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Zusammenfassung

Die Proteine der C-terminalen Bindungs-Protein-Familie sind in Pflanzen und Tieren
konserviert. Das Wirbeltier-Genom enthélt dabei zwei CtBP-Gene, CtBP1 und CtBP2, deren
Proteinprodukte unter anderem an der Regulation der embryonalen Entwicklung, der
Apoptose, der Onkogenese und der aktivitats-abhangigen Genexpression beteiligt sind.
Das CtBP1-Gen codiert fur zwei Haupt-Transkripte, CtBP1-L und CtBP1-S/BARS50. Die
CtBP1-L-Isoform ist das Grindungsmitglied der CtBP-Proteinfamilie und ist hauptsachlich als
Transkriptions-Ko-Repressor einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren bekannt. CtBP1-
S/BARS50 wurde dagegen als cytosolisches Protein identifiziert, wo es an verschiedenen
Abschnirungsprozessen vom Golgi-Apparat und der regulierten Golgi-Fragmentierung vor
dem Eintritt in die Mitose beteiligt ist. Zudem konnte CtBP1/BARS50 als Bestandteil der CAZ
konventioneller chemischer Synapsen identifiziert werden, wobei die exakte molekulare
Natur des synaptischen CtBP1/BARS50 unklar ist.

Das CtBP2-Gen codiert fur drei Transkripte. CtBP2, einem Zellkern-standigen
Transkriptions-Ko-Repressor, CtBP2-S, einem cytosolischen Protein mit noch unklarer
Funktion, und RIBEYE, einem Hauptbestandteil in Bandsynapsen der Photorezeptor- und
Bipolar-Zellen der Retina, in Pinealocyten der Epiphyse und in inneren Haarzellen der
Cochlea. CtBP2 und CtBP2-S zeigen dabei eine sehr hohe Sequenz-Ahnlichkeit zu
CtBP1/BARSS50.

Unklar ist, wie die Mitglieder der CtBP-Proteinfamilie in den Hirnarealen des adulten
Nagerhirns exprimiert werden, und ob CtBP1-L, CtBP1-S/BARS50, CtBP2 und CtBP2-S
spezifisch in einem Zellkompartiment lokalisiert sind oder sowohl nukleare als auch
cytosolische Lokalisationen im Neuron zeigen.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen die Untersuchung des Expressionsmusters der
Mitglieder der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Proteinfamilie im adulten Gehirn und die
Untersuchung des subzellularen Verteilungsmusters der CtBP-Proteine in Neuronen.

Die Untersuchung des Expressionsmusters der CtBP-Proteine im adulten Gehirn
zeigte ein individuelles Expressionsmuster der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Proteine. Dabei
unterscheiden sich die Proteinprodukte beider Gene in ihren raumlichen Expressionen, dem
Expressionsniveau in den einzelnen Hirnarealen und ihrer Zelltyp-spezifischen Expression.

Die Untersuchung der subzellularen Verteilung der CtBP1/BARS50-Proteine ergab,
dass alle Isoformen sowohl im Zellkern als auch den Synapsen lokalisiert sind. Das
CtBP1/BARS50 in der Synaptosomen-Fraktion, im Vergleich zur Zellkern-Fraktion, aber in
grolReren Mengen vorkommit.

Fur die CtBP2-Proteine kann hier erstmals eine Lokalisation an konventionellen
chemischen Synapsen beschrieben werden. Gleichzeitig zeigen immun-
elektronenmikroskopische Aufnahmen, dass die synaptische CtBP2-Lokalisation auf den
Bereich um die aktive Zone beschrankt ist. Grundséatzlich sind aber CtBP2-Proteine in der
Zellkern-Fraktion, im Vergleich zur Synaptosomen-Fraktion, starker angereichert. Zudem
kann hier gezeigt werden, dass die beiden CtBP2-Isoformen, CtBP2 und CtBP2-S,
unterschiedliche subzellulare Verteilungen aufweisen. Wobei CtBP2 fast vollstandig im
Zellkern, CtBP2-S dagegen sowohl im Zellkern als auch in Synapsen lokalisiert ist.

Auch die durchgefiihrte 2D-gelelektrophoretische Analyse von CtBP1/BARS50 in den
Zellkern- und Synaptosomen-Fraktionen bestéatigt die synaptische Lokalisation der CtBP1-L-
und CtBP1-S/BARS50-Isoformen und zeigt gleichzeitig, dass die CtBP1/BARS50-Isoformen
in beiden Fraktionen unterschiedlich phosphoryliert sind.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass sich die CtBP1/BARS50- und CtBP2-
Isoformen in ihren Hirnareal- und Zelltyp-spezifischen Expressionsmustern, ihrem
Expressionsniveau und ihren subzelluldren Verteilungen unterscheiden. Gleichzeitig kann fur
die Mitglieder der CtBP-Proteinfamilie, aul3er CtBP2 selbst, sowohl eine nukleére als auch
synaptische Lokalisation gezeigt werden. Dies wiederrum stellt die Grundlage fir
weiterfihrende Untersuchungen der synaptischen Funktionen der Mitglieder der CtBP-
Proteinfamilie dar.



Summary

The family of C-terminal binding proteins is uniquely found in plants and in animals.
Vertebrates contain two genes, CtBP1 and CtBP2, whose protein products are involved in
embryogenesis, apoptosis, oncogenesis and activity-dependent gene expression.

The CtBP1 gene codes for two isoforms of CtBP1: CtBP1-L and CtBP1-S/BARS50. The
founding member of the CtBP family, CtBP1-L, has been extensively studied as
transcriptional co repressor of a large number of transcriptional factors. The short isoform,
CtBP1-S/BARS50, was first identified as a cytosolic protein. Here it is necessary for several
membrane fission steps at the Golgi apparatus and the fragmentation of the Golgi complex at
the beginning of mitosis. Furthermore, a synaptic localization of CtBP1/BARS50 could be
demonstrated, but the exact molecular nature of synaptically localized CtBP1/BARS50 is
unknown.

The CtBP2 gene gives rise to three isoforms. The two isoforms CtBP2, a nuclear co
repressor and CtBP2-S, a cytosolic protein with unknown function exhibit high homology to
the isoforms of the CtBP1/BARS50 family proteins. A third isoform, RIBEYE, is a major
constituent of ribbon synapses in retinal photoreceptors and bipolar cells, inner hair cells of
the cochlea or pinealocytes of epiphysis.

After all, it remained unknown, how the members of the CtBP protein family are distributed in
the adult brain and if CtBP1-L, CtBP1-S/BARS50, CtBP2 and CtBP2-S exhibit specific
cellular localizations or if they localize both to the nucleus and the cytosol in neurons.

Therefore the main objective of this doctoral thesis was to analyze the protein
expression patterns of CtBP1/BARS50 and CtBP2 proteins in the adult mouse brain and their
subcellular distribution in neurons.

Analysis of the spatial expression pattern in the adult mouse brain demonstrated that
CtBP1/BARS50 and CtBP2 proteins display individual expression patterns, differing in their
spatial and cell-specific expression as well as their expression levels throughout different
brain areas.

Analysis of the subcellular distribution of CtBP1/BARS50 demonstrated that all
CtBP1/BARS50 isoforms show dual synapto-nuclear localization in neurons, with
CtBP1/BARS50 more enriched in the synaptosomal as compared to the nuclear protein
fraction.

This is the first study demonstrating that CtBP2 is localized at conventional chemical
synapses. Furthermore, immune electron microscopy visualizations revealed that this
synaptic localization of CtBP2 is restricted to the close vicinity of presynaptic active zones.
Principally, CtBP2 is more strongly enriched in the nuclear fraction compared to the
synaptosomal fraction. Moreover, the present work includes differential targeting of the two
isoforms CtBP2 and CtBP2-S in neurons, showing predominant CtBP2 in cell nuclei and dual
CtBP2-S synapto-nuclear localization.

Two-D-gel analysis of synaptosomal and nuclear fractions revealed that both
CtBP1/BARS50 isoforms are synaptically localized and that CtBP1/BARS50 is highly
phoshorylated in both fractions.

In summary, the present work shows that CtBP1/BARS50 and CtBP2 differ in their
spatial and cell specific expression patterns, in their expression levels as well as in their
subcellular distributions. In parallel it could be shown that all members of the CtBP protein
family except for CtBP2, exhibit dual synaptic and nuclear localization. These findings
represent the basis for further analysis of the synaptic function of members of the CtBP
protein family.
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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1 Die CtBP-Proteinfamilie

Die Proteine der CtBP-Familie sind in héheren Eukaryonten konserviert. Dabei enthalt das
Genom wirbelloser Tiere und Pflanzen jeweils ein CtBP-Gen wéhrend dass Wirbeltier-
Genom zwei Gene fur CtBP, CtBP1 und CtBP2, besitzt.

Aus dem CtBP1-Gen entstehen aufgrund unterschiedlicher RNA-Spleil3-Vorgange zwei
Haupt-CtBP1-Transkripte. Die von den beiden Transkripten codierten Isoformen, CtBP1-L
und CtBP1-S/BARS50, sind bis auf ihre N-Termini identisch (siehe Abbildung 1). CtBP1-L
wurde erstmals als Bindungspartner des C-Terminus von Adenovirus E1A, einem
Onkoprotein, identifiziert (Boyd et al., 1993, Schaeper et al., 1995) und aus dieser ersten
Identifikation des Proteins leitet sich auch der Name CtBP (C-terminales Bindungs-Protein)
ab. Neben seiner Zellkern-standigen Funktion als Korepressor verschiedener
Transkriptionsfaktoren (Turner and Crossley, 2001, Chinnadurai, 2002), konnte fir
CtBP1/BARS50 auch eine Lokalisation an Band-Synapsen und konventionellen chemischen
Synapsen (tom Dieck et al., 2005) gezeigt werden. Die exakte molekulare Natur des
synaptischen CtBP1/BARS50 ist dagegen noch unklar. Die kirzere Isoform, CtBP1-
S/BARS50, wurde zudem als Brefeldin A-abhéngiges ADP-Ribosylierungs-Substrat von 50
kDa (BARS50) am Golgi-Appart identifiziert (De Matteis et al., 1994, Di Girolamo et al., 1995,
Spano et al., 1999). Fir CtBP1-S/BARS50 ist zudem noch eine weitere Splei3-Variante,
CtBP1-SS, identifiziert worden (nicht publiziertes Material,(Knoll, 2007)). Dem Transkript
dieser Isoform werden durch einen alternativen Splei3-Vorgang am 3‘-Ende mehrere Basen-
Paare entfernt, sodass der Isoform 40 Aminosauren (Positionen 387-427 in CtBP1-L und
Positionen 376-416 in CtBP1-S/BARS50, beide aus Rattus norvegicus) am C-Terminus des
Proteins fehlen (Abbildung 1). Die Funktion und das Verteilungsmuster dieser Isoform sind
bis jetzt noch unbekannt. Zusatzlich dazu enthdlt ein Teil der CtBP1-cDNAs ein weiteres
Codon fir die Aminosaure Serin (an Position 380 in CtBP1-L, an Position 369 in CtBP1-
S/BARSS50 und CtBP1-SS), was ebenfalls das Resultat alternativer RNA-Prozessierung ist
(Chinnadurai, 2007).

Das CtBP2—-Gen codiert flr drei funktionell sehr unterschiedliche Produkte, CtBP2 (Katsanis
and Fisher, 1998), CtBP2-S (Verger et al., 2006) und RIBEYE (Schmitz et al., 2000)
(Abbildung 1). CtBP2 ist ein Zellkern-standiges Protein (Bergman et al., 2006, Verger et al.,
2006, Zhao et al., 2006), dass sehr hohe Sequenz-Ahnlichkeit zu CtBP1 (80 % auf dem
Aminoséauren-Level) aufweist. Dem Transkript fur die CtBP2-S-Isoform werden durch
alternative RNA-Prozessierung 75 Basen-Paare am 5'-Ende entfernt, was zu einem Verlust

der ersten 25 N-terminalen Aminosauren inklusive des Nuclear Localization Signals (NLS)
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fuhrt (Abbildung 1). Das Fehlen des NLS hat einen direkten Einfluss auf die Lokalisation
dieser Isoform, sodass diese nur im Cytosol der Zelle lokalisiert ist (Verger et al., 2006). Das
Transkript fur die dritte Isoform RIBEYE wird von einem anderen Promoter, als dem der
ersten beiden Isoformen, aus generiert. Dabei entsteht ein Protein mit einer einzigartigen A-
Doméne und einer B-Domane, die mit der CtBP2-Sequenz bis auf die fehlenden ersten 20
N-terminalen Aminoséauren identisch ist (Piatigorsky, 2001). RIBEYE ist exklusiv cytosolisch
(Schmitz et al., 2000) und wird spezifisch nur in Bandsynapsen-enthaltenden Neuronen

exprimiert (tom Dieck et al., 2005).

I D [ 5P 440 AS
[ ] [S CBP1-SIBARS 430 AS
[ D] CEPISS 3308

|: _ CtBP2 445 AS
I Jcter2s 42048
| I JRBEYE  985AS

A-Doméne B-Doméne

Abbildung 1: Schematische Darstellung der CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-
Isoformen

Gezeigt sind alle bisher identifizierten CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-Isoformen.
Der grau markierte Bereich der CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-Isoformen
entspricht dem Bereich mit der héchsten Sequenz-Homologie zwischen den Proteinen
beider CtBP-Gene. Die spezifischen N-Termini von CtBP1-L (rot) oder CtBP2 (gelb)
sind ebenfalls markiert. Der griin markierte Bereich in den CtBP1/BARS50-Isoformen,
CtBP1-L und CtBP1-S/BARS50 entspricht den, durch einen Splei3-Vorgang entfernten,
40 C-terminalen Aminosauren von CtBP1-SS. In Blau ist die A-Doméne von RIBEYE
dargestellt.

1.2 Generelle Struktur der Mitglieder der CtBP—Proteinfamilie

Die Mitglieder der CtBP-Proteinfamilie in Wirbeltieren zeigen in ihrer Aminosauren-Sequenz
und Protein-Struktur eine groRe Ahnlichkeit zu NAD*/NADH-abhangigen Dehydrogenasen
(D2-HDH) (Schaeper et al., 1995). So besteht ein CtBP-Monomer jeweils aus drei Doménen:
einer Substrat-Bindungsdomane (SBD), einer NAD*/NADH-Bindungsdoméane (NBD) und
dem unstrukturierten C-Terminus des Proteins (Abbildung 2).

Die Substrat-Bindungsdomane hat eine globulare Form und ist aus Aminosauren des N- und
C-Terminus zusammengesetzt (Kumar et al., 2002). In der SBD ist die PXDLS (an Position X
haufig Prolin oder Valin) Bindungs-Tasche enthalten, durch die die meisten der CtBP-
Bindungspartner mit Hilfe ihres PXDLS-&hnlichen Bindungsmotivs an das Protein binden
(Nardini et al., 2003). Die SBD-Doméne ist durch einen Spalt von der NBD-Domaéane getrennt
und durch diesen Spalt verlauft die flexible Verbindung die beide Doméanen miteinander
verknupft (Kumar et al., 2002).

Die NAD*/NADH Bindungsdomane wird durch die Aminosauren 125-318 gebildet und ist aus

parallelen B-Faltblattstrukturen, die von a-Helices an den Seiten flankiert werden, aufgebaut
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(Kumar et al., 2002, Nardini et al., 2003). Die Konnektivitat der NBD ist der vieler D2-HDH
sehr &hnlich und stellt eine so genannte Rossmann-Falte dar. Mit Hilfe dieser Rossmann-
Falte ist es CtBP-Proteinen moglich NAD*/NADH oder Acyl-CoA zu binden, wobei beide
Kofaktoren um die Bindung an die Rossmann-Falte kompetieren. Dabei hat die Bindung von
NAD*/NADH oder Acyl-CoA einen direkten Einfluss auf die Konformation des Proteins. Bei
der Bindung von NAD*/NADH bewegt sich die SBD auf den Spalt zu und verkleinert den
Abstand zwischen beiden Domanen. Das CtBP-Protein befindet sich jetzt in der
geschlossenen Konformation (Kumar et al., 2002). Nur in der geschlossenen Konformation
ist es CtBP—Monomeren moglich zu dimerisieren. Die Dimerisierung wiederum ist eine
wichtige Voraussetzung fur die Bindung von Partner-Proteinen durch CtBP1/BARS50 und
CtBP2 (Balasubramanian et al., 2003).

Die reduzierte Form des Koenzyms NADH wird zudem mit viel hoherer Affinitat als die
oxidierte Form NAD" durch CtBP-Proteinen gebunden (Zhang et al., 2002, Fjeld et al., 2003).
Dieser Unterschied in der Bindungs-Affinitat deutet auf eine Funktion der CtBP-Proteine als
Redox-Sensor hin, welcher den Energie-Status der Zelle mit der Regulierung der Gen-
Expression verknupft. Da zudem der NADH-Pool der Zelle um das siebenhundertfache
kleiner ist als der NAD*-Pool (Zhang et al., 2002), haben selbst kleine Veranderungen des
Energie-Status der Zelle einen groReren Einfluss auf den NADH- als auf den NAD*-Pool. Ein
NADH-sensitives CtBP-Protein ware somit ein besserer Redox-Sensor als ein NAD"-
sensitives CtBP-Protein (Fjeld et al., 2003).

Bei der Bindung eines Acyl-CoA wird angenommen, dass das CtBP-Monomer eine offenere
Konformation einnimmt, da die dreidimensionale Struktur eines CtBP-Dimers keine Bindung
eines Acyl-CoA zulasst (Kumar et al., 2002, Nardini et al., 2003).

Zusatzlich zu der Rossmann-Falte enthalt die NBD noch ein katalytisches Zentrum
(Aminosauren Histidin 315, Glutamat 295 und Arginin 266 in CtBP1-L), welches fir die
Dehydrogenase-Aktivitat von entscheidender Bedeutung ist. Obwohl fir CtBP1/BARS50 eine
schwache Dehydrogenase-Aktivitat in vitro gezeigt werden konnte (Kumar et al., 2002,
Balasubramanian et al., 2003, Achouri et al., 2007), ist die Rolle dieser Aktivitat bei der
Auslibung der CtBP-Funktionen noch unbekannt.

Neben dem PXDLS-Bindungsmotiv enthalten mehrere CtBP-Bindungspartner noch ein
weiteres Motiv, das RRT-Motiv, mit dem sie an CtBP-Proteine binden kénnen. Die Bindungs-
Domaéne dieses Motivs liegt dabei in der NBD der CtBP-Proteine (Quinlan et al., 2006a,
Quinlan et al., 2006b) (Abbildung 2).

Die letzten 90 Aminosauren des Proteins bilden den unstrukturierten, hoch flexiblen C-
Terminus des Proteins. Ublicherweise spielen unstrukturierte Protein-Bereiche eine groRe
Rolle bei der Modulation der Lokalisation und Funktion von Proteinen, was diesen Proteinen

die Ausfuihrung verschiedener Funktionen innerhalb der Zelle ermdglicht (Nardini et al.,
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2006). Dies trifft auch im Fall der CtBP-Proteine zu, wo der C-Terminus Angriffspunkt fur
verschiedene, die Lokalisation des Proteins verandernde, posttranslationale Modifikationen
ist.

PXDLS
- Bindungs-Domane
g 500

RRT

PXDLS
Bindungs-Domane

Abbildung 2: Die dreidimensionale Struktur eines CtBP-Dimers

Zu sehen ist hier die dreidimensionale Faltung der CtBP-Proteinkette in einem CtBP-
Dimer. Dabei sind die den Dimer zusammensetzenden Monomere in grin und rot
gezeigt. In beiden Monomeren kann jeweils eine Substrat-Bindungsdoméane (SBD) und
eine NAD'/NADH-Bindungsdomé&ne (NBD) unterschieden werden, wobei die NBD das
groRte Dimerisierungs-Interface stellt. Das gebundene NAD(H) ist in schwarz, das
gebundenen RRTGAPPAL-Peptid in Magenta und das gebundene PIDLSKK-Peptid in
blau als Ball-und-Stab-Konformation dargestellt. (Abbildung modifiziert nach Quinlan et
al., 2006a).



Einleitung 5

1.3 Subzellulare Lokalisationen der CtBP-Proteine

1.3.1 Lokalisation im Zellkern

In Wirbeltieren sind bis heute mehr als 30 verschiedene Sequenz-spezifische DNA-bindende
Transkriptions-Repressoren bekannt, deren Aktivitat durch die Bindung an CtBP-Proteine
reguliert wird (Turner and Crossley, 2001, Chinnadurai, 2002). Diese Transkriptions-
Repressoren sind unter anderem in Signalkaskaden der Embryogenese, der Apoptose und
der Onkogenese (Chinnadurai, 2007) beteiligt. In der embryonalen Wirbeltier-Entwicklung
sind die Produkte der beiden CtBP-Gene dabei entscheidend fiur eine korrekte
Zelldifferenzierung (Hildebrand and Soriano, 2002). So ist die CtBP1 defiziente Maus zwar
lebensfahig, dennoch zeigt sie eine héhere Sterblichkeitsrate und ist 30% kleiner als ihre
Artgenossen. Die CtBP2 defiziente Maus fihrt dagegen, aufgrund massiver Defekte bei der
embryonalen Entwicklung, zum Tod des Embryos an Embryonaltag E 10,5. Gleichzeitig
zeigen die CtBP1/BARS50- und CtBP2-Proteine eine gré3tenteils Uberlappende ubiquitare
embryonale Expression, welche fir die Proteinprodukte beider CtBP-Gene im Nervensystem
besonders hoch ist und auf teilweise Uberlappende Funktionen bei der Embryogenese
hindeutet.

Weitere Studien deuten zudem auch auf eine Beteiligung der CtBP-Proteine an der
aktivitats-abhangigen Regulation der Genexpression hin. Diese Regulation hat einen
entscheidenden Einfluss auf hohere Hirnfunktionen, inklusive Gedachtnis- und Lern-
Funktionen. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass CtBP-Proteine die
Genexpression wahrend der Epileptogenese regulieren (Garriga-Canut et al., 2006).

Die Fahigkeit der CtBP-Proteine mehr als einen Bindungspartner zu binden ist die Grundlage
fur ihre Funktion als Ko-Repressor, da sie hier einen Multiprotein-Komplex mit weiteren an
der Transkriptions-Regulation beteiligten Proteinen bilden. In diesem Protein-Komplex sind
unter anderem Histon-modifizierende Enzyme, DNA-bindende Proteine und verschiedene
Ko-Repressoren enthalten (Shi et al., 2003). Zu den Histon-modifizierenden Enzymen
gehdren die Klasse 1 Histon-Deacytelasen (HDACs1/2), der heterodimere Histon-Lysin-
Methyltransferasen-Komplex (HMTasen) und eine Histon-Lysin-spezifische Methylase
(LSD1). Zu den DNA-bindenden Proteinen gehéren unter anderem ZEB1/2, RREB-1 und
Znf217, welche direkt mit Hilfe ihres PXDLS-&hnlichen Motivs (ZEB1/2 und RREB-1) oder
PXDLS- und RRT-ahnlichen Motiven (Znf 217) an das CtBP-Dimer binden (Chinnadurai,
2007). Zu den CtBP-bindenden Ko-Repressoren gehodren unter anderem CoREST
(corepressor for element-1-silencing transcription factor) und CDYL (Chromo Domain Y-like)
(Chinnadurai, 2007). Weiterhin dient der Multiprotein-Komplex der Rekrutierung von
SUMOylierung-katalysierenden Proteinen wie Ubc 9 (Quinlan et al., 2006b), HPC 2 (Shi et
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al., 2003), PIASx (Lin et al., 2003) und PIASxa (Kagey et al., 2005), die die SUMOylierung
der CtBP-Proteine katalysieren. Vorstellbar ist aber auch, dass das CtBP-Dimer als Plattform
fur die SUMOylierung der gebundenen Partner-Proteine dient und dass diese SUMOylierung
die Repressions-Aktivitat des Multiprotein-Komplexes beeinflusst. Weiterhin ist bekannt,
dass die Wirbeltier-CtBPs abhangig vom Promotor die Transkription HDAC-abhangig (Criqui-
Filipe et al., 1999, Shi et al., 2003) oder HDAC-unabhangig (Meloni et al., 1999, Koipally and
Georgopoulos, 2000, Dahiya et al., 2001) unterdriicken kénnen.

1.3.2 Lokalisation am Golgi-System

Die zweite CtBP1-Isoform, CtBP1-S/BARS50, wurde erstmals durch die Zugabe von
Brefeldin A (BFA) als Bestandteil des Golgi-Komplexes identifiziert. Bei BFA-Zugabe erfolgt
unter anderem eine ADP-Ribosylierung von CtBP1-S/BARS50, welche dessen Inaktivierung
zur Folge hat. Diese Inaktivierung fiihrt in Verbindung mit weiteren Prozessen zu einer
vollstadndigen Fragmentierung des Golgi-Apparates (De Matteis et al., 1994; Di Girolamo et
al., 1995; Spano et al., 1999). Auch ist CtBP1-S/BARS50 fir die regulierte Dispersion des
Golgi-Apparates wahrend der Mitose verantwortlich. Da die Fragmentierung des Golgi-
Apparates notig fur den Eintritt in die Mitose ist, verharrt der Zellzyklus bei Inhibierung der
CtBP1-S/BARS50-Aktivitat im Zell-Stadium G2 (Hidalgo Carcedo et al., 2004, Colanzi et al.,
2007). Zudem konnten Bonazzi et al. (2005) zeigen, dass CtBP1-S/BARS50 den
basolateralen Transport vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran und die dynamin-
unabhangige Fluid-Phase-Endocytose kontrolliert. Weiterhin ist CtBP1-S/BARS50 an der
Abschniirung der retrograd transportierten COPI-Vesikel beteiligt (Yang et al., 2005). Trotz
dieser wichtigen Funktionen von CtBP1-S/BARS50 zeigen Mausembryo Fibroblasten
(MEFs), die aus CtBP1- und CtBP2-doppelmutanten Mausen hergestellt wurden, keine
Veréanderungen in der Funktion des Golgi-Apparates (Hildebrand and Soriano, 2002). Dies
deutet darauf hin, dass andere Mechanismen den Verlust der CtBP-Proteine ausgleichen
kénnen. So konnten Colanzi et al. (2007) zeigen, dass der fiir die Mitose notwendige CtBP1-
S/BARS50-abhéngige Golgi-Fragmentierungsschritt durch eine leicht veranderte
Ultrastruktur des Golgi-Apparates in MEFs von CtBP1- und CtBP2-doppelmutanten Mausen
umgangen werden kann. Auch ist die Dynamin-abhéngige Fluid-Phase-Endocytose in CtBP-
mutanten MEFs hochreguliert (Bonnazzi et al., 2005). Bei akuter Deprivation von CtBP1-
S/BARSH50 ist die Zelle dagegen nicht in der Lage den Verlust von CtBP1-S/BARS50 durch
andere Adaptionsmechanismen auszugleichen (Corda et al., 2006).

Welcher Mechanismus der CtBP1-S/BARS50-Funktion am Golgi-Apparat zugrunde liegt, ist
derzeit noch umstritten. Es wurde vermutet, dass CtBP1-S/BARS50 als eine
Lysophosphatidsauren-Acyltransferase (LPAAT) wirkt und Lysophosphatidséaure (LPA) durch
Anhangen einer Acyl-Kette in Phosphatidsédure (PA) umwandelt. Dies hatte wiederum einen
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direkten Einfluss auf die Membranlipid-Komposition und wiirde somit die Energiebarriere zur
Abschniirung von Vesikeln verringern (Weigert et al., 1999, Drecktrah et al., 2003). Fir eine
LPAAT-AKktivitat von CtBP1-S/BARS50 spricht, dass NAD*/NADH und Acyl-CoA um die
Bindung an CtBP1-S/BARS50 konkurrieren und das abhangig vom jeweilig gebundenen
Kofaktor CtBP1-S/BARS50 eine andere Konformation einnimmt, was wiederrum einen
direkten Einfluss auf seine Funktion hat. So inhibieren steigende NAD*/NADH-
Konzentrationen die Funktion von CtBP1-S/BARS50 am Golgi-Apparat, da die Bindung von
NAD*/NADH eine geschlossene Konformation und Dimerisierung des Proteins zur Folge hat.
Dies ist mdglicherweise die Grundlage fur andere Lokalisationen und Funktionen der CtBP1-
S/BARS50-Isoform. Dagegen hat die Bindung von Acyl-CoA eine offene Konformation zur
Folge, was wiederrum die Grundlage der CtBP1-S/BARS50-Funktion am Golgi-Apparat ist.
Trotzdem scheint die LPAAT-Aktivitat von CtBP1-S/BARS50 nicht essentiell fir dessen
Funktionen am Golgi-Apparat zu sein, sondern eher unterstiitzenden Charakter zu haben.
So konnten mehrere Gruppen zeigen, dass bei Verlust der LPAAT-Aktivitat von CtBP1-
S/BARSS50 dieses trotzdem in der Lage ist seine verschiedenen Funktionen am Golgi-
Apparat auszutben (Hidalgo Carcedo et al., 2004; Bonazzi et al., 2005; Yang et al., 2005).
Zudem geht eine weitere Arbeitsgruppe davon aus, dass es sich bei der in vorangegangenen
Artikeln gemessenen LPAAT-Aktivitat von CtBP1-S/BARS50 (Weigert et al., 1999) um ein
Artefakt der Praparation handelt (Gallop et al., 2005).

Unklar ist auch, ob die CtBP1-L-Isoform oder CtBP2-S am Golgi-Apparat lokalisiert sind und
dort ahnliche Aufgaben wie CtBP1-S/BARS50 ausfihren kdénnen.

1.3.3 Lokalisation an chemischen Synapsen

Chemische Synapsen sind hoch spezialisierte asymmetrische Strukturen, die die schnelle
und gerichtete Signalweiterleitung zwischen Neuronen und ihren Zielzellen erlauben. Dabei
erfolgt die Signalweiterleitung durch die Fusion synaptischer Vesikel mit der prasynaptischen
Membran und der Freisetzung der Neurotransmitter in den synaptischen Spalt. Die
Neurotransmitter diffundieren dann durch den synaptischen Spalt und aktivieren spezielle
Rezeptoren in der postsynaptischen Endigung einer Zielzelle. Prinzipiell kann
Neurotransmission exzitatorisch oder inhibitorisch sein, was jeweils von dem freigesetzten
Neurotransmitter und dem Neurotransmitter detektierenden Rezeptor abhéngig ist. Die
Funktion und Verankerung der Rezeptoren und lonenkanale in der postsynaptischen
Membran wird durch die Proteine der postsynaptische Dichte (PSD) organisiert und reguliert.
Neben den Rezeptoren und lonenkanalen sind die Hauptbestandteile der PSD

exzitatorischer Synapsen: Signalmolekile wie Calmodulin und CaMKIl, Proteine des
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Zytoskeletts wie Aktin und Tubulin und Netzwerkproteine wie Homer, PSD-95,
Shank/ProSAPs, GKAP/SAPAP etc.(Okabe, 2007).

