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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Kontext dieser Arbeit

Die folgende Arbeit befasst sich mit Myelin, der Hiillscheide der
Nervenfasern. Woraus besteht diese einzigartige Substanz? Welche
Funktionen hat sie und was geschieht, wenn das Zusammenspiel der
diversen Komponenten gestort wird? Seit Jahrzehnten stellen sich
unzihlige Wissenschaftler Fragen wie diese. Gibt man Myelin als
Suchbegriff in Internetsuchmaschinen wie Google ein, so ergeben
sich {iber eine Millionen Treffer. Die Anfinge der Myelinforschung
waren ungleich bescheidener. Myelin wurde 1854 erstmals von dem
Pathologen Rudolf Virchow (1821 - 1902) mittels Lichtmikrosko-
pie an Gewebeschnitten beschrieben (Virchow 1854). Er prigte den
Begriff Nervenkitt, der als Neuroglia bis heute iiberdauert hat (zu-
sammenfassend in Baumann und Pham-Dinh 2001). Wegweisende
struktuelle Analysen folgten durch den Pariser Pathologen Louis-
Antoine Ranvier (1835-1922), nach dem der sog. Ranviersche Kno-
ten (siehe 1.3.1) benannt wurde (Ranvier 1871).

Die wichtigsten Glia-Zellen wurden zudem mittels Gold- bzw. Sil-
berimpragnationsmethoden von Ramon y Cajal (1852-1934) und
Rio Hortega (1882-1945) beschrieben (Cajal 1913; Hortega 1928).
Nachdem lange umstritten war, welcher Zelltyp das Myelin des zen-
tralen Nervensystems bildet, gelang 1962 Mary Bartlett Bunge und
Richard Bunge mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen der
Nachweis, dass zelluldre Fortsidtze der Oligodendrozyten die Mark-
scheiden bilden (Bunge et al. 1962).

Ab einem Axondurchmesser von 1pm im peripheren Nervensystem
(Rushton 1951) und 0,2pm im zentralen Nervensystem (Ritchie 1982)
bewirkt die Ummantelung eine Erhéhung der Nervenleitgeschwin-
digkeit durch Herabsetzung des elektrischen Widerstandes. So lei-
ten etwa die dicken, umhiillten Nervenfasern zwischen Riickenmark



und Muskulatur der Extremitéten, die so genannten Aa-Fasern, mit
einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 120m/s (Liillmann-
Rauch 2003). Es ist leicht nachvollziehbar, dass sich diese enorme
Leistung phylogenetisch erst relativ spéat durchsetzte. So gilt Mye-
lin, insbesondere das kompakte Myelin (siehe 1.3.1) als spezifisch fiir
Wirbeltiere (Baumann und Pham-Dinh 2001).

Der besonderen Funktion des Myelins entsprechend, unterscheidet
sich die molekulare Zusammensetzung der Substanz deutlich von
der anderer Zellmembranen. Myelin ist stark angereichert an Gly-
kosphingolipiden und Cholesterin. Insgesamt machen Lipide 70%
des Trockengewichtes aus, Proteine nur 30% (Norton und Poduslo
1973; Baumann und Pham-Dinh 2001). In Zellmembranen hingegen
findet sich ein durchschnittliches Verhéltnis im Trockengewicht von
35-40% Lipid und 60-65% Protein, wobei die Lipid- und Protein-
Einzelkomponenten, etwa Sphingolipide und Cholesterin, wiederum
anteilig anders vertreten sind als im Myelin.

Doch wer produziert diese einzigartige Isolierschicht? Seit dem deut-
schen Anatomen und Physiologen Theodor Schwann (1810-1882) ist
bekannt, dass im peripheren Nervensystem die sog. Schwann-Zellen
Myelin synthetisieren. Im zentralen Nervensystem, d.h. in Gehirn
und Riickenmark, iibernehmen Oligodendrozyten diese Funktion.
Die Syntheseleistung ist dabei kaum zu iiberschéitzen: Ein einzel-
ner Oligodendrozyt der Ratte produziert in der aktiven Phase der
Myelinisierung pro Tag 5000um? Myelin (Pfeiffer et al. 1993). Es
ist daher evident, von welcher immensen Bedeutung effiziente und
geregelte Transportmechanismen fiir die myelinisierende Zelle sind.
Sowohl Schwann-Zellen als auch Oligodendrozyten werden der Grup-
pe der Glia-Zellen zugeordnet. Wahrend man Glia lange Zeit als eine
Population von Helferzellen ansah, die Neurone stiitzen und versor-
gen, zeigte die Forschung der letzten Jahre deutlich, dass Glia-Zellen
in ihren Funktionen als ebenso komplex zu betrachten sind wie Neu-
rone. Die Wechselwirkung zwischen Neuron und Glia-Zelle ist fiir
Entstehung und Funktionalitédt der Myelinscheide unverzichtbar und
ein komplexes Netz an Signaltransduktionskaskaden, welches bisher
nur in Ansétzen bekannt ist, verbindet beide Zelltypen (vgl. Review
von Boiko und Winckler 2006 sowie Review von Barres und Raff
1999).

Was geschieht, wenn einzelne Komponenten dieser komplexen Wech-
selwirkungen gestort sind, zeigen diverse Mausmutantenlinien, wie
etwa die Shiverer- (Roach et al. 1985) oder Jimpy-Linie (Skoff und
Knapp 1990). Wihrend der ersteren ein Myelinprotein fehlt, so ist in
der zweiten Linie ein anderes Protein in seiner Struktur und Funk-
tion verdndert. In beiden Fiéllen sind die Auswirkungen gravierend:



progressive neurologische Defizite und vorzeitiger Tod der Tiere.
Doch auch beim Menschen sind Erkrankungen bekannt, deren pa-
thologischer Prozess an der Myelinscheide stattfindet. Die Multiple
Sklerose sei als wohl bekanntestes Beispiel einer die Nervenscheiden
zerstorenden Erkrankung genannt. Doch auch seltenere Erkrankun-
gen, wie etwa die Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung, welche in der
Regel auf Duplikation des Gens eines Myelinproteins beruht, ste-
hen im Fokus des klinischen Interesses der Myelinforschung. Die im
Folgenden beschriebene Forschungsarbeit beschéftigt sich insbeson-
dere mit Aspekten des Substanztransportes in Oligodendrozyten der
Maus.

1.2 Die myelinisierende Zelle des zentralen Ner-
vensystems

1.2.1 Embryonale Herkunft

Die Myelinogenese im ZNS des Menschen beginnt in der Fetalzeit
und erstreckt sich {iber einen Zeitraum von zwei Dekaden. Zum Zeit-
punkt der Geburt sind viele Faserziige noch nicht myelinisiert, doch
verlauft die Myelinbildung in den folgenden zwei Jahren rapide. Da-
bei beginnt die cerebrale Myelinisierung kaudal und schreitet nach
einem festen Programm nach rostral fort (Liillmann-Rauch 2003).
Dieses Programm ist so spezifisch, dass das Alter menschlicher Feten
allein durch Art und Lokalisation der bereits myelinisierten Trakte
definiert werden kann (Friede 1973).

Bei der Maus beginnt die Myelinisierung zum Zeitpunkt der Ge-
burt im Riickenmark und wird zwischen dem 45. und 60. Tag post
partum (pp) abgeschlossen (Baumann und Pham-Dinh 2001). Die
Vorlauferzellen von Oligodendrozyten des Gehirns wandern im Zu-
ge der Embryonalentwicklung aus dem Neuralepithel des Neural-
rohres, genauer gesagt aus der ventralen Subventrikularzone (SVZ),
aus (Sadler 2003). Die Subventrikularzone der Maus entsteht am 11.
Tag nach der Konzeption und persistiert in geringem Ausmafl bis
ins Erwachsenenalter hinein (Sturrock und Smart 1980).

Beim menschlichen Embryo entsteht das Neuralrohr, das ektoder-
maler Herkunft ist, in der dritten Entwicklungswoche. Seine Wand
wird vom mehrreihigen, noch undifferenzierten Neuralepithel ge-
bildet. Nach einer Phase rascher mitotischer Aktivitdt entstehen
die Neuroblasten als Vorlduferzellen der Neurone und etwas spéter
die Glioblasten, welche den Grof3teil der primitiven Stiitzzellen des
Neuralepithels ausmachen und von denen Astrozyten und Oligoden-



drozyten abstammen sollen (Sadler 2003).

Sie wandern, noch immer mitotisch aktiv, in die weifle Substanz
des Gehirns ein, wobei die Interaktion mit der extrazelluldren Ma-
trix und die Expression von Metalloproteinasen von Bedeutung sind
(Amberger et al. 1997). Erst wenn sie auf ein spezifisches Axon
treffen, das sie im Zuge der Myelinisierung umbhiillen, differenzie-
ren sie zu reifen Oligodendrozyten. Dieser Differenzierungsprozess
und auch der Beginn der Myelinproduktion lassen sich in vitro in
Oligodendrozyten-Kulturen frei von Neuronen beobachten (Dubois-
Dalcq et al. 1986). Lange Zeit herrschte daher die Meinung vor, neu-
ronale Signale seien von sekundérer Bedeutung. In den vergangenen
Jahren konnten jedoch Arbeiten wie etwa von Barres et al. (1993)
demonstrieren, dass neuronale Signale fiir das Uberleben und die
zeitlich und ortlich geregelte Differenzierung der Oligodendrozyten
entscheidend sind.

1.2.2 Vorstufen und Differenzierung der Oligodendrozy-
ten

Die oben beschriebenen Migrations- und Differenzierungsprozesse
vollziehen sich im Nagerorganismus im engen zeitlichen Rahmen bis
etwa zum 10. postnatalen Tag. Es folgt bis etwa zum 45., maxi-
mal bis zum 60. postnatalen Tag die Periode der Myelinisierung
(Baumann und Pham-Dinh 2001). In ihren Arbeiten konnten Bu
et al. (2004) feststellen, dass in Wildtyp-Mé&usen jedoch ab Tag 18
nach der Geburt keine erfassbare Proliferation von Oligodendrozy-
ten mehr stattfindet.

Auch im Hinblick auf Erkrankungen wie Multiple Sklerose (siehe
1.5.1), in deren Verlauf Remyelinisierung, wenn auch in unzureichen-
dem Mafe, stattfindet, wére es von grofler Bedeutung, frithe Stufen
der Oligodendrozyten-Linie sicher identifizieren zu kénnen. Zahlrei-
che Arbeiten widmeten sich daher der Suche nach spezifischen An-
tigenen, welche nur in bestimmten Entwicklungsphasen exprimiert
werden. 1997 definierten Trapp et al. drei Reifestufen von Oligoden-
drozyten im Nagergehirn. Sie benannten die Stufe der Vorldufer-
zelle, welche positiv sei fiir das sulfatierte Proteoglykan NG2 so-
wie den platelet derived growth factor receptor «, kurz PDGFaR.
Im Reifungsprozess folge das Stadium der sog. pramyelinisierenden
Zelle, welche positiv fiir das Myelinprotein DM20 sei, hingegen die
Spleiflvariante eben jenen Proteins, PLP, noch nicht exprimiere. Die
Antigene des Vorlduferstadiums, NG2 und PDGFaR, seien bereits
negativ. Der dritten und letzten Reifestufe entspricht laut Trapp et
al. der myelinisierende Oligodendrozyt. Dieser exprimiere weiterhin



DM20, jedoch nun auch die ldngere Isoform PLP (vgl. Abb. 1.1).
Zum Vorlauferstadium ist anzumerken, dass sich in der Literatur
haufig die Bezeichnung O2A-Zelle als Synonym findet. In Kultur
besitzt dieses Stadium die Fahigkeit, sich in Serum-freiem Medium
in Oligodendrozyten zu differenzieren, wiahrend in Serum-haltigem
Medium Astrozyten entstehen (Trapp et al. 1997).

Die Arbeit von Chang et al. (2002), durchgefiihrt an autoptischem
menschlichen Material, unterstiitzt oben Genanntes hinsichtlich des
Vorlauferstadiums, hélt das préamyelinisierende Stadium jedoch be-
reits fiir PLP positiv und definiert es morphologisch: multiple Zell-
fortsitze seien vorhanden, Axonkontakt sei jedoch noch nicht her-
gestellt. Von Bu et al. (2004) wird NG2 ebenfalls als Marker fiir das
02A-Stadium eingesetzt, wihrend Kramer und Armstrong Vorldufer
als O4 positiv (Antikorper gegen Glykolipide, Canoll et al. 1996)
und zugleich negativ fiir das Lipid Galaktosylceramid (GalC, u.a.
erkannt durch den Antikérper O1) beschreiben. GalC sei ein Mar-
ker des reifen Stadiums (Armstrong et al. 1992).

Im Ratten-Cerebellum wird CNP als erstes Myelin-spezifisches Pro-
tein zur selben Zeit wie GalC erstmals exprimiert (Reynolds und
Wilkin 1988). Im Abstand von 2 bis 3 Tagen folgen sequentiell die
Myelinproteine MBP (Reynolds und Wilkin 1988) und PLP (Mon-
ge et al. 1986), wiahrend das Protein MOG als Marker fiir das spéte
Reifestadium angesehen wird (Solly et al. 1996).

Gogate et al. (1994), die sich auf menschliche Zellen beziehen, ver-
wenden als weiteres Unterscheidungskriterium der Differenzierungs-
stufen die Spleifivarianten des Myelin Basischen Proteins, MBP:
MBP einschlieBlich Exon 2 (exon2+MBP) fénde sich vor allem im
pramyelinisierenden Stadium, wohingegen MBP ohne Exon 2 (exon2-
MBP) typisch fiir reife Oligodendrozyten sei.

Dieser kleine Ausschnitt eines weiten Forschungsfeldes mag zeigen,
dass zwar gemeinsame Grundlagen bestehen, jedoch im Detail durch-
aus sehr heterogene Ergebnisse existieren.

Noch vielschichtiger wird das Bild, wenn man sich mit Differen-
zierungsfaktoren der Oligodendrozyten befasst. So ist z.B. seit iiber
zehn Jahren bekannt, dass durch Zusatz von bovinem Fribroblasten-
Wachstumsfaktor (bFGF, auch FGF2 genannt) ins Kulturmedium
von Oligodendrozyten-Kulturen das Verhéltnis von préamyelinisie-
renden zu reifen Zellen erhéht wird, wohingegen der Insulin-dhnli-
che Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) das Verhéltnis zur reifen Form hin
verschiebt (Armstrong et al. 1992; Gogate et al. 1994).

