) ab, einer superauflosenden Mikroskopietechnik,
die auf Einzelmolekiildetektion basiert (Abbildung 4D,E).
Die RIM-Markierung wurde mit primdrem Anti-RIM1/2
und CF680-konjugierten sekundidren Antikorpern und Ge-
phyrin durchgefiihrt welches entweder mit Sylite oder mit
kommerziellen Antikorpern und AF647-konjugierten sekun-
ddren Antikorpern markiert wurde. Zweifarbige 3D-
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Abbildung 4. Mehrfarbige Sonden fiir hochaufgeléste mikroskopische
Studien inhibitorischer Synapsen. A) Primire Hippocampus-Neuronen
vom Wildtyp, fixiert und gefirbt mit Sylite oder SyliteCy3. Oben: Co-
Markierung mit mAb3B11 und einem sekundiren Alexa 555-konjugier-
ten Antikérper (griin) und mit Sylite (cyan). Unten: Anti-Gephyrin-
mAb3B11 und sekundirer DyLight650-konjugierter Antikdrper (griin)
und SyliteCy3-Co-Farbung (magenta). Mafdstabsbalken 10 pm. B) Pear-
sons Korrelationskoeffizienten (PCC) von mAb3B11- und Sylite-Signa-
len bestitigen ein hohes Maf an Kolokalisierung. Die Negativkontrolle
im dunkelroten Kanal (unbeschriftet) wird entweder durch “SyliteCy3-"
fiir nur mit SyliteCy3 markierte Zellen oder durch “Sylite-” fiir nur mit
mAb3B11 und Alexa555-Sekundérantikérper markierte Zellen ange-
zeigt. Signifikanz bestimmt mit Welch’s t-Test. P<0.0001. C) Intensi-
tatsabhingigkeit der Synapsenmarkierung mit mAb7a oder Sylite im
Vergleich zum internen Referenzsignal mEos2-Gephyrin in infizierten
Neuronen. Eine héhere Signalstreuung wird bei mAb7a (grau) beob-
achtet, wihrend Sylite (blau) ein konstantes und weniger variables
lineares Markierungsverhalten aufweist. Schattierte Bereiche zeigen das
90 %-Vorhersageintervall an. Fir jede Sonde wurden 10 Bildpaare
verwendet. D)-F) Hochauflssende Bildgebung und nanometrische
Messungen mit Sylite. D) Schematische neuronale Synapse zur Veran-
schaulichung der prisynaptischen RIM1/2-Markierung mit einem
sekundaren CF680-Antikdrper (magenta) und der postsynaptischen
Gephyrin-Markierung mit Sylite (griin). E) Zweifarbige dSTORM-Visua-
lisierung von Einzelmolekiildetektionen unter Verwendung von spektra-
ler Entmischung wird als planare Projektion und En-Face-Ansicht einer
einzelnen Synapse gezeigt. F) RIM-zu-Gephyrin-Massenmittelpunktsab-
standsmessungen mit RIM1/2-CF680 und Gephyrin Antikérpern sowie
Sylite. In allen Féllen wurde eine durchschnittliche Distanz von

~130 nm ermittelt. Balken zeigen die gesamte Bandbreite der Einzel-
messungen an, die In-Bar-Linie zeigt den Medianwert an.
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dSTORM-Bildgebung mit spektraler Entmischung zeigte,
dass die Sylite-Signale eng mit der Verteilung von RIM in
der AZ iibereinstimmen, was die enge Assoziation zwischen
subsynaptischen Doménen, die RIM und Gephyrin enthal-
ten, bestitigt.>¥! Der gemessene mittlere euklidische Ab-
stand zwischen Sylite- und RIM1/2-CF680-Detektionen be-
trug 129+24 nm (Mittelwert £ Standardabweichung), in
Ubereinstimmung mit den geschitzten MolekiilgroBen, die
die beiden Proteine trennen.’) Der direkte Vergleich mit
der mAb7a- und mAb3B11-Gephyrin-Markierung bestétig-
te, dass Sylite eine duBerst prézise Lokalisation des synapti-
schen Gephyrin-Geriists und der Rezeptorbindungsstellen
an inhibitorischen Synapsen ermoglicht (Abbildung 4F).

