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Zusammenfassung I

Zusammenfassung 
 
 
Der N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor (NMDAR), ein Mitglied der Familie 

ionotroper Glutamatrezeptoren, ist maßgeblich an synaptischer Plastizität und 

neurodegenerativen Prozessen im zentralen Nervensystem beteiligt. Der NMDAR 

ist ein differenziell regulierter heterooligomerer Proteinkomplex aus 7 möglichen 

homologen Untereinheiten (NR1, NR2A-D, NR3A-B), die wahrscheinlich in 

unterschiedlichen stöchiometrischen Kombinationen oligomerisieren können. 

Mit Hilfe der biophysikalischen Methode FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie 

Transfer) wurden die verschiedenen NMDA Rezeptoruntereinheiten auf ihre 

Fähigkeit hin untersucht, Assemblierungsintermediate zu bilden. Die Analyse 

erfolgte anhand CFP (cyan fluorescent protein) - und YFP (yellow fluorescent 

protein) -markierter Untereinheiten nach heterologer Expression in HEK Zellen. 

Die Untersuchung der Homooligomerisierung der Untereinheiten führte zu dem 

Ergebnis, dass lediglich NR1 Untereinheiten mit sich selbst assemblieren konnten. 

NR2 und NR3 Untereinheiten waren hingegen nicht in der Lage, homooligomere 

Komplexe zu bilden. Während eine Interaktion zwischen NR2 Untereinheiten nur 

in Anwesenheit der NR1 Untereinheit nachzuweisen war, wurde die starke 

Wechselwirkung zwischen NR1 Untereinheiten durch die zusätzliche Anwesenheit 

der NR2 Untereinheit nicht signifikant beeinträchtigt. Die Untersuchung der 

Heterooligomerisierung zeigte Interaktionen zwischen NR1 und NR2 sowie 

zwischen NR1 und NR3 Untereinheiten. Beide Kombinationen führten jeweils zu 

funktionellen Kanälen, die im Fall von NR1/NR2 Rezeptoren durch Glutamat und 

Glycin, im Fall von NR1/NR3 Rezeptoren ausschließlich durch Glycin aktiviert 

wurden.  Eine Wechselwirkung zwischen NR2 und NR3 Untereinheiten konnte 

nicht detektiert werden. Die Assemblierung dieser Untereinheiten war jedoch in 

Anwesenheit der NR1 Untereinheit nachzuweisen.  

Die Daten zeigen hinsichtlich des homo- und heterooligomeren 

Assemblierungsverhaltens einen deutlichen Unterschied zwischen NR1 

Untereinheiten einerseits und NR2 bzw. NR3 Untereinheiten andererseits. Daraus 

lässt sich eine besondere Bedeutung der NR1 bei der Generierung von NMDA 

Rezeptoren ableiten. Die Ergebnisse deuten zudem darauf hin, dass der 

Oligomerisierungsprozess der NR1 das initiale Ereignis der 
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Rezeptorassemblierung sein könnte. Dabei bildet der homooligomere NR1 

Komplex vermutlich die strukturelle Voraussetzung für die weitere Anlagerung 

von NR2 und/oder NR3 Untereinheiten an diesen Komplex und beeinflusst somit 

entscheidend die Stöchiometrie des Rezeptors und die Anordnung der 

Untereinheiten. 

Die erzielten Ergebnisse sind zudem ein indirekter Beweis für einen tetrameren 

NMDA Rezeptor mit einer Stöchiometrie von 2:2 für NR1/ NR2 und NR1/NR3 

Rezeptoren als auch die Stöchiometrie von 2:1:1 für NR1/NR2/NR3 Rezeptoren. 

Ergänzt durch bisherige Untersuchungen zur Stöchiometrie von ionotropen 

Glutamatrezeptoren führten die Ergebnisse dieser Arbeit zum Postulat eines 

NMDA Rezeptors mit einer alternierenden Anordnung der enthaltenen 

Untereinheiten. 

Die dargestellten Resultate vertiefen das Verständnis der Biogenese der 

Untereinheiten zum reifen Rezeptor und ermöglichen durch ein Modell der 

Rezeptorstöchiometrie weitere Einblicke in die Struktur-Funktionsbeziehungen des 

NMDA Rezeptors. 
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Einleitung 

 

Neuronale Kommunikation 

 

„Der Grundvorgang der Kommunikation ist im Prinzip schnell 

beschrieben. Da ist ein Sender, der etwas mitteilen möchte. Er verschlüsselt sein 

Anliegen in erkennbare Zeichen - wir nennen das, was er von sich gibt, seine 

Nachricht. Dem Empfänger obliegt es, dieses wahrnehmbare Gebilde zu 

entschlüsseln.“
1 

 

Was hier für die zwischenmenschliche Kommunikation formuliert wird, trifft auch 

prinzipiell für den Datenaustausch zwischen zwei Neuronen zu, deren 

Informationsaustausch an spezialisierten Kontaktstellen, den Synapsen, stattfindet. 

Neben ephaptischer Transmission und der elektrischen Synapse erfolgt die 

Signalübertragung in erster Linie mittels Neurotransmitter an der chemischen 

Synapse. Diese zeichnet sich durch eine variablere Signalgebung aus, was 

wiederum ein komplexeres Verhalten ermöglicht und angesichts der 1014 Synapsen 

(im menschlichen Gehirn) und einzelnen Neuronen mit bis zu 100.000 

synaptischen Eingängen sinnvoll erscheint. Zahlreiche Neurotransmitter und eine 

noch größere Anzahl von Transmitterrezeptoren bewerkstelligen die 

Kommunikation an den chemischen Synapsen. Letztere lassen sich in zwei 

Hauptformen untergliedern: die metabotropen und die ionotropen Rezeptoren. 

Metabotrope Rezeptoren nehmen über die Aktivierung von sekundären 

Botenstoffen und nachfolgenden enzymatischen Reaktionen Einfluss auf den 

biochemischen Status der Zelle. Ionotrope Rezeptoren vermitteln hingegen eine 

schnelle elektrophysiologische Antwort, bei welcher die Bindung der Liganden 

sowie der Effekt der Ligandenbindung - der Fluss von Ionen durch die Kanalpore - 

innerhalb ein und desselben Moleküls erfolgt. 

 

                                                
1 http://arbeitsblaetter.stangl-taller.at/KOMMUNIKATION/ 
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Die in der vorliegenden Arbeit behandelten N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA) 

Rezeptoren stellen eine Ausnahme dieser Klassifizierung dar. Neben der 

unmittelbaren Beeinflussung des Membranpotentials vermitteln NMDA 

Rezeptoren auch länger andauernde Veränderungen innerhalb der Zelle, die durch 

den Einstrom von Kalzium ausgelöst werden. Auch hinsichtlich einer weiteren 

Klassifizierung lässt der NMDA Rezeptor keine eindeutige Einordnung zu. Zwar 

zählt er zu den glutamatergen exzitatorischen Rezeptoren, benötigt jedoch für seine 

Aktivierung zusätzlich den inhibitorischen Neurotransmitter Glycin. Bevor der 

NMDA Rezeptor näher besprochen wird, soll zunächst der allgemeine Aufbau von 

Ionenkanälen und die grundlegende Struktur von ionotropen Glutamatrezeptoren 

behandelt werden. 

 

Ionotrope Neurotransmitterrezeptoren 

 

Ionotrope Neurotransmitterrezeptoren sind membranständige Proteinkomplexe und 

zeichnen sich durch eine allen Vertretern gemeinsame Grundstruktur aus. Mehrere 

gleiche oder verschiedene Untereinheiten lagern sich dabei so zusammen, dass sie 

einen Kanal durch die Membran formen. Dieser aus einer zentralen Pore 

bestehende Kanal ist für bestimmte Ionen nach Bindung des Liganden an den 

Rezeptor permeabel, weshalb sie auch als ligandengesteuerte Ionenkanäle 

bezeichnet werden. Die ionotropen Rezeptoren werden in drei große Familien 

unterteilt: die ionotropen Glutamatrezeptoren (iGluR), die ionotropen 

Purinrezeptoren (P2XR) und in die Superfamilie der nikotinischen 

Acetylcholinrezeptoren (nAChR). In der Abbildung 1 ist der schematische Aufbau 

von Vertretern der jeweiligen Rezeptorfamilie dargestellt. Deutlich wird vor allem 

der Unterschied in der Anzahl sowie der Struktur der am Aufbau der 

verschiedenen Kanalfamilien beteiligten Untereinheiten. 

P2X Rezeptoren sind für Kationen permeable exzitatorische Rezeptoren, die durch 

ATP aktiviert werden. Die Untereinheiten (P2X1-7) bestehen aus einem kurzen 

intrazellulären N-Terminus, gefolgt von zwei Transmembrandomänen (M1, M2) 

und einem kurzen intrazellulären C-Terminus (Newbolt, Stoop et al. 1998).  

Die Superfamilie der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren ist von der Funktion 

her eine sehr heterogene Gruppe von Rezeptoren. Zu ihnen gehören für Kationen 
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durchlässige, exzitatorische Rezeptoren (der nAChR und der Serotoninrezeptor 

5HT3), sowie für Chloridionen durchlässige, inhibitorische Rezeptoren (GABAA 

und  GABAc Rezeptoren, der Glycinrezeptor und der glutamatgesteuerte 

Chloridkanal aus C. elegans). Die Mitglieder dieser Familie formen pentamere 

Komplexe, die aus zueinander homologen Untereinheiten aufgebaut sind (Betz 

1990; Ortells and Lunt 1995) und entweder Homo- oder Heteropentamere bilden. 

Eine Untereinheit besteht wiederum aus einem extrazellulären N-Terminus, vier 

Transmembrandomänen (M1-M4) und einem extrazellulären C-Terminus.  

 

 

 

Abb. 1: Aufbau ionotroper Neurotransmitterrezeptoren. Stöchiometrie und 
Membrantopologie ionotroper Neurotransmitterrezeptoren sind am Beispiel jeweils 
eines Vertreters der drei bekannten Familien gezeigt: P2X1 für P2X Rezeptoren, der 
NMDA Rezeptor für ionotrope Glutamatrezeptoren und der muskuläre 
Acetylcholinrezeptor für die Superfamilie der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren. 
Während der grundlegende Aufbau, die Zusammenlagerung mehrerer Untereinheiten 
um eine zentrale Pore, bei allen drei Familien gleich ist, gibt es hinsichtlich der 
Details nennenswerte Unterschiede. Dies sind zum einen die Anzahl der beteiligten 
Untereinheiten sowie der Aufbau der verschiedenen Untereinheiten. 

 
 

Ionotrope Glutamatrezeptoren 

 

Ionotrope Glutamatrezeptoren sind für Kationen permeable und im ZNS 

hauptsächlich für die schnelle exzitatorisch Signalgebung verantwortliche  
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Rezeptoren, deren physiologischer Agonist der Neurotransmitter L-Glutamat ist. 

Zur Familie der iGluRs gehören der N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor (NMDAR), 

der -Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat Rezeptor (AMPAR) sowie 

der Kainatrezeptor. Die Namensgebung erfolgte anhand der pharmakologischen 

Unterscheidbarkeit der einzelnen Subfamilien durch synthetische, aktivierende 

Agonisten (Watkins 1981). Durch Klonierung und Sequenzierung der einzelnen 

iGluR Untereinheiten konnte diese pharmakologische Unterscheidung aber auch 

hinsichtlich der genetischen Verwandtschaft bestätigt werden (Abb. 2).  

 

 

 

Ähnliche Sequenzen und in einigen Fällen konservierte Intron/Exon Strukturen 

deuten jedoch auf einen gemeinsamen genetischen Ursprung der ionotropen 

Glutamatrezeptoren hin (Suchanek, Seeburg et al. 1995). Diese gemeinsame 

Herkunft wird auch durch die Strukturhomologie zum prokaryontischen 

Glutamatrezeptor GluR0 deutlich (Chen, Cui et al. 1999), die im folgenden Kapitel 

ausführlicher behandelt wird. 

Bei allen Familienmitgliedern handelt sich vermutlich um tetramere homo- oder 

heterooligomere Proteinkomplexe (Laube, Kuhse et al. 1998; Rosenmund, Stern-

Bach et al. 1998; Matsuda, Kamiya et al. 2005), die aus miteinander verwandten 

Untereinheiten gebildet werden. Dabei können zur Ausbildung eines funktionellen 

Abb. 2:  Phylogenetischer Stammbaum 
der ionotropen Glutamatrezeptoren. Der 
Stammbaum zeigt die genetische 
Verwandtschaft innerhalb der Familie 
der ionotropen Glutamatrezeptoren. 
Deutlich wird die Unterscheidung von 
NMDA und Nicht-NMDA Rezeptoren, 
aber auch die engere Verwandtschaft 
innerhalb der jeweiligen Subfamilien. 
Diese könnte erklären, warum nur 
Untereinheiten der gleichen Subfamilie 
miteinander assemblieren können. (aus 
Tools for Glutamate Receptor Research: 
http://www.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/inf
o/tools.html) 
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Rezeptors nur Untereinheiten gleicher Subfamilien assemblieren (Dingledine, 

Borges et al. 1999). 

 

Aufbau der Untereinheiten ionotroper Glutamatrezeptoren 

 
Die Untereinheiten aller iGluRs zeigen einen modularen Aufbau und enthalten 

typischerweise eine extrazelluläre aminoterminale Domäne (NTD), eine 

Ligandenbindungsdomäne (S1S2), den Membran assoziierten Bereich sowie eine 

intrazelluläre carboxyterminale Domäne. Die Abbildung 3 illustriert diesen 

charakteristischen Aufbau schematisch. 

 

 

 

Abb. 3: Modularer Aufbau der Untereinheiten ionotroper Glutamatrezeptoren. Der 
für alle iGluR Untereinheiten gleiche Aufbau zeigt einen ausgeprägten modularen 
Charakter. Extrazellulär befinden sich die  N-terminale Domäne (NTD) sowie die 
Ligandenbindungsdomäne (S1S2). Der transmembranäre Anteil wird von drei 
Transmembrandomänen und einem reentrant loop gebildet. Die C-terminale 
Domäne ist cytoplasmatisch gelegen (Einzelheiten siehe Text). 

 

Die aus ca. 400 Aminosäuren bestehende N-terminale Domäne (NTD), die eine 

Sequenzhomologie zu einem bakteriellen periplasmatischen Bindeprotein (PBP) 

aufweist, scheint eine wichtige Rolle bei der Subtypen-spezifischen Assemblierung 

zu spielen (Ayalon and Stern-Bach 2001; Meddows, Le Bourdelles et al. 2001). 

Darüber hinaus binden im Fall des NMDA Rezeptors Modulatoren an die N-

terminale Domäne und beeinflussen durch einen allosterischen Mechanismus die 
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Kanalöffnung (Masuko, Kashiwagi et al. 1999; Paoletti, Perin-Dureau et al. 2000; 

Zheng, Erreger et al. 2001; Perin-Dureau, Rachline et al. 2002).  

Die Ligandenbindungsdomäne (S1S2) wird aus zwei Polypeptidsequenzen 

gebildet, welche durch die Pore formende Strukturen voneinander getrennt sind 

(Stern-Bach, Bettler et al. 1994). Die Ligandenbindungsdomäne zeigt ebenfalls 

Sequenzhomologie zu prokaryontischen Aminosäure bindenden Proteinen, in 

diesem Fall zu dem Lysin-Arginin-Ornithin-Bindeprotein (LAOBP) und dem 

Glutamin-Bindeprotein (QBP) (Nakanishi, Shneider et al. 1990; Hsiao, Sun et al. 

1996; Armstrong, Sun et al. 1998). Die Bindung des Liganden erfolgt über einen 

Venusfliegenfallenmechanismus, bei dem der Ligand zwischen S1 und S2 

eingeschlossen wird (Oh, Pandit et al. 1993). 

Der Bereich der Kanalpore wird durch 2 -helikale die Membran durchspannende 

Segmente (M1 und M2) und einem zwischen M1 und M2 gelegenen Loop, der die 

engste Stelle determiniert, erzeugt. Dieser reentrant loop ist homolog zu P-Loop 

Sequenzen anderer Kanalproteine und bestimmt wesentliche 

elektrophysiologischen Eigenschaften des Kanals (Wood, VanDongen et al. 1995; 

Panchenko, Glasser et al. 2001).  

Der modulare Aufbau der iGluRs, die allem Anschein nach aus verschiedenen 

Komponenten zusammengesetzt sind, spricht für die genes-in-pieces Hypothese 

(Gilbert 1978). Unterstützt wird diese These durch die Homologie der iGluRs mit 

einem prokaryontischen Glutamatrezeptor (GluR0), der für Kalium permeabel ist. 

Danach könnte der GluR0 durch Fusion eines primitiven Kalium-Kanals mit einem 

PBP hervorgegangen sein (Chen, Cui et al. 1999). Eukaryontische iGluRs besitzen 

zusätzlich noch eine dritte Transmembrandomäne sowie einen zytoplasmatischen 

C-Terminus. Dieser variiert in der Länge zwischen 20 und 500 Aminosäuren und 

vermittelt das Targeting und die Lokalisierung des Rezeptors in der Zelle (Bolton, 

Blanpied et al. 2000).  

 

NMDA Rezeptor Untereinheiten 

 

Für den NMDA Rezeptor konnten durch die Anfang der 90er Jahre begonnenen 

Klonierungen (Moriyoshi, Masu et al. 1991; Meguro, Mori et al. 1992; Monyer, 

Sprengel et al. 1992; Ishii, Moriyoshi et al. 1993) bisher 7 NMDA 
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Rezeptoruntereinheiten identifiziert werden, die jeweils durch separate Gene 

kodiert sind: eine NR1 Untereinheit, vier NR2 Untereinheiten (NR2A-D) und zwei 

NR3 Untereinheiten (NR3A-B). Alternatives Spleißen von drei Exons (Exon 5 im 

N-Terminus sowie Exon 21 und 22 im C-Terminus) generiert acht Varianten der 

NR1 Untereinheit, die die Rezeptorvielfalt zusätzlich vergrößern.  

Die Einteilung in NR1, NR2 und NR3 Untereinheiten spiegelt die Homologie 

zwischen den einzelnen Untereinheiten wider, wobei innerhalb der Gruppen eine 

recht hohe, zwischen den Gruppen aber eine relativ geringe Homologie vorliegt. 

So sind beispielsweise die NR2 Untereinheiten der Nagetiere untereinander 39 - 52 

% identisch. Gegenüber der NR1 Untereinheit findet man hier jedoch nur noch 

eine 16 - 18 %ige Übereinstimmung in der Aminosäueresequenz (Kutsuwada, 

Kashiwabuchi et al. 1992). Eine deutliche Homologie gibt es mit 47 % auch 

zwischen NR3A und NR3B. Gegenüber NR1 und NR2 Untereinheiten beträgt die 

Übereinstimmung z.B. von der NR3B jedoch nur 17 - 21 % (Chatterton, 

Awobuluyi et al. 2002).  

Auf Grund der Sequenzunterschiede der einzelnen NMDA Rezeptoruntereinheiten 

ergeben sich Differenzen in Bezug auf ihre Sensitivität zu endo- und exogenen 

Liganden, ihrer Durchlässigkeit für, und den Block durch zweiwertige Ionen, ihren 

kinetischen Eigenschaften sowie ihrer Interaktion mit intrazellulären Proteinen. 

Die Folge davon sind funktionell unterschiedliche Untereinheiten, welche die 

physiologischen Besonderheiten der NMDA Rezeptoren bewirken.  Durch 

Variation der Untereinheitenzusammensetzung ergibt sich darüber hinaus eine 

große Mannigfaltigkeit an NMDA Rezeptoren mit völlig unterschiedlichen 

Gesamteigenschaften. Die funktionelle Vielfalt der NMDA Rezeptoren wird 

zusätzlich durch unterschiedliche zeitliche und räumliche Expression der einzelnen 

Rezeptoruntereinheiten verstärkt (Akazawa, Shigemoto et al. 1994; Monyer, 

Burnashev et al. 1994).  

 

Funktionelle Besonderheiten von NMDA Rezeptoren 

 

Eine Besonderheit der NMDA Rezeptoren, die ihnen eine Sonderstellung unter 

allen ligandengesteuerten Ionenkanälen einbringt (Curras and Pallotta 1996), ist 

die Notwendigkeit der gleichzeitigen Bindung zweier Agonisten zur 
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Kanalaktivierung. Neben Glutamat wird zusätzlich der Koagonist Glycin benötigt 

(Thomson, Walker et al. 1989). Die Ursache hierfür liegt in der 

Untereinheitenkomposition von NMDA Rezeptoren und den Eigenschaften der 

beteiligten Untereinheiten. Im Gegensatz zu AMPA und Kainat Rezeptoren sind 

am Aufbau des NMDA Rezeptors immer zwei verschiedene Untereinheiten 

beteiligt. Die Mehrzahl der Rezeptoren setzt sich dabei aus NR1 und NR2 

Untereinheiten zusammen, von denen die NR1 Glycin und die NR2 Glutamat 

bindet (Kuryatov, Laube et al. 1994; Laube, Hirai et al. 1997). Eine Ausnahme 

bilden allerdings die Rezeptoren, die aus NR1 und NR3 Untereinheiten 

zusammengesetzt sind. Da die NR3 Untereinheit ebenfalls Glycin bindet, ergibt 

sich für diesen Fall ein von Glutamat unabhängiger, rein glycinerger NMDA 

Rezeptor (Chatterton, Awobuluyi et al. 2002), der wiederum eine Sonderstellung 

innerhalb der NMDA Rezeptoren einnimmt. 

Eine weitere Besonderheit von NMDA Rezeptoren ist deren spannungsabhängige 

Blockade durch physiologische Konzentrationen extrzellulären Magnesiums 

(Mayer, Westbrook et al. 1984). Magnesiumionen können beim Ruhepotential der 

Zelle in den Kanal eintreten, sind aber nicht in der Lage diesen zu passieren. Eine 

Rückdiffusion wird durch die starke negative Ladung des Zellinneren verhindert. 

Die Magnesiumionen hemmen somit den Durchfluss anderer Kationen durch die 

Kanalpore. Die Aufhebung dieses Magnesiumblocks, die dementsprechend erst bei 

einer Depolarisation der Zellmembran erreicht wird, macht den NMDA Rezeptor 

zu einem molekularen Koinzedenzdetektor. So ist nicht nur die Bindung der 

Liganden für die Aktivierung des Kanals, sondern zusätzlich die Depolarisation der 

Membran, in die der NMDA Rezeptor integriert ist, erforderlich (Abb. 4).  

Die für diese Depolarisierung der Membran in erster Linie verantwortlichen 

AMPA Rezeptoren sind in enger Nachbarschaft zu den NMDA Rezeptoren in der 

postsynaptischen Membran glutamaterger Synapsen zu finden. Das 

Zusammenspiel beider Subtypen ionotroper Glutamatrezeptoren bildet die 

Grundlage synaptischer Plastizität. Bei schwacher Glutamatfreisetzung aus der 

Präsynapse kommt es nur zu einer Aktivierung der AMPA Rezeptoren, die über 

den Einstrom von Natrium und Kalium in die Postsynapse eine 

Informationsweiterleitung durch die Änderung des Membranpotentials bewirken. 

Kommt es jedoch zu einer starken, andauernden oder in kurzen Abständen 

wiederholten Glutamatausschüttung, führt die gleichzeitige Bindung von Glutamat 
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und die Depolarisation der Membran durch AMPA Rezeptoren zu einer 

Aktivierung der NMDA Rezeptoren, die jetzt erst zum Gesamtstrom über die 

postsynaptische Membran beitragen. 

 

 

 
Abb. 4 Der NMDA Rezeptor als Koinzedenzdetektor. Ein einzelner Stimulus führt an der 
exzitatorischen Synapse zu einer postsynaptischen Antwort, die durch Nicht-NMDA 
Rezeptoren vermittelt wird. Der NMDA Rezeptor ist unter diesen Bedingungen durch 
Magnesiumionen blockiert (A). Erst kurz aufeinander folgende oder mehrere gleichzeitige 
Stimuli führen durch AMPA Rezeptoren zu einer starken Depolarisation der 
postsynaptischen Membran, die für die Auflösung des Magnesiumblocks an NMDA 
Rezeptoren sorgt. Die durch die NMDA Rezeptoren einströmenden Kalziumionen tragen 
nicht nur zum postsynaptischen Strom bei, sonder bewirken als sekundärer Botenstoff 
länger andauernde Veränderungen in der Zelle, die z.B. durch eine Veränderung der 
Genexpression erreicht wird. (Die notwendige Glycinbindung zur Aktivierung von NMDA 
Rezeptoren wurde aus Gründen der Übersichtlichkeit in dieser Darstellung vernachlässigt.) 