Neben FGF-2 und IGF-1 sind platelet derived growth factor «
(PDGF«), Neurotrophin 3 (NT-3) und ciliary neurotrophic factor
(CNTF) als weitere Faktoren mit Einfluss auf die Oligodendrozyten-
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Abbildung 1.1: Reifestadien des sich entwickelnden Oligodendrozyten mit ent-
sprechenden Markern. Modifiziert nach Trapp et al. 1997, S. 466; Baumann und
Pham-Dinh 2001, S. 874

Entwicklung bekannt. Beschriebene Effekte wurden zusammenge-
stellt von Barres und Raff (1994). Auch der groflen Familie der In-
tegrine kommt eine wichtige Rolle zu (Baron et al. 2005).

Als Beispiel seien die von Neuronen produzierten Neureguline ge-
nannt. Diese besitzen Strukturmotive, die dem epidermalen Wachs-
tumsfaktor EGF gleichen und binden an auf Oligodendrozyten ex-
primierte ErbB-Rezeptoren. Diese spezifische Wechselwirkung, z.B.
der Substanz glial growth factor 1, welche dem Neuregulin 1 ent-
spricht, bewirkt die Proliferation von Vorlduferzellen und verzogert
deren Differenzierung (Canoll et al. 1996, 1999).

Neben den genannten pro-proliferativen Faktoren wurden auch Si-
gnalkaskaden aufgedeckt, welche einen Differenzierungsstopp oder
gar eine Entdifferenzierung von Oligodendrozyten bewirken kénnen.
Paradoxer Weise sind es die oben beschriebenen Neureguline, wel-
che in ausgereiften Oligodendrozyten den Verlust des Proteins MBP
und des Lipides Galaktosylceramid sowie die Umorganisation des
Aktin-Zytoskelettes bewirken und damit den Ubergang in unreife-
re Stadien hervorrufen kénnen (Canoll et al. 1999). Diese Tatsache
verdeutlicht, dass je nach Differenzierungsstand und Molekiilexpres-
sionsmuster einer Zelle die Antwort auf ein und dieselbe Substanz



sehr unterschiedlich ausfallen kann.

Neurone sind des Weiteren in der Lage, Oligodendrozyten an ih-
rer Ausdifferenzierung zu hindern. Dies geschieht u.a. iiber die sog.
Jagged-Notch-Interaktion. Das Molekiil Jagged 1 befindet sich da-
bei auf der axonalen Zellmembran, wahrend Notch 1 von Vorlaufer-
zellen der Oligodendrozyten exprimiert wird. Es erscheint evident,
dass Neurone auf diese oder dhnliche Art und Weise steuernd auf
Ausmafl und Dauer des Myelinisierungsprozesses einwirken konnen,
doch auch ein moéglicher Mechanismus zum Erhalt einer undifferen-
zierten Reserve in adulten Organismen ist plausibel (Wang et al.
1998).

Abgesehen von den genannten Wachstumsfaktoren und trophischen
Faktoren spielt elektrische Aktivitat in der Neuron-Glia-Interaktion
eine wichtige Rolle. Es ist bekannt, dass elektrische Impulse des Neu-
rons zur Freisetzung von Substanzen wie Adenosin fithren, welches
die Proliferation von Vorlduferzellen verhindern, Differenzierung zu
reifen Stadien und Myelinisierung aber fordern soll (Stevens et al.
2002). Elektrische Aktivitéit scheint zudem die Freisetzung des Zy-
tokins leukemia inhibitory factor (LIF) aus Astrozyten zu bewirken.
Dieser Faktor soll ebenfalls promyelinisierend wirken (Ishibashi et
al. 2006).

1.3 Zusammensetzung des Myelins

1.3.1 Struktur und allgemeine Zusammensetzung

Myelin als Isolierscheide der Nervenfasern ist aus vielen Lamellen
zusammengesetzt. Dabei ist die Lamellenzahl abhéngig vom Durch-
messer des umhiillten Axons und der Linge des zugehorigen Inter-
nodiums (s.u.) (Friede und Bischhausen 1982). Die Myelin-Lamellen
entstehen durch spiraliges Umwickeln des Axons mit Plasmamembran-
Fortsétzen der Glia-Zellen. Darauf folgt die Entfernung von zwischen
den Lamellen verbliebenem Zytoplasma und schliellich die Kompak-
tierung der Membranstapel (zusammenfassend dargestellt in Simons
M und Trajkovic 2006). Zytoplasma verbleibt jedoch in einer inne-
ren Zytoplasmazone, den sog. paranodalen Zungen oder Loops, den
Schmidt-Lantermann-Einkerbungen des PNS sowie der dufleren Zy-
toplasmazone, in welcher der Zellkern und die meisten Zellorganellen
lokalisiert sind. Zwischen der Glia-Zelle und der Axonoberfliche ver-
bleibt der sog. periaxonale Spalt (Liillmann-Rauch 2003).

Entlang der umbhiillten Nervenfaser finden sich in regelméfiigen Ab-
stdnden von 200-2000pm Einschniirungen, welche man als Ranvier-
Schniirringe oder Ranvier-Knoten bezeichnet. Diese wurden von Ran-



vier erstmals im Jahr 1871 beschrieben. Sie entsprechen den Gren-
zen zweier aufeinander folgender Myelinsegmente und zeichnen sich
durch einen besonders hohen Gehalt an schnellen Natrium-Kanélen
aus (zusammenfassend in Liillmann-Rauch 2003, Salzer 2003). Heute
weifl man, dass der Natrium-Kanal-Subtyp Na(v)1.6 die Hauptform
im Ranvier-Knoten darstellt (Caldwell et al. 2000). Die hohe lokale
Konzentration von Natrium-Kanélen ist Grundlage fiir die schnelle,
saltatorische Erregungsleitung, da nur hier ein Aktionspotential auf-
gebaut werden muss und nicht die gesamte Lénge der Nervenfaser
entlang.

Der Bereich zwischen zwei Ranvier-Knoten wird als Internodium
bezeichnet und wird von jeweils nur einer Myelin-bildenden Zelle
umhiillt. Dabei ummantelt die Schwann-Zelle des PNS jeweils nur
ein Axon, wiahrend der Oligodendrozyt des ZNS bis zu 40 verschie-
dene Axone myelinisieren kann, so im Bereich des optischen Nervens
(Peters et al. 1991). Internodien wurden 1989 beschrieben von Butt
und Ransom. Die Lénge der Internodien entspricht in etwa dem 100-
fachen Axondurchmesser (Hess und Young 1952).

Ein weiterer deutlicher Unterschied zwischen PNS und ZNS besteht
darin, dass periphere Axone von einer durchgehenden Basallamina
umhiillt werden, welche im ZNS vollstéandig fehlt. Neuere Experi-
mente deuten darauf hin, dass Schwann-Zellen die Zusammenset-
zung der Basallamina dynamisch beeinflussen (zusammenfassend in
Court et al. 2006).

Betrachtet man die Myelinschicht elektronenmikroskopisch, so fin-
det sich im kompakten Myelin ein periodischer Wechsel von elektro-
nendichten und helleren Banden (Sjostrand 1949). Die breite Haupt-
linie, als major dense line (MDL) bezeichnet, entspricht den zu-
sammen gelagerten zytoplasmatisch orientierten Lipidschichten der
Oligodendrozyten-Zellmembran. Entsprechend entsteht die hellere
Zwischenlinie, die intraperiod line (IPL), aus den vormals extrazel-
lulér orientierten Membranblattern (Liillmann-Rauch 2003).

Die Anzahl der Umhiillungen kann bis zu mehrere Hundert betra-
gen und ist sowohl mit dem Axondurchmesser als auch der Inter-
nodienlédnge korreliert (Friede und Bischhausen 1982). Wie oben
bereits erwdhnt, unterscheidet sich die biochemische Zusammenset-
zung des Myelins deutlich von jener anderer Zellmembranen: Ein Li-
pidanteil von 70% des Trockengewichtes im Myelin anstatt 35-40%
Lipidanteil in anderen Zellmembranen (Norton und Poduslo 1973).
Dabei ist Myelin besonders reich an Glykosphingolipiden, insbeson-
dere Galaktosylceramid und seinem sulfatierten Derivat Galaktosul-
fatid, die in der Summe fast ein Drittel des Gesamtlipidanteils des
Myelins ausmachen. Auch Cholesterin ist im Myelin deutlich ange-
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reichert (Morell und Jurevics 1996), wiahrend die Hauptkomponente
der meisten Zellmembranen, Phosphatidylcholin, nur zu geringen
Anteilen vertreten ist.

Myelin enthélt eine begrenzte Anzahl von Proteinen, welche gréfiten-
teils nicht in den Zellmembranen des Korpers zu finden sind. Die
Hauptkomponenten, die gemeinsam bereits 80% des Proteinanteils
decken, sind Myelin Basisches Protein (MBP) mit 30% und Pro-
teolipid Protein (PLP) sowie seine Isoform DM20 mit 50% (Greer
und Lees 2002). Es handelt sich um Molekiile mit geringem Mo-
lekulargewicht, die vornehmlich im kompakten Anteil des Myelins
vorkommen.

1.3.2 Myelinproteine
PLP und DM20 (proteolipid protein)

PLP und seine Isoform DM20 machen etwa 50% des Proteinanteils
von Myelin aus (Greer und Lees 2002).

Bei PLP und seiner Isoform DM20 handelt es sich um acylierte
integrale Membranproteine, welche die Membran mit jeweils vier a-
Helices durchspannen. Der N- und C-Terminus der stark hydropho-
ben Molekiile ist zytoplasmatisch ausgerichtet (Weimbs und Stoffel
1992) und das Molekulargewicht betragt ohne Modifikationen 25kDa
fiir PLP sowie 20kDa fiir DM20 (Baumann und Pham-Dinh 2001).
Auf dem Weg vom Syntheseort zur Plasmamembran werden den
Molekiilen mehrere Acylketten hinzugefiigt, was den hydrophoben
Charakter verstarkt (Weimbs und Stoffel 1992) und zu einem Ge-
samtanteil hydrophober Aminosauren von fast 50% fithrt. Die In-
teraktion mit Cholesterol ist beschrieben (Simons M et al. 2000).
Das PLP-Gen ist phylogenetisch hoch konserviert, liegt auf dem X-
Chromosom und codiert fiir 276 Aminoséduren. Insgesamt besteht
das Gen aus sieben Exons (Stoffel et al. 1983). Durch alternatives
Spleifien von Exon 3 und die Deletion von 35 Aminosduren (Ami-
noséure 116 bis 150) entsteht die Isoform DM20 (Nave et al. 1986).
Als Strukturprotein ist PLP am Erhalt der Integritit der intraperiod
line (IPL) im kompakten Myelin beteiligt (Boison et al. 1995). Die
Funktion von DMZ20 ist deutlich weniger gut untersucht.

Wihrend in Vorlduferzellen das Gen in geringem Mafle transkribiert
wird, steigt die Transkriptionsrate im Laufe der Reifung des Oligo-
dendrozyten an. Dabei verschiebt sich das Verhiltnis vom Uberwie-
gen der DM20-mRNA zur mRNA von PLP (Thomson et al. 2005).
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MBP (myelin basic protein)

MBP, codiert auf Chromosom 18 der Maus (Roach et al. 1985), ist
nach PLP/DM20 mit ca. 30% das zweithdufigste Protein im Myelin
des zentralen Nervensystems (Baumann und Pham-Dinh 2001).

In Nagern kommt MBP in vier Isoformen vor (14, 17, 18.5 und
21.5kDa), welche durch alternatives Spleifien des mRNA-Gentrans-
kripts entstehen. Der 14kDa und der 18.5kDa schweren Isoform
fehlt jeweils die Aminosduresequenz fiir die Exon 2 codiert (exon2-
MBP). Beide Molekiile finden sich vornehmlich im kompakten Mye-
lin (Krdmer et al. 2001) und iiberwiegen im adulten Nager (Bar-
barese et al. 1978). Die Isoformen mit der Aminoséuresequenz des
Exons 2 (exon2+MBP), 17kDa und 21.5kDa schwer, verteilen sich in
transfizierten Oligodendrozyten diffus in Zytoplasma und Nukleus
(Allinquant et al. 1991; Staugaitis et al. 1990; Pedraza et al. 1997).
Bereits 1982 stellten Colman et al. fest, dass sich MBP-mRNA im
Gegensatz zu PLP-mRNA aus Myelinfraktionen aufreinigen liefl und
nahmen eine Synthese des Proteins an freien Ribosomen vor Ort,
d.h. in den myelinisierenden Fortsédtzen, an. Heute lasst sich ge-
nauer sagen, dass sich exon2-mRNA vor allem in den Zellfortsidtzen
befindet, wohingegen exon2+ mRNA vornehmlich im Zellkorper vor-
kommt (De Vries et al. 1997). In Folge der Reifung der Oligoden-
drozyten wird die exon2+mRNA weniger, die exon2-mRNA nimmt
hingegen zu (De Vries et al. 1997).

Im Transkriptionsprozess von MBP scheint die Tyrosin-Kinase Fyn
eine entscheidende Rolle zu spielen. In Fyn-Knockout-M&ausen fand
sich ab Tag 14 eine deutliche Reduktion der MBP-Konzentration
(Sperber et al. 2001). Zudem erhoht Fyn deutlich die Promotorak-
tivitdt des MBP-Genkomplexes (Umemori et al. 1999).

In humanem und bovinem Myelin ist die 18.5kDa-Isoform prozen-
tual am starksten vertreten und kommt in zahlreichen post-trans-
lationalen Modifikationen vor (DeBruin et al. 2005). Auch murines
MBP wird auf verschiedenste Weisen post-translational modifiziert,
so etwa die 14 und 18.5kDa-Isoformen durch N-terminale Acylie-
rung, Methylierung, Deamidation und Phosphorylierung (Palma et
al. 1997).

MBP findet sich im adulten Tier vor allem im kompakten Mye-
lin, in den zytoplasmatischen Anteilen der Membranschichten. Es
ist zur Zeit Konsens, von einer kompaktierenden Wirkung und Sta-
bilisierung insbesondere der major dense line durch das Molekiil
auszugehen (Allinquant et al. 1991). Die Wechselwirkung mit Li-
piden scheint vor allem elektrostatischer Natur zu sein, aber auch
hydrophobe Wechselwirkungen, insbesondere der N-terminalen Mo-
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lekiilhalfte, kommen vor (Boggs et al. 1999). Wird im menschlichen
MBP-Molekiil an mehreren Stellen die Aminosdure Arginin durch
Citrullin ersetzt, wie es bei Multiple-Sklerose-Patienten beobach-
tet wurde, so erscheinen die Wechselwirkungen mit Lipiden abge-
schwicht (Beniac et al. 2000).

Auch eine Rolle in der Signaltransduktion wird diskutiert, insbeson-
dere vor dem Hintergrund der strukturellen Ahnlichkeit mit MARCKS
(myristoylated alanine-rich C-kinase substrate). MBP wechselwirkt
beispielsweise mit Calcium-Calmodulin, Aktin und Proteinkinase C
(Harauz et al. 2000).

