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1 Einleitung 
 

1.1 Grundlegende Aspekte der Differenzierung von Neuronen 
 
In der Regel differenzieren Neurone dann vollständig aus, wenn sie ihren definitiven 

Platz im Nervensystem erreicht haben. Grundlegende Aspekte dieser 

Differenzierung sind die Ausbildung der jeweiligen typischen Morphologie der 

Neurone und die Ausprägung ihrer elektrophysiologischen Charakteristika, die zu 

einem nicht unbeträchtlichen Teil von der neuronalen Morphologie abhängen (1). 

Diese wird im Wesentlichen bestimmt durch das Axon und den Dendritenbaum. 

Axone unterscheiden sich morphologisch z. B. im Durchmesser, in der Anzahl der 

Axonkollateralen und in der Länge. Von der Axonlänge wiederum abhängig ist die 

Anzahl der Entscheidungen zur Weg-Ziel-Findung, die der Wachstumskegel eines 

Axons treffen muss. Hierfür ist ein mehr oder weniger umfangreicher Besatz mit 

Transmembranproteinen notwendig, die als Rezeptoren für Signalmoleküle zur Weg-

Ziel-Findung fungieren (2, 3). Teilweise dieselben, doch häufig auch andere 

Transmembranproteine sind erforderlich, um das Auswachsen des Axons überhaupt 

zu ermöglichen. Dies geschieht entweder durch Erkennen von wachstumsfördernden 

Molekülen aus der extrazellulären Matrix oder auf der Oberfläche anderer Zellen, 

welche die Neurone umgeben (4). 

Dendritenbäume unterscheiden sich morphologisch vor allem in ihrer Komplexität 

und im Ausmaß, wie sehr sie mit dendritischen Dornen, den sogenannten Spines, 

besetzt sind (5-7). Diese werden als die entscheidenden, wenn auch nicht 

ausschließlichen, postsynaptischen Kompartimente für exzitatorische Erregungs-

übertragung angesehen (8, 9). Die Morphologie der Spines kann sehr vielfältig sein 

und reicht von einer filopodienartigen Gestalt bis hin zu einem pilzartigen 

Erscheinungsbild. Wenn auch noch nicht bewiesen, so gibt es doch etliche Hinweise, 

die darauf hindeuten, dass den unterschiedlichen Gestaltungsformen der Spines 

unterschiedliche funktionelle Zustände entsprechen (9). Obwohl bekannt ist, dass die 

Komplexität von Dendritenbäumen unterschiedlicher Populationen von Neuronen 

sehr stark differiert (z. B. der relativ einfache Dendritenbaum eines α-Motoneurons 

aus dem Rückenmark und der überaus komplexe Dendritenbaum einer Purkinje-

Zelle aus dem Kleinhirn), ist nur wenig darüber bekannt, wie die Komplexität von 

Dendritenbäumen auf molekularer Ebene reguliert wird. Auch die zur Ausgestaltung 
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der dendritischen Spines erforderlichen molekularen Mechanismen sind derzeit nur 

unzureichend bekannt (10). 

Um die Steuerung der neuronalen Differenzierungsaspekte auf molekularer Ebene 

zu verstehen, ist es notwendig, die daran beteiligten Moleküle, zumeist Proteine, zu 

identifizieren und dann strukturell und funktionell zu charakterisieren. Es werden 

verschiedene experimentelle Ansätze herangezogen, um neue Proteine zu 

identifizieren, die notwendige Mitspieler im molekularen Netzwerk zur Regulation 

neuronaler Differenzierung sind. Einer dieser Ansätze wird im Folgenden detailliert 

beschrieben. 

   

1.2 Suchschema zur Identifizierung von Proteinen, die Bedeutung 
haben könnten für neuronale Differenzierungsvorgänge   

 

 

Abbildung 1. Suchschema zur 
Identifizierung von neuen Interaktions-
partnern für bekannte Axon-assoziierte 
Proteine. 
Der dargestellte experimentelle Ansatz ist 
der ELISA-Technik verwandt und beruht 
auf einer Interaktion von zwei Proteinen, 
von denen das eine auf einer Immuno-
sorbent-Platte immobilisiert worden ist. Mit 
einem gegen das zweite Protein 
gerichteten Antikörper kann die Interaktion 
dann über einen enzymgekoppelten 
sekundären Antikörper und eine Farb-
reaktion sichtbar gemacht werden. 
 
 

 

 

 

Als die Bedeutung der ersten identifizierten neuralen Zelladhäsionsproteine für 

axonale Differenzierungsprozesse wie Axonwachstum, Faszikulation und Weg-Ziel-

Findung herausgearbeitet worden war und auch noch keine Daten aus einem 

Genomprojekt zur Verfügung standen, wurde nicht angenommen, dass die oben 

angesprochenen Differenzierungsprozesse durch ein überaus komplexes Netzwerk 

von Proteinen reguliert werden würden (11). Schon ein Jahrzehnt später war klar, 
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dass gerade neurale Zelladhäsionsproteine, die oft zur Immunglobulinsuperfamilie 

gehören, nicht nur einen, sondern häufig mehrere Interaktionspartner haben, dass 

sie also „bindungspromiskuitiv“ sind (4). So z. B. kann Contactin/F11, ein GPI-

verankertes neurales Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie, Tenascin-C und 

Tenascin-R, beides Proteine aus der extrazellulären Matrix, sowie die 

transmembranalen Proteine NgCAM, NrCAM, Neurofascin, CASPR und RPTPβ/ζ 

binden (12). Funktionell spielen diese Interaktionen nicht nur bei der Regulation des 

axonalen Wachstums eine Rolle, sondern bei vielfältigen neuralen Differenzierungs-

vorgängen, wie z. B. der Ausformung der Ranvier´schen Schnürringe oder der 

Myelinisierung (12). 

Die beschriebene Bindungspromiskuität verschiedener Axon-assoziierter Proteine 

wurde dann experimentell ausgenutzt, um nach neuen Proteinen zu suchen, die 

möglicherweise in neuronale Differenzierungsprozesse involviert sind (13). Dabei 

wurde nach dem in Abbildung 1 beschriebenen Prinzip vorgegangen. Es wurden 

gereinigte Axon-assoziierte Proteine auf eine Immunosorbent-Platte (ELISA-Platte) 

immobilisiert. Nachdem nicht immobilisierte Proteine weggewaschen worden waren, 

wurde die Platte mit Detergensextrakten verschiedener neuraler Gewebe (z. B. 

Gesamthirn oder Retina) inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurde die Platte mit 

prä-selektierten monoklonalen Antikörpern inkubiert. Diese waren vorher in einem 

umfangreichen Verfahren gegen neurale Zelloberflächenproteine mit Glykoepitopen 

hergestellt worden. In den Fällen, wo einer dieser monoklonalen Antikörper ein 

Protein aus dem Detergensextrakt, welches an ein immobilisiertes Protein gebunden 

hatte, erkannte, konnte dies dann durch eine Farbreaktion nach Bindung von enzym-

gekoppelten sekundären Antikörpern sichtbar gemacht werden. 

Mit Hilfe des jeweiligen monoklonalen Antikörpers konnte dann eine Durchmusterung 

von Expressionsbanken durchgeführt werden, um die für das entsprechende 

erkannte Protein kodierende cDNA zu ermitteln (13). 

 

1.3 CALEB ist ein neurales Mitglied der EGF-Proteinfamilie und 
bindet an Tenascin-C und Tenascin-R 

 

Bei experimenteller Umsetzung des oben geschilderten Suchschemas hat ein 

bestimmter monoklonaler Antikörper ein Protein aus einem Detergensextrakt aus 

neuralem Hühnergewebe erkannt, welches an Tenascin-C und Tenascin-R, zwei 
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Proteine aus der extrazellulären Matrix (ECM), gebunden hat. Nach Durchmusterung 

einer Expressionsbank mit diesem Antikörper ist eine cDNA ermittelt worden, die für 

ein Transmembranprotein kodiert, welches eine extrazellulär gelegene EGF-ähnliche 

Domäne enthält (13). Als weitere auffällige Charakteristika sind im extrazellulären 

Bereich dieses Proteins sowohl ein Peptidsegment, welches eine Anhäufung der 

Aminosäuren Leucin und Prolin aufweist, als auch ein Peptidsegment mit einer 

ungewöhnlichen Akkumulation der sauren Aminosäuren Glutamat und Aspartat zu 

finden. Extrazellulär sind experimentell verifizierte Glykosylierungsstellen sowie 

Anheftungsstellen für Glykosaminoglykane enthalten (13). Nach einer Trans-

membrandomäne folgt ein zytoplasmatischer Bereich, der keinerlei Ähnlichkeiten zu 

Peptidsegmenten aus schon bekannten Proteinen hat. 

Eine schematische Darstellung dieses Proteins, welches zuerst aus neuralem 

Hühnergewebe isoliert worden war und aufgrund seiner Strukturmerkmale CALEB 

(Chicken acidic leucine-rich EGF-like domain containing brain protein) genannt 

worden ist (13), ist in Abbildung 2 gezeigt. 

 

 
 
Abbildung 2. Schematische Darstellung des neuralen Transmembranproteins CALEB 

(Erläuterungen im Text). 