Sylite Zeigt eine Uberlegene Gewebedurchdringung Gegeniiber
Gephyrin-Antikérpern und Visualisiert Hippocampus-Synapsen
in 2D und 3D

Die Gewebefiarbung von inhibitorischen Synapsen ist ein
aufwendiges und zeitintensives Verfahren, das im Allgemei-
nen auf diinne Hirnschnitte (<16 uym) beschriankt ist, um
eine zuverlissige Firbung zu erhalten.”) Hier demonstrieren
wir, dass Sylite 50 pm dicke Gewebeschnitte effektiv durch-
dringt und innerhalb von nur einer Stunde eine kontrastrei-
che Markierung unter Verwendung eines standardméBigen
immunhistochemischen Protokolls erreicht. Wir visualisier-
ten hemmende Synapsen und ihre Verteilung mittels Epi-
fluoreszenzmikroskopie mit 20-facher Vergroflerung, was
uns einen Makroiiberblick iiber die Verteilung hemmender
Synapsen im Hippocampus erméglichte (Abbildung 5A).
Als néchstes inkubierten wir die Hippocampus-Schnitte fiir
1, 24 und 72 Stunden mit Sylite und entweder mAb3B11
oder mADb7a, bildeten die Schnitte dann mit einem konfoka-
len Mikroskop ab, und rekonstruierten daraus 3D-Bilder.
Durch Sylite sichtbar gemachte Synapsen wurden im Stra-
tum Oriens der CA3-Region des ventralen Hippocampus
beobachtet, einem Bereich, der dicht mit hemmenden Inter-
neuronen gefiillt ist® (Abbildung 5B, Video S1).

Sylite detektierte synaptische Cluster im gesamten Ab-
schnitt, was auf ein vollstindiges Eindringen der Sonde
bereits nach 1 Stunde Inkubation hindeutet (Film S2,3).
Erstaunlicherweise beobachteten wir sogar nach 72 Stunden
Inkubation mit Sylite keine signifikante Hintergrundfluores-
zenz (Film S4,5). Im Gegensatz dazu schien die Antikorper-
verteilung nach 24 Stunden ein “Sandwich”-dhnliches Mus-
ter aufzuweisen, mit starker Markierung in der Néhe der
Oberflichen der Schnitte, wihrend die Mitte weitgehend
unmarkiert blieb (Abbildung 5C, D, Film S1, 6). Nach
72 Stunden schienen die Antikorper ihre Bindungsspezifitat
zu verlieren (Abbildung S8, Film S4,5). Dies zeigt sich am
Abfall der Voxeliiberlappung zwischen Antikérper- und
Sylite-Markierung von ~0.4 fiir sowohl mAb7a- als auch
mADb3B11-Antikorper nach 24 Stunden auf ~0.1 nach
72 Stunden (Abbildung S8B). SchlieBlich zeigte die mit Syli-
te erzeugte 3D-Visualisierung von Synapsen glatte und gut
definierte Formen unterschiedlicher GroBe, in Ubereinstim-
mung mit der bekannten Vielfalt hemmender Synapsen im
ZNS.P! Nach 24 Stunden produzierten die Antikérper so-
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Abbildung 5. Kartierung hemmende Synapsen im Gehirngewebe auf
Makro- und Mikroebene mittels Sylites. A) Weitfeld-2D-Bild des dorsa-
len Hippocampus-Abschnitts, gefiarbt mit DAPI-Kernfarbung (blau) und
Sylite (griin). In CA1- und insbesondere in CA3-Regionen ist eine hohe
Dichte ausgeprigter synaptischer Punkte sichtbar. B) 3D-konfokale
Mikroskopie von Sylite (24 Stunden)-Farbung in einem ventralen Hip-
pocampus-Schnitt. Synapsen treten im Stratum Oriens auf. Str. Or —
Stratum Oriens; Str. Gr — Stratum Granulosum. C) Volumetrische 3D-
Darstellung von Zellkernen und hemmenden Synapsen. Seitenansicht
eines gerenderten Bildstapels aus einem Schnitt, der 24 Stunden lang
zusammen mit mAb3B11 und mit Sylite fiir Gephyrin markiert wurde.
Griin — Sylite, gelb — mAb3B11, blau — DAPI-Kernfirbung. Mit Sylite
und mAb3B11 co-markierte Synapsen sind in Weif8 dargestellt. Quadra-
te zeigen ein 10x 10 pm-Raster. D) Verteilung von Sylite und Antikor-
permarkierung entlang der Z-Achse (Tiefe) in 50 pm dicken Maus-
Hippocampus-Schnitten nach 24-stiindiger Firbung. Die oberen und
unteren schwarzen Linien zeigen die Abschnittsenden an, die gestri-
chelte Linie die Mitte. Violinen-Darstellung der Verteilung der detektier-
ten Cluster. Die Sanduhrform der Antikérpermarkierung weist auf eine
verzerrte Antikérperverteilung hin zu den Oberflichen der Schnitte hin
und damit auf eine begrenzte Eindringungseffektivitat.