Die morphogenetischen Eigenschaften von MBP konnten kiirzlich
genauer definiert werden. MBP wechselwirkt in einer Calcium/Cal-
modulin-abhéngigen Weise mit dem Mikrotubulisystem des Oligo-
dendrozyten und kann funktionell mit der Familie der STOP (stable
tubule only polypeptide)-Molekiile verglichen werden (Galiano et al.
2006).

CNP (2¢3¢cyclic nucleotide 3‘phosphodiesterase)

CNP hat einen Anteil von ca. 4% am Gesamtprotein des Myelins
(Baumann und Pham-Dinh 2001). Zwei durch alternatives Spleiien
erzeugte Isoformen des Proteins mit einem Molekulargewicht von
46kDa bzw. 48kDa sind bekannt und werden als CNP1 und CNP2
bezeichnet (Sprinkle 1989).

Das CNP-Gen der Maus liegt auf Chromosom 11 (Bernier et al.
1988) und umfasst vier Exons. Post-translationale Modifikationen
wie Acylierung und Phosphorylierung kommen vor allem bei CNP2
vor (Vogel und Thompson 1988).

Immunhistochemisch lief sich das Protein in den paranodalen Schlin-
gen des Myelins sowie im Zytoplasma der Oligodendrozyten-Fortsétze
nachweisen (Trapp et al. 1988). Die Funktion von CNP ist nach wie
vor ungeklédrt. Die enzymatische Aktivitat, die dem Protein den Na-
men gab, bezieht sich auf kiinstliche Substrate, die im Gehirn nicht
nachgewiesen werden konnten (Vogel und Thompson 1988).

MAG (myelin-asssociated glycoprotein)

Das Molekiil MAG wird allgemein als Bestandteil der Immunglobulin-
Gen-Superfamilie angesehen (Salzer et al. 1987), welche ausschlie-
lich in Myelin-produzierenden Zellen exprimiert wird und deren Gen-
produkte ca. 1% des Gesamtproteingehalts des zentralen Myelins
ausmachen (Quarles et al. 1973, Trapp 1990). Das MAG-kodierende
Gen befindet sich bei der Maus auf Chromosom 7 (Barton et al.
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1987) und umfasst 13 Exons.

Im zentralen Nervensystem entstehen durch alternatives Spleifien
zwei Isoformen von MAG, ohne Glykosylierung 67kDa (S-MAG fiir
small) und 72kDa (L-MAG fiir large) schwer. Dabei tritt die 72kDa
schwere Isoform frither auf und bleibt die Hauptform wéahrend der
aktiven Myelinisierungsphase. Nach deren Abschluss {iberwiegt die
67kDa-Isoform im Nagerhirn (Frail und Braun 1984). Beide MAG-
Isoformen haben eine Transmembrandoméne und eine extrazellulére
Region, welche den Immunglobulindoménen #hnelt (Salzer et al.
1987). Dariiber hinaus sind die MAG-Isoformen Sialinséure binden-
de Proteine, wodurch eine Wechselwirkung mit Neuronen zustande
kommt. Diese entspricht jedoch nicht der im Folgenden beschriebe-
nen inhibitorischen Wirkung von MAG auf das Neuriten-Wachstum
(Tang et al. 1997).

In den Oligodendrozyten des zentralen Nervensystems ist MAG in
frithen Entwicklungsstufen granulér zytoplasmatisch verteilt und ist
im Vergleich zu MBP in einer geringen Latenz detektabel. Ab der
Phase starker Myelinisierung ist MAG in den Internodien periaxonal
lokalisiert (Sternberger et al. 1979), weshalb eine Rolle im Zell-Zell-
Kontakt und der Signaltransduktion diskutiert wird. Beispielsweise
wechselwirken verschiedene axonale Proteine mit MAG zur Regula-
tion von axonaler Regeneration, wobei MAG ebenso wie Nogo und
Omgp (oligodendrocyte myelin glycoprotein) iiber den Nogorezeptor
NgR das axonale Wachstum hemmen kann (zusammenfassend in
Spencer et al. 2003; Giger et al. 2008). In Diskussion ist eine mogli-
che Rolle von MAG bei der Stabilisierung der paranodalen Axon-
Glia-Wechselwirkung. Beobachtet wurde, dass insbesondere in der
MAG-CGT-Doppelmutante, d.h. in Tieren, die weder MAG noch
Galaktolipide bilden kénnen, die paranodale Region im Vergleich zu
den jeweiligen Einzelmutanten iiberméfig verdndert ist (Marcus et
al. 2002).

MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein)

Das MOG-kodierende Gen ist auf Chromosom 17 der Maus lokali-
siert. Es befindet sich am distalen Ende der MHC (major histocom-
patibility complex) Ib Region (Pham-Dinh et al. 1995). Das Protein
hat ohne Glykosylierung ein Molekulargewicht von 25kDa, mit Gly-
kosylierung 26-28kDa (Amiguet et al. 1992). MOG findet sich nur
im Myelin von Sdugetieren (Birling et al. 1993). Die N-terminale
Region des Proteins dhnelt einer Immunglobulin-Doméne (Gardi-
nier et al. 1992), so dass auch MOG als Teil der oben genannten
Immunglobulin-Gen-Superfamilie gilt. Dieser Familie entsprechend
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scheint MOG nur eine transmembranire Doméne zu besitzen (Del-
la Gaspera et al. 1998). In vivo scheint das Protein vor allem in
den dufersten Schichten des kompakten Myelins lokalisiert zu sein
(Brunner et al. 1989). Wie oben erwahnt wird MOG als Marker fiir
ein spétes Reifestadium von Oligodendrozyten verwendet (Solly et
al. 1996).

Ganz besonderes Interesse wurde MOG zuteil, als beobachtet wur-
de, dass in einem Tiermodell demyelinisierender Erkrankungen, der
sog. Ezperimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE, sie-
he 1.5.1), die Injektion von MOG in das ZNS sowohl eine T-Zell-
vermittelte als auch eine Antikorper-vermittelte Immunantwort pro-
vozieren kann (Bernard et al. 1997).

1.3.3 Myelinlipide

Wie oben bereits erwdhnt, hat die Myelinmembran eine besondere
Lipid-

Zusammensetzung. Sie ist im Vergleich zu Zellmembranen stark an-
gereichert an Glykosphingolipiden (Raff et al. 1978) und Choleste-
rin. Insgesamt machen Lipide 70% des Trockengewichtes aus, Prote-
ine nur 30% (Norton und Poduslo 1973; Baumann und Pham-Dinh
2001).

Als Hauptkomponenten sind Cholesterin, Plasmalogene (vor allem
Ethanolamin-Plasmalogene), Galaktosylceramid (GalC) und Galak-
tosulfatid (sGalC) zu nennen, mengenméflig geringer vertreten sind
Galaktodiglycerol und das Gangliosid GM1 (Stoffel und Bosio 1997;
DeWille und Horrocks 1992). Wéhrend die Glykolipide im &ufe-
ren Membranblatt vorkommen, finden sich Phospholipide und Plas-
malogene im inneren Membranblatt. Cholesterol kommt in beiden
Membranbléttern vor (Stoffel und Bosio 1997).

Galaktosylceramid (GalC) und Galaktosufatid (sGalC) gehoren zur
Gruppe der Glykosphingolipide und machen zusammen 20% des
Lipid-Trockengewichtes aus (vgl. Simons M und Trajkovic 2006). Sie
tragen lange gesittigte Kohlenwasserstoffketten (O “Brien und Rou-
ser 1964) und haben einen Schmelzpunkt, der oberhalb der Korper-
temperatur liegt (Curatolo 1982). Dies bedeutet, dass sie im Sduger-
organismus in parakristalliner Struktur vorliegen (Stoffel und Bosio
1997). Glykosphingolipide scheinen mit Cholesterol dynamische Li-
piddoménen auszubilden, die als rafts bezeichnet werden (Brown
und London 2000).

Die Synthese von GalC und sGalC ist abhéangig von der Aktivitit des
Enzyms UDP-Galactose-Ceramid-Galactosyltransferase, kurz CGT
(Schulte und Stoffel 1993). Der sog. CGT-Knockout-Maus fehlt die-
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ses Enzym und damit die Fahigkeit, die genannten Lipide zu syn-
thetisieren. Wahrend Néheres unter 1.5.2 zu finden ist, sei hier be-
reits erwahnt, dass die Nervenleitgeschwindigkeit der myelinisierten
Axone dieser Tiere stark herab gesetzt ist (Bosio et al. 1996). Dies
spricht fiir eine Rolle der Glykosphingolipide in der Ausbildung ei-
ner Ionen-impermeablen Barriere, welche fiir die saltatorische Erre-
gungsleitung unverzichtbar zu sein scheint (Stoffel und Bosio 1997).

1.4 Der Prozess der Myelinisierung im Detail

1.4.1 Allgemeine Transportmechanismen

Wie oben bereits erwiahnt produziert ein einzelner Oligodendrozyt
in der aktiven Phase der Myelinisierung pro Tag 5000um? an Mye-
lin (Pfeiffer et al. 1993). Dass Transportprozesse in diesem Zelltyp
ein Hochstmafl an Organisation und Effizienz aufweisen miissen, ist
leicht nachvollziehbar. Im Folgenden sei eine Zusammenschau des
aktuellen Wissens iiber Transportmechanismen gegeben.

Bei der Erforschung oligodendroglialer Transportaktivititen ist es
seit Jahren etabliert, vergleichend den Transport in polarisierten
epithelialen Zellen zu betrachten. Die Membranzusammensetzung
epithelialer Zellen differiert je nach apikaler oder basolateraler Aus-
richtung deutlich, was als Ausdruck unterschiedlicher Funktionen
aber auch unterschiedlicher Transportmechanismen angesehen wird
(Simons K und Fuller 1985; Fuller et al. 1985; von Bonsdorff et al.
1985).

Der apikale Transportweg in Epithelzellen scheint vor allem durch
Glykosphingolipid- und Cholesterol-reiche Mikrodoménen, sog. rafts,
zu erfolgen (Simons K und Ikonen 1997), welche durch Assoziati-
on von Glykolipiden und bestimmten apikalen Proteinen im Trans-
Golgi-Netzwerk entstehen sollen. Die Lipid-Zusammensetzung der
rafts dhnelt dabei stark der des Myelins (De Vries und Hoekstra
2000; Stoffel und Bosio 1997). Der basolaterale Transportweg in
Epithelzellen scheint in Vesikeln des Trans-Golgi-Netzwerkes zu er-
folgen, in welche die entsprechenden Molekiile durch ein Signal in
ihrer zytoplasmatischen Doméne sortiert werden (Folsch et al. 1999;
Mellman und Nelson 2008).

Rafts bilden im exoplasmatischen Blatt der Zellmembran durch ih-
ren hohen Gehalt an Glykosphingolipiden und Cholesterol Mikro-
doménen mit hoher molekularer Ordnung in einer Umgebung hoher-
er Fluiditédt. Als dynamische Plattformen und Transportvehikel kon-
nen sie mit diversen Proteinen interagieren (Simons K und Iko-
nen 1997; Dupree P et al. 1993). Mit nicht-ionischen Losungsmit-
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teln konnen aus fast allen Zellen unlosliche Membranfragmente iso-
liert werden. Gelaufige Bezeichnungen sind DRMs (detergent resi-
stant membranes) sowie DIGs (detergent insoluble, glycolipid enri-
ched membranes). Diese Fragmente sind reich an Glykosphingolipi-
den und Cholesterol und scheinen aus rafts zu stammen (Brown und
London 2000).

Ein weiterer Transportmechanismus der Zelle ist das elaborierte Sy-
stem der Endosomen / Lysosomen, welches von grofier Bedeutung
fiir Transport und Recycling bestimmter Myelinkomponenten ist.
Detailliert beschrieben wurden die vesikuldren Organellen 1965 von
Trump et al..

Lysosomen sind ca. 0,5um grofle Zellorganellen mit saurem pH und
iiber 40 hydrolytischen Enzymen, den sog. sauren Hydrolasen. Zell-
eigene oder von extern aufgenommene Makromolekiile konnen auf
diese Weise im Lysosom gespalten und ihre {iber transmembranéren
Transport ins Zytosol abgegebenen Bausteine wieder verwendet wer-
den. Die lysosomalen Enzyme stammen aus dem Trans-Golgi-Netz-
werk (TGN), wo sie nach Synthese am rauen Endoplasmatischen Re-
ticulum (rER) iiber einen Mannose-6-Phosphat-Rezeptor gebunden
und in Vesikel verpackt werden. Diese Vesikel erreichen das Lysosom
iiber die Zwischenstufe des bereits sauren Spaten Endosoms, wo der
Rezeptor-Enzym-Komplex dissoziiert (Liillmann-Rauch 2003).

Der Weg von der Aufnahme eines extrazellularen Molekiils bis zu sei-
ner Zerlegung im Lysosom ist komplex, so dass letztlich verschiedene
Transportmechanismen zu differenzieren sind. Besonders gut unter-
sucht ist die Rezeptor-vermittelte Clathrin-abhéngige Endozytose.
In der Zellmembran existieren spezielle Membranareale, welche an-
gereichert sind mit den in Interaktion stehenden Proteinen Clathrin
und AP-2, einem Adapterprotein (Owen et al. 2000). Die Grofle
dieser Membranareale ist abhédngig vom Gewebe bzw. Zelltyp. Fiir
das ZNS wurden Werte von 76nm ermittelt, fiir Fibroblasten 120nm
(Heuser und Kirchhausen 1985).

Ein Ligand, z.B. typischerweise das Molekiil Transferrin, bindet an
einen spezifischen Rezeptor der Zellmembran. Der Rezeptor wieder-
um ist durch AP2 mit dem Protein Clathrin gekoppelt. Der Kom-
plex iiberzieht rasenartig ein definiertes Membranfeld, welches sich
in Reaktion auf die Liganden-Bindung einstiilpt. Diese Formation
wird als Stachelsaumgriibchen oder clathrin coated pit (CCP) be-
schrieben. Es folgt die Abschniirung eines Vesikels, der die Ligand-
Rezeptor-Komplexe enthélt (zusammenfassend beschrieben in Mou-
savi et al. 2004). Die Einstiilpung des Membranfeldes ist abhingig
von dem Molekiil Dynamin, welches GTPase-Aktivitat besitzt, und
von Phosphatidylinositol(4,5)-Bisphosphat. Beide Molekiile stehen

17



in Wechselwirkung (Rohde et al. 2002).