Der spezialisierte Bereich der prasynaptischen Endigung an dem die Fusion der
synaptischen Vesikel stattfindet heil3t aktive Zone. Auch diese zeichnet sich durch ein
elektronendichtes Proteinnetzwerk aus, welches als die Cytomatrix der aktiven Zone (CAZ)
bezeichnet wird. Die komplette Protein-Zusammensetzung der CAZ ist im Detail noch nicht
geklart. Trotzdem konnten bis heute funf Proteinfamilien identifiziert werden, deren Mitglieder
spezifisch an der CAZ angereichert sind: RIMs (Rab3A interacting molecules) (Wang et al.,
1997, Wang et al., 2000), Munc-13s (mammalian homolog of Unc-13) (Brose et al., 2000),
CAST/ERCs (CAZ associated structural protein/ELKS/Rab-6-interacting protein2/CAST)
(Ohtsuka et al., 2002, Wang et al., 2002), Piccolo/Aczonin und Bassoon (Cases-Langhoff et
al., 1996, tom Dieck et al., 1998, Wang et al., 1999) und a-Liprin (Serra-Pages et al., 1998,
Dunah et al., 2005). Es wird vermutet, dass diese Multi-Domé&nen-Proteine eine
entscheidende Rolle bei der regulierten Neurotransmission, als auch bei der Synaptogenese
und Synapsen-Reifung spielen. Neben diesen spezifisch nur an der CAZ angereicherten
Proteinen gibt es noch eine grofRe Anzahl von Proteinen, die zwar mit der CAZ assoziieren,
die aber nicht nur spezifisch fur die CAZ sind. Dazu gehoren Proteine des Zytoskeletts
(Aktin, Tubulin und Myosin), synaptische Vesikel-Proteine und Proteine die an der Fusion
synaptischer Vesikel beteiligt sind (SNARE-Proteine, Syntaxin, Munc18; Synaptotagmin
etc.), prasynaptische Netzwerkproteine (Synapsin, CASK etc.), spannungsabhéngige
Calcium-Kanéle und Zelladhasionsmolekiile wie Integrin, Cadherin und Neurexin (Schoch
and Gundelfinger, 2006) (Abbildung 3).

Zu diesen Proteinen gehort auch CtBP1/BARS50, da es als ein Bindungspartner von
Bassoon und Piccolo in chemischen Synapsen nachgewiesen worden ist (Smigielski, 2005,
tom Dieck et al., 2005).

Bassoon und Piccolo sind strukturell miteinander verwandt und stellen die gréRten Proteine
der CAZ dar (Bassoon mit ~420 kDa; Piccolo mit ~530 kDa). Sowohl Bassoon als auch
Piccolo sind sowohl in exzitatorischen, als auch inhibitorischen Neuronen lokalisiert (Richter
et al., 1999) und besitzen jeweils 10 homologe Sequenzbereiche, die sogenannten Piccolo-
Bassoon-Homologie-Domanen (PBH). Die exakten Funktionen von Bassoon und Piccolo
sind noch nicht vollig verstanden. Da sie mit Hilfe ihrer multiplen Bindungsdoméanen mit
unterschiedlichen Partner-Proteinen assoziieren kdnnen, wird aber angenommen, dass sie
mit Hilfe ihrer Bindungspartner an der Organisation der aktiven Zone und der regulierten
Exo- und Endozytose beteiligt sind. Zudem ist bekannt, dass Bassoon und Piccolo wahrend
der Synaptogenese mit Hilfe der Piccolo-Bassoon-Transport-Vesikel (PTVs) schon sehr friith
in der Entwicklung zur entstehenden Synapse transportiert werden (Zhai et al., 2001). Dies

deutet auf eine Rolle von Bassoon und Piccolo beim Aufbau der aktiven Zone wéhrend der
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Synaptogenese hin. Neben vielen weiteren Proteinen ist auch CtBP1/BARS50 ein
Bestandteil der PTVs und erste Ergebnisse deuten an, dass CtBP1/BARS50 moglicherweise
an der Abschniirung der PTVs vom Golgi-Apparat beteiligt ist (unverdoffentlichtes Material).
Die exakte molekulare Natur des synaptischen CtBP1/BARS50 und die Funktion, die
CtBP1/BARS50 in Synapsen ausfuhrt, sind noch nicht vollstéandig geklart. Aufgrund der
verschiedenen Funktionen der CtBP1/BARS50-Isoformen sind aber drei mégliche Szenarien
vorstellbar. Zum einen kénnten synaptische CtBP1/BARS50-Isoformen, genau wie CtBP1-
S/BARS50 am Golgi-Komplex, im synaptischen Vesikel-Zyklus bei der Abschnirung der
Vesikel vom Endosomen oder bei der Vesikel-Endozytose beteiligt sein. Zum anderen ist
eine Funktion von CtBP1/BARS50 als synaptisches Signalmolekil vorstellbar. Welches nach
bestimmten Stimuli, zum Beispiel einer veranderten synaptische Aktivitat, retrograd von der
Synapse in Richtung Zellkern transportiert wird und dort als Transkriptions-Ko-Repressor
wirkt. Damit wére es in der Lage, die synaptische Aktivitdt mit der Genexpression der Zelle
zu verknupfen. Als drittes mogliches Szenario ist eine Funktion von CtBP1/BARS50 als
synaptischer Redoxsensor denkbar. So hatte der metabolische Status der Synapse einen
direkten Einfluss auf die Bindung von CtBP1/BARS50 an Bassoon oder andere noch

unbekannte Bindungspartner.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der molekularbiologischen Zusammensetzung
der CAZ (verandert nach der Doktorarbeit von (Lazarevic, 2009), modifiziert nach
Schoch und Gundelfinger, 2006).
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Die chemischen Synapsen der Photorezeptor- und Bipolar-Zellen in der Retina und der
inneren Haarzellen der Cochlea stellen eine Besonderheit unter den chemischen Synapsen
dar. Diese sind hochspezialisierte Synapsen, die in der Lage sind, Neurotransmitter tonisch
oder sehr schnell und langanhaltend zu exozytieren. Die Ultrastruktur dieser Synapsen ist
durch eine elektronendichte Struktur, dem sogenannten Band (engl. ribbon), charakterisiert.
Dieses ist mit der aktiven Zone verbunden und ragt in das Photorezeptor-Terminal hinein. Es
wird angenommen, dass es sich bei diesem Band um eine besondere Form der CAZ handelt
(Garner et al., 2000, Zhai and Bellen, 2004) und so spricht man bei dieser Art der Synapsen
von Bandsynapsen. Auch hier wird das Band, die CAZ, durch eine Reihe gro3er Netzwerk-
Proteinen organisiert, die bis jetzt nur zum Teil identifiziert wurden. Eines dieser Proteine ist
RIBEYE, welches ein Hauptbestandteil des Bandes in Photorezeptor- und Bipolar-Zellen der
Retina, der inneren Haarzellen der Cochlea und der Pinealocyten der Epiphyse ist (Schmitz
et al., 2000). Zuséatzlich dazu enthalten Bandsynapsen trotz kleinerer Unterschiede,
grundsatzlich die gleichen CAZ-Proteine die auch in konventionellen chemischen Synapsen
zu finden sind (Schmitz et al., 2000; tom Dieck et al., 2005). Aufgrund der ultrastrukturellen
Besonderheit werden diese CAZ-Proteine hier allerdings in zwei Gruppen unterteilt. Zum
einen die Proteine des Bandsynapsen-Kompartiments, zu denen RIBEYE; KIF3A (Kinesin
motor protein 3A), RIM1, Piccolo und auch CtBP1/BARS50 gehéren. Zum anderen die CAZ-
Proteine, die an der aktiven Zone der Bandsynapse angereichert sind, namlich Munc13-1,
RIM2, ERC2/CAST1 und Bassoon. Dabei ist Bassoon fir die Verankerung des
Bandsynapsen-Komplexes an die aktive Zone verantwortlich. So konnte in homozygoten
Bassoon-mutanten Mausen gezeigt werden, dass nach Verlust der zentralen Region von
Bassoon die Bandsynapsen nicht mehr mit der aktiven Zone verankert sind und diffus in der
gesamten Photorezeptor-Endigung verteilt sind (Dick et al., 2003, tom Dieck et al., 2005).
Welche Funktionen die CtBP1/BARS50-Isoformen an der Bandsynapse spielen ist noch
unklar, aber maglicherweise sind sie auch hier an der Abschniirung der synaptischen Vesikel
von der Bandsynapsen-Membran beteiligt.
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1.4 Posttranslationale Modifikationen und Bindungspartner von
CtBP-Proteinen, die einen Einfluss auf die CiBP-

Lokalisationen und -Funktionen haben

1.4.1 SUMOylierung und Bindung der neuronalen NO-Synthase

Wie schon in Abschnitt 1.2 beschrieben, zeichnet sich der C-Terminus der CtBP-Proteine
durch seine hohe Flexibilitdt und seine fehlende Struktur aus. Dieser Bereich des Proteins
wird von vielen Partner-Proteinen genutzt, um CtBPs posttranslational zu modifizieren und
so Einfluss auf die Lokalisation und Funktion der CtBP-Proteine zu nehmen.

So fuhrt die Bindung der neuronalen Stickoxid (NO)-Synthase (nNOS) mit Hilfe seiner PDZ-
Doméane an die letzten drei Aminosauren DX(Q)L von CtBP1/BARS50 zu dessen
Anreicherung im Cytosol (Riefler and Firestein, 2001). Dabei sind zwei mdgliche
Mechanismen vorstellbar. Zum einen kann die nNOS, die hauptsachlich im Cytosol der Zelle
angereichert ist, ihr Ziel-Protein cytosolisch binden und so dessen Kern-Import verhindern.
So ist nNOS auch am Golgi-Apparat lokalisiert und dort méglicherweise an der
Aufrechterhaltung der cytosolischen Lokalisation der CtBP1/BARS50-Proteine beteiligt
(Corda et al., 2006). Ein zweiter mdglicher Mechanismus ist das aktive Ausschleusen der
CtBP1/BARS50-Proteine aus dem Zellkern. So konnten Riefler und Firestein (2001)
nachweisen, dass auch im Zellkern ein geringer nNOS-Pool angereichert ist und dort
mdaglicherweise direkt an CtBP1/BARS50 bindet. Nach der Bindung erfolgt der Kernexport
von CtBP1/BARS50 dann mit Hilfe des, in der nNOS Aminosauren-Sequenz enthaltenden,
Nuclear Export Signal (NES) Crm1-unabhéngig. Dieses Ausschleusen hétte dabei einen
direkten Einfluss auf die Genexpression der Zelle, da die CtBP1/BARS50-Isoformen,
aufgrund der veranderten Lokalisation, nicht mehr in der Lage sind ihre Ko-Repressor-
Funktion auszutiben. Im Gegensatz zu CtBP1/BARSS50 ist die nNOS-Bindungsdomaéne in
den Isoformen der CtBP2-Familie nicht konserviert.

Neben dieser den Kernexport begtinstigenden posttranslationalen Modifikation, fuhrt die
SUMOylierung durch den Small Ubiquitin-like modifier 1 (SUMO1) zu einer verstarkten
Anreicherung von CtBP1/BARS50-Proteinen im Zellkern. Die SUMOQylierungs-Sequenz
(wKXE, wobei y eine hydrophobe Aminoséure ist) liegt im CtBP1/BARS50-Protein nur
wenige Aminosauren vor der PDZ-Bindungsdomane der nNOS um Lysin-428 in CtBP1-L
(Lysin-417 in CtBP1-S/BARS50) (Lin et al., 2003). Aufgrund der Nahe beider
Bindungsdomanen kénnen die SUMOylierung und die nNOS-PDZ-Bindung miteinander um
die Modifikation von CtBP1/BARS50 konkurrieren, was eine dynamische Kontrolle der
CtBP1/BARS50-Lokalisation und -Funktion erlaubt. So ist nach SUMOylierung des Proteins



Einleitung 12

keine Bindung von nNOS durch seine PDZ-Doméne mdglich und andersherum (Lin et al.,
2003). Das SUMOylierungs-Motiv ist in den Proteinen der CtBP2-Familie nicht konserviert.
Trotzdem findet sich wenige Aminosauren weiter ein Lysin-Rest (Aminosaure 434 in CtBP2),
der maglicherweise als SUMO-Bindungsstelle dienen kann. So gibt es beziiglich der
SUMOylierung von CtBP2 unterschiedliche Studien. Die Studie von Lin et al. (2003) konnte
keine SUMOylierung von CtBP2, bei Zugabe der SUMO-E3-Ligase PIAS1, beobachten.
Dagegen war die E3-Ligase HPC2 in der Lage, eine SUMOylierung von CtBP2 durch
SUMOL1 zu katalysieren (Kagey et al., 2005). Dies deutet mdglicherweise auf eine regulierte
SUMOylierung von CtBP2 hin, die stark von dem gebundenen Protein-Partner des Ko-
Repressor-Komplexes im Zellkern abhangig ist. Neben der SUMOylierung im Zellkern
besteht auch die Mdglichkeit einer cytosolischen SUMOylierung der CtBP-Proteine und dem

damit verbundenen Kernimport dieser Isoformen (Corda et al., 2006).

1.4.2 Phosphorylierungen

Bei der ersten Identifikation von CtBP1/BARS50 als Bindungspartner des Adenovirus-Protein
E1A wurde CtBP1 als Phospho-Protein nachgewiesen, dessen Phosphorylierungs-Grad mit
dem Eintritt in die Mitose ansteigt (Boyd et al., 1993). Trotzdem war lange Zeit unklar, welche
Kinasen an der Phosphorylierung beteiligt sind und welchen Einfluss diese auf die Funktion
und/oder Lokalisation der CtBP-Proteine haben. In den letzten Jahren wurden hier grol3e
Fortschritte gemacht und eine Reihe von Protein-Kinasen identifiziert.

So fuhrt die Phosphorylierung eines Serins im unstrukturierten C-Terminus der CtBP-
Proteine (Serin-422 in CtBP1-L, Serin-411 in CtBP1-S/BARS50; Serin-428 in CtBP2 und
Serin-403 in CtBP2-S) durch die Homeodomain Interacting Protein Kinase 2 (HIPK2) nach
Einwirkung von UV-Strahlen zur Ubiquitinierung von CtBP und somit zum Abbau des
Proteins (Zhang et al., 2003, Zhang et al., 2005).

Dagegen fiihrt die Aktivierung der p21-activated Kinase 1 (PAK1) z. B. durch den EGF-
(epidermal growth factor-) Rezeptor zu einer Phosphorylierung eines, in der CtBP-Familie
konservierten, Serin-Restes (Serin-158 in CtBP1-L) (Barnes et al., 2003). Dabei erfolgt die
Phosphorylierung durch PAK1 bevorzugt in der NADH-gebundenen CtBP-Form und hat
einen Verlust der Transkriptions-Ko-Repressor- und Dehydrogenase-Funktion der CtBP-
Proteine zur Folge. Gleichzeitig wird das CtBP-Protein aus dem Zellkern exportiert und einer
cytosolischen Funktion zugeflhrt.

Nach Stimulierung der Protein-Kinase A (PKA) durch das Adrenocorticotrope Hormon
(ACTH) phospharyliert dieses die Proteine der CtBP-Familie in einem PKA-Konsensus-Motiv
um Threonin-144 in CtBP1-L (Threonin-150 in CtBP2). Gleichzeitig erfolgt die Aktivierung
von PAKG, welche die Serin-Reste-100 (CtBP2 Serin-106) und -158 (Serin-164 in CtBP2)
phosphoryliert. Diese Phosphorylierungen und der Anstieg der NADH-Konzentration im
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Zellkern haben einen Partner-Tausch der CtBP-Proteine zur Folge, sodass vermehrt
CtBP1/CtBP2-Heterodimere gebildet werden, die in der Folge aus dem Zellkern exportiert
werden. Dieser Export erlaubt dann die Expression der Gene, die unter der Kontrolle des
CYP17-Promoters stehen (Dammer and Sewer, 2008).

Die Aktivierung der Aktl-Kinase an der Plasmamembran der Zelle, verursacht einen
Zellkernimport dieser Kinase. Innerhalb des Zellkerns wird Aktl dann durch Pc2 (polycomb
protein, SUMO-E3-Ligase von CtBP1/BARS50) rekrutiert und diese Rekrutierung ist die
Voraussetzung der Phosphorylierung von CtBP1/BARS50 in dem Aktl-Konsensus-Motiv um
Threonin-176. Diese Phosphorylierung markiert CtBP1/BARSS50 fur eine Poly-Ubiquitinierung
und dem folgenden Abbau des Proteins, was wiederrum zu einem Anstieg der

Genexpression fuhrt (Merrill et al., 2010).

1.4.3 Weitere posttranslationale Modifikationen

Fur die CtBP2-Proteinfamilie ist zudem bekannt, dass die Acetylierung von zwei N-
terminalen Lysin-Resten (Lys-6 und Lys-10) durch die kernstandigen Acetylase p300 zu
einem Zuriickhalten von CtBP2 im Zellkern fuhrt (Zhao et al., 2006).

Wie bereits in Abschnitt 1.3.2 beschrieben, erfolgt nach BFA-Zugabe eine ADP-
Ribosylierung von CtBP1-S/BARS50, wodurch dieses nicht mehr in der Lage ist seine
Funktionen am Golgi-Apparat auszuliben. Eine mogliche Ursache hierfur ist, die durch die
ADP-Ribosylierung verursachte Konformations-Anderung, welche eine Homo- oder
Heterodimerisierung des Proteins induziert (Spano et al., 1999). Als Dimer wird das CtBP1-
S/BARS50-Protein somit moglicherweise abgebaut oder in den Zellkern transportiert und
steht dem Golgi-Apparat nicht mehr zur Verfligung. So verursacht die posttranslationale
Modifikation der ADP-Ribosylierung, eine Veranderung in der Funktion und mdglicherweise
auch Lokalisation des CtBP1-S/BARS50-Proteins.
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1.5 Zielsetzung und Fragestellungen der Arbeit

Im adulten Nervensystem deutet Vieles auf eine Beteiligung der CtBP-Proteinfamilie an der
Regulation der aktivitdts-abhéngigen Genexpression hin. Gleichzeitig konnte CtBP1/BARS50
als Bestandteil der CAZ konventioneller chemischer Synapsen identifiziert werden. Dies
konnte moglicherweise bedeuten, dass die Mitglieder der CtBP-Proteinfamilie, neben der
Transkriptions-Repression, noch mit weiteren Funktionen an der Regulation héherer
Hirnfunktionen beteiligt sind.

Da das Expressionsmuster der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Proteine im adulten Gehirn noch
weitgehend unbekannt ist, sollte dieses mit Hilfe von immunhistochemischen und
biochemischen Analysen untersucht werden. Gleichzeitig sollten Immunfluoresenz-Analysen
hippokampaler Primarkulturneuronen einen Hinweis auf Zelltyp-spezifische
Expressionsmuster der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Proteine geben.

Trotz der Identifizierung einer synaptischen Lokalisation von CtBP1/BARS50 ist die exakte
molekulare Natur des synaptischen CtBP1/BARS50 unklar. Auch stellt sich die Frage, ob die
CtBP-Isoformen CtBP1-L, CtBP1-S/BARS50, CtBP2 und CtBP2-S im Neuron spezifisch fir
ein Zellkompartiment sind oder sowohl nuklear als auch cytosolisch lokalisiert werden. Die
Untersuchung des subzellularen Verteilungsmuster mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
Farbungen und biochemischen Analysen sollte hier einen ersten Einblick geben. Hierfur
wurden neben den kommerziell erhéltlichen CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-
Antikdérpern ein, im Rahmen meiner Diplomarbeit hergestellter, N-Terminus spezifischer
CtBP1-L-Antikorper verwendet.

Da die Unterscheidung zwischen der kurzen und langen Isoformen von CtBP1 und CtBP2
mit den kommerziell erhaltlichen Antikdrpern nicht mdglich ist, wurden die subzellularen
Lokalisationen der CtBP1-S/BARS50-, CtBP2- und CtBP2-S-Isoformen mit Hilfe eines intern
mit Myc markierten CtBP1-S/BARS50-Konstrukts und N-Terminal mit EGFP markierten
CtBP2-Konstrukten immuncytochemisch untersucht.

Gleichzeitig wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Karin Richter immun-
elektronenmikroskopische Aufnahmen von CtBP1/BARS50 und CtBP2/RIBEYE gefarbten
Synapsen der Molekularschicht des Kleinhirn-Cortexes angefertigt.

Zudem sollte mit Hilfe von 2D-gelelektrophoretischen Untersuchungen von Zellkern- und
Synaptosomen-Fraktionen ein erster Hinweis auf Synapsen-spezifische CtBP1/BARS50-
Isoformen und posttranslationale Modifikationen der CtBP1/BARS50-Isoformen gewonnen

werden.
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2. Material & Methoden
2.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in pro analysis (p.A.) Qualitat von den
Firmen Millipore, Carl Roth, Fermentas, Pierce, Calbiochem, Invitrogen, Merck, Roche und
Sigma-Aldrich bezogen. Chemikalien und Losungen die von anderen Firmen bezogen
wurden, werden bei den einzelnen Methodenbeschreibungen erwahnt. Alle wassrigen
Ldsungen wurden mit deionisiertem Wasser des Reinstwasser-Anlagensystems GenPure
UV-TOC/UF der Firma TKA hergestellt.

2.1.1 Bakterienmedien und Antibiotika

Tabelle 1 Verwendete Bakterienmedien und Antibiotika
Name Zusammensetzung (Hersteller)
LB-Medium 20 g LB Broth (Invitrogen) auf 11 Wasser
LB-Agar 15 g select Agar (Invitrogen) auf 11 LB-Medium

20 g/L Pepton 140 (Invitrogen), 5 g/l
Hefeextrakt (Invitrogen), 10 mM NacCl, 2,5 mM

SOC-Medium KCL, 10 mM MgCL2, 10 mM MgSO4, 20 mM
Glucose
2-YT-Medium 31 g 2-YT Broth ( Invitrogen) auf 11 Wasser
Stammldsung: 50 mg/ml Ampicillinnatriumsalz
Ampicillin in Wasser, finale Konzentration 100 pg/ml in

LB- oder 2-YT-Medium

Stamml6sung: 25 mg/ml Kanamycindisulfat in
Kanamycin Wasser, finale Konzentration 25 pg/ml in LB-
oder 2-YT-Medium

12,5 mg/ml Tetracyclin-Hydrochlorid in 50%
Tetracyclin-Stammlésung Ethanol; 1ml auf 1l LB-Medium final 12,5
pg/mi
10 mg/ml Chloramphenicol in Ethanol; 3ml auf
1l LB-Medium, final 30pg/ml

Chloramphenicol-Stammldsung

2.1.2 Bakterienstamme und Zelllinien

Tabelle 2 Verwendete Bakterienstamme und Zelllinien
Bakterien E.coli XL 10 gold
- Human embryonal kidney cells clone 293
Zelllinien (HEK293T)




Material & Methoden

16

2.1.3 Kulturmedien

Tabelle 3 Verwendete

und Medienzusatze fur Hefen

Medien und Zuséatze fir Hefen

Name

Zusammensetzung (Hersteller)

Minimal SD-Medium

20g Glucose, 1,7 g Yeast-Nitrogen Base
(Gibco), 5 g (NH4),SO, auf 11 H,O

50 g YPD-Broth (Roth) auf 11 H,O; Zugabe

YPDA-Medium von 0,3% Adeninhemisulfat nach dem
autoklavieren zu final 30 mg/I
O , 0,69 g -Leu DO Supplement (Clontech) pro 1l
L-Medium Minimal SD-Medium
W , 0,74 g -Trp DO Supplement (Clontech) pro 1l
W-Medium Minimal SD-Medium
L W-Medium 0,64 g -Leu/-Trp DO Supplement (Clontech)

pro 11 Minimal SD-Medium

-ALWH-Medium

0,60 g -Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement
(Clontech) pro 11 Minimal SD-Medium

Hefe-Agarmedium

17,5 g Select Agar (Invitrogen) auf 11 Minimal
SD-Medium mit DO Supplement

3' AT-Stammldsung

1M 3-Amino-1,2,4-triazol in H20; 2,5 ml aud 1l
-LWHA-Medium; final 2,5 mm

Die Sterilisation aller Medi

en erfolgte durch autoklavieren bei 121°C fur 15 min. Die

Medienzusatze wurden nach der Herstellung alle steril filtriert und bei -20°C gelagert.

2.1.4 Kits, Enzyme

und spezielle Reagenzien

Tabelle 4 Verwendete Kits, Enzyme und Reagenzien in der Molekularbiologie
Kits, Enzyme und Reagenzien Hersteller
Nucleo Spin Gel extraction Kit Il Macherey-Nagel
Restriktionsenzyme New England Biolabs, Fermentas

Phusion DNA-Polymerase New England Biolabs

Antarctic Phosphatase New England Biolabs
Alkaline Phosphatase from calf intestine Fermentas
Klenow Fragment Fermentas
T4 DNA Ligase Fermentas
Deoxynucleosidtriphosphate (ANTPs) Fermentas

2.1.5 Pufferldsungen

Tabelle 5 Haufig verwendete Pufferldsungen
Puffer Zusammensetzung
PBS 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PO,, 137 mM NaCl, 8 mM Na,HPO,, pH 7,4

PBS-T

0,1% Tween®20 in PBS, pH7,4

TAE

40 mM Tris, 0,2 mM Essigsaure, 1 mM MgCl,, pH 7,6
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2.1.6 Medien, Zusatze und Reagenzien flur die Zellkultur

Alle Medien und Zusatze fur die Zellkultur wurden von Invitrogen bezogen. Poly-D-Lysin war
von Sigma-Aldrich und 1-B-D-Arabinofuranosylcytosin (Ara-C) von Calbiochem. Fir die
ITM

Kultivierung von priméaren neuronalen Zellen wurde Neurobasal ™ Medium, welches mit B-27,

2 mM L-Glutamin und Antibiotika/Antimykotika versetzt wurde, verwendet. Die stabilen
Zelllinien und Gliazellen wurden in D-MEM mit 10% Serum (FBS), 2 mM L-Glutamin und
Antibiotika/Antimykotika versetzt.

Tabelle 6 Verwendete Medien, Reagenzien und Zusatze
Name Beschreibung
D-MEM Dulbecco's modified Eagle Medium
FBS Fetal Bovine Serum
100x L-Glutamin 200 mM L-Glutamin
100x Antibiotika 10,000 U Penicillin, 10,000 pg Streptomycin,
/Antimykotika 25 ug Amphotericin B pro ml
HBSS - Hanks balanced salt solution ohne Ca** und Mg**
HBSS + Hanks balanced salt solution mit Ca®* und Mg**
Neurobasal ™ Neurobasal™ Medium
50x B-27 B-27 Supplement
10x Trysin-EDTA 5% Trypsin, 5,3 mM EDTA*4Na
10x Trypsin 2,5% Trypsin
5x DNase 1 mg/ml DNase
Poly-D-Lysin 100 mg/l Poly-D-Lysin in 100 mM Borsaure, pH 8,5, sterilfiltriert
Poly-L-Lysin 500 mg/l Poly-D-Lysin in 150 mM Borsaure, pH 8,4, sterilfiltriert
AraC 1,5 mM 1-B-D-Arabinofuranosylcytosin

2.1.7 Molekulargewichtsmarker

Tabelle 7 Verwendete Molekulargewichtsmarker

Molekulargewichtsmarker Hersteller

GeneRuler 1 kB DNA ladder NEB

GeneRuler 100 bp DNA ladder NEB
SMART Ladder Eurogentec
PAGERuler Fermentas
PAGERuler Plus Fermentas

Precision Plus Protein Standard BioRad




Material & Methoden

18

2.1.8 Antikorper

Tabelle 8:

Verwendete primare Antikdrper (Abkirzungen: mk, monoklonal; pk, polyklonal;

K, Kaninchen; Ms, Meerschweinchen; M, Maus; WB, Western-Blot; ICC Immuncytochemie; EM,

Elektronenmikroskopie)

Priméar

antikdrper Spezies Hersteller Verdinnung

anti-Bassoon M Stressgen WB: 1:2000
(mk)

Amv?pa:(s)soon Ms Synaptic Systems ICC: 1:500

anti-CtBP1 (mk) M

BD Transduction
laboratories

WB: 1:5.000; ICC: 1:2000

anti-CtBP1 (pk) K

Synaptic Systems

WB: 1:1.000; ICC: 1:1000

anti-CtBP1-L N-

Term Ms

Diana Huibler / Dr. W.D.
Altrock (Leibniz-Institut fir
Neurobiologie, Magdeburg)

WB: 1:200

anti-CtBP2 (mk) M

BD Transduction
laboratories

WB: 1:1.000; ICC: 1:1500

anti-CtBP2 (pk) K

Synaptic Systems

WB: 1:1.000; ICC: 1:1500;

(pk)

EM 1:2000
GM 130 (mk) K abcam WB: 1:1.000; ICC: 1:1000
GADG65 (mk) M abcam ICC: 1:1000
anti-GFP, Klon Da.
B34 (k) M Covance/Babco WAB: 1:20000
anh-((;ﬁ)PDH K abcam WB: 1:3000
anti-HPlalpha |\, Millipore WB: 1:500
(mKk)
anti-c-Myc Santa Cruz Biotechnology, L
(9E10) (mK) M Inc. ICC: 1:500
anti-NeuN . A
clone A0 (mK) M Millipore WB: 1:100
anti-RIBEYE A- . L
Doméne (pk) K Synaptic Systems WB: 1:250
anti-
Synapsinl,2 K Synaptic Systems Icc: 1:1000
(Pk)
anti-Syntaxin 6 M BD Transdqcnon ICC: 11000
(mk) laboratories
anti-
Synaptophysin K Synaptic Systems WAB: 1:1000
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Tabelle 9: Verwendete sekundére Antikdrper
. Sekundar . .
Konjugat antikorper Spezies Hersteller Verdinnung
Peroxidase anti-Maus Ziege Dianova WB: 1:10000
Peroxidase | anti-Kaninchen Esel Dianova WB: 1:10000
. anti- . ; Da.
Peroxidase . Ziege Dianova WB: 1:10000
Meerschweinchen
Alexa . . . : L
Fluor® 680 anti-Kaninchen Ziege Invitrogen WAB: 1:40000
Alexa . . . L
Fluor® 680 anti-Maus Ziege Invitrogen WB: 1:40000
Biotum
CF770 anti-Maus Esel antibodies, WB: 1:40000
gekoppelt durch
Dr. W.D. Altrock
Biotum
CF770 anti-Kaninchen Ziege antibodies, WB: 1:40000
gekoppelt durch
Dr. W.D. Altrock
Biotum
anti- antibodies, ..
CR770 Meerschweinchen Esel gekoppelt durch WB: 1:40000
Dr. W.D. Altrock
Ziege
Alexa anti-Maus IgG oder Molecular WB: 1:2000
Fluor® 488 probes
Esel
. . Ziege
Alexa anti-Kaninchen Molecular L
Fluor® 488 1gG oder probes WB: 1:2000
Esel
anti- Ziege
Alexa Meerschweinchen | oder Molecular WAB: 1:2000
Fluor® 488 probes
IgG Esel
Ziege
Alexa . Molecular DL
Fluor® 568 anti-Maus IgG oder probes WB: 1:2000
Esel
. . Ziege
Alexa anti-Kaninchen Molecular L
Fluor® 568 1gG oder probes WB: 1:2000
Esel
anti- Ziege
Alexa Meerschweinchen | oder Molecular WAB: 1:2000
Fluor® 568 probes
IgG Esel
Ziege
Alexa . Molecular ..
Fluor® 647 anti-Maus IgG oder probes WB: 1:1000
Esel
. . Ziege
Alexa anti-Kaninchen oder Molecular WB: 1:1000
Fluor® 647 IgG probes
Esel
Biotin anti-Kaninchen Ziege Vector ICC: 1:2000
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2.1.9 Vektoren und Expressionskonstrukte

