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Darin besteht das Wesen der Wissenschaft. Zuerst denkt man an
etwas, das wahr sein konnte. Dann sieht man nach, ob es der

Fall ist, und im allgemeinen ist es nicht der Fall.

Bertrand Russell, brit. Philosoph und Mathematiker, 1950
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Zusammenfassung

Die Dendritenbaumentwicklung von Nervenzellen ist ein komplexer Prozess, der eine
entscheidende Rolle beim Aufbau des neuronalen Netzwerkes spielt. An den Dendriten
ausgebildete Synapsen iibertragen Informationen und regeln damit die Signalweiterleitung in
der Zelle (Jan und Jan, 2003; Scott und Luo, 2001; Whitford et al., 2002). In dieser Arbeit
wurde erstmals eine Funktion fiir das neurale EGF-Familienmitglied CALEB/NGC in der
Dendritogenese gezeigt. Dieses Protein wird gehirnspezifisch exprimiert und ist vor allem in
dendriten- und synapsenreichen Regionen lokalisiert. Wahrend der Dendritendifferenzierung
ist die CALEB/NGC-Expression erhoht. Als Grundlage fiir die hier dargestellten
Untersuchungen diente das Modellsystem der primiren hippocampalen Neuronenkultur. So
konnte gezeigt werden, dass CALEB/NGC von hippocampalen Neuronen exprimiert wird.
Die Uberexpression von CALEB/NGC erhéht die Dendritenbaumkomplexitit von Neuronen
und nimmt dadurch direkten Einfluss auf die Morphologie von Zellen, wohingegen der
,knockdown* von endogenem CALEB/NGC mittels RNAi-Technik zu einer reduzierten
Dendritenverzweigung fiihrt. Dieses belegt die Bedeutung von endogenem CALEB/NGC fiir
die Verzweigung von Dendriten. Ebenso fiihrt die Uberexpression eines funktionell dominant-
negativ wirkenden, von CALEB/NGC-abgeleiteten Konstrukts, dessen intrazelluldrer Teil
vollstindig fehlt, zu einer Reduktion der Komplexitit von Dendritenbdumen. Mittels zweier
von CALEB/NGC-abgeleiteter intrazelluldrer Deletionskonstrukte konnten die intrazelluldren
Peptidsegmente A und B als notwendig und hinreichend fiir die Vermittlung der
Dendritenkomplexitdt durch CALEB/NGC identifiziert werden. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass die EGF-dhnliche Domine, eine der prominentesten Regionen im
extrazelluldren Bereich von CALEB/NGC, nicht nur ausreichend, sondern essentiell ist, um
die Dendritenkomplexitdt zu stimulieren. Untersuchungen zur Signaltransduktion des
CALEB/NGC-vermittelten Effekts auf Dendritenkomplexitdt mittels pharmakologischer
Inhibitoren zeigten, dass dieser nicht vom MEK-MAPK-Signalweg abhingig ist, da die
CALEB/NGC-vermittelte Stimulation der Dendritenkomplexitdt auch unter Inhibitoreinfluss
bestehen blieb. Allerdings konnte die Bedeutung eines aktiven PI3K-Akt-mTOR-Signalweges
fir die durch CALEB/NGC-induzierte Dendritenverzweigung gezeigt werden.
Pharmakologische Inhibitoren der einzelnen Komponenten dieses Signalwegs, PI3K, Akt
sowie mTOR, bewirkten die vollige bzw. partielle Inhibition der CALEB/NGC-vermittelten
Dendritenkomplexitdt. Dariiber hinaus konnte eine Abhéngigkeit von PKC festgestellt
werden. AuBlerdem konnte ich zeigen, dass CALEB/NGC die Dendritenkomplexitit
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unabhdngig von neuronaler Aktivitdt stimuliert. Auch unter Einfluss von Aktivitdtsblockern
blieb die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit signifikant erhoht gegeniiber
Kontrollzellen.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals B56f, eine regulatorische Untereinheit der
Proteinphosphatase A als neuer intrazelluldrer Interaktionspartner fiir CALEB/NGC
beschrieben und mittels verschiedener biochemischer Analysen wie Blot-Overlay-Assays und
Immunprézipitationen bestdtigt. Die Bindung von B563 an CALEB/NGC erfolgt iiber das
juxtamembrandre zytoplasmatische Peptidsegment A, wie Koimmunprézipitationen mit den
von CALEB/NGC-abgeleiteten intrazelluldren Deletionskonstrukten sowie
Affinitdtsprazipitationen und Kompetitionsstudien mit entsprechend geeigneten Peptiden
zeigten. Die Interaktion beider Proteine konnte nicht nur in vitro, sondern ebenfalls in vivo in
neuronalem  Gewebe anhand von  Immunprézipitationen aus  solubilisierten
Membranfraktionen von Rattenhirn nachgewiesen werden.

Um die funktionelle Auswirkung der Interaktion von B563 und CALEB/NGC zu
untersuchen, wurde zunédchst das endogene Expressionsmuster von CALEB/NGC und B56f3
in Dendriten verglichen. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung ergab, dass B56p, ein
zytosolisches Protein, und CALEB/NGC, ein Transmembranprotein, in einzelnen diskreten
Anreicherungen (,,Spots*) auf den Dendriten, oftmals an dendritischen Verzweigungspunkten
kolokalisieren. Die Koexpression von CALEB/NGC und B56f3 bewirkte eine signifikante
Reduktion der Anzahl dendritischer Endverzweigungen hippocampaler Neurone.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die Bedeutung von CALEB/NGC fiir die
Entwicklung von Dendritenbdumen gezeigt. Dariiber hinaus wurde B56 als neuer
Interaktionspartner von CALEB/NGC identifiziert, welcher an der negativen Regulation der
CALEB/NGC-vermittelten Dendritenkomplexitit beteiligt ist.
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Summary

The development of dendritic arbors is critical to neuronal circuit formation as dendrites are
the primary sites of synaptic input (Scott and Luo, 2001; Whitford et al., 2002; Jan and Jan,
2003). In this work, the neural EGF family member CALEB/NGC was identified as a critical
mediator of dendritic tree complexity. CALEB/NGC is highly expressed in brain, in particular
in dendrite- and synapse-rich areas, and the expression of this protein is upregulated during
times of dendrite differentiation. By means of primary hippocampal neurons in culture, a
well-established model system for studying dendrite development, CALEB/NGC was shown
to be expressed in hippocampal neurons and to localize to dendrites early in development.
Overexpression of CALEB/NGC enhanced dendritic tree complexity, whereas reducing the
endogenous expression level via RNAi-technology impaired dendritic branching. In addition,
the CALEB/NGC-derived construct, which lacks the whole intracellular part, interferes in a
dominant-negative manner with endogenous CALEB/NGC function. Using two different
CALEB/NGC-derived intracellular deletion constructs, the intracellular peptide segments A
and B were shown to be necessary and sufficient for CALEB/NGC to induce dendritic arbor
complexity. Furthermore mapping experiments demonstrated that the extracellular EGF-like
domain of CALEB/NGC is necessary and sufficient for increasing dendritic branching.
Investigations concerning signal transduction of the CALEB/NGC-induced effect on dendritic
complexity showed that the PI3K-Akt-mTOR pathway plays an important role in
CALEB/NGC-mediated dendritic branching as pharmacological intervention at different steps
of this pathway partially or fully inhibited the effects on dendritic tree complexity evoked by
CALEB/NGC. It was also shown that a specific MEK-inhibitor did not block the
CALEB/NGC-mediated dendritic branching which implies that the MEK-MAPK pathway is
not involved in CALEB/NGC-induced dendritic tree complexity. PKC also participates in this
process. Further studies demonstrated that CALEB/NGC is able to induce dendritic arbor
complexity independtly of electrical activity. CALEB/NGC could stimulate the complexity of
the dendritic tree even in the presence of activity inhibitors.

Blot-overlay-assays identified B56f, a regulatory B-subunit of the protein phosphatase 2A
(PP2A), as a novel intracellular interaction partner of CALEB/NGC. Interaction of B56f3 and
CALEB/NGC in cell culture systems and neural tissue in vivo was shown by
immunoprecipitations. B56 bound to the intracellular juxtamembrane peptide segment A of
CALEB/NGC as was shown in vitro by coimmunoprecipitations with two different

CALEB/NGC-derived intracellular deletion constructs and affinity precipitation as well as
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competitor studies with the respective peptides. The interaction between CALEB/NGC and
B56p in vivo was confirmed by performing immunoprecipiations from solubilized membrane
fractions of rat brain.

Comparing the endogenous expression pattern of B563 and CALEB/NGC in primary
hippocampal neurons, I found that in addition to the cell body, B56f and CALEB/NGC
colocalize in discrete spots on main dendrites. Although B56f is a cytosolic protein, it is
membrane-associated on dendrites, which could be due to an interaction with the
transmembrane protein CALEB/NGC. Furthermore, B56f3 interferes with the CALEB/NGC-
induced dendritic branching as was shown by functional analysis in hippocampal neurons.
This work shows that dendritic branching stimulated by CALEB/NGC is dependent on active
Akt. Enhanced expression of CALEB/NGC in hippocampal neurons leads to an increased
phosphorylation of dendritic Akt, while coexpression of B56F completely inhibits the
phosphorylation of Akt induced by CALEB/NGC.

This work provides evidence that CALEB/NGC is critical for the regulation of key steps
involved in generating dendritic tree complexity. In addition it was shown that B56f is a
novel interaction partner of CALEB/NGC, which is involved in negative regulating

CALEB/NGC-induced dendritic branching.
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1 Einleitung

1.1 Aufbau des Nervensystems

Das Nervensystem hoherer Organismen, wie z.B. der Sdugetiere, besteht hauptsidchlich aus
mehreren Milliarden Nervenzellen sowie Gliazellen, welche die Nervenzellen zahlenmifBig
etwa um das Zehnfache iibertreffen. Gliazellen werden unterteilt in Makro- und Mikroglia.
Die grundlegenden Einheiten des Nervensystems bilden die Neurone. Neurone sind hoch
polarisierte Zellen mit zwei Arten von strukturell und funktionell unterschiedlichen
Fortsdtzen, Axonen und Dendriten. Um ihrer grundsétzlichen Funktion der Weiterleitung,
Speicherung und Verarbeitung von Informationen nachzukommen, sind Neurone anatomisch
hochspezialisiert. Der Zellkdrper, oder Perikaryon, enthdlt den Zellkern und die
zytoplasmatischen Organellen. Eine variable Anzahl von Dendriten, die sich in GroBe und
Gestalt in Abhangigkeit ihres neuronalen Zelltyps unterscheiden, geht vom Perikaryon aus.
Axone sind lange diinne Fortsétze, ihre Spezialisierung liegt in der schnellen Weiterleitung
elektrischer Impulse. Dendriten sind stark verzweigte, zytoplasmatische Zellausldufer, die auf
Empfang und Verarbeitung synaptischer Eingénge spezialisiert sind. Sie kdnnen eine enorme
Vielfalt an Formen aufweisen und spielen eine bedeutende Rolle in der neuronalen
Informationsverarbeitung (Cline, 2001; Wong und Ghosh, 2002). Die Dendriten mancher
Neurone sind dicht mit Dornen, den sogenannten dendritischen ,,spines* besetzt. Einfache
,»spines‘ sind Ausstiilpungen vom Dendriten von gewohnlich nicht mehr als 2 um, die oftmals
in einem Ko&pfchen enden und eine unterschiedliche Morphologie aufweisen, die z.B.
filopodienartig, pilzformig, diinn, stummelférmig oder kelchférmig sein kann (zur Ubersicht
siche Hering und Sheng, 2001).

Ihre hochkomplexen Aufgaben bewiltigen die Neurone nur in organisierter Zusammenarbeit.
Sie entwickeln sich durch konstante Interaktion mit anderen Neuronen und Gliazellen. Die
dazu notwendige Kontrolle des Wachstums, der Differenzierung, der Verschaltung und des
Uberlebens wird durch vielfiltige Regulationsmechanismen gesichert. Die Differenzierung
des Nervensystems ist somit das Ergebnis komplexer Abldufe von Zellkommunikationen, die
durch Molekiile, welche an verschiedenen Aspekten der Entwicklung beteiligt sind, vermittelt
werden. Ein wichtiges Stadium beim Aufbau des neuronalen Netzwerkes ist die Entwicklung
der Dendritenbdume, weil an den Dendriten Synapsen ausgebildet werden, welche
Informationen tibertragen und damit die Signalweiterleitung regeln (Jan und Jan, 2003; Scott

und Luo, 2001; Whitford et al.,, 2002). Da den Dendriten eine fundamentale Rolle im
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neuronalen Netzwerk zugeschrieben wird, ist es nicht liberraschend, dass Abnormalititen der
Dendritenbaumstruktur und Plastizitit mit einer Vielzahl bekannter humaner Krankheiten wie
dem Down-Syndrom, Rett-Syndrom und dem Fragilen—X-Syndrom assoziiert sind
(Kaufmann und Moser, 2000). Reduktionen in der Dendritenverzweigung konnen in vielen
pathologischen Bedingungen beobachtet werden, wie z.B. in mentaler Retardierung
(Kaufmann und Moser, 2000) und Alzheimerscher Erkrankung (Scheibel, 1983).
Untersuchungen zur Entwicklung der Dendritenbdume kdnnen daher wichtige Einsichten in
die zelluldre Basis der normalen Gehirnentwicklung sowie auch in neurologische,

degenerative und verletzungsbedingte Erkrankungen bieten.

1.2 Regulation des Dendritenwachstums

Wiéhrend der Entwicklung des Nervensystems wandern neuronale Vorlduferzellen in
zukiinftiges Nervengewebe ein und differenzieren sich, indem sie Neuriten und Dendriten
ausbilden und synaptische Verbindungen mit entsprechenden Zielzellen bilden (zur Ubersicht
siche Jessel und Sanes, 2000). Die Ausbildung der polarisierten Morphologie von Dendriten
und Axonen ist ein essentieller Schritt bei der Differenzierung der Neurone und resultiert
unter anderem aus Verdnderungen des Aktin-Zytoskeletts. Nach einer kurzen Beschreibung
des Vorgangs der Dendritenbaumentwicklung wird im Folgenden ein Uberblick iiber bereits
bekannte Mechanismen, die an der Regulation der Dendritenbaumarchitektur beteiligt sind,
gegeben.

Hippocampale Neurone in Kultur haben sich als gutes Modellsystem zur Beobachtung der
neuronalen Differenzierung erwiesen (Bray et al., 1973; Bray und Chapman, 1985). Dotti et
al. beschrieben die stereotype Abfolge der Ereignisse, die zur Verzweigung des
Dendritenbaumes von primiren hippocampalen Neuronen in Kultur fithrt, in fiinf
Entwicklungsstadien (Dotti et al., 1988):

Kurz nach der Anheftung auf einem geeigneten Substrat bilden dissoziierte embryonale
Hippocampus-Neurone in Kultur flache, motile Lamellipodien, F-Aktin-reiche Strukturen,
rund um den Zellkorper aus (Stadium 1), die nach 12-24 h zu vier bis fiinf kurzen Fortsétzen
kondensieren (Stadium 2). Zu diesem Zeitpunkt ist die Zelle noch unpolarisiert, die kleinen
hochbeweglichen Fortsédtze unterliegen einer permanenten Verldngerung und Retraktion. Aus
diesen morphologisch nicht zu unterscheidenden Fortsdtzen wichst ein Fortsatz

kontiniuierlich aus und differenziert sich zum Axon (Stadium 3). Die Dendriten entwickeln
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sich aus den verbleibenden Fortsdtzen wenige Tage spéter (Stadium 4). Nach Kultivierung
von sieben Tagen haben hippocampale Neurone in vitro eine polarisierte Gestalt mit einem
einzelnen Axon und mehreren Dendriten etabliert (Dotti et al., 1988; Banker und Cowan;
1977). Das fiinfte von Dotti et al. beschriebene Stadium bezeichnet die kontinuierliche
Reifung des Axons als auch der Dendriten, welche Dendritogenese, die Bildung von
dendritischen Dornen und die Synaptogenese umfasst (zur Ubersicht siehe Craig und Banker,

1994).

Stadium: 1 2 3 4 5
Lamellipodien  kurze axonales dendritisches Reifung
Prozesse Auswachsen Auswachsen

* %

Tage in

Kultur: 0,25 05 15 4 =7
Tage in

Kultur: 2 4

Abbildung 1: Stadien der Entwicklung hippocampaler Neurone in Kultur. Modifiziert nach
Dotti et al., 1988. Erlduterungen siehe Text. Nach zwei (2d) Tagen in Kultur kann
eine Verzweigung des Axons beobachtet werden (Pfeile), vom Zellkdrper beginnen
kurze Fortsitze auszuwachsen (1-7). Nach vier Tagen in Kultur (4d) konnen mehrere
kollaterale Zweige des Axons (Sternchen) sowie dendritisches Auswachsen
beobachtet werden (1-7).

Zur Zeit werden zwei Modelle fiir den Mechanismus der Dendritenverzweigung diskutiert:

Das eine Modell besagt, dass zwei neue Dendritenzweige durch Spaltung des
Wachstumskegels generiert werden (Bray et al., 1973). Beim zweiten Modell des ,,interstitial
branching® wird davon ausgegangen, dass ein neuer Dendritenzweig aus einem bereits
etablierten Dendritenschaft seitlich hervorgeht (Dailey und Smith, 1996; Scott und Luo,

2001). Jeder Dendritenzweig erscheint zunédchst in Form eines einzelnen Filopodiums, dessen



Einleitung 4

Struktur auf F-Aktin-Biindeln beruht. Wihrend die meisten dieser Filopodien retrahieren,
bilden einige Wachstumskegel-dhnliche Strukturen und entwickeln sich zu stabilen Strukturen
(Dailey und Smith, 1996). Auf diese Weise fiihrt eine Kombination aus Wachstum und
Retraktion zu einer Verzweigung der einzelnen Dendriten. Zeitraffer (,, Time-lapse®) -Studien
sich entwickelnder pyramidaler Neurone in hippocampalen Schnitt (,.slice) -Kulturen
unterstiitzen die Annahme des zweiten Modells, dass sich neue Dendriten aus bereits
existierenden formen.

Bei voranschreitender Entwicklung beginnt die Verzweigung der Dendriten, dies fiihrt zur
Ausbildung des Dendritenbaumes (Cline, 2001; Wong und Ghosh, 2002). Die
Dendritenstruktur bestimmt nicht nur das rdumliche Ausmal3 und die Art der Signaleinginge,
sondern auch die biophysikalischen Eigenschaften des Dendriten. Die Kommunikation der

Zellen wird schlieBlich durch Synapsenausbildungen erreicht.

A Cortex Cerebellum Retina

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Neuronen in drei verschiedenen Strukturen des
ZNS. (A) Projektionsneurone und (B) intrinsische Neurone. Pyramidenzellen sind die
Projektionsneurone des Cortex, intrinsische Zellen werden als Interneurone
bezeichnet. Projektionsneurone des Cerebellums stellen die Purkinjezellen dar,
intrinsische Zellen sind Korner-, Korb-, Stern- und Golgizellen. Projektionsneurone
der Retina sind die retinalen Ganglionzellen, die intrinsischen Zellen werden von
Bipolaren und Amakrinzellen gebildet. Modifiziert nach Masland et al., 2004.

In der neuronalen Reifung und der Etablierung des neuronalen Netzwerkes ist die

Entwicklung von Dendriten folglich ein entscheidendes Ereignis.
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Von welchen Faktoren ist die Dendritenmorphogenese jedoch abhéngig? In welchem Ausmal
sind intrinsische neuronale Differenzierungsprogramme, aber auch extrinsische Faktoren aus
der Umgebung notwendig fiir die Verzweigung von Dendriten? Zell-intrinsische Programme
wie auch externe molekulare Signale, die verschiedene Aspekte der Dendritenentwicklung
beeinflussen, sind an der Regulation der friihen Dendritenentwicklung beteiligt (zur Ubersicht
siche McAllister, 2000; Scott und Luo, 2001; Cline, 2001; Whitford et al., 2002; Miller und
Kaplan, 2003; Jan und Jan, 2003). Die Entwicklung des Dendritenbaumes ist ein
hochdynamischer Prozess, der sowohl durch aktivititsunabhdngige als auch durch
aktivititsabhiingige Signale reguliert wird (Kossel et al., 1997). Ein kurzer Uberblick soll im
Folgenden diesen Aspekt ndher beleuchten, da eine Vielzahl molekularer Signalstoffe, die an
der Dendritenverzweigung beteiligt sind, selbst durch neuronale Aktivitit reguliert wird.
Neuronale Aktivitdt kann die Verzweigung von Dendriten positiv beeinflussen (McAllister et
al., 1996; Jin et al., 2003; Yu und Malenka, 2003). Die Deprivation neuronaler Aktivitit
mittels pharmakologischer Inhibition in vitro und in vivo fiihrt zu einem Defizit des
Dendritenwachstums (McAllister et al., 1996; Rajan und Cline, 1998; Redmond et al., 2002).
Diese Effekte von neuronaler Aktivitit auf das Dendritenmuster werden durch Calcium-
abhingige Signalwege vermittelt. In Neuronen wird der Calcium-Spiegel sowohl durch den
Einstrom von Calcium durch Calciumkandle in der Zellmembran als auch durch die
Freisetzung desselben aus intrazelluldren Speichern reguliert. Die Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern involviert entweder die Calcium-induzierte Calcium-Freisetzung
oder die Aktivierung von Liganden, welche zur Produktion von Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IP3) fithren, das wiederum die Freisetzung aus den Speichern bewirkt. Der Calcium-
Einstrom in Neuronen wird hauptsichlich durch spannungssensitive Calciumkandle (,,voltage-
sensitive calcium channels; VSCC) und NMDA (N-methyl-D-Aspartat) -Rezeptoren
vermittelt (Ghosh und Greenberg, 1995). Durch den Calcium-Einstrom werden intrazelluldre
Proteinkinasen und damit Signalkaskaden aktiviert, beispielsweise zum einen die
Calcium/Calmodulin-abhidngigen Proteinkinasen (CaMKs), zum anderen die Mitogen-
aktivierten Kinasen (MAPK) (zur Ubersicht siche Ghosh und Greenberg, 1995).

Die Wichtigkeit der im Folgenden beschriebenen Faktoren fiir die Dendritenentwicklung
wurde bereits in verschiedenen Studien dargelegt (McAllister et al., 1995, 1996; Yacoubian
und Lo, 2000; Yu und Malenka, 2003; Polleux et al., 2000; Whitford et al., 2002; Sestan et
al., 1999; Redmond et al., 2000).
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1.3 Extrazelluliire Faktoren, die an der Regulation der Dendritenkomplexitit beteiligt

sind

Eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung dendritischer Bdume kortikaler Neurone in
Vertebraten spielt die Familie der Neurotrophine. Sie besteht unter anderem aus dem ,,brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), dem ,nerve growth factor (NGF) und den
Neurotrophinen NT-3 und NT-4. Neurotrophine sind die Liganden der hoch-affinen Trk-
Familie von Rezeptortyrosinkinasen (McAllister et al., 1997; 1999). Experimente, in denen
der Einfluss der Neurotrophine auf die Kontrolle des Dendritenwachstums in ,,slice“-Kulturen
untersucht wurde, zeigten eine hohere Dendritenkomplexitit pyramidaler Neurone, die auf der
Erhohung der Gesamtdendritenldnge, der Anzahl der Dendritenverzweigungspunkte und/oder
der Anzahl primérer Dendriten beruhte (Baker et al., 1998; McAllister et al., 1996). BDNF ist
ein sehr bekanntes Beispiel dafiir, dass Expression und Freisetzung dieses Molekiils durch
neuronale Aktivitit moduliert werden. BDNF ist bedeutend fiir die Regulation des
Wachstums sowie der Dendritenverzweigung kortikaler Neurone (McAllister et al., 1996) in
Abhingigkeit von neuronaler Aktivitit, da durch Calcium-abhédngige Signalwege die
Expression von BDNF reguliert wird (Gorski et al., 2003). Die Uberexpression von BDNF
(Horch et al., 1999) oder seinem TrkB-Rezeptor (Yacoubian und Lo, 2000) begiinstigt die
Addition von vor allem basalen Primirdendriten in kortikalen bzw. pyramidalen Neuronen.
Ein ebenfalls bedeutsamer Vermittler der Dendritenmorphogenese ist 3-Catenin, einer der
Hauptregulatoren des aktivititsabhingigen Wnt-Signalweges. Yu und Malenka (2003)
zeigten, dass die Induktion des Dendritenwachstums durch aktivititsabhingigen Ca®'-
Einstrom Cadherin/B-Catenin-Interaktion bendtigt. Die Erhohung zelluldrer Spiegel von -
Catenin und anderer Mitglieder des Cadherin/Catenin-Komplexes, N-Cadherin und oN-
Catenin, durch Uberexpression fiihrt zu einer erhéhten Dendritenverzweigung in
hippocampalen Neuronen der Ratte (Yu und Malenka, 2003). Umgekehrt wird die Anzahl der
dendritischen Endverzweigungen durch Uberexpression der intrazelluliren Domine von N-
Cadherin, welche funktionell dominant-negativ wirkt, erniedrigt, indem sie endogenes -
Catenin bindet und dadurch dessen Bindung an andere funktionelle Partner kompetitiv
inhibiert.

In den letzen Jahren wurde die Auswirkung mehrerer Rezeptor-Liganden-Systeme, die fiir die
Axon-Wegfindung Bedeutung haben, auf das Dendritenwachstum beschrieben. Polleux et al.
(2000) demonstrierten, dass sekretiertes Semaphorin3A (Sema3A) zur gleichen Zeit

chemoattraktiv fiir Dendriten kortikaler Neurone wie chemorepulsiv fiir Axone wirkt.
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Postmitotische Neurone, die wihrend der Migration die kortikale Platte erreichen, treffen auf
einen Gradienten von Sema3A, der fiir die Ausrichtung neu geformter Axone in Richtung der
weillen Substanz sorgt. Gleichzeitig wirkt Sema3A chemoattraktiv auf apikale Dendriten in
Richtung der pialen Oberfliche. Dies verdeutlicht, dass chemotrophe Reize das axonale und
dendritische Muster unterschiedlich beeinflussen konnen (Polleux et al., 2000). Der
chemoattraktive Effekt auf die Dendritenentwicklung wird durch den Sema3A-Rezeptor
Neuropilin-1, sowie durch eine selektive Verteilung von l6slicher Guanylat-Zyklase im
apikalen Dendriten vermittelt (Polleux et al., 2000).

Ein weiteres Liganden-Rezeptor-Paar mit Bedeutung fiir Axon-Wegfindung, Slitl mit seinem
Rezeptor Roundabout/Robo (Brose et al., 1999; Kidd et al., 1998, 1999), beeinflusst ebenfalls
die Dendritenkomplexitit kortikaler Neurone (Whitford et al., 2002). Slitl, das in der spiten
embryonalen und frithen postnatalen Phase sehr stark in der kortikalen Platte exprimiert wird,
filhrte in verschiedenen Slice-Overlay-Assays sowie in priméren kultivierten Neuronen zu
einer Erhohung der Dendritenbaumkomplexitit. Experimente mit den extrazelluldren
Dominen der Robo-Rezeptoren, die mit einer Fc-Doméne fusioniert waren oder dominant
negativ wirkenden Robo-Konstrukten, die inhibitorisch auf die Slit1-Robo Signaltransduktion
wirkten oder Aktivierungsassays des Rezeptors zeigten, dass diese Interaktion wichtig fiir die
Kontrolle der dendritischen Entwicklung ist.

Fiir Notchl, ein Typ-I Zelloberflichenprotein, wurde eine kontaktabhidngige Inhibition des
Auswachsens von Neuriten in Kokulturen kortikaler Neurone mit Zelllinien, die entsprechend
die Notch-Liganden Delta- oder Jagged exprimierten, sowie in hippocampalen Neuronen
beschrieben (Sestan et al., 1999; Berezovska et al., 1999). Weitere Experimente belegten
jedoch auch, dass Notchl zusidtzlich einen positiven Effekt auf die Verzweigung der
Dendriten ausiibt (Redmond et al., 2000). Die Inhibition von Notchl durch Uberexpression
eines dominant-negativen Notchl-Konstruktes oder die Behandlung mit antisense-
Oligonukleotiden  fiihrte zu einer Abnahme der Dendritenkomplexitit in Neuronen,
wohingegen die Uberexpression eines konstitutiv aktiven Notchl-Konstruktes die
durchschnittliche Dendritenlédnge verringerte, die Verzweigung aber erhdhte, was zu einer
erhohten Dendritenkomplexitdt fiihrte. Insgesamt wurde in diesen Experimenten eine positive
Rolle von Notchl fiir die Verzweigung von Dendritenbdumen und eine negative Rolle fiir

Dendriten- und Neuritenldnge belegt.
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1.4 Intrazellulire Faktoren, die an der Regulation der Dendritenbaumkomplexitit

beteiligt sind

Verschiedene intrinsische Faktoren und genetische Programme sind ebenfalls an der
Regulation der Dendritenmorphologie beteiligt (Jan und Jan, 2001). Beispielsweise
beeinflussen Zytoskelett-assoziierte Proteine, die Rho-Familie kleiner GTPasen,
Transmembranproteine und Transkriptionsfaktoren die Verzweigung von Dendriten
(Threadgill et al., 1997; Luo 2002; Whitford et al., 2002; Gao und Bogert, 2003). Diese
Faktoren umfassen Regulatoren zytoskelettaler Elemente und Komponenten von
Signaltransduktionswegen wie auch transkriptionelle Regulatoren (Gao und Bogert, 2003;

Scott und Luo, 2001).

1.4.1 Rho-GTPasen

Rho-GTPasen (,,Ras homology*) gehdren zur Ras-Superfamilie kleiner GTP-bindender
Proteine (McCormick, 1995), wobei die Familienmitglieder RhoA (Ras homologous member
A), Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) und Cdc42 (cell division cycle 42) am
besten charakterisiert sind. Funktionell kommt diesen GTPasen eine gro3e Bedeutung bei der
Organisation und dem Umbau des Aktin-Zytoskeletts in eukaryotischen Zellen zu (Van Aelst
und D’Souza-Schorey, 1997). GTPasen sind kleine molekulare Schalter in der Zelle, sie
kommen in einem aktiven, GTP-gebundenen, und inaktiven, GDP-gebundenen Zustand vor.
Ihre Aktivitét ist durch das Verhiltnis von GTP zu GDP in der Zelle bestimmt und wird durch
eine Anzahl verschiedener regulatorischer Molekiile beeinflusst. Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs) beschleunigen den Austausch von GDP nach GTP und vermitteln
somit die Aktivierung der GTPasen, wihrend GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) die GTP-
Hydrolyse stimulieren und die GTPasen auf diese Weise in einen inaktiven Zustand
tiberfithren. Seit einigen Jahren ist bekannt, dass Rho-GTPasen, insbesondere RhoA, Racl
und Cdc42 aufgrund der Regulationen des Aktin-Zytoskeletts auch fiir die Funktionsféhigkeit
des Nervensystems von entscheidender Bedeutung sind. Wéahrend RhoA hemmend wirkt,
stimulieren Cdc42 und Racl die Dendritenbildung (Ahnert-Hilger et al., 2004; Hayashi et al.,
2002). Es wird angenommen, dass die komplexe Wirkungsweise dieser GTPasen fiir eine
prizise Regulierung des Aktin-Zytoskeletts, beispielsweise wiahrend der Bildung und

Stabilitdt neuronaler Fortsidtze und dendritischer Dornen notwendig ist (Govek et al., 2005).
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1.4.2 Signalwege, die fiir die Dendritenentwicklung von Bedeutung sind

Um extrazellulire Ereignisse (z.B. Ligandenbindung) in Anderungen der zytoskelettalen
Struktur eines Neurons zu iibersetzen, bedarf es einer regulierten intrazelluldren
Signaltransduktion ~ hin  zum  Zytoskelett. =~ Im  Folgenden @ werden  daher

Signaltransduktionswege vorgestellt, die fiir Dendritendifferenzierung relevant sind.

1.4.2.1 CaMKIIP und Transkriptionsfaktor CREB

Von den Ca®"/calmodulin-abhingigen (CaM)-Proteinkinasen sind die ,,Ca*’/calmodulin-
dependent protein kinase II“ (CaMKII) die am meisten untersuchten in Bezug auf eine
Funktion in Dendriten. Deshalb werden sie im Folgenden kurz vorgestellt. Der
,,Ca*"/calmodulin-dependent protein kinase IIp (CaMKIIB) wurde eine wichtige Funktion fiir
die Verzweigung von Dendritenbdumen zugeschrieben (Fink et al., 2003). Die Aktivierung
der CaMKIIp ist von Ca®"/CaM abhingig. CaM-Kinasen sind ein bekanntes Beispiel dafiir,
wie die Effekte neuronaler Aktivitit auf Dendritenentwicklung durch Calcium-abhéngige
Signalwege vermittelt werden (Wu und Cline, 1998; Redmond et al., 2002). Geringe
Ca”*/CaM Konzentrationen, die durch die basale neuronale Aktivitit dargeboten werden,
reichen bereits fiir eine Aktivierung aus. Uberexpression der CaMKIIo kann zu einer
dendritischen Stabilisierung fiihren (Wu und Cline, 1998). Mduse, denen das Gen fiir die
CaMKIV fehlt, weisen Defekte in der Dendritenentwicklung auf (Ribar et al., 2000), die
Expression der aktivierten Form von CaMKIV imitiert hingegen den durch Ca®*-Einstrom
induzierten Effekt des Dendritenwachstums (Redmond et al., 2002). Aufgrund der nuklearen
Lokalisation wird davon ausgegangen, dass die CaMKIV ihren Effekt auf das
Dendritenwachstum iiber transkriptionelle Aktivititen vermittelt. Das am besten
charakterisierte Ziel der CaMKIV ist der Transkriptionsfaktor CREB, der durch die CaMKIV
phosphoryliert wird. Da die Effekte des Ca®"-Einstroms und konstitutiv aktiver CaMKIV auf
kortikale Dendriten mit einer dominant-negativen Mutante von CREB supprimiert werden
konnen, ist davon auszugehen, dass eine CREB-abhdngige Transkription fiir
aktivitdtsabhingiges Dendritenwachstum notwendig ist (Redmond et al.,, 2002). Die
Aktivierung von CREB alleine ist fiir die Induktion des Dendritenwachstums jedoch nicht

ausreichend, so dass postuliert wird, dass auch andere Transkriptionsfaktoren in
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aktivititsabhidngiges Dendritenwachstum involviert sind, wie z.B. CREST (Aizawa et al.,

2004).

1.4.2.2 Der MEK-MAPK-Signalweg in der Dendritendifferenzierung

Die Untersuchung des MEK-MAPK (MAPK: mitogen-activated protein kinase; MEK:
MAPK/ERK (extracellular-regulated kinase)) -Signalweges zeigte, dass dieser in die
aktivititsabhiangige Dendritendifferenzierung involviert ist (Wu et al., 2001; Vaillant et al.,
2002). Die selektive Aktivierung des MEK-MAPK-Signalwegs fiihrt zu einer Erh6hung der
Dendritenkomplexitit, die primdr durch die Erhoéhung der distalen Dendritendynamik
zustande kommt, ohne die Primardendriten zu beeinflussen. Wie die CaMKs wird auch die
MAPK durch NMDA-Rezeptor- oder VSCC-vermittelten Calcium-Einstrom und somit
aktivitdtsabhingig aktiviert. Wiederholte Depolarisierung kann zu einer permanenten MAPK-
Aktivierung fiihren und so die Bildung und Stabilitdt dendritischer Filopodien beeinflussen

(Wuetal., 2001).

1.4.2.3 Die Bedeutung des PI3K-Akt-mTOR-Signalweges fiir die Dendritenkomplexitit

Die Wichtigkeit der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) in der Dendritenentwicklung wurde
von Dijkhuizen und Ghosh beschrieben (2005). Zu den ,,downstream“-Effektoren der PI3K
gehort unter anderem die Akt/Proteinkinase B (zur Ubersicht sieche Rodgers und Theibert,
2002). Der PI3K-Akt-Signalweg wurde als bedeutend fiir neuronales Wachstum, Uberleben,
Neuritenauswachsen und synaptische Plastizitdt beschrieben (Atwal et al., 2000; Kuruvilla et
al., 2000; Markus et al., 2002; Sanna et al., 2002).

Die Bedeutung von einem der Akt-regulierten Proteine, der hochkonservierten
Serin/Threonin-Proteinkinase ,,mammalian Target Of Rapamycin“ (mTOR), fiir die
Differenzierung von Dendriten wurde erst kiirzlich gezeigt. Bislang wurde davon
ausgegangen, dass mTOR die neuronale Zellgroe (Kwon et al., 2003), lokale Proteinsynthese
in Dendriten (Takei et al., 2004) und synaptische Plastizitdt (Tang et al., 2002; Cammalleri et
al., 2003; Hou und Klann, 2004) kontrolliert, primdr durch die Regulation der
Proteintranslation durch Phosphorylierung von ,.elF-4E binding protein® (4E-BP1) und
p70S6K (ribosomale Protein S6 Kinase).
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Die Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen durch Mitogene oder trophische Faktoren fiihrt
zur Aktivierung der Phosphoinositol-3 Kinase (PI3K) durch Rekrutierung von SH-Dominen
(,,src-homology*) enthaltenden Adapterproteinen und Ras. Dies fiihrt zu einer erhdhten
Produktion an Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3). Als Konsequenz dieses
erhohten PIP;-Spiegels werden die ,,3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1° (PDK1)
und Akt an die Zellmembran rekrutiert und Akt durch die PDK1 phosphoryliert.

In neueren Arbeiten wurde der PI3K-Akt-mTOR-Signalweg als wichtig fiir die Kontrolle der
Dendritenkomplexitdt beschrieben. So zeigten verschiedene Autoren, dass die Aktivierung
des PI3K-Akt-Signalweges in Abhédngigkeit von mTOR zu einer erh6hten
Dendritenverzweigung in kultivierten hippocampalen Neuronen im Alter von DIV7-14 fiihrte
(Jaworski et al., 2005; Kumar et al., 2005). Im Gegensatz dazu war die Inhibition von mTOR
durch Rapamycin, einem Immunosuppressant, das im Komplex mit FK506-binding protein
(FKBP12) die N-terminale Domédne von mTOR bindet und somit die enzymatische Aktivitit
inhibiert, ausreichend, um die Anzahl und Komplexitit der Dendritenverzweigung zu
erniedrigen. Ebenso wurde die Dendritenkomplexitdt durch Herabregulation der Expression
von mTOR mittels RNA-Interferenz reduziert. Auch die Blockierung der PI3K und Akt
reduzierten die Dendritenkomplexitit. Die Uberexpression von PI3K und Akt hingegen fiihrte
zu einer Erhohung der Dendritenkomplexitit. Der ,.knockdown® von PTEN, einer PIP3-
Phosphatase, die der PI3K entgegenwirkt, durch RNAI fiihrte zu einem &hnlichen Phénotyp
der Dendritenmorphologie, wie durch die Uberexpression der PI3K erreicht wurde. mTOR
reguliert somit nicht nur die Somagrofle der Zelle sowie synaptische Plastizitét, sondern auch
die Entwicklung und Verzweigung des Dendritenbaumes von Neuronen. mTOR stimuliert
Translation durch die Aktivierung der p70S6K, einer Kinase, die die Synthese mehrerer
Komponenten der Translationsmaschinerie erhoht (Jefferies et al., 1997). AuBlerdem
phosphoryliert mTOR 4E-BP1 und inhibiert somit die Bindung von 4E-BP1 an den
Initiationsfaktor elF4E (,,eukaryotic initiation factor (elF) 4E*). Dies flihrt zur verstirkten
Bildung des Initiationskomplexes fiir die Translation von ,,5’ guanin-cap-containing® mRNAs
(Beretta et al., 1996). Suppression von p70S6K oder Uberexpression von 4E-BPI
beeintriachtigt die Dendritenverzweigung in gleicher Weise wie die Inhibition von mTOR.
Somit wurde postuliert, dass die mTOR-abhéngige Proteinsynthese in die Regulation der

Dendritenverzweigung involviert ist.

In der vorliegenden Arbeit wird das transmembranale Chondroitinsulfat-Proteoglykan

CALEB/NGC im Prozess der Dendritogenese analysiert.
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1.5 CALEB/NGC

CALEB/NGC (Chicken acidic Leucine-rich EGF-like Domain Containing Brain
Protein/Neuroglycan C) wurde erstmalig im Nervensystem des Huhns und der Ratte
beschrieben (Schumacher et al., 1997; Watanabe et al., 1995; Yasuda et al., 1998). Das
Vorkommen wurde nur in Vertebraten, im Huhn sowie in Mammalia (Schumacher et al.,
1997; Yasuda et al., 1998) gezeigt. In der Literatur ist das humane CALEB/NGC-Gen
ebenfalls unter dem Namen CSPGS5 (Chondroitinsulfat-Proteoglykan 5), das Rattenhomolog
unter dem Namen Neuroglycan C bekannt (Yasuda et al., 1998; Watanabe et al., 1995). Im
Folgenden wird die Bezeichnung CALEB/NGC verwendet.