Es werden zwei Formen der Kargo-Aufnahme differenziert: Zum
einen die konstitutive Endozytose, welche Oberflachenrezeptoren be-
trifft, die stdndig einen Recycling-Prozess von der Zellmembran ins
Zellinnere und zuriick beschreiben. Zum anderen kennt man die
Signal-induzierte Endozytose, welche erst einsetzt, wenn ein Ligand
an seinen spezifischen Rezeptor gebunden hat (zusammenfassend in
Mousavi et al. 2004).

Nach Abfallen und Recycling des Clathrin-Mantels verschmilzt der
Endozytosevesikel mit dem sog. Frithen Endosom, weiter zum Spéten
Endosom und schliellich ins Lysosom oder zum Trans-Golgi-Netz-
werk. An unterschiedlichen Stellen des Weges kann eine Dissoziation
des Ligand-Rezeptor-Komplexes und ein Recycling des Rezeptors
zur Plasmamembran erfolgen (Liillmann-Rauch 2003).

Wie genau die Umwandlung eines flachen Membranareals in einen
Vesikel erfolgt, ist nach wie vor unklar. Es konnte gezeigt werden,
dass rekombinant exprimierte Clathrin-Fragmente unter Vermitt-
lung von Adapterproteinen mit weiteren Clathrin-Molekiilen inter-
agieren und geschlossene Korb-artige Gebilde zu formen vermogen.
Dies warf die Frage auf, ob durch diese Interaktion die Membranin-
vagination erzwungen wird (Greene et al. 2000).

Ein Beispiel fiir Clathrin-unabhéngige Endozytose ist die Stoffauf-
nahme iiber Caveolae. Hierbei handelt es sich um Invaginationen
der Zellmembran, die je nach Zelltyp 50-100nm grof sind (Lisanti et
al. 1994) und verschiedene Formen annehmen konnen (vgl. Severs
1988).

Caveolae sind gekennzeichnet durch eine spezifische Lipid-Zusam-
mensetzung, welche den oben beschriebenen rafts entspricht (Co-
hen et al. 2004). Vor diesem Hintergrund ist versténdlich, weshalb
Cholesterol fiir den Formerhalt benotigt wird. Des Weiteren ist das
Protein Caveolin angereichert (Rothberg et al. 1992).

Auch in Caveolae kénnen verschiedene Rezeptormolekiile akkumu-
liert sein und es kann nach Ligandenbindung zur Abschniirung der
Vesikel kommen. Sie scheinen eine wichtige Rolle in makromolekula-
rer Transzytose in vivo zu spielen, so etwa im Lungengewebe (McIn-
tosh et al. 2002). Die Analyse von Komponenten der Caveolae zeig-
te, dass sich hier viele Signalmolekiile befinden, so etwa Src-artige
Kinasen oder heterotrimere G-Proteine (Lisanti et al. 1994). Daher
erscheint eine Rolle in der Signaltransduktion wahrscheinlich. Genau
wie fiir die Clathrin-abhéngige Endozytose bleibt auch fiir Caveolae
der genaue Mechanismus der Invagination unklar. Es konnte aller-
dings gezeigt werden, dass auch hier das Molekiil Dynamin und seine
GTPase-Aktivitdt erforderlich sind (Oh et al. 1998).
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Dies verdeutlicht, dass spezifische Proteine fiir kritische Schritte des
sortings, also des gerichteten Transportes, erforderlich sind und ein
Blick in die aktuelle Literatur zeigt, dass etliche der beteiligten Si-
gnalkaskaden inzwischen bekannt sind: Gruenberg und Stenmark
(2004) nennen die sog. multivesicular bodies (MVBs) als Zwischen-
stufe im oben skizzierten Weg zwischen Frithen und Spéten Endo-
somen (vgl. Abb. 1.2). Sie sind 400-500nm grofl und werden entlang
von Microtubuli transportiert. An der Direktion von Rezeptoren der
Plasmamembran in die MVBs ist Phosphatidylinositol-3-Phosphat
(PtdIns3P) entscheidend beteiligt. Dieses Protein interagiert mit
HRS (Urbé et al. 2000), welches mit ESCRT-1 wechselwirkt (Ba-
che et al. 2003) und ubiquitinierte Rezeptoren an die Folge der
Proteine ESCRT-1, ESCRT-2 und ESCRT-3 weiterreicht (zusam-
menfassend in Gruenberg und Stenmark 2004). Werden nicht mehr
benétigte Rezeptoren der Zelloberfléche iiber Ligasen mit einem ein-
zelnen Ubiquitin-Rest verbunden, so ist dies das Startsignal fiir den
Transport in Endosomen / Lysosomen. Polyubiquitin hingegen ist
bekannt als Starter des Proteinabbaus im Proteasomkomplex (zu-
sammenfassend in Raiborg et al. 2003).

Es gibt Hinweise darauf, dass Proteine, die in die inneren Membra-
nen der MV Bs eingebaut werden, dem lysosomalen Abbau zugefiihrt
werden. Bei Einbau in die &uflere Membran der MV Bs soll hingegen
ein Recycling stattfinden (Katzmann et al. 2002).

Die Differenzierung zwischen Frithen Endosomen, MVBs und Spéten
Endosomen gelingt morphologisch nur begrenzt. Hilfreich ist hier-
bei, dass sie sich in ihrer Lipid-Zusammensetzung deutlich unter-
scheiden. So entspricht die Membran der Frithen Endosomen weit-
gehend der Plasmamembran, wihrend Spiate Endosomen vor allem
neutrale Phospholipide, Triglyceride und Cholesterolester enthalten.
MV Bs schliefllich besitzen eine exklusive Komponente, Lysobisphos-
phatidsdure (LBPA) (Katzmann et al. 2002). Dariiber hinaus sind
histochemische Markermolekiile bekannt, wie z.B. Lamp-1 zur Er-
kennung Spéter Endosomen / Lysosomen (Boucrot und Kirchhausen
2007).

Von den Vorgédngen der Endozytose nicht zu trennen sind jene der
Exozytose, d.h. der Ausschleusung hydrophiler, nicht membrangéngi-
ger Molekiile aus der Zelle. Meist handelt es sich um Proteine, die an
den Ribosomen des rER synthetisiert werden und iiber Vesikel das
TGN erreichen. Von dort werden sie, wiederum vesikular verpackt,
zur Plasmamembran transportiert. Schliellich verschmilzt die Vesi-
kelmembran mit der Plasmamembran, der Inhalt wird nach aufien
sezerniert. Die passagere Erweiterung der Plasmamembran um jene
des Vesikels wird schliefilich durch endozytotische Prozesse wieder
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riickgéingig gemacht (Liillmann-Rauch 2003).

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der multivesicular bodies (MVB) als
Zwischenstufe zwischen Golgi-Apparat (GA), Frithen Endosomen (EE) und
Spéten Endosomen (LE) sowie des Zusammenhangs mit der lysosomalen De-
gradation (Ly) und dem Recycling von Plasmamembran (PM) iiber Recycling-
Endosomen (RE)

1.4.2 Transport spezieller Myelinkomponenten

Fragt man sich, welche Transportmechanismen im Allgemeinen zur
Anlieferung von Myelin genutzt werden konnten, so lassen sich laut
Kramer et al. (2001) vier prinzipielle Wege unterscheiden (siehe Abb.
1.3): Als erstes sei der direkte Transport genannt. Genau wie in po-
larisierten Epithelzellen ein gerichteter Transport zur apikalen Zell-
membran stattfindet, so sei eine Vorsortierung im TGN und gezielte
Anlieferung an myelinisierende Fortsétze denkbar.

Das zweite Modell, Transzytose, postuliert eine generelle Haupt-
flussrichtung des Transportes in der Zelle. Durch unterschiedlich
starke lokale Endozytose und Recycling liefle sich die asymmetri-
sche Membranvergroflerung im Zuge der Myelinisierung erreichen.
Ebenso denkbar ist die dritte Variante der Exozytose praformierter
Vesikel. Diese kénnten sich bereits in den Fortsétzen befinden und
auf spezifische neuronale Signale hin in die wachsende Myelinscheide
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eingebaut werden. Die letzte diskutierte Méglichkeit bezieht sich auf
die oben beschriebenen rafts. Diese Cholesterol- und Sphingolipid-
reichen Vehikel kénnen im TGN mit weiteren Myelinkomponenten
assoziieren und als Myelinbauteile zum Ort der Verwendung trans-
portiert werden. Dort erfolgt moglicherweise das Verschmelzen der
Bauteile zu einer zusammenhingenden Myelinschicht (Krédmer et al.
2001).

2. Kontrollierte

Q%ﬁ&-

=

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung méglicher Transportprozesse im mye-
linisierenden Oligodendrozyten: direkter Transport (A), Transzytose (B), regu-
lierte Exozytose (C) und rafts (D). Ax = Axon, EE = early endosome (Friihes
Endosom), LE = late endosome (Spiites Endosom), Ly = Lysosom, MT = Mi-
krotubulus, Ncl = Nukleus; Modifiziert nach Kramer et al. 2001, S. 658

Tatséchlich sind die Transportwege der wichtigsten Myelinprote-
ine inzwischen zumindest partiell bekannt. Es folgt eine kurze Zu-
sammenstellung entsprechender Forschungsergebnisse:
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Transport von PLP/DM20

Bereits in den 80er Jahren wurde fiir PLP/DM20 der folgende Pfad
vom Syntheseort zur Membran beschrieben: Nach der Synthese an
Membran-gebundenen Ribosomen des rER erfolgt der Einbau des
Molekiils in Membranen des Endoplasmatischen Reticulums. Von
dort wird es zum TGN transportiert und in Vesikeln weiter zur
Plasmamembran (Schwob et al. 1985). Dabei zeigt sich keine Kolo-
kalisation mit anderen Markerproteinen des Myelins (Kramer et al.
2001).

Es zeigte sich, dass die Isoform DM20 rascher als PLP die Plas-
mamembran erreicht und ein diffuses Verteilungsmuster annimmt.
PLP hingegen findet sich spezifisch im Bereich der Internodien, im
kompakten Myelin (Trapp et al. 1997).

Fiir den gerichteten Transport zur Myelinmembran sind die 13 N-
terminalen Aminosduren von PLP entscheidend. So reichen diese
aus, um das zytoplasmatische Fusionsprotein lacZ zur Membran zu
dirigieren (Wight et al. 1993). Palmitoylierung dieser 13 N-terminalen
Aminosauren ist dabei unerlisslich fiir den Transport des Molekiils
zu myelin-like-membranes (MLMs) (Schneider An et al. 2005).
Uber Regulation der Endozytoserate scheint ein beachtlicher Teil der
PLP-Verteilung bestimmt zu werden. So lie8 sich zeigen, dass kul-
tivierte Oligodendrozyten in der Abwesenheit von Neuronen einen
GroBteil des PLPs iiber Cholesterol-abhéngige, Clathrin-unabhéngi-
ge Endozytose in Spéten Endosomen / Lysosomen einlagern (Kolo-
kalisation mit dem Marker Lamp-1). Selbiges Bild zeigte sich fiir
frithe Stadien in vivo. Durch Kokultur mit Neuronen wird iiber
ein 16sliches cAMP-abhéngiges Signal die Endozytoserate herabre-
guliert. Die Konsequenz besteht in der Verlagerung der Molekiile
aus Endosomen in die Plasmamembran (Trajkovic et al. 2006).

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Herabregulation der Endozytose
bei Zunahme der Exozytose durch Einwirken neuronaler Signale auf den Oligo-
dendrozyten: Ein Modell fiir die PLP-Verteilung; LE = late endosome (Spiites
Endosom), GA = Golgi-Apparat. Modifiziert nach Simons M und Trajkovic
2006, S. 4384

Bei der Analyse von CHAPS-unloslichen Membranfragmenten
(CIMFs, CHAPS insoluble membrane fragments) kultivierter Oligo-
dendrozyten, welche raft-Komponenten entsprechen, liefl sich PLP
nachweisen. Eine Cholesterol-abhéngige raft-Assoziation des Mo-
lekiils im TGN ist anzunehmen (Simons M et al. 2000). Uberexpri-
miert man PLP, wie dies bei der Pelizacus-Merzbacher-
Erkrankung des Menschen grofitenteils der Fall ist, so ldsst sich
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durch Kolokalisation mit dem Marker Lamp-1 eine Anhdufung von
PLP in Spéiten Endosomen / Lysosomen feststellen (Simons M et
al. 2002; Karim et al. 2007). Erstaunlicherweise akkumuliert PLP
dort Cholesterol und weitere raft-Komponenten, anstatt im TGN
mit diesen zu assoziieren und die Plasmamembran zu erreichen (Si-
mons M et al. 2002).

Fiir mutantes PLP (jimpy- bzw. rumpshaker-Mutation, siehe 1.5.2)
wurde eine herabgesetzte Assoziationsfahigkeit mit Cholesterol und
weiteren raft-Komponenten beschrieben. Es zeigte sich jedoch in
diesem Fall keine Akkumulation des Proteins, sondern ein erhohter
Abbau iiber den Proteasom-Weg (Kramer-Albers et al. 2006). Fiir
die PLP-Mutantenlinien msd und rsh liegen, kontrir zu obiger Aus-
sage, auch Daten einer perinukleiren Ansammlung des defekten Pro-
teins vor. Eine 2- bis 3-fach erhthte Apoptoserate wurde beschrieben
(Gow et al. 1998).

Es lasst sich allgemein ein Zusammenhang zwischen der phénotypi-
schen Schwere einer PLP-Mutation und dem Ausmafl des gestorten
Proteintransportes aufstellen, ohne dass andere Myelin-Proteine in
ihrem Transport beeintréchtigt erscheinen (Thomson et al. 1997).

Transport von MBP

Wie oben bereits dargelegt erfolgt die Translation der MBP-mRNA
am jeweiligen Bestimmungsort (Colman et al. 1982). Fiir exon2-
mRNA bedeutet dies Translation im Bereich der Zellfortsétze, wih-
rend exon2+mRNA diffus im Zytoplasma verteilt ist und abgelesen
wird (De Vries et al. 1997).

Bereits in den 80er Jahren wurde in einer Oligodendrozyten-Kultur
ohne Neurone beobachtet, dass das Protein am 5. bis 7. Tag post
partum (pp) erstmals im Soma detektiert werden kann, dabei ist die
Verteilung diffus. Ab Tag 15 pp lédsst sich MBP auch in den Zell-
fortsétzen nachweisen (Dubois-Dalqc et al. 1986). Die Transkription
des MBP-Gens scheint unter dem Einfluss der Src-Tyrosin-Kinase
Fyn zu stehen (Umemori et al. 1999; Sperber et al. 2001).