Tabelle 10 Verwendete Vektoren und Expressionskonstrukte
Vektor Hersteller/Referenz Verwendung
Expression von GFP-
pEGFP-CW3 Dr. W.D.Altrock Fusionsproteinen in
Mammaliazellen
pCMV-Tag?2 Stratagene Entfernung der Flag-Markierung

pCMV-ohne tag

Diana Hibler

Expression von intern Myc-
markierten Fusionsproteinen in
Mammaliazellen

Vermehrung von Plasmid-DNA

Verwendung

Einfihrung einer
Kozak-Sequenz
und EcoRlI
Schnittstelle an das
5' Ende von CtBP1-
L

Einfihrung einer
Xhol Schnittstelle
an das 3' Ende von
CtBP1

Einfihrung einer
internen Myc
Markierung in den
Loop der NBD von
CtBP1/BARS50

Einfihrung einer
internen Myc
Markierung in den
Loop der NBD von
CtBP1/BARS50

Einfihrung einer
internen Myc
Markierung in den
C-Terminus von
CtBP1/BARS50

Einfihrung einer
internen Myc
Markierung in den
C-Terminus von
CtBP1/BARS50

Amplifizierung von
CtBP2 aus einer
pACT2- Rattenhirn
cDNA Bibliothek

Amplifizierung von

CtBP2-S aus einer

PACT2- Rattenhirn
cDNA Bibliothek

pBSII-SK (+) Clontech in Bakterien

2.1.10 Primer
Tabelle 11 Verwendete Primer (Abkirzungen: V, Vorwarts; R, RUckwarts)

Name | Frimer- Sequenz

Richtung q

RC11 \% 5'-cggaattcgccaccatgtcaggcgtccgacctce-3'

RC 1.2 R 5'-accgctcgagctacaactggtcagtcgtatgg-3'

RC 1.12 \% 5'-cagaaactcatctctgaagaggatctgggcactcgggtccagagt-3'

RC1.11 R 5'-ttcccgaagtgcectggtgtagccaggtagttcgtcggtatag-3'

RC 1.9 \% 5'-gagcagaaactcatctctgaagaggatctcaatggggctgcctac-3'

RC 1.10 R 5'-agggtgcaccacagcagggtccatgct-3'

RC 2.1 \% 5'-aagactcgagatggcccttgtggataag-3'

RC 2.2 \% 5'-aagactcgagatgaacggccccct-3'

RC 2.3 R 5'-tctgggtaccctattgctcgttggggt-3'

Amplifizierung von
CtBP2 und ctBP2-S
aus einer pACT2-
Rattenhirn cDNA
Bibliothek
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2.2 Proteinbiochemie

2.2.1 Fraktionierungen

2211 Isolation von Zellkernen

0 CelLytic™ NuCLEAR™ Extraction Kit (Sigma-Aldrich, Product
Code:NXTRACT)

0 5x Lysis Puffer, isotonisch: 50 mM Tris HCI; pH 7,5; 10 mM MgCL,; 15 mM
CaCl, und 1,5 mM Saccharose

o Extraktions Puffer: 20 mM HEPES, pH 7,9; 1,5 mM MgCl,; 0,42 M NacCl,
0,2 mM EDTA und 25% Glycerol

o0 Potter-S Homogenisator B. Braun Biotech. International: 15 ml Kolben, 30
ml Kolben

o Dounce Homogenisator, Wheaton; VWR International: 7 ml Koblen
Alle Schritte wurden nach Angaben des Herstellers bei 4 °C durchgefiihrt und alle
Reagenzien waren eiskalt. Das Gehirn einer C57/BL6-Maus wird in Stlicke geschnitten und
gewogen. Das so ermittelte Nassgewicht dient der Berechnung der benétigten Puffer
Mengen. Die hier gemachten Angaben beziehen sich auf 500 mg Maushirn-Gewebe. Das
préaparierte Gehirn wird zweimal mit 1x PBS gewaschen und auf Eis gelagert. Zu 5 ml 1x
Lysis-Puffer, isotonisch, werden 50 pl 0,1 M DTT und 50 pl eines Protease Inhibitor Cocktails
gegeben. In einem Potter-Homogenisator (15 ml Kolben) wird dann mit 4-5 Doppelhiben
und 800 rpm das Maushirn in dem 1x Lysis-Puffer homogenisiert. Das Homogenat wird
anschlief3end fir 20 min bei 11,000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird der
Uberstand verworfen und das Pellet in 700 pl Extraktions-Puffer (inklusive 7,5 ul DTT und 7,5
pl Protease Inhibitor Cocktail) mit Hilfe eines Dounce-Homogenisators resuspendiert.
Anschlieend wird die Probe bei 4 °C fur 30 min geschiittelt. Dann folgt eine Zentrifugation
bei 21,000 x g fur 5 min. Der dabei entstehenden Uberstand enthalt die gereinigten Zellkern-
Proteine und wird anschlieBend in ein kaltes Reaktionsgefaf tberfihrt. Fir die quantitative
biochemische Untersuchung des Verteilungsmusters bekannter CtBP1/BARS50- und
CtBP2/RIBEYE-Isoformen in Zellkernen und Synaptsomen (Abschnitt 3.1.5.1) wurden drei
Hirne in drei unabhangigen Experimenten zur Préaparation der Zellkerne verwendet. Fir
Abschnitt 3.1.5.2 (Quantitative biochemische Untersuchung der Synaptosomen- und
Zellkern-Lokalisation von CtBP2 in Cerebellum und Cortex) wurden aus drei Gehirnen die
Cortices und Cerebelli gesammelt, jeweils vereinigt, und daraus die Zellkern-Fraktion

prapariert.
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Maushirn

5 ml 1x Lysis Puffer, isotonisch

4-5 Doppelhiibe, 800 rpm
Potter-Homogenisator, 15 ml Kolben

Homogenat
11,000 x g, 20 min

S1 P1

Kernfreier Uberstand Zellkerne und Zelltriimmer

700 pl Extraktionspuffer
Dounce-Homogenisator
30 min, 4°C Schittler
21,000 x g, 5min

82 P2
Zellkern-
Proteine

Schema 1 Préaparation von Zellkernen

2.2.1.2

OO0 OO0 O

(0]

Das Synaptosomen-Protokoll wurde nach Phillips et al. (Phillips et al., 2001) durchgefuhrt.

Isolation von Synaptosomen

Homogenisierungs-Puffer: 10 mM Tris HCI pH 7,4; 0,32 M Saccharose;

1x complete protease inhibitor
Saccharose-Ldsungen: 2 M, 1,25 M und 1 M Saccharose

1mM EDTA; 10 mM Tris HCI, pH 8.0
Zentrifuge: Beckman L7-55 Ultracentrifuge; Beckman Coulter Optima ™ L-
70K

Rotoren: Beckman SW28Ti; Beckman 14 x 95 mm Ultra-Clear Zentrifugen-
Roéhrchen

Potter-S Homogenisator: B.Braun Biotech. International; 30 ml Kolben

Auch hier miussen alle Schritte auf Eis ausgefiihrt werden und die Reagenzien missen
eiskalt sein. Es wird das Gehirn einer C57/BL6-Maus (~500 mg) zu 10 ml

Homogenisierungs-Puffer gegeben und durch 6 Doppelhiibe mit 500 rpm in einem Potter-

Homogenisator homogenisiert. Das Homogenat wird dann fir 10 min bei 800 rpm in einem

15 ml Falcon zentrifugiert. Nach der Zentrifugation werden die ersten 8 ml des Uberstandes

mit 18,9 ml der 2,0 M Saccharose-L6sung vermischt um eine Saccharose-Konzentration von

1,5 M zu erhalten. Von dieser 1,5 M Saccharose-Losung werden 12,5 ml in ein 25 x 89 mm

Ultra-Clear Zentrifugen-Rdhrchen Gberfihrt und mit je 12,5 ml einer 1,25 M und einer 1 M

Saccharose-Losung tberschichtet. Nach erfolgreicher Uberschichtung werden die Proben fiir
2 h bei 100,000 x g in einem SW28Ti Rotor zentrifugiert. Anschliel3end befinden sich die

Synaptosomen in der 1,25/1 M-Grenzschicht. Fur die quantitative biochemische
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Untersuchung des Lokalisationsmuster bekannter CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-
Isoformen in Zellkernen und Synaptsomen (Abschnitt 3.1.5.1) wurden drei Hirne in drei
unabhangigen Experimenten zur Praparation der Synaptosomen verwendet. Fir Abschnitt
3.1.5.2 (Quantitative biochemische Untersuchung der Synaptosomen- und Zellkern-
Lokalisation von CtBP2 in Cerebellum und Cortex) wurden aus drei Gehirnen die Cortices
und Cerebelli gesammelt, jeweils vereinigt, und daraus die Synaptosomen-Fraktion

prapariert.

Maushirn

10ml Hb-Puffer
6 Doppelhiibe  500rpm; 30m1 Kolben

Potter
Homogenat
800xg; 10min
S1 P1
Kernfreier Uberstand Zellkerne und Zelltriimmer
8ml S1+ 12,5ml 2M Saccharose
= 1,5M Saccharose
1M 12,5ml
Synaptosomen —p
1,25M 12,5ml
1,5M 12,5ml
27,000 rpm; 2h
Schema 2 Praparation von Synaptosomen

2.2.1.3 Isolierung von kernfreien Membran-Pellets (P2) aus verschiedenen
Hirnarealen des Maushirn

0 Homogenisierungs-Puffer: 10 mM Tris HCI pH 7,4; 0,32 M
Saccharose;

0 1x complete protease inhibitor
o Potter-S Homogenisator: B.Braun Biotech. International; 5ml
Kolben

0 2x SDS-Probenpuffer: 500mM Tris-HCI; 20% Glycerin; 4% SDS,
1mM EDTA; 0,001 % Bromphenolblau; pH 8,5; 10 % R3-

Mercaptoethanol
o Nass-Gewicht einzelner Hirnareale:

Cortex 0,17-0,19¢
Cerebellum ~ 0,06 g
Striatum ~0,01¢g
Hippokampus ~0,01¢g
Diencephalon 0,04-0,05¢
Mittelhirn 0,03-0,04 ¢
Olfaktorischer Bulbus 0,01-0,02g

Pons und Medulla oblongata 0,03 - 0,05 g
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Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgefihrt und alle Reagenzien waren eiskalt. Das Gehirn
einer C57/BL6-Maus wird entnommen und in die acht Hirnareale unterteilt. Der Cortex und
das Cerebellum werden zu 2 ml Homogenisierungspuffer, alle anderen Hirnareale zu 1 ml
Homogenisierungspuffer gegeben und durch 6 Doppelhibe bei 500 rpm in einem 5 ml-
Potter-Homogenisator homogenisiert. Das Homogenat wir anschlieend fir 10 min bei 1000
x g zentrifugiert. Der dabei entstehende Uberstand (S1) wir dann vom Pellet (P1) getrennt
und nochmals bei 11,000 x g fir 15 min zentrifugiert. Der bei der Zentrifugation entstehende
Uberstand (S2) wird verworfen, das Pellet (P2) ist das kernfreie Membran Pellet. P2 wird
anschlieRend 1 h bei RT in 1x SDS-Probenpuffer resuspendiert, 5 min auf 95 °C erhitzt, 5
min bei 16,000 x g zentrifugiert und der Uberstand dann in ein neues Reaktionsgefar

uberfuhrt.

Maushirn
1 oder 2 ml Homogenisierungspuffer

6 Doppelhibe, 500 rpm
Potter-Homogenisator, 5 ml Kolben

Homogenat
1000 x g, 10 min

S1 P1

Kernfreier Uberstand Zellkerne und Zelltrlimmer

11,000 x g, 15min

S2 P2

kernfreies
Membran-Pellet

Schema 3 Praparation kernfreier Membran-Pellets (P2)

2.2.2 Probenaufbereitung fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE)

2.2.2.1  Probenaufbereitung fur die denaturierende SDS-PAGE mittels TCA-
Fallung

0 20 % Trichloressigsaure bei 4 °C und Aceton bei —20 °C

0 2 x SDS-Probenpuffer: 500 mM Tris-HCI; 20 % Glycerin; 4 % SDS, 1 mM
EDTA; 0,001 % Bromphenolblau; pH 8,5; 5 % B-Mercaptoethanol

0 Zentrifugen: 5415R; 5417R (Eppendorf)
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Zu Beginn werden alle Proben 1+1 mit 20 %iger TCA-L6sung versetzt und fir 15 min auf Eis
inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden die gefallten Proteine fir 15 min mit 16,000 x g
bei 4 °C pelletiert und das Proteinpellet anschlielRend mit 500 pl Aceton gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wird das Pellet in 200 pl 1 x SDS-Probenpuffer durch Schiitteln bei
RT furl-2 h aufgenommen. Die Proben werden dann fur 5 min auf 90 °C erhitzt, wieder
abgekihlt und mit 16,000 x g fir 5 min bei 4°C zentrifugiert, um die unléslichen Bestandteile

abzutrennen.

2.2.2.2  Probenaufbereitung fur die Zweidimensionale SDS-PAGE mittels Aceton-
Fallung

80 % Ethanol, -20 °C kalt

Aceton, -20 °C kalt

Zentrifugenréhrchen

Zentrifuge: Sorval RC 6+ (Thermo Scientific), Rotor: SLA 1500

(el elNolNe]

Zu jeder Probe werden 10 ml -20 °C kaltes Aceton gegeben, die Probe mit Parafilm
verschlossen und tber Nacht bei -20 °C inkubiert. Am n&chsten Morgen wird die Probe
dreimal mit Aceton und dreimal mit 80 % Ethanol gewaschen. Nach jedem Waschschritt folgt
eine Zentrifugation fir 10 min bei 10,000 rpm bei 4 °C. Das Pellet wird anschliel3end

lyophiliziert und kann dann fur die Zweidimensionale SDS-PAGE verwendet werden.

2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

2.2.3.1  Proteinquantifizierung mit der Bradford-Methode

o Bradford-Reagenz: 100 mg/l Coomassie Brilliant Blue G250, 5 % Ethanol,
8,5 % Phosphorséure

0 BSA-Ldsung: 0,5 mg/ml BSA (bovine serum albumin) in PBS

o NaCl-Loésung: 150 mM NacCl

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach der Bradford Methode (Ausubel et al.,
1990) wurden 100 pl einer Proteinlésung mit 1 ml Bradford-Reagenz vermischt und 5 min bei
RT inkubiert. AnschlieRend wurde die Extinktion bei 595 nm photometrisch bestimmt. Eine
Eichkurve wurde in Doppelbestimmung mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe von BSA mit NaCl-
Lésung im Bereich von 0 - 10 ug Protein angefertigt und durch lineare Regression die

Proteinkonzentration berechnet.

2.2.3.2  Proteinquantifizierung mit der Amidoschwarz-Methode

0 Amidoschwarz-Lésung: 14,4 g Amidoschwarz auf 1 | Methanol-Eisessig—>
tber Nacht rihren und filtrieren

0 Methanol-Eisessig: 9 Teile Methanol + 1 Teil Essigsaure
o0 Gerate: VERSAmax microplate reader (Molecular Devices)
o Software: Soft Max Pro 4.8
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Bei der Amidoschwarz-Methode von (Popov et al., 1975) wird ein Aliquot der Proteinprobe
mit Wasser auf ein Volumen von 100 pl eingestellt, 200 pl Farbelésung dazu gegeben, 20
min bei RT inkubiert und gefalltes Protein, an das der Farbstoff Amidoschwarz assoziiert ist,
bei 16,000 x g und RT fur 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wird anschlieRend dreimal mit 1
ml Methanol-Eisessig gewaschen und nach der letzten Waschung luftgetrocknet. Zum
Abschluss wird es in 500 pl 0,1 N NaOH aufgenommen und die Messung der Proben erfolgt
dann im Mikrotiterplattenleser Titertek Multiskan MCC/340 (Labysystems) bei einer

Wellenlange von 600 nm.

2.2.4 Denaturierende SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen

2.2.4.1  Denaturierende SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen nach
Laemmli

4x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI; pH 8,8

4x Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCI; pH 6,8

Rotiphorese 30: 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid (Carl Roth)

30 ml Trenngel-GieRRlésung fur 5 Gele: 6,5 ml 4x Puffer; 8,7 ml Rotiphorese
30; 6 ml 80 % Glycerin; 4,8 ml H,O; 20 ul TEMED; 100 ul 10 % APS

10 ml Sammelgel-GieRRlésung fir 5 Gele: 2,5 ml 4x Puffer; 1 ml
Rotiphorese 30; 2,3 ml 80 % Glycerin; 4,2 ml H,O; 10 pl TEMED; 60 pul 10
%ige APS-losung; 2,5 ul Phenolrot (2000 x von Sigma-Aldrich)

o0 10 x Tris-Glycin-Laufpuffer: 1,92 M Glycin; 250 mM Tris-Base; 1 % SDS

Das Tris-Glycin Gel-System nach der Methode von (Laemmli, 1970) dient der Auftrennung

(el elNolNe]

o

mittlerer und kleiner Proteine. Es wurden Gele mit einem linearen Gradienten von 8-10
%igen Trenngelen und einem 3 %igen Sammelgel verwendet. Zum Herstellen der Gele und
zur Elektrophorese kam das Hoefer Mighty Small System SE250 (Amersham Biosciences)
mit den Abmessungen 10 x 8 x 0,075 cm und ein Gradienten-Mischer zum Einsatz. Die
Probenaufbereitung erfolgte nach Absatz 2.2. Zur elektrophoretischen Auftrennung wurde
eine konstante Stromstérke von 10 oder 12,5 mA bei einer Grenzspannung von 220 V
angelegt und die Elektrophorese wurde beendet wenn die Bromphenolblau-Lauffront am

Ende des Trenngels angekommen ist.
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2.2.4.2 Denaturierende SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen nach dem
Tris-Acetat-System

0 4 x Trenngel-und Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-Acetat; pH 7,0
o Rotiphorese 30: 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid (Carl Roth)

0 13 ml 8 %ige Trenngel-Giel3ldsung fur 5 Gele: 3,25 ml 4 x Puffer; 3,47 ml
Rotiphorese 30; 3 ml 80 % Glycerin; 3,28 ml H,O; 10 yl TEMED; 50 pl
10 % APS-L6sung; 10 pl gesattigte Bromphenolblauldsung

o 13 ml 3,5 % Trenngel-Giel3lésung fur 5 Gele: 3,25 ml 4 x Puffer; 1,25 ml
Rotiphorese 30; 3 ml 80 % Glycerin; 7,48 ml H,O; 10 yl TEMED; 50 pl
10 % APS-LOsung;

0 10 ml Sammelgel-GieRRlésung fir 5 Gele: 2,5 ml 4 x Puffer; 1 ml
Rotiphorese 30; 2,3 ml 80 % Glycerin; 4,2 ml H,O; 10 pl TEMED; 60 pl
10 %ige APS-LOsung; 5 ul gesattigte Bromphenolblaulésung

0 20 x Laufpuffer: 1 M Tricine; 1 M Tris-Base; 2 % SDS-> Kathodenpuffer
wurde frisch mit final 1 mM Gluthation versetzt

Das Tris-Acetat System basiert auf dem NuUPAGE-System der Firma Invitrogen und dient der
Auftrennung besonders groRRer Proteine wie Bassoon. Es wurden Gele mit einem linearen
Gradienten von 3,5-8 % und einem Sammelgel von 3 % gegossen. Zum Herstellen der Gele
und zur Elektrophorese kam das Hoefer Mighty Small System SE250 (Amersham
Biosciences) mit den Abmessungen 10 x 8 x 0,075 cm und ein Gradienten-Mischer zum
Einsatz. Die Probenaufbereitung erfolgte nach Absatz 2.2. Zur elektrophoretischen
Auftrennung wurde eine konstante Stromstarke von 10 oder 12,5 mA bei einer
Grenzspannung von 220 V angelegt und die Elektrophorese wurde beendet wenn die

Bromphenolblau-Lauffront aus dem Gel vollstandig herausgelaufen war.

2.2.5 Proteinnachweis im SDS-Gel mittels Coomassie-Farbung

o Féarbelésung: 0,1 % Coomassie Blau R250 (Serva); 5 % Methanol ; 10 %
Eisessig in H,O

o Entfarbelésung : 5 % Methanol in H,O; 7 % Essigsaure

0 Trocknungslésung: 50 % Methanol; 5 % Glycerin in H,O

Zum Nachweis von Proteinen im SDS-Gel wird der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau R-250
verwendet. Er lagert sich an die basischen Seitenketten der Aminos&auren an und farbt so die
im SDS-Gel aufgetrennten Proteine. Dazu wird das Gel erst mindestens 30 min in der
Farbeldsung bei RT inkubiert und anschlieRend wird nicht gebundenes Coomassie Blue
durch Inkubation in Entfarbelésung in Gegenwart eines Papiertuchs entfernt. Die Trocknung
der Gele erfolgte durch Inkubation fur 15 min in Trocknungsldsung und anschlie3ender

Lagerung zwischen zwei Cellophan ™-Folien in einem Geltrocknungsrahmen tiber Nacht.
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2.2.6 Western-Blot-Transfer und Ponceau S-Farbung

0 Transferpuffer: 25 mM Bicine, 25 mM Bis Tris, 1 mM EDTA, 1 % Methanol
0 Immobilon®-FL-PVDF-Membranen (Millipore)

o Hoefer TE 22 Mini Tank Transphor Unit-System

o0 Ponceau S-Farbeltsung: 0,5 % Ponceau S; 1 % Essigsaure

Ziel dieser Methode ist es, die durch Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine
Immobilon®-FL-PVDF Membran zu transferieren und fir immunologische Nachweise mit
spezifischen Antikérpern zu nutzen. Die hier verwendete elektrophoretische Ubertragung von
negativ geladenen SDS-Proteinkomplexen aus einem Acrylamid Gel auf eine Membran mit
Hilfe eines elektrischen Feldes wurde erstmals von (Towbin et al., 1979) beschrieben. Vor
dem Transfer der Proteine auf die Immobilon®-FL-PVDF-Membran, muss diese durch
Methanol aktiviert werden und in Transferpuffer aquilibriert werden. Der Transfer erfolgt dann
bei konstant 200 mA und 4 °C im Transferpuffer-gefillten Hoefer TE 22 Mini Tank Transphor
Unit-System fiir 2-3 h. Hiernach werden die Membranen an der Luft getrocknet.

Um zu Uberprifen, ob die Proteine auf die Membran geblottet wurden, wird diese mit
Ponceau S angefarbt. Dazu werden nach 15 sec in Methanol die Membranen 5 min in H,O
gewaschen, 15 min mit Farbel6sung inkubiert und anschliel3end solange mit H,O gewaschen

bis die Proteinbanden gut sichtbar sind.

2.2.7 Immundetektion mittels ECL

PBS-T: 1 x PBS mit 0,1 % Tween-20 versetzt

Blotto: 5 % Magermilchpulver in PBS-T
ECL-Detektionssystem: Immobilon ™ Western (Millipore) und
Hyperfilm-ECL (Amersham Biosciences)

Chemostar Imager (INTAS)

o Entwicklermaschine Curix60 (Agfa)

o O O O O

Zum immunologischen Nachweis der Proteine mit Epitop-spezifischen Antikérpern wurde
folgendes Protokoll angewandt: Blockierung fur 1 h bei RT in Blotto, dreimaliges Spulen mit
PBS-T, Inkubation fur 1 h bei RT oder tber Nacht bei 4 °C mit Primarantikérperverdiinnung
in PBS-T-5 % BSA-0,025 % NaNs, dreimaliges Spulen mit Blotto, waschen fur einmal 15 min
und zweimal 5 min in Blotto bei RT, Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem
Sekundarantikorper in Blotto fir 1 h bei RT, dreimaliges Spilen mit PBS-T, waschen fir
einmal 15 min und dreimal 5 min mit PBS-T bei RT. Die Detektion der an den
Zweitantikorper gekoppelten Meerrettich-Peroxidase erfolgte tiber das ECL (enhanced
chemoluminescence) Detektionsystem (Amersham Biosciences oder Millipore) nach
Angaben des Herstellers. Die Chemilumineszenz wurde mit Hilfe des Chemostar Imager
(INTAS) oder mit Hyperfilm-ECL-Filmen (Amersham Biosciences) detektiert. Die ECL-Filme

wurden dann mit der Entwicklermaschine Curix60 (Agfa) entwickelt. Die weitere Bearbeitung
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und Quantifizierung der Bilder erfolgte mit Hilfe der Adobe Photoshop CS5- und Image J-
Software. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der GraphPad Prism 5-Software und es

wurde ein unverbundener t-Test angewendet.

2.2.8 Immundetektion mit Fluoreszenzfarbstoffen

Die Western-Blots mit Fluoreszenzfarbstoffen wurden mit Hilfe des Odyssey Infrared Imaging
System (LI-COR™ Biosciences) entwickelt. Die Prozessierung der Membranen erfolgte
grol3tenteils wie in 2.2.7 beschrieben. Die Unterschiede im Protokoll sind: das Blockieren der
Membranen erfolgte in Blotto ohne Tween 20, es wurden Fluorophor-gekoppelte Antikorper
verwendet welche sich in einer Stock-Losung aus 1 x PBS; 0,1 % Tween 20; 1 % BSA,; 0,01
% SDS und 0,025 % Natriumazid befanden und der letztmalige Waschschritt der
Membranen erfolgte mit PBS ohne Tween 20. Die weitere Bearbeitung und Quantifizierung
der Bilder erfolgte mit Hilfe der Adobe Photoshop CS5- und Image J- Software. Fir die
statistische Analyse wurde ein unverbundener t-Test angewendet und die GraphPad Prism

5-Software verwendet.

2.2.9 Zweidimensionale Gel-Elektrophorese

0 Rehydratisierungs-Puffer: 9 M Urea, 4 % CHAPS, 10 mM Tris, 32 mM DTT,
Bromphenolblau auf 10 ml H,O

0 2D sample Prep for Nuclear proteins, Pierce

0 IPG-Streifen: Immobiline Dry Strips, pH 3-11, 18 cm von BioRad

o Equilibrierungs-Puffer: 50 mM Tris-HCI, 6 M Urea, 30 % Glycerol, 2 %
SDS, Bromphenolblau, pH 8.8

Die zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) von Zellkern- und
Synaptosomen- Fraktionen (Abschnitte 2.2.1.1 und 2.2.1.2) von C57/BL6-Mausen wurde in
Zusammenarbeit mit Kathrin Pohlmann und Dr. Karl-Heinz Smalla (Leibniz-Institut fir
Neurobiologie, Speziallabor Molekularbiologische Techniken) durchgefuhrt. Fir die erste
Dimension der 2D-PAGE wurden die Proteine in einem ersten Schritt mit Aceton gefallt
(Abschnitt 2.2.2.2), und in Rehydratisierungs-Puffer aufgenommen. Die Zellkern-Proteine
wurden dann mit dem 2D-Sample Prep for Nuclear Proteins-Kit nach Angaben des
Herstellers entsalzt. Im Anschluss erfolgt eine Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe
der Bradford-Methode (Bio-Rad). Die Proben, die 1 mg Protein enthielten, wurden auf einen
IPG-Streifen geladen und durch steigende elektrische Spannung fokussiert. Fur die zweite
Dimension wurden die IPG-Streifen in Equlibrierungs-Puffer equilibriert und die Proteine
mittels SDS-PAGE (11 %ige Gele, Duracryl, Genomic solutions; gel size 24 x 19 cm) in
einem Hoefer DALT System nach ihren Molekulargewicht aufgetrennt. Der Proteinnachweis
erfolgte mittels Coomassie-Farbung (Abschnitt 2.2.5) oder die Proteine wurden ebenfalls im
Hoefer DALT System auf Immobilon®-FL-PVDF-Membranen geblottet. Die Immundetektion

erfolgte wie in Abschnitt 2.2.7 beschrieben
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2.2.10 Probenaufbereitung fur die massenspektroskopische Analyse

Die Spots auf den entwickelten Filmen wurden mit den Spots auf den Coomassie-Gelen
verglichen. Die dabei Ubereinstimmenden Spots wurden aus dem Coomassie-Gel
ausgestochen, mit Trypsin verdaut (Jimenez et al., 2001), Uber ZIP-TIPs gereinigt (Millipore)
und auf eine matrixunterstitzte Laserdesorption/lonisation (MALDI) target plate geladen. Die
massenspektroskopischen Messungen wurden am Institut fir Innere Medizin, Institut fur
Experimentelle Innere Medizin der medizinischen Fakultat der Otto-von-Guericke-Universitat
durch Dr. Thilo Kéhne am MALDI-TOF/TOF Autoflex 3 Smartbeam (BRUKER) durchgefuihrt.

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Praparation und Transformation chemisch kompetenter Zellen
E.coli XL10-Gold

0 TB-L6sung: 10 mM PIPES, 55 mM MnCl,, 15 mM CacCl,, 25 mM KCI, pH
6,7, Steril filtriert

0 Tetracyclin: 10 pg/ml Tetracyclin-HCI

0 Chloramphenicol: 30 pg/ml Chloramphenicol

Die Transformation chemisch kompetenter E.coli XL 10-Gold-Zellen erfolgte nach dem
Protokoll von Inoue et al. (Inoue et al., 1990). Es wurden mit einer E.coli XL10-Gold-
Ubernachtkultur 25 ml 2 x YT-Tetracyclin-Chloramphenicol Medium inokuliert und tiber Nacht
bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert In der mittleren Log-Phase wurden die Zellen dann fir 10
min in einem Gemisch aus Eis und Wasser abgekihlt und anschlieBend fur 15 min bei 1000
x g pelletiert. Die Zellen wurden anschliel3end in 50 ml eiskalter TB-Ldsung aufgenommen
und auf Eis 10 min inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen erneut fir 10 min bei 1000 x g
pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 ml eiskalter TB-Losung
aufgenommen. Die resuspendierten Zellen werden dann mit final 7 % DMSO versetzt, in 200

HI Aliquots aufgeteilt und bei -80 °C gelagert.

2.3.2 Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

0 Puffer P1: 50 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA,; 100 pg/ml RNAse A; pH 8,0 bei
4°C

o Puffer P2: 200 mM NaOH; 1 % SDS

o0 Puffer P3: 3,0 M K-Acetat; pH 5,5

0 Tris/HCI: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0

0 NANODROP 1000 Spektrophotometer V 3.7

Zur Plasmid-DNA Praparation aus Bakterien wird die alkalische Lyse-Methode von Birnboim
und Doly (Birnboim and Doly, 1979) verwendet. Hier werden fiir eine kleine Plasmid-

Praparation 2 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum mit einer einzelnen
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Bakterienkolonie angeimpft und tiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Die Ubernachtkultur wird
dann fur 5 min bei 1000 x g zentrifugiert, das Pellet durch vortexen in 200 pl P1-Ldsung
resuspendiert, nach Zugabe von 200 pl P2-Ldsung vorsichtig umgeschwenkt und zur Lyse
fur 5 min bei RT inkubiert. Bei Zugabe von 200 pl eiskalten P3-Puffer kommt es dann zur
Neutralisation und Fallung der denaturierten Proteine und der chromosomalen DNA. Nach
10 min auf Eis wird dann bei 16,000 x g, RT fir 5 min prazipitiertes Material abgetrennt. 500
ul des Uberstandes werden dann zu 350 pl Isopropanol pipettiert, vorsichtig gemischt und fiir
10 min bei RT inkubiert. Durch die anschlieRende Zentrifugation fir 5 min bei 4 °C mit
16,000 x g wird die gefallte Plasmid-DNA pelletiert und einmal mit 1 ml 70 %igem Ethanol
gewaschen. Das Pellet wird dann luftgetrocknet und anschlieRend in 50 pl 10 mM Tris-HCI
(pH 8.0) aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde dann mit Hilfe des NANODROP 1000
Spektrophotometer V 3.7 gemessen. Die Richtigkeit neu generierter Konstrukte wurde
mittels Sequenzierung durch entsprechende Primer Gberprift (SEQLAB, Sequence
Laboratories Gottingen GmbH).