CALEB/NGC wurde urspriinglich im Nervensystem des Huhns auf der Suche nach neuen
Bindungspartnern bekannter axon-assoziierter Glykoproteine iiber die Interaktion mit den
extrazellularen Matrixglykoproteinen Tenascin-C und —R identifiziert. Es handelt sich um ein
hochkonserviertes neurales Transmembranprotein mit EGF-dhnlicher Doméne, die eine hohe
Sequenzhomologie zu EGF-dhnlichen Dominen von Mitgliedern der EGF-Familie von
transmembranalen Wachstums- und Differenzierungsfaktoren aufweist. Aufgrund dessen wird
CALEB/NGC nach strukturellen Gesichtspunkten ebenfalls dieser Proteinfamilie zugeordnet
(Schumacher et al., 1997). Die Mitglieder der EGF-Familie transmembranaler Wachstums-
und Differenzierungsfaktoren sind wichtige Regulatoren fiir verschiedene Prozesse wie
Wachstum, Differenzierung, Erhaltung verschiedener Gewebe sowie Reparaturmechanismen,
unter anderem im Nervensystem (zur Ubersicht siche Massague und Pandiella, 1993). Die
Mitglieder dieser EGF-Proteinfamilie konnen als Liganden an Rezeptortyrosinkinasen

(ErbB1-4) binden.

1.5.1 Molekularstruktur von CALEB/NGC

CALEB/NGC ist ein transmembranales Multidoménenprotein, welches aus einer N-
terminalen extrazelluldren und einer C-terminalen zytoplasmatischen Region, die durch die
Transmembrandomine voneinander getrennt sind, besteht. Das Kernprotein von
CALEB/NGC wird in mehrere strukturell unterschiedliche Bereiche unterteilt. So enthélt die
N-terminale Region mehrere potentielle Glykosylierungsstellen fiir die Anheftung von
Chondroitinsulfatketten und weiter in C-terminaler Richtung ein Peptidsegment mit starker

Anhéufung saurer Aminosiuren. C-terminal vom sauren Peptidsegment enthidlt CALEB/NGC
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eine EGF-dhnliche Doméne, die moglicherweise charakteristisch flir das Protein ist. Diese
EGF-dhnliche Domine ist ein mehrere Cysteine enthaltendes Peptidsegment, welches im
extrazelluliren Bereich kurz vor der Transmembrandoméne lokalisiert ist. Die Anzahl und
Anordnung der Cysteine sowie weiterer konservierter Aminosduren weisen es nach
strukturellen Gesichtspunkten als EGF-dhnliche Domédne aus (Campbell und Bork, 1993).
Nach der Transmembranregion folgt ein relativ kurzer zytoplasmatischer Bereich, der
verschiedene putative Serin- und Threonin-Phosphorylierungsstellen enthélt. Dieser Bereich
weist keine Ahnlichkeit zu anderen Proteinen auf. Er wird in vier Abschnitte unterteilt: A, B,
C, und D. Das juxtamembranire Peptidsegment A bindet an das ,,Golgi-associated PDZ
domain containing protein* PIST (Hassel et al., 2003), die Region C wird alternativ gespleif3t.
Fiir die Peptidsegmente B und D sind weder Interaktionspartner noch jegliche Funktionen
bekannt. Das Huhn-Homolog CALEB weist im Vergleich eine grofere extrazelluldre Region
und eine kiirzere zytoplasmatische Region als CALEB/NGC aus Maus, Ratte und Mensch
auf. Dieser Unterschied ist bedingt durch ein Leucin- und Prolin-reiches Segment im N-
terminalen Bereich der extrazelluliren Region, welches durch eine achtfache Wiederholung
von sieben Aminosduren mit einem Leucin an jeder ersten, und Prolin an jeder vierten
Position mit einer Ausnahme gekennzeichnet ist. Dieser als LP-Motiv bezeichnete Bereich ist
bei CALEB/NGC in den Spezies Maus, Ratte und Mensch nicht vorhanden. Die
Saugerhomologe von CALEB/NGC konnen jedoch einen Einschub von 27 Aminosdureresten
(Abschnitt C) im zytoplasmatischen Bereich enthalten, welcher im Huhn nicht detektiert
wurde.

Es gibt verschiedene Komponenten von CALEB/NGC mit unterschiedlicher molarer Masse.
Die Doppelbande mit einem Molekulargewicht von ca. 120 kDa in der SDS-PAGE entspricht
dem Kernprotein von CALEB/NGC aus Saugern, die glykosylierte Form besitzt ein
Molekulargewicht von ca. 150 kDa. Aufgrund seines vom Entwicklungsstand abhidngigen
Glykosylierungsstatus durch Anheftung von Chondroitinsulfatseitenketten (CS) wird
CALEB/NGC als sogenanntes ,,Part-time*“-Proteoglykan bezeichnet (Schumacher et al., 1997,
Inatani et al., 2000; Aono et al., 2000). Im Huhn existiert CALEB/NGC in einer 200 kDa-
(CALEB/NGC;,p9) sowie in einer 140 kDa- (CALEB/NGCj4) bzw. 80 kDa-Form
(CALEB/NGCs), wobei CALEB/NGC; die posttranslational modifizierte, CS-glykosylierte
Form von CALEB/NGCi4 ist. CALEB/NGCgy unterscheidet sich strukturell wvon
CALEB/NGCj00/140 durch das Fehlen des N-terminalen Proteinteils einschliefllich des LP-
Motivs.
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Schematische Darstellung von CALEB/NGC. Dargestellt sind die verschiedenen
Isoformen, a und b, von CALEB/NGC aus Huhn, Maus, Ratte und Mensch. Die
wichtigsten Bereiche von CALEB/NGC sind in bunt dargestellt. CS,
Chondroitinsulfatketten; LP, Leucin- und Prolin-reiches Segment; sauer, saures
Peptidsegment; EGF, EGF-dhnliche Domine; TM, Transmembrandoméne; A-D
intrazelluldre Peptidsegmente; D, Maus, Ratte, Mensch; D’, Huhn.

In allen Spezies wurden bislang zwei Isoformen von CALEB/NGC gefunden, die durch

alternatives pra-mRNA SpleiBlen generiert und als Protein exprimiert werden.

Im Huhn wurden mittels cDNA Studien zwei Isoformen von CALEB identifiziert, die als ,,a“

und ,b“ Form bezeichnet werden (CALEBa und CALEBb) und sich in ihren

zytoplasmatischen Teilen unterscheiden (Schumacher et al., 2001). Wéhrend die ,,a“-Form

identisch mit der frither publizierten CALEB-Sequenz ist (Schumacher et al., 1997), fehlen
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der ,,b“-Form acht C-terminale Aminosdurereste (REAQHRAL) (D-Segment). Sie enthilt
stattdessen einen zusétzlichen Einschub von 50 Aminosdureresten. Auch bei Maus und Ratte
wurde mit Klonierungsstudien die Expression zweier Isoformen belegt, wobei die ,,b*“-Form
von Maus- und Ratten-CALEB/NGC (mCALEBb bzw. rCALEBD) gegentiber der ,,a“-Form
(mCALEBa bzw. rCALEBa) einen zusétzlichen Peptideinschub von 27 Aminoséureresten

enthélt (Schumacher et al., 2001).
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Abbildung 4: Darstellung der Primérstrukturen beider Isoformen von CALEB/NGC aus den
Spezies Huhn, Maus und Ratte. Die wichtigsten Doménen sind farblich unterlegt.
Der CALEB/NGCb-Isoform aus Huhn fehlen gegeniiber der CALEB/NGCa-Isoform
acht C-terminale Aminosiurereste (REAQHRAL) im zytoplasmatischen Bereich, sie
enthélt stattdessen einen zusétzlichen Einschub von 50 Aminosdureresten. Die
CALEB/NGCb-Isoform aus den Spezies Maus und Ratte hat gegeniiber der
CALEB/NGCa-Isoform ein zusétzliches Peptidsegment von 27 Aminosduren in der
zytoplasmatischen Doméne. Modifiziert nach Schumacher et al., 2001.
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Angeblich soll es noch zwei weitere Isoformen von CALEB/NGC geben. Diese wurden vom
Labor um Aono beschrieben (Aono et al., 2000; Aono et al., 2006). Jedoch gibt es bislang
keinen Nachweis eines translatierten Proteins und weder einen Datenbank-Eintrag der
Nukleotid- noch der Proteinsequenz.

Die proteolytische Spaltung und Freisetzung von Transmembranproteinen, als Ektodoménen-
»Shedding® bezeichnet, hat in den letzten Jahren als posttranslationale Modifikation fiir die
Regulation der Funktion diverser Gruppen von Zell-Oberflichen-Proteinen einschlieBlich
Wachstumsfaktoren, Rezeptoren, Zelladhdsionsmolekiilen sowie Proteoglykanen an
Bedeutung gewonnen (Hooper et al., 1997; Blobel, 2000). Fiir CALEB/NGC wurde ebenfalls
die proteolytische Spaltung des extrazelluliren Bereichs sowohl im Huhn als auch in den
Spezies Maus und Ratte beschrieben (Jiittner et al., 2005; Shuo et al., 2007). Die
aktivitdtsabhingige proteolytische Spaltung extrazellulirer Segmente von CALEB/NGC
resultiert nach den Daten aus dem Labor von Rathjen in einer Membran-assoziierten Form

von CALEB/NGC mit einer exponierten EGF-dhnlichen Doméne (Jiittner et al., 2005).

1.5.2 CALEB/NGC Expression im Nervensystem

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass die Expression der CALEB/NGC-mRNA auf das
zentrale Nervensystem (ZNS) beschrinkt ist und offenbar in enger Beziehung zur
Differenzierung des Nervensystems steht. Der Expressionsspiegel von CALEB/NGC
unterliegt einer entwicklungsspezifischen rdumlichen und zeitlichen Regulation. Insbesondere
in axon- und synapsenreichen Regionen wéihrend der Phasen der Entwicklung des
Nervensystems, in denen sich die neuronalen Verschaltungen aktiv formen, ist die Expression
von CALEB/NGC besonders stark (Schumacher et al., 1997). So wurde eine Expression von
CALEB/NGC in verschiedensten Strukturen des Gehirns wie z.B. der Retina, dem Colliculus
superior sowie dem Cerebellum von Vertebraten nachgewiesen.

Immunohistochemische Studien zeigten eine Assoziation von CALEB/NGC mit neuronalen
Strukturen des Neuropils, Dendriten und Axonen (Schumacher et al., 1997; Aono et al., 2000;
Inatani et al., 2000). Dieser Aspekt soll im Folgenden an einzelnen Beispielen nédher
beleuchtet werden.

In der Retina des Huhns wird CALEB/NGC in faserreichen Arealen, in der optischen
Faserschicht sowie in der inneren und &ufleren plexiformen Schicht, exprimiert (Schumacher

et al., 1997; Jiittner et al., 2005). Diese Schichten sind reich an Axonen und ein grofer Teil
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der Dendriten und Synapsen ist dort lokalisiert. Die starke Expression von CALEB/NGC in
diesen Nervenschichten deutet auf eine Beteiligung des Proteins an der Entwicklung von
Dendriten und Synapsen der Retina hin (Schumacher et al., 1997; Inatani et al., 2000).

Im Colliculus, der funktionell zum retino-tektalen System gehort, wurde eine uniforme
Verteilung von CALEB/NGC in allen Schichten beschrieben (Jiittner et al., 2005). Im
Cerebellum wurde eine deutliche Assoziation von CALEB/NGC mit Purkinje-Zellfortsdtzen
in den Spezies Huhn und Maus belegt (Schumacher et al., 1997; Aono et al., 2000). Diese
werden von Kletterfasern innerviert. Die entwicklungsabhidngige unterschiedliche
Lokalisation von CALEB/NGC, die sich vom Soma in der frithen Entwicklung bis hin zu den
Dendriten im adulten Cerebellum bemerkbar macht, korreliert mit der Entwicklung der
Synapsenverschaltungen des Kletterfasersystems mit den Purkinjezellen. Auch hier deutet
sich eine mogliche Funktion von CALEB wihrend der Dendritogenese und Synaptogenese
an.

Auch in einem Modellsystem zur Untersuchung von Lésionen im ZNS wurde die Expression
von CALEB/NGC untersucht. Es zeigte sich, dass die CALEB/NGC-Expression auch nach

Lision des optischen Nervs dynamisch reguliert wird (Schumacher et al., 2001).

1.5.3 Bekannte Interaktionen von CALEB/NGC

Erste Hinweise auf eine mogliche zelluldre Funktion eines noch wenig erforschten Proteins
geben unter anderem die Interaktionspartner dieses Proteins. Fir CALEB/NGC wurden
bislang fiinf Interaktionspartner, vier extrazellulir und einer intrazelluldr, beschrieben

(Schumacher et al., 1997; Hassel et al., 2003; Kinugasa et al., 2004).

1.5.3.1 Extrazellulire Interaktionspartner von CALEB/NGC

Zu den bekannten Liganden von CALEB/NGC =zdhlen die extrazelluliren Matrix- und
Glykoproteine Tenascin-C und —R. Deletionsanalysen und biochemische Experimente fiihrten
zu der Erkenntnis, dass sowohl Tenascin-C als auch Tenascin-R {iber das Fibrinogen-dhnliche
Modul am C-Terminus beider Molekiile mit dem sauren Peptidsegment von CALEB/NGC
interagieren (Schumacher et al., 1997; Schumacher et al., 2001). Im sauren Peptidsegment ist

das C-terminal gelegene Sequenzelement ,,GGLEDE®, das zwischen den einzelnen Spezies
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Huhn, Maus, Ratte und Mensch konserviert ist, von entscheidender Bedeutung fiir diese
Interaktion (Schumacher und Stiibe, 2003). Interessanterweise zeigte sich, dass die Bindung
von Tenascin-C und —R an CALEB/NGC im Huhn Isoform-abhéngig reguliert wird. Im
zelluldren Milieu (Expression auf COS-Zellen) kann nur CALEBg, nicht aber CALEB 49 an
diese Tenascine binden. Wurde CALEB/NGC jedoch aus der Zellmembran herausgeldst,
dann konnten sowohl CALEB/NGCgg als auch CALEB/NGC49 an Tenascin-C und —R binden
(Schumacher und Stiibe, 2003). Da eine CALEBg(-entsprechende Proteinvariante in den
Spezies Maus, Ratte und Mensch bisher nicht beschrieben wurde, ist die Bedeutung der
Interaktion zwischen Tenascin-C und-R und CALEB/NGC in diesen Spezies noch unklar.

Eine extrazellulire Bindung der EGF-dhnlichen Domine von CALEB/NGC an die
Rezeptortyrosinkinase ErbB3 wurde von Kinugasa vorgeschlagen (Kinugasa et al., 2004).

Ein weiterer extrazelluldrer Interaktionspartner von CALEB/NGC wurde mit Midkine (MK),
einem HB-EGF-Wachstumsfaktor, beschrieben (Ichihara-Tanaka et al., 2006). In CG-4-
Zellen, einer Oligodendrozyten-Vorlduferzelllinie, wurde gezeigt, dass diese Bindung von
Midkine an CALEB/NGC durch zwei verschiedene Doménen im extrazelluldren Bereich von
CALEB/NGC, zum einen durch die Chondroitinsulfat-Region und zum anderen durch das
saure Peptidelement, vermittelt wird. Es wurde postuliert, dass CALEB/NGC in einem
Rezeptorkomplex als MK-Rezeptor fungiert, um die Verlingerung von Zellfortsidtzen zu

fordern.

1.5.3.4 Intrazellulirer Interaktionspartner von CALEB/NGC

Mit PIST (PDZ domain protein interacting specifically with TC10), das urspriinglich als
Interaktionspartner der kleinen GTPase TC10 beschrieben wurde und das als Golgi-assoziiert,
involviert in Autophagie- sowie Neurodegenerationsprozesse gilt, ist im zytoplasmatischen
Bereich ein weiterer Interaktionspartner von CALEB/NGC bekannt (Hassel et al., 2003).
PIST reguliert den Transport mehrerer Transmembranproteine an die Plasmamembran.
Deletionsanalysen und biochemische Experimente fiihrten zu der Erkenntnis, dass das
juxtamembranére intrazelluldre Peptidsegment von CALEB/NGC, welches zwischen allen
bisher untersuchten Spezies hochkonserviert ist, fiir die Interaktion mit PIST notwendig und
ausreichend ist. In COS7-Zellen kolokalisierten nach Kotransfektion CALEB/NGC und PIST
in den intrazelluldren Strukturen des Golgi-Apparates sowie in Golgi-abhidngigen Vesikeln.

Der Golgi-Apparat ist fiir die Reifung und den Transport von Proteinen zur Plasmamembran
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von grofer Bedeutung. Dariiber hinaus konnte eine starke Kolokalisation von CALEB/NGC
und PIST in Vesikel-dhnlichen Strukturen in den Hauptprozessen von priméiren
hippocampalen Neuronen in frithen Phasen der Entwicklung festgestellt werden. In einem in
vivo Modellsystem zu Mikrotubuli-abhidngigen Transportprozessen in Neuronen wurden
Daten ermittelt, die eine Beteiligung von PIST am Transport von CALEB/NGC in die
neuronalen Fortsdtze vorschlagen (Hassel et al., 2003). Mit Ausnahme von PIST ist {iber

intrazelluldre Interaktionspartner von CALEB/NGC bislang nichts bekannt.

1.5.4 Mogliche Funktionen von CALEB/NGC

Den ersten Hinweis auf eine mogliche Funktion von CALEB/NGC erbrachten Experimente
mit Fab-Fragmenten von gegen CALEB/NGC gerichteten Antikorpern. In Zellkultur
inhibierten diese das Neuritenwachstum tektaler Neurone auf unterschiedlichen
Wachstumssubstraten (Schumacher et al., 1997).

Untersuchungen in neuronalen Primirzellen aus embryonalen Ratten lieferten Hinweise
darauf, dass der extrazellulire CALEB/NGC-Bereich an der Stimulation des Auswachsens
von Neuriten beteiligt ist. Die rekombinant in E. coli hergestellten Proteine wurden in vitro in
Bezug auf ihre Dominen-spezifischen Funktionen charakterisiert. Es zeigte sich hierbei, dass
die Zugabe des rekombinanten gesamten extrazelluldren Bereichs von CALEB/NGC das
Auswachsen von Neuriten in kultivierten Neuronen stimulierte, die einzelnen Regionen
jedoch eine unterschiedliche Wirkung hatten. Es wurde postuliert, dass sowohl die EGF-
dhnliche Domine als auch das saure Peptidsegment des extrazelluldren Bereichs in den
Prozess des Neuritenwachstums involviert sind. Wéhrend durch die Anwesenheit der
rekombinanten EGF-Doméne priferentiell die Verlangerung eines Neuriten gefordert wurde,
fiihrte die Kultivierung der Neurone mit dem rekombinanten sauren Peptidsegment zur
Ausbildung mehrerer Neuriten (Nakanishi et al., 2006). Dariiber hinaus wurde eine positive
Beeinflussung des Neuritenwachstums {iber die Phosphoinositol-3-Kinase sowie die
Proteinkinase C postuliert. Der Einsatz bekannter Inhibitoren der PI3-Kinase sowie der PKC
fiihrten zu einer Dosis-abhéngigen Blockierung des Neuritenauswachsens.

Mittlerweile ist bekannt, dass die Abwesenheit von CALEB/NGC zu einer beeintrachtigten
Synapsenfunktion wihrend der postnatalen Entwicklung fiihrt. Das Ausschalten des
CALEB/NGC-Gens mittels der ,knockout“-Technik in Maiusen hatte nach

elektrophysiologischen Untersuchungen der synaptischen Konnektivitit in den visuellen
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Schichten des Colliculus superior eine Anderung der synaptischen Transmission zur Folge
(Jittner et al., 2005). So wurde im friithen postnatalen Stadium zwischen P1 und P3 eine
geringere Frequenz von spontanen EPSCs (,.excitatory postsynaptic currents) und IPSCs
(,,inhibitory postsynaptic currents®) in ,slice“-Kulturen festgestellt. Im spdten postnatalen
Stadium P20 — P22 konnte jedoch kein Unterschied zu Wildtyp-Méausen beobachtet werden.
Die Anzahl der Synapsen bei der ,.knockout“~-Maus dndert sich im Vergleich zum Wildtyp
jedoch nicht. ,Paired-pulse“-Experimente zeigten eine signifikant hoéhere ,,paired-pulse‘-
Ratio in CALEB/NGC-defizienten Maiusen. Die hohere ,paired-pulse“-Ratio wird als
verdanderte Freisetzungswahrscheinlichkeit von Neurotransmittern in der CALEB/NGC
»knockout“-Maus in einem frilhen postnatalen Stadium interpretiert. Es wurde daher
angenommen, dass CALEB/NGC in vivo in einem limitierten Zeitfenster fiir die Funktion von
Synapsen ndétig oder aber fiir eine Feinregulation wéahrend friiher Phasen der

Gehirnentwicklung wichtig ist (Jiittner et al., 2005).

Zusammengefasst deuten die bisherigen Erkenntnisse iiber CALEB/NGC auf eine Beteiligung
des Proteins an verschiedenen Aspekten der Entwicklung des Nervensystems an. Neben einer
Rolle im Neuritenwachstum (Schumacher et al., 1997) wird fiir CALEB/NGC eine Rolle in
der Synaptogenese vorgeschlagen (Schumacher et al., 1997; Aono et al., 2001; Jiittner et al.,
2005). Da CALEB/NGC im sich entwickelnden Nervensystem stark in Arealen exprimiert
wird, in denen Dendritenbdume lokalisiert sind, liegt die Vermutung nahe, dass CALEB/NGC
an deren Differenzierung beteiligt sein kdnnte. Thematischer Schwerpunkt dieser Arbeit ist

daher die Frage nach der Bedeutung von CALEB/NGC fiir Dendritogenese.

1.6 Ziel der Arbeit

In der Einleitung ist dargelegt worden, dass die Differenzierung des Nervensystems das
Ergebnis komplexer Abldufe von Zellkommunikationen ist, die durch Molekiile, welche an
verschiedenen Aspekten der Entwicklung beteiligt sind, vermittelt werden. Ein wichtiges
Stadium beim Aufbau des neuronalen Netzwerkes ist die Entwicklung der Dendritenbdume,
da an den Dendriten die Informationsverarbeitung und Signalweiterleitung geregelt wird. Um
den funktionellen Ablauf der Entwicklung des Nervensystems besser verstehen zu kdnnen, ist
es notwendig, moglichst viele der daran beteiligten Molekiile zu identifizieren und in ihrer

Funktion zu charakterisieren. CALEB/NGC ist ein transmembranales Mitglied der EGF-
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Familie von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, iiber dessen zelluldre Funktion in der
Entwicklung des Nervensystems nur wenig bekannt ist. Bisherige Publikationen konnten
herausstellen, dass eine prominente Expression von CALEB/NGC insbesondere in synapsen-
und faserreichen Regionen des ZNS zu erkennen ist und dariiber hinaus einer
entwicklungsabhéngigen Regulation unterliegt. Vor allem in dem Zeitfenster, in dem sich die
neuronalen Verschaltungen ausbilden, wurde eine hochregulierte CALEB/NGC-Expression
beobachtet. Die offenbar hirnspezifische Expression und die Lokalisation in dendriten-und
synapsenreichen Arealen deuten auf eine Funktion von CALEB/NGC bei der Differenzierung
von Dendriten hin. Somit lag es nahe zu untersuchen, ob CALEB/NGC fiir die Entwicklung
von Dendriten von Bedeutung ist.

Vor diesem Hintergrund war es ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit, CALEB/NGC
beziiglich seiner Funktion in der Dendritogenese zu charakterisieren. Zu diesem Zweck wurde
das Modellsystem der primiren hippocampalen Neuronenkultur verwendet, um zielgerichtete
funktionelle Untersuchungen durchzufiihren. Die Relevanz von CALEB/NGC fiir die
Entwicklung dendritischer Biume sollte durch Uberexpression des CALEB/NGC-Proteins
sowie eines abgeleiteten funktionell dominant-negativen Konstrukts analysiert werden. Als
weiterer experimenteller Ansatz sollte der Einfluss von endogenem CALEB/NGC auf
zelluldrer Ebene mit Hilfe der RNA-Interferenz-Technik untersucht und Aufschluss iiber eine
Funktion von CALEB/NGC wihrend der Dendritogenese gewonnen werden.

Da nur sehr wenig iiber die intrazelluliren Signalwege, welche die Prozesse der
Dendritenverzweigung kontrollieren, verstanden ist, bestand ein grofles Interesse darin, die
Beteiligung von CALEB/NGC an mdglichen Signalwegen, deren Effekt auf die
Dendritogenese bekannt ist, aufzukldren. Fiir diese Experimente sollten verschiedene
pharmakologische Inhibitoren alleine oder in Kombination eingesetzt und deren Wirkung auf
CALEB/NGC-vermittelte Dendritendifferenzierung im zelluldren System analysiert werden.
Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, in molekular-proteinbiochemisch orientierten
experimentellen Ansédtzen nach zytoplasmatischen Interaktionspartnern fiir CALEB/NGC zu
suchen. Diese neuen Bindungspartner sollten helfen, mogliche Einbindungen von
CALEB/NGC in intrazelluldre Signalkaskaden zu untersuchen. Ferner war es ein Ziel, die
Interaktion von CALEB/NGC mit putativen Interaktionspartnern auf Proteinebene zu
verifizieren. Die Ergebnisse sollten dazu beitragen, die Funktion von CALEB/NGC bei der
Differenzierung der Dendritenbdume préziser definieren zu kdnnen und das Verstindnis der

molekularen Vorginge bei der Ausdifferenzierung von Dendriten zu verbessern.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Zellkulturmaterialien

Die eingesetzten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Difco
(Hamburg), Fluka (Neu-Ulm) Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen),
Invitrogen (Karlsruhe), Amersham Biosciences (Uppsala, Schweden), Pierce (Rockford,
USA), Roth (Karlsruhe) und BioRad (Miinchen) in analytischer Qualitit bezogen.
Bezugsquelle fiir Enzyme waren, sofern nicht anders vermerkt, die Firmen Fermentas (St.
Leon-Rot), New England Biolabs (Bad Schwalbach), Stratagene (Heidelberg) und Applied
Biosystems (Foster City, USA).

Zellkultur-Materialien wurden von den Firmen BD Biosciences Discovery Labware (Bedford,
USA), Biochrom KG (Berlin) und Nunc (Wiesbaden) bezogen. Glasdeckplittchen fiir die
Zellkultur wurden von den Firmen Marienfeld und Assistent benutzt.

Plastikwaren, die nicht fir die Zellkultur benutzt wurden, wurden zusétzlich zu den bereits
genannten Firmen von Eppendorf (Hamburg), Greiner (Solingen) und Sarstedt (Niirnbrecht)

bezogen.

2.1.2 Geriite

Binokkular GZ 6: Leica, Bensheim

Digitale Kamera Photometric Cool Snap ES:

Digitale Kamera Intas:
Elektrophorese-System Mini-Protean II:
Geldokumentationsanlage:

Heizblock:

Heizriihrer:

Inkubatoren:

Mikroskope:

Visitron Systems, Puchheim

Intas, Gottingen

BioRad, Miinchen

Intas UV-Systeme, Gottingen
SK1101D, Duxford Cambridge, UK
RCThbasic, IKA Labortechnik, Staufen
Hera Cell 240, Heracus, Hanau

Nuaire US Auto Flow, Plymouth, USA
Konfokales Laser Scanning Mikroskop,
Leica TCS SL, Bensheim
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Photometer:

Power Pac 200:

Software:

Schiittelinkubator:
Sonifier:
Trans-Blot SD:
Thermocycler:

Thermomixer:

Rundschiittel-Inkubatoren:

Vortex Genie™?2:

Zentrifugen:

Fluoreszenzmikroskop BX50, Olympus,
Hamburg

Fluoreszenzmikroskop Ck2, Olympus,
Hamburg

Pharmacia Biotech Ultrospec 1000,
UV/VIS Spectrophotometer, Cambridge,
England

Pharmacia Biotech Ultrospec 2000,
UV/VIS Spectrophotometer, Cambridge,
England

BioRad, Miinchen

Metamorph Systems, Adobe Photoshop
7.0, Microsoft OfficeXP, Leica confocal
software (LCS)

Gerhardt, Konigswinter

SH70G, Bandelin Elektronik, Berlin
Semi-Dry Transfer Cell 240, BioRad,
Miinchen

Thermocycler MJ Research, MWG,
Ebersberg

Thermomixer Comfort, Eppendorf,
Hamburg

Roto-Shake Genie, Scientific-Industries,
Inc., Bohemia, N.Y., USA

Heidolph Instruments, Polymax 1040
Stuart rotator SB3

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
Beckmann CoulterOptima L-90K
Ultracentrifuge, Krefeld

Eppendorf Zentrifuge 5471R, Hamburg
Eppendorf Zentrifuge 5804R, Hamburg
Hettich Zentrifugen Rotina 35R,
Tuttlingen

Biofuge pico, Heraeus, Hanau
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2.1.3 Antikorper

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Antikorper sind in den Tabellen 1 und 2

aufgefiihrt.

Tabelle 1: Zusammenfassung aller verwendeten Primirantikorper
EH: eigene Herstellung (Dr. Stefan Schumacher); IF: Immunfluoreszenz; WB: Western
Blot; IP: Immunprézipitation

Bezeichnung | Antigen Quelle Organismus | Art Verdiinnung/
Konzentration
anti-MBP- mCALEBb EH Kaninchen polyklonal 3-8 ng/ml (IF); 5 pg/ml
mCALextra (IP)
anti-GST- hCALEBb-cyt |EH Kaninchen polyklonal 5 pg/ml (IF)
hCALb-cyt
anti-NGC Neuroglycan C | BD Maus monoklonal | 1,5 pg/ml (WB)
Biosciences
(#610986)
anti-CSPG5 Neuroglycan C | Abnova Maus monoklonal |3 pg/ml (WB); 5 ng/ml
(MO01) 5C11 (IF)
anti-FLAG FLAG-Epitop- | Sigma Maus monoklonal |2 pg/ml (IF); 1 pg/ml
(M2) Htag™ (WB)
anti-FLAG FLAG-Epitop- | Sigma Kaninchen polyklonal 5 pg/ml (IP)
tag”
anti-GFP GFP Biozol Maus monoklonal | 0,5 pg/ml (IF)
(LGB-1)
anti-GFP GFP abcam Kaninchen polyklonal 0,2 pg/ml (IF)
anti-MAP2 MAP2 Sigma Maus monoklonal | 1:1000 (IF)
(HM-2)
anti-MAP2 MAP2 Chemicon Kaninchen polyklonal 1:1000 (IF)
anti-HA (HA- | HA-Epitop- Sigma Maus monoklonal | 1:1000 — 1:2000 (IF);
7 »tag” 1:1000 (WB)
anti-myc myc-Epitop- Roche Maus monoklonal |2 pg/ml (IF); 2 pg/ml
(9E10) Htag” (WB)
anti-c-myc myc-Epitop- Sigma Kaninchen polyklonal 4 ng/ml (IF)
»tag”
anti-Tubulin Tubulin Santa  Cruz | Kaninchen polyklonal 2 pg/ml (WB)
(H-235)
anti-B56[3 B56p EH Kaninchen polyklonal 3 pg/ml (IF); 2 pg/ml
(WB)
anti-PP2A- B56p Santa Cruz Ziege polyklonal 4 pg/ml (IF); 3 pg/ml
B56p (C-19) (WB)
anti-Akt Akt Cell Kaninchen polyklonal 1:200 (WB)
Signaling
Technology
anti-Phospho PhosphoAkt Cell Maus monoklonal (IF); 1:200 (WB)
Akt (587F11) | (Ser 473) Signaling
Technology
anti-p44/42 p44/42 MAPK | Cell Kaninchen polyklonal 1:250 (WB)
MAPK Signaling
Technology
anti-p44/42 Phospho p44/42 | Cell Maus monoklonal | 1:500 (WB)
Phospho MAPK Signaling
MAPK (E10) | (Thr202/Tyr204 | Technology

)
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Tabelle 2: Zusammenfassung aller eingesetzten Sekundirantikorper
IF: Immunfluoreszenz; WB: Western Blot

Bezeichnung Antigen Quelle Organismus | Verdiinnung
anti-mouse [gG-Alexa Fluor Maus IgG Molecular Probes Ziege 1:1000 (IF)
488

anti-rabbit IgG-Alexa Fluor Kaninchen IgG | Molecular Probes Ziege 1:1000 (IF)
488

Cy'3-conjugated AffiniPure | Maus IgG Jackson Immuno Ziege 1:1000 (IF)
Goat anti-Mouse IgG Research

Cy'™3-conjugated AffiniPure |Kaninchen IgG |Jackson Immuno Ziege 1:1000 (IF)
Goat anti- Rabbit IgG Research

anti-mouse-1gG-horseraddish | Maus IgG Amersham Biosciences | Schaf 1:5000 (WB)
peroxidase linked whole

antibody

anti-rabbit-IgG- horseraddish | Kaninchen IgG | Amersham Biosciences | Esel 1:5000 (WB)
peroxidase linked whole

antibody

anti-goat-IgG-HRP Ziege 1gG Santa Cruz Esel 1:5000 (WB)
anti-mouse-IgG-AP Maus IgG Dianova Ziege 1:4000 (WB)
anti-rabbit-IgG-AP Kaninchen IgG | Dianova Ziege 1:4000 (WB

2.1.4 Konstrukte

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Konstrukte sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Zusammenfassung aller eingesetzten Konstrukte
HA: Hédmagluttinin

Konstrukt Bezeichnung Vektor Epitop-“tag”

EGFP EGFP pEGFP-N1

409 mCALEBb p3XxFLAG-Myc-CMV-25 | 3xFLAG (N-term.), myc

(Sigma) (C-term.)

479 mCALEBb p3xFLAG-CMV-13 3xFLAG (C-term.)

396 Deletionskonstrukt von mCALEB | p3xFLAG-Myc-CMV-25 | 3xFLAG (N-term.), myc
ohne C-terminalen Teil (Sigma) (C-term.)
einschlieBlich , KKLYLL* nach
der TM

388 Deletionskonstrukt von mCALEB | p3xFLAG-Myc-CMV-25 | 3XxFLAG (N-term.), myc
ohne den C-terminalen Teil der (Sigma) (C-term.)
Sequenz ab ,NKFRTPSE*

400 Deletionskonstrukt von mCALEB | p3XxFLAG-Myc-CMV-25 | 3XxFLAG (N-term.), myc
ohne den C-terminalen Teil der (Sigma) (C-term.)
Sequenz ab ,,VRKFCDTP*

EGFshedding1 Deletionskonstrukt von p3xFLAG-Myc-CMV-25 | 3xFLAG (N-term.), myc
mCALEBDb, N-terminal ab (Sigma) (C-term.)
,, VPPQHTL bis C-Terminus

EGFmutl mCALEBb mit einer Vier-Punkt p3xFLAG-Myc-CMV-25 | 3xFLAG (N-term.), myc
Mutation in der EGF-ahnlichen (Sigma) (C-term.)
Domiéne (G385D, G409E, R411G,
C412G)

T452A mCALEBb Phosphomutante, p3xFLAG-CMV-13 3XxFLAG (C-term.)
Austausch von Threonin 452 zu
Alanin

T452E mCALEBb Phosphomutante, p3xFLAG-CMV-13 3xFLAG (C-term.)
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Austausch von Threonin zu

Glutaminséure
405 B56p3 pHA-CMV HA
244 B56p pCMV-myc myc
PR55y PR55y pCMV-HA HA
PRS5y PRS5y pCMV-myc myc
pCGLH (Chen et | exprimiert EGFP zusétzlich zu pCGLH
al., 2005) Insert, IRES-getrieben
shRNA CALI1 Kontrollsequenz fiir mCALEBDb pCGLH

shRNA
shRNA CAL3 mCALEBb shRNA pCGLH

2.1.5 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden von Sigma-Genosys (Steinheim) bezogen. Die im Rahmen

dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Zusammenfassung aller eingesetzten Oligonukleotide

Nr | Konstrukt | Bezeichnung Sequenz
1 | mCALEBb | CALEB479- GCTCTATCTGCTCAAGGCTGAGAATACCAAGCTGCG
-T452A T452A-fw
2 | mCALEBb | CALEB479- CGCAGCTTGGTATTCTCAGCCTTGAGCAGATAGAGC
-T452A T452A-re
3 | mCALEBb | CALEB479- GCTCTATCTGCTCAAGGAGGAGAATACCAAGCTGCGG
-T452E T452E-fw
4 | mCALEBb | CALEB479- CCGCAGCTTGGTATTCTCCTCCTTGAGCAGATAGAGC
-T452E T452E-re
5 |EGFshedl |mFLAGI12a-fw |CACGAATTCTGTTCCCCCACAGCATACTCTGGGGATGGT
6 | EGFshedl |mFLAGI12c-fw | CACGAATTCCCTGCCCTCTCAAAAGCCTGGTGTGGGGCCT
7 | EGFshedl |mFLAGI12b-re |CACTCTAGAGGTTAGGTTATTCTGCAGACAGTTCACCCCCAA
8 |EGFmutl | EGFmutl CTACATCTGGCACAAGGAGATGGGCGGTGAGTCCATCATCAC
G
9 |EGFmut2 | EGFmut2 TCCGAGTTACTGTCACAACGGCGACCAGTGCTACCTGGTGG
10 | PR55y PP2APR55Bgam | CACGAATTCAAATGGGCGAGGACACGGACACGCGGAAA
ma-fw
11 | PR55y PP2APR55Bgam | CACAGATCTCTAGTGCATGTCAGAGTTTACCTTGTCCTGGAAG
ma-re
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2.1.6 Organismen

2.1.6.1 Bakterien

Zur Klonierung und Expression rekombinanter Proteine wurden die Escherichia coli-Stimme
One Shot TOP10F’, One Shot TOP10, XL1 Gold eingesetzt. Die Stimme weisen folgende

relevante genotypische Merkmale auf:

BL21 (DE3): F ompT hsdSg (rs mg’) gal dem (DE3)

BI21-AlL: F ompT hsdSg (tgmpg ) gal dem araB::T7RNAP-tetA.

TOPI10F’: F’{laclTnl0 (Tet®)} mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG

XL10-GOLD : TetRA(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 end Al supE44 thi-1 recAl gyrA96
reld] lac Hte [F’ proAB lac®ZAM15 Tnl0 (Tet®) Amy Cam"]*

Zur Anzucht von E. coli wurde folgendes Medium verwendet:
LB (Luria Bertani)-Medium: 10 g/l NaCl
10 g/l Trypton/Pepton
5 g/l Hefeextrakt
Fiir die Selektion rekombinanter Klone wurde das Medium in Abhéngigkeit des Vektors mit
50 pg/ml Kanamycin oder 150 pug/ml Ampicillin versetzt.

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurden dem LB-Medium 15-20g/l Agar-Agar

zugegeben.

2.1.6.2 Zelllinie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die folgende Zelllinie verwendet:

HEK?293: humane embryonale Nierenzelllinie (Graham et al., 1977)
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2.1.7 Vektoren

Die Expression rekombinanter Proteine in E. coli erfolgte mit dem Vektor pGEX-6P-1
(Amersham Biosciences). Dieser Vektor beinhaltet einen durch IPTG induzierbaren
Promotor, der die Expression des inserierten DNA-Fragmentes als Fusionsprotein mit GST
bewirkt. Uber diesen GST-,tag* kénnen die Fusionsproteine affinititschromatographisch
mittels GST-Sepharose-Matrix aufgereinigt werden.

Fir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Proteinen in kultivierten
eukaryotischen Zellen kamen verschiedene Vektoren zum Einsatz.

Der Vektor pEGFP-N1 (Clontech), welcher die Sequenz fiir eine Variante des
Griinfluoreszierenden Proteins (GFP) aus Aequorea victoria, das Enhanced Green Fluorescent
Protein (EGFP) beinhaltet, wurde fiir die Transfektion von primiren Neuronen verwendet.
Des Weiteren wurden die eukaryotischen Expressionsvektoren p3xFLAG-Myc-CMV-25
(Sigma), p3xFLAG-CMV-13 (Sigma), pCMV-myc (Clontech) und pCMV-HA (Clontech)
verwendet. Durch Klonierung der DNA-Fragmente in diese Vektoren ,.erhielten® die zu
untersuchenden Proteine durch Expression in den transfizierten Zellen einen oder zwei ,,tags®.
Dabei handelt es sich um kurze Nukleotidsequenzen, welche fiir Aminosiuresequenzen
kodieren, die als C- oder N-terminaler Fusionsanteil des Proteins vorliegen und {iber die die
betreffenden Proteine mit vorhandenen, spezifischen Antikorpern detektiert werden konnen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die sogenannten FLAG-Epitop-, myc-Epitop-, und HA-
Epitop-,,tags™ verwendet, gegen die sowohl monoklonale als auch polyklonale Antikdrper
kauflich zu erwerben sind. Fiir shRNA-Klonierungen wurde der pCGLH-Vektor verwendet,
der auch die fiir EGFP kodierende Sequenz hinter einer IRES (,,internal ribosomal entry

site*)-Stelle enthilt (Chen et al., 2005).

