Lokalisation, proteolytische Umwandlung von CALEB und seine

Funktion bei der Reifung neuronaler Verschaltungen

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
des Doktors der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie

der Freien Universitit Berlin

vorgelegt von
Rogério B. Craveiro

aus Sao Paulo

Berlin

August 2009



Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von Januar 2005 bis August 2009 im
Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin, Forschungsgruppe
Entwicklungsneurobiologie - Berlin-Buch und unter der Leitung von Prof. Dr. Fritz G.

Rathjen angefertigt.

1. Gutachter: Prof. Dr. Fritz G. Rathjen

2. Gutachter: Prof. Dr. Carmen Birchmeier-Kohler

Disputation am: 02.12.09



Inhaltsverzeichnis

INNAITSVEIZEICINIS ... ettt e te et sreebeesaenaeereentenneens i
ADKUIrZUNGSVETZEICANIS ...ttt b e eneas %
ZUSAMIMENTASSUNG ...ttt ettt b bt bbbt e b e bt bbbt et ene e vii
SUIMIMIATY <.ttt b bt e bt h e et b £ e st e b e e b e e s bt AR e oAb e R e bt e et e b e e b b e n bt e bt e s bt nb e e he e b e nb e e e nreen e iX
I 11 [T 1 (8] o o PSR SSOSSRN 1
1.1. Die Bedeutung der SYNAPSE ......cccvieriieriierieiieeieeriereesteesseeseesssesseesseesseesseesssesssesssesssesssesssessseens 1
1.2, SYNAPTOZEINESE. ... veeiuvieeiieeeiieeiieerteeette ettt esseesteeessseesseessseessseeassseessseesssaeassseesssesanseeansseesnseesnsns 2
1.3. Aufbau der DendritenbDEAUME ..........ccverierieiiieie et eieeeeseeseesresreereesseesseesssesssesssesssessseessessseens 4

1.4. Intrinsische und extrazelluldre Faktoren, die an der Regulation der Dendritenbaumkomplexitét

DELEIIIEE SINA...iieiiiiiieeie ettt et e et e e et e e s sbe e e tbeeesbee e tbeeesbeeestbeeesbee e taeenteeesseeenbaeenreas 6
1.5. Molekulare Charekterisierung von Chicken acidic leucine-rich EGF-like domain containing
brain protein (CALEB) ...ccuvi ittt ettt ettt e s te e e tbe e satee e sbeessvaeessaeesseeessaeesseas 9
1.6. Interaktionspartner von CALEB ........cc.oooiiiiiiiiiicce ettt ns 11
1.7. Posttranslationale Modifikation von CALEB ..........c..coooviiiiiiiiiiiceeeeeee e 12
1.8. Aufgabenstellung der ATDEIt.........cccviiiiiiiiiiiiie et e 14
2. Material UNd METNOTEN .........oviiiiiiiee et 15
2.1 IMIALEIIAL .ttt et e et e e e b e e e ta e e tbeeebeeentbeeeareeetraeenreeennes 15
B B B N 1053 TS 1 (S PRSP 15
2.1.2. CREMIKALIEI ...ttt ettt b e et b et st eat et e bt et e b eenes 15
N G TR 21172 1 1 LSRR 16
21 KES 1ottt h et h et e bt e a e et bt et e bt e et et e bt e et e bt eneetenaes 17
2.1.5. Pharmakologische SUDStANZEN ..........c.occviiriiiriieiiiiie ettt et 17
2.1.6. Primer/OligonukICOtIAE. ......ccveevierierieieeieerite et ere ettt et e e v e b e et e e staesebesebeesbeeseessneenns 17
2.1.7. Verwendete ANIKOIPET.......cccveicvierierieieetestesteeereereete e teesteesesessressseesseesseesseesssesssesssesssesnns 18
2.1.7.1. PrimEre ANTIKOIPET ..o.vveviieitieeieereerieteesteesteesteesevessveesseesseesssesssesssesssessseessaessesssessssesssesssesnns 18
2.1.7.2. SeKUNAATE ANTIKOTPET .....vieeeiieeiieeeiie et esieeetteete et e et e e sebeessteeseseessseessneensseessseeesseeenssens 19
2,18, PLaSIMIAC ....coueeniieiie ittt ettt et e b e bttt et ettt sbe e saeeeateente e 20
2.1.9. Verwendete Programme und Datenbanken.............ccveecviiiriieiiiiiniieciie et 20
2.1.10. EukaryontiSChe ZelllINIeN .........ccueiiiieiiiiiecieeeiie ettt e e e e e sebeeeaaeeebaeesreeeneneas 20
2.1 11, VEISUCRSHIETE. ...ttt ettt at e sttt ettt be e s bt e saeesbeeeaeeente e 20
B B B € 1<) v 1 (T OO SRUPRUPRRPR 21
2.2. IMIBENOTEN ...ttt 22
2.2.1. Molekularbiologische MethOden .............ccceeiiriiiiiiirierienie et 22

2.2.2. Quantitative Real-Time-PCR und semi-Quantitative-PCR...........c..cccoeevviiiiiiiiiiiieeeeee, 22



Inhaltsverzeichnis

2.2.2.1. RNA-Aufreinigung mittels TRIZOI-REAZENZ .........cccevviiriiiiiieiieieeee e 22
2.2.2.2. Konzentrationsbestimmung von RINA ..........ccciiiiiiiiiiiiier et 23
2.2.2.3. Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR).........ccccoeeiriiiiiiiniiniinninnns 23
2.2.2.4. cDNA-Quantifizierung {iber Real-Time-PCR (qQRT-PCR) .......ccccccvvevirciiiciiiieienie e, 24
2.2.3. GONOLYPISICIUINZ ... eeeuveerieeieerieerreereeteesseesseesssesssessseasseessaesseesssessseasseesseesseesssesssesssesssessssssennes 25
2.2.3.1. Isolierung genomiSCher DINA ........c..ccoiiriiiieiiiiieete ettt se et eseeesenessseesneenee 25
2.2.3.2. PR e ettt h ettt et b e e h et b e et naes 26
2.2.4. Isolierung von DNA-Fragmenten ..........c.ccccvecvieriieriierierienresresteeseesseesseesseesssesssesssesssessseenns 26
e T b 3 1S3 (0 4T 510 )3 OSSR 26
2.2.5.1. Chemokompetente E.COlE DHS 0 ......cooviiuieiiiiiiiieiicieeieie ettt et 26
2.2.5.2. Transformation VON DHS0.....cc.eoiuiiiiiiieee e 26
2.2.5.3. Gewinnung der Plasmid-DNA aus transformierten E. COli DHS0L........ccveoveivininiriiienens 27
2.2.5.4. Plasmid-DINA Praparation ........c.ccccceeeeveereveeeiieeiieesreeesteeesreesseeessseessessssesessseesssessssseessses 27
2.2.5.5. Sequenzierung der Plasmid-DINA ........cccooiiiiiiiiiiiece ettt e 27
2.2.6. Proteinexpression in eukaryontischen Zellen durch Transfektion mit Lipofectamine 2000... 27
2.3, ZellkulturteChNIKeN ....c..coiuiiiii ettt sttt 28
2.3.1. Préaparation und Kultivierung primarer NEUIONEN ..........ccccveeerureerreeeireeesreesreeesereesreeenveesenes 28
2.3.2. Proteinexpression von kultivierten Neuronen durch Transfektion mit Effectene................... 29
2.4. BiochemiSche MethOden............ooiiiiiiiiieiieiee ettt sttt et 30
2.4.1.Gewinnung von Proteinextrakten aus GEWeben ...........ccccoevirviiniiieiininieeecceseee e 30
2.4.2.Gewinnung von Proteinextrakten aus der Zellkultur ............ccocoevieiieiiiniinincee e 31

2.4.3. Subzelluldre Fraktionierung von Nervengewebe zur Gewinnung von Synaptosomen,

synaptischen Vesikeln und der postsynaptischen Fraktion.............ccccooeiiiiininiininiieceee, 31
2.4.3.1 Gewinnung der postsynaptischen Fraktion (PSD) ........ccccoooiriiiiniiiinineeeeeeeee 31
2.4.3.2. Gewinnung der synaptosomalen Fraktion und synaptischen Vesikeln..........c.ccccceocveenenee. 33
2.4.3.3. Gewinnung von ,,Lipid Rafts* durch differenzielle Zentrifugation ...........c.ccecevervenennennee. 35

2.4.3.4. Affinitéitsreinigung von CALEB aus Plasmamembranen von embryonalen Hithneraugen . 35
2.5, IMMUNPTAZIPILALION .....vviievieieetieeesiesveeteeteete e e e steestaesebessseasseasseesseesseesssesssesssesssesssessssesssennns 36

2.6. Untersuchung einer Interaktion der EGF Doméne von CALEB mit Mammakarzinomzellen .. 37

2.7. Konzentrationsbestimmungen von Proteinen ...........cccccceevveeiieiieniieniesieniesreereesieesieeseneseneens 37
2.8. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot ...........cccceevvvenreneen. 37
2.9. Dokumentation und Quantifizierung der BIOtS..........ccceeiieiiiiiiiiieriieeiee e 38
2.10. Silberfarbung von Polyacrylamidgelen...........ccoccuiiiiiiiiiiiirciiieieceieeeee et 38
2.11. Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Blue............ccccecuveeviierciieiiiiiieeciee e 39
2.12. Immunfluoreszenz MethOden ............coooiiiiiiiiiiiii ettt 39
2.12.1. FluoreSZenZmiKIOSKOPIE ......eeeieeiieiietieiiecite ettt ettt et e st e see ettt e st e saeeseeesnteeaseenseenseenne 39
2.12.2 Konfokale MiKIroSKOPIE .....cc.eeviiriiiiieiieiieieeste ettt et 40

il



Inhaltsverzeichnis

2.12.3 Fixierung von Neuronenkulturen ...........cocveiiiriiriiiieeie ettt ettt e 41
2.12.4. Methanol-FIXIETUNE .......ceerieiieiieeie ettt ettt ettt et e sate e et et e bt e sbeesaeesaneeneesnneenne 41
2.12.5. Paraformaldehyd-FiXieTUng ...........ccceerieriiiiiniieieeie ettt ettt e 41
2.13. IMMUNCYEOCREIMIC. ... eeiiiieiieiieiierieeie ettt et e see s e sbe e teebeesseessaeesseenseessaensaesseessnenssenssennns 42
2.13.1. Lebendfarbung (Zelloberflichenfarbung)...........cccoevvveriiriieniieniieieeeeeee e 42
2,14, AUSWETTUNZ/STALISTIK ......viiiieiieieciecie ettt ettt taesebeesse e s e essaessaessnesnseenns 42
2.14.1. DAteNanalySe ......c.cecueeriierierierieeieeteeteeieeseesteeseressressseesseesseesseessseasseanseenseesaessaessaeenseanseenns 42
2.14.2. Fast Sholl Analyse vOn NEUTONEN.........cccveriierierieiieeieeieesteeseesresnesseesseesseesseesseessnesssennns 42
2.14.3. KOIOKAIISAtION ...ttt ettt et ettt et et et et e beese et e eaeeneenseeneeneesees 43
2.15. HistologiSChe MEthOAEN ..........ccvieiieiieiieiiecic ettt ettt stre e e b e esreebe e saesraesrneesseesseenns 43
2.15.1. Beschichtung von Objekttragern mit Gelatine.............cceevveeveeriesiiencrieieeieeseesee e sreeneens 43
2.15.2. Anfertigung von GeWebeSChNITIEN.........cccvieiiiiieiieiierie e ste et sebesebe s e ere e 43
2.15.3. Immunhistochemie an GewebeSChNITIEN. .........c.ceiiiiiiiiiiii e 43
2.15.4. GOIZI-FATDUNG ......oiiiiiiiiiecie ettt ettt e et e e e b e e sabeeetaeessbeeesseeensaeesseas 44
B 01 o] 117 R 45
3.1. Untersuchung zur Verteilung von CALEB in der Maus..........ccccoevveeiiiieciieeciee e 45
3.1.1. Expression von CALEB in verschiedenen Geweben der Maus...........ccceeevieiieeecieeenieeenenn, 45
3.2. Expressionsmuster von CALEB in unterschiedlichen Geweben wihrend der Entwicklung..... 47
3.3. Vorhandensein von CALEB auf Glia Zellen .........cccccooiiiiiiiieiieieeee e 49
3.4. Untersuchung zur subzelluléren Verteilung von CALEB........cccccocoiiiiininiiininieieeceeneeeee, 49
3.4.1 Die Lokalisation von CALEB in ,,Lipid Rafts™..........cccocoieiiiiiiiiiiee e 50
3.4.2 Untersuchungen zur subzelluldren Verteilung von CALEB durch biochemische Methoden.. 53
3.4.3. Immunzytologische Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisation von CALEB ............... 55
3.4.5. Untersuchungen zur synaptischen Lokalisation von CALEB...........ccccocveviiiviiencieciieieeeenee, 61

3.5 Analyse des Dendritenbaumes in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp Neuronen... 63
3.5.1 Analyse des Dendritenbaumes nach Immunfarbung............c.cceovvevieriiiniiiniencence e, 63
3.5.2 Analyse des Dendritenbaumes nach Transfektion mit einer fiir EGFP kodierenden cDNA .. 65
3.5.3. Etablierung einer Methode zur Analyse des Dendritenbaumes in CALEB -/- Neuronen im
Vergleich zu Wildtyp Neuronen in kortikalen Hirnschnitten ...........ccoccveeevieerieciienieniesee e 66
3.5.4. Analyse der Anzahl von Synapsen in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp

INUIOTIEI ..ttt ettt sttt e sttt e bt e sa b e e sabe e e subeesabeeeabaeesabe e e bt e e sabeesmbeesabaeesabeeensee 69
3.6. Untersuchungen zur Phosphorylierung von CALEB .........cccoooiiiiiiiiiiecee e 71
3.7. Untersuchung zur Prozessierung von CALEB.........ccccoooiiiiiiiii e 74
3.8. Untersuchung zur Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren durch die EGF-Doméne von

CALEB ettt ettt h e s h e ettt et b e bt e e bt e ehe e et e e bt e bt e ebe e b e e bt e nateeaees 78
3.9. Mit CALEB ko-isolierende KOmMpONEnten ............cccuveeuieriierieniiiieeieeieesieeeiee e 83
3.10. Analyse der Genexpression in CALEB-defizienten MAuSen........c..ceceevererieneneenieneneeniennens 84

il



Inhaltsverzeichnis

3.11. Expression von CALEB bei kortikaler ,,Spreading Depression®.............cccecvevverieneeneennenne 87
4. DISKUSSION ...t e 88
4.1. Expression und Lokalisation von CALEB im Nervensystem............ccceccveveereeneeneeneeneeeneenn, 89
4.2. Untersuchung der subzelluldren Verteilung von CALEB.........cccooviviivciieiiciieieeecee e 91
4.3. Untersuchungen zur synaptischen Lokalisation von CALEB...........ccccoeeiviiiiiinnienieiieeieeens 93

4.4. Analyse des Dendritenbaumes in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp Neuronen .. 94
4.5. Analyse der Anzahl von Synapsen in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp Neuronen

.......................................................................................................................................................... 96
4.6. Proteolytische Umwandlung von CALEB ..ottt 98
4.7. Glykosylierung von CALEB..........ccoiiiiiiiiiiecie ettt ettt r e s e staestneseneaa 100
4.8. Untersuchungen zur Phosphorylierung von CALEB..........cccccoovviviiiiiiiieeeecee e 1001
4.9. Untersuchung zur Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren durch die EGF-Doméne von
(7N 51 1 2 2 USROS 102
4.10. Molekulare Grundlagen der verdnderten Neurotransmitter-Freisetzungswahrscheinlichkeit in
der CALEB-defiZienten IMAUS .........coceiiieiiiiieiie ettt ettt ettt st st be e b e naee s 104
O O N ST o) o)< USRS 105

5. LIteraturVErZEICHNIS ..ot 106
LT o o= g T ST 113
T LEDENSIAUT ...t 114
8. DANKSAGUNG . ...tttk b bbb s bbbt b e bttt R b r e n e n e 116
9. Eidesstattliche EXKIGIUNG .......cooiiiieee et 117

v



Abkiirzungszeichnis

Abkulrzungsverzeichnis

-/-

2H3
Abb.
Ak

AP
APS
AS
BCIP
BSA
CALEB
ch
COS 7-Zellen
C-Terminus
Cy3
cyt

Da
dest.
DMSO
DNA
dNTP
DTT

E
EDTA
EGF

et al.
extra
FCS

g

GFP
GoM

h

hu

IP

m
mRNA
NBT
NGC

PAGE
PBS
PCR
PMSF
PNS

r

Rb
RT
SDS
SDS-PAGE
Tab.

homozygot bzgl. der Abwesenheit eines Genabschnittes im Genom
mAb gegen Neurofilament

Abbildung

Antikorper

Alkalische Phosphatase

Ammoniumpersulfat

Aminoséure

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Rinderserumalbumin (,,bovine serum albumin’’)
chicken acidic leucin-rich EGF-like domain containing brain protein
aus dem Huhn stammend (Gallus gallus)
Nierengewebe von Griinen Meerkatzen (Cercopithecus aethiops)-Zellen
Carboxyl-Terminus

Indocarbocyanin

zytoplasmatisch

Dalton

destilliert

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (,,desoxyribonucleic acid*)
»desoxyribonucleosid triphosphat*

Dithiothreitol

Embryonaltag

Ethylendiamintetraacetat

Epidermaler Wachstumsfaktor (,,epidermal growth factor*)
et alii, und andere

extrazelluldr

Fotales Kilberserum (,,fetal calf serum®)
Erdbeschleunigung (m/s)

»green fluorescent protein®

Ziege-anti-Maus (,,goat-anti-mouse”)

Stunde

,,human*

Immunprézipitation

aus dem Maus stammend (Mus misculus)
Boten-RNA (,,messenger RNA*)
4-Nitroblautetrazoliumchlorid

Neuroglycan C

Postnataltag

Polyacrylamidgelelektrophorese

“phosphat buffered saline”

“polymerase chain reaction”
Phenylmethylsulfonylfluorid

peripheres Nervensystem

aus dem Ratte stammend (Rattus norvegicus)
Kaninchen (“rabbit™)

Raumtemperatur

,,sodium dodecylsulfate*
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Tabelle



Abkiirzungszeichnis

TEMED
TGFa
Tris

TS

v/v

WT

w/v
ZNS

N,N,N,N-Tetramethylethydiamin

Transformierender Wachstumsfaktor (,,transforming growth factor*)

Tris (hydroxymethylaminomethan)

Transkriptionsfaktor
Volumenprozent
Wildtyp
Gewichtsprozent
Zentralnervensystem

Vi



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zur Charakterisierung der molekularen Vorgidnge bei der Bildung und Regulation
synaptischer Verbindungen wurde in der Arbeitsgruppe Rathjen das Zelloberflachenprotein
CALEB identifiziert. CALEB ist ein Transmembranprotein, das auf der extrazelluldren Seite
eine charakteristische EGF-dhnliche Doméne enthilt. Ziel der Doktorarbeit war es, die genaue
Expression in verschiedenen Hirngeweben, die subzelluldre Lokalisation, die proteolytische
Umwandlung und die zellbiologischen Funktionen von CALEB zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass CALEB auf das zentrale Nervensystem
beschrinkt ist und im peripheren Nervensystem nicht vorkommt. Interessanterweise wird
CALEB in verschiedenen Formen exprimiert. Wiahrend Perioden der Synaptogenese ist
CALEB in einigen Hirngeweben zunéchst stark glykosyliert und in spéteren Stadien nur
wenig oder gar nicht glykosyliert. Wahrend der Entwicklung der Maus hat CALEB in einigen
Hirngeweben eine maximale Expression zwischen dem 10. und 20. postnatalen Tag. Danach
nimmt die Expression ab, besteht aber im adulten Nervensystem fort. Mittels biochemischer
und immunzytochemischer Methoden kann gezeigt werden, dass CALEB nicht auf Synapsen
beschriankt ist, sondern vorwiegend eine somato-dendritische Lokalisation aufweist. Axone
sind negativ fiir CALEB. In biochemischen Fraktionierungen wie PSD-, Vesikel- oder ,,Lipid-
Raft“-Praparationen verhélt sich CALEB wie ein typisches Transmembranprotein, dass sich
in der Synaptosomenfraktion anreichert.

In der Analyse des Dendritenbaumes nach 4, 8 und 14 Tagen in vitro von sowohl
Hippocampus- als auch Kortex-Neuronen konnte in CALEB-defizienten Neuronen eine
signifikant verringerte Komplexitdt im Vergleich zu Wildtyp Neuronen beobachtet werden.
Hingegen konnte kein Unterschied in der Anzahl von GABA-ergen und glutamatergen
Synapsen mittels Immunfarbungen in der kortikalen Wildtyp und CALEB-defizienten Kultur
festgestellt werden. Parallel durchgefiihrte elektrophysiologische Untersuchungen zeigen
jedoch eine Verdnderung in der synaptischen Transmission, was durch eine verdnderte
Morphologie der CALEB-defizienten kortikalen Kulturen erklért werden konnte.

Die Umwandlung von CALEB, von einer Vorldauferform in eine verkiirzte Form, wurde
sowohl beim Huhn als auch bei der Maus nachgewiesen (Jiittner et al., 2005). Um die
Umwandlung von CALEB zu erkldren, wurde an akuten, kortikalen Hirnschnitten ein neues
Versuchmodell etabliert. Die Western Blotting Analysen zeigen, dass die Umwandlung von

CALEB Ca’" - und zeitabhingig ist und eine Cystein/Serin-Protease erforderlich macht,
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Zusammenfassung

wobei die Hemmung von Glutamat-NMDA-Rezeptoren die Prozessierung von CALEB in
eine kurze membranstdndige Form vermindert.

Phosphorylierung ist ein entscheidender Schritt in der Signaltransduktion und spielt eine
wichtige Rolle in der Regulation von vielen zelluldren Prozessen. Aus diesem Grund wurden
die potentiellen Phosphorylierungsstellen von CALEB mittels Phosphomotiv-Antikdrper
analysiert. Eine Phosphorylierung von CALEB konnte mittels Akt oder PKC Phosphomotiv-
Antikdrpern nicht nachgewiesen werden.

Ausgehend von frither durchgefiihrten mRNA-Expressionsanalysen (Affymetrix-Gene-Chip-
Analyse im Colliculus superior von Wildtyp-Miusen im Vergleich zu CALEB Knockout-
Mausen) fithrte ich eine ,real-time-PCR“-Analyse von einer Reihe verdnderter
Kandidatengene durch. Unter ihnen sind insbesondere Untereinheiten spannungsabhingiger
Calciumkanéle und die AP2-associated-kinase 1 von Interesse, da sie in Threr Expression in
der CALEB-defizienten Mausen vermindert erscheinen. Mit der ,real-time-PCR* konnte
jedoch kein signifikanter Unterschied fiir die mRNA Expression dieser Gene zwischen
Wildtyp und Knock-out gefunden werden.

Zusammenfassend weisen das Expressionsprofil, sowie die Lokalisation von CALEB und die
veranderte neuronale Morphologie in Abwesenheit von CALEB darauf hin, dass CALEB eine

Funktion bei der Entwicklung von neuronalen Verschaltungen ausiibt.
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Summary

Summary

In order to characterize the molecular components which affect the formation and regulation
of synaptic connections, Rathjen’s group identified a transmembrane protein termed CALEB.
CALEB is a transmambrane protein containing a characteristic EGF-like domain close to its
plasma membrane spanning region suggesting that it is a member of the EGF family of
differentiation factors.

The aims of this work were to analyse the specific expression of CALEB in different brain
tissues, its subcellular localisation, processing, as well as its cellular function. This work
shows for the first time that CALEB is restricted to the central nervous system and it is not
present in the peripheral nervous system. Interestingly, during early phases of development
CALEB is highly glycosylated in specific brain regions, while this posttranslational
modification is reduced at later stages. CALEB expression differs between brain regions,
reaching a maximum between postnatal days 10 and 20. Its expression can also be seen in the
adult nervous system. By using biochemical and immuncytochemical methods I reveal a
somato-dendritical localisation of CALEB. It is not restricted to synapses nor is it present on
axons. In biochemical fractionations such as PSD, vesicle or lipid rafts preparations CALEB
behaves as typical transmembrane protein and is especially rich in the synaptosonal fractions.
Analysis of the dendritic tree morphology of cultivated neurons revealed a significant
reduction in dendritic tree complexity after 4, 8 and 14 days in culture in the absence of
CALEB. This difference was observed both in hippocampal and cortical neuron culture.
Immunostaining experiments performed in cortical cultures show that the absence of CALEB
does not influence the number of GABAergic and glutamatergic synapses when compared
with wild type controls. In this respect, it is interesting to mention that parallel
electrophysiological studies from our laboratory showed a change in the synaptic
transmission.

In an attempt to study the conversion of CALEB, a new assay was developed, which allowed
us to use acute mouse brain cortical slices instead of previously used cell cultures (Jiittner et
al., 2005). Our experiments show that CALEB processing is time and Ca®" dependent.
Blocking of the NMDA glutamate receptors impairs the proteolytic processing of CALEB.
Most probably, the processing of CALEB involves serine and/or cysteine proteases.

Potential phosphorylation sites of CALEB were analyzed by Akt and PKC specific phospho-
motif antibodies by which no phosphorylation of CALEB could be observed.
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Summary

It has been shown that the absence of CALEB during postnatal development impairs synaptic
function (Jittner et al., 2005). To further investigate which molecules might be affected by
CALEB deficiency, a series of candidate genes previously shown to be changed in the
Affymetrix gene chip analysis were tested by using real time PCR. The selected genes
(different voltage-dependent calcium channel subunits, AP2 associated kinase 1, etc) showed
no difference between wild type and CALEB deficient mice.

In summary, the developmentally regulated expression pattern and localization of CALEB as
well the and neuronal morphology in the absence of CALEB suggest that CALEB is

implicated in the development, especially during early phases of synaptogenesis.



1. Finleitung

1. Einleitung

1.1. Die Bedeutung der Synapse

Die Gehirne und Nervensysteme der Tiere und des Menschen sind die wohl erstaunlichsten
Organe, die beim Menschen vermutlich aus etwa 100 Milliarden Nervenzellen bestehen.
Nervenzellen werden durch Gliazellen (Astrozyten und Oligodendrozyten) gestiitzt und
erndhrt. Eine einzelne Nervenzelle ist hierbei {iber elektrische und chemische Synapsen mit
einer Vielzahl anderer Nervenzellen zu komplexen Netzwerken verbunden. Neurone
bekommen gewdhnlich Informationen von Hunderten bis Tausenden ihresgleichen, und sie
ibertragen Signale an andere Neurone an spezialisierten Stellen, den so genannten Synapsen.
Chemische Synapsen erzeugen elektrische Signale, die sich ldngs der Nervenfasern in Form
von Aktionspotentialen fortpflanzen und sich an den Enden der Nervenfasern an
priasynaptischen Neuritenendigungen (in den Synapsen) durch die Freisetzung von
Ubertriigersubstanzen (den Neurotransmittern) anderen Nervenzellen mitteilen. Diese
chemischen Signale erzeugen wieder elektrische Signale in postsynaptischen Neuronen
(Garner et al., 2002).

Die postsynaptische Plasmamembran ist ultrastrukturell durch ein spezialisiertes Zytoskeletts
charakterisiert. Dieses besteht aus regulatorischen Zytoskelett-Proteinen und dient der
Organisation der Signaltransduktionsmaschinerie an der postsynaptischen Membran, der so
genannten postsynaptischen Dichte (,,postsynaptic density, PSD). Diese ist grundlegend in
Aggregation und Verankerung von postsynaptischen Rezeptoren und Ionenkanilen involviert
(Scannevin and Huganir, 2000; Sheng, 2001).

Molekulare, biochemische und morphologische Untersuchungen zeigen, dass das
prasynaptische Netz und die PSD mittels biochemischer Methoden gereinigt werden konnen.
Diese Anreicherung von strukturellen Proteinen gibt Auskunft {iber die Struktur und
Organisation von der pri- und postsynaptichen Membran (Dresbach et al., 2001; Fernandez-
Chacon and Sudhof, 1999; Garner et al., 2000; Scannevin and Huganir, 2000).

Unterschieden werden Synapsen, die eine erregende (exzitatorische) oder eine hemmende
(inhibitorische) Wirkung haben kénnen.

Nur wenn mehrere erregende, exzitatorisch-postsynaptische Potentiale (EPSP) an
verschiedenen Stellen (rdumliche Summation) oder in ausreichend schneller zeitlicher
Abfolge (zeitliche Summation) an einem Neuron eintreffen, entsteht in diesem ein

Aktionspotential. Die Aktivierung hemmender Synapsen fiihrt zur Hyperpolarisation der



1. Finleitung

Nervenzelle, einer Absenkung des Membranpotentials, wodurch die Schwelle zur Auslosung
eines Aktionspotentials erhoht wird. EPSP fiihren zur Depolarisation.

Eine grundlegende Frage in der Neurobiologie ist die Synaptogenese: Welche molekularen
Mechanismen fithren zur spezifischen Anordnung von Synapsen an verschiedenen Zelltypen?

Welche molekularen Mechanismen bewirken eine Eliminierung der Synapsen?

1.2. Synaptogenese

Als Synaptogenese wird die Entstehung oder Bildung neuer Synapsen an einer Nervenzelle
oder Muskelzelle bezeichnet. Die Ausbildung neuronaler Verschaltungen erfolgt in mehreren
zeitlich und rdumlich koordinierten Phasen der Entwicklung.

Dabei lassen sich aktivititsunabhéngige und -abhédngige Mechanismen der Synaptogenese
unterscheiden. Axone werden vielfach iiber betrdchtliche Distanzen mittels
Wegfindungsfaktoren zu ihren Zielgebieten geleitet und bilden dort die initialen synaptischen
Kontakte mit ihren Zielzellen. Wéhrend der grundlegende Bauplan neuronaler Verbindungen
zundchst aktivitdtsunabhangig angelegt wird, folgt eine Phase, in der dieses Grundgeriist in
Abhingigkeit von den verschiedenen Formen der elektrischen Aktivitit der Neurone
moduliert und prizisiert wird (Berardi et al., 2003; Goodman and Shatz, 1993; Jiittner and
Rathjen, 2005; Katz and Crowley, 2002). In der friihen Phase der Entwicklung tritt neuronale
Aktivitidt spontan auf, wie beispielsweise die in der Retina beobachteten Aktivitdtswellen
zeigen (Feller, 1999; McCormick, 1999). Spiter steuern sensorische Informationen die
neuronale Aktivitit. Obwohl die Synapsenbildung per se nicht von der synaptischen
Transmission abhingig zu sein scheint (Verhage et al., 2000), so wird doch generell
angenommen, dass neuronale Aktivitit fiir die Feinjustierung der Verschaltungen und der

Synapsen essentiell ist (Goda and Davis, 2003).
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Abb. 1: Regulation der Synaptogenese in Vertebraten

Synaptogenese ist ein mehrstufiger Prozess, gesteuert durch eine Vielzahl von Molekiilen. (A)
Initialreaktionsfaktoren, (B) Adhisionsfaktoren, (C) Induktionsfaktoren und (D) De/stabilisierende Faktoren.
Modifiziert nach Waites et al. (2005).

Die Synapsenbildung kann durch axo-dendritische, axo-somatische oder axo-axonale
Kontakte ausgelost werden (Garner et al., 2002). Nach Waites und Kollegen (2005) kann
dieser Prozess in vier Schritte unterteilt werden:

A. Initiationsfaktoren: Im ersten Schritt werden vor der Synapsenbildung eine Reihe von
Molekiilen zur Weg- und Zielfindung der Axone gebildet. Diese Molekiile sind z.B. Netrine
und Semaphorine. Anziehende oder repulsive Wegfindungsmolekiile werden von
Zielneuronen und Gliazellen in ihrer lokalen Umgebung sezerniert. Molekiille wie z.B.
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGFs), Wnts, Cholesterol und Thrombospondin (TSP)
fordern die axonale und dendritische Reifung und sind in dem frithen Prozess den Synapsen-
formation involviert.

B. Adhésionsfaktoren: Zell-Adhdsionsmolekiile (,,cell adhesion molecules®, CAMs) wie z.B
Cadherine und Protocadherine ermdglichen die Ausbildung von Kontakten zwischen den in

dem Zielgebiet eingewachsenen Axon und der entsprechenden Zielzelle.
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C. Induktionsfaktoren: Dies sind Faktoren einer zweiten Klasse von CAMs, wie z.B.
SynCAM und Neurologin, die die Bildung von prédsynaptischen aktiven Zonen einleiten. In
diesem Schritt wirken Adhésions- und Induktionsfaktoren zusammen, um die entstechenden
synaptischen Verbindungen (,,synaptic junction®) zu stabilisieren.

D. De/stabilisierende Faktoren: Diese regulieren die synaptische Stabilisation und spielen eine
Rolle bei der neuronalen Aktivitit und Ubiquitinylierung. Neuronale Aktivitdt ist nicht
entscheidend fiir die Synapsenbildung, scheint aber eine wichtige Rolle bei der Regulation
der synaptischen Stabilisation zu spielen. Ubiquitinylierung von synaptischen Proteinen
reguliert dabei nicht nur den Turnover von synaptischen Komponenten, sondern auch die
Eliminierung von Synapsen. Diese Phase der Synaptogenese ist auch charakterisiert durch
eine Stiarkung von Adhédsionskontakten bei entstehenden Synapsen (Cline and Haas, 2008).
Dies ist elektrophysiologisch durch die Anwesenheit von postsynaptischen NMDA-
Rezeptoren gekennzeichnet, wihrend AMPA-Rezeptoren fehlen. NMDA-Rezeptoren sind
héufig in extrasynaptischen Plasmamenbranen lokalisiert (Thomas et al., 2006). Ihre laterale
Bewegung innerhalb der Membran wird durch EphrinB-EphB-Interaktionen gesteuert (Dalva
et al., 2000). In der nichsten Phase der Synaptogenese entstehen die AMPA-Rezeptoren und
andere Komponenten der postsynaptischen Dichte (,,postsynaptic density”). Die
fortschreitende synaptische Reifung ldsst sich auch elektrophysiologisch charakterisieren. So
wird eine Erhohung der Amplitude der AMPA-Rezeptoren-vermittelten synaptischen
Transmission und eine Anderung in der Zusammensetzung der Untereinheiten der NMDA-
Rezeptoren beobachtet (Bellone and Nicoll, 2007; Carmignoto and Vicini, 1992; Hestrin,
1992).

1.3. Aufbau der Dendritenbdaume

Dendriten sind die Hauptstelle des Informationseingangs (input) in Neuronen, enthalten also
sehr viele Synapsen. Verschiedene Typen von Neuronen haben ausgeprigte und
charakteristische dendritische Verzweigungsprofile (Urbanska et al., 2008).