2.3.3 Restriktionsverdau

Fur einen praparativen Verdau von DNA zur Generierung von linearisierten Vektor oder zur
Freisetzung von einem DNA-Fragment zur Klonierung wurde eine DNA-Menge eingesetzt,
die final 10 ug gewtinschtem DNA-Fragment entspricht. Die in 30-50 pl entsprechendem
Inkubationspuffer geléste DNA wurde in Gegenwart von 25-30 U Enzymaktivitét fir 2-4 h bei
der empfohlenen Temperatur (in der Regel 37 °C) inkubiert. Fir einen Kontrollverdau zur
Identifizierung des erwiinschten Plasmides nach einer Ligation wurden 1 ul einer Losung aus
der Mini-Plasmid-Praparation mit 2 U Restriktionsenzym in 20 ul geeignetem

Inkubationspuffer fur 2-4 h bei der empfohlenen Temperatur (in der Regel 37 °C) umgesetzt.

2.3.4 Nichtdenaturierende Agarosegelelektrophorese und Isolierung
von DNA aus Agarose Gelen

0 6 x Agarosegelauftragspuffer: 60 % Glycerin, 60 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI pH 7,6;
0,15 % Orange G, 0,03 % Xylencyanol

o Ethidiumbromid-Stammldsung: 10 mg/ml Ethidiumbromid in H,O

o Laufpuffer: 1x Tris-Acetat EDTA (TAE); 50 x TAE: 2 M Tris-Base,
1M Essigséaure, 0,05 M EDTA

o0 Gelkammer: wide mini sub cell; mini sub cell (BioRad); power
supply 1000/500 (BioRad)

o0 DNA-Isolierungskit: Nucleo Spin Extract Il (Macherey-Nagel)
o 10 mM Tris-HCI; pH 7,5
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Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von 1 xTAE-gepufferten 0,7-1 %igen
Agarosegelen, die pro 100 ml Agaroseldsung mit 3 pl Ethidiumbromidstammldésung versetzt
wurden. Die DNA-L&sungen wurden in Agarosegellaufpuffer aufgenommen und die
Trennung der Molekiile erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 70 V. Identifiziert wurden
die DNA-Fragmente Uber UV-Licht angeregte Fluoreszenz des in die DNA eingebauten
Ethidiumbromids und zur Dokumentation wurden von den angeregten Gelen Photographien
an der Gel-Dokumentationseinheit Gel Doc 2000 (BioRad) gemacht. Zur Aufreinigung von
DNA-Fragmenten nach einer Restriktionsendonucleasen-Reaktion (Abschnitt 2.3.3) oder
PCR (Abschnitt 2.3.7) wurden die entsprechenden Bereiche aus dem Gel ausgeschnitten
und mit dem DNA-Aufreinigungskit NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel) nach Angaben

des Herstellers isoliert.

2.3.5 Ligation eines Fragments mit dem entsprechenden Vektor

Um ein optimales Ligations-Ergebnis zu erhalten, werden 1 pl des DNA-Fragments (100
nmol) mit 0,5 pl des vorgesehenen Vektor (100 nmol), 1 pl Ligationspuffer, 0,5 pl T4 DNA-
Ligase und 6,5 pl H,O vermischt und fur 30-60 min bei 20 °C inkubiert. Als Kontrolle dient ein
Ansatz ohne DNA-Fragment.

2.3.6 Hitzeschock Transformation von E.coli XL10-Gold-Zellen

Zur Transformation werden die hitzeschock-kompetenten E.coli-Zellen auf Eis aufgetaut, mit
10 pl des Ligationsansatzes versetzt, vorsichtig gemischt und fir 5-15 min auf Eis inkubiert.
Danach erfolgt im PCR Cycler ein Hitzeschock von 42 °C fir 30 sec, mit anschlieRender
Uberfiihrung der Bakterien in 1 ml SOC-Medium und Inkubation unter Schiitteln fiir 1 h bei
37 °C. Zum Schluss werden die Bakterien bei 1000 x g fir 5 min pelletiert, in wenig SOC-
Medium resuspendiert und auf dem Plasmid entsprechenden Antibiotika-haltigen Agarplatten

ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgt bei 37 °C iber Nacht.

2.3.7 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Generierung von DNA-
Fragmenten

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) diente der Amplifikation von DNA-Fragmenten. Dazu
wurden spezifische Primer verwendet (Abschnitt 2.1.10), die zu den ersten oder letzten 18-
21 Basenpaaren der gewiinschten Fragmente komplementar waren und zusatzlich eine
Sequenz zur Einfihrung einer Restriktionsschnittstelle trugen. Fur einen 50 ul PCR-Ansatz
wurden 0,05 pM Vorwaérts- und Rickwarts-Primer, 200 uM dNTPs, 1 Unit Phusion-
Polymerase und 50-100 ng Matrizen-DNA verwendet. Als Matrizen dienten fir die endogen
Myc-markierten CtBP1/BARS50 Konstrukte die Ursprungs pBSII-CtBP1/BARS50 Konstrukte



Material & Methoden 33

(zur Verfugung gestellt von Dr. Wilko D. Altrock) und fur CtBP2 und CtBP2-S eine pACT2-
Rattenhirn cDNA-Bibliothek (Clontech). Die PCR-Reaktionen erfolgten unter Variation der

Annealing-Temperatur nach dem in Tabelle 12 aufgefihrten Protokoll.

Tabelle 12 PCR-Programm fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten

Zyklen Zeit Temperatur
1x 30s 98 °C
30s 98 °C Denaturierung
30x 30s 65 °C Annealing
1min30s 72 °C Elongation
1x 2 min 72°C

2.4 Zellkultur und Immuncytochemie

2.4.1 Zellkultur von HEK293T-Zellen

HEK?293T-Zellen wurden in D-MEM Kulturmedium bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Passage der konfluenten Kulturen erfolgte zweimal pro Woche.
Zur Durchfuhrung von Experimenten wurde Antibiotika- und Antimykotika-freies Medium

verwendet.

2.4.2 Transfektion von HEK293T—-Zellen mit Hilfe der Calciumphosphat-
Methode und Herstellung von Lysaten

0 Losung A: 500 mM CacCl,in Zellkultur H,O, steril gefiltert und bei RT
gelagert

0 Losung B: 140 mM NaCl; 50 mM HEPES; 1,5 mM Na,PO, in
Zellkulturwasser; pH 7,05; steril gefiltert und bei RT gelagert

o steriles Verbrauchsmaterial: Pipetten, Zellkulturflaschen
0 1xPBS-1 mM MgCl,-1 mM CaCl,
0 Benzonase® Nuclease (Sigma)

Einen Tag vor der Transfektion werden die Zellen mit HBSS gewaschen, durch Trypsin
geldst und mit frischem D-MEM-Medium in eine frische 75 cm? Flasche Uberfiihrt. Am
Transfektions-Tag werden 500 pl von Lésung A mit 25 ug Konstrukt-DNA vermischt und zu
500 ul Lésung B gegeben. Nach einer Inkubationszeit von exakt 1 min wird das Gemisch
dann zu den, am Vortag vorbereiteten, Zellen gegeben und fir 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach
dieser Zeit wird das alte Medium entfernt und wieder neues D-MEM-Medium zu den Zellen
gegeben. Nach 1-3 Tagen sind die Zellen ausreichend gewachsen. Das alte Medium wird
verworfen, die Zellen werden mit 1xPBS-1mM MgCl,-1mM CacCl, gewaschen und in 1x SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Um die im HEK293T-Zell-Lysat enthaltende DNA zu entfernen,

wird das Lysat 15 min bei RT mit Benzonase®-Nuclease behandelt, anschlieRend auf 90 °C
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fiir 5 min erhitzt und dann bei 16,000 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird nach der
Zentrifugation in ein sauberes Reaktionsgefal tberfuhrt und kann jetzt fir Westernblot-

Analysen verwendet werden.

2.4.3 Praparation von Gliazellkulturen aus Ratten

Hippocampi von P0-P3 Ratten (Stamm: RjHan:Wi; Zlchter: Elevage Janvier, Frankreich)
wurden in HBSS™ praperiert. AnschlieBend wurde das Gewebe mit HBSS- gewaschen und
fir 20 min bei 37 °C in Trypsin-EDTA inkubiert. Nach Abnahme des Trypsins wurden die
Gewebe in D-MEM Kulturmedium mit Hilfe von 20G x 0,9 mm- und 26G x 0,45 mm-Kanilen
sechsmal trituriert und in Kulturflaschen von 75 cm? das Material von zwei Tieren kultiviert.
Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt und nach Erreichen der Konfluenz (nach
ca. 7 Tagen) die Zellen mit Trypsin-EDTA abgeldst und 1:1 passagiert. Die erhaltenen
Kulturen wurden nach Erreichen der Konfluenz in D-MEM Kulturmedium mit 10 % DMSO
langsam bei -80 °C eingefroren und anschliel3end bei -150 °C gelagert. 2 — 3 Tage vor der
Praparation von hippokampalen Neuronen (siehe 2.4.4) wurden die Zellen aufgetaut und in
Schalen (6 cm Durchmesser) in D-MEM-Kulturmedium kultiviert. Am Tag der Praparation

wurde ein Medium Wechsel zu Neurobasal™-Kulturmedium durchgefihrt.

2.4.4 Primare hippokampale Neuronenkulturen von Ratten

Zur Préaparation von priméaren hippokampalen Neuronen von Ratten in Banker-Kulturen
(Banker and Goslin, 1998) wurden Hippocampi von 18 Tage alten Rattenembryonen
préapariert. Dissoziierte Neurone wurde mit niedriger Dichte (15.000 Zellen/Deckglaschen,
Durchmesser 18 mm) auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaschen, die mit je drei
Wachspunkten versehen waren, ausplattiert und 1 h bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschlie3end wurden die Deckglaschen auf Gliazell-Kulturen
(Abschnitt 2.4.3) gelegt. Die hippokampalen Primérkulturneuronen wurden von Heidi
Wickborn und Annika Lenuweit zur Verfigung gestellt. Die Transfektion der Neurone erfolgte

an Tag 3 mit Hilfe der Calciumphosphat-Methode.

2.4.5 Transfektion von hippokampalen Primarkulturneuronen mit Hilfe
der Calciumphosphat-Methode

o0 OptiMEM (Invitrogen)

o 2McCaCl,

0 2xHBS:274 mM NaCl; 10 mM KCL; 1,4 mM Na,HPO,. 15 mM Glucose; 42 mM
Hepes; pH 7.06; steril filtriert; gelagert bei -20°C

Pro Deckglas wurden 1 ug DNA, 3,8 ml CaCl, und 30 pul Wasser zur Transfektion verwendet.
Zu diesem Gemisch wird Tropfen fur Tropfen 30 pl HBS pro Deckglas dazu gegeben und

das ganze langsam auf einem Vortexer geschiittelt. Anschlie3end folgt eine Inkubationszeit
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von 30 min bei RT im Dunkeln. Die zu transfizierenden Deckglaschen werden wahrend
dieser Zeit in eine neue 12 well Platte Gberfuhrt, die mit frischen, warmen OptiMEM gefullt
ist. Zu jedem Deckglaschen werden 60 pl der Transfektions-Losung pipettiert und
anschliel3end die Deckglaschen fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation werden die
Deckglaschen zweimal mit Neurobasal™ gewaschen und anschlie3end wieder in ihr

Original-Medium tberfihrt. Nach 11 Tagen werden die Neuronen dann fixiert.

2.4.6 Immuncytochemie von hippokampalen Primarkulturneuronen aus
Rattenhirn

o0 Blockierlésung: 10% Pferdeserum (hitzeinaktiviert); 0,25 % Triton-X 100;
0,025 % Natriumazid; 25 mM Glycin; 1x PBS

o Mowiol: 2,4 g Mowiol 4-88 (Hoechst); 6 g Glycerin; 6 ml H,0; 121 ml 0,2M
Tris

Die verwendeten Primarkulturneuronen wurden zuerst 3 x mit PBS-0,5 mM MgCl,-0,5 mM
CacCl, gewaschen und anschliel3end fur 10 min mit 4 % Formaldehyd-4 % Saccharose fixiert.
Zur Entfernung des Formaldehyds wurden die Zellen dann 3 x 5 min mit PBS gewaschen,
dann 1 h in Blockierlésung; 1-2 h in Primarantikérperverdiinnung in Blockierlésung; 4 x 5 min
PBS; 1-1,5 h Sekundarantikdrperverdiinnung in Blockierldsung im Dunkeln und 4 x 5 min
PBS im Dunkeln. Deckgldschen wurden mit Mowiol auf Objekttrager eingebettet und bei 4 °C
gelagert. Die Anregung der Fluoreszenz durch eine Quecksilber Dampflampe erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Imaging (Zeiss) uber die Filter Nr. 44 (Zeiss), 20 (Zeiss)
und F41-008 (AHF). Weiterhin wurde entweder das 63 x- oder 20 x-Objektiv zur Aufnahme
von Bildern verwendet. Zur Dokumentation wurde jeweils die CCD Kamera Spot RT in
Verbindung mit der Software Meta View (beide Visitron Systems). Die weitere
Bildbearbeitung und Quantifizierung erfolgte tber Photoshop CS5 (Adobe Systems) und

Image J. Fur die statistische Analyse wurde die Prism 5-Software (GraphPad) verwendet.

2.4.7 Immun-Elektronenmikroskopie

o0 PBS-A: 0,2 % BSA (Bovines Serum Albumin) in 1 x PBS

0 ABC-Komplex: Vector ABC kit; 1:1000
Die Elektronenmikroskop (EM)-Aufnahmen wurden von Dr. Karin Richter angefertigt und zur
Verfligung gestellt. Fir die Immuncytochemischen Farbungen wurden mannliche, adulte
Méause andasthesiert und transkardial erst fir 12 min mit 4 % Formaldehyd in 0,1 M Phosphat-
Puffer (pH 7.4) fixiert, die Hirne entnommen und nochmals mit 4 % Formaldehyd tber Nacht
bei 6 °C fixiert. Von den Hirnen wurden dann an einem Vibratom Sagitalschnitte angefertigt
und folgendes Farbe-Protokoll angewandt: Inkubation fiir 1 h in 10 % Normalen Ziegenserum

(NGS), Zugabe des primaren Antikorpers und 0,1 % Natriumazid in die gleiche Lésung und
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Inkubation flr 72 h bei 6°C, Waschschritt mit PBS, Inkubation mit PBS-A fur 1 h, Inkubation
mit Biotin-konjugiertem sekundéren Antikorper fur 20 h bei RT, Waschschritt mit PBS,
Inkubation mit einem ABC-Komplex in PBS-A, Waschschritt mit PBS und 0,05 M Tris HCI
Puffer (pH 7.6). AnschlieRend wurde die Aktivitdt der gebundenen Peroxidase mit einer
L6sung aus 1,4 mM DAB und 0,013% H,0O, in 0,05 M Tris HCL Puffer sichtbar gemacht.
Nach dem Abstoppen der Reaktion wurden die Schnitte fiir 60 min in 1 % OsO,4 in 0,1 M
Cacodylat -Puffer fixiert, in einer Serie von graduierten Ethanol-Badern dehydriert, inklusive
eines 45 minitigen Blockierungsfarben mit 2 % Uranyl Acetat in 70 % Ethanol und dann in
Durcupan horizontal eingebettet. Vom Cortex des Cerebellums werden ultradiinne Schnitte
(70 nm) mit Hilfe einer Ultracut UCT (Leica) geschnitten und unter einem Zeiss EM 900
Mikroskop untersucht. Die Bilder wurden dann mit einer 2k-CCD-Kamera (TRS)

aufgenommen.

2.4.8 Immunhistochemie adulter Maushirnschnitte

Adulte Mause wurden anasthesiert und mit 4 % Formaldehyd in 0,1 M Phosphat-Puffer (pH
7.4) fixiert. AnschlielRend wurden die Hirne entnommen, nochmals mit 4 % Formaldehyd
tber Nacht bei 4 °C fixiert, mit 0,5 M und 1 M Saccharose inkubiert und bei -20 °C
eingefroren. Mit Hilfe eines Cryotoms wurden dann 30-40 nm dicke Sagital-Schnitte aus der
Ebene des dorsalen Hippokampus angefertigt. Diese Schnitte wurden dann wie folgt weiter
behandelt: Inkubation mit 1 % Natriumborhydrat in PBS, Blockierung und Permeabilizierung
mit 10 % Pferdeserum, 0,3 % TritonX-100 in PBS fur 60 min; primérer Antikérper tber Nacht
bei 4 °C, erneuter Blockierungsschritt mit 0,4 % BSA; 0,3 % TritonX-100 gefolgt von einer
Uber Nacht Inkubation der Schnitte in sekundarem Antikorper, Waschschritt mit PBS und im
Anschluss erfolgte das Einbetten der Schnitte auf Objekttrager-Glaser. Die Schnitte wurden

freundlicherweise von Annika Lenuweit zur Verfligung gestellt.
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3. Ergebnisse

3.1.Untersuchung der raumlichen Expression und subzellularen
L okalisation von CtBP1/BARS50- und CtBP2-Isoformen

Zum weiteren Verstandnis der Funktion der CtBP-Proteine bei der Regulation héherer
Hirnfunktionen, sollten die regionalen Expressionsmuster der CtBP1/BARS50- und CtBP2-
Isoformen im adulten Gehirn untersucht werden. Dazu wurden immunhistochemische
Analysen adulter Maushirn-Schnitte und biochemische Analysen der Homogenat- und P2-
Fraktionen einzelner Hirnareale durchgefuihrt. Immuncytochemische Analysen
hippokampaler Primarkulturneuronen sollten zusétzlich einen Hinweis auf Zelltyp-spezifische
Expressionsmuster der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Proteine geben.

Zum Verstandnis der exakten molekularen Natur des synaptischen CtBP1/BARS50 und der
subzellularen Verteilungen der Mitglieder der CtBP-Proteinfamilie wurde die subzellulare
Verteilung der einzelnen CtBP-Isoformen mit Hilfe von quantitativen biochemischen
Analysen gereinigter Zellkern- und Synaptosomen-Fraktionen und immuncytochemischer
Farbungen hippokampaler Primarkulturneuronen untersucht. Fir die biochemischen
Analysen wurde unter anderem ein, im Rahmen meiner Diplomarbeit hergestellter, N-
Terminus-spezifischer Antikdrper gegen CtBP1-L verwendet. Aul3erdem wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Karin Richter immun-elektronenmikroskopische Aufnahmen von
CtBP1/BARS50 und CtBP2/RIBEYE gefarbten Synapsen der Molekularschicht des Kleinhirn-
Cortexes angefertigt. Zur Untersuchung der intrazellularen Verteilung der CtBP1-S/BARS50-,
CtBP2- und CtBP2-S-Isoformen, wurden ein intern mit einem Myc-Epitop markiertes CtBP1-
S/BARS50-Konstrukt und N-Terminal mit EGFP markierte CtBP2-Konstrukte in
hippokampale primare Neuronenkulturen exprimiert und immuncytochemisch untersucht.
Des Weiteren wurde eine vergleichende 2D-gelelektrophoretische Analyse der
CtBP1/BARS50-Isoformen in synaptosomalen und nukleéren Fraktionen durchgefihrt. Dies
sollte einen weiteren Einblick in die synaptische Natur von CtBP1/BARS50 bieten und
gleichzeitig einen ersten Hinweis, auf mogliche Synapsen-spezifische posttranslationale
Modifikationen der CtBP1/BARS50-Isoformen geben.
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3.1.1 Herstellung eines Antikdrpers gegen den spezifischen N-Terminus
von CtBP1-L

Die beiden Isoformen des CtBP1-Gens, CtBP1-L und CtBP1-S/BARS50, sind bis auf ihre N-
Termini identisch. Da die Epitope der beiden kommerziell erhaltlichen CtBP1/BARS50-
Antikdrper im C-Terminus liegen, war es bis jetzt nicht mdglich zwischen den CtBP1-L- und
CtBP1-S/BARS50-Isoformen zu unterscheiden. Um das Lokalisationsmuster der CtBP1-L-
Isoformen zu untersuchen, musste ein N-Terminus spezifischer Antikdrper hergestellt
werden. Dazu wurden zwei Meerschweinchen mit einem Keyhole-Limpet-Hamocyanin-
(KLH) gekoppelten Peptid, das aus den ersten 13 N-terminalen Aminoséuren von CtBP1-L
bestand (Abbildung 4A), immunisiert. Um zu lberpriifen, welches der CtBP1-L-N-Terminus-
Seren eine spezifische CtBP1/BARS50-Immunantwort zeigt, wurden Westernblot-Streifen
von Maushirn-Homogenat gefarbt (gezeigt ist nur das zur Aufreinigung verwendete
Rohserum). Als Kontrollen dienten Farbungen der monoklonalen und polyklonalen
CtBP1/BARS50-Antikorper, die beide eine spezifische CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat bei
~50 kDa detektierten. Das nicht gereinigte CtBP1-L-N-Terminus-Serum detektiert, neben
zwei Banden bei ~50 kDa, noch weitere Banden mit unterschiedlichen Molekulargewicht
(MW) (Abbildung 4B). Nach der Reinigung des Serums, welche im Rahmen meiner
Diplomarbeit erfolgte, wurde die Spezifitat des neuen CtBP1-L-Antikdrpers mittels
Westernblot-Streifen von CtBP1/BARS50-GST-Fusionsproteinen und Maushirn-Homogenat
untersucht (Abbildung 4C). Der gereinigte CtBP1-L-Antikorper erkennt, auf den mit
CtBP1/BARS50-GST-Fusionsproteinen beladenen Westernblot-Streifen, spezifisch nur die
CtBP1-L-Isoform bei einem MW von ~70 kDa (rechter Blotstreifen in Abbildung 4C). Bei den
restlichen, vom Antikérper detektierten, Banden handelt es sich wahrscheinlich um
Abbauprodukte des GST-CtBP1-L-Fusionsproteins. Auf mit Maushirn-Homogenat beladenen
Westernblot-Streifen detektiert der Antikdrper zwei Banden bei ~50 kDa, wobei diese nur bei
sehr hoher Auflésung als Doppel-Bande zu erkennen sind. Eine der Banden lauft auf
gleicher Hohe wie die 50 kDa Bande die von den beiden kommerziell erhaltlichen
CtBP1/BARS50-Antikdrpern detektiert wird. Die zweite Bande hat ein etwas gréReres MW.
Mdglicherweise handelt es sich bei der zweiten Bande um eine weitere CtBP1-L-Isoform
oder um CtBP1-L, welches in seiner Aminosauren-Sequenz phosphoryliert ist. Zusatzlich
dazu detektiert der Antikorper noch weitere, schwache Bande, die hochstwahrscheinlich

unspezifisch sind.
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Abbildung 4: Herstellung und Charakterisierung eines Antikdérpers gegen den
spezifischen N-Terminus von CtBP1-L.

A. Darstellung der jeweils ersten N-terminalen Aminosduren der CtBP1-L- und CtBP1-
S/BARS50-Isoformen. Bei den eingerahmten Aminosauren der CtBP1-L-Isoform handelt
es sich um das, zur Herstellung des CtBP1-L-N-Terminus-Antikdrpers, verwendete
Peptid.

B. Westernblot-Analyse des CtBP1-L-Rohserums.

Aufgetragen wurden gleiche Proteinmengen (10 pg pro Bahn) von Maushirn-
Homogenat. Auf dem ersten und zweiten Westernblot-Streifen detektieren der
monoklonale und polyklonale CtBP1/BARS50-Antikdrper (CtBP1 mk und pk) jeweils
eine spezifische CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat bei ~50 kDa. Der dritte Blotstreifen
wurde mit dem CtBP1-L-Rohserum (CtBP1-L-Serum) behandelt. Dieses detektiert eine
starke und eine schwache Bande bei ~50 kDa. Neben diesen zwei 50 kDa-Banden
detektiert das Rohserum noch mehrere, schwéchere Banden mit unterschiedlichen MW.
C. Westernblot Analyse des gereinigten CtBP1-L-Antikérpers.

Bei den ersten drei Blot-Streifen wurden gleiche Proteinmengen (10 pg pro Bahn) von
Maushirn-Homogenat aufgetragen. Der letzte Blot-Streifen wurde mit gereinigtem GST-
Fusionsprotein (gleiches Volumen; 10 ul pro Bahn) der drei CtBP1/BARS50-Isoformen
beladen. Die beiden CtBP1/BARS50-Antikdrper (mk und pk) detektieren jeweils ein
spezifisches CtBP1/BARS50-Immunsignal bei ~50 kDa. Der CtBP1-L-Antikdrper
(CtBP1-L N-Term) detektiert, auf mit Hirnhomogenat beladenen Westernblot-Streifen,
zwei Banden bei ~50 kDa und weitere, schwache Banden bei unterschiedlichen MW.
Auf dem mit GST-Fusionsproteinen beladenen Westernblot-Streifen, detektiert der
gereinigte CtBP1-L-Antikdrper spezifisch nur das gereinigte GST-CtBP1-L-
Fusionsprotein mit einem MW von ~70 kDa. Bei dem vom Antikdrper detektierten
Schmier in der gesamten Bahn, handelt es sich wahrscheinlich um Abbau-Produkte des
GST-Fusionsproteins.
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3.1.2 CtBP1/BARS50 und CtBP2/RIBEYE sind in der gereinigten
Synaptosomen-Fraktion angereichert

Zur biochemischen Untersuchung des subzellularen Verteilungsmusters bekannter
CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-Isoformen, mussten Synaptosomen- und Zellkern-
Fraktionen mit hoher Ausbeute und Reinheit isoliert werden. Fir die Fraktionierung von
Synaptosomen wurde ein modifiziertes Protokoll von Phillips (Phillips et al., 2001) verwendet.
Die Reinheit der praparierten Synaptosomen wurde mittels Westernblot-Analysen der
einzelnen Fraktionen Uberpruft (Abbildung 5A). So zeigte die Farbung der Westernblot-
Streifen mit einem Bassoon-Antikorper, eine starke Anreicherung des CAZ-Proteins in der
Synaptosomen-Fraktion. Weiterhin detektierte auch der Antikbrper gegen Synaptophysin 1,
einem synaptischen Vesikel-Membran-Protein, ein starke Bande in der Synaptosomen-
Fraktion. Der Antikérper gegen den neuronalen Zellkernmarker NeuN detektiert nach
Angaben des Herstellers 3 Banden, zwei spezifische Banden mit einem MW von 46 und 48
kDa, und eine unspezifische Bande bei einem MW von ~66 kDa. In der Synaptosomen-
Fraktion detektiert der Antikdrper nur die unspezifische Bande bei ~66 kDa. Wie zu erwarten
war, wurde auch CtBP1/BARS50 stark in der Synaptosomen-Fraktion angereichert.
Unerwartet war allerdings, das sehr starke Signal des monoklonalen CtBP2/RIBEYE-
Antikorpers in dieser Fraktion. Zuerst wurde hier von einer praparationsbedingten
Kontamination von CtBP2 aus der Zellkern Fraktion ausgegangen. Es wurden dann
verschiedene Modifikationen des Préparations-Protokoll vorgenommen (nicht gezeigte
Daten), welche allerdings keinen Einfluss auf das Phanomen hatten.

Zur Praparation von Zellkernen aus Maushirn wurde das CelLytic™ NuCLEAR™-Kit von
Sigma verwendet. Dieses Kit bot die beste Kombination aus Reinheit der Zellkern-Fraktion
und Schnelligkeit der Praparation. Auch hier wurde die Reinheit der einzelnen Fraktionen
mittels Westernblot-Analysen Uberprift (Abbildung 5B). Der neuronale Zellkernmarker NeuN
ist spezifisch in der Zellkern-Fraktion angereichert, da er zwei Banden bei einem MW von
~46-48 kDa detektiert. Auch detektieren sowohl der CtBP1/BARS50- als auch der
CtBP2/RIBEYE-Antikérper in der Zellkern-Fraktion jeweils eine spezifische Immunreaktivitéat
bei ~50 kDa. Im Gegensatz dazu ist das CAZ-Protein Bassoon nicht in der Zellkern-Fraktion
angereichert. Nur der Synaptophysinl-Antikérper detektiert ein schwaches Signal in der
Zellkern-Fraktion, was auf eine leichte Kontamination der Zellkern-Fraktion mit synaptischem

Vesikel-Material hindeutet.
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Abbildung 5: Praparation von gereinigten Synaptosomen- und Zellkern-

Fraktionen

A. Westernblot-Analyse der gereinigten Synaptosomen und der bei der Aufreinigung
entstandenen einzelnen Fraktionen. Aufgetragen wurden von jeder Fraktion die gleiche
Proteinmenge (10ug pro Bahn). Der CtBP1/BARS50-Antikérper (mk) und die Antikdrper
gegen Synaptophysinl und Bassoon zeigen eine starke Anreicherung aller drei Proteine
in der Synaptosomen-Fraktion. Unerwartet ist, das starke Signal des CtBP2/RIBEYE-
Antikérpers (mk) in der Synaptosomen-Fraktion. Diese Bande kann zudem nicht auf
eine Kontamination der synaptosomalen Fraktion mit Zellkern-Material zurick gefiuhrt
werden, da der neuronale Zellkernmarker NeuN in der Synaptosomen-Fraktion nur eine
unspezifische Bande bei ~66 kDa detektiert.

B. Westernblot-Analyse gereinigter Zellkerne und der bei der Aufreingung entstandenen
einzelnen Fraktionen. Auch hier wurden wieder von allen Fraktionen gleiche
Proteinmengen (10 pug pro Bahn) aufgetragen. Wie zu erwarten war, zeigen sowohl der
CtBP1/BARS50- als auch der CtBP2/RIBEYE-Antikdrper eine starke Bande in der
Zellkern-Fraktion. Zudem ist auch NeuN stark in der Zellkern-Fraktion angereichert.
Das CAZ-Protein Bassoon kann dagegen nicht in der Zellkern-Fraktion detektiert
werden. Nur der Antikdrper gegen Synaptophysin 1 detektiert eine schwache
Kontamination der Zellkern-Fraktion mit synaptischem Vesikel-Material.
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3.1.3 Untersuchung der CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-
Antikorper auf Kreuzreaktivitat

Um sicherzugehen, dass die kommerziell erhaltlichen Antikorper gegen CtBP1/BARS50 und
CtBP2/RIBEYE in den folgenden Experimenten spezifisch ihre jeweiligen Isoformen
erkennen, wurden die Spezifitdten der Antikdrper auf Westernblot-Streifen tGberpriift. Diese
wurden mit Maushirn- oder Retina-Homogenat sowie mit Lysat von HEK293T-Zellen, die mit
EGFP-, CtBP1- oder CtBP2-Konstrukten transfiziert wurden, beladen. Von den HEK293T-
Zell-Lysaten wurden jeweils gleiche Volumina (10 pl pro Tasche) und von den Homogenaten

die gleiche Proteinmenge (10 pg pro Tasche) geladen.