 

Neben Natrium- und Kaliumionen weisen NMDA Rezeptoren eine hohe 

Leitfähigkeit für Kalziumionen auf, die im Vergleich zu AMPA und Kainat 

Rezeptoren 50 fach erhöht ist (Mayer and Westbrook 1987). Der Kalziumeinstrom 

vermittelt hier aber nicht nur einen Stromfluss über die Membran. Da Kalzium 

auch als intrazellulärer Signalstoff agiert, bewirkt die steigende 

Kalziumkonzentration in der Zelle nach Stimulation der NMDA Rezeptoren auch 

länger andauernde Veränderungen, wie z.B. die Expression von Genen. Die 

Kanalaktivierung durch mehrere simultane Ereignisse sowie das darauf folgende 
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Auslösen dauerhafter Änderungen im Neuron wird als Grundlage von Lern- und 

Gedächtnisprozessen diskutiert (Maren and Baudry 1995; Asztely and Gustafsson 

1996). 

 

Interne Modulation der NMDA Rezeptor Aktivität 

 

Die pharmakologischen und kinetischen Eigenschaften der NMDA Rezeptoren 

können durch Veränderungen in der Untereinheitenzusammensetzung moduliert 

werden. Diese Modulation kann bis hin zur Aufhebung des Magnesiumblocks 

beim Ruhepotential der Zelle sowie zur Unabhängigkeit von Glutamat für die 

Kanalaktivierung führen. Über die Untereinheitenzusammensetzung können 

NMDA Rezeptoren somit an unterschiedliche physiologische Anforderungen 

angepasst werden. 

Neben dem Magnesiumblock der Kalziumpermeabilität und der Ligandenbindung 

werden vor allem die Öffnungs- und Schließzeiten des Ionenkanals, also dessen 

Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken, von den am Aufbau des Kanals 

beteiligten Untereinheiten bestimmt. NMDA Rezeptoren zeichnen sich im 

allgemeinen durch langsame Deaktivierungskinetiken aus, die einen robusten 

Kalziumeinstrom in die Zelle gewährleisten (Dingledine, Borges et al. 1999). Die 

Deaktivierungskinetiken von NR1/NR2 NMDA Rezeptoren werden dabei im 

Wesentlichen von den NR2 Untereinheiten determiniert. Je nach beteiligter 

Isoform der NR2 können sie bis zum 50 fachen voneinander abweichen. So 

deaktivieren NR1/NR2A Rezeptoren mit einer Zeitkonstanten von  ~ 50 ms, 

NR1/NR2D Rezeptoren hingegen mit einer Zeitkonstanten von  ~ 1,7 s (Wyllie, 

Behe et al. 1998). Eine Beeinflussung der Deaktivierungskinetiken findet aber 

auch durch Spleißformen der NR1 Untereinheit statt. So ist die Deaktivierung 

eines NR1-1b/NR2B Rezeptors vier mal so schnell wie die Deaktivierung eines 

NR1-1a/NR2B Rezeptors (Rumbaugh, Prybylowski et al. 2000). 

Die Ionenleitfähigkeiten und der Magnesiumblock von NMDA Rezeptoren werden 

vornehmlich von den NR2 Untereinheiten bestimmt. Während NR2A und NR2B 

Untereinheiten jeweils zu Kanälen mit hoher Leitfähigkeit und hoher Sensitivität 

gegenüber Mg2+ führen, bedingen NR2C und NR2D Untereinheiten eine geringe 

Leitfähigkeit mit einer ebenfalls geringeren Sensitivität gegenüber extrazellulärem 



Einleitung 11 

Mg2+ (Momiyama, Feldmeyer et al. 1996). Die Leitfähigkeit kann ebenso durch 

die An- bzw. Abwesenheit der NR3 Untereinheit beeinflusst werden. Dabei führt 

z.B. die NR3A Untereinheit in einem NR1/NR2A/NR3A Rezeptor zu einer fünf 

fachen Verringerung der Kalzium-Leitfähigkeit, verglichen mit einem NR1/NR2A 

Rezeptor (Das, Sasaki et al. 1998). 

 

Externe Modulation der NMDA Rezeptor Aktivität 

 

Die Eigenschaften von NMDA Rezeptoren können auch durch zahlreiche 

modulatorisch wirkende Substanzen beeinflusst werden. Da diese wiederum in 

ihrer spezifischen Wirkung zwischen einzelnen Untereinheiten unterscheiden, 

werden die Kanaleigenschaften auch hier von der Untereinheitenzusammensetzung 

beeinflusst. So sind z.B. NR1/NR2A und NR1/NR2B Rezeptoren sensitiver 

gegenüber dem Kanalblocker MK801 als NR1/NR2C Rezeptoren (Chazot, 

Coleman et al. 1994). Ifenprodil weist einen 400fach geringeren IC50 Wert für 

NR2B gegenüber NR2A, NR2C und NR2D auf und gilt daher als nicht 

kompetitiver Inhibitor von NR2B enthaltenden Untereinheiten (Williams 1993). 

Ebenso zeigt das aus dem Gift der Schnecke Conus geographus isolierte 

Neurotoxin Conantokin G eine hohe Selektivität für die NR2B Untereinheit 

(Donevan and McCabe 2000). Weitere allosterische Regulatoren der 

Rezeptorfunktion sind Zink, Polyamine und Protonen. Die Sensitivität gegenüber 

Protonen wird dabei von der NR1 Untereinheit vermittelt. Aber auch hier gibt es 

Unterschiede zwischen einzelnen Spleißformen. Diejenigen Varianten der NR1, 

die im N-Terminus die 21 Aminosäuren des Exon 5 enthalten, sind bei 

physiologischem pH vollständig aktiv, während die Spleißvarianten ohne Exon 5 

teilweise blockiert sind (Traynelis, Hartley et al. 1995). Spleißvarianten der NR1 

mit Exon 5 zeigen außerdem keine Potenzierung durch Polyamine und keine 

Inhibition durch Zink (Traynelis, Burgess et al. 1998). Beim Fehlen des Exon 5 in 

der NR1 Untereinheit würde man also erwartungsgemäß eine Inhibition durch 

Protonen und Zink vermuten. Tatsächlich ist die Sensitivität aber wiederum von 

der NR2 Isoform abhängig, die mit in den Kanal integriert sind. So findet man hier 

im Fall von NR2C und NR2D Untereinheiten eine stark verminderte Sensitivität 
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gegenüber der besagten Inhibierung durch Protonen oder Zink (Paoletti, Ascher et 

al. 1997; Traynelis, Burgess et al. 1998).  

 

Lokalisierung von NMDA Rezeptoren 

 

Ähnlich den physikalischen Eigenschaften gibt es auch Besonderheiten in der 

Lokalisierung von NMDA Rezeptoren, die an das Vorhandensein verschiedener 

Untereinheiten innerhalb des Rezeptorkomplexes gekoppelt ist. Hier findet man 

zum einen entwicklungsbedingte Veränderungen in der Expression verschiedener 

Untereinheiten und zum anderen Unterschiede in der subzellulären Verteilung. 

Während in der Zeit der Embryonalentwicklung einzig die NR2B und die NR2D 

Untereinheiten vorkommen, beginnt die Expression von NR2A und NR2C 

Untereinheiten erst kurz vor der Geburt.  

NR2A und NR2B Untereinheit werden in den meisten Hirnregionen exprimiert 

und kommen sowohl als diheteromere NR1/NR2A bzw. NR1/NR2B Rezeptoren 

als auch als triheteromere NR1/NR2A/NR2B Rezeptoren vor (Sheng, Cummings 

et al. 1994; Chazot and Stephenson 1997; Luo, Wang et al. 1997; Hawkins, Chazot 

et al. 1999). Die verstärkte Expression der NR2A Untereinheit führt dabei zu 

beschleunigten Rezeptorkinetiken der exzitatorischen postsynaptischen Ströme 

(EPSCs) und geht mit einer verringerten Sensitivität gegenüber Ifenprodil einher. 

Dies legt die Vermutung einer vermehrten Rekrutierung dieser Untereinheit in 

synaptisch lokalisierte Rezeptoren nahe. Die trotzdem noch vorhandene 

Möglichkeit, extrasynaptische Rezeptoren durch Ifenprodil zu blockieren, 

verdeutlicht die andauernde Präsenz der NR2B Untereinheit, die nun allerdings 

extrasynaptisch lokalisiert ist (Stocca and Vicini 1998). Darüber hinaus gibt es 

Unterschiede bezüglich der synaptischen Lokalisierung selbst innerhalb einer 

Zelle. So findet man NR2A Untereinheiten bevorzugt an distalen apikalen 

Dendriten, während NR2B Untereinheiten eher an basalen Dendriten in den 

Synapsen von Pyramidenzellen in CA3 anzutreffen sind (Ito, Futai et al. 1997). Die 

NR2C Untereinheit erscheint ebenfalls kurz vor der Geburt und wird zur 

vorherrschenden NR2 Untereinheit im Kleinhirn (Akazawa, Shigemoto et al. 1994; 

Monyer, Burnashev et al. 1994). Man findet sie in größerer Dichte nur in 

Körnerzellen, wo sie erst nach starker Expression als NR1/NR2C Rezeptor über 
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einen NR1/NR2A/NR2C Mischrezeptor dominieren (Cathala, Misra et al. 2000). 

Die Expression der NR2D Untereinheit nimmt postnatal stark ab und ist 

vorwiegend im Hirnstamm und einigen Interneuronen des Hippocampus 

lokalisiert. Sie konnte bisher noch nicht synaptisch in einem diheteromeren 

NR1/NR2D Rezeptor nachgewiesen werden. Einzig ein triheteromerer 

NR1/NR2B/NR2D Rezeptor zeigte eine synaptischen Lokalisierung (Dunah, Luo 

et al. 1998).  Ob allerdings triheteromere NMDA Rezeptoren eine bedeutende 

Population synaptischer Rezeptoren repräsentieren ist bis heute noch ungeklärt. 

Die Beobachtung, dass native NMDA Rezeptoren in Zellen, die eine Mischung aus 

Kanälen mit hoher (NR2A, NR2B) und niedriger Leitfähigkeit (NR2C, NR2D) 

auch nur diese zwei Typen von Kanalöffnungen auftreten (Farrant, Feldmeyer et 

al. 1994; Momiyama, Feldmeyer et al. 1996; Cull-Candy, Brickley et al. 1998; 

Misra, Brickley et al. 2000; Momiyama 2000), könnte bedeuten, dass alle anderen 

Kanaltypen nur eine kleine extrasynaptische Fraktion darstellen (Cull-Candy, 

Brickley et al. 2001). 

 

Die Untereinheitenzusammensetzung kann über das Überleben der Zelle 
entscheiden 

 

Die angesprochene Unterscheidung zwischen synaptischen und extrasynaptischen 

NMDA Rezeptoren hat jedoch nicht nur Einfluss auf die Rezeptorpharmakologie, 

sondern kann auch entscheidend für das Überleben bzw. Absterben der betroffenen 

Neurone sein. Dabei zeigt die Aktivierung synaptischer NMDA Rezeptoren eine 

neuroprotektive Wirkung, die Aktivierung extrasynaptischer NMDA Rezeptoren 

hingegen führt zum Zelltod. Detaillierte Mechanismen für beide Prozesse liegen 

noch nicht vor. Man weiß jedoch aus zahlreichen in vivo und in vitro Studien, dass 

der über glutamaterge Aktivierung synaptischer NMDA Rezeptoren induzierte 

Einstrom von Kalziumionen die Aktivierung von cAMP-response-element-

binding-protein (CREB) auslöst, was wiederum die Expression des brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF) induziert (Hardingham, Fukunaga et al. 2002; 

Hardingham and Bading 2003).  Das Fehlen von CREB bewirkt 

Neurodegeneration durch Apoptose (Mantamadiotis, Lemberger et al. 2002). 

Demgegenüber führt die Aktivierung extrasynaptischer NMDA Rezeptoren nicht 
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zu einer CREB induzierten Genexpression, obwohl ähnlich hohe intrazelluläre 

Kalziumkonzentrationen erreicht werden. Ursache ist die Kopplung 

extrasynaptischer NMDA Rezeptoren an einen dominanten Signalweg, bei dem 

CREB dephosphoryliert und somit deaktiviert wird (Hardingham, Fukunaga et al. 

2002). Die Glutamatkonzentrationen, die zur Stimulierung der extrasynaptischen 

Rezeptoren notwendig sind, werden wohl nur unter pathologischen Bedingungen, 

wie Verletzungen des Gehirns, hypoxischen oder ischämischen Insulten erreicht.  

Da ein Zusammenhang zwischen Untereinheitenzusammensetzung und 

synaptischer bzw. extrasynaptischer Lokalisierung von NMDA Rezeptoren besteht, 

kann die Kenntnis der Rezeptorassemblierung entscheidend zur Auffindung von 

Therapien beitragen, den neuronalen Untergang unter den genannten 

pathologischen Bedingungen zu verhindern. 

 

Rezeptor Assemblierung 

 

Die Assemblierung umfasst die Transformation neu synthetisierter ungefalteter 

Untereinheiten zu einem funktionellen Kanal. Man geht davon aus, dass alle 

Abläufe der Rezeptorassemblierung im ER stattfinden. Die im ER stattfindende 

Qualitätskontrolle entscheidet über den Export der kompletten Rezeptoren oder 

den Abbau der fehlerhaft oder unvollständig assemblierten Proteine (Hurtley and 

Helenius 1989; Helenius, Marquardt et al. 1992; Kopito 1997). Da eine zufällige 

Assemblierung, wie im Fall eines spannungsabhängigen Kaliumkanals (Jan and 

Jan 1997), die Ausnahme ist, erfordert die Assoziation der beteiligten 

Untereinheiten eine sehr hohe Präzision. Der Prozess der Assemblierung ist bisher 

jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt, da sich die Untersuchungen als 

experimentell sehr schwierig erweisen.  

 

Modelle für den Assemblierungsprozess liegen vor allem für Acetylcholinrezeptor 

vor, könnten aber tendenziell auch für andere ionotrope 

Neurotransmitterrezeptoren gelten, da man von einheitlichen Prozessen bei der 

Synthese von Ionenkanälen ausgeht. Beschränkt man sich auf die spezifischen 

Untereinheiten, so existieren zwei Modelle des Assemblierungsprozesses von 
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nAChRs. Beiden existierenden Modellen ist die Ausbildung von Intermediaten im 

Verlauf der Assemblierung der beteiligten Untereinheiten gemeinsam.  

Das erste Modell (Kreienkamp, Maeda et al. 1995) beschreibt die 

Oligomerisierung der Untereinheiten posttranslational, nachdem der größte Teil 

der Faltung bereits abgeschlossen ist. Das zweite, sequentielle Modell (Green and 

Claudio 1993), geht dagegen von einer schnellen Assemblierung der 

Untereinheiten aus. Die posttranslationale Faltung der Untereinheiten geschieht 

demnach erst nach der Generierung eines intermediären Oligomers, in das 

sukzessive die noch fehlenden Untereinheiten eingebaut werden.  

Ein wesentlicher Unterschied zwischen beiden Modellen ist die schnelle 

Assemblierung der Untereinheiten während der Translation, die im zweiten Modell 

beschrieben wird. Ähnliche schnelle Assoziationen sind auch für 

Kaliumkanaluntereinheiten beschrieben (Deal, Lovinger et al. 1994; Shi, Nakahira 

et al. 1996). Da eine Assemblierung während der Translation auch deren Richtung 

vom N- zum C-Terminus nahe legt, ist es wahrscheinlich, dass 

Assemblierungsmotive im N-Terminus angesiedelt sind. Tatsächlich konnten für 

AChR- (Sumikawa 1992), Kaliumkanal- (Shen, Chen et al. 1993), AMPAR- 

(Ayalon, Segev et al. 2005) und NMDAR Untereinheiten (Meddows, Le 

Bourdelles et al. 2001) in dieser Domäne entsprechende Regionen nachgewiesen 

werden, die die Assemblierung vermitteln. Ein Grund für die schnelle 

Assemblierung könnte im Schutz von kritischen Domänen vor der Umgebung und 

möglichen Missfaltungen liegen.  

Ein zweiter bedeutender Unterschied zwischen beiden Modellen ist die vom 

sequentiellen Modell vorgeschlagene andauernde Faltung der Untereinheiten 

während und sogar nach vollständiger Assemblierung. Dabei belegen die Arbeiten 

von (Green and Wanamaker 1998), dass die Prozessierung und Faltung zwischen 

den Oligomerisierungsschritten für das Assemblieren notwendig sind. Wird z.B. 

die Ausbildung einer spezifischen Disulfidbrücke der  Untereinheiten des nAChR 

verhindert, kommt es zum Abbruch der Assemblierung nach Bildung des  

Trimers. Ähnliche Erkenntnisse der Oligomerisierung von Kalium-Kanälen 

(Schulteis, Nagaya et al. 1998) und NMDA Rezeptoren (Papadakis, Hawkins et al. 

2004) belegen, dass die Assoziation von Untereinheiten und deren Faltung 

voneinander abhängige Prozesse während der Assemblierung sind.  
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FRET als Methode zur Bestimmung von Protein-Protein Interaktionen 

 

Um die Assemblierung von Untereinheiten zu untersuchen sind Methoden 

notwendig, die eine Wechselwirkung zwischen Proteinen nachweisen können. Eine 

solche Methode ist die Detektion des Fluoreszenz Resonanz Energie Transfers 

(FRET). 

Die Methode beruht auf dem Prinzip der strahlungslosen Energieübertragung eines 

angeregten Fluoreszenzmoleküls auf ein anderes, dessen quantenmechanische 

Grundlagen erstmals 1948 von Theodor Förster  (Förster, T. 1948. 

Zwischenmolekulare Energiewanderung und Fluoreszenz. Ann. Physik. 2:55-67) 

postuliert wurden.  

Dabei wird Energie, die von einem Donorfluorophor aufgenommen wurde, auf ein 

nahe gelegenes Akzeptorfluorophor übertragen, dessen Absorptionsspektrum mit 

dem Emissionsspektrum des Donors überlappt. Auf Grund dieser Voraussetzung 

können immer nur geeignete FRET Paare, die diese Bedingung erfüllen, zum 

Einsatz kommen. FRET zur Detektion von Protein-Protein Interaktionen ist 

deshalb möglich, da die Energieübertragung sehr stark von der Entfernung von 

Donor und Akzeptor abhängen. Die Effizienz des Energietransfers ist dabei 

proportional zu dem Kehrwert des Abstandes beider Moleküle zur sechsten Potenz. 

In der Regel liegt die Auflösung mittels FRET zwischen 2 und 10 nm, was 

gegenüber normaler Fluoreszenzmikroskopie einem 10fach besseren 

Auflösungsvermögen entspricht. 

Die Vorhersagen von Förster konnten 1967 und 1969 von Stryer und Galley 

experimentell nachgewiesen werden, so dass die Methode ab diesem Zeitpunkt als 

biologisches Analysehilfsmittel zur Verfügung stand (Stryer and Haugland 1967; 

Galley and Stryer 1969). 

Die fluoreszierenden Proteine enhanced cyan fluorescent protein (ECFP) und 

enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) gelten als etabliertes FRET Paar, das 

bei einer Entfernung von ca. 5 nm  50% Transfereffizienz aufweist. Dies macht sie 

zu geeigneten Reportern von Interaktionen zwischen Untereinheiten mit 

fluoreszenzmarkierten Molekülen (Miyawaki, Llopis et al. 1997; Patterson, Piston 

et al. 2000). Der Einsatz dieser Moleküle und FRET konnte vor kurzem für die 

Ermittlung der Stöchiomtrie von Ionenkanälen am Beispiel von cyclic nucleotide 

gated (CNG) Kanälen eindrucksvoll gezeigt werden (Zheng and Zagotta 2004). 
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Native olfaktorische CNG Kanäle sind tetramere Komplexe, die aus drei 

verschiedenen Untereinheiten, CNGA2, CNGA4 und CNGB1b, zusammengesetzt 

sind (Bonigk, Bradley et al. 1999). Während CNGA2 Untereinheiten 

Homooligomere funktionelle Kanäle bilden können, benötigen sowohl CNGA4 als 

auch CNGB1b Untereinheiten stets die Anwesenheit von CNGA2 Untereinheiten 

zur Ausbildung heterooligomerer funktioneller Kanäle. Mittels 

fluoreszenzmarkierter Untereinheiten und FRET Messungen wurden von Zheng et 

al. die Interaktionen zwischen einzelnen Untereinheiten untersucht. Sie konnten 

zeigen, dass CNGA2 aber nicht CNGA4 und CNGB1b Untereinheiten 

homooligomerisieren können, die beiden letzteren aber mit CNGA2 Untereinheiten 

ein robustes FRET Signal als Indikator einer Heterooligomerisierung erzeugten. Im 

weiteren Verlauf der Untersuchungen konnte für die Anwesenheit aller drei 

genannten Untereinheiten eine feste Stöchiometrie von 2:1:1 CNGA2: 

CNGA4:CNGB1b ermittelt werden. Diese Ergebnisse bestätigen die Eignung der 

Methode FRET zur detaillierten Untersuchung von Untereinheiten in 

Rezeptorkomplexen. 

 

Zielsetzung dieser Arbeit 

 

Die räumlich und zeitlich regulierte Expression der verschiedenen NMDA 

Rezeptoruntereinheiten bestimmt die Pharmakologie und die zelluläre Lokalisation 

des Rezeptors im zentralen Nervensystem von Säugern. Die Biogenese der 

Untereinheitenassemblierung zum reifen, heterooligomeren Proteinkomplex ist 

jedoch kaum untersucht und verstanden. Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe 

Fluorophor-markierter Untereinheiten der drei Subfamilien NR1, NR2 und NR3 

unter Verwendung der biophysikalischen Methode FRET mögliche 

Oligomerisierungsintermediate nach heterologer Expression zu identifizieren. Die 

Ergebnisse sollten dazu dienen, ein Modell der Untereinheitenstöchiometrie 

abzuleiten sowie ein tieferes Verständnis der speziellen Rezeptorpharmakologie 

der verschiedenen Assemblierungsformen des heterooligomeren Rezeptors zu 

ermöglichen. 
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Material und Methoden 

 

Material 

 

Verbrauchsmaterial und Chemikalien 

 

Chemikalien wurden bevorzugt von Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim), J.T. Baker 

(Deventer, Niederlande), AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt) und Riedel-de-Haen (Seelze); 

Verbrauchsmaterialien wurden von Eppendorf (Hamburg), Roth (Karlsruhe) und VWR (Darmstadt) 

bezogen. 