 

Es wurden zwei verschiedene Proteinformen von CALEB identifiziert, die sich in 

ihrem Aminoterminus unterscheiden. CALEB140/200 repräsentiert die längste Form 
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(CALEB140 ohne und CALEB200 mit Glykosaminoglykanen), CALEB80 hingegen 

fehlt der aminoterminale Molekülbereich mit dem Leucin-reichen Peptidsegment (13).  

Im gleichen Zeitraum wie die oben ausgeführten Untersuchungen ist ein Protein aus 

der Ratte mit dem Namen Neuroglycan C (NGC) publiziert worden, welches CALEB 

sehr ähnlich ist, jedoch statt eines Peptidsegmentes mit einer Akkumulation saurer 

Aminosäuren ein Peptidsegment mit einer Akkumulation basischer Aminosäuren 

enthalten sollte (14). Die Aminosäuresequenz für Neuroglycan C ist jedoch aufgrund 

von Sequenzfehlern nachträglich derart korrigiert worden, dass Neuroglycan C wie 

CALEB tatsächlich auch ein Peptidsegment mit Akkumulation saurer Aminosäuren 

enthält (15). Es handelt sich bei CALEB und Neuroglycan C also um Spezies-

homologe. Daher wird im Folgenden der Name CALEB/NGC verwendet. 

Der Molekülbereich von CALEB/NGC, welcher aufgrund der Primärstruktur am 

ehesten eine Eingruppierung dieses Proteins in eine Familie zulässt, ist die EGF-

ähnliche Domäne. Bei genauem Sequenzvergleich hat diese Domäne die höchste 

Ähnlichkeit zu den EGF-ähnlichen Domänen von Proteinen aus der EGF-Familie der 

transmembranalen Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (16). Erstes Mitglied 

dieser Familie war der epidermale Wachstumsfaktor EGF (epidermal growth factor) 

selbst. Weitere wichtige Vertreter dieser Familie im Nervensystem sind z. B. die 

Neureguline (17-19). Neben den Sequenzähnlichkeiten ist auch die Lage der EGF-

ähnlichen Domäne von CALEB/NGC (extrazellulär direkt vor der Transmembran-

region liegend) und die genomische Organisation der für diese Domäne kodierenden 

Sequenz gleich denen der anderen Mitglieder der EGF-Familie der 

transmembranalen Wachstums- und Differenzierungsfaktoren. Deshalb kann 

CALEB/NGC strukturell als weiteres Mitglied dieser Proteinfamilie aufgefasst 

werden. Es ist jedoch derzeit noch unklar, ob CALEB/NGC auch funktionell zu dieser 

Familie zählt (die EGF-ähnlichen Domänen von Mitgliedern dieser Proteinfamilie 

wirken als Liganden für Rezeptortyrosinkinasen aus der ErbB-Proteinfamilie). 

CALEB/NGC wird nahezu ausschließlich im Nervensystem exprimiert (13, 14, 20). 

Das Protein wird dort überwiegend in Arealen gefunden, die reich an Axonen, 

Dendriten und Synapsen sind. Den Höhepunkt der Expression zeigt CALEB/NGC in 

dem ontogenetischen Zeitfenster, in dem Dendritogenese, Spinogenese und 

Synaptogenese stattfinden (13, 14). Aufgrund dieses Expressionsmusters sind erste 

funktionelle Untersuchungen zu CALEB/NGC durchgeführt worden. Dabei hat sich 

gezeigt, dass Fab-Fragmente von gegen CALEB/NGC gerichteten Antikörpern das 



   

 10

Neuritenwachstum von Tectumneuronen aus Hühnergehirnen auf unterschiedlichen 

Wachstumssubstraten inhibieren (13). Daraus lässt sich die Schlussfolgerung 

ableiten, dass CALEB/NGC Bedeutung für Neuritenwachstum haben könnte. 

CALEB/NGC ist in dem unter 1.2 beschriebenen experimentellen Verfahren als 

potentieller Interaktionspartner von Tenascin-C und Tenascin-R gefunden worden. 

Diese Interaktionen konnten mit anderen Testverfahren bestätigt werden (13). 

Sowohl Tenascin-C als auch Tenascin-R sind in verschiedene biologische 

Funktionszusammenhänge im Nervensystem eingebunden (21-51). Diese umfassen 

u. a. Regulation von Zelladhäsion und axonalem Wachstum, Entwicklung der 

kortikalen Schichtenbildung und hippocampale synaptische Plastizität. 

 

Welche biologischen Funktionen hat CALEB/NGC? Sind diese in ähnlichen 

funktionellen Zusammenhängen zu finden wie bei den mit CALEB/NGC 

interagierenden Tenascin-C und Tenascin-R? Um diese Fragen zu beantworten 

wurden verschiedene strukturelle und funktionelle Untersuchungen zu CALEB/NGC 

durchgeführt. Dabei war das erste Ziel, die Bindung von CALEB/NGC an Tenascin-C 

und Tenascin-R möglichst präzise zu analysieren. Das zweite Ziel war, zusätzlich zu 

diesen Bindungsproteinen weitere Interaktionspartner von CALEB/NGC zu 

identifizieren, um dadurch möglichst genau das molekulare Netzwerk, in das 

CALEB/NGC eingebunden ist, zu charakterisieren. Das dritte Ziel war, in 

Zellkulturexperimenten mit primären Neuronen Einblicke in die Funktion von 

CALEB/NGC zu gewinnen. Das vierte Ziel war dann, basierend auf den gewonnen 

Ergebnissen aus den Zellkulturexperimenten, funktionelle Studien zu CALEB/NGC in 

vivo durchzuführen. 
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2 Zusammenfassung der eigenen Arbeiten 
 
Die hier zusammengefassten Publikationen geben die Ergebnisse von überwiegend 

strukturellen (Beiträge 2.1, 2.2 und 2.3) oder funktionellen (Beiträge 2.4 und 2.5) 

Untersuchungen zu CALEB/NGC wieder. Sie befassen sich mit: 

1) der Interaktion zwischen CALEB/NGC und Tenascin-C sowie Tenascin-R 

(Beiträge 2.1 und 2.2). 

2) der Analyse von verschiedenen Isoformen von CALEB/NGC (Beiträge 2.1 und 

2.2). 

3) der Expressionsanalyse von CALEB/NGC in einem Modellsystem für 

Nervendegeneration und Nervenregeneration (Beitrag 2.1). 

4) der Bindung des PDZ-Domänenproteins PIST an CALEB/NGC (Beitrag 2.3). 

5) dem funktionellen Einfluss von CALEB/NGC auf die Komplexität von 

Dendritenbäumen und dendritischen Spines (Beitrag 2.4). 

6) der funktionellen Charakterisierung der Interaktion zwischen CALEB/NGC und 

B56β, einer regulatorischen Untereinheit der Proteinphosphatase 2A (Beitrag 

2.5). 

 

Die durch diese Studien gewonnenen Ergebnisse tragen wesentlich zum Verständnis 

der biologischen Funktion von CALEB/NGC bei und beleuchten das molekulare 

Netzwerk, in das CALEB/NGC eingebunden ist. Sie liefern auch neue Erkenntnisse 

darüber, wie Zellmembranproteine durch einen Wechsel der Spezifität der 

Anbindung an Signaltransduktionswege in verschiedenen ontogenetischen 

Differenzierungsphasen unterschiedliche Effekte auf die Funktionszustände von 

Neuronen haben können. Insgesamt tragen die Resultate dieser Untersuchungen 

dazu bei, die Differenzierung von Dendritenbäumen und dendritischen Spines besser 

zu verstehen. 
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2.1 CALEB/NGC bindet mit seinem sauren Peptidsegment an 
Tenascin-C und Tenascin-R; die Expression von CALEB/NGC 
wird nach Läsion des optischen Nervs dynamisch reguliert 

 
Die in der Einleitung geschilderten Studien zu CALEB/NGC haben neben der 

Aufklärung der Primärstruktur des Proteins im Wesentlichen zwei Ergebnisse 

hervorgebracht: 1) CALEB/NGC bindet an Tenascin-C sowie Tenascin-R und 2) 

CALEB/NGC, welches in axon- und dendritenreichen Arealen des Nervensystems 

exprimiert wird, scheint von Bedeutung für Neuritenwachstum zu sein (13). 

Aufbauend auf diesen Daten wurde dann einerseits die Bindung der Tenascine an 

CALEB/NGC näher charakterisiert und andererseits in einem Modellsystem für 

Nervendegeneration und Nervenregeneration die Expression von CALEB/NGC 

analysiert. 

Zur  Charakterisierung der Bindung von Tenascin-C und Tenascin-R an CALEB/NGC 

mussten die beteiligten Proteine produziert werden. Tenascin-C und Tenascin-R 

sowie davon abgeleitete rekombinante Konstrukte wurden in eukaryotischer 

Zellkultur produziert und aufgereinigt. Die gereinigten Proteine wurden dann an rot 

fluoreszierende Mikrosphären gekoppelt und in dieser Form für die Bindungsstudien 

eingesetzt. Die zu untersuchenden von CALEB/NGC abgeleiteten Konstrukte 

hingegen wurden in Zellkultur von COS7 Zellen produziert und an der Plasma-

membran der COS7 Zellen durch einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker 

lokalisiert (52). Damit die unterschiedlich langen Konstrukte nicht an der 

Plasmamembran aufgrund von sterischen Effekten unterschiedlich stark in ihrer 

Bindung an CALEB/NGC behindert wurden, wurde ein Abstandhalter bestehend aus 

den CH2 und CH3 Domänen von humanem Immunglobulin G1 (IgG1) eingebaut. 