Transport von CNP

Fiir das kationische Protein CNP ist fiir frithe ebenso wie fiir reife
Stadien des bovinen Myelins eine DRM- und damit raft- Assoziation
beschrieben. Genau wie bei MBP ist diese Interaktion bei hohen
Salzkonzentrationen stabil, lasst sich aber durch Cholesterol-Depri-
vation 16sen (DeBruin et al. 2005).
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Transport von MAG

Das Protein MAG zeigt im Myelin eine distinkte Lokalisation im
periaxonalen Spalt der Internodien, der mit 12 bis 14nm eine er-
staunlich konstante Breite aufweist (Trapp 1990). Wie oben bereits
erwahnt, existieren von MAG die beiden Isoformen L-MAG und
S-MAG, wobei sich das Verhéltnis im Laufe der Entwicklung zu-
gunsten von S-MAG verschiebt (Trapp et al. 1989). Da L-MAG im
Gegensatz zu S-MAG zwei Tyrosin-Internalisationssignale tragt, ist
eine spezifische Endozytose des Proteins in reifen Zellen méglich
(B6 et al. 1995).

Experimente an Madin-Darby canine kidney (MDCK) Epithelzel-
len lielen vermuten, dass L-MAG einem basolateralen Transportweg
folgt (siehe 1.4.1), wiahrend der Transport von S-MAG von externen
Faktoren abhéingig zu sein scheint und entweder apikal oder basola-
teral erfolgen kann (Minuk und Braun 1996).

Transport von MOG

Uber mogliche Transportwege des Molekiils MOG ist bisher sehr we-
nig bekannt. Kroepfl und Gardinier (2001a) beschrieben einen aus-
schliefllich basolateralen Transportweg von MOG bei Expression in
Madin-Darby canine kidney (MDCK) Zellen Typ II. Aufgrund des
neuroepithelialen Ursprungs von Oligodendrozyten ist es weit ver-
breitet, Transportprozesse der Oligodendrozyten mit jenen in Epi-
thelzellen zu vergleichen (siche 1.4.1). Der basolaterale Transport-
weg in Epithelzellen scheint in Vesikeln des Trans-Golgi-Netzwerkes
zu erfolgen, in welche die entsprechenden Molekiile durch ein Signal
in ihrer zytoplasmatischen Doméne sortiert werden (Folsch et al.
1999).

Kroepfl und Gardinier (2001a) konnten zudem fiir PLP einen apika-
len Transport in MDCK-Zellen nachweisen und verglichen die apika-
len Membrananteile mit kompaktem Myelin, die basolateralen Ab-
schnitte hingegen mit nicht-kompaktem Myelin.

Selbige Autoren konnten in einer weiteren Arbeit zeigen, dass die Si-
gnale fiir den basolateralen Transport von MOG in MDCK-Zellen in
der zweiten hydrophoben Doméne des Proteins liegen. Der Verlust
dieser Aminosduresequenz bewirkt einen fast ausschliefllich apika-
len Transport von MOG in MDCK-Zellen (Kroepfl und Gardinier
2001b).
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1.4.3 Polarisierung des Myelins

Wie oben bereits kurz dargestellt, wird die Myelinscheide eines Ax-
ons in regelméfigen Abschnitten durch die taillenférmigen Einzie-
hungen der Ranvier-Knoten unterbrochen. An diesen ca. 1pm brei-
ten Stellen sind schnelle Natrium-Kanéle hoch konzentriert und die-
nen der raschen, saltatorischen Erregungsleitung. Bereits 1925 wur-
de von Lillie die Hypothese der saltatorischen Erregungsleitung von
Knoten zu Knoten formuliert (Lillie 1925).

Die Myelinscheide besitzt jedoch noch weitere spezifische Regionen,
die als Doménen bezeichnet werden. Der Ranvier-Knoten wird zu
beiden Seiten von den sog. Paranodien flankiert. Man kann sich
diese als einen Zytoplasmagurt vorstellen, welcher spiralig um das
Axon geschlungen wird. Im Longitudinalschnitt entsteht so das Bild
von bis zu 40 Zytoplasma-haltigen Schlingen. In diesem Bereich ist
der Kontakt zum Axon besonders eng, der periaxonale Spalt ist von
15nm im Bereich der Internodien auf ca. 3-bnm herabgesetzt (Salzer
2003). In Anlehnung an die Verhéltnisse in Insekten bezeichnet man
diese Kontaktregion als septate-like junction.

Zwischen dem Axon und jeder angrenzenden Schlinge existieren pe-
riodische Verdichtungen, die als transverse bands bezeichnet wer-
den (Andres 1965). Interessanter Weise entstehen diese erst ein bis
zwei Wochen nach Ausbildung der paranodalen Region und kénnen
als Reifezeichen eben jener gelten. Experimente mit CGT-MAG-
Doppelmutanten zeigten die Bedeutung von Galaktolipiden und MAG
fiir die normale Formation der paranodalen Schlingen und der trans-
verse bands (Marcus et al. 2002).

Was die Funktion der Paranodien angeht, so gilt noch heute die Hy-
pothese von Andres (1965) als wahrscheinlich: Als Barriere kénnte
diese Region den periaxonalen Spalt vom extrazelluldren Fluss ab-
schirmen, der sich sonst aus der Region des Ranvier-Knotens ein-
stellen wiirde.

An die Paranodien grenzen wiederum die Juxtaparanodien an, wel-
che direkt unter dem kompakten Myelin liegen. Es folgen die Inter-
nodien, welche fast 99% der Gesamtstrecke von Knoten zu Knoten
ausmachen (Salzer 2003).

Hochst interessant ist die Beobachtung, dass vor Beginn der Mye-
linisierung alle Zelladh&sionsmolekiile, Ionenkanéle und zytoskelet-
talen Proteine gleichméfig verteilt sind. Mit Beginn der Myelinisie-
rung setzt jedoch ein Umverteilungsprozess ein, der schliellich zu
einer sehr spezifischen Verteilung der Proteine auf die genannten
Doménen fiihrt (Salzer 2003). Grundprinzip ist dabei, dass Mul-
tiproteinkomplexe aus Adhé#sionsmolekiilen und Ionenkanélen auf
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der Axonmembran an ihren Interaktionspartner auf der Glia-Zelle
binden. Es folgt eine stabilisierende Verbindung der Komplexe mit
Elementen des Zytoskeletts (Peles und Salzer 2000). Dieser Pro-
zess vollzieht sich zuerst an den Ranvier-Knoten und schreitet dann
auf Paranodien und Juxtaparanodien fort (Simons M und Trajkovic
2006). Es erscheint plausibel, dass fiir diese Vorgénge eine intensive
Kommunikation zwischen Glia- und Nervenzelle erforderlich ist. Im
Folgenden sollen die wichtigsten Molekiile der jeweiligen Doménen
in Kiirze vorgestellt werden.

Zur Ausbildung der Ranvier-Knoten wird auf glialer Seite das Mo-
lekiil Gliomedin exprimiert. Es fungiert als Ligand fiir die neuro-
nalen Adhésionsmolekiile NrCAM und Neurofascin, welche auf der
Oberfldche des Axons liegen (Eshed et al. 2005). Diese Wechselwir-
kung bewirkt die Rekrutierung von Ankyrin G, welches als zytoske-
lettales Protein Bindestellen fiir Natrium-Kanéle besitzt und diese
zu konzentrieren vermag. Erforderlich ist die zusétzliche Anhdufung
von PBIV-Spectrin durch Wechselwirkung mit Ankyrin G, was die
Stabilitét des Komplexes zudem erhoht (Komada und Soriano 2002).
Die Formierung der Paranodien ist abhéngig von der Interaktion von
Glia-Zellen und Neuronen. Das Molekiil Neurofascin-155 auf Seite
der Glia-Zelle tritt in Wechselwirkung mit dem Komplex aus Con-
tactin und contactin-associated protein (Caspr) auf Seite des Axons
(Sherman et al. 2005). Dies bewirkt das Entstehen des paranoda-
len Komplexes, welcher durch spezielle zytoskelettale Proteine, z.B.
Ankyrin B und bestimmte Spectrine, welche mit dem Protein 4.1B
wechselwirken, weiter stabilisiert wird (Ogawa et al. 2006).
Schliellich bilden sich die Juxtaparanodien aus. Hierbei spielt das
GPI-verankerte Adhesionsmolekiil TAG-1 eine entscheidende Rol-
le. Es wird auf Glia-Zellen und Axonen exprimiert und interagiert
in der trans-Konformation mit sich selbst, in der cis-Konformation
mit Caspr-2, welches auf dem Axon lokalisiert ist (Traka et al.
2003). Caspr2 assoziiert nun zum einen mit den Kalium-Kanal-
Typen Kv1.1 und Kv1.2 (Poliak et al. 1999), zum anderen mit dem
zytoskelettalen Protein 4.1B (Denisenko-Nehrbass et al. 2003).

Die Internodien stellen allein aufgrund ihrer Linge einen wichti-
gen Ort der Axon-Glia-Interaktion dar. Sie sind jedoch relativ arm
an spezialisierten Strukturen und spannungsabhingigen Natrium-
Kanélen (Salzer 2003). Der periaxonale Spalt zeigt mit einer Breite
von 12-14nm eine erstaunliche Konstanz, die unter anderem durch
das hier lokalisierte Protein MAG zustande kommen soll (Trapp
1990).
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1.5 Gestorte Myelinisierung

1.5.1 Humane Erkrankungen mit Defekten der Myelin-
scheide

Multiple Sklerose

Bei der Multiplen Sklerose handelt es sich um eine schubweise oder
chronisch-progredient verlaufende Entmarkungskrankheit von Ge-
hirn und Riickenmark unbekannter Atiologie. Die Entmarkung, d.h.
der Verlust von Myelin, betrifft die weifle Substanz des ZNS, schwer-
punktméfig das optische System, Riickenmark, Hirnstamm sowie
die periventrikuldre weile Substanz. Makroskopisch zeigen sich im
Spétstadium zahlreiche rundliche, bis zu 2cm grofle, derbe Entmar-
kungsherde, die der Erkrankung den Namen gaben.

In der BRD betrégt die Pravalenz 70 auf 100.000 Menschen. Damit
ist die Multiple Sklerose die hdufigste demyelinisierende Erkrankung
des Menschen. Das Haupterkrankungsalter liegt zwischen 20 und 40
Jahren, Frauen sind doppelt so haufig betroffen wie Méanner. Bei ei-
nem Drittel der Patienten stellt die Optikus-Neuritis die Erstmani-
festation dar. Im Krankheitsverlauf treten spastische Paresen, Sensi-
bilitatsstorungen, Ataxie sowie Blasenentleerungsstorungen auf. Der
Krankheitsverlauf ist bei 60% der Patienten schubférmig remittie-
rend, bei 30% schubformig progredient und bei 10% primér chro-
nisch progredient (Masuhr und Neumann 2005).

Die Pathogenese dieser haufigen Erkrankung ist nach wie vor unge-
klart. Auffillig ist ein deutliches Nord-Siid-Gefille des Erkrankungs-
risikos. Eine genetische Disposition erscheint bei 33% Konkordanz
unter eineiigen Zwillingen wahrscheinlich, doch auch die Exposition
gegeniiber einem unbekannten Umweltfaktor vor dem 15. Lebens-
jahr scheint eine Rolle zu spielen (Masuhr und Neumann 2005).
Das Modell einer T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankung wird
aktuell favorisiert. Demnach soll es zur peripheren Aktivierung von
T-Zellen durch ein unbekanntes Antigen kommen (Masuhr und Neu-
mann 2005).

Die aktivierten Immunzellen wandern iiber eine gestorte Blut-Hirn-
Schranke in das ZNS ein. Bei MS-Patienten konnte die Rolle des Mo-
lekiils a431-Integrin bei der Passage von mononukledren Zellen iiber
die Blut-Hirn-Schranke nachgewiesen werden (Engelhardt 2008). Im
ZNS reagieren die Immunzellen mit Autoantigenen des Myelins. Ak-
tivierte T-Zell-Klone gegen die Myelinproteine MBP (Allegretta et
al. 1990), PLP (Trotter JL et al. 1997) und MOG (Koehler et al.
2002) wurden beschrieben, eine eindeutige Identifikation antigener
Substanzen war bisher jedoch nicht moglich. Es folgt eine konse-
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kutive Entziindung mit humoralen und zelluldren Komponenten in-
folge derer das Myelin geschédigt wird. Beobachtet werden konnte
ein verschobenes Verhiltnis von TH1- zu TH2-Zellen zugunsten der
THI1-Zellen bei MS-Patienten. Auch die Zytokine IL-12 und IL-23
(Cua et al. 2003), welche vor allem in Mikroglia-Zellen produziert
werden und T-Zellen zur Produktion der schédlichen Zytokine INF-
v und IL-17 anregen, riickten in den Fokus des Interesses (Frohman
2006; Lock et al. 2002).

Obwohl es im Laufe der Erkrankung zu Schidden und Verlust von
Axonen (Trapp et al. 1998), Oligodendrozyten und Myelin kommt,
findet in ca. 40% der Lisionen Remyelinisierung statt und es kommt
zur Einwanderung von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen (Chang et
al. 2000). Auch pramyelinisierende Oligodendrozyten kommen in
chronischen MS-Lésionen vor. Die spiralige Umwicklung des Axons
bleibt jedoch aus (Chang et al. 2002). Ausmafl und Qualitdt der
Remyelinisierung sind folglich nicht ausreichend, um den gesunden
Status wiederherzustellen. Die Blockade des Axonwachstums erfolgt
dabei unter anderem durch Aktivierung des axonalen Nogo (neu-
rite outgrowth inhibitor)-Rezeptors durch Nogo, Omgp oder MAG
(zusammenfassend in Spencer et al. 2003; Giger et al. 2008). Die
Oligodendrozyten-Differenzierung wird durch die Interaktion von
Jagged 1 (auf Astrozyten) und Notch (auf Oligodendrozyten) ge-
blockt (John et al. 2002).

Ein weit verbreitetes Tiermodell zur Erforschung der Multiplen Skle-
rose ist die sog. Ezperimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis, kurz
EAE. Durch die Injektion von Gewebe des ZNS, aufgereinigtem
Myelin oder einzelner Myelin-Proteine, darunter alle oben genann-
ten, wird beim Tier eine demyelinisierende Erkrankung hervorgeru-
fen (Bradl und Linington 1996). Auf die besondere enzephalitogene
Potenz von MOG wurde unter 1.3.2 bereits hingewiesen.

Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung (PMD)

Bei der Pelizacus-Merzbacher-Erkrankung handelt es sich um ei-
ne seltene Erkrankung aus dem Formenkreis der Leukodystrophien,
d.h. Erkrankungen mit progredienter Degeneration der weiflen Sub-
stanz des zentralen Nervensystems infolge von Gendefekten. Der
Erbgang ist X-chromosomal-rezessiv (Genlocus Xq22). Die infan-
tile Form der Krankheit manifestiert sich im ersten Lebensjahr mit
progressiver psycho-motorischer Retardierung und gemischt cere-
belldren und pyramidalen Schéden. Die Patienten versterben in der
Regel im 2. bis 3. Lebensjahrzehnt (Pschyrembel Klinisches Worter-
buch, 2007, S.1413).
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Es ist bekannt, dass PMD in der Mehrzahl der Falle auf der Dupli-
kation des PLP-1-Gens beruht, was zur Uberexpression von PLP in
Oligodendrozyten fiihrt. Aber auch Missense- und Punkt-Mutationen
sowie Deletionen im PLP-Gen fithren zu PMD bzw. zu der schwéche-
ren Ausprigung in Form von Spastischer Paraplegie Typ 2 (Kramer-
Albers et al. 2006).

Die entsprechenden Mausmodelle, jimpy, msd und rumpshaker, wer-
den unter 1.5.2 vorgestellt.

1.5.2 Murine Modelle dysmyelinisierender Erkrankungen

Die Shiverer-Mauslinie

Bei der Shiverer-Mauslinie (shi) handelt es sich um eine autosomal-
rezessive Mutante mit Deletion von 5 der 7 Exons im MBP-Gen
auf Chromosom 18. Dies hat zur Folge, dass kein funktionsfdhiges
MBP-Protein produziert wird (Roach et al. 1985).

Waihrend die Myelinscheidenbildung im PNS unbeeintriachtigt bleibt,
findet sich im ZNS kaum kompaktes Myelin (Rosenbluth 1980), ty-
pischerweise fehlt die major dense line bei Erhalt der intraperiod
line (Privat et al. 1979). Im Gegensatz zur jimpy-Mauslinie (siehe
1.5.2) wurden keine axonalen Abnormalitéten beschrieben.
Phéanotypisch entwickeln die Méuse friih, etwa ab dem 12. postnata-
len Tag, einen starken Tremor, spiter auch tonische Krampfanfille.
Die Tiere versterben vorzeitig im Alter von 50 bis 100 Tagen, in der
Regel im Rahmen eines Krampfanfalles (Chernoff 1981).
Interessanter Weise zeigen die Oligodendrozyten der Doppel-Mutante
MBP-/-PLP-/- im Vergleich zu Shiverern vermehrt die Fahigkeit,
Axone zu umbhiillen (Uschkureit et al. 2000). Zudem lebt die Dop-
pelmutante mit sechs Monaten etwa doppelt solang wie Shiverer
(Klugmann et al. 1997).

Durch Expression des Wildtyp MBP-Gens in transgenen Tieren
kénnen die Shiverer-typischen Defizite iberwunden werden (Read-
head et al. 1987). Dabei reicht die Expression einer der vier MBP-
Isoformen offenbar aus, ndmlich der 14kDa-Isoform (Kimura et al.
1989). Anhand von Shiverern konnte die Bedeutung von MBP fiir
den Transport von Myelin-Komponenten néher definiert werden. So
ist das Neuronen-abhéingige Konzentrieren von GalC an der Plas-
mamembran in Shiverern aufgehoben. Des Weitern zeigten Extrak-
tionsversuche mit dem Detergens CHA PS, dass sich die Distribution
von PLP in der Membran zu verdndern scheint: In Wildtyp-Zellen
befand sich PLP in der unloslichen, leichten Extraktionsfraktion, in
Shiverer-Zellen jedoch in der schweren Fraktion (Fitzner et al. 2006).
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Mauslinien mit mutantem PLP

Die sog. jimpy-Mauslinie ist gekennzeichnet durch schwere Hypo-
myelinisierung des ZNS und beruht auf einer Deletion des Exons
5 sowie einer Modifikation der C-terminalen Sequenz im Gen fiir
PLP/DM20 (Nave et al. 1986).

Da das PLP-Gen auf dem X-Chromosom lokalisiert ist, sind ménnli-
che Tiere betroffen, worauf sich die hier gemachten Aussagen bezie-
hen. Weibchen sind nur betroffen, sofern sie homozygot die Muta-
tion tragen. Im heterozygoten Zustand entsprechen sie in der Regel
phénotypisch dem Wildtyp.

Die Tiere entwickeln einen Tremor und tonische Krampfanfille und
versterben zum Zeitpunkt der stirksten Myelinisierung, in der vier-
ten postnatalen Woche (Baumann und Pham-Dinh 2001).

In jimpy-Oligodendrozyten konnte ein gestorter PLP/DM20 Ein-
bau in die Plasmamembran beobachtet werden, der Transport in
die Zellfortsitze ist insuffizient (Ghandour et al. 2002). Zudem zeig-
te sich kein Effekt von cAMP auf jimpy-Oligodendrozyten. cAMP
bewirkt in Wildtyp-Zellen Reifung und entsprechende morphologi-
sche Veranderungen (Ghandour et al. 2002). Mit dieser Beobachtung
in Einklang konnte ein erhéhter Anteil an immaturen Oligodendro-
zyten festgestellt werden. Auch die Apoptoserate soll deutlich ge-
steigert sein (Klugmann et al. 1997). Bei den betroffenen Tieren soll
die Oligodendrozyten-Zahl aufgrund verfrithten Zelltodes stark re-
duziert sein (Knapp et al. 1986).

Das produzierte Myelin ist haufig Schollen-artig an Blutgefiafien lo-
kalisiert. Die Myelinscheiden sind in ihrer Dicke reduziert und bilden
keine intraperiod line aus (Duncan et al. 1989).

Bei der sog. msd-Mauslinie (myelin synthesis deficient) liegt eine
Missense-Mutation im PLP/DM20-Gen zugrunde, welche zum Aus-
tausch der Aminoséure Alanin gegen Valin an Position 242 (A242V)
der Aminosaurekette fithrt (Gow et al. 1998). Phénotypisch ist die
msd-Maus von der jimpy-Maus nicht zu unterscheiden. Allerdings
hat die msd-Maus etwa doppelt soviel Myelin wie Tiere der jimpy-
Linie (Billings-Gagliardi et al. 1980).

Eine Akkumulation des mutierten Genproduktes perinukledr wurde
beschrieben und stellt wahrscheinlich die Anh&ufung fehlgefalteten
Proteins im Endoplasmatischen Reticulum dar. Die Apoptoserate
wird als 2- bis 3-fach erhoht angegeben, wobei es sich um reife Oli-
godendrozyten handeln soll (Gow et al. 1998).

Bei der sog. rsh-Mauslinie (rumpshaker) handelt es sich ebenfalls
um eine Missense-Mutation des PLP/DM20-Gens (I186T). Sie geht
trotz reduzierter Myelin-Menge mit einem vergleichsweise milden
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Phénotyp einher. Ein Verlust der morphologisch unauffalligen Oli-
godendrozyten scheint nicht vorzukommen und die Lebenserwartung
der Tiere ist normal (Schneider Ar et al. 1992). Dennoch konnte auch
fiir die rsh-Maus eine Akkumulation des mutierten Genproduktes
perinukledr sowie eine erhchte Apoptoserate reifer Oligodendrozy-
ten beschrieben werden (Gow et al. 1998).

Neben mutierten PLP-Linien existiert auch eine PLP-Knockout-
Linie. Die Tiere kénnen weder PLP noch seine Isoform DM20 syn-
thetisieren. Uberraschender Weise ist die phénotypische Ausprigung
deutlich milder als bei den oben beschriebenen Mutanten. Die Tie-
re bilden kompaktes Myelin und haben eine normale Lebensspanne.
Allerdings bilden sie ab dem Alter von 6 bis 8 Wochen axonale
Schwellungen aus und es kommt zu Axondegeneration (Griffiths et
al. 1998). Auch ultrastruktuelle Verdnderungen in der intraperiod
line des Myelins und eine erhéhte Neigung zu Fixationsartefakten
sind beschrieben worden (Klugmann et al. 1997).

Die CGT-Knockout-Maus

Der Ceramid-Galactosyl-Transferase- (CGT-) Knockout-Linie fehlt
das Schliisselenzym zur Galaktolipid-Biosynthese, die UDP-Galac-
tose-Ceramid-Galactosyltransferase (Bosio et al. 1996). Dies hat zur
Konsequenz, dass die Tiere weder im zentralen noch im periphe-
ren Nervensystem Galaktosylceramid oder Galaktosulfatid bilden
konnen (Bosio et al. 1996). Interessanter Weise erscheint die Struk-
tur des Myelins normal, abgesehen von einer reduzierten Dicke der
Myelinschicht. Ultrastrukturell zeigen sich Auffilligkeiten der noda-
len und paranodalen Region, etwa zahlreiche Hemi-Nodes und das
Fehlen von transverse bands (Dupree JL et al. 1998).

Die Nervenleitgeschwindigkeit ist deutlich herabgesetzt und ab dem
zehnten postnatalen Tag treten Tremor und Paresen auf. Der Tod
setzt ab Tag 20 pp ein. Die Mutation wirkt sich jedoch nicht auf die
Anzahl von Oligodendrozyten, deren Differenzierungsgrad oder die
Expression anderer Myelingene aus (Bosio et al. 1996).

Die Squalen-Synthase-Knockout-Maus

Bei dieser Mauslinie liegt eine konditionale Mutation des Squalen-
Synthase (SQS)-Gens in Oligodendrozyten vor, was zum kompletten
Verlust der Cholesterin-Synthese in der betroffenen Zelle fiihrt. Die
Tiere entwickeln ab dem Alter von zwei Wochen Tremor und Ataxie.
Ein Drittel der Mutanten verstirbt 20 bis 30 Tage nach der Geburt.
Der Grofiteil der Tiere, welche diese Schwelle {iberleben, erreicht das

31



Alter von Wildtyp-Méusen. Im Alter von 100 postnatalen Tagen zei-
gen die Tiere einen deutlich gemilderten Phanotyp.

Interessanter Weise findet eine Cholesterin-Anreicherung bis iiber
70% des Normalwertes statt, obwohl ein Cholesterin-Import iiber
die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS nicht moglich ist. Dies bedeutet,
dass von der Mutation betroffene Oligodendrozyten Cholesterin von
benachbarten Zellen aus einer bisher unidentifizierten Quelle impor-
tiert haben miissen. Das gebildete Myelin ist zwar quantitativ gerin-
ger ausgeprigt, jedoch zeigt es normale Proteinzusammensetzung.
Insbesondere kommt es nicht zu PLP-Transportstorungen, wie sie
fiir die jimpy- und rsh-Linie beschrieben wurden (Saher et al. 2005).

1.6 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die nihere Charakterisierung der Mausmu-
tante Shiverer. Insbesondere sollte festgestellt werden, ob der Mem-
brantransport und die zelluldre Lokalisation von Myelinproteinen
durch das Fehlen von MBP beeintréichtigt werden.

Die Akkumulation der Myelinproteine PLP, MOG und MAG im
Zytoplasma der Mausmutante konnte demonstriert werden. Kon-
trolltiere zeigten hingegen nur in den ersten beiden Lebenswochen
vergleichbare Ergebnisse.

Um einen allgemeinen Effekt der gestorten Myelinisierung auf den
Proteintransport, etwa im Sinne eines Aufstaus, auszuschliefen, un-
tersuchten wir Schnitte der oben beschriebenen Squalen-Synthase-
Knockout-Maus. Schliellich konnten wir einen méglichen Effekt von
MBP auf die Distribution von PLP, MOG und MAG anhand von
Extraktionsexperimenten und Western-Blot-Analysen zeigen.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien in alphabetischer Rei-
henfolge
e Acrylamid-Losung 30% (AppliChem; Darmstadt, Deutschland)

e Albumin Fraction V very low endotoxin (aus Rinderserum)
(AppliChem; Darmstadt, Deutschland)

e Albumin, Bovine Serum, Fraction V, Fattyacid-Poor, Endotoxin-
Free (Calbiochem; Darmstadt, Deutschland)

e Apo-Transferrin human, cell culture tested (Sigma-Aldrich Bio-
chemie GmbH; Hamburg, Deutschland)

e B-27 Supplement (Gibco, Invitrogen GmbH; Karlsruhe, Deutsch-
land)

e Bandelin Sonopuls HD 2070 (Bandelin electronic GmbH Co.
KG; Berlin, Deutschland)

e Blotting Membrane Protran Nitrocellulose 100% pure (What-
man GmbH; Dassel, Deutschland)

e BME, Basal Medium Eagle (Gibco, Invitrogen GmbH; Karls-
ruhe, Deutschland)

e Bromophenol Blue (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH; Hamburg,
Deutschland)

e Brutschrinke des Typs Heraeus HERAcell 150 tri-gas incubator
(Heraeus Holding GmbH; Hanau, Deutschland)

e Cell culture dishes, 60mm x 15mm, BD BioCoat (Becton Dickin-
son; Heidelberg, Deutschland)
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e Cell culture dishes, 100mm x 20mm (Becton Dickinson; Hei-
delberg, Deutschland)

e Cell culture flask, 750ml, BD Falcon™ (Becton Dickinson; Hei-
delberg, Deutschland)

e Cell culture flask, 70ml, BD Falcon™ (Becton Dickinson; Hei-
delberg, Deutschland)

e Cell culture flask, 50ml, BD Falcon™ (Becton Dickinson; Hei-
delberg, Deutschland)

e CHAPS fiir die Molekularbiologie (AppliChem; Darmstadt, Deutsch-
land)

e Cholesterol, Highly Purified (Calbiochem; Darmstadt, Deutsch-
land)

e Complete Protease Inhibitor, Cocktailtabletten (Roche Deutsch-
land Holding GmbH; Mannheim, Deutschland)

e Conical Tube, 50ml, BD Falcon™ (Becton Dickinson; Heidel-
berg, Deutschland)

e Conical Tube, 15ml, BD Falcon™ (Becton Dickinson; Heidel-
berg, Deutschland)

e Dako Pen (Dako; Hamburg, Deutschland)

e D-MEM, Dulbecco s Modified Eagle Medium (Gibco, Invitro-
gen GmbH; Karlsruhe, Deutschland)

e Dulbecco’s PBS without Ca and Mg (PAA Laboratories GmbH;
Pasching, Osterreich)

e EDTA-Losung pH 8.0 (AppliChem; Darmstadt, Deutschland)

e Eppendorf Safe-Lock Reaktionsgefifie 1,5ml (Eppendorf AG;
Hamburg, Deutschland)

e Eppendorf Safe-Lock Reaktionsgefifie 2,0ml (Eppendorf AG;
Hamburg, Deutschland)

e EpT.I.P.S. Standard 1000u1 (Eppendorf AG; Hamburg, Deutsch-
land)

e EpT.I.P.S. Standard 200ul (Eppendorf AG; Hamburg, Deutsch-
land)

e EpT.I.P.S. Standard 10ul (Eppendorf AG; Hamburg, Deutsch-
land)
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Ethanol 70% vergillt mit MEK (neoLab Migge Laborbedarfs-
Vertriebs GmbH; Heidelberg, Deutschland)