Geräte 

 
• GeneAmp PCR System 9700     (PE Applied Biosystems) 

• Speed Vac® Plus      (Savant) 

• Inkubator Typ BE800      (Memmert)  

• Inkubator Schüttler      (New Brunswick Scientific, Edison) 

• Gene Pulser       (Bio Rad, München) 

• Gene Power Supply GPS 200/400    (Pharmacia) 

• Autoklav Vaculab S3000     (MMM, München) 

• Analysenwaage A120S      (Sartorius, Göttingen) 

• Magnetrührer IKAMAG REO     (IKA-Labortechnik, Staufen) 

• pH-Meter Beckmann Phi 32     (Beckmann Instruments) 

• UV-Tisch Gel Doc 2000      (Bio Rad, München) 

• MegaBace 500       (Amersham Bioscience) 

• Biofuge 15       (Heraeus, Hanau) 

• Omnifuge 2.0RS      (Heraeus, Hanau) 

• Sorvall RC5C mit den Rotoren: GSA, SS34, HB4  (Du Pont Instruments, Wilmington) 

• Leica TCS SP       (Leica Microsystems, Wetzlar) 

• Axiovert 35       (Carl Zeiss, Jena/Oberkochen) 

• Biological Safety Cabinet ClassII A/B3    (NuAire, Plymouth) 

• Biological Safety Cabinet ClassII A/B3    (NuAire, Plymouth) 

• HERAcell Inkubator      (Heraeus) 

• Photometer Beckmann DU 530    (Beckmann Instruments) 

Enzyme 

 
• T4-Ligase (30 U/ l)      (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 

• Alkaline Phosphatase (25 U/ l)    (Amersham, Buckinghamshire) 
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• Polynukleotidkinase (10.000 U/ l)    (New England BioLabs, Beverly) 

• Reverse Transkriptase SuperScript II (200 U/ )   (Gibco, Karlsruhe) 

• Taq-Polymerase Amplitaq Gold (5 U/ l)    (Perkin Elmer, Boston) 
 

Kits 

 
• Qiagen Plasmid  Midi/Maxi Kit     (Qiagen, Hilden)  
 
• QIAprep Spin Miniprep Kit     (Qiagen, Hilden) 
 
• Qiaquick Gel Extraction Kit     (Qiagen, Hilden) 
 
• DYE ETerminator Sequencing Kit    (Amersham, Buckinghamshire) 
 
• QuikChange™  XL Site-Directed Mutagenesis Kit   (Stratagene, Amsterdam) 
 
• QuikChange® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit   (Stratagene, Amsterdam) 
 
• Rapid DNA Ligation Kit     (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 
 

Restriktionsendonukleasen 

 
SacI, BamHI, NheI, KpnI, BglII, SalI, SspBI, XbaI  (Roche Diagnostics, Mannheim) 
 

Marker 

 
10kb und 1kb Längenstandard     (Eurogentec, Seraing) 
 

Vektoren 

 
pEYFP-C1, -N1       (Clontech) 

pECFP-C1, -N1       (Clontech) 

pBluescript SK (+)      (Stratagene, Amsterdam) 

pCR2.1-TOPO      (Invitrogen) 

Bakterienstämme 

 

Epicurian Coli ® XL1-Blue competent cells   (Stratagene, Amsterdam) 

Epicurian Coli ® XL10-Gold ® ultracompetent cells  (Stratagene, Amsterdam) 

Zelllinien 

 

HEK293, humane embryonale Nierenzelllinie, ATCC CRL-1573 

293T, hochtransfektiöses Derivat der 293 Zelllinie, ATCC CRL-11268 
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Oligonukleotide 

 

Alle verwendeten Primer wurden von der MWG-Biotech AG bezogen. Primer mit 

5’ Phoshorylierung wurden mit dem QuikChange® Multi Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene) und wurden nur in der sense Richtung eingesetzt. Bei 

Verwendung des XL Kits Mutageneseprimer wurden sowohl hin als auch 

Rückprimer eingesetzt. Aufgelistet sind die Primersequenzen in sense Richtung. 

Sequenzier-Primer 

 

#1 Sequenzierung N-Terminus NR1  CCTACAAGCGACACAAGGATGCC 

 

#2 Sequenzierung N-Terminus NR2A   GCGGTGCTGCTGGGTCACAGCC 

 

#3 Sequenzierung C-Terminus NR2A  GCTCCAGGGACAGTCGGGGC 

 

#4 Sequenzierung N-Terminus NR2B  GCTGTCATCCTCGTGGGCACTTCC 

 

#5 Sequenzierung C-Terminus NR1  CCAATAAGCCAGTGGTGTCGG  

 

#6 T7       TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 

 

#7 T3       AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG 

 

Mutagenese-Primer 

 

#6 Einführung einer BamHI Schnittstelle in den C-Terminus von NR1 

PHO-TGTTCCCGTCATAGGGATCCCTGAGACGCCCCGCCC 

  

#7 Deletion einer SacI Schnittstelle im kodierenden Bereich von NR1 

PHO-ACTGTAAAGCAGAGTTCCGTGGACATCTACTTCC 

 

#8 Deletion einer  BamHI Schnittstelle im kodierenden Bereich von NR2A  

GGCTGACAAGGACCCGACATCCACG 

 

#9 Generierung einer  BamHI Schnittstelle im C-Terminus von NR2A  

TTGAATCTGATGTCTCGGATCCTCCATCAGTGTTTATC 

 

#10 Generierung einer  NheI Schnittstelle im N-Terminus von NR2A  

CACCTTCTCCGGCTAGCGGGACCCTAAGTGGC 
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#11 Generierung einer  KpnI Schnittstelle im N-Terminus von NR2B  

TGAGTCTGATGTCTGGGTACCGGAAGAGAGAGAGAGAGAGATTAAGG 

 

#12 Generierung einer  BglII Schnittstelle im C-Terminus von NR2B  

CCTTAATCTGTCCGCCTAGATCTTTGGCTTCTAC 

 

#13 Mutagenese zur Korrektur des Leserahmens von NR3A in pECFP/pEYFP  

GATCCACCGGTCGCCTGACCATGGTGAGCAAGGGC 

 

#14 Mutagenese zur Korrektur des Leserahmens von cdsCFP in pEYFP-N1  

AAGCTTCGAATTCTGCAGCGACGGTACCGCGGGC 

 

#15 Generierung einer SspBI Schnittstelle im N-Terminus von NR1  

TGTACAAGCTTGCCTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTCGCGCCGCCTGCGACCCC 

 

#16 Generierung einer XbaI Schnittstelle im C-Terminus von NR1  

TCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCAGCTCTCC

CTATGACGGG 

 

#17 Einfügen eines Signalpeptids in pE(C/Y)FP-N1 (5’) 

CTAGCCACCATGGAGCTCTTTTGGAGTATAGTCTTTACTGTCCTCCTGAGTTTCTCCTGC

CGGGGGTCAGACTGGGAATCTCTGCAG 

 

#18 Einfügen eines Signalpeptids in pE(C/Y)FP-N1  (3’) 

TCGACTGCAGAGATTCCCAGTCTGACCCCCGGCAGGAGAAACTCAGGAGGACAGTAA

AGACTATACTCCAAAAGAGCTCCATGGTGG 

 

#19 Generierung einer SspBI Schnittstelle im N-Terminus von GluR2  

TGTACAAGCTTGCCTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGGTGTCTCTTCTAACAGC

ATACAG 

 

#20 Generierung einer XbaI Schnittstelle im C-Terminus von GluR2  

TCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATCTAAATTTTA

ACACTCTCGATGCC 

 

Antikörper 

 
Kaninchen Anti-NMDA Rezeptor 2A/B Polyklonaler Antikörper (Chemicon, Temecula) 
 
Maus Anti-NMDAR1 Monoklonaler Antikörper Klon 54.1(BD Bioscience Pharmingen) 
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Puffer und Lösungen 

 

Zellkultur 

 
BBS 2x: 50 mM BES; 280 mM NaCl; 1,5 mM Na2HPO4 

. 2H2O 

PBS 1x: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4 

Zellkulturmedium: MEM, 10 % (v/v) FCS; 20 mM L-Glutamin; 5000U/ml Penicilin / Streptomycin 

Zellfixierungsreagenz: 4 % (w/v) Paraformaldehyd in 1x PBS 

Ringer: 115 mM NaCl; 1,8 mM CaCl2; 1 mM KCl; 10 mM HEPES pH 7,2 

 

Bakterienkultur 

 
LB-Medium: 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt; 1 % (w/v) Tryptone; 1 % (w/v) NaCl 

LB-Agar: 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt; 1 % (w/v) Tryptone; 1 % (w/v) NaCl; 1,5 (w/v) % Agar 

 

Pufferlösungen für molekularbiologische Methoden 

 
Ampicillinstocklösung: 100 mg/ml in H2O 

TE: 10 mM Tris-HCl (pH 7,4); 1 mM EDTA (pH 8) 

Ethidiumbromidstocklösung: 10 mg/ml in H2O 

TBE 10x: 108 g Tris; 15,5 ml Borsäure; 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8) 

TAE 50x: 242 g Tris; 57,1 ml Eisessig; 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8) 

Probenpuffer (Agarose-Gelelektrophorese 6x): 15 % Ficoll 400; 0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % 
Xylene Cyanol FF 
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Methoden 

 

Molekularbiologische Methoden 

 

Sequenzierung 

 
Die Sequenzierung von DNA erfolgte PCR-gestützt durch die 

Kettenabbruchmethode nach Sanger unter Verwendung des folgenden Protokolls: 

pro Ansatz wurden 1 l (400-700 ng) DNA, 5 pmol Primer, 4 l Sequenzierpremix 

(DYE ETerminator Sequencing Kit) pipettiert und auf 10 l mit Wasser aufgefüllt. 

Die Reaktionsbedingungen wurden auf nachfolgende Parameter optimiert: 20 s 95 

ºC, 15 s 50 ºC, 1 min 60 ºC (35 Zyklen). Das PCR-Produkt wurde nach der 

Reaktion über eine Säule (AutoSeq G-50, Amersham) aufgereinigt. Durch die 

Einführung der im Sequenziermix enthaltenen floureszenzmarkierten 

Didesoxynukleotide konnten die Produkte der Sequenzierreaktion anschließend  in 

einem Sequenzierautomaten analysiert werden (MegaBace 500). 

 

Mutagenese 

 
Der Austausch von Nukleotiden in der DNA wurde durch ortsgerichtete 

Mutagenese realisiert. Auf Grund der Länge der verwendeten Vektor-DNA (> 8kb) 

wurde hierfür in erster Linie das QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit 

(Stratagene) verwendet. Zur gleichzeitigen Einführung mehrerer Mutationen wurde 

ebenfalls das QuikChange® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) 

verwendet. Alternativ wurden multiple Mutationen sequentiell mit dem XL Kit 

generiert. Das Procedere hielt sich an das dem Kit beigefügte Protokoll. Pro Ansatz 

wurden je 50 ng DNA eingesetzt. Des weiteren wurden 5 l 10x Puffer, 3 l 

QuikSolution, 1,25 l sense Primer (125 ng), 1,25 l antisense Primer (125 ng), 1 

l dNTP-Mix (2 mM) zupipettiert, mit Wasser auf 50 l aufgefüllt und 1 l Pfu 

Turbo DNA Polymerase (2,5 U/ l) zupipettiert. Die Parameter für die PCR wurden 

ebenfalls entsprechend den Vorgaben des Herstellers gewählt: Segment1 (1 

Zyklus): 1 min 95 ºC; Segment2 (18 Zyklen): 50 s 95 ºC, 50 s 60 ºC, 2min / kb 

Plasmid 68 ºC; Segment3 (1 Zyklus): 7 min 68 ºC. Im Anschluss an die PCR 
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wurde die methylierte DNA mit 1 l DpnI (10 U/ l) pro Ansatz 1 Stunde bei 37 °C 

verdaut. Mit diesen Ansätzen wurden nachfolgend kompetente E. coli transformiert 

(s. u.) und die so vermehrte DNA mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 

aufgereinigt. 

 

Transformation 

 
Routinearbeiten, wie z.B. die Vervielfältigung bereits etablierter Vektor-DNA 

erfolgte durch Elektroporation kompetenter E. coli XL1-Blue Zellen (in 10 % v/v 

Glycerol). Dazu wurden je Reaktion 50 l Bakterien auf Eis aufgetaut, in 

vorgekühlte Elektroporationsküvetten (Eurogentec) vorgelegt und 50 ng DNA 

zupipettiert. Die Elektroporation erfolgte mit dem Gene Pulser (BioRad) bei 2,5 

kV, 25 F und 200 Ohm. Nach dem Puls wurden die Bakterien sofort 1 ml 

antibiotikafreies Medium (RT) aufgenommen und 1 h bei 37 ºC unter Bewegung 

inkubiert. Von diesem Ansatz wurden dann 100 l auf eine mit einem 

entsprechenden Antibiotikum versehene und auf 37 ºC vorgewärmte LB-Agar-

Platte ausplattiert. 

Für empfindlichere DNA Proben, wie z.B. Ligationsprodukte und sehr große 

DNA-Fragmente, wurden kompetente Zellen (XL1-Blue competent cells bzw. 

XL10-Gold®  ultracompetent cells, Stratagene) durch Hitzeschock transformiert. 

Die Durchführung erfolgte in Anlehnung an das Protokoll des Herstellers. Kurz, 

die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und auf 50 l pro Reaktion 

aliquotiert. Nach Zugabe von 2 l des im Kit enthaltenen Mercaptoethanols je 

Reaktion wurden dieser Mix 10 min auf Eis inkubiert und alle 2 min leicht 

geschüttelt. Anschließend wurde die DNA (50 ng bzw. 2 l Ligationsansatz) 

zugefügt, gut gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. In dieser Zeit wurde ein 

Wasserbad auf exakt 42 ºC justiert. Hier erfolgte der Hitzeschock für wiederum 

exakte 30 s (XL10-Gold®) bzw. 45 s (XL1-Blue). Nach einer 2minütigen 

Inkubation auf Eis wurden die Bakterien in 1 ml antibiotikafreiem Medium 

aufgenommen und 1 h bei 37 ºC unter Schütteln inkubiert. Die Suspension wurde 

anschließend bei 6000 rpm 6 min lang zentrifugiert, vom Überstand etwa 850 l 

verworfen und das Pellet im verbleibenden Rest resuspendiert, der dann 

ausplattiert wurde. 
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Präparation von Plasmid-DNA  

 
Der Präparation von Plasmid DNA erfolgte in allen Fällen mit Hilfe des QIAprep 

Spin Miniprep Kit (Qiagen). Größere Mengen wurden mit dem Qiagen Plasmid 

Midi/Maxi Kit (Qiagen) präpariert. Das Vorgehen hielt sich jeweils an das 

Protokoll des Herstellers. Die DNA wurde anschließend in 1x TE (pH 8) 

aufgenommen und gelagert. 

 

Gelelektrophorese und Gelextraktion 

 
Die Auftrennung von DNA erfolgte ausschließlich in 0,8 %igen Agarose-Gelen in 

TAE-Puffer bei einer Spannung von ca. 10 V/cm. Die Anfärbung erfolgte im 

Anschluss an die Elektrophorese in einer wässrigen, 0,5 g/ml Ethidiumbromid 

enthaltenden Lösung für die Dauer von etwa 10 min. Die Auswertung der Gele 

wurde mit Hilfe des UV-Tisch Gel Doc 2000 Systems (BioRad) bei 254 bzw. 302 

nm vorgenommen. Das Ausschneiden von Banden wurde ausschließlich bei der 

längeren Wellenlänge durchgeführt. Die Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgte 

unter Benutzung des Qiaquick Gel Extraction Kits (Qiagen). Das Procedere 

richtete sich dabei nach den Angaben des Herstellers. Die Eluation erfolgte mit 50 

l auf 56 ºC vorgewärmten Wasser (pH 8). Das Eluat wurde anschließend in der 

SpeedVac (Savant) konzentriert. 

 

Restriktionsverdau 

 
Der Restriktionsverdau erfolgte, wenn nicht anders erwähnt, mit Enzymen der 

Firma Roche. Die Verwendung der Puffer hielt sich dabei an die 

Herstellerangaben. In der Regel wurden 200 ng DNA mit 10 U Enzym in einem 10 

l-Ansatz verdaut. Die Inkubationszeit variierte zwischen 1 und 12 h, die 

Temperatur zwischen Raumtemperatur und 37 ºC.  

 

Ligation 

 
Die Ligation von DNA Fragmenten wurde je nach Sensitivität entweder 1 h bei 

Raumtemperatur oder über Nacht bei 16 ºC durchgeführt. Vektor und Insert 

wurden im molaren Verhältnis von 1:3 eingesetzt. Je nach Notwendigkeit wurden 
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zusätzlich entweder Vektor oder Insert dephosphoryliert (Alkaline Phophatase, 

New England Biolabs). 

 

Generierung der fluoreszierenden Rezeptoren 

 

Verwendete DNA und deren Herkunft 

 
• NR1 (gi Nummer: 8393483, Ratte, Spleißform 1a) in pCis und pBSK  

 

• NR2A (gi Nummer: 41680704, Maus) in pCis und pBSK 

 

• NR2B (gi Nummer: 41680709, Maus) in pCis und pBSK 

 

• NR3A (gi Nummer: 53759069, Maus) in EGFP-N3, freundlichst überlassen von 

Dr. J. Woodward (Department of Physiology and Neuroscience, Medical 

University of South Carolina, Charleston, SC 29425, USA) 

 

• GluR2 (gi Nummer: 8393474, Ratte) 

 

• pECFP-C1, pEYFP-C1, pECFP-N1, pEYFP-N1 (BD Biosciences Clontech) 

 

Klonierung der fluoreszenzmarkierten Rezeptoruntereinheiten 

 
Für die Klonierung der fluoreszenzmarkierten Untereinheiten wurde als 

Ausgangsmaterial die DNA von Nagetieren verwendet, wobei zwischen Maus und 

Ratte die Homologieunterschiede sehr gering sind (< 2 %; (Kutsuwada, 

Kashiwabuchi et al. 1992). Die Ausgangskonstrukte von NR1, NR2A und NR2B 

wurden jeweils am 5’ und am 3’ Ende des kodierenden Bereiches sequenziert. Bei 

allen Konstrukten wurden, soweit möglich, vorhandene Schnittstellen verwendet. 

Andernfalls wurden diese durch Mutagenese eingeführt und wenn notwendig 

unerwünschte Schnittstellen, die sich im kodierenden Bereich befanden, durch 

stille Mutagenese entfernt. Die Subklonierung der Fragmente erfolgte im 

Allgemeinen in die multiple cloning site (MCS) der Zielvektoren. Die N-

terminalen Konstrukte (C/Y)FP-NR1 bzw. (C/Y)FP-GluR2 wurden in 

Zusammenarbeit mit Jenny Köhler (Max-Planck-Institut für Neurobiologie, 

München) generiert. 
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NR1-CFP und NR1-YFP  

Eine vorhandene SacI Schnittstelle in Position 2062 der kodierenden Sequenz von 

NR1 in pBSK wurde durch stille Mutagenese entfernt (Oligonukleotid Nr. 7). Eine 

SacI Schnittstelle 5’ des Start-Codons war vorhanden und wurde für die 

Klonierung verwendet. Eine BamHI Schnittstelle wurde 6 Basen vor dem Stop-

Codon erzeugt (Oligonukleotid Nr. 6), so dass dieses beim Restriktionsverdau 

eliminiert wurde. Der kodierende Bereich der NR1 Untereinheit wurde so aus dem 

pBSK-Vektor herausgeschnitten und das Fragment  in die MCS der Vektoren 

ECFP-N1 und EYFP-N1 subkloniert. 

 

NR2B-CFP und NR2B-YFP  

5’ des Start-Codons der NR2B Untereinheit wurde eine BglII Schnittstelle erzeugt 

(Oligonukleotid Nr. 12). Am 3’ Ende wurde bei gleichzeitiger Deletion des Stop-

Codons eine KpnI Schnittstelle eingefügt (Oligonukleotid Nr. 11). Die 

Umklonierung des entstandenen Fragments aus dem NR2B-pBSK Vektor erfolgte 

in die ECFP-N1 und EYFP-N1 Vektoren. 

 

NR2A-CFP und NR2A-YFP  

Analog zu NR1 und NR2B wurde die kodierende Sequenz der NR2A Untereinheit 

über NheI (5’, Generierung mit Oligonukleotid Nr. 10) und BamHI (3’, 

Generierung mit Oligonukleotid Nr. 9) aus pBSK in die Vektoren ECFP-N1 und 

EYFP-N1 subkloniert. Zuvor wurde eine bereits vorhandene BamHI Schnittstelle 

im kodierenden Bereich der NR2A Untereinheit durch stille Mutagenese entfernt 

(Oligonukleotid Nr. 8). 

 

NR3A-CFP und NR3A-YFP  

Der kodierende Bereich der NR3A wurde über die vorhandenen Schnittstellen SalI 

und BamHI aus dem GFP-N3 Vektor herausgeschnitten und in ECFP-N1 und 

EYFP-N1 umkloniert. Zur Korrektur des Leserahmens wurden 2 Basen in den 

Linker zwischen NR3A und CFP bzw. YFP eingefügt (Oligonukleotid Nr. 13).  

 

 



Material und Methoden 28 

CFP-YFP Fusionskonstrukt  

Der kodierende Bereich von CFP wurde über NheI und BamHI aus ECFP-C1 

ausgeschnitten und in EYFP-N1 eingefügt. Der Leserahmen wurde im 

Linkerbereich durch Einfügen einer Base korrigiert (Oligonukleotid Nr. 14).  

 

CFP-NR1 und YFP-NR1  

Die kodierende Sequenz von NR1 ohne Signalpeptid wurde mit Hilfe der 

Oligonukleotide Nr. 15 und Nr. 16 amplifiziert und über die dabei generierten 

Schnittstellen 5’SspBI und 3’XbaI in pCR2.1-TOPO kloniert. Parallel wurde ein 

Signalpeptid als hybridisierte Primerpaar (Oligonukleotide Nr. 17, 18) über 5’NheI 

und 3’SalI in ECFP-N1 und EYFP-N1 eingefügt. Das NR1 Fragment aus pCR2.1-

TOPO wurde über 5’SspBI und 3’XbaI in diese Vektoren umkloniert. 

 

CFP-GluR2 und YFP-GluR2  

Die kodierende Sequenz von GluR2 ohne Signalpeptid wurde mit Hilfe der 

Oligonukleotide Nr. 19 und Nr. 20 amplifiziert und über die dabei generierten 

Schnittstellen 5’SspBI und 3’XbaI in pCR2.1-TOPO kloniert. Parallel wurde ein 

Signalpeptid als hybridisierte Primerpaar (Oligonukleotide Nr. 17, 18) über 5’NheI 

und 3’SalI in ECFP-N1 und EYFP-N1 eingefügt. Das GluR2 Fragment aus 

pCR2.1-TOPO wurde über 5’SspBI und 3’XbaI in diese Vektoren umkloniert. 

 

Zellkultur 

 

FRET Untersuchungen wurden ausschließlich mit HEK293T Zellen durchgeführt, 

die sich gegenüber HEK293 Zellen, einem Standardexpressionssystem für 

Säugerproteine, durch eine hohe Transfektionseffizienz auszeichnen. Für die 

Haltung, Transfektion, Fixierung und Einbettung der Zellen wurden stets 

unveränderte Protokolle verwendet, um gleich bleibende Bedingungen zu 

gewährleisten. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in MEM (Gibco) mit 1 % 

Penicillin/Streptavidin (Gibco) und 1 % Glutamin (Gibco) unter 

Standardbedingungen (37 ºC, 5 % CO2, 95 % rel. Luftfeuchtigkeit; HERAcell, 

Heraeus). Die Passage der Zellen erfolgte bei einer Konfluenz von 70-80 % im 

Verhältnis 1 zu 10 unter Verwendung von 0,05 % Trypsin in PBS. 
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Transfektion  

 
Für die Durchführung von Experimenten wurden die Zellen auf Glasdeckgläser (14 

mm Durchmesser) ausgesät, die zuvor 30 min bei Raumtemperatur mit 0,05 mg/ml 

Fibronectin in PBS (Roche) beschichtet, und in 24-well-Schalen (Costar 3524, 

Corning Inc.) platziert wurden. Auch die weitere Behandlung (Fixierung, 

Immunzytochemie) der Zellen erfolgte  Deckglas-gebunden. 

Beim Splitten der Zellen wurden diese in MEM ohne jegliche Zusätze 

aufgenommen und in einem Volumen von 400 l je well ausgesät. Die 

Kultivierung erfolgte unter Standardbedingungen. Zur Einbringung von DNA 

wurden die Zellen 48 h nach dem Splitten mit LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) 

in Anlehnung an das Herstellerprotokoll transfiziert. Die DNA wurde in sterile 2ml 

Eppendorf-Gefäße vorgelegt. In einem separaten Gefäß wurden 2 l/well mit 50 

l/well Opti-MEM (GIBCO) gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Während dieser Zeit wurde zur DNA 50 l/well Opti-MEM pipettiert und 

gemischt. Im Anschluss an die Inkubationszeit des LipofectamineTM 2000/Opti-

MEM Gemischs wurden 50 l/well zur DNA/Opti-Mem Lösung pipettiert. Nach 

einer Inkubationszeit von 20 min bei Raumtemperatur wurden die 

DNA/LipofectamineTM 2000 Lösungen vorsichtig in die entsprechenden wells 

zugetropft. Je Konstrukt und well wurden 250 ng DNA eingesetzt. 