Antikörper gegen diese Domänen konnten nun zur Kontrolle der quantitativ gleichen 

Expression der von CALEB/NGC abgeleiteten und von den COS7 Zellen 

produzierten Konstrukte eingesetzt werden. Die Bindung der Tenascin-Proteine an 

die mit CALEB/NGC-Konstrukten transfizierten COS7 Zellen konnte durch die rote 

Fluoreszenz der Mikrosphären verfolgt werden. 

Als Ergebnis dieser Bindungsstudien zeigte sich eindeutig, dass das saure 

Peptidsegment von CALEB/NGC für die Bindung an Tenascin-C und Tenascin-R 

notwendig war (Beitrag 2.1). Nur von CALEB/NGC abgeleitete Konstrukte, die dieses 

Peptidsegment enthalten, konnten an die Tenascine binden. Tenascin-C und 

Tenascin-R sind aus zahlreichen Modulen zusammengesetzt. Darunter befinden sich 
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EGF-ähnliche, Fibronektin-TypIII (FNIII)-ähnliche und je eine Fibrinogen-ähnliche 

Domäne. Mit Hilfe verschiedener rekombinanter Konstrukte von Tenascin-C und 

Tenascin-R wurde gezeigt, dass die carboxyterminalen Fibrinogen-ähnlichen 

Domänen beider Proteine die Bindung an CALEB/NGC vermitteln (Beitrag 2.1). 

Die bisher beschriebenen Bindungsstudien sind mit CALEB/NGC-Konstrukten 

durchgeführt worden, die sich von der Hühnersequenz herleiten (13). Um zu 

überprüfen, ob die Interaktion auch über die Speziesgrenzen hinweg Bedeutung 

haben könnte, wurden die gleichen Bindungsstudien auch mit CALEB/NGC-

Konstrukten, die sich von der Maussequenz ableiten, durchgeführt. Bei der 

Klonierung der Maussequenz von CALEB/NGC wurden dann noch zwei 

unterschiedliche Isoformen beschrieben, die sich im intrazellulären Proteinbereich 

unterscheiden (Beitrag 2.1). Zudem stellte sich heraus, dass der aminoterminale 

Bereich des CALEB/NGC-Proteins, der in der Spezies Huhn das leucinreiche 

Peptidsegment umfasst, zwischen den Spezies Huhn und Maus (auch Ratte und 

Mensch) verschieden ist (Beitrag 2.1). Zwischen den Spezies stark konserviert 

geblieben sind hingegen die Sequenzabschnitte, die für das saure Peptidsegment, 

die EGF-ähnliche Domäne, die Transmembranregion und den intrazellulären 

Proteinbereich kodieren. Bei fortgeführten Bindungsstudien stellte sich heraus, dass 

auch das saure Peptidsegment, welches sich von der Maussequenz von 

CALEB/NGC herleitet, an die Fibrinogen-ähnliche Domäne von Tenascin-R (und 

auch Tenascin-C) binden kann (Beitrag 2.1). 

 

Blockierungsexperimente mit Fab-Fragmenten von gegen CALEB/NGC gerichteten 

polyklonalen Antikörpern in Zellkultur hatten Hinweise geliefert, dass CALEB/NGC 

notwendig für Neuritenwachstum ist (13). Es wurde daher die Expression von 

CALEB/NGC in einem Modellsystem zur Nervendegeneration und Nervenre-

generation analysiert (53-58). Dabei wurde die Anzahl der retinalen 

Ganglienneurone, die CALEB/NGC exprimieren, vor und nach Quetschung des 

optischen Nervs in Ratten bestimmt (Degenerationsmodell). Nervenregeneration im 

Zentralnervensystem, zu dem der optische Nerv gehört, findet nicht statt, im 

Unterschied zum peripheren Nervensystem. Daher wurde das regenerative 

Wachstum von Axonen retinaler Ganglienneurone gefördert, indem ein Transplantat 

aus dem Nervus ischiadicus in den gequetschten optischen Nerven eingesetzt 

wurde. Unter diesen Umständen können Axone von ca. 5% der Ganglienneurone 
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durch das Transplantat aussprossen (54, 55). Auch hier (Regenerationsmodell) 

wurde die Anzahl der Ganglienneurone bestimmt, die CALEB/NGC exprimieren. 

Das Resultat dieser Studien im Degenerationsmodell zeigte, dass innerhalb der 

ersten 5 Tage nach Quetschung des optischen Nervs die Anzahl der retinalen 

Ganglienneurone, die CALEB/NGC exprimieren, stark abnimmt, um dann jedoch im 

folgenden Zeitabschnitt bis zu 4 Wochen nach Läsion konstant zu bleiben. Die 

Ergebnisse aus dem Regenerationsmodell zeigten, dass von den Ganglienneuronen, 

deren Axone in das Transplantat auswachsen können, ca. 40% CALEB/NGC 

exprimieren (Beitrag 2.1). 

In diesem Modellsystem der Läsion des optischen Nervs wurde also ein dynamischer 

Verlauf der Expression von CALEB/NGC festgestellt. 
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Zusammenstellung wesentlicher Originalarbeiten 

 
 

Beitrag 2.1 
 
Schumacher S, Jung M, Nörenberg U, Dorner A, Chiquet-Ehrismann R, 
Stuermer CAO, Rathjen FG: 
 
CALEB/NGC binds via its acidic stretch to the fibrinogen-like domain of 
tenascin-C or tenascin-R and its expression is dynamically regulated 
after optic nerve lesion. 
 
J Biol Chem 276: 7337-7345, 2001 
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2.2 Die Bindung von Tenascin-C und Tenascin-R an CALEB/NGC 
wird ontogenetisch reguliert 

 
Bisher wurde gezeigt, dass das saure Peptidsegment von CALEB/NGC notwendig 

für die Bindung an Tenascin-C und Tenascin-R ist. Es war jedoch nicht klar, ob es 

auch hinreichend für die Bindung ist. Alle bisher untersuchten Konstrukte von 

CALEB/NGC enthielten zusätzlich zum sauren Peptidsegment auch die EGF-

ähnliche Domäne. Spielt die EGF-ähnliche Domäne bei der Interaktion zu den 

Tenascinen eine Rolle oder hat sie ganz andere Interaktionspartner? Eine weitere 

Frage war, ob es auch noch andere Transmembranproteine gibt, die ein saures 

Peptidsegment ähnlich dem von CALEB/NGC haben und mittels diesem an 

Tenascine binden können. Den Resultaten der Datenbankrecherche zufolge gibt es 

nur sehr wenige Transmembranproteine mit einem derartigen sauren 

Peptidsegment. Eines dieser Proteine ist das Amyloid-Vorläuferprotein (APP), 

welches enorme Bedeutung für die Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung 

hat (59). Kann APP auch an Tenascine binden? Mit der methodischen 

Herangehensweise, wie sie im Abschnitt 2.1 beschrieben worden ist, wurden diese 

Fragen beantwortet. 

Durch die Analyse etlicher CALEB/NGC-abgeleiteter Konstrukte in den 

Bindungsstudien zu Tenascin-C und Tenascin-R wurde gezeigt, dass ein kurzes 

Peptid mit der Aminosäuresequenz „G/DLEDE“ am carboxyterminalen Ende des 

sauren Peptidsegmentes von CALEB/NGC die Bindung an die Tenascine vermittelt. 

Die EGF-ähnliche Domäne von CALEB/NGC spielt bei dieser Bindung keine Rolle 

(Beitrag 2.2). Da APP zwar ein saures Peptidsegment hat, dieses jedoch nicht die 

Aminosäureabfolge „G/DLEDE“ beeinhaltet, war zu vermuten, dass APP nicht an die 

Tenascine binden kann. Diese Vermutung wurde experimentell bestätigt (Beitrag 

2.2). In der Einleitung war ausgeführt worden, dass es von CALEB/NGC aus Huhn 

mehrere Proteinvarianten gibt, die sich in ihrem Aminoterminus unterscheiden, 

nämlich CALEB140/200 und CALEB80 (Abbildung 2). Beide Proteinvarianten zeigen 

einen unterschiedlichen Expressionsverlauf (untersucht in der Retina). Während die 

Expression von CALEB140/200 im Verlauf der Embryonalentwicklung immer weiter 

zunimmt, steigt die Expression von CALEB80 zu einem Maximum in dem Zeitfenster 

an, wo u. a. Dendritogenese und Synaptogenese stattfinden, um danach wieder 

deutlich abzufallen (13). Wenn jeweils eine dieser beiden Proteinvarianten auf der 

Zelloberfläche von COS7 Zellen exprimiert wurde, konnte interessanterweise nur 
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CALEB80, nicht aber CALEB140/200 an Tenascin-C oder Tenascin-R binden 

(Beitrag 2.2). Wurden die verschiedenen Proteinvarianten von CALEB/NGC jedoch 

aus der Membran herausgelöst, so konnten sowohl CALEB80 als auch 

CALEB140/200 an die Tenascine binden (Beitrag 2.2). Diese Beobachtung erhält 

eine besondere Bedeutung durch die Tatsache, dass ein proteolytisches Shedding 

von Teilen des extrazellulären Bereiches von CALEB/NGC inklusive saurem 

Peptidsegment beschrieben worden ist (60). Es wurde zudem gefunden, dass die 

Bindung von Tenascin-C und Tenascin-R an CALEB/NGC durch EDTA inhibiert 

werden konnte, demnach abhängig von divalenten Ionen war. 