wohl glatte als auch amorphe Cluster, und nach 72 Stunden
anderte sich dieses Muster zu hauptsidchlich amorphen
Clustern und damit hin zu einem Verlust spezifischer Far-
bung (Film S7.,8).
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Sylite Visualisiert Lokale Inhibitorische Netzwerke in der
Periaqudduktalen Grauen Region des Mittelhirns

Das Nervensystem von Sdugetieren besteht aus einem kom-
plexen Netzwerk spezialisierter synaptischer Verbindungen,
die den neuronalen Informationsfluss koordinieren. Das
periaquiaduktale Grau (PAG) ist eine Mittelhirnregion, die
eine wichtige Rolle bei der Orchestrierung der Abwehrreak-
tion als Reaktion auf eine wahrgenommene Bedrohung
spielt. Es wurde postuliert, dass Intra-PAG-Schaltkreise die
Integration mehrerer Abwehrkomponenten unterstiitzen,
wie z.B. das Umschalten zwischen aktiven und passiven
Verhaltens-Bewiltigungsmustern.*! Die genauen Schalt-
kreismechanismen und ihre neuroanatomischen Substrate
miissen jedoch noch aufgekliart werden. Um die mutmaBli-
che Rolle lokaler inhibitorischer glycinerger Neuronen im
ventrolateralen PAG (VIPAG) zu beleuchten, versuchten
wir ihre Intra-PAG-Konnektivitit auf anatomischer Ebene
mit Sylite zu kldren. Wir verwendeten die zelltypspezifische,
viral vermittelte Expression von Immunmarkern fiir Synap-
tophysin, wodurch wir glycinerge priasynaptische Terminals
identifizieren konnten. Wir haben beobachtet, dass diese
Neuronen lokal vom ventrolateralen (vl) zum dorsomedia-
len (dm) Teil des PAG projizieren (Abbildung S9).