 

Fixierung 

 
Die Fixierung der Zellen erfolgte 15-18 h nach Transfektion in einer 4 %igen (w/v) 

Paraformaldehydlösung (1x PBS) 12 min bei Raumtemperatur. Erfolgte keine 

immunzytochemische Behandlung der Zellen, wurden diese mit Aqua Poly-Mount 

(Polyscience Europe) auf Objektträgern fixiert. Die Analyse erfolgte frühestens 

nach 12 h Trocknen der Proben bei Raumtemperatur. 

 

Immunzytochemie 

 
Zur Anfärbung von nicht fluoreszenzmarkierten NMDA Rezeptoruntereinheiten 

mit Antikörpern wurden die fixierten Zellen 3 min in 0,25 % (v/v) Triton 

X100/PBS permeabilisiert. Nach Waschen mit PBS erfolgte eine Inkubation in 2 % 

(w/v) BSA in PBS (Gibco) für die Dauer von 30 min bei Raumtemperatur. Es 
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folgte die Inkubation mit dem Erstantikörper (1:200; 1 h), und nach Waschen in 

PBS mit dem fluoreszenzmarkierten Zweitantikörper (1:1000; 45 min). Nach 

nochmaligem Waschen in PBS wurden die Zellen auf Objektträgern mit Aqua 

Poly-Mount (Polyscience Europe) fixiert. 

 

Präparation lebender Zellen für die Mikroskopie 

 
Für die Mikroskopie lebender Zellen wurde bei der Vorbereitung analog des oben 

genannten Protokolls verfahren. Die HEK293T Zellen wurde auf beschichteten 2 

cm Deckgläsern kultiviert und transfiziert. Dabei wurde jeweils die 6fache Menge 

der oben genannten Reagenzien verwendet. Etwa 18 h nach der Transfektion 

wurde je ein Deckglas in eine für diese Zwecke angefertigte Kammer (zur 

Benutzung am inversen Mikroskop) montiert und mit Ringer-Lösung aufgefüllt. 

Die Zellen waren so bei Raumtemperatur mehrere Stunden beobachtbar. 

 

Mikroskopie 

 

Für dir Durchführung aller Experimente wurde das inverse konfokale Laser-

Rastermikroskop Leica TCS SP DM IRB verwendet. Das Gerät war mit einem 

Argon-Laser, einem Helium-Neon-Laser und einem 6-Kanal AOTF (Acousto-

Optical Tunable Filter) ausgestattet, so dass folgenden Wellenlängen zur 

Verfügung standen: 458 nm, 476 nm, 488 nm, 514 nm, 543 nm und 633 nm. Die 

Steuerung aller Komponenten erfolgte mit der Leica Software (Leica-TCS-NT 

Version 1.6.551). 

 

FRET Messung 

 
Donorintensitätsmessung mit Bleichen des Akzeptors 

Die Interaktion zwischen den Rezeptor Untereinheiten wurden durch Messung von 

Emissionsintensitäten der fusionierten Fluorophore bestimmt. Im Besonderen 

wurden die Donorintensitäten vor und nach dem Ausbleichen des Akzeptors 

gemessen. Da das Akzeptor-Fluorophor nach dem Bleichen keine Energie mehr 

vom Donor-Fluorophor aufnehmen kann, war im Fall einer Interaktionen zwischen 
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den Untereinheiten davon auszugehen, dass die Intensität der Emission des Donor-

Flurophors erhöht ist. Im Verlauf von Messung und Analyse der Messdaten wurde 

dieser Intensitätsunterschied des Donors vor und nach dem Bleichen des Akzeptors 

ermittelt. Durch die Verwendung von fixierten Zellen war es möglich, die Dauer 

des Bleichens hinreichend lang zu wählen, um den Akzeptor nahezu vollständig 

auszubleichen.  

 

Messparameter 

 
Anregung 

Für die Anregung der Fluorophore wurden die Laserlinien 458 nm für ECFP, 514 

nm für EYFP und 543 nm für Alexa 546 verwendet. Zur Gewährleistung einer 

gleich bleibenden Laserintensität wurden Messungen erst nach Stabilisierung der 

Laser-Leistung begonnen. Da das Anregungsoptimum von CFP bei 433 nm liegt, 

die kurzwelligste Laserline aber bei 458 nm lag, mussten relativ hohe Energien (65 

%) für die Anregung von CFP benutzt werden. Für das Bleichen von YFP wurden 

25 % Laser-Leistung bei 514 nm verwendet. Als Anregungsstrahlenteiler wurde 

DD458/514 verwendet. 

 
Detektion 

Am Mehrkanal-Spektrophotometer wurden für die Detektion des emittierten Lichts 

folgende Bandbreiten gewählt: 470-495 nm für die ECFP, 565-580 nm für die 

EYFP und 600-660 nm für die Alexa 546 Emission. Für alle durchgeführten 

Messungen wurden die Einstellungen an den Photomultipliern (PMT) nicht 

verändert.  

 

Messprozedur 

 
Für die Messungen wurden Zellen ausgewählt, die augenscheinlich ähnliche 

Expressionslevel der zu untersuchenden Untereinheiten und damit der Fluorophore 

aufwiesen. Eine geeignete Zelle wurde durch Feinjustierung des 

Mikrokopiertisches in der Bildmitte positioniert. Diese Position musste vor einem 

Aufnahmezyklus zentriert werden, um die Deckungsgleichheit der Aufnahmen vor 

und nach dem Bleichen zu gewährleisten. Ohne sie wäre eine Auswertung der 
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Aufnahmen nicht möglich gewesen. Die Zentrierung wurde durch einen Zyklus bei 

0 % Laserintensität erreicht und sichergestellt. Ein Aufnahmezyklus bestand aus 3 

Komponenten (Abb. 5): erstens aus der Aufnahme eines Bildes der CFP-Emission 

(Anregung: 458nm / Emission: 470-495 nm), zweitens dem gezielten Bleichen der 

YFP-Moleküle in einem ausgewählten Bereich (Anregung: 514nm / Emission: 

565-580 nm) und drittens wiederum aus der Aufnahme eines Bildes der CFP-

Emission (Anregung: 458nm / Emission: 470-495 nm). Für die Aufnahme der 

CFP-Emission wurden jeweils 3 Abtastungen bei 4fachem Zoom durchgeführt - 

ein Kompromiss, ein Bild hinreichender Qualität zu bekommen, ohne die CFP-

Moleküle auszubleichen. Für das Bleichen wurde mit dem Zoom-Werkzeug der 

Software ein Bereich in der Zelle markiert, der etwa der 32fachen Vergrößerung 

entsprach. Der Bleichvorgang wurde mit 10 Abtastungen realisiert. Das 

Ausbleichen entsprach dabei einer nahezu 100 %igen Verminderung des YFP-

Signals. Nach Zurückschalten auf 4fachen Zoom und Rezentrierung des Bildes 

wurde erneut die CFP-Emission mit 3 Abtastungen gemessen. 

 

nach dem Bleichenvor dem Bleichen Bleichregion

Anstieg der

CFP Fluoreszenz Intensität

A B C

 
 

Abb. 5 Akzeptor-Photobleaching am Beispiel des in HEK293T Zellen exprimierten CFP-YFP-
Fusionskonstruktes. Zur Bestimmung der FRET Effizienz wurde die Intensität der CFP Emission 
vor (A) und nach (B) dem Bleichen des Akzeptors YFP (C) ermittelt. Die in dem gebleichten Areal 
deutliche Intensitätssteigerung der CFP Emission (B) weist auf FRET hin. 

 

Analyse 

 
Für die Auswertung der Fluoreszenz-Intensitäten wurde die Software ImageJ vom 

National Institutes of Health (NIH) verwendet. Die drei deckungsgleichen Bilder 

eines Aufnahmezyklus (1. CFP vor dem Bleichen, 2. YFP mit Bleichfeld und 3. 

CFP nach dem Bleichen; Abb. 6) wurden zu einem Bildstapel vereinigt und von 

der Software die Farben in Graustufen umgewandelt und normalisiert. Durch das 
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Packen der Bilder in Stapel konnten die Intensitäten in einem Messfeld in genau 

dem gleichen Bereich der Zelle bei allen Aufnahmen ermittelt werden. 

Aufnahmezyklen, die nicht deckungsgleiche Bilder enthielten, wurden verworfen. 

 

 

 

 

 
Bei der Analyse wurden nun die Intensitäten der CFP-Emissionen vor und nach 

dem Bleichen ermittelt. Begonnen wurde mit der Messung des Hintergrundes in 

fünf ausgewählten Bereichen vor dem Bleichen (Abb. 7). Anschließend wurde der 

gesamte Bereich, in dem gebleicht wurde vermessen sowie ein ebenso großer 

Bereich in der nicht gebleichten Region der Zelle. Im nächsten Schritt wurden nun 

fünf Teilbereiche im der gebleichten Region sowie fünf ebenso große Teilbereiche 

der nicht gebleichten Regionen der Zelle vermessen. 

 

 

Abb. 6 Die drei aufgenommenen Bilder der CFP-Emission vor und nach dem 
Bleichen sowie der YFP-Emission nach dem Bleichen wurden zur Auswertung in die 
Anwendung ImageJ (NIH) geladen. 

Abb. 7         Vermessung der 
Intensitäten. In einem 25x25 Pixel 
großen Messfeld wurden in jeweils 
fünf Bereichen innerhalb des 
gebleichten Areals die Intensitäten 
der CFP-Emission vor und nach dem 
Bleichen vermessen. Weitere fünf 
Messungen außerhalb des 
gebleichten Areals dienten als 
Referenz zur Bestimmung der FRET 
Effizienz. 
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Die Daten der Intensitätsmessungen wurden für jeweils ein Experiment gesammelt 

und anschließend in eine vorbereitete Excel-Datei zur Berechnung geladen. Die 

Berechnung der FRET Effizienzen wurde grundlegend nach folgender Formel 

vorgenommen (Zimmermann, Rietdorf et al. 2002): 

 

ED(i) = 1
FD (i)

FD
pb (i)

 

 

Im Einzelnen wurden dazu folgende Teilberechnungen durchgeführt. Zunächst 

wurde die Differenz des Hintergrundes  (H) aus den Werten nach dem Bleichen 

abzüglich der Werte vor und nach dem Bleichen gebildet  

 

H (i) = Hpostbleach – Hprebleach 

 

und stellt somit die Veränderung des Hintergrundes dar, die durch den 

Bleichvorgang bzw. durch Rauschen verursacht wurde. Jeweils fünf Felder wurden 

ausgewertet und zur Gesamtänderung H zusammengefasst. Im Anschluss wurden 

jeweils die Intensitätsunterschiede der einzelnen Messfelder in der Bleichregion 

und außerhalb der Bleichregion ermittelt. Hierfür wurde als erstes die 

Hintergrundänderung H von den Intensitäten nach dem Bleichen abgezogen:  

 

FD
pb_ H(i) = FD

pb(i) - H  für die gebleichten bzw.  

FD
pnb_ H(i) = FD

pnb(i) - H  für die ungebleichten Regionen.  

 

Im Anschluss daran wurden aus diesen Werten und den Werten der Intensitäten der 

entsprechenden Regionen vor dem Bleichen der jeweilige Energie Transfer (FRET 

Effizienz) errechnet:  

 

ED
b(i) = FD

pb_ H(i) - FD(i)  für die gebleichte bzw.  

ED
nb(i) = FD

pnb_ H(i) - FD(i)  für die ungebleichten Regionen. 

 

Die Werte für die ungebleichten Regionen wurden ermittelt, um artifizielle 

Wirkungen des Bleichens auszuschließen. Von den Messungen der Bleichregion 

und der nicht gebleichten Region wurde nun jeweils der Durchschnitt gebildet und 

dieser von 1 subtrahiert: 1 - ED
b bzw. 1 - ED

nb. Aus  

ED(i) – Energie Transfer Effizienz 

FD(i) – Donor Emission vor dem Bleichen 

FD
pb(i) – Donor Emission nach dem Bleichen 
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ED = (1 - ED) – (1 - ED
nb) 

 

wurde die Energie Transfer Effizienz bestimmt. Mit den Fluoreszenz-Intensitäten 

aus der Messung des gesamten Bleichfeldes wurde analog verfahren. Dieses 

Ergebnis wurde allerdings nur als Vergleichswert betrachtet, da auf Grund der 

Form der Zellen nicht immer ein ausreichend großer Bereich innerhalb der Zelle 

für die Bestimmung des jeweiligen Wertes im ungebleichten Bereich zur 

Verfügung stand. 

 

Statistik 

 

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Prism4 (GraphPad Software 

Inc.). Dabei wurden die Daten mittels One-Way-ANOVA mit nachfolgendem 

Newman-Keuls-Test aufgearbeitet. 
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Ergebnisse 
 

Vorarbeiten 

 

Generierung der mit Fluorophoren markierten NMDA Rezeptoruntereinheiten 

 

Mittels Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) sollte die Interaktion von 

Untereinheiten des NMDA Rezeptors bestimmt werden. Eine wesentliche 

Vorraussetzung für die Durchführung dieser Untersuchung war die Verwendung 

geeigneter Fluorophore, welche einerseits die Bedingungen für das Auftreten von 

FRET erfüllten andererseits aber die spezifischen Interaktionen der zu 

untersuchenden Proteine nicht beeinträchtigten. In dieser Arbeit wurde für alle 

Experimente das bereits durch viele Arbeiten etablierte FRET-Paar CFP/YFP 

verwendet (Zheng and Zagotta 2004; Karasawa, Tsuboi et al. 2005; Miranda, Wu 

et al. 2005).  

 

 

Abb. 8 Membrantopologie der verwendeten CFP- und YFP-Fusionskonstrukte. Die für die 
Experimente verwendeten Untereinheiten wurden je nach Bedarf im C- bzw. N-Terminus mit CFP 
bzw. YFP fusioniert. Dies ermöglichte verschiedene Kombinationen zur Untersuchung der 
Interaktionen zwischen den Untereinheiten. A Zwei NR1 Untereinheiten, bei denen CFP bzw. YFP 
im N-Terminus angefügt wurde, sowie die Kombination von NR1 und NR2A mit jeweils C-
terminal gekoppelten Fluorophoren stehen als Beispiel positiver Wechselwirkungen. B NR1 
Untereinheiten, die CFP bzw. YFP auf unterschiedlichen Seiten der Membran trugen und die 
Kombination von N-terminal markierten NR1 bzw. GluR2 Untereinheiten führten nicht zur 
Detektion eines FRET Signals. Die Einzelheiten hierzu sind in den folgenden Kapiteln 
beschrieben. 

 

Für die hier beschriebenen Experimente wurden insgesamt 13 Fusionsproteine 

generiert: CFP-NR1, YFP-NR1, NR1-CFP, NR1-YFP, CFP-GluR2, YFP-GluR2, 

NR2A-CFP, NR2A-YFP, NR2B-CFP, NR2B-YFP, NR3A-CFP und NR3A-YFP. 

Ein CFP-YFP Fusionskonstrukt, bei dem die beiden Fluorophore durch einen 
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Linker miteinander verbunden waren, diente als Kontrolle der Funktion des 

Detektionssystems (Zimmermann, Rietdorf et al. 2002). Die Fusion der 

Fluorophore an die NMDA Rezeptor Untereinheiten erfolgte dabei je nach 

experimentellem Bedarf am C- bzw. N-Terminus. Die Abbildung 8 zeigt einige 

Beispiele von Kombinationen markierter Untereinheiten und verdeutlicht 

schematisch die Topologie der Fluorophore innerhalb der Konstrukte. Die 

Verwendung sowohl N- als auch C-terminal gekoppelter Fluorophore ermöglichte 

die Einschätzung der Signifikanz der ermittelten FRET Effizienzen. 

 

Elektrophysiologische Funktionsanalyse der mit CFP bzw. YFP fusionierten 

Rezeptoruntereinheiten 

 

Nach der Klonierung der Rezeptor-Fluorophor-Konstrukte wurde eine 

Funktionsanalyse dieser Fusions-Proteine durchgeführt. Damit sollte sichergestellt 

werden, dass die einzelnen, mit einer zusätzlichen Proteindomäne versehenen 

NMDA Rezeptoruntereinheiten, in der Lage waren, funktionelle Kanäle zu 

generieren. Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden in 

Zusammenarbeit mit Wolfgang Maier (MPI für Hirnforschung, Frankfurt) 

durchgeführt. Für die Analyse wurden HEK293T Zellen verwendet, die mit 

verschiedenen Kombinationen der Konstrukte transfiziert waren. Die Messungen 

erfolgten im whole-cell Modus. Die alleinige Expression von NR1, NR2A, NR2B 

bzw. NR3A Untereinheiten führte zu keinem messbaren Strom (nicht gezeigt). Ein 

einziger Untereinheitentyp war somit nicht in der Lage, zu einem funktionellen 

NMDA Rezeptor zu assemblieren. Die Koexpression von NR1 und NR2 

Untereinheiten hingegen führten zu typischen NMDA Rezeptor Strömen zwischen 

1000 und 5000 pA, die durch Applikation von 100 M Glutamat und 50 M 

Glycin induziert wurden (Abb. 9). Die Generierung eines funktionellen Kanals 

konnte auch nach Koexpression von NR1 und NR3A Untereinheiten beobachtet 

werden. Für die Aktivierung dieses NR1/NR3 NMDA Rezeptors genügte jedoch 

die Applikation von 100 M Glycin bei Abwesenheit von Glutamat. Die Zugabe 

von 100 M Glutamat oder 200 M D-AP5, einem Blocker der 

Glutamatbindungsstelle, hat weder das Auftreten noch die Stärke des Stroms von 

ca. 100 pA beeinflusst (Abb. 10). Damit bestätigten diese Ergebnisse kürzlich 
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publizierte Daten zur Existenz dieses Rezeptortyps (Chatterton, Awobuluyi et al. 

2002).  

 

 

 

 

 

Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen zeigten, dass die mit 

Fluorophoren fusionierten NMDA Rezeptoruntereinheiten keinen Unterschied 

Abb. 9  Elektrophysiologische 
Messung von NMDA Rezeptoren aus 
N-terminal fluoreszenzmarkierten 
NR1 Untereinheiten und NR2A 
Wildtyp Untereinheiten nach 
Expression in HEK293T Zellen. An 
einer Zelle wurden nacheinander drei 
Stromantworten abgeleitet. Die erste 
Messung erfolgte nach Applikation 
von 100 M Glutamat und 50 M 
Glycin und resultierte in einem 4,5 nA 
starken Strom. Um die Abhängigkeit 
der Antwort von Glycin zu 
demonstrieren, wurde im zweiten 
Schritt 500 M Glutamat appliziert. 
Der zu sehende Reststrom ist auf noch 
vorhandenes Glycin im 
Applikationssystem zurückzuführen. 
Die nachfolgende Zugabe von 100 M 
Glutamat und 50 M Glycin zeigte 
wieder normale Rezeptorantworten. 

Abb. 10 Elektrophysiologische 
Messung von NMDA Rezeptoren aus 
NR1-CFP und NR3A-YFP 
Untereinheiten. An HEK293T Zellen, 
die mit NR1 und NR3A-YFP 
Untereinheiten transfiziert wurden, 
konnte nach Applikation von 100 M 
Glycin einen 100 pA starker Strom 
im whole-cell Modus gemessen 
werden, der sich weder von Glutamat 
noch durch AP5 beeinflussen ließ. 
Die rein glycinerge Rezeptorantwort 
stellt eine Besonderheit in der 
Aktivierung von NMDA Rezeptoren 
dar. 
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gegenüber Wildtyp Untereinheiten hinsichtlich der Generierung funktioneller 

Kanäle aufwiesen (Abb. 11). Ein Einsatz der Konstrukte für die FRET Analyse der 

Assemblierung war somit möglich. 

 

 

Bestimmung von  FRET durch Messung der Intensität der Donoremission nach 

Akzeptorphotobleichen 

 

Als Verfahren zur Detektion von FRET wurde eine Messmethode gewählt, die auf 

der Detektion der Intensität der Fluorophore basiert. Die Intensitätsmessungen 

wurden dabei am Donor jeweils vor und nach dem Bleichen des Akzeptors 

vorgenommen. Gegenüber der Messung der Emissionsintensität des Akzeptors 

nach Anregung des Donors hatte diese Methode den Vorteil, dass es nicht zur 

Überlagerung von Anregungs- und Emissionsspektren der beteiligten Fluorophore 

kam. Daher konnten die gemessenen Intensitäten direkt und ohne aufwendige 

Bestimmung von Korrekturfaktoren verwendet werden. Ein Nachteil der 

Bleichmethode war, dass auf Grund der doch recht langen Bleichdauer eine 

Untersuchung an lebenden Zellen nicht durchgeführt werden konnte. Wegen der 

Zellbewegung war die Deckungsgleichheit der aufgenommenen Bilder vor und 

nach dem Bleichen in diesem Fall nicht gewährleistet. Alle aufgeführten 

Messungen wurden daher an fixierten Zellen vorgenommen. 

Abb. 11 Stromantwort von NMDA 
Rezeptoren aus NR1 und NR2A Wildtyp 
Untereinheiten nach Expression in 
HEK293T Zellen. Die dargstellte 
Stromantwort von Wildtyp NMDA 
Rezeptoren diente dem Vergleich mit den 
ermittelten Strömen von Rezeptoren, die 
aus fluoreszenzmarkierten Untereinheiten 
generiert wurden. Sowohl die 
Stromstärke als auch die 
Rezeptorkinetiken waren in allen Fällen 
identisch (Abb. 10). Eine Ausnahme 
bildeten nur Rezeptoren aus NR1und 
NR3 Untereinheiten (Abb. 9).   
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Kalibrierung des Messsystems 

 

Zur Kalibrierung des Messsystems wurden das CFP-YFP Fusionsprotein sowie 

CFP und YFP als getrennt exprimierte Proteine verwendet, mit deren Hilfe die 

Größe von spezifischen und unspezifischen Signalen abgeschätzt werden konnte. 

Darüber hinaus dienten Vergleichsmessungen mit verschiedenen Kombinationen 

der NMDA Rezeptoruntereinheit NR1 und dem AMPA Rezeptor Subtyp GluR2 

der Beurteilung der Spezifität der Methode. Die Einzelheiten hierzu werden in den 

folgenden Kapiteln ausführlicher besprochen. 

 

Durch eine initiale Messung des CFP-YFP Fusionskonstrukts, die in der Detektion 

starker FRET Signale resultierte, wurde sichergestellt, dass das zur Verfügung 

stehende Equipment für die gewählte Methode nutzbar war. Die nächsten Schritte 

beinhalteten die Optimierung der Messparameter. Hier bestand die Notwendigkeit, 

die Laserintensitäten der verschiedenen Laserlinien aufeinander abzustimmen. Es 

war aufgefallen, dass das Bleichen des Akzeptors bei hoher Laserintensität auch 

zum teilweisen Ausbleichen des Donors führte (Abb. 12).  

 

 
 

Abb. 12 Untersuchungen zum Ausbleichen von CFP bei YFP spezifischer Anregung 
(415 nm). HEK293T Zellen, die ausschließlich mit CFP transfiziert wurden, zeigten bei 
der Anregung mit der für die YFP Anregung spezifischen Wellenlänge von 514 nm ein 
Ausbleichen in Abhängigkeit von der Laserintensität. Um den deutlichen 
Intensitätsverlust der CFP Moleküle zu verhindern, musste das Messsystem optimiert 
werden. 

 

Folglich musste diejenige Intensität für die 514 nm Anregung gefunden werden, 

bei der auf der einen Seite ein optimales Bleichen von YFP möglich war, 

gleichzeitig aber eine Beeinträchtigung der CFP Emission ausgeschlossen werden 
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konnte. Messreihen, bei denen abwechselnd die Laserintensität und die 

Bleichdauer angepasst wurden, dienten der Findung optimaler Parameter. Für die 

Untersuchungen wurden sowohl mit CFP als auch mit dem CFP-YFP 

Fusionsprotein transfizierte Zellen verwendet. In der Abbildung 13 ist deutlich 

erkennbar, dass eine hohe Laserenergie auch bei einer Wellenlänge, die nicht im 

Anregungsspektrum von CFP liegt, ein Ausbleichen der CFP Moleküle verursacht. 