Die Bindung von CALEB/NGC an Tenascin-C und Tenascin-R wird also 

ontogenetisch reguliert (CALEB80 versus CALEB140/200) und sie ist davon 

abhängig, ob CALEB/NGC in die Plasmamembran integriert ist oder aus dieser 

freigesetzt wird. 
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Zusammenstellung wesentlicher Originalarbeiten 

 
 

Beitrag 2.2 
 
Schumacher S, Stübe E: 
 
Regulated binding of the fibrinogen-like domains of tenascin-R and 
tenascin-C to the neural EGF family member CALEB.  
  
J Neurochem 87: 1213-1223, 2003 
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2.3 CALEB/NGC interagiert mit dem Golgi-assoziierten Protein 
PIST 

 
Bisher waren nur zwei extrazelluläre Interaktionspartner für CALEB/NGC bekannt, 

nämlich Tenascin-C und Tenascin-R. Um das Verständnis des molekularen 

Netzwerkes, in das CALEB/NGC eingebunden ist, zu erweitern, wurde nach 

intrazellulären Bindungsproteinen für CALEB/NGC gesucht. Methodisch wurde hier 

das Hefe-2 Hybridsystem (Y2H) benutzt. 

Es wurden zwei potentielle Interaktionspartner für CALEB/NGC mit Hilfe des Hefe-2-

Hybridsystems gefunden (Beitrag 2.3). Auf den einen, bei dem es sich um eine 

regulatorische Untereinheit der Proteinphosphatase 2A (PP2A) handelt, wird in 

einem späteren Kapitel (2.5) eingegangen. Bei dem anderen handelt es sich um das 

PDZ-Domänenprotein PIST (PDZ domain protein interacting specifically with TC10), 

auch GOPC (Golgi-associated PDZ and coiled coil motif-cotaining protein), FIG 

(fused in glioblastoma) oder CAL (CFTR-associated ligand) genannt (61-64). PIST ist 

über eine Bindung an Syntaxin-6 sehr stark assoziiert mit dem Golgi-Apparat. Es ist 

für den Transport verschiedener Proteine, z. B. des CFTRs (cystic fibrosis trans-

membrane conductance regulator), des Chloridkanals ClC-3B und der Zellmembran-

proteine frizzled 5 und frizzled 8 zur Plasmamembran von Bedeutung (61-64). Die 

Interaktion zwischen CALEB/NGC und PIST konnte durch verschiedene 

experimentelle Verfahren bestätigt werden (Beitrag 2.3). Die Bindungsstelle von 

PIST an CALEB/NGC wurde bestimmt und liegt in einem intrazellulären 

Peptidsegment von etwa 20 Aminosäuren, welches der Transmembranregion 

unmittelbar folgt (Beitrag 2.3). Mit diesem Peptid (chemisch synthetisiert), 

immobilisiert an Sepharose, konnte PIST sowohl aus transfizierten HEK293 Zellen 

als auch aus nativen primären Neuronen isoliert werden (Beitrag 2.3). Eine 

Assoziation von CALEB/NGC und PIST im Golgi-Apparat konnte gezeigt werden 

(Beitrag 2.3). Eine Kolokalisation von endogenem CALEB/NGC und PIST in 

Neuronen wurde nur während einer frühen Differenzierungsphase und dann im 

Golgi-Apparat und in vesikulären Strukturen in den Neuriten gefunden (Beitrag 2.3). 

Abgeleitet von publizierten Ergebnissen, die zeigen, dass PIST am Transport einiger 

Proteine zur Plasmamembran beteiligt ist (63, 64), wurde untersucht, ob PIST 

möglicherweise am Transport von CALEB/NGC in Neuriten beteiligt sein könnte. 

Dazu wurde die Lokalisation von CALEB/NGC und PIST in Neuronen von Colchicin-

behandelten Ratten mit der Lokalisation in Neuronen von Kontrolltieren verglichen. 
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Bei Kontrolltieren wurde in den Zellkörpern ausgereifter Purkinje-Zellen im Kleinhirn 

zwar PIST, aber kein CALEB/NGC gefunden (Beitrag 2.3). Dieses war sehr effizient 

in die Fortsätze (Dendriten und Axone) transportiert worden. Wurde in vivo der 

Mikrotubuli-abhängige Transport von Proteinen in die neuronalen Fortsätze durch 

Colchicin inhibiert (65, 66), fand man dann eine starke Kolokalisation von 

CALEB/NGC und PIST in vesikulären Strukturen in den Somata (Beitrag 2.3). 

Das Golgi-assoziierte Protein PIST kann also an ein intrazelluläres Peptidsegment 

von CALEB/NGC binden. Es gibt experimentelle Hinweise, dass PIST am Transport 

von CALEB/NGC in neuronale Fortsätze beteiligt sein könnte. 
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Zusammenstellung wesentlicher Originalarbeiten 

 
 

Beitrag 2.3 
 
Hassel B, Schreff M, Stübe E, Blaich U, Schumacher S: 
 
CALEB/NGC interacts with the Golgi-associated protein PIST. 
 
J Biol Chem 278: 40136-40143, 2003 
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2.4 CALEB/NGC reguliert die Komplexität von Dendritenbäumen 
und dendritischen Spines  

 
Die ersten zellbiologischen Untersuchungen zur Funktion von CALEB/NGC haben 

Hinweise erbracht, dass dieses Protein Bedeutung für Neuritenwachstum hat (13). 

Diese Untersuchungen, nämlich Interferenzexperimente mit Fab-Fragmenten von 

gegen CALEB/NGC gerichteten polyklonalen Antikörpern in einem Neuriten-

wachstumsmodell (siehe Einleitung), lassen jedoch keine Differenzierung zu, ob 

Axone und/oder Dendriten durch CALEB/NGC beeinflusst werden. Sie erlauben 

auch keine detaillierten Aussagen, welche Wirkungen genau CALEB/NGC auf Axone 

und/oder Dendriten hat. Um präzisere Aussagen zur Funktion von CALEB/NGC auf 

die Differenzierung von neuronalen Fortsätzen zu machen, wurde folgendes 

Zellkulturmodellsystem etabliert: 

Primäre Hippocampusneurone, die aus den Gehirnen von embryonalen Ratten 

(Embryonaltage E17–E19) gewonnen wurden, wurden nach der Präparation als 

Einzelzellen kultiviert. Diese wurden dann zu verschiedenen Zeitpunkten auf 

unterschiedliche Art manipuliert und darauffolgend einige Tage später untersucht. 

Als Manipulationen wurden entweder Expressionsplasmide, shRNA-Konstrukte oder 

chemisch synthetisierte siRNAs transfiziert, oder die Neurone wurden mit 

verschiedenen pharmakologischen Inhibitoren behandelt. Es wurden zwei 

verschiedene Untersuchungszeiträume gewählt. Entweder die Neurone wurden 

zwischen DIV (days in vitro) 7 und DIV12 manipuliert und dann 2 Tage später 

analysiert oder sie wurden zwischen DIV 12 und DIV 13 manipuliert und 4 Tage 

später untersucht. Diese Experimentalzeiträume sind bewusst so gewählt worden, 

weil während dieser Zeit in ganz besonderem Maße Dendritogenese und 

Spinogenese stattfinden (Beitrag 2.4). Gerade diese beiden Entwicklungsprozesse 

sollten genauer beleuchtet werden, da immunzytochemische Untersuchungen an 

Hippocampusneuronen in Kultur mit CALEB/NGC-spezifischen Antikörpern gezeigt 

haben, dass dieses Protein sehr stark in Dendriten und dendritischen Spines 

lokalisiert ist (Beitrag 2.4). Um einen Einfluss von CALEB/NGC auf die 

Differenzierung der Dendritenbäume und Spines möglichst präzise zu beschreiben, 

wurden als Parameter die Anzahl der dendritischen Endausläufer (end tips) sowie 

die Anzahl, Länge und Verzweigung der dendritischen Spines bestimmt. Zusätzlich 

wurde eine Sholl-Analyse des Dendritenbaumes durchgeführt (67). Bei dieser 

Analyse werden um einen neuronalen Zellkörper herum konzentrische Kreise mit 
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immer größer werdendem Radius gezogen und dann die Anzahl der Schnittpunkte 

dieser Kreise mit von diesem Neuron ausgehenden Dendriten in Abhängigkeit vom 

Radius der Kreise bestimmt. Die Sholl-Analyse erlaubt eine sehr präzise Aussage 

über die Komplexität von Dendritenbäumen (Beitrag 2.4). 

Um ein möglichst genaues Bild über eine potentielle Funktion von CALEB/NGC bei 

Dendritogenese und Spinogenese zu erhalten, wurden drei experimentelle Ansätze 

gewählt: 1) Überexpression von CALEB/NGC, 2) Herabregulation der endogenen 

Expression von CALEB/NGC mittels siRNA und shRNA und 3) Überexpression des 

CALEB/NGC-abgeleiteten Konstruktes „396“, welches möglicherweise dominant-

negative Eigenschaften hat, da es zwar den gesamten extrazellulären Bereich und 

die Transmembranregion von CALEB/NGC hat, ihm jedoch der gesamte 

intrazelluläre Bereich fehlt. 