Als nichstes zielten wir darauf ab, die Zielausgangszel-
len der glycinergen vIPAG-Neuronen zu identifizieren und
die inhibitorische Postsynapse zu charakterisieren. Zu die-
sem Zweck markierten wir entweder glutamaterge oder
GABAerge Neuronen durch viral vermittelte Expression
von fluoreszierenden Proteinen im dmPAG und verwende-
ten Sylite, um hemmende postsynaptische Stellen zu identi-
fizieren (Abbildung 6A-C, Abbildung S10). Zuerst haben
wir die GroBe der von Sylite visualisierten postsynaptischen
Dichten analysiert. Gephyrin-Cluster, die von glyzinergi-
schem vIPAG pré-synapsen kontaktiert wurden, waren gro-
Ber als jene mit nicht-glycinergischer inhibitorischer Eingabe
(Figure 6D). Dies steht im Einklang mit der Beobachtung
groBerer Gephyrin-Cluster im Riickenmark, einer Region,
die reich an glyzinergen Neuronen ist, im Vergleich zu
kleineren Clustern im Kortex, die hauptsdchlich GABAerg
sind.! Als niichstes untersuchten wir glycinerge vIPAG-
Projektionen zu dmPAG und identifizierten die glycinergen
Préisynapsen in der Nidhe von sowohl glutamatergen als auch
GABAergen dmPAG-Gephyrinstellen  (Abbildung 6E,
links), was darauf hindeutet, dass VIPAG-glycinerge Neuro-
nen inhibitorische Wirkungen in den zwei funktionell unter-
schiedlichen dmPAG-Neuronenklassen ausiiben kénnen. In-
teressanterweise war die Gephyrindichte in dmPAG-
GABAergen im Vergleich zu glutamatergen Neuronen
hoher (Abbildung 6E, Mitte und rechts), was darauf hindeu-
tet, dass GABAerge dmPAG-Neuronen insgesamt stiarkere
inhibitorische Inputs erhalten. Zusammengenommen de-
monstrieren unsere Daten die Niitzlichkeit von Sylite, um
Zielausgangszellen spezifischer inhibitorischer Neuronen zu
identifizieren und die genaue Lage und GroBe ihrer Synap-
sen weiter zu bestimmen.
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Abbildung 6. Kartierung und Charakterisierung von inhibitorischen In-
puts im periaquiduktalen Grau. A) Rekombinanten GlyT2-Cre::vGluT2-
Flp- oder GlyT2-Cre::vGat-Flp-Miusen wurde in posteriores vIPAG
Adeno-assoziiertes Virus (AAV) injiziert, das ein Plasmid mit einer Cre-
Rekombinase-abhangigen Synaptophysin-Myc-Chimaren-codierenden
Region enthielt (grau). Eine zusitzliche Injektion wurde in das dmPAG
mit AAV durchgefiihrt, das ein Plasmid mit einer Cre-off-Flippase (Flp)-
Rekombinase-auf-eYFP-kodierenden Region fiir das fluoreszierende
Protein trug (blau). B) Anatomisches Schema mit Injektionen und
Expressionslokalisationen im periaquiduktalen Grau. Glycinerge Neu-
ronen projizieren von vIPAG zu dmPAG (grau). In dmPAG exprimieren
je nach Maus-Genotyp entweder GABAerge oder glutamaterge Neuro-
nen l6sliches eYFP (blau). PAG-Gehirnschnitte beider Miusestamme
wurden mit Sylite (griin) gefdrbt. Box — Imaging- und Rekonstruktions-
bereich. C) Volumetrische 3D-Rekonstruktion eines einzelnen dmPAG
GABAergen Neuronenzellkérpers (hellblau, transparent) aus einem
Gehirnschnitt. Im Soma befinden sich mehrere Gephyrin-Cluster
(griin). MaR3stabsbalken 10 ym. D) Glycinerge Synapsen sind im

Durchschnitt gréfer als nicht-glycinerge Synapsen in dmPAG. Box- (25.

bis 75. Perzentile) und Whiskers (5. bis 95. Perzentile)-Plot, die die
ClustergréRenverteilung von Gephyrin (GPHN) darstellen. Signifikanz
bestimmt mit ungepaartem t-Test mit Welch-Korrektur, p <0.0001.