3.1.3.1  Untersuchung der monoklonalen und polyklonalen CtBP1/BARS50-
Antikorper
Die monoklonalen und polyklonalen CtBP1/BARS50-Antikorper (Abbildung 6 A und B)
detektieren in allen untersuchten Fraktionen jeweils das endogene CtBP1/BARS50, bei
einem apparenten Molekulargewicht von ~50 kDa. Dabei ist das CtBP1/BARS50-
Immunsignal auf den mit Lysat von EGFP-CtBP1-Konstrukt transfizierten HEK293T-Zellen
beladenen Westernblot-Streifen besonders stark, was wahrscheinlich auf eine Degradation
des EGFP-CtBP1-Fusionsproteins zuriickzufihren ist. Zusatzlich dazu detektieren beide
Antikorper, auf mit Lysat von EGFP-CtBP1-Konstrukt transfizierten HEK 293T-Zellen
beladenen Westernblot-Streifen, stark das tUberexprimierte EGFP-CtBP1-Fusionsprotein (70
kDa). Dagegen wird von beiden Antikdrpern weder das liberexprimierte EGFP-CtBP2-
Konstrukt noch RIBEYE im Retina-Homogenat detektiert. Somit sind beide Antikorper
spezifisch fiir CtBP1/BARS50 und zeigen keine Kreuzreaktivitat mit CtBP2/RIBEYE.
Als Kontrolle der Giberexprimierten EGFP-CtBP-Fusionsproteine wurde ein GFP-Antikdrper
verwendet, welcher auf mit Lysat von CtBP-Konstrukten transfizierten HEK293T-Zellen
beladenen Westernblot-Streifen mehrere Banden bei 70 kDa erkennt. Dagegen erkennt der
Antikorper, auf mit Lysat von untransfizierten HEK293T-Zellen beladenen Westernblot-
Streifen, keine Banden (Abbildung 6C).
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Abbildung 6: Fir beide CtBP1/BARS50-Antikdrper kann eine Kreuzreaktivitat mit
CtBP2/RIBEYE ausgeschlossen werden.

Von den Lysaten der mit den EGFP-CtBP-Konstrukten transfizierten HEK293T-Zellen
wurden gleiche Volumina (10 pl pro Bahn), von den Homogenaten gleiche
Proteinmengen (10 pg pro Bahn) geladen.

A. Der monoklonale CtBP1/BARS50-Antikdrper (mk) detektiert in allen Fraktionen das
endogene CtBP1 (~50 kDa). Auf mit Lysaten von EGFP-CtBP-Konstrukten transfizierten
Westernblot-Streifen detektiert er das EGFP-CtBP1-Fusionsprotein (~70 kDa), aber
nicht das EGFP-CtBP2-Fusionsprotein. Zudem erkennt er, auf mit Retina-Homogenat
beladenen Westernblot-Streifen, RIBEYE nicht.

B. Der polyklonale CtBP1/BARS50-Antikdrper (pk) erkennt in allen Fraktionen das
endogene CtBP1 (~50 kDa). Daneben detektiert er, auf mit Lysaten von EGFP-CtBP-
Konstrukten transfizierten HEK293T-Zellen beladenen Westernblot-Streifen, das EGFP-
CtBP1-Fusionsprotein, aber nicht das Uberexprimierte EGFP-CtBP2-Fusionsprotein. Auf
mit Retina-Homogenat beladenen Westernblot-Streifen detektiert er keine RIBEYE-
Doppelbande bei ~110 und 120 kDa.

C. Der polyklonale GFP-Antikérper detektiert die Gberexprimierten EGFP-CtBP1- und
CtBP2-Fusionsproteine. Dagegen detektiert der Antikdrper kein Signal, auf dem mit
untransfiziertem HEK293T-Zell-Lysat beladenen Westernblot-Streifen.
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3.1.3.2  Untersuchung des monoklonalen, polyklonalen CtBP2/RIBEYE- und des
RIBEYE A-Domanen-Antikdrpers

Die beiden monoklonalen und polyklonalen CtBP2/RIBEYE-Antikorper detektieren, in allen
untersuchten Fraktionen, eine Doppel-Bande bei einem apparenten MW von ~46 und 49 kDa
(Abbildung 7 A und C). Hierbei handelt es sich héchst wahrscheinlich um die beiden
endogenen CtBP2-Isoformen CtBP2 und CtBP2-S (Verger et al., 2006). Diese unterscheiden
sich nur gering in ihren kalkulierten MW, was die Auflésung beider Isoformen (Banden)
erschwert. Auch detektieren beide Antikorper, auf mit Retina-Homogenat beladenen
Westernblot-Streifen, die RIBEYE-Doppelbande bei einem MW ~110 und 120 kDa.
Zusatzlich dazu wird von beiden Antikdrpern das Uberexprimierte EGFP-CtBP2-
Fusionsprotein, mit einem MW von ~70 kDa, detektiert. Wohingegen sie mit dem EGFP-
CtBP1-Fusionsprotein keine Kreuzreaktivitat zeigen. Somit kann die Spezifitat beider
Antikorper fir CtBP2/RIBEYE bestatigt werden. Im Gegensatz zum monoklonalen
CtBP2/RIBEYE-Antikorper detektiert der polyklonale CtBP2/RIBEYE-Antikdrper in allen
Fraktionen, au3er der Maushirn-Homogenat-Fraktion, eine zusatzliche Bande bei ~250 kDa.
Diese Bande konnte auch in gereinigten Zellkern-Fraktionen nachgewiesen werden,
wohingegen sie nicht in Synaptosomen-Fraktionen exprimiert zu sein scheint (Abbildung 7D).
Da diese Bande nicht vom monoklonalen CtBP2/RIBEYE-Antikorper detektiert wird, handelt
es sich bei dieser Bande wahrscheinlich um eine Kreuzreaktivitat des polyklonalen
CtBP2/RIBEYE-Antikorpers. Da diese Bande aber vorallem in der gereinigten Zellkern-
Fraktion und nicht in der Synaptosomen-Fraktion auftritt, kann dieser Antikorper trotzdem zur
Untersuchung der synaptischen CtBP2-Expression im adulten Nagerhirn verwendet werden.
Der polyklonale RIBEYE A-Domanen-Antikorper detektiert in allen drei, mit den Lysaten der
HEK293T-Zellen und den mit Mausgehirn-Homogenat beladenen, Westernblot-Streifen kein
oder ein sehr schwaches, unspezifisches Signal. Nur auf dem mit Retina-Homogenat
beladenen Westernblot-Streifen, detektiert der Antikdrper spezifisch zwei Banden bei einem
MW von ~110 und ~120 kDa (Abbildung 7B). Somit kann davon ausgegangen werden, dass
der RIBEYE A-Domanen-Antikérper spezifisch nur RIBEYE und nicht CtBP2 erkennt. Zudem
kann eine Lokalisation von RIBEYE an chemischen Synapsen des Mausgehirns weitgehend
ausgeschlossen werden.

Diese Ergebnisse, zusammen mit den Ergebnissen der Synaptosomen-Praparation, deuten
daher darauf hin, dass CtBP2 genau wie CtBP1 an konventionellen chemischen Synapsen

lokalisiert ist.
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Abbildung 7: Alle drei untersuchten CtBP2/RIBEYE-Antikérper zeigen keine
Kreuzreaktivitat mit CtBP1/BARS50. Von den Lysaten der mit den EGFP-CtBP-
Konstrukten transfizierten HEK293T-Zellen wurden gleiche Volumina (10 ul pro Bahn),
von den Homogenaten gleiche Proteinmengen (10pug pro Bahn) geladen.

A. Der monoklonale CtBP2/RIBEYE-Antikdrper (mKk) erkennt hier in den Lysaten der
HEK293T-Zellen das endogene CtBP2 (~50 kDa), das uberexprimierte EGFP-CtBP2-
Fusionsprotein aber nicht das Uberexprimierte EGFP-CtBP1-Fusionsprotein. Zudem
erkennt der Antikdrper, auf Westernblot-Streifen mit Retina-Homogenat, sowohl die
CtBP2-Doppelbande (~50 kDa) als auch die RIBEYE-Doppelbande (~110 und 120 kDa).
B. Der polyklonale RIBEYE-A-Doméanen-Antikdrper detektiert nur auf den Westernblot-
Streifen mit Retina-Homogenat, eine spezifische Doppelbande bei ~110 und 120 kDa.
Auf den anderen vier Westernblot-Streifen ist entweder kein oder unspezifisches Signal
zu sehen.

C. Auch der polyklonale CtBP2/RIBEYE-Antikdrper (pk) detektiert in allen Fraktionen
das endogene CtBP2 (~50 kDa). Zudem erkennt er, auf mit Lysaten von EGFP-CtBP-
Konstrukten transfizierten HEK293T-Zellen beladenen Westernblotstreifen, das
Uberexprimierte EGFP-CtBP2-Fusionsprotein aber nicht das EGFP-CtBP1-
Fusionsprotein. Im Retina-Homogenat detektiert er RIBEYE (~110 und 120 kDa). Zu
beachten ist hier die zuséatzlich vom Antikdrper in allen Fraktionen, auRer der Maushirn-
Homogenat-Fraktion, detektierte Bande bei ~250 kDa.

D. Die einzelnen Fraktionen wurden aus Mausgehirn prépariert und von jeder Fraktion
wurden die gleichen Proteinmengen (10ug pro Tasche) geladen. Die unbekannte Bande
bei ~250 kDa wird stark im Zellkern exprimiert. Dagegen ist sie auf Westernblot-
Streifen von Maushirn-Homogenat nur schwach detektierbar und in der Synaptosomen-
Fraktion ist keine Bande sichtbar.
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3.1.4 Untersuchung der raumlichen und Zelltyp-spezifischen
Expressionsmuster von CtBP1/BARS50 und CtBP2 im adulten

Maushirn

3.14.1 Immunhistochemie von Maus-Hirnschnitten mit CtBP1/BARS50- und
CtBP2/RIBEYE-Antikorpern

In ersten biochemischen Untersuchungen von Synaptosomen-Fraktionen zeigte der
CtBP2/RIBEYE-Antikérper eine eindeutige Anreicherung von CtBP2 in dieser Fraktion. Da in
anschlielenden Experimenten eine Kreuzreaktivitat des Antikorpers mit CtBP1/BARS50
ausgeschlossen werden konnte, sollte jetzt das Expressionsmuster von CtBP2 im adulten
Gehirn Gberpruft werden. Dazu wurden fixierte Sagital-Schnitte (lateral 1,8 mm) von adulten
Mausehirnen angefertigt und mit einem monoklonalem CtBP1/BARS50-Antikdrper sowie
einem polyklonalen CtBP2/RIBEYE-Antikdrper immunhistochemisch untersucht. Dies
geschah mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Anna Fejtova und Annika Lenuweit. Um die
nukleadre und synaptische Lokalisation von CtBP1/BARS50 und CtBP2 zu untersuchen,
wurden die Maushirn-Schnitte mit einem Prasynapsen-Marker, einem Antikérper gegen das
CAZ-Protein Bassoon, und einem Zellkern-Marker, 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ko-
gefarbt. In einem ersten Schritt wurden dann Ubersichtsbilder angefertigt und die Expression
von CtBP1/BARS50 und CtBP2 im gesamten Gehirn untersucht (Abbildung 8 A und B).
CtBP1/BARS50 (Abbildung 8 A) wird im gesamten Gehirn exprimiert, wobei die
CtBP1/BARS50-Expression die Verteilung des CAZ-Proteins Bassoon im Neuropil vieler
Hirnareale wieder spiegelt. Dabei konnte im Vorderhirn und im Cerebellum eine besonders
starke CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat detektiert werden. Dagegen war die detektierte
Immunreaktivitat im Hirnstamm (Medulla oblongata, Pons und Mittelhirn), mit Ausnahme der
Substantia nigra, geringer (Abbildung 8 A). In der weil3en Substanz (Corpus callosum,
Capsula interna, Pedunculus cerebri, Pedunculus cerebellaris und der Trakt des Nervus
trigeminus) des Gehirns war eine CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat nur in einigen Zellkernen
sichtbar (siehe Pfeile in Abbildung 8D). Im Diencephalon ist die CtBP1/BARS50-Expression
im Subthalamus hoher als im dorsalen Thalamus. In den inneren Grof3hirnstrukturen ist die
CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat im Globus pallidus und dem ventralen Pallidum héher als
im ventralen und caudaten Putamen. Im Gegensatz dazu ist die Bassoon-Immunreaktivitat
im ventralen Putamen (Nucleus accumbens und Tuberculum olfactorium) hoch.

Der polyklonale CtBP2/RIBEYE-Antikdrper (Abbildung 8 B) detektiert, neben einer eindeutig
nuklearen CtBP2-Immunreaktivitat im gesamten Gehirn, eine starke CtBP2-Immunreaktivitat
im Neuropil des Bulbus olfactorius und des Cerebellums, wobei diese im Gegensatz zu
CtBP1/BARS50 und Bassoon auch in der Kérnerschicht des Kleinhirn-Cortexes sichtbar ist.
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Zusétzlich dazu ist auch in den Neuropil-Schichten des Hippokampus und des cerebralen
Cortexes eine diffuse CtBP2-Immunreaktivitat lokalisiert.

Im Kleinhirn ist die Immunreaktivitat des CtBP1/BARS50-Antikorpers auf das Neuropil der
Molekularschicht und die Zellkerne in der Purkinje-Zellschicht beschrankt (Abbildung 8 C). Im
Gegensatz dazu ist die CtBP2-Immunreaktivitat diffus in der Molekular-, Purkinjezell- und
Kdrnerschicht zu finden, wo sie im Zellkern verschiedener Kleinhirn-Zelltypen und im
Neuropil des Stratum moleculare lokalisiert ist (Abbildung 8C). Dies deutet somit auf eine
synaptische Lokalisation von CtBP2 im Kleinhirn-Cortex hin.

Im Hippokampus detektiert der CtBP1/BARS50-Antikdrper CtBP1/BARSS50 in allen
Molekularschichten, wobei auch hier die CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat die Farbung des
Bassoon-Antikérpers wieder spiegelt (Abbildung 8D). So ist die CtBP1/BARS50-
Immunreaktivitat vor allem im Subiculum, in der polymorphen Zellschicht des Gyrus dentatus
und im Stratum lucidum der CA3-Region besonders stark. Im Gegensatz zu Bassoon konnte
eine CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat auch in der Kérnerschicht des Gyrus dentatus, der
Pyramidenzellschicht der CA1-Region und schwécher in der Pyramidenzellschicht der CA2-
und CA3-Region des Ammonshorns detektiert werden. Die CtBP2-Immunreaktivitat war im
Hippokampus vor allem in den Zellkérpern der Kérnerschicht des Gyrus dentatus, der
Pyramidenzellschicht der CA3- und besonders der CA2-Region sehr stark. Dagegen konnte
in der Pyramidenzellschicht der CA1-Region praktisch keine CtBP2-Immunreaktivitat
nachgewiesen werden. Neben dieser Zellkern-standigen Farbung konnte auch in den
Molekularschichten der CA1-3-Regionen des Ammonshorns, der polymorphen Zellschicht
des Gyrus dentatus und im Stratum lucidum der CA3-Region (siehe Pfeil in Abbildung 8D)
eine diffuse CtBP2-Immunreaktivitat nachgewiesen werden (Abbildung 8D).

Im Cortex findet sich die CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat in allen sechs Zellschichten
(Abbildung 8E). Die CtBP2-Immunreaktivitat ist dagegen in der oberen Schicht funf (Lamina
pyramidalis interna) besonders stark. Diese Schicht zeichnet sich durch sehr grol3e
Pyramidenzellen und einer mittleren Zelldichte aus. Zudem ist diese Zellschicht vor allem in
motorischen Cortex-Bereichen besonders stark ausgebildet. Eine CtBP2-Immunreaktivitat im
Neuropil findet sich zudem in den Cortex-Zellschichten eins bis finf (Abbildung 8E).
Zusammenfassend zeigt diese Untersuchung, dass CtBP1/BARS50 generell starker im
Neuropil als im Zellkern, CtBP2 dagegen starker im Zellkern als im Neuropil exprimiert wird.
Gleichzeitig zeigen die Expressionsmuster der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Isoformen aber
auch regionale Unterschiede. So konnte z. B. im Hippokampus in der Kérnerschicht der
CAl-Region des Ammonshorns eine CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat detektiert werden,
wohingegen fur CtBP2 praktisch keine Immunreaktivitat nachgewiesen werden konnte.
Gleichzeitig kann hier erstmals eine CtBP2-Immunreaktivitat im Neuropil des Stratum

moleculare des Kleinhirn-Cortexes gezeigt werden.
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Abbildung 8 A: Expression von CtBP1/BARS50 im adulten Mausgehirn

Fir die synaptische Farbung wurde ein Antikérper gegen Bassoon, fir die nukleare
Farbung DAPI verwendet. CtBP1/BARS50 wird, in allen untersuchten Hirnarealen des
Mausgehirn, sowohl in der weiRen als auch grauen Substanz, exprimiert. Dabei spiegelt
die CtBP1/BARS50 in vielen Teilen die synaptische Farbung des Antikdrpers gegen
Bassoon wieder. Das Bild wurde von Dr. Anna Fejtova zur Verfugung gestellt.
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Abbildung 8 B: Expression von CtBP2/BARS50 im adulten Maushirn
CtBP2/RIBEYE wird neben seiner Zellkern-standigen Lokalisation vor allem im Neuropil
des Kleinhirn Stratum moleculare und des Bulbus olfactorius exprimiert. Als Synapsen-

Marker wurde ein Antikérper gegen Bassoon, als Zellkern-Marker DAPI verwendet. Das
Bild wurde von Dr. Anna Fejtova zur Verfigung gestellt.
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Abbildung 8 C: Expression von CtBP1/BARS50 und CtBP2 im Kleinhirn-Cortex

Als Zellkern-Marker wurde DAPI, als Synapsen-Marker Bassoon verwendet.
CtBP1/BARS50 wird nur in der Purkinje-Zellschicht und der Molekularschicht des
Kleinhirn-Cortexes exprimiert. In der Purkinje-Zellschicht ist die CtBP1-Immunreaktivitat
im Zellkern lokalisiert, wohingegen sie in der Molekularschicht im Neuropil lokalisiert
ist. Zudem spiegelt die Neuropil-Farbung die synaptische Farbung des Bassoon-
Antikérpers wieder.

Die CtBP2-Immunreaktivitat wird in allen drei Zellschichten, ,Stratum granulosum,
Stratum purkinjense und Stratum moleculare”, des Kleinhirn-Cortexes zellkernstandig
detektiert. Zusétzlich dazu, findet sich auch im Neuropil des ,Stratum moleculare” eine
starke CtBP2-Expression. Abkirzungen: gcl: Stratum granulosum; mcl: Stratum
moleculare. Das Bild wurde von Dr. Anna Fejtova zur Verfugung gestellt. Der
GroRBenbalken entspricht 300 pm.
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Abbildung 8 D-E: Expression von CtBP1 und
CtBP2 im Hippokampus und im cerebralen
Cortex. Als Zellkern-Marker wurde DAPI,
als Synapsen-Marker ein monoklonaler oder
polyklonaler (mk oder pk) Antikdrper gegen
Bassoon (Bsn) verwendet.
D. Die CtBP1-Immunreaktivitat ist in allen
Molekularschichten des Hippokampus und
der Kdérnerschicht des Gyrus dentatus, der
Pyramidenzellschichten der CA1- und
schwacher in der CA2- und CA3-Region
lokalisiert. Eine CtBP2-Immunreaktivitat
findet sich in der Kdrnerschicht des Gyrus
dentatus, der Pyramidenzellschichten der
CA3- und CA2-Region, aber praktisch nicht
in der CA1-Region. Zudem konnte auch in
den Molekularschichten der CA1-3-
Regionen, des Gyrus dentatus und im
Stratum lucidum der CA3-Region eine
diffuse CtBP2-Immunreaktivitat
nachgewiesen werden. Abkirzungen: CAl-
; ok 3, Ammonshorn-Regionen 1-3; gDG,

iy ] Kornerschicht; pDG, polymorphe Zellschicht
CtBP2 (pk) Bassoon  ynd mpg, Moleﬁ)(ularspchi)::ht dr:es Gyrus

(mk) dentatus; ori, Stratum oriens; rad, Stratum
radiatum; lu, Stratum lucidum .

E. CtBP1/BARS50 ist in allen sechs Kortex-Schichten gleich stark exprimiert. Die
CtBP2-Immunreaktivitat ist dagegen in der oberen Schicht funf besonders stark.
Aber auch im Neuropil der Schichten eins bis vier findet sich eine diffuse CtBP2-
Immunreaktivitat. Die Bilder wurden von Dr.Anna Fejtova. zur Verfliigung gestellt. Die
GroRBenbalken entsprechen in Bild D 600 um und in Bild E 250 um.
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3.1.4.2  Biochemische Untersuchung der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Expression
im adulten Maushirn

Nachdem mit Hilfe der immunhistochemischen Untersuchungen an adulten Maushirn-
Schnitten gezeigt werden konnte, dass CtBP2 in den verschiedenen Hirnarealen
unterschiedlich stark im Neuropil lokalisiert ist, sollten die relativen Expressionslevel von
CtBP1/BARS50 und CtBP2 mittels Westernblot-Analysen von Homogenat- und P2-
Fraktionen einzelner Hirnareale biochemisch bestétigt werden. Dazu wurden vier adulte
Mausgehirne jeweils in acht Hirnregionen, ndmlich Bulbus olfactorius, Cortex, Striatum,
Hippokampus, Diencephalon, Mittelhirn, Pons mit Medulla oblongata und Cerebellum,
unterteilt. AnschlieBend wurden aus allen Fraktionen jeweils Homogenat und kernfreie
Membran-Fraktionen (P2) hergestellt. Sowohl von den Homogenat- als auch von den P2-
Fraktionen wurden jeweils gleiche Proteinmengen (10 ug pro Tasche) aufgetragen. Zur
Uberprifung der geladenen Proteinkonzentration und der Probenqualitat wurden die
Westernblots mit einem Antikorper gegen GAPDH gefarbt. Wie in der GAPDH-
Ladungskontrolle zu sehen ist, wurde vom Cortex-Homogenat auf allen Westernblots,
aufgrund von Problemen beim Solubilisieren der Proteine in SDS-Probenpuffer, jeweils
weniger als 10 g Protein geladen.

Der monoklonale CtBP1/BARS50-Antikdrper detektiert sowohl in der Homogenat- als auch in
der P2-Fraktion aller acht Hirnareale eine tendenziell gleich starke CtBP1/BARS50-
Immunreaktivitat bei einem spezifischen MW von ~ 50 kDa (Abbildung 9 A und B).

Auch der polyklonale CtBP1/BARS50-Antikodrper zeigt eine ungefahr gleich starke CtBP1-
Immunreaktivitat in den Homogenat- und P2-Fraktionen der acht Hirnareale (Abbildung 9 C
und D). Beachtenswert ist allerdings die leicht hdhere CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat in
der P2-Fraktion des Cerebellums (Abbildung 9D). Dieses Ergebnis steht aber in guter
Ubereinstimmung mit den Daten aus der immunhistochemischen Analyse adulter Maushirn-
Schnitte, da auch hier in der Molekularschicht des Kleinhirns eine sehr starke
CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat gezeigt werden konnte (Abschnitt 3.1.4.1).

Die vom CtBP1-L-Antikdrper detektierte Immunreaktivitat ist in den Homogenat- und P2-
Fraktionen der einzelnen Hirnareale unterschiedlich stark (Abbildung 9 E und F). So fallt vor
allem die viel geringere CtBP1-L-Immunreaktivitét in den Fraktionen des Bulbus olfactorius,
des Mittelhirns, der Pons mit Medulla oblongata und des Kleinhirns auf. Wohingegen die
Fraktionen des Striatums, des Hippokampus und des Diencephalons die starkste CtBP1-L-
Immunreaktivitat zeigen. Wie ein Vergleich mit der GAPDH-Ladungskontrolle zeigt, lassen
sich diese Unterschiede in den Immunreaktivitdten zum Teil durch Ladungsunterschiede
zwischen den einzelnen Fraktionen erklaren. Dies trifft aber nicht fir alle Fraktionen im
gleichen Mal3e zu. Zusétzlich zu der erwarteten Bande bei einem MW von ~ 50 kDa

detektiert der Antikdrper weitere Banden im héheren MW-Bereich.
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Der monoklonale und polyklonale CtBP2/RIBEYE-Antikorper detektieren in den Homogenat-
und P2-Fraktionen der einzelnen Hirnareale jeweils eine Doppelbande mit einem MW von ~
46 und 49 kDa (Abbildung 9 G-J). Zu beachten ist, dass der geringe Unterschied zwischen
den MW beider Banden die Auftrennung dieser mit Hilfe des, beim monoklonalen
CtBP2/RIBEYE-Antik6rper verwendeten, ECL-Systems schwierig macht. Durch die
Verwendung von Fluorophor-gekoppelten sekundaren Antikoérpern fir den polyklonalen
CtBP2/RIBEYE-Antikorper kbnnen beide Banden dagegen vollstandig aufgetrennt werden.
Dabei ist die CtBP2-Immunreaktivitat beider CtBP2/RIBEYE-Antikorper tendenziell in den
Fraktionen des Bulbus olfactorius und des Kleinhirns am starksten. In den anderen
Hirnarealen konnen dagegen nur sehr schwache CtBP2-Immunreaktivitaten detektiert
werden.

Die Farbungen der beiden CtBP2/RIBEYE-Antiktrper bekraftigen somit die Resultate der
immunhistochemischen Studie adulter Maushirn-Schnitte, in der eine starke CtBP2-
Immunreaktivitat im Neuropil des Cerebellums und des Bulbus olfactorius gezeigt werden
konnte.

Zur Uberprufung der Anreicherung synaptischer Proteine in der P2-Fraktion, wurde ein mit
Homogenat- und P2-Fraktionen beladener Westernblot mit einem Antikérper gegen das
synaptische Vesikelprotein Synaptophysinl gefarbt. Der Vergleich der Synaptophysinl-
Immunreaktivitat in den Homogenat- und P2-Fraktionen zeigt, eine generell héhere
Immunreaktivitat des Antikorpers in den P2-Fraktionen der einzelnen Hirnareale (Abbildung 9
K). Somit kann eine Anreicherung von synaptischen Proteinen in der P2-Fraktion bestatigt

werden.
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Abbildung 9 A-F: CtBP1/BARS50 ist in allen Hirnarealen tendenziell gleich stark
exprimiert.

A, B. Die CtBP1-Immunreaktivitat des monoklonalen CtBP1/BARS50-Antikérper ist in
den Homogenat- und P2-Fraktionen der einzelnen Hirnareale etwa gleich stark.

C, D. Der polyklonale CtBP1/BARS50-Antikdrper detektiert ebenfalls in allen
Hirnarealen eine ungefahr gleich starke CtBP1-Immunreaktivitat. Zu beachten ist
allerdings, die tendenziell leicht hdhere CtBP1-Immunreaktivitat in der P2-Fraktion des
Kleinhirns.

E, F. Die vom CtBP1-L-Antikorper detektierte Immunreaktivitat ist auf den ersten Blick
in den einzelnen Hirnarealen unterschiedlich stark. Im Striatum, Hippokampus und
Diencephalon ist sie besonders hoch, dagegen ist sie in den Fraktionen des Bulbus
olfactorius, des Mittelhirns, der Pons mit Medulla oblongata und des Kleinhirns eher
schwach. Beim Vergleich mit der GAPDH-Ladunsgkontrolle zeigt sich aber, dass sich
diese Unterschiede in den CtBP1-L-Immunreaktivitdten zum Teil durch die
Ladungsunterschiede erklaren lassen. Abkirzungen: H, Homogenat; P2, kernfreies
Membran Pellet; ob, Bulbus olfactorius; cx, Cortex; str, Striatum; hc, Hippokampus; die,
Diencephalon; mi, Mittelhirn; po, Pons mit Medulla oblongata, cb, Cerebellum.
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Abbildung 9 G-J: CtBP2 ist in unterschiedlichen Hirnarealen unterschiedlich stark
exprimiert.

Die beiden CtBP2/RIBEYE-Antikérper detektieren in allen Fraktionen eine Doppelbande
bei einem MW von ~50 kDa, wobei die CtBP2-Immunreaktivitaten in den Fraktionen des
Bulbus olfactorius und des Kleinhirns tendenziell am starksten sind. Als
Ladungskontrolle wurde ein Antikdrper gegen GAPDH verwendet. Abkirzungen:H,
Homogenat; P2, kernfreie Membran Pellets; ob, Bulbus olfactorius; cx, Cortex; str,
Striatum; hc, Hippokampus; die, Diencephalon; mi, Mittelhirn; po, Pons mit Medulla
oblongata, cb, Cerebellum.
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Abbildung 9 K: In den P2-Fraktionen ist Synaptosomen-Material angereichert.

Der Vergleich der Homogenat- und P2-Fraktionen, zeigt eine generell hthere
Immunreaktivitat des Antikdérpers gegen das synaptische Vesikelprotein Synaptophysinl
in den P2-Fraktionen der einzelnen Hirnareale.

Abklrzungen:H, Homogenat; P2, kernfreie Membran Pellets; str, Striatum; hc,
Hippokampus; mi, Mittelhirn; po, Pons mit Medulla oblongata.
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3.1.4.3  Untersuchung der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Expression in
inhibitorischen und exzitatorischen Neuronen

Bei immuncytochemischen Farbungen von priméaren hippokampalen Neuronenkulturen mit
CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-Antikérpern ist aufgefallen, dass die CtBP1/BARS50-
und CtBP2-Immunreaktivitaten in den Zellkernen verschiedener Hippokampus-Zelltypen
unterschiedlich stark sind. Um zu Uberprifen, ob die Zelltyp-Spezifitat fur die
unterschiedlichen nuklearen Expressionslevel beider Proteine verantwortlich ist, wurden
hippokampale Primarkulturneuronen nach 14 Tagen in Kultur (days in vitro, div), mit einem
CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-Antikorper gefarbt und die nukleédre Immunreaktivitat
beider Antikdrper quantitativ analysiert. Um zwischen inhibitorischen und exzitatorischen
Neuronen unterscheiden zu kdnnen, wurde der inhibitorische Neuronenmarker GAD65
verwendet, welcher etwa 25% aller Zellen in den verwendeten Kulturen farbte. Als Zellkern-
Marker wurde DAPI verwendet.

Es zeigte sich, dass die CtBP2-Immunreaktivitat in den Zellkernen inhibitorischer Neurone
fast um die Halfte schwéacher ist als die CtBP2-Immunreaktivitat in Zellkernen exzitatorischer
Neurone (Abbildung 10). Im Gegensatz dazu ist das Immun-Signal des polyklonalen
CtBP1/BARS50-Antikorpers in den Zellkernen inhibitorischer Neurone leicht hoher als in
Zellkernen exzitatorischer Neurone (Abbildung 10).