Obwohl in den letzten 20 Jahren die Kenntnisse tiiber die zellularen, molekularen
Mechanismen des axonalen Wachstums und der Weg- und Zielfindung durch zahlreiche
Studien erweitert wurden, ist bis jetzt relativ wenig tliber die Signale, die zum dendritischen
Wachstum fiihren, bekannt. In den letzten Jahren wurde angenommen, dass die Dendriten
intrinsisch determiniert sind und als passive Elemente bei der Bildung der synaptischen
Konnektivitdit im Nervensystem wirken. Besonders durch die Entwicklung neuer

mikroskopischer Aufnhahmemethoden war es moglich zu zeigen, dass dendritisches Wachstum
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eher dynamisch als passiv ist. Weiterhin werden Dendritenbdume mittels der synaptischen
Aktivitdt und anderer Signal-Molekiile dezentral reguliert (McAllister, 2000). Der Fortschritt
in der Beurteilung der neuronalen Polaritidt und der Regulation des Dendritenwachstums (Jan
and Jan, 2003; McAllister, 2000; Scott and Luo, 2001; Urbanska et al., 2008; Whitford et al.,
2002) konnte nur durch die Entwicklung von Zellkultur-Methoden fiir biologische
Untersuchungen stattfinden. Insbesondere die dissoziierte hippocampale Zellkultur weist viele
Vorteile auf, wie die Kontrolle der Umgebung der lebenden Zellen auf (Dotti et al., 1988).
Diese dissoziierten Zellkulturen aus dem ZNS unterscheiden sich von den bisherigen
Untersuchungen mit Zellen des peripheren Nervensystem (PNS) zum axonalen Auswachsen
und der Weg- und Zielfindung, weil im ZNS distinkte Klassen von Prozessen, Axone und
Dendriten existieren, die in Form und Funktion unterschiedlich sind (zur Ubersicht siche
Craig and Banker, 1994).

Die Entwicklung der Dendritenbdume ist ein komplexer und multipler Prozess, der von
verschiedenen Autoren klassifiziert wurde (Craig and Banker, 1994; Dotti et al., 1988; Scott
and Luo, 2001). Gemil Dotti und Kollegen (1988) gibt es in einer priméren hippocampalen

Neuronenkultur verschiedene Entwicklungsstadien (Abb. 2).
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Taga i gox 0.5 1.5 4 >7

Kultur: ™ :

Abb. 2: Schematische Darstellung der Stadien neuronaler Entwicklung in vitro.
Die Entwicklung des Dendritenbaumes ist ein komplexer Prozess, der in fiinf Entwicklungsstadien beschrieben
werden kann. Modifiziert nach Urbanska et al. (2008) und Dotti et al. (1988).
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Zu Beginn dieses Prozesses erfolgt die Anheftung der dissoziierten embryonalen
hippocampalen Neurone in Kultur auf einem geeigneten Substrat, danach entwickeln sich
motile Lamellipodien an der Zellperipherie. Vergleichbare Strukturen wurden im Lauf der
neuronalen Entwicklung in vivo bisher nicht beobachtet, von daher ist das Vorkommen von
Lamellipodien noch unklar (Stadium 1). Das zweite Stadium, nach etwa 12 h, ist
charakterisiert durch die Umwandlung der Lamellipodien in distinkte Fortsdtze. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Zellen noch unpolarisiert und bei den erkennbaren kleinen Fortsdtzen kann
noch nicht zwischen Axon oder Dendrit morphologisch unterschieden werden. Das dritte
Stadium, das durch die Bildung und das Wachstum der Axone gekennzeichnet ist, findet nach
ca.1,5 Tagen statt. Es ist durch ein starkes Wachstum der Axone geprigt. Zu diesem Zeitpukt
werden die Zellen auch polarisiert. Das dendritische Auswachsen nach einer
Kultivierungsdauer von etwa 4 Tagen charakterisiert das vierte Stadium. Das fiinfte und letzte
Stadium kennzeichnet die kontinuierliche Reifung sowohl der Dendriten als auch der Axone.
Diese Phase wird durch die Synaptogenese begleitet.

In diesem Abschnitt der Entwicklung erhalten Dendriten Informationen von anderen
Neuronen und die charakteristischen Verzweigungsmuster der unterschiedlichen neuronalen
Zelltypen entstehen. Diese Periode ist entscheidend fiir die neuronale Reifung und die
Ausbildung des neuronalen Netzwerks.

Abbildung 3 gibt einen kurzen Uberblick iiber die molekularen Faktoren, die die
Morphogenese der Dendritenbiume beeinflussen kénnen (zur Ubersicht siehe Scott and Luo,
2001; Urbanska et al., 2008).

Der komplexe Prozess der Dendritenbaumentwicklung und -stabilisation wird durch eine
intrinsische genetische Programmierung und durch extrazelluldre Signale aus der Umgebung

reguliert, entweder global auf Zellniveau oder lokal als dendritische Regulation.

1.4. Intrinsische und extrazellulaire Faktoren, die an der Regulation der

Dendritenbaumkomplexitat beteiligt sind

Intrinsische Faktoren bzw. genetische Programme spielen eine sehr wichtige Rolle fiir die
Dendritenbaumkomplexitdt. Ein anschauliches Beispiel dafiir ist der Transkriptionsfaktor
(TF) Hamlet. Wenn dieses Molekiil im Laufe der Entwicklung von Drosophila melanogaster
im PNS exprimiert wird, entsteht ein Neuron mit einem einzelnen Dendriten. Ein
,Knockdown“ von Hamlet fiihrt zu einer Anderung der Morphologie dieser Klasse von

Neuronen zu einem komplexen Dendritenbaum (Moore et al., 2002). Ein weiteres Beispiel ist
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die kombinierte Expression von Spinless, Cut und Abrupt, die zu verschiedenen Klassen von

Neuronen infolge der Expression dieser TF fiihren (Parrish et al., 2007).
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v A v A
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faktoren Aktivitat Signale Hoteh, Gadhorne.
Hamlet, Spinless Calcium Einstrom Neurotrophine, Prsean
Cut, Abrupt Neurotransmitter Slit, reelin,
Semaphorine,
BDNF, EGF, HGF, Insulin
A 4 T A A
Lokale Anderung Globale Anderung
v A 4 v A 4 b A A
Zytoskelett Proteinsynthese Membran Anderung in der genetischen
RhoA, Rac1, mTOR, p70S6K, i
Caot2 Limover SRR
MAP1, MAP2, FMRP, Nanos, R Nt o
Kakapo, Lis1, Pumilio CI‘REST ’
Spastin

Abb. 3: Schematische Darstellung der Dendritogenese

Die Dendritogenese ist ein Prozess, der durch die Kombination intrinsischer genetischer Programme,
extrazelluldrer Signale, durch das Zytoskelett, und Membranturnover reguliert wird. Anderungen kommen
entweder global oder nur lokal vor. Modifiziert nach Urbanska et al. (2008).

Neben intrinsischen Faktoren spielen extrazelluldre Signale eine bedeutende Rolle bei der
Dendritogenese. Abhingig vom Entwicklungsstadium ist die Kombination diffusibler Signale,
neuronaler Aktivitdt und Zell-Kontakte sehr wichtig fiir die Dendritenbaum-Organisation,
Plastizitit und Stabilitdt (Jan and Jan, 2003; McAllister, 2000; Parrish et al., 2007; Wong and
Ghosh, 2002).

Es gibt unzdhlige diffusible Signale wie z.B. Agrin, BDNF (,,brain derived neurotrophic
factor*), Mitglieder der BMP-Superfamilie (,,bone morphogenetic protein®), cpgl5, Reelin,
Semaphorine, oder Slit, die Einfluss auf die Entwicklung des Dendritenbaumes nehmen. (zur
Ubersicht siehe Urbanska et al. 2008)

Die Zelladhdsionsproteine sind ergdnzende Faktoren, die das dendritische Wachstum
beschleunigen oder hemmen und die Verzweigung beeinflussen konnen, dazu gehoren z.B.

Contactin, Delta und Notch, EphrinB und EphB, das Zell-Adhésionsmolekiil L1, N-Cadherin,
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Flamingo, Celsr2 und Celsr3, Dscam sowie Neuroglian (Nrg) und andere Mitglieder der
Immunglobulinsuperfamilie (IgSF).

Ein weiteres Signal, das die Entwicklung des Dendritenbaumes beeinflussen kann, ist die
neuronale Aktivitdt. Interessante Beispiele dazu sind die Hemmungen von AMPA- und
NMDA-Rezeptoren, die die glutamaterge Transmission vermittelten (McAllister, 2000; Sin et
al., 2002; Wu et al., 2007), die Aktivierung von spannungsabhingigen Calciumkandlen
(VGCCs) (Wu et al., 2007), sowie die Zunahme der Dendritenbaumkomplexitit durch Zugabe
von y-Aminobuttersiure (GABA) (Gascon et al., 2006). (Zur Ubersicht iiber neuronale
Aktivitidt und Dendritenbaumorphologie sieche Konur and Ghosh, 2005; Redmond and Ghosh,
2005).

Extrazellulire Faktoren brauchen intrazellulire Komponenten, um die Dendritenbaum-
Entwicklung zu regulieren. Die etablierten intrazelluliren Signalkaskaden, die bei der
Regulation des Dendritenbaumes, eine wichtige Rolle spielen, sind: Ras-PI3K-Akt-mTOR
und Ras-MAPK (Kumar et al., 2005), PI3K-Akt-mTOR (Jaworski et al., 2005), CaMKII
(Fink et al., 2003; Gaudilliere et al., 2004; Hoogenraad et al., 2007; Wu and Cline, 1998),
BDNF via PI3K und MAPK (Dijkhuizen and Ghosh, 2005), INK1-MAP2 (Bjorkblom et al.,
2005).

Das  Zytoskelett  unterstiitzt  durch  Aktinfilamente = und  Mikrotubuli  die
Dendritenbaummorphologie und gewihrleistet die mechanische Stabilisierung der Zelle. Die
bekanntesten Regulatoren des Zytoskeletts sind in diesem Zusammenhang die kleinen
GTPasen aus der RhoA Familie (RhoA, Racl und Cdc42) (Burridge and Wennerberg, 2004;
da Silva and Dotti, 2002; Jaffe and Hall, 2005).

Die Genexpression ist bedeutsam fiir die intrinsische (auf dem genetischen Programm
basierende) Verzweigung des Dendritenbaumes (Urbanska et al., 2008). In Neuronen von
Sdugetieren werden Transkriptionsfaktoren, Cofaktoren und Chromatin-modifizierende
Proteine hauptséchlich im Zusammenhang mit der Dendritenentwicklung untersucht. Diese
Dendritenentwicklung wird durch extrazelluldre Faktoren induziert. Wéahrend der neuronalen
Aktivitit zeigen z.B. AF53b (Wu et al., 2007), ,,CREB-binding protein“ (CBP) (Redmond et
al., 2002), NeuroD (Gaudilliere et al., 2004) und das ,,immediate early* Gen c-fos (Zhang et

al., 2006) einen deutlichen Einfluss auf die Dendritenbaummorphologie.
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1.5. Molekulare Charekterisierung von Chicken acidic leucine-rich EGF-like domain

containing brain protein (CALEB)

Um die molekularen Vorgidnge bei der Bildung und der Regulation der synaptischen
Verbindungen zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit das Zelloberflichenprotein CALEB
analysiert.

CALEB wurde erstmalig durch die Arbeitsgruppe Rathjen mittels immunologischer Screens
mit monoklonalen Antikérpern gegen axon-assoziierte Glycoproteinfraktionen durch
Fusionierung von Milzzellen mit Hybrid-Myelom-Zellen im Nervensystem des Huhns
charakterisiert (Schumacher et al., 1997). Parallel zu dieser Entdeckung wurde Neuroglycan C
(NGC) durch Screens mit einem monoklonalen Antikérper gegen membrangebundene
Proteoglykane im Nervensystem der Ratte beschrieben (Watanabe et al., 1995).

Nach der Analyse der humanen NGC Sequenz wurde die zuvor beschriebene Sequenz der
Ratte fiir NGC korrigiert (Yasuda et al., 1998). Die Autoren stellten fest, dass die publizierte
Sequenz von der Ratte ein einzelnes Nukleotid C in der Position 807 zusétzlich enthilt und
dass ein Nukleotid C in der Position 959 zuviel war. Damit wurde auch festgestellt, dass
CALEB und NGC éhnliche Sequenzen und Doménen-Strukturen enthalten.

CALEB/NGC kommt in verschiedenen Wirbeltieren sowie beim Menschen vor. Zwischen
Mensch und Ratte besteht eine 86 %ige Identitit auf der Ebene des Aminosduresequenz
(Yasuda et al., 1998).

CALEB ist ein Transmembranprotein mit einer Multidoménenstruktur. Die CALEB Struktur
von Maus, Ratte und Menschen enthalten fiinf Doménen: eine potentielle
Glykosylierungsstelle fiir Glykosaminoglykane (GAG), ein saures Peptidsegment, eine EGF-
dhnliche Doméne, ein Transmembrandoméne und ein zytoplasmatisches Segment. Huhn
CALEB (chCALEB) enthélt zusétzlich ein Segment, das reich an dem Aminosduren Leucin
und Prolin, ein sogenanntes LP-Motiv, im N-terminalen Bereich der extrazelluldren Region
(siehe die schematische Darstellung Abb. 4).

In dieser Arbeit wird CALEB/NGC aus Maus, Ratte, Huhn und Mensch verwendet und
entsprechend als "m-, r-, hu-, chCALEB* bezeichnet.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der CALEB-Doménestruktur.
Dargestellt sind die verschiedenen Isoformen von CALEB beim Huhn (ch), Maus (m), Ratte (r) und Menschen
(hu). Die Struktur und Sequenz von m, r und hu CALEB sind fast identisch. Sie unterscheiden sich nur in
einigen Aminosduren. CALEBa und CALEBb von Maus, Ratte und Mensch unterscheiden sich durch eine
SpleiBvariante von 27 aa. Das chCALEB enthélt einen kurzen zytoplasmatischen Bereich C-Terminal im
Vergleich mit den anderen Organismen und hat zusdtzlich im extrazellularen Bereich ein Leucin- und Prolin-
reiches Segment (LP). Sternchen und Kreuz markieren potentielle Glykosylierungsstellen von Oligosacchariden
oder Glykosaminoglykan-Ketten. TM: Transmembrandoméne, EGF: EGF-éhnliche Doméne, saures PS: saures
Peptidsegment, MK: Midkine. Adaptiert nach Schumacher et al., 1997; Yasuda et al., 1998 und NCBI-
Datenbank.

Die extrazellulire Region von CALEB enthdlt drei unterschiedliche Doménen, mehrere
potentielle Glycosylierungsstellen fiir Chondroitinsulfatketten und N-Glykosylierung, ein
Peptidsegment mit stark sauren Aminosduren und eine EGF-dhnliche Domédne von CALEB.
Diese EGF-dhnliche Domine hat eine konservierte Aminosiuresequenz, die Ahnlichkeiten zu
EGF-Dominen von Neuregulin, TGFo und EGF hat (Massague and Pandiella, 1993). Aus
diesem Grund kann CALEB als ein Mitglied der EGF-Familie transmembranaler Wachstums-
und Differenzierungsfaktoren klassifiziert werden.

Die zytoplasmatische Domidne enthdlt verschiedene potentielle Serin- und Threonin-
Phosphorylierungsstellen, die keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen aufweisen (Schumacher
etal., 1997).

Das CALEB Gen wurde in der Bande 9F1 im Chromosom der Maus und in 3p21.3 des
Chromosoms des Menschen lokalisiert. Das CALEB Gen hat eine GroBle von ungefahr 17
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Kilobasen mit 6 Exons (Aono et al., 2000; Yasuda et al., 1998). Das humane CALEB/NGC-
Gen wird Chondroitinsulfat-Proteoglykan 5 (CSPG5) genannt.

CALEB tritt in allen bislang untersuchten Wirbeltieren in zwei Isoformen auf: CALEBa und
CALEBBD. Diese unterscheiden sich durch eine Spleiflvariante, ein zusdtzliches 27 aa langes
Peptid im weiteren zytoplasmatischen Bereich (Aono et al., 2000; Schumacher et al., 1997).
Zwei andere Isoformen von CALEB werden auf Grund von mRNA Analysen vermutet. Ein

Nachweis der entsprechenden translatierten Proteine wurde jedoch nicht erbracht (Aono et al.,

2000; Aono et al., 2006).

1.6. Interaktionspartner von CALEB

Die Interaktionspartner eines Proteins erlauben Hinweise liber eine mdgliche Funktion dieses
Proteins und bieten Ansatzpunkte fiir weitere funktionelle Analysen. Einige extrazelluldre und
intrazelluldre Interaktionspartner von CALEB wurden bisher identifiziert. Die genaue
zellbiologische Funktion von CALEB ist jedoch im Detail zur Zeit noch unklar.

CALEB wurde mittels eines Versuchsansatzes zu Protein-Protein-Interaktionen und durch
immunologische Screens gegen Axon-assoziierte-Glycoproteine entdeckt. Dabei wurden auch
die ersten Liganden von CALEB beschrieben: Tenascin-C und —R (Schumacher et al., 1997).
Diese Interaktion findet zwischen dem extrazelluldren sauren Peptidsegment von CALEB und
dem Fibrinogen-dhnlichen Modul von Tenascin-C bzw —R statt (Schumacher et al., 2001;
Schumacher and Stube, 2003). Diese Interaktion beeinflusst moglicherweise das
Neuritenwachstum, vermittelt durch andere Faktoren.

PIST (PDZ domain protein interacting specifically with TC10) wurde als erster intrazellulérer
Interaktionspartner von CALEB in einem ,,yeast-two-hybrid-Screen® entdeckt (Hassel et al.,
2003). PIST ist in Autophagie sowie Neurodegenerationsprozesse involviert und reguliert den
Transport mehrerer Transmembranproteine zur Plasmamembran. Ko-Lokalisationsstudien in
hippocampalen-Neuronen und Purkinje-Zellen von Colchicin-behandelten Ratten wurden als
in vivo Modellsystem fiir Mikrotubuli-abhingige Transportprozesse verwendet, die eine
Beteiligung von PIST am Transport von CALEB nahelegen.

Mitglieder der EGF-Proteinfamilie konnen als Liganden an Rezeptortyrosinkinasen binden
(Schumacher et al., 1997; Watanabe et al., 1995). Aus diesem Grund haben (Kinugasa et al.,
2004) diese Interaktion in Karzinomzelllinien, die Tyrosinkinaserezeptoren enthalten,
untersucht. Sie beschrieben, dass die EGF-dhnliche Doméine von CALEB direkt mit dem
ErbB3—Rezeptor interagiert und den ErbB2-Rezeptor transaktiviert. Weiterhin sind die
Autoren der Ansicht, dass CALEB ein neues Mitglied der Neuregulin-Familie ist.
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Midkine (MK), ein Heparin-Bindungswachstumsfaktor, wurde als ein weiterer extrazellulérer
Interaktionspartner von CALEB prisentiert (Ichihara-Tanaka et al., 2006). Midkine ist ein
Wachstumsfaktor, der Zelladhdsion und Zellfortsdtze in undifferenziert bipolaren CG-4
Zellen (eine Oligodendrozyten-Vorlduferzelllinie) fordert. Diese extrazellulire Bindung
wurde fiir zwei Regionen von CALEB, die Chondroitinsulfat-Region und die saure
Peptidsequenz, postuliert. CALEB ist in diesen Zelllinien nicht glykosyliert. CALEB wurde
als eine neue Komponente des MK-Rezeptors gefunden, der die Verlingerung von
Zellfortsétzen veranlasst.

Weitere Untersuchungen iiber Bindungen von CALEB (Brandt et al., 2008) zeigen, dass
B56B, eine regulatorische Untereinheit der Proteinphosphatase A, ein neuer
Interaktionspartner fiir die zytoplasmatische Domédne von CALEB ist, welche an der

negativen Regulation der CALEB-vermittelten Dendritenbaumkomplexitét beteiligt ist.

1.7. Posttranslationale Modifikation von CALEB

Posttranslationale Proteinmodifikationen sind Verdnderungen von Proteinen, die nach der
Translation stattfinden. Die meisten werden durch den Organismus oder durch die Zellen
selbst ausgeldst. Zellen besitzen eine Vielzahl von Mdglichkeiten, ihre Proteine zu bearbeiten
und zu verdndern. Proteinmodifikationsprozesse konnen konstitutiv ablaufen oder aber durch
die Umwelt beeinflusst werden. Dazu konnte man drei interessante postranslationale
Modifikationen in CALEB beobachten, die wichtige Regulationen von biologischen
Prozessen in der Zelle darstellen: Glykosylierung, Phosphorylierung und Proteolyse.

Es gibt verschiedene Formen von CALEB, die sich sowohl in den molekularen Massen als
auch in der Proteinsequenz [(chCALEB (140 und 80 kDa), m, r und huCALEB (150 und 120
kDa)] als auch in der Glykosylierung unterscheiden. CALEB hat mehrere potenzielle
Glycosylierungsstellen fiir die Anheftung von Chondroitinsulfatketten und fiir
N-Glykosylierungen (Aono et al., 2004; Schumacher et al., 1997; Watanabe et al., 1995;
Yasuda et al., 1998), kann aber nicht als gewohnliches Proteoglykan wie z.B. Brevican,
Aggrecan,  Neurocan,  Phosphacan  betrachtet =~ werden, sondern  als  ein
»part-time“-Proteoglykan (Aono et al., 2004; Sugahara and Mikami, 2007). Die
Glykosaminoglycan-Kette (GAG) kommt nur in einem bestimmten Entwicklungsstadium vor.
Die Glykosylierung dient sehr unterschiedlichen Funktionen. Zum einen erhoht sie die
Stabilitdt von manchen Proteinen und schiitzt vor proteolytischem Abbau. Viele Proteine
falten sich auch nicht korrekt, wenn sie nicht zuvor glykosyliert wurden und auch die Affinitét

fiir Bindungspartner wird verdndert. Die Glykosylierung reguliert die Bewegung von
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Molekiilen durch die Matrix (Biilow and Hobert, 2006; Kleene and Schachner, 2004; Oohira
et al., 2000b; Sugahara and Mikami, 2007).

Nach (Jiittner et al., 2005) ist CALEB ein modular aufgebautes Transmembranprotein, das im
extrazelluldren Teil in unmittelbarer Ndhe zur Plasmamembran eine EGF-Doméne aufweist,
die strukturell denen von TGFa und Neuregulin-1 dhnlich ist (Schumacher et al., 1997).
Depolarisation durch erhohte Kaliumkonzentrationen im Kulturmedium oder durch
Glutamatrezeptoragonisten induzieren proteolytische Prozesse von der
Transmembranvorlduferform von CALEB, so dass eine Transmembranvariante von CALEB
entsteht, die extrazelluldr nur noch die EGF-Doméne enthélt. Bei dieser Umwandlung entsteht
eine N-terminal verkiirzte CALEB-Form, bei der die EGF-Doméne frei zuginglich erscheint.
So konnte gezeigt werden, dass CALEB an der Regulation frither synaptischer Verbindungen
beteiligt ist (Jittner et al., 2005). Die Proteolyse ist eine posttranslationale Regulation der
Proteinfunktion. Sie kann ein Protein in einen aktiven oder inaktiven Zustand iiberfiihren.
Obwohl der Grundmechanismus der Umwandlung der Vorlduferform von CALEB in eine
verkiirzte Form verstanden zu sein scheint, sind doch noch eine Reihe von interessanten
biochemischen Fragen hinsichtlich dieses Mechanismus zu kldren, da die Abspaltung einer
Ektodomine von einem Protein an der Zelloberfliche normalerweise ein regulierter Prozess
ist (Blobel, 2000).

Phosphorylierung ist ein reversibles Anhidngen einer Phosphatgruppe an ein organisches
Molekiil, insbesondere von Proteinen. Kinasen katalysieren die Ubertragung von einer
Phosphatgruppe kovalent an einen Aminosédurerest. Die Phosphatasen, konnen diesen Prozess
umkehren, d.h. die Phosphatgruppe wird vom Protein entfernt (Voet and Voet, 1992).
Proteinkinasen und -phosphatasen sind dabei in der Regel sehr spezifisch und konnen
ebenfalls in ihrer Aktivitit gezielt kontrolliert werden. (Cohen, 2002; Kennelly and Krebs,
1991; Nestler and Greengard, 1983; Roach, 1991; Winder and Sweatt, 2001).

Die Phosphorylierung von CALEB wurde in verschiedenen Untersuchungen (Brandt et al.,
2008; Kinugasa et al., 2004; Yamauchi et al., 2002) analysiert. Gemall Yamauchi und
Kollegen (2002) findet die Phosphorylierung von CALEB im intrazelluliren und
perizelluldren Bereich statt. CALEB wurde dabei von einer Kinase dhnlich der Casein Kinase
IT in der Ectodoméne phosphoryliert.

In einer anderen Studie wurde vorschlagen, dass eine regulatorische Untereinheit der
Proteinphosphatase A (B568) mit dem intrazelluliren Bereich von CALEB interagiert und
dephosphoryliert (Brandt et al., 2008). Diese Interaktion reguliert auch die
Dendritenbdumkomplexitat.
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1.8. Aufgabenstellung der Arbeit

Zur Charakterisierung molekularer Vorgidnge bei der Bildung und Regulation synaptischer
Verbindungen wurden in der Arbeitsgruppe Rathjen Zelloberflachenproteine im
Nervensystem des Huhns untersucht. Untersuchungen zeigen, dass CALEB an der Regulation
frither synaptischer Verbindungen beteiligt ist (Jiittner et al., 2005).
Ausgehend von den hier dargestellten Untersuchungen iiber CALEB soll die vorliegende
Arbeit einige weitere Aspekte der Rolle von CALEB widhrend der Entwicklung des
Nervensystems kldren, speziell wiahrend der Phase der Synaptogenese.
Um die Rolle vom CALEB besser verstehen zu kdnnen, sollen in dieser Arbeit daher folgende
Schwerpunkte bearbeitet werden:
A) Das Expressionsprofil von CALEB in verschiedenen Gehirnregionen und seine
subzelluldre Lokalisation soll untersucht werden.
B) Die Analyse der Morphologie in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp
Neuronen.
C) Untersuchungen zur Prozessierung von CALEB
D) Untersuchungen zur Phosphorylierung von CALEB und seiner Beteiligung an
intrazelluldren Signalkaskaden.
E) Analyse der Genexpression in CALEB-defizienten Méusen.
F) Untersuchung zur Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren durch die EGF-Doméne

von CALEB.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Allgemeines

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien analysenrein von den
Firmen Merck, Roth und Sigma bezogen.

Die eingesetzten Enzyme wurden von den Firmen MBI Fermentas, Roche Molecular
Biochemicals und New England Biolabs bezogen.

Verwendetes Plastikmaterial fiir das Labor sowie die Zellkultur stammten von den Firmen

Nunc, Greiner, Millipore und Costar.

2.1.2. Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Ampicillin
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat (APS)
B27-Supplement

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V

B-Mercaptoethanol
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-p-
toluidinsalz (BCIP)

Coomassie Brilliant Blue R250
Diethylamin Hydrochlorid (DEA)
DL-Dithiothereitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Calciumchlorid-dihydrat

Chloroform

dNTP-Mix

DEPC

DMEM

Essigsdure

Ethanol

Ether

Ethidiumbromid

FCS

D-Glucose

L-Glutamin

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)

Merk, Darmstadt, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Hedinger, Stuttgart, Deutschland

Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kalium-dihydrogenphosphat
Kanamycin
Magnesiumchlorid-hexahydrat
Magnesiumsulfat-heptyhydrat
Methanol

Mowiol

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat
Neurobasalmedium

O.C.T TissueTec
Oligo(dT)13, 15, 18
Penicillin/Streptomycin
Paraformaldehyd

PBS

Pferdeserum

Poly-D-Lysin Hydrobromid
Saccharose

Salzsdure

Tris

Triton X-100

TriZol Reagenz

X-Gal

2.1.3. Enzyme

DNase (TyplV)

Pfu-Polymerase

T4-Ligase

Trypsin TyplI-S (aus Rinderpankreas)
Trypsin-Inhibitor Typ I (aus Sojabohne)
Taq DNA Polymerase

Takara LA Taq

Superscript " 1T Reverse

Power SYBR® Green PCR Master Mix -
ChondroitinaseABC

Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)
Sakura Finetec, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland (Gibco)
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Stratagene, Heidelberg, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

TAKARA BIO INC, Japan

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystems

Sigma-Aldrich Logistik GmbH, Schnelldorf, Deutschland
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2.1.4. Kits

High Pure PCR Template Preparation Kit ROCHE, Mannheim, Deutschland

Pierce ECL Western Blotting Substrate Pierce, Rockford, USA
Gel Extraction Kit (Plasmid-Isolation aus Agarose) Qiagen, Hilden, Deutschland

Plasmid Maxi Kit; Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

2.1.5. Pharmakologische Substanzen

Lésung Bezug/Firma

Endkonzentration

Leupeptin 5 mM (d. Wasser) (10-100 uM) Roche

Aprotinin 1 mM (d. Wasser) (2.10°U/03uM)  Roche

PMSF 100 mM (Methanol) 0.1-1 mM Sigma

Pepstatin 5 mM (9:1 Methanol:Essigséure) 10 uM Roche

Benzamidin 100 mM (d. Wasser) 0.5-4 mM Roche

E-64 100 mM (d. Wasser) (1.4-28 uM) Roche

tPA-STOP 1 mM (d. Wasser) 2uM American Diagnostica
TAPI 1 50 mM (DMSO) 100 pM Peptides International
TAPI 2 5 mM (DMSO) 100 pM Peptides International
1,10 phenanthroline 1 mM (Methanol / DMSO) (1-10 mM) Sigma

NMDA 25 mM (d. Wasser) 100 pM Tocris

APV 5 mM (d. Wasser) 100 uM Tocris

PMA 1 mg/ml (DMSO) 50 ng/ml Calbiochem

GF 109203X 5 mM(DMSO) 4 uM MERCK

BDNF 0,1 mM (d. Wasser) 20 ng/ml PeproTech Inc.
1LY294002 50 mM (d. Wasser) 50 uM Cell Signalling

2.1.6. Primer/Oligonukleotide

Real-time PCR

Gen Primer- Primer-Sequenz (5°-3"-Richtung) ProduktgrofRe in bp
Bezeichnung (Sequenzabschnitt)

CSPG5r RT-rCALEB_F GATGACTGTGTTCTTTGCCA 146 (1290-1436)
RT-mCALEB_R TGGTGGAGAGGGAGAAGTTG

CSPG5m RT-mCALEB_F TCTCGTGCTTCTCCTCCTGT 146 (1290-1436)
RT-mCALEB_R TGGTGGAGAGGGAGAAGTTG

GAPDH GAPDH_F CCAGTATGACTCCACTCACG 318 (195-513)
GAPDH_R GTGCAGGATGCATTGCTGAC

R-Aktin Ract_F TACAATGAGCTGCGTGTG 146 (348-494)
Ract R CACAGCCTGGATGGCTAC

MBP MBP_F GGCCTCAGAGGACAGTGATG
MBP_R TTCTTTGGGTCTGCTGTGTG

Cacng4 Cacng4_F AGTACCTCCTCCGCATTGTG
Cacng4 R TTCTTGCGGCTGTAGATCCT

Cacnbl Cacnbl F TGCAGAAAGCGTTGTTTGAC
Cacnbl_R ATGTGTTTGCTGGGGTTGTT

Cacna2d2 Cacna2d2_F CGTCCGTCTGTGAGATGCTA
Cacna2d2 R TGCACAGCTTCCTTGAACAC

Cacnalb Cacnalb F CCTGCTTTTCCTCTTCATCG
Cacnalb_R TACGGCATTCCAATCCTCTC

Cacng4 Cacng4_F AGTACCTCCTCCGCATTGTG
Cacng4 R TTCTTGCGGCTGTAGATCCT
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Semi Quantitative PCR

Gen Primer- Primer-Sequenz (5°-3"-Richtung) ProduktgroRe in bp
Bezeichnung (Sequenzabschnitt)
AP2 AAK1F ACTTTGGAAGTGCCACCAAC
AAK1R TGCGATTGAAGTCTCTGTGG
NRXN NxAF ATT ACA CCA TGC TGG GGT CT
NxAR CGC GAT AAT TCC AGC CTT AC
NRXN NxABF GAT TCG GGA GTC CAG CAG TA
NxABR CTT GTT TTT GTT GGC GCT TT
CSPG5m mCALEB_F GGGCTGCGCGCAATGGGCCGAGCTG
mCALEB_R TCAGGTTAGGTTATTCTGCAGA
CSPG5 r mCALEB_F GGGCTGCGCGCAATGGGCCGAGCTG
rCALEB_R TCATCAGGTCAGGTTATTCTGGAGA

Genotypisierung CALEB

Gen Primer-Bezeichnung Primer-Sequenz (5°-3"-Richtung)
CSPG5m MIMO1 GGAGACCTGGAAGATGAAAA
CSPG5m MIMO75 GTGCCTGGCTCTTAGCAAACCTGG
CSPG5m MIMO76 GACGGCGAGGATCTCGTCGTCACC

Klonierung (APtag5, pcDNA6Hismyc)

Gen Primer-Bezeichnung Primer-Sequenz (5°-3 -Richtung) Klone- Abschnitt

CSPG5m EGF-Fa ATTGATATCCGGTCAGTCTGTGACCTC (EcoRVY)
EGF-Fb ATAGATATCACAGAGTGCCGAGTTGGCT (EcoRV)
EGF-R ATCTCGAGCGATGGACTCACAGCGCAT (Xhol)

CSPG5ch  APtagF ATTGGAATTCTATGGAGACAGACACACTC  (EcoRl)
APtagR ATTGATATCGGCCGCGTCACCAGTGGA (EcoRVY)

2.1.7. Verwendete Antikorper

2.1.7.1. Priméare Antikorper

Konzentration
(WB)-Western Blot;

Antikorper (IH)-Immunhistochemie; Bezug/Firma
(IC)- Immunzytologie
(WH)- ,,Whole-mount*
Maus anti CALEB 3-2G10/C8 (aa. 475-486) | 0,2 pg/ml (WH, WB) AG Rathjen
SLSTIAEGSHPN (m, ch; a und b Form) 1 pg/ml (IC, IH)
Maus anti CALEB 4-1C5 (aa. 280-285) GTAEPP | 0,1 pg/ml (WH) AG Rathjen
(Hiihnchen) 0,5-1 pg/ml (IH, IC)
Maus anti CALEB 8-1B8/D4 (aa. 480-489) | 0,5-1 pg/ml (IC) AG Rathjen
AEGSHPNDDP (m-a; ¢) 0,5 pg/ml (WH)
Maus anti CALEB 5-F12 (aa. 508-535) | 0,2 pg/ml (WB) AG Rathjen
SENIQNSMSPKLEGGKGDQDDLGVNCLQ (m-ab)
Kaninchen anti CALEB Rb55 (aa. 475-486) | 1: 600 (WB) AG Rathjen
SLSTIAEGSHPN (m-ab; c) 1:100 (IC)
Kaninchen anti CALEB Rb78 (m-ab) 0,5 pg/ml (WB) AG Rathjen
3 pg/ml (IC)
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Maus anti MAP2ab (K1 AP20) 1:300 (IC) Fa. Abcam
Maus anti PSD95 (K1 7E3-1B8) 1:200 (IC) Fa Affinity BioReagents
1:2000 (WB)

Maus anti Synapsin 1 1:2000 (IC) Fa. Synaptic Systems
Maus anti Synaptophysin 1 1:1000 (IC) Fa. Synaptic Systems
Maus anti Gephyrin (KI mAb7a) 1:500 (IC) Fa. Synaptic Systems
Meerschwein anti VGlutl 1:600 (IH) Fa. Synaptic Systems
Meerschwein anti VGlut2 1:200 (IH) Fa. Synaptic Systems
Kaninchen anti Kaninchen VGAT 1:1000 (IH) Fa. Synaptic Systems

Maus anti 2H3, (165 kD Neurofilament-Protein)

0,1 pg/ml (WH)
5 pg/ml (IC)

Dev. Studies Hybridoma

Bank, Iowa

Kaninchen anti Phospho-(Ser/Thr)Akt Substrate | 1:1000 (WB) Fa. Cell Signalling
(R/K)X(R/K)XX(T*/S*)
Kaninchen anti Phospho-Akt Substrate | 1:1000 (WB) Fa. Cell Signalling
(RXRXXS*/T*)
Kaninchen anti Phospho-(Ser)PKC Substrate 1:500 (WB) Fa. Cell Signalling
Maus anti Phosphotyrosin (K1 4G10) 0,2 pg/ml (WB) Fa. UPSTATE
Maus anti c-myc (K19E10) 2 pg/ml (WB) Fa Sigma
Penta His-tag HRP conjugate 1:2000 QIAGEN
Maus anti SNAP23 1:1000 Fa. Synaptic Systems
Kaninchen anti Calretinin 1:2000 (WB) Fa. Chemicon
Kaninchen anti Calbindin 1:2000 (IH) Fa. Chemicon
Kaninchen anti GluR2 (AMPA) 1:100 (IH), 0.2 pg/ul Fa. Chemicon
Kaninchen anti Maus L1 3 pg/ml (WB) AG Rathjen
Maus anti B3 actin 1:5000 (WB) Fa. Sigma

1:1000 (IC)
Maus anti y-tubulin 1:10000 (WB) Fa. Sigma

Cholera Toxin Subunit B (CT-B) Alexa Fluor 594

conjugated

lpg/ml

Molecular Probes

2.1.7.2. Sekundéare Antikorper

Konzentration

Antikdrper

(WB)-Western Blot
(IH)- Immunhistochemie

(IC)- Immunzytologie
(WH)- ,,Whole-mount*

Bezug/Firma

Ziege anti Kaninchen -Cy3 1:400 (IH), 1:200 (IC) Dianova
Ziege anti Maus -Cy3 1:400 (IC) Dianova
Ziege anti Kaninchen -HRP 1:25000 (WB), 1:400 (WH) Dianova
Ziege anti Maus - HRP 1:25000 (WB) Dianova
Ziege anti Kaninchen-AP 1:3500 (WB) Dianova
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Ziege anti Maus- AP 1:3500 (WB) Dianova
Ziege anti Maus Alexa 488 1:200 (IC) Molecular Probes
Ziege anti Kaninchen Alexa 488 1:200 (IC) Molecular Probes
Esel anti Meerschwein — Cy3 1:200 (IC) Dianova
Esel anti Meerschwein — Cy5 1:200 (IC) Dianova

2.1.8. Plasmide

pcDNA6mycHisC (Invitrogen)
APtag-5 (Wak-Chemie Medical GmBH)
pEGFP-NI (Invitrogen)

2.1.9. Verwendete Programme und Datenbanken

Folgende Computerprogramme und Datenbanken wurden fiir die Erstellung der vorliegenden

Arbeit genutzt:
e Microsoft Word und Microsoft Excel
e Adobe Photoshop 7,0
e CorelDraw X3
e DNASTAR
e Origin7
e  Axio-Vision 4 (Zeiss, Jena)
e LaserPix 4.0, Laser Sharp 2000
e  MetaMorph
e Reference Manager 10
e Imagel

e  Primer 3

e PubMed, BLAST, Prosite, OMIM von NCBI

e  SwissProt, Prosite und Compute pl/Mw

2.1.10. Eukaryontische Zelllinien

e (COS-7
e MDA-MD 231, MDA-MD 453, T47D

2.1.11. Versuchstiere

(Microsoft)

(Adobe)

(Corel, Ottawa, Kanada)

(Lasergene, Madison, USA)

(Originlab, Northampton, USA)

(Zeiss, Jena, Deutschland)

(Bio-Rad)

(Visitron Systems GmbH, Puchheim, Deutschland)
(ISI ResearchSoft)

http://rsb.info.nih.gov/ij/

http://frodo.wi.mit.edu/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.org/

ATCC/LGC, Wesel
ATCC/LGC, Wesel

Tiere folgender Méusestimme wurden zu Versuchen in der vorliegenden Arbeit genutzt:

e CALEB,Knock-out Maus (CALEB -/-) (AG Rathjen)

e Tissue plasminogen activator ,,Knock-out* Maus (tPA-/-) (erhalten von AG Carmeliet, K.U. Leuven)

e  [B-Secretase ,,Knock-out“ Maus (BACEI -/-) (erhalten von AG Garrett/AG C. Birchmeier, MDC-Berlin)

e  thyl-M-GFP (erhalten von AG Sanes, Washington Univ. )


http://rsb.info.nih.gov/ij/
http://frodo.wi.mit.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.org/
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e (C57BI/6 (Hauszucht; Charles River; Tierzucht Berlin-Schonwalde)

Hithnerembryonen (Gallus gallus) wurden aus befruchteten Bruteiern gewonnen (Fa.
Lohmann Tierzucht). Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37° C und 55%
Luftfeuchtigkeit.