Tabelle 5: Aminosiuresequenzen der verwendeten ,,tags®

Htag Aminosdure-Sequenz
c-Myc EQKLISEEDL

HA YPYDVPDYA
FLAG DYKDDDDK




Material und Methoden 29

2.1.8 Versuchstiere

Zur Préiparation der hippocampalen Neurone wurden terminiert verpaarte Wistar-Ratten aus

der Zucht der Forschungseinrichtung fiir experimentelle Medizin (FEM, Berlin) bezogen.

2.1.9 Standards

DNA-Standard: PeqGOLD Leiter-Mix
10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500,
2.000, 1.500, 1.200, 1.031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100 bp

Protein Standard: Precision Plus Protein™ Standards All Blue
250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15, 10 kDa

2.1.10 Reinigungs-und Isolierungskits

DNA-Aufreinigung: QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)

Plasmid-Reinigung: Plasmid Mini/Midi Kit (Qiagen)

EndoFree®Plasmid Maxi Kit (Qiagen)
Nucleo Bond®PC100 (Macherey - Nagel)

Gerichtete Mutagenese: QuikChange®Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Vor der Transformation miissen die Bakterienzellen fiir die Aufnahme von Fremd-DNA
vorbereitet, d.h. kompetent gemacht werden. Die Kompetenz wird bei E. coli durch die
Inkubation der Bakterien aus der frithen log-Phase in CaCl, bzw. RbCl erreicht.

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit einer
Ubernachtkultur des entsprechenden E. coli-Stammes (TOP10F’) angeimpft und bis zur
logarithmischen Wachstumsphase (ODgpp nm = 0,6-0,8) bei 37°C und 140 rpm kultiviert. Alle
folgenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgefiihrt. Die Kultur wurde 10 min bei
5000 x g abzentrifugiert, das Bakterienpellet wurde in 30 ml TFB I resuspendiert und fiir 10
min auf Eis inkubiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation. Das Pellet wurde danach in 5 ml
eiskaltem TFB II Puffer resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Zur Autbewahrung

wurden die kompetenten Bakterien aliquotiert und bei —80°C eingefroren.

TFB I Puffer: 30 mM Kac
50 mM MnCl,
100 mM RbCI
10 mM CaCl
15% Glycerin
pH 5,8 (mit 0,2 N Hac eingestellt)

TFB II Puffer: 10 mM Na-MOPS
75 mM CaCl,
10 mM RbCl
15% Glycerin
pH 7,0

Alle Puffer wurden sterilfiltriert.

2.2.1.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

50 pl chemisch kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit 2-4 pl

Ligationsansatz oder 1 ng zirkuldrem Plasmid gemischt. Nach 30 min Inkubation auf Eis
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erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 2 min. Nach Abkiihlen des Transformationsansatzes auf
Eis fiir 5 min wurden 400 ul LB-Medium ohne Antibiotika dazugegeben und 30—60 min bei
37°C inkubiert, um die Expression der Resistenzgene zu ermdglichen. Die
Bakteriensuspension wurde fiir 30 sec bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand bis auf 100
ul abgenommen, die sedimentierten Bakterien im verbleibenden Uberstand resuspendiert, auf
den entsprechenden Antibiotika-haltigen Agarplatten ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht
inkubiert.

2.2.1.3 Minipriparation von Plasmid-DNA durch Alkalische Lyse (nach Macherey und
Nagel)

Plasmid-DNA wurde im analytischen Mafstab aus transformierten E. coli-Zellen mittels
alkalischer Lyse aufgereinigt (Birnboim und Doly, 1979). Die Bakterien werden zunéchst mit
EDTA und SDS unter Zugabe von NaOH aufgeschlossen. Im stark basischen pH-Bereich
werden Proteine und hochmolekulare genomische DNA denaturiert, wiahrend Plasmide im
ringformigen oder ,supercoiled® Zustand verbleiben. Durch schnelle Zugabe von
Kaliumacetat entsteht ein schwer 16slicher Komplex aus genomischer DNA, der zusammen
mit den denaturierten Proteinen und Zelltriimmern bei der Zentrifugation sedimentiert. Aus
dem plasmidhaltigen Uberstand wurde die geldste Plasmid-DNA mit 2-Propanol ausgefillt
und durch Zentrifugation abgetrennt, verbleibende Salze wurden durch Waschen mit 70%
Ethanol entfernt.

1,5 ml einer E. coli Ubernachtkultur wurden 10 min bei 6000 x g zentrifugiert und das
Bakteriensediment in 0,4 ml S1-Puffer resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch die
Zugabe von 0,4 ml S2-Puffer (SDS und NaOH l6sen die Zellmembran auf und setzen den
Zellinhalt frei) und mehrmaligem Invertieren sowie 5 min Inkubation bei RT, die
Neutralisation durch Zugabe von 0,4 ml S3-Puffer, mehrmaligem Invertieren und 5 min
Inkubation auf Eis. Um die ausgefillten Proteine und Zelltriimmer abzutrennen, wurde 15 min
bei 4°C und 130000 x g zentrifugiert. Die in der wissrigen Phase enthaltene Plasmid-DNA
wurde durch Zugabe von 600 pl 2-Propanol ausgefillt und fiir 25 min bei 13000 x g
prazipitiert. Das DNA-Pellet wurde zweimal mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen,
anschlieend getrocknet und in 20 pl TE pH 8,0 aufgenommen.
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Resuspensionspuffer S1: 50 mM Tris-HCI

10 mM EDTA
100 ug/ml RNase A, pH 8,0

Lysispuffer S2: 200 mM NaOH
1% SDS

Neutralisationspuffer S3: 2,8 M KAc, pH 5,1

TE (Tris-EDTA-Puffer): 10 mM Tris, pH 8,0
1 mM, pH 8,0

2.2.1.4 Midipraparation von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA mit einem hohen Reinheitsgrad zu erhalten, welche fiir die Transfektionen
in eukaryotische Zellen erforderlich ist, empfiehlt sich die Plasmidpriparation mit dem Kit
von Macherey und Nagel, die nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit anschlieBender
Anionenaustausch-Chromatographie funktioniert. Die Anzucht und Lyse der Bakterien sowie
die Priparation der DNA erfolgte nach Angaben des Herstellers (“Nucleo Bond®PC100”,
Macherey-Nagel).

Ist endotoxinfreie DNA notwendig (z.B. fiir transiente Transfektionen von Sdugerzellen, im
besonderen primdre hippocampale Neurone), wurde Plasmid-DNA mit Hilfe des

,.EndoFree®Plasmid Maxi Kit” (Qiagen) aufgereinigt.

2.2.1.5 Anlegen von Glycerolkulturen

Um Dauerkulturen anzulegen wurden 100 pl aus einer Bakterieniibernachtkultur bei 37°C bis
zu einer ODgo 0,5-1,0 angezogen. 600 pl dieser Bakteriensuspension wurden dann mit 600
ul 100%igem Glycerol im 1,5 ml Reaktionsgefdl auf Eis versetzt. Diese Kulturen konnten bei

—80°C iiber lidngere Zeit gelagert werden.
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2.2.1.6 Spektroskopische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte iiber die Messung der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260 nm (Absorption der Purin- und Pyrimdinbasen).
Bei doppelstringiger DNA entspricht eine Absorption von 1,0 einer Konzentration von 50
pg/ml, fiir einzelstraingige DNA und RNA 40 pg/ml. Der Verunreinigungsgrad der DNA-
Losung durch Proteine oder Phenole wird iiber das Verhéltnis der Absorption bei 260 nm und
280 nm (Absorption der aromatischen Aminosdurereste und Phenole) ermittelt. Der Quotient
OD260/OD2gg sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Durch Proteinverunreinigungen wird der
Quotient zu kleineren Werten verschoben, Werte iiber 2,0 weisen darauf hin, dass die Probe
zu viel RNA bzw. DNA als Verunreinigung enthilt. Uber den Extinktionskoeffizienten fiir
DNA bzw. fiir RNA in wissriger Losung ldsst sich mittels des Lambert-Beer Gesetzes die

Konzentration ermitteln.

[DNA] = A260 x 50 x F [ng/ul]
[RNA] = A260 x 40 x F [ng/ul]

2.2.1.7 DNA-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente werden gemdl ihrer GroBe in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Dazu
wurden entsprechend der erwarteten Lange der DNA-Fragmente Agarosegele mit
unterschiedlicher Konzentration in 1x TAE eingesetzt. Die DNA-Fragmente wurden mittels
des interkalierenden und fluoreszierenden Ethidiumbromids, das dem Gel direkt zugesetzt
wurde, unter UV-Licht nachgewiesen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten

Spannung von 120 V.

50x TAE-Pufferstammlésung: 242 g Tris-Base
57 ml konz. Essigsdure
100 ml 0,5 M EDTA
ad 1 | Aqua dest.

Gebrauchskonzentration ist Ix
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2.2.1.8 DNA-Fragment-Isolierung

Fiir die Isolierung spezifischer DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurde der ,,QIAEX II Gel
Extraction Kit* (Qiagen) benutzt. Die negativ geladene DNA bindet an Glaspulver und kann
anschliefend eluiert werden. Entsprechende Banden wurden aus dem quantitativen Gel auf

dem UV-Tisch herausgeschnitten und entsprechend des Herstellerprotokolls aufgereinigt.

2.2.1.9 DNA-Ligation

Mit Hilfe von Ligasen konnen DNA-Fragmente neu kombiniert werden, da sie die Bildung
von kovalenten Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Fragmenten katalysieren. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 (Fermentas) eingesetzt.
Die T4-Ligase benutzt als Cofaktor ATP, das bereits im Reaktionspuffer enthalten ist.

Die Ligationen wurden in einem Volumen von 20 pul angesetzt, Vektor und Insert lagen dabei
im molaren Verhéltnis von 1:3 vor. Es wurden 1/10 des Ligationspuffers (10x Stock) und 0,2
ul T4-Ligase eingesetzt. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 16°C oder fiir ca. 4 h bei RT.
Fiir eine Transformation in Bakterien wurde dieser Ansatz ohne weitere Behandlung

eingesetzt.

2.2.1.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mittels PCR konnen definierte DNA-Sequenzen mit einer hitzestabilen DNA-Polymerase
ampliziert werden. Die Amplifikation verlduft in drei Schritten: DNA-Hitze-Denaturierung,
Primer-Anlagerung (annealing) und DNA-Synthese (Extension). Als Primer werden chemisch
synthetisierte Oligonukleotide eingesetzt, die den zu amplifizierenden Strang flankieren und
zu jeweils einem der Stringe komplementidr sind (sense- und reverse Primer). Die
Verwendung von Primern, die am 5’-Ende zusétzlich zur Zielsequenz die Erkennungssequenz
von verschiedenen Restriktionsenzymen tragen, ermdglicht eine gerichtete Klonierung der
PCR-Produkte. Durch das exponentielle Ansteigen der DNA-Menge wihrend der Reaktion
erhélt man nach 20-30 Zyklen aus einer geringen Menge Ausgangsmaterial eine sehr grof3e

Menge der gewlinschten DNA-Sequenzen (Mullis & Faloona, 1987).
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Fiir analytische Zwecke wurde die Tag-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium
Thermus aquaticus eingesetzt. Ihr fehlt die 3°—5’-Exonukleasefunktion (,,proof-reading®), so
dass die amplifizierten Fragmente Mutationen in Form von Nukleotidaustauschen aufweisen
konnen. Aus diesem Grund wurden PCR-Fragmente, die kloniert werden sollten,
ausschlieBlich mit einer ,,proof-reading* DNA-Polymerase, wie der Thermus thermophilus
rTth DNA Polymerase, amplifiziert. Uber PCR generierte Konstrukte wurden nach der

Klonierung sequenziert, um Nukleotidaustausche auszuschlie3en.

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (fiir Klonierungen):

3,3 x XL-Puffer: 6 ul
Mg(OAc),: 2,2 ul
dNTPs (je 10 mM): 1wl
Oligonukleotid 1(100 uM Stocklosung; 1 uM f.c.): 0,5 ul
Oligonukleotid 2 (100 uM Stocklosung; 1 uM f.c.): 0,5 ul
H,O ad 20 pl
Hotstart: 5 min 85°C dann 30 sec 20°C

3,3 x XL Puffer: 9 ul
rTth-Polymerase: 2,5 ul
Plasmid-DNA (ca. 400 ng): 0,5 ul
H,O: ad 50 pul

2.2.1.11 Gerichtete Mutagenese

Der QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene macht es mdglich,
Nukleotide innerhalb einer Sequenz gezielt auszutauschen. Zur Durchfiihrung wird ein Vektor
mit der zu mutierenden Zielsequenz bendtigt, sowie zwei Oligonukleotid-Primer, welche die
einzubringende Mutation tragen. Die Primer binden an die komplementéren Seiten des
Vektors und werden von der PfuTurbo DNA Polymerase wihrend einer PCR verldngert. Ist
diese abgeschlossen, folgt ein Dpnl-Verdau. Die Dpnl-Endonuklease spaltet spezifisch
methylierte und hemimethylierte DNA und kann so zwischen methylierter Ausgangs-DNA
und neu synthetisiertem PCR-Produkt unterscheiden. An den Verdau schloss sich eine
Transformation in XL10- Gold ultrakompetente Zellen an, aus denen der mutierte Vektor im

Anschluss aufgereinigt werden konnte.
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Mutagenese-Ansatz:

10x Puffer: 2,5 ul
Plasmid-DNA (0,2 pg/ul; ca. 100 ng f.c.): 0,5 pl
QuikSolution: 0,5 ul

Oligonukleotid 1(0,1 pg/ul; 100 ng f.c.): 1 ul
Oligonukleotid 2 (0,1 ug/ul; 100 ng f.c.): 1 ul

dNTPs (je 10 mM): Il
EnzymeBlend: 1 ul
H,0: ad 25 ul

Nach Abschluf3 der Zyklen und Zugabe von 1 pl Dpnl folgte eine 1-stiindige Inkubationszeit
bei 37°C, um die parentale ds-DNA zu verdauen. Dann konnten die Ansitze direkt in

kompetente Zellen transformiert werden.

2.2.1.12 Nichtradioaktive DNA-Sequenzierung

Die von Sanger entwickelte Methode zur enzymatischen Sequenzierung doppelstrangiger
DNA lduft dhnlich einer PCR ab (Sanger et al., 1977). Es wird dabei jedoch nur ein Primer
verwendet. Zusiétzlich zu den in einem gewodhnlichen PCR-Ansatz vorhandenen
Desoxynukleotiden (dNTPs) werden bei der Sequenzierung in geringer Menge
Didesoxynukleotide eingesetzt, welchen die 3’-OH-Gruppe fehlt. Durch den zufilligen
Einbau der Didesoxynukleotide iiber die PCR kommt es zum Kettenabbruch der DNA-
Synthese.

Die vier verwendeten Didesoxynukleotide sind mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert, so
dass alle Fragmente, deren Synthese durch den Kettenabbruch gestoppt wird, an ihrem Ende
in Abhingigkeit des jeweiligen Nukleotids einen dieser Farbstoffe tragen. Bei Anregung mit
einem Laserstrahl weisen sie entsprechend unterschiedliche Emissionspektren auf und kdnnen
detektiert werden. Die Auswertung der Sequenzreaktion erfolgt automatisch iiber die
dazugehorige Software.

Die Durchfiihrung aller Sequenzierungen von Plasmid-DNA erfolgte durch den

Sequenzierservice SMB Services in Molecular Biology (Berlin).
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2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Expression und Reinigung

Der fiir die Expression rekombinanter Proteine verantwortliche tac-Promotor des Vektors
pGEX-6P-1 ist durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,3 mM) induzierbar. Nach
Induktion der Transkription wurde eine Expressionskinetik erstellt. Die dafiir entnommenen
Proben wurden entsprechend ihrer optischen Dichte bei 600 nm (ODgg) nach Zentrifugation
mit SDS-Probenpuffer versetzt und mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt.
GST-hCALEBD-cyt ist ein Fusionsprotein, bestehend aus GST und dem zytoplasmatischen
Teil der langeren Isoform von humanem CALEB (hCALEBb). GST-hCALEBb-cyt sowie
GST wurden mittels des prokaryotischen Expressionsvektors pGEX-6P-1 im E. coli-Stamm
BL21 AI (Invitrogen) exprimiert. 1,2 1 E. coli-Kulturen wurden in LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikazusatz (Ampicillin, 150 pg/ml) bis zu einer ODgpp von 0,5 bei
37°C inkubiert. Nach Induktion der Expression mit 0,3 mM IPTG wurden die Bakterien nach
zwei- bis dreistlindiger Inkubation sedimentiert (3500 x g, 10 min), das Pellet in eiskaltem
STE-Puffer pH 8,0 gewaschen und anschlieBend in eiskaltem STE-Puffer mit 1mg/ml
Lysozym, Pepstatin, Aprotinin, Leupeptin und PMSF resuspendiert. Nach 30 miniitiger
Inkubation auf Eis und Zugabe von DTT zu einer finalen Konzentration von 5 mM erfolgte
das Einfrieren bei —80°C. Nach Auftauen der Zellsuspension und Zugabe von N-
Lauroylsarcosin (10% in STE-Puffer) zu einer finalen Konzentration von 1,5%,
fiinfzehnminiitiger Inkubation auf Eis, Zugabe von Triton X-100 (10% in STE-Puffer) zu
einer finalen Konzentration von 4% und erneuter zwanzigminiitiger Inkubation auf Eis wurde
die Suspension mit einem Volumen STE-Puffer pH 6,8, welcher mit einem Proteaseinhibitor-
Cocktail versetzt war, verdinnt. Die Bakterien wurden nach Mischen und wiederholter
zwanzigminiitiger Inkubation durch Ultraschall (3 x 30 s mit 30 s Pause) aufgeschlossen.
Zellfragmente wurden bei 4°C fiir 20 min bei 15000 x g abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde mit in PBS dquilibrierter Glutathion-Sepharose 4 Fast Flow
(Glutathion-S-Transferase) bei 4°C fiir 2 h mit end-over-end Rotation inkubiert. Alle
nachfolgenden Schritte wurden im ,Batch“-Verfahren nach dem Herstellerprotokoll
(Amersham Biosciences) durchgefiihrt. Mit eiskaltem Elutionspuffer eluiertes Protein wurde

auf seine Reinheit durch SDS-PAGE {iberpriift.



Material und Methoden 38

Elutionspuffer: 50 mM Tris/Cl pH 8,0
10 mM GSH
5SmM DTT

STE-Puffer: 10 mM Tris/CIl pH 8,0
150 mM NaCl
1 mM EDTA

Proteaseinhibitoren: Aprotinin = 100 mg in 60 ml H,O
Pepstatin = 100 mg in 30 ml MeOH
Leupeptin = 100 mg in 40 ml H,O
PMSF = 870 mg in 25 MeOH

PBS: 1,37 mM NaCl
2,7 mM KClI
1,4 mM N,HPO,
4,3 mM KH>PO,
pH 7.4

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

2.2.2.2.1 BCA-Methode

Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des ,Micro BCA™ Protein Assay Kits* der
Firma Pierce bestimmt. Im Kit enthalten sind folgende Ldsungen: Losung MA
(Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat und Natriumtartrate), Losung MB (4% BCA) sowie
MC (4% CuSO4x5H,0). Als Detektionsreagenz fiir Cu’ wird Bichinon-4-Carbonsiure
verwendet, welche entsteht, wenn Proteine im alkalischen Milieu Cu’" zu Cu” reduzieren. Die
BCA reagiert mit Cu’, indem zwei BCA-Molekiile einen purpur-gefirbten Chelatkomplex mit
dem Cu'-lon eingehen. Die Proben werden in 2 ml Reaktionsgefifien mit je 1 ml der
Reaktionslosung  versetzt, die sich aus 25:24:1 Teilen der Losungen MA:MB:MC
zusammensetzt. Alternativ wurden die Proben mit je 200 pl der Reaktionslosung in einer 96-
well-Mikrotiterplatte versetzt. Nach 60 min Inkubation bei 60°C bzw. 30 min bei 37°C
(Mikrotiterplatte) wird die Extinktion bei 562 nm im Spektralphotometer oder am ELISA-
Reader vermessen. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer Eichgeraden mit 0,5-200

ng/ml BSA bestimmt.
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2.2.2.2.2 Bradford-Methode

Die Methode nach Bradford (1976) basiert auf der Reaktion der Proteine mit Coomassie-Blau,
die iiber einen grofen Konzentrationsbereich linear zur eingesetzten Proteinmenge ist. Dabei
entstehende Farbstoffkomplexe weisen ein Absorptionsmaximum bei 595 nm auf, da sich das
Absorptionsmaximum von Coomassie-Brilliant-Blue G250 von 465 nm nach 595 nm
verschiebt, wenn es in saurer Losung an Proteine, hauptsichlich iiber Arginin-Reste, bindet.
20 pl Proteinldsung wurden in einer 96-well-Mikrotiterplatte mit 100 pl Bradford-Reagenz
(Sigma) versetzt und nach 15 min Inkubation bei 595 nm photometrisch mittels eines
»ELISA-Readers® vermessen. Die Proteinkonzentration wurde in Abhéngigkeit einer

Eichgeraden im Bereich von 0,5-10 pg/10 pl bestimmt.

BioRad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (BioRad): 1:5

2.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese konnen Proteine unter denaturierenden und
reduzierenden Bedingungen proportional zu ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und
analysiert werden. Eingesetzt wurde hier das Glycin-SDS-Polyacrylamid-Gelsystem nach
Laemmli (1970). Die Proben wurden mit 2,5x SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C,
GST-hCALb-cyt aber nur bei 50°C denaturiert. Das im Probenpuffer enthaltene anionische
Detergenz SDS (Sodiumdodecylsulfat) denaturiert die Proteine. Die negativ geladenen SDS-
Proteinkomplexe verschiedener Proteine unterscheiden sich damit nur noch in ihrer Grof3e, so
dass diese proportional zu ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden kdnnen. Entsprechend
der Molekulargewichte der zu analysierenden Proteine wurden Gele unterschiedlicher
Polyacrylamid-Konzentration (8—12%) verwendet. Die Auftrennung erfolgte im Trenngel bei
konstanten 120 V. Im Anschluss hieran wurden die Gele entweder mit Coomassie gefarbt und
zur Verdeutlichung der Proteinbanden mit Wasser wieder entfdrbt oder fiir einen Immunblot
weiterverwendet. Als GroBenstandard diente der All Blue Precision Plus Protein™ Standard

von BioRad.



Material und Methoden

40

5x SDS-Probenpuffer (Laemmli-Probenpuffer)

Trenngelpuffer:

Sammelgelpuffer:

Elektrophoresepuffer:

Coomassie-Fdrbung:

2.2.2.3.1 Herstellung der Gele

0,5 M DTT

10% SDS

0,4 M Tris/CIl pH 6,8

50% Glycerol

Spatelspitze Bromphenolblau

1,5 M Tris, pH 8,8

0,5 M Tris, pH 6,8

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS

Bio-Safe™ Coomassie, Coomassie G250
Stain (BioRad)

Die mit Ethanol gesduberten Glasplatten wurden zusammengebaut, das Trenngel wurde in

den durch ,,spacer” geschaffenen Spalt gegossen und mit 2-Propanol iiberschichtet. Nach

Auspolymerisieren des Acrylamids wurde das 2-Propanol dekantiert, das Sammelgel

gegossen und der Kamm eingesetzt. Die Prozentigkeit der Trenngele richtete sich nach dem

Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine und lag im Bereich von 8 —12%. Verwendet

wurde das System von BioRad. Die Menge war fiir vier 0,75 cm bzw. zwei 1,5 cm dicke

Spacerplatten berechnet.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Trenngels

Substanz 8% 10% 12%
H,0 9,38 ml 8 ml 6,7 ml
Trenngelpuffer S5ml S5ml Sml
Acrylamid (30%) 5,32 ml 6,66 ml 8 ml
SDS (10%) 200 pl 200 pl 200 pl
APS (10%) 100 pl 100 pl 100 pl
Temed 14 ul 14 pul 14 ul
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Tabelle 7: Zusammensetzung des Sammelgels

Substanz

H,0 6,1 ml
Sammelgelpuffer 2,5 ml
Acrylamid (30%) 1,3 ml
SDS (10%) 100 pl
APS (10%) 100 pl
Temed 10 ul

2.2.2.4 Immunblot (Western Blot)

Im Immunblot werden die SDS-denaturierten Proteine nach der Auftrennung in Gel spezifisch
nachgewiesen. Die aufgetrennten Proteine werden durch Anlegen einer Spannung
elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schuell) transferiert und mit
spezifischen Antikorpern nachgewiesen. Freie Bindungsstellen der Nitrocellulosemembran
wurden fiir 1 h bei RT oder N bei 4°C mit 2% (w/v) BSA (bovine serume albumine) + 0,02
(0,05) % Thimerosal in TBST abgeséttigt. Nach Waschen mit TBST wurde die Membran mit
dem ersten Antikorper in 2% (w/v) + 0,02 % Thimerosal in TBST fiir 2 h bei RT inkubiert.
Ungebundene Antikorper wurden durch mehrmaliges Waschen mit TBST entfernt, bevor der
gegen den ersten Antikorper gerichtete Sekundarantikdrper (Meerrettichperoxidase-gekoppelt
(HRP) bzw. alkalische Phosphatase-konjugiert (AP)) in Blocklosung fiir 1 h 30 min
zugegeben wurde. Nach anschlieBendem Waschen erfolgte die Blotentwicklung. Der
Nachweis von HRP-konjugierten Sekundérantikdrpern (horse raddish peroxidase) erfolgte
nach dem ,enhanced chemoluminescence”(ECL) -System der Firma Cell Signaling
Technology. Dieses System beruht auf einer Chemilumineszenzreaktion, bei der mit Hilfe der
Peroxidase unter Lichtemission Luminol oxidiert wird. Das Licht wurde mittels Rontgenfilm
(Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) nachgewiesen. Die Durchfiihrung erfolgte nach
Herstellerangaben.

Der Nachweis von AP-konjugierten Sekundérantikdrpern erfolgte durch Inkubation der
Membranen mit einer BCIP/NBT Entwicklungslésung. Die sich hierbei entwickelnde
Farbreaktion wurde durch Aqua dest. gestoppt. Fiir die Quantifizierung des RNAi-
,knockdowns* wurden die Proteinbanden auf dem Rontgenfilm gescannt und mit der Alpha
Ease FC Software (Alpha Imager; Alpha Innotech Corporation; Version 1.0; San Leandro,
CA 94577, USA) ausgewertet.
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TBS: 50 mM Tris/Cl pH 7,4
150 mM NaCl
TBST: TBS

0,05% Tween 20

TBST/BSA: TBST
2% BSA
0,02 % Thimerosal

BCIP/NBT Entwicklungslosung: 20 ul BCIP (Stock)
40 ul NBT (Stock)
10 ml AP-Puffer

BCIP Losung (Stock): (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl.phosphate)
50 mg/ml in 100% DMF

NBT Losung (Stock): (Nitroblue Tetrazoliumchloride)
50 mg/ml in 70% DMF

AP-Puffer: 100 mM TrisCl pH 9,5
100 mM NaCl
SmM MgCl,

2.2.2.5 Blot-Overlay-Assay (Peptidkompetitionsassay)

Uber Glutathion-Sepharose-Affinitits-Matrix gereinigtes rekombinantes GST-hCALEBb-cyt
sowie GST-Protein als Kontrolle wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieend auf
Nitrocellulosemembran transferiert. Parallel dazu wurde ein Proteingel mit kolloidalem
Coomassie-Blau gefarbt. HEK293-Zellen wurden in drei 6-well Platten ausgesdt und das
entsprechende c-myc Epitop-markierte Plasmid (B56f) mit FuGENE-Transfektionsreagenz in
die Zellen eingebracht. Nach zweitdgiger Inkubation im Brutschrank wurde das Zelllysat
hergestellt. Dafiir wurden die Zellen mit 4 ml 1x PBS pro well gewaschen und anschlieend
mit 333 pul Aufschlusspuffer pro well mit Hilfe eines Zellschabers geldst. Die Zellen wurden
mit Hilfe einer 23 G-Kaniile aufgeschlossen und Zelltriimmer bei 14000 rpm fiir 30 min bei
4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend fiir den Blot-Overlay
Peptidkompetitionsassay benutzt, indem die Nitrocellulose mit 2 uM rCAL1 Peptid bzw.
rMas1 Peptid iiN bei 4°C drehend inkubiert wurde. An GST-hCALEBDb-cyt gebundenes myc-
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B56 wurde mit einem Antikdrper, der gegen das myc-Epitop gerichtet ist (Mab 9E10 anti

myc, Roche, Miinchen), und einem AP-gekoppelten Sekundirantikérper nachgewiesen.

Aufschlusspuffer: siehe Herstellung von Zelllysaten

2.2.2.6 Herstellung von Zelllysaten

Die Zellen wurden mit 4 ml 1x PBS pro well gewaschen und anschlieend in 200 pl
Aufschlusspuffer pro well aufgenommen. Die Zellsuspensionen eines Doppelsansatzes
wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl3 vereinigt. Der Zellaufschluss erfolgte mit Hilfe einer
23 G-Kaniile (Syringe 5 ml; Braun) durch siebenmaliges Auf- und Abziehen auf Eis und unter
Vermeidung von Schaumbildung. Die Zelltrimmer wurden bei 14000 rpm fiir 30 min bei 4°C

abzentrifugiert, das Zelllysat in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt.

Aufschlusspuffer (20 ml):  Ix TBS (2 ml einer 10x-Losung)
1,2% Triton X-100 (2,4 ml einer 10%igen Losung)
Proteaseinhibitoren (PMSF, Aprotinin, Leupeptin Pepstatin)
1:500 (40 ul)
ad 20 ml H,O

2.2.2.7 Membranpriparation

Fiir die Membranpraparation wurde die Methode nach Hoffman et al., 1982 verwendet, bei
der die Membranen iiber eine diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation angereichert
werden. Dazu wurden die Gehirne von fiinf P16 Ratten in 50 ml Aufschlusspuffer II
suspendiert, mittels eines Potterhomogenisators homogenisiert und anschlieBend bei 4°C fiir
15 min bei 17000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Riickstand in
ca. 45 ml Endvolumen 2,25 M Saccharoseldosung resuspendiert. Im Zentrifugenréhrchen
wurden insgesamt 45 ml Homogenisat mit ca. 22,5 ml 0,8 M Saccharoseldsung vorsichtig
iberschichtet und im Anschluss 1,5 h bei 100000 x g (28141 rpm; SW 40 Ti; Beckmann
Coulter Optima L-90K Ultracentrifuge) abzentrifugiert. Da sich die Membranen in der
Interphase befanden, wurden die untere sowie die obere Phase verworfen und die
Membranfraktionen zweimal mit der vierfachen Menge 1x PBS homogenisiert bzw.

gewaschen und bei 17000 rpm fiir 15 min bei 4°C sedimentiert. AnschlieBend wurde die
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Membranfraktion in insgesamt 15 ml Aufschlusspuffer aufgenommen, erneut im
Potterhomogenisator homogenisiert und 1 h bei 14000 rpm bei 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefdB iiberfilhrt und fiir die nachfolgende

Immunprézipitation verwendet.

Aufschlusspuffer I1: 1 mM NaHCOj3
0,2 mM CaCl,
0,2 mM MgCl,
1 mM Spermidin (Putrescin; 1,4-Diaminobutane;
Tetramethylendiamine Dihydrochloride)
Proteaseinhibitoren

Aufschlusspuffer (50 ml):  Ix TBS (5 ml einer 10x Losung)
1,2 % TXI100 (6 ml einer 10%igen Losung)
Proteaseschutz (Leupeptin, Aprotinin, Pepstatin A, PMSF; je
100 ul auf 50 ml Puffer)
10 mM NaF
10 mM Na-pyrophosphat
1 mM Na-orthovanadat
SmM EDTA (500 ul einer 0,5 M Losung)
ad. 50 ml H,O

PBS: 140 mM NaCl
2,6 mM KCI
1,4 mM KH2PO,
8,1 mM Na,HPO,

Proteaseinhibitoren: Aprotinin 40 U/ml
Leupeptin 10 uM
Pepstatin A 10 uM
PMSF 100 mM

Geréte und Pufferlésungen alle auf 0-4 °C vorkiihlen und sémtliche Operationen bei 4°C oder

auf Eis durchfihren.

2.2.2.8 Immunprizipitation

Mit Hilfe der Immunprézipitation (IP) konnen Antigene, fiir die spezifische Antikorper

vorliegen, aus einem komplexen Proteingemisch prézipitiert werden. Das prizipitierte

Zielprotein und seine etwaigen Interaktionspartner werden dann im Western-Blot
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nachgewiesen. Fiir die IP wurde entweder Homogenat aus Rattenhirn oder Zelllysat von
kotransfizierten HEK293-Zellen, welche die Interaktionspartner iiberexprimierten, verwendet.
Fiir die Prazipitation der entsprechenden Proteine aus Gehirn wurde der Antikorper an Protein
A-Kiigelchen gekoppelt. Protein A stammt aus der bakteriellen Zellwand des Staphylococcus
aureus und bindet mit hoher Affinitit an die Fc-Region vieler Immunglobuline von Saugern.
Bindet der Fc-Teil des Antikorpers an Protein A, so bleibt der Fab-Teil des Antikorpers fiir
die Bindung des Antigens zugénglich.

Fiir die Koimmunprizipitation wurden 1,5 ml Gehirnlysat von P16 Ratten nach erfolgter
Membranpréiparation zur Prdadsorption, um unspezifische Bindungen des Lysats an Protein
zu vermeiden, mit 40 ul EZview Red Protein A Affinity Gel (Sigma) im Eppendorf Gefal3
(Eppendorf, AG) fiir 45 min drehend bei 4°C inkubiert und anschlieBend fiir 30 s bei 4000
rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf GefiB iiberfiihrt,
mit 5 ug entsprechendem Antikorper oder Ig-Kontrolle versetzt und N bei 4°C drehend
inkubiert. Die iiN-Ansédtze wurden nach Zugabe von 40 ul EZview Red Protein A Affinity
Gel fiir weitere 2 h end-over-end bei 4°C inkubiert und fiir 30 s bei 4000 rpm abzentrifugiert.
Nach flinfmaligem Waschen mit jeweils 1 ml Aufschlusspuffer und einmaligen Waschen mit
1x PBS wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in 25 pl 2,5x SDS-Probenpuffer
aufgenommen. Die Analyse erfolgte iiber SDS-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot.

Um die Interaktion von Epitop-markierten iiberexprimierten Proteinen in Zellen
nachzuweisen, wurden HEK293-Zellen in einer 6-well Platte ausgesit und die entsprechenden
Plasmide mit FuGENE-Transfektionsreagenz in die Zellen eingebracht. Nach 48 h Inkubation
im Brutschrank wurden Zelllysate flir die IP hergestellt. Dafiir wurden die Zellen mit 4ml
PBS pro well gewaschen und anschlieBend mit 200 pl Aufschlusspuffer pro well mittels eines
Zellschabers gelost. Die Zellsuspensionen von jeweils zwei wells pro verwendetem Konstrukt
wurden dann in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl vereinigt. Der Zellaufschluss erfolgte mit Hilfe
einer 23 G-Kaniile (Syringe 5 ml; Braun) durch siebenmaliges Auf- und Abziehen auf Eis und
unter Vermeidung von Schaumbildung. Die Zelltrimmer wurden bei 14000 rpm fiir 30 min
bei 4°C abzentrifugiert, das Zelllysat in ein neues Eppendorf-Gefdll iiberfiihrt. Die
Prizipitation der Proteinkomplexe erfolgte mit Hilfe von Antikorpern, die gegen das
spezifische Epitop, in diesem Fall HA-Epitop bzw. FLAG-Epitop gerichtet sind und in diesem
Falle bereits mit Agarose konjugiert waren. Von dieser Agarose wurden pro IP 25 ul ,,slurry*
eingesetzt, die vorher viermalig mit jeweils 1 ml Aufschlusspuffer gewaschen wurde (2000 x

g , 2 min). Die Kopplung des Proteins mit dem Agarose-konjugierten Antikorper erfolgte fiir
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4 h bei 4°C drehend. Nach der Inkubation des Lysats mit der Antikorper-gekoppelten Agarose
wurde diese bei 2000 x g fiir 3 min bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet nach sechsmaligem
Waschen im Aufschlusspuffer in 70 pl 2,5x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Analyse
erfolgte iiber SDS-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot.

Aufschlusspuffer fiir Homogenat aus Rattenhirn (50 ml):  Ix TBS (5 ml einer 10x Lésung)
1,2 % TXI100 (6 ml einer 10%igen
Losung)

Proteaseschutz (Leupeptin,
Aprotinin, Pepstatin A, PMSF je
100 ul auf 50 ml Puffer)

10 mM NaF

10 mM Na-pyrophosphat

1 mM Na-orthovanadat

SmM EDTA (500 ul einer 0,5 M
Losung)

Aufschlusspuffer fiir Zelllyse (50 ml): Ix TBS5 ml (10x)
1,2% TX-100 6 ml (10% Stock)
PMSF 100 ul
Aprotinin 100 ul
Leupeptin 100 ul
Pepstatin 4 100 ul
2mM EDTA 200 ul (0,5 M Stock)

2.2.2.9 Kopplung von Peptiden an NHS-aktivierte Sepharose

Um die Peptide rCAL1 und rMasl1 fiir die Immunprézipitationen einsetzen zu konnen, miissen
sie vorher gelost und an (NHS)-aktivierte Sepharose gekoppelt werden. Pro mg zu
koppelndem Peptid werden 2 ml NHS-aktivierte Sepharose einmal mit 1 mM HCI
eingewaschen. 1 mg der zu koppelnden Peptide, in diesem Fall rCAL1 sowie rMasl als
Kontrolle, werden in Aq. dest bzw. in Kopplungspuffer (rMasl 16st sich nur im basischen
Bereich) gelost, die Peptide fiir die Kopplung jeweils zu der -eingewaschenen
Sepharoseldsung gegeben, mit Kopplungspuffer zu einem Gesamtvolumen von 12 ml in
einem 15 ml Falcon Rohrchen aufgefiillt und bei 4°C N drehend inkubiert. Die
Kopplungsreaktion wurde durch Zugabe von 5 ml 0,2 M Glycinlésung abgestoppt. Die
Peptid-gekoppelte Sepharose wurde jeweils zweimalig mit TBS, TBS + 2 M NaCl und wieder

TBS eingewaschen und anschlieBend fiir die Prizipitation eingesetzt.
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HCI: 1 mM

Kopplungspuffer: 0,2 M NaHCO; pH 8,3
0,5 M NaCl

Glycin: 0,2 M, pH 8,0

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Medium, Kulturgefifie und Kulturbedingungen

Fiir die Kultivierung tierischer Sdugerzellen wurde als Kulturmedium ,,Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) von Cambrex (Belgien) verwendet, welches mit 5-10% FCS
(Fotales Kélberserum) sowie Penicillin und Streptomycin in einer Endkonzentration von 1%
versetzt wurde. Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit in
Kulturgefiaen der Firma Falcon BD Biosciences Discovery Labware (Bedford, USA) und
Nunc (Wiesbaden) kultiviert. Primirzellen wurden in Hanks Balanced Salts (HBSS)
prépariert, in Minimal Essential Medium (MEM) supplementiert, mit 10% Pferdeserum und
0,6% Glucose sowie 1% Penicillin/Streptomycin ausplattiert und in Neurobasal A Medium
kultiviert, welches mit Ix B27 Supplement, 0,5 mM Glutamin sowie 1%
Penicillin/Streptomycin versetzt wurde. Alle Medien, Losungen und Zusédtze wurden von
Gibco bezogen und waren steril.

Fiir Immunfluoreszenzstudien wurden die Zellen auf mit 0,1 mg/ml poly-L-Lysin (Sigma-

Aldrich) beschichteten Deckglidschen ausgesit.