Ethylene glycol 99% (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH; Ham-
burg, Deutschland)

Foetal Bovine Serum (PAA Laboratories GmbH; Pasching, Oster-
reich)

Formaldehyd-Losung 37% fiir die Molekularbiologie, BioChe-
mica (AppliChem; Darmstadt, Deutschland)

Gentamycinsulfat BioChemica (AppliChem; Darmstadt, Deutsch-
land)

Gentamycin Sulfate (Calbiochem; Darmstadt, Deutschland)

D(+)-Glucose wasserfrei fiir die Molekularbiologie (AppliChem;
Darmstadt, Deutschland)

GlutaMAX ™.T Supplement 200mM (Molecular Probes, Invi-
trogen GmbH; Karlsruhe, Deutschland)

L-Glutamine (200mM) (PromoCell; Heidelberg, Deutschland)

Glycerin wasserfrei fiir die Molekularbiologie (AppliChem; Darm-
stadt, Deutschland)

Glycin fir die Molekularbiologie (AppliChem; Darmstadt, Deutsch-
land)

HBSS (Hank “s Balanced Salt Solution), liquid (Gibco, Invitro-
gen GmbH; Karlsruhe, Deutschland)

Horse Serum (PAA Laboratories GmbH; Pasching, Osterreich)

Immun-Star HRP Chemiluminescent Substrate Kit (Bio-Rad
Laboratories Inc.; Miinchen, Deutschland)

Insulin from bovine pancreas, powder, cell culture tested (Sigma-
Aldrich Biochemie GmbH; Hamburg, Deutschland)

Insulin-Transferrin-Selenium A-Supplement (Gibco, Invitrogen
GmbH; Karlsruhe, Deutschland)

Kaliumchlorid fiir die Molekularbiologie (AppliChem; Darm-
stadt, Deutschland)

2-Mercapto-Ethanol, mind. 99% (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH;
Hamburg, Deutschland)
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Methanol BioChemica (AppliChem; Darmstadt, Deutschland)

2-Methyl-2-Butanol (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH; Ham-
burg, Deutschland)

Millipore Filtereinheiten mit Express@® PLUS Membran 0,22um
(neoLab Migge Laborbedarfs-Vertriebs GmbH; Heidelberg, Deutsch-
land)

Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratories Inc.; Miinchen,
Deutschland)

Mowiol (Calbiochem; Darmstadt, Deutschland)

Natriumcarbonat wasserfrei BioChemica (AppliChem; Darm-
stadt, Deutschland)

Natriumchlorid zur Analyse (AppliChem; Darmstadt, Deutsch-
land)

Natriumpyruvat fiir die Zellkultur BioChemica (AppliChem;
Darmstadt, Deutschland)

Natriumselenit wasserfrei reinst (AppliChem; Darmstadt, Deutsch-
land)

Objekttrager 26 x 76mm, unbekantet, mit Mattrand einseitig,
50 Stiick (OmniLab; Mettmenstetten, Deutschland)

OptiMEM ®) (Invitrogen GmbH; Karlsruhe, Deutschland)

Penicillin-Streptomycin, liquid (Invitrogen GmbH; Karlsruhe,
Deutschland)

Peressigsaure 15% reinst (AppliChem; Darmstadt, Deutsch-
land)

Poly-L-Lysine hydrobromide mol wt 3000 (Sigma-Aldrich Bio-
chemie GmbH; Hamburg, Deutschland)

Poly-L-Lysine hydrobromide mol wt 30000 (Sigma-Aldrich Bio-
chemie GmbH; Hamburg, Deutschland)

Ponceau S (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH; Hamburg, Deutsch-
land)

Potassium phosphate monobasic, ACS reagent, more than 99%
(Sigma-Aldrich Biochemie GmbH; Hamburg, Deutschland)

Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas In-
ternational GmbH; St. Leon-Rot, Deutschland)
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e Progesterone (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH; Hamburg, Deutsch-
land)

e Putrescine (Tetramethylenediamin) Dihydrochloride (Sigma-Aldrich
Biochemie GmbH; Hamburg, Deutschland)

e Rontgenfilme CL-XPosure Film (Thermo Fisher Scientific; Bonn,
Deutschland)

e Runde Deckglaser, 15mm Durchmesser (R. Langenbrinck Labor-
und Medizintechnik; Teningen, Deutschland)

e Salzsiure Mafilosung (1M) (AppliChem; Darmstadt, Deutsch-
land)

e SDS BioChemica (Puder) (AppliChem; Darmstadt, Deutsch-
land)

e Slim-Fast Pulver Vanille (Allpharm Vertriebs GmbH; Messel,
Deutschland)

e Sodium phosphate monobasic (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH;
Hamburg, Deutschland)

e Sterilbénke des Typs LaminAir HBB 2448 (Heraeus Holding
GmbH; Hanau, Deutschland)

e L-Thyroxine, Sodium Salt (Calbiochem; Darmstadt, Deutsch-
land)

e 2-2-2 Tribromoethanol (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH; Ham-
burg, Deutschland)

e Tris Pufferqualitdt (AppliChem; Darmstadt, Deutschland)
e Triton X-100 (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e [.-3.3° 5-Triiodothyronine, Sodium Salt (Calbiochem; Darmstadt,
Deutschland)

e Trypsin, 0.25% (1X) with EDTA 4Na, liquid (Gibco, Invitrogen
GmbH; Karlsruhe, Deutschland)

e Tween 20 Losung 10% (AppliChem; Darmstadt, Deutschland)

e Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Inter-
national GmbH; St. Leon-Rot, Deutschland)

e Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Inc.; New York, USA)
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Zellkultur-Platte, 12 Vertiefungen, Flachboden mit Deckel (Om-
niLab; Mettmenstetten, Deutschland)

Zellkultur-Platte, 24 Vertiefungen, Flachboden mit Deckel (Om-
niLab; Mettmenstetten, Deutschland)

Konische Zentrifugenrohrchen 50ml (OmniLab Nalgene; Klein-
feld, Deutschland)

Konische Zentrifugenrohrchen 15ml (OmniLab Nalgene; Klein-
feld, Deutschland)

Kryostat (Thermo Shandon GmbH; Frankfurt, Deutschland)

Zentrifuge vom Typ Eppendorf Centrifuge 5702 R (Eppendorf
AG; Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge vom Typ Heraeus Biofuge Pico (Heraeus Holding
GmbH; Hanau, Deutschland)

Samtliche Materialangaben im Folgenden entsprechen obiger Liste
und den genannten Herstellern.

2.2 Allgemeine Puffer und Lésungen

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS):

— NaCl 150mM

— NasHPO, x 2 H,O 80mM
— NaH,PO, x 2 H,O 17TmM
— in aqua dest.

—pH 74

PBS-Tween (PBT):

— PBS
— Tween 20 0,05% (v/v)

Tris-EDTA (TE):

— Tris HCI 50mM
— EDTA 5mM
—pH 74

SDS-PAGE Probenpuffer (Synonym Lémmli-Puffer):
— Tris-HCI 62,5mM
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— Glycerin 10%
— SDS 10%
— 2-Mercapto-Ethanol 3,3%
— Bromphenolblau 1 Spatelspitze
— pH 6,8
e SDS-PAGE Laufpuffer:

— Tris-HCI 25mM
— Glycin 190mM
— SDS 1%
— pH 8,38
e Transferpuffer:
— Tris-HCI 25mM
— Glycin 190mM
— Methanol 20% (v/v)
— in aqua dest.
e SDS-PAGE Trenngel-Puffer:
— Tris-HCI 1,5M
— pH 8,8
e SDS-PAGE Sammelgelpuffer:
— Tris-HCI 0,5M
— pH 6,8
e Ponceau S:
— Ponceau S 0,1% (w/v) in
— Essigsdure 5% (w/v)
e Mowiol:

— Uber Nacht werden 2,4g Mowiol in 6ml Glycerin und 6ml
Wasser gelost. Anschlielend wird der Losung 0,2M Tris-
HCI, pH 8,5, zugesetzt und fiir 10min auf 50 °C erwérmt.
Zentrifugation bei 1000 g fiir 15min soll das Mowiol kléren.
Lagerung bei —20°C.

39



2.3 Verwendete Antikorper

2.3.1 Erstantikorper

e Anti-CNPase (Clon 11-5B, Sigma-Aldrich Biochemie GmbH,;
Hamburg, Deutschland)
— monoklonal aus Maus, IgG1
— verwendete Verdiinnung 1:200 (Immunofluoreszenz) bzw.
1:2000 (Western Blot)

e Anti-Ibal (Wako Pure Chemical Industries; Neuss, Deutsch-
land)
— polyklonal aus Kaninchen
— verwendete Verdiinnung 1:1000 (Immunofluoreszenz)
e Anti-Lampl (CD 107a) (Clon H5G11, Santa Cruz Biotechno-
logy; Heidelberg, Deutschland)
— monoklonal aus Maus, [gG1
— verwendete Verdiinnung 1:50 bis 1:200 (Immunofluoreszenz)
e Anti-MAG (Clon 513, Millipore GmbH; Schwalbach, Deutsch-
land)
— monoklonal aus Maus, IgG

— verwendete Verdiinnung 1:100 (Immunofluoreszenz) bzw.
1:500 (Western Blot, nicht reduzierende Bedingungen er-
forderlich)

e Anti-MOG (Clon 8-18-C5, freundlich tiberlassen von C Linig-
ton, Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie, Martinsried)

— monoklonal, IgG1

— verwendete Verdiinnung 1:50 (Immunofluoreszenz) bzw. 1:2000
(Western Blot)

e Olig-2 (freundlich tiberlassen von KA Nave, Max-Planck-Institut
fiir experimentelle Medizin, Gottingen)

— monoklonal aus Kaninchen, IgG

— verwendete Verdiinnung 1:200 (Immunofluoreszenz)

e Anti-PLP (3F4, freundlich iiberlassen von KA Nave, Max-Planck-
Institut fiir experimentelle Medizin, Gottingen)

— monoklonal, IgG1
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— verwendete Verdiinnung 1:200 (Immunofluoreszenz) bzw.
1:50 (Western Blot)

e Anti-PLP (431A, freundlich iiberlassen von KA Nave, Max-
Planck-Institut fiir experimentelle Medizin, Gottingen)

— polyklonal aus Kaninchen

— verwendete Verdiinnung 1:1000 (Immunofluoreszenz)

2.3.2 Zweitantikorper

Alle Zweitantikorper wurden von Jackson ImmunoResearch Labora-
tories Europe Ltd. (Suffolk, Grobritannien) erworben, sofern nicht
anders vermerkt.

e Anti-Maus-Antikorper, Cy3-konjugiert

— Goat anti-mouse IgG (H+L), Cy3 conjugated
— Goat anti-mouse IgM (u-chain specific), Cy3 conjugated

e Anti-Maus-Antikérper, Wellenléinge 488

— Alexa Fluor®) 488 goat anti-mouse IgG1 (von Invitrogen
GmbH; Karlsruhe, Deutschland)

e Anti-Kaninchen-Antikorper, Cy3 konjugiert
— Goat anti-rabbit IgG (H+L), Cy3 conjugated
e Anti-Kaninchen-Antikorper, Wellenlange 488

— Goat anti-rabbit IgG Dylight 488 (von Pierce, Thermo Fi-
sher Scientific; Bonn, Deutschland)

e Anti-HRP-Antikorper

— Goat anti-mouse IgG (H+L), HRP conjugated
— Goat anti-rabbit IgG (H+L), HRP conjugated

2.4 Tiere und Gehirnpriparation

2.4.1 Erstellen von Hirnhomogenisat

Fiir alle im Folgenden beschriebenen Experimente mit Gehirnho-
mogenisat wurden die Gehirne von drei 21 Tage alten Shiverer-
Mausen (zwei Ménnchen, ein Weibchen) sowie von drei 21 Tage
alten Wildtyp-Méusen (zwei Mannchen, ein Weibchen) verwendet.
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Die Zucht der Tiere erfolgte nach den Bestimmungen der Landesre-
gierung und der Européischen Union im Tierhaus des Max-Planck-
Institutes fiir experimentelle Medizin, Gottingen. Der Genotyp der
Shiverer-Zuchtpaare wurde durch PCR gesichert.

Die Tiere wurden mit Diethylether narkotisiert und decapitiert. Die
Gehirne wurden direkt nach Entnahme bei —80°C eingefroren. Zur
Weiterverarbeitung wurden sie vorsichtig aufgetaut und jeweils mit
1ml PBS in ein Probenrohrchen iiberfithrt. Der Protease-Inhibitor
Complete wurde 1:25 (v/v) zugesetzt. Anschliefend erfolgte die Ul-
traschall-Homogenisierung mittels Bandelin Sonopuls HD 2070. Samt-
liche Arbeitsschritte erfolgten bei 4 °C.

Von einer Zentrifugation des Homogenisates wurde aufgrund zu ho-
hen Materialverlustes abgesehen. Spéatere Experimente zeigten, dass
der erreichte Zerkleinerungsgrad vollends ausreichend war.

2.4.2 Erstellen von Gefrierschnitten

Fiir die im Folgenden beschriebenen Experimente mit Gefrierschnit-
ten wurden die Gehirne von sechs Wildtyp-Méusen der NMRI-Linie
(bei Préaparation P7, P14, P21, je 2 Tiere) sowie von zwei Shiverer-
Méusen (bei Praperation P21) verwendet.

Die Zucht der Tiere erfolgte nach den Bestimmungen der Landesre-
gierung und der Européischen Union im Tierhaus des Max-Planck-
Institutes fiir experimentelle Medizin, Gottingen.

Die Tiere wurden durch intraperitoneale Avertin-Applikation
(1,25mg/dl 2-2-2 Tribromoethanol, 2,5ml/dl 2-Methyl-2-Butanol in
aqua dest., 0,2ml auf 10g Mauskorpergewicht) tief betdubt. An-
schlieBend wurde der rechte Vorhof des Herzens durch einen kleinen
Schnitt erdffnet und das Geféasystem iiber eine Kaniile in der linken
Herzkammer erst mit HBSS fiir 5min und dann fiir 15min mit 4%
PFA in PBS gespiilt. Das isolierte Hirngewebe wurde fiir eine Nacht
in 4% PFA in PBS nachfixiert und anschlieend bis zur Erstellung
von Gefrierschnitten bei —80°C eingefroren.