2.1.12. Gerate

Fluoreszenzmikroskopie:
Systemmikroskop Axiovert 200M Zeiss, Jena, Deutschland
Systemmikroskop BX 51 Olympus Life Science Europa GmbH, Hamburg, Deutschland
Filter: - U-MSP101v1 MFISH FITC Filter
U-MSP102v1 MFISH Cy3 Filter
U-MSP104v1 MFISH Cys5 Filter
Objektive: UPLFLN40xPH/0.75 UPlan Semi Apo Phase, 40x Phasenkontrastobjektiv
UPlanApo 40x/1.00 Olimmersionsobjektiv
Kamera: 14bit-CCD-Kamerasystem, Spot PURSIUT
Lampe: X-Cite-120W Metallhalidlampe

Konfokales Mikroskop:
Laser-Scanning Mikroskop,
Leica DM TCS SP2 Leica, Solms, Deutschland
HCX PL APO 40x Oil, 1.25 (Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland)

Laser-Scanning Mikroskop,

Bio-Rad MRC 1024 Bio-Rad

Plan NEOFLUAR 63x Olobjektiv, numerische Apertur 1.25 (Zeiss)

Plan NEOFLUAR 100x Olobjektiv, numerische Apertur 1.25 (Zeiss)
Laser-Scanning Mikroskop,

LSM 510 NLO Meta Zeiss, Deutschland

LD LCI Plan-Apochromat 25x/0,8 DIC Oil/Glyc./Water

488 nm / Filter: BP500-550

2P-Laser 750-1050 nm (3.5 W) / Filter: BP520-555

Kryostat:

Kryostat JUNG GM 3000 Leica, Solms, Deutschland

Vibratom VT1000S Leica, Solms, Deutschland

Superfrost Plus Objekttriager Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, Deutschland

Molekular- und Mikrobiologie:

BioPhotometer Eppendorf, Deutschland
Mastercycler gradient Eppendorf ,Deutschland
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Zentrifuge 5415R

Zentrifuge Megafuge 1.0R
Zentrifuge Sorvall RC5B
Zentrifuge Sorvall WX Ultra 80
Zentrifuge Sorvall RC M150 gx

Zellkulturmaterialen:
Glaspléattchen 13 / 15 mm, Assistent
Inkubator

Kulturschalen 60mm
Kulturflaschen T25

12 / 24-Lochplatten

Objekttriger

Eppendorf, Deutschland

Heraeus (Thermo Fisher Scientific, Inc.), Deutschland
Du Pont Instrument

Thermo Electron Corporation

Thermo Electron Corporation

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sandheim, Deutschland
Heraeus (Thermo Fisher Scientific, Inc.), Deutschland
TPP AG, Trasadingen, Schweiz

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardtechniken wie z.B. Medienherstellung,
Agaraosegelelektrophorese, Restriktionsenzymverdau, Klonierung und Ligation wurden nach
den von Sambrook und Kollegen beschriebenen Protokollen durchgefiihrt (Sambrook et al.,

1989).
2.2.2. Quantitative Real-Time-PCR und semi-Quantitative-PCR

2.2.2.1. RNA-Aufreinigung mittels TRIzol-Reagenz

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit dem TRIzol-Reagenz (Sigma) entsprechend den
Herstellerangaben nach der Einzelschrittmethode von (Chomczynski and Sacchi, 1987).
TRIzol, eine monophasische Losung aus Phenol und Guanidinthiocyanat, wird verwendet, um
die Zellen aufzulosen und gleichzeitig die Ribonukleinséuren zu stabilisieren.

Die verwendeten Gewebe wurden aus Maiusen prapariert und bei — 80°C gelagert. Um
Kontakt mit RNAsen und sonstigen Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle zur
RNA-Aufreinigung verwendeten Gerite autoklaviert, ddH,O wurde im vornhinein mit DEPC
behandelt und ebenfalls autoklaviert.

Die Gewebe wurden in je 0,5 ml TRIzol mittels eines autoklavierten Glashomogenisators
homogenisiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 0,1 ml Chloroform
wurden die Proben ca. 15 s per Hand geschiittelt und fiir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Alle folgenden Schritte wurden auf Eis und die Zentrifugationen bei 4 °C durchgefiihrt. Die
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2. Material und Methoden

15-miniitige Zentrifugation bei 12000 g bewirkte eine Phasentrennung. Die untere rote
Phenol-Chloroform-Phase enthielt die Proteine, die weile Interphase die DNA und in der
oberen farblosen wissrigen Phase war die RNA gelost. Die wéssrige Oberphase wurde
vorsichtig abgenommen und in ein neues Rdohrchen transferiert, die RNA mit 250 pl
Isopropanol prazipitiert und der Fillungsansatz nach 10 min Inkubation bei 12000 g
zentrifugiert. Nach vorsichtigem Entfernen des Uberstandes war die RNA als sehr helles,
geliges Pellet sichtbar und wurde mit 0,5 ml 75% Ethanol (in DEPC-ddH,0) gewaschen und
5 Minuten bei 7500 g erneut pelletiert. Zur vollstdndigen Entfernung des Ethanols wurde das
Pellet fiir ca. 5 min luftgetrocknet und anschlieBend in 50 pul RNAse freiem DEPC-H,O

resuspendiert.

2.2.2.2. Konzentrationsbestimmung von RNA

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden die isolierte Gesamt-RNA mit
DEPC-ddH,0O 1:10 verdiinnt und die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 260 nm
gemessen.

Die ermittelten Konzentrationen wurden in einem 1%igen Agarosegel iiberpriift. Der
TAE-Puffer fiir den Gellauf und das Gel selbst wurden mit DEPC-ddH,0 hergestellt. Die
RNA-Proben wurden anschlieend bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.2.3. Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Bei der reversen Transkription wird, ausgehend von einer RNA-Matrize, die entsprechende
einzelstringige komplementire DNA (cDNA) synthetisiert. Fiir eine Quantifizierung kann
diese in einer nachfolgenden Real-Time-PCR amplifiziert werden. Bei der reversen
Transkription konnen Oligo(dT)-Primer, die an den Poly-A"-Schwanz am 3’-Ende der mRNA
gebunden sind, als Startpunkt fiir die Reverse Transkriptase, einer RNA-abhdngigen DNA-
Polymerase, dienen. Es wurde eine sogenannte ,,Two Step RT-PCR* durchgefiihrt, bei der
zunichst die Umschreibung der mRNA in cDNA anhand der Reversen Transkriptase
stattfindet und anschlieend eine von dieser Reaktion unabhédngigen Vervielfiltigung der
cDNA iiber eine Real-Time-PCR oder semi quantitative-PCR durchgefiihrt wird.

Fiir die reverse Transkription wurden jeweils 2 pg der isolierten Gesamt-RNA eingesetzt.
Zundchst wurden die jeweilige RNA, die Oligo(dT)-Primer und dNTPs zum Auflosen
moglicher Sekundirstrukturen fiir 5 min auf 65 °C erhitzt (Ansatz A, sieche unten) und
anschlieend schnell auf Eis tiberfithrt (zum Erhalten der linearisierten Struktur), um den

Ansatz B (siehe unten) hinzuzufiigen.
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Ansatz A der reversen Transkription

RNA (2 pg) X ul

Oligo(dT)-Primer (500pg/ml) 1 pl

dNTP-Mix (10mM/dNTP) 2 ul

DEPC-ddH,0 Y pl /12 pl Gesamtvolumen

Ansatz B der resersen Transkription

5X first strand buffer 4 ul
0.1 M DTT (Dithiothreitol) 2 pl
RNAse Out I ul

Fir die Anlagerung der Oligo(dT)-Primer an die linearisierte RNA wurden die 19 pl -
Ansitze fiir 2 min auf 42 °C erhitzt. AnschlieBend wurde zu jedem Ansatz 1 pl (= 200 U)
reverse Transkriptase (SuperScript™ II RT) pipettiert. Die RT-Reaktion erfolgte fiir 45 min
bei 42 °C und ein anschlieBendes Erhitzen {iber 15 min auf 70 °C inaktivierte die reverse
Transkriptase. Die RT-Reaktion wurde automatisiert im Mastercycler gradient (Eppendorf)
durchgefiihrt. Die Ansétze, die nun die gesamte cDNA enthielten, wurden iiber Nacht bei

-20 °C gelagert.

2.2.2.4. cDNA-Quantifizierung tiber Real-Time-PCR (QRT-PCR)

Zur Quantifizierung der Expression von mRNA wurde eine Real-Time-PCR durchgefiihrt.
Der hierbei verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (Power SYBR® Green PCR
Master Mix -Applied Biosystems) interkaliert in die kleinen Furchen doppelstrangiger DNA.
Nach Anregung bei 497 nm emittiert der in die DNA eingelagerte Farbstoff Licht der
Wellenldnge 520 nm. Das Fluoreszenzsignal wird jeweils am Ende der Elongationsphasen
gemessen, wenn in jedem Zyklus die maximal amplifizierte Menge an doppelstrangiger DNA
vorliegt.

Da die Intensitidt des gemessenen Fluoreszenzsignals von der Menge an doppelstringiger
DNA abhingt, wird bei einer Probe mit hoher Ausgangsmenge an cDNA ein bestimmter
Signal-Schwellenwert (Ct-Wert) eher erreicht als bei einer Probe mit geringerer DNA-Menge.
Parallel zu den cDNA-Proben wurde die cDNA des konstitutiv exprimierten ,,house-keeping*
Gens fiir B-Actin oder GAPDH als Vergleichswert (interner Standard) gemessen. Durch
Vergleich des Ct-Wert der unbekannten Probe mit den Ct-Wert der Standardreihe kann somit
die relative cDNA-Menge bestimmt werden.

Da SYBR" Green unspezifisch in dsDNA interkaliert, ist es besonders wichtig, die Bildung
von Primer-Dimeren so weit wie moglich auszuschlieBen, deshalb wurde darauf geachtet,

dass die Sequenzen der Primer nicht komplementir sind.
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Die Primer wurden so entworfen, dass sie in zwei durch mindestens ein Intron getrennten
Exons liegen, wodurch auf Grund der Linge des polymerisierten Bereiches genomische
Kontaminationen eliminiert werden. Die Kontrolle der Produktspezifitit der Real-Time-PCR
erfolgt im Anschluss an jede PCR iiber eine Schmelztemperaturanalyse (52-95 °C). Hierbei
wird das Amplifikat (dsDNA) iiber eine kontinuierliche Temperaturerh6hung
aufgeschmolzen. Die Schmelztemperatur hingt von der Léinge der Sequenz und dem
GC-Gehalt der dsDNA ab. Zeigt die Schmelztemperaturkurve (Melting curve) mehr als einen
Gipfel, meist mit geringerer Temperatur als das des Zielgens, so wurden unspezifische
Produkte oder Primer-Dimere amplifiziert und die PCR-Bedingungen miissen optimiert bzw.
neue Primer entworfen werden.

Fiir jede cDNA-Probe wurden wiedergegebene Komponenten zusammengefiigt und dem im
abgebildeten PCR-Programm unterzogen. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz, der statt
der cDNA eines Entwicklungsstadiums 5 ul DEPC-ddH,O enthielt.

Zur Amplifikation der cDNA wurden die Primer (F = forward) und (R = reverse) verwendet.

Real-Time-PCR-Ansitze: Die Polymerase und cDNA wurden den Ansétzen als letztes
hinzugefiigt.

Power SYBR Green PCR Master Mix (2x) 10 ul

DEPC-ddH,0 6ul
c¢DNA (1:10, 1:100 oder 1:1000) 1ul
Forward — Primer Ll
Reverse — Primer Il

Real-Time-PCR-Bedingungen:

Phase Temperatur (°C) Dauer (s.) Wiederholungen
initiale Denaturierung 95 600 1
Denaturierung 95 10 40
Annealing + Elongation 60 40 40
Melting curve 52-95 40 1

Zur quantitativen Auswertung der Messdaten wurden die Ct-Werte der mRNA anhand der Ct-
Werte von B-Actin oder GAPDH mRNA normalisiert.

2.2.3. Genotypisierung

2.2.3.1. Isolierung genomischer DNA

Fiir die Genotypisierung von Miusen wurde die genomische DNA (gDNA) mit dem ,,High
Pure PCR Isolation Kit*“ (Roche Molecular Biochemicals) nach Angaben des Herstellers

isoliert. Als Ausgangsmaterial diente Gewebe vom Schwanz bzw. Embryonalhiillen.

25



2. Material und Methoden

2.2.3.2. PCR

50 ul Reaktionsansatz fir CALEB:

5 ul 10x LA PCR Puffer (TaKaRa Bio Inc.)
5 ul25 mM MgCl,
8 ul ANTP Mischung
1 pl Primer MIMO1 (25 mM) oder Primer MIMO76 (25 mM)
1 pl Primer MIMO76 (25 mM)
x ul gDNA (unverdiinnt) + y pl H,O
0.25 pl TaKaRa LA Taq Polymerase (5 units/pl)
PCR Protokoll fiir CALEB:

94 °C/10min

94 °C/30s, 68 °C (-0,5)/45 s, 20 Zyklen
72 °C/1min

94 °C/30s, 58 °C /45 s, 20 Zyklen

72 °C/10 min

4 °C/o

Die PCR wurde mit der PCR Maschine ,,Mastercycler Gradient” (Eppendorf) durchgefiihrt,
die PCR-Produkte anschlieBend in einem 1.5 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt

und mit Hilfe der ,,ChemiDoc* (Biorad) dokumentiert.

2.2.4. Isolierung von DNA-Fragmenten

DNA- Fragmente wurden nach deren gelelektrophoretischer Auftrennung unter Verwendung
des Kits ,,QiaQuick* (Qiagen) isoliert.

2.2.5. Transformation

2.2.5.1. Chemokompetente E.coli DH5a

Die Erzeugung chemokompetenter Bakterien erfolgte nach der “Frozen Storage III” Methode

(Hanahan, 1985).

2.2.5.2. Transformation von DH5q,

100 pl der kompetenten DH5o Bakterien (AG Rathjen) wurden auf Eis aufgetaut, dann mit
10 pl (1 pl DNA-Plasmid +9 pl H,O) des Ansatzes vermischt und 20 min auf Eis inkubiert.
Nach einem 2 miniitigen Hitzeschock bei 42 °C wurde der Ansatz 90 s auf Eis abgekiihlt,
anschlieBend mit 390 pul vorgewarmten LB-Medium versetzt und fiir eine Stunde bei 37 °C
geschiittelt. 50 pl des Ansatzes wurden danach auf eine LB-Agarplatte mit geeignetem
Antibiotikum ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

e LB Medium: 10 g/l Trypton (BD-Bioscience Clontech), 5 g/l Hefeextrakt (BD-Bioscience Clontech),
10 g/l NaCl (Merck); pH 7.0; 15 min bei 121 °C autoklaviert
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e LB Agar: LB Medium mit 1,5 % Agar Agar (Roth) mit 100 pg/ml Ampicilin (Sigma)

2.2.5.3. Gewinnung der Plasmid-DNA aus transformierten E. coli DH5a

Jeweils eine Bakterienkolonie wurde mit 3 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicilin {iber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des QIAprep
Spin Miniprep Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers und wurde in 50 pl EB Puffer

aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

2.2.5.4. Plasmid-DNA Praparation

Die Priparation von Plasmid DNA erfolgte mit dem ,,Plasmid Mini Kit* bzw. ,,Plasmid Midi
oder Maxi Kit* (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

2.2.5.5. Sequenzierung der Plasmid-DNA

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde von der Firma MWG, Ebersberg durchgefiihrt.

2.2.6. Proteinexpression in eukaryontischen Zellen durch Transfektion mit

Lipofectamine 2000

Fiir die Expression der rekombinanten Maus EGF-Domine (mEGF) und der Huhn
EGF-Domine (chEGF) von CALEB in COS-7 Zellen wurde ein DNA-Abschnitt mit den
Primern ,,EGF Fa/EGF R* ,EGF Fb/EGF R“und,APtagF/APtagR* amplifiziert, der fiir
die zwei verschiedenen Regionen der EGF-Domine von CALEB kodiert. Der DNA-
Abschnitt wurde in die eukaryontische Expressionsplasmide pcDNA6mycHisC fiir mEGF
und APtagStagmycHis fiir chEGF {iber die Restriktionsschnittstellen EcoRV und Xhol und
EcoRV und Xhol kloniert. Dieses Plasmid kodiert fiir die Méuse EGF-Doméne mycHis-
Abschnitt und chEGF-Doméne mycHis-Abschnitt, der in Fusion mit dem entsprechenden
Protein exprimiert wird.

Die EGF-Konstrukte wurden in COS-7 Zellen mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
transfiziert und einen Tag nach der Transfektion fiir vier Tage in DMEM / 1 % FCS kultiviert.
Das Lipofectamine 2000 (Invitrogen) wurde gevortext und pro Transfektionsansatz 8 pl zu
200 pl OptiMEM gegeben, gemischt und 5 min inkubiert. In einem anderen Reaktionsgefdl3
wurden 2 pg der zu transfizierenden DNA zu 200 pul OptiMEM gegeben und ebenfalls
gemischt. AnschlieBend wurden beide verdiinnten Ansitze zusammengegeben und vermischt.
Nach einer 20 miniitigen Inkubationszeit wurde der Ansatz zu 90-95 % konfluenten Zellen in
OptiMEM gegeben (6 cm Schalen) und gleichméBig verteilt. Nach 4 h Inkubation im 37 °C
Inkubator wurde das Medium gegen DMEM mit 10 % FCS ausgetauscht.
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Nach dieser Zeit wurde der Zellkulturiiberstand und Zelllysat abgenommen. Der
Zellkulturiiberstand wurde fiir 20 min bei 4 °C und 1.000 g (Heraeus-Zentrifuge)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in der Sorval RC5-B Zentrifuge mit
dem Rotor SS-34 bei 20.000 g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Zelllysat wurde zweimal
mit kaltem PBS in PBS gewaschen und danach in Lysis-Puffer resuspendiert. Dann wurden
die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgekratzt und in Fliissigstickstoff gefroren.
AnschlieBend wurde das Lysat mit Hilfe einer feinen 18-Injektionnadel homogenisiert. Das
homogenisierte Lysat wurde mit NINTA Magnetic Agarose Beads fiir 2 Stunden inkubiert
und dann auf eine NiNTA-Sdule aufgetragen. Diese wurde vierfach mit 8 ml NW-Puffer
gewaschen. Die Elution wurde mit NE-Puffer durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das eluierte

Fusionsprotein tiber SDS-PAGE analysiert.

e Lysis-Puffer: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazole, 0,05% (v/v) Tween 20,
Proteaseinhibitoren (10 uM Leupeptin, 40 U/ml Aprotinin, 200 uM PMSF, 10 uM Pepstatin), pH 8

e NB-Puffer: 50 mM NaH,PQ,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazole, 0,05% (v/v) Tween 20, pH 8

e NW-Puffer: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazole, 0,05% (v/v) Tween 20, pH 8

e NE-Puffer: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazole, 0,05% (v/v) Tween 20, pH 8

Verwendete Plasmide:
e pcDNA6mycHisC-EGF/CALEBa
e pcDNA6mycHisC-EGF/CALEBb
e chAPtag5-EGF/CALEBmycHis

2.3. Zellkulturtechniken

2.3.1. Praparation und Kultivierung primarer Neuronen

Die primdren Neuronenkulturen wurden von embryonalen (E16) oder neugeborenen (P1),
cortice und Hippocampi angelegt. Dafiir wurden aus CALEB -/- (AG Rathjen) und
Wildtyp-Embryonen (C57B1/6) (Charles Rivers) prapariert.

Sédmtliche Arbeitschritte der Priparation, Kultivierung und Behandlung der Zellen wurden
unter sterilen Arbeitsbedingungen an einer Sterilwerkbank durchgefiihrt. Benotigte Medien
und Medien-Zusédtze wurden unter Verwendung von Einmalsterilfiltern (0,2 pm) sterilfiltriert.
Die 15 mm Glaspldttchen (Assistent) wurden in einer 12-Lochplatte mit einer 0,01 % Poly-D-
Lysin-Losung iiber Nacht bei 37 °C beschichtet. Das Poly-D-Lysin wurde am Priparationstag
abgesaugt und die Glasplattchen mit Wasser gewaschen. AnschlieBend wurden diese in NB-

Medium fiir 30-90 min bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Das stark positiv geladene
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Poly-D-Lysin dient zusammen mit den Serumproteinen der Anhaftung der Neurone auf der
Glasoberfliche.

Trachtige Mause wurden mit Ether betdubt und ausschlieBend durch zervikale Dislokation
getdtet. Die Bauchdecke wurde gedffnet, der Uterus entnommen und in ein mit PBS-Losung
gefiilltes Becherglas (auf Eis) tiberfiihrt. Die Uterushiille wurde gedffnet, der Embryo von der
Plazenta befreit und in eine saubere Petrischale iibergefithrt. AnschlieBend wurden die
Embryen mit einer Schere dekapitiert, der Kopf in eine neue Schale iibergefiihrt und die
Schideldecke entfernt. Die Gehirne wurden entnommen und auf Eis gesammelt. Unter dem
Mikroskop wurde der Hirnstamm entfernt und das Hirn in seine zwei Kortexhélften zerlegt.
Der Thalamus und Pia mater wurden entfernt und die Kortexhélfte oder die Hippocampi
herauspripariert. Das Gewebe wurde in HBSS-Medium auf Eis gesammelt, der Uberstand
verworfen. In Trypsin-Losung wurde das Gewebe fiir 10 min bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert, anschlieBend Trypsin-Losung abgenommen und verworfen. Nach der Inkubation
wurde das Gewebe in DNase-Losung gewaschen, der Uberstand abgenommen und verworfen.
Das Gewebe wurde mit einer verengten Pasteurpipette schonend in NB-Medium vereinzelt (je
20 x). Dann wurden die Zellen fiir 5 min bei 800 rpm (Heraeus Megafuge 1.0R) zentrifugiert
und das Zellpellet in NB-Medium resuspendiert. Fiir der Zéhlung der Zellen wurde ein
Aliquot des Uberstands abgenommen und die Zihlung erfolgte mit einer Neubauer
Zihlkammer. Die Kultivierung erfolgte in 12 oder 24 Lochplatten, wobei 1 ml NB-Medium
pro Loch verwendet wurde. Die Neurone wurden bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert

Die Kultivierungsdauer und Dichte der ausgesdten Zellen wurden dem jeweiligen Zweck des

Versuchs angepasst (60.000 bis 100.000 Zell/cm?).

e Poly-D-Lysine-Lésung: 0,01% poly-D-lysine hydrobromide (P6407 Sigma)
e HBSS-Medium: HBSS-Medium (Invitrogen),

e Trypin-Ldsung: 0,05 % Trypsin (Roche); 1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen); HBSS-Medium
(Invitrogen)

e DNase-Losung: NB-Medium (Invitrogen); 1380 U/ml DNase Type IV (Sigma); 0,01 mM Ovomucoid
/ Trypsin-Inhibitor (Roche); 1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen)

e NB-Medium: B-Mercaptoethanol (50 mM) 25 uM; L-Glutamin (200 mM) 0.25 mM;
B27-Supplement 2 %; Penicillin/Streptomycin (5 %) 0,05 % ; FCS 1 %.

2.3.2. Proteinexpression von kultivierten Neuronen durch Transfektion mit Effectene

Die Transfektion der primdren neuronalen Zellkultur mit einem GFP Konstrukt erfolgte am
sechsten und zwolften Tag in vitro (DIV = days in vitro). Hierzu wurde das Effectene-

Transfektionsreagenz (Qiagen) verwendet.
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300 ng der zu transfizierenden DNA wurden mit 60 pl EC-Puffer und 1.6 pul Enhancer kurz
gevortext und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wird die DNA durch
Interaktion mit dem Enhancer inkubiert. Nach Zugabe von 5 pl Effectene und kurzem
Vortexen entsteht in der anschlieBenden 15-miniitigen Inkubationszeit ein Komplex aus
kondensierter DNA und Effectene. Das Effectene Reagenz formt spontan Micellenstrukturen,
in denen der DNA-Komplex eingeschlossen ist.

Die auf Glasplittchen kultivierten Neurone wurden in der Zwischenzeit in 500 pl
vorgewarmtem NB-Medium ohne FCS und B27 in eine neue 12-Lochplatte tiberfiihrt.
AnschlieBend wurde der DNA-Effectene-Komplex mit 200 pl NB-Medium vermengt und
270 ul davon auf die in NB-Medium befindlichen Zellen getropft. Die Transfektionszeit
betrug 2 h bei 37 °C und 5% CO,. Zur Proteinexpression wurden die Glasplittchen
anschlieBend in Kultivierungsmedium (NB-Medium B27/FCS) iiberfiihrt; die Expressionszeit

betrug zwei Tage vor der Fixierung am achten und vierzehnten Tag in vitro.

e NB-Medium: B-Mercaptoethanol (50 mM) 25 uM; L-Glutamin (200 mM) 0,25 mM;
Penicillin/Streptomycin (5 %) 0,05 %.

e NB-MediumB27/FCS: B-Mercaptoethanol (50 mM) 25 puM; L-Glutamin (200 mM) 0,25 mM;
B27-Supplement 2 %; Penicillin/Streptomycin (5 %) 0,05 % ; FCS 1 %.

e EGFP-N1: 300 ng/Lochplatte

2.4. Biochemische Methoden

2.4.1.Gewinnung von Proteinextrakten aus Geweben

Nach Betdubung mit Ether wurden die Mause durch zervikale Dislokation getotet.

Zur Untersuchung eines Expressionsprofils von CALEB in verschiedenen Hirnteilen und
Entwicklungsstadien, wurde das Gewebe von den jeweiligen C57Bl/6 Wildtyp-Méusen
priapariert und gewogen. Pro mg Nassgewicht Gewebe wurden 5 pul des
Homogenisationspuffers zugegeben und mit Eppendorf-Homogenisatoren homogenisiert.
Das Homogenisat wurde zundchst fiir 20 min, bei 4 °C und 13000 g in einer
Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde photometrisch vermessen (280 nm),
mit Laemmli-Puffer versetzt, aufgekocht und bis zur Auftrennung mittels SDS-PAGE bei

-20 °C aufbewabhrt.
o Homogenisationspuffer: 1 % CHAPS, 40 U/ml Aprotinin; 10 pM Pepstatin; 10 uM Leupeptin;
200 uM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) in PBS, pH-Wert 7,4
e 5x Laemmli-Puffer: 60 mM Tris/HCI (pH 6,8), 10 % SDS, 10 % B-Mercaptoethanol, 50 %

Glycerin, 1,5 % Bromphenolblau

30



2. Material und Methoden

Zur Untersuchung der Prozessierung von CALEB wurden akute, kortikale Hirnschnitte (1 mm
dick) unter unterschiedlichen Bedingungen inkubiert. Die inkubierten Hirnschnitte wurden 10
min bis 2 Stunden bei Raumtemperatur unter Begasung (5 % CO,, 95 % O;) in ACSF-Ldsung

gehalten und unter unterschiedlichen pharmakologischen Bedingungen behandelt.

e ACSF-Lsg: 120 mM NaCl, 4 mM KCl, 1,25 mM NaH,PO,-H,0, 25 mM NaHCOs, 10 mM Glucose,
pH-Wert 7,3

2.4.2.Gewinnung von Proteinextrakten aus der Zellkultur

Die konfluenten Zelllinien oder primire Neuronenkulturen wurden zweimal mit kaltem PBS
gewaschen, in PBS, danach in Lysislosung resuspendiert. Die Lysislosung enthilt
Proteaseinhibitoren, Phosphataseinhibitoren und CHAPS. Das zwitterionische Detergenz
CHAPS 16st hydrophobe Proteine und minimiert Proteinaggregationen (Perdew et al., 1983).
Dann wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgekratzt, mit einer feinen Kaniile (@
0,4 mm) homogenisiert und 20 min bei 4 °C und 13000 g in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Laemmli-Puffer versetzt und aufgekocht und bis zur

Verwendung in der SDS-PAGE bei -20 °C autbewahrt.

e Lysislosung: 1 % CHAPS (Sigma), Proteaseinhibitoren (10 puM Leupeptin, 40 U/ml Aprotinin,
200 uM PMSF, 10 uM Pepstatin) und Phosphataseinhibitoren (PhosphoSTOP)

2.4.3. Subzellulare Fraktionierung von Nervengewebe zur Gewinnung von Synaptosomen,

synaptischen Vesikeln und der postsynaptischen Fraktion

2.4.3.1 Gewinnung der postsynaptischen Fraktion (PSD)

Ein Protokoll von (Carlin et al., 1980) wurde mit einigen Modifizierungen verwendet (siche
Schema unten Abb. i). Das Experiment erfolgte mit neugeborenem Méiusegehirn C56B1/6
P20. Das Gehirn wurde aus dem Mausschiddel entnommen und in eiskalten Puffer A gelegt.
Die weiteren Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

Zur Aufarbeitung der postsynaptichen Fraktionen wurden die Gehirne in Puffer-A mit einem
Douncer/Homogenisator 10x bei 900 rpm homogenisiert. Mit Hilfe der differentiellen
Zentrifugation wurde das Gewebehomogenat bzw. die nachfolgend hergestellten Fraktionen
jeweils in eine schwere Pelletfraktion (P) und in eine leichtere Fraktion (S) getrennt.