2.2.3.2 Passagieren von Zellen

Je nach Zelldichte mussten die Zellen nach ca. 2—3 Tagen passagiert bzw. fiir Transfektionen
in einer definierten Zellzahl neu ausgesdt werden. Nach Waschen der Zellen mit 1x PBS
wurden diese mit einer Trypsin/EDTA-Losung bei 37°C inkubiert, bis sich die Zellen gelost
hatten. AnschlieBend wurde das Enzym durch Zugabe des doppelten Volumens von FCS-
haltigem DMEM inhibiert. Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer Zdahlkammer bestimmt

und die Zellen in der entsprechenden Zellkonzentration neu ausgesit.
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2.2.3.3 Primiére Zellkultur

Fir die Préparation primdrer hippocampaler Neurone wurden Rattenembryonen im
Embryonalstadium 18-20 (E18-E20) benutzt. Dazu wurde beim Muttertier der Bauchraum
eroffnet und die Uteri entnommen. Die Kopfe der Embryonen wurden dekapitiert und die
Gehirne vorsichtig isoliert. AnschlieBend wurden die Meningen sorgfiltig abprapariert, die
Hippocampi herausgeschnitten, préapariert und in HBSS gesammelt. Nach zweimaligem
Waschen des Gewebepellets mit HBSS wurden zum im Gesamtvolumen von 5 ml HBSS
resuspendierten Gewebe 100-500 pl einer Trypsinstammlosung (2,5%; Gibco) hinzugegeben
und vorsichtig gemischt. Nach einer 15-20 min Inkubation bei 37°C wurde die Verdauldsung
abgenommen und der Verdau durch die Zugabe von ca. 3 ml Plating-Medium abgestoppt. Fiir
die hiernach erfolgende Trituration wurden ca. 2 ul DNAsel einer 5-10 mg/ml Stammldsung
in 1x PBS hinzugegeben, die Zellen wurden dann mittels einer feuerpolierten Pasteurpipette
vorsichtig vereinzelt. Nach dem Absetzen nicht verdauter Gewebeteile wurde der
Zelliiberstand in ein neues Falcon iiberfiihrt, resuspendiert und die Zellzahl in einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt. Die Zellen wurden in einer Dichte zwischen 70.000—150.000 Zellen
pro well einer 12 well-Platte auf mit poly-L-Lysin beschichteten Deckgldschen ausgesit.
Nach ca. 3 h Inkubation im Brutschrank werden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen

und dann in 1 ml Wachstumsmedium pro well iiberfiihrt.

HBSS

Plating Medium: (90 ml MEM (mit Earle’s Salzen) + 0,6% Glucose + 10 %
Pferdeserum)
3 ml einer 20%igen Glucoselésung
10 ml Pferdeserum (Gibco)
1 ml Penicillin/Streptomycin (100x Stock; Gibco)

ad 100 ml MEM (Gibco)

sterilfiltrieren

Wachstumsmedium: (Neurobasal A +B27 + 0,5 mM Glutamin)
1 ml B27 (50x Stock) (Gibco)
125 ul Glutamin (200 mM Stock; Gibco)
0,5 ml Penicillin/Streptomycin (100x Stock)
ad 50 ml Neurobasal A (Gibco)

Trypsin: 2,5% (Gibco)
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Poly-L-Lysin: 100 ug/ml pLL in 100 mM Boratpuffer pH 8,5

PBS: 1,37 mM NaCl
2,7 mM KClI
1,4 mM N>,HPO,
4,3 mMKH2P04
pH 7.4

2.2.3.4 Transiente Transfektion von Zellen

2.2.3.4.1 Transfektion mit FuGENE®Transfekti0nsreagenz

FuGENES® ist ein auf Lipiden basierendes nicht-liposomales Transfektionsreagenz, welches
mit der DNA komplexiert und diese in die Zellen einschleust. Vorteile dieser
Transfektionsmethode sind hohe Transfektionseffizienzen und nahezu keine Zytotoxizitét.

Transiente Transfektionen fiir Koimmunprizipitationen, bei denen eine gleichmiflige und
hohe Transfektionseffizienz erforderlich war, wurden mit diesem Agens durchgefiihrt. Das
vom Hersteller (Roche) vorgeschlagene Verhiltnis FUGENE6-Reagenz zu pg DNA von 3:1
wurde eingehalten. HEK293-Zellen wurden in einer 6-well Platte ausgesdt und nach
eintdgiger Inkubation im Brutschrank transfiziert. Dazu wurden jeweils 200 pul OptiMEM
(Gibco) pro 1,5 ml Reaktionsgefa3 vorgelegt und 6 nl FuGENEG6 dazugegeben. AnschlieSend
wurden 2 pg Plasmid-DNA hinzugegeben, sorgfiltig gemischt und 20 bis 30 min bei RT
inkubiert. Der FuGENE-DNA-Komplex wurde tropfenweise auf den Zellen verteilt, die sich
in 2 ml Medium (DMEM + 5% FCS + 1% Penicillin/Streptomycin) befanden. Die Zellen

wurden dann bis zum weiteren Experiment bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.

2.2.3.4.2 Transfektion mit Effectene Transfektionsreagenz

Effectene ist ein nicht-liposomales Transfektionsreagenz, dessen Vorteile in der hohen
Transfektionseffizienz fiir Zelllinien und Primérzellen sowie in der geringen Zytotoxizitét
liegen. Die DNA wird zundchst mit Hilfe eines Enhancers kondensiert, nach Zugabe von
Effectene formt sich ein kationischer Effectene-DNA-Komplex, der von den Zellen
aufgenommen wird. Die hippocampalen Primédrzellen wurden nach der Préparation mit

150.000 Zellen pro well einer 12-well Platte ausgesit und entsprechend der Experimente nach



Material und Methoden 50

8, 10 bzw. 12 Tagen in vitro (DIV8 bzw. 10, 12) transfiziert. Fiir einen Doppelansatz wurden
in einem 1,5 ml Reaktionsgefdll je 150 pl EC-Puffer vorgelegt, 1 pg pro Plasmid-DNA
hinzugegeben sowie 10 pul Enhancer. Nach sorgféiltigem Mischen erfolgte eine Inkubation fiir
5 min bei RT. AnschlieBend wurden 8 bis 16 ul Effectene dazugegeben und nach erneutem
Mischen fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 400 pl Wachstumsmedium wurde der
Reaktionsansatz gleichmiflig auf den Zellen verteilt, die sich in 1 ml frischem
Wachstumsmedium befanden. Nach 1-2 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und anschlieBend bis zum Experiment in
Wachstumsmedium inkubiert. Fiir die Transfektion von siRNA in primére Neurone auf 6-well
Platten wurden 40 pl Enhancer und 35 pl Effectene eingesetzt und fiir 1 h 50 min mit dem

Transfektionsansatz inkubiert.

2.2.3.5 Inhibitoren

Die fiir die Experimente notwendigen Inhibitoren wurden 3 h nach Transfektion zu den
primdren Neuronen ins Wachstumsmedium gegeben. In Kontrollkulturen wurde das
dquivalente Volumen an Losungsmittel fiir die Inhibitoren hinzugefiigt. Die im Rahmen

dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren sind in Tabelle 8 angegeben.

Tabelle 8: Zusammenfassung aller verwendeten Inhibitoren

Substanz Inhibition Finale Losungsmittel Hersteller

Konzentration
Tetrodotoxin (TTX) Na'-Kanile 1 uM 0,1 M Acetatpuffer, |Sigma

pH 7,4

D(-)-2-Amino-5- NMDA 50 uM DMSO Sigma
phosphopentanoic acid | Rezeptor
(D-APV)
Nifedipin Ca’-Kandle |10 uM DMSO Sigma
Uo0126 MEK land2 |10uM DMSO Sigma/Calbiochem
LY294002 PI3 Kinase 20 uM DMSO Sigma
Akt-Inhibitor [ Akt/PKB 10 uM DMSO Calbiochem
Akt-Inhibitor III Akt/PKB 25 uM DMSO Calbiochem
Rapamycin mTOR 10 nM; 100 nM DMSO Calbiochem
Hypericin PKC 10 uyM 0,1 M NaOH Sigma
Bisindolylmaleimide PKC 1 pM; 10 pM DMSO Calbiochem
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2.2.3.6 Verwendete shRNAs und siRNAs

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten shRNAs und siRNAs sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: Verwendete shRNAs und siRNAs

Spezifitit Sequenz Oligonukleotide (nach Brummelkamp | Vektor
et al, 2002)
shRNA
CAL3sh | Ratte und Maus 5’-AAGCUGAGGAGGACCAACAA-A-3’ (fir pCGLH
CALEB/NGC Ratte) (Chenetal.,
5’-AAGCUGCGGAGGACCAATAA-A-3’ (fur 2005)
Maus)
CAL1sh | CALEB/NGC Sequenz aus | 5’-AACCCCAACCCCAGCCUUGAU-3’ (fiir pCGLH
Huhn, nicht konserviert Huhn)
zwischen Huhn und Ratte
bzw. Maus (Schumacher et
al., 2001); Kontrolle

Die Sequenz fiir die hairpin ist 5’-GATCTCGXTTCAAGAGAYTTTTTTGGAAC-3’ und 5°-
TCGAGTTCCAAAAAAXTCTCTTGAAYCGA-3’. X, RNAI oligos; Y complement sequence of RNAi

oligos.
siRNA
rCAL3 Ratte und Maus 5’-AAGCUGAGGAGGACCAACAA-A-3’ (fir -
CALEB/NGC Ratte)
5’-AAGCUGCGGAGGACCAATAA-A-3’ (fur
Maus)
CAL1 CALEB/NGC Sequenz aus | 5~ AACCCCAACCCCAGCCUUGAU-3’ (fir -
Huhn, nicht konserviert Huhn)
zwischen Huhn und Ratte
bzw. Maus (Schumacher et
al., 2001); Kontrolle

2.2.3.7 Fixierung und Permeabilisierung der transfizierten Zellen

Nach Transfektion und Kultivierung entsprechend der Fragestellung, wurden die Zellen mit
1x PBS gewaschen und bei RT durch 10-30 min Inkubation mit 4°C kaltem 4% (w/v)
Paraformaldehyd in 1x PBS fixiert und anschlieBend mit 1x PBS/ 5% FCS/ 0,02% Thimerosal
fiir 10-30 min bei RT geblockt. Nach 2—10 min Permeabilisierung der Zellen mit 0,2 % TX-

100 in Blocklosung bei RT konnte mit der Inkubation der Antikdrper begonnen werden.

2.2.3.8 Indirekte Immunfluoreszenz (Epifluoreszenz und konfokale Aufnahme)

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie kann die Lokalisation von zelluldren Bestandteilen

untersucht werden. Das nachzuweisende Protein, das durch die Verwendung eines
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spezifischen Primérantikorpers und eines fluorochrom-markierten Spezies-spezifischen
Sekundirantikorpers mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wird, wird mit kurzwelligem
Licht angeregt und emittiert ldngerwelliges Fluoreszenzlicht (Immunfluoreszenz). Dieses
Licht kann beobachtet und aufgezeichnet werden. Die Benutzung verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe, wie z.B. Alexa Fluor 488 (griine Emission) und Cy3 (rote Emission)
erlaubt eine Mehrfachfarbung. Damit konnen in konfokalen Aufnahmen mit dem LSM (Laser
Scanning Microscope) auch Kolokalisationen von Proteinen beobachtet werden. Fiir diese
Kolokalisationsstudien wurden Doppelfarbungen durchgefiihrt, indem Primédrantikorper aus
unterschiedlichen Spezies verwendet wurden.

Die Zellen wurden fiir mindestens 30 min bei RT mit PBS/ 5% FCS blockiert, mit PBS/ 5%
FCS + 0,2% TX-100 fiir 10 min permeabilisiert und mit den entsprechenden 1. und 2.
Primérantikdrpern flir 2 h bei RT oder iN bei 4°C inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen
mit PBS + 0,1% TX-100 erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden Alexa Fluor 488-
oder Cy3-gekoppelten Sekundirantikorper (beide 1:1000; Molecular Probes und Dianova) fiir
1 h. Die Zellen wurden erneut mehrmals gewaschen und in Glycerolgelatine (Sigma-Aldrich)
eingebettet. Alle Antikdrper wurden in PBS/ 5% FCS gelost.

Die indirekte Immunfluoreszenz wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus, BX 50),
welches mit einer Cool SNAP ES Digitalkamera (Roper Scientific) ausgestattet war,
untersucht. Es wurden die Filter U-MWIG, U-MNIBA und U-MWU2 (Olympus) benutzt. Fiir
VergroBerungsaufnahmen wurde das Ol-Immersionsobjektiv (PLAN APO 60X, 1,4 NA)
benutzt. Alle Bilder wurden mit einem Leica TCS SL laser scanning confocal Mikroskop mit
40X HCX PL APO, 1,25 NA; 63X HCX PL APO, 1,4 NA oder 100X PLAN APO, 1,4 NA
Ol-Immersionsobjektiven aufgenommen. Fiir die Analyse dendritischer Biume wurden ,,z-
stacks* mit einer ,,step-size“ von 0,5 pm, 1024x1024 Auflosung und ,,line average* 4 benutzt.
Alle Messungen zur Analyse der Zellmorphologie wurden mit der Metamorph Image
Analysis Software (Universal Imaging Corporation, Ypsilanti, MI, USA) durchgefiihrt.

Die quantitative Auswertung der Intensitit von Immunfluoreszenzsignalen in Zellkdrpern
EGFP-exprimierender Neurone in ,knockdown“-Experimenten mit siRNA sowie von
Phospho-Akt-Férbungen in Dendriten hippocampaler Neurone erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX 50), an das eine digitale Kamera (Photometric Cool
Snap ES) angeschlossen war. Alle Aufnahmen fiir Kontrollen und Experimentalansétze
innerhalb eines Experimentes wurden mit den gleichen Aufnahmeparametern (z.B. Kontrast,
Hellichkeit, Belichtung, Vergroferung) und in einer Session gemacht. Diese Parameter

wurden so gewihlt, dass schwache Fluoreszenzen noch sichtbar waren, starke Fluoreszenzen
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jedoch nicht {iberstrahlten. Die Analyse erfolgte nun {iiber einen Vergleich der
Fluoreszenzintensititen. Diese Intensititen wurden mit dem Bildverarbeitungsprogramm
Metamorph ermittelt. Dazu wird die zu messende Flidche eingegrenzt (= Region Of Interest
(ROI)), die Gesamtfluoreszenz gemessen und die Fluoreszenz pro Fldcheneinheit bestimmt.
Die Daten wurden normalisiert. Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte unter

Anwendung des Student’s t-Test. Alle Experimente wurden verblindet ausgewertet.

2.2.4 Statistische Verfahren

Fiir die statistische Auswertung aller in dieser Arbeit vorliegenden Experimente wurden
zundchst die Mittelwerte aus den jeweiligen Daten gebildet und anschlieBend der
Standardfehler der Mittelwerte berechnet. Der Standardfehler errechnet sich aus der
Standardabweichung geteilt durch die Quadratwurzel der Fallzahl (n) der Stichprobe.

Mit Hilfe des Student’s t-Test fiir unverbundene Stichproben sollte herausgefunden werden,
ob sich die durchschnittlichen Werte eines Versuches signifikant unterscheiden. Die
Signifikanz eines Ergebnisses wird als p-Wert bezeichnet. Das Signifikanzniveau wurde auf
p<0,05 festgelegt, was einer 5%-igen Irrtumswahrscheinlichkeit entspricht. Der berechnete p-
Wert wird mit dem festgelegten Signifikanzniveau verglichen. Die Priifung dieser Signifikanz
erfolgte unter Verwendung der Software Excel. War der errechnete Signifikanzwert kleiner
als 0,05, so bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten zweier
Stichproben. Ergab sich ein groflerer Wert als 0,05, so bestand kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Stichproben.
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3 Ergebnisse

3.1 Zelluliire Analysen

3.1.1 CALEB/NGC und seine Funktion in der Entwicklung der Dendritenkomplexitat

von hippocampalen Neuronen

Bisher konnte gezeigt werden, dass sich das Vorkommen von CALEB/NGC auf das sich
entwickelnde und adulte Nervensystem beschriankt und das Protein insbesondere in axon- und
synapsenreichen Regionen im sich entwickelnden Nervensystem exprimiert wird. Dariiber
hinaus wird die Expression wihrend der Dendritogenese hochreguliert (Schumacher et al.,
1997; Inatani et al., 2000; Aono et al., 2000). Dies legt eine Beteiligung von CALEB/NGC an
der Dendritogenese und/oder Synaptogenese nahe. In Zellkulturstudien wurde bereits gezeigt,
dass CALEB/NGC, ein Typ I Transmembranprotein, am Neuritenwachstum beteiligt ist
(Schumacher et al., 1997; Watanabe et al., 1995; Yasuda et al., 1998). Daten aus unserer
Arbeitsgruppe zufolge wird CALEB/NGC in hippocampalem Gewebe exprimiert. Es wurde
eine starke Expression des Proteins in faserreichen Arealen des adulten sowie postnatalen
(P10) Gyrus dentatus sowie der CA1 und CA3 (Cornu Ammonis) Regionen beobachtet
(Brandt et al., 2007). So ist CALEB/NGC in Regionen lokalisiert, wo basale oder apikale
Dendriten entstehen. Die der Dendritenentwicklung zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen sind sehr komplex und bis jetzt ist die Frage, wie Gro3e und Komplexitdt der
neuronalen Dendritenbdume bestimmt werden, unklar. Die Identifikation von Molekiilen,
welche in die Dendritenmorphogenese involviert sind, ist ein wichtiger Schritt, um das
Verstindnis der Dendritenentwicklung zu verbessern. CALEB/NGC wird sehr stark im sich
entwickelnden Nervensystem zu der Zeit exprimiert, in der Dendritenbdume und neuronale
Verschaltungen aktiv ausgebildet werden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass
CALEB/NGC eine Rolle in diesen Prozessen spielen konnte. Als zelluldres Modellsystem fiir
zielgerichtete funktionelle Untersuchungen wurden primire hippocampale Neurone aus der
Ratte verwendet (Brewer et al., 1993; Banker und Goslin, 1988; Dotti et al., 1988).

Um zu untersuchen, ob CALEB/NGC von primdren hippocampalen Neuronen exprimiert
wird, wurden Neurone nach neun Tagen in vitro (DIV9) indirekt mit zwei verschiedenen anti-
CALEB/NGC-Antikorpern gefarbt. Zum einen wurde hier der polyklonale anti-MBP-
mCALextra AntikOrper eingesetzt, der gegen die extrazelluldre Region von CALEB/NGC-

Fusionsprotein (Spezies Maus) gerichtet war, zum anderen der gegen den intrazelluldren Teil
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von CALEB/NGC-Fusionsprotein (Spezies Mensch) gerichtete polyklonale anti-GST-
hCALb-cyt Antikorper. Zudem wurde als Markerprotein das Dendriten-spezifische
Mikrotubuli-assoziierte Protein 2 (MAP2) mit einem monoklonalen anti-MAP2 Antikorper
nachgewiesen.

Die Ergebnisse zeigen, dass CALEB/NGC von priméren hippocampalen Neuronen exprimiert
wird. Sowohl mit dem anti-MBP-mCALextra (Abbildung 5A) als auch mit dem anti-GST-
hCALb-cyt Antikorper (Abbildung 5D) konnte nachgewiesen werden, dass CALEB/NGC
nicht nur auf Axonen und Zellkérpern vorhanden ist, sondern insbesondere stark auf
Dendriten exprimiert wird, wie die Uberlagerung der MAP2 Firbung mit der CALEB/NGC
Farbung deutlich macht (Abbildung 5C). Diese Befunde deuten darauf hin, dass
CALEB/NGC im Zeitfenster der Dendritogenese auf hippocampalen Neuronen exprimiert

wird, und legen daher eine Beteiligung dieses Proteins an der Dendritendifferenzierung nahe.

CALEB/NGC IVIAP% CALEB/NGC

DIV 9

Abbildung 5: CALEB/NGC wird von hippocampalen Neuronen exprimiert.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. Hippocampale Neurone (DIV9) in Kultur
wurden mit dem anti-MBP-mCALextra Antikdrper sowie dem anti-hCALb-cyt
Antikorper gefarbt. Sowohl der anti-MBP-mCALextra Antikorper (A) als auch der anti-
hCALb-cyt Antikorper (D) erkennen CALEB/NGC an DIV9. (A) Anti-MBP-
mCALextra-Firbung (B) MAP2-Firbung (C) Ubereinanderlagerung anti-MBP-
mCALextra- und MAP2-Fiarbungen (D) Anti-GST-hCALb-cyt-Farbung. In Neuronen
ist CALEB/NGC auf Zellkorpern, Axonen und stark auf Dendriten lokalisiert; Balken:
15 pm.

3.1.2 Die Expression von CALEB/NGC in Neuronen erhoht die Dendritenkomplexitat

Hippocampale Neurone in Kultur haben sich als gutes Modellsystem fiir die Untersuchung
neuronaler Differenzierung erwiesen (Dotti et al., 1988). Dissoziierte embryonale Neurone in
Kultur bilden bereits kurz nach der Anheftung auf einem geeigneten Substrat Lamellipodien
rund um den Zellkorper aus (Stadium 1), die nach 12-24 h zu vier bis fiinf kurzen Fortsédtzen
kondensieren (Stadium 2). Aus diesem Pool von morphologisch nicht zu unterscheidenden

Fortsdtzen wichst einer rapide aus und entwickelt sich zum Axon (Stadium 3). Die Dendriten
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bilden sich aus den verbleibenden Fortsitzen wenige Tage spiter (Stadium 4). Nach
Kultivierung von sieben Tagen (DIV7) haben hippocampale Neurone in vitro somit eine
polarisierte charakteristische Gestalt mit einem einzelnen Axon sowie mehreren Dendriten
etabliert (Dotti et al., 1988; Banker und Cowan; 1977). Signifikantes Dendritenwachstum
kann ab dem vierten Tag in Kultur, 2-3 Tage nach dem axonalen Auswachsen, beobachtet
werden. Das flinfte von Dotti et al., beschriebene Stadium bezeichnet die kontinuierliche
Reifung vom Axon als auch von den Dendriten ab dem siebten Tag in vitro (DIV7), es
schlieBt sowohl Dendritogenese, Synaptogenese und die Bildung von dendritischen Dornen
(,,Spines) ein (zur Ubersicht sieche Craig und Banker, 1994). Fiir die in dieser Arbeit
untersuchten Fragestellungen waren daher kultivierte hippocampale Neurone ab DIV7, dem
Zeitfenster der Dendritogenese, von Interesse.

Da CALEB/NGC sehr stark auf Dendriten lokalisiert ist, wurden folgende
Experimentalansétze verfolgt, um herauszufinden, welche Funktion CALEB/NGC in der

Dendritogenese ausiibt:

1. ,gain of function“-Analysen: Uberexpression von CALEB/NGC in hippocampalen
Neuronen.

2. ,loss of function*“-Analysen: ,,knockdown* von endogen exprimiertem CALEB/NGC in
hippocampalen Neuronen.

3. Uberexpression eines mutmaBlich dominant-negativ wirkenden, von CALEB/NGC

abgeleiteten Konstrukts in hippocampalen Neuronen

Die statistische Auswertung aller in dieser Arbeit vorliegenden Experimente erfolgte mit dem
Student’s t-Test.

Es gibt zwei verschiedene Isoformen von murinem CALEB/NGC, die sich in ihrem
zytoplasmatischen Bereich durch einen Einschub von 27 Aminosduren bei der ldngeren
Isoform mCALEBb gegeniiber der kiirzeren Isoform mCALEBa unterscheiden. Nach
Transfektion von Plasmiden, die entweder fiir mCALEBDb oder fiir EGFP kodieren (im
Folgenden wird der Einfachheit halber der Ausdruck mCALEBb bzw. EGFP benutzt) in
DIV7 Neurone wurden die Zellen nach weiterer zweitdgiger Kultivierung an DIV7+2 mit
Paraformaldehyd fixiert und permeabilisiert. Die Zellen wurden dann mit Antikérpern gegen
das FLAG-, tag* oder das myc-,,tag* von CALEB/NGC bzw. gegen EGFP gefirbt.

Pro Bedingung wurden bei der fluoreszenzmikroskopischen Durchmusterung der
Deckplattchen alle vitalen Zellen analysiert, deren Dendritenbdume mehr als acht dendritische

Verzweigungen aufwiesen. Als weiteres Parameter wurde nur die Anzahl der dendritischen
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Endverzweigungen mit einer Lange von iiber 8 um pro Neuron bestimmt, die in der Literatur
als ,,total number of dendritic end tips*“ (TNDET; Yu und Malenka, 2003) beschrieben wird.
Die TNDET Messung wurde fiir alle morphologischen Auswertungen zur
Dendritenkomplexitdt in der vorliegenden Arbeit angewendet und die Zellen wurden blind
gemessen.

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung ergab, dass die dendritischen Baume
mCALEBb-exprimierender Neurone komplexer waren, als die der EGFP-exprimierenden

Zellen (Abbildung 6).

EGFP mMCALEBDb

DIV7+2

Abbildung 6: Die Uberexpression von CALEB/NGC erhéht Dendritenkomplexitiit.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung. Hippocampale Neurone in Kultur,
transfiziert an DIV7 mit EGFP- oder mCALEBb-Expressionsplasmiden, geférbt an
DIV7+2 mit polyklonalen anti-GFP (EGFP) bzw. monoklonalen anti-FLAG
Antikorpern (mCALEBD). Balken = 15 um.

Im Vergleich zeigten die mCALEBb-exprimierenden Neurone komplexere Dendritenbdaume,
was durch die Anzahl dendritischer Endverzweigungen von mehr als 8 pum Lédnge gemessen

wurde (TNDET: 52,7+1,5 fir mCALEBb und 40,1+1,2 fir EGFP) (Abbildung 7). In

Klammern angegeben sind die Durchschnittswerte pro Bedingung + Standardfehler.
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Abbildung 7: Untersuchung der CALEB/NGC-vermittelten Dendritenkomplexitit.
(A) Quantifizierung der Anzahl dendritischer Endverzweigungen von Neuronen, die
mit EGFP- oder mCALEBb-Expressionsplasmiden transfiziert und an DIV7+2 mit
polyklonalen anti-GFP bzw. monoklonalen anti-FLAG Antikérpern gefarbt wurden;

n =150, ***p<0,0001. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar.
(B) Summenhiufigkeit von Neuronen, die wie oben beschrieben transfiziert wurden.

Es ist grundsitzlich nicht selbstverstindlich, dass verschiedene Proteine (z.B. EGFP und
mCALEBb) in gleicher Weise und Effizienz in alle Zellausldufer (z.B.
Dendritenendverzweigungen) transportiert werden. Wird die quantitative Auswertung der
Anzahl der Dendritenverzweigungen nach Firbung dieser verschiedenen Proteine
durchgefiihrt, konnte ein systematischer Messfehler erzeugt werden. Um diesen Fehler
auszuschlieBen, wurde mCALEBb im p3xFLAG-myc-CMV™-25 Expressionsvektor mit
EGFP koexprimiert. Die Anzahl dendritischer Endverzweigungen von mCALEBb- und
EGFP- koexprimierenden Zellen wurde dann mit Neuronen verglichen, die nur EGFP alleine
exprimieren, nachdem alle Neurone mit einem polyklonalen anti-GFP Antikorper visualisiert
worden waren. Hier zeigte sich ebenfalls eine Erhéhung in der Anzahl der dendritischen
Endverzweigungen bei den mCALEBb- und EGFP-koexprimierenden Zellen verglichen mit
den EGFP-exprimierenden Zellen (TNDET: 52,4422 fiir mCALEBb und 44,0+2,1 fiir
EGFP). Dies ist in Abbildung 19 bzw. 20B dargestellt.

Eine héufig gebrauchliche Methode, um das dendritische Verzweigungsmuster von Neuronen
zu analysieren, ist die Sholl-Analyse (Sholl, 1953). Bei dieser Methode werden zuerst
konzentrische Kreise mit zunehmend groBer werdendem Radius um die Somata der Neurone
gezogen. Dann wird die Anzahl der Schnittpunkte der Dendritenbdume mit diesen Kreisen in

Abhéngigkeit vom Radius der konzentrischen Kreise bestimmt.
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Diese detaillierte Sholl-Analyse bestitigte, dass sich das Dendritenmuster durch die
Expression von mCALEBb im Vergleich zu EGFP-transfizierten Kontrollzellen verdndert hat.
Auch hier ist ein signifikanter Anstieg der dendritischen Endverzweigungen pro Neuron bei
den mCALEBb-Zellen anhand der hoheren Anzahl an Schnittpunkten zu erkennen
(Abbildung 8). Im Unterschied zum Auszdhlen der Endverzweigungen belegt die Sholl-
Analyse eindeutig, dass die durch CALEB/NGC hervorgerufene Komplexitit der
Dendritenbdume durch eine groBere Zahl an Dendritenverzweigungen und nicht durch eine

erhohte Anzahl vom Soma aussprossender Primérdendriten verursacht wird.
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Abbildung 8: Die Sholl-Analyse bestitigt, dass CALEB/NGC die Dendritenbaumkomplexit:it
von Neuronen stimuliert. Primidre Neurone wurden an DIV7 mit EGFP- oder
mCALEBb-Expressionsplasmiden transfiziert und an DIV7+2 mit polyklonalen anti-
GFP bzw. monoklonalen anti-FLAG Antikdrpern geférbt. Statistische Auswertung am
Fluoreszenzbild, n = 15, **p < 0,001, *p < 0,01

Eine detailliertere Beschreibung dieses dendritischen Phénotyps erforderte die Untersuchung
der Anzahl dendritischer Endverzweigungen apikaler und basaler Dendriten sowie der Anzahl
von Dendriten hoherer Ordnung im selben experimentellen Ansatz wie oben beschrieben.
Diese Analyse wurde auf solche Neurone mit eindeutig unterscheidbaren basalen und
apikalen Dendriten begrenzt. Die Expression von mCALEBD fiihrt zu einer Erhdhung der
Anzahl dendritischer Endverzweigungen basaler Dendriten. Dieser Anstieg war allerdings
statistisch nicht signifikant. Es wurde jedoch im Falle der mCALEBb-Expression ein
signifikanter Anstieg in der Anzahl dendritischer Endverzweigungen apikaler Dendriten im
Vergleich zu EGFP-Kontrollzellen ermittelt. Dariiber hinaus erhohte die mCALEBb-
Expression signifikant die Anzahl von Dendriten héherer Ordnung (Abbildung 9).

Diese Ergebnisse weisen eindeutig auf eine Beteiligung von CALEB/NGC an der
Dendritenverzweigung hin. Die Erhoéhung des CALEB/NGC-Spiegels in hippocampalen

Neuronen ist ausreichend, um Dendritenbaumkomplexitit in diesen Zellen zu steigern.
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CALEB/NGC fiihrt zu komplexeren Dendritenbdumen durch  Erhdhung der
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Abbildung 9: CALEB/NGC erhoht signifikant die Anzahl apikaler Dendriten, nicht jedoch
basaler Dendriten, sowie die Anzahl von Dendriten hoherer Ordnung. Primére
Neurone wurden an DIV7 mit EGFP- oder mCALEBb-Expressionsplasmiden
transfiziert und an DIV7+2 mit polyklonalen anti-GFP bzw. monoklonalen anti-FLAG
Antikdrpern geférbt. Statistische Auswertung am Fluoreszenzbild. (A) mCALEBb
Expression erhoht die Anzahl apikaler Dendriten sowie (B) die Verzweigungen von
Dendriten hoherer Ordnung. n = 32, **p < 0,005, * p< 0,05. Der Fehlerbalken
entspricht dem Standardfehler.

3.1.3 Herabregulierung (,,knockdown*) der endogenen Expression von CALEB/NGC
mittels RNA-Interferenz

Nachdem gezeigt wurde, dass die Uberexpression von CALEB/NGC die Anzahl dendritischer
Endverzweigungen in DIV7+2 hippocampalen Neuronen erhdht, stellte sich die Frage, ob
endogenes CALEB/NGC fiir die Entwicklung von Dendritenbdumen erforderlich ist.

Mittels der RNA-Interferenz (RNAi)-Technologie (Elbashir et al., 2001; Caplen et al., 2001)
wurde die Auswirkung eines ,.knockdowns* von endogen exprimiertem CALEB/NGC auf die
Dendritenmorphogenese in hippocampalen Neuronen untersucht. Diese RNAi-Methode bietet
die Moglichkeit, in kurzer Zeit die Expression eines Proteins zu unterdriicken und so die
Funktion einzelner Gene zu untersuchen.

Von aullen der Zelle zugefiihrte, synthetisch hergestellte kiinstliche Molekiile, die Sequenz-
spezifischen ,,small interfering” RNAs (siRNAs), fiihren zu einer gezielten Degradation der
korrespondierenden Ziel-mRNA und damit zum Fehlen des entsprechenden Proteins.
Vermittler dieser Sequenz-spezifischen mRNA Degradierung sind kurze Doppelstrang-RNA

Molekiile (= 20-25 Nukleotide lang), die die Translation einer bestimmten mRNA inhibieren.
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Ein Nachteil der Methode der RNA-Interferenz mit siRNA-Molekiilen kann jedoch sein, dass
die durch Transfektion von siRNAs provozierten ,knockdown*“-Effekte transient sind
aufgrund des Abbaus der siRNA-Molekiile in den Zellen. Durch die Verwendung von ,,short
hairpin®“ RNAs (shRNAs) kann eine stabile Suppression der Genexpression in kultivierten
Saugerzellen durch eine kontinuierliche Expression erzielt werden, da hierbei die siRNAs
durch die Zellen selber aus der vom geeigneten Expressionsvektor kodierten shRNA
hergestellt werden (z.B. pCGLH Vektor, Chen et al., 2005; Paddison et al., 2002).

Es wurde sowohl mit siRNAs als auch mit shRNA-Konstrukten gearbeitet. Fiir die
Transfektion der Experimente wurde das Effectene-Transfektionsreagenz ausgewihlt, da es
eine sehr niedrige Toxizitit fiir die primdren Neurone zeigte, bei vergleichsweise guter
Transfektionseffizienz. Die verwendeten shRNAs und siRNAs sind im Folgenden dargestellt
(sieche Tabelle 10). Als Kontrolle wurden Ansdtze mit siRNA bzw. shRNA gewéhlt, deren
Nukleotidabfolge einer Teilsequenz von CALEB/NGC aus Huhn abgeleitet war, die zwischen
Huhn und Ratte bzw. Maus nicht konserviert ist. Zusétzlich wurde bei den Experimenten mit

shRNA auch der Vektor pCGLH (Leervektor fiir die shRNA-Klonierungen) verwendet.

Tabelle 10: Zusammenfassung der verwendeten shRNAs bzw. siRNAs. Die Sequenzen der
verwendeten Oligonukleotide sind in Material und Methoden unter Kapitel 2.1.5
aufgefiihrt.

| Spezifitit

shRNA

CAL3sh CALEB/NGC aus Ratte bzw. Maus
CAL1sh Huhn; Kontrolle

pCGLH Leervektor fiir shRNA-Klonierungen

siRNA
rCAL3 CALEB/NGC aus Ratte bzw. Maus
CAL1 Huhn; Kontrolle

Zunichst wurde tberpriift, ob die Expression von endogenem CALEB/NGC durch die
ausgewdhlten siRNAs/shRNAs herunterreguliert wird. Dazu wurden die im Folgenden

aufgefiihrten Experimentalansitze verfolgt:

1. ,knockdown* von CALEB/NGC in heterologen Zellen; Western-Blot-Analyse.
2. ,knockdown* von CALEB/NGC in hippocampalen Neuronen; Western-Blot-Analyse.
3. ,knockdown* von CALEB/NGC in hippocampalen Neuronen; Analyse mit quantitativer

Immunfluoreszenz.
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Um zu kontrollieren, ob ein CALEB/NGC-,knockdown* in einer heterologen humanen
Zelllinie induziert werden kann, wurden HEK293-Zellen verwendet. Die HEK293-Zellen
wurden zundchst mit mCALEBb und CAL3sh bzw. mCALEBb und CALI1sh als Kontrolle
kotransfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden Zellextrakte hergestellt und die
Gesamtproteinkonzentration mit Hilfe des Micro BCA Protein Assay Kits (Pierce) bestimmt.
Gleiche Proteinmengen wurden in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
aufgetrennt und auf Nitrozellulose-Membran transferiert. Der Nachweis des CALEB/NGC
Proteins erfolgte mit dem monoklonalen anti-FLAG Antikorper gegen das am N-Terminus
3xFLAG-markierte mCALEBbD. Zur Standardisierung der aufgetragenen Proteinmengen des
Western-Blots wurde B-Tubulin verwendet und mit einem polyklonalen anti-B-Tubulin
Antikorper gefarbt. Der Vergleich des Tubulingehaltes in den Zellextrakten dokumentiert,
dass gleiche Mengen Gesamtprotein aufgetragen wurden. Die Kotransfektion von mCALEBb
und CAL3sh fiihrte zu einer deutlichen Reduktion des Proteingehaltes von CALEB/NGC,
verglichen mit dem Proteingehalt der Kontrollzellen, welche mit mCALEBb und CAL1sh
transfiziert wurden (siehe Abbildung 10A). Somit konnte gezeigt werden, dass ein
,knockdown* des exprimierten mCALEBDb Proteins in heterologen Zellen mittels shRNAs
induziert werden kann.

Im Anschluss hieran wurde {iberpriift, ob die Expression von endogenem CALEB/NGC auch
in Neuronen durch die Verwendung der RNAi-Technik herunterreguliert werden kann. Dazu
wurden primére hippocampale Neurone zundchst an DIV10 mit dem siRNA Oligonukleotid
rCALS3 transfiziert. Dieses Stadium DIV10 fiir die Transfektion wurde so gewdhlt, da hier im
Vergleich die beste Transfektionseffizienz bei gleichzeitig niedrigster Toxizitdt fiir die
Neurone erreicht werden konnte. Wie eigene Untersuchungen gezeigt haben, ist der
morphologische Effekt auf Dendritenkomplexitit unabhingig von Alter zwischen DIV7 und
DIV14 gleich. Dieses erlaubte es mir, den Transfektionszeitpunkt von einigen Konstrukten zu
Gunsten einer besseren Vertriglichkeit in einem spiteren Stadium (z.B. DIV10 oder DIV12)
zu wihlen, was allerdings zu Lasten der Tranfektionseffizienz ging.

Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden Zellextrakte hergestellt und die
Gesamtproteinkonzentration mit Hilfe des Micro BCA Protein Assay Kits (Pierce) bestimmt.
Gleiche Proteinmengen wurden in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
aufgetrennt und auf Nitrozellulose-Membran transferiert. Der Nachweis des CALEB/NGC
Proteins erfolgte mit einem spezifischen monoklonalen anti-CALEB/NGC Antikérper (Mab
anti NGC; sieche Material und Methoden, Kapitel 2.1.3, Tabelle 1). Zur Standardisierung der
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aufgetragenen Proteinmengen des Immunblots wurde ebenfalls B-Tubulin verwendet und mit
einem polyklonalen anti-B-Tubulin Antikdrper gefarbt.

Als Kontrolle wurden die Zellen mit der siRNA CALI transfiziert. Entsprechend der
Erwartungen war der endogene CALEB/NGC-Spiegel durch die Transfektion mit der
spezifischen siRNA rCAL3 im Vergleich zur Kontrolle mit CAL1 reduziert.

Wie auf dem Immunblot in Abbildung 10B zu erkennen ist, wurde die CALEB/NGC-
Doppelbande in Hoéhe von ca. 120 kDa herunterreguliert. Zusétzlich kann eine
Herunterregulation der Expression der Proteoglykan-Variante von CALEB/NGC in Hohe von
ca. 150 kDa beobachtet werden.

A B
kDa N > kDa N o
150 — * 150 —— ‘ *
-

100 — - -
“FLAG-tagged 100 — e OF
CALEB/NGC CALEB/NGC

50 — SN s— e %

B-tubulin B-tubulin

Abbildung 10: Darstellung der Herunterregulation von CALEB/NGC in HEK293-Zellen als
auch in hippocampalen Neuronen. (A) HEK293-Zellen wurden mit der
spezifischen shRNA CAL3 oder der Kontrolle CAL1 und mCALEBD kotransfiziert.
Nach Herstellung von Zellextrakten wurden diese in der SDS-PAGE aufgetrennt und
auf Nitrozellulose-Membran transferiert. Der Nachweis des exprimierten
CALEB/NGCs erfolgte mit einem monoklonalen anti-FLAG Antikorper.
(B) Neurone wurden mit der spezifischen siRNA rCAL3 oder der Kontrolle CAL1
transfiziert, und analog wie oben beschrieben behandelt. Der Nachweis des
endogenen CALEB/NGC erfolgte mit einem monoklonalen anti-CALEB/NGC
Antikdrper (Mab anti NGC). Mit CALEB/NGC-spezifischer siRNA wurde die
endogene Proteinexpression von CALEB/NGC supprimiert.

Die Quantifizierung des CALEB/NGC-Gehaltes erfolgte durch die Auswertung von drei
unabhingigen Immunblots. Die Rontgenfilme bzw. Membranen wurden eingescannt und die
Intensitit der Banden mit dem Computerprogramm Alpha Ease FC Software (Alpha Imager;
Alpha Innotech Corporation; Version 4 1.0; San Leandro, CA 94577, USA) analysiert
(Relativer Proteingehalt in willkiirlichen Einheiten (AU = arbitrary units): 40+3,4 fiir rCAL3,
und 61+£3,4 fiir CAL1).
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Die quantitative Analyse des CALEB/NGC Proteingehaltes belegt eindeutig den
»knockdown* von CALEB/NGC durch die verwendete CALEB/NGC-spezifische siRNA
rCAL3. Neurone, die mit dem siRNA Oligonukleotid rCAL3 transfiziert wurden, weisen im
Vergleich zu Neuronen, die mit dem Kontrolloligonukleotid CAL1 und EGFP kotransfiziert
wurden, eine reduzierte Expression des CALEB/NGC Proteins auf (Abbildung 11).