Die Ergebnisse aus diesen drei Ansätzen sind konsistent und lassen sich 

folgendermaßen zusammenfassen: CALEB/NGC erhöhte bei Überexpression die 

Komplexität von Dendritenbäumen, indem es die Verzweigung von Dendriten, 

insbesondere von Dendriten der apikalen Dendritenbäume, förderte. Auch die 

Komplexität der dendritischen Spines wurde größer, deren Anzahl, Länge und 

Verzweigung nahm zu (Beitrag 2.4). Wenn die endogene Expression von 

CALEB/NGC durch siRNA oder shRNA herabreguliert wurde, konnte eine Reduktion 

der Komplexität des Dendritenbaumes und der Spines beobachtet werden. Auch 

eine Überexpression des Konstruktes „396“ in hippocampalen Neuronen führte zu 

einer Reduktion der Komplexität der Dendritenbäume (Beitrag 2.4). 

Im nächsten Schritt sollte überprüft werden, ob diese Ergebnisse aus der 

Einzelzellkultur sich auch auf die in vivo-Situation übertragen lassen. Vermittelt 

CALEB/NGC also auch Komplexität von Dendritenbäumen und Spines im Gehirn? 

Zur Beantwortung dieser Frage wurde die Technik der in-utero-Elektroporation 

eingesetzt (68, 69). Bei dieser Technik wird zuerst ein Uterus von tragenden Mäusen 

exponiert, dann werden durch die Uteruswand hindurch die Reagenzien, z. B. 

Expressionsplasmide oder shRNA-Konstrukte, in je einen Seitenventrikel von 

Gehirnen embryonaler Mäuse (z. B. am Embryonaltag E14) mikroinjiziert. Durch 

Anlegen eines elektrischen Feldes werden dann die Plasmide aus dem Ventrikel in 

die Ventrikularzone in die sich dort entwickelnden Neurone getrieben. Nach Ablauf 

der Operation der tragenden Mäuse werden die dann nach einigen Tagen 

geworfenen Jungtiere in bestimmten postnatalen Stadien (z. B. Postnataltag P7 oder 



   

 24

P14) untersucht. Da als Marker für die elektroporierten Neurone stets GFP mit 

elektroporiert worden ist, können diese Neurone mit ihren Dendritenbäumen und 

Spines leicht sichtbar gemacht werden (Beitrag 2.4). 

Die Analyse der Dendritenbäume und Spines von Neuronen aus den kortikalen 

Schichten II und III von Mäusen, die in utero elektroporiert worden sind, bestätigte 

die an Einzelzellen in Kultur gewonnen Ergebnisse. Bei der in-utero-Elektroporation 

sind die gleichen von CALEB/NGC abgeleiteten Konstrukte eingesetzt worden wie in 

den Experimenten in Einzelzellkultur. Auch bei den Experimenten in vivo führte die 

Überexpression von CALEB/NGC zu einer Erhöhung, die Herabregulation der 

endogenen CALEB/NGC-Expression oder die Überexpression des Konstruktes „396“ 

zu einer Reduktion der Komplexität der Dendritenbäume und Spines (Beitrag 2.4). 

 

Nach der Beschreibung des funktionellen Effektes von CALEB/NGC auf 

Dendritenbäume und Spines wurde im Folgenden versucht, eine Kartierung der 

funktionell wichtigen Molekülbereiche von CALEB/NGC durchzuführen. Dazu wurden 

etliche Deletions- und Mutationskonstrukte von CALEB/NGC hergestellt und in dem 

oben beschriebenen Zellkulturmodellsystem untersucht. Es stellte sich heraus, dass 

extrazellulär die EGF-ähnliche Domäne von CALEB/NGC notwendig und hinreichend 

war, um sowohl Dendritenverzweigung zu induzieren als auch die Morphogenese der 

Spines ähnlich wie CALEB/NGC selbst zu beeinflussen. Es wurde weiterhin ermittelt, 

dass die Hälfte des intrazellulären Bereiches von CALEB/NGC, die der 

Transmembranregion folgt, notwendig und hinreichend ist zur Weiterleitung des 

Signals zur Induktion von Dendritenverzweigung (Beitrag 2.4). 

Um einen Einblick zu gewinnen über die Signalwege in Neuronen, die wichtig sind 

für CALEB/NGC-vermittelte Dendritenverzweigung, wurde der Einfluss von 

Inhibitoren für bestimmte Enzyme untersucht. Über diese Enzyme ist aus der 

Literatur bekannt, dass sie in Signalwege eingebettet sind, die Bedeutung haben für 

Dendritendifferenzierung (70-73). Diese Studien erbrachten das Ergebnis, dass 

Hemmung des Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Akt-mammalian target of 

rapamycin (mTOR)-Signalweges, sei es durch Inhibition der PI3K, von Akt oder 

mTOR, zu einer signifikanten Reduktion der CALEB/NGC-vermittelten 

Dendritenverzweigung führt (Beitrag 2.4). Im Gegensatz dazu hatte Hemmung der 

PI3K keinen Effekt auf CALEB/NGC-vermittelte Spine-Morphogenese. Inhibition von 

Protein Kinase C (PKC) hingegen führte zum Verlust sowohl von CALEB/NGC-
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vermittelter Dendritenverzweigung als auch Spine-Morphogenese (Beitrag 2.4). Aus 

der Literatur ist bekannt, dass endogene neuronale Aktivität eine große Bedeutung 

hat für die Entwicklung von Dendritenbäumen (74-78). Ionenkanäle, die den Effekt 

der neuronalen Aktivität vermitteln, sind N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren und 

spannungsabhängige Calciumkanäle vom L-Typ. Es wurde daher mit Hilfe von 

Blockern dieser Ionenkanäle auch untersucht, ob der Effekt von CALEB/NGC auf die 

Differenzierung von Dendritenbäumen abhängig oder unabhängig von neuronaler 

Aktivität ist. Als Ergebnis wurde gefunden, dass CALEB/NGC Dendritenverzweigung 

auch bei Blockade von N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren und spannungsabhängigen 

Calciumkanälen induziert. Sein Effekt auf Dendritenbäume ist also, wenigstens 

teilweise, unabhängig von neuronaler Aktivität, die über diese beiden Ionenkanäle 

vermittelt wird (Beitrag 2.4). 

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass CALEB/NGC in primärer 

neuronaler Einzelzellkultur und auch in vivo im nativen Gehirn die Komplexität von 

Dendritenbäumen und Spines erhöht. Die Effekte auf Dendritenverzweigung und 

Spine-Morphogenese werden beide vermittelt durch die EGF-ähnliche Domäne von 

CALEB/NGC. Es sind jedoch unterschiedliche Signalwege innerhalb der Neurone für 

beide Wirkungen von CALEB/NGC von Bedeutung. 
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Zusammenstellung wesentlicher Originalarbeiten 
 

 
Beitrag 2.4 
 
 
Brandt N, Franke K, Rašin, MR, Baumgart J, Vogt J, Khrulev S, Hassel 
B, Pohl EE, Šestan N, Nitsch R, Schumacher S: 
 
The neural EGF family member CALEB/NGC mediates dendritic tree 
and spine complexity. 
 
EMBO J 26: 2371-2386, 2007 
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2.5 B56β, eine regulatorische Untereinheit der Protein-
phosphatase 2A, bindet an CALEB/NGC und inhibiert 
CALEB/NGC-vermittelte Dendritenverzweigung  

 
Bei der unter 2.3 beschriebenen Suche nach intrazellulären Interaktionspartnern für 

CALEB/NGC mit Hilfe des Hefe-2-Hybridsystems ist neben PIST auch B56β, eine 

regulatorische Untereinheit der Proteinphosphatase 2A (PP2A), gefunden worden 

(Beitrag 2.5). Diese Bindung von B56β an CALEB/NGC wurde im Folgenden 

experimentell abgesichert durch Blot-Overlay-Studien, durch Koimmun-

präzipitationen und durch Kolokalisationsanalysen in primären Neuronen. Bei der 

Kartierung der Bindungsstelle wurde gefunden, dass B56β, ähnlich PIST, seine 

Bindungsstelle in dem der Transmembranregion unmittelbar intrazellulär folgenden 

Peptidsegment von CALEB/NGC hat (Beitrag 2.5). PP2A ist ein Trimer, aufgebaut 

aus einer strukturellen A-Untereinheit, einer katalytischen C-Untereinheit und einer 

von mehreren möglichen regulatorischen B-Untereinheiten (79). Die B56-Familie ist 

dabei eine von vier möglichen Familien von regulatorischen B-Untereinheiten (80-

82). Mit einem kombinierten experimentellen Ansatz aus Affinitätschromatographie 

und Massenspektroskopie wurde gezeigt, dass nicht nur B56-Familienmitglieder an 

CALEB/NGC binden können, sondern das ganze PP2A Trimer (Beitrag 2.5).  

Über B56β-abhängige PP2A ist aus der Literatur bekannt, dass sie Akt inhibieren 

kann (83). Da aktives Akt wichtig ist für CALEB/NGC-vermittelte Dendritenver-

zweigung (Beitrag 2.5), wurde untersucht, ob diese gehemmt werden kann durch 

B56β. Tatsächlich ist CALEB/NGC bei Koexpression von B56β nicht mehr in der 

Lage, Dendritenverzweigung zu induzieren (Beitrag 2.5). Unter 2.4 war ausgeführt 

worden, dass CALEB/NGC-induzierte Spine-Morphogenese unabhängig ist von 

aktiver PI3K. Es wurde nun untersucht, ob jene auch unabhängig ist von aktivem Akt. 