Das gewonnene Homogenat wurde in einer Sorvall RC5B Zentrifuge mit dem Rotor SS-34

bei 1.000 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Das resultierende Pellet P1 aus unlysierten
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Zellen, Zellbruchstiicken und Zellkernen wurde wieder in Puffer A mit einem
Douncer/Homogenisator 10x bei 900 rpm homogenisiert und zentrifugiert. Das resultierende
Pellet P1° wurde verworfen. Der postnukleare Uberstand (postnuclear supernatant- S1+S1°)
wurde abgenommen und in der Sorvall RC5B Zentrifuge mit dem Rotor SS-34 bei 12.000 g
fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das resultierende Pellet enthélt die grobe Membranfraktion
(P2). Um die gereinigte Synaptosomenfraktion zu erhalten, wurde die grob aufgearbeitete P2-
Fraktion in 6-7 ml in Homogenisationspuffer B resuspendiert und auf einen
Saccharosegradient geladen. Der Stufengradient besteht aus 0.85 M, 1 M und 1.2 M Sachrose.
Der Gradient wurde in der Ultrazentrifuge (UZ) WX Ultra 80 mit dem Rotor AH-629 bei
85.000 g fiir 2 Stunden bei 4 °C zentrifugiert. Die Synaptosomenfraktion, als Triibung an der
Trennlinie zwischen der 1,2 M und 1 M Saccharoseschicht erkennbar, wurde mit einer
gebogenen Pasteurpipette abgenommen und einem hypoosmotischen Schock unterzogen.
Hierzu wurde diese Fraktion mit dem fiinffachen Volumen eines niedermolaren Tris-Puffers,
5 mM Tris/HCI mit 1 mM DTT, fiir 30 min auf Eis versetzt. Nach dieser Behandlung wurde
die Losung in der Sorvall RC5B Zentrifuge mit dem Rotor SS-34 bei 33.000 g fiir 30 min bei
4 °C zentrifugiert. Das resultierende Pellet enthdlt die gereinigten synaptosomalen
Membranen (P3). Diese Fraktion wurde in 6-7 ml 5 mM Tris/HCI homogenisiert und auf
einen Saccharosegradient aus 1 M, 1,5 M und 2 M Sachrose geladen. Der Gradient wurde in
der Ultrazentrifuge (UZ) WX Ultra 80 mit dem Rotor AH-629 bei 85.000 g fiir 2 Stunden bei
4 °C zentrifugiert. Die Fraktion der ,,synaptic junctions® (SJ) erscheint an der Trennlinie
zwischen der 1,5 und 2 M Saccharoseschicht. Die SJ-Fraktion wurde mit 30 ml Puffer-B und
30 ml Puffer-C mit 2 mM DTT (60 ml/10 g Startmaterial) fiir 15 min bei 0 °C inkubiert. Um
die postsynaptischen Fraktion zu erhalten, wurde die SJ in der Sorvall RC5B Zentrifuge mit
dem Rotor SS-34 bei 33.000 g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Das resultierende Pellet
enthdlt die postsynaptische Fraktion (PSD). Diese wurde in Puffer-B resuspendiert und die

Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der Lowry Methode.

e Puffer A: 0,32 M Saccharose, Proteaseinhibitoren (10 uM Leupeptin, 40 U/ml Aprotinin, 200 uM
PMSF, 10 uM Pepstatin), pH 7,4

e Puffer B: 0,32 M Saccharose, 5 mM Tris/HCI, Proteaseinhibitoren (10 uM Leupeptin, 40 U/ml
Aprotinin, 200 uM PMSF, 10 uM Pepstatin), pH 8,1

e Puffer C: 0,32 M Saccharose, 12 mM Tris/HCI, Proteaseinhibitoren (10 uM Leupeptin, 40 U/ml
Aprotinin, 200 uM PMSF, 10 uM Pepstatin), pH 8,1

e Sacchrosegradient: 0,85; 1; 1,2; 1,5, 2 M Saccharose, 5 mM Tris/HCI, pH 8,1
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H - Homogenat

S1 P1
| |
S1+S1” ST’ P1" (Zellbruchstiicke und Zellkerne)
S2 | P2 (grobe Membranfraktion)
|
S2 P2" (PM Plasmamembran Fraktion)

(SY) Synaptosomen

S3 P3 (SM - synaptosomale Membranen)

(SJ - ,synaptic junctions*)

S4 P4 (PSD postsynaptische Fraktion)

Abb. i: Schematische Darstellung der Gewinnung der postsynaptischen Fraktion (PSD)

2.4.3.2. Gewinnung der synaptosomalen Fraktion und synaptischen Vesikeln

Die Aufreinigung der synaptosomalen Fraktion und synaptischen Vesikel erfolgte nach
(Edelmann et al., 1995;McMahon et al., 1992) und (Huttner et al., 1983) mit einigen
Modifizierungen (sieche Schema unten, Abb. ii). Zur Priparation wurden Miuse C56/Bl6
(P20) durch Dekapitierung getotet. Das Gehirn wurde aus dem Mausschéddel entnommen und
in eiskalten Homogenisationspuffer-A gelegt. Die weiteren Schritte wurden bei 4 °C
durchgefiihrt.

Zur Aufarbeitung der Synaptosomen und synaptischer Vesikel wurden die Gehirne in
Homogenisationspuffer mit einem Dounce-Homogenisator 10x bei 900 rpm homogenisiert.
Mit Hilfe der differentiellen Zentrifugation wurde das Gewebehomogenat bzw. die
nachfolgend hergestellte Fraktionen jeweils in eine schwere Pelletfraktion (P) und in eine

leichtere Fraktion (S) getrennt.
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Das gewonnene Homogenat wurde in einer Sorvall RC5B Zentrifuge mit dem Rotor SS-34
bei 1.000 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Das resultierende Pellet P1* wurde verworfen.
Der postnukleare Uberstand (S1) wurde abgenommen und in der Sorvall RC5B Zentrifuge
mit dem Rotor SS-34 bei 13.000 g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das resultierende Pellet
enthélt die grob gereinigten Synaptosomen (P2).

Um die gereinigte Synaptosomenfraktion zu erhalten, wurde die grob aufgearbeitete P2-
Fraktion in Homogenisationspuffer-B resuspendiert und auf einen Saccharosegradienten (0.85
M, 1.0 M und 1.2 M) geladen. Der Gradient wurde in der Ultrazentrifuge (UZ) WX Ultra 80
mit dem Rotor AH-629 bei 85.000 g fiir 2 Stunden bei 4 °C zentrifugiert. Die
Synaptosomenfraktion, die an der Trennlinie zwischen der 1 und 1.2 M Saccharoseschicht
erscheint, wurde mit einer gebogenen Pasteurpipette abgenommen und in eine Natrium-
Losung hinzufiigt. Diese wurde mit dem Rotor SS-34 bei 15.000 g fiir 12 min bei 4 °C
zentrifugiert, um eine gereignete Synaptosomenfraktion (P3) zu bekommen.

Um die gereinigten synaptischen Vesikeln zu erhalten, wurde die grob aufgearbeitete P2-
Fraktion mit eiskaltem dest. Wasser plus Proteaseinhibitoren 1:10 verdiinnt, fiir 30 min bei 0
°C inkubiert und danach homogenisiert. Diese wurde mit dem Rotor SS-34 bei 30.000 g fiir
20 min bei 4°C zentrifugiert. Das resultierende Pellet enthilt die Plasmamembran und
unlosliche Anteile des Zytoskellets (LP1). Um die leichten synaptischen Vesikel (LP2) und
zytosolischen Proteine (LS2) zu erhalten, wurde der Uberstand (LS1) in der Mini-
Ultrazentrifuge (M-UZ) RC M150gx mit dem Rotor RP100-AT4 bei 300.000 g fiir 30 min bei
4 °C zentrifugiert. Das LP2 Pellet wurde in Homogenisationspuffer-A resuspendiert.

e Homogenisationspuffer-A: 0.32 M Saccharose, 4 mM Hepes, Proteaseinhibitoren (10 uM Leupeptin,
40 U/ml Aprotinin, 200 uM PMSF, 10 pM Pepstatin), pH 7.4

e Homogenisationspuffer-B: 10 mM Tris, 10 mM Hepes, Proteaseinhibitoren (10 pM Leupeptin, 40
U/ml Aprotinin, 200 uM PMSF, 10 uM Pepstatin), pH 7.4

e Natrium-Ldsung: 10 mM Saccharose, 5 mM KCl, 140 mM NaCl, 5 mM NaHCO;, 1 mM MgCl,, 1.2
mM Na,HPO,, 20 mM Hepes, pH 7.4
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H - Homogenat

P1 S1 (Zellbruchstiicke und Zellkerne)

S2 P2 (grobe Membranfraktion)

Plasmamembran und
LS1
Zytoskelett (LP1) |

(P3) Synaptosomen

(LP2) (LS2)
synaptische Vesikel zytosolische Proteine

Abb. i: Schematische Darstellung der Gewinnung der synaptosomalen Fraktion und synaptischen
Vesikeln

2.4.3.3. Gewinnung von ,,Lipid Rafts* durch differenzielle Zentrifugation

Um die ,,Lipid Rafts* zu gewinnen, wurde das Protokoll von (Brown and Rose, 1992;Parton
and Simons, 1995) mit einigen Modifizierungen verwendet. Zundchst wurden postnatale
Maiuse C56BI1/6 (P15) durch Dekapitierung getotet. Das Gehirn wurde in 10-fachen Volumen
(300 mg in 3 ml) eiskaltem MBS-Puffer homogenisiert. Das Homogenat wurde abgenommen
und in der Sorvall RC5B Zentrifuge mit dem Rotor SS-34 bei 1.000 g fiir 15 min bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 4 °C fiir 30 min geriihrt und in ein Volumen 80 %
Saccharose ressuspendiert. Diese wurde auf einen diskontinuierlichen Saccharosegradienten
(5, 30, 40 % in Wasser gelost) geladen. Der Gradient wurde in der Ultrazentrifuge (UZ) WX
Ultra 80 mit dem Rotor TH641 bei 168.000 g iiber Nacht bei 4 °C zentrifugiert. Die

Fraktionen wurden von oben nach unten vorsichtig abgenommen.

e MBS-Puffer: 25 mM MES, 150 mM NacCl, 1% Triton X100, pH 6,5

2.4.3.4. Affinitatsreinigung von CALEB aus Plasmamembranen von embryonalen

Hldhneraugen

Die Aufreinigung von CALEB erfolgte aus Membranpriparationen von embryonalen (E15)
Hiithneraugen. Die Augen wurden entnommen und in eine eiskalte Saccharose-Losung gelegt.

Die weiteren Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt.
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Zur Aufarbeitung der Plasmamembranen wurden die Augen in Lésung A mit einem Ultra
Turax/Homogenisator homogenisiert. Mit Hilfe der differentiellen Zentrifugation wurde das
Gewebehomogenat bzw. die nachfolgend hergestellten Fraktionen jeweils in eine schwere
Pelletfraktion (P) und in eine leichtere Fraktion (S) getrennt.

Das gewonnene Homogenat wurde in einer Sorvall RC5B Zentrifuge mit dem Rotor SS-34
bei 20.000 g fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert.

Das resultierende Pellet wurde in 0,8 M Saccharose mit einem Dounice/Homogenisator
homogenisiert und auf einen Saccharosegradienten geladen (0.8 M, und 2.25 M Saccharose).
Der Gradient wurde in der Ultrazentrifuge (UZ) WX Ultra 80 mit dem Rotor AH-629 bei
85.000 g fiir 1,5 Stunden bei 4 °C zentrifugiert. Die Plasmamembranfraktion erscheint an der
Trennlinie zwischen der 0.8 und 2.25 M Sacchroseschicht. Die Plasmamembranen wurde in
Losung A resuspendiert und bei 20.000 g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das resultierende
Pellet wurde in Losung B homogenisiert und mit dem Rotor AH-629 bei 100.000 g fiir 1
Stunde bei 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde zunichst auf eine Sepharose 4B-Siule geladen, um unspezifisch
bindende Proteine abzureichern. Der Durchlauf wurde daraufhin auf zwei mit einander
verbundenen CNBr-aktivierte Sepharose-4B-Saule geladen, an die zuvor der monoklonale
anti-CALEB Antikérper (4-1C5) und der monoklonale anti-CALEB Antikorper (81BS)
gekoppelt wurden. Diese Schritt wurde iiber Nacht durchgefiihrt. Danach wurde die Sdule mit
60 ml Losung B und 200 ml PBS gewaschen und mit 20 ml Elutionspuffer eluiert. Dem Eluat
wurden zur Neutralisation 2 ml IM Tris (pH 6.8) zugegeben. Letztlich wurde das
neutralisierte Eluat bei 4 °C iiber Nacht gegen PBS dialysiert. Im Anschluss wurde die

Proteinkonzentration nach der Bradford Methode bestimmt.

e LGsung A: PBS, Proteaseinhibitoren (10 uM Leupeptin, 40 U/ml Aprotinin, 200 uM PMSF, 10 uM
Pepstatin), pH 7,4

e Losung B: TBS, 1% Triton X100, Proteaseinhibitoren (10 uM Leupeptin, 40 U/ml Aprotinin, 200 uM
PMSF, 10 uM Pepstatin), pH 7,4

e Elutionspuffer: 0,1 M DEA (Diethylamin hydrochlorid), pH 11,5

2.5. Immunprazipitation

Kortikale Zellkultur-Lysate (sieche 2.4.2) wurden mit Gamma Bind Plus Sepharose
(Amersham Bioscciences) 1 h bei 4 °C priinkubiert und bei 2.000 g fiir 1 min bei 4 °C
zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstandes wurde mit dem monoklonalen anti-CALEB

Antikorper 8-1B8 fiir 3 h inkubiert. Zur Immunprézipitation (IP) wurde ,,Gamma Bind Plus
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Sepharose® zu gegeben. Die Gamma Bind Plus Sepharose bindet an die FC-Region des IgG-
Antikérpers (8-1B8). Nach 3 h Inkubationszeit bei 4 °C wurde der Zelllysat-Uberstand in eine
Ultrafree MC Séule gegeben und bei 4°C fiir 1 min bei 800 g zentrifugiert. Die Prézipitate
wurden in je 30 pul Laemmli-Puffer resuspendiert und bei 95 °C fiir 5 min aufgekocht. Die
Proben wurden anschlieBend bei 1000 g fiir 5 min zentrifugiert und die Analyse des Eluates
erfolgte mittels SDS-PAGE, die Detektion der CALEB-Prézipitate im Western Blot mit
einem monoklonalen Antikorper gegen CALEB (3-2G10).

2.6. Untersuchung einer Interaktion der EGF Doméane von CALEB mit

Mammakarzinomzellen

Um die Bindung von CALEB und die Phosphorylierung der ErbB-Rezeptoren zu testen,
wurden die hergestellten EGF CALEB Dominen und natives chCALEB zu verschiedenen
Karzinomzelllinen (MDA-MD 231, MDA-MD 453, T47D) gegeben. Alle verwendeten
Zelllinien enthalten Tyrosinkinaserezeptoren des ErbB-Familie (ErbBl1, 2, 3 oder 4).

2.7. Konzentrationsbestimmungen von Proteinen

Die Proteinbestimmung des Uberstandes erfolgte mit dem Bradford BioRad Protein Assay
nach Angaben des Herstellers oder durch Messung der Absorbtion der Proteinlosung (OD) bei

einer Wellenldnge von 280 nm.

2.8. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot

Fiir die immunologische Detektion von Proteinen wurden diese mit Laemmli-Puffer versetzt
und durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese (SDS-PAGE) in einer
»Mini Protean II“-Apparatur (BioRad) bei 180 mV aufgetrennt (Laemmli, 1970). Die
apparenten Massen der aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe eines Massenstandards
(BioRad) ermittelt. Mittels Western Blot wurden die Proteine mit der ,,Mini Transblot-
Apparatur” (Biorad) auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schuell, BioScience
GmbH) transferiert (340 mA, 4 °C). Zur Blockierung freier Bindungsstellen wurde die
Membran fiir 1 h bei Raumtemperatur in Blockierungspuffer geschiittelt. Die Inkubation mit
dem in Blockierungspuffer verdiinnten primédren Antikorpern, erfolgte liber Nacht bei 4 °C.
Nach fiinf Waschschritten (je 5 min), wurde die Membran mit einem sekundiren,
HRP-gekoppelten Antikdrper bzw. alternativ, mit einem sekunddren, AP-gekoppelten
Antikorper fiir 2 Stunden bei RT inkubiert. Danach wurde wie zuvor gewaschen, gefolgt von
einem zehnminiitigen Waschschritt in PBS bzw. in AP-Puffer. Bei Verwendung eines

HRP-gekoppelten Antikorpers erfolgte die Detektion mit dem ,,SuperSignal West Dura
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Extended Duration Substrate (Pierce) nach Angaben des Herstellers auf ,,Lumi-Film
Chemiluminescent Detection Film* (Roche) mit Hilfe einer Fotoentwicklermaschine Curix 60
(Agfa). Bei Verwendung eines AP-gekoppelten Antikorpers wurde die Membran in
AP-Puffer mit 165 pg/ml NBT-Losung und 82,5 pg/ml BCIP-Ldsung entwickelt.

e 5x Laemmli-Puffer: 60 mM Tris/HCI (pH 6,8), 10 % SDS, 10 % B-Mercaptoethanol, 50 %

Glycerin, 1,5 % Bromphenolblau

e Polyacrylamidgel: 1 M Tris/HCI (pH 8,8 und pH 6,8), dest. H,0, 30 % Acrylamid und 0,8 %
PDA, 10 % Ammoniumpersulfat, TEMED

e Laufpuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8,3; 190 mM Glycin; 0,1 % SDS

e Transferpuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8,3; 190 mM Glycin, 20 % Methanol

e Blockierungspuffer: 4 % Magermilchpulver,1x PBS, 0,5 % Tween 20

e  Waschpuffer: 1x PBS mit 0,5 % Tween 20

e AP-Puffer: 100 mM Tris/HCI pH 9,7; 5 mM MgCl,; 0,01 mM ZnCl,

e NBT-Lsg.: 50 mg/ml in 70 % Dimethylformamid (DMF)

e BCIP-Lsg.: 50 mg/ml in 100 % DMF

2.9. Dokumentation und Quantifizierung der Blots

Die entwickelten Filme bzw. Nitrocellulosemembranen wurden mit einem Flachbettscanner
Arcus 1200 (Agfa) mit Hilfe der Software Agfa Foto Look 3.5 gescannt (16 bit, 600 dpi) und
als TIF Datei gespeichert. Die Quantifizierung der Banden erfolgte anschlieBend mit dem

Programm ImageJ (NIH).

2.10. Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Die Silberfairbung wurde modifiziert nach (Ansorge, 1985) durchgefiihrt. Nach der SDS-
PAGE wurde das Gel fiir 20 min in Fixierungslosung fixiert, anschlieend in Lésung W fiir
10 min gewaschen und fiir 10 min in KMnO4.-Losung geschiittelt. Danach wurde erneut
zweimal fiir je 5 min mit Losung W gewaschen. AnschlieBend wurden das Gel in 10 %
Ethanol, ddH,O und Silbernitrat-Losung flir jeweils 10 min geschwenkt. Das Gel wurde fiir
20 s mit ddH,O gewaschen und dann fiir 1 min in 10% (w/v) K,CO;3 geschiittelt. Das
Entwickeln erfolgte in Entwickler-Losung so lange bis Protein-Banden ausreichend stark
angefarbt erschienen. Zur Beendigung der Entwicklung wurde das Gel fiir 10 min in Losung

W geschiittelt, um dann in ddH,O transferiert zu werden.

e Fixierunsldsung: 50 % (v/v) Metanol, 12 % TCA, 2 % (w/v) CuCl,
e  KMnO,-L6sung: 0,01 % (w/v) KMnO,
e Farbeldsung: 0,2 % (w/v) AgNO;

Entwickler-L §sung: 2 % (w/v) K,COs, 0.01 % (v/v) Formaldehyd
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e Losung W: 10 % (v/v) Ethanol, 5 % (v/v) Essigséure

2.11. Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Blau

Die Coomassie-Blau Féarbung wurde leicht modifiziert nach (Neuhoff et al., 1988)
durchgefiihrt. Das Gel wurde fiir mindestens eine Stunde fixiert und zweimal fiir je 10 min
mit Aqua dest. gewaschen. Die Férbung erfolgte iiber Nacht. AnschlieBend wurde das Gel

mehrmals mit Aqua dest. gewaschen und dann dokumentiert.

e Fixierldsung: 50 % Ethanol, 10 % Essigséure
e Colloidale Coomassie Stockldsung: 5 g Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva) / 100 ml H,O

dest., Lagerung bei 4°C

e Farbeldsung: 10 ml Colloidal Coomassie Stocklosung; 50 g (NH4)SO, ; 6 ml 85 %
Ortho-Phosphorsdure; auf 500 ml mit H,O dest. auffiillen plus 125 ml
Methanol

2.12. Immunfluoreszenz Methoden

2.12.1. Fluoreszenzmikroskopie

Grundlage der Fluoreszenzmikroskopie ist die Verwendung von fluoreszierenden Farbstoffen
(Fluorochrome).  Fluorochrome  absorbieren Licht innerhalb eines bestimmten
Wellenlidngenbereichs und werden dadurch angeregt. Ein Teil der absorbierten Energie wird
bei lingerwelligeren Bereichen wieder als Fluoreszenz emittiert. Diesen Effekt macht man
sich bei der Fluoreszenzmikroskopie zunutze. Die Detektion der emittierten Fluoreszenz
erfolgt mit spezifischen Filtern, die entsprechend nur fiir den entsprechenden langerwelligeren
Bereich durchlissig sind.

Die Fluoreszenzmikroskopie wird u. a. eingesetzt, um Proteine mit Hilfe von Antikdrpern
sichtbar zu machen.

Bei der Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgt die Detektion der Zielproteine mit Hilfe von
spezifischen Antikdrpern. Bei einer direkten Fluoreszenzmarkierung ist der fiir das
Epitop/Zielprotein spezifische Antikorper direkt an das Fluorochrom gekoppelt. Bei der
indirekten Fluoreszenzmarkierung ist der sekundire Antikorper, der spezifisch gegen den
nicht fluoreszierenden primiren Antikorper gerichtet ist, mit dem Fluorochrom versehen.
Durch die Verwendung eines sekundédren Antikorpers wird das zu detektierende Signal
verstérkt, da mehrere sekundére an einen priméren Antikdrper binden koénnen.

Im Fluoreszenzmikroskop wird das Licht einer externen Lichtquelle durch einen fiir einen

bestimmten Wellenldngenbereich spezifischen Anregungsfilter auf einen dichroischen
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(halbdurchlassigen) Spiegel geleitet, der das Licht wiederum durch das Objektiv auf das
Objekt leitet.

Die entsprechenden Fluorochrome werden angeregt und emittieren in lidngerwelligeren
Bereichen; diese Strahlung kann den dichroischen Spiegel direkt passieren und wird nicht
reflektiert. Zur Detektion des emittierten Lichts wurde eine 14-bit CCD-Kamera verwendet.
Werden die Filter so gewéhlt, dass sich die jeweiligen Absorptions- und Emissionsspektren
der Fluorochrome Wellenldngenbereiche kaum bzw. nicht iiberschneiden, ist die Detektion
von mehreren unterschiedlichen Zielproteinen/Epitopen in einem Préparat moglich
(Mehrfachfarbung).

Neurone wurden mit einem 63x oder 100x Olimmersionsobjektiv bzw. einem 40x
Phasenkontrast-tauglichen Objektiv betrachtet. Zur Bildakquisition und Nachbearbeitung
wurde das Programm Axio-Vision 4.1 (Zeiss, Jena) und MetaMorph verwendet. Fiir
Mehrfachfarbungen wurden monoklonale und polyklonale Antikérper kombiniert. Zur
Detektion der primdren Antikorper wurden FITC (Fluoresceinisothiosyanat)-, Cy3 bzw. Cy5
(Carboxymethylindocyanin)- und Alexa 488-konjugierte sekundire Antikdrper verwendet.

2.12.2 Konfokale Mikroskopie

Die Neuronenkulturen und Kryoschnitte wurden mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.
Bei der konfokalen Mikroskopie erfolgt die Anregung der Fluorochrome durch einen oder
mehrere Laser, die Licht einer bestimmten Wellenlinge erzeugen. Wie bei der
Fluoreszenzmikroskopie wird das Licht {iber einen dichroischen Spiegel bzw. einen AOTF
(acousto-optical beam-splitter) fokussiert. Das von den Fluorochromen emittierte Licht wird
auf eine variable Lochblende (Pinhole) geleitet und vom dahinter befindlichen Detektor
(Photomultiplier) registriert. Die Lochblende und die Fokusebene sind konfokal (d.h. sie
befinden sich in konjugierten Ebenen zueinander), daher kann nur Licht aus dem Fokuspunkt
die Blende passieren. Weil die Anregung punktgenau erfolgt, sind storende Signale
(Streulicht) jeweils oberhalb und unterhalb des Zielproteins (Z-Ebene) kaum existent.

Da nur mit einer Wellenlidnge angeregt wird, ist die Anregung spezifisch fiir ein bestimmtes
Fluorochrom; das Auftreten von Wechselwirkungen zweier Fluorochrome (Crosstalk),
hervorgerufen durch iiberlappende Absorptions- und Emissionsspektren der Fluorochrome, ist
vernachléssigbar.

Zur Bildakquisition kamen das konfokale Laser-Scanning Mikroskop Leica DM TCS SP2,
Bio-Rad MRC 1024 und das LSM 510 NLO Meta zum Einsatz. Die Aufnahmen wurden

sequentiell mit folgenden Lasern akquiriert: Argon-Laser (488 nm), zwei Helium-Neon-Laser
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(543 nm und 633 nm) oder 2 Photonen (890 nm). Jedes Bild wurde durch Scannen des
gewihlten Ausschnitts bei gleichzeitiger Mittelung des Signals mit Hilfe des Programms LCS
(Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Deutschland), Laser Sharp 2000 (Bio-Rad

Microscience Ltd) und LSM Image Browser (Zeiss, Deutschland) aufgenommen.
2.12.3 Fixierung von Neuronenkulturen

2.12.4. Methanol-Fixierung

Die Neuronenkultur wurden bei -20 °C mit einem Gemisch aus Methanol/Eisessig 10 min
lang fixiert. Die Glasplédttchen wurden anschlieBend in PBS auf Parafilm in eine feuchte

Kammer tiberfiihrt, dreimal mit PBS gewaschen und mit PBS-BSA geblockt.

e Methanol Fixierung: 95 % Methanol / 5 % Eisessig (v/v)
e PBS-BSA: 1% BSA in 1x PBS (w/v)

2.12.5. Paraformaldehyd-Fixierung

Fiir die Formaldehyd (FA)-Fixierung wurden die Glaspldttchen mit den darauf kultivierten
Zellen 15 min in einer 4%igen PFA-Losung bei Raumtemperatur fixiert. FA fixiert Zellen,
indem es sich kovalent zwischen Aminogruppen der Proteine einlagert; dadurch werden
Aminosduren quervernetzt und bei ldngerer Fixierungsdauer dementsprechend schlechter von
Antikorpern erkannt. Nachfolgende Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die Glasplittchen
wurden anschlieend in PBS auf Parafilm in eine feuchte Kammer iiberfiihrt und dreimal mit
PBS gewaschen. Nach einer 15-miniitigen Inkubationszeit mit 50 mM Ammoniumchlorid
erfolgte zweimaliges Waschen mit PBS sowie anschlieBendes Blocken (5-10 min) mit
PBS/BSA. Die Inkubation mit Ammoniumchlorid dient dem Abbau von residualem PFA,
wodurch der Hintergrund des Fluoreszenzsignals insbesondere im Bereich des griinfarbigen
Lichts reduziert wird.

Darauf folgte eine vierminiitige Inkubationszeit mit 0.1 % Triton X-100, wodurch die Zellen
permeabilisiert werden. Dadurch werden Epitope zugénglich, die sich im Inneren der Zelle
befinden. SchlieBlich folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS-BSA.

e PFA Fixierung: 4 % PFA, in 1x PBS (w/w)
e Ammoniumchlorid: 50 mM NH,Cl in 1x PBS (w/v)
e Permeabilisierung: 0.1 % Triton X-100 in 0.1 % PBS-BSA (v/w)
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2.13. Immunzytochemie

Zum Blocken (5-10 min) wurde PBS-BSA verwendet. BSA lagert sich unspezifisch an freie
zugéngliche Proteinepitope an, verringert dadurch unspezifische Bindungen des primédren
Antikorpers an die spezifisch zu erkennenden Proteinepitope und reduziert somit gleichzeitig
das Hintergrundsignal des Antikorpers.

Die Inkubation des priméren Antikorpers (in PBS-BSA verdiinnt) erfolgte fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Verwendete Antikorper sowie die eingesetzten Antikoérperkonzentrationen
sind Tabelle I zu entnehmen.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Gelatine erfolgte die Inkubation mit dem sekunddern
Antikorper in PBS-BSA gelost fiir 45 min bei Raumtemperatur.

Anschieflend wurde dreimal mit PBS-BSA und zweimal mit PBS gewaschen. Letzteres soll
BSA entfernen, welches die ebenso wie PFA das Fluoreszenzhintergrundsignal erhdhen kann.

Die Zellen wurden kurz mit ddH,O gewaschen und schlieSlich mit Mowiol eingedeckelt.

e 10 % Mowiol: 2,4 g Mowiol (Calbiochem); 15,6 ml H,O; 2,4 ml 1 M Tris pH 8,5 (iiber Nacht 16sen

lassen und 6 ml Glycerin zugeben, aliquotieren und bei —20 °C lagern)

2.13.1. Lebendfarbung (Zelloberflachenfarbung)

Fiir die Lebendfarbung wurden die entsprechenden Antikérper in Medium verdiinnt und auf
lebende Zellen, die sich auf dem Glasplittchen befinden, appliziert. Die 5-miniitige
Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer bei 37 °C und 5 % CO,. Nach wiederholtem

Waschen mit Medium wurden die Zellen fixiert (PFA oder Methanol).
2.14. Auswertung/Statistik

2.14.1. Datenanalyse

In Abbildungen wurden die Mittelwert und Standardfehler angegeben. Zur statistischen
Analyse wurde ein ungepaarter Student t-Test benutzt. Die Berechnungen wurden mit dem
Excel Programm (Microsoft Office 2003) durchgefiihrt. Fiir signifikante Unterschiede wurde
eine [rrtumswahrscheinlichkeit von * P< 0.05, ** P< (.01, *** P< 0.001 festgelegt.

2.14.2. Fast Sholl Analyse von Neuronen

Um die Morphologie des Dendritenbaumes in der hippocampalen und in der kortikalen
Zellkulturen von Wild-Typ und CALEB -/- Neuronen zu analysieren, wurden
Immunfarbungen gegen MAP2ab oder EGFP Transfektionen (pEGFP-N1 Konstrukt) zum
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sichtbar machen verwendet, anschliefend wurde der Dendritenbaum mit Hilfe der Fast-Sholl-

Analyse analysiert (Gutierrez and Davies, 2007).

2.14.3. Ko-Lokalisation

Fiir die Auswertung von Ko-Lokalisation von pri- und postsynaptischen Terminalien wurde
ein Bereich mit einem Durchmesser von 100 um herangezogen. Das Soma der betrachteten

Zelle lag im Zentrum dieses Bereichs.
2.15. Histologische Methoden

2.15.1. Beschichtung von Objekttragern mit Gelatine

5 g Blattgelatine (Merck) wurden in 1 1 Aqua dest. iiber Nacht bei Raumtemperatur und
anschlieend fiir ca. 30 min bei 60 °C geldst. Dann wurde 0,5 g KCr(SO4),12 H,0 (Merck)
zugegeben und gut geriihrt.

Die Glasobjekttrager wurden iliber Nacht mit verdiinntem Spiilmittel (Extran) inkubiert und
danach mehrmals mit heilem und kaltem Wasser gespiilt. AnschlieBend wurden sie kurz in
eine 10 % ige HCI Losung getaucht und erneut mit Wasser gewaschen. Danach wurden die
Objekttriager kurz in die Gelatineldsung getaucht, bei 37°C iiber Nacht getrocknet und bis zur

Verwendung bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.15.2. Anfertigung von Gewebeschnitten

Das priparierte Gewebe wurde in PBS mit 4 % Formaldehyd, 0.32 M Saccharose je nach
Gewebetyp 4-5 h oder iiber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler fixiert und anschlieBend unter
gleichen Bedingungen in 30 % Saccharose in PBS inkubiert. AnschlieBend wurde das
Gewebe auf Trockeneis in Tissue Tek (Sakura) eingebettet.

Von den Priparaten wurden mit einem C-Messer serielle Schnitte (16-18 pm Schnittdicke)
mittels eines Gefriermikrotoms der Firma Jung (CM 3000, Leica) angefertigt, diese auf
Gelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen und bei -20 °C gelagert.

2.15.3. Immunhistochemie an Gewebeschnitten

Die Schnitte wurden zunichst aufgetaut und fiir 1-2 Stunden getrocknet. Zur Reduktion einer
unspezifischen Féarbung wurde mit 10 % Ziegenserum (Invitrogen) in PBS mit 0,1 %
Tween 20 (Sigma Ultra) eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. AnschlieBend erfolgte fiir
2 h oder iiber Nacht bei 4°C die Inkubation mit dem priméren Antikorper (verdiinnt in 5 %

Ziegenserum in PBS; 0,1 % Tween 20). Nach drei Waschschritten (je 5 min) in PBS mit
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0,1 % Tween 20 wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem
sekundédren Antikorper (verdiinnt in 5 % Ziegenserum in PBS mit 0,1 % Tween 20) oder iiber
Nacht inkubiert und schlieBlich in 10 % Mowiol eingedeckelt. Bei Verwendung eines
HRP-gekoppelten sekundéiren Antikorpers wurden die Schnitte nach dem Waschen in
Permount (Fisher Scientific) eingedeckelt. Die Auswertung und fotografische Dokumentation
erfolgte am konfokalen Mikroskop MRC 1000 (BioRad) bzw. am Axiovert 135 mit der
Kamera Axiocam HRC (Zeiss).

e Waschpuffer: PBS (Biochrom AG) mit 0.1 % Tween 20 (Sigma Ultra)
e 10 % Mowiol: 2.4 g Mowiol (Calbiochem); 15.6 ml H,O; 2.4 ml 1 M Tris pH 8.5
iber Nacht 16sen lassen und 6 ml Glycerin zugeben, aliquotieren und bei —20 °C

lagern.

2.15.4. Golgi-Farbung

Die Golgi-Fiarbung erfolgte ausschlieflich mit dem ,,FD rapid GolgiStain Kit*“ nach den
Herstellerangaben von FD Neuro Technologies. Die Hirnschnitte (150 — 200 um) wurden vier

Wochen in Losung A+B (Impragnation) und eine Woche in Lésung C inkubiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchung zur Verteilung von CALEB in der Maus

3.1.1. Expression von CALEB in verschiedenen Geweben der Maus

Die genaue Kenntnis {liber das Vorhandensein von CALEB in einzelnen Geweben, sowie iiber
die entwicklungsabhidngige Expression, erlauben Schlussfolgerungen iiber eine mogliche
Funktion dieses Proteins und bieten Ansatzpunkte fiir weitere Studien und funktionelle
Analysen.

Zundchst wurde die Expression von CALEB durch Western Blotting und
immunhistochemische Methoden unter Verwendung verschiedener anti-CALEB Antikorper
untersucht.

Um einen Uberblick iiber das Vorhandensein von CALEB zu erhalten, wurden verschiedene
Gewebe von Miusen prépariert. Gewebelysate von Gehirn, Muskel, Leber, Herz, Niere und
Milz wurden im postnatalen Alter 10 (P10) prépariert, tiber eine SDS-PAGE aufgetrennt und
mit Antikorpern gegen CALEB analysiert (Abb. 5A). CALEB wurde ausschlielich im
Hirngewebe detektiert. In Muskeln, Leber, Herz, Niere und Milz wurde CALEB nicht
nachgewiesen.

Um einen Uberblick iiber die Expression von CALEB im gesamten Gehirn zu erhalten,
wurde die Verteilung von CALEB in Sagittalschnitten von Miuse-Gehirnen mittels einer
Immunfarbung genauer untersucht (Abb. 5B).