80

= * %

=30 f t

= 0T— —

50 4

g 04— [ O CAL1
& GEJ’ 30 | mCAL3
58 o ——
e 10—
xra g

Transfizierte siRNA

Abbildung 11: Die densitometrische Auswertung von Immunblots bestitigt den ,,knockdown“
des endogenen CALEB/NGC in hippocampalen Neuronen. Quantifizierung des
CALEB/NGC-Gehaltes nach RNAi-Behandlung. Im Diagramm ist der relative
Proteingehalt an CALEB/NGC nach RNAi-Behandlung dargestellt. Die Immunblots
aus drei unabhingigen Versuchen wurden eingescannt und die Intensitdt der Banden
mit dem Programm Alpha Ease FC vermessen. In der Grafik sind die Mittelwerte
dreier Versuche gezeigt, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar, n = 3, **p <
0,01.

Als weiterer experimenteller Ansatz zur Bestdtigung des ,.knockdowns® von endogen
exprimiertem CALEB/NGC wurde die Methode der quantitativen Fluoreszenzmessung
gewdhlt. Hierbei wurden Neurone an DIV10 mit rCAL3 bzw. CAL1 siRNA und EGFP
kotransfiziert. Zwei Tage spater erfolgte nach Farbung der Neurone mit affinititsgereinigten
polyklonalen anti-CALEB/NGC (anti-MBP-mCALextra) Antikorpern sowie polyklonalen
anti-GFP  Antikorpern die  quantitative Analyse des CALEB/NGC-spezifischen
Immunfluoreszenzsignals von Zellkorpern mit Hilfe des Computerprogramms Metamorph
(Metamorph Image Analysis Software). Die quantitative Analyse der Fluoreszenzintensititen
bestitigt den ,.knockdown* der CALEB/NGC-Expression durch rCAL3 aber nicht CALI1
(100+4,4 fir EGFP; 86+4,3 fiir EGFP und rCAL3 sowie 105+4,6 fir EGFP und CAL1)
(Abbildung 12). Die Intensitit der Fluoreszenz ist geringer, was mit der reduzierten

Expression von CALEB/NGC in diesen Zellen zu erkléren ist.
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Abbildung 12: Die Quantifizierung der relativen Fluoreszenzintensititen hippocampaler
Neurone nach CALEB/NGC-Firbung belegt den ,knockdown“ von
CALEB/NGC. Die Zellen wurden an DIV10 mit den oben beschriebenen siRNAs
transfiziert und zwei Tage spiter nach Farbung von CALEB/NGC mit einem
affinitétsgereinigten polyklonalen anti-CALEB/NGC Antikdrper, der seine Epitope
im extrazelluliren Bereich von CALEB/NGC erkennt, analysiert. Die
Fluoreszenzintensitidten wurden mit dem Programm Metamorph analysiert, n = 30,
*p < 0,05 und **p < 0,01. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar.

3.1.4 Der ,,knockdown“ von endogenem CALEB/NGC reduziert Dendritenkomplexitit

Nachdem die Effizienz der ,knockdown* Methode iiberpriift worden war, wurde nun die
Auswirkung des ,.knockdowns von endogenem CALEB/NGC auf die Differenzierung von
Dendritenbdumen untersucht.

Hierzu wurden primére hippocampale Neurone an DIV9 transfiziert, nach drei Tagen fixiert,
permeabilisiert und mit den entsprechenden Antikorpern gefarbt.

Wenn die siRNAs rCAL3 und CAL1 transfiziert wurden, erfolgte eine Kotransfektion mit
EGFP, um die transfizierten Neurone zu erkennen und deren Morphologie auswerten zu
konnen. Im Gegensatz dazu war dieses bei den shRNAs CAL3sh und CALIsh nicht
erforderlich, da sie in den pCGLH Vektor kloniert worden waren und dieser auch die fiir
EGFP kodierende Sequenz hinter einer IRES (,,internal ribosomal entry site®) -Stelle enthilt.
Um die Morphologie der Neurone sichtbar zu machen und auswerten zu kénnen, wurde ein
polyklonaler anti-GFPAntikorper eingesetzt. Mit Hilfe des monoklonalen anti-CALEB/NGC
(anti-CSPGS5 5C11) Antikorpers, welcher sein Epitop im dem zytoplasmatischen Bereich von
CALEB/NGC erkennt, wurde die Expression des endogenen CALEB/NGC gezeigt. Die

Analyse erfolgte iiber das Zéhlen der Anzahl dendritischer Endverzweigungen.
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Abbildung 13: ,Knockdown®* von endogenem CALEB/NGC reduziert die Dendriten-
komplexitit. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung. Hippocampale Neurone in
Kultur wurden mit den shRNA Konstrukten CAL3sh und CAL1sh transfiziert und
drei Tage spiter nach Farbung mit einem polyklonalen anti-GFP gefarbt. Die
endogene CALEB/NGC Expression wurde mit einem monoklonalen anti-
CALEB/NGC (anti-CSPGS5 5C11) Antikorper nachgewiesen. Die Pfeile markieren
die transfizierten Neurone, (griin) GFP-Firbung, (rot) CALEB/NGC-Férbung.
Balken =20 um.

Es war eine deutliche Korrelation zwischen dem CALEB/NGC-Gehalt in den Neuronen und
der Dendritenkomplexitdt in CAL3sh ,.knockdown* Neuronen zu erkennen. Neurone mit
verminderter Menge an endogen exprimiertem CALEB/NGC wiesen eine signifikant
reduzierte Anzahl an dendritischen Endverzweigungen iiber 8 pm auf, wenn sie mit
Kontrollzellen verglichen wurden, die entweder mit dem Leervektor pCGLH oder mit der
Kontroll-shRNA CALI1sh transfiziert wurden (TNDET: 29,7+1,4 fiir pCGLH; 19,4+0,9 fiir
CAL3sh und 28,7+1,5 fiir CAL1sh) (Abbildung 13, 14).

Die Reduzierung des CALEB/NGC Gehaltes mit Hilfe der siRNA Oligonukleotide fiihrte
zum gleichen Ergebnis. Bei Neuronen, die mit EGFP und der spezifischen siRNA rCAL3 ko-
transfiziert wurden, konnte nicht nur eine verminderte CALEB/NGC Expression gegeniiber
den Kontrollzellen, welche mit EGFP und dem Kontroll-siRNA Oligonukleotid CALI ko-
transfiziert wurden, sondern auch eine verringerte Komplexitit der Dendritenbdume
festgestellt werden (TNDET: 29,8+1,4 fiir EGFP; 26,3+1,1 fir EGFP + rCAL3 sowie
29,8+1,2 fiir EGFP + CALLI).
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Abbildung 14: ,,Knockdown* von endogenem CALEB/NGC reduziert die Anzahl der TNDET in
hippocampalen Neuronen. (A) und (B) Die Diagramme zeigen die Quantifizierung
der Anzahl dendritischer Endverzweigungen nach Transfektion der Neurone mit den
shRNA Konstrukten CAL1sh und CAL3sh. Auflerdem wurden Neurone mit den
siRNAs CALI bzw. rCAL3 und EGFP kotransfiziert. Die Analyse erfolgte nach
Farbung mit einem polyklonalen anti-GFP bzw.einem monoklonalen anti-
CALEB/NGC (anti-CSPG5 5C11) Antikorper. (A) n = 40, *** p< 0,0001, (B) n =
150, *p<0,05. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar.

Diese Ergebnisse belegen die Bedeutung von endogen exprimiertem CALEB/NGC fiir die
Regulation der Dendritenkomplexitit. Die Reduktion des endogenen CALEB/NGC-Spiegels
in hippocampalen Neuronen mittels RNAi-Technik resultiert in einer verringerten

Komplexitit der Dendritenbdume.

3.1.5 Ein dominant-negatives CALEB/NGC-Konstrukt verringert die Dendriten-

komplexitiit hippocampaler Neurone

Ein dominant-negativ wirkendes Protein interferiert mit der Funktion von endogenem
Wildtyp Protein. Um den Effekt von CALEB/NGC auf die Dendritenkomplexitit zu
iberpriifen, wurde das Deletionskonstrukt ,,396“ eingesetzt, dessen Sequenz der von
mCALEBb abgeleitet ist. Es fehlt jedoch der gesamte zytoplasmatische Teil ab dem
Sequenzmotiv ,,KKLYLL®, welches unmittelbar der Transmembranregion folgt (Abbildung
15). Ausgehend von der Hypothese, dass dieses Konstrukt durch den fehlenden intrazelluldren
Teil extrazelluldre Ereignisse, wie z.B. die Bindung eines putativen Liganden von der
intrazelluldren Signaltransduktion entkoppeln konnte, wurde vermutet, dass dieses Konstrukt
»396“ dominant-negativ auf die endogene Funktion von CALEB/NGC beziiglich

Dendritenkomplexitit wirken konnte.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der verwendeten Expressionskonstrukte. Abgebildet
sind die Schemabilder mCALEBD und das Deletionskonstrukt ,,.396“. Dem Konstrukt
,»396% fehlt nahezu der gesamte intrazelluldre Bereich von CALEB/NGC.

Es wurde Konstrukt ,,396“ mit EGFP in DIV12 hippocampale Neurone kotransfiziert. An

DIV12+2 wurden die Zellen dann fixiert, permeabilisiert und mit einem polyklonalen anti-

GFP Antikdrper geférbt.

Abbildung 16: Die Dendritenkomplexitit von CALEB/NGC wird durch das mutmaBlich
dominant-negativ wirkende Konstrukt 55396 reduziert.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit EGFP- oder EGFP und ,,396%-
transfizierten hippocampalen Neuronen. Die Zellen wurden mit einem polyklonalen
anti-GFP-Antikorper  geférbt. Das Konstrukt 1,396 reduziert die
Dendritenkomplexitit hippocampaler Neurone. Balken =25 pm

Die Analyse erfolgte iiber das Auszdhlen der dendritischen Endverzweigungen. ,,396%-
exprimierende Zellen zeigen eine deutliche Reduktion in der Anzahl der dendritischen
Endverzweigungen und folglich eine geringere Dendritenkomplexitit (TNDET: 36,8+1,5 fiir
EGFP und 29,8+1,2 fiir EGFP + ,,396%) (Abbildung 16, 17). Somit konnte dieses Konstrukt

funktionell dominant-negativ wirken, um endogene CALEB/NGC-Aktivitét zu inhibieren.
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Abbildung 17: Bei Uberexpression des Deletionskonstruktes ,,396“ in hippocampalen Neuronen
wird die Anzahl dendritischer Endverzweigungen reduziert. Das Diagramm zeigt
die Quantifizierung der Anzahl dendritischer Endverzweigungen nach Kotransfektion
von ,,396 mit EGFP-Plasmid oder Transfektion von EGFP als Kontrolle. Die
Analyse erfolgte zwei Tage nach Transfektion, nachdem die Neurone mit einem
polyklonalen anti-GFP Antikdrper gefirbt wurden. n = 90, ***p < 0,001. Die
Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.

3.1.6 Eingrenzung der intrazelluliren Region von CALEB/NGC, die fiir die Erhohung

der Dendritenkomplexitiit notwendig ist

Um einen besseren Einblick in die intrazelluldren Regionen von CALEB/NGC zu bekommen,
die fiir die Weiterleitung der Signaltransduktion von der Plasmamembran zum Zytoskelett
notwendig sind, und um die Spezifitit des CALEB/NGC-induzierten Effektes auf die
Dendritenkomplexitét zZu iberpriifen, wurden verschiedene CALEB/NGC-
Deletionskonstrukte in hippocampale Neurone in Kultur transfiziert und die Morphologie
analysiert. Der zytoplasmatische Teil des Transmembranproteins CALEB/NGC wird in vier
Abschnitte unterteilt: Das juxtamembranire Peptidsegment A bindet an das ,,Golgi-associated
PDZ domain containing protein® PIST (Hassel et al., 2003) und Peptidsegment C wird durch
alternatives Spleilen generiert. Fiir die Peptidsegmente B und D waren weder
Interaktionspartner noch irgendeine Funktion bekannt. Daher wurden verschiedene
Deletionskonstrukte fiir die Untersuchungen zur Dendritenmorphologie gewihlt. Das
Konstrukt ,,388% enthilt den gesamten extrazelluldren Bereich sowie das Peptidsegment A im
zytoplasmatischen Teil der mCALEBb Sequenz. Das Konstrukt ,,400° enthélt dariiber hinaus
das Peptidsegment B (Abbildung 18). Beide Konstrukte wurden im p3xFLAG-myc-CMV™-
25 Expressionsvektor exprimiert und trugen somit am N-terminalen Ende ein 3xFLAG-, tag®,

iiber das sie nachgewiesen werden konnten.
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Schematische Darstellung der verwendeten Expressionskonstrukte ,,388% und
»400%. Abgebildet sind die Schemabilder mCALEBb und die Deletionskonstrukte
,»388“ sowie ,,400“. Die Konstrukte sind extrazelluldr gleich, sie unterscheiden sich
im intrazelluldren Bereich. Wihrend das Konstrukt ,,388 mit dem Peptidsegment A
endet und der restliche zytoplasmatische Bereich ab den Aminoséuren ,, NKFRTPSE*
fehlt, enthilt das Konstrukt ,,400* die Peptidsegmente A und B, der zytoplasmatische
Bereich fehlt hier ab den Aminoséuren ,, VRKFCDTP*.

Nach sieben Tagen in vitro (DIV7) wurden die Neurone mit den Konstrukten ,,388* und

400 transfiziert und zwei Tage spiter (DIV7+2) fixiert, permeabilisiert und mit einem

polyklonalen anti-GFP bzw. einem monoklonalen anti-FLAG Antikorper gefarbt. Verglichen

wurden diese Neurone dann mit Kontrollzellen, welche mit mCALEBb bzw. EGFP

transfiziert worden waren.
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Abbildung 19: Das intrazellulire Peptidsegment B ist wichtig fiir die CALEB/NGC-vermittelte
Dendritenkomplexitit. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von hippocampalen
Neuronen, die an DIV7 mit EGFP transfiziert bzw. mit EGFP und mCALEBD sowie
EGFP und mCALEBb-Deletionskonstrukten (Konstrukte ,388“ und ,,400%)
kotransfiziert wurden. Die Zellen wurden an DIV7+2 mit einem polyklonalen anti-
GFP Antikorper gefdrbt. Die Uberexpression des mCALEBb-Deletionskonstruktes
,,400%, welches die Peptidsegmente A und B enthilt, fiilhrt zu einer Erhohung der
Dendritenbaumkomplexitit im #hnlichen AusmaB wie die Uberexpression von
mCALEBD. Konstrukt ,,388“-exprimierende Neurone weisen eine von EGFP nicht
signifikant unterschiedliche Dendritenbaumkomplexitét auf. Balken = 25 pm.

Die morphologische Untersuchung der Anzahl der dendritischen Endverzweigungen pro
Neuron ergab, dass allein das Konstrukt ,,400“ in der Lage ist, eine Erhohung der
Dendritenkomplexitidt &hnlich der von mCALEBb zu bewirken (TNDET: 56,8424 fiir
Konstrukt ,,400“ und 60,8+2,6 fir mCALEBb) (Abbildung 19). Die Expression von
Konstrukt ,,388 war jedoch nicht ausreichend, um die Komplexitit dendritischer Biume wie
mCALEBb zu stimulieren. Die Anzahl der Endverzweigungen bei Neuronen, die Konstrukt
388 exprimierten, war nicht signifikant verschieden zu denjenigen Neuronen, die EGFP
exprimierten (TNDET: 48,0+2,2 fiir Konstrukt ,,388“ und 45,942,1 fiir EGFP) (Abbildung
20).
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Abbildung 20: Charakterisierung des Einflusses verschiedener intrazelluliirer mCALEBb-

Deletionskonstrukte auf die Dendritenkomplexitit. (A) Hippocampale Neurone
wurden an DIV7 mit EGFP-Plasmid, mCALEBb oder den mCALEBbD-
Deletionskonstrukten ,,388“ oder ,400“ transfiziert. Dargestellt ist die
Quantifizierung der Anzahl der dendritischen Endverzweigungen nach Transfektion
wie oben beschrieben, n = 42, ***p < (,0001 und **p < 0,005. (B) Hippocampale
Neurone wurden an DIV7 mit EGFP-Plasmid und mCALEBDb bzw. den mCALEBb-
Deletionskonstrukten ,,388% oder ,,400 kotransfiziert. In beiden Fillen (A und B)
wurden die Neurone zwei Tage spéter nach Fiarbung mit polyklonalen anti-GFP
Antikorpern bzw. monoklonalen anti-FLAG Antikdrpern analysiert (DIV7+2).
Quantifizierung der Anzahl dendritischer Endverzweigungen nach Kotransfektion
wie oben beschrieben, n = 45, **p < 0,01. Der Fehlerbalken entspricht dem
Standardfehler.

Um die Moglichkeit auszuschlieBen, dass eines der Deletionskonstrukte nicht in alle

Dendriten transportiert wurde, wurden zusitzlich alle verwendeten Konstrukte mit EGFP in

die Neurone kotransfiziert und nach gleichem Verfahren wie oben analysiert. Es zeigte sich,
dass der oben beobachtete Effekt bestehen blieb.
Wiéhrend die Expression von EGFP + ,400“ einen &hnlichen EinfluB auf die Anzahl der

Dendritenverzweigungen hat, wie die Expression von EGFP + mCALEBb (TNDET: 51,9+1,9

fiir EGFP + ,,400% und 52,442.2 fiir EGFP + mCALEBD), so reicht die Expression von EGFP

+,,388“ alleine nicht aus, um die Dendritenkomplexitét zu stimulieren (TNDET: 46,7+2,3 fiir

EGFP + ,,388“ und 44,0+2,1 fiir EGFP).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die zytoplasmatischen Peptidsegmente A und B von

CALEB/NGC notwendig und hinreichend sind, um Dendritenkomplexitit zu induzieren.
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3.1.7 Einfluss des extrazelluliren Bereichs von CALEB/NGC auf die Dendriten-

komplexitiit: Analyse der EGF-dhnlichen Doméne

CALEB/NGC gehort strukturell zur EGF-Familie transmembranaler Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren (Schumacher et al., 1997; Massague und Pandiella, 1993), deren
charakteristisches Strukturelement die konservierte EGF-Doméne ist. Von den anderen
Mitgliedern dieser Proteinfamilie sind bisher fast ausschlieBlich Funktionen als Liganden fiir
bestimmte Rezeptortyrosinkinasen beschrieben worden (Burden und Yarden, 1997). Der EGF
(epidermal growth factor)-Rezeptor und seine Liganden, die EGF-Familie transmembranaler
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren sind wichtige Regulatoren fiir verschiedene
Prozesse wie Wachstum, Differenzierung, Erhaltung verschiedener Gewebe sowie
Reparaturmechanismen unter anderem im Nervensystem (zur Ubersicht siche Massague und
Pandiella, 1993). Der Effekt von CALEB/NGC auf die Dendritenkomplexitét hippocampaler
Neurone wurde auf CALEB/NGC-exprimierenden Zellen gemessen, die somit selbst
CALEB/NGC haben. Daher stellte sich die Frage, ob CALEB/NGC eine Rezeptorfunktion hat
und nicht wie die anderen Familienmitglieder dieser Proteinfamilie eine Ligandenfunktion.
Nach meiner Arbeitshypothese wirkt CALEB/NGC als Rezeptor fiir einen noch nicht
identifizierten Liganden. Um den Anteil des extrazelluliren Bereichs von CALEB/NGC néher
einzugrenzen, der fiir eine Ligandenbindung in Frage kommt, wurden verschiedene
Deletionskonstrukte hergestellt, die sich in der Lidnge des extrazelluliren Bereichs
unterscheiden. Die EGF-dhnliche Doméne stellt eine der prominentesten Regionen in der
extrazelluliren Doméane von CALEB/NGC dar. Es ist daher theoretisch denkbar, dass ein
putativer Ligand an die EGF-dhnliche Doméane von CALEB/NGC bindet.

Daher wurde zunichst ein Konstrukt, ,,EGFsheddingl“, konzipiert, das von der mCALEBb-
Sequenz abgeleitet ist und extrazelluldr aus der EGF-dhnlichen Doméne ausgehend von den
Aminosduren VPPQHTL, der Transmembranregion sowie dem gesamten intrazelluldren Teil
bis zum C-Terminus besteht. Der N-terminale Bereich einschlieBlich des sauren
Peptidsegmentes  fehlt (Abbildung 21). Es wurde im p3xFLAG-myc-CMV™.-25
Expressionsvektor exprimiert und war somit iiber den 3xXxFLAG-,tag“ am N-Terminus

nachweisbar.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung des verwendeten , EGFsheddingl®“ Expressions-
konstrukts. Abgebildet sind die Schemabilder mCALEBb und Konstrukt
,EGFshedding1“. Dem Konstrukt , EGFsheddingl“ fehlt im Vergleich zu
mCALEBb auBler der EGF-dhnlichen Doméne der gesamte iibrige extrazellulére
Bereich. Die Transmembranregion und der intrazellulédre Teil sind identisch.

Nach Kotransfektion der Konstrukte ,,EGFsheddingl* bzw. mCALEBb mit EGFP in DIV7
hippocampale Neurone wurden die Zellen an DIV7+2 fixiert, permeabilisiert und die
exprimierten Proteine mit polyklonalen anti-GFP und monoklonalen anti-FLAG Antikdrpern
nachgewiesen (Abbildung 22). Quantifiziert wurde die Anzahl dendritischer
Endverzweigungen von ,,EGFsheddingl“- und EGFP- sowie mCALEBb- und EGFP-
koexprimierenden Neuronen im Vergleich zu Zellen, die nur EGFP exprimierten. Bei den
,EGFshedding1“- und EGFP-koexprimierenden Neuronen konnte die Fahigkeit, die

Dendritenkomplexitdt analog mCALEBD zu stimulieren, nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: Die EGF-ihnliche Domiine von CALEB/NGC ist ausreichend und essentiell, um
Dendritenkomplexitiit so wie CALEB/NGC selbst zu stimulieren.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von hippocampalen Neuronen, die an DIV7
mit EGFP transfiziert und mit EGFP und mCALEBb bzw. EGFP und
,»EGFshedding1* oder ,,EGFmutl* kotransfiziert wurden. Die Analyse erfolgte an
DIV7+2 nach Férbung der Zellen mit polyklonalen anti-GFP sowie monoklonalen
anti-FLAG Antikérpern. Neurone sind in der GFP-Fiarbung dargestellt. Neurone, die
mit EGFP und ,,EGFsheddingl“ kotransfiziert wurden (unten rechts), wiesen keine
Unterschiede in der Dendritenmorphologie im Vergleich zu Zellen auf, die EGFP und
mCALEBD koexprimieren (oben rechts). Neurone, die mit EGFP und ,,EGFmut1*
kotransfiziert wurden (unten links), wiesen eine signifikante Abnahme der
Dendritenkomplexitit im Vergleich zu Zellen auf, die EGFP und mCALEBb
exprimieren. Die EGF-dhnliche Doméne ist extrazelluldr notwendig und ausreichend
fiir die CALEB/NGC-stimulierte Dendritenkomplexitit. Balken = 25 pm.

Diese Neurone wiesen, verglichen mit EGFP-exprimierenden Zellen, eine signifikant héhere
Anzahl dendritischer Verzweigungen auf (TNDET: 42,8+2,1 fiir ,,EGFsheddingl*“ + EGFP
und 33,7+1,9 fiir EGFP). Dariiber hinaus entsprach die Anzahl der Verzweigungen
derjenigen, welche durch die Koexpression von EGFP und mCALEBb erzielt wurde
(TNDET: 41,1+£1,6 fir EGFP + mCALEBDb) (Abbildung 23). Die erzielten Ergebnisse zeigen,
dass die EGF-dhnliche Doméne von CALEB/NGC ausreichend ist, um Dendritenkomplexitét
in gleicher Weise wie CALEB/NGC selbst zu induzieren.



Ergebnisse

76

55

Po.LLEY

45

e L

40

25

15
10

Anzahl dendritischer
Endverzweigungen

Abbildung 23:

OEGFP
: — MEGFP +
30 T— mCALEBb
T BEGFP +
20 T EGFmutant1
| WEGFP +
| 5 EGFshedding1|

Transfiziertes Konstrukt

Auswertung der Auswirkung von der EGF-ihnlichen Domine auf die
CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit. Das Diagramm zeigt die
Quantifizierung der Anzahl dendritischer Endverzweigungen nach Kotransfektion
von EGFP und mCALEBb bzw. Konstrukt ,,EGFsheddingl* (,,EGFshed1*) und
EGFP und mCALEBb bzw. ,,EGFmutant1* (,,EGFmut1®), n = 40, ***p <0,0001.
Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar.

Um nachzupriifen, ob die EGF-dhnliche Doméne nicht nur ausreichend sondern auch

notwendig fiir den Effekt von CALEB/NGC auf die Dendritenmorphogenese ist, wurde ein

Mutationskonstrukt analysiert. Das Konstrukt ,,EGFmutant1* ist identisch zu der mCALEBb

Sequenz mit der Ausnahme einer Vierpunkt-Mutation in der EGF-dhnlichen Domine (siche

Material und Methoden, Kapitel 2.1.4) (Abbildung 24).

Abbildung 24:
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Schematische Darstellung des verwendeten Expressionskonstruktes nach
Mutation der EGF-ihnlichen Domine. Die mCALEBb- bzw. ,,EGFmutant] -
Konstrukte unterscheiden sich nur durch den Austausch von vier Aminosduren in
der EGF-dhnlichen Doméne (siche Material und Methoden, Kapitel 2.1.4, Tabelle
3).
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Die Versuchsbedingungen waren die gleichen wie bei der Analyse des ,,EGFsheddingl“-
Konstruktes. Das ,,EGFsheddingl‘“-Konstrukt vermittelt eine Dendritenkomplexitit, die im
dhnlichen MaB signifikant unterschiedlich zu EGFP-exprimierenden Kontrollzellen wie
CALEB/NGC ist. Im Gegensatz hierzu zeigte sich bei dem ,,EGFmutant1“-Konstrukt, dass es
Dendritenkomplexitdt unterschiedlich zu CALEB/NGC stimuliert und nicht signifikant
unterschiedlich zu den EGFP-exprimierenden Kontrollzellen ist (TNDET: 34,5+1,2 fiir EGFP
+ ,,EGFmutant1* und 33,7£1,9 fiir EGFP; 41,1£1,6 fiir EGFP + mCALEBDb) (Abbildung 23).

Dieses Resultat deutet darauf hin, dass die EGF-dhnliche Doméne im extrazelluldren Bereich
von CALEB/NGC nicht nur ausreichend, sondern auch essentiell ist, um

Dendritenkomplexitit zu induzieren.

Zusammenfassend ergibt sich nach der morphologischen Analyse des Effektes von

CALEB/NGC auf die Dendritenkomplexitét folgendes Gesamtbild:

1. Die Uberexpression von CALEB/NGC in hippocampalen Neuronen erhdht die
Komplexitit der Dendritenbdume.

2. Der ,knockdown* von endogenem CALEB/NGC mittels RNA-Interferenz fiihrt zu einer
reduzierten Dendritenkomplexitit. Dieses belegt die Bedeutung von endogenem
CALEB/NGC fiir die Verzweigung von Dendriten.

3.  Zusitzlich wird die CALEB/NGC-stimulierte Dendritenkomplexitdt durch die
Verwendung eines funktionell mutmaBlich dominant-negativ wirkenden, von
mCALEBD abgeleiteten Konstrukts inhibiert.

4. Die intrazelluldiren Peptidsegmente A und B sind fiir die Vermittlung der
Dendritenkomplexitdt durch CALEB/NGC notwendig und ausreichend.

5. Dariiber hinaus ist die EGF-dhnliche Domine im extrazelluldren Bereich von
CALEB/NGC notwendig und essentiell fiir die CALEB/NGC-stimulierte

Dendritenkomplexitét.

Aufgrund der Ergebnisse aus den vorangegangenen Untersuchungen stellte sich nun die
Frage, welche molekularen Mechanismen dem stimulierenden Effekt von CALEB/NGC auf
Dendritenkomplexitit zugrunde liegen. Welche Faktoren sind intrazelluldr fiir die
Signalweiterleitung verantwortlich, die zur zytoskelettalen Reorganisation und damit zu einer
Verianderung der Morphologie fiihren? Es wurden zwei verschiedene Strategien gewéhlt, um

die Signaltransduktion von CALEB/NGC intrazelluldr zu untersuchen:
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1. Die Untersuchung bekannter Signalwege, die bereits im Zusammenhang mit der
Verzweigung von Dendritenbdaumen beschrieben wurden (MEK-MAPK- und PI3K-Akt-
mTOR-Signalwege).

2. Die Suche nach putativen Kandidaten, die CALEB/NGC intrazelluldr an

Signaltransduktionswege anbinden kdnnten.

3.2 Untersuchungen zur Signaltransduktion des CALEB/NGC-vermittelten Effektes auf

Dendritenkomplexitit

3.2.1 Die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit ist nicht vom MEK-MAPK-
Signalweg abhéngig

Kiirzlich wurde von anderen Autoren die Wichtigkeit des MEK-MAPK- sowie des
»phosphoinositide-3° kinase (PI3K) -Akt-mammalian target of rapamycin (mTOR)*“-
Signalweges fiir die Kontrolle der Dendritenkomplexitit beschrieben (Wu et al., 2001;
Vaillant et al., 2002; Jaworski et al., 2005; Kumar et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit
sollte daher untersucht werden, ob diese Signalwege fir den CALEB/NGC-vermittelten
Effekt auf Dendritenverzweigung von Bedeutung sind. Das Ziel war, Einsicht in die
molekularen Wirkmechanismen von CALEB/NGC zu gewinnen.

Fiir diese Experimente wurden verschiedene bekannte Inhibitoren benutzt, die spezifisch die
Wirkung verschiedener Kinasen innerhalb des MEK-MAPK- und des PI3K-Akt-mTOR-
Signalweges inhibieren. Damit konnte eine mogliche Relevanz dieser Kinasen fiir die
CALEB/NGC-induzierte Dendritenkomplexitit untersucht werden. 3 h nach Transfektion von
EGFP oder mCALEBb in hippocampale Neurone an DIV7 wurde NBA Medium,
supplementiert mit dem jeweiligen Inhibitor, zu den Zellen gegeben. In Kontrollkulturen
wurde das dquivalente Volumen des Losungsmittelagens der Inhibitoren hinzugegeben. Nach
48-stlindiger Inkubation mit den Substanzen wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und
gefarbt. Die Analyse erfolgte liber das Auszdhlen der dendritischen Endverzweigungen.

Die spezifische Wirkung des MEK-Inhibitors U0126 =zeigte keinen Effekt auf die
Zellmorphologie der Zellkulturen an DIV9. Verglichen mit der Anzahl der dendritischen
Endverzweigungen von EGFP- oder mCALEBb-exprimierenden Neuronen aus
Kontrollkulturen konnte bei den mit 10 uM UO0126 behandelten Neuronen keine Reduktion in
der Anzahl der TNDET und somit keine Inhibition der CALEB/NGC-stimulierten
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Dendritenkomplexitit festgestellt werden (TNDET: 38,4+0,8 fiir EGFP; 45,4+1,1 fiir
mCALEBb; 39,4+0,8 fiir EGFP + U0126 sowie 44,4%1,1 fir mCALEBb + U0126)
(Abbildung 25). Insbesondere blieb die CALEB/NGC-vermittelte Stimulation der
Dendritenkomplexitdt auch mit Inhibitoreinfluss bestehen. Die gewéhlte Konzentration des
Inhibitors entsprach der gidngigen Literatur (Kumar et al., 2005; Nakanishi et al., 2006). Um
auszuschlieBen, dass U0126 inaktiv war und somit keinen Effekt ausiiben konnte, wurden
hippocampale Neurone an DIV7 mit diesem Inhibitor behandelt und die Zellextrakte dann
nach 48-stiindiger Inkubation in der SDS-PAGE aufgetrennt. Ein Ansatz mit Zellen ohne
Inhibitor diente als Kontrolle. Der nachfolgende Immunblot wurde mit anti-Phospho-p44/42
MAPK und anti-p44/42 MAPK Antikorpern gefarbt. Es war deutlich erkennbar, dass der
Inhibitor die Phosphorylierung von MAPK blockiert und somit aktiv war. Wahrend der
Spiegel von MAPK in der Kontrollkultur gleich dem der in den U0126-behandelten Neuronen
war, nachgewiesen durch anti-p44/42 Antikorper, war eine deutliche Reduktion der Menge an
phosphorylierter p44/42 MAPK bei den behandelten Zellen im Vergleich mit der Kontrolle
festzustellen. Dariiber hinaus wurden in den zelluldren Assays U0126-Chargen von zwei
verschiedenen Herstellern (Calbiochem, Sigma) eingesetzt. Unabhingig von den
Herstellerchargen war das Ergebnis gleich.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Einfluss von CALEB/NGC auf Dendritendifferenzierung
nicht abhéngig ist von aktiver MEK.
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Abbildung 25: Der Einsatz des MEK-Inhibitors U0126 hat keine Auswirkung auf die von
CALEB/NGC-induzierte Dendritenkomplexitit. Hippocampale Neurone wurden
an DIV7 mit EGFP- oder mCALEBb-Plasmid transfiziert und in Anwesenheit bzw.
Abwesenheit von 10 uM U0126 fiir zwei Tage inkubiert. Nach Farbung der Neurone
mit polyklonalen anti-GFP Antikérpern und monoklonalen anti-FLAG Antikdrpern
erfolgte die Analyse. (A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Neuronen, die
mit oder ohne UO0126-Inhibitor behandelt wurden, nach GFP- bzw. mCALEBbD-
Farbung. (B) Dargestellt ist die Quantifizierung der Anzahl dendritischer
Endverzweigungen nach Transfektion wie oben beschrieben, n = 124, ***p < (,005.
Der Fehlerbalken gibt den Standardfehler an. Balken = 25 um. (C) Western Blot-
Analyse von Zellextrakten hippocampaler Neurone nach Detergensaufschluf3, die
von DIV7 an zwei Tage mit oder ohne U0126 inhibiert wurden. Nachweis von
phosphorylierter p44/42 MAPK durch anti-Phospho-p44/42 MAPK Antikorper und
von gesamter p44/42 MAPK durch anti-p44/42 MAPK Antikorper.

3.2.2 Die Bedeutung des PI3K-Akt-mTOR-Signalweges fiir CALEB/NGC-stimulierte

Dendritenkomplexitit

Im Allgemeinen hat der PI3K-Akt-mTOR-Signalweg eine zentrale Bedeutung fiir die
Kontrolle des Wachstums von Zellen durch die Kontrolle der ribosomalen Biogenese und
Aktivitdt der Translationsmaschinerie. In den letzten Jahren wurde eine breite Beteiligung der
von Akt regulierten Serin/Threonin-Kinase mTOR an verschiedenen Prozessen der
neuronalen Entwicklung beschrieben. (Kwon et al., 2003; Takei et al., 2004; Tang et al.,
2002; Cammalleri et al., 2003; Hou und Klann, 2004). Interessanterweise zeigen neuere
Arbeiten, dass der PI3K-Akt-mTOR-Signalweg wichtig fiir die Dendritenkomplexitidt von
Neuronen ist (Jaworski et al., 2005; Kumar et al., 2005). Die Aktivierung des PI3K-Akt-
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Signalweges in Abhdngigkeit von mTOR fiihrt im Alter von DIV7-14 zu einer erhohten
Dendritenverzweigung in kultivierten hippocampalen Neuronen (Jaworski et al., 2005; Kumar
et al., 2005).

Um die Bedeutung des PI3K-Akt-mTOR-Signalweges fiir CALEB/NGC-stimulierte
Dendritenkomplexitdt zu untersuchen, wurden die verschiedenen Komponenten des PI3K-
Akt-mTOR-Signalweges inhibiert. Folgende Komponenten wurden durch Inkubation mit

pharmakologischen Inhibitoren ausgeschaltet:

1.  PI3-Kinase durch Inhibitor LY294002
2. Akt durch Akt-Inhibitor I und III
3. mTOR durch Inhibitor Rapamycin

Zur Untersuchung einer moglichen Relevanz der PI3-Kinase-Aktivitit fiir die
Signaltransduktion von CALEB/NGC wurden Versuche mit dem spezifischen PI3-Kinase-
Inhibitor LY294002 durchgefiihrt, welcher die Aktivierung der PI3-Kinase verhindert. Die
Neurone wurden analog zu dem vorangegangenen Experiment behandelt und in An- bzw.
Abwesenheit von 20 pM LY294002 inkubiert. EGFP- bzw. mCALEBb-exprimierende
Neurone ohne LY294002 dienten als Kontrolle. Es zeigte sich, dass EGFP-exprimierende
Neurone mit Inhibitor im Vergleich zu unbehandelten Neuronen eine reduzierte Anzahl
dendritischer Endverzweigungen hatten (Abbildung 26, 27). Diese Beobachtung entsprach
kiirzlich publizierten Ergebnissen (Jaworski et al., 2005; Kumar et al., 2005). Insbesondere
zeigte sich aber auch, dass nach Zugabe des Inhibitors LY294002 die von CALEB/NGC-
vermittelte Dendritenkomplexitdt vollstindig inhibiert wurde (TNDET: 39,2+0,8 fiir EGFP;
45,4+0,9 fir mCALEBD; 30,610,7 fiir EGFP + LY294002 und 31,5+1,0 fir mCALEBb +
LY294002).

Die Ergebnisse dieser Versuche belegen, dass die Aktivitit der PI3-Kinase fiir die
CALEB/NGC-vermittelte Dendritenverzweigung relevant ist.

Nun wurde das nichste Glied in der PI3K-Akt-mTOR Signalkette, nimlich Akt/Proteinkinase
B (PKB) inhibiert und sein Einfluss auf CALEB/NGC-induzierte Dendritenverzweigung
untersucht.

Zunichst wurden hippocampale Neurone an DIV7 mit EGFP- und mCALEBb-kodierenden
Plasmiden transfiziert und bis DIV9 mit 10 uM Akt-Inhibitor I behandelt. In Kontrollkulturen

wurde das dquivalente Volumen des Losungsmittelagens der Inhibitoren hinzugegeben. Auch
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in diesem Fall wurde die Anzahl der dendritischen Endverzweigungen bei den EGFP-
exprimierenden Zellen durch den Akt-Inhibitor I reduziert (TNDET: 35,3+0,8 fiir EGFP;
43,5+1,0 fir mCALEBD; 31,5+0,7 fiir EGFP + Akt-Inhibitor I und 34,2+1,0 fir mCALEBb +
Akt-Inhibitor I) (Abbildung 26, 27). Zusétzlich zeigten diese Versuche, dass der Effekt auf
Dendritenkomplexitit bei mCALEBb-exprimierenden Zellen gegeniiber Kontrollzellen
vollstindig inhibiert wurde, wie bereits bei der Blockierung der Signalkaskade durch
LY294002 beobachtet. Zur weiteren Unterstiitzung der Ergebnisse dieser Experimente
wurden die wie iiblich transfizierten Kulturen in An- bzw. Abwesenheit eines weiteren
spezifischen Akt-Inhibitors, Akt-Inhibitor I1I, mit einer Konzentration von 25 uM inkubiert.
Die Inkubation mit diesem Inhibitor hatte wiederum einen Riickgang der Anzahl dendritischer
Endverzweigungen bei mCALEBb-exprimierenden Neuronen auf das Niveau der EGFP-
exprimierenden Zellen zur Folge (TNDET: 27,9+1,1 fir EGFP + Akt-Inhibitor III und
29,9+1,1 fir mCALEBDb + Akt-Inhibitor III) (Abbildung 26, 27).