Tatsächlich ist CALEB/NGC in der Lage, auch bei Inhibition von Akt Spine-

Morphogenese zu induzieren (Beitrag 2.5). Im letzten Schritt wurde überprüft, ob 

B56β in der Lage ist, bei Koexpression mit CALEB/NGC die von diesem vermittelte 

Spine-Morphogenese zu hemmen. Im Unterschied zu CALEB/NGC-induzierter 

Dendritenverzweigung kann jedoch die durch CALEB/NGC stimulierte 

Morphogenese von dendritischen Spines nicht durch B56β inhibiert werden (Beitrag 

2.5). 

Somit ist mit B56β ein direkter Interaktionspartner für CALEB/NGC gefunden worden, 

der das ganze PP2A-Trimer rekrutieren und die zur Induktion von CALEB/NGC-
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vermittelter Dendritenverzweigung notwendige Signaltransduktion hemmen kann. 
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Zusammenstellung wesentlicher Originalarbeiten 
 

 
Beitrag 2.5 
 
 
Brandt N, Franke K, Buck F, Harder S, Hassel B, Nitsch R, Schumacher 
S:  
 
B56β, a regulatory subunit of protein phosphatase 2A, interacts with 
CALEB/NGC and inhibits CALEB/NGC-mediated dendritic branching. 
 
FASEB J, in revision, 2007 
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3 Diskussion 
 

In den vergangenen Jahren haben wir strukturelle und funktionelle Untersuchungen 

zum neuralen EGF-Familienmitglied CALEB/NGC durchgeführt. Das Ziel dieser 

Untersuchungen war es, einerseits Teile des molekularen Netzwerkes, in welches 

CALEB/NGC eingebunden ist, zu entschlüsseln und andererseits tragfähige 

Aussagen zur biologischen Funktion von CALEB/NGC zu ermöglichen. 

Bei diesen Untersuchungen wurden die extrazellulären Interaktionen von 

CALEB/NGC mit Tenascin-C und Tenascin-R (Beiträge 2.1 und 2.2) sowie die 

intrazellulären Interaktionen mit PIST und B56β (Beiträge 2.3 und 2.5) 

charakterisiert. In den funktionellen Studien wurde insbesondere die Bedeutung von 

CALEB/NGC für die Differenzierung von Dendritenbäumen und dendritischen Spines 

herausgearbeitet (Beitrag 2.4). Es konnte auch gezeigt werden, wie sich die 

strukturellen und funktionellen Untersuchungen sinnvoll ergänzen (Beitrag 2.5). 

Durch unsere Studien wurde ein Beitrag geleistet zum generellen Verständnis der 

Differenzierung von neuronalen Fortsätzen. Es wurde auch gezeigt, wie ein Wechsel 

in der Spezifität von Signalsystemen zur verschiedenartigen Differenzierung 

neuronaler Fortsätze (Dendriten und Spines) in aufeinander folgenden 

Entwicklungsabschnitten führen kann. 

 

 

3.1 Extrazelluläre Interaktionen von CALEB/NGC 
 
Der Bereich des sauren Peptidsegmentes von CALEB/NGC, der die 

Aminosäuresequenz „G/DLEDE“ enthält, kann an die Fibrinogen-ähnlichen 

Domänen von Tenascin-C oder Tenascin-R binden (Beiträge 2.1 und 2.2). Es ist 

allerdings so, dass im Huhn nur CALEB80, nicht aber CALEB140/200 in seiner 

membrangebundenen Form an diese Tenascine binden kann. Wie wird CALEB80 

hergestellt? Untersuchungen aus unserem Labor (Daten hier nicht präsentiert) zur 

genomischen Sequenz von CALEB/NGC zeigen eindeutig, dass dies nicht durch 

alternatives Spleißen geschehen kann. Andere Möglichkeiten wären ein alternativer 

Translationsstart oder eine regulierte Proteolyse. Die Frage der unterschiedlichen 

Bindungspotenz von CALEB140/200 und CALEB80 an Tenascin-C und Tenascin-R 

ist deshalb so interessant, weil CALEB80 und CALEB140/200 ein völlig anderes 
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Expressionsprofil zeigen. Im Unterschied zu CALEB140/200 wird CALEB80 genau 

in dem Zeitfenster besonders stark exprimiert, wenn (u. a.) Dendritogenese, 

Spinogenese und Synaptogenese stattfinden (13). Von diesem Expressionsprofil 

ausgehend kann man die Hypothese ableiten, dass die Interaktionen von 

CALEB/NGC mit Tenascin-C oder Tenascin-R von Bedeutung sein könnten für die 

genannten Differenzierungsaspekte von Dendritenbäumen. CALEB/NGC hat 

tatsächlich einen erheblichen funktionellen Einfluss auf die Differenzierung von 

Dendritenbäumen und Spines (Beitrag 2.4). Allerdings haben die Kartierungs-

experimente eindeutig gezeigt, dass für diese Funktion von CALEB/NGC 

extrazellulär nur die EGF-ähnliche Domäne wichtig ist, nicht jedoch das saure 

Peptidsegment (Beitrag 2.4). Daher muss die Schlussfolgerung gezogen werden, 

dass die Interaktion zwischen CALEB/NGC und Tenascin-C wie Tenascin-R eine 

zusätzliche, noch nicht bekannte funktionelle Bedeutung im Kontext von 

Dendritogenese, Spinogenese oder Synaptogenese hat. 

Zur weiteren Verwirrung bei der Interpretation dieser beschriebenen Interaktion trägt 

der Sachverhalt bei, dass es in den Spezies Maus, Ratte und Mensch zwar ein 

Homologes zu CALEB140/200 gibt, bisher jedoch in diesen Spezies kein Äquivalent 

zu CALEB80 bekannt ist (Beitrag 2.1, 14, 15, 20). Allerdings unterscheidet sich der 

aminoterminale Bereich von CALEB/NGC zwischen der Spezies Huhn und den 

anderen erwähnten Spezies ohnehin beträchtlich. Es fehlt bei CALEB/NGC aus 

Maus, Ratte oder Mensch das Leucin-reiche Peptidsegment (Beitrag 2.1). Dafür 

wird in diesen Spezies eine quantitativ bedeutendere Menge der Proteoglykan-

Variante von CALEB/NGC gefunden (84). Diese mit Glykosaminoglykanen 

versehene Variante von CALEB/NGC hat ein ähnliches Expressionsprofil in Nagern 

wie CALEB80 im Huhn. Möglicherweise hat die Natur im Laufe der Evolution zwei 

unterschiedliche Proteinvarianten geschaffen, um die Bindung von CALEB/NGC an 

Tenascin-C und Tenascin-R zu regulieren. 

In allen untersuchten Spezies kann jedoch CALEB/NGC, welches aus seiner 

Bindung an die Plasmamembran befreit ist, an Tenascin-C und Tenascin-R binden 

(Beitrag 2.1). Gibt es derartige aus der Membran herausgelöste Formen von 

CALEB/NGC in der Natur? Aus der Literatur ist bekannt, dass extrazelluläre 

Proteinbereiche von CALEB/NGC proteolytisch freigesetzt werden können (60). 

Obwohl noch nicht eindeutig geklärt ist, wo genau die Proteolyseschnittstellen 

innerhalb von CALEB/NGC liegen, gibt es gute Hinweise zu der These, dass das 
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saure Peptidsegment von CALEB/NGC bei der Proteolyse mit freigesetzt wird (60). 

Nach erfolgter Proteolyse könnte dann der abgespaltene Teil von CALEB/NGC über 

Bindung an Tenascin-C oder Tenascin-R in der extrazellulären Matrix immobilisiert 

werden. Ein derartiger Mechanismus der proteolytischen Freisetzung und 

Immobilisation ist in der Literatur auch schon beschrieben worden bei einem 

anderen Mitglied der EGF-Proteinfamilie. Bestimmte Isoformen der Neureguline 

können nach Proteolyse in der ECM immobilisiert werden (85). Über diese Bindung 

an die ECM wird dann der Zugang der ebenfalls mit proteolysierten EGF-ähnlichen 

Domäne zu deren Rezeptor, einem Mitglied der ErbB-Familie von Rezeptortyrosin-

kinasen, reguliert. Ein derartiges funktionelles Prinzip wäre auch bei CALEB/NGC 

vorstellbar. In diesem Falle hätten dann die Tenascine keine Bedeutung als 

Liganden für transmembranales CALEB/NGC als Rezeptor. Sie würden stattdessen 

den Zugang von dem proteolytisch freigesetzten Proteinanteil von CALEB/NGC zu 

seinem (noch unbekannten) Rezeptor regulieren. 

Es wird spannend sein, in zukünftigen Arbeiten herauszufinden, ob die Interaktion 

zwischen CALEB/NGC und Tenascin-C sowie Tenascin-R funktionelle Bedeutung 

bei Prozessen der synaptischen Plastizität hat. Von den hier diskutierten Mitgliedern 

der Tenascin-Familie ist deren Beteiligung an Prozessen der synaptischen 

Plastizität in der Literatur bereits dokumentiert. 