Im Maus (P10) findet man eine relativ uniforme Verteilung von CALEB in Sagittalschnitten
und einige bestimmte Gehirnregionen mit starker Expression, z.B. im Kortex, Colliculus
superior und im Cerebellum. Die Expression z.B. im Hippocampus und Mittelhirn ist
wesentlich schwécher. Als Negativkontrolle dienten Hirnschnitte von CALEB -/- Méusen, in

denen keine Immunfarbung zu sehen ist (Abb. 5B).
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Abb. 5: Analyse der Verteilung von CALEB in der Maus.

A: Lysate verschiedener Organe der Wild-Typ Maus (P10) wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und der Blot mit
dem CALEB-Antikorper (3-2G10) entwickelt. CALEB wurde ausschlieBlich im Hirngewebe detektiert, nicht
jedoch im Muskel, Leber, Herz, Niere und Milz. Der Blot mit dem Muskel, Leber, Herz, Niere oder Milzgewebe
wurde doppelt so lang wie der Blot mit dem Gehirngewebe exponiert. B: Sagittalschnitt des Gehirns der Wild-
Typ Maus und CALEB -/- Maus im P10. Die Kryostatschnitte wurden mit einem Antikérper gegen CALEB
(Rb78) und einem sekundédren, HRP-gekoppelten Antikorper gefiarbt. CALEB zeigt eine relativ uniforme
Verteilung. MaB3balken: 1 mm.

Um zu kldren, ob CALEB auch im peripheren Nervensystem (PNS) vorkommt, wurden
Spinalganglien auf das Vorhandensein von CALEB mittels Immunblotting und
Immunfarbung untersucht (Abb. 6).

Dazu wurden Homogenate aus Spinalganglien von embryonalen (E14) und erwachsenen
Maiusen sowie vom Riickmark (P5) préipariert, iiber die SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Antikorpern gegen CALEB (3-2G10) analysiert (Abb. 6B). CALEB wurde ausschlieflich im
Riickenmark gefunden, nicht jedoch in den Spinalganglien. Auch in Kryostatschnitten (E15)
wurde CALEB nur im Riickmark detektiert (Abb. 6C).

Abschlielend lésst sich feststellen, dass das Protein CALEB nur im ZNS vorkommt, nicht
jedoch im PNS, d.h. in den Spinalganglien.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse verschiedener Formen von CALEB durch
Western Blotting unter Verwendung eines monoklonalen anti-CALEB Antikorpers (3-2G10),
welcher die zytoplasmatische Domédne von CALEB erkennt und durch die Immunfirbung
unter Verwendung eines polyklonalen anti-CALEB Antikorper (Rb78) (Abb. 6 A).

Der monoklonale Antikérper 3-2G10 detektiert Banden mit der Gréf8e von 120-200 kDa und

einige kleinere Komponenten mit Molekularmasse zwischen 35 und 45 kDa, die eventuell der
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prozessierten Form von CALEB entsprichen. Nach der Chondroitinase ABC Behandlung ist
eine Hauptbande bei etwa 120 kDa zu sehen (Abb. 6 B).

A 120-200 kDa  glykosylierte Form B E14 Adult

| Ri SG SG
N + A — C chond.- B wm e
) AB EGF||

™ kDa -
(+ Chondroitinase ABC Behandung) 97 - .

mCALEBD 7
100 kDa "| 566aa 66 —

N =oesles 1mm C 45 -
|

mCALEBa _| . -
100 kDa I 539 aa 31

N =oeie 1:s C
Rb78 |I"

Blot: mAb3-2G10

SLSTIAEGSHPN
mAb3-2G10

Abb. 6: Expression von CALEB im zentralen Nervensystem.

A: Schematische Darstellung und Nomenklatur der verschiedenen Formen von CALEB und Antikorper,
hergestellt in der Arbeitsgruppe Rathjen. B: Die Lysate von Riickenmark (P5), Spinalganglien (E14) und adult
Maiuse wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und der Blot mit dem CALEB-Antikdrper (3-2G10) und einem
HRP-gekoppelten, sekundidren Antikdrper entwickelt. Das Vohandensein von CALEB wurde nach (+) und ohne
(-) Chondroitinase ABC Behandlung analysiert. CALEB wird nur im Riickmark und nicht in Spinalganglien
detektiert. Die molekularen Massen von Kontrollproteinen sind auf der linken Seite des Blots angegeben. C: Im
Riickenmark-Transversalschnitt im Entwicklungsstadium E15 wurde CALEB mit einem CALEB Antikorper
(Rb78) und einem Cy3-gekoppelten sekundiren Antikdrpern gefarbt. Der Stern markiert ein Spinalganglion,
welches nicht immunpositiv ist. N: N — Terminal, CS: Chondroitinsulfatkette, N- und O-Glykosylierung, AB:
saure Box (,,acidic box“), EGF: EGF-dhnliche Doméne (,,epidermal growth factor”), TM: Transmembran-
Domine, C: C-Terminal, RU: Riickenmark, SG: Spinalganglien; MaBbalken: 100 pm.

3.2. Expressionsmuster von CALEB in unterschiedlichen Geweben wéahrend der

Entwicklung

Auf Grund der relativ uniformen Verteilung von CALEB im Gehirn (Abb. 5B) wurde das
Expressionprofil von CALEB in unterschiedlichen Hirngregionen zu verschiedenen
Entwicklungsstadien der Maus analysiert.

Zur Untersuchung der zeitlichen Expression von CALEB wurden gleiche Proteinmengen von
Lysaten verschiedener Gewebe hergestellt, tiber SDS-PAGE aufgetrennt und mit Antikorpern
gegen CALEB untersucht (Abb. 7).

Im Kortex und Colliculus superior sieht man die stirkste Expression, wihrend die Expression
in anderen Hirnregionen wie im Hippocampus und Retina wesentlich schwicher ist. In den
Hirnregionen, in denen CALEB stark exprimiert wird, zeigen die Profile eine maximale
Expression zwischen dem 10. und 20. postnatalen Tagen, danach nimmt die relative Menge
von CALEB wieder ab. Die Expressionsprofile zeigen auch, dass CALEB in frithen Phasen
der Entwicklung zunichst stark glykosyliert vorliegt, in spiteren Stadien dann wenig bis nicht

glykosyliert auftritt.
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In den Hirnregionen, wo CALEB schwécher exprimiert wird, zeigten die Expressionsprofile
eine relativ uniforme Expression und keine besondere Glykosylierung.
Weiterhin sieht man interessanterweise einige Banden in der Gréfe von 30 bis 50 kDa,

welche vermutlich die prozessierten Formen von CALEB darstellen.
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Abb. 7: Expressionsprofil von CALEB in unterschiedlichen Geweben wahrend der Entwicklung

A: Schematische Darstellung von verschiedenen Formen von CALEB. B: Gleiche Proteinmengen von Lysaten
verschiedener Hirnregionen postnataler Mause wurden in einer 4 — 15 %ige SDS-PAGE aufgetrennt und der Blot
mit dem CALEB-Antikorper (3-2G10) und einem HRP-gekoppelten, sekunddren Antikdrper entwickelt. Das
Vorhandensein von CALEB Protein wurde nach (+) und ohne (-) Chondroitinase ABC Behandlung analysiert.
Die Banden zwischen 120 und 200 kDa stellen die glycosylierten Formen von CALEB dar. Nach Behandlung
mit Chondroitinase ABC, zur Beseitigung der Chondroitinsulfat-Ketten, erscheint das Kernprotein von CALEB
in einer GroBe von 100 kDa. Die Banden zwischen 30 und 50 kDa stellen vermutlich die prozessierten Formen
von CALEB dar. B-Aktin wurde als Ladungskontrolle verwendet. Die molekularen Massen von
Kontrollproteinen sind auf der linken Seite des Blots angegeben. N: N — Terminal, CS: Chondroitinsulfatkette,
N- und O-Glykosylierung, AB: saure Box (,,acidic box*), EGF: EGF-dhnliche Doméne (,epidermal growth
factor*), TM: Transmembran-Doméne, C: C-Terminus.
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3.3. Vorhandensein von CALEB auf Glia Zellen

Ausgehend von der Beobachtung, dass CALEB auf retinalen Miiller-Glia-Zellen vorhanden
ist (Schumacher et al., 1997), wurde gepriift, ob CALEB auch auf anderen Glia-Zellen
exprimiert wird.

Mit Hilfe der RT-PCR wurde das Vorhandsein von CALEB in Mikroglia (passive und aktive)
und Astrozyten von primdren Zellkulturen und Oligodendrozyten Zelllinien (CG-4) gepriift
(Abb. 8). Die Mikroglia wurden durch eine Inkubation von 24 Stunden mit
Lypopolysaccharid (LPS, 100 ng/ml, gewonnen aus dufleren Membranen gramnegativer
Bakterien) aktiviert. Die mRNA von CALEB wurde in allen getesteten Glia-Zellen gefunden
(Abb. 8 A), jedoch konnte CALEB auf der Proteinebene mit Immunblotting in Astrozyten
und Oligodendrozyten-Zelllinien (CG4) nicht nachgewiesen werden. Dies konnte jedoch auch
daran liegen, dass die Expression von CALEB in Oligodendrozyten-Zelllinien (CG4) sehr
gering ist (Ichihara-Tanaka et al., 2006).

Jo] g B
TR R Blot: mAb 3-2G10
CALEB B @
ebp 0

A

146 bp

3 actin e — CALEB
B - -

Abb. 8: Vorhandensein von CALEB auf Glia-Zellen

A: Die Gesamt-mRNA vom Colliculus superior P3, Mikroglia (passive und aktive) und Astrozyten von priméiren
Zellkulturen und Oligodendrozyten-Zelllinien (CG-4) wurde mit RT-PCR analysiert. Mikroglia und Astrozyten
Zellkulturen wurden am Tag 2 nach Ausplattierung untersucht. Fiir die PCR wurden spezifische CALEB Primer
erstellt, um die Fragmente von CALEB zwischen Exon 3 und 4 zu amplifizieren. B-Actin wurde als Kontrolle
verwendet. B: Lysate vom Colliculus superior, L11 und Glia Zellkulturen wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt
und der Blot mit dem CALEB-Antikorper (3-2G10) und einem HRP-gekoppelten sekundédren Antikorper
entwickelt. Die Expression in Mikroglia ist sehr gering im Vergleich zu Colliculus superior (P3). CS P3:
Colliculus superior (P3), K: Kontrolle, MG na: Mikroglia nicht aktiviert, MG a: Mikroglia aktiviert, Ast:
Astrozyten, CG4: Oligodendrozyten-Zelllinie (CG4), L11: L11- Zelllinie, als Kontrolle.

3.4. Untersuchung zur subzellularen Verteilung von CALEB

Die Kenntnis der subzelluldren Lokalisation eines Proteins ermoglicht eine Aussage iiber
dessen physiologische Funktion, welche dann durch funktionelle Experimente iiberpriift

werden kann.
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3.4.1 Die Lokalisation von CALEB in ,,Lipid Rafts*

Es wird angenommen, dass ,,Lipid Rafts®, d.h. Mikrodoménen reich an Sphingolipiden und
Cholesterol, Regionen darstellen, welche fiir die Auslosung von
Signaltransduktionsmechanismen wichtig sind (Rajendran and Simons, 2005; Simons and
Ikonen, 1997; Tsui-Pierchala et al., 2002). Die besondere Organisation der Lipide fiihrt dazu,
dass die in ,,Lipid Rafts* enthaltenen Proteine sich nicht durch nicht-ionische Detergenzien
auflosen lassen und somit auf der oberen Schicht eines Saccharose-Gradienten schwimmen.
Sie haben in Neuronen eine besondere Bedeutung, weil diese eine Plattform fiir die
Signaltransduktion, z.B. durch Neurotransmitter und Rezeptoren, darstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die ,Lipid Rafts“-Fraktionen durch differentielle
Zentrifugation in  Saccharose-Gradienten angereichert und anschlieBend durch
immunzytochemische Methoden auf das Vorhandensein auf CALEB untersucht.

Die ,,Lipid Rafts“ Fraktionen wurden von postnatalen Mausen (P15) durch diskontinuierliche
Saccharose-Gradienten-Zentrifugation isoliert (Abb. 9). Die verschiedenen Fraktionen der
Gradienten wurden von der oberen bis zur unteren Fraktion iiber SDS-PAGE aufgetrennt und
mit Antikdrpern gegen CALEB, Flotilin (Marker von ,,Lipid Rafts®), PSD95 (Marker fiir
postsynaptische Fraktionen), Synaptophysin (Marker flir prasynaptische Vesikel), SNAP23
(Synaptosomal-assoziiertes Protein) und L1 (IgSF-Transmembranprotein) analysiert
(Abb. 9 A).

CALEB wurde zum kleineren Anteil in denselben Fraktionen wie Flotilin und PSD95
gefunden. Der grofite Teil von CALEB wurde jedoch in den Synaptophysin-reichen
Fraktionen nachgewiesen.

Um diese Beobachtung weiter zu belegen, wurden Zellkulturen durch Doppel-Immunférbung
gegen CALEB und ein Marker von ,,Lipid Rafts* [(Cholera Toxin-B (CT-B), Gangliosid
GM1)] untersucht (Abb. 9 B). Hierzu wurde anti-Cholera Toxin-B (CT-B) Antikorper als
Marker von ,,Lipid Rafts* verwendet, weil sich anti-Flotilin Antikérper fiir Immunfarbungen
als nicht geeignet erwies.

CALEB zeigt einen relativ niedrigen Anteil an Kolokalisation mit Cholera Toxin-B (CT-B).
Als Kontrolle diente die Immunfarbung von CT-B und SNAP2S5, welche eine deutliche
Kolokalisation zeigen (Chamberlain et al., 2001). Weiterhin wurden Perturbationsversuche an
»Lipid Rafts® durchgefiihrt, um die Lokalisation von CALEB auf ,Lipid Rafts“ zu
analysieren (Abb. 9 C). Kortikale Zellkulturen (DIV 12) wurden mit (+) und ohne (-) Methyl-
B-cyclodextrin behandelt und anschlieBend mit CALEB und CT-B Antikorpern gefirbt. Die
,Lipid Rafts“ wurden durch Entfernung von Cholesterol mittels Methyl-B-cyclodextrin
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aufgelost. (Toomre et al., 2000). Die Zellen zeigten nach dieser Cholesterol Depletion keine
deutliche Verdnderung im CALEB Farbungsmuster. Die CT-B immun-positive Firbung
hingegen hat sich in ein fleckenartiges Muster umgewandelt.

Mit beiden Methoden konnten eine teilweise CALEB Lokalisation in ,Lipid Rafts*

nachgewiesen worden.
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3. Ergebnisse

Abb. 9: CALEB kolokalisiert teilweise in ,,Lipid Rafts*

A: Fraktionen von ,Lipid Rafts* wurden durch eine diskontinuierliche differentielle-Zentrifugation in
Saccharose-Gradienten isoliert. Das Homogenat von Méausegehirnen wurde durch nicht-ionische Detergenzien
(Triton X100) solubilisiert und auf einen diskontinuierlichen Gradienten von Saccharose geladen. Die unlgsliche
Detergenz-Fraktion, die auf der obersten Schicht des Saccharose-Gradienten schwimmt, enthélt ,,Lipid Rafts®.
Es wurden gleiche Volumina der jeweiligen Fraktionen iiber SDS-PAGE aufgetrennt. Die oberste Fraktion des
Gradienten entspricht der Fraktion 1 und die unterste Fraktion, entspricht der Fraktion 12. Diese Fraktionen
wurden mit Antikorpern gegen CALEB (3-2G10), Flotilin, PSD95, Synaptopysin, SNAP23 und L1 analysiert.
,,Lipid Rafts* reichern sich in der Fraktion 3 und 4 an. CALEB wurde zu einem kleinen Anteil in denselben
Fraktionen gefunden, wo Flotilin und PSD95 nachgewiesen wurden. Der grofite Teil von CALEB wurde in der
Synaptophysin—reichen Fraktion gefunden, in denen auch das Transmembramprotein L1 detektiert wurde. B:
Kortikale Zellkulturen (DIV 12) wurden mit CALEB Antikoérpern und Antikérpern gegen die Cholera Toxin
Untereinheit B (CT-B, ein Gangliosid GM1, ,,Lipid Raft*“ Marker) geférbt. Die Inmunfluoreszenzen zeigen eine
teilweise Kolokalisation von CALEB auf ,Lipid Rafts“. C: Perturbationsexperiment von ,Lipid Rafts* in
Zellkultur. Kortikale Zellkulturen (DIV 12) wurden mit (+) und ohne (-) Methyl-B-cyclodextrin Behandlung
gegen CALEB und CT-B geférbet. ,,Lipid Rafts* werden durch Methyl-B-cyclodextrin aufgelost. MaB3balken:
15 pm.

3.4.2 Untersuchungen zur subzellularen Verteilung von CALEB durch biochemische
Methoden

Um die subzelluldre Verteilung von CALEB zu untersuchen, wurden verschiedene
biochemische Methoden eingesetzt: eine PSD Préparation, eine Synaptosomen Priparation
und die Aufreinigung synaptischer Vesikel.

Die PSD Priparation wurde mit Gehirnen aus postnatalen Mausen durchgefiihrt (Carlin et al.,
1980). Hierzu wurden Hirnhomogenate mittels Sedimentation durch diskontinuierliche
Saccharose-Gradienten-Zentrifugation in verschiedene Kompartimente fraktioniert. Dies
fiihrte zu einer sequentiellen Anreicherung postsynaptischer Proteine. Die isolierten
Fraktionen wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit
verschiedenen Antikorpern analysiert (Abb. 10).

In diesem Experiment wurden prid- und postsynaptische Marker zum Vergleich verwendet:
Synatophysin, ein integrales Membranprotein, als Marker fiir prisynaptische Vesikel, und
PSD95, ein Ankerprotein fiir postynaptische Komponenten.

CALEB wurde in der Synaptosomen-Fraktion (SY), der Fraktion fiir synaptosomale
Membranen (SM) und der Plasmamembran-Fraktion nachgewiesen, welche auch reich an
Synaptophysin sind. Das Protein PSD95 wurde in der Fraktion mit synaptosomalen
Membranen (SM), in der Fraktion mit ,,synapitic junctions® (SJ) und der PSD Fraktion
gefunden, nicht jedoch CALEB.
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Abb. 10: Untersuchung zur Verteilung von CALEB in subzelluldren Fraktionen des ZNS postnataler
Mause

Es wurden 5 pg Protein der jeweiligen Fraktionen geladen und in der SDS-PAGE aufgetrennt. Der Blot wurde
mit Hilfe von Antikoérpern gegen CALEB (mAb 3-2G10), PSD95 und Synaptophysin und einem HRP-
gekoppelten, sekunddren Antikorper entwickelt. Synaptophysin und CALEB reichern sich besonders in den
Fraktionen P2, SY und SM an. In den postsynaptischen Fraktionen PSD wird weder CALEB, noch der
prasynaptische Marker Synaptophysin nachgewiesen. H: Homogenat, P2: Plasmamembran-Fraktion, SY':
Synaptosomen, SM: synaptosomale Membranen, SJ: synaptische Verbindung ,synaptic junctions®, PSD:
postsynaptische Fraktion ,,postsynaptic density*

Weiterhin wurde die subzelluldre Verteilung von CALEB im ZNS von postnatalen Méiusen
durch Synaptosomen- und synaptische Vesikel-Priparation untersucht (Abb. 11). Hierzu
wurden Hirnhomogenate mittels Sedimentation durch Zentrifugation in verschiedene
Kompartimente fraktioniert. Dies fithrte zu einer sequentiellen Anreicherung der
Plasmamembranen und unldslicher Anteile des Zytoskelletts (LP1), zytosolischer Proteine
und Zellkompartimente der lysierten Neurone (LS2), leichter Membranfragmente und
synaptischer Vesikel (LP2) und Synaptosomen (P3). Die isolierten Fraktionen wurden iiber
SDS-PAGE aufgetrennt und mit verschiedenen Antikdrpern analysiert.

CALEB wurde in dem Homogenat (H), in der groben Membranfraktion (P2), in der
Synaptosomen-Fraktion (P3) und in der Fraktion der Plasmamembranen (LP1) besonders
stark angereichert. Synaptophysin, ein prasynaptisches Vesikelprotein, wurde nicht in der
Fraktion zusammen mit CALEB detektiert, sondern in der Fraktion synaptischer Vesikel
(LP2). Calretinin, ein Marker fiir zytosolische Proteine, wurde in allen Fraktionen
nachgewiesen, insbesondere in den LS1 und LS2 Fraktionen. SNAP23, ein synaptosomal-
assoziiertes Protein, wurde in der LP1 Fraktion stark angereichert. L1, ein
Transmembranprotein, wurde in den Fraktionen fiir Plasmamembranen (LP1) und in der
synaptischen Vesikel-Fraktion (LP2) angereicht.

Die Ergebnisse der angewendeten biochemischen Methoden lassen den Schlul zu, dass
CALEB besonders stark in der Synaptosomen Fraktion und in der Fraktion der
Zellmembranen angereichert ist, nicht jedoch in der Fraktion der synaptischen Vesikel (LP2)

(Abb. 10 und 11), was eine nicht priasynaptische Lokalisation vermuten ldsst.
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Abb. 11: Untersuchung der Verteilung von CALEB bei einer Synaptosomen- und synaptischen Vesikel
Préparation aus dem Gehirn postnataler Mause

Es wurden 20 pg Protein pro Spur der jeweiligen Fraktion der Synaptosomen- und synaptischen Vesikel
Praparation geladen und mit SDS-PAGE aufgetrennt. Der Blot wurde mit Hilfe von Antikdrpern gegen CALEB
(3-2G10), Synaptophysin, Calretinin, SNAP23 und L1 Antikdrpern entwickelt. CALEB reichert sich besonders
starkt in der Fraktion der Synaptosomen (P3) und in der Fraktion fiir Plasmamembranen und Zytoskelett-
Proteine (LP1) an. In der synaptischen Vesikel Fraktion wird CALEB nicht nachgewiesen. H: Homegenat, P2:
grobe Membran Fraktion, P3: Synaptosomen, LS1: Uberstand der groben Membran-Fraktion, LP1:
Plasmamembran und Zytoskelett-Protein, LP2: synaptische Vesikel, LS2: zytosolische Proteine.

3.4.3. Immunzytologische Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation von CALEB

In den vorangegangenen Experimenten wurde eine Anreicherung von CALEB in der
Synaptosomen Fraktion und in der Fraktion der Plasmamembranen nachgewiesen. Um die
Lokalisation weiter zu analysieren, wurden in kortikalen Zellkulturen Doppel-
Immunfarbungen mit CALEB-Antikérpern und verschiedenen Antikorpern gegen

dendritische und axonale Marker durchgefiihrt.
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Neurofilament CALEB

Abb. 12: CALEB erscheint Uberwiegend in der Plasmamembran von Dendritenbdumen und im
Zellkorper

Primérkulturen kortikaler Neurone (DIV 10) wurden mit Antikdrpern gegen CALEB (Rb78), MAP2 und
Neurofilament (2H3) gefirbt. Die Uberlagerung der Fluorezenzsignale fiir CALEB und MAP2 deutet auf eine
dendritische Lokalisation von CALEB hin. CALEB zeigt eine punktformige Verteilung auf dem Zellkoérper und
auf Dendritenbdumen. Fiir Neurofilament wurde keine Kolokalisation mit CALEB beobachtet. Maf3balken: 10
pm.

Nach einer Kultivierungsdauer von 10 Tagen (DIV 10) wurde die Verteilung von CALEB im
Vergleich zu MAP2 und Neurofilament (2H3) Protein untersucht (Abb. 12). MAP2 ist ein
neurales, zytoskelett-assoziertes Protein, das im Zellkorper und in den Dendriten exprimiert
wird. Es dient als Differenzierungsmarker fiir neuronale Kulturen (Caceres and Dotti, 1984).
Neurofilament ist ebenfalls ein Zytoskelett-assoziertes Protein, das meist reichlich in den
fibrilliren Komponenten der Axone exprimiert wird (Alberts et al., 2002). 2H3 ist ein
monoklonaler Antikorper gegen das 165 kD Neurofilament-Protein.

Die immunzytologische Untersuchung der Kulturen zeigt, dass CALEB vorrangig eine
punktformige Verteilung auf dem Zellkdrper und auf Dendritenbdumen aufweist. Dariiber
hinaus wurde eine {iberlappende Expression von CALEB und MAP2 auf den
Dendritenbdumen detektiert. Jedoch wurde keine Kolokalisation von CALEB mit

Neurofilament nachgewiesen.
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Diese Ergebnisse sind ein weiterer Hinweis fiir eine soma-dendritische Lokalisation von
CALEB.

Um diese beobachtete subzellullire Verteilung von CALEB zu bestétigen, wurden Retina-
Schnitte von frith postnatalen Méusen (P15) immunhistochemisch untersucht. Die Retina
stellt aufgrund ihrer charakteristischen Schichtung ein ideales Modell zur Analyse der
Lokalisation von Proteinen dar.

Retina-Schnitte wurden mit CALEB, MAP2 und Neurofilament-Antikorpern geférbt
(Abb. 13).

CALEB wurde in der Photorezeptorschicht (Ph), der inneren Kornerzellschicht (IK), der
inneren plexiformen Schicht (IPS) und der inneren Gliagrenzmembran (IG) detektiert.
CALEB kolokalisiert in der IPS und der IG mit MAP2. Neurofilament wurde dagegen nur in
der duleren plexiformen Schicht (APS) und der optischen Faserschicht (OFS) detektiert, eine

Kolokalisation mit CALEB konnte aber nicht nachgewiesen werden.
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Transmission

Abb. 13: Immunhistologische Untersuchung zur Verteilung von CALEB in der Retina der Maus.
Dargestellt sind Retinaschnitte der postnatalen Maus P15, gefirbt mit Antikérpern gegen CALEB,
Neurofilament (2H3) und MAP2. Die Photorezeptorschicht, innere Kdrnerzellschicht, innere plexiforme Schicht
und innere Gliagrenzmembran waren immunpositiv fiir CALEB (Rb78), in der IPS und der IG wurde eine
Kolokalisation mit MAP2 festgestellt. Neurofilament wurde in der &uBleren plexiformen Schicht und optischer
Faserschicht gefunden. Ph: Photorezeptorschicht, APS: duBere plexiforme Schicht, IK: innere Kérnerzellschicht
IPS: innere plexiforme Schicht G: Ganglienzellschicht, OFS: optische Faserschicht, 1G: innere
Gliagrenzmembran; MaBbalken: 50 um
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Auch im Austrittspunkt des Sehnervs (Nervus opticus) konnte keine iiberlagerte Fluoreszenz
von CALEB und Neurofilament beobachtet werden (Abb 14 A).

Ausgehend von der Beobachtung, dass CALEB auf retinalen Miiller-Glia-Zellen vorhanden
ist (Schumacher et al., 1997), wurde hier die Verteilung von CALEB in Glia-Zellen gepriift.
Um eine Kolokalisation von CALEB auf Miiller-Gliazellen detailliert zu untersuchen, wurde
eine EGFP-GFAP Maus verwendet, bei der Gliazellen das griin fluoreszente Protein (EGFP)
unter der Kontrolle des humanen GFAP-Promotors exprimieren (Abb. 14).

Auch in der Retina von EGFP-GFAP-Miusen sieht man keine Uberlagung von Gliazellen mit
Neurofilament (Abb. 14 B), jedoch bestitigt sich eine teilweise Uberlagerung von CALEB
mit Gliazellen in der inneren Gliagrenzmembran (Abb. 14 C)

Durch Firbungen in der Retina wurde bestdtigt dass CALEB nicht axonal lokalisiert ist, was
besonders deutlich durch Farbungen an der Austritts6ffnung des optischen Sehnervs gezeigt

werden konnte.
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Abb. 14: Immunhistologische Untersuchung zur Lokalisation von CALEB in der Retina der Maus.
Dargestellt sind Retinaschnitte der postnatalen Maus (C57Bl/6J) und EGFP-GFAP-Maus (P15) gefarbt mit
Antikorpern gegen CALEB und Neurofilament (2H3). A: Das Neurofilament Protein kommt in der optischen
Faserschicht vor und kolokalisiert nicht mit CALEB. B: Neurofilament zeigt keine Kolokalisation mit Gliazellen
in der Retina von EGFP-GFAP-Miusen. C: Das CALEB Protein kolokalisiert teilweise mit Glia-Zellen in der
optischen Faserschicht und inneren Gliagrenzmembran. MaBibalken: 100 pm
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3.4.5. Untersuchungen zur synaptischen Lokalisation von CALEB

Um zu kldren, ob CALEB in Synapsen lokalisiert ist, wurden in kortikalen Zellkulturen
(DIV 10) Doppel-Immunfirbungen gegen prid- und postysnaptische Proteine und CALEB
durchgefiihrt. Als prisynaptische Marker wurden Synaptophysin und Synapsin, und als
postsynaptische Marker Gephyrin und PDS95 verwendet. Eine Kontrollfarbung erfolgte mit
L1, einem Transmembranprotein (Abb. 15).

Synaptophysin/Gephyrin und Synaptophysin/PSD95 zeigten einen relativ hohen Anteil an
Ko-Lokalisation in Vergleich zu CALEB und L1 mit den verwendeten synaptischen Markern.
Die Férbungen zeigten, dass CALEB zum Teil mit synaptischen Markern ko-lokalisiert,

jedoch nicht auf Synapsen beschrinkt ist.
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Abb. 15: Untersuchungen zur synaptischen Lokalisation von CALEB

Primérkulturen kortikaler Neurone (DIV 10) wurden durch Doppel-Immunfarbungen gegen prd- und
postysnaptische Proteine (Synaptophysin, Synapsin, Gephyrin und PSD95) sowie gegen L1 und CALEB
analysiert. Die prd- und postsynaptischen Proteine Synaptophysin und Gephyrin, sowie Synaptophysin und
PSD95 zeigen einen relativen hohen Anteil an Kolokalisation im Vergleich zu CALEB und L1 mit synaptischen
Markern. Dieses Experiment wurde in 3 verschiedenen Zellkulturen durchgefiihrt, und die Auswertung der
Kolokalisation wurde in einem Feld von 200 pm® analysiert. Anzahl ko-lokalisierter Punkte/Gesamtzahl der
Punkte des synaptischen Markers (ko-lokalisiert + nicht ko-lokalisiert), z.B. [(SyntGeph.)/gesamt Geph. ko-
lokalisiert + nicht ko-lokalisiert)]x100 (n = 30). Syp: Synaptophysin, Geph: Gephyrin, Syn: Synapsin. Fiir
signifikante Unterschiede wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von * P<0,05, ** P<0,01 und *** P<0,001
festgelegt. Mittelwert + Standardfehler. MaBbalken: 10 um.
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3.5 Analyse des Dendritenbaumes in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp

Neuronen

3.5.1 Analyse des Dendritenbaumes nach Immunfarbung

Ausgehend von der Beobachtung, dass eine Uberexpression von CALEB in Hippocampus-
Zellkulturen zu einer erhohten Komplexitdt des Dendritenbaumes und zur verstiarkten Spine-
Bildung fiihrt (Brandt et al., 2007), sowie durch die in dieser Arbeit gemachten Beobachtung,
dass CALEB somato-dendritisch lokalisiert ist, sollte untersucht werden, ob auch in CALEB
-/- Neuronen die Dendritenmorphologie verdndert ist.

Um dies zu priifen, wurden die Dendritenbdume in Hippocampus- und in Kortex-Zellkulturen
von Wildtyp und CALEB -/- Neuronen analysiert. Der Dendritenbaum wurde mit Hilfe der
Immunfiarbung gegen das dendritisch-lokalisierte Protein MAP2 (microtubulule-associated
protein) sichtbar gemacht und mit der Fast-Sholl-Analyse ausgewertet (Abb. 16). Dazu wird
die Anzahl dendritischer Schnittpunkte in Abhéingigkeit zur Entfernung von Zellkorper und
die Anzahl der dendritischen Endpunkte bestimmt (Abb. 16 A). Die Analyse erfolgte zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung (DIV4 + DIVS).

Aus der Analyse des Dendritenbaumes bei DIV 4 und 8 sowohl in Hippocampus- als in
Kortex-Zellkulturen ergab sich ein signifikanter Unterschied in der Komplexitit (Abb.
16 B-C), wobei sich in CALEB -/- Neuronen eine signifikant verringerte Komplexitit im

Vergleich zu Wildtyp Neuronen zeigte.
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Abb. 16: Analyse des Dendritenbaumes.

A: Schematische Darstellung der Sholl Analyse modifiziert nach Gutierrez und Davies, 2007. Die Anzahl von
Schnittpunkten von Dendriten mit konzentrischen Kreisen im Abstand von 10 um wird nach anti-MAP2
bestimmt. Des Weiteren werden die dendritischen Endpunkte (+) ermittelt. B: Primédrkulturen hippokampaler
Neurone (DIV 4 und 8) wurden mit Antikorpern gegen MAP2 gefarbt. Aus der Analyse des Dendritenbaumes
ergibt sich in Hippokampus-Zellkulturen ein signifikanter Unterschied in der Komplexitdt. CALEB -/- Neurone
zeigten eine signifikant verringerte Komplexitit im Vergleich zu Wildtyp Neuronen. C: Primérkulturen
kortikaler Neurone (DIV 4 und 8) wurden mit Antikdrpern gegen MAP2 gefarbt. Auch in kortikalen Kulturen
zeigen die CALEB -/- Neurone eine reduzierte Komplexitit im Vergleich zu Wildtyp Neuronen. 3 verschiedenen
Zellkulturen wurden verwendet. Die Analyse des Dendritenbaumes erfolgte ohne Kenntnis des Genotyps. Fiir
signifikante Unterschiede wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von * P<0,05, ** P<0,01 und *** P<0,001
festgelegt. Mittelwert + Standardfehler. MaBbalken: 10 pm.

3.5.2 Analyse des Dendritenbaumes nach Transfektion mit einer fir EGFP kodierenden
cDNA

Da eine Analyse der Dendritenbdume in dlteren Kulturen nach MAP2 Féarbungen aufgrund
starker Uberlagerungen von Dendritenbdumen nicht méglich ist, wurden die Neurone mit
einem EGFP-Expressionsvektor (pEGFP-N1, Invitrogen) transfiziert. Durch Transfektion mit
EGFP ist es moglich, die Dendritenbaumstruktur auch in dichten Kulturen zu analysieren, da
nur wenige Neurone EGFP-positiv sind. Weiterhin werden bei Verwendung dieser Methode
auch die kleinen sekundédren Verzweigungen sichtbar. Ein Nachteil besteht darin, dass nicht
nur Dendriten, sondern auch Axone gefiarbt sind und die Expression von einem nicht
endogenen Protein den Stoffwechsel und die Morphologie der Neuronen beeinflussen konnte.
Aus der Analyse des Dendritenbaumes der kortikalen Zellkultur (DIV 8 und 14) nach
EGFP-Transfektion konnte eine signifikante Reduktion der Komplexitit in CALEB -/-
Neuronen im Vergleich zu den Wildtyp Neuronen bestitigt werden (Abb. 17).