Zusammengefasst fiihrte die Inhibition der Proteinkinase Akt in allen Versuchen und unter
Verwendung verschiedener Akt-Inhibitoren zu einer Reduktion der CALEB/NGC-
vermittelten Dendritenverzweigung auf das Niveau der Kontrollzellen. Diese Studien
verdeutlichen, dass fiir den CALEB/NGC-vermittelten Effekt auf die Dendritenmorphologie

eine Aktivierung sowohl von der PI3-Kinase als auch von Akt notwendig ist.
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Abbildung 26: CALEB/NGC-stimulierte Dendritenkomplexitit ist abhiingig von einem aktiven
PI3K-Akt-mTOR-Signalweg.  Dargestellt
Aufnahmen hippocampaler Neurone, die an DIV7 mit EGFP- oder mCALEBD-
Plasmid transfiziert und mit den angegebenen Inhibitoren LY294002, Akt-Inhibitor I
und III sowie Rapamycin fiir zwei Tage behandelt wurden. Die Konzentrationen der
Inhibitoren sind in Abbildung 27 angegeben. Die morphologische Auswertung der
Zellen erfolgte nach GFP- (EGFP) und FLAG-Farbung (mCALEBb). Balken = 25

um.

fluoreszenzmikroskopische



Ergebnisse 84

Durch die Verwendung von Rapamycin, einem Inhibitor des Akt-Effektors mTOR, sollte
geklart werden, ob auch durch die Blockierung von mTOR eine Reduktion der
Dendritenkomplexitdt auftritt. EGFP- oder mCALEBb-exprimierende Kulturen wurden in
Anwesenheit bzw. Abwesenheit von 10 nM und 100 nM Rapamycin fiir 48 h inkubiert,
fixiert, permeabilisiert und geférbt. Es wurde kein Einfluss von Rapamycin auf die Anzahl
dendritischer = Endverzweigungen = EGFP-exprimierender  Zellen  beobachtet.  Die
morphologische Auswertung ergab jedoch, dass bei einer Inhibierung des Akt-Effektors
mTOR die CALEB/NGC-induzierte Dendritenverzweigung signifikant reduziert war.
Neurone, die mCALEBD exprimierten, wiesen bei der Applikation von beiden Rapamycin-
Konzentrationen eine signifikant geringere Anzahl dendritischer Endverzweigungen auf als
mCALEBb-exprimierende Zellen, die nur mit DMSO, dem Ldsungsagens von Rapamycin,
behandelt worden waren (Abbildung 26, 27). Interessanterweise war die Anzahl bei
mCALEBb-exprimierenden Zellen, unabhidngig von der eingesetzten Rapamycin-
Konzentration, immer noch signifikant erhoht im Vergleich zu EGFP-exprimierenden
Neuronen (TNDET: 34,9+0,7 fir EGFP; 43,0+0,9 fir mCALEBb; 33,5+0,6 fiir EGFP +
Rapamycin (10 nM); 36,2+0,7 fiir mCALEBDb + Rapamycin (10 nM); 32,8+1,0 fiir EGFP +
Rapamycin (100 nM) und 36,4+1,1 fiir mCALEBb und Rapamycin (100 nM)).
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Abbildung 27: Auswertung des Einflusses verschiedener Inhibitoren des PI3K-Akt-mTOR-

Signalweges auf die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit. (A)
Dargestellt ist die Quantifizierung der Anzahl dendritischer Endverzweigungen von
Neuronen, die mit EGFP-Plasmid oder mCALEBb-Plasmid transfiziert und mit oder
ohne 20 pM LY294002 behandelt wurden, n = 81, ***p < 0,0001. (B) Darstellung
der Quantifizierung der Anzahl dendritischer Endverzweigungen von Neuronen,
transfiziert wie oben beschrieben und behandelt mit oder ohne 10 uM Akt-Inhibitor I
bzw. 25 uM Akt-Inhibitor III, n = 87 fiir Akt-Inhibitor I, n = 49 flir Akt-Inhibitor III,
*¥**p < 0,0001, *p < 0,005. (C) Darstellung der Quantifizierung der Anzahl
dendritischer Endverzweigungen von Neuronen, transfiziert wie oben beschrieben
und behandelt mit oder ohne 10 nM bzw. 100 nM Rapamycin, n = 53, ***p <
0,0001, *p < 0,05. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar.

Aufgrund der Resultate der durchgefiihrten Experimente wird deutlich, dass der PI3K-Akt-
mTOR-Signalweg, nicht jedoch der MEK-MAPK-Signalweg fiir die Effekte von

CALEB/NGC auf die Dendritenkomplexitdt hippocampaler Neurone wichtig ist.

3.2.3 CALEB/NGC stimuliert Dendritenkomplexitit unabhingig von elektrischer
Aktivitit

Der Einfluss neuronaler Aktivitit auf die Dendritenentwicklung wurde bereits in mehreren

Arbeiten beschrieben (McAllister et al., 1996; Maletic-Savatic et al., 1999; Portera-Cailliau et
al., 2003; Tolias et al., 2005). Um zu untersuchen, ob neuronale Aktivitidt fiir CALEB/NGC-

induzierte Dendritenverzweigung notwendig ist, wurde im bekannten Zellkultursystem der
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Einfluss verschiedener Inhibitoren von lonenkanilen, die neuronale Aktivitit vermitteln,
getestet. Unter den lonenkandlen, von denen bekannt ist, dass sie Bedeutung haben fiir
aktivititsabhingige Effekte auf die Dendritenmorphologie, sind NMDA (N-Methyl-D-
Aspartat) Rezeptor sowie L-Typ spannungsabhingige Calciumkanéle. 3 h nach Transfektion
der hippocampalen Neurone an DIV7 mit mCALEBb- oder EGFP-Expressionsplasmiden
wurde eine Mischung verschiedener Antagonisten von Ionenkandlen zu den Kulturen
gegeben. Die gewihlte Inhibitor-Mischung wurde in Anlehnung an eine Arbeit aus dem Labor
von Robert Malenka verwendet (Yu und Malenka, 2003). Diese bestand aus 1 uM
Tetrodotoxin (TTX), 50 puM D-3-amino-phosphonovaleric acid (D-APV) und 10 pM
Nifedipine (NF). Wéhrend TTX spannungsabhéngige Natriumkanéle blockierte, die fiir die
Entstehung von Aktionspotentialen notwendig sind, inhibierte D-APV den NMDA-Rezeptor
und Nifedipine spannungsabhéingige Calciumkandle.

Die Zugabe von TTX/D-APV/NF fiihrte zu einer Abnahme der Dendritenkomplexitit von
EGFP-exprimierenden Neuronen gegeniiber unbehandelten EGFP-Kontrollzellen. Dieser
Effekt wurde bereits von Malenka beschrieben (Yu und Malenka, 2003). Sie fiihrte auch zu
einer Abnahme der Dendritenkomplexitit mCALEBb-exprimierender Neurone gegeniiber
unbehandelten mCALEBb-Kontrollzellen. Interessanterweise zeigte sich jedoch, dass die
Uberexpression von mCALEBD auch in Gegenwart dieser Inhibitoren im direkten Vergleich
zu EGFP-exprimierenden Zellen zu einer signifikant hoéheren Anzahl dendritischer
Endverzweigungen fiihrte (Abbildung 28).

CALEB/NGC erhoht signifikant die Komplexitdt von Dendriten. Auch unter Einfluss der
Aktivitatsblocker bleibt die Dendritenkomplexitit signifikant erhoht. Das Verhiltnis der
Anzahl dendritischer Endverzweigungen von mCALEBb- zu EGFP-transfizierten Neuronen
bleibt jedoch gleich, unabhéngig davon, ob die Neurone dem Aktivitdtsinhibitor ausgesetzt
wurden oder nicht (TNDET: 38,1£1,9 fiir mCALEBb + TTX/D-APV/NF; 29,8+1,0 fir EGFP
+ TTX/D-APV/NF; 49,1+0,9 fiir mCALEBb und 36,4+0,9 fiir EGFP).

Diese Resultate belegen, dass der Effekt von CALEB/NGC auf die Dendritenmorphologie

unabhéngig von elektrischer Aktivitit ist.



Ergebnisse 87

EGFP mCALEBb

60
*kk
& 50 ‘
< *kk :
@ D 40 , JEGFP
£ 3 -
2340 mmCALEBb
g2 HEGFP +
S {20 TTX/APVINF
=0 mmCALEBb +
‘. NS 10— TTX/APV/NF
<uw g
TTX/APVINF

Transfiziertes Konstrukt

Abbildung 28: Die Blockade elektrischer Aktivitit hat keinen Einfluss auf CALEB/NGC-
stimulierte Dendritenkomplexitit. (A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
hippocampaler Neurone, die an DIV7 mit EGFP- oder mCALEBb-Plasmid
transfiziert und mit den angegebenen Konzentrationen einer Inhibitor-Mischung (1
uM TTX, 50 uM D-APV und 10 puM NF) fiir zwei Tage behandelt wurden. Die
morphologische Analyse der Neurone erfolgte nach GFP-Fiarbung (EGFP) und
FLAG-Fiarbung (mCALEBb). (B) Darstellung der Quantifizierung der Anzahl
dendritischer Endverzweigungen von Neuronen, transfiziert und behandelt wie oben
beschrieben, n = 31 (mCALEBb + Inhibitoren), n = 75 (alle anderen), ***p <
0,0005. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. Balken =25 um.

3.2.4 CALEB/NGC stimuliert Dendritenkomplexitit abhingig von PKC

Eine mogliche Beteiligung von CALEB/NGC am Neuritenwachstum wurde bereits publiziert
(Schumacher et al., 1997; Nakanishi et al., 2006). Daten von Nakanishi et al. zufolge ist der
extrazellulire Bereich von CALEB/NGC in der Lage, iiber PI3K- und PKC-abhingige
Signalwege das Auswachsen von Neuriten zu fordern. Um zu untersuchen, ob die PKC
ebenfalls fiir die CALEB/NGC-induzierte Komplexitidt dendritischer Bdume relevant ist,
wurden hippocampale Neurone an DIV7 mit EGFP- oder mCALEBb-kodierenden Plasmiden
transfiziert. 3 h nach Transfektion wurden verschiedene Inhibitoren der PKC, 10 puM
Hypericin und 1 pM bzw. 10 uM Bisindolylmaleimide, zu den Kulturen gegeben und ihr
Einfluss auf die Dendritenverzweigung getestet. Es wurde kein Einfluss der Inhibitoren auf
die Anzahl dendritischer Endverzweigungen EGFP-exprimierender Zellen beobachtet. Die

morphologische Auswertung der Neurone, die mCALEBD exprimierten, ergab jedoch, dass
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die Anzahl dendritischer Endverzweigungen nach Blockierung mit Hypericin im Vergleich zu
EGFP-exprimierenden Kontrollzellen gering reduziert war (TNDET: 39,5+0,8 fiir EGFP;
44,7+1,1 fir mCALEBb; 39,1+0,8 fiir EGFP + Hypericin; 42,4+1,2 fir mCALEBb +
Hypericin). Bei einer Inhibierung der PKC mit Bisindolylmaleimide hingegen, unabhéngig
von der eingesetzten Konzentration, war die Anzahl der dendritischen Endverzweigungen bei
mCALEBb-exprimierenden Zellen im Vergleich zu EGFP-exprimierenden Neuronen
signifikant reduziert (TNDET: 38,3+0,9 fiir EGFP; 45,5+1,2 fir mCALEBb; 37,0+1,4 fiir
EGFP + BIM (1 uM); 40,5+1,4 fiir mCALEBbD + BIM (1 uM); 38,2+1,5 fiir EGFP + BIM (10
uM) und 39,9+1,7 fiir mCALEBDb + BIM (10 uM) (Abbildung 28). Diese Daten deuten auf
eine Beteiligung der PKC an CALEB/NGC-vermittelter Dendritenverzweigung hin.
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Abbildung 29: CALEB/NGC-stimulierte Dendritenkomplexitiit ist abhingig von PKC.

(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen hippocampaler Neurone, die an DIV7 mit
EGFP- oder mCALEBb-Plasmid transfiziert und mit den angegebenen
Konzentrationen der PKC-Inhibitoren Hypericin und Bisindolylmaleimide (BIM)
(Hypericin 10 puM, BIM 1 uM und 10 uM) behandelt wurden. Die morphologische
Analyse erfolgte nach GFP-Farbung (EGFP) und FLAG-Féarbung (mCALEBD). (B)
Darstellung der Quantifizierung der Anzahl dendritischer Endverzweigungen von
Neuronen, transfiziert und behandelt wie oben beschrieben, n = 91 (Hypericin), ***p
< 0,0005, *p < 0,05; n =66 (1 uM BIM), n = 31 (10 uM BIM), ***p < 0,001, **p <
0,01. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. Balken = 25 pum.
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3.3 Biochemische Charakterisierung der Interaktion von B56 mit CALEB/NGC

Wie bereits beschrieben wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Experimentalansitze
verfolgt, um Signaltransduktionskaskaden von CALEB/NGC aufzukldren. Die Untersuchung
bekannter Signalkaskaden zeigte, dass CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit von
einem aktiven PI3K-Akt-mTOR-Signalweg intrazelluldr abhingig ist. Zudem wurde die
Abhingigkeit von einer intakten EGF-dhnlichen Doméne extrazellulér belegt.

Es ist jedoch bisher kein Protein bekannt, welches das Transmembranprotein CALEB/NGC
an den PI3K-Akt-mTOR-Signalweg molekular ankoppelt. Deshalb wurde ein unbekannter
Interaktionspartner fiir CALEB/NGC gesucht. Der einzige bekannte intrazelluldre
Interaktionspartner von CALEB/NGC ist das ,,Golgi-associated PDZ domain protein“ PIST,
welches an das juxtamembrandre Peptidsegment von CALEB/NGC bindet (Hassel et al.,
2003). Vorlaufige Daten aus unserem Labor (nicht gezeigt) weisen jedoch nicht auf eine Rolle
von PIST in der Regulation der CALEB/NGC-induzierten Dendritenkomplexitit hin.

Um herauszufinden, welcher molekulare Mechanismus fiir die Regulation der
Dendritenkomplexitét erforderlich ist, wurde nach intrazelluldren Interaktionspartnern fiir
CALEB/NGC gesucht. In von der vorliegenden Arbeit unabhingigen Hefe-2-Hybrid-Screens
(,,Yeast Two-Hybrid*) zur Identifizierung noch unbekannter intrazelluldrer Proteine, die an
CALEB/NGC binden, wurde B56[3, eine regulatorische Untereinheit der Protein Phosphatase
2A, als Interaktionspartner von CALEB/NGC gefunden. Um hier weitere Erkenntnisse liber
die Validitit dieser Bindung zu gewinnen, wurden verschiedene biochemische und

immunozytochemische Assays eingesetzt.

3.3.1 Konstrukte und Proteinexpression

Die biochemische Charakterisierung von der Interaktion zwischen CALEB/NGC und B563
erfordert die Herstellung rekombinanter Proteine. Die eingesetzten Expressionskonstrukte
sollen daher im Folgenden kurz vorgestellt werden. Fiir die Expression rekombinanter
Proteine wurde in dieser Arbeit der Vektor pGEX-6P-1 benutzt. Bei Verwendung dieses
Vektors entsteht in prokaryotischen Zellen (E. coli, BL21 Al, siche Material und Methoden,
Kapitel 2.1.6.1) ein Fusionsprotein, das N-terminal einen GST-, tag* tragt, tiber den sich das

Fusionsprotein aufreinigen ldsst. Das Konstrukt enthielt, neben der fiir GST kodierenden, die
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fiir den zytoplasmatischen Teil der humanen ldngeren Isoform hCALEBDb kodierende

Sequenz. Es wird im Folgenden als GST-hCALEBb-cyt bezeichnet.

26 kDa

39 kDa hCALb-cyt

Abbildung 30: Schematische Darstellung der verwendeten rekombinanten Fusionsproteine.
»GST-hCALb-cyt“ (ca.39 kDa) und ,,GST* (ca. 26 kDa).

3.3.2 Proteinaufreinigung

Das rekombinante Protein wurde bakteriell exprimiert und iiber den GST-Fusionsanteil
aufgereinigt. Es hat eine molare Masse von ca. 39 kDa. Abbildung 31 zeigt das Ergebnis einer
SDS-PAGE des aufgereinigten Proteins. GST, im folgenden Experiment als Kontrolle
benoétigt, wurde mir freundlicherweise von Sascha Johannes zur Verfiigung gestellt.

Neben der erwarteten Bande in Hohe von ca. 39 kDa zeigte das Coomassie Brilliant Blue
gefarbte SDS-Polyacrylamid (PAA)-Gel einige weitere Banden, deren GroBteil als
proteolytische Abbaubanden des Fusionsproteins identifiziert werden konnten. Die
erfolgreiche Aufreinigung des rekombinanten GST-hCALb-cyt Fusionsproteins ermoglichte
es, die Interaktion mit dem im ,,Yeast Two-Hybrid“-System gefundenen Interaktionspartner

B56p zu tiberpriifen und die Wechselwirkung zu charakterisieren.
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Abbildung 31: Aufreinigung von rekombinantem GST-hCALDb-cyt Protein aus E. coli
Bakterienzellen mittels Glutathion-Sepharose. Gelelektrophoretische
Auftrennung des GST-Fusionsproteins und Farbung des SDS-PAA-Gels mit
Coomassie Brilliant Blue. Die Elution erfolgte mit L-Glutathion enthaltendem
Puffer. Die Pfeilspitze in Hohe von ca. 39 kDa markiert das GST-hCALb-cyt
Fusionsprotein. EF = Elutionsfraktion.

3.3.3 Untersuchung der Interaktion von BS56f3, einer regulatorischen Untereinheit der

Proteinphosphatase 2A, mit CALEB/NGC im Blot-Overlay-Assay

Zur detaillierteren Analyse der Interaktion von CALEB/NGC und B56f3, die im ,,Yeast Two-
Hybrid“-System gezeigt werden konnte, wurde ein Blot-Overlay-Assay durchgefiihrt. Dazu
wurden gleiche Mengen rekombinanten, gereinigten GST-hCALEBb-cyt Fusionsproteins
sowie gereinigten GSTs als Kontrolle in der SDS-PAGE aufgetrennt. Ein SDS-PAA-Gel
wurde zu Kontrollzwecken mit Coomassie Brilliant Blue gefdarbt, das andere auf
Nitrocellulose transferiert. Der Immunblot wurde dann mit der 16slichen Fraktion eines
detergens-haltigen Extrakts aus HEK293-Zellen inkubiert, die zuvor mit myc-B56f3
transfiziert worden waren und dementsprechend rekombinantes B56f exprimierten.
Gebundenes myc-B563 wurde mit einem primédren monoklonalen anti-myc Antikdrper, einem
sekundédren Alkalische-Phosphatase (AP) -gekoppelten Antikorper und einer Farbreaktion
sichtbar gemacht. Die Analyse des SDS-PAA-Gels nach Fiarbung mit Coomassie Brilliant
Blue zeigte eine deutliche Bande von GST-hCALEBb-cyt in Hohe von ca. 39 kDa und eine
weitere im Bereich von 26 kDa, bei der es sich um GST handelte. Ein Aliquot des HEK293-
Zellextraktes wurde in der SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und der

Immunblot mit einem monoklonalen anti-myc Antikorper als Expressionskontrolle geférbt.
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Die Bande in Hohe von ca. 56 kDa konnte eindeutig der B56 Untereinheit zugeordnet
werden (Abbildung 32A).

Im Blot-Overlay konnte das GST-hCALEBb-cyt Fusionsprotein mittels eines monoklonalen
Antikorpers gegen das myc-Epitop von B56f indirekt detektiert werden. Erwartungsgemal3
konnte keine Bindung von myc-B563 an GST festgestellt werden. Das Ergebnis dieses
Experimentes erbrachte eine Bestitigung der Bindung von B56f an den intrazelluldren Teil
von CALEB/NGC.

Aus den ,,Yeast Two-Hybrid“-Experimenten ging hervor, dass die Bindung von B56 an
CALEB/NGC iiber die intrazelluliren Peptidsegmente A und/oder B erfolgt. Eigene
weiterfilhrende Experimente zur Charakterisierung der Bindungsstelle, die in der
vorliegenden Arbeit spidter im Kapitel behandelt werden, bestitigten, dass B56p an das
intrazelluldre Peptidsegment A von CALEB/NGC bindet.

Durch die Verwendung von einem Peptid (rCAL1), das mit CALEB/NGC um die Bindung an
B56 konkurriert, sollte die Spezifitit der Bindung von B56f an das zytoplasmatische
Peptidsegment A von CALEB/NGC im Blot-Overlay bestitigt werden. Die
Aminoséduresequenz dieses Peptids war abgeleitet worden von der Sequenz des intrazelluldren
Peptidsegments A von CALEB/NGC (FFAKKLYLLKTENTKLRKT). GST-hCALEBb-cyt
sowie GST wurden wiederholt in der SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine zum einen mit
Coomassie Brilliant Blue angefarbt, zum anderen auf Nitrocellulose transferiert. Das SDS-
PAA-Gel nach Anfarbung der Proteine dokumentierte, dass gleiche Proteinmengen analysiert
wurden. Der Immunblot wurde mit myc-B56B-enthaltendem HEK293-Zelllysat inkubiert,
dem entweder das Peptid rCAL1 oder aber das Peptid rMasl zu Kontrollzwecken zugesetzt
wurde (Abbildung 32B). Die Sequenz des rMas1-Kontrollpeptids war abgeleitet worden vom
COOH-Terminus des Masl Protoonkogens der Ratte (NTVSIETVV). Beide Peptide wurden
dem Zelllysat in einer Endkonzentration von 2 uM zugesetzt.

Wie anhand der Abbildung 32B deutlich wird, wurde die Bindung von B56f an GST-
hCALEBb-cyt in der Anwesenheit von rCAL1 inhibiert, nicht jedoch in der Anwesenheit des
Kontrollpeptids rMas1. Dieses Ergebnis bestitigte die Arbeitshypothese, dass die Bindung
von B56 an CALEB/NGC im zytoplasmatischen Peptidsegment A stattfindet.
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Abbildung 32: Rekombinantes GST-hCALb-cyt bindet im Blot-Overlay-Assay an B56f, eine

regulatorische Untereinheit der Proteinphosphatase 2A. (A) Coomassie Brilliant
Blue-gefiarbtes SDS-PAA-Gel von bakteriell exprimiertem und gereinigtem GST-
hCALDb-cyt Fusionsprotein und GST (Spuren 1 und 2). Beide aufgetrennten Proteine
wurden dann im Immunblot mit HEK293-Zelllysat {iberschichtet, der myc-markiertes
B56p enthielt. Die Bindung von myc-B56p an GST-hCALb-cyt wurde mit primiren
monoklonalen anti-myc Antikérpern sowie sekundiaren AP-gekoppelten Antikdrpern
sichtbar gemacht. Die Bindung von myc-B563 an GST-hCALb-cyt konnte
nachgewiesen werden (Spur 3, Pfeilspitze), nicht jedoch die an GST (Spur 4). Als
Expressionskontrolle wurde ein Aliquot des HEK293-Zellextraktes im Immunblot
mit primiren monoklonalen anti-myc Antikérpern sowie sekundidren AP-gekoppelten
Antikorpern nachgewiesen (Spur 5). (B) Coomassie Brilliant Blue-gefarbtes SDS-
PAA-Gel von gereinigtem GST (Spuren 2 und 4) und GST-hCALb-cyt
Fusionsprotein (Spuren 1 und 3). Diese Proteine wurden wie oben beschrieben mit
myc-B56B-enthaltendem HEK?293-Zellextrakt in Anwesenheit des Kontrollpeptids
rMasl1 (Spuren 1 und 2) oder in Anwesenheit des Kompetitorpeptids rCAL1 (Spuren
3 und 4) inkubiert. Beide Peptide wurden dem Zelllysat in einer Endkonzentration
von 2 puM zugesetzt. Die Bindung von myc-B56f3 wurde wie oben beschrieben
visualisiert. In Anwesenheit des Kompetitorpeptids konnte keine Bindung von myc-
B56p3 an GST-hCALDb-cyt detektiert werden (rechts, Pfeilspitze).

3.3.4 Analyse der Assoziation von BS6 mit CALEB/NGC in HEK293-Zellen

Um die Interaktion von B563 und CALEB/NGC in Zellen gezielter zu untersuchen, wurden

Koimmunprézipitationen aus transfizierten HEK293-Zellen durchgefiihrt. Mit dieser Technik

konnen Protein-Protein-Wechselwirkungen, die in Zellen stattfinden, untersucht werden. Zur

Untersuchung der B563-CALEB/NGC- Interaktion wurden B56p und PR55y im pHA-CMV

Expressionsvektor sowie mCALEBb im p3xFLAG-myc-CMV'™-25 Expressionsvektor in

HEK?293-Zellen transfiziert, die Zellen nach 24-36 h Expressionszeit aufgeschlossen und die

Koimmunprézipitation wie in Material und Methoden, Kapitel 2.2.2.8 beschrieben
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durchgefiihrt. Wahrend B56 zur B’-Familie gehort, ist PR55y ein Mitglied aus der B-Familie

regulatorischer Untereinheiten der PP2A. PR55y diente in diesem Experiment als

Negativkontrolle fiir die Spezifitit der Bindung von B56 und CALEB/NGC.

Transfiziert: IP o HA
FLAG-mCALb] + +
HA-B(PP2A) | B56p PRo55y
mCALb
kDa TEGT
150 - “mCALb
Lysat:
Blot'o. FLAG
150 -1 ~ “=mCALb

IP: Blot o FLAG

«—PR55y
—B56p
5 - [jmm— *|g

IP: Blot & HA

Abbildung 33: B56f bindet an CALEB/NGC in HEK293-Zellen. (A) Schematische Darstellung der

PP2A mit Hervorhebung der regulatorischen Untereinheiten B563 und PRS55y
(modifiziert nach Janssens und Goris, 2001). (B) B563 und PR55y, versehen mit
einem HA-tag“ (HA-B (PP2A) B56B oder PRS55y), wurden zusammen mit
mCALEBD, das mit einem FLAG-,tag® versehen war (FLAG-mCALD), transient in
HEK293-Zellen transfiziert. Von den Zellen exprimiertes B5S63 und PR55y wurde
dann mit einem monoklonalen anti-HA Antikorper immunprézipitiert (IP a HA). Die
prazipitierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose
transferiert. Prézipitierte und koimmunprézipitierte Proteine wurden dann im
Immunblot mit primiren monoklonalen anti-HA (Blot oo HA) und monoklonalen anti-
FLAG Antikérpern (Blot o FLAG) sowie sekundiren AP-gekoppelten Antikorper
nachgewiesen. Als Expressionskontrolle fiir FLAG-markiertes mCALEBb wurde ein
Aliquot des Lysates im Immunblot mit einem anti-FLAG Antikérper nachgewiesen
(Lysat: Blot oo FLAG). mCALEBDb konnte mit B56p koimmunprézipitiert werden,
nicht jedoch mit PR55y. mCALb, mCALEBb; mCALDb-PG, Proteoglykan-Variante
von mCALEBDb; *Ig, Schwere Kette des fiir die Immunprézipitation eingesetzten
Antikorpers.

Es war moglich, nach Prézipitation von HA-B56[3 mit einem monoklonalen Antikdrper gegen

den HA-, tag” FLAG-markiertes mCALEBDb als Koprizipitat mit einem monoklonalen anti-
FLAG Antikorper nachzuweisen. FLAG-mCALEBbD konnte jedoch nicht mit HA-PR55y ko-

préazipitiert werden, obwohl HA-PR55y mit dem anti-HA Antikorper prizipitiert werden

konnte (wie Abbildung 33 deutlich zeigt) und mCALEBD im Lysat nachgewiesen wurde. Die

verwendeten Antikorper zeigten in keinem Fall eine Kreuzreaktion mit dem jeweils anderen

Affinitdts-,,tag* und keines der exprimierten Proteine wurde unspezifisch prazipitiert.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in transfizierten HEK293-Zellen B56f, eine
regulatorische Untereinheit der PP2A, im Komplex mit CALEB/NGC nachgewiesen werden

konnte.

3.3.5 Charakterisierung der Interaktionsstelle von BS6 mit CALEB/NGC

Um die Interaktion zwischen B563 und CALEB/NGC genauer zu untersuchen, war es
wichtig, die Bindungsregion weiter zu charakterisieren. Die Ergebnisse aus den ,,Yeast Two-
Hybrid“-Experimenten und den Blot-Overlay-Experimenten haben gezeigt, dass die
intrazelluldren Peptidsegmente A und/oder B von CALEB/NGC die Bindung an die B56f3
vermitteln, und das Peptidsegment A notwendig ist. Ausgehend von dieser Situation wurden
Koimmunprézipitationen aus transfizierten HEK293-Zellen mit den vorher bereits in Kapitel
3.1.6 beschriebenen mCALEBb-Deletionskonstrukten ,,400° und ,,388* durchgefiihrt, um die
Interaktionsstelle in einem zelluldren System prézise zu kartieren. Wahrend das Konstrukt
388 den vollen extrazelluldren Teil von mCALEBb sowie das Peptidsegment A intrazellulér
enthadlt, umfalt das Konstrukt ,,400° zusétzlich das Peptidsegment B, wie bereits beschrieben
wurde (Kapitel 3.1.6). Die beiden Konstrukte wurden ebenfalls im p3xFLAG-myc-CMV™-
25 Expressionsvektor zusammen mit B56f im pHA-CMV Expressionsvektor in HEK293-
Zellen transfiziert, die Zellen nach 24-36 h aufgeschlossen und die Koimmunprézipitation,
wie in Kapitel 2.2.2.8 beschrieben, durchgefiihrt. Nach Prizipitation von HA-markiertem
B56p mit dem anti-HA Antikorper konnten sowohl FLAG-markiertes Konstrukt ,,400% als
auch FLAG-markiertes Konstrukt ,,388 im Prizipitat nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Bindungsstelle fir B56 in dem

juxtamembraniren Peptidsegment A von CALEB/NGC lokalisiert ist.
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Abbildung 34: B56f bindet an mCALEBb-Deletionskonstrukte in HEK293-Zellen.
HA-markiertes B56f wurde zusammen mit den mCALEBb-Deletionskonstrukten
,»388“ oder ,,400%, die mit einem FLAG-, tag™ versehen waren, transient in HEK293-
Zellen transfiziert. Exprimiertes B56p Protein wurde dann mit einem monoklonalen
anti-HA Antikorper immunprézipitiert (IP oo HA). Die préazipitierten Proteine wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Prizipitierte und
koimmunprézipitierte Proteine wurden dann im Immunblot mit primiren
monoklonalen anti-HA (Blot o HA) und monoklonalen anti-FLAG Antikdrpern (Blot
o FLAG) sowie sekunddren AP-gekoppelten Antikdrpern nachgewiesen. Als
Expressionskontrolle fiir die Konstrukte ,,388“ und ,,400“ wurde ein Aliquot der
Lysate im Immunblot mit einem anti-FLAG Antikorper nachgewiesen (Lysat: Blot o
FLAG). Beide mCALEBDb-Deletionskonstrukte, ,,388 und ,,400“, konnten mit B56[3
koimmunprézipitiert werden. ,,400/388“-PG, Proteoglykan Variante von mCALEBb-
Deletionskonstrukten; *Ig, Schwere Kette des fiir die Inmunprézipitation eingesetzten
Antikorpers.

Um weiter abzusichern, dass die BS6B3-Bindungsstelle im Peptidsegment A von CALEB/NGC
lokalisiert ist, wurde das rCAL1-Peptid, das im Kapitel vorher bereits beschrieben worden ist,
eingesetzt (Abbildung 35A). rCAL1 wurde an NHS-aktivierte Sepharose immobilisiert, um
mit dem immobilisierten Peptid dann Prézipitationen aus Zellextrakten durchfiihren zu
konnen. Als Kontrolle diente hierbei das ebenfalls bereits beschriebene rMasl-Peptid
(Abbildung 35B). Mit Hilfe des rCAL1-Peptids (P-rCAL1) konnte B56p aus dem Zelllysat
HA-B56p exprimierender HEK293-Zellen prézipitiert werden. Bei der Prézipitation mit
rMas1(P-rMasl) konnte hingegen B56B nicht im Prizipitat nachgewiesen werden. Ein
Aliquot des Lysates wurde als Expressionskontrolle von HA-B563 mit anti-HA Antikorper
verwendet (Abbildung 35C).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass B56f an das juxtamembranire Peptidsegment A

von CALEB/NGC bindet.
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Abbildung 35: Untersuchung der Interaktion von B563 mit CALEB/NGC mit rCAL1-Peptid.

(A) Schematische Darstellung des verwendeten rCAL1-Peptids (P-rCAL1). Die
Sequenz stammt aus der Aminosduresequenz des zytoplasmatischen Peptidsegments
A von mCALEBD, die Kontrollsequenz (B) des rMasl-Peptids (P-rMasl) stammt
vom COOH-Terminus des Masl Protoonkogens der Ratte. (C) B563, mit einem HA-
Htag® versehen, wurde transient in HEK293-Zellen transfiziert. Zellextrakt mit
exprimiertem HA-B56B wurde dann mit an NHS-aktivierter Sepharose
immobilisiertem rCAL1 (P-rCAL1) - bzw. rMasl (P-rMasl) -Peptid
zusammengegeben. Die prézipitierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert. Prézipitierte Proteine wurden dann im
Immunblot mit einem monoklonalen anti-HA Antikorper nachgewiesen. Ein Aliquot
des Lysates wurde als Expressionskontrolle fiir HA-B56[3 benutzt. Das immobilisierte
Peptid rCAL1 konnte B56[ aus transfizierten Zellen préizipitieren, nicht jedoch das
Kontrollpeptid rMas1 (Blot o HA).

3.3.6 B56p interagiert mit CALEB/NGC in vivo

Eine wichtige Frage war, ob sich die in {iberexprimierenden Zellen gezeigte Interaktion von

B56f und CALEB/NGC auch in vivo in neuronalem Gewebe bestétigen lassen wiirde. Daher

wurden auch hier Immunprézipitationen durchgefiihrt, um den B563-CALEB/NGC-Komplex

im Rattenhirn nachzuweisen. Als Ausgangsmaterial diente eine Membranpriparation aus

Gehirn von P16 Ratten, die in Kapitel 2.2.2.7 ausfiihrlich beschrieben worden ist. Hintergrund
fiir die Wahl des Ausgangsmaterials war die Uberlegung, dass CALEB/NGC, nicht aber B563

ein Transmembranprotein ist. Sollte BS6p in vivo mit CALEB/NGC interagieren, so ist davon

auszugehen, dass es moglich ist, beide Proteine aus einer solubilisierten Membranfraktion zu
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prézipitieren. Die solubilisierte Membranfraktion wurde fiir die Immunprézipitation entweder
mit affinitdts-gereinigtem polyklonalen anti-B56f Antikorper oder mit einem polyklonalen
anti-FLAG Antikdrper als Negativkontrolle inkubiert. Mittels EZview'™ red protein A
Affinitditsmatrix konnten die Antikorper sedimentiert und die prézipitierten Proteine nach
Auftrennung in der SDS-PAGE und Transfer auf Nitrocellulose im Immunblot mit einem
monoklonalen anti-CALEB/NGC Antikorper bzw. einem polyklonalen anti-B56 Antikorper
analysiert werden.

Wie in dem Immunblot zu erkennen ist, konnte B563 mit dem affinitits-gereinigten
polyklonalen anti-B56 Antikdrper aus der Membranfraktion prézipitiert werden (IPaB56p),
jedoch nicht mit dem polyklonalen Antikorper gegen das FLAG-Epitop (Abbildung 36). Nur
im B56p-enthaltenden Prézipitat konnte koimmunprézipitiertes CALEB/NGC gefunden
werden. Aufgrund der gezeigten Resultate kann eine Interaktion von B56p und CALEB/NGC

in vivo bestitigt werden.

IP o
FLAG
T

IP o
kDa Lysat B56

150— L i
| _CALEB/
Blot oo CALEB/NGC
IP o IP o
Lysat B56B FLAG
—B563
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Blot o B563

Abbildung 36: B56 und CALEB/NGC interagieren in vivo. Solubilisierte Membranfraktionen von
postnatalen Rattenhimen (P16) wurden zur Immunpréizipitation entweder mit
polyklonalen affinitdtsgereinigten anti-B56f Antikérpern (IP o B56B) oder mit
polyklonalen anti-FLAG Antikdrpern (IP oo FLAG), Negativkontrolle, inkubiert. BS63
wurde mit anti-B56 Antikorpern, nicht jedoch mit anti-FLAG Antikorpern (Blot a
B56p, Pfeil) prazipitiert. CALEB/NGC konnte mit B56f in der IP a B56f3, aber nicht
in der IP o FLAG ko-prézipitiert werden (Blot o CALEB/NGC, Pfeil). CALEB/NGC-
PG, Proteoglykan-Variante von CALEB/NGC; *Ig, Schwere Kette des fiir die
Immunprézipitation eingesetzten Antikorpers.
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3.4 Funktionsanalyse der Interaktion von BS563 und CALEB/NGC in priméren

Neuronen

3.4.1 B56p kolokalisiert mit CALEB/NGC in den Dendriten primérer Neurone

Die anfingliche Intention bei den ,Yeast Two-Hybrid“-Experimenten war es, neue
intrazelluldre Interaktionspartner von CALEB/NGC zu identifizieren, die in die durch
CALEB/NGC stimulierte Signaltransduktion hin zu erh6hter Dendritenkomplexitit involviert
sind. Nachdem die Validitét der Interaktion von B563 und CALEB/NGC in der vorliegenden
Arbeit sowohl in vitro als auch in vivo bestétigt werden konnte, war es von groflem Interesse
zu iberpriifen, ob B56B eine Funktion im Prozess der von CALEB/NGC-stimulierten
Dendritenkomplexitit hat. Um erste Einblicke zu gewinnen, wurde zunéchst die endogene
Expression von B56 mit dem Expressionsmuster von CALEB/NGC in priméren
hippocampalen Neuronen verglichen. Diese wurden an DIV 13 fixiert, permeabilisiert und mit
einem monoklonalen anti-CALEB/NGC (Mab anti-NGC) Antikdrper sowie einem
polyklonalen anti-B563 Antikorper gefarbt, um die endogene Expression beider Proteine
sichtbar zu machen. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung ergab, dass B56p (neben
dem Soma) auch in einzelnen diskreten punktuellen Anreicherungen (,,Spots®) auf den
groBBeren Dendriten exprimiert wird. Konfokale Aufnahmen von B56B-CALEB/NGC-
Doppelimmunfluoreszenzen zeigten eine deutliche Kolokalisation von endogenem B56f und
endogenem CALEB/NGC in diesen Spots, die iiberdies oftmals an dendritischen
Verzweigungspunkten erkennbar waren. Interessanterweise wurde in den Dendriten eine
Membran-assoziierte Lokalisation der regulatorischen Untereinheit B56B deutlich, wie
Abbildung 37 zeigt, obwohl B56 kein Transmembranprotein ist. Das konnte auch auf eine
Interaktion mit dem Transmembranprotein CALEB/NGC hindeuten. Festzuhalten ist, dass die
PP2A-Untereinheit B56f3 aufgrund ihrer endogenen Expression in Signalwege eingebunden

sein konnte, die fiir die Dendritendifferenzierung notwendig sind.
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Rb o B563 Mab a NGC

Abbildung 37: B56B kolokalisiert mit CALEB/NGC in primédren Neuronen. Fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung der Kolokalisation von B563 und CALEB/NGC in
priméren hippocampalen Neuronen. Primédre hippocampale Neurone wurden an DIV
13 mit (A) monoklonalen anti-CALEB/NGC Antikdrpern (Mab a NGC, rot) und (B)
polyklonalen anti-B56B Antikorpern (Rb oo B56, griin) gefirbt. (C) Uberlagerung
beider Immunfarbungen. Dargestellt sind zwei Beispiele von Neuronen (oben und
Mitte). VergroBerung eines Dendritenabschnitts (unten). Die Pfeile zeigen die
Kolokalisationsstellen von CALEB/NGC und B56f in den Dendriten. Balken = 10
um (oben und Mitte) und 4 um (unten).

3.4.2 Die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit wird durch B56f inhibiert

Es konnte eine Kolokalisation von B56f3 mit CALEB/NGC in den Dendriten primérer
hippocampaler Neurone in Kultur gezeigt werden. Zudem wurde demonstriert, dass der von
CALEB/NGC-induzierte Effekt auf die Erhdhung dendritischer Verzweigungen von aktivem
Akt abhéngig ist (Kapitel 3.2.2). Da auBerdem aus der Literatur bekannt war, dass die B563-
enthaltende PP2A Akt dephosphorylieren und dabei inaktivieren kann (Rocher et al., 2007),
stellte sich die Frage, ob B56f mit der von CALEB/NGC stimulierten Dendritenkomplexitét
interferieren konnte. Um dieser Frage nachzugehen, wurden primére hippocampale Neurone
an DIV12 mit mCALEBb im p3xFLAG-myc-CMV'™-25 Expressionsvektor und B56f im
pCMV-HA Expressionsvektor kotransfiziert und zwei Tage spdter, nach Fixierung,
Permeabilisierung und Farbung, durch Auszdhlen der dendritischen Endverzweigungen
(TNDET) analysiert. Als Kontrolle dienten Neurone, die entweder mCALEBb und EGFP,
EGFP und B563, mCALEBDb und PR55y oder aber EGFP und PR55y koexprimierten.
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Abbildung 38: Die CALEB/NGC-stimulierte Dendritenkomplexitit wird durch B56f inhibiert.
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung hippocampaler Neurone, die an DIVI12
folgendermaBen transfiziert bzw. kotransfiziert wurden: EGFP, EGFP+BS56p,
EGFP+PR55y, mCALEBb+EGFP, mCALEBb+B56 und mCALEBb+PR55y. B56[3
und PR55y waren mit einem HA-, tag* versehen und wurden mit anti-HA Antikérpern
nachgewiesen. EGFP und mCALEBb wurden mit anti-GFP sowie anti-FLAG
Antikorpern visualisiert. Darstellung repriasentativer Neurone pro Bedingung. Balken
=10 pm.