E) Hohere inhibitorische Synapsendichte wird in GABAergen Neuronen
in dmPAG beobachtet. Hemmende Synapsendichten: Das gesamte In-
Neuronen-Gephyrinvolumen (Voxel) wurde durch das gesamte Neuro-
nenvolumen (Voxel) in jedem Gewebeschnitt von dmPAG dividiert und
aufgetragen, Mittelwert £ SEM. Die Dichte der inhibitorischen Synap-
sen mit glycinergen Input (Gly +) unterscheidet sich nicht zwischen
GABAergen und glutamatergen Neuronen (links), wahrend bei GABA-
ergen Neuronen (Mitte) eine héhere nicht-glycinerge (Gly—) Synapsen-
dichte beobachtet wird. Die gesamte inhibitorische Synapsendichte in
GABAergen Neuronen ist hoher als in glutamatergen Neuronen
(rechts). Die Datensitze wurden mit dem D’Agostino-Pearson-Test auf
Normalitat uberpriift. Ein einzelner Ausreiffer wurde mit der Methode
von Grubbs mit a.=0.05 entfernt. Signifikanz bestimmt mit ungepaar-
tem t-Test mit Welch-Korrektur, p <0.05, 8 (4 pro Tier) Gehirnschnitte
von GlyT2-Cre::vGat-Flp-Miusen und 9 (3 pro Tier) Schnitte von GlyT2-
Cre::vGluT2-Fl Mause wurden verwendet.
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Zusammenfassung

Durch systematische Verbesserungen der Bindungssequenz,
MaBschneidern von Fluoreszenzfarbstoffen und der Dimeri-
sierungsarchitektur, um die gleichzeitige Bindung an zwei
Gephyrinmolekiile zu ermoglichen, haben wir eine hochse-
lektive und hochaffine Sonde fiir die inhibitorische Synapse
hergestellt. Im Gegensatz zu Antikorpern, die gegen Prote-
infragmente gerichtet sind, die sich im Allgemeinen nicht
auf eine spezifische Proteinfunktion beziehen, wurde Sylite
von GlyR abgeleitet, einem endogenen Liganden von neu-
ronalem Gephyrin, welches Gephyrin-Isoformen bindet, die
aktiv Rezeptoren an der Synapse verankern. Sylite hat einen
Linker mit Cystein, der Flexibilitit fiir die Konjugation von
Maleimid-haltigen Farbstoffen ermoglicht, wodurch eine
einfache Derivatisierung eines wirksamen Binders an eine
fluoreszierende Sonde ermoglicht wird, wobei die Bildge-
bungsfihigkeiten vom Fluorophor abhingig sind. Der beob-
achtete erhebliche Einfluss des Farbstoffs auf die Bindungs-
eigenschaften einer kurzen Peptidsonde (Abbildung S2, S3),
weisst darauf hin, dass eine Validierung, wie fiir SyliteCy3
beschrieben (Abbildung S6), fiir neue Farbstoffe erforder-
lich ist.