Zudem ist die Immunreaktivitdt des CtBP2/RIBEYE-Antikorpers im Vergleich zu der Signal-
Intensitat des CtBP1/BARS50-Antikorpers viel geringer (Abbildung 10 B), was durch eine
geringere Affinitdt des CtBP2/RIBEYE-AntikOrpers mit seinem Immunogen erklart werden

kann.
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hippokampale Primérkulturneuronen:
~25 % inhibitorische Neurone
und ~75 % exzitatorische Neurone

Abbildung 10: CtBP1/BARS50 und CtBP2 sind in den Zellkernen exzitatorischer und
inhibitorischer Neurone unterschiedlich stark lokalisiert.

Gezeigt sind Immunfluoreszenzfarbungen von div 14, Formaldehyd fixierten
hippokampalen Neuronenkulturen aus Ratte.

A. Der inhibitorische Neuronen-Marker GADG65 farbt sowohl den Golgi-Apparat als auch
die Synapsen inhibitorischer Neurone. Der polyklonale CtBP1/BARS50-Antikdrper zeigt
in inhibitorischen und exzitatorischen Neuronen eine Farbung des Zellkerns, des
Cytosols und der Neuriten. Dabei ist die CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat im Zellkern
inhibitorischer Neurone tendenziell starker als die im Zellkern exzitatorischer Neurone.
Der polyklonale CtBP2/RIBEYE-Antikdrper detektiert in beiden Neuronen-Typen ein
Signal ebenfalls im Zellkern, im Cytosol und den Zellfortsdtzen. Im Zellkern des
exzitatorischen Neurons detektiert der CtBP2-Antikérper, im Vergleich zum
inhibitorischen Neuron, die starkere Immunreaktivitat. Als Zellkern-Marker wurde DAPI
verwendet.

B. Die Quantifizierung der mittleren Grau-Werte des CtBP1/BARS50- und
CtBP2/RIBEYE-Antikorper-Signals in den Zellkernen inhibitorischer und exzitatorischer
Neurone wurde von jeweils 40 Neuronen aus zwei unabhdngigen Experimenten
vorgenommen. Die gezeigten Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM der mittleren
Grauwerte (CtBP1 pc, *, p-Wert 0,0486; CtBP2 pc, ***, p-Wert 0,0001,unverbundener T-
Test). Der GroRRenbalken in Abbildung 10A entspricht 10 pm.
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3.1.5 Biochemische Untersuchung des subzellularen
Lokalisationsmusters bekannter CtBP1/BARS50- und CtBP2-

Isoformen im adulten Maushirn

3.1.5.1 Quantitative biochemische Untersuchung des Verteilungsmusters
bekannter CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-Isoformen in Zellkernen
und Synaptsomen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass CtBP2 neben einer Zellkern-standigen Lokalisation
auch an konventionellen chemischen Synapsen lokalisiert ist, sollte quantitativ Gberpruft
werden, wie die CtBP1/BARS50- und CtBP2-Isoformen in Zellkernen und Synaptosomen
verteilt sind. Dazu wurden Westernblot-Analysen von Homogenat-, gereinigten Zellkern- und
Synaptosomen-Fraktionen durchgeftihrt und die relative Anreicherung beider Proteine in der
Zellkern- und Synaptosomen-Fraktion gegen die Homogenat-Fraktion als Kontrollwert
gemessen. Aus jeweils drei adulten Maushirnen wurde entweder die Synaptosomen- (1, 2, 3)
oder die Zellkern-Fraktion (a, b, c) prapariert. Von Synaptosomen, Zellkernen und
Homogenat wurden jeweils gleiche Proteinmengen geladen (10ug pro Tasche) und jede
Probe dreimal aufgetragen.

Der monoklonale und polyklonale CtBP1/BARS50- als auch der CtBP1-L-Antikdrper
detektieren, im Vergleich zur Zellkern-Fraktion, eine deutlich starkere CtBP1-
Immunreaktivitat in der Synaptosomen-Fraktion (Abbildung 11 A, C, E). In der Zellkern-
Fraktion detektiert der CtBP1-L-Antikorper, im Gegensatz zu den zwei kommerziell
erhéltlichen CtBP1/BARS50-Antikdrpern, zwei Banden. Eine sehr schwache Bande bei ~50
kDa und eine etwas starkere Bande bei ~40 kDa. Fir die quantitative Analyse wurde die
Bande bei ~40 kDa verwendet.

Auch die quantitative Analyse der Banden-Intensitaten aller drei CtBP1/BARS50-Antikdrper
bestéatigt die eindeutige Anreicherung von CtBP1/BARSS50 in der Synaptosomen-Fraktion
(Abbildung 11 B, D, F).

Die zwei CtBP2/RIBEYE-Antikorper detektieren in allen drei Fraktionen eine Doppelbande
bei einem MW von ~46 und 49 kDa (Abbildung 11 G, I). Es ist anzunehmen, dass es sich bei
den beiden Banden um die beiden CtBP2/RIBEYE-Isoformen, CtBP2 und CtBP2-S, handelt
(Verger et al., 2006). Aufgrund der geringen Unterschiede des Molekulargewichts der CtBP2-
(48,9 kDa) und CtBP2-S- (46, 2 kDa) Isoformen ist die Auflosung beider Banden (Isoformen)
mit Hilfe des, fir den monoklonalen CtBP2/RIBEYE-Antikorper, verwendeten ECL-Systems
auch hier schwierig. Durch die Verwendung eines Fluorophor-gekoppelten sekundéren
Antikorpers fur den polyklonalen CtBP2/RIBEYE-Antikdrper kann aber gezeigt werden, dass
die einzelnen Banden dieser Doppelbande in der Synaptosomen- und Zellkern-Fraktion

unterschiedlich stark lokalisiert sind (Abbildung 11 I). In der Synaptosomen-Fraktion ist die
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untere Bande starker lokalisert und die obere Bande ist kaum vorhanden. In der Zellkern-
Fraktion sind beide Banden sichtbar, hier ist allerdings die obere Bande starker angereichert.
Die quantitativen Analysen der Banden-Intensitat der von den beiden CtBP2/RIBEYE-
Antikdrpern detektierten Doppelbande in allen drei Fraktionen (Abbildung 11 H, J) ergaben,
dass CtBP2 prinzipiell starker in der Zellkern-Fraktion angereichert wird, dass zudem aber
auch in der Synaptosomen-Fraktion eine Anreicherung von CtBP2, héchstwahrscheinlich
CtBP2-S, stattfindet.
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Abbildung 11 A-F: CtBP1/BARS50 reichert sich verstarkt in der Synaptosomen-
Fraktion an. Von Synaptosomen (1, 2, 3), Zellkernen (a, b, ¢c) und Homogenat wurden
jeweils die gleichen Proteinmengen geladen (10ug pro Tasche) und jede Probe dreimal
aufgetragen.

A, C, E. Alle drei CtBP1/BARS50-Antikdrper detektieren in allen drei Fraktionen eine
spezifische Bande bei einem MW von ~50 kDa, wobei alle drei Antikdrper die starkste
CtBP1-Immunreaktivitat in der Synaptosomen-Fraktion zeigen. Unerwartet ist, die vom
CtBP1-L-Antikdrper in der Zellkern-Fraktion detektierte zweite Bande bei einem MW
von ~40 kDa. Diese Bande ist zudem noch starker exprimiert als die erwartete Bande
bei 50 kDa und wurde deshalb auch fur die quantitative Analyse verwendet.

B, D, F. Quantitative Analyse der Banden-Intensitaten der drei CtBP1/BARS50-
Antikérper in der Synaptosomen- und Zellkern-Fraktion. Die gezeigten Daten
entsprechen den Mittelwerten + SEM der Banden-Intensitdten von drei Maushirnen, die
gegen die Kontroll-Werte des Homogenates normalisiert wurden (mkCtBP1, *** p-Wert:
0,0006; pkCtBP1, *** p-Wert: 0,0002; CtBP1-L N-Term, **, p-Wert: 0,0017;
unverbundener T-Test).
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Abbildung 11 G-J: CtBP2/RIBEYE reichert sich starker in der Zellkern-Fraktion, als in
der Synaptosomen-Fraktion, an.

Von Synaptosomen, Zellkernen und Homogenat wurde jeweils die gleiche Proteinmenge
geladen (10pg pro Tasche) und alle Proben wurden dreimal geladen.

G, |. Beide CtBP2/RIBEYE-Antikorper detektieren in allen drei Fraktionen eine
Doppelbande bei einem MW von ~50 kDa. Die einzelnen Banden, dieser Doppelbande,
werden in der Synaptosomen- und Zellkern-Fraktion unterschiedlich stark angereichert.
In der Synaptosomen-Fraktion ist die Bande mit einem niedrigeren MW starker
lokalisiert, in der Zellkern-Fraktion ist es die Bande mit einem etwas héheren MW.

H, J. Quantitative Analyse der Bandintensitaten der Doppelbande die von den beiden
CtBP2/RIBEYE-AnNtikdrper in der Synaptosomen- und Zellkern-Fraktion detektiert
wurde. Die gezeigten Daten entsprechen den Mittelwerten £+ SEM der Banden-
Intensitdten von drei Maushirnen, die gegen die Kontroll-Werte des Homogenates
normalisiert wurden (mkCtBP2, **, p-Wert: 0,0072; pkCtBP2, ** p-Wert: 0,0016;
unverbundener T-Test).
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3.1.5.2  Quantitative biochemische Untersuchung der Synaptosomen- und
Zellkern-Verteilung von CtBP2 in Cerebellum und Cortex

In Abschnitt 3.1.4.2 wurde gezeigt, dass CtBP2 in den P2-Fraktionen verschiedener
Hirnareale unterschiedlich stark lokalisiert ist. So ist die CtBP2-Immunreaktivitéat in der P2-
Fraktion des Kleinhirns stark, in der P2-Fraktion des Cortexes dagegen eher schwach. Um
zu Uberprifen, ob die starke synaptische Lokalisation von CtBP2 im Kleinhirn-Cortex auf
eine spezifische synaptische Sortierung von CtBP2 innerhalb dieser Hirnregion
zurickzufuhren ist, sollte hier die relative Anreicherung von CtBP2 in der Synaptosomen-
und Zellkern-Fraktion in beiden Hirnarealen mittels quantitativer Westernblot-Analysen
Uberprift werden. Aufgrund des geringen Nass-Gewichts beider Hirnareale wurden die
Cortices und Kleinhirne von je drei adulten Maushirnen vereinigt, jeweils die Synaptosomen-
oder Zellkern-Fraktion prapariert und anschlieRend von jeder Probe dreimal die gleiche
Proteinmenge geladen (10ug pro Tasche).

Die relative Anreicherung von CtBP2 in der Zellkern- und Synaptosomen-Fraktion entspricht
sowohl im Cortex-Gewebe als auch im Cerebellum-Gewebe der des gesamten Gehirns und
ist in beiden Fraktionen vergleichbar (Abbildung 12 A, C, E, G). In beiden Hirnarealen
detektieren die beiden CtBP2/RIBEYE-Antikorper in allen drei Fraktionen jeweils eine
Doppelbande, wobei die Einzel-Banden in der Synaptosomen- und Zellkern-Fraktion
unterschiedlich stark exprimiert werden. Wie auch schon in Abschnitt 3.1.5.1 gezeigt, wird in
der Synaptosomen-Fraktion die Bande mit dem geringeren MW, CtBP2-S, starker
angereichert und die Bande mit dem héheren MW ist kaum sichtbar. In der Zellkern-Fraktion
sind beide Banden lokalisiert allerdings ist hier die Bande mit dem héheren MW, CtBP2, die
Starkere von beiden.

Auch die quantitativen Analysen der Doppelbanden-Intensitat in den einzelnen Fraktionen
entsprachen der des gesamten Gehirns und waren in beiden Fraktionen vergleichbar
(Abbildung 12 B, D, F, H).

Somit ist die Zellkern-Synaptosomen-Verteilung von CtBP2 in beiden Hirnarealen
miteinander vergleichbar und es ist davon auszugehen, dass die geringere CtBP2-
Immunreaktivitat im Neuropil des Cortexes auf eine geringere CtBP2-Expression in diesem
Hirnareal zurtickzufiihren ist und nicht durch fehlenden synaptischen Transport in dieser

Hirnregion erklart werden kann.
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Abbildung 12 A-D: Die CtBP2-Verteilung in der Zellkern- und Synaptosomen-
Fraktion des Cortex-Gewebes entspricht der des gesamten Gehirns.

A, C. Aus drei adulten Maushirnen wurden die Cortices vereinigt und die
Synaptosomen- oder Zellkern-Fraktion prépariert. Von Synaptosomen, Zellkernen
und Homogenat wurde jeweils die gleiche Proteinmenge geladen (10ug pro Tasche).
Beide Antikorper detektieren in allen drei Fraktionen eine Doppelbande, deren
Einzelbanden in der Synaptosomen- und Zellkern-Fraktion unterschiedlich exprimiert
sind. Prinzipiell ist aber die CtBP2-Immunreaktivitéat in der Zellkern-Fraktion héher
als in der Synaptosomen-Fraktion. Allgemein ist die Expressionsrate von CtBP2 im
Cortex-Gewebe gering.

B, D. Quantitative Analyse der Banden-Intensitaten der, von den CtBP2/RIBEYE-
Antikdrpern detektierten, Doppelbande in der Synaptosomen- und Zellkern-Fraktion
aus Cortex-Gewebe Die gezeigten Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM der
Banden-Intensitdten von gesammelten Cortex-Gewebe aus drei Maushirnen, die
gegen die Kontroll-Werte des Homogenates normalisiert wurden (mkCtBP2, ns, p-
Wert: 0,0800; pkCtBP2, ns, p-Wert: 0,0670; unverbundener T-Test).
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Abbildung 12 E-H: Die CtBP2-Verteilung in der Zellkern- und Synaptosomen-Fraktion
ist mit der Verteilung im Cortex vergleichbar.

E, G. Aus drei adulten Maushirnen wurden die Kleinhirne vereinigt und die
Synaptosomen- oder Zellkern-Fraktion prapariert. Von Synaptosomen, Zellkernen und
Homogenat wurde jeweils die gleiche Proteinmenge geladen (10ug pro Tasche).Die
Zellkern-Synaptosomen-Verteilung entspricht der des gesamten Gehirns und ist mit der
Verteilung im Cortex vergleichbar. Prinzipiell ist CtBP2 starker in der Zellkern-Fraktion
angereichert. Allgemein ist die Expressionsrate von CtBP2 im Cerebellum-Gewebe
héher als im Cortex-Gewebe.

F, H. Quantitative Analyse der Banden-Intensitaten der von den CtBP2/RIBEYE-
Antikdrpern detektierten Doppelbanden in Synaptosomen und Zellkern-Fraktion aus
Cerebellum-Gewebe. Die gezeigten Daten entsprechen den Mittelwerten £ SEM der
Banden-Intensitdten von gesammelten Cerebellum-Gewebe aus drei Maushirnen, die
gegen die Kontroll-Werte des Homogenates normalisiert wurden (mkCtBP2, *, p-Wert:
0,0110; pkCtBP2, *** p-Wert: 0,0006; unverbundener T-Test).
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3.1.6. Ultrastrukturelle und mikroskopische Untersuchungen der
subzellularen Lokalisationsmuster bekannter CtBP1/BARS50- und
CtBP2-1soformen

3.1.6.1  Ultrastrukturelle Untersuchung der synaptischen CtBP1/BARS50- und
CtBP2-Lokalisation in der Molekularschicht des Kleinhirn-Cortexes

Zur Uberpriifung der synaptischen Lokalisation von CtBP1/BARS50 und CtBP2 wurden
immun-elektronenmikroskopische Aufnahmen der Molekularschicht des Kleinhirn-Cortexes
gemacht. Fur die Immunfarbungen wurden der monoklonale CtBP1/BARS50- und der
polyklonale CtBP2/RIBEYE-Antik6rper verwendet (Abbildung 13). Dies geschah in
Zusammenarbeit mit Dr. Karin Richter und die Bilder wurden von lhr freundlicherweise zur
Verfligung gestellt. Die dunklen Peroxidase-Produkte des CtBP1/BARS50- (Abbildung 13 A -
E) und des CtBP2/RIBEYE- (Abbildung 13 F - I) Antikorpers sind in, Uber die gesamte
Molekularschicht des Kleinhirn-Cortexes verteilten, Neuronenpopulationen zu finden. Dabei
farben beide Antikorper die Prasynapse, wohingegen in der Postsynapse keine
Immunreaktivitat detektierbar ist. Innerhalb der Prasynapse ist die Immunreaktivitat beider
Antikorper in der Nahe des synaptischen Spalts am starksten. Der Grof3teil der von beiden
Antikdrpern gefarbten Synapsen sind asymmetrische Synapsen (Abbildung 13 A, C-H).
Zudem findet sich die CtBP1/BARS50- und vor allem die CtBP2-Immunreaktivitéat auch in
den Parallelfaser-Axonen der Kdrnerzellen. Zudem kann auch in den Prasynapsen
symmetrischen Synapsen eine CtBP1/BARS50- und CtBP2-Immunreaktivitdt an der CAZ
detektiert werden (Abbildung 13 B, I).
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Abbildung 13: CtBP1/BARS50- u
des Kleinhirn-Cortexes.

Die immun-elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen eine CtBP1/BARS50- (A - E)
und eine CtBP2- (F - I) Immunreaktivitat in den Prasynapsen verschiedener
Neuronenpopulationen innerhalb der Molekularschicht des Kleinhirn-Cortexes.

A, C. CtBP1/BARS50 gefarbte axonale Varikositaten (vorraussichtlich von
Parallelfasern) kontaktieren ungefarbte postsynaptische Elemente(wahrscheinlich
Dornen der Purkinje-Zellen).

B. Symmetrische Synapse zwischen einem CtBP1/BARS50 gefarbten prasynaptischen
Element (wahrscheinlich einem Axon der Korbzellen) und dem Zellkdrper einer
Purkinje-Zelle. Dabei konzentriert sich das dunkle Peroxidase-Produkt des
CtBP1/BARS50-Antikorpers in der Nahe des synaptischen Spalts.

D, E. Axonale Varikositaten kontaktieren dendritischen Dornenfortsatze und bilden mit
Ihnen synaptische Kontakte aus. In Abbildung D ko-lokalisiert das Peroxidase-Produkt
zudem mit den prasynaptischen Vesikeln.

E. Die CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat ist in der Region der aktiven Zone am
starksten. Trotzdem findet sich auch innerhalb der Axone eine starke CtBP1/BARS50-
Immunreaktivitat.

F-H. Die CtBP2-Immunreaktivitat findet sich in den asymmetrischen Synapsen, wobei
die Konzentration des dunklen Peroxidase-Produkts zur aktiven Zone hin zunimmt.
Dagegen ist in Postsynaptischen Elementen keine CtBP2-Immunreaktivitat detektierbar.
In Abbildung H ist zudem eine Farbung innerhalb der Axone sichtbar.

I. Die CtBP2-gefarbte Prasynapse einer Korbzelle bildet mit dem Zellkérper einer

Purkinje-Zelle einen symmetrischen synaptischen Kontakt aus. » markiert die
Postsynapse symmetrische Synapse, dmarkiert die Postsynapse asymmetrische
Synapsen. Die Abbildungen wurden freundlicherweise von Dr. Karin Richter zur
Verfigung gestellt. Die GréRBenbalken entsprechen in allen Bildern 250 nm.
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3.1.6.2  Mikroskopische Untersuchung der CtBP1/BARS50-Verteilung in
hippokampalen Priméarkulturneuronen

Zur weiteren Untersuchung der CtBP1/BARS50-Lokalisation wurden hippokampale
Primarkulturneuronen nach 14 Tagen in Kultur mit Formaldehyd fixiert und mit dem
monoklonalen GM130-Antikorper, welcher das cis-Golgi-Netzwerk und dendritisches Golgi-
Material (Golgi Outposts) (Horton and Ehlers, 2003) farbt, einem polyklonalen Antikdrper
gegen Bassoon sowie dem monoklonalen CtBP1/BARS50-Antikdrper immuncytochemisch
untersucht. Der CtBP1/BARS50-Antikdrper zeigt neben einer starken Zellkern-Farbung eine
punktférmige Farbung entlang den Neuriten, welche zu groRen Teilen mit der synaptischen
Farbung des Bassoon-Antikorpers (Abbildung 14) und/oder mit der Farbung des GM130-
Antikorpers ko-lokalisiert. Dies bestatigt die bereits gezeigte synaptische Lokalisation von
CtBP1/BARS50 (tom Dieck et al. 2005). Da bis jetzt noch kein Golgi-Material an Synapsen
gezeigt wurde (Pierce et al., 2001, Horton and Ehlers, 2003), ist die Ko-Lokalisation der
Farbung des GM130-Antik6érpers mit der Bassoon-Immunreaktivitat in vielen vesikel-
férmigen Strukturen entlang der Zellfortsatze allerdings unerwartet.

Im Cytosol des Neurons farbt der CtBP1/BARS50-Antikdrper diffus viele vesikel-férmige
Strukturen. Ob es sich dabei um Golgi-assoziiertes CtBP1/BARS50 handelt ist unklar, da
aufgrund der Auflésungsgrenzen der verwendeten Lichtmikroskopie-Technik keine Aussage
Uber eine mdgliche Ko-Lokalisation der CtBP1/BARS50-Farbung mit der GM130-
Immunreaktivitat am cis-Golgi-Apparat moglich ist.
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Abbildung 14: Lokalisation von CtBP1/BARS50 in hippokampalen
Primarkulturneuronen

Gezeigt sind Immunféarbungen von div 14 Neuronen.

A, E. Der GM130-Antikdrper (grin) zeigt eine Farbung des cis-Golgi-Apparates und der
Golgi outposts in Dendriten. Dabei ko-lokalisieren die punktférmigen Farbungen in den
Dendriten zu groBen Teilen mit der Farbung des CtBP1/BARS50-Antikdrpers und der
Farbung des Antikdrpers gegen Bassoon.

B, F. Der monoklonale CtBP1/BARS50-Antikdrper (rot) zeigt eine starke Farbung des
Zellkerns, eine diffuse Farbung des Cytosols und punktférmige Farbungen entlang den
Neuriten, die mit der Farbung des GM130-Antikdrpers und des Bassoon-Antikdrpers
stark ko-lokalisiert.

C, G. Der Antikérper gegen Bassoon (blau) zeigt eine punktférmige synaptische
Farbung entlang der Dendriten.

D, H. Gezeigt ist die Uberlagerung der Immunreaktivitaten der drei verwendeten
Antikorper.

Der GroRenbalken entspricht in den Ubersichtsbildern 10 um, in den Ausschnitten 5
pm.
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3.1.6.3. Mikroskopische Untersuchung der CtBP2-Lokalisation in hippokampalen
Priméarkulturneuronen

Die Immunfarbungen wurden mit dem monoklonalen GM130-Antikérper, einem polyklonalen
Antikdrper gegen Bassoon und dem monoklonalen CtBP2/RIBEYE-Antikdrper an div 14
hippokampalen Priméarkulturneuronen vorgenommen.

Der CtBP2/RIBEYE-Antikérper farbt stark den Zellkern und entlang der Zellfortsatze viele
vesikel-formige Strukturen (Abbildung 15 B, J). Ein Grol3teil dieser Strukturen innerhalb der
Zellfortsatze ko-lokalisiert mit dem von Bassoon-Antikorper detektierten synaptischen
Punkten (Abbildung 15 K). Somit kann die in den biochemischen Untersuchungen gezeigte
synaptische Lokalisation von CtBP2 auch immuncytochemisch bestatigt werden. Neben der
Ko-Lokalisation der CtBP2-Immunreaktivitat mit der Bassoon-Immunreaktivitat, ist in einigen
vesikularen Spots innerhalb der Zellfortsatze auch eine Ko-Lokalisation der
Immunreaktivitaten des CtBP2/RIBEYE- und Bassoon-Antikdrpers mit der GM130-
Immunreaktivitat sichtbar (Abbildung 15 I).

Im Soma detektiert der CtBP2/RIBEYE-Antikorper genau wie in den Neuriten viele
punktférmige Strukturen, die zum Teil mit den Immunreaktivitdten des GM130- und/oder
Bassoon-Antikorpers ko-lokalisieren (Abbildung 15 B, F). Bei den Spots in denen die
Immunreaktivitaten aller drei verwendeten Antikdrper miteinander ko-lokalisieren, handelt es
sich wahrscheinlich nicht um Bestandteile des cis-Golgi-Netzwerkes, da bis jetzt flir Bassoon
keine Lokalisation am cis-Golgi-Netzwerk gezeigt wurden ist (Dresbach et al., 2006). Bei den
vesikularen Punkten im Cytosol die nur von den Antikérpern gegen CtBP2/RIBEYE und
GM130 gefarbt werden (Abbildung 15 E und F), ist aufgrund der verwendeten
Lichtmikroskopie-Technik keine Aussage Uber eine Ko-Lokalisation mit der GM130-

Immunreaktivitat maglich.
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Abbildung 15: CtBP2 ist in Neuronen zum Teil synaptisch lokalisiert

Gezeigt sind Immunfarbungen von div 14 Neuronen.

A, E, I. Der GM130-Antikérper (grin) zeigt eine Farbung des cis-Golgi-Apparates und
der Golgi Outposts in Dendriten. Dabei ko-lokalisieren die punktférmigen Farbungen in
den Dendriten zu groBen Teilen mit der Farbung des CtBP2/RIBEYE-Antikdrpers und
der Farbung des Antikérpers gegen Bassoon.

B, F, J. Der monoklonale CtBP2/RIBEYE-Antikorper (rot) zeigt eine starke Farbung des
Zellkerns und punktférmige Farbungen im Soma und entlang der Zellfortsatze. Die
punktférmigen Farbungen in den Neuriten ko-lokalisieren zum Teil mit der Farbung des
GM130-Antikdrpers und mit vielen Punkten der synaptischen Farbung des Bassoon-
Antikorpers.

C, G, K. Der Antikdrper gegen Bassoon (blau) zeigt eine punktférmige synaptische
Farbung entlang der Zellfortsatze.

D, H, L. Gezeigt ist die Uberlagerung aller drei Antikérper-Farbungen.

Der GroRenbalken entspricht in den Ubersichtsbildern 10 um, in den Ausschnitten 5
pm.
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3.1.6.4  Mikroskopische Untersuchung der CtBP2-Lokalisation am trans-Golgi-
Netzwerk hippokampaler Primarkulturneuronen

Fur die Farbung des trans-Golgi Netzwerkes (TGN) und endosomaler Strukturen von div 14,
Formaldehyd fixierten, hippokampalen Primarkulturneuronen wurde ein monoklonaler
Antikdrper gegen Syntaxin 6 verwendet. Dieser Antikorper farbt im Soma des Neurons
verschiedene tubulare Strukturen unterschiedlicher Gréf3e und Form (Abbildung 16). Die
GroRRe und Struktur des TGN ist stark von der Anzahl des enthaltenden exocytotischen und
endocytotischen Transport-Materials abhéngig (De Matteis and Luini, 2008), was die grof3e
Variabilitat der mit dem Syntaxin 6-Antikdrper gefarbten TGN-Strukturen erklart. Neben dem
somatischen TGN detektiert der Antikorper viele vesikel-artige Strukturen sowohlim Soma
als auch in den Neuriten.

Zur Farbung des endogenen CtBP2 wurde der polyklonale CtBP2/RIBEYE-Antikorper
verwendet. Dieser detektiert neben einem starken Zellkern-Signal viele punktférmige
Strukturen entlang der Nervenzellfortsatze. Zusatzlich dazu ko-lokalisiert die CtBP2-
Immunreaktivitat im Soma stark mit der des Syntaxin 6-Antikdrpers. Dabei sieht es so aus,
als ob CtBP2 eher membran-assoziert, als im Lumen des TGN, lokalisiert ist. Dies deutet
moglicherweise auf eine Rolle von CtBP2 bei der Abschniirung von Vesikeln am TGN hin.
Trotzdem ist CtBP2 nicht in allen Neuronen am TGN lokalisiert (nicht gezeigte Daten), was
maoglicherweise daraufhin deutet, dass CtBP2 nur in einigen Zelltypen oder nach bestimmten
zellularen Signalen an das TGN transportiert wird.

Abbildungl16: CtBP2 ist in einigen Neuronen am TGN lokalisiert.

Gezeigt sind Immunfarbungen von div 14 hippokampalen Primarkulturneuronen.

A, D. Der Syntaxin 6-Antikdrper (grin) zeigt eine Farbung des trans-Golgi-Apparates
und der Endosomen im Soma des Neurons. Zudem detektiert der Antikérper sowohl im
Soma als auch den Zellfortsdtzen des Neurons viele punktférmige Strukturen.

B, E. Der CtBP2/RIBEYE-Antikorper (rot) zeigt eine starke Farbung des Zellkerns und
punktférmige Farbungen entlang der Zellfortsatze. Im Soma ko-lokalisiert die CtBP2-
Immunreaktivitat stark mit der Farbung des Syntaxin 6-Antikdrpers.

C, F. Gezeigt ist die Uberlagerung der Immunreaktivitaten der zwei Antikorper. Der
GréRenbalken entspricht in den Ubersichtsbildern 10 pm, in den Ausschnitten 5 pm.
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3.1.7 Immuncytochemische Untersuchungen von hippokampalen
Primarkultur-Neuronen, welche ein intern Myc-markiertes CtBP1-
S/BARS50-Konstrukt oder am N-Terminus mit EGFP-markierte
CtBP2-Konstrukte exprimieren

3.1.7.1 CtBP1-S/BARS50-Konstrukt mit interner Myc-Markierung

Wie von Verger et al., 2006 gezeigt, beeinflusst das Anfligen einer Markierung an den N-
oder C-Terminus von CtBP1/BARS50 die Lokalisation dieser CtBP1/BARS50-Konstrukte,
sodass diese nicht den endogenen Lokalisationen von CtBP1/BARS50 entsprechen. Dies ist
nicht verwunderlich, da die CtBP1/BARS50 N-und C-Termini beim Transport in verschiedene
Zellkompartimente eine entscheidende Rolle spielen (Riefler and Firestein, 2001, Lin et al.,
2003, Verger et al., 2006).

Es sollte untersucht werden, ob das Einfligen einer internen Myc-Markierung innerhalb des
unstrukturierten C-Terminus von CtBP1/BARS50 einen Einfluss auf die Lokalisation des
CtBP1/BARS50-Konstrukt hat. Exemplarisch wurde eine interne Myc-Markierung in die
CtBP1-S/BARS50-Isoform eingefugt und die zellulare Lokalisation dieses Konstrukts
anschliel3end in Hippokampus-Primarkulturen untersucht. Dazu wurden div 3
Primarkulturneuronen mit dem Myc-markierten CtBP1-S/BARS50-Konstrukt transfiziert und
an div 14 mit Formaldehyd fixiert. Die Kulturen wurden anschlieRend mit einem Myc-
Antikérper und einem Antikorper gegen, das Synapsen-spezifischen Proteine, Synapsin 1,2
gefarbt.

Das Myc-markierte CtBP1-S/BARS50-Konstrukt (Abbildung 17) ist neben dem Zellkern auch
in punktférmigen Strukturen entlang der Zellfortsatze lokalisiert. Diese Punkte ko-lokalisieren
in grof3en Teilen mit der synaptischen Immunreaktivitat des Synapsin 1,2-Antikorpers. Auch
ist das Konstrukt im Cytosol perinuklear lokalisiert, was auf eine mdgliche Lokalisation am
Golgi-Apparat hindeutet. Es kann also davon ausgegangen werden, dass das CtBP1-
S/BARS50-Konstrukt die Lokalisationen des endogenen CtBP1/BARS50 wiederspiegelt
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Abbildung 17: Lokalisation des intern Myc-markierten CtBP1-S/BARS50-Konstrukts in
priméaren Hippokampus-Neuronen.