65



3. Ergebnisse

10 4 =  CALEB n=30)
" = Wildtyp n= 32

[=-]
1
1]

Anzahl dendritischer
Schinittpunkte
[=2]
1

2+ 51

-
*3

T I I Ll T T I

I I ]
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 40
Abstand vom Zellkérper (pm)

12- DIV14

-
(=]
1

+ CALEB n= 32
=— Wildtyp n= 34

oy

15 el ki

1
.o

10

Anzahl dendritischer
Schinittpunkte
%] E

U T T T T T L T T T 1
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400
Abstand vom Zellkdrper (um)

+/+ | o[- ++ |-

Div4 DIv8

Anzahl dendritischer Enden

Abb. 17: Analyse des Dendritenbaumes nach EGFP Transfektion.

A Primérkulturen kortikaler Neurone (DIV 6 und 12) wurden mit EGFP-Vektor transfiziert und 2 Tage spater
analysiert. CALEB -/- Neuronen zeigten eine signifikant verringerte Komplexitdt im Vergleich zu Wildtyp
Neuronen. 3 verschiedenen Zellkulturen wurden verwendet. Die Analyse des Dendritenbaumes erfolgte ohne
Kenntnis des Genotyps. Fiir signifikante Unterschiede wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von * P<0,05,
** P<0,01 und *** P<0,001 festgelegt. Mittelwert + Standardfehler. MaBbalken: 10 pm.

3.5.3. Etablierung einer Methode zur Analyse des Dendritenbaumes in CALEB -/-
Neuronen im Vergleich zu Wildtyp Neuronen in kortikalen Hirnschnitten

Um zu priifen, ob auch in vivo Verdnderungen des Dendritenbaums bei Abwesenheit von
CALEB vorliegen, sollten kortikale Hirnschnitte untersucht werden. Die Analyse des
Dendritenbaumes soll nach Aufnahme von Bildern im konfokalen Mikroskop durch eine 3D
Rekonstruktion und unter Verwendung der Fast-Sholl-Analyse erfolgen.

Aufgabe war es zunichst, eine geeignete Methode zur Darstellung des Dendritenbaums zu
etablieren.

Um Neurone sichtbar zu machen, wurden drei verschiedene Methoden verglichen:
Golgi-Farbung, eine transgene Mauslinie (Thyl-EGF-M) und Lucifer Yellow-Injektion
(Abb. 18).
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Mittels Golgi-Farbung konnten nur sehr selten einzelne Zellen abgebildet werden, da es zu
Uberlagerung sogar verschiedener Zelltypen kommt. Durch Kreuzung der CALEB -/- Maus
mit der Thyl-GFP-M-Mauselinie (Feng et al., 2000) wurde die Thyl-EGF-M/CALEB -/-
Maus erzeugt. In der transgenen Mauslinie (Thyl-EGF-M) wird EGFP unter der Kontrolle
des Thyl-Gen Promoters zur Expression gebracht. Obwohl selektiv Neurone durch EGFP
Expression sichtbar wurden, zeigte sich bei der Aufnahme von Bildern im konfokalen
Mikroskop ebenfalls eine starke Uberlagerung der Dendritenbdume sowie eine hohe
Variabilitdt der gefdrbten Zellen sogar von Tieren aus demselben Wurf. Durch die Lucifer
Yellow-Injektionen (Kooperation mit Dr. Jiittner, AG Rathjen) werden auch verschiedene
Zelltypen markiert, jedoch liegen die Zellen in den Aufnahmen im konfokalen Mikroskop

meist einzeln vor. Somit stellt diese Methode sich als besonders geeignet dar.
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Golgi-Farbung Thy1-GFP-M/CALEB Lucifer Yellow

Abb. 18: Etablierung einer Methode zur Analyse des Dendritenbaumes in kortikalen Hirnschnitten.

Drei verschiedene Methoden, um Neurone sichtbar zu machen, wurden verwendet: Golgi-Fiarbung, eine
transgene Mauslinie (Thyl-EGF-M) und Lucifer Yellow-Injektion. Zunédchst wurden kortikale Hirnschnitte
mittels eines Vibratoms (VT1000S, Leica) gewonnen (130 — 200 pm) und anschliefend fixiert. Die Golgi-
Férbung erfolgt ausschlieBlich nach Herstellerangaben (FD rapid GolgiStain Kit, FD Neuro Technologies). Die
Ubersicht-Aufnahmen wurden am Lichtmikroskop und Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135 (Achroplan 10x
/20x 0,25 Ph, Metall-Halid-Lamp HXP120) gemacht. Die Fluoreszenzpriparate wurden an dem Mikroskop Axio
Observer Z1 (Zeiss) bzw. an dem konfokalen Mikropkop Zeiss LSM 510 NLO Meta (LD LCI Plan-Apochromat
25%/0,8 Oil, zoom 2, Bildauflosung 1024x1024, z-stacks 1,5 pm Abstand; ThylGFP-M: Anregung durch
Argonlaser bei 488 nm, BP500-550 Filter; Lucifer Yelow: Zwei-Photonen 890 nm, BP520-555 Filter)
fotografiert. Die 3D Rekonstruktion wurde mittels LSM Image Browser Software (Zeiss) durchgefiihrt.
MaBbalken: 100 pm.

68
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3.5.4. Analyse der Anzahl von Synapsen in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu
Wildtyp Neuronen

Ausgehend von einer teilweisen Kolokalisation von CALEB mit synaptischen Markern und
Verianderungen in der synaptischen Konnektivitit (Kooperation mit Dr. Jiittner, AG Rathjen),
sollte gepriift werden, ob die Anzahl der Synapsen in CALEB-defiziente Mause verdndert ist.
Es wurden Doppel-Immunfiarbungen gegen prd- und postsynaptische Proteine aus
GABAergen Synapsen (VGAT und Gephyrin) und glutamatergen Synapsen (VGlutl+2 und
GluR2) durchgefiihrt (Abb. 19 - 20). Die Anzahl der ermittelten Synapsen kann man in
Relation zu den elektrophysiologischen Ergebnissen diskutieren.

Die Doppel-Immunfiarbungen GABA-erger Synapsen (VGAT und Gephyrin) in kortikalen
Wildtyp und CALEB -/- Kulturen (DIV 14) zeigten keinen signifikanten Unterschied in der
Anzahl von GABAergen Synapsen. Auch die Anzahl der Punkte pridsynaptischer Marker
(VGAT) ist unverdndert, jedoch konnte eine reduzierte Anzahl der Punkte postsynaptischer
Marker (Gephyrin) in CALEB -/- Kulturen festgestellt werden (Abb. 19). Interessanterweise
konnte gezeigt werden, dass Gesamt-Gephyrin in CALEB -/- niedriger ist, aber nicht das in
Synapsen lokalisierte Gephyrin, d.h. der in Synapsen lokalisierte Anteil von Gephyrin ist in
der CALEB -/- Kultur hoher als in der Wildtyp Kultur. Zusétzlich konnte durch Western
Blotting eine tendenziell reduzierte Menge von Gephyrin in CALEB -/- beobachtet, jedoch
stat nicht signifikant (Abb. 19 B).

Glutamaterge Synapsen wurden gegen VGlutl+2 und AMPA-Rezeptoren gefirbt. Auch bei
den glutamatergen Synapsen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Anzahl. Die
Anzahl von Punkten des postsynaptischen Markers (AMPA) ist in CALEB -/- Kulturen hoher
als in Wildtyp Kulturen (Abb. 20). Da die Anzahl der Synapsen unveridndert ist, die
AMPA-positiven Punkte aber erhdht sind, ist anzunehmen, dass mehr AMPA-Rezeptoren
auBBerhalb von Synapsen in CALEB -/- Kulturen vorhanden sind (Abb. 20).
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Abb. 19: Analyse der Anzahl von GABAergen Synapsen in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp
Neuronen

A Primirkulturen kortikaler Neurone (DIV 14) wurden mit Antikdrpern gegen VGAT (prasynaptischer Marker)
und Gephyrin (postsynaptische Marker) gefarbt. Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl von
GABAergen Synapsen und des priasynaptischen Markers, jedoch ist die Anzahl des postsynaptischen Markers
(Gephyrin) in CALEB -/- Kulturen niedriger im Vergleich zu Wiltyp Kulturen. Dieses Experiment wurde in 3
verschiedenen Zellkulturen ohne Kenntnis des Genotyps durchgefiihrt (WT n= 26, CALEB -/- n= 31). B: Die
Lysate des Kortex von Méusen (P15) wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und der Blot mit dem Gephyrin-
Antikdrper (mAb7a) und einem HRP-gekoppelten sekundéren Antikdrper entwickelt. Die Intensitdt der
Gephyrin-Banden wurde mit der y-Tubulin-Bande normalisiert. In CALEB -/- Lysaten zeigte sich eine
tendenziell, jedoch nicht signifikant verringerte Bande. Die molekularen Massen von Kontrollproteinen sind auf
der linken Seite des Blots angegeben. Fiir die Auswertung von Ko-Lokalisation von pri- und postsynaptischen
Terminalien wurde ein Bereich mit einem Durchmesser von 100 pm herangezogen. Das Soma der betrachteten
Zelle lag im Zentrum dieses Bereichs. Mallbalken: 20 um.
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Abb. 20: Analyse der Anzahl von glutamatergen Synapsen in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu
Wildtyp Neuronen.

A: Primidrkulturen kortikaler Neurone (DIV 14) wurden mit Antikdrpern gegen VGlutl+2, einem
prasynaptischen Marker, und AMPA (GluR2 Untereinheit), einem postsynaptischen Marker, gefarbt. Es gibt
keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl von glutamaterge Synapsen. Auch die Anzahl des
prasynaptischen Markers war unverdndert, jedoch zeigte sich eine Erhdhung in der Anzahl von Punkten des
postsynaptischen Markers (AMPA) in CALEB -/- Kulturen im Vergleich zu Wiltyp Kulturen. Dieses
Experiment wurde in 3 verschiedenen Zellkulturen ohne Kenntnis des Genotyps durchgefiihrt.. (WT n= 50,
CALEB -/- n=45). Fiir die Auswertung von Ko-Lokalisation von pra- und postsynaptischen Terminalien wurde
ein Bereich mit einem Durchmesser von 100 um herangezogen. Das Soma der betrachteten Zelle lag im Zentrum
dieses Bereichs. Maf3balken: 20 pm.

3.6. Untersuchungen zur Phosphorylierung von CALEB

Ausgehend von der Annahme, dass CALEB die Komplexitdt des Dendritenbaumes iiber die
PI3K-Akt-mTOR und PKC Signalkaskade beeinflusst (Brandt et al., 2007; Nakanishi et al.,
2006), wurde gepriift, ob dieser Mechanismus durch eine Phosphorylierung von CALEB
vermittelt wird.

In unserem Labor konnte bereits eine zytoplasmatische Phosphorylierungsstelle von CALEB
durch Aufreinigung des Proteins und anschlieSende Proteinsequenzierung identifiziert werden

(Prof. Rathjen, unpubliziert). Ausgehend von diesem Ergebnis wurden verschiedene
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Phosphomotiv-Antikorper gegen die Phosphorylierungsmotive von PKC
(R/K)X(R/K)(S*)(Hyd)(R/K) und Akt (R/K)X(R/K)XX(T*/S*) verwendet (Abb. 21).

Die Phosphorylierungsstelle der zytoplasmatischen Doméne von CALEB enthilt dieselben
Phosphorylierungsmotive von Akt und PKC. Aufgrund dieser besonderen Bedeutung wurden
Lysate von kortikalen Zellkulturen DIV 30 Wildtyp und CALEB -/- analysiert. Aus dem
Lysat von behandelten und unbehandelten Kulturen (Aktivatoren: BNDF und PMA; und
Inhibitoren: LY29002 und GF109203X von Akt und PKC wurden sowohl das Gesamt-
Protein, als auch das immunprézipierte Protein von Wildtyp und CALEB -/- Zellkulturen in

einem Gel aufgetragen.

Abb. 21: Untersuchungen zur funktionellen Phosphorylierung von CALEB und Beteiligung an
intrazellularen Signalkaskaden

A: Aminosduresequenz des zytoplasmatischen Segments von mCALEBa. Die Phosphorylierungsstelle des
Serins an Position 467 (*) wurde durch Massenspektrometrie in der Arbeitsgruppe Rathjen identifiziert. Eine
weitere putative Phosphorylierungsstelle eines Threoninrestes an Position 460 ist durch ein (*) gekennzeichnet
(die potentiellen Phosphorylierungsstellen der zytoplasmatischen Doméne von CALEB fiir Akt und PKC).
(B-C): Zur Untersuchung der Phosphorylierung von CALEB durch Akt und PKC wurde in Lysaten von
kortikalen Zellkulturen DIV 30 Wildtyp und CALEB -/- analysiert. Die Lysate von behandelten und
unbehandelten Kulturen [(BNDF — 20 ng/ml, 20 min, oder PMA — 50 ng/ml, 20 min) oder den Inhibitoren
(LY29002 — 50 uM, 1 h und GF109203X — 50 ng/ml 1h)] wurden in der SDS-PAGE (4 — 15 %) aufgetrennt,
transferiert und mit dem Phosphomotiv-Antikorper gegen die Phosphorylierungsmotive von PKC
R/K)XR/K)S*)Hyd)(R/K), Akt (R/K)X(R/K)XX(T*/S*) und CALEB-Antikorper (3-2G10) analysiert. Die
Immunprézipitation von CALEB erfolget mit mAb8-1B8, um zu testen, ob das CALEB Protein phosphoryliert
wird. Im selben Blot wurden die CALEB-Banden mit den Banden unterschiedlicher phosphorylierter Proteine
verglichen. Der gleiche Vorgang wurde fiir Akt und PKC durchgefiihrt. Unter Verwendung spezifischer
Phosphomotiv-Antikorper kann keine Bande als phosphoryliertes CALEB erkannt werden. Das Vorhandensein
von CALEB Protein wurde nach Chondroitinase ABC Behandlung analysiert. Die molekularen Massen von
Kontrollproteinen sind auf der rechten Seite des Blots angegeben. (**) deuten die schwere und leichte Kette des
Antikdrpers an.
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Unter Verwendung spezifischer Phosphomotiv-Antikorper konnte jedoch bisher keine Bande
als phosphoryliertes CALEB erkannt werden. Schlu3folgernd lésst sich sagen, dass entweder
die Phosphomotiv-Antikorper die Phosphorylierungsstelle von CALEB nicht erkennen (d.h.
der Antikorper ist nicht geniligend sensitiv), oder dass CALEB durch eine andere Kinase

phosphoryliert wird.

3.7. Untersuchung zur Prozessierung von CALEB

Ausgehend von der Beobachtung, dass nicht-glycosyliertes CALEB aus einer ca. 120 kDa
groBBen Form in eine kiirzere, membranstindige Form (ca. 38 kDa) mit einer frei zuginglichen
EGF Doméne umgewandelt wird (Jiittner et al., 2005), wurde im folgenden Experiment ein
Versuchmodell etabliert, um diese Umwandlung zu untersuchen.

Die Kenntnisse iiber die verantwortliche Protease und den Mechanismus der Umwandlung
ermoglichen Schlussfolgerungen iiber den Einfluss neuronaler Aktivitét auf die Struktur von
CALEB.

Um die Frage zu kldren, welche Protease fiir die Prozessierung von CALEB verantwortlich
ist, wurde ein neuer Versuchsaufbau gewéhlt, bei dem die Untersuchungen nicht wie bisher
an neuronalen Zellkulturen (Jiittner et al., 2005), sondern an akuten, kortikalen Hirnschnitten
durchgefiihrt werden. Hierbei wurden akute Hirnschnitte (1 mm dick) entweder sofort auf das
Vorhandensein verschiedener Formen von CALEB analysiert oder 10 min bis 2 Stunden unter
verschiedenen Bedingungen inkubiert.

Die Analyse verschiedener Formen von CALEB erfolgte durch Western Blotting unter
Verwendung eines monoklonalen anti-CALEB Antikorpers, welcher die zytoplasmatische
Doméne von CALEB erkennt (Abb 22).

Um dieses Versuchsmodell zu testen, wurde zundchst die Umwandlung von CALEB in
Abhingigskeit zur Inkubationszeit und der Ca®" Konzentration untersucht (Abb. 22).

Die WB-Analyse von kortikalen Hirnschnitten zeigt, dass die Prozessierung von CALEB ab 1
mM Ca”" sehr deutlich festgestellt werden kann, d.h. die groBe Form von CALEB (ca. 120
kDa) nimmt ab und eine Bande von ca. 38 kDa entsteht (Abb. 22 A-B). Diese Prozessierung
nimmt mit der Inkubationszeit zu (Abb 22 C-D).

Beriicksichtigend, dass die Prozessierung von CALEB Ca®'- und Zeit-abhéngig ist, wurde die
proteolytische Unwandlung in  Anwesenheit verschiedenener Protease-Inhibitoren
durchgefiihrt (Abb. 23). Die hier getesteten Protease-Inhibitoren blockieren alle Familien von

Proteasen: Serin-Proteasen, Cystein-Proteasen, Aspartat-Proteasen und Metallo-Proteasen.
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Abb. 22: Untersuchung zur Prozessierung von CALEB

Lysate von akuten Kortex-Schnitten (1 mm dick) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels WB-
Analyse (CALEB-Antikorper 3-2G10) untersucht. A-B: mit Steigerung der Ca*’-Konzentration ist eine
Abnahme der grolen Form (ca. 120 kDa) und eine Zunahme der kiirzeren Form von CALEB (ca. 38 kDa) zu
erkennen. C-D: Mit fortschreitender Inkubationszeit nimmt die Umwandlung zu. Die Inkubation erfolgte bei
Raumtemperatur. Das Vorhandensein von CALEB wurde nach Chondroitinase ABC Behandlung analysiert. Die
molekularen Massen von Kontrollproteinen sind auf der linken Seite des Blots angegeben

Bei kortikalen Hirnschnitten konnte durch Zugabe verschiedener Protease-Inhibitoren der
Kandidatenkreis der verantwortlichen Proteasen auf eine Cystein/Serin-Protease eingeengt
werden. Besonders effektiv konnte die Umwandlung von CALEB durch Leupeptin, ein
Cystein/Serin Protease Inhibitor, und E64, ein Cystein Protease-Inhibitor, verhindert werden
(Abb. 23 A). Weiterhin konnte durch Zugabe von L-Cystein eine Abnahme der gro3en Form
(ca. 120 kDa) und eine Zunahme der kiirzeren Form von CALEB (ca. 38 kDa) festgestellt
(Abb. 23 F). L-Cystein ist ein Aktivator von Cystein Proteasen.

Um den Einfluss neuronaler Aktivitit auf die Struktur von CALEB zu ergriinden, wurden
verschiedene Blocker gegen Glutamat-Rezeptoren getestet (Abb. 23 C-D). Durch diese
Hemmung (APV, CPP und Mk801) wurde die Umwandlung von CALEB in eine kurze

membranstindige Form verhindert.
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Abb. 23: Untersuchung zur Prozessierung von CALEB durch verschiedene Protease-Inhibitoren

Lysate von akuten Kortex-Schnitten (1 mm dick) wurden mittels SDS-PAGE und WB (CALEB-Antikorper
3-2G10) untersucht. Die Inkubation erfolgte durch Begasung bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden. A-B: Durch
Verwendung von verschiedenen Protease-Inhibitoren ist zu erkennen, dass Leupeptin und E-64 die
proteolytische Unwandlung von CALEB verhindern kénnen. C-D: mit Hemmung von Glutamat-Rezeptoren
durch APV, CPP und Mk801 wurde die Umwandlung von CALEB in eine kurze membranstindige Form
verhindert. E: (-)-Epigallocatechin Gallate (EGCG), ein Metalloprotease-Inhibitor, wurde in verschiedenen
Konzentrationen eingesetzt, um die Umwandlung von CALEB zu analysieren. Dieser Inhibitor kann nicht die
Prossezierung von CALEB verhindern. F: mit Steigerung der L-Cystein Konzentration ist eine Abnahme der
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groBen Form (ca. 120 kDa) und eine Zunahme der kiirzeren Form von CALEB (ca. 38 kDa) zu erkennen.
L-Cystein und DTT sind Aktivatoren von Cystein Proteasen. Die Inkubation erfolgte durch Begasung bei
Raumtemperatur fiir 30 min Das Vorhandensein von CALEB wurde nach Chondroitinase ABC Behandlung
analysiert. Die molekularen Massen von Kontrollproteinen sind auf der linken Seite des Blots angegeben

Mit diesem Modell konnte gezeigt werden, dass eine Cystein oder Serinprotease flir die
Umwandlung verantwortlich ist (Abb. 23 A-B.), wobei eine Hemmung von
Glutamat-Rezeptoren die Prozessierung von CALEB in eine kurze membranstindige Form
partiell verhindert (Abb. 23).

Um Metallo-Proteasen als Mdglichkeit auszuschlieen, wurde EGCG ((-)-Epigallocatechin
Gallate), ein Metallo-Protease Inhibitor getestet (Abb. 23). Dieser Inhibitor kann nicht die
Prozessierung von CALEB verhindern.

Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen kann angenommen werden, dass auch Tissue-
Plasminogen-Activator (tPA), eine Serin-Protease, welche Plasmin aus Plasminogen spaltet,
die Umwandlung von CALEB fordert. Als Versuchsmodell wurden hier tPA-defiziente
Maiuse verwendet (Abb 24). Aus den Untersuchungen geht hervor, dass tPA jedoch nicht an
der Umwandlung von CALEB beteiligt ist, da in der tPA Knockout Maus, welche keine
aktive tPA Protease enthilt, alle Formen von CALEB auftreten.

Als weiterer Kandidat fiir die Umwandlung von CALEB wurde BACEI1 (beta-site-amyloid
precursor protein-cleaving enzymel), eine B-Secretase, getestet. Diese Aspartat-Peptidase
prozessiert Neureguline, zu deren Gruppe auch CALEB zéhlt (Willem et al., 2006). Fiir diese
Untersuchungen wurden BACE1-defiziente Mduse verwendet (Abb 24). Unsere Ergebnisse
zeigen, dass auch BACE nicht an der Umwandlung von CALEB beteiligt ist.
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Abb. 24: Untersuchung zur Prozessierung von CALEB in Knockout Maus Linien.
Als Versuchsmodell wurden bei Knockout Méausen (tPA Knockout Maus und BACE Knockout Maus) die
Umwandlung von CALEB getestet. Lysate von akuten Kortex Schnitten (1 mm dick) wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und WB (CALEB-Antikdrper 3-2G10) untersucht. Die Inkubation erfolgte durch Begasung

bei RT fiir 2 h. In beiden Knockout Méusen findet die Umwandlung von CALEB in eine kurze membransténdige
Form statt. Die molekularen Massen von Kontrollproteinen sind auf der linken Seite des Blots angegeben.
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Weiterhin wurde die Prozessierung von CALEB in verschiedenen Hirnregionen untersucht
(Abb. 25). Die Umwandlung von CALEB in eine kurze, membranstindige Form erfolgt in

allen untersuchten Hirnregionen.
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Abb. 25: Untersuchung zur Prozessierung von CALEB in verschiedenen Hirnregionen.

Lysate von akuten Kortex-Schnitten (1 mm dick) wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und der Blot mit dem
CALEB-Antikorper (3-2G10) und einem HRP-gekoppelten, sekunddren Antikérper entwickelt. Die Inkubation
wurde durch Begasung bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden durchgefiihrt. Leupeptin wurde als Proteinase
Inhibitor verwendet. Die Unwandlung von CALEB wurde in allen Hirnregionen festgestellt. Die molekularen
Massen von Kontrollproteinen sind auf der linken Seite des Blots angegeben

Abschliefend kann festgestellt werden, dass CALEB in allen untersuchten Hirnregionen
durch eine Cystein/Serin-Protease prozessiert wird und diese Umwandlung durch neuronale

Aktivitat beeinflusst wird.

3.8. Untersuchung zur Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren durch die EGF-
Domane von CALEB

Die proteolytische Umwandlung von CALEB zu einer verkiirzten Plasmamembran-
assoziierten Form mit einer frei zugédnglichen EGF Domine ldsst vermuten, dass CALEB als
juxtacrines Signaltransduktionsystem zwischen benachbarten Neuronen wirken kann. Diese
Interpretation setzt ein Rezeptorprotein voraus. Von anderen Mitgliedern der EGF Familie ist
bekannt, dass diese ErbB-Rezeptoren phosphorylieren.

Um die Frage zu kldren, ob auch die EGF Domine von CALEB an ErbB-Rezeptoren bindet
und eine Phosphorylierung induzieren kann, wurde die EGF-Domidne an verschiedenen
Karzinomzelllinien (MDA-MD 231, MDA-MD 453, T47D), die Tyrosinkinaserezeptoren
(ErbBl1, 2, 3 oder 4) enthalten, getestet.

Zunichst wurden fiir diese Versuche unterschiedlich hergestellte EGF Dominen verwendet:
(a) rekombinant hergestellte EGF-Domédnen und (b) Aufreinigung von CALEB aus

embryonalen Hiithneraugen.
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3. Ergebnisse

Die EGF-Doméne von CALEB wurde durch Expressionsklonierung (pcDNA6/myc-HisC und
APtag5/myc-His) in COS7-Zellen versucht herzustellen (Abb. 26). Alle Konstrukte enthalten

ein Signalpeptid, so dass die synthetisierten Proteine in den Kulturiiberstand sezerniert

werden.
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Abb. 26: Unterschiedlich hergestellte EGF Doménen als rekombinantes Protein

A: Schematische Darstellung von verschiedenen Konstrukten der CALEB EGF-Domine und Vergleich der
entsprechenden Proteinsequenzen von Maus, Hilhn und huEGF-Domidnen (GenBank #CAA28240,
Homo sapiens — ,.epidermal growth factor). B-D: Eukaryotische Herstellung und Reinigung von der CALEB
EGF-Domine; B: Uberstinde transfizierter COS-7 Zellen (mit der EGF-Domine von mCALEB bzw.
chCALEB). Das jeweilige Konstrukt konnte mittels Coomassie-blue-Farbung nicht nachgewiesen werden. C:
Lysat und Uberstand der verschiedenen COS-7 Zellen. 15 % SDS-PAGE mit anschlieBender WB-Analyse. Die
jeweiligen CALEB EGF-Doménen konnten ausschlieBlich im Lysat detektiert werden. D: WB-Analyse nach 15
% SDS-PAGE des mCALEB EGF-Lysates neben Kontroll-Lysat (mit leerem Vektor transfizierte Zellen). Durch
beide Antikorper (penta His tag-Antikorper sowie anti-myc mAB9E10) konnte kein Protein im Lysat mit der
GroBe der mEGF/CALEB Doméne detektiert werden. Das Konstrukt pcDNA6mycHisC enthilt ein Signalpeptid,
so dass hergestelltes Protein in den Uberstand sekretiert werden sollte. Die Abwesenheit von CALEB im
Uberstand und Zelllysat konnte als Folge einer verinderten Proteinfaltung von CALEB im endoplasmatischen
Reticulum erkldrt werden. SSP: Signalpeptid, AP: alkalische Phosphatase, NT: nicht Transfektiert. Die
molekularen Massen von Kontrollproteinen sind auf der rechten Seite des Blots angegeben.

Die Expressions der EGF-Domédne (EGF/mCALEB_A) als auch der EGF-Doméne mit
zusétzlich 14 Aminoséduren in Richtung des N-Terminus (EGF/mCALEB_B) in COS-7 Zellen
war jedoch nicht erfolgreich (Abb. 26 B-D). Die Abwesenheit der EGF Doméne von CALEB
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3. Ergebnisse

im Uberstand und in der Lysat-Fraktion der Zellen konnte als Folge einer inkorrekten
Proteinfaltung von CALEB im endoplasmatischen Reticulum erklirt werden.

Hingegen wurde die Expression der Hithner CALEB EGF-Domine (EGF/chCALEB)
wenigstens in dem Zelllysat nachgewiesen (Abb. 27). Eine kleinere Bande als die
entsprechende GroB3e der CALEB EGF-Doméne mit der alkalischen Phosphatase (AP) wurde
in der Kontrolle (AP-Fusionsprotein allein transfiziert) detektiert. Aus diesem Grund lésst
sich vermuten, dass eine Fehlfaltung von CALEB im endoplasmatischen Reticulum oder eine
Storung des Transfers durch die Plasmamembran die Sekretion verhindert. Um dies zu
untersuchen, wurde getestet, ob ein verdndertes Wanderungsverhalten unter reduzierenden
bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen vorliegt. Die Anderung der apparenten Masse mit der
entsprechenden Grof3e wurde nur in der Probe der CALEB EGF-Domine und nicht in dem
AP Fusionsprotein allein (Kontrolle) nachgewiesen. Das Auffinden von CALEB in der Lysat-
Fraktion konnte als Folge eines sofortigen Abbaus der CALEB EGF-Doméne erklirt werden,

so dass die Sekretion moglicherweise verhindert wird.
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Abb. 27: Eukaryotische Herstellung der EGF-Domane von chCALEB

A: Uberstand von mit EGF von chCALEB (chEGF/CALEB) transfizierten COS-7 Zellen. Die CALEB EGF
Doméne wurde nicht im Uberstand durch Coomassie-blue-Firbung nachgewiesen. Jedoch wurde mit dem penta
His tag-Antikdrper und anti-myc mAb9E10 Antikorper, die das AP-Fusionsprotein mit His und myc allein
erkennen, in der Kontroll-Transfektion (Konstrukt APtagSmycHis) detektiert. B: Das Lysat der eukaryotischen
Herstellung der CALEB EGF-Domine wurde mittels 15 % SDS-PAGE aufgetrennt und durch WB-Analyse
untersucht. Eine Bande mit der entsprechenden Gro3e der CALEB EGF-Doméne konnte detektiert werden. In
untransfizierten Zellen kommt diese nicht vor. Das aufgereinigte Lysat wurde unter reduzierenden und nicht-
reduzierenden Bedingungen in einer 15 % SDS-PAGE aufgetrennt und der Blot mit dem penta
Histag-Antikorper bzw. anti-myc mAb9E10 Antikdrper und mit einem HRP-gekoppelten sekunddren Antikrper
entwickelt. Eine entsprechende Verdnderung der apparenten Masse konnte lediglich auf Hohe des CALEB
EGF-Konstruktes nachgewiesen werden. Die Probe mit leerem Vektor zeigt kein verdndertes
Wanderungsverhalten. Das Auffinden von CALEB in der Lysat-Fraktion kdnnte als Folge eines sofortigen
Abbaus der CALEB EGF-Doméne erklart werden, so dass die Sekretion moglicherweise verhindert wird. Die
molekularen Massen von Kontrollproteinen sind auf der rechten Seite des Blots angegeben

Natives CALEB wurde es aus einer Plasmamembranpriparation und anschlieBender
Affinititschromatographie mit einem monoklonalen Antikérper gegen das zytoplasmatische
Segment von CALEB (mAb8-1B8) isoliert (Abb. 28).

Eine sehr deutlich erkennbare Bande mit der entsprechenden Grof3e des nativen CALEB (~ 80
kDa und 140 kDa) konnte (Abb 28 A-B) mit verschiedenen Antikdrpern gegen CALEB
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3. Ergebnisse

nachgewiesen werden (Abb. 28 C). Die am stirksten konzentrierte Fraktion wurde in

Kooperation mit Dr. Otto (MDC) per ESI-MS als CALEB identifiziert (Abb 30; Tabelle I).
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Abb. 28: Aufreinigung von CALEB aus Hihneraugen

CALEB lasst sich durch Affinitdtschromatographiec (mAb 81B8 und mAb 4-1C5) aus Plasmamembranen
embryonaler Hithneraugen anreichern. A: Die Sdulen wurden mit vier Sdulenvolumina gewaschen und mit 0,1
M DEA pH 11,5/ 0,1 % CHAPS eluiert. AnschlieBend erfolgte eine Fraktionierung nach Volumen (zu je 1 mL).
Einige Fraktionen (jede zweite) wurden mittels SDS-PAGE gefolgt von einer Silbernitratfarbung untersucht. B:
Die jeweils am stirksten konzentrierte Fraktion wurde (mit (+) und ohne (-) Chondroitinase ABC Behandlung)
durch eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die Behandlung und nicht-Behandlung der Fraktionen fiihrte zu keinem
Unterschied im Laufverhalten. So konnte bestitigt werden, dass CALEB im embryonalen Stadium der
Hiihnchen Retina sehr wenig oder nicht glycosyliert ist. C: Die jeweils am stirksten konzentrierte Fraktion
wurde nach Chondroitinase ABC Behandlung durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit verschiedenen Antikérpern
gegen CALEB analysiert. Eine Bande von 80 kDa wurde durch alle Antikorper detektiert. Die molekularen
Massen von Kontrollproteinen sind auf der rechten Seite der Gele angegeben. D: dialysiert, ND: nicht dialysiert.

Um zu testen, ob die EGF Doméne von CALEB Tyrosinkinaserezeptoren phosphorylieren
kann, wurden die unterschiedlichen Karzinomzelllinien mit den verschiedenen
EGF-Dominen behandelt. AnschlieBend wurde die Phosphorylierung der ErbB-Rezeptoren
analysiert. Als Kontrolle wurde die Phosphorylierung der Tyrosinkinaserezeptoren durch EGF
(Sigma) und TGFa (Sigma) durchgefiihrt (Abb. 29).
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Abb. 29: Keine Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren durch die EGF-Doméane von CALEB
Karzinomzelllinien (MDA-MD 231 und T47D), welche Tyrosinkinaserezeptoren (ErbB1, 2, 3 oder 4) enthalten,
wurden nach Zugabe der hergestellten EGF Doméne (EGF/chCALEB 20 ng/ml, als rekombinant-hergestellte
EGF Doméne) und nativem CALEB (chCALEB 100 ng/ml, aus einer Aufreinigung von CALEB aus
Hiihneraugen) getestet. Als Kontrolle wurde die Phosphorylierung der Tyrosinkinaserezeptoren durch EGF
(Sigma) und TGFa (Sigma) analysiert. Die EGF-Doméne von CALEB kann unter den getesteten Bedingungen
keine Phosphorylierung von ErbB-Rezeptoren induzieren. Die Sternchen zeigen die phosphorylierten
Tyrosinkinaserezeptoren durch EGF oder TGFa. Als Kontrolle fiir die Proteinmenge wurden die Blots parallel
mit anti-yTubulin gefédrbt. Die molekularen Massen von Kontrollproteinen sind auf der rechten Seite des Blots
angegeben.

Durch Zugabe der hergestellten EGF-Domédne von CALEB und dem isolierten nativen
CALEB aus Hiihneraugen zu allen getesteten Karzinomzelllinien konnte keine
Phosphorylierung der ErbB-Rezeptoren beobachtet werden. Jedoch zeigten die Kontrollen
eine positive Reaktion (Abb. 29). Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die
EGF-Doméne von CALEB unter den getesteten Bedingungen keine Phosphorylierung von
ErbB-Rezeptoren induziert.

3.9. Mit CALEB ko-isolierende Komponenten

Das CALEB Affinititsisolat wurde auch dahingehend untersucht, ob Komponenten aus dem
embryonalen Nervensystem ko-isolieren. Ko-isolierende Molekiile konnten putative

Interaktionspartner von CALEB darstellen.