Sylite ldsst sich leicht in standardméBige immunzytoche-
mische und immunhistochemische Assays implementieren,
wo es als Ersatz fiir oder zusammen mit Antikérpern
verwendet werden kann, um hemmende Synapsen in einer
einstufigen Anwendung dhnlich der direkten Immunmarkie-
rung sichtbar zu machen. Sylite, konjugiert mit dem Cy5-
Fluorophor, ist besonders niitzlich fiir die Super-Resolution-
Mikroskopie, die Studien der inhibitorischen Synapse im
NanomafRstab ermoglicht, wie die hier durchgefiihrten Pra-
zu-Post-Synapsenabstandsmessungen. In Gewebe erzielt Sy-
lite vermutlich aufgrund seiner geringen GroBe eine zuvor
unerreichte Fiarbeeffizienz und ermoglicht eine stark verein-
fachte und beschleunigte Gewebeverarbeitung ohne Bildar-
tefakte, die héufig bei Antikdorpern beobachtet werden.
Sylite kann somit fiir fortschrittliche und gebiindelte anato-
mische Tracing-Techniken eingesetzt werden, die zelltyp-
und projektionsspezifische Konnektivitét als Teil von schalt-
kreiszentrierten Ansédtzen zur Gehirnfunktion adressieren.
Im GroBen und Ganzen liefern Techniken, die auf viralen
Abgabesystemen beruhen, keine spezifischen Informationen
tiber die postsynaptische Stelle, wie etwa die Identitdt der
Zellstrukturen, ihre GroBe und Organisation. Aufgrund
seiner hohen Markierungseffizienz im Gewebe kann Sylite
daher wesentlich dazu beitragen, hemmende postsynaptische
Dichten und deren GroBe einfacher und zuverldssiger zu
identifizieren. Neben der Identifizierung von Zielzellen und
synaptischen GrofBlen spezifischer Projektionswege, wie hier
hervorgehoben, hat Sylite das Potenzial, Studien zur funk-
tionellen Bedeutung einer prézisen, d.h. subzelluldren, sy-
naptischen Lokalisierung voranzutreiben. Die immer kom-
plexer werdende  neurowissenschaftliche  Forschung
zusammen mit den technologischen Fortschritten in der
Gewebebildgebung und der hochauflésenden Mikroskopie
erzeugen eine starke Nachfrage nach neuen Sonden fiir
Multiplex-Untersuchungen des Gehirns im Mikro- und Na-
nomaBstab.*! Wir erwarten, dass die in dieser Studie
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angewandte rationale Sondenentwicklung, d.h. die Entwick-
lung eines endogenen aktivitdtsbezogenen Liganden hin zu
einem kompakten synthetischen hochaffinen Binder, Son-
denmultimerisierung fiir erhohte Aviditdt, Affinitit und
Selektivitdt sowie Fluorophor-Screening und -Anpassung, zu
neuen kompakten Affinitdtssonden fiir andere Schliissel-
komponenten des Nervensystems, wie dem exzitatorischen
postsynaptischen Gertistprotein PSD-95 oder dem présynap-
tischen Gerlistprotein Bassoon fithren wird. Zukiinftig
konnten Sylite-Derivate auch synergistisch mit neuartigen
Zellpenetrationstechniken verwendet werden!**! die die
Bildgebung lebender Zellen und funktionelles Targeting, In
vivo-Anwendungen und pharmakologische Forschung er-
leichtern konnten. Dem miissen jedoch detaillierte Biokom-
patibilitdts- und Biotoxizitédtsstudien, einschlief3lich metabo-
lischer und chemischer Stabilitdt, vorausgehen. Nach
unseren vorldaufigen Daten bleibt Sylite bei Lagerung als
gefrorene Losung mindestens 12 Monate voll funktionsfahig
und chemisch stabil (Anhang 5).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass unsere Ergeb-
nisse Sylite als leistungsstarkes, vielseitiges und zuverléssiges
Bildgebungswerkzeug fiir die Neurowissenschaften etablie-
ren. Zu den Vorteilen gegeniiber herkommlicher Affinitéts-
sonden gehoren die selektive Markierung funktioneller
inhibitorischer Synapsen, schnelle und unkomplizierte Ge-
webefirbung sowie die Kompatibilitdt mit hochauflosender
Mikroskopie. In Kombination mit fortschrittlichen Bildge-
bungsverfahren eroffnen synthetische Sonden wie Sylite
neue Forschungswege in den Neurowissenschaften, da sie
Multiplex-Studien erméglichen und eine bessere Lokalisie-
rungsprazision, Auflosung und Gewebefarbung erzielen.
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inhibitory synapses and circuit mapping
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Es wird eine kompakte synthetische
Fluoreszenzsonde zur vereinfachten und
kontrastreichen Visualisierung von inhi-
bitorischen Synapsen in Neuronenkultu-
ren und Gehirngewebe vorgestellt. Die
Sonde kann flexibel sowohl fiir die volu-
metrische Weitfeld- als auch fur die
konfokale 3D-Visualisierung von Synap-
sen eingesetzt werden. Dariiber hinaus
wird ihr Einsatz fur die Kartierung von
inhibitorischen neuronalen Schaltkreisen
im Gewebe und fiir die hochauflésende
Bildgebung von Synapsen demonstriert.

© 2022 Die Autoren. Angewandte Chemie veréffentlicht von Wiley-VCH GmbH