Die Verwendung von 25 % Laserintensität der 514 nm Linie zeigte gleich 

bleibende Emissionsintensitäten der CFP Moleküle und führte nicht zu deren 

Ausbleichen bei steigender Bleichdauer. 

 

 

 
Abb. 13    Ermittlung des Optimums von Laserenergie und Bleichdauer anhand von CFP. 
Eine zunehmende Laserintensität der 514 nm Linie, die zum Bleichen von YFP verwendet 
werden sollte, führte zu einer proportionalen Verringerung der Intensität der CFP Emission. 
Denselben Effekt hatte eine zunehmende Bleichdauer. Bei einer Laserintensität von 25 % 
konnten gleich bleibende Emissionswerte für die CFP Moleküle ermittelt werden. 

 

Durch zunehmende Laserintensität sowie Bleichdauer kam es ebenfalls zu einem 

Ausbleichen des CFP Anteils des CFP-YFP Fusionsproteins (Abb. 14). Analog zu 

den vorherigen Experimenten zeichnete sich auch hier ein Optimum bei 25 % 

Intensität der 514 nm Linie ab. Für alle sich anschließenden Experimente wurden 

exakt diese Parameter verwendet. 
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Abb. 14    Ermittlung des Optimums von Laserenergie und Bleichdauer anhand des CFP-YFP 
Fusions-Konstruktes. Eine steigende Laserintensität der 514 nm Linie und eine zunehmende 
Bleichdauer führte auch beim CFP Anteil des CFP-YFP Fusionsproteins zu einem deutlichen 
Intensitätsverlust. Die zuvor durch Verwendung von CFP ermittelte Laserintensität von 25 % 
und eine mittlere Bleichdauer von 10 Abtastungen verursachte auch hier keine signifikante 
Intensitätsabnahme der CFP Emission. 

 

Pseudo-FRET 

 

Im Verlauf der Versuche wurde noch ein weiteres Phänomen deutlich, das hier 

kurz angesprochen werden soll. Dabei handelt es sich um positive FRET Werte, 

die auch bei den Negativkontrollen detektiert wurden. Dieses so genannte Pseudo-

FRET findet in der Literatur  Erwähnung (Karpova, Baumann et al. 2003), die 

genaue Ursache ist bisher aber unbekannt. Möglicherweise wird das Auftreten 

dieser falsch positiven Messwerte durch den Bleichprozess selbst hervorgerufen. 

Eine in Betracht zu ziehende Ursache könnte außerdem die unspezifische 

Aggregation von CFP und YFP Molekülen sein, die insbesondere durch den 

Fixierungsprozess noch verstärkt wird (Zaccolo 2004). Eine Klärung des 

Phänomens ist aber nicht Gegenstand dieser Arbeit. Die Pseudo-FRET Effizienzen 

mussten allerdings bei der Interpretation der Messwerte Beachtung finden. 

Ausgehend von den Werten der Negativkontrollen wurden vorerst nur qualitative 

Aussagen getroffen. Messergebnisse, die von diesen Kontrollwerten signifikant 
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abwichen, wurden als positives FRET Signal, ähnliche Messergebnisse als nicht 

signifikantes FRET Signal interpretiert. 

 

Um die Größe des Pseudo-FRET Signals bei den hier verwendeten fixierten 

Proben abzuschätzen, wurden FRET Effizienzen für das CFP-YFP 

Fusionskonstrukt und für die getrennte Expression von CFP und YFP bestimmt. Im 

ersten Fall konnte eine robuste FRET Effizienz von E = 17,80 ± 2,06 % (n = 5) 

ermittelt werden. Im Gegensatz dazu rief die Koexpression von CFP und YFP als 

separate Proteine nur eine hoch signifikant niedrigere Effizienz von E = 5,33 ± 

0,67 % (n = 3) hervor. Die alleinige Expression von CFP führte zu einer FRET 

Effizienz von 1,06 ± 0.34 %, was die Anwesenheit von YFP und somit die 

mögliche unspezifische Aggregation mit CFP für das Auftreten der falsch 

positiven Messwerte bestätigt (Abb. 15). Letztere beide Messreihen zeigten aber 

keinen statistisch signifikanten Unterschied voneinander (p > 0,05). FRET 

Effizienzen mit signifikant größeren Werten als E = 5 % wurden demzufolge als 

spezifische FRET Signale interpretiert. 

 

 

Analyse von Interaktionen zwischen Rezeptoruntereinheiten 
mittels Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer 

 

Vor der eigentlichen Untersuchung der NMDA Rezeptoruntereinheiten wurde die 

Spezifität der Methode noch ein weiteres Mal überprüft. Diese Analyse sollte der 

Abb.  15  Vergleich der FRET Effizienzen nach 
Expression von CFP und YFP bzw. des CFP-YFP-
Fusionsproteins in HEK293T Zellen. Die 
deutlichen FRET Effizienzen von 17,8 ± 2 % für 
das Fusionsprotein belegten die Wirksamkeit des 
Detektionssystems. Die für die Expression von 
CFP und YFP als separate Proteine ermittelten 
5,33 ± 0,67 % FRET Effizienz wurden als Pseudo- 
FRET gewertet und sind möglicherweise auf den 
Fixierungsprozess zurückzuführen. Der 
Unterschied beider Werte ist hochsignifikant 
(P<0,001; ANOVA). Im Vergleich mit der 
alleinigen Expression von CFP (1,06 ± 0,34 %) 
gibt es keinen signifikanten Unterschied (P>0,05). 
 

*** 
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Beurteilung dienen, ob mit der Methode zwischen spezifischen Interaktionen und 

unspezifischen Aggregationen von Proteinen unterschieden werden kann. Hierfür 

wurden der GluR2 AMPA Rezeptor Subtyp und die NMDA Rezeptor NR1 

Untereinheit verwendet, die beide aus verschiedenen Subfamilien der ionotropen 

Glutamatrezeptoren stammen. AMPA und NMDA Rezeptoruntereinheiten sind in 

der Synapse eng benachbart, zeigen jedoch keine Interaktionen miteinander 

(Dingledine, Borges et al. 1999). Daher sollten nur Untereinheiten gleichen Typs 

zu spezifischen FRET Signalen führen. Für die Experimente zwischen GluR2 und 

NR1 wurden N-terminal markierte Konstrukte verwendet. Die Messungen zeigten 

sowohl zwischen NR1 Untereinheiten als auch zwischen GluR2 Untereinheiten 

jeweils starke FRET Effizienzen. Bei der Paarung CFP-NR1 und YFP-NR1 lag die 

FRET Effizienz bei E = 8,75 ± 1,00 % (n=12) und für die Paarung CFP-GluR2 und 

YFP-GluR2 wurde eine Effizienz von E = 8,50 ± 0,91 % (n = 10) ermittelt. Beide 

Ergebnisse weisen statistisch keinen Unterschied auf (P > 0,05) (Abb. 16).  

 

 
 

Im Gegensatz dazu zeigte die Koexpression von NR1 und GluR2 Untereinheiten 

jedoch nur eine signifikant geringere FRET Effizienz von E = 4,00 ± 1,27 % (n = 

12; P < 0,01). Die Analyse der verschiedenen Typen von Untereinheiten 

verdeutlicht die Spezifität der Methode, die also in der Lage ist, spezifische 

Interaktionen von Proteinen zu detektieren und von lokalen Anhäufungen zu 

Abb.  16  Analyse der Interaktion von 
NMDAR NR1 und AMPAR GluR2 
Untereinheiten. NR1 und GluR2 Untereinheiten 
wurden sowohl separat als auch in Kombination 
in HEK293T Zellen exprimiert und die FRET 
Effizienz ermittelt. Durch die Untersuchungen 
konnten hohe FRET Effizienzen und damit 
Interaktionen sowohl zwischen NR1 (8,75 ± 
1,00 %) als auch zwischen GluR2 (8,50 ± 0,91 
%) Untereinheiten ermittelt werden. Die 
gemeinsame Expression von NR1 und GluR2 
Untereinheiten führte dagegen nur zu einer 
signifikant schwächeren FRET Effizienz (4,00 ± 
1,27 %; P<0,01) und bestätigt die Unfähigkeit 
beider Untereinheiten, miteinander zu 
interagieren. 

** 
** 
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unterscheiden. Sowohl der GluR2 Subtyp der AMPA Rezeptoren als auch die NR1 

NMDA Rezeptor Untereinheit assemblieren jeweils mit sich selbst unter Bildung 

von Homooligomeren. Zwischen NR1 und GluR2 kommt es jedoch zu keiner 

Protein-Protein Interaktion. Diese Daten bestätigen bisherige Arbeiten zur 

Assemblierung von GluR2 und NR1 Untereinheiten (Mansour, Nagarajan et al. 

2001; Meddows, Le Bourdelles et al. 2001; Schorge and Colquhoun 2003; 

Papadakis, Hawkins et al. 2004), in denen eine effiziente Homooligomerisierung 

der Untereinheiten gezeigt werden konnte.  

 
 

Untersuchungen zur Assemblierung der NMDA 
Rezeptoruntereinheiten 

 

Im Anschluss an die Voruntersuchungen wurden nun die spezifischen 

Interaktionen von einzelnen NMDA Rezeptoruntereinheiten untersucht. Zunächst 

wurden dabei die Assemblierung gleicher Untereinheiten analysiert, weiterhin die 

Assoziation zwischen jeweils zwei verschiedenen und letztlich die Assemblierung 

mehrerer verschiedener Untereinheiten. 

 

Untersuchungen der Homooligomerisierung von NMDA 
Rezeptoruntereinheiten 

 

Analyse der Homooligomerisierung der NR1 Untereinheit 

 

In den ersten Experimenten zur Assemblierung von NMDA 

Rezeptoruntereinheiten wurde die NR1 Untereinheit analysiert. Zusätzlich zu den 

bereits erwähnten N-terminalen Konstrukten wurden jetzt auch NR1 

Untereinheiten verwendet, bei denen sich das Fluorophor am C-terminalen Ende 

befand. Dementsprechend waren verschiedene Kombinationen von markierten 

NR1 Untereinheiten möglich, welche die Fluorophore CFP und YFP entweder auf 

unterschiedlichen oder auf gleichen Seiten der Membran trugen (Abb. 8). Die  

Kombination CFP-NR1 und YFP-NR1 wurde oben bereits besprochen und 

resultierte in einer robusten FRET Effizienz. Die Expression der NR1 

Untereinheiten, die das Fluoreszenzmolekül im C-Terminus trugen (Abb. 17), 
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führte ebenfalls zu einer starken FRET Effizienz von E = 10,18 ± 0,66 % (n = 22), 

die damit noch über dem Wert der N-terminalen Konstrukte lag. Ein statistischer 

Vergleich beider Ergebnisse zeigte aber keinen Unterschied (P > 0,05).  

 

 
  

Abb. 17 Bestimmung der FRET Effizienz durch Messung der Donor Emission nach 
Bleichen des Akzeptors am Beispiel der NR1 Untereinheit. HEK293T Zellen wurden 
mit NR1-CFP und NR1-YFP transfiziert. Die beiden linken Bilder zeigen die 
Detektion der CFP Emission nach Anregung mit 458 nm, links vor dem Bleichen und 
in der Mitte nach dem Bleichen von YFP. Das rechte Bild zeigt die Emission von 
YFP nach dem Bleichen und kennzeichnet die Bleichregion. (Balken = 4 m) 

 

Die Kombination von C-terminal und N-terminal markierten NR1 Untereinheiten 

führte nur zu einer geringen FRET Effizienz von E = 4,71 ± 0,45 (n = 14) für NR1-

CFP/YFP-NR1 (P < 0,001) und E = 3,00 ± 1,08 (n = 12) für CFP-NR1/NR1-YFP 

(P < 0,001). Die Expression von Untereinheiten, die den Tag auf 

gegenüberliegenden Seiten der Membran hatten, führte also zu einer hoch 

signifikanten Verringerung des FRET Signals (Abb. 18). Die erzielten Ergebnisse 

bestätigen die Homooligomerisierung der NR1 Untereinheiten. Zudem lassen sie 

auf eine korrekte Insertion der Konstrukte in die Membran schließen. Die Werte 

der Messungen von NR1 Untereinheiten mit den Fluorophoren auf 

gegenüberliegenden Seiten der Membran (YFP-NR1/NR1-CFP und CFP-

NR1/NR1-YFP, siehe Abb. 18) wurden im weiteren Verlauf der Auswertung 

zusammengefasst und als Kontrolle in die statistische Auswertung eingeführt. 

Zusammen mit den elektrophysiologischen Messungen zeigen diese 

Untersuchungen, dass weder die N- noch die C-terminal angehängten Fluorophore 

signifikante Effekte auf die Assemblierung, das Targeting sowie die Kanalfunktion 

haben. 
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Analyse der Homooligomerisierung der NR2 Untereinheiten 

 

Im nächsten Schritt wurde die Homooligomerisierung der NR2 untersucht. Für 

diese Experimente wurden die Isoformen NR2A und NR2B verwendet, die jeweils 

im C-Terminus mit den Fluorophoren markiert waren. Bei der alleinigen 

Expression einer Isoform kam es weder bei der NR2A noch bei der NR2B zur 

Generierung starker FRET Signale. So konnte für die NR2A eine FRET Effizienz 

von E = 5,20 ± 0,81 % (n = 10) und für die NR2B eine Effizienz von E = 3,40 ± 

1,35% (n = 15) ermittelt werden. Diese Werte zeigen keinen signifikanten 

Unterschied gegenüber der Kontrolle (p > 0,05) sind aber hoch signifikant 

niedriger, als jene Werte, die für die Interaktion zwischen NR1 Untereinheiten 

ermittelt wurden (p < 0,001) (Abb. 19). 

Diese Daten verdeutlichen, dass die NR2 Untereinheit keine Tendenz zur 

Homooligomerisierung aufweist. Möglicherweise ist eine zusätzliche Untereinheit 

notwendig, die durch Assemblierung mit der NR2 Untereinheit diese in einen 

funktionellen Kanal integriert. Experimente, die diese Hypothese noch stärker 

untermauern, werden später diskutiert. 

 

Abb. 18 Analyse der Homooligomerisierung 
der NR1 Untereinheit. Zwischen NR1 
Untereinheiten, die das Fluorophor jeweils 
auf derselben Seite der Membran trugen, 
konnten starke FRET Signale detektiert 
werden (10,18 ± 0,66 % mit C-terminalen 
und 8,75 ± 1,00 % mit N-terminalen 
Fluorophoren). Befanden sich die 
Fluorophore hingegen auf den 
gegenüberliegenden Membranseiten, waren 
nur signifikant niedrigere Werte messbar 
(4,71 ± 0,45 % bzw. 3,00 ± 1,08 %; 
P<0,001). Diese Daten sind ein  deutlicher 
Hinweis auf eine Homooligomerisierung der 
NR1 Untereinheit. 

 

*** 
*** 

*** 
** 
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Analyse der Homooligomerisierung der NR3A Untereinheit 

 

Ein ähnliches Ergebnis wie für die NR2 Untereinheiten wurden auch bei 

Experimenten mit NR3 Untereinheiten erzielt.  

 

 

Für diese Untersuchung stand die Isoform NR3A zur Verfügung und war ebenfalls 

im C-Terminus mit den Fluorophoren CFP bzw. YFP markiert. Die Kombination 

von NR3A-CFP und NR3A-YFP führte zu einer schwachen FRET Effizienz von E 

Abb. 19   Analyse der Homooligomerisierung 
von NR2 Untereinheiten. Sowohl zwischen 
NR2A als auch  zwischen NR2B 
Untereinheiten konnten keine Interaktionen 
festgestellt werden. Die ermittelten FRET 
Effizienzen von  5,20 ± 0,81 % für NR2A und 
3,40 ± 1,35% für NR2B waren nicht signifikant 
unterschiedlich gegenüber der Kontrolle 
(P>0,05), wichen aber hoch signifikant von den 
Werten, die für die NR1 Untereinheiten 
ermittelt wurden, ab (P<0,001). 

 

Abb. 20  Analyse der Homooligomerisierung 
der NR3A Untereinheit. Die für die Interaktion 
zwischen NR3A Untereinheiten ermittelten 
FRET Effizienzen von 4,85 ± 0,71% zeigten 
keinen signifikanten Unterschied gegenüber der 
Kontrolle (P>0,05), waren aber im Vergleich zu 
den FRET Effizienzen, die zwischen NR1 
Untereinheiten detektiert wurden hoch 
signifikant niedriger (P<0,001). Ebenso wie bei 
NR2 Untereinheiten deuten die Ergebnisse auf 
eine Unfähigkeit der NR3 zur 
Homooligomerisierung hin. 

*** 

n. s. 

n. s. 

*** 

n. s. 

*** 
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= 4,85 ± 0,71% (n=20) (Abb. 20). Das entspricht einer statistischen Gleichheit 

gegenüber der Kontrolle (p > 0,05) und einem signifikanten Unterschied gegenüber 

den FRET Effizienzen der Wechselwirkung zwischen NR1 Untereinheiten (p < 

0,001). Ebenso wie die NR2 Untereinheit zeigt also auch die NR3 Untereinheit 

keine Tendenz, mit sich selbst zu assoziieren. 

 

Zusammenfassung der Ergebnisse der Homooligomerisierung von NMDA 

Rezeptoruntereinheiten 

 

Fasst man die Ergebnisse der Untersuchungen zur Homooligomerisierung 

zusammen ergibt sich folgendes Bild: von allen untersuchten NMDA 

Rezeptoruntereinheiten konnte nur für die NR1 Untereinheit eine 

Homooligomerisierung nachgewiesen werden (Abb. 18). Für die NR2A, NR2B 

und NR3A Untereinheiten konnte ein solcher Mechanismus nicht aufgezeigt 

werden (Abb. 19, 20). Aus den elektrophysiologischen Untersuchungen wurde 

zudem ersichtlich, dass keine der Untereinheiten für sich alleine genommen einen 

funktionellen Kanal generieren konnte (nicht gezeigt). Das gilt trotz ihrer Fähigkeit 

zur Homooligomerisierung auch für die NR1. 

 

Untersuchungen der Heterooligomerisierung von NMDA 
Rezeptoruntereinheiten 

 

Analyse der Heterooligomerisierung von NR1 und NR2 Untereinheiten 

 

Im ersten Experiment zur Heterooligomerisierung wurde die Kombination von 

NR1 und NR2 Untereinheiten untersucht, die die Grundelemente der klassischen 

Variante des NMDA Rezeptors bilden. Für die Experimente wurden die Paarungen 

NR1/NR2A sowie NR1/NR2B verwendet. Die Koexpression von NR1-YFP and 

NR2A-CFP führte zu einer starken FRET Effizienz von E = 9,13 ± 0,85 % (n = 8), 

die sich von der Effizienz der Homooligomerisierung der NR1 Untereinheit nicht 

unterschied (P > 0,05), aber signifikant über der FRET Effizienz der Kontrolle lag 

(P < 0,001) (Abb. 21). 
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Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen konnten für diese 

Paarung also auch durch die FRET Messungen bestätigt werden.  

Interessanterweise ergab die Koexpression von NR2B mit der NR1 Untereinheit 

nur eine schwache FRET Effizienz von E = 3,33 ± 0,92 % (n = 6). Ebenso waren 

aber auch die Ströme, die mit dieser Untereinheitenkombination erzielt wurden, 

wesentlich geringer, als die Ströme, die mit NR1 und NR2A gemessen wurden 

(nicht gezeigt). Das Gegenteil war jedoch der Fall, wenn diese Kombinationen in 

Xenopus Oozyten exprimiert wurden. Hier lieferten NR1/NR2B starke Ströme, 

während NR1/NR2A nur schwache Ströme nach Applikation der Liganden 

ergaben. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass verschiedene 

Expressionssysteme zu unterschiedlichen Assemblierungen zwischen den NMDA 

Untereinheiten führen können. Eine genauere Untersuchung dieses Phänomens 

wurde in dieser Arbeit jedoch nicht weiter durchgeführt.   

 

Analyse der Heterooligomerisierung von NR1 und NR3 Untereinheiten 

 

Als nächstes wurde die Kombination von NR1 und NR3A Untereinheiten 

untersucht. Wie oben bereits im Kapitel über die elektrophysiologischen 

Untersuchungen beschrieben resultierte die Koexpression beider Untereinheiten in 

einen ausschließlich durch Glycin aktivierbaren Rezeptor. Auch die FRET 

Abb. 21 Analyse der Heterooligomerisierung 
von NR1 und NR2 Untereinheiten. Die 
Interaktionen zwischen NR1 und NR2A, die 
den klassischen NMDA Rezeptor 
repräsentieren, zeigten ähnlich starke FRET 
Effizienzen (9,13 ± 0,85 %), wie für die 
Interaktion zwischen NR1 Untereinheiten 
ermittelt wurde (P>0,05). Gegenüber der 
Kontrolle waren diese Werte signifikant 
größer (P<0,001). Für die NR2B konnte im 
verwendeten Expressionssystem hingegen 
keine starke Interaktion mit der NR1 
detektiert werden (3,33 ± 0,92 %). 

 

*** 
n. s. 

n. s. 
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Messungen lieferten starke FRET Signale, die auf eine Interaktion schließen 

lassen. Die FRET Effizienz konnte in diesem Fall mit E = 10,32 ± 0,60 % (n = 19) 

bestimmt werden und offenbarte damit eine ähnlich starke Oligomerisierung wie 

die Kombination NR1/NR1 (P > 0,05) (Abb. 22).  

 

 

Analyse der Heterooligomerisierung von NR2 und NR3 Untereinheiten 

 

Nach der Charakterisierung von Interaktionen zwischen NR1 einerseits und NR2 

bzw. NR3A Untereinheiten andererseits schloss sich die Untersuchung zur 

Assemblierung von NR2 und NR3 Untereinheiten an. Gemessen wurden die 

Interaktionen zwischen NR2A und NR3A sowie zwischen NR2B und NR3A. In 

beiden Fällen führten die Messungen jedoch nur zur Detektion eines schwachen 

Signals. Für die Kombination von NR3A-CFP mit NR2A-YFP konnte eine FRET 

Effizienz von E = 3,50 ± 1,15 % (n = 10) und für die Kombination von NR3A-CFP 

mit NR2B-YFP eine Effizienz von E = 3,07 ± 0,79 % (n=14) ermittelt werden. 

Damit ergab sich kein signifikanter Unterschied gegenüber der Kontrolle (P > 

0,05) (Abb. 23). Ähnlich der fehlenden Tendenz dieser beiden Untereinheiten, zu 

homooligomerisieren, neigen sie also auch nicht zu einer heterooligomeren 

Zusammenlagerung. Die Untersuchung zur Interaktion beider Untereinheiten in 

Anwesenheit der NR1 wird in einem der nachfolgenden Experimente diskutiert. 

Abb. 22 Analyse der Heterooligomerisierung 
von NR1 und NR3A Untereinheiten. NR1 
und NR3A Untereinheiten zeigten eine 
deutliche Interaktion, die sich in starken 
FRET Effizienzen widerspiegelten (10,32 ± 
0,60 %). Gegenüber der Kontrolle waren die 
ermittelten Werte hoch signifikant 
unterschiedlich (P<0,001). Verglichen mit 
den FRET Effizienzen der NR1-NR1 
Wechselwirkung zeigte sich kein 
Unterschied (P>0,05) Die Kombination von 
NR1 und NR3A Untereinheiten führt zur 
Ausbildung eines Glycinergen NMDA 
Rezeptors (Abb. 10). 

 

*** 
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Zusammenfassung der Ergebnisse der Heterooligomerisierung von NMDA 

Rezeptoruntereinheiten 

 

Die FRET Untersuchungen zur Heterooligomerisierung der NMDA 

Rezeptoruntereinheiten konnten durch Detektion starker FRET Signale (Abb. 21, 

22) die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen bestätigen (Abb. 9 

und 10). Sowohl  die NR2A als auch die NR3A assemblierten jeweils mit der NR1 

Untereinheit unter Bildung eines funktionellen Kanals. Im Gegensatz dazu konnten 

NR2 und NR3 Untereinheiten nicht miteinander assoziieren (Abb. 23). Dies 

spiegelte sich auch in der Tatsache wider, dass die Kombination dieser 

Untereinheiten nicht zur Ausbildung eines funktionierenden Rezeptors führte. 