 

3.2 Intrazelluläre Interaktionen von CALEB/NGC 
 

Bisher konnten zwei intrazelluläre Interaktionspartner von CALEB/NGC 

charakterisiert werden. Beide, PIST und B56β, binden an das der 

Transmembranregion von CALEB/NGC benachbarte intrazelluläre Peptidsegment 

(Beiträge 2.3 und 2.5). Während B56β besonders stark im Nervensystem exprimiert 

wird (81), kann PIST in beinahe allen untersuchten Geweben gefunden werden (61-

64). Die funktionelle Bedeutung der Bindung von PIST an CALEB/NGC ist nicht 

einfach zu ergründen. Interessanterweise findet man eine zelluläre Kolokalisation 

von CALEB/NGC und PIST nur während der frühen Zelldifferenzierung. In diesem 

Zeitabschnitt kolokalisiert CALEB/NGC mit PIST in Arealen des Golgi-Apparates und 

in vesikulären Strukturen, die sich in den ausdifferenzierenden neuronalen 

Fortsätzen befinden (Beitrag 2.3). Wird der Mikrotubuli-abhängige Transport von 

Proteinen in die neuronalen Fortsätze in vivo mit Colchicin inhibiert, so findet man 
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eine starke Kolokalisation von CALEB/NGC und PIST in vesikulären Strukturen in 

den neuronalen Somata (Beitrag 2.3). Aus der Literatur geht zudem hervor, dass 

PIST am Transport einiger Transmembranproteine hin zur Plasmamembran beteiligt 

ist (63, 64). Obwohl nicht beweisend, können diese Informationen doch in der Weise 

interpretiert werden, dass PIST möglicherweise für den Transport von CALEB/NGC 

in die neuronalen Fortsätze von Bedeutung ist. In zukünftigen Beiträgen zu dieser 

Fragestellung könnte die endogene Lokalisation von CALEB/NGC in PIST-

defizienten Mäusen untersucht werden. 

Eine Kolokalisation von CALEB/NGC und B56β wird ebenfalls nur in sehr begrenzten 

zellulären Kompartimenten gefunden. Beide Proteine kolokalisieren in größeren 

Dendriten, nicht aber in dendritischen Spines (Beitrag 2.5). Die Daten zur 

Kolokalisation dieser beiden Proteine sind in Übereinstimmung mit den ermittelten 

funktionellen Daten, die zeigen, dass B56β die durch CALEB/NGC hervorgerufene 

Dendritenverzweigung, nicht aber die vermittelte Morphogenese der Spines zu 

inhibieren vermag (Beitrag 2.5). Der genaue Mechanismus, wie B56β-abhängige 

PP2A die durch CALEB/NGC induzierte Dendritenverzweigung inihibiert, ist noch 

nicht geklärt. Folgende Modelle sind vorstellbar: Es ist bekannt, dass B56β-

abhängige PP2A Akt inhibieren kann. Aktives Akt ist aber wichtig für CALEB/NGC-

induzierte Dendritenverzweigung. Es könnte sein, dass CALEB/NGC B56β von Akt 

räumlich fernhält und so B56β-abhängige PP2A Akt nicht mehr inhibieren kann. Ein 

alternativer Mechanismus bezieht die zahlreichen potentiellen Serin- und 

Threoninphosphorylierungsstellen in dem intrazellulären Bereich von CALEB/NGC 

mit ein, der als wichtig für die Signalweiterleitung hin zu induzierter 

Dendritenverzweigung ermittelt worden ist (Beitrag 2.4). Es könnte sein, dass 

Phosphorylierungen an einem oder mehreren dieser Serine und/oder Threonine 

notwendig sind, damit eine Signalweiterleitung vom Transmembranprotein 

CALEB/NGC ins Zellinnere möglich wird. B56β-abhängige PP2A würde dann 

CALEB/NGC-induzierte Dendritenverzweigung dadurch inhibieren, dass es die zur 

Signaltransduktion erforderlichen phosphorylierten Aminosäuren im intrazellulären 

Bereich von CALEB/NGC dephosphoryliert. Zur genaueren Analyse des 

Mechanismus, wie B56β durch CALEB/NGC hervorgerufene Dendritenverzweigung 

inhibieren kann, werden gegenwärtig in unserem Labor systematisch Konstrukte von 

CALEB/NGC mit Punktmutationen in den potentiellen Phosphorylierungsstellen 

hergestellt. Diese Konstrukte sollen dann in der etablierten Einzelzellkultur auf ihre 
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Fähigkeit, Dendritenverzweigung zu induzieren, überprüft werden. Sollte B56β-

abhängige PP2A durch Dephosphorylierung von CALEB/NGC arbeiten, müssten 

nicht-phosphorylierbare Punktmutanten gefunden werden können, die nicht in der 

Lage sind, Dendritenverzweigung zu induzieren. Auf der anderen Seite sollten dann 

Punktmutanten mit Aminosäuren, die ein Phospho-Serin oder Phospho-Threonin 

simulieren (Glutamat) befähigt sein, Dendritenverzweigung zu induzieren, die nicht 

B56β-abhängig inhibiert werden kann. 

 
 

3.3 CALEB/NGC erhöht die Komplexität von Dendritenbäumen 
und dendritischen Spines 

 

Sowohl in Experimenten in hippocampaler Einzelzellkultur als auch in vivo im nativen 

Gehirn konnte gezeigt werden, dass CALEB/NGC die Komplexität von 

Dendritenbäumen und dendritischen Spines erhöht (Beitrag 2.4). Dabei stimuliert 

CALEB/NGC Dendritenverzweigung und verändert die Morphologie der Spines 

derart, dass sie zahlreicher, länger und verzweigter werden (Beitrag 2.4). Soweit aus 

der Literatur bekannt, gibt es bisher kein anderes Transmembranprotein, welches 

eine solche Kombination von Effekten auf Dendritenbäume hat (5-10). Durch die 

Wahl des verwendeten in-vivo-Modells, der in-utero-Elektroporation, kann ein 

indirekter präsynaptischer Effekt von CALEB/NGC auf Dendritenbäume 

ausgeschlossen werden (Beitrag 2.4, 87, 88). Da bei dieser Technik stets nur ein 

sehr kleiner Anteil der Neurone genetisch verändert wird, ist statistisch davon 

auszugehen, dass die Dendriten dieser Neurone weitaus überwiegend normale 

präsynaptische Eingänge haben. Dieser Fakt ist nicht unwesentlich vor dem 

Hintergrund, dass bei der elektrophysiologischen Erstbeschreibung einer 

CALEB/NGC-defizienten Maus ein präsynaptischer Phänotyp gefunden worden ist 

(60). Die Autoren interpretieren diesen Phänotyp als Veränderung der 

Wahrscheinlichkeit der präsynaptischen Neurotransmitterfreisetzung. Es ergibt sich 

demnach die Frage, ob CALEB/NGC sowohl einen Effekt auf das axonale als auch 

auf das dendritische Kompartiment hat oder ob der präsynaptische Phänotyp der 

CALEB/NGC-defizienten Maus indirekt durch einen Effekt auf dendritischer Seite 

hervorgerufen werden könnte. Um diese Frage in zukünftigen Arbeiten beantworten 

zu können, erscheinen elektrophysiologische Analysen von in utero elektroporierten 

Mäusen sinnvoll zu sein. 
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Welche Bedeutung hat die durch CALEB/NGC vermittelte Erhöhung der 

Dendritenkomplexität und Spinekomplexität? Bei der Ausbildung der neuronalen 

Verschaltungen ist es erforderlich, dass Dendriten und Axone einander begegnen. 

Diese Begegnung wird um so wahrscheinlicher, je komplexer ein Dendritenbaum 

ausgebildet ist. Je komplexer ein Dendritenbaum inklusive seiner dendritischen 

Spines ist, desto größer sind seine Chancen, Haftstellen zu Axonen herzustellen, 

aus denen sich dann Synapsen ausdifferenzieren. Möglicherweise trägt CALEB/NGC 

genau dazu bei. Indem es auch die Verzweigung von dendritischen Spines erhöht, 

könnte CALEB/NGC die Ausbildung mehrerer postsynaptischer Haftstellen für 

dasselbe Axon ermöglichen. In zukünftigen Arbeiten sollen durch live-imaging-

Experimente weitere Evidenzien für diese Arbeitshypothesen erbracht werden. 

Bei den durchgeführten Studien zum Mechanismus, wie CALEB/NGC die 

Komplexität von Dendritenbäumen und Spines erhöht, konnte eine zentrale 

Bedeutung der EGF-ähnlichen Domäne von CALEB/NGC ermittelt werden (Beitrag 

2.4). Die gegenwärtige Arbeitshypothese geht davon aus, dass ein noch 

unbekannter Ligand an die EGF-ähnliche Domäne von CALEB/NGC bindet und eine 

Signaltransduktion auslöst, die zur Induktion von Dendritenverzweigung führt. 