Die Neuronen wurden an div 3 mit dem Konstrukt transfiziert und an div 14 mit
Formaldehyd fixiert.

A, D. Das Uberexprimierte intern Myc-markierte CtBP1-S/BARS50-Konstrukt (grin)
lokalisiert stark in den Zellkern des transfizierten Neurons, ist aber auch in den
Zellfortsatzen in vesikularen Punkten lokalisiert. Dabei ko-lokalisieren diese Punkte zu
groRen Teilen mit der synaptischen Farbung des Synapsinl, 2-Antikdrpers (rot). Im
Soma des Neurons detektiert der Myc-Antikérper zudem Uberexprimiertes CtBP1-
S/BARS50-Konstrukt um den Zellkern herum. Das Lokalisationsmuster des Konstrukts
entspricht somit dem endogenen CtBP1/BARS50s.

B, E. Der Antikdrper gegen Synapsin 1,2 (rot) zeigt eine punktférmige synaptische
Farbung entlang der Zellfortsatze.

C, F. Gezeigt sin die Uberlagerten Immunreaktivitdten beider Antikérper.

Die GroRRenbalken entsprechen 10 pm.
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3.1.7.2  CtBP2-Konstrukte mit N-terminaler EGFP-Markierung

Wie bekannt ist, spielt der CtBP2-N-Terminus bei der Lokalisation der CtBP2-Isoformen eine
entscheidende Rolle. So enthdlt dieser ein Nuclear Localization Signal (NLS), welches zu
einer Anreicherung der CtBP2-Isoformen im Zellkern fuhrt. Bei der CtBP2-S-Isoform fiihrt ein
alternativer Spleif3-Vorgang am 5 Ende zum Verlust der ersten 25 N-Terminalen
Aminosauren inklusive der NLS des Proteins (Verger et al., 2006). Dies hat eine eher
cytosolische Lokalisation des Proteins zur Folge. Auch die Ergebnisse aus der quantitativen
biochemischen Analyse der CtBP2-Lokalisation in Zellkernen und Synaptosomen deuten
darauf hin, dass die CtBP2-S-Isoform eher synaptisch als Zellkern-standig lokalisiert ist,
wohingegen die CtBP2-Isoform hauptsachlich im Zellkern lokalisiert zu sein scheint. Diese
Ergebnisse sollen hier mit Hilfe von EGFP markierten CtBP2- und CtBP2-S-Konstrukten
bestétigt werden. Da gezeigt wurde, dass das Anfligen einer Markierung an den N-Terminus
von CtBP2 keinen Einfluss auf die Lokalisation des Proteins hat (Verger et al., 2006),
entschieden wir uns dafur, die beiden CtBP2-Isoformen am N-Terminus mit EGFP zu
markieren. Die zellulare Lokalisation dieser Konstrukte wurde anschliel3end in Hippokampus-
Primérkulturen untersucht. Dazu wurden Primarkulturneuronen an div 3 mit den EGFP-
markierten Konstrukten transfiziert und an div 14 mit Formaldehyd fixiert. Die Kulturen
wurden anschlieRend mit dem monoklonalen CtBP2/RIBEYE-Antikdrper und einem
Antikoérper gegen Bassoon gefarbt.

Das EGFP-CtBP2-Konstrukt ist fast vollstandig im Zellkern des transfizierten Neurons
lokalisiert (Abbildung 18 A) und erst nach sehr starker Uberbelichtung ist vereinzelt in den
Zellfortsétzen eine schwache, vesikulare Immunreaktivitat sichtbar.

Das EGFP-CtBP2-S-Konstrukt ist im Zellkern, im Soma und entlang der Zellfortsatze des
transfizierten Neurons lokalisiert (Abbildung 18 B). Zudem ko-lokalisiert die EGFP-CtBP2-S-
Immunreaktivitat in den Neuriten zu grof3en Teilen mit der CtBP2/RIBEY E-Immunreaktivitat
und mit der synaptischen Bassoon-Immunreaktivitéat. Trotzdem findet sich eine CtBP2-S-
Immunreaktivitat nicht in allen, vom CtBP2/RIBEYE- oder Bassoon-Antikorper, detektierten
Punkten entlang der Zellfortsatze. Nichts desto trotz bestatigen diese Ergebnisse die mit
Hilfe der biochemischen Analyse in Abschnitt 3.1.5.1 gezeigte, synaptische Lokalisation der
CtBP2-S-Isoform und die Annahme, dass der synaptische CtBP2-Pool fast ausschlief3lich
aus der CtBP2-S-Isoform gebildet wird.

Im Soma ist das Konstrukt in vesikularen Punkten perinuklear lokalisiert. Ob es sich dabei

um eine Golgi-assoziierte Lokalisation handelt ist unklar.
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pEGFP-C{BP2-S

Abbildung 18: Lokalisation exprimierter EGFP-CtBP2-Konstrukte in hippokampalen
Primarkulturneuronen. Gezeigt sind Immunfarbungen von an div 3 transfizierten und
an div 14 mit Formaldehyd fixierten Neuronen.

A. Lokalisation des EGFP-CtBP2-Konstrukts

a, e. Das EGFP-CtBP2-Konstrukt lokalisiert exklusiv in den Zellkern des
transfizierten Neurons.

b, f. Der monoklonale CtBP2/RIBEYE-Antikdrper (rot) detektiert in beiden Neuronen
eine CtBP2-Immunreaktivitat im Zellkern, dem Soma und eine punktférmige Farbung
in den Neuriten.

c, g. Der polyklonale Bassoon-Antikdrper (blau) zeigt eine punktformige, synaptische
Immunreaktivitat entlang der Zellfortséatze.

d, h. Gezeigt sind die tUberlagerten Immunreaktivitaten aller drei Antikdrper. Die
GroRenbalken entsprechen 10 pum.

B. Lokalisation des pEGFP-CtBP2-S-Konstrukts

a, e. Das EGFP-CtBP2-S Konstrukt (grin) lokalisiert in den Zellkern, das Soma und
in die Zellfortsatze des transfizierten Neurons. In den Zellfortsédtzen ko-lokalisiert die
Immunreaktivitat des EGFP-CtBP2-S-Konstrukts zu groRen Teil mit der
Immunreaktivitat des CtBP2/RIBEYE- und Bassoon-Antikodrpers.

b, f. Der monoklonale CtBP2/RIBEYE-Antikdrper (rot) detektiert in beiden Neuronen
eine CtBP2-Immunreaktivitat im Zellkern, dem Soma und eine punktférmige Farbung
in den Neuriten. Dabei ko-lokalisiert die Immunreaktivitat in den Neuriten des
transfizierten Neurons zu grof3en Teilen mit dem Signal des EGFP-CtBP2-S-
Konstrukts.

c, g. Der polyklonale Bassoon-Antikérper (blau) farbt punktférmige, synaptische
Strukturen entlang der Zellfortsatze.

d, h. Gezeigt ist die Uberlagerung der Immunreaktivitaten aller drei Antikdrper. Die
GroRenbalken entsprechen 10 pum.
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3.1.8 2D-gelelektrophoretische Analyse der CtBP1/BARS50-Isoformen
in Synaptosomen und Zellkernen

Trotz der Identifizierung einer synaptischen Lokalisation von CtBP1/BARSS50 ist die exakte
molekulare Natur der synaptischen CtBP1/BARS50-Isoform unklar. Auch besteht, aufgrund
der Vielzahl von posttranslationalen Modifikationen die an der Regulation der Lokalisationen
und Funktionen von CtBP1/BARS50-Proteinen im Zellkern und Cytosol beteiligt sind, fir das
synaptische CtBP1/BARS50 die Mdglichkeit der Modifizierung durch posttranslationale
Modifikationen. Welche dadurch méglicherweise an der Verankerung von CtBP1/BARS50 an
der Synapse und der synaptischen Funktion von CtBP1/BARS50 beteiligt sind.

Diese 2D-gelelektrophoretische Analyse des synaptosomalen und nuklearer Proteomes dient
dem Vergleich der CtBP1/BARS50-Isoformen und posttranslationalen Modifikationsmuster
von CtBP1/BARS50 in beiden Fraktionen und gibt somit méglicherweise einen Hinweis auf
Synapsen-spezifische CtBP1/BARS50-Isoformen und posttranslationale Modifikationen der
CtBP1/BARS50-Proteine an Synapsen. Dazu wurden aus Maushirn-Homogenaten entweder
Synaptosomen- oder Zellkern-Fraktionen prapariert und die Proteine der jeweiligen Fraktion
in der ersten Dimension nach ihrem Isoelektrischen Punkt (pl) zwischen pH 3 und pH 11
aufgetrennt. In der zweiten Dimension erfolgte dann die Auftrennung der Proteine nach
ihrem MW. In Abbildung 19 sind die aufgetrennten Proteine aus der Zellkern- und der
Synaptosomen-Fraktion mit dem dazugehérenden Coomassie-Gelen (Abbildung 19 C und F)
gezeigt. Jeweils ein Westernblot der Zellkern-Fraktion und einer Westernblot der
Synaptosomen-Fraktionen wurden mit dem monoklonalen CtBP1/BARS50-Antikorper
(Abbildung 19 A und D) oder mit dem selbst gereinigten CtBP1-L-Antikorper (Abbildung 19 B
und E) gefarbt.

Der monoklonale CtBP1/BARS50-Antikodrper detektiert in der Zellkern-Fraktion (Abbildung
19A) bei einem MW von ~50 kDa circa 10 Punkte. Dabei zeigen zwei Punkte ein leicht
héheres MW als die restlichen, vom Antikdrper detektierten, Punkte. Der pl der detektierten
Spots liegen dabei zwischen einem pH von ca. 6,0 und 6,4. Bei den Punkten mit dem leicht
niedrigeren MW ist anzunehmen, dass es sich um die CtBP1-S/BARS50-Isoform handelt,
wohingegen die Spots mit dem leicht héheren MW wahrscheinlich die CtBP1-L-Isoform
darstellen.

Der CtBP1-L-Antikorper detektiert in der Zellkern-Fraktion (Abbildung 19 B) drei sehr starke
und einen schwachen Punkt bei einem MW von ~50 kDa, wobei der pl der Punkte ebenfalls
zwischen einem pH von ca. 6,0 und 6,5 liegt. Bei einer Uberlagerung der Antikorper-Signale
des monoklonalen CtBP1/BARS50- und des CtBP1-L-Antik6rper zeigt sich, dass die von
dem monoklonalen CtBP1/BARS50-Antikorper detektierten zwei Spots mit einem hoheren

MW auch vom CtBP1-L-Antikorper detektiert werden. Bei diesen Punkten handelt es sich
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also mit grol3er Wahrscheinlichkeit um CtBP1-L. Neben den Spots mit einem MW von ~50
kDa erkennt der CtBP1-L-Antikdrper noch andere Spots mit einem Molekulargewicht von ~60
kDa und verschiedenen isoelektrischen Punkten.

In der Synaptosomen-Fraktion detektiert der CtBP1/BARS50-Antikodrper (Abbildung 19 D)
circa 7 Punkte bei ~50 kDa und einem pl zwischen pH 5,9 und 6,5. Zwei bis drei der
detektierten Punkte haben auch hier ein hoheres MW als der Rest der Punkte, und auch hier
handelt es sich hochst wahrscheinlich um CtBP1-L, da diese Punkte auch vom CtBP1-L-
Antikorper detektiert werden. Beim Vergleich des vom CtBP1/BARS50-Antikdrper
detektierten Punkt-Musters in beiden Fraktionen zeigt sich, dass mehrere Punkte in beiden
Fraktionen zu finden sind, es aber auch einige Punkte gibt die spezifisch nur in der einen
oder anderen Fraktion detektiert werden.

Der CtBP1-L-Antikorper detektiert in der Synaptosomen-Fraktion (Abbildung 19 E) 4 Punkte,
zwei stark und zwei schwach, bei einem pl zwischen 6,2 und 6,5 und einem MW von ~50
kDa. Zusatzlich dazu detektiert der Antikorper noch weitere Punkte bei einem MW von ~60
und ~70 kDa mit unterschiedlichen pl. Bei diesen Punkten handelt es sich aber
héchstwahrscheinlich um unspezifische Signale.

Allgemein fallt auf, dass der Antikorper in beiden Fraktionen immer zwei sehr starke Punkte
detektiert, die sich in beiden Fraktionen nicht unterscheiden. Wohingegen die schwacheren,
vom Antikdrper detektierten, Punkte in beiden Fraktionen ihre isoelektrischen Punkte bei
unterschiedlichen pH-Werten haben. Dies deutet méglicherweise auf unterschiedliche
posttranslationale Modifikationen des CtBP1-L-Proteins in der jeweiligen Fraktion hin.
Prinzipiell zeigt diese Analyse, dass wahrscheinlich beide CtBP1/BARS50-Isoformen,
CtBP1-L und CtBP1-S/BARS50, synaptisch und nuklear lokalisiert sind, dass sich aber das
posttranslationale Modifikationsmuster beider Isoformen untereinander und in den beiden
untersuchten Fraktionen unterscheidet. Zudem muf3 auch die Existenz weiterer
CtBP1/BARS50-Isoformen in beiden Fraktionen in Betracht gezogen werden. Auch deutet
vieles auf Synapsen-spezifische posttranslationale Modifikationen beider Isoformen hin.

Fur die massenspektrometrische Analyse wurden im Anschluss die Punkt-Muster auf den
Westernblots mit denen auf den Coomassie-Gelen verglichen und Ubereinstimmende Spots
wurden ausgestochen. Dabei ist zu beachten, dass Westernblot und Coomassie-Gele durch
behandlungsbedingte GréRenverzerrungen nicht genau in Ubereinstimmung gebracht
werden kénnen. Die ausgestochenen Punkte wurden anschlielend gereinigt und einer
massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Die Auswertung der Massenspektren der
gestochenen Proteine ergab entweder keine Ubereinstimmung mit den Massenspektren aus
dem theoretischen Verdau der CtBP1/BARS50-Sequenz oder die Proteinkonzentration in

den ausgestochenen Punkten war zu niedrig.
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Abbildung 19: Zweidimensionale Auftrennung von Proteinen aus Zellkern- oder
Synaptosomen-Fraktionen.

Oben rechts ist in jedem Westernblot eine VergroRerung der von den jeweiligen
Antikdrpern detektierten Punkte gezeigt.

A. Der monoklonale CtBP1/BARS50-Antikérper detektiert in der Zellkern-Fraktion
circa 10 Punkte mit einem MW von ~50 kDa und pl zwischen pH 6,0 und 6,4. Zwei
bis drei der detektierten Punkte haben ein leicht héheres MW, auch um die 50 kDa.
Diese Punkte werden auch vom CtBP1-L N-Terminus Antikérper detektiert.

B. Der CtBP1-L-Antikdrper detektiert in der Zellkern-Fraktion 4 Punkte bei einem MW
von ~50 kDa und einem pl zwischen pH 6,0 und 6,5. Daneben detektiert der
Antikérper noch mehrere, andere Spots mit unterschiedlichen MW und pls.

C. Gezeigt ist das Coomassie-Gel der Zellkern-Proteine.

D. In der Synaptosomen-Fraktion detektiert der CtBP1/BARS50-Antikdrper circa 7
Punkte bei 50 kDa und einem pl zwischen pH 5,9 und 6,5. Auch hier zeigen vier
Punkte ein leicht hheres MW als die restlichen detektierten Punkte.

E. Der CtBP1-L-Antikorper detektiert in der Synaptosomen-Fraktion ebenfalls 4
Punkte bei einem MW von 50 kDa und einem pl zwischen pH 6,2 und pH 6,5.
Zusatzlich dazu detektiert der Antikérper auch hier noch andere, wahrscheinlich
unspezifische Punkte.

F. Gezeigt ist das Coomassie-Gel der Proteine aus der Synaptosomen-Préparation.
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4. Diskussion
4.1 Die Proteine der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Familie

unterscheiden sich im adulten Gehirn in ihren rdumlichen

Expressionsmustern, ihren Expressionsniveaus und ihrer

Zelltyp-spezifischen Expression

Fir die in dieser Arbeit vorgenommene Untersuchung des Expressionsmusters wurden
CtBP1/BARS50- und CtBP2/RIBEYE-Antikorper verwendet, welche alle Isoformen des
jeweiligen Gens erkennen. Da aber mit Hilfe des RIBEYE-A-Doméne-Antikdrpers eine
RIBEYE-Expression im gesamten Gehirn ausgeschlossen werden kann (Abschnitt 3.1.3.2),
handelt es sich bei der vom CtBP2/RIBEYE-Antikdrper detektierten synaptischen
Immunreaktivitdt hdchst wahrscheinlich um CtBP2 und CtBP2-S.

Die CtBP1/BARS50- und CtBP2-mRNAs (Allen Mouse Brain Atlas [Internet]. Seattle (WA):

Allen Institute for Brain Science. ©2009, http://mouse.brain-map.org) sind im adulten Gehirn

ahnlich weit verbreitet und gleichmafiig exprimiert. Dagegen zeigen die Proteinprodukte
beider Gene Unterschiede in ihren raumlichen und Zelltyp-spezifischen Expressionsmustern
und in ihren Expressionsniveaus zwischen verschiedenen Hirnarealen.

So sind die Proteinprodukte des CtBP1/BARS50-Gens in allen untersuchten Hirnarealen
gleichméafiig exprimiert (Abschnitt 3.1.4). Im Gegensatz dazu ist das Expressionslevel der
Proteinprodukte des CtBP2-Gens in den einzelnen Hirnarealen unterschiedlich hoch, wobei
vor allem im Kleinhirn und dem Bulbus olfactorius, verglichen mit den anderen Hirnarealen,
die Expression von CtBP2 besonders stark ist (Abschnitt 3.1.4).

Innerhalb der verschiedenen Hirnregionen finden sich zudem tberlappende und nicht-
Uberlappende Expressionsbereiche der Proteinprodukte beider CtBP-Gene. So konnte eine
Uberlappende CtBP1/BARS50- und CtBP2-Expression zum Beispiel in den Zellkérpern des
Stratum granulosum des Gyrus dentatus im Hippokampus und im Neuropil der
Molekularschicht des Kleinhirn-Cortexes (Abschnitt 3.1.4.1) festgestellt werden.
Grundsatzlich sind die Expressionsmuster der CtBP-Proteinprodukte in vielen Hirnarealen
aber nicht-Uberlappend. Zum Beispiel detektiert der monoklonale CtBP1/BARS50-Antikdrper
in den Zellkdrpern der Pyramidenzellschicht des Hippokampus vor allem in der CA1-Region
eine CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat, wohingegen der Antikdrper gegen CtBP2/RIBEYE in
den Regionen CA2 und CA3 Immunreaktivitat aufweist (Abschnitt 3.1.4.1). Ein weiteres
Beispiel sind die Zellkérper der Kérnerschicht des Cerebellums, wo der CtBP1/BARS50-
Antikodrper keine Immunreaktivitat, der CtBP2/RIBEYE-Antikdrper dagegen eine starke
Immunreaktivitat detektiert.


http://mouse.brain-map.org/
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Einen weiteren Hinweis auf nicht-Uberlappende Expressionsmuster der CtBP1/BARS50- und
CtBP2/RIBEYE-Proteine konnte mit Hilfe der quantitativen Analyse der nukleéren
CtBP1/BARS50- und CtBP2-Immunreaktivitat in inhibitorischen und exzitatorischen
Neuronen in hippokampalen Primarkulturneuronen gewonnen werden (Abschnitt 3.1.4.3). So
wurde erstmals gezeigt, dass die Expression der CtBP2-Proteine in den Zellkernen
exzitatorischer Neurone, im Vergleich zu der Expression in inhibitorischen Neuronen,
deutlich hoher ist. Die CtBP1/BARS50-Proteine zeigen dagegen eine leicht hbhere
Expression in den Zellkernen inhibitorischer Neurone. Unklar ist, ob die erhdhte
CtBP1/BARS50-Expression in den Zellkernen inhibitorischer Neurone der Kompensation der
verringerten CtBP2-Expression dient. Allerdings deuten die von Hildebrand und Soriano,
(2002) durchgefuihrten Studien an Knock-out-Méausen darauf hin, dass CtBP1/BARS50 die
CtBP2-Funktionen im Zellkern nicht kompensieren kann.

Zusammenfassend zeigt sich in dieser Studie, dass die Proteine der CtBP1/BARS50- und
CtBP2/RIBEYE-Familie im adulten Gehirn individuelle Expressionsmuster, mit
Uberlappenden und nicht-Uberlappenden Expressionbereichen innerhalb verschiedener
Hirnregionen, aufweisen. So deuten die Uberlappenden Expressionsbereiche der CtBP-
Proteinprodukte auf gemeinsame nukleare und synaptische Funktionen in verschiedenen
Zelltypen hin. Gleichzeitig geben die nicht-Uberlappenden Expressionsbereiche
maglicherweise einen Hinweis auf unabhéngige Funktionen bei der neuronalen
Differenzierung oder auf Zelltyp-spezifische Funktionen der CtBP1/BARS50- und CtBP2-

Proteine.
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4.2 Sind einzelne Mitglieder der CtBP-Proteinfamilie in

Neuronen spezifisch fur ein Zellkompartiment?

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt Analyse der subzellularen Verteilung bekannter
CtBP1/BARS50- und CtBP2-Isoformen zeigte, dass nur die lange CtBP2-Isoform spezifisch
im Zellkern angereichert wird. Die anderen untersuchten Isoformen, CtBP1-L, CtBP1-
S/BARS50 und CtBP2-S, sind dagegen sowohl im Zellkern als auch den Synapsen
lokalisiert. Zudem kann eine Lokalisation von CtBP2-S am somatischen Golgi-Apparat nicht
ausgeschlossen werden. Eine Golgi-assoziierte Lokalisation von CtBP1-L konnte mit dieser
Studie allerdings nicht geklart werden. In den folgenden Unterkapiteln werden die
Lokalisationen der einzelnen Isoformen in den untersuchten Kompartimenten im Detall

besprochen und Hinweise auf potentiell unterschiedliche Funktionen diskutiert.

4.2.1. Alle untersuchten CtBP1/BARS50- und CtBP2-Isoformen kdnnen
im Zellkern vorkommen

Mit Hilfe des Myc-markierten CtBP1-S/BARS50-Konstrukts (Abschnitt 3.1.7.1) konnte
erstmals gezeigt werden, dass das Einflgen einer internen Markierung in den
unstrukturierten C-Terminus keinen Einfluss auf die endogene Lokalisation des
CtBP1/BARS50-Konstrukts hat. So ist das Myc-markierte CtBP1-S/BARS50-Konstrukt im
Cytosol und im Zellkern transfizierter Hippokampus-Neurone lokalisiert, was der endogenen
Lokalisation der CtBP1-S/BARS50-Isoform entspricht.

Gleichzeitig bestatigt diese Analyse, die bereits mehrfach gezeigte ahnliche subzellulére
Verteilung der beiden CtBP1/BARS50-Isoformen, CtBP1-L und CtBP1-S/BARS50 (Verger et
al., 2006, Zhao et al., 2006). Und es ist somit davon auszugehen, dass die Lokalisationen
und Funktionen der CtBP1/BARS50-Isoformen vor allem durch die Bindung verschiedener
Kofaktoren, die Fahigkeit der CtBP-Proteine zur Homo- und Heterodimerisierung und die
Bindung von cytosolischen und nukleéren Bindungspartnern bestimmt werden.

Im Einklang mit dieser Hypothese steht die Erkenntnis, dass die Bindung von Palmityl-CoA
(p-CoA) an CtBP1-S/BARS50 fir seine Funktion bei der Abschnirung der COPI-Vesikel
essentiell ist und das eine steigende NADH/NAD*-Konzentration zu einer Inhibierung der
CtBP1-S/BARS50-Funktion am Golgi-Apparat fihrt (Yang et al., 2005). Eine mdgliche
Erklarung hierfur ist, dass CtBP1-S/BARS50 nach Bindung des Kofaktors NADH/NAD" eine
geschlossene Konformation einnimmt, die es dem Protein nicht mehr erlaubt p-CoA zu
binden und stattdessen die Dimerisierung von CtBP1/BARS50-Monomeren induziert (Kumar
et al., 2002, Nardini et al., 2003). So kann ein CtBP1/BARS50-Monomer mit einem CtBP2-

Monomer heterodimerisieren oder mit einem weiteren CtBP1/BARS50-Monomer
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homodimerisieren. Bei einer Heterodimerisierung mit CtBP2 wirde der Kernimport des
Dimers mit Hilfe der NLS in der N-terminalen Aminosdure-Sequenz von CtBP2 erfolgen
(Verger et al., 2006). Bei einer Homodimerisierung erfolgt der Kernimport des
CtBP1/BARS50-Dimers hichst wahrscheinlich durch die Bindung an einen
Transkriptionsfaktor beispielweise BKLF (Verger et al., 2006). Der Kernimport hat zur Folge,
dass CtBP1-S/BARSS50 fir eine Funktion am Golgi-Apparat nicht mehr zur Verfiigung steht
und nuklearen Funktionen zugefihrt wird. Dabei ist ebenfalls eine Funktion von CtBP1-
S/BARS50 als Transkriptions-Ko-Repressor wahrscheinlich. So konnten Verger und
Kollegen (2006) bereits einen ersten Hinweis auf eine Transkriptions-Repression durch
CtBP1-S/BARS50 geben.

Neben den Kernimport-induzierenden Prozessen sind eine Reihe weiterer posttranslationaler
Modifikationen bekannt, die an der Regulation des Kernexports der CtBP1/BARS50-Proteine
beteiligt sind. So fuhrt die Bindung von nNOS an CtBP1/BARS50 zu dessen Anreicherung im
Cytosol der Zelle (Riefler and Firestein, 2001). Und auch die Phosphorylierung durch PAK1
induziert den Kernexport von CtBP1/BARS50 (Barnes et al., 2003). Somit erlaubt eine
Vielzahl von, die Lokalisation der CtBP1/BARS50-Proteine beeinflussenden, Mechanismen
eine dynamische Regulierung der CtBP1/BARS50-Lokalisation und -Funktionen innerhalb
der Zelle. Dies bedeutet auch, dass die Funktionen der CtBP1/BARS50-Proteine durch
multiple zellulare Faktoren z. B. Transkription, Redox-Status der Zelle oder dem
Metabolismus von Acetyl-CoA beeinflusst werden kénnen (Bonazzi et al., 2005, Yang et al.,
2005).

Zur weiteren Untersuchung der subzellularen Verteilungen der einzelnen CtBP1/BARS50-
Isoformen sollte in einem nachsten Schritt eine interne Myc-Markierung in alle bekannten
CtBP1/BARS50-Isoformen eingefligt werden.

Fur die beiden untersuchten Mitglieder der CtBP2-Familie, CtBP2 und CtBP2-S, konnte eine
zellkernstandige Lokalisation mit Hilfe von biochemischen Untersuchungen (Abschnitt 3.1.5)
und EGFP-markierten-Konstrukten (Abschnitt 3.1.7.2) gezeigt werden. Fur die lange CtBP2-
Isoform ist diese Zellkernlokalisation zudem exklusiv. Dies konnte bereits mehrmals gezeigt
werden und ist auf das NLS-Motiv im N-Terminus des Proteins zurlickzufuihren (Verger et al.,
2006). Im Gegensatz zu den hier beschriebenen Daten wurde bei der ersten Identifikation
der CtBP2-S-Isoform keine Zellkernlokalisation fiir diese festgestellt (Verger et al., 2006). Die
hier beobachtete Zellkernlokalisation ist aber durch eine Homodimerisierung von CtBP2-S
mit der langen CtBP2-Isoform (Verger et al., 2006) durchaus erklarlich. Zudem besteht im
Zellkern die Mdglichkeit einer SUMOylierung der CtBP2-S-Isoform durch HPC2 (Kagey et al.,
2005), was zu einem Verbleib des Proteins im Zellkern beitragen konnte. Trotzdem zeigen
die biochemischen und immuncytochemischen Analysen eindeutig, dass die lange CtBP2-

Isoform den Hauptanteil des nukledren CtBP2 stellt. Somit ist davon auszugehen, dass vor
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allem das NLS-Motiv den Zellkern-Import der CtBP2-Isoform bedingt. Dies zeigen auch
Untersuchungen von einem Chiméaren-Konstrukt aus CtBP1 mit dem NLS von CtBP2 (Verger
et al., 2006), welches in Neuronen nicht mehr synaptisch lokalisiert ist, sondern stattdessen

im Zellkern akkumuliert (unverdffentlichtes Material von Dr. Anna Fejtova).

4.2.2 Ist CtBP1-S/BARS50 an Golgi-Outposts und CtBP2-S am Golgi-
Apparat lokalisiert?

Die immuncytochemischen Analysen der CtBP1/BARS50-Lokalisation in hippokampalen
Primarkulturneuronen (Abschnitt 3.1.6.2) deuten eine mogliche Lokalisation von
CtBP1/BARS50 an dendritischen Golgi-Material, den sogenannten Golgi-Outposts (Horton
and Ehlers 2003), an. Golgi-Outposts sind nach Horton and Ehlers (2003) nur in Dendriten
lokalisiert und es wird angenommen, dass sie dem Transport und der posttranslationalen
Modifikation von Cargo-Material innerhalb der Dendriten dienen, was eine gezielte
Versorgung einzelner Synapsen mit neuen Proteinen erlaubt (Pierce et al., 2001). Die
Kompartimente des dendritischen Golgi-Apparates finden sich sowohl in dendritischen
Spines (raues endoplasmatisches Reticulum (RER) und endoplasmic reticulum-to-Golgi
intermediate compartiment (ERGIC)), Spine heads (cis-Golgi-Material) und in Dendriten
(trans-Golgi-Material) (Pierce et al., 2001). Da der fur die immuncytochemischen Analysen
verwendete Antikérper gegen GM130 ein Matrixprotein des cis-Golgi-Apparates ist
(Nakamura, 2010), misste bei einer tatséchlichen Lokalisation von CtBP1/BARS50 an
dendritischem cis-Golgi-Material eine CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat in Spine heads
sichtbar sein. Dies kann allerdings durch die immun-elektronenmikroskopischen Aufnahmen
von der Molekularschicht des Kleinhirn-Cortexes (Abschnitt 3.1.6.1) nicht bestatigt werden.
Mit Hilfe dieser Aufnahmen ist kein dunkles Peroxidase-Produkt, des verwendeten
CtBP1/BARS50-Antikorpers, in der postsynaptischen Endigung sichtbar. Somit ist fraglich,
ob die in den immuncytochemischen Analysen in Abschnitt 3.1.6.2 gezeigte Ko-Lokalisation
der CtBP1/BARS50-Immunreaktivitéat mit der Immunreaktivitdt des GM130-Antikdrpers in den
Zellfortsatzen des Neurons echt ist. Wahrscheinlicher ist, dass diese aufgrund der engen
synaptischen Kontakte und der Aufldsungsgrenzen der verwendeten Lichtmikroskopie-
Technik zu Stande kommt. Letztere Annahme wird auch durch die weitere Ko-Lokalisation
der CtBP1/BARS50- und GM130-Immunreaktivitat mit der Immunreaktivitat des Bassoon-
Antikorpers bekraftigt.