Verglichen mit Neuronen, welche mCALEBDb und EGFP koexprimierten, zeigten solche, die
mCALEBb und B56f koexprimierten, eine verringerte Anzahl dendritischer Verzweigungen
und somit auch eine reduzierte Dendritenkomplexitit (Abbildung 38). Die TNDET war im
Vergleich zu den Kontrollzellen (mCALEBb und EGFP) signifikant geringer in Neuronen,
die mCALEBDb und B56f koexprimierten. Es gab jedoch keine signifikanten Unterschiede zu
den Neuronen, die EGFP und B56P koexprimierten (Abbildung 39). Um die Spezifitit des
negativen Einflusses von B56p auf die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit zu
iiberpriiffen, wurden mCALEBb und PR55y bzw. EGFP und PR55y koexprimiert und die
TNDET bestimmt. Obwohl PR55y ebenfalls zur Familie der regulatorischen Untereinheiten
der PP2A zihlt, zeigte sich, dass PR55y die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenverzweigung
nicht inhibiert (TNDET: 28,6+1,3 fir EGFP, 34,1+1,6 fir mCALEBb + EGFP, 26,4£1,5 fiir
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EGFP + B56, 26,0+1,1 fir mCALEBb + B56p, 29,2+1,4 fir EGFP + PR55y und 36,4£1,8
fiir mCALEBb + PR55y).
Zusammengefasst deuten die erzielten Resultate auf eine spezifische Inhibierung der

CALEB/NGC-vermittelten Dendritenkomplexitit durch B563 hin.

1 EGFP
W mCALEBD +
EGFP
5o 1 EGFP + B56B
c g
2 < m mCALEBb +
55 B568
c o
3 g B EGFP + PR55Y
g2 m mCALEBb +
Z 10 PR55Y

Transfiziertes Konstrukt

Abbildung 39: Auswertung der Untersuchung des Einflusses von B56 auf die CALEB/NGC-
induzierte Dendritenkomplexitit. Darstellung der Quantifizierung der Anzahl
dendritischer Endverzweigungen von Neuronen, die folgendermallen transfiziert bzw.
ko-transfiziert wurden: EGFP, EGFP+B56B, EGFP+PR55y, mCALEBb+EGFP,
mCALEBb+B56f und mCALEBb+PR55y, n =40, **p < 0,01. Die Koexpression von
B56[, aber nicht PR55y, inhibierte die durch CALEB/NGC-induzierte Erh6hung der
Anzahl dendritischer Endverzweigungen. Der Fehlerbalken stellt den Standardfehler
dar.

3.4.3 Die CALEB/NGC-induzierte Phosphorylierung von dendritischem Akt wird durch
B56p inhibiert

Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass die Stimulation der Dendritenkomplexitit
durch CALEB/NGC von aktivem Akt abhédngig ist, wurde die Arbeitshypothese aufgestellt,
dass CALEB/NGC in der Lage sein konnte, die Phosphorylierung der Aminosdure Ser-473
von Akt zu stimulieren. Aus der Literatur war bekannt, dass die Phosphorylierung von Ser-
473 zur Aktivierung von Akt beitrdgt (Alessi et al., 1996). Von besonderem Interesse war
daher die Untersuchung der Menge an phosphoryliertem Akt in hippocampalen Neuronen,
welche EGFP, mCALEBb und EGFP, EGFP und B56p sowie mCALEBb und B56f
exprimierten. Dazu wurden die Neurone mit den entsprechenden Konstrukten an DIV12

transfiziert, fixiert, permeabilisiert und mit einem monoklonalen anti-phospho-Akt Antikorper
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gefdrbt, um phosphoryliertes Akt nachzuweisen. Die Spezifitidt dieses Antikdrpers ist in
Abbildung 40 gezeigt.
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Abbildung 40: Spezifititsnachweis des verwendeten anti-Phospho-Akt Antikérpers im
Immunblot. Detergens-haltige Extrakte hippocampaler Neurone an DIV7 wurden
im Immunblot mit dem angegebenen Antikorper inkubiert und analysiert. Der
Antikorper erkennt eindeutig eine Bande, die in Hohe von phosphoryliertem Akt
(ca. 60 kDa) lauft. Es sind keine unspezifischen Banden im Blot erkennbar.

Eine quantitative Analyse des Phospho-Akt-spezifischen Immunfluoreszenzsignals von
Dendriten dieser transfizierten Neurone erfolgte mit Hilfe des Programms Metamorph. Das
Ergebnis dieser Quantifizierung zeigte, dass Neurone, die mCALEBb und EGFP
koexprimierten, eine signifikant hohere Menge an phosphoryliertem Akt in den Dendriten

aufweisen als solche, die EGFP alleine iiberexprimierten.
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Abbildung 41: CALEB/NGC-induzierte Phosphorylierung von dendritischem Akt wird durch

B56p inhibiert. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von EGFP- bzw. HA-B56[3
oder Phospho-Akt-Farbungen von Dendriten hippocampaler Neurone. Diese wurden
an DIV12 mit den folgenden Plasmiden transfiziert bzw. kotransfiziert: EGFP,
EGFP+mCALEBb, EGFP+B56 und mCALEBb+B56f. Die Analyse erfolgte nach
Farbung mit einem (A) anti-GFP bzw. anti-HA Antikorper (griin) oder (B) anti-
Phospho-Akt Antikorper (rot). Balken = 2 pm.

Die Koexpression von B563 und mCALEBDb inhibierte die von CALEB/NGC stimulierte
Phosphorylierung von Akt, die Fluoreszenzintensitdt liegt im gleichen Bereich wie die der
EGFP-exprimierenden Zellen (normalisierte Durchschnittswerte: 100 + 5,9 fiir EGFP, 133 +
0,5 fir EGFP und mCALEBD, 102 + 4,3 fiir EGFP = B56, sowie 104 + 4,8 fiir mCALEBb
und B56f). Diese Ergebnisse zeigten, dass CALEB/NGC die Phosphorylierung von Akt an
der Aminosdure Ser-473 stimuliert und diese Phosphorylierung durch B56f blockiert werden

kann.
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Abbildung 42: Auswertung der Untersuchung des Einflusses von B563 auf die CALEB/NGC-
induzierte Phosphorylierung von dendritischem Akt. Darstellung der
Quantifizierung relativer Fluoreszenzintensititen von Phospho-Akt-Farbungen in
Dendriten hippocampaler Neurone. Diese wurden an DIV12 mit den folgenden
Plasmiden transfiziert bzw. kotransfiziert: EGFP, EGFP+mCALEBb, EGFP+B56(3
und mCALEBb+B56f3. Die Analyse der Fluoreszenzintensititen erfolgte an DIV12+2
nach Féarbung der Zellen mit anti-Phospho-Akt Antikérpern (rot), n = 26, ***p <
0,001. Die Koexpression von B563 mit mCALEBD interferiert mit der durch
CALEB/NGC stimulierten Phosphorylierung von Akt. Der Fehlerbalken gibt den
Standardfehler an.

3.5 Das Punktmutationskonstrukt mCALEBDb-T452A ist nicht in der Lage,

Dendritenkomplexitiit zu stimulieren

Unklar war jedoch, ob B563 die CALEB/NGC-induzierte Phosphorylierung von Akt iiber
PP2A-vermittelte direkte Dephosphorylierung von Akt oder iiber direkte Blockierung von
CALEB/NGC reguliert. CALEB/NGC enthélt mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen
(Ser oder Thr) in den intrazelluldren Peptidsegmenten A und B, die als Akzeptorstellen fiir
Phosphat fungieren konnten (Programm NetPhos). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt,
dass die Peptidsegmente A und B fiir die von CALEB/NGC vermittelte Dendritenkomplexitit
von grofler Bedeutung sind. Es stellte sich daher die Frage, ob B563 molekular an den
Phosphorylierungsstellen von CALEB/NGC angreift und die daraus resultierende
Dephosphorylierung  einen  Einfluss auf die von  CALEB/NGC-vermittelte
Dendritenkomplexitit ausiibt. Eine Methode, dieses experimentell zu iiberpriifen, ist die
Einfilhrung von Punktmutationen an potentiell phosphorylierbaren Aminosauren. Die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Phosphopunktmutations-Konstrukte mCALEB-T452A und
mCALEBb-T452E entsprechen der kodierenden Sequenz von mCALEBb. Ein Unterschied
besteht jedoch darin, dass im Peptidsegment A, der nach den biochemischen Analysen

mutmalBlichen Bindungsstelle von B56f an CALEB/NGC, ein Aminosdureaustausch des
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Threonin 452 zu Alanin (T452A) bzw. zu Glutamat (T452E) stattgefunden hat. Die Mutante
T452A, bei der Threoninrest 452 zu Alanin mutiert wurde, simuliert das dephosphorylierte
Threonin, und kann nicht mehr phosphoryliert werden. Durch die Einfiihrung einer Mutation

in Form von Glutamin (T452E) wird eine permanente Phosphorylierung simuliert.

mCALEBb ™

* Thr — Ala (T452A)
oder

* Thr —» Glu (T452E)

Abbildung 43: Schematische Darstellung der verwendeten Phosphomutationskonstrukte von
CALEB/NGC. Die Konstrukte mCALEBb-T452A und mCALEBb-T452E
entsprechen der kodierenden Sequenz von mCALEBb mit dem Unterschied, dass im
Peptidsegment A ein Aminosédureaustausch des Threonin 452 zu Alanin (T452A)
bzw. zu Glutamat (T452E) stattgefunden hat. Mit diesen Mutationen werden eine
permanente Phosphorylierung (T452E) bzw. Dephosphorylierung (T452A) simuliert.

Um zu untersuchen, ob die Mutationen am Threonin 452 die von CALEB/NGC stimulierte
Dendritenkomplexitit beeinflusst, wurden die entsprechenden Phosphomutationskonstrukte,
die entweder eine Phosphorylierung oder eine Dephosphorylierung der Aminosdure 452
simulieren, in primére hippocampale Neurone an DIV12 mit EGFP kotransfiziert. Die so
transfizierten Zellen wurden dann nach zwei Tagen in Kultur fixiert, permeabilisiert und mit

Antikorpern gegen FLAG bzw. EGFP gefirbt.



Ergebnisse 107

EGFP

EGFP + T452A EGFP + mCALEBb
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Abbildung 44: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von hippocampalen Neuronen, die mit
den CALEB/NGC-Phosphomutanten T452A und T452E transfiziert worden
sind. Hippocampale Neurone wurden an DIV12 mit den folgenden Plasmiden
transfiziert bzw. kotransfiziert: EGFP, EGFP+mCALEBb, EGFP+T452A und
EGFP+T452E. Die Zellen wurden mit anti-GFP (griin) bzw. anti-FLAG Antikdrpen
(rot) gefarbt. Dargestellt sind représentative Neurone fiir jede Bedingung. Balken =
10 pm.
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Abbildung 45:
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Transfiziertes Konstrukt

Untersuchung der Phosphomutanten mCALEBb-T452A und mCALEBB-T452E
im Hinblick auf CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit. Darstellung der
Quantifizierung der Anzahl dendritischer Endverzweigungen nach Transfektion
hippocampaler Neurone mit EGFP, EGFP+mCALEBb, EGFP+T452A und
EGFP+T452E. Koexpression von T452E und EGFP, aber nicht von T452A und
EGFP, fiihrt zu einer erhdhten Dendritenkomplexitit im Vergleich zu EGFP-
exprimierenden Neuronen, n =40, **p< 0,01. Fehlerbalken geben den Standardfehler
an.

Obwohl das Expressionsmuster des Konstruktes mit der Punktmutation T452A dem von

mCALEBb in den Dendriten gleicht, konnte es die Dendritenkomplexitit nicht wie

mCALEBb stimulieren. Die Anzahl der dendritischen Verzweigungen lag signifikant unter

der von mCALEBb-exprimierenden Neuronen im Bereich der EGFP-exprimierenden

Kontrollzellen. Im Gegensatz dazu stimulierte das Konstrukt mit der Mutation T452E die

Dendritenkomplexitit im gleichen Malle wie mCALEBbD. Diese Ergebnisse deuten an, dass

eine Phosphorylierung der Aminoséure Threonin 452 wichtig fir CALEB/NGC-induzierte

Dendritenkomplexitdt sein konnte.
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4 Diskussion

Wachstumsfaktoren und ihre assoziierten Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) sind wichtige
Faktoren fiir die verschiedensten neuronalen Funktionen wie neuronale Polarisierung,
Neuritenwachstum und Dendritenreifung wihrend der Entwicklung des zentralen
Nervensystems (ZNS). Die Dendritenmorphogenese hat einen bedeutenden Einfluss auf die
Bildung neuronaler Schaltkreise. Die unterschiedliche Ausprigung von Verzweigungen der
Dendritenbdume korreliert mit Anzahl und Verteilung synaptischer Eingédnge, die von den
Neuronen erhalten und integriert werden. Nach dem momentanen Wissensstand ist jedoch
iber die molekularen Mechanismen, die iliber das Dendritenwachstum hinaus zur
Dendritenbaumkomplexitdt fiihren, noch nicht viel bekannt, sie sind jedoch Gegenstand
intensiver Forschung. Morphologische Verdnderungen eines Neurons resultieren aus
Umstrukturierungen des Zytoskeletts. Sie dienen unter anderem der Ausbildung von
Dendriten und Synapsen wihrend der Ontogenese, sind aber auch Voraussetzung fiir die
synaptische Plastizitdt von Synapsen.

Hinweise auf die neuronale Funktion von CALEB/NGC in der Dendritogenese lassen sich aus
seiner gehirnspezifischen Expression in dendriten- und synapsenreichen Arealen der Retina
und des Cerebellums im Huhn und in Nagern sowie aus fritheren Zellkulturexperimenten, in
denen Antikorper gegen CALEB/NGC die Neuritenformation in tektalen Neuronen des
Huhns inhibierten, ableiten (Schumacher et al., 1997). Die physiologische Funktion von
CALEB/NGC ist bislang jedoch weitestgehend unklar. Das hauptsdchliche Ziel der hier
vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Funktion von CALEB/NGC, einem
transmembranalen Protein, welches aufgrund struktureller Gesichtspunkte der EGF-Familie
von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren zugeordnet ist, wahrend der frithen Stadien
hippocampaler Neuronendifferenzierung. Die Differenzierung dieser Neurone in vitro kann in
fiinf Stadien gegliedert werden, in denen sich Neuriten vom Soma aus erstrecken und in ein
einzelnes Axon sowie mehrere Dendriten differenzieren (Dotti et al., 1988; Craig und Banker,
1994). Im fiinften Stadium, welches ab dem Zeitpunkt DIV7 (days in vitro) nach
Ausplattieren beginnt, verlingern und verzweigen sich die neu entstandenen Dendriten und
nehmen ihre charakteristische Morphologie an. Basierend auf diesem Entwicklungsstadium
wurde die Charakterisierung des Effekts von CALEB/NGC auf die Dendritenmorphologie
durchgefiihrt.
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Fiir die vorliegende Arbeit gilt generell, dass Studien, die aus meinen Publikationen zitiert,
jedoch nicht in der vorgelegten Arbeit abgehandelt werden, mit Brandt et al., 2007 bzw.
Brandt et al., 2008 angegeben werden.

Um der Frage nach der Bedeutung von CALEB/NGC fir die Dendritenentwicklung
nachzugehen, wurden unterschiedliche experimentelle Ansdtze verfolgt. Zum einen dienten
»gain of function“-Analysen mit Uberexpression von mCALEBb-Konstrukten sowie
verschiedener mCALEBb-Deletionskonstrukte bzw. Uberexpression eines mutmaBlich
dominant-negativ wirkenden mCALEBb-Konstruktes der Charakterisierung des Proteins im
Hinblick auf seine Funktion bei der Dendritendifferenzierung. Zum anderen ermoglichten
,»loss of function“-Analysen durch ,.knockdown* des endogenen CALEB/NGC-Proteins die
Untersuchung der Funktion von CALEB/NGC.

Zunichst wurde an DIV9 in hippocampalen Neuronen der Ratte, einem gut untersuchten
Modellsystem zur Untersuchung der Dendritendifferenzierung (Dotti et al., 1988; Banker und
Cowan, 1977), die endogene Expression von CALEB/NGC mittels zweier verschiedener
Antikorper, die zum einen gegen die extrazellulire Region, zum anderen gegen den
intrazelluldren Teil von CALEB/NGC gerichtet waren, untersucht. Es zeigte sich, dass
CALEB/NGC von hippocampalen Neuronen exprimiert wird und nicht nur auf Zellkdrpern
und Axonen, sondern besonders stark auf Dendriten lokalisiert ist. Aufgrund dieser Befunde
lag die Vermutung nahe, dass CALEB/NGC an der Ausdifferenzierung von Dendriten

beteiligt sein konnte.

4.1 Die Expression von CALEB/NGC in priméiren hippocampalen Neuronen erhoht die

Dendritenkomplexit:it

Zunichst wurde die Morphologie von CALEB/NGC-exprimierenden Neuronen detailliert
analysiert. Die Uberexpression von mCALEBbD in hippocampalen Neuronen der Ratte zum
Zeitpunkt, an dem sich die Dendritenmorphologie ausbildet, zeigte einen sehr deutlichen und
signifikanten Effekt, der sich in der starken Zunahme dendritischer Endverzweigungen und
damit in komplexeren Dendritenbdumen im Vergleich zu EGFP-exprimierenden
Kontrollneuronen &duBlerte (siche 3.1.2). Es konnte in dieser Arbeit erstmals demonstriert
werden, dass CALEB/NGC die Dendritenkomplexitdt von priméren hippocampalen Neuronen

wihrend des Stadiums der Dendritenentwicklung (ab DIV7) stimuliert. ,,Gain of function®-
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Analysen zeigten, dass die Erhohung des CALEB/NGC-Spiegels in primiren hippocampalen
Neuronen durch Transfektion von mCALEBb-kodierenden Plasmiden ausreichend fiir die
Erhohung der Dendritenkomplexitit ist. Dieses wurde iiber die Anzahl der TNDET (,,total
number of dendritic end tips*) bestimmt und durch Anwendung der Sholl-Analyse bestétigt.
Im Vergleich zu EGFP-exprimierenden Neuronen konnte eine Erhdhung in der Anzahl der
dendritischen Endverzweigungen ausgemacht werden. Der in dieser Arbeit untersuchte Effekt
von CALEB/NGC korreliert sehr gut mit beschriebenen funktionellen Daten von B-Catenin,
einem Protein, das in die Zell-Zell-Interaktion involviert ist, im Hinblick auf
Dendritenverzweigung (Yu und Malenka, 2003). B-Catenin ist in der frithen Entwicklung in
hohen Mengen in neuronalen Zellfortsdtzen vorhanden und bietet {iber a-Actinin eine direkte
Verbindung zum Zytoskelett. Die Uberexpression von B-Catenin fithrt zu einer #hnlich
erhohten Anzahl dendritischer Endverzweigungen wie die Uberexpression von mCALEBb.
Dagegen wird durch die Uberexpression der intrazelluliren Domine von N-Cadherin
endogenes [-Catenin gebunden und damit die Interaktion mit funktionellen Partnern
verhindert, wodurch es zu einer Verminderung dendritischer Endverzweigungen kommt (Yu
und Malenka, 2003). Allerdings konnte von den Autoren Yu und Malenka gezeigt werden,
dass intrazelluldres B-Catenin durch neurale Aktivitit stabilisiert wird und dabei dendritisches
Wachstum beeinflusst. In dieser vorliegenden Arbeit wurde jedoch gezeigt, dass der Einfluss
von CALEB/NGC auf Dendritenkomplexitit unabhéngig von neuronaler Aktivitét ist.

Dieser Effekt ist nicht auf eine vermehrte Primdrdendritenbildung zuriickzufiihren, sondern
vielmehr ein Verzweigungseffekt, da die Anzahl der Dendriten hoéherer Ordnung von
CALEB/NGC-exprimierenden Neuronen, verglichen mit EGFP-exprimierenden Neuronen,
zunimmt. Das deutet darauf hin, dass CALEB/NGC nicht oder nur partiell an der Ausbildung
der Primirdendriten (Dendriten 1. Ordnung) beteiligt ist, da im Vergleich die Anzahl der
Primérdendriten bei CALEB/NGC- und EGFP-exprimierenden Neuronen nicht variiert.
MaBgeblich erhoht es jedoch die Anzahl der Dendriten 2. und 3. Ordnung des differenzierten
Neurons. Als Primirdendriten werden die Dendriten bezeichnet, die direkt aus dem Soma
hervorgehen. Somit nimmt CALEB/NGC moglicherweise eine zentrale Aufgabe bei der
Ausbildung der Dendriten und damit der Veridnderung des dendritischen Netzwerks war. So
kann eine Erhohung der Dendritenkomplexitidt zu einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fiir
synaptische Aktivierung und damit zu einer gesteigerten Kommunikation fiihren. In
Ubereinstimmung damit konnte gezeigt werden, dass CALEB/NGC nicht nur in der

Dendritendifferenzierung, sondern dariiber hinaus in der Spine-Morphogenese zu einem
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spateren Zeitpunkt der Entwicklung involviert ist und hier in einem Phénotyp mit erhohter
Spinekomplexitét resultiert (Brandt et al., 2007).

Mit den Daten von Jaworski korreliert die Beobachtung, dass die Uberexpression von
CALEB/NGC die zu Beginn der Dendritendifferenzierung (Stadium 4; Dotti et al., 1988)
festgelegte Anzahl von Primérdendriten nicht dndert (Jaworski et al., 2005).

Durch die Sholl-Analyse wurde gezeigt, dass sich der Durchmesser des Dendritenbaumes von
CALEB/NGC-exprimierenden Neuronen insgesamt im Vergleich zu EGFP-exprimierenden
Kontrollzellen nicht &ndert, was physiologisch sinnvoll ist, da Dendritenzweige ihre
entsprechenden Schichtgrenzen respektieren miissen und nicht iiber eine determinierte
endgiiltige Grofle wachsen konnen. Die Verlidngerung eines Dendriten iiber die normale
DendritengroBe hinaus wiirde das rezeptive Feld eines Neurons vergrofern, so dass es
synaptische Einginge, die normalerweise fiir andere Neurone bestimmt wiren, erhilt und
verarbeitet (Cline, 2001).

In den letzten Jahren hat sich die RNAi-Technologie (Elbashir et al., 2001a; Caplen et al.,
2001) als eine sehr wichtige Methode erwiesen, um die Funktion von Proteinen in
Sdugetierzellen zu untersuchen. Nachdem bekannt war, dass die Uberexpression des
CALEB/NGC-Proteins in hippocampalen Neuronen die Zunahme der
Dendritenbaumkomplexitidt bewirkt, stellte sich die Frage nach der Bedeutung von
endogenem CALEB/NGC fiir selbige. Die Uberexpression eines Proteins im priméren
Zellkultursystem stellt eine nicht ganz natiirliche Situation dar, daher sollten weiterfithrende
,»loss of function“-Analysen die endogene Bedeutung von CALEB/NGC beleuchten. Zu
diesem Zweck wurden in der vorliegenden Arbeit primére hippocampale Neurone mit
spezifischen siRNA- bzw. shRNA-Konstrukten transfiziert, um den endogenen
CALEB/NGC-Spiegel zu senken. Ein Nachteil der Methode der RNA-Interferenz mit siRNA-
Molekiilen ist jedoch, dass die durch Transfektion von siRNAs provozierten ,.knockdown-
Effekte transient sind, aufgrund des Abbaus der siRNA-Molekiile in den Zellen. Durch die
Verwendung von ,short hairpin“ RNAs (shRNAs) kann eine stabile Suppression der
Genexpression in kultivierten Sdugerzellen durch eine kontinuierliche Expression erzielt
werden, da hierbei die siRNAs durch die Zellen selber aus der vom geeigneten
Expressionsvektor kodierten shRNA hergestellt werden (z.B. pCGLH-Vektor, Chen et al.,
2005; Paddison et al., 2002). Insgesamt konnte durch die , knockout“-Analysen festgestellt
werden, dass endogenes CALEB/NGC-Protein in hippocampalen Neuronen herunterreguliert
werden kann und dass sich die Reduktion des endogenen CALEB/NGC-Spiegels

morphologisch eindeutig auf die hippocampalen Neurone auswirkte, was sich in einer
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signifikant verminderten Anzahl der dendritischen Endverzweigungen und damit in einer
verminderten Dendritenverzweigung duflerte.

Die CALEB/NGC-Defizienz wirkt sich vermutlich so deutlich auf die Morphologie der
Neuronen im Hippocampus in Form einer reduzierten Dendritenkomplexitit aus, da das
Protein in axon- und synapsenreichen Regionen des Nervensystems stark exprimiert wird und
wihrend der Dendritogenese entwicklungsspezifisch hochreguliert ist (Schumacher et al.,
1997; Aono et al., 2000; Inatani et al., 2000). Diese Ergebnisse zeigen erstmals die Bedeutung
von CALEB/NGC fiir die Ausbildung neuronaler Morphologie. Bei den CALEB/NGC
,knockdown“-Neuronen kann vermutlich aufgrund der reduzierten Menge an CALEB/NGC
ein Signalweg nicht aktiviert werden, der letztlich in Aktin-Umstrukturierungen des
Zytoskeletts als Voraussetzung fiir das Auswachsen von Dendriten resultiert. Wéhrend der
Dendritogenese befinden sich Neurone in einer dynamischen Phase, die durch hohe Raten von
Addition und Retraktion gekennzeichnet ist. Anzunehmen ist, dass durch den ,,knockdown*
von CALEB/NGC die Aktivierung der Addition von Dendritenzweigen in irgendeiner Form
gestort ist und neue Verzweigungen, die Dendriten héherer Ordnung, nicht ausgebildet
werden konnen. Auszuschlieflen ist aber nicht, dass bereits bestehende Dendriten retrahieren.
Die Verwendung eines mutmallich dominant-negativ wirkenden Konstrukts sollte weiterhin
Aufschluss iiber die endogene Funktion von CALEB/NGC geben. Ein dominant-negatives
Konstrukt wird als Protein-Mutante beschrieben, dass mit der Funktion des Wildtyp Proteins
interferiert. Eingesetzt wurde daher das Deletionskonstrukt ,,396%, dessen Sequenz von
mCALEBDb abgeleitet ist. Es fehlt jedoch der gesamte zytoplasmatische Bereich, ausgehend
vom Sequenzmotiv ,,KKLYLL®, welches unmittelbar der Transmembranregion folgt. Hier
wurde von der Hypothese ausgegangen, dass durch den fehlenden intrazelluldren Teil
extrazelluldre Ereignisse wie die Bindung eines putativen Liganden von der intrazelluldren
Signaltransduktion entkoppelt werden kénnten und sich die Uberexpression dieses Proteins
dann negativ auf die Dendritenkomplexitit auswirken konnte. In der Tat &uflerte sich die
Untersuchung der Uberexpression des Konstrukts ,,396% in einer deutlichen Reduktion der
Dendritenanzahl, die unter der Anzahl der Dendriten EGFP-exprimierender Kontrollneurone
lag. Es kann daher angenommen werden, dass das Deletionskonstrukt ,,396 tatséchlich mit
der endogenen Funktion von CALEB/NGC interferiert. Eine mogliche Erkldrung fiir die
Wirkungsweise dieses Deletionskonstrukts ist, dass ein bislang unbekannter Ligand mit der
EGF-éhnlichen Domédne von CALEB/NGC interagieren konnte. Aufgrund des fehlenden
intrazelluldren Bereichs ist die Signaltransduktion nicht mehr gegeben und damit die

Umstrukturierung des Zytoskeletts als Voraussetzung fiir die Ausbildung von Dendriten nicht
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moglich. Die Konsequenz wire, dass ein moglicher Ligand durch die Uberexpression von
,»396% weggefangen wiirde und dementsprechend endogenem CALEB/NGC zur Erhéhung der
Dendritenbaumkomplexitét nicht mehr zur Verfiigung steht.

Das Ergebnis dieses Experiments stiitzt die Ergebnisse der funktionellen Genaktivierung von
CALEB/NGC durch ,.knockdown®. Sowohl die Herunterregulierung des endogenen Proteins
als auch die Interferenz eines mutmallich dominant-negativ wirkenden Proteins mit dem

endogenen Protein fiihren zu einer Reduzierung der Dendritenkomplexitét.

Intrazellular wird das Transmembranprotein CALEB/NGC in die vier Abschnitte A-D
unterteilt, wobei mit dem Protein PIST bislang nur fiir das Peptidsegment A ein
Interaktionspartner identifiziert wurde (Hassel et al., 2003). Das Peptidsegment C wird durch
alternatives Spleilen generiert, fiir die Peptidsegmente B und D sind bislang weder
Interaktionspartner noch ist irgendeine Funktion bekannt. Somit ergeben sich verschiedene
putative intrazelluldre Bereiche, die eine Signalweiterleitung regeln und so zu Verdnderungen
des Aktin-Zytoskeletts in Form einer Zunahme der Dendritenbaumkomplexitit fiihren
konnen. Die Untersuchung der Uberexpressionen verschiedener Deletionskonstrukte, deren
Sequenzen von der fiir mCALEBD kodierenden abgeleitet worden waren, sollte daher erste
Hinweise auf die Funktion der einzelnen Peptidsegmente und damit Riickschliisse auf die
Weiterleitung der Signaltransduktion von der Plasmamembran zum Zytoskelett zulassen. Die
Konstrukte ,,388“ und ,,400“ sind extrazelluldr gleich, unterscheiden sich jedoch im
intrazelluliren Bereich. Die Uberexpression des Deletionskonstrukts ,,388%, welches neben
der extrazelluliren Domine intrazellulir nur den Bereich des Peptidsegments A umfasst,
fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der neuronalen Morphologie im Vergleich zu EGFP-
exprimierenden Kontrollzellen. Aufgrund dieses Resultates wurde davon ausgegangen, dass
das Peptidsegment A alleine nicht in der Lage ist, den Effekt von CALEB/NGC auf die
Dendritenkomplexitit zu vermitteln. Die Uberexpression des Deletionskonstruktes ,,400,
welches zusdtzlich zum Peptidsegment A auch noch das Peptidsegment B enthielt, induzierte
die Zunahme dendritischer Verzweigungen. Dieser Effekt dhnelt dem der Uberexpression des
gesamten mCALEBb-Proteins, die Anzahl der dendritischen Endausldufer liegt im gleichen
Bereich wie die von mCALEBDb. Somit ist bewiesen, dass die Peptidsegmente A und B
zusammen die Fahigkeit besitzen, morphologische Verdnderungen in Neuronen auszuldsen.
Die  Wichtigkeit  dieser  Peptidsegmente  fiir die = CALEB/NGC-stimulierte
Dendritenkomplexitit wird durch den Befund gestiitzt, dass die Uberexpression des

funktionell dominant-negativ wirkenden Konstrukts ,,396“ zu einer Reduktion der
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Dendritenkomplexitit fiihrt, da zu vermuten ist, dass durch den fehlenden zytoplasmatischen
Teil von CALEB/NGC intrazelluldre Kaskaden iiber die Peptidsegmente A und B, die wichtig
fiir die CALEB/NGC-stimulierte Dendritenkomplexitét sind, nicht ablaufen konnen.

Bislang sind von den Mitgliedern der Proteinfamilie von transmembranalen Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren fast ausschlieBlich Funktionen als Liganden fiir bestimmte
Rezeptortyrosinkinasen beschrieben worden (Burden und Yarden, 1997). Als Rezeptoren
dieser Liganden wurden Mitglieder der ErbB-Familie von Rezeptortyrosinkinasen (ErbB1-
ErbB4) beschrieben. EGF-dhnliche Faktoren werden als Transmembranproteine an der
extrazelluldren Zelloberfliche proteolytisch durch MMPs (,,Matrixmetalloproteinases*) oder
ADAMs (,,A Disintegrin And Metalloproteinases®) gespalten, wodurch eine 16sliche
Ektodomine freigesetzt wird (zur Ubersicht sieche Blobel, 2000). Nach Freisetzung an der
Zelloberflache binden die EGF-dhnlichen Faktoren unterschiedlich an einen oder mehrere der
vier Zelloberflaichenrezeptoren ErbBl1, -2, -3 und —4. Nach Ligandenbindung erfolgt eine
Hetero- oder Homodimerisierung der Rezeptoren, die dann intrazellulédre
Signaltransduktionskaskaden aktiviert. Aufgrund seiner strukturellen Zuordnung zu dieser
Proteinfamilie ist CALEB/NGC daher zundchst als potentieller Ligand fiir

Rezeptortyrosinkinasen betrachtet worden.

Eine hypothetische Moglichkeit fiir den Wirkmechanismus von CALEB/NGC koénnte auf
CALEB/NGC als Rezeptor hindeuten. Es ist denkbar, dass CALEB/NGC als Rezeptor fiir
einen noch unbekannten Liganden fungieren und durch Interaktion mit demselben die
Signaltransduktion initiieren konnte, die letztlich iiber die erforderlichen zytoskelettalen
Anderungen zur Stimulierung der Dendritenkomplexitit fiihrt. Die in dieser Studie
dargelegten Daten konnten eine Funktion von CALEB/NGC als Rezeptor andeuten. Die
nidhere Untersuchung der extrazelluliren Domine durch die Uberexpression eines
,»EGFshedding1“-Deletionskonstrukts, dem im Vergleich zum Gesamtprotein mCALEBb
auller der EGF-dhnlichen Doméne der gesamte extrazelluldre Bereich fehlt, resultierte in einer
Zunahme der Dendritenkomplexitit im  Vergleich zu  EGFP-exprimierenden
Kontrollneuronen. Dieser Effekt ist dem der Uberexpression des Gesamtproteins mCALEBb
vom Ausmall der Verzweigung her gleich, statistisch signifikant und beweist, dass der
extrazelluldire Bereich bis hin zur EGF-dhnlichen Domine fiir die morphologischen
Verdnderungen beziiglich der Dendritenkomplexitdt entbehrlich ist. Schumacher et al.

zeigten, dass CALEB/NGC an Tenascin-C und —R im sauren Peptidbereich der
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extrazelluliren Doméne binden kann (Schumacher et al., 1997; Schumacher et al., 2001;
Schumacher und Stiibe, 2003). Tenascin-C und —R gehoren zur Familie der Tenascine, sind
Molekiile der extrazelluliren Matrix und besonders durch die Beteiligung an Prozessen wie
Zelladhésion und Neuritenwachstum von Bedeutung im Nervensystem (Chiquet-Ehrismann et
al., 1995; Gotz et al., 1996; Briimmendorf et al., 1993; Norenberg et al., 1995; Rathjen et al.,
1991). Dieses fiir die Interaktion mit Tenascin —C und —R notwendige saure Peptidsegment
liegt jedoch innerhalb des extrazelluldren Bereichs von CALEB/NGC, der fiir CALEB/NGC-
vermittelte Dendritenkomplexitdt entbehrlich ist. Somit kann eine Beteiligung der Tenascine-
C und —R an von CALEB/NGC induzierten Prozessen, die zu einer Stimulierung der
Dendritenkomplexitidt fiithren, ausgeschlossen werden. Durch die Analyse des
,EGFsheddingl“-Deletionskonstruktes konnte der Bereich, der fiir die Bindung eines
Liganden in Bezug auf den CALEB/NGC-vermittelten Effekt denkbar ist, auf die EGF-
dhnliche Doméne eingegrenzt werden. Weiterfilhrende Experimente mit einem
Deletionskonstrukt, dessen EGF-dhnliche Doméne punktmutiert worden war, ,,EGFmutl®,
zeigten, dass die EGF-dhnliche Domine notwendig fiir den Effekt ist. Ausgehend von der
Anzahl der Endverzweigungen von Neuronen, die mCALEBb iiberexprimieren, fiihrte die
Uberexpression des , EGFmutl“-Deletionskonstruktes zu einer Reduktion der
Dendritenkomplexitdt bis auf die Anzahl der Endverzweigungen von EGFP-exprimierenden
Kontrollneuronen.

Das konnte darauf hindeuten, dass moglicherweise durch die Mutationen in der EGF-
dhnlichen Doméne diese nicht mehr zugénglich fiir die Bindung eines Liganden ist. Da im
Konstrukt ,,EGFsheddingl*“ die EGF-dhnliche Doméne vollstindig erhalten war und der
restliche N-terminale Bereich fehlt, wird die Dendritenkomplexitdt moglicherweise durch
diese Doméne reguliert. Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die EGF-dhnliche
Doméne im extrazelluliren Bereich von CALEB/NGC nicht nur notwendig, sondern auch
ausreichend fiir die Induktion der Dendritenkomplexitit ist. Durch die Uberexpression des
dominant-negativ wirkenden Konstruktes ,,396“ wird Dendritenkomplexitit inhibiert. Auch
die Hypothese, dass dieses Konstrukt mdglicherweise einen bislang unbekannten Liganden
bindet und durch das fehlende intrazelluldre Segment eine Signalweiterleitung unterbunden
wird, passt zu den Ergebnissen, die eine Notwendigkeit der extrazelluliren EGF-dhnlichen
Domine demonstrieren. Bislang ist jedoch kein putativer Ligand fiir diese Domine bekannt.
Weitere  Experimente,  beispielsweise  ,,pulldown“-Assays  mit  anschlieBender
Massenspektrometrie, miissen hier in Zukunft Aufschluss geben. Ein Ligand der EGF-

Doméne von CALEB/NGC, welcher extrazelluldr die Signaltransduktion bis zur erhdhten
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Dendritenverzweigung stimuliert, wiirde die Hypothese einer Rezeptorfunktion von

CALEB/NGC stutzen.

Die proteolytische Spaltung und Freisetzung von Transmembranproteinen, auch als
Ektodominen-,,Shedding* bezeichnet, ist eine wichtige post-translationale Modifikation, um
die Funktion diverser Gruppen von Zelloberflichenproteinen, wie Wachstumsfaktoren,
Rezeptoren, Zelladhdsionsmolekiile und Proteoglykane zu regulieren (Hooper et al., 1997;
Blobel et al., 2000). Weiterhin ist bekannt, dass Zink-abhdngige MMPs und ADAMs die
proteolytische Spaltung dieser Transmembranproteine vermitteln (Blobel et al., 2000). Vor
kurzem wurde das Freisetzen extrazelluldrer Segmente von CALEB/NGC im Huhn sowie in
Maus publiziert, das durch elektrische neuronale Aktivitit induziert wird und die EGF-
dhnliche Domine exponiert. Es wurde postuliert, dass die Spaltung des extrazelluldren
Segmentes zwischen dem sauren Peptidsegment und der EGF-dhnlichen Doméne stattfindet
(Juttner et al.,, 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass
CALEB/NGC die Dendritenbaumkomplexitdt hippocampaler Neurone unabhingig von
elektrischer Aktivitit stimuliert, da Antagonisten verschiedener Ionenkandle (TTX, D-APV,
NF), die neuronale Aktivitit vermitteln (Yu und Malenka, 2003), den Effekt von
CALEB/NGC auf die Dendritenverzweigung nicht zu blockieren vermochten. Diese Daten
korrelieren mit den funktionellen Untersuchungen zur Signaltransduktion, in denen gezeigt
wurde, dass der MEK-Inhibitor U0126 den CALEB/NGC-vermittelten Effekt nicht blockieren
konnte. Fiir den MEK-MAPK-Signalweg wurde aber eine aktivitdtsabhingige Involvierung in
der Dendritenformation beschrieben (Wu et al., 2001; Vaillant et al. 2002).

Dies ldsst zum einen die Schlussfolgerung zu, dass ein durch neuronale Aktivitit induziertes
»Shedding®“ des extrazelluldren Segmentes von CALEB/NGC nicht notwendig ist, um
Dendritenkomplexitdt zu stimulieren, aber fiir andere Funktionen wichtig sein konnte. Zum
anderen ist es vorstellbar, dass ein ,,Shedding™ extrazelluldrer Segmente, das zu einer
exponierten EGF-Doméne fiihrt, durch andere Signalwege stimuliert werden konnte.
Gegenwirtig kann die Frage, ob ein ,,Shedding* von CALEB/NGC notwendig ist, um die

Dendritenkomplexitdt zu stimulieren, nicht beantwortet werden.

Zusammenfassend kann aufgrund der in dieser vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen des Effektes von CALEB/NGC auf die Dendritenkomplexitit davon
ausgegangen werden, dass CALEB/NGC die Anzahl der Verzweigungen dendritischer Baume
erhoht und dieser Effekt durch die Reduktion des endogenen CALEB/NGC-Spiegels mittels
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RNA Interferenz bzw. durch den Einsatz eines dominant negativen Konstruktes ,,396%
inhibiert werden kann. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein spezifisches
Peptidsegment intrazelluldr und die EGF-dhnliche Doméne extrazellulédr fiir diesen Effekt
notwendig sind. Die Frage nach einem extrazelluldren Liganden fiir die EGF-Doméne kann
gegenwirtig noch nicht beantwortet werden, sie bietet aber einen sehr interessanten

Ansatzpunkt fiir weiterfiihrende Experimente.