 

Weiterführende Untersuchungen zur Heterooligomerisierung von NMDA 
Rezeptoruntereinheiten 
 

Interaktion zwischen NR2 Untereinheiten bei Anwesenheit der NR1 Wildtyp 

Untereinheit 

 

Wie oben bereits gezeigt wurde, gab es keine Hinweise auf eine Selbstassoziation 

von NR2 Untereinheiten. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass für die 

Abb. 23   Analyse der 
Heterooligomerisierung von NR2 und 
NR3 Untereinheiten. Zwischen NR2A 
und NR3A sowie zwischen NR2B und 
NR3A Untereinheiten konnten nur 
schwache FRET Effizienzen gemessen 
werden (3,50 ± 1,15 % bzw. 3,07 ± 0,79 
%), die sich nicht signifikant von der 
Kontrolle unterschieden (P>0,05). 
Gegenüber der FRET Effizienz, die 
zwischen NR1 Untereinheiten ermittelt 
wurde, war die Signale signifikant 
kleiner (P<0,001). 

 

*** 

n. s. 

n. s. 

*** 
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Integration der NR2 Untereinheiten in den Kanal eine weitere Untereinheit 

notwendig sein muss. Wegen der fehlenden Interaktion von NR2 und NR3 

Untereinheiten (Abb. 23) kam nur die NR1 Untereinheit in Frage, die zusammen 

mit der NR2 Untereinheit zu funktionellen Kanälen führte. Zusätzlich zu der schon 

gezeigten Interaktion von NR1 und NR2A Untereinheiten (Abb. 21) wurde nun 

untersucht, ob eine Interaktion zwischen NR2A Untereinheiten bei Anwesenheit 

von NR1 Wildtyp Untereinheiten detektiert werden kann. Zur Durchführung dieser 

Experimente wurden jeweils mit CFP und YFP markierte NR2 Untereinheiten 

zusammen mit der Wildtyp NR1 Untereinheit exprimiert. Im Ergebnis führte die 

Anwesenheit der NR1 Untereinheit tatsächlich zu einem starken FRET Signal 

zwischen den NR2A Untereinheiten. Die Effizienz wurde mit E = 9,00 ± 1,83 % (n 

= 4) ermittelt und spiegelt somit eine deutliche Interaktion wider. Statistisch lagen 

die Werte signifikant über denen der Kontrolle (P < 0,01). Gegenüber den 

Messwerten zwischen NR1 Untereinheiten gab es dagegen keinen statistischen 

Unterschied (P > 0,05) (Abb. 24).  

 

 

Abb. 24 Analyse der Interaktion 
zwischen NR2A Untereinheiten in 
Anwesenheit von Wildtyp NR1. 
Während zwischen NR2A 
Untereinheiten keine Wechselwirkung 
ermittelt werden konnte (FRET 
Effizienz E=5,20 ± 0,81 %), kam es 
bei der zusätzlichen Anwesenheit der 
Wildtyp NR1 Untereinheit zu einer 
signifikanten Vergrößerung der FRET 
Effizienz zwischen den NR2 
Untereinheiten (9,00 ± 1,83 %). Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass 
eine Annäherung der NR2 
Untereinheiten nur in Anwesenheit der 
NR1 erfolgt. 
 

 

** 

* 
n. s. 

n. s. 
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Die NR1 Untereinheit vermag somit eine Integration der NR2 Untereinheiten in 

den entstehenden Kanal sicherzustellen. Dies belegt die entscheidende Rolle der 

NR1 Untereinheit für die Assemblierung des NMDA Rezeptors. 

 

Analyse der Interaktion zwischen NR2 und NR3 Untereinheiten bei Anwesenheit der 

NR1 Wildtyp Untereinheit 

 

Für eine Interaktion zwischen NR2 und NR3 Untereinheiten gab es im bisherigen 

Verlauf der Untersuchungen keinerlei Hinweise. Wie im Fall der NR2 wurde nun 

auch für diese Kombination getestet, ob eine Annäherung dieser beiden 

Untereinheiten durch die Anwesenheit der NR1 Untereinheit ermittelt werden 

kann.  

Für die Experimente wurden die mit Fluorophoren markierten NR2 und NR3 

Untereinheiten zusammen mit der Wildtyp NR1 Untereinheit exprimiert. Es wurde 

sowohl die Kombination zwischen NR2A und NR3A, als auch die Kombination 

zwischen NR2B und NR3A getestet. Beide Messungen ergaben jeweils robuste 

FRET Signale, die sich signifikant von den Paarungen in Abwesenheit der NR1 

Untereinheit unterschieden. So konnte für  NR2A/NR3A/NR1wt eine FRET 

Effizienz von E = 7,11 ± 0,89 % (n = 9) ermittelt werden. Die Auswertung der 

Messungen von NR2B/NR3A/NR1wt ergaben eine FRET Effizienz von E = 8,091 

± 1,19 % (n = 11) (Abb. 25). 

 

Abb. 25 Analyse der Interaktion zwischen 
NR2 und NR3 Untereinheiten bei 
Anwesenheit der NR1 Wildtyp 
Untereinheit. Sowohl die Interaktion 
zwischen NR2A und NR3A als auch 
zwischen NR2B und NR3A konnte durch 
die Anwesenheit der Wildtyp NR1 
Untereinheit signifikant verstärkt werden 
(P<0,05). Diese Ergebnisse belegen 
wiederum eine mögliche Schlüsselrolle 
der NR1 beim Assemblierungsprozess 
von NMDA Rezeptoruntereinheiten. 

 

* 

** 
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Die Daten zeigen deutlich das Vorhandensein eins NMDA Rezeptors mit allen drei 

Untereinheiten. Wie im Fall der NR2A konnte auch hier die NR1 Untereinheit die 

NR2 und NR3 in den Rezeptorkomplex integrieren. Dies unterstreicht einmal mehr 

die zentrale Bedeutung der NR1 bei der Assemblierung der Untereinheiten zu 

einem Rezeptorkomplex. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die NR1 diejenige 

Untereinheit ist, die den Zusammenschluss aller anderen NMDA 

Rezeptoruntereinheiten ermöglicht. 

 

Analyse der Interaktion von NR1 Untereinheiten in Anwesenheit der Wildtyp NR2A 

Untereinheit 

 

Um diese Bedeutung weiter zu untermauern, wurde in einem letzten Versuch 

getestet, ob die Interaktion zwischen NR1 Untereinheiten tatsächlich robust ist 

oder möglicherweise durch die Anwesenheit einer weiteren Untereinheit 

geschwächt werden kann. Für dieses Experiment wurden markierte NR1 

Untereinheiten zusammen mit der Wildtyp NR2A Untereinheit exprimiert. Im 

Ergebnis konnte für diese Kombination eine FRET Effizienz von E = 8,11 ± 0,61 

% (n = 9) ermittelt werden. Der statistische Vergleich dieser Werte mit den FRET 

Effizienzen, die zwischen NR1 Untereinheiten in Abwesenheit der NR2A ermittelt 

wurden, zeigte keinen signifikanten Unterschied (Abb. 26). 

 

 

Abb. 26 Analyse der Interaktion von NR1 
Untereinheiten in Anwesenheit der Wildtyp NR2 
Untereinheit. Eine robuste FRET Effizienz 
zwischen NR1 Untereinheiten bleibt auch bei 
Anwesenheit der Wildtyp NR2A Untereinheit 
erhalten. Da die Kombination zu funktionellen 
Rezeptoren führt ist mit einer Integration sowohl 
der fluoreszenzmarkierten NR1 Untereinheiten als 
auch der nicht markierten NR2A Untereinheiten 
auszugehen. Die Abschwächung des Signals 
zwischen den NR1 Untereinheiten ist nicht 
signifikant und möglicherweise auf eine 
strukturelle Umordnung der Untereinheiten bei 
Generierung des vollständigen Rezeptors 
zurückzuführen.  

 

n. s. 

*** 
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Diskussion 

 

Zusammenfassung 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Assemblierung von NMDA 

Rezeptoruntereinheiten untersucht. Die Protein-Protein Interaktionen 

verschiedener Kombinationen von NR1, NR2A, NR2B und NR3A Untereinheiten 

konnten dabei erfolgreich mit der biophysikalischen Methode Fluoreszenz 

Resonanz Energie Transfer (FRET) detektiert werden. Anhand der ermittelten 

Interaktionen war es möglich, den Beitrag einzelner Untereinheiten für die 

Rezeptorassemblierung mit den sich daraus ergebenden Konsequenzen für einen 

denkbaren Ablauf des Assemblierungsprozesses abzuleiten. Ebenso lieferten die 

Ergebnisse Hinweise auf die Stöchiometrie und die Anordnung der Untereinheiten 

innerhalb des Rezeptorkomplexes. 

 

Schwerpunktmäßig lassen sich die erzielten Ergebnisse wie folgt zusammenfassen. 

Die Analyse der Homooligomerisierung der Untereinheiten ergab, dass lediglich 

NR1 Untereinheiten mit sich selbst assemblieren konnten. NR2 und NR3 

Untereinheiten waren hingegen nicht in der Lage, homooligomere Komplexe zu 

bilden. Während eine Interaktion zwischen NR2 Untereinheiten nur in 

Anwesenheit der NR1 Untereinheit nachzuweisen war, wurde die starke 

Wechselwirkung zwischen NR1 Untereinheiten durch die zusätzliche Anwesenheit 

der NR2 Untereinheit nicht signifikant beeinträchtigt. Die Untersuchung der 

Heterooligomerisierung zeigte Interaktionen zwischen NR1 und NR2 sowie 

zwischen NR1 und NR3 Untereinheiten. Beide Kombinationen führten jeweils zu 

funktionellen Kanälen, die im Fall von NR1/NR2 Rezeptoren durch Glutamat und 

Glycin, im Fall von NR1/NR3 Rezeptoren ausschließlich durch Glycin aktiviert 

wurden.  Eine Wechselwirkung zwischen NR2 und NR3 Untereinheiten konnte 

dagegen nicht detektiert werden. Die Assemblierung dieser Untereinheiten war 

jedoch in Anwesenheit der NR1 Untereinheit nachzuweisen (Abb. 9-10, 18-26). 

 

Die Assemblierungsmuster sind ein indirekter Beweis für die Anwesenheit jeweils 

zweier NR1 und NR2 Untereinheiten in einem diheteromeren NR1/NR2 NMDA 
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Rezeptor bei der Annahme eines tetrameren Komplexes sowie für die Existenz 

eines triheteromeren NR1/NR2/NR3 NMDA Rezeptors. Weiterhin zeigen die 

Ergebnisse hinsichtlich des homo- und heterooligomeren 

Assemblierungsverhaltens einen deutlichen Unterschied zwischen NR1 

Untereinheiten einerseits und NR2 bzw. NR3 Untereinheiten andererseits. Daraus 

lässt sich eine besondere Bedeutung der NR1 bei der Generierung von NMDA 

Rezeptoren ableiten. Die Ergebnisse deuten zudem darauf hin, dass der 

Oligomerisierungsprozess der NR1 das initiale Ereignis der 

Rezeptorassemblierung sein könnte. Dabei bildet der homooligomere NR1 

Komplex vermutlich die strukturelle Voraussetzung für die weitere Anlagerung 

von NR2 und/oder NR3 Untereinheiten an diesen Komplex und beeinflusst somit 

entscheidend die Stöchiometrie des Rezeptors und die Anordnung der 

Untereinheiten. 

 

NMDA Rezeptor Untereinheiten zeigen ein differenziertes 
Assemblierungsverhalten 

 

NMDA Rezeptoren sind heterooligomere Komplexe aus den Untereinheiten NR1, 

NR2 und NR3. Ausgehend von einer tetrameren Struktur der Rezeptoren (Laube, 

Kuhse et al. 1998; Rosenmund, Stern-Bach et al. 1998; Matsuda, Kamiya et al. 

2005) und einer großen Anzahl von Isoformen und Spleißvarianten ergibt sich eine 

hohe Diversität möglicher Rezeptorkomplexe. Die 

Untereinheitenzusammensetzung kontrolliert dabei die pharmakologischen 

Eigenschaften, das Targeting sowie das zeitliche Auftreten der Rezeptoren (Cull-

Candy and Leszkiewicz 2004). Bei der Assemblierung der Untereinheiten geht 

man daher von einem strikt regulierten Prozess aus (Millar 2003). 

Bisherige Untersuchungen spekulieren über ein Aufbau des NMDA Rezeptors aus 

einem zweifachen Dimer (Schorge and Colquhoun 2003). Danach sollen sich die 

einzelnen Untereinheiten zu Homodimeren zusammenlagern und jeweils zwei 

dieser Dimere wiederum ein Tetramer bilden. Die für diese Untersuchungen 

verwendeten Tandemkonstrukte lassen aber nur schwer einen Vergleich zu nativen 

Untereinheiten zu. Anhaltspunkte bzw. Bestätigungen konnten bis heute nur für die 

Dimerisierung der NR1 Untereinheit erbracht werden, was mit Hilfe 

biochemischer Methoden erfolgte (Meddows, Le Bourdelles et al. 2001; 
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Papadakis, Hawkins et al. 2004). Damit übereinstimmend konnte in dieser Arbeit 

die Homooligomerisierung der NR1 Untereinheit zusätzlich durch eine 

biophysikalische Methode nachgewiesen werden. Die entstandenen Komplexe 

zeigten starke Interaktionen (Abb. 18), bildeten jedoch keine funktionellen Kanäle. 

Im Gegensatz dazu konnte keine Assemblierung zwischen NR2 bzw. NR3 

Untereinheiten gefunden werden.  

Diese Resultate sprechen gegen die These, dass sich zwei Dimere zu einem 

tetrameren Rezeptor zusammenlagern. Vielmehr geben sie Anlass zu der 

Mutmaßung, dass der Dimerisierung der NR1 die Anlagerung zweier separater 

Untereinheiten folgt. Dieses Modell liefert auch eine bessere Erklärung für die 

Bildung von triheteromeren Rezeptoren, an denen NR1, NR2 und NR3 

Untereinheiten beteiligt sind.  

 

Die NR1 Untereinheit als regulative Komponente der Rezeptorassemblierung 

 

Die Ausnahmestellung der NR1 bei der Bildung von Homooligomeren lässt eine 

besondere Bedeutung dieser Untereinheit bei dem Prozess der Assemblierung des 

Rezeptors vermuten. Diese Annahme wird von Untersuchungen gestützt, die 

verdeutlicht haben, dass bei Fehlen der NR1 Untereinheit weder NR2 noch NR3 

Untereinheiten, und damit funktionelle Rezeptoren, in der Zellmembran detektiert 

werden konnten (Meddows, Le Bourdelles et al. 2001; Perez-Otano, Schulteis et al. 

2001). Auch die Koexpression von NR2 und NR3 führte nicht zu einem 

Erscheinen dieser Untereinheiten an der Zelloberfläche. Vielmehr wurden bei 

Abwesenheit der NR1 Untereinheit alle anderen Untereinheiten im ER 

zurückgehalten (Perez-Otano, Schulteis et al. 2001; Fukaya, Kato et al. 2003). Die 

Assemblierung von NR2 bzw. NR3 Untereinheiten mit der NR1 Untereinheit ist 

demzufolge eine Voraussetzung für die Expression funktioneller Kanäle in der 

Zellmembran. 

Diese Abhängigkeit der Oberflächenexpression von der korrekten Assemblierung 

von Untereinheiten konnte auch für GABAA- und Acetylcholinrezeptoren, 

spannungsabhängige sowie ATP gesteuerte Kaliumkanäle nachgewiesen werden 

(Paulson, Ross et al. 1991; Gorrie, Vallis et al. 1997; Zerangue, Schwappach et al. 

1999; Manganas and Trimmer 2000). Ein Zusammenhang zwischen dem 

intrazellulären Trafficking und der Untereinheitenassemblierung wurde durch die 
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Identifizierung von ER-Retentionssignalen des Musters RXR hergestellt. Erst eine 

Maskierung vorhandener Motive führte zu einem Export der Rezeptoren aus dem 

ER. Blieb die Maskierung jedoch durch unvollständige oder fehlerhafte Faltung 

des Rezeptorkomplexes aus, konnte kein Austritt aus dem ER erfolgen (Zerangue, 

Schwappach et al. 1999). 

Da die NMDA Rezeptor Untereinheiten ebenfalls ER-Retentionssignale besitzen 

(NR1-1a, NR3 und NR2B solche vom RXR Typ, die restlichen NR2 

Untereinheiten klassische Motive vom KKXX Typ), wird klar, dass die 

Maskierung dieser Motive ausschlaggebend für den Austritt aus dem ER ist. Es ist 

anzunehmen, dass dies nur durch eine korrekte Assemblierung der Untereinheiten 

in einer vorgegebenen Stöchiometrie und Orientierung möglich ist. Für diesen 

Prozess scheint die Anwesenheit der NR1 Untereinheit zwingend notwendig zu 

sein. Da es keine Rolle spielt, welche der zahlreichen NR2 und NR3 

Untereinheiten zusätzlich in den Rezeptor integriert wird, kommt der NR1 bei der 

Vermittlung der Assemblierung wahrscheinlich die zentrale Bedeutung zu. Da des 

Weiteren die NR1 Untereinheit ohne die Anwesenheit von NR2 und NR3 

Untereinheiten mit sich selbst zu Dimeren assemblieren kann, stellt diese 

Dimerisierung vermutlich den initialen Schritt der Rezeptorassemblierung dar. 

Unterstützung findet diese Annahme in den Messungen zur Robustheit der NR1-

NR1 Interaktion (Abb. 26). Hier wurde deutlich, dass die Anwesenheit der NR2 

die starke Wechselwirkung zwischen NR1 Untereinheiten nicht signifikant 

beeinträchtigte. Die detektierte leichte Reduktion der FRET Effizienz zwischen 

den NR1 Untereinheiten könnte auf Umlagerungen nach Integration der NR2A in 

den Komplex zurückzuführen sein. Diese Daten zeigen, dass mindestens zwei NR1 

Untereinheiten in einem diheteromeren NR1/NR2 NMDA Rezeptor enthalten sind. 

Die Dimerisierung scheint darüber hinaus die Voraussetzungen für die weitere 

Anlagerung von Untereinheiten zu schaffen. Hierfür sprechen die Ergebnisse einer 

Untersuchung zur Ausbildung von Disulfidbrücken zwischen NR1 Untereinheiten 

(Papadakis, Hawkins et al. 2004). Wurden durch Mutationen der Cysteine 79 und 

308 im N-Terminus die Ausbildung dieser Protein-Protein-Verbindungen 

verhindert, reduzierte sich die Oberflächenexpression der entstehenden Rezeptoren 

um 50 %. Bei einer eventuell stattfindenden randomisierten Assemblierung könnte 

die Ausbildung der Disulfidbrücken der Stabilisierung einer bestimmten 
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Konformation der NR1 Dimere dienen, die eine Interaktion mit NR2 und NR3 

Untereinheiten erst ermöglicht. 

 

NR2 und NR3 Untereinheiten als Determinanten des Erscheinens funktioneller 

NMDA Rezeptoren 

 

Im Gegensatz zur NR1 Untereinheit konnte bei NR2 und NR3 Untereinheiten 

keine Homooligomerisierung festgestellt werden (Abb. 19 und 20). Diese 

Ergebnisse stimmen mit ähnlichen Daten überein, die mit Hilfe biochemischer 

Untersuchungen gewonnen wurden (Meddows, Le Bourdelles et al. 2001). Hier 

konnte nach alleiniger Expression der NR2A keine diskrete Bande in nativen 

Gelen gefunden werden, die auf ein Monomer oder ein Dimer hätte hindeuten 

können. Diese Resultate charakterisieren eher einen raschen Abbau der NR2 

Untereinheiten, wenn ihnen die Möglichkeit der Assoziation mit der NR1 

Untereinheit fehlt. Interessant in diesem Zusammenhang ist auch die Halbwertzeit 

der einzelnen Untereinheiten. Pulse-Chase Analysen haben gezeigt, dass NR2 

Untereinheiten im Vergleich zur NR1 Untereinheit nur eine Population mit einer 

Halbwertzeit von ca. 16 h ausmachen. Für NR1 Untereinheiten konnten zwei 

Werte ermittelt werden: eine sehr kurze Halbwertzeit von 2 Stunden und eine sehr 

lange Halbwertzeit von 34 Stunden (Huh and Wenthold 1999). Beide Populationen 

zeigten zudem eine differenzierte Lokalisation. Die kurzlebigen Untereinheiten (60 

%) waren ausschließlich intrazellulär lokalisiert, während die langlebige 

Population in der Zellmembran detektiert werden konnte. Im Hinblick auf die hier 

gezeigte Selbstassoziation der NR1 Untereinheiten entspricht die kurzlebige 

Population den NR1 Dimeren im ER, und die langlebigen Untereinheiten solchen, 

die in einem funktionellen Rezeptor die Zelloberfläche erreicht haben. Für die NR2 

Untereinheit bedeutet das Auftreten von nur einer Population, die darüber hinaus 

vollständig in der Zellmembran erschien, dass sämtliche Untereinheiten in den 

Rezeptor integriert werden. Das fehlende Zwischenstadium könnte dem Fehlen 

von Dimeren entsprechen, die zwar ein kurzlebiges, aber doch stabilisiertes 

Intermediat wie im Fall der NR1 darstellen. In der Konsequenz bedeutet dies, dass 

das Erscheinen von NR2 Untereinheiten den Zeitpunkt der Expression des 

funktionellen NMDA Rezeptors bestimmt.  
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Aus dem Geschilderten ergibt sich das Modell, dass die NR1, die im Überschuss 

im ER synthetisiert wird, durch Dimerisierung eine Stabilisierung erfährt, welche 

sie vor sofortigem Abbau schützt. Die eingenommene Warteposition wird durch 

Integration der NR2 Untereinheiten beendet, indem nach vollständiger 

Assemblierung und Faltung eine Ausschleusung aus dem ER und der Transport zur 

Zellmembran erfolgen.  

Da in dieser Arbeit für NR3 Untereinheiten ähnliche Ergebnisse wie für NR2 

Untereinheiten ermittelt wurden, ist anzunehmen, dass NR3 Untereinheiten für die 

Regulation von NR1/NR3 Rezeptoren die gleiche Bedeutung wie NR2 

Untereinheiten für die Regulation von NR1/NR2 Rezeptoren haben.  

 

NR2 und NR3 Untereinheiten modulieren die pharmakologischen Eigenschaften der 

NMDA Rezeptoren 

 

Dass die Koexpression von NR1 und NR2 bzw. von NR1 und NR3 Untereinheiten 

zu einer Interaktion zwischen diesen Untereinheiten führt, konnte anhand der 

FRET Untersuchungen in dieser Arbeit gezeigt werden (Abb. 21 und 22). Die 

Wechselwirkungen waren auf Grund der heteromeren Struktur der NMDA 

Rezeptoren zu erwarten (Meguro, Mori et al. 1992; Laube, Kuhse et al. 1998). 

NR2 bzw. NR3 Untereinheiten spielen eine bestimmende Rolle beim Targeting der 

NMDA Rezeptoren (Wenthold, Prybylowski et al. 2003). Darüber hinaus sind sie 

ausschlaggebend für deren pharmakologische Eigenschaften.  

Obwohl auch die verschiedenen NR2 Untereinheiten deutliche Unterschiede im 

Targeting und der Rezeptorkinetik bewirken (Cull-Candy and Leszkiewicz 2004), 

so zeigt doch die NR3 Untereinheit den Einfluss auf die Rezeptoreigenschaften am 

drastischsten. Neben der Verringerung der Kalziumpermeabilität in triheteromeren 

Rezeptoren generieren NR3 Untereinheiten zusammen mit NR1 Untereinheiten die  

physiologisch interessanteste Variante eines NMDA Rezeptors, den glycinergen 

NMDA Rezeptor (Chatterton, Awobuluyi et al. 2002). Diese Daten konnten durch 

die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Die Expression von NR1 

und NR3A Untereinheiten führte zu Rezeptoren, die ausschließlich durch Glycin 

aktivierbar waren, von Glutamat oder D-AP5, einem Antagonisten der 

Glutamatbindungsstelle von NMDA Rezeptoren, hingegen nicht beeinflusst 

wurden (Abb. 10). Diese rein glycinerge Rezeptorantwort stellt eine Ausnahme der 
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ansonsten von Glutamat- und Glycinbindung abhängigen NMDA Rezeptoren dar. 