Dazu wurde das CALEB-Affinititsisolat in der SDS-PAGE aufgetrennt, gefarbt und
anschlieend das Gel in 22 gleiche Abschnitte (nach Grof3e zerlegt)geordnet (Abb. 30).
Proteine in den Gelschnitten wurden von Herr Dr. Otto tryptisch verdaut und die Sequenzen

mittels Massenspektrometrie bestimmt. Einige der ko-isolierten Komponenten sind in
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Tabelle I aufgefiihrt. Um zu testen, ob diese Molekiile mit CALEB interagieren, miissten

diese in verschiedenen Bindungstests weiter untersucht werden.
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Abb. 30: Affinitatsisolat von CALEB.

Das CALEB Isolat wurde in einer 12%igen SDS-PAGE aufgetrennt, mit kolloidalem Coomassie angefirbt und
anschlieBend in 22 gleiche Abschnitte zerlegt. Nach tryptischen Verdau wurden per Massenspektrometrie die
Sequenz der Peptide ermittelt (siche Tabelle I).

Tabelle I: Durch Affinitadtschromatographie mit CALEB Antikdrper (mAb 8-1B8) ko-isolierte Proteine.
Die Proteinidentifizierung erfolgte durch Massenspektrometrie. (Abb. 30)

Band Bezeichnung Database

3 Synaptobrevin SWISS Prot

5 Peptidyprolyl isomerase B (cyclophilin B) NCBI

6 Myosin light chain 1 (MLEK) SWISS Prot

8 Ras-related protein Rab-1A (RAB1A) SWISS Prot

10 Similar to Phosphoglycerate mutase family member 5 NCBI
Similar to 2,4-dienoyl-CoA reductase NCBI
Guanine nucleotide-binding protein (GBB1) SWISS Prot
Guanine nucleotide-binding protein NCBI

11 Alpha-tropomyosin NCBI
Tropomyosin beta chain (TPM2) SWISS Prot
Tropomyosin alpha chain (TPM1) SWISS Prot

15 Calsequestrin-1 precursor (CASQ1) SWISS Prot
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex NCBI
alpha subunit

21 Myosin-3 (MYH3) SWISS Prot

22 Myosin-3 (MYH3) SWISS Prot

3.10. Analyse der Genexpression in CALEB-defizienten M&usen

Die Abwesenheit von CALEB fiihrt zu einer reduzierten Neurotransmitter-
Freisetzungswahrscheinlichkeit in den frithen Phasen der Entwicklung (Jiittner et al., 2005),
zu Verdanderungen in der Synapseneliminierung an der Purkinje-Zelle im Kleinhirn (Jiittner
und Rathjen, unverdffentlicht) und zu einem verdnderten Lernverhalten im Laufrad Test
(D. Montag, Leibnitz Institut, Magdeburg, unverdffentlicht). Um einen erkldrenden

molekularen Mechanismus zu finden, wurde in unserer Arbeitsgruppe die Genexpression mit
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Hilfe einer Affymetrix-Gene-Chip-Analyse (GeneChipMouse Genome 430 2.0 Array) im
Colliculus superior von Wildtyp-Méusen im Vergleich zu CALEB Knockout-Méusen
durchgefiihrt. Ausgehend von dieser mRNA-Expressionsanalyse, fiihrte ich eine ,,real-time-
PCR“-Analyse von einer Reihe veranderter Kandidatengene durch. Unter ihnen sind
insbesondere  Myelin-basic  Proteine  (mbp), Untereinheiten spannungsabhidngiger
Calciumkanile und die AP2-associated-kinase 1 (aakl) von Interesse, da sie in Ihrer
Expression in der CALEB-Mutante vermindert erscheinen.

Es wurden verschiedene Primer erstellt, um die mRNA-Expressionsanalyse durch eine ,,real-
time-PCR““-Analyse in Colliculus superior P3 von Wildtype Méusen im Vergleich zu CALEB

Knockout Méusen zu untersuchen (Tabelle II).

Tabelle 1I: Untersuchung von mMRNA Expression von einer Affymetrix-Gene-Chip-Analyse
(GeneChipMouse Genome 430 2.0 Array) im Colliculus superior von Wildtype Méausen im Vergleich zu
CALEB Knockout Méausen.

Affimetrix-Gene-Chip-Analyse ,,real-time-PCR*“-Analyse
Bezeichnung Symbol Gen Name P Wert ,»Fold Methode Genbank
change*
Erhéht

AP2 associated kinase 1 Ap2a2 1432007 s at 9.50E™ 1.76 RT-PCR NM 177762
Myelin basic protein Mbp 1419646_a_at 6,92E-06 2,249 Real time (P=0,41) | NM_010777

1433532 a_at 3,77-06 2,180 AI323506

1436201_x_at 1,28E-05 2.092 BB761376

1456228 x at 5,94E-06 2,027 AV328388

Vermindert

Calcium channel, voltage-dependent, Cacng4 1450975 _at 0.0183 0.677 Real time (P=0,85) | NM_019431
gamma subunit 4
Calcium channel, voltage-dependent, Cacnbl 1451834 at 0.0654 0.270 Real time (P=0,34) | NM_007579
beta 1 subunit
Calcium channel, voltage-dependent, Cacna2d2 1450754 at 0.00705 0.526 Real time (P=0,62) | NM_020263
alpha 2/delta subunit 2 5.66E-6 0.3924 AF 247139*
Calcium channel, voltage-dependent, N | Cacnalb 1439612 x_at 0.00135 0.667 Real time (P=0.97) | NM 145121
type, alpha 1B subunit 1447511 _at 0.088 0.582

1425812 a at 0.12 0.400
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Abb. 31: mRNA-Expressionsanalyse der CALEB-defizienten Maus.

A: Kandidaten mit erhohter Expression: MBP und AP2-assoziierte Kinase 1. B: Kandidaten mit verminderter
Expression: spannungsabhéngige Calciumkanile. Die Gesamt-mRNA vom Colliculus superior P3 wurden durch
,real-time—PCR* und semi-quantitativer RT-PCR analysiert. Spezifische Primer wurden fiir die PCR Reaktion
erstellt, um das Fragment zwischen zwei Exons zu amplifizieren. B-Aktin wurde fiir die endogene Kontrolle
verwendet. Keiner der Kandidaten zeigte jedoch signifikante Unterschiede in der ,real-time-PCR* zwischen
Wildtyp und CALEB -/-.
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Mit der RT-PCR konnten jedoch bei keinem der genannten Kandidaten signifikante
Unterschiede beobachtet werden (Abb. 31).

3.11. Expression von CALEB bei kortikaler ,,Spreading Depression*

Durch Gen-Expressionsanalysen wurde gezeigt, dass CSPG5 (Gen fiir CALEB) bei
wdpreading Depression kurzzeitig hochreguliert wird (Urbach et al., 2006). Um einen
moglichen Zusammenhang zwischen CALEB und einer mit KCl-ausgelsten ,,Spreading
Depression* nachzuweisen, wurden zunichst die von der AG Witte (Univ. Friedrich-Schiller)
zur Verfligung gestellten Proben quantitativ mit der ,,real-time-PCR* analysiert.

Die ,,real-time-PCR* wurde mit spezifischen Primern fiir das CALEB Gen durchgefiihrt. So
konnte die Expression der mRNA von CALEB in den zur Verfiigung gestellten Proben
ermittelt werden (Abb. 32). Es zeigte sich bei der CALEB mRNA-Expression eine geringe

Erhéhung der Expression bei einer ,,Spreading depression Behandlung, jedoch ohne

signifikanten Unterschied.
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P=0.13
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Abb. 32: Expression von CALEB bei kortikaler ,,Spreading Depression®.

Gesamt mRNA vom Kortex, mit KCl Behandlung und nicht Behandlung, wurden durch ,real-time—PCR*
analysiert. Spezifische Primer wurden fiir die PCR Reaktion erstellt, um das Fragment zwischen den Exons zu
amplifizieren. B-Aktin wurde als endogene Kontrolle verwendet (n= 3). Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied bei der CALEB mRNA-Expression.
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4. Diskussion

Die strukturelle Charakterisierung von CALEB, sowie dessen Transkription und
Genlokalisation wurde fiir verschiedene Species detailliert beschrieben (Aono et al., 2000;
Aono et al., 2006; Schumacher et al., 1997; Watanabe et al., 1995; Yasuda et al., 1998). Die
genaue Verteilung im Nervensystem, die Expression in verschiedenen Hirngeweben, sowie
die subzelluldre Lokalisation und vor allem die zellbiologische Funktion ist wenig bekannt
und Gegenstand der Diskussion. Bisherige Untersuchungen konnten zeigen, dass die
Expression von CALEB auf das embryonale und adulte Nervensystem von Vertebraten, z.B.
von Sédugetieren und dem Huhn beschrinkt ist. Die Expression ist besonders stark in den
frithen Stadien der Entwicklung (Schumacher et al., 1997; Yasuda et al., 1998). Dariiber
hinaus enthdlt CALEB eine EGF-dhnliche Doméne, die eine vergleichbare Sequenz zu
EGF-éhnlichen Domidnen von Mitgliedern der EGF-Familie von transmembranalen
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren aufweist (Schumacher et al., 1997).

Aus diesem Grund war das hauptsidchliche Ziel der vorliegenden Arbeit die Expression,
Lokalisation und Charakterisierung der Funktion von CALEB wihrend frither Stadien der
Entwicklung des Nervensystems der Maus, speziell wihrend der Synaptogenese, zu
analysieren.

Um die Funktion von CALEB in vivo bei der Bildung von Synapsen untersuchen zu konnen,
wurde in der Arbeitsgruppe Rathjen eine CALEB-defiziente Maus erzeugt (Jiittner et al.,
2005). Diese ist #uBerlich normal und weist keine offensichtlichen anatomischen
Verdnderungen im Gehirn auf.

Um der Frage nach der Bedeutung von CALEB in Bezug auf die Synaptogenese
nachzugehen, wurden unterschiedliche biochemische und molekulare Techniken angewendet.
Zunichst wurde die genaue Lokalisation und Expression von CALEB wihrend der
Entwicklung untersucht. In einem weiteren Schritt wurde die Morphologie von Neuronen der
Wildtyp Maéuse im Vergleich zu CALEB -/- Maiusen in der Zellkultur analysiert. Eine
detaillierte Analyse des Phénotyps zeigt, dass die Abwesenheit von CALEB zu einer
Abweichung in den Eigenschaften der Synapsen im Vergleich zum Wildtyp fiihrt. Es ist
wichtig zu betonen, dass die beobachteten Verdnderungen in Abwesenheit von CALEB nur
wihrend eines bestimmten Entwicklungsabschnittes zu beobachten sind (Jiittner et al., 2005).
Ausgehend von den analysierten morphologischen Unterschieden zwischen den Neuronen der
Wildtyp Maus und CALEB -/- in der kortikalen Zellkultur wurden besonders Aspekte der

synaptischen Organisation untersucht. Schlieflich wurden einige der in der Literatur
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beschriebenen Untersuchungen iiber die physiologische Funktion von CALEB detailliert
iiberpriift.

4.1. Expression und Lokalisation von CALEB im Nervensystem

In der vorliegenden Arbeit konnte CALEB ausschlieflich im Maus Hirngewebe
nachgewiesen werden, jedoch nicht im Muskel, Leber, Herz, Niere und Milz. Dies bestdtigte
bisherige Untersuchungen an anderen Organismen, z.B. der Ratte (Watanabe et al., 1995),
dem Menschen (Aono et al., 2006; Yasuda et al., 1998) und dem Huhn (Schumacher et al.,
1997).

Um einen Uberblick iiber die Expression von CALEB in den verschiedenen Hirnregionen zu
erhalten, wurden in dieser Arbeit Sagittalschnitte vom Maiusegehirn (P10) mittels
Immunfédrbung untersucht, wobei erstmals CALEB -/- Méuse als Negativkontrolle verwendet
wurden (Jiittner et al., 2005).

Die Ergebnisse zeigten eine relativ uniforme Verteilung von CALEB, jedoch ist die
Expression in einigen Gehirnregionen etwas stdrker, z.B. im Kortex, Colliculus superior und
im Cerebellum.

Im Kortex der Maus (P10) war CALEB besonders stark in der Molekularschicht und in der
duBeren Kornerschicht exprimiert, was (Brandt et al., 2007) auch bei adulten Ratten
festgestellt wurde. Im Hippocampus von Méusen konnte CALEB in den faserreichen Arealen
(Striatum oriens, Radiatum und Lacunosum moleculare) detektiert werden, nicht jedoch in
Pyramidal- und Granularzellen. Dies stimmt ebenfalls mit den Ergebnissen von (Aono et al.,
2006; Brandt et al., 2007) bei adulten Ratten iiberein. Im Cerebellum P7 und P10 ist CALEB
nur in der Granuldrenschicht und in der Purkinjezellschicht expremiert, wie auch schon
Jittner und Kollegen (2005) beschrieben hat. In einer detaillierten Untersuchung der
Entwicklungsstadien wurde CALEB in der frithen Phase (P3) in der Purkinjezellschicht
detektiert (Jiittner, unpubliziert).

In der spiteren Phase der Entwicklung (P22) konnte es in der Molekularschicht nachgewiesen
werden. Von Aono und Kollegen (2000) wurde CALEB bei postnatalen und adulten Miusen
in den Zellkdrpern und im ersten und zweiten Dendriten von Purkinjezellen nachgewiesen.

Im Colliculus superior der Maus weist CALEB eine uniforme Expression im Stadium P10
auf, was auch bei der Maus im Stadium P3 gezeigt werden konnte (Jiittner et al., 2005).

Um das Expressionsmuster von CALEB im postnatalen Alter genauer darzustellen, wurde in
der vorliegenden Arbeit das Profil von CALEB in unterschiedlichen Geweben und

verschiedenen Entwicklungsstadien der Maus untersucht. Ahnliche Untersuchungen wurden
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bereits publiziert, jedoch wurden andere Organismen und Hirnregionen analysiert (Huhn:
Retina - Schumacher et al., 1997; Ratte: Kortex — Watanabe et al., 1995; Maus: Cerebellum —
Aono et al, 2000; Maus: Colliculus superior — Jiittner et al., 2005).

Um die immunhistologischen Daten zu stiitzen, wurde die Expression ebenfalls durch
Western Blotting untersucht.

Da stets gleiche Mengen von Protein-Lysat verwendet wurden, konnte nicht nur das
Expressionsprofil von CALEB im Lauf der Entwicklung der Méuse analysiert, sondern auch
die Intensitit der Expression von CALEB in verschiedenen Gehirngeweben quantitativ
verglichen werden.

Im Western Blotting zeigte sich, dass CALEB im Kortex und Colliculus superior am stérksten
exprimiert ist, wihrend die Expression in anderen Hirnregionen wie im Hippocampus und der
Retina, wesentlich schwicher ist. Die starke Expression im Kortex und Colliculus superior
konnte auch durch Immunfarbung bestétigt werden.

In den Hirnregionen, in denen CALEB seine stirkste Expression zeigt, wurde eine maximale
Expression zwischen dem 10. und 20. postnatalen Tag gefunden, die in weiteren
Entwicklungstadien wieder abnahm.

Weiterhin konnten einige Banden in der Gréfe von 30 bis 50 kDa und Banden zwischen
120-200 kDa mit dem Antikorper 3-2G10 gefunden werden. Diese niedrigeren Komponenten
konnten ein Abbauprodukt von CALEB in der Probenvorbereitung oder ein Indiz fiir die
Prozessierung von CALEB sein. Durch neuronale Aktivitdit kommt es zur Spaltung dieses
Proteins in der extrazelluldren Region, wobei die EGF-Domaéne freiliegt und selbst als Ligand
oder Rezeptor zur Verfiigung steht (Jiittner et al., 2005). Dieser Punkt wird weiter unter spéter
bei der Prozessierung von CALEB noch diskutiert (4.6). Die Banden der GroBle 120-200 kDa
entsprechen glykosylierter Formen von CALEB. Nach einer Chondroitinase-ABC-
Behandlung, welche das Protein deglykosyliert, konnte eine Hauptbande bei etwa 120 kDa
detektiert werden. Bemerkenswerterweise zeigte die Methode des Western Blotting sowohl
mit, als auch ohne Chondroitinase-ABC-Behandlung in einigen Stadien der Entwicklung eine
Bande in einer GroBe von 120 kDa und einige verschmierte Banden zwischen 120 und 200
kDa. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass es auch ohne Chondroitinase-ABC-
Behandlung eine nicht-glykosylierte Form von CALEB gibt. Die Glykosylierung von CALEB
wird weiter unten diskutiert (4.7).

Interessanterweise konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass CALEB nicht im
PNS vorkommt, d.h. in den Spinalganglien. Dies wurde durch Western Blotting und

Immunfarbung von Spinalganglien-Transversalschnitten im Entwicklungsstadium E15
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nachgewiesen. CALEB wurde auch im Riickenmark (ZNS) detektiert, wie auch von (Aono et
al., 2004), aber nicht in den Spinalganglien (PNS).

Es gibt Hinweise dafiir, dass Gliazellen eine Rolle in der Synaptogenese spielen. Gemaf3
(Ullian et al., 2004) sind Astrozyten mit Synapsen im ZNS assoziiert und helfen bei der
Regulation von Ionen und Neurotransmittern. Die Astrozyten sind beteiligt an der Kontrolle
der Anzahl der gebildeten Synapsen im ZNS. Sie sind essentiell fiir die postsynaptische
Funktion und werden fiir die synaptische Stabilitdt und Erhaltung benétig. Astrozyten dienen
nicht nur der Unterstiitzung, sonder sie tragen auch zur aktiven Kontrolle von struktureller
und funktioneller Plastizitdt von Synapse in entwickelnden und adulten Organismen bei
(Ullian et al., 2004). In dieser Arbeit wurde die mRNA von CALEB in allen Gliazelltypen
gefunden. Ebenso konnte eine teilweise Kolokalisation von CALEB auf retinalen Miiller-
Glia-Zellen (Schumacher et al., 1997) bestitigt werden. In der Retina von
EGFP-GFAP-Miusen sieht man fiir CALEB in der inneren Gliagrenzmembran eine

Uberlagerung mit Gliazellen.

4.2. Untersuchung der subzelluléaren Verteilung von CALEB

CALEB wurde urspriinglich durch immunologische Screens gegen Axon-assoziierte-
Glycoproteine tiber die Interaktion mit den extrazelluldren Matrixglykoproteinen Tenascin-C
und -R entdeckt (Schumacher et al., 1997). In der Uberlagerung der Fluoreszenz von CALEB
und Tenascin —C und —R in synapsenreichen Arealen der Retina und des Cerebellums von
Huhn und Nagern, sowie aus fritheren Antikorperstdrexperimenten in Zellkulturen gegen
CALEB, wurde eine Beteiligung von CALEB bei der Neuritenformation vermutet
(Schumacher et al., 1997). Daraus lassen sich auch Hinweise auf die neuronale Funktion von
CALEB in der Dendritogenese ableiten.

Die Anreicherung von strukturellen Proteinen in prasynaptischen Terminalien und in der PSD
mittels biochemischer Methoden gibt Auskunft iiber die Struktur und Organisation von pra-
und postsynaptischen Membranen (Dresbach et al., 2001; Fernandez-Chacon and Sudhof,
1999; Garner et al., 2000; Scannevin and Huganir, 2000).

Aus diesem Grund wurde die Lokalisation von CALEB mit unterschiedlichen biochemischen
Methoden analysiert.

CALEB wurde in der PSD-Préparation in der Synaptosomen-Fraktion (SY), in der Fraktion
fiir synaptosomale Membranen (SM) und in der Plasmamembran-Fraktion nachgewiesen,
welche auch reich an Synaptophysin, einem priasynaptischen Marker, sind. In der Fraktion fiir

synaptosomale Membranen, fiir synaptische Verbindungen (SJ - ,,synapitc junctions) und der
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PSD Fraktion wurde das Protein PSD95 gefunden. CALEB kommt in den beiden letzt
genannten Fraktionen allerdings nicht vor.

Durch die PSD-Préparation ist es moglich Hinweise iiber die subzellulire Lokalisation von
Proteinen zu gewinnen. Problematisch bei dieser Methode ist jedoch der Nachweis der
Proteine, die nur eine schwache Interaktion untereinander aufweisen. Diese Proteine werden
durch die Triton X-100 Behandlungen freigesetzt werden und kénnen dadurch nicht mehr in
der PSD-Fraktion detektiert werden. Aus diesem Grund konnen Aussagen beziiglich der
Lokalisation nur in Kombination mit anderen Methoden getroffen werden (Toomre et al.,
2000).

Zur weiteren Charakterisierung der subzelluliren Verteilung von CALEB im ZNS von
postnatalen Méusen wurden Synaptosomen- und synaptische Vesikel-Préiparation verwendet.
CALEB wurde in der Synaptosomen-Fraktion und in der Fraktion der Plasmamembranen und
unloslicher Anteile des Zytoskeletts besonders stark angereichert. Wie zu erwarten reicherte
sich Synaptophysin sehr stark in den synaptischen Vesikeln an. Eine schwache Anreicherung
von Synaptophysin konnte in der Fraktion detektiert werden, in welcher CALEB vorkommt.
Die Ergebnisse lassen den Schuss zu, dass CALEB besonders stark in der Synaptosomen
Fraktion und in der Fraktion der Zellmembranen angereichert ist, jedoch nicht in der Fraktion
der synaptischen Vesikel.

Um die Lokalisation weiter zu analysieren, wurden immunzytologische Untersuchungen
gegen dendritische und axonale Marker und CALEB durchgefiihrt. CALEB weist vorrangig
eine punktformige Verteilung auf dem Zellkdrper und auf Dendritenbdumen auf. Jedoch
wurde keine Kolokalisation von CALEB mit Neurofilament, einem vorwiegend axonalen
Protein, nachgewiesen. Diese Lokalisation auf Dendriten und Zellkérpern wurde auch im
Cerebellum (Purkinjezelle) von postnatalen (P10) und adulten Méusen (Aono et al., 2000)
gezeigt. Diese Beobachtung unterscheidet sich von Immunfiarbungsexperimenten an
hippocampalen Zellkulturen, bei denen extra- und intrazellulire anti-CALEB Antikorper
(anti-MBP-mCALextra und anti-GST-hCALb-cyt) und MAP2 Antikoérper (Brandt et al.,
2007) eine Lokalisation von CALEB auch auf Axonen zeigte. Jedoch wurden in diesem
Experiment keine axonalen Marker verwendet.

Um die subzelluldre Verteilung von CALEB in vivo weiter zu analysieren, wurden
Retina-Schnitte von frith postnatalen Méusen (P15) immunhistochemisch untersucht. Die
Retina stellt aufgrund ihrer charakteristischen Schichtung ein ideales Modell zur Analyse der

Lokalisation von Proteinen dar.
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CALEB wurde in der Photorezeptorschicht, der inneren Kornerzellschicht, der inneren
plexiformen Schicht (IPS) und der inneren Gliagrenzmembran (IG) detektiert. CALEB
kolokalisiert in der IPS und der IG mit MAP2. Neurofilament wurde dagegen nur in der
duBeren plexiformen Schicht (APS) und der optischen Faserschicht (OFS) detektiert, eine
Kolokalisation mit CALEB konnte aber nicht nachgewiesen werden.

Auch am Austrittspunkt des Sehnervs (Nervus opticus) konnte keine tiberlagerte Fluoreszenz
von CALEB und Neurofilament beobachtet werden.

Die Untersuchungen der Retinaschnitte zeigen deutlich, dass CALEB nicht axonal lokalisiert
ist, was besonders deutlich durch Férbungen an der Austrittséffnung des optischen Sehnervs
gezeigt werden konnte.

In Phosphorylierungsstudien wurde festgestellt, dass CALEB in ,,Lipid Rafts* lokalisiert ist
(Yamauchi et al., 2002). ,,Lipid Rafts* sind Mikrodoménen reich an Sphingolipiden und
Cholesterin. Sie haben eine besondere Bedeutung fiir die neuronale Zelloberflache, da sie eine
Plattform fiir die Signaltransduktion, z.B. fiir Neurotransmitter und Rezeptoren, darstellen
(Rajendran and Simons, 2005; Simons and Ikonen, 1997; Toomre et al., 2000; Tsui-Pierchala
et al, 2002). Durch die Liganden-vermittelte Rezeptor Dimerisierung von
Zelloberflachenproteinen werden diese innerhalb der Membran in ,,Lipid Rafts“ verschoben,
wo deren Phosphorylierungsstatus, durch Kinasen oder Phosphatasen, reguliert werden kann.
Diese Steuerung ist wichtig fiir die Auslosung der Signaltransduktion (Rajendran and Simons,
2005; Simons and Ikonen, 1997; Tsui-Pierchala et al., 2002).

Um diese subzelluldre Lokalisation von CALEB weiter zu analysieren, wurden zuerst ,,Lipid
Rafts* durch differentielle Zentrifugation in Saccharose-Gradienten angereichert. CALEB
wurde zum Teil in denselben Fraktionen wie bekannte Marker der ,,Lipid Rafts* gefunden.
Anschliefend wurde diese Beobachtung weiter durch immunzytochemische Methoden
tiberpriift. In dieser Arbeit konnte fiir CALEB nur eine niedrige Kolokalisation mit ,,Lipid
Rafts* nachgewiesen werden. Trotzdem ist denkbar, dass ,,Lipid Rafts* eine hypothetische
Moglichkeit fiir den Wirkmechanismus, um CALEB in einen aktiven oder inaktiven Zustand

zu Uberfiihren, darstellen.

4.3. Untersuchungen zur synaptischen Lokalisation von CALEB

Um die Beteiligung von CALEB an der Etablierung und Regulation synaptischer
Verbindungen zu untersuchen, wurden bereits von Jiittner und Kollegen (2005) die
Eigenschaften der synaptischen Transmission in einem knock-out Mausmodell analysiert.

Dieses Tier ist &duBerlich normal und weist keine offensichtlichen anatomischen
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Verdanderungen im Gehirn auf. Eine detaillierte Analyse des Phéanotyps zeigt jedoch, dass die
Abwesenheit von CALEB eine Abweichung der Eigenschaften der Synapsen vom Wildtyp
bedingt. Im Colliculus superior, einem Teil des visuellen Systems, sind bei
elektrophysiologischen Untersuchungen im Wesentlichen vier Verdanderungen zu beobachten:
(1) eine Verminderung der spontanen Frequenz der IPSCs und EPSCs, (2) eine Zunahme der
postsynaptischen Antwort nach Doppel-Puls-Stimulierung, (3) eine Verminderung der
Depression nach wiederholter Stimulation und (4) eine Verminderung der
Freisetzungswahrscheinlichkeit von Neurotransmitter. Die Amplitude und die Kinetiken der
postsynaptischen Strome sind hingegen unveridndert. Diese Befunde deuten darauf hin, dass
CALEB fiir die Entwicklung oder die Funktion der Priasynapse von Bedeutung ist. Es ist
wichtig zu betonen, dass die beobachteten Verdnderungen in Abwesenheit von CALEB nur
im friith postnatalen Entwicklungsabschnitt zu beobachten sind.

Es war jedoch unklar, ob das CALEB Protein auf der prid- oder postsynaptischen Seite
lokalisiert ist. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass CALEB in kortikalen
Zellkulturen und auch an Retinaschitten nur auf Dendriten und nicht auf Axonen lokalisiert
ist.

Von Aono und Kollegen (2000) wurde CALEB in Purkinjezellen von postnatalen (P5) und
adulten Mausen mittels Elektronenmikroskopie in Zellmembranen, synaptischen
Verbindungen (,,synaptic junctions®) und in Membranen des endoplasmatischen Reticulums
beobachtet.

Um zu kliaren, ob CALEB in Synapsen lokalisiert ist, wurden in kortikalen Zellkulturen
Doppel-Immunfarbungen gegen pra- und postysnaptische Proteine und CALEB durchgefiihrt.
Die Immunfarbungen zeigten, dass CALEB zum Teil mit synaptischen Markern kolokalisiert,
jedoch nicht spezifisch auf Synapsen beschrénkt ist.

Diese Ergebnisse zeigen, dass CALEB nicht auf die Synapse beschrinkt ist, jedoch eine

somato-dendritische Lokalisierung aufweist.

4.4. Analyse des Dendritenbaumes in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp

Neuronen

Ausgehend von der Beobachtung, dass eine Uberexpression von CALEB in Hippocampus-
Zellkulturen zu einer erhohten Komplexitit des Dendritenbaumes und zur verstirkten
Spinebildung fiihrt (Brandt et al., 2007), sowie durch die Beobachtung, dass CALEB somato-
dendritisch lokalisiert ist, wurde untersucht, ob auch in CALEB -/- Neuronen die

Dendritenmorphologie verandert sind.
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Die Uberexpression von einem nicht endogenen Protein zusammen mit einem EGFP-Plasmid
(,,Enhanced Green Fluorescent Protein®) in priméren Zellkultursystemen stellt eine nicht
natilirliche Situation dar, die den Stoffwechsel und die Morphologie der Neuronen
beeinflussen konnte. EGFP wird haufig verwendet, um lebendige Zellen zu studieren, obwohl
auch zahlreiche Studien belegen, dass es physiologische Effekte beeinflussen kann. So kann
die Expression von EGFP und die von EGFP-Fusionsproteinen Polyubiquitinylierung
inhibieren, eine posttranslationale Modifikation, die u.a. zelluldre Prozesse wie Aktivierung
von Kinasen oder Proteinabbau durch das Proteasom kontrolliert (Baens et al., 2006).

Um diese Effekte zu vermeiden, wurde hier zunichst die Dendritenbaummorphologie von
CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp Neuronen mit Hilfe des
dendritisch-lokalisierten Proteins MAP2 untersucht.

Um die Rolle von CALEB in den verschiedenen Phasen der Entwicklung besser zu verstehen,
erfolgte die Analyse des Dendritenbaumes zu unterschiedlichen Zeitpunkten (DIV4, DIV8
und DIV 14). Zur Analyse des Dendritenbaumes wurde die Fast-Sholl-Analyse verwendet, sie
ermoOglicht die  Analyse der Anzahl von primidren Neuriten und die
Dendritenbaumkomplexitdt in kiirzerer Zeit als die herkdmmliche Sholl-Analyse (Gutierrez
and Davies, 2007; Sholl, 1953).

Da eine Analyse der Dendritenbdume in élteren Kulturen (DIV 14) mittels MAP2 Farbungen
aufgrund starker Uberlagerungen nicht méglich ist, wurden diese ilteren Kulturen mit einem
EGFP-Plasmid transfiziert. Durch Transfektion mit EGFP ist es mdglich, Zellen auch in
dichten Kulturen zu analysieren, da nur wenige Neurone EGFP-positiv sind. Weiterhin
wurden bei Verwendung dieser Methode auch die kleinen, sekundéren Verzweigungen besser
sichtbar. Ein Nachteil besteht darin, dass nicht nur Dendriten, sondern auch Axone geférbt
sind. Diese Untersuchung unterscheidet sich von anderen Uberexpressions-Studien, bei denen
CALEB durch Kotransfektion mit einem EGFP-Plasmid von Wildtyp Zellen analysiert wurde
(Brandt et al., 2007; Brandt et al., 2008), da der oben erwidhnte negative Effekt der EGFP-
Transfektion in beiden Zellkulturen (Wildtyp und CALEB -/- Neuronen) auftreten kann.

Mit der Fast-Sholl-Analyse sieht man keinen Unterschied in der Lange der Dendriten in allen
Stadien der Entwicklung, sowohl in Hippocampus- als in Kortex-Zellkulturen. Dies
unterstiitzt die dufBerlich normale Anatomie der CALEB knock-out Maus, da sie keine
offensichtlichen anatomischen Verdanderungen im Gehirn aufweist.

In der frithen Phase der Dendritogenese bei DIV 4 (Stadium 4, Abb. 2), in der das
dendritische Wachstum beginnt, wurde kein signifikanter Unterschied bei den

apikalen-Dendriten festgestellt, sowohl in Hippocampus- als auch in der Kortex-Zellkultur.
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In einer spdteren Phase DIV 8 und DIV 14 (Stadium 5, Abb.2), in der die kontinuierliche
Reifung sowohl der Dendriten als auch der Axone charakteristisch ist, wurde der Effekt bei
primédren Dendriten, als auch bei apikalen Dendriten nachgewiesen.

Im Gegensatz zur Uberexpression von CALEB in Hippocampus-Zellkulturen (Brandt et al.,
2007) wurde in dieser Arbeit ein Unterschied auch bei Primdrdendriten gezeigt. Die
genannten Autoren zeigen, dass der PI3K-Akt-mTOR-Signalweg eine wichtige Rolle fiir die
CALEB-vermittelte Dendritenverzweigung spielt. Der Einfluss dieser Signalkaskade auf die
Dendritenbaumkomplexitdt kombiniert mit anderen Signalwegen, ist bereits in der Literatur
beschrieben worden (Jaworski et al., 2005; Kumar et al., 2005). Diese Studien zeigen, dass
durch die Inhibition von mTOR basale Dendriten beeinflusst werden (Jaworski et al., 2005)
und durch konstitutiv aktive PI3K oder aktives Akt die Anzahl von Primirdendriten auch
erhoht wird (Kumar et al., 2005).

Studien mit Echtzeitaufnahmen von lebendigen tektalen Neuronen von Xenopus (Cline, 2001)
zeigten, dass Dendriten durch eine Balance von Auswachsen und Zuriickziehen entstehen.
Eine geringere Dendritenbaumkomplexitit in CALEB -/- Kulturen konnte darauf hindeuten,
dass moglicherweise die verdnderte Morphologie einen Einfluss auf die synaptische

Konektivitit hat.

4.5. Analyse der Anzahl von Synapsen in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp

Neuronen

Die Synaptotropische Hypothese von (Vaughn, 1989) postuliert, dass synaptische Inputs die
Anordnung des Dendritenbaumes regulieren.

In den letzten Jahren wurden Evidenzen gegen die Synaptotropische Hypothese verdffentlicht,
insbesondere Studien in ,,Munc 18 knock-out“ Méusen (Verhage et al., 2000). Diese Tiere
sind duBerlich normal und weisen keine strukturellen anatomischen Verdnderungen im Gehirn
auf, jedoch fehlt ihnen die Neurotransmitter-Sekretion bei synaptischen Vesikeln und sie
sterben nach der Geburt. Andere Untersuchungen zeigen Molekiile, welche die
Dendritenbaumstruktur beeinflussen, ohne eine Wirkung auf den synaptischen Input zu haben
(Moore et al., 2002). Ebenso existieren Waschstumfaktoren, z.B. BDNF welche die
Synapsen-Dichte verdndern ohne die Dendritenbaumstruktur zu beeinflussen (Sanchez et al.,
2006), d.h. die Dendritenbaumkomplexitit kann sich unabhidngig von der
Synapsen-Entwicklung entwickeln. Dies bestdtigt die Beobachtung der letzten Jahre, dass
Dendriten intrinsisch determiniert sind und als passive Elemente bei der Bildung der

synaptischen Konnektivitit im Nervensystem fungieren. Besonders durch neue
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Aufnahme-Methoden konnte gezeigt werden, dass dendritisches Wachstum jedoch eher
dynamisch als passiv ist (Scott and Luo, 2001).

Die Diskussionen {iiber morphologische Verinderungen eines Neurons und des
Synapsen-Inputs wihrend der Entwicklung stellten in den letzten Jahren einen interessanten
Ansatzpunkt fiir das Verstdndnis der synaptischen Aktivitdt dar. Aus diesem Grund wurde die
Analyse der Anzahl der Synapsen in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu Wildtyp
Neuronen durchgefiihrt und parallel wurden in Kooperation mit Dr. Jiittner und Dr. Stoenica
(AG Rathjen) einige physiologische Untersuchungen angeschlossen. Ebenso wurde
untersucht, ob die Anzahl von GABAergen und glutamatergen Synapsen verandert ist.