Die Daten der vorliegenden Arbeit wurden im priméren Zellkultursystem generiert. Es sei an
dieser Stelle erwihnt, dass mittels in utero Elektroporation analysiert wurde, ob die fiir
CALEB/NGC beschriebene Funktion auch in vivo Bestand hat. Die hierfiir notwendigen
Experimente wurden in Kooperation mit Dr. Mladen-Roko Rasin und Prof. Dr. Nenad Sestan
von der Yale University School of Medicine, USA, durchgefiihrt. Die in utero Elektroporation
(IUE) ist eine in vivo Methode, bei der im Gegensatz zu transgenen Tieren ein selektiv
ausgewihltes Gewebsareal untersucht werden kann. Hierbei kann der Einfluss von Zielgenen
auf entwicklungsabhédngige Ereignisse durch gezielte Manipulation von einzelnen Zellen im
direkten Vergleich zum umgebenden Gewebe betrachtet werden, ohne dabei das Genom des
gesamten Organismus zu verdndern. Bei der Durchfiihrung dieser Methode wird Plasmid-
DNA in utero in die Ventrikel embryonaler Miusehirne injiziert und durch Anlegen von
elektrischer Spannung in die gewiinschten Ventrikel-Areale dirigiert, wodurch neuronale
Vorléduferzellen, die in der Ventrikularzone gebildet werden, elektroporiert werden. Dadurch
kann die Wanderung in die zellspezifischen Schichten und auch abnormes Verhalten
dokumentiert werden. Der Vorteil dieser Methode liegt in der selektiven Manipulation
einzelner Neurone. Durch die Verwendung von Vektoren, die zusétzlich zum gewiinschten
Expressionsgen unabhingig ein Sensorgen exprimieren, z.B. EGFP, wird die neuronale
Morphologie visualisiert.

Parallel zu der von mir vorgelegten Studie und aufbauend auf meinen Daten wurden die
folgenden Experimente zur Untersuchung der CALEB/NGC-Funktion in vivo durchgefiihrt.
Mittels der IUE-Technik wurden das mCALEBb-Konstrukt, das dominant-negative
Deletionskonstrukt ,,396“ sowie die shRNA-Konstrukte CAL3sh und CALl1sh im
Embryonalstadium E15,5 in kortikale Neurone der Schichten II und III in vivo transfiziert.
Die Analyse der elektroporierten Tiere an P7 bestitigte meine Daten aus der primiren
Zellkultur in allen Punkten. Wéhrend die Dendritenbdume der mCALEB-exprimierenden
Neurone deutlich verzweigter im Vergleich zur Kontrolle waren, konnte bei den Zellen, die

das dominant-negative Konstrukt ,,.396* exprimierten, eine deutliche Reduzierung in der
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Dendritenkomplexitit beobachtet werden. Die Untersuchung von mit spezifischem CAL3sh
»knockdown“-Konstrukt elektroporierter Cortices zeigte, dass im Vergleich mit
elektroporierten CALIsh-Kontrollen auch hier eine deutliche Reduktion in der Anzahl der
Verzweigungen zu verzeichnen war (Brandt et al., 2007). Die in vivo generierten Daten zur
Untersuchung der Funktion von CALEB/NGC wihrend der Dendritogenese korrelieren somit
eindeutig mit meinen im priméren Zellkultursystem erhobenen Daten. Basierend auf diesen
Untersuchungen kann davon ausgegangen werden, dass CALEB/NGC auch in vivo
entscheidend fiir die Steuerung der Dendritenkomplexitit von pyramidalen Maus-Neuronen

ist.

4.2 Der PI3K-Akt-mTOR-Signalweg ist notwendig fiir CALEB/NGC-vermittelte

Dendritenkomplexitiit

Die bisherigen Untersuchungen fiihrten zu der Fragestellung, welche Faktoren intrazellulér
fiir die Signalweiterleitung von der Transmembranregion von CALEB/NGC verantwortlich
sind und zu den zytoskelettalen Reorganisationen fiihren, die letztlich in einer verdnderten
Dendritenmorphologie resultieren. Obwohl einige Protein-Protein Interaktionspartner von
CALEB/NGC bekannt sind (Schumacher et al., 1997; Hassel et al., 2003), weill man noch
nichts iiber Signaltransduktionskaskaden, die intrazelluldr zur Aktivierung oder Inhibierung
des CALEB/NGC-vermittelten Effektes auf Dendritenkomplexitét fithren. Zur Untersuchung
dieser Frage wurden zwei unterschiedliche Herangehensweisen eingesetzt. Zum einen wurden
Signalwege untersucht, die fiir die Verzweigung von Dendriten bekannt sind und ihre
Relevanz fiir die Dendritenkomplexitit von CALEB/NGC analysiert. Zum anderen wurde
durch biochemische Analysen die Suche nach einem intrazelluldren Interaktionspartner
ermOglicht, der CALEB/NGC an die Signaltransduktion anbinden konnte. Die Ergebnisse der
Untersuchung bekannter Signalwege in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der PI3K-Akt-
mTOR-Signalweg  eine  wichtige  Rolle fiir die = CALEB/NGC-vermittelte
Dendritenverzweigung spielt, da pharmakologische Interventionen an verschiedenen Stellen
des Signalweges den Effekt teilweise oder vollstindig inhibierten. Eine generelle Relevanz
des PI3K-Akt-mTOR-Signalweges fiir Dendritenverzweigung wurde erst vor kurzer Zeit
publiziert (Jaworski et al., 2005; Kumar et al., 2005). Jedoch miissen spezielle Aspekte in
diesem Signalweg, betreffend einer Feinregulierung zur Etablierung eines speziellen

Phénotyps der Dendritenkomplexitét vorhanden sein. So wurde von Jaworski et al. (2005)
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publiziert, dass durch die Inhibition von mTOR, entweder mit Rapamycin oder durch den
Einsatz von anti-mTOR shRNA, basale Dendriten hippocampaler Neurone beeinflusst
werden. Im Gegensatz dazu wird in dieser Arbeit gezeigt, dass CALEB/NGC primir die
Verzweigung apikaler Dendriten beeinflusst. Die Daten von Jaworski belegen, dass die
Aktivierung der  Phosphatidylinositol-3-Kinase  (PI3K) die  Dendritenkomplexitit
hippocampaler Neurone signifikant erhoht, die Anzahl der Primérdendriten sich jedoch im
Vergleich zu Kontrollzellen nicht verdndert. Die Autoren postulierten somit keinen Einfluss
von PI3K auf die Dendriteninitiation (Jaworski et al., 2005). Dies korreliert mit den in dieser
Arbeit generierten Daten, da CALEB/NGC mafgeblich die Dendriten hoherer Ordnung (2.
und 3. Ordnung), nicht aber die Primérdendriten beeinflusst. Dies steht im Widerspruch zu
den Resultaten von Kumar, die zeigten, dass konstitutiv aktive PI3K oder aktives Akt die
Anzahl von Primérdendriten erhoht (Kumar et al., 2005). Daher kann dariiber spekuliert
werden, ob andere Signaltransduktionsproteine, wie z.B. die Proteinkinase C (PKC), oder die
kleine GTPase Racl in diese Feinregulierung des Dendritenbaumes involviert sind.
Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Nakanishi in neuronalen Primirzellen aus
embryonalen Ratten liefern Hinweise darauf, dass der extrazellulire Bereich von
CALEB/NGC an der Stimulation des Auswachsens von Neuriten beteiligt ist und dieses unter
anderem von Proteinkinase C abhéngt (Nakanishi et al., 2006). Die entsprechend rekombinant
in E. coli hergestellten Polypeptide, die verschiedene strukturell unterschiedliche Doménen
des extrazelluliren Bereichs enthielten, wurden in vifro in Bezug auf ihre Doménen-
spezifischen Funktionen charakterisiert. Nach Zugabe der verschiedenen gereinigten
rekombinanten Polypeptide zu neuronalen Primérzellen wurde eine positive Beeinflussung
des Axonwachstums iiber die EGF-dhnliche Doméne gezeigt. Der Einsatz bekannter
Inhibitoren der PI3-Kinase sowie der PKC zur Untersuchung intrazelluldrer
Signalmechanismen fiihrte zu einer Blockierung des Neuritenauswachsens (Nakanishi et al.,
2006). In dieser Arbeit konnte durch den Einsatz des pharmakologischen Inhibitors
Bisindolylmaleimid I, ein in der Literatur weit verbreiteter Inhibitor zur Untersuchung der
Kinase-Aktivitdt von PKC in zelluldren Prozessen (Toullec et al., 1991), auch fiir die PKC
eine Beteiligung an der CALEB/NGC-vermittelten Dendritenkomplexitit gezeigt werden. Mit
Hypericin (Takahashi et al., 1989) erfolgte jedoch nur eine geringe Blockierung des
CALEB/NGC-induzierten Effektes. In einer Studie von Nakanishi wurde PKC-abhéngiges
Neuritenwachstums von CALEB/NGC durch den Einsatz dieser beiden Inhibitoren gezeigt
(Nakanishi et al., 2006). Daher wurden in der vorliegenden Studie diese entsprechenden

Inhibitoren verwendet. Die Hemmung der PKC durch Inhibitoren kann auf zwei Arten
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erfolgen: 1. die kompetitive Hemmung der katalytischen Doméne, wodurch die Blockierung
der Bindungsstelle erfolgt, und 2. die allosterische Hemmung der regulatorischen Doméne,
durch die eine Bindung von Co-Faktoren an das Enzym unterbunden wird (Newton, 1996).
Wihrend Bisindolylmaleimid I ein selektiver, kompetitiver Inhibitor der ATP-Bindungsstelle
ist und somit die Kinase-Aktivitdt hemmt, wirkt Hypericin durch die kompetitive Hemmung
der regulatorischen Untereinheit der PKC. Aufgrund der Basis unterschiedlicher Aktivatoren
werden die PKC-Isotypen in drei Gruppen aufgeteilt: 1. die konventionellen PKCs oder
cPKCs (a, B, 7), 2. die neuen PKCs oder nPKCs (9, €, 1, 0, p) und 3. die atypischen PKCs
oder aPKCs (E, 1 ,x) (Newton, 1997). Im Unterschied zu cPKC und nPKC kénnen aPKC
jedoch nicht durch DAG in der regulatorischen Doméne aktiviert werden und sind durch
Hypericin, einen Inhibitor der regulatorischen Untereinheit, nicht hemmbar. Im vorliegenden
Fall konnte somit iiber eine Beteiligung der aPKC spekuliert werden, da durch den Einsatz
von Hypericin nur cPKC und nPKC blockiert werden konnten, jedoch nicht die aPKC, was
moglicherweise den geringfiligigen Riickgang in der TNDET von CALEB/NGC nach dem
Einsatz von Hypericin erkldren konnte.

Verschiedene mogliche Erkldrungsansidtze, den Mechanismus betreffend, werden im
Folgenden erldutert. In Sdugerzellen bildet mTOR, eine Serin/Threonin Proteinkinase, zwei
heteromere und funktionell unterschiedliche Proteinkomplexe mTORC1 und mTORC?2, deren
Gemeinsamkeit die gleiche katalytische Untereinheit, die Proteinkinase Target of Rapamycin
(TOR), ist (zur Ubersicht sieche Bhaskar und Hay, 2007). Die regulatorischen Umstinde,
welche die Aktivitit der beiden unterschiedlichen Komplexe sowie die von Akt/PKB
kontrollieren, sind erst in den letzten Jahren in den Fokus der Wissenschaft geraten.

TORCI und TORC2 sind unter anderem durch die Bindung von mTOR an einen
Proteinpartner, Raptor (regulatory associated protein of mTOR) fiir TORCI oder Rictor
(rapamycin-insensitive companion of mTOR) fiir TORC2, definiert. Der Komplex mTORC1
gilt in Mammalia als ein hauptsidchlicher Regulator ribosomaler Biogenese und
Proteinsynthese (Hay und Sonenberg, 2004; Klann und Dever, 2004). Im Gegensatz dazu
reguliert mMTORC?2 die zytoskelettale Aktinreorganisation und kontrolliert die Aktivitit zweier
Proteinkinasen, Akt/PKB und PKCa (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004; Sarbassov et
al., 2005). Akt phosphoryliert eine Vielzahl bekannter Proteine, die mit dem Aktinzytoskelett
interagieren konnen, so z. B. Racl (Kwon et al., 2000) und die Serin/Threonin-Kinase Pak1
(p21-activated kinase 1), welche ebenfalls im Zusammenhang mit Dendritenkomplexitit
beschrieben wurden (Tang et al., 2000; Hayashi et al., 2002). Wahrend mTORC1 Rapamycin-

sensitiv ist, wurde mTORC2 als Rapamycin-unempfindlich beschrieben. Rapamycin wirkt
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durch einen ,gain of function“-Mechanismus, in welchem er das intrazelluldre Protein
FKBP12 bindet und einen Drogen-Rezeptorkomplex bildet, der die Kinaseaktivitit von
mTORCI inhibiert. In Dendriten wurden sowohl mTOR als auch die Substrate 4E-BP1 und
p70S6K nachgewiesen (Tang et al., 2002).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die von CALEB/NGC-induzierte
Dendritenkomplexitit durch die Blockade der PI3K mit dem pharmakologischen Inhibitor
LY294002 nahezu vollstindig inhibiert wird. Dies korreliert auch mit Daten von Leemhuis,
die zeigten, dass PI3K wichtig fiir die Dendritenverzweigung hippocampaler Neurone ist und
der Effekt durch den Inhibitor LY294002 blockiert werden konnte (Leemhuis et al., 2004).
Die Untersuchungen, Akt mit den Akt-Inhibitoren I und III zu inhibieren, resultierten in einer
dhnlichen Abnahme in der Anzahl der dendritischen Endverzweigungen bei mCALEBb-
exprimierenden Neuronen wie bei der Blockierung der Signalkaskade durch LY294002. Das
eroffnet zundchst die Moglichkeit, dass CALEB/NGC in seiner hypothetischen Funktion als
Rezeptor von einem extrazelluldren Liganden iiber die EGF-dhnliche Doméne stimuliert wird
und so intrazelluldr zur Aktivierung der PI3K fiihrt, die anschlieBend Akt/PKB aktiviert.
Auch mTOR konnte mit dem Inhibitor Rapamycin blockiert werden. Es ist durchaus denkbar,
dass ein Signalweg iiber diesen Proteinkomplex verlduft und die Dendritenkomplexitdt in
Folge unter anderem tiiber die Translation bestimmter Proteine reguliert wird, deren Synthese
fiir das Wachstum des Dendritenbaumes notwendig ist. Bislang weisen die Daten in der
Literatur eindeutig auf mTORCI als Regulator dendritischer Verzweigungen. Eine kiirzlich
publizierte Arbeit bestitigt die Hypothese, dass die Kontrolle der Proteinsynthese der
verantwortliche Mechanismus ist, welcher mTOR an die Dendritenverzweigung von
Neuronen anbindet (Jaworski et al., 2005). So wurden Daten gezeigt, dass, wie auch der
Effekt der Inhibition der mTOR Aktivitit, die funktionelle Suppression der p70S6K-Aktivitit
durch RNAi-Technik, wie auch die Uberexpression konstitutiv aktiver 4E-BP1 zu einem
vereinfachten Dendritenbaum hippocampaler Neurone in Kultur fiihrt (Jaworski et al., 2005;
Kumar et al., 2005). Dieses belegt die Bedeutung von mTOR fiir Dendritogenese. Bislang
konnten jedoch keine individuellen Proteine identifiziert werden, die translational durch
mTOR reguliert werden und entscheidend fiir Dendritogenese sind (zur Ubersicht siehe
Swiech et al.,, 2008). Als weitere Moglichkeit ist in Betracht zu ziehen, dass der
CALEB/NGC-induzierte Effekt auch iiber den zweiten Proteinkomplex mTORC2 vermittelt
werden konnte, der im Zusammenhang mit Dendritenverzweigung noch recht unbekannt und
direkt von Umorganisationen zytoskeletaler Komponenten abhéngig ist. Fiir diese Theorie

spricht, dass Neurone, die mCALEBD exprimierten, bei der Applikation von Rapamycin eine
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signifikant geringere Anzahl dendritischer Endverzweigungen aufwiesen als mCALEBb-
exprimierende Kontrollzellen, im Vergleich mit EGFP-exprimierenden behandelten oder
unbehandelten Kontrollzellen und unabhéngig von der eingesetzten Rapamycin-
Konzentration jedoch immer noch signifikant erhohte Verzweigungswerte zu verzeichnen
waren. Dieses bedeutet, dass der CALEB/NGC-Effekt nicht vollstindig auf die Anzahl der
Verzweigungen der entsprechenden EGFP-exprimierenden Kontrollzellen zuriickgeht und der
Einsatz von Rapamycin den Effekt somit nicht komplett blockieren konnte. Obwohl FKBP12
den Proteinkomplex mTORC2 nicht binden kann und mTORC2 als Rapamycin-
unempfindlich beschrieben wurde, wurde in einer Studie kiirzlich gezeigt, dass eine
dauerhafte Applikation von Rapamycin eine Sequestration von freiem mTOR durch den
inaktiven FKBP12-Rapamycin-TORCI1-Komplex verursacht und damit indirekt zu einer
Inhibition von mTORC?2 (Sarbassov et al., 2005; Sarbassov et al., 2006) fiihrt. mTOR ist die
einzige kritische Untereinheit, die von mTORCI und mTORC2 geteilt wird und es ist
durchaus denkbar, dass sowohl ein bestimmtes Gleichgewicht wie auch eine
Konkurrenzsituation mit und um mTOR besteht (Hay, 2005). In der vorliegenden Arbeit
wurden die mit mCALEBb- und EGFP-Plasmiden transfizierten Neurone fiir 48 h mit
Rapamycin inkubiert, eine 24-stiindige Applikation des Inhibitors wurde in PC3-Zellen als
ausreichend fiir die Inhibition des mMTORC2-Komplex Aufbaus beschrieben (Sarbassov et al.,
2006). Rapamycin fiihrt hier zu einer Reduktion des Spiegels an mTORC2. Dieses konnte
eine Erkldrung fiir den verminderten, aber nicht vollstindig blockierten Effekt von
CALEB/NGC auf die Dendritenkomplexitit sein. Bislang ist jedoch nur wenig {iber den
Mechanismus der Regulation von mTORC2 bekannt. Eine mogliche Verbindung zum
Aktinzytoskelett konnte jedoch liber Racl bestehen. Die Rho-GTPasen RhoA, Racl und
Cdc42 gelten bekanntermallen als potentielle Regulatoren des Aktinzytoskeletts und sind
damit auch an der neuronalen Morphologie beteiligt. Ihre Effekte auf die Dendritenbildung
sind jedoch unterschiedlich, wihrend RhoA inhibierend wirkt, stimulieren Racl und Cdc42
die Dendritenbildung (Ahnert-Hilger, 2004; Hayashi et al., 2002). Die ektopische Expression
von dominant-negativem Rac fiihrt in kortikalen Neuronen zu einer Reduktion in der
Dendritenkomplexitdt, wihrend umgekehrt die Expression von konstitutiv-aktivem Rac in
einer erhohten Anzahl von Dendriten resultiert (Threadgill, 1997).

Interessanterweise wurde vor kurzem auch fiir das sezernierte Glykoprotein Reelin, welches
hippocampale Dendritenentwicklung iiber den VLDLR/ApoER2-Dabl-Signalweg vermittelt
(Niu et al., 2004), eine Beteiligung am PI3K-Akt-mTOR-Signalweg publiziert (Jossin und
Goffinet, 2007). Es wurde postuliert, dass Reelin die p70S6K iiber den mTORC1-Komplex
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aktiviert und weiterhin {iber den mTORC2-Komplex die Phosphorylierung von Akt an der
Aminosdure Serin-473 induziert. Beide Ereignisse sind abhidngig von Dab1-Phosphorylierung
und Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges.

Weiterhin wire es denkbar, dass die Signaltransduktion intrazelluldr iiber den PI3K-Akt-
mTOR-Signalweg nicht liber einen mTOR-Komplex, sondern moglicherweise iiber beide
Komplexe nebeneinander in der Zelle reguliert wird.

Kumar et al., (2005) zeigten, dass in Abhdngigkeit von Ras sowohl {iber den PI3K-Akt- als
auch tiber den MAPK-Signalweg Dendritenmorphologie reguliert werden kann. In der
vorliegenden Arbeit konnte jedoch demonstriert werden, dass fir die komplexe
Dendritenverzweigung, welche durch CALEB/NGC induziert wird, der PI3K-Akt-mTOR-
Signalweg, nicht aber der MEK-MAPK-Signalweg von Bedeutung ist.

Die von CALEB/NGC vermittelte Dendritenkomplexitdt konnte somit auch aus einem
Zusammenspiel verschiedener Signalwege resultieren, von denen in dieser Arbeit erstmals der
PI3K-Akt-mTOR-Signalweg als ein bedeutender identifiziert werden konnte. Eine detaillierte
Untersuchung der Effektoren dieses Signalweges und der Beteiligung von weiteren
Signalproteinen wire daher fiir die Zukunft wichtig. Des Weiteren ist die Frage von Interesse,
welcher der beiden mTOR-Komplexe fiir den CALEB/NGC-vermittelten Effekt auf
Dendritenkomplexitdt verantwortlich ist. Denkbar wére der Einsatz spezifischer siRNAs

gegen die beiden unterschiedlichen Proteinpartner von mTOR, Raptor oder Rictor.

4.3 Biochemische Charakterisierung der Interaktion von B56 und CALEB/NGC

Eine Beteiligung des PI3K-Akt-mTOR-Signalweges fiir die CALEB/NGC-vermittelte
Dendritenkomplexitit wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt. Bislang ist jedoch
kein Protein bekannt, welches intrazellulir mit CALEB/NGC interagiert und so das
Transmembranprotein an den beschriebenen Signalweg molekular ankoppelt. Aus diesem
Grund wurde in dieser Arbeit in einem zweiten Ansatz der Analyse der intrazelluldren
Signaltransduktion nach neuen Interaktionspartnern gesucht, die an der Signalweiterleitung
beteiligt sein konnten. Mit Hilfe des ,,Yeast Two-Hybrid“-Systems wurde, von dieser Arbeit
unabhingig, ein neuer intrazelluldrer Interaktionspartner von CALEB/NGC identifiziert:
B56p, eine regulatorische Untereinheit der Protein Phosphatase 2A (PP2A). Die Aufreinigung
eines rekombinanten = GST-hCALDb-cyt-Konstrukts ermodglichte die  biochemische
Verifizierung der Interaktion von CALEB/NGC mit B56p. Die Validitidt der anhand von
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»Yeast Two-Hybrid“-Analysen identifizierten Bindung von B56f an CALEB/NGC mit
verschiedenen biochemischen und immuncytochemischen Techniken wurde sowohl in vitro
als auch in vivo bestitigt. B563 ist eine der regulatorischen B-Untereinheiten des
heterotrimeren PP2A-Komplexes (McCright und Virshup, 1995), einer Proteinphosphatase,
die einen hauptsdchlichen Anteil der Serin/Threonin-Phosphatase-Aktivitit in vielen
Geweben und Zellen ausmacht. Die PP2A ist eine Serin/Threonin-Phosphatase, die aus einer
36 kDa grof3en katalytischen C Untereinheit, einer 65 kDa strukturellen A Untereinheit sowie
einer variablen regulatorischen B Untereinheit (B, B’, B’’; B’’’) besteht, welche die
Substratspezifitit des Enzyms bestimmt. B5S6f, eine 56 kDa grofle B-Untereinheit, wird der
B’-Familie regulatorischer Untereinheiten zugeordnet, die von verschiedenen unverwandten
Genen codiert werden. Sie ist eine der Isoformen, die stark im Gehirn exprimiert werden. Die
subzelluldre Lokalisation der PP2A in Nukleus oder Zytoplasma sowie die Substratspezifitit
des Komplexes wird durch die verschiedenen spezifischen B-Untereinheiten bestimmt, die
das PP2A-Dimer aus den A- und C-Untereinheiten binden. Die mit CALEB/NGC
interagierende Untereinheit B56f ist zytoplasmatisch. Fiir die PP2A wurden vielfdltige
zelluldre Eigenschaften, einschlieBlich Proliferation, Wachstum, Differenzierung und
Apoptose beschrieben (zur Ubersicht siehe Janssens und Goris, 2001). Zu den wichtigen
Funktionen der PP2A gehért auch die Regulation des Zytoskeletts. Uber neurobiologische

Funktionen von B56f ist bislang allerdings nur sehr wenig bekannt.

In einem Blot-Overlay-Assay konnte die Interaktion von rekombinant aufgereinigtem GST-
hCALb-cyt-Fusionsprotein und ektopisch in HEK293-Zellen exprimiertem B56f in dieser
Arbeit bestéitigt werden. Durch Prézipitations-Experimente mit ektopisch exprimierten
Proteinen konnte gezeigt werden, dass CALEB/NGC nicht nur in der Hefe, sondern auch in
HEK?293-Zellen mit B56f interagiert. mCALEBb konnte im Kopréizipitat von B56[
nachgewiesen werden, jedoch nicht im Koprézipitat von PR55y, welches als Kontrolle diente.
PR55y ist ein weiteres Mitglied der B-Familie regulatorischer Untereinheiten der PP2A,
jedoch unterschiedlich zu B56f. Dieses Experiment ldsst auf die Spezifitit der Interaktion von
CALEB/NGC und B56f schlieen. Auf dem Immunblot dieser Prézipitation wie auch auf
dem, der die Interaktionsstelle der B56B mit Hilfe zweier von CALEB/NGC-abgeleiteter
Deletionskonstrukte ndher charakterisiert, sind mehrere mCALEBb-Banden zu erkennen
(siche Abbildung 33B, 34; Kapitel 3). Im Lysat, welches als Expressionskontrolle des
mCALEBb-Proteins diente, sind sowohl die charakteristische CALEB/NGC-Doppelbande in

Hohe von ca. 120 kDa zu sehen, als auch die diffuse, breite, charakteristische Bande der
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glykosylierten Proteoglykan-Variante von mCALEBb, die bei etwas iiber 150 kDa zu
erkennen  ist. Interessanterweise  konnte  in  jedem  der  durchgefiihrten
Prézipitationsexperimente mittels B56B die CALEB/NGC-Doppelbande koprazipitiert
werden, die Proteoglykan-Variante konnte jedoch nicht koprézipitiert werden. Eine mogliche
Erklarung wire, dass die Proteoglykan-Variante von mCALEBDb nicht mit BS6f interagiert
und die Interaktion von mCALEBb und B56f einer entwicklungsspezifischen Regulation
unterliegt, da CALEB/NGC in der Literatur als entwicklungsabhéngig-reguliertes ,,Part-time*
Proteoglykan beschrieben wird (Aono et al., 2000; Schumacher et al., 1997; Inatani et al.,
2000).

4.4 Funktionsanalyse der Interaktion von BS6 und CALEB/NGC

Das HEK?293-Zellsystem, in dem die Koprizipitationen von B56f und CALEB/NGC
durchgefiihrt wurden, spiegelt nicht die endogenen Bedingungen im Sadugergehirn wider, in
dem B563 und CALEB/NGC normalerweise miteinander interagieren. Die Interaktion
zwischen endogenem CALEB/NGC und B56p wurde deshalb in einer Koprézipitation aus
einer Membranpréparation von Rattengehirn am postnatalen Tag 16 gezeigt und konnte somit
in vivo bestitigt werden. Die Bindungsregion von CALEB/NGC mit der neu identifizierten
B56 wurde mittels Koimmunprizipitationen von iiberexprimierten CALEB/NGC-
Deletionskonstrukten ,,388 (extrazelluldrer Teil von mCALEBDb, intrazelluldr Peptidsegment
A) und ,,400% (extrazellulir mCALEBD, intrazelluldr Peptidsegmente A und B) sowie B563
charakterisiert, wobei offensichtlich wurde, dass die Bindungsstelle von B56f in dem
juxtamembrandren Peptidsegment A von CALEB/NGC lokalisiert ist. Immunfluoreszenz-
Studien zeigten eine endogene Kolokalisation von B563 mit CALEB/NGC in Dendriten
hippocampaler Neurone. Wihrend CALEB/NGC ein Transmembranprotein ist, handelt es
sich bei B56 um ein zytoplasmatisches Protein (McCright et al., 1996). BS63-CALEB/NGC-
Doppelimmunfluoreszenzen belegten eine deutliche Membran-assoziierte Kolokalisation von
endogenem B56f und endogenem CALEB/NGC in diskreten punktuellen Anreicherungen auf
den Dendriten, oftmals an dendritischen Verzweigungspunkten. Aufgrund des endogenen
Expressionsmusters deuten diese Daten auf eine Beteiligung der PP2A-Untereinheit B56f3 in
der durch CALEB/NGC-vermittelten Dendritendifferenzierung hin. Weiterhin konnte ich
zeigen, dass B56f nicht nur mit CALEB/NGC in Dendriten kolokalisiert, sondern auch mit
der Funktion von CALEB/NGC interferiert, indem es CALEB/NGC-stimulierte
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Dendritenkomplexitit inhibiert. Die Uberexpression von mCALEBb und B56B in
hippocampalen Neuronen zeigte einen deutlichen Effekt auf die Dendritenmorphologie im
Vergleich mit mCALEBb- und EGFP koexprimierenden Kontrollneuronen, der sich in einer
reduzierten Anzahl dendritischer Verzweigungen duflerte. Jedoch gab es keine signifikanten
Unterschiede zu den Neuronen, die EGFP und B56[ koexprimierten. Die spezifische Wirkung
von B56f auf die CALEB/NGC-stimulierte Dendritenkomplexitdt wurde daraufhin mittels
einer weiteren regulatorischen Untereinheit der PP2A, PR55y, iiberpriift. Obgleich PR55y
ebenfalls zur Familie der regulatorischen Untereinheiten z#dhlt, im Gegensatz zu B56f
allerdings zur B-Familie (zur Ubersicht siche Janssens und Goris, 2001), wurde die
CALEB/NGC-vermittelte Dendritenverzweigung durch PR55y nicht inhibiert. Nach diesen
Daten scheint B56B spezifisch die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit zu
inhibieren und als negativer Regulator fiir selbige zu fungieren. Die Uberexpression von B563
in EGFP-transfizierten Neuronen fiihrt zu einem schwachen, aber permanenten Abfall in der
Anzahl der Dendriten. Dies konnte zum einen durch eine verstirkte Inhibition von endogen
exprimiertem CALEB/NGC durch B56f oder zum anderen durch Interferenz mit
Dendritenkomplexitidt bewirkenden, CALEB/NGC-unabhédngigen Mechanismen begriindet
sein. Warum jedoch ist endogen exprimiertes B56B nicht in der Lage, die durch
Uberexpression von CALEB/NGC stimulierte Dendritenverzweigung zu inhibieren? Eine
mogliche und wahrscheinliche Interpretation wire, dass die Menge an endogenem B56f
Protein nicht ausreicht, um den erhohten CALEB/NGC-Spiegel zu kompensieren. Mit dieser
Interpretation stimmen die Daten {iberein, dass endogen exprimiertes BS6f nicht ausreichend
ist, um CALEB/NGC-induzierte Akt Phosphorylierung zu inhibieren.

B56p wurde kiirzlich als die regulatorische Untereinheit der PP2A identifiziert, welche die
Aktivitdit von Akt durch Dephosphorylierung kontrolliert. Somit kann das Holoenzym als
Akt-Phosphatase fungieren (Rocher et al., 2007). Die Uberexpression von CALEB/NGC in
hippocampalen Neuronen resultiert in einer erh6hten Phosphorylierung von dendrititschem
Akt, wihrend Koexpression von CALEB/NGC und B56 die von CALEB/NGC-induzierte
Phosphorylierung von Akt vollstindig inhibiert. Es konnte zudem gezeigt werden, dass
CALEB/NGC den gesamten PP2A-Komplex einschlieflich der strukturellen A und der
katalytischen C Untereinheit durch B56f rekrutieren kann (Brandt et al., 2008). Denkbar ist,
dass die Interaktion von B56 und CALEB/NGC eine funktionelle Verbindung zwischen dem
PI3K-Akt-mTOR-Signalweg und dem Zytoskelett darstellt. B56p konnte mit einem

Signalweg, der aktives Akt einschlieBt, interferieren. Als Schlussfolgerung ldsst sich daraus
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ableiten, dass B56 mit einem Signalweg interferiert, der von CALEB/NGC getrieben wird

und zu stimuliertem Akt fithrt.

Wie wird die Interaktion von CALEB/NGC und B56f reguliert? In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die extrazellulire EGF-dhnliche Doméne ausreichend und notwendig fiir die
Induktion der Dendritenverzweigung durch CALEB/NGC ist. Dies konnte zum einen durch
Aktivierung einer intrazelluldren Signalkaskade geschehen, die direkt stimulierend auf
Dendritenverzweigung wirkt, zum anderen aber auch durch das Autfheben einer
intrazelluldren Inhibition von CALEB/NGC-vermittelter Dendritenverzweigung. Dafiir ist die
Identifizierung eines bislang unbekannten extrazelluliren Liganden von groBem Interesse, um
iberpriifen zu konnen, ob die Interaktion von B56 und CALEB/NGC extrazellulér iiber die
EGF-éhnliche Domine reguliert wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass CALEB/NGC in der Lage
sein konnte, die Phosphorylierung von Akt an der Aminoséure Serin-473 zu stimulieren, da
vorher gezeigt wurde, dass die Stimulation der Dendritenkomplexitdt von CALEB/NGC von
aktivem Akt abhdngig ist. Die Untersuchung der relativen Fluoreszenzintensititen von
Phospho-Akt-Farbungen von mCALEBb- und EGFP-koexprimierenden Neuronen ergab im
Vergleich zu EGFP-transfizierten Kontrollzellen eine signifikante Erhdhung des Phospho-
Akt-Signals. Somit ist davon auszugehen, dass CALEB/NGC die Phosphorylierung von Akt
stimuliert. Die Koexpression von B563 und mCALEBb dagegen wirkte sich nicht nur in der
Abnahme der Anzahl dendritischer Verzweigungen aus, sondern auch auf die von
CALEB/NGC-stimulierte Phosphorylierung von Akt. Diese machte sich durch eine
signifikante Abnahme der Fluoreszenzintensitit nach Messung des Phospho-Akt-Signals bis
auf Werte im Bereich der Kontrollzellen bemerkbar, die EGFP oder EGFP und B56f3
iberexprimierten. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass CALEB/NGC die
Phosphorylierung von Akt an der Aminosdure Ser-473 stimuliert und auf eine Inhibition der
von CALEB/NGC-stimulierten Phosphorylierung von Akt durch B56f schlieen. Aus diesen
Daten lief3 sich jedoch nicht absehen, ob B56 die CALEB/NGC-induzierte Phosphorylierung
von Akt {iber direkte Dephosphorylierung von Akt oder iiber eine direkte Blockierung von
CALEB/NGC reguliert. CALEB/NGC enthélt mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen
in den intrazelluldren Peptidsegmenten A und B, die in dieser Arbeit als bedeutend fiir die
CALEB/NGC-vermittelte Dendritenverzweigung gezeigt wurden. Die Bindungsstelle von
B56 an CALEB/NGC wurde im Peptidbereich A identifiziert, was die Moglichkeit erdftnet,

dass B56 Phosphorylierungsstellen in dem betreffenden Peptidsegment dephosphoryliert und
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diese Dephosphorylierung dann die von CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitét

beeinflusst. Dies wiirde dann einen wichtigen Regulationsmechanismus darstellen.

Die Diversitit der regulatorischen Untereinheiten der PP2A, die ubiquitdr exprimiert wird,
weist auf unterschiedliche physiologische Rollen fiir individuelle Holoenzyme. In dieser
vorliegenden Arbeit konnte B56f als neuer Interaktionspartner fiir CALEB/NGC eindeutig
bestitigt und beschriecben werden. Es wurde erstmals eine neue Funktion fiir die
regulatorische Untereinheit B56f der PP2A als negativer Regulator der CALEB/NGC-
induzierten Dendritenverzweigung beschrieben.

Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten lédsst sich ein Modell zur
Beteiligung des PI3K-Akt-mTOR-Signalweges und B56p an der CALEB/NGC-stimulierten
Dendritenbaumkomplexitét erstellen, das in Abbildung 46 dargestellt ist.
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Abbildung 46: Hypothetisches Modell zur Beteiligung des PI3K-Akt-mTOR-Signalweges und
B56f an der CALEB/NGC-stimulierten Dendritenbaumkomplexitiit.
CALEB/NGC stimuliert die Komplexitit dendritischer Biume und wirkt als Rezeptor
fiir einen unbekannten Liganden, der intrazellulir den PI3K-Akt-mTOR-Signalweg
stimuliert. Zum einen konnte Dendritenverzweigung iiber mTOR-Komplex 1 durch
Translation bestimmter fiir die Dendritenverzweigung wichtiger Proteine reguliert
werden. Zum anderen konnte aber auch mTOR-Komplex 2 beteiligt sein und direkt
iber die Aktivierung anderer Proteine wie beispielsweise Racl oder PKC die
zytoskeletale Aktin-Organisation beeinflussen, die dann in Umstrukturierungen des
Zytoskeletts in Form eines komplexeren Dendritenbaumes resultiert. BS6f bindet im
Komplex mit der strukturellen A- und der katalytischen C-Untereinheit (Brandt et al.,
2008) im zytoplasmatischen intrazelluliren Peptidsegment A von CALEB/NGC.
B56p  wirkt als negativer Regulator der CALEB/NGC-vermittelten
Dendritenkomplexitit und konnte zum einen CALEB/NGC direkt im intrazelluldren
Peptidsegment A inhibieren oder mit dem PI3K-Akt-mTOR-Signalweg interferieren,
indem es beispielsweise Akt dephosphoryliert, was zu einer verminderten
Dendritenkomplexitét fiihrt.
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4.5 Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Befunde tragen zu einem erweiterten Verstiandnis
der molekularen Vorgénge bei der Ausdifferenzierung von Dendriten und der Funktion von
CALEB/NGC bei der Differenzierung von Dendriten bei. So ging aus den Untersuchungen
hervor, dass eine bedeutende Funktion von CALEB/NGC die Erh6hung der Komplexitit
dendritischer Bdume hippocampaler Neurone wéhrend der Dendritogenese ist. Fiir diesen
Effekt erwiesen sich extrazelluldr die EGF-dhnliche Doméne und intrazelluldr der PI3K-Akt-
mTOR-Signalweg als notwendig fiir die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit.
Weiterhin konnte B56f als intrazelluldrer Interaktionspartner und negativer Regulator der
CALEB/NGC-vermittelten Dendritenkomplexitét identifiziert werden.

In der Diskussion sind bereits einige Fragen angeklungen, die in zukiinftigen Arbeiten
untersucht werden sollten. Fiir das weiterfilhrende Verstindnis der moglichen
Rezeptorfunktion von CALEB/NGC ist die Suche nach einem Liganden, der an die
extrazellulire EGF-dhnliche Doméne bindet, unerlédsslich. Eine mogliche Methode wiren
»pulldown“-Experimente mit anschlieBender Massenspektrometrie. Weiterhin bleibt zu
erforschen, durch welche/s Molekiil/e die intrazelluldre Signalkaskade in Bezug auf
Dendritenkomplexitit letztlich ausgelost wird und ob, und wenn ja wodurch der PI3K-Akt-
mTOR-Signalweg aktiviert wird. Ferner wire es von grolem Interesse, den PI3K-Akt-
mTOR-Signalweg in Bezug auf die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenkomplexitit im
Hinblick auf die Beteiligung der beiden mTOR-Komplexe 1 und 2 genauer zu analysieren
(siRNAs). Die Hinweise, ob die CALEB/NGC-vermittelte Dendritenverzweigung
beispielsweise iiber den mTOR-Komplex 1 und die Translation von Proteinen und/oder iiber
mTOR-Komplex 2 und andere Effektoren wie beispielsweise Akt oder PKC reguliert wird,
welche direkt an der Strukturierung des Aktin-Zytoskeletts beteiligt sind, konnten zum
Verstindnis der Dendritenverzweigung beitragen.

Fiir das weiterfithrende Verstindnis der Rolle von B56p in der CALEB/NGC-stimulierten
Dendritenverzweigung wéren auBlerdem Untersuchungen notwendig, die zeigen, ob B56f3
beispielsweise durch direkte Interaktion mit dem intrazelluldren Peptidsegment A mit der
CALEB/NGC-Funktion im Hinblick auf die Komplexitit dendritischer Bdume interferiert,
oder ob es beispielsweise indirekt in den intrazelluliren Signalweg eingreift und so die
Funktion von CALEB/NGC reguliert. In ersten Untersuchungen konnte festgestellt werden,
dass das  Punktmutationskonstrukt ~mCALEBb-T452A  (simuliert = permanente

Dephosphorylierung) trotz gleichem Expressionsmuster in den Dendriten nicht in der Lage
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ist, Dendritenkomplexitit wie mCALEBD zu stimulieren. Im Gegensatz dazu stimulierte das
Konstrukt mit der Mutation T452E (simuliert permanente Phosphorylierung) die
Dendritenkomplexitdt im gleichen Malle wie mCALEBbD. Diese Daten deuten an, dass eine
Phosphorylierung der Aminosdure Threonin 452 fir die CALEB/NGC-stimulierte
Dendritenkomplexitdt von Bedeutung sein kdnnte. Eine Dephosphorylierung durch B56(
konnte somit einen negativen Regulationsmechanismus darstellen, der dariiber entscheidet, ob
beispielsweise der PI3K-Akt-mTOR-Signalweg intrazellulédr ablaufen kann. Allein aus diesen
Daten kann jedoch noch nicht sicher bestimmt werden, ob B563 CALEB/NGC direkt an der
Aminosdure Threonin 452 dephosphoryliert. Fiir eine Kldrung dieser Frage bedarf es weiterer
Experimente im Hinblick auf eine direkte oder indirekte Beeinflussung von CALEB/NGC
durch B56.
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