Der NR1/NR3 NMDA Rezeptor ist somit ein exzitatorischer Glycinrezeptor, 

dessen physiologische Bedeutung noch weitgehend unklar ist.  

Gegenüber konventionellen NR1/NR2 Rezeptor formen NR1/NR3 Rezeptoren für 

Kalziumionen relativ impermeable Kanäle. Darüber hinaus werden die Glycin 

induzierten Ströme durch D-Serin, das neben Glycin ein Koaktivator des NR1/NR2 

Rezeptors über die Glycinbindungsstelle der NR1 Untereinheit ist, inhibiert. 

Ebenso zeigen NR1/NR3 Rezeptoren eine Verschiebung des spannungsabhängigen 

Blocks durch Magnesiumionen zu mehr negativen Membranpotentialen 

(Chatterton, Awobuluyi et al. 2002). Zudem werden NR3A Untereinheiten 

hauptsächlich während der Entwicklung außer im Kleinhirn ubiquitär exprimiert 

und sind im ausgereiften ZNS nur noch in Kernen der Stria olfactoria lateralis zu 

finden. Eine Erhöhung der Zahl der dentritischen Spines in pyramidalen Neuronen 

der Großhirnrinde (Layer IV und V) bei Fehlen der NR3A geben einen Hinweis 

auf die mögliche Einbindung der NR3A Untereinheit in die Regulation der 

Entwicklung von Spines. Hier könnte ein enger Zusammenhang zwischen 

reduzierter Kalziumpermeabilität und verminderter Anzahl von Spines bestehen. 

Möglicherweise spielen NR1/NR3 Rezeptoren eine bedeutende Rolle bei der 

Formierung von Synapsen sowie bei der synaptischen Plastizität.  

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass NMDA Rezeptoren nicht nur an 

exzitatorischen sonder auch an inhibitorischen Synapsen für deren Entwicklung 

und Plastizität wichtig sind (Gaiarsa, Caillard et al. 2002). Der für die plastischen 

Veränderungen wichtige Einstrom von Kalzium erfolgt in der Regel durch 

konventionelle NR1/NR2 Rezeptoren bzw. triheteromere NR1/NR2/NR3 

Rezeptoren, für deren Aktivierung Glutamat benötigt wird.  In der Tat konnten 

neueste Untersuchungen am Auditorischen System zeigen, dass GABAerge bzw. 

glycinerge Synapsen während der Entwicklung auch zusätzlich den exzitatorischen 

Neurotransmitter Glutamat ausschütten und dadurch postsynaptische NMDA 

Rezeptoren aktivieren (Gillespie, Kim et al. 2005). Die Depolarisation der 

Membran, die zur Aufhebung des Magnesiumblocks der NR1/NR2 Rezeptoren 

notwendig ist, könnte an diesen Synapsen eventuell durch die NR1/NR3 

Rezeptoren bewerkstelligt werden. Das Zusammenspiel von verschiedenen NMDA 

Rezeptoren würde so die Verfeinerung der synaptischen Kontakte steuern. Umso 

bedeutungsvoller sind die Regulationsmechanismen der Assemblierung der 
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verschiedenen Untereinheiten und die Expression der daraus resultierenden 

Rezeptoren. 

 

Stöchiometrie und Assemblierung von NMDA Rezeptoren 

 

Im Gegensatz zur Koexpression von NR1 und NR2 bzw. NR1 und NR3 

Untereinheiten konnte zwischen NR2 und NR3 Untereinheiten keine Interaktion 

nachgewiesen werden (Abb. 23). Darüber hinaus waren auch NR2 bzw. NR3 

Untereinheiten auch nicht in der Lage, mit jeweils gleichen Untereinheiten zu 

assemblieren. Die Ergebnisse der hier angefertigten Untersuchungen deuten darauf 

hin, dass diese Untereinheiten tatsächlich bevorzugt nur mit der NR1 interagieren. 

Die zusätzliche Anwesenheit der NR1 Untereinheit führte sowohl zu Interaktionen 

zwischen NR2 Untereinheiten als auch zwischen NR2 und NR3 Untereinheiten 

(Abb. 24 und 25). Diese Daten belegen die Integration aller drei Untereinheiten in 

einen Rezeptor. Die Tatsache, dass eine Interaktion zwischen NR2 Untereinheiten 

bei Koexpression von NR1 und NR2 stattfindet, zeigt, dass mehr als nur eine 

Kopie der NR2 Untereinheit in einem diheteromeren NR1/NR2 Rezeptor 

vorhanden ist. Die bereits erwähnte Anwesenheit mindestens zweier NR1 

Untereinheiten in einem solchen Komplex beweist indirekt eine Stöchiometrie von 

2:2 NR1:NR2 Untereinheiten in einem tetrameren Rezeptor. 

 

Der Prozess der Assemblierung von NMDA Rezeptoruntereinheiten 

 

Die Heterogenität der Assemblierungsmuster der NMDA Rezeptoruntereinheiten 

lässt darüber hinaus Rückschlüsse auf den zugrunde liegenden 

Assemblierungsprozess zu. Der bisher vermutete Verlauf der Zusammenlagerung 

zweier Homodimere zu einem tetrameren Rezeptor mit einer 1-1-2-2 Orientierung 

(Schorge and Colquhoun 2003) lässt sich anhand der hier ermittelten Daten nicht 

bestätigen. Schorge et al. hatten mit Hilfe zahlreicher Tandemkonstrukte versucht, 

die Anordnung der einzelnen NMDA Rezeptoruntereinheiten innerhalb des 

Komplexes nachzuvollziehen. Die Expression homodimerer NR1/NR1 mit 

NR2/NR2 Tandemkonstrukten führte dort zu funktionellen Kanälen, die verglichen 

mit Wildtyp Kanälen jedoch nur geringere Ströme zuließen. Bei Verwendung von 
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Tandemkonstrukten ist allerdings völlig unklar, wie sich diese zusammenlagern. 

So könnte beispielsweise nur eine Untereinheit eines Tandems am Aufbau des 

Kanals beteiligt sein, während die andere vom Komplex weggerichtet ist. 

Unbeachtet blieben aber dort gewonnenen Daten, die zeigten, dass nur mit 

NR1/NR2 heterodimeren Tandemkonstrukten Ströme erreicht wurden, die mit den 

von Wildtyp Kanälen ermittelten Strömen vergleichbar waren.  

 

Die Zusammenlagerung von Untereinheiten zu heterodimeren Komplexen, die 

wiederum zu einem tetrameren Kanal assoziieren, wurde hingegen in einem 

Modell zur Assemblierung olfaktorischer CNG Kanäle vorgeschlagen (Zheng and 

Zagotta 2004). Aus den durch FRET Messungen gewonnenen 

Assemblierungsdaten der beteiligten Untereinheiten CNGA2, CNGA4 und 

CNGB1b sowie weiterer Unersuchungen dieser Kanäle wird eine dominante 

Interaktion zwischen A4 und A2 bzw. B1b und A2 vermutet. Neben der 

Möglichkeit der Homodimerisierung der A2 Untereinheit, die zu homotetrameren 

Rezeptoren bzw. bei Gegenwart einer weiteren Untereinheit (A4 oder B1b) zu 

Rezeptoren mit einer Stöchiometrie von 3:1 führt, werden bei Anwesenheit aller 

drei Untereinheiten vermutlich stets Heterodimere gebildet, die sich anschließend 

zum finalen tetrameren Kanalkomplex zusammenlagern (Abb. 27).  

 

Bemerkenswert ist, dass die Assemblierungsmuster der CNG Kanal Untereinheiten 

nahezu identisch mit denen der in dieser Arbeit ermittelten Assemblierungsmuster 

der NR Untereinheiten sind. So zeigten A2 Untereinheiten die Fähigkeit, zu 

homooligomerisieren, während A4 und B1b Untereinheiten jeweils nur mit A2 

Untereinheiten interagieren konnten. Darüber hinaus waren Interaktionen zwischen 

A4 bzw. 1B1 sowie zwischen A4 und B1b Untereinheiten auch nur detektierbar, 

wenn A2 Untereinheiten anwesend waren. Damit entsprechen A2 Untereinheiten 

in ihren Assemblierungsverhalten den hier besprochenen NR1 Untereinheiten und 

A4 bzw. B1b den NR2 bzw. NR3 Untereinheiten. Der angenommene 

Assemblierungsprozess  bietet somit die Basis für Überlegungen, ob ein derartiger 

Verlauf der Assemblierung auch für NMDA Rezeptoren anzunehmen ist.  
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Abb. 27 Modell der Assemblierung von olfaktorischen CNG Kanälen (leicht verändert 
aus (Zheng and Zagotta 2004)). Aus den Interaktionsmustern der Untereinheiten 
olfaktorischer CNG Kanäle ergeben sich die im Teilbild A gezeigten möglichen 
Stöchiometrien. Die durch FRET Analyse gewonnenen Assemblierungsmuster der 
Untereinheiten sowie eine vermutete head-to-tail Verknüpfung der Untereinheiten lassen 
ein Modell der Assemblierung zu, bei dem sich erst Heterodimere bilden, die sich 
anschließend zu einem tetrameren Kanal zusammenlagern (Zheng and Zagotta 2004). 

 

Gegen ein solches Modell bei ionotropen Glutamatrezeptoren sprechen jedoch die 

Ergebnisse von Untersuchungen zur Assemblierung von AMPA Rezeptoren, die 

zeigen, dass zwei Subdomänen innerhalb der N-terminalen Domäne für die 

Vermittlung der Aneinanderlagerung der Untereinheiten entscheidend sind 

(Ayalon, Segev et al. 2005). Dabei soll eine Subdomäne für die 

Heterooligomerisierung, die andere für die Homooligomerisierung verantwortlich 

sein. Besonders bedeutsam ist, dass Computermodelle der N-terminalen Domäne 

darauf hinweisen, dass diese zwei Subdomänen um 90 Grad zueinander versetzt 

sind (Abb. 28). 
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Abb. 28 Computermodell eines Homodimers der N-terminalen Domäne (NTD) von GluR3 
AMPA Rezeptor Untereinheiten (verändert aus (Ayalon, Segev et al. 2005). A Frontansicht, 
B von oben und C von der Seite. Das Modell zeigt die Assemblierung zweier Monomere 
der NTDs von GluR3 AMPA Rezeptor Untereinheiten. Die Farbgebung spiegelt vier 
funktionell unterschiedliche Domänen wider (N1- blau, N2 - rot, N3 - grün; N4 - magenta), 
wobei der N1 Domäne die Homooligomerisierung und der N3 Domäne die 
Heterooligomerisierung zugeordnet werden konnte. Das zweite Monomer wurde orange 
und grau coloriert. Aus der Abbildung wird deutlich, dass sich die Interfaces für die 
Heterooligomerisierung auf verschiedenen Seiten des Dimers befinden (Pfeile). 

 

Daraus folgt, dass sich nach Homodimerisierung zweier gleicher Untereinheiten 

die Interfaces für die Heterooligomerisierung auf der jeweils anderen Seite des 

Dimers befinden und somit in entgegengesetzte Richtungen weisen (Abb. 29).  

 

 

 

Abb. 29 Schema der Dimerisierung der N-Termini gleicher iGluR Untereinheiten. 
Auf Grund der 90 Grad Orientierung der Homo- bzw. 
Heterooligomerisierungsdomänen (Ayalon, Segev et al.) folgt eine um 180º 
versetzte Aneinanderlagerung der Untereinheiten. Die Domänen für die 
Heterooligomerisierung weisen so in entgegengesetzte Richtungen. 

 

Zusätzlich können diese Daten die Ergebnisse einer weiteren Analyse zur 

Assemblierung von AMPA Rezeptor Untereinheiten erklären, bei denen die N-

terminalen Domänen durch stabile Oligomere bildende synthetische Peptide ersetzt 

wurden. Die Expression derart veränderter  GluR1 Untereinheiten führte bei 

Verwendung dimerisierender Peptide nicht zu funktionellen Rezeptoren (Matsuda, 
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Kamiya et al. 2005). Die Funktionalität der Rezeptoren konnte hingegen durch 

tetramerisierende Peptide im N-Terminus wiederhergestellt werden. Diese Daten 

machen deutlich, dass eine Aneinanderlagerung von Dimeren zur Generierung 

funktioneller AMPA Rezeptoren ausgeschlossen werden kann, was auf Grund der 

gegenüberliegenden Interaktionsdomänen verständlich erscheint.  

 

Eine um 180º versetzte Anordnung der Untereinheiten existiert scheinbar auch auf 

der Ebene der Ligandenbindungsdomänen (S1S2; Abb. 3 und 30). 

Kristallstrukturen von Dimeren dieser Domäne von GluR2 AMPA Rezeptor 

Untereinheiten zeigen dies deutlich (Armstrong and Gouaux 2000) (Abb.) 

 

 

 

Im Unterschied zu den extrazellulären Domänen weist die Porenregion der 

Glutamatrezeptoren vermutlich eine rotationssymmetrische Struktur auf (Madden 

2002; Sun, Olson et al. 2002). Funktionelle Studien mit AMPA GluR1 und GluR2 

Untereinheiten legen für diesen Bereich zudem eine alternierende Anordnung der 

Untereinheiten nahe (Mansour, Nagarajan et al. 2001). Der sich aus den 

verschiedenen Symmetrien ergebende Versatz von Extrazellulärbereich und 

Porenregion der Rezeptoren könnte für den Mechanismus des Öffnen und 

Schließens der Kanalpore bedeutsam sein.  

 
Die enge strukturelle Verwandtschaft von AMPA Rezeptoren mit NMDA 

Rezeptoren lässt eine Übertragbarkeit der Ergebnisse realistisch erscheinen. Des 

Weiteren lassen sich die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zur Interaktion von 

NMDA Rezeptor Untereinheiten in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der 

Abb. 30 Kristallstruktur eines Dimers 
zweier Ligandenbindungsdomänen 
(S1S2) von GluR2 AMPA Rezeptor  
Untereinheiten (vereinfacht aus 
(Armstrong and Gouaux 2000). 
Dargestellt ist die Aufsicht auf das 
Dimer. Die Orientierung der 
Ligandenbindungsdomänen A und B 
innerhalb des Dimers sind dabei um 
180º versetzt. Die Bindungstasche für 
die Liganden befindet sich so auf 
gegenüberliegenden Seiten (Pfeile). 
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eben beschriebenen Untersuchungen bringen. Mit diesen Voraussetzungen kann 

man ein Modell der Assemblierung von NR Untereinheiten ableiten, bei dem die 

Generierung des Rezeptors über eine initiale Dimerisierung der NR1 Untereinheit 

gefolgt von der separaten Anlagerung von NR2 und/oder NR3 Untereinheiten auf 

gegenüberliegenden Seiten des NR1 Dimers erfolgt (Abb. 31). Das Modell erklärt 

dabei sowohl die Stöchiometrie von 2:2 für NR1/ NR2 und NR1/NR3 Rezeptoren 

als auch die Stöchiometrie von 2:1:1 für NR1/NR2/NR3 Rezeptoren, die mit einer 

Zusammenlagerung von Homodimeren nicht begründet werden kann. Das in der 

Abbildung 31 gezeigte Assemblierungsschema stellt die möglichen Interaktionen 

der N-terminalen Domänen der Untereinheiten dar.  

 

 
 

Abb. 31 Modell des Assemblierungsprozesses von NMDA Rezeptoren im N-terminalen 
Bereich am Beispiel eines triheteromeren NR1/NR2/NR3 Rezeptors. Die stabile 
Dimerisierung von NR1 Untereinheiten, die fehlende Homooligomerisierung von NR2 bzw. 
NR3 Untereinheiten, eine fehlende Interaktion von NR2 und NR3 Untereinheiten bei 
Abwesenheit der NR1 Untereinheit und eine gegenüberliegende Orientierung der 
Interaktionsdomänen für die Heterooligomerisierung im NR1 Dimer lassen ein Modell zu, 
bei dem die Synthese des Rezeptors durch eine initiale Dimerisierung der NR1 
Untereinheiten gefolgt von der separaten Anlagerung von NR2 und/oder NR3 Untereinheiten 
abläuft. Das Modell führt zu einer alternierenden Anordnung der Untereinheiten im Rezeptor 
(Abb. 32) und erklärt die Möglichkeit eines triheteromeren Rezeptors. 

 

Da man von einem Beginn der Assemblierung der Untereinheiten schon während 

der Synthese ausgeht, sind die N-terminalen Bereiche diejenigen Domänen, die als 

erste miteinander interagieren (Green 1999). Das Schema der Anlagerung sollte 

sich dennoch auf weitere Bereiche der Untereinheiten ausstrecken, so dass sich für 

die Ligandenbindungsdomänen die gleiche Aneinanderlagerung der Untereinheiten 

ergibt, was von den Daten von Armstrong et al. unterstützt wird (Armstrong and 

Gouaux 2000) (Abb. 30). Das Modell der Assemblierung führt zu einer 

alternierenden Anordnung der Untereinheiten (1-2-1-2). Die vermutete 4fache 

Rotationssymmetrie im Porenbereich steht dabei nicht im Widerspruch zu der 

2fachen Symmetrie der extrzellulären Rezeptordomänen (Abb. 32). 
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Unterstützung für dieses Assemblierungsschema und die 2fache Symmetrie des N-

Terminus sowie der Ligandenbindungsdomäne kommen von 

elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Struktur nativer AMPA 

Rezeptoren, bei denen eine deutlich parallel versetzte Ausrichtung der NTDs zu 

erkennen ist (Abb. 33 B) (Nakagawa, Cheng et al. 2005). Die Überlagerung 

bekannter Kristallstrukturen mit dem Dichtefeld der elektronenmikroskopischen 

Aufnahmen zeigt zudem den Symmetrieunterschied zwischen den extrazellulären 

Domänen und dem Porenbereich der ionotropen Glutamatrezeptoren (Abb. 33 C).  

 

 
 

Abb. 33 Vergleich des Assemblierungsmodells des NMDA Rezeptors (A) mit einem auf 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen (B) beruhenden Modell (C) eines AMPA 
Rezeptors. Deutlich zu erkennen ist die asymmetrische Ausrichtung der N-terminalen 
Domänen, die mit dem Assemblierungsmodell des NMDA Rezeptors übereinstimmt. 
Für die Elektronenmikroskopie wurden native AMPA Rezeptoren aus dem Rattenhirn 
isoliert und aufgereinigt. Die Überlagerung bekannter Kristallstrukturen mit dem 
Dichtefeld der elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigt die mögliche Anordnung 
der einzelnen Domänen (B und C aus (Nakagawa, Cheng et al. 2005).  

Abb. 32  Dreidimensionales Modell 
eines NMDA Rezeptors. Die um 180º 
versetzte Anlagerung der N-terminalen 
Domäne sowie der Ligandenbindungsdomäne 
führt im Modell zu einer 2fachen Symmetrie 
der extrazellulären Domänen von NMDA 
Rezeptoren. Aus dem Assemblierungsschema 
ergibt sich eine alternierende Anordnung der 
Untereinheiten (1-2-1-2). Die für die 
Porenregion prognostizierte 4fache 
Symmetrie steht nicht im Widerspruch zur 
2fach Symmetrie des Extrazellulärbereichs 
des Rezeptors. Der Versatz zwischen diesen 
beiden funktionell verschiedenen Komplexen 
könnte für das Öffnen und Schließen des 
Kanals bedeutsam sein. 
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Fazit und Ausblick 

 

Die Untersuchungen dieser Arbeit konnten ein unterschiedliches 

Assemblierungsverhalten der einzelnen NMDA Rezeptoruntereinheiten aufzeigen. 

Die erzielten Ergebnisse sind ein indirekter Beweis für einen tetrameren NMDA 

Rezeptor mit einer Stöchiometrie von 2:2 für NR1/ NR2 und NR1/NR3 Rezeptoren 

als auch die Stöchiometrie von 2:1:1 für NR1/NR2/NR3 Rezeptoren. Ergänzt 

durch bisherige Untersuchungen zur Stöchiometrie von ionotropen 

Glutamatrezeptoren führten die Ergebnisse dieser Arbeit zum Postulat eins NMDA 

Rezeptors mit einer alternierenden Anordnung der enthaltenen Untereinheiten. 

 

Das unterschiedliche Assemblierungsverhalten der NMDA Rezeptoruntereinheiten 

gibt einen weiteren Hinweis auf einen ungleichen Beitrag der einzelnen 

Untereinheiten zur Funktion und Expression von NMDA Rezeptoren. Während die 

NR1 Untereinheit als elemtarer, funktioneller Bestandteil des Rezeptors für die 

Rezeptorassemblierung zwingend erforderlich ist, scheinen NR2 und NR3 

Untereinheiten eher fakultative Komponenten zu sein, die die zeitliche und 

räumliche Expression regulieren sowie die Pharmakologie der Rezeptoren 

modulieren. Die Austauschbarkeit von NR2 und NR3 Untereinheiten sowie der 

ausschließlich von Glycin aktivierbare und von Glutamat unabhängige NR1/NR3 

Rezeptor sind starke Indizien für diese Vermutung. Aus dieser Sicht wäre der 

NMDA Rezeptor ein exzitatorischer Glycinrezeptor, dessen NR2 und NR3 

Untereinheiten die pharmakologischen Eigenschaften an die physiologischen 

Anforderungen anpassen. Hieraus ergeben sich neue Fragestellungen zur 

Bedeutung der Untereinheiten hinsichtlich der pharmakologischen 

Charakteristiken sowie der Regulation der Expression von NMDA Rezeptoren. 

Ebenso zeigt sich die Notwendigkeit einer weitergehenden Charakterisierung der 

NR3 Untereinheit insbesondere in Bezug auf den glycinergen NMDA Rezeptor.  

Das Assemblierungsmodell unterstützt die Annahme unterschiedlicher 

Lebenszyklen der NMDA Rezeptor Untereinheiten (Huh and Wenthold 1999). Die 

mit 34 Stunden doppelte Lebenszeit der NR1 Untereinheit gegenüber der NR2 

Untereinheit (16 Stunden) sowie die stabile Dimerisierung der NR1 Untereinheit 

sind deutliche Hinweise für eine getrenntes Recycling. Analog der separaten 
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Anlagerung von NR2 und/oder NR3 Untereinheiten könnte eine separate 

Abspaltung erfolgen, die im Fall von NR2 bzw. NR3 Untereinheiten zum Abbau 

führt und im Fall des NR1 Dimers zu einem erneuten Eingliederung in einen 

Rezeptor. Die Untersuchungen des Stoffwechsels und der Mobilität der NMDA 

Rezeptoruntereinheiten wäre mit modernen biophysikalisch-optischen Methoden 

wie FRET, TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) und FRAP 

(Fluorescence Recovery After Photobleaching) möglich und würden zu einer 

Klärung der komplexen Funktionalität und der physiologischen Bedeutung von 

NMDA Rezeptoren entscheidend beitragen. 

Der Bedarf weiterer Untersuchungen von Struktur-Funktionsbeziehungen ergibt 

sich aus der alternierenden Anordnung der Untereinheiten im Rezeptorkomplex 

und dem Symmetrieunterschied zwischen extrazellulären Domänen und 

Transmembrandomänen. Insbesondere die Pharmakologie in Abhängigkeit von der 

Konformation der Proteine sowie die Auswirkungen von 

Konformationsänderungen für das Gating des Kanals wären wichtige Anliegen in 

der weiteren NMDA Rezeptorforschung. Abschließend besteht die Notwendigkeit 

der Aufklärung der Kristallstruktur des NMDA Rezeptors als letztendlicher Beweis 

der Stöchiometrie und der Anordnung der Untereinheiten. 

 



Literatur 72 

Literatur 
 
 
 
Akazawa, C., R. Shigemoto, et al. (1994). "Differential expression of five N-

methyl-D-aspartate receptor subunit mRNAs in the cerebellum of developing 
and adult rats." J Comp Neurol 347(1): 150-60. 