Ob und in welchen Umfang CtBP1-L am somatischen Golgi-Komplex lokalisiert ist, konnte
mit dieser Arbeit nicht geklart werden. Trotzdem deutet die groRe Homologie zwischen den
beiden CtBP1/BARS50-Isoformen (97% auf dem Aminosauren-Level; Spano et al., 1999) auf
eine mogliche funktionelle Redundanz beider Proteine hin. So konnten auch Liberali und

Kollegen (2008) zeigen, dass CtBP1-L genau wie CtBP1-S eine epidermal growth factor-
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induzierte Makropinocytose stimuliert und auch an anderen CtBP1/BARS-abhangigen
Vesikel-Abschnirungsprozessen beteiligt ist (Corda et al., 2006). Zur weiteren Klarung der
CtBP1-L-Lokalisation am Golgi-Apparat sollten biochemische Analysen der Golgi-Membran-
Fraktionen oder detaillierte Elektronenmikroskop-Studien mit dem CtBP1-L-Antikdrper
durchgefuhrt werden.

Mit einer immuncytochemischen Untersuchung von hippokampalen Primarkulturneuronen
(Abschnitt 3.1.6.4) konnte erstmals eine mdgliche CtBP2-Lokalisation am trans-Golgi-
Netzwerk einzelner Neuronen dargestellt werden. Der dazu verwendete CtBP2/RIBEYE-
Antikdrper zeigt eine eindeutige Ko-Lokalisation mit dem trans-Golgi- und Endosomen-
Marker Syntaxin 6. Gleichzeitig deutet eine Uberlagerung beider Immunreaktivitaten auf eine
eher Membran-assoziierte Lokalisation von CtBP2 am trans-Golgi-Netzwerk hin. Aufgrund
der bereits gezeigten, exklusiven Zellkernlokalisation der CtBP2-Isoform kann zudem davon
ausgegangen werden, dass es sich bei der vom CtBP2/RIBEYE-Antikdrper detektierten
CtBP2-Immunreaktivitat am TGN um CtBP2-S handelt. Des Weiteren konnte nicht in allen
untersuchten Neuronen eine Golgi-assoziierte CtBP2-Immunreaktivitat festgestellt werden.
Wie bereits fur exzitatorische und inhibitorische Neuronenpopulationen gezeigt (Abschnitt
3.1.4.3), ist dies moglicherweise auf unterschiedliche CtBP2-Expressionsmuster in den
verschiedenen Neuronenpopulationen des Hippokampus zurlickzufiihren. Sodass nur in
Neuronenpopulationen mit sehr hoher CtBP2-Expression die CtBP2-S-Isoform einer Golgi-
assoziierten Funktion zur Verfigung steht. Gleichzeitig ist auch vorstellbar, dass die
Lokalisation von CtBP2 am Golgi-Apparat, genau wie fir die CtBP1/BARS50-Lokalisation
beschrieben (Bonazzi, et al., 2005; Yang, et al., 2005), der Regulierung durch multiple
zellulare Mechanismen unterliegt. So konnte die Bindung der Kofaktoren NAD*/NADH und
Acetyl-CoA oder verschiedener cytosolischer und nuklearer Bindungspartner an der
Regulation von Lokalisation und Funktion der CtBP2-S-Isoform beteiligt sein. Unter anderem
koénnte dann die Bindung des Kofaktors Acetyl-CoA an CtBP2-S eine Dimerisierung des
Proteins mit CtBP2 und somit einen moglichen Kernimport verhindern, was CtBP2-S
moglicherweise fiir einen Transport an den trans-Golgi-Komplex markiert. Andererseits ist
aber auch ein aktives Ausschleusen von CtBP2-S aus dem Zellkern vorstellbar.

So konnten Dammer und Sewer (2008) zeigen, dass im menschlichen Cortex nach ACTH-
Stimulierung vorrangig CtBP1/BARS50, aber auch CtBP2, durch die cAMP-abhéangige
Protein Kinase A und durch PAK 6 phosphoryliert werden und dass diese Phosphorylierung
den Kernexport von CtBP1-CtBP2-Heterodimeren stimuliert. Somit stdnde dann das CtBP1-
CtBP2-Heterodimer fur den Transport zum Golgi-Apparat zur Verfigung.

Ein weiterer mdglicher Mechanismus ist die Phosphorylierung von CtBP2-S durch PAK1.
Barnes und Kollegen (2003) konnten zeigen, dass das PAK1-Bindungsmotiv in der Familie
der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Proteine konserviert ist und dass nach Phosphorylierung
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eines Serins in diesem Bindungsmotiv CtBP1/BARSS50 aus dem Zellkern exportiert wird. Des
Weiteren konnten Liberali et al. (2008) zeigen, dass diese Phosphorylierung fir die
epidermal growth factor-stimulierte CtBP1/BARS50-regulierte Makropinocytose
verantwortlich ist. Die Konservierung dieses Phosphorylierungsmotivs in der CtBP2-S-
Sequenz deutet moglicherweise auf einen wichtigen regulatorischen Einfluss dieser
posttranslationalen Modifikation auch fur die CtBP2-S-Isoform hin.

Da die verwendete Lichtmikroskopie-Technik eine eindeutige Aussage uber eine CtBP2-S
Lokalisation am Golgi-Apparat nicht zulasst, sollten zur weiteren Untersuchung der CtBP2-S-
Lokalisation am cis- und trans-Golgi-Netzwerk, biochemische Analysen der Golgi-Membran-
Fraktionen und immuncytochemische Analysen von, mit EGFP-CtBP2-S transfizierten und
untransfizierten, hippokampalen Priméarkulturneuronen mit hochauflésenden
Lichtmikroskopie-Techniken durchgefiihrt werden.

Ferner sollte in weiteren Untersuchungen gezielt nach cytosolischen und nukledren
Bindungspartnern oder posttranslationalen Modifikationen fur die CtBP2-S-Isoform gesucht
werden. Da diese moglicherweise einen Hinweis auf die Mechanismen geben, die CtBP2-S
fur einen Transport an den Golgi-Komplex markieren.

Was die CtBP2-S-Funktion am Golgi-Netzwerk angeht, lasst die groRen Ahnlichkeit
zwischen den Proteinprodukten der CtBP-Familie Uberlappende Golgi-assoziierte Funktionen
der CtBP1-S/BARS50- und CtBP2-S-Isoformen vermuten. Einen ersten Hinweis wirden
dabei Ko-Lokalisations-Studien mit dem monoklonalen CtBP1/BARS50- und dem
polyklonalen CtBP2/RIBEYE-Antikorper in hippokampalen Primarkulturneuronen geben.
Dabei ist allerdings zu beachten, dass die von dem CtBP1/BARS50-Antikorper detektierte
CtBP1/BARS50-Immunreaktivitat im Cytosol eher schwach ist (Abschnitt 3.1.6.2), was
maglicherweise auf eine direkte Bindung des CtBP1-S/BARS50-C-Terminus an die
Lipidmembranen des Golgi-Netzwerkes (Yang et al., 2005) und einer somit verringerten
Affinitat des C-Terminus spezifischen Antikorpers zurtickzufiihren ist.

Abhilfe wirde hier ein CtBP1-S/BARS50-N-Terminus spezifischer Antikdrper schaffen.

4.2.3 CtBP1-L, CtBP1-S/BARS50 und CtBP2-S sind an konventionellen

chemischen Synapsen lokalisiert

4.2.3.1 Gibt es Hinweise zu Synapsen-spezifischen posttranslationalen
Modifikationen und deren moglichen Regulation der synaptischen
CtBP1/BARS50-Funktion?

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten immunhistochemischen und biochemischen
Analysen adulter Maushirnareale (Abschnitt 3.1.4.1 und 3.1.4.2) zeigen eine weit verbreitete
Expression der CtBP1/BARS50-Proteine im Neuropil des Gehirns. Auch bestéatigen die

durchgefuhrten immuncytochemischen Analysen von hippokampalen Priméarkulturneuronen
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(Abschnitt 3.1.6.2), die bereits gezeigte Lokalisation von CtBP1/BARS50 an konventionellen
chemischen Synapsen (tom Dieck et al., 2005). Zuséatzlich konnte mit Hilfe der quantitativen
Immun-Westernblots (Abschnitt 3.1.5.1) in der Synaptosomen-Fraktion eine starkere
Anreicherung der CtBP1/BARS50-Proteine im Vergleich zur Zellkern-Fraktion gezeigt
werden. Des Weiteren zeigen die biochemischen Analysen mit dem CtBP1-L-Antik6rper
(Abschnitt 3.1.5.1) und die immuncytochemischen Verteilungen des Myc-markierten CtBP1-
S/BARS50-Konstrukts (Abschnitt 3.1.7.1), eine Lokalisation von CtBP1-L sowie CtBP1-
S/BARS50 an konventionellen chemischen Synapsen.

Die 2D-gelelektrophoretische Analyse von CtBP1/BARS50 in Zellkernen und Synaptosomen
(Abschnitt 3.1.8) zeigt, dass die beiden CtBP1/BARS50-Isoformen sowohl in der Zellkern- als
auch in der Synaptosomen-Fraktion hochstwahrscheinlich das Substrat verschiedener
Phosphorylierungen sind. Der kalkulierte pl von CtBP1-L ist 6.28, der von CtBP1-S/BARS50
ist 6.17. Bei einer Phosphorylierung von CtBP1/BARS50 verschiebt sich der pl weiter in
Richtung des sauren pH-Wertes, zum Beispiel liegt der pl von CtBP1-L nach vier
Phosphorylierungen bei einem pH von 5,96. Aufgrund der Anzahl der Spots in der Zellkern-
Fraktion ist anzunehmen, dass beide Isoformen dort starker als in der Synaptosomen-
Fraktion phosphoryliert vorliegen. Zudem deuten die 2D-gelelektrophoretischen Analysen auf
eine starkere Phosphorylierung der CtBP1-S/BARS50-Isoform in beiden Fraktionen hin.
Gleichzeitig gibt der Vergleich der Spotmuster beider Fraktionen auch einen Hinweis auf
Synapsen-spezifische Phosphorylierungen beider CtBP1/BARS50-Isoformen. Ausgehend
von bereits identifizierten Kinasen, die im Zellkern fir die Phosphorylierung von
CtBP1/BARS50 verantwortlich sind, kénnten folgende Kinasen fiir eine mogliche synaptische
Phosphorylierung von CtBP1/BARS50 in Frage kommen:

Zum einen PAK1. PAK1 gehort zu der 1. Gruppe der p21l-activated kinases, welche viele
Aspekte verschiedener zellularer Funktionen regulieren, u. a. die Dynamik des Zytoskeletts,
Zellbewegungen und synaptische Plastizitat. Zudem wurde PAK1 im Zellkern als Kinase
identifiziert, die CtBP1/BARS50 an Serin-158 (CtBP1-S/BARS50 Serin-147) phosphoryliert
und dadurch einen Export von CtBP1/BARS50 aus dem Zellkern verursacht (Barnes et al.,
2003). Neuere Studien zeigen zudem, dass die Phosphorylierung von CtBP1/BARS50 durch
PAK1 fur die PAK1-abhéngige Makropinocytose verantwortlich ist (Liberali et al., 2008). Da
PAK1 im gesamten Gehirn, vor allem aber in den Axonen und Dendriten der Neurone des
Hippokampus und des Cortexes in Zellschichten vier und fiinf exprimiert wird (Kreis and
Barnier, 2009), ist auch eine synaptische Phosphorylierung von CtBP1/BARS50 vorstellbar.
So kénnte nach Phosphorylierung durch PAK1 CtBP1/BARS50 mdglicherweise an der
prasynaptischen Endocytose beteiligt sein oder aus der Synapse transportiert werden.
Interessant ist auch, dass Piccolo neben CtBP1/BARS50 auch das ADP-Ribosylierungs-
Faktor-GTP-Aktivierungs-Protein (ARFGAP) GIT1 bindet (Kim et al. 2003). Zudem konnte
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von Kim et al. (2003) gezeigt werden, dass GIT1 in der CAZ der Prasynapse Homo- und
Heterodimere bilden und so neben Piccolo noch weitere Bindungspartner binden kann. Einer
dieser Bindungspartner ist 3-P1X. Fir 3-PIX ist bekannt, dass es PAK1 bindet und so PAK1
an GIT1 verankert, was es wiederrum PAK1 erlaubt GIT1 und sich selbst zu
phosphorylieren. Diese Phosphorylierungen haben wiederrum eine Aktivierung von PAK1 zur
Folge, welche es PAK1 erlaubt seine Zielproteine zu phosphorylieren und so einen Einfluss
auf deren Funktionen zu nehmen (Zhao et al., 2006). So spielt die Bindung von PAK1 an
GIT1 eine mogliche Rolle bei der Phosphorylierung von CtBP1/BARS50. Andererseits ist
auch vorstellbar, dass die Phosphorylierung von GIT1 eine Bindung von GIT1 mit
CtBP1/BARS50 zur Folge hat und das somit GIT1 mit seiner ARFGAP-Funktion an der
synaptischen Endo- oder Exozytose beteiligt ist. So konnte von Yang et al. (2005) gezeigt
werden, dass CtBP1/BARSS50 durch die Bindung an das ARFGAP1 an der Abschniirung der
COPI-Vesikel vom cis-Golgi-Apparat beteiligt ist. Gegen eine direkte Bindung von
CtBP1/BARS50 an den GIT1-Dimer-Komplex spricht allerdings, dass bei einer
Immunprézipitation von Synaptosomen-Material mit Piccolo-Antikdrpern kein CtBP1/BARS50
oder PAK1 im Prazipitat nachgewiesen werden konnte (Kim et al., 2003). Um eine mogliche
synaptische Phosphorylierung von CtBP1/BARS50 durch PAK1 zu untersuchen, sollte in
einem ersten Schritt ein Phosphorylierungs-spezifischer Antikérper generiert werden und
wenn moglich biochemisch und immuncytochemisch untersucht werden. In einem zweiten
Schritt konnten CtBP1/BARS50-PAK1-Phosphorylierungsmutanten (Liberali et al., 2008)
generiert werden und deren Lokalisation ebenfalls in immuncytochemischen Analysen von
hippokampalen Priméarkulturneuronen untersucht werden. Diese beiden Methoden kénnten
dann einen ersten Hinweis auf eine synaptische CtBP1/BARS50-Phosphorylierung durch
PAK1 geben. In weiteren Experimenten konnte dann der Einfluss dieser Phosphorylierung
auf die prasynaptische Exo- und Endozytose untersucht werden. Aufgrund der hohen
Homologie der PAK-Proteine (93%) und ihrer weit verbreiteten Expression (Kreis and
Barnier, 2009), kann zudem an konventionellen chemischen Synapsen eine
Phosphorylierung von CtBP1/BARS50 durch andere PAK-Mitglieder nicht ausgeschlossen
werden.

Ein weiterer moglicher Kandidat fur eine synaptische Phosphorylierung von CtBP1/BARS50
ist die AKT1-Kinase. Diese Phosphorylierung um Threonin-176 in CtBP1-L markiert
CtBP1/BARSH50 fiir eine Poly-Ubiquitinierung, was zu einem Abbau des Proteins fuhrt (Merrill
et al., 2010). Wie in dem Artikel von Merrill und Kollegen (2010) beschrieben, wird die AKT1-
Kinase an der Plasmamembran aktiviert und wandert dann in Richtung des Zellkerns, wo sie
unter anderem als Kinase fir CtBP1/BARS fungiert. Moglicherweise bindet und
phosphoryliert AKT1 CtBP1/BARS50 auch an der Plasmamembran der Prasynapse und

vermittelt so nach bestimmten zellularen Signalen, z. B. veranderter synaptischer Aktivitat,
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einen Abbau von synaptischen CtBP1/BARS50. Zu beachten ist allerdings, dass die AKT1-
Kinase erst durch die SUMO-E3-Ligase PC2 (sumoyliert u. a. auch CtBP1/BARS50) an
CtBP1/BARS50 gebunden werden muss, damit sie CtBP1/BARS50 phosphorylieren kann.
Bisher ist eine Lokalisation von PC2 an der Prasynapse jedoch noch nicht beschrieben
worden und auch eher unwahrscheinlich. Méglicherweise kénnen aber auch andere SUMO-
E2- und -E3-Ligasen das AKT1-Protein an CtBP1/BARS50 rekrutieren. Allerdings sind im
Gegensatz zur Postsynapse (Scheschonka et al., 2007) fur die Prasynapse noch keine
SUMO-Ligasen identifiziert wurden.

Neben der Phosphorylierung spielt die SUMOylierung ebenfalls eine entscheidende Rolle bei
der Lokalisations- und Funktions-Anderung der CtBP1/BARS50-Proteine. Allerdings wurde
bis jetzt fur CtBP1/BARS50 nur eine nukledre und cytosolische SUMOylierung beschrieben
(Lin et al., 2003; Kagey et al., 2003; Corda et al., 2006). Bei den von mir durchgefihrten 2D-
gelelektrophoretischen Analysen detektiert der CtBP1-L-Antikorper in der Zellkern-Fraktion
neben den erwarteten Punkten bei einem MW von ~50 kDa, weitere Punkte bei einem MW
von ~60 kDa und pls von 4,5-5,0. In der Synaptosomen-Fraktion detektiert der Antikdrper
ebenfalls bei ~60 kDa und &hnlichem pl mehrere schwache Punkte. Da SUMO1 ein
kalkuliertes MW von 11,11 kDa hat, kdnnte es sich bei den vom CtBP1-L-Antikérper
detektierten Punkten bei ~60 kDa mdglicherweise um ein Dimer aus CtBP1/BARS50 und
SUMO1 handeln. Dagegen spricht, dass Martin et al. (2007) zeigen konnten, dass in
Hirnhomogenaten ohne Zugabe des Cystein Protease Inhibitors NEM die SUMOylierung der
Kainat-Rezeptor-Untereinheit GIuR6 sehr instabil ist und schnell wieder entfernt wird (Martin
et al., 2007). Entsprechend wirde auch die SUMOylierung der CtBP1-L-Isoform in
Gegenwart von SDS und reduzierenden Agenzien vermutlich nicht stabil sein.

Auch detektiert der monoklonale CtBP1/BARS50-Antikorper in beiden Fraktionen bei einem
MW von ~60 kDa keine weiteren Punkte. Somit ist davon auszugehen, dass es sich bei den
vom CtBP1-L-Antikorper detektierten Spots bei einem MW von ~60 kDa um ein
unspezifisches Signal des Antikorpers handelt.

Da aber durchaus eine synaptische SUMOylierung von CtBP1/BARS50 vorstellbar ist, sollte
zur weiteren Klarung mit NEM in-kubiertes Synaptosomen-Material mit dem CtBP1-L-
Antikorper biochemisch untersucht werden. Des Weiteren kdnnte mit Hilfe einer
Immunprazipitation von NEM in-kubiertem Synaptosomen-Material mit einem SUMO1-
Antikorper eine Bindung von SUMO1 an synaptisches CtBP1/BARS50 nachgewiesen
werden. Falls sich eine synaptische SUMOylierung von CtBP1/BARS50 bestatigen sollte,
wirft das die Frage auf, welchen Einfluss dies auf die Lokalisation und Funktion von
CtBP1/BARS50 hat. Aufgrund der bereits vorhandenen Daten ist dabei vorstellbar, dass eine
synaptische SUMOylierung von CtBP1/BARS50 dessen retrograden Transport von der
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Synapse zum Zellkern zur Folge hat. Somit wiirde eine synaptische SUMOylierung zur

Funktion von CtBP1/BARS50 als synaptisches Signalmolekul beitragen.

4.2.3.2 CtBP2 ist ein synaptisches Protein, dass mdglicherweise an der
prasynaptischen Endocytose oder der Kommunikation von der Synapse
zum Zellkern beteiligt ist

Die Identifizierung von CtBP2 in gereinigten Synaptosomen-Material (Abschnitt 3.1.2), im
Neuropil der Molekularschicht des Kleinhirn-Cortex und in geringerem Mal3e ebenfalls im
Moosfasertrakt des Hippokampus und des zerebralen Cortex (Abschnitt 3.1.4.1) war
unerwartet und entsprach nicht der bisher gezeigten exklusiv nuklearen Lokalisation von
CtBP2 (tom Dieck et al., 2005). Trotzdem konnte die synaptische CtBP2-Lokalisation durch
eine teilweise Ko-Lokalisation der CtBP2-Immunreaktivitdt mit der Immunreaktivitat eines
Antikorpers gegen das CAZ-Protein Bassoon in hippokampalen Priméarkulturneuronen
bestatigt werden (Abschnitt 3.1.6.3). Auch zeigten die immun-elektronenmikroskopischen
Aufnahmen (Abschnitt 3.1.6.1) eine Lokalisation des dunklen Peroxidase-Produkts des
CtBP2/RIBEYE-Antikorpers in enger Nahe zur CAZ in der prasynaptischen Endigung.

Die biochemischen Analysen der Homogenat- und P2-Fraktionen einzelner Maushirnareale
(Abschnitt 3.1.4.2) zeigen zudem eine starkere CtBP2-Immunreaktivitét in den synaptischen
Fraktionen des Kleinhirns und des Bulbus olfactorius, verglichen mit den anderen
untersuchten Hirnarealen. Dieses Ergebnis bestétigt die immunhistochemischen Daten aus
Abschnitt 3.1.4.1. Gleichzeitig deuten die quantitativen Immun-Westernblots der Zellkern-
und Synaptosomen-Fraktionen des Cortex und des Cerebellums (Abschnitt 3.1.5.2) darauf
hin, dass die verstarkte synaptische CtBP2-Immunreaktivitat im Kleinhirn nicht auf einem
verstarkten Transport zu den Synapsen beruht, sondern durch die sehr hohe
Expressionsrate von CtBP2 in diesem Hirnareal zu erklaren ist.

Des Weiteren zeigen die quantitativen Immun-Westernblots (Abschnitt 3.1.5.1), dass in
neuronalen Zellen CtBP2, genau wie CtBP1/BARSS50, eine duale Lokalisation an Zellkernen
und Synapsen aufweist. Auch konnte erstmals eine unterschiedliche subzellulare Verteilung
der beiden CtBP2-Isoformen, CtBP2 und CtBP2-S, beschrieben werden. So ist die kiirzere
Isoform CtBP2-S, der die ersten 25 N-terminalen Aminosauren inklusive des NLS-Motivs
fehlen, vor allem synaptisch lokalisiert. Wie bereits beschrieben, ist die lange CtBP2-Isoform
dagegen hauptsachlich im Zellkern angereichert. Diese unterschiedliche subzellulére
Verteilung beider CtBP2-Isoformen konnte des Weiteren mit Hilfe immuncytochemischer
Analysen uberexprimierten EGFP-CtBP2-Konstrukte (Abschnitt 3.1.7.2) bestatigt werden.
Diese zeigen ebenfalls eine synaptische Lokalisation des tberexprimierten EGFP-CtBP2-S-
Konstrukts, wohingegen das EGFP-CtBP2-Konstrukt hauptsachlich in den Zellkern

transfizierter Neurone transportiert wird.
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Unklar ist allerdings, wie CtBP2-S an die Synapse transportiert wird. Aufgrund der hohen
Homologie der CtBP-Proteinfamilie und der Fahigkeit von CtBP2 ebenfalls Bassoon zu
binden (tom Dieck et al., 2005) ist aber wahrscheinlich, dass CtBP2-S ein Bestandteil der
PTVs ist und so an die sich entwickelnde Synapse transportiert wird. Zur Uberpriifung einer
Lokalisation von CtBP2-S an PTVs sollten biochemische Untersuchungen von leichten
Membranen-Fraktionen und immuncytochemische Untersuchungen von jungen
Hippokampus-Primarkulturneuronen (Div 3-7) mit CtBP2-, Bassoon- und Piccolo-Antikdrpern
durchgefihrt werden.

Des Weiteren ist die synaptische Funktion von CtBP2-S voéllig unklar.

Zum einen deuten die immun-elektronenmikroskopischen Aufnahmen mdglicherweise eine
Lokalisation der CtBP2-Proteine am Rand der CAZ, moglicherweise in der periaktiven Zone,
an. Die periaktive Zone der Préasynapse ist der Bereich, indem die synaptischen Vesikel-
Membranen nach der Exozytose wieder endozytiert werden (Haucke et al., 2011). Diese
Lokalisation deutet somit moglicherweise auf eine Funktion von CtBP2-S bei der Vesikel-
Membran-Endozytose oder der molekularen Kopplung der Exo- und Endozytose hin. Dabei
ist aufgrund der Tatsache, dass die synaptische Endozytose zu grof3en Teilen durch Clathrin
und Dynamin und deren Bindungspartner vermittelt wird (Haucke et al., 2011) eine direkte
Funktion von CtBP2-S bei der Endozytose eher unwahrscheinlich. Trotzdem ist eine durch
die Bindung an Piccolo und Bassoon vermittelte Beteiligung von CtBP2-S an der
molekularen Verbindung der Exo- und Endozytose vorstellbar. In weiteren Untersuchungen
sollte eine direkte Interaktion von Bassoon und Piccolo mit CtBP2-S durch Pulldown-
Experimente mit gereinigten GST-CtBP2-S- und GST-Bassoon oder Piccolo-
Fusionsproteinen nachgewiesen werden. Zudem sollte mit Hilfe von immuncytochemischen
Analysen eine mogliche Lokalisation von CtBP2-S an der peraktiven Zone Uberprift werden.
Es wird angenommen, dass die spezifische Regulation der Genexpression fir die Prozesse
der synaptischen Plastizitat bend6tigt werden (West and Greenberg, 2011) und dass die
Kommunikation der Synapsen mit dem somatischen Zellkern durch spezifische
Signalmolekiile, die von den Synapsen retrograd ins Soma zum Zellkern transportiert
werden, gewabhrleistet wird (Jordan and Kreutz, 2009, Ch'ng and Martin, 2011). Zudem sind
die Mitglieder der CtBP-Proteinfamilie in der Transkriptions-Repression der Wnt- und TGF-
3/BMP-Signalwege (Brannon et al., 1999, Izutsu et al., 2001) beteiligt, welche
entscheidenden Einfluss auf die Synaptogenese und die synaptische Plastizitat in Neuronen
haben (Inestrosa and Arenas, 2010, Krieglstein et al., 2011). Mdglicherweise deutet die hier
gezeigte nukleare und synaptische Lokalisation von CtBP2-S somit auch auf eine Funktion
von CtBP2-Proteinen als Synapsen-Zellkern-Signalmolekdl hin.

Zudem ist anzunehmen, dass auch CtBP2-S, genau wie CtBP1/BARS50, das Substrat

synaptischer Phosphorylierungen ist. Auch hier ist PAK1 als Haupt-Kandidat zu nennen, da
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das PAK1-Phosphorylierungsmotiv auch in der CtBP2-Proteinfamilie konserviert ist. Die in
Abschnitt 4.2.3.1 beschriebenen weiteren Experimente zur Aufklarung einer synaptischen
Phosphorylierung durch PAK1 sollten also auch auf die CtBP2-S Isoform ausgeweitet
werden. Dazu wiirde eine 2D-gelelektrophoretische Analyse der CtBP2-Isoformen in der
Zellkern- und Synaptosomen-Fraktion weitere Hinweise auf mdglicherweise Synapsen-
spezifische posttranslationale Modifikationen geben.

Interessant ist auch die Frage, ob CtBP2-S ebenfalls ein Bestandteil der Bandsynapsen ist.
Die Uberprifung dieser Hypothese ist allerdings schwierig, da die beiden zur Verfligung
stehenden CtBP2/RIBEYE-Antikdrper immer auch RIBEYE erkennen wirden. Gleichzeitig ist
die Herstellung eines CtBP2-S-spezifischen Antikorpers nicht moglich, da sich das CtBP2-S-
Protein aul3er den fehlenden ersten 25 N-terminalen Aminos&uren nicht von der CtBP2-
Isoform unterscheidet. Einen ersten Hinweis auf eine CtBP2-Lokalisation an den
Bandsynapsen der Retina kénnte allerdings mit der Expression des EGFP-markierten
CtBP2-S-Konstrukts in organotypischen-Kulturen und einer Immunprézipitation von

Bandsynapsen-Material mit einem Bassoon- oder CtBP2-Antikdrper gewonnen werden.
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4.3 Ausblick

Zusammenfassend zeigt diese Studie ein individuelles Expressionsmuster der CtBP-
Proteine, wobei sich die CtBP1/BARS50- und CtBP2-Proteine durch ihr Expressionsniveau
in den einzelnen Hirnregionen und ihr raumliches bzw. Zelltyp-spezifisches
Expressionsmuster unterscheiden. Des Weiteren zeigen die Untersuchungen der
subzellularen Verteilungen der CtBP1/BARS50- und CtBP2-Proteine, dass fast alle bisher
identifizierten Mitglieder eine nukledre und synaptische Lokalisation einnehmen kdnnen. Eine
Ausnahme stellt die lange CtBP2-Isoform dar, da sie hauptsachlich im Zellkern lokalisiert ist.
Fur die CtBP2-S-Isoform konnte erstmals eine synaptische Lokalisation im Gehirn und in
Zellkultur gezeigt werden, wobei immun-elektronenmikroskopische Aufnahmen eine
Lokalisation in der Néhe der CAZ der prasynaptischen Endigung bestéatigen. Zudem deutet
Vieles auch auf eine Lokalisation von CtBP2-S am somatischen Golgi-Apparat hin. Die hier
gewonnenen Daten lassen den Schluss zu, dass die CtBP1-L-, CtBP1-S/BARS50- und
CtBP2-S-Isoformen zwischen den Kompartimenten der Zelle transportiert und ausgetauscht
werden kénnen. Somit wiirde die Regulation des interkompartimentellen Transports einen
entscheidenden Einfluss auf die verschiedenen Funktionen der CtBP-Proteine ausiben.
Aufgrund der hohen Homologie innerhalb CtBP-Proteinfamilie ist zudem davon auszugehen,
dass einige der posttranslationalen Mechanismen die an der Regulation des
CtBP1/BARS50-Transports innerhalb der Zelle beteiligt sind (Riefler and Firestein, 2001,
Barnes et al., 2003, Lin et al., 2003, Corda et al., 2006, Verger et al., 2006) mdglicherweise
auch bei der Regulation des interkompartimentellen Transports der CtBP2-Proteine
mitwirken. In weiteren Untersuchungen sollte der Transport der CtBP2-S-Isoform im Neuron,
der Einfluss verschiedener posttranslationaler Modifikationen auf den interkompartimentellen
CtBP2-S-Transport und die synaptische CtBP2-S-Funktion untersucht werden.

Fur die CtBP1/BARS50-Proteine deutet die Lokalisation beider Isoformen an der Synapse
moglicherweise auf mehrere synaptische Funktionen hin. So kdnnten sie u.a. an der
Endozytose bzw. der Kopplung der Exo- und Endozytose beteiligt sein, als Redoxsensor
oder als retrogrades Signalmolekul fungieren.

Diese Arbeit ist der erste Ansatz einer systematischen Analyse der Expression der CtBP-
Proteine im gesamten Gehirn und dient dem Verstandnis der einzigartigen und
Uberlappenden Funktionen der CtBP-Proteine in Neuronen. Gleichzeitig bildet diese Arbeit
die Grundlage fur weiterfihrende Untersuchungen der synaptischen Funktionen und des

interkompartimentellen Transports der Mitglieder der CtBP-Proteinfamilie.
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6. Abklrzungen

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

p Mikroliter

pum Mikrometer

2D Zweidimsional

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

AraC 1-®-D-Arabinofuranosylcytosin
APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat
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