Entweder derselbe oder ein anderer Ligand für dieselbe EGF-ähnliche Domäne 

stimuliert dann eine Signaltransduktion, die eine Erhöhung der Komplexität der 

Spines bewirkt. Die Ergebnisse der durchgeführten Studien zur Signaltransduktion 

zeigen eindeutig, dass die notwendigen Signalwege, die zur Erhöhung der 

Dendritenkomplexität führen, sich wesentlich unterscheiden von denen, die eine 

Erhöhung der Spinekomplexität hervorrufen (Beitrag 2.4). Eine zentrale Bedeutung 

des PI3K-Akt-mTOR-Signalweges für CALEB/NGC-vermittelte Dendritenver-

zweigung wurde dokumentiert (Beitrag 2.4). Über diesen Signalweg ist aus der 

Literatur bereits bekannt, dass er eingebunden ist in die Kontrolle von 

Dendritenverzweigung und synaptischer Plastizität (70, 71, 89-96). Es ist jedoch 

gegenwärtig noch nicht klar, ob dieser Signalweg, der vorrangig zur Kontrolle von 

Translationsprozessen führt, nur notwendig für CALEB/NGC-induzierte 

Dendritenverzweigung ist oder ob er durch CALEB/NGC stimuliert wird. Studien zu 

dieser Frage setzen die Kenntnis des Liganden der EGF-ähnlichen Domäne von 

CALEB/NGC voraus. Daher wird es ein wesentliches zukünftiges Ziel der Arbeiten 

sein, diesen Liganden zu identifizieren. 
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Obwohl ebenfalls die EGF-ähnliche Domäne von CALEB/NGC der Ausgangspunkt 

für eine Signaltransduktion ist, die zur Erhöhung der Komplexität von dendritischen 

Spines führt, sind offenbar ganz andere intrazelluläre Signalproteine involviert als 

aktive PI3K, Akt oder mTOR (Beitrag 2.4). Laufende Arbeiten in unserem Labor 

versuchen daher, andere Proteine zu identifizieren, die an dieser Signaltransduktion 

beteiligt sind. Wir haben bei diesen aktuellen Studien erste Hinweise darauf erhalten, 

dass für die CALEB/NGC-vermittelte Spine-Morphogenese nicht der intrazelluläre 

Bereich, der der Transmembranregion folgt, sondern das carboxyterminale 

Peptidsegment von Bedeutung für die Signalweiterleitung von der extrazellulären 

EGF-ähnlichen Domäne ins Zellinnere ist. 

Alle bisher vorhandenen Daten sprechen also dafür, dass die EGF-ähnliche Domäne 

von CALEB/NGC unterschiedliche Signalwege stimulieren kann oder dass der von 

dieser Domäne ausgehende Signalfluss andere intrazelluläre Signalwege benötigt. 

Gemeinsames Bindeglied für beide Signalwege ist die Abhängigkeit von aktiver 

Proteinkinase C (Beitrag 2.4). 

Insgesamt lassen sich die Ergebnisse der Studien zu CALEB/NGC-vermittelter 

Dendriten- und Spinekomplexität in folgendem Schaubild zusammenfassen: 
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Abbildung 3: Beteiligte Proteine an CALEB/NGC-vermittelter Erhöhung von Dendriten- und 
Spinekomplexität. In diesem Schaubild wird für die Isoform mCALEBb gezeigt, welche 
Proteine involviert sind in die Prozesse von CALEB/NGC-vermittelter Dendriten- und 
Spinekomplexität. In beiden Fällen wird das Signal an der extrazellulär gelegenden EGF-
ähnlichen Domäne (EGF) generiert. Andere extrazelluläre Proteinbereiche wie z. B. das 
saure Peptidsegment (sauer), an welches Tenascin-C und Tenascin-R binden können, 
spielen offenbar dabei keine Rolle. Der Signalfluss hin zu erhöhter Dendritenkomplexität 
setzt einen aktiven PI3K-Akt-mTOR-Signalweg voraus. Er wird in der Zelle weitergeleitet 
durch die Peptidsegmente A und B von CALEB/NGC und er kann durch B56-abhängige 
PP2A inhibiert werden. B56 bindet an das Peptidsegment A. Der Signalfluss, der zur 
erhöhten Spinekomplexität führt, nimmt seinen Ausgang zwar auch von der extrazellulär 
gelegenen EGF-ähnlichen Domäne, er ist aber intrazellulär unabhängig von all den bisher 
erwähnten Proteinen. Es gibt z. Z. starke Hinweise darauf, dass in diesem Falle zur 
Signalweiterleitung die intrazellulären Peptidsegmente C und/oder D von Bedeutung sind. 
Beide Signalwege, hin zu Dendriten- oder Spinekomplexität, setzen aktive Proteinkinase C 
(PKC) voraus.TM, Transmembranregion. 
 

Die in diesen Studien durchgeführten Untersuchungen haben auf die funktionelle 

Bedeutung von CALEB/NGC für die Differenzierung von Dendriten und Spines 

fokussiert. CALEB/NGC wird jedoch nicht nur in Dendriten und Spines gefunden, 

sondern auch in Axonen (Beitrag 2.4). Es bleibt die Frage offen, welchen 

funktionellen Einfluss CALEB/NGC auf die Differenzierung von Axonen hat. Die 

durchgeführten Untersuchungen, die als Modellsystem für Nervendegeneration und 

Nervenregeneration die Quetschung des optischen Nerven mit anschließendem 

Einbringen eines Ischiadicustransplantates benutzt haben, geben darüber bisher 

keine verlässliche Auskunft (Beitrag 2.1). Sie sind allerdings sehr interessant vor 

dem Hintergrund des Verlaufs der Expression von CALEB/NGC nach Läsion des 

optischen Nervs. Hier hat sich gezeigt, dass die Anzahl der retinalen 

Ganglienneurone, die CALEB/NGC exprimieren, in den ersten 5 Tagen nach Läsion 

steil abfällt, in den darauffolgenden 3 Wochen jedoch konstant bleibt. In den ersten 5 

Tagen nach Läsion ist kaum Zelltod bei den Ganglienneuronen zu finden. Danach 

allerdings kann ein massiver Zelluntergang von retinalen Ganglienneuronen durch 

Apoptose beobachtet werden (53-58). Wenn aber trotzdem die Anzahl der Neurone, 

die CALEB/NGC exprimieren, gleich bleibt, so kann dies nur bedeuten, dass 

entweder nun Neurone CALEB/NGC exprimieren, die vorher keines hergestellt 

haben oder dass die Neurone, die CALEB/NGC exprimieren, besser vor Apoptose 

geschützt sind. Dieser Aspekt soll in Zukunft weiter untersucht werden, insbesondere 

aufgrund des in dieser Arbeit gezeigten funktionellen Zusammenhanges zwischen 

CALEB/NGC und Akt (Beitrag 2.4, 97-100). 
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4 Zusammenfassung 
 
In den hier vorgestellten Studien wurde gezeigt, dass das neurale EGF-

Familienmitglied CALEB/NGC sowohl in Einzellzellkultur als auch in vivo im nativen 

Gehirn Dendritenverzweigung induziert und die Morphogenese von dendritischen 

Spines fördert, indem es deren Anzahl, Länge und Verzweigung erhöht. Für beide 

Vorgänge spielt extrazellulär die EGF-ähnliche Domäne von CALEB/NGC die 

entscheidende Rolle. Intrazellulär ist aktive Proteinkinase C für beide Prozesse 

wichtig. Für die Signalweiterleitung, die zur Induktion von Dendritenverzweigung 

führt, ist der Phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt-mammalian target of rapamycin-

Signalweg von großer Bedeutung. CALEB/NGC-vermittelte Komplexität von Spines 

ist jedoch unabhängig von diesem Signalweg. 

Bei strukturellen Untersuchungen wurde die Bindung von CALEB/NGC zu 

Tenascin-C und Tenascin-R, zwei Proteinen aus der extrazellulären Matrix, genau 

charakterisiert. Dabei wurde die Bindungsstelle innerhalb des sauren 

Peptidsegmentes von CALEB/NGC lokalisiert. Es wurde gezeigt, dass die 

Fibrinogen-ähnlichen Domänen von Tenascin-C und Tenascin-R die Bindung an 

CALEB/NGC vermitteln. Es wurde zudem gezeigt, dass die Bindung von 

CALEB/NGC an Tenascin-C und Tenascin-R reguliert werden kann. Obwohl 

Tenascin-C und Tenascin-R als Liganden zur Induktion von CALEB/NGC-vermittelter 

Dendriten- und Spinekomplexität ausscheiden, gibt es Hinweise, dass diese 

Interaktionen Bedeutung haben könnten für andere Prozesse im Rahmen von 

Dendritogenese und Synaptogenese. 

Zwei intrazelluläre Interaktionspartner für CALEB/NGC konnten bisher ermittelt und 

deren Bindungsstelle im intrazellulären Bereich von CALEB/NGC bestimmt werden. 

Das Golgi-assoziierte PDZ-Domänenprotein PIST bindet an das der 

Transmembranregion von CALEB/NGC unmittelbar folgende Peptidsegment. Die 

Bedeutung dieser Interaktion könnte in der Regulation des Transportes von 

CALEB/NGC in die neuronalen Fortsätze liegen. B56β, eine regulatorische 

Untereinheit der Proteinphosphatase 2A (PP2A), bindet ebenfalls an das der 

Transmembranregion folgende Peptidsegment. Über Bindung an B56β kann das 

ganze PP2A-Trimer rekrutiert werden. B56β ist in der Lage, CALEB/NGC-induzierte 

Dendritenkomplexität, nicht jedoch CALEB/NGC-vermittelte Spinekomplexität zu 

inhibieren. 
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Mit dieser Arbeit wurde ein Beitrag geleistet zum Verständnis der molekularen 

Mechanismen der Dendritendifferenzierung und der Morphogenese von 

dendritischen Spines. 
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