Armstrong, N. and E. Gouaux (2000). "Mechanisms for activation and antagonism 
of an AMPA-sensitive glutamate receptor: crystal structures of the GluR2 
ligand binding core." Neuron 28(1): 165-81. 

Armstrong, N., Y. Sun, et al. (1998). "Structure of a glutamate-receptor ligand-
binding core in complex with kainate." Nature 395(6705): 913-7. 

Asztely, F. and B. Gustafsson (1996). "Ionotropic glutamate receptors. Their 
possible role in the expression of hippocampal synaptic plasticity." Mol 
Neurobiol 12(1): 1-11. 

Ayalon, G., E. Segev, et al. (2005). "Two regions in the N-terminal domain of 
ionotropic glutamate receptor 3 form the subunit oligomerization interfaces that 
control subtype-specific receptor assembly." J Biol Chem 280(15): 15053-60. 

Ayalon, G. and Y. Stern-Bach (2001). "Functional assembly of AMPA and kainate 
receptors is mediated by several discrete protein-protein interactions." Neuron 
31(1): 103-13. 

Betz, H. (1990). "Ligand-gated ion channels in the brain: the amino acid receptor 
superfamily." Neuron 5(4): 383-92. 

Bolton, M. M., T. A. Blanpied, et al. (2000). "Localization and stabilization of 
ionotropic glutamate receptors at synapses." Cell Mol Life Sci 57(11): 1517-25. 

Bonigk, W., J. Bradley, et al. (1999). "The native rat olfactory cyclic nucleotide-
gated channel is composed of three distinct subunits." J Neurosci 19(13): 5332-
47. 

Cathala, L., C. Misra, et al. (2000). "Developmental profile of the changing 
properties of NMDA receptors at cerebellar mossy fiber-granule cell synapses." 
J Neurosci 20(16): 5899-905. 

Chatterton, J. E., M. Awobuluyi, et al. (2002). "Excitatory glycine receptors 
containing the NR3 family of NMDA receptor subunits." Nature 415(6873): 
793-8. 



Literatur 73 

Chazot, P. L., S. K. Coleman, et al. (1994). "Molecular characterization of N-
methyl-D-aspartate receptors expressed in mammalian cells yields evidence for 
the coexistence of three subunit types within a discrete receptor molecule." J 
Biol Chem 269(39): 24403-9. 

Chazot, P. L. and F. A. Stephenson (1997). "Molecular dissection of native 
mammalian forebrain NMDA receptors containing the NR1 C2 exon: direct 
demonstration of NMDA receptors comprising NR1, NR2A, and NR2B 
subunits within the same complex." J Neurochem 69(5): 2138-44. 

Chen, G. Q., C. Cui, et al. (1999). "Functional characterization of a potassium-
selective prokaryotic glutamate receptor." Nature 402(6763): 817-21. 

Cull-Candy, S., S. Brickley, et al. (2001). "NMDA receptor subunits: diversity, 
development and disease." Curr Opin Neurobiol 11(3): 327-35. 

Cull-Candy, S. G., S. G. Brickley, et al. (1998). "NMDA receptor diversity in the 
cerebellum: identification of subunits contributing to functional receptors." 
Neuropharmacology 37(10-11): 1369-80. 

Cull-Candy, S. G. and D. N. Leszkiewicz (2004). "Role of distinct NMDA receptor 
subtypes at central synapses." Sci STKE 2004(255): re16. 

Curras, M. C. and B. S. Pallotta (1996). "Single-channel evidence for glycine and 
NMDA requirement in NMDA receptor activation." Brain Res 740(1-2): 27-40. 

Das, S., Y. F. Sasaki, et al. (1998). "Increased NMDA current and spine density in 
mice lacking the NMDA receptor subunit NR3A." Nature 393(6683): 377-81. 

Deal, K. K., D. M. Lovinger, et al. (1994). "The brain Kv1.1 potassium channel: in 
vitro and in vivo studies on subunit assembly and posttranslational processing." 
J Neurosci 14(3 Pt 2): 1666-76. 

Dingledine, R., K. Borges, et al. (1999). "The glutamate receptor ion channels." 
Pharmacol Rev 51(1): 7-61. 

Donevan, S. D. and R. T. McCabe (2000). "Conantokin G is an NR2B-selective 
competitive antagonist of N-methyl-D-aspartate receptors." Mol Pharmacol 
58(3): 614-23. 

Dunah, A. W., J. Luo, et al. (1998). "Subunit composition of N-methyl-D-aspartate 
receptors in the central nervous system that contain the NR2D subunit." Mol 
Pharmacol 53(3): 429-37. 

Farrant, M., D. Feldmeyer, et al. (1994). "NMDA-receptor channel diversity in the 
developing cerebellum." Nature 368(6469): 335-9. 



Literatur 74 

Fukaya, M., A. Kato, et al. (2003). "Retention of NMDA receptor NR2 subunits in 
the lumen of endoplasmic reticulum in targeted NR1 knockout mice." Proc Natl 
Acad Sci U S A 100(8): 4855-60. 

Gaiarsa, J. L., O. Caillard, et al. (2002). "Long-term plasticity at GABAergic and 
glycinergic synapses: mechanisms and functional significance." Trends 
Neurosci 25(11): 564-70. 

Galley, W. C. and L. Stryer (1969). "Triplet-singlet energy transfer in proteins." 
Biochemistry 8(5): 1831-8. 

Gilbert, W. (1978). "Why genes in pieces?" Nature 271(5645): 501. 

Gillespie, D. C., G. Kim, et al. (2005). "Inhibitory synapses in the developing 
auditory system are glutamatergic." Nat Neurosci 8(3): 332-8. 

Gorrie, G. H., Y. Vallis, et al. (1997). "Assembly of GABAA receptors composed 
of alpha1 and beta2 subunits in both cultured neurons and fibroblasts." J 
Neurosci 17(17): 6587-96. 

Green, W. N. (1999). "Ion channel assembly: creating structures that function." J 
Gen Physiol 113(2): 163-70. 

Green, W. N. and T. Claudio (1993). "Acetylcholine receptor assembly: subunit 
folding and oligomerization occur sequentially." Cell 74(1): 57-69. 

Green, W. N. and C. P. Wanamaker (1998). "Formation of the nicotinic 
acetylcholine receptor binding sites." J Neurosci 18(15): 5555-64. 

Hardingham, G. E. and H. Bading (2003). "The Yin and Yang of NMDA receptor 
signalling." Trends Neurosci 26(2): 81-9. 

Hardingham, G. E., Y. Fukunaga, et al. (2002). "Extrasynaptic NMDARs oppose 
synaptic NMDARs by triggering CREB shut-off and cell death pathways." Nat 
Neurosci 5(5): 405-14. 

Hawkins, L. M., P. L. Chazot, et al. (1999). "Biochemical evidence for the co-
association of three N-methyl-D-aspartate (NMDA) R2 subunits in recombinant 
NMDA receptors." J Biol Chem 274(38): 27211-8. 

Helenius, A., T. Marquardt, et al. (1992). "The endoplasmic reticulum as a protein-
folding compartment." Trends Cell Biol 2(8): 227-31. 

Hsiao, C. D., Y. J. Sun, et al. (1996). "The crystal structure of glutamine-binding 
protein from Escherichia coli." J Mol Biol 262(2): 225-42. 



Literatur 75 

Huh, K. H. and R. J. Wenthold (1999). "Turnover analysis of glutamate receptors 
identifies a rapidly degraded pool of the N-methyl-D-aspartate receptor subunit, 
NR1, in cultured cerebellar granule cells." J Biol Chem 274(1): 151-7. 

Hurtley, S. M. and A. Helenius (1989). "Protein oligomerization in the 
endoplasmic reticulum." Annu Rev Cell Biol 5: 277-307. 

Ishii, T., K. Moriyoshi, et al. (1993). "Molecular characterization of the family of 
the N-methyl-D-aspartate receptor subunits." J Biol Chem 268(4): 2836-43. 

Ito, I., K. Futai, et al. (1997). "Synapse-selective impairment of NMDA receptor 
functions in mice lacking NMDA receptor epsilon 1 or epsilon 2 subunit." J 
Physiol 500 ( Pt 2): 401-8. 

Jan, L. Y. and Y. N. Jan (1997). "Cloned potassium channels from eukaryotes and 
prokaryotes." Annu Rev Neurosci 20: 91-123. 

Karasawa, A., Y. Tsuboi, et al. (2005). "Detection of oligomerization and 
conformational changes in the Na+/H+ antiporter from helicobacter pylori by 
fluorescence resonance energy transfer." J Biol Chem. 

Karpova, T. S., C. T. Baumann, et al. (2003). "Fluorescence resonance energy 
transfer from cyan to yellow fluorescent protein detected by acceptor 
photobleaching using confocal microscopy and a single laser." J Microsc 209(Pt 
1): 56-70. 

Kopito, R. R. (1997). "ER quality control: the cytoplasmic connection." Cell 88(4): 
427-30. 

Kreienkamp, H. J., R. K. Maeda, et al. (1995). "Intersubunit contacts governing 
assembly of the mammalian nicotinic acetylcholine receptor." Neuron 14(3): 
635-44. 

Kuryatov, A., B. Laube, et al. (1994). "Mutational analysis of the glycine-binding 
site of the NMDA receptor: structural similarity with bacterial amino acid-
binding proteins." Neuron 12(6): 1291-300. 

Kutsuwada, T., N. Kashiwabuchi, et al. (1992). "Molecular diversity of the NMDA 
receptor channel." Nature 358(6381): 36-41. 

Laube, B., H. Hirai, et al. (1997). "Molecular determinants of agonist 
discrimination by NMDA receptor subunits: analysis of the glutamate binding 
site on the NR2B subunit." Neuron 18(3): 493-503. 

Laube, B., J. Kuhse, et al. (1998). "Evidence for a tetrameric structure of 
recombinant NMDA receptors." J Neurosci 18(8): 2954-61. 



Literatur 76 

Luo, J., Y. Wang, et al. (1997). "The majority of N-methyl-D-aspartate receptor 
complexes in adult rat cerebral cortex contain at least three different subunits 
(NR1/NR2A/NR2B)." Mol Pharmacol 51(1): 79-86. 

Madden, D. R. (2002). "The structure and function of glutamate receptor ion 
channels." Nat Rev Neurosci 3(2): 91-101. 

Manganas, L. N. and J. S. Trimmer (2000). "Subunit composition determines Kv1 
potassium channel surface expression." J Biol Chem 275(38): 29685-93. 

Mansour, M., N. Nagarajan, et al. (2001). "Heteromeric AMPA receptors assemble 
with a preferred subunit stoichiometry and spatial arrangement." Neuron 32(5): 
841-53. 

Mantamadiotis, T., T. Lemberger, et al. (2002). "Disruption of CREB function in 
brain leads to neurodegeneration." Nat Genet 31(1): 47-54. 

Maren, S. and M. Baudry (1995). "Properties and mechanisms of long-term 
synaptic plasticity in the mammalian brain: relationships to learning and 
memory." Neurobiol Learn Mem 63(1): 1-18. 

Masuko, T., K. Kashiwagi, et al. (1999). "A regulatory domain (R1-R2) in the 
amino terminus of the N-methyl-D-aspartate receptor: effects of spermine, 
protons, and ifenprodil, and structural similarity to bacterial 
leucine/isoleucine/valine binding protein." Mol Pharmacol 55(6): 957-69. 

Matsuda, S., Y. Kamiya, et al. (2005). "Roles of the N-terminal domain on the 
function and quaternary structure of the ionotropic glutamate receptor." J Biol 
Chem 280(20): 20021-9. 

Mayer, M. L. and G. L. Westbrook (1987). "Permeation and block of N-methyl-D-
aspartic acid receptor channels by divalent cations in mouse cultured central 
neurones." J Physiol 394: 501-27. 

Mayer, M. L., G. L. Westbrook, et al. (1984). "Voltage-dependent block by Mg2+ 
of NMDA responses in spinal cord neurones." Nature 309(5965): 261-3. 

Meddows, E., B. Le Bourdelles, et al. (2001). "Identification of molecular 
determinants that are important in the assembly of N-methyl-D-aspartate 
receptors." J Biol Chem 276(22): 18795-803. 

Meguro, H., H. Mori, et al. (1992). "Functional characterization of a heteromeric 
NMDA receptor channel expressed from cloned cDNAs." Nature 357(6373): 
70-4. 



Literatur 77 

Millar, N. S. (2003). "Assembly and subunit diversity of nicotinic acetylcholine 
receptors." Biochem Soc Trans 31(Pt 4): 869-74. 

Miranda, M., C. C. Wu, et al. (2005). "Enhanced ubiquitylation and accelerated 
degradation of the dopamine transporter mediated by protein kinase C." J Biol 
Chem. 

Misra, C., S. G. Brickley, et al. (2000). "Identification of subunits contributing to 
synaptic and extrasynaptic NMDA receptors in Golgi cells of the rat 
cerebellum." J Physiol 524 Pt 1: 147-62. 

Miyawaki, A., J. Llopis, et al. (1997). "Fluorescent indicators for Ca2+ based on 
green fluorescent proteins and calmodulin." Nature 388(6645): 882-7. 

Momiyama, A. (2000). "Distinct synaptic and extrasynaptic NMDA receptors 
identified in dorsal horn neurones of the adult rat spinal cord." J Physiol 523 Pt 

3: 621-8. 

Momiyama, A., D. Feldmeyer, et al. (1996). "Identification of a native low-
conductance NMDA channel with reduced sensitivity to Mg2+ in rat central 
neurones." J Physiol 494 ( Pt 2): 479-92. 

Monyer, H., N. Burnashev, et al. (1994). "Developmental and regional expression 
in the rat brain and functional properties of four NMDA receptors." Neuron 
12(3): 529-40. 

Monyer, H., R. Sprengel, et al. (1992). "Heteromeric NMDA receptors: molecular 
and functional distinction of subtypes." Science 256(5060): 1217-21. 

Moriyoshi, K., M. Masu, et al. (1991). "Molecular cloning and characterization of 
the rat NMDA receptor." Nature 354(6348): 31-7. 

Nakagawa, T., Y. Cheng, et al. (2005). "Structure and different conformational 
states of native AMPA receptor complexes." Nature 433(7025): 545-9. 

Nakanishi, N., N. A. Shneider, et al. (1990). "A family of glutamate receptor 
genes: evidence for the formation of heteromultimeric receptors with distinct 
channel properties." Neuron 5(5): 569-81. 

Newbolt, A., R. Stoop, et al. (1998). "Membrane topology of an ATP-gated ion 
channel (P2X receptor)." J Biol Chem 273(24): 15177-82. 

Oh, B. H., J. Pandit, et al. (1993). "Three-dimensional structures of the periplasmic 
lysine/arginine/ornithine-binding protein with and without a ligand." J Biol 
Chem 268(15): 11348-55. 



Literatur 78 

Ortells, M. O. and G. G. Lunt (1995). "Evolutionary history of the ligand-gated 
ion-channel superfamily of receptors." Trends Neurosci 18(3): 121-7. 

Panchenko, V. A., C. R. Glasser, et al. (2001). "Structural similarities between 
glutamate receptor channels and K(+) channels examined by scanning 
mutagenesis." J Gen Physiol 117(4): 345-60. 

Paoletti, P., P. Ascher, et al. (1997). "High-affinity zinc inhibition of NMDA NR1-
NR2A receptors." J Neurosci 17(15): 5711-25. 

Paoletti, P., F. Perin-Dureau, et al. (2000). "Molecular organization of a zinc 
binding n-terminal modulatory domain in a NMDA receptor subunit." Neuron 
28(3): 911-25. 

Papadakis, M., L. M. Hawkins, et al. (2004). "Appropriate NR1-NR1 disulfide-
linked homodimer formation is requisite for efficient expression of functional, 
cell surface N-methyl-D-aspartate NR1/NR2 receptors." J Biol Chem 279(15): 
14703-12. 

Patterson, G. H., D. W. Piston, et al. (2000). "Forster distances between green 
fluorescent protein pairs." Anal Biochem 284(2): 438-40. 

Paulson, H. L., A. F. Ross, et al. (1991). "Analysis of early events in acetylcholine 
receptor assembly." J Cell Biol 113(6): 1371-84. 

Perez-Otano, I., C. T. Schulteis, et al. (2001). "Assembly with the NR1 subunit is 
required for surface expression of NR3A-containing NMDA receptors." J 
Neurosci 21(4): 1228-37. 

Perin-Dureau, F., J. Rachline, et al. (2002). "Mapping the binding site of the 
neuroprotectant ifenprodil on NMDA receptors." J Neurosci 22(14): 5955-65. 

Rosenmund, C., Y. Stern-Bach, et al. (1998). "The tetrameric structure of a 
glutamate receptor channel." Science 280(5369): 1596-9. 

Rumbaugh, G., K. Prybylowski, et al. (2000). "Exon 5 and spermine regulate 
deactivation of NMDA receptor subtypes." J Neurophysiol 83(3): 1300-6. 

Schorge, S. and D. Colquhoun (2003). "Studies of NMDA receptor function and 
stoichiometry with truncated and tandem subunits." J Neurosci 23(4): 1151-8. 

Schulteis, C. T., N. Nagaya, et al. (1998). "Subunit folding and assembly steps are 
interspersed during Shaker potassium channel biogenesis." J Biol Chem 
273(40): 26210-7. 



Literatur 79 

Shen, N. V., X. Chen, et al. (1993). "Deletion analysis of K+ channel assembly." 
Neuron 11(1): 67-76. 

Sheng, M., J. Cummings, et al. (1994). "Changing subunit composition of 
heteromeric NMDA receptors during development of rat cortex." Nature 
368(6467): 144-7. 

Shi, G., K. Nakahira, et al. (1996). "Beta subunits promote K+ channel surface 
expression through effects early in biosynthesis." Neuron 16(4): 843-52. 

Stern-Bach, Y., B. Bettler, et al. (1994). "Agonist selectivity of glutamate receptors 
is specified by two domains structurally related to bacterial amino acid-binding 
proteins." Neuron 13(6): 1345-57. 

Stocca, G. and S. Vicini (1998). "Increased contribution of NR2A subunit to 
synaptic NMDA receptors in developing rat cortical neurons." J Physiol 507 ( 

Pt 1): 13-24. 

Stryer, L. and R. P. Haugland (1967). "Energy transfer: a spectroscopic ruler." Proc 
Natl Acad Sci U S A 58(2): 719-26. 

Suchanek, B., P. H. Seeburg, et al. (1995). "Gene structure of the murine N-methyl 
D-aspartate receptor subunit NR2C." J Biol Chem 270(1): 41-4. 

Sumikawa, K. (1992). "Sequences on the N-terminus of ACh receptor subunits 
regulate their assembly." Brain Res Mol Brain Res 13(4): 349-53. 

Sun, Y., R. Olson, et al. (2002). "Mechanism of glutamate receptor 
desensitization." Nature 417(6886): 245-53. 

Thomson, A. M., V. E. Walker, et al. (1989). "Glycine enhances NMDA-receptor 
mediated synaptic potentials in neocortical slices." Nature 338(6214): 422-4. 

Traynelis, S. F., M. F. Burgess, et al. (1998). "Control of voltage-independent zinc 
inhibition of NMDA receptors by the NR1 subunit." J Neurosci 18(16): 6163-
75. 

Traynelis, S. F., M. Hartley, et al. (1995). "Control of proton sensitivity of the 
NMDA receptor by RNA splicing and polyamines." Science 268(5212): 873-6. 

Wenthold, R. J., K. Prybylowski, et al. (2003). "Trafficking of NMDA receptors." 
Annu Rev Pharmacol Toxicol 43: 335-58. 

Williams, K. (1993). "Ifenprodil discriminates subtypes of the N-methyl-D-
aspartate receptor: selectivity and mechanisms at recombinant heteromeric 
receptors." Mol Pharmacol 44(4): 851-9. 



Literatur 80 

Wood, M. W., H. M. VanDongen, et al. (1995). "Structural conservation of ion 
conduction pathways in K channels and glutamate receptors." Proc Natl Acad 
Sci U S A 92(11): 4882-6. 

Wyllie, D. J., P. Behe, et al. (1998). "Single-channel activations and concentration 
jumps: comparison of recombinant NR1a/NR2A and NR1a/NR2D NMDA 
receptors." J Physiol 510 ( Pt 1): 1-18. 

Zaccolo, M. (2004). "Use of chimeric fluorescent proteins and fluorescence 
resonance energy transfer to monitor cellular responses." Circ Res 94(7): 866-
73. 

Zerangue, N., B. Schwappach, et al. (1999). "A new ER trafficking signal regulates 
the subunit stoichiometry of plasma membrane K(ATP) channels." Neuron 
22(3): 537-48. 

Zheng, F., K. Erreger, et al. (2001). "Allosteric interaction between the amino 
terminal domain and the ligand binding domain of NR2A." Nat Neurosci 4(9): 
894-901. 

Zheng, J. and W. N. Zagotta (2004). "Stoichiometry and assembly of olfactory 
cyclic nucleotide-gated channels." Neuron 42(3): 411-21. 

Zimmermann, T., J. Rietdorf, et al. (2002). "Spectral imaging and linear un-mixing 
enables improved FRET efficiency with a novel GFP2-YFP FRET pair." FEBS 
Lett 531(2): 245-9. 

 



Anhang 81 

Anhang 
 
 

Abkürzungen 

 
Abb.    Abbildung  
AChR    Acetylcholinrezeptor  
AMPA   -Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol Propionsäure 
AMPAR  AMPA Rezeptor 
BDNF   brain-derived neurotrophic factor 
bzw.    Beziehungsweise  
cAMP   cyclisches Adenosinmonophosphat 
CFP   cyan fluorescent protein 
cm   Zentimeter 
CNG   cyclic nucleotide-gated 
CREB   cAMP-response-element-binding-protein 
dNTP    Desoxynukleosidtriphosphat  
DNA    Desoxyribonukleinsäure  
E. coli    Escherischia coli  
ECFP   enhanced cyan fluorescent protein 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure  
EGFP   enhanced green fluorescent protein 

EYFP   enhanced yellow fluorescent protein 
ER    endoplasmatisches Retikulum   
et al.    et altera (und andere)  
EtBr    Ethidiumbromid  
FRET   Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer 
FRAP   Fluorescence Recovery After Photobleaching 
GABA   -Aminobuttersäure  
GFP   green fluorescent protein 
GluRx   Glutamat Rezeptor Untereinheit x 
h    Stunde  
HEPES   Hydroxyethylpiperazinethansulfonsäure  
HRP    Meerrettichperoxidase  
5HT   5-Hydroxytryptophan 
I    Strom  
IC50    Konzentration, die zur halbmaximalen Hemmung führt  
iGluR   ionotroper Glutamatrezeptor 
kb    Kilobasenpaare  
LB    Luria Bertani  
μg   Mikrogramm 
μl   Mikroliter 
MCS   multiple cloning site 
MEM   minimum essential medium 
mg   Milligramm 
ml    Milliliter  
M    Molar  
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min   Minute 
nA   Nanoampère 
nAChR  nikotinischer Acetylcholinrezeptor  
NMDA   N-Methyl-D-Aspartat 
NMDAR  NMDA Rezeptor 
NRx   NMDA Rezeptor Untereinheit x 
P2XR   ionotrope Purinrezeptoren 
PCR   Polymerasekettenreaktion  
pA   Picoampère 
pH   potentium Hydrogenii  
rpm   Umdrehungen pro Minute 
RT   Raumtemperatur  
Tab.   Tabelle  
TAE   Tris-Acetat-EDTA 
TBE   Tris-Borat-EDTA  
TE   Tris-EDTA-Puffer  
Tet   Tetracyclin  
TIRF   Total Internal Reflection Fluorescence 
U   Spannung bzw. Einheit für Enzymaktivität  
UE   Untereinheit  
UV   ultraviolett  
V   Volt  
v/v   Volumenanteil pro Volumen  
w/v   Gewichtsanteil pro Volumen  
wt   Wildtyp  
YFP   yellow fluorescent protein 
z.B.   zum Beispiel  
ZNS   zentrales Nervensystem 
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