Die Anzahl von GABAergen Synapsen in kortikalen Wildtyp und CALEB -/- Kulturen
(DIV 14) zeigten keinen signifikanten Unterschied. Die Anzahl von inhibitorischen
prasynaptischen Terminalien (VGAT) ist ebenso unverédndert, jedoch konnte eine reduzierte
Anzahl von Gephyrin Agregaten in CALEB -/- Kulturen festgestellt werden.
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass der Anteil von Gesamt-Gephyrin in CALEB
-/- geringer ist, aber nicht jedoch das in Synapsen lokalisierte Gephyrin. Eine etwas geringere
Menge von Gesamt-Gephyrin in CALEB -/- konnte auch durch Western Blotting
nachgewiesen werden, was sich aber bei Anwendung von statistischen Tests als nicht
signifikant erwies.

Gephyrin ist ein multifunktionelles Protein. Es ist verantwortlich fiir die Molybdénium-
Cofaktor-Synthese sowie filir die Glycin- und GABAa-Rezeptoren Aggregation in
inhibitorischen Synapsen (Fritschy et al., 2008). Es ist denkbar, dass diese postsynaptische
Aggregation nur in einer spezifischen Gephyrinkonformation, durch posttranslationale
Proteinmodifikationen oder durch Anwesenheit von ergdnzenden Molekiilen moglich ist.
Gephyrin bildet intrazellulire Aggregate, aber keine postsynaptischen Aggregate in
Abwesenheit von GABAs—Rezeptoren in vivo (Fritschy et al., 2008). Gephyrin bindet
verschiedene Proteine, die wichtige Interaktionen mit dem Actin-Zytoskellet vermitteln, z.B.
DIc1/2, Mena-VASP und Profilin (Bausen et al., 2006; Giesemann et al., 2003).

Auch bei der Anzahl der glutamatergen Synapsen zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
Jedoch ist die Anzahl von AMPA-R Aggregaten in CALEB -/- Kulturen hoher als in Wildtyp
Kulturen. Da die Anzahl der Synapsen unverdndert ist, die AMPA Rezeptoren aber erhdht
sind, ist anzunehmen, dass mehr AMPA-Rezeptoren extra-synaptisch in CALEB -/- Kulturen

vorhanden sind.
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In zusétzlichen eletrophysiologischen Untersuchungen wurde die spontane synaptische
Aktivitdit GABAerger und glutamaterger Synapsen mittels Whole-cell Patch-clamp
Messungen in Wildtyp und CALEB -/- Kulturen analysiert.

Die spontane Aktivitit von GABAergen Synapsen zeigt eine signifikante Senkung der
Amplitude, aber keinen Unterschied in der Frequenz der CALEB -/- Kulturen im Vergleich zu
Wildtyp Kulturen. Die mIPSCs zeigten jedoch keinen Unterschied, weder Amplitude noch
Frequenz.

Die spontanen Aktivititen von glutamatergen Synapsen zeigen eine signifikante Erhdhung in
der Frequenz, aber keinen Unterschied in der Amplitude von SEPSC der CALEB -/- Kulturen
im Vergleich zu Wildtyp Kulturen. Die mEPSC zeigten wiederum keinen Unterschied (Dr.
Jiittner und Dr. Stoenica, unpubliziert). Interessanterweise wurde auch in CALEB -/- Kulturen
mehr ,,Bursts* im Vergleich mit Wildtyp Kulturen beobachten.

Zusammenfassend kann man festgestellt werden, dass die Abwesenheit von CALEB in
kortikalen Zellkulturen eine Wirkung auf den Dendritenbaum und extrasynaptische Strukturen
hat. Es gibt keinen Unterschied in der Anzahl von GABA-ergen und glutamatergen Synapsen
in kortikalen Wildtyp und CALEB -/- Kulturen, jedoch liegt eine Verdnderung in der
synaptischen Transmission vor.

Eine hypothetische Mdglichkeit fiir den Wirkmechanismus von CALEB in Kulturen ist eine
Beteiligung in der Balance zwischen inhibitorischen und exzitatorischen Synapsen, d.h. in
Abwesenheit von CALEB sind die Amplituden von GABAergen Synapsen reduziert, da
weniger extrasynaptisches Gephyrin, und mehr extrasynaptische AMPA-Rezeptoren
vorliegen. Obwohl die Anzahl der Synapsen unverédndert ist, gibt es weniger Hemmung und
mehr ,,Burst, was mit der niedrigeren Antwort der Amplitude GABAerger Synapsen
korreliert.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Verdnderung in der Morphologie von CALEB -/-
Neuronen eine Wirkung auf die synaptische Transmission haben konnte. Da sich die
Morphologie der Dendriten bereits zu einem frithen Zeitpunkt &ndert (DIV4), wenn

synaptische Aktivitdt erst unwesentlich vorhanden ist.

4.6. Proteolytische Umwandlung von CALEB

Proteolyse ist eine posttranslationale Regulation der Funktion von verschiedenen Gruppen
von Proteinen, wie Wachstumsfaktoren, Zelladhdsionsmolekiilen und Proteoglykanen. Die

Abspaltung einer Ektodomine von einem Protein, eine proteolytische Spaltung oder das
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Ektodoménen-,,Shedding* an der Zelloberflache ist ein regulierter Prozess (Blobel, 2000), der
ein Protein in einen aktiven oder inaktiven Zustand {iberfiihren kann.

Die proteolystische Umwandlung von CALEB, von einer Vorlduferform in eine verkiirzte
Form, wurde sowohl beim Huhn als auch bei der Maus nachgewiesen (Jiittner et al., 2005).
Diese Prozessierung von CALEB zu einer verkiirzten Plasmamembran-assoziierten Form mit
einer frei zuginglichen EGF-Domiéne wird durch neuronale Aktivitt gefordert.

(Shuo et al., 2007) zeigten, dass CALEB in einer loslichen Form existiert. Diese 10sliche
Form wurde bei Gehirnlysaten der Ratte (P10) und in neuronalen Zellkultur-Uberstinden
durch Immunprézipitation beobachtet. Die Autoren schlossen daraus, dass die Prozessierung
von CALEB, durch Ektodoménen-,,Shedding®, zwischen der EGF-dhnlichen Doméne von
CALEB und der Transmembrandoméne durch eine Metalloprotease (TIMP-2 oder 3)
stattfindet. GemiR Jiittner und Kollegen (2005) kann die Abspaltung der EGF-&hnlichen
Doméne von CALEB in eine verkiirzte Plasmamembran Form nicht ausgeschlossen werden,
jedoch ist dies unwahrscheinlich, da: (1) kleine Komponenten, die nur das zytoplasmatische
Segment von CALEB enthalten, nicht durch Antikdrper gegen das zytoplasmatische Segment
von CALEB gefunden werden konnten; (2) die Region zwischen der EGF-dhnlichen Doméne
und der Transmembrandomédne von CALEB (4 — 6 Aminosduren) relativ kurz fiir ein
Ektodoménen-,,Shedding* ist (Han und Fischbach, 1999). So bendtigt man bei Neuregulin-1
fiir diesen proteolytichen Prozess mindesten eine Region mit elf Aminosduren zwischen der
EGF-dhnlichen-Doméne und der Transmembrandoméne (Han and Fischbach, 1999).
Weiterhin wurden im Expressionsprofil von verschiedenen Hirnregionen einige Banden in der
GroBe von 30 bis 50 kDa nachgewiesen, die der eventuell prozessierten Form von CALEB
mit einer frei zugénglichen EGF Domaéne entsprichen. In dieser Arbeit wurden Antikdrper
gegen die zytoplasmatische Domédne von CALEB verwendet, um die Umwandlung zu
untersuchen. Wenn es ein Gesamt-Ektodomédnen-,,Shedding™ gidbe, wiren noch kleinere
Komponenten als 30 bis 50 kDa zu erwarten. Die zytoplasmatische Domédne von mCALEB
enthdlt nur 121 (mCALEBD) oder 94 (mCALEBa) Aminosduren. Dies war aber nicht der Fall,
so dass daraus geschlossen werden kann, dass es keine Gesamt-Ektodoménen-,,Shedding*
gibt.

Ausgehend von dieser Beobachtung stellt sich eine Frage hinsichtlich des vorliegenden
Mechanismus: welche Protease ist fiir die Prozessierung von CALEB verantwortlich? Um
dies zu kldren, wurde an akuten, kortikalen Hirnschnitten ein neues Versuchmodell etabliert

(Jittner et al., 2005).
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Die Western Blotting Analyse von kortikalen Hirnschnitten zeigte, dass die Umwandlung von
CALEB ab 1 mM Ca®" und ab einer Inkubationszeit von 15 min festgestellt werden kann.
Ausgehend von dieser Beobachtung wurde die proteolytische Unwandlung in Anwesenheit
verschiedener Protease-Inhibitoren durchgefiihrt. Besonders effektiv konnte die Umwandlung
von CALEB durch Leupeptin, ein Cystein/Serin Protease Inhibitor, und E64, eine Cystein
Protease Inhibitor, verhindert werden. Daher kann auf eine Cystein/Serin-Protease als
CALEB Konvertase geschlossen werden.

Um den Einfluss neuronaler Aktivitdt auf die Struktur von CALEB zu ergriinden, wurden
verschiedene Blocker gegen Glutamat-Rezeptoren getestet. Durch die Hemmung (APV, CPP
und MK801) wurde die Umwandlung von CALEB in eine kurze membranstindige Form
vermindert.

Weiterhin wurde die CALEB Umwandlung auch in Hirnschnitten von verschiedenen
»Knock-out-Mdusen analysiert, z.B. tPA-defiziente und BACE1-defiziente Miuse. tPA ist
eine Serin-Protease, welche Plasmin aus Plasminogen spaltet. BACEI ist eine Aspartat-
Peptidase (mit B-Secretase Aktivitit), welche Neureguline prozessiert, zu deren Gruppe auch
CALEB zihlt (Willem et al., 2006). Jedoch konnte in beiden Versuchsmodellen keine
Beteiligung an der Umwandlung von CALEB nachgewiesen werden.

AbschlieBend konnte mit diesem Versuchsmodell gezeigt werden, dass eine
Cystein/Serin-Protease fiir die Umwandlung von CALEB in verschiedenen Hirnregionen
verantwortlich ist, wobei die Hemmung von Glutamat-Rezeptoren die Prozessierung von
CALEB in eine kurze membranstindige Form vermindert.

Es deutet darauf hin, dass die proteolytische Umwandlung von CALEB durch neuronale
Aktivitdt gefordert wird, allerdings ist der molekulare Mechanismus durch biochemische

Methoden noch nicht aufgeklért.

4.7. Glykosylierung von CALEB

CALEB liegt wahrend der frithen Phase der postnatalen Entwicklung stark glykosyliert vor, in
spéteren Stadien nimmt die Glykosylierung von CALEB ab. Dieses Glykosylierungsmuster
wurde im Cerebellum der Maus in verschiedenen Stadien der Entwicklung beschrieben
(Watanabe et al., 1995). Im Stadium P7 und im adulten Tier wurde dies auch in anderen
Hirnregionen der Maus nachgewiesen (Aono et al., 2004).

Interessanterweise konnten Hirnregionen gezeigt werden, in denen CALEB wesentlich
schwicher exprimiert wird (Hippocampus, und Retina). Diese Regionen zeigen nicht das

typische Glykosylierungsmuster der frithen Entwicklungsphase.
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Die schwache Glykosylierung von CALEB in der Maus-Retina konnte in dieser Arbeit bei der
Aufreinigung von nativem CALEB aus Hiithneraugen bestétigt werden. Die Aufreinigung von
nativem CALEB durch Affinitdtschromatographie aus Hiithneraugen ohne Chondroitinase-
ABC-Behandlung war wahrscheinlich nur deshalb moglich, weil dort eine schwache
Glykosylierung vorliegt. Eine Aufreinigung von CALEB aus dem gesamten Gehirn der Maus
war jedoch unter verschiedenen Bedingungen nicht moglich, weil wahrscheinlich eine starke
Glykosylierung vorliegt.

Dieses unterschiedliche Glykosylierungsmuster von CALEB, das typisch fiir ,,part-time*
Proteoglykane ist, wurde auch in anderen Studien festgestellt (Aono et al., 2004; Sugahara
and Mikami, 2007). In CALEB findet man mehrere potenzielle Glycosylierungsstellen fiir
Chondroitinsulfatketten und fiir eine N-Glykosylierung (Aono et al., 2004; Schumacher et al.,
1997; Watanabe et al., 1995; Yasuda et al, 1998). Die FEigenschaft als
,part-time“-Proteoglykan ist eine interessante Besonderheit von CALEB, weil die
Glykosaminoglycan-Ketten (GAG) nur in friih postnatalen Entwicklungsstadien vorkommen.
Die Glykosylierung spielt eine wichtige Rolle bei zelluldren Geschehen wie z.B. der
Mitogenese, der Zelldifferenzierung, dem axonalen Wachstum und der Synaptogenese. Die
Glykosylierung dient sehr unterschiedlichen Funktionen, z.B. der Erh6hung der Stabilitét der
Struktur von Proteinen, dem Schutz vor proteolytischem Abbau sowieder Beteiligung an der
Regulation von Molekiilen durch die Matrix (Biilow and Hobert, 2006; Kleene and
Schachner, 2004; Oohira et al., 2000b; Sugahara and Mikami, 2007).

4.8. Untersuchungen zur Phosphorylierung von CALEB

Auf eine potentielle Phosphorylierung von CALEB wurde in verschiedenen Arbeiten fiir
verschiedene Organismen hingewiesen (Mensch, T459, S516 — Yasuda et al., 1998; Ratte,
S255, S276 - Yamauchi et al., 2002; Ratte, T452 - Brandt et al., 2008).

Gemadl (Yamauchi et al., 2002) findet die Phosphorylierung von CALEB im intrazelluldren
und perizelluldren Bereich statt. Diese Phosphorylierung konnte bisher nur in vitro und nicht
in ,,Lipid Raft-Fraktionen* nachgewiesen werden. CALEB soll von einer Kinase, dhnlich der
Casein-Kinase II, in der Ectodoméne phosphoryliert werden (Yamauchi et al., 2002). In einer
anderen Studie wurde gezeigt, dass eine regulatorische Untereinheit der Proteinphosphatase A
(B56B) mit CALEB im intrazelluldiren Bereich (T452) interagiert und CALEB
dephosphoryliert (Brandt et al., 2008). Diese Interaktion reguliert eine Dephosphorylierung
von CALEB, die in Beziehung zur Dendritenbdumkomplexitét gebracht werden kann. Jedoch

ist in dieser Arbeit nicht klar, ob B56B als negativer Regulator der CALEB-vermittelten
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Dendritenbaumkomplexitét agiert. B5S6B konnte CALEB direkt am intrazelluldren Segment
dephosphorylieren oder mit PI3K-Akt-mTOR-Signalkaskaden interferieren, indem es
beispielsweise Akt dephosphoryliert, was zu einer verminderten Dendritenbaumkomplexitét
fiihrt.

Es konnte bereits eine zytoplasmatische Phosphorylierungsstelle von chCALEB durch
Aufreinigung des Proteins und anschliefende Proteinsequenzierung identifiziert werden (Prof.
Rathjen, personliche Kommunikation). Die zytoplasmatische Doméne von CALEB in der
Maus enthilt eine identische Phosphorylierungsstelle wie die von chCALEB.

Unter Verwendung spezifischer Phosphomotiv-Antikorper gegen die
Phosphorylierungsmotive von PKC und Akt konnte jedoch kein phosphoryliertes CALEB
weder in Lysaten von kortikalen Zellkulturen erkannt werden, noch bei Kulturen bei denen
Aktivatoren oder Inhibitoren von Akt und PKC verwendet wurden. SchluB3folgernd lésst sich
sagen, dass entweder die Phosphomotiv-Antikorper die Phosphorylierungsstelle von CALEB
nicht erkennen (d.h. der Antikdrper ist nicht geniigend sensitiv) oder dass CALEB durch eine
andere Kinase wie Akt oder PKC phosphoryliert wird.

Die Frage nach der Phosphorylierung von CALEB kann bis heute nicht gekliart werden.
Jedoch kann angenommen werden, dass CALEB das Neuritenwachstum {iber die
PI3K-Akt-mTOR und PKC Signalkaskade beeinflusst (Nakanishi et al., 2006) oder dass
CALEB die Dendritenbaumkomplexitit iiber die PI3K-Akt-mTOR und die Spine
Morphologie zusitzlich iiber die PI3K-Akt-mTOR und PKC Signalkaskade beeinflusst
(Brandt et al., 2007).

4.9. Untersuchung zur Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren durch die EGF-
Domaéne von CALEB

Die proteolytische Umwandlung von CALEB zu einer verkiirzten Plasmamembran-
assoziierten Form mit einer frei zugidnglichen EGF Doméne ldsst vermuten, dass CALEB als
juxtacrines Signaltransduktionsystem zwischen benachbarten Neuronen wirken kann. Diese
Interpretation setzt einen Interaktionspartner voraus. Von anderen Mitgliedern der
EGF-Familie ist bekannt, dass diese ErbB-Rezeptoren binden und phosphorylieren.

Aus diesem Grund haben (Kinugasa et al., 2004) die Interaktion von CALEB und
ErbB-Rezeptoren in Karzinomzelllinien, die Tyrosinkinaserezeptoren enthalten, untersucht.
Sie beschrieben, dass die extrazellulire Doméne von CALEB direkt mit dem ErbB3—Rezeptor
interagiert und den ErbB2-Rezeptor transaktiviert. Weiterhin sind die Autoren der Ansicht,
dass NGC/CALEB ein neues Mitglied der Neuregulin-Familie ist. In dieser Untersuchung
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haben die Autoren die Induktion der Zellproliferation durch CALEB als eine neue
zellbiologische Funktion der ErbB-Rezeptoren vorgeschlagen. Die Zellproliferation kénnte
eine wichtige Funktion fiir CALEB sein.

Es gibt jedoch Hinweise dafiir, dass CALEB in der frithen Phase der Entwicklung eine andere
Funktion hat, z.B. das Auswachsen von Neuriten beeinflusst (Nakanishi et al., 2006) und die
Dendritenbaumkomplexitdt reguliert (Brandt et al., 2007; Brandt et al., 2008). Die
Zellproliferation findet in einer sehr frithen Phase der Entwicklung statt und bildet somit einen
Widerspruch zum Expressionsprofil von CALEB, das vorwiegend in postnatalen Stadien des
Nervensystem auftritt (Kinugasa et al., 2004).

Um die Interaktion von CALEB mit ErbB Rezeptoren zu priifen, also ob die EGF-dhnliche
Domine von CALEB an ErbB-Rezeptoren bindet und eine Phosphorylierung induzieren
kann, wurde hier die Interaktion der EGF-dhnlichen Domine an verschiedenen
Karzinomzelllinien, die Tyrosinkinaserezeptoren (ErbBl1, 2, 3 und 4) enthalten, getestet.
Hierfiir wurde eine rekombinante EGF-dhnliche Domédne in COS-7 Zellen hergestellt und
natives CALEB aus embryonalen Hiihneraugen isoliert und mit Karzinomzelllinien inkubiert.
Dieser Ansatz unterscheidet sich von den Experimenten von Kinugasa und Kollegen (2004)
dahingehend, dass dort eine rekombinate extrazellulire Doméne von CALEB/NGC in E. coli
und CHO-Zellen hergestellt wurde. Es wurde eine Bindung an ErbB-Rezeptoren und eine
Induktion der Zellproliferation von Karzinomzelllinien mittels einer bakteriell hergestellten
extrazelluliren Domine von CALEB/NGC beobachtet. Allerdings bleibt zu fragen, ob die
Disulfidbriiken der EGF-dhnlichen Doméine von CALEB in Bakterien korrekt geschlossen
sind.

Durch Zugabe der rekombinant hergestellten EGF-Doménen von CALEB oder dem isolierten
nativen CALEB aus Hiihneraugen zu allen getesteten Karzinomzelllinien konnte in unserem
Experiment keine Phosphorylierung der ErbB-Rezeptoren beobachtet werden. Jedoch zeigten
die Kontrollen, EGF und TGFa, eine deutliche Tyrosinphosphorylierung. Zusammenfassend
kann festgestellt werden, dass die EGF-Domine von CALEB unter den getesteten
Bedingungen keine Phosphorylierung von ErbB-Rezeptoren induziert.

Bis jetzt konnte keine Interaktion von CALEB und ErbB-Rezeptoren durch uns nachgewiesen
werden. Diese Interaktion wire sehr interessant, da eine Publikation zeigt, dass EGF und
Neuregulin-1 neurotrophische Faktoren fiir mesencephalische dopaminerge Neuronen
darstellen und Mutationen von Nrg-1 mit Schizophrenie korrelieren. CALEB enthalt eine
EGF-Domine, die strukturell denen von Neuregulin-1 dhnlich ist. Weiterhin ist die

Expression von ErbB-Rezeptoren (ErbB3 und ErbB4) mit einer starken Expression am 18.
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postnatalen Tag nachgewiesen worden (Abe et al., 2009). Dieses Expressionsprofil korreliert
mit den Glykosylierungsprofil von CALEB in einigen Hirnregionen. Die Glykosylierung ist
beteiligt an der Regulation von Wachstumsfaktoren in der extrazelluldren Matrix (Biilow and
Hobert, 2006; Kleene and Schachner, 2004; Oohira et al., 2000a; Sugahara and Mikami,
2007).

4.10. Analyse der Genexpression in CALEB-defizienten Mausen

Die Abwesenheit von CALEB fithrt zu einer reduzierten Neurotransmitter-
Freisetzungswahrscheinlichkeit in den frithen Phasen der Entwicklung (Jiittner et al., 2005),
zu Verdnderungen in der Synapseneliminierung an der Purkinje-Zelle im Kleinhirn
(Dr. Jiittner, unverdffentlicht) und zu einem verdnderten Lernverhalten im Laufrad-Test
(Dr. Montag, Leibnitz Institut, Magdeburg, unverdffentlicht). Um den molekularen
Mechanismus zu verstehen, der fiir diese Phdnomene verantwortlich ist, wurde in unserer
Arbeitsgruppe das mRNA Expressionmuster im Colliculus superior von Wildtyp-Méusen und
CALEB Knockout-Méusen unter Verwendung von Affymetrix-Genchips durchgefiihrt.
Ausgehend von dieser mRNA-Expressionsanalyse, wurde eine ,,real-time-PCR*“-Analyse von
einer Reihe veridnderter Kandidatengene durchgefiihrt. Unter ihnen sind insbesondere Gene,
welche die Exo- und Endozytose der prisynatischen Vesikel beeinflussen, und deren
Expression in der CALEB-Mutante vermindert ist, z.B. die AP2-associated-kinase 1 (aakl)
und Untereinheiten spannungsabhingiger Calciumkanéle, die zu verdnderter Neurotransmitter
Freisetzung fiihren konnten. Ein anderes veridndertes Kandidatengen aus der Affymetrix-
Genchip-Analyse war das Myelin-basic Protein (mbp).

Mit der RT-PCR konnten jedoch bei keinem der genannten Kandidaten signifikante
Unterschiede zwischen Wildtyp und CALEB -/- gezeigt werden.

Weiterhin wird die CSPG5 mRNA Menge bei der ,,Spreading Depression® in einer
mRNA-Expressionsanalyse (Affymetrix-Genchips) als kurzzeitig erhort beobachtet (Urbach
et al., 2006). Um einen moglichen Zusammenhang zwischen CALEB und einer
KCl-ausgelosten ,,Spreading Depression zu analysieren, wurde hier die zu untersuchende
Probe mit der ,,real-time-PCR* analysiert. Diese Untersuchung zeigte bei der CALEB mRNA
eine geringe Erhohung der Expression, die jedoch in statistischen Test als nicht signifikant
bewertet wurde. Die mRNA-Expressionsanalysen von Affymetrix-Genchips geben Hinweise
fiir Kandidatengene, jedoch eine Aussage beziiglich einer verdnderter Genexpression ist nur
in Kombination mit der ,,real-time-PCR* mdglich. Die ,,real-time-PCR* ist eine sehr sensitive

Methode fiir mRNA-Expression.
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4.11. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Aspekte iiber die Expression und Lokalisation von
CALEB geklart, sowie der Einfluss auf die Dendritenbaumkomplexitit in ,,Knock-out®
Neuronen untersucht.

CALEB ist in einigen Gehirnregionen besonders stark in frithen Stadien der Entwicklung
exprimiert und weist eine starke Glykosylierung auf. Interessantweise weist CALEB eine
somato-dendritische Lokalisation auf, ist dabei jedoch nicht spezifisch auf Synapsen
beschrinkt.

Die genauen Mechanismen der Funktion von CALEB, sowie seine Phosphorylierung sind
Fragen, die noch in weiterfilhrenden Studien gekldrt werden miissen. Die signifikante
Reduktion der Dendritenbaumkomplexitit in CALEB -/- Neuronen im Vergleich zu den
Wildtyp Neuronen und der Einfluss auf die synaptische Transmission sollten Gegenstand
kiinftiger Untersuchungen sein. Da neuronale Zellkulturen mdéglicherweise Verdnderungen
durch ihre Isolierung unterliegen, sollte in der Zukunft die Analyse des Dendritenbaumes in
kortikalen Hirnschnitten in CALEB -/- Tieren und mit den Dendritenbdumen in Wildtyp
Tieren verglichen werden (in vivo).

Ein Aspekt der vorliegenden Arbeit ist, die Schaffung eines Test-Systems fiir neue
Interaktionspartner von CALEB, die nach Zugabe in der Neuronenkultur eine Verdnderung
der Dendritenbaummorphologie verursachen konnten.

Zusammenfassend weist die verdnderte neuronale Morphologie darauf hin, dass CALEB

Aspekte der Entwicklung von neuronalen Verschaltungen beeinflusst.
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ATGGGCCGAGCTGGAGGCGGGGGCCCGGACTGGGGGCCGCCGCCAGTGCTGCTGCTTCTGGGGGTCACGCTGGTGCTCACCGCTGGGGCCGTACCGGCACGGGAAACAGGCAGTGCGATCGAGGCTGAAGAGCTGGTGAGGAGCAGCCTG

TACCCGGCTCGACCTCCGCCCCCGGGCCTGACCCCCGGCGGCGGTCACGACGACGAAGACCCCCAGTGCGACCACGAGTGGCGACCCCGGCATGGCCGTGCCCTTTGTCCGTCACGCTAGCTCCGACTTCTCGACCACTCCTCGTCGGAC
M G R AG G G GP DWGP P P VL L L LGV TLVLTAGAVPARETGS A1 EAE E LV R S S L

Signal Peptid

GCATGGGAGTCGCGTGCCAATGACACGCGGGAGGAAGCCGGCCTGCCAGCAGCTGGGGAAGATGAGACCTCGTGGACAGAGCGGGGCAGTGAGATGGCTGCGGTGGGCCCTGGGGTCGGGCCAGAGGAGGCACTAGAGGCATCGGCTGCA

CGTACCCTCAGCGCACGG|
A W E SR A

CTGTGCGCCCTCCTTCGGCCGGACGGTCGTCGACCCCTTCTACTCTGGAGCACCTGTCTCGCCCCGTCACTCTACCGACGCCACCCGGGACCCCAGCCCGGTCTCCTCCGTGATCTCCGTAGCCGACGT
DT R EE AG L P AA G EDE T S WT ER G SE M AA V G P GV G PE E A LE A S AA

GTGACTGGCACTGCCTGGCTAGAGGCAGATGGCCCAGGCCTGGGTGGAGTGACTGCAGAGGCTGG GCGACGCCCAGACCCTTCCAGCTACGCTCCAGGCTCCTGATGAGGCCCTTGGGTCATCTACAATGCCCCCTGCCATCCCT

CACTGACCGTGACGGACCGATCTCCGTCTACCGGGTCCGGACCCACCTCACTGACGTCTCCGACC
VT GTAWLEADGZPGLGGV T AEAG

CGCTGCGGGTCTGGGAAGGTCGATGCGAGGTCCGAGGACTACTCCGGGAACCCAGTAGATGT TACGGGGGACGGTAGGGA
G DA QT LP ATULQAPDTEALGSSTMPPAILP

GAGGCTACTGAAACCAGTGGACCTCCCTCCCCTGCTGTCCATGATAAGCCTAGTGTAGGCCCTGAACTCCCTAAAGAGATCCCCTTGGAGGTTCGGCTGAACCTGGGAGGCAGCACACCAGAGCCCACTTTTCCCCTTCAGGGCACTCTC

CTCCGATGACTTTGGTCACCTGGAGGGAGGGGACGACAGGTACTATTCGGATCACATCCGGGACTTGAGGGATTTCTCTAGGGGAACCTCCAAGCCGACTTGGACCCTCCGTCGTGTGGTCTCGGGTGAAAAGGGGAAGTCCCGTGAGAG

EATETSGPPSPAVHD KPSV GGPELUPIKETIPLEVRLNLGSGST®PEFPTFZPLQGTL

GAGACCCAACCAGCCTCAGATATAATTGACATTGATTACTTTGAAGGATTGGATAGTGAGGGTCGTGGTGCAGACATGGGCAGCTTCCCGGGGTCACCAGGAACCTCAGAAAATCACCCTGATACCGAAGGAGAGACCCCTTCCTGGAGC

CTCTGGGTTGGTCGGAGTCTATATTAACTGTAACTAATGAAACTTCCTAACCTATCACTCCCAGCACCACGTCTGTACCCGTCGAAGGGCCCCAGTGGTCCTTGGAGTCTTTTAGTGGGACTATGGCTTCCTCTCTGGGGAAGGACCTCG

E T QPASODTI IDIDYFEGTLDSEG GRGADMGSF PGS PG T S ENHUPUDTETGETP S WS

CTGCTTGATTTGTATGATGACTTCACCCCTTTTGATGAGTCTGATTTCTACCCCACCACATCCTTCTATGATGATT T \TAAGGATACAGTAGGAGGTGGAGACCTGGAAGATGAAAACGACCTT

GACGAACTAAACATACTACTGAAGTGGGGAAAACTACTCAGACTAAAGATGGGGTGGTGTAGGAAGATACTACTAAACCTTCTCCTCCTTCTTCTCCTCCTCCTATTCCTATGTCATCCTCCACCTCTGGACCTTCTACTTTTGCTGGAA

L LDLYDDFTPFDESDFYPTTS FYDUDLETETEETEETEEDIKDTV G GGG DL EDENTDL

acid peptid segment
CTCCTGCCCTCTCAAAAGCCTGGTGTGGGGCCTGGGACAGGACAGCCCACCCACCGGTGGCATGCTGTTCCCCCACAGCATACTCTGGGGATGGTACCTGGCAGCAGCATCTCTCTTAGGCCCCGCCCCGGAGATCCAGGCAAGGACCTG

GAGGACGGGAGAGTTTTCGGACCACACCCCGGACCCTGTCCTGTCGGGTGGGTGGCCACCGTACGACAAGGGGGTGTCGTATGAGACCCCTACCATGGACCGTCGTCGTAGAGAGAATCCGGGGCGGGGCCTCTAGGTCCGTTCCTGGAC

L LPSQKPGV GPGTGQPTHRWHAVPPQHTLGMV PGS ST SLRPRPGDPG KDL

GCCTCAGGA GGCACAGAGTGCCGAGTTGGCTTCGTCAGGCA( GCTCCTGCCGGTCAGTCTGTGACCTCTTTCCGAGTTACTGTCACAACGGCGGCCAGTGCTACCTGGTGGAGAACATAGGGGCTTTCTGCAGGTGTAAC

CGGAGTCCTCT (CCGTGTCTCACGGCTCAACCGAAGCAGTCCGTGTFACCGAGGACGGCCAGTCAGACACTGGAGAAAGGCTCAATGACAGTGT TGCCGCCGGTCACGATGGACCACCTCTTGTATCCCCGAAAGACGTCCACATTG

A S G E G T EC RV GF V R H G S CR SV CDL FP SY CHNGGQZCYLVENIGATFCR RTCN

EGF-like domain

ACCCAGGACTACATCTGGCACAAGGGGATGCGCTGTGAGTCCATCATCACGGACTTCCAGGTGATGTGCGTGGCCGTTGGCTCGGCTGCTCTCGTGCTTCTCCTCCTGTTCATGATGACTGTGTTCTTTGCCAAGAAGCTCTATCTGCTC

TGGGTCCTGATGTAGACCGTGTTCCCCTACGCGACACTCAGGTAGTAGTGCCTGAAGGTCCACTACACGCACCGGCAACCGAGCCGACGAGAGCACGAAGAGGAGGACAAGTACTACTGACACAAGAAACGGTTCTTCGAGATAGACGAG

T QDYIlI WHIKGMRTCES T I TDFQVMCV AV GS AA L V LL L L L FM TV FFAKTZKLY L L

EGF-like domain ™ cytoplasmic domain

AAGACTGAGAATACCAAGCTGCGGAGGACCAATAAATTCCGGACCCCATCTGAGCTCCACAACGACAACTTCTCCCTCTCCACCATTGCCGAGGGCTCTCATCCAAATGTAAGGAAATTTTGCGACACTCCCCGTGTCTCCTCCCCCCAT

TTCTGACTCTTATGGTTCGACGCCTCCTGGTTATTTAAGGCCTGGGGTAGACTCGAGGTGTTGCTGTTGAAGAGGGAGAGGTGGTAACGGCTCCCGAGAGTAGGTTTACATTCCTTTAAAACGCTGTGAGGGGCACAGAGGAGGGGGGTA

K T ENT K L RRTNIKFRT®PSELUHNDNTFSL STIAEGSHPNVRKFCDTPRVS S P H

4. CGACGACCCCAGCGCTCCCCACAAAATCCAGGACCCTCTCAAGTCCCGCCTGAAGGAGGAAGAGTCCTTTAACATCCAGAACTCCATGTCACCCAAACTTGAGGGTGGCAAA

e ‘GALAACATT'G

AGGGCACGGAACCGAGTGATACTATTGTAACAGACAGTCCTGCTGGGGTCGCGAGGGGTGTTT TAGGTCCTGGGAGAGT TCAGGGCGGACTTCCTCCTTCTCAGGAAATTGTAGGTCTTGAGGTACAGTGGGTTTGAACTCCCACCGTTT

ARALAHYUDNTIVCQDDUPSAPHKTI QDPLKSRLKTETEEZ ST FNIQNSMSPKILEGGK

GGTGACCAGGATGACTTGGGGGTGAACTGTCTGCAGAATAACCTAACCTGA
CCACTGGTCCTACTGAACCCCCACTTGACAGACGTCTTATTGGATTGGACT

1701

6 DQDDLGVNCLOQNNLT- 57

saures PS EGF-ahnliche D. ™™ zytoplasmatische Domane
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Abb. 33: Schematische Darstellung der CALEB-Sequenz und —-Doménenstruktur. Sternchen (*) markieren

potentielle Phosphorylierungsstellen von mCALEB, Kreuze markieren die Glykosylierungsstellen von
mCALEB: ( +) N-linked (GlcNa), (
Nach UniProtKB/Swiss-Prot Q71M36 (CSPG5-Maus)
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