Die Erstellung von Gefrierschnitten, ausschliefSlich transversal ori-
entiert, erfolgte mittels Kryostat. Die 30um dicken Schnitte wurden
sofort in 24-Loch-Platten mit einem vorgelegten Puffer aus PBS mit
25% FEthylenglykol und 25% Glycerin iiberfiihrt und anschlieend bei
—20°C eingefroren.

2.4.3 Gefrierschnitte der Squalen-Synthase-Knockout-Maus

Sechs Objekttriger mit insgesamt 12 Gefrierschnitten der Squalen-
Synthase-Knockout-Maus bzw. entsprechender Kontrolltiere der Al-
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tersstufen P9, P17 und P20 wurden freundlich zur Verfiigung gestellt
von Gesine Saher, Max-Planck-Institut fiir experimentelle Medizin,
Gottingen. Die Zucht der Tiere erfolgte nach den Bestimmungen der
Landesregierung und der Européischen Union im dortigen Tierhaus.

2.5 Zellkulturen

2.5.1 Wachstumsbedingungen

Samtliche Zellen wurden in Brutschranken des Typs Heraeus HERA-
cell 150 tri-gas incubator bei 37°C und 7,5% CO, kultiviert. Dabei
wuchsen die Zellen in Plastikschalen, sog. dishes, oder auf Deckglédsern,
den sog. coverslips, welche in die Vertiefungen von 12-Loch-Platten
eingebracht wurden.

Sowohl dishes als auch coverslips wurden zwecks besserer Zelladhési-
on vor Aussaat der Zellen mit Poly-L-Lysin beschichtet. Die ausge-
brachte Zelldichte betrug fiir Schalen mit 10cm Durchmesser 0,7 - 1
x 107 Zellen pro Schale sowie fiir Glasplittchen mit 11mm Durch-
messer 1 x 10° Zellen.

2.5.2 Medien
e Sato-Medium (modifiziert nach Bottenstein und Sato 1979)

— DMEM (13,4g/1)

— NaHCO; (0,2%)

— Insulin (0,01mg/ml)

— Transferrin (0,01mg/ml)

— Progesteron (200nM)

— Putrescin (100uM)

— Natriumselenit (220nM)

— 3,37,5-Trilodo-L-Thyronin (500nM)
— L-Thyroxin (500nM)

— Gentamycin (254g/ml)

Nach Steril-Filtration Zusatz von 5% Pferdeserum (v/v).
e Super-Sato fiir primére Kulturen

— B-27 Supplement (20pg/ml)
— Pferdeserum (1% v/v)
— L-Thyroxin (500nM)
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— 3,37,5-Triiodo-L-Thyronin (500nM)
— GlutaMAX (10ug/ml)

— Penicillin-Streptomycin (10pg/ml)
— Pyruvat-acid Losung 1,1% (1% v/v)

in DMFEM, Steril-Filtration

2.6 Zelllinien

2.6.1 Oli neu-Zellen

Die Zellline Oli neu wurde gewonnen durch retrovirale Infektion von
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen der Maus mit dem ¢-neu Onkogen
(Jung et al.1995). Die Kultur der Zelllinie erfolgt unter oben genann-
ten Bedingungen in modifiziertem Sato-Medium mit 5% Pferdese-
rUm.

2.6.2 Priméire Oligodendrozyten der Maus, Gewinnung und
Kultur

Die beschriebene Gewinnung primérer Oligodendrozyten orientiert
sich an der von Trotter J et al. (1989) beschriebenen Methode.
Das Mittelhirn und die Hemisphéren von sechs neugeborenen Mausen
(P0O) wurden frei prapariert und in HBSS, 37 °C, abgelegt. Anschlie-
Bend wurden unter dem Mikroskop die Meningen entfernt und das
Material fiir 5min in 0,25%-iges Trypsin-EDTA, 37°C, gegeben. An-
schlieBend wurde einmal mit HBSS gewaschen und 10ml Medium
(BME mit 10% Pferdeserum, 1% GlutaMAX und 1% Penicillin-
Streptomycin) auf das Material gegeben. Mit einer 10ml-Pipette
erfolgte die grobe Zerkleinerung. Anschlieend wurde die Zellsus-
pension zu gleichen Teilen auf zwei Zellkulturflaschen von je 75cm3
verteilt und mit je 10ml Medium aufgefiillt (BME mit 10% Pferde-
serum, 1% GlutaMAX und 1% Penicillin-Streptomycin).

Zwei Mal pro Woche erfolgte ein Mediumwechsel, am Tag 14 wur-
den die Oligodendrozyten von der Kultur abgeschiittelt. Zu diesem
Zeitpunkt ist bereits ein dichter Astrozyten-Rasen entstanden, wel-
chem Oligodendrozyten fester sowie Makrophagen und Mikroglia-
Zellen lockerer aufgelagert sind. Zuerst wurden unter mikroskopi-
scher Kontrolle die locker aufsitzenden Makrophagen durch Klop-
fen an die Zellkulturflaschenwand gelost. Es folgte ein einmaliger
Waschschritt mit Medium, anschlieBend wurde neues Medium in
die Flasche gefiillt. Die Flaschen wurden dann ca. zwanzigmal in
der Horizontalen kriftig geschiittelt, das geschiittelte Medium in
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ein 50ml Probenrohrchen gefiillt. Anschlieend wurde fiir 10min bei
900U zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und der Bodensatz in
1ml Super-Sato-Medium resuspendiert.

Die Zellen wurden schliefllich gezahlt, wofiir eine Verdiinnung von
1:10 hergestellt wurde. 500.000 bis 700.000 Zellen wurden auf eine
vorbereitete Zellkulturpetrischale von 6cm Durchmesser und / oder
100.000 bis 150.000 Zellen auf ein Deckglas von 15mm Durchmesser
gegeben.

2.7 Immunofluoreszenzfirbungen

2.7.1 Immunofluoreszenzfarbung von kultivierten Zellen

Nach Absaugen des Kulturmediums unter der Sterilbank des Typs
LaminAir HBB 2448 wurden die auf Deckgliasern in einer 12-Loch-
Platte befindlichen Zellen mit PBS gewaschen und anschlieSend fiir
15 bis 30min in 4% PFA in PBS fixiert. Auflerhalb der Sterilbank
folgten drei 5-miniitige Waschschritte in PBS und anschlieSende
Permeabilisierung fiir 60sec in PBS mit 0,1% Triton. Die folgende
Inkubation in PBS mit 1% BSA (Albumin, Bovine Serum, Fraction
V, Fattyacid-Poor, Endotoxin-Free) und 1% Tween fiir 15 bis 60min
diente der Abséttigung unspezifischer Protein-Bindestellen.

Der jeweilige Erstantikorper wurde in PBS mit 1% BSA und 1%
Tween fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur aufgebracht und nach-
folgend drei Mal fiir je 5min in PBS gewaschen. Aufbringen des
jeweiligen Zweitantikorpers erfolgte analog zum Erstantikorper. Er-
neut wurden die Zellen drei Mal fiir je 5min in PBS gewaschen. Die
Deckgléser mit den an ihnen haftenden Zellen wurden zur Beseiti-
gung der PBS-Losung kurz in destilliertes Wasser getaucht, dann
mittels Mowiol auf Objekttrégern fixiert und vor Auswertung min-
destens fiir eine Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

2.7.2 Immunofluoreszenzfiarbung von Gefrierschnitten der
Miusegehirne

Die Erstellung von Gefrierschnitten der Méausegehirne erfolgte wie
unter 2.4.2 beschrieben. Die aufgetauten Schnitte wurden in 24-
Loch-Platten iiberfithrt und unter sanftem Riitteln fiinfmal fiir je
5min in PBS gewaschen. AnschlieBende Inkubation fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur in PBS mit 5% Pferdeserum und 0,5% Triton-
X100 (gilt fir alle vor dem 28.02.07 gefirbten Schnitte) bzw. in
PBS mit 1% BSA und 1% Tween (gilt fiir alle ab dem 28.02.07
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gefarbten Schnitte) diente der Absittigung unspezifischer Protein-
Bindestellen.

Anschliefend wurde der jeweilige Erstantikorper in PBS mit 3%
Pferdeserum und 0,5% Triton (vor dem 28.02.07) bzw. in PBS mit
1% BSA und 1% Tween (ab dem 28.02.07) bei 4°C fiir ein bis
zwei Néchte bzw. bei Raumtemperatur fiir 3 Stunden unter leichtem
Riitteln mit den Schnitten inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen fiir
je bmin in PBS wurden die Schnitte analog mit dem Zweitantikorper
gefiarbt. Nach abermaligem Waschen in PBS wurden die Schnitte
auf Objekttréger iiberfithrt und nach Trocknen bei Raumtempera-
tur mittels Mowiol unter einem Deckglas fixiert. Vor Auswertung
hértete Mowiol mindestens eine Nacht bei Raumtemperatur aus.

2.7.3 Immunofluoreszenzfiarbung von Objekttriager-fixierten
Gehirnschnitten

Die beschriebene Methode gilt ausschliellich fiir Schnitte der Squalen-
Synthase-Knockout-Maus und entsprechender Kontrolltiere (freund-
lich tiberlassen von Gesine Saher, Max-Planck-Institut fiir experi-
mentelle Medizin, Gottingen).

Die auf Objekttriagern fixierten Schnitte wurden mit einem Fettstift
(Dako Pen) umrundet. Nun wurde innerhalb des Fettkreises ana-
log zu dem unter 2.6.2 beschriebenen Protokoll gewaschen und mit
Erst- und Zweitantikorpern inkubiert.

Diese Inkubation mit Antikorpern erfolgte in einer feuchten Kam-
mer, welche durch Auslegen eines geschlossenen Plastikgeféifies mit
nassen Tiichern erzeugt wurde. Eindeckeln erfolgte analog zu der
unter 2.6.2 beschriebenen Methode.

2.8 Fluoreszenzmikroskopie

Die Auszdahlung aller Immunofluoreszenz-gefiarbter Gefrierschnitte
erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop des Typs Zeiss Aziophot
(Carl Zeiss Microlmaging GmbH; Jena, Deutschland).

Samtliche in dieser Arbeit gezeigten Bilder wurden an einem kon-
fokalen Laserscan-Mikroskop des Typs LSM 510 Meta (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH; Jena, Deutschland) hergestellt unter Verwen-
dung des folgenden Objektives: plan-Neofluar 40x/1.3 Oil DIC (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH; Jena, Deutschland). Zur Anregung wur-
de die 488nm-Linie eines Argon-Lasers in Verbindung mit einem
Bandpass-Filter von 500-530nm sowie ein 543nm-HeNe-Laser mit
einem Kurzpassfilter von 685nm eingesetzt.
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2.9 Extraktion von Myelinkomponenten mit CHAPS

Bei der Substanz CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-
1-propansulfonat) handelt es sich um ein nicht-ionisches Detergens.
Die Anwendung von CHAPS zur Extraktion von Glykosphingolipid-
und Cholesterol-reichen Membrananteilen, wie sie in rafts und im
Myelin zu finden sind, ist wiederholt beschrieben worden (Simons
M et al. 2000; Kréamer-Albers et al. 2006).

Bis zum 05.09.07 erfolgte die CHAPS-Extraktion nach folgendem
Protokoll: 1] Gehirnhomogenisat wurde mit 4ul PBS und 5u1 40mM
CHAPS in TE (Tris-EDTA) gemischt, wodurch eine finale CHA PS-
Konzentration von 20mM erzielt wurde. Alternativ wurden Proben
mit 5ul Gehirnhomogenisat in 5ul PBS und 10pul 40mM CHAPS in
TE hergestellt.

Es folgten 30min Inkubation auf Eis und 30min Zentrifugation bei
13.000rpm und 4 °C. Vom so erhaltenen Probeniiberstand, welcher
der CHAPS-16slichen Fraktion entspricht, wurden 9ul in ein FEp-
pendorf-Cup gefiillt und mit 2ul eines 2-fachen Probenpuffers ge-
mischt. Das Sediment, der CHAPS-unloslichen Fraktion entspre-
chend, wurde in 9ul PBS resuspendiert und ebenfalls mit 2ul eines
2-fachen Probenpuffers gemischt. Anschliefend wurde eine Western-
Blot-Analyse der Fraktionen wie unter 2.10.2 beschrieben durch-
gefiihrt.

Ab dem 05.09.07 erfolgte die CHAPS-Extraktion nach folgendem
modifizierten Protokoll: Vor Verwendung wurde das Gehirnhomo-
genisat mittels Vorter-Genie 2 gemixt, um den Verlust schwerer
Komponenten als Bodensediment zu verhindern.

Dann wurden 5ul Homogenisat mit 4541 TE und 50ul 2-fach CHAPS
(40mM) gemischt, wodurch eine finale CHAPS-Konzentration von
20mM erzielt wurde. Das die Probe enthaltende Eppendorf-Cup wur-
de in einem Probenrchrchen unter Rollen fiir 30min bei 4°C bzw.
bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlieflend erfolgte die Zentrifugation bei 13.000rpm fiir 30min bei
4°C. Vom so erhaltenen Uberstand, welcher der CHAPS-l6slichen
Fraktion entspricht, wurden 18ul mit 6ul 4-fachen Probenpuffers
gemischt. Das Sediment, der CHAPS-unloslichen Fraktion entspre-
chend, wurde in 75ul 20uM-CHAPS und 25ul 4-fachen Probenpuf-
fers resuspendiert.

Samtliche Proben wurden dann fiir 10min bei 55°C erwadrmt und
anschliefend 20ul jeder einzelnen Probe zur Western-Blot-Analyse
wie unter 2.10.2 beschrieben aufgetragen.
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2.10 SDS-PAGE-Gelelektrophorese und Western-
Blot-Analyse

2.10.1 SDS-PAGE-Gelelektrophorese

Ziel der SDS-PAGE-Gelelektrophorese ist es, Proteingemische nach
ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Es ist dabei moglich, Gele
mit variierendem Acrylamid-Gehalt zu giefen, die sich durch un-
terschiedliche Porengréfie in ihren Auftrennungseigenschaften un-
terscheiden. Verwendet wurden fiir diese Arbeit 12%-ige Gele.

2.10.2 Western-Blot-Analyse

Nach Durchfithrung der SDS-PAGE-Gelelektrophorese sind die Pro-
teine nach Molekulargewicht getrennt im Gel enthalten. Fiir die
Western-Blot-Analyse wurden sie anschlieend mittels Semi-Dry-
Methode auf Nitrocellulose-Membranen geblottet.

Nach Abschluss des Blotting-Prozesses wurden die Membranen zwecks
Darstellung der nach Molekulargewicht getrennten Proteinbanden
mit der Substanz Ponceau S gefirbt, die mitgelaufenen Protein-
Markergewichte (Unstained Protein Molecular Weight Marker) wur-
den eingezeichnet.

Anschlieflend erfolgte die Inkubation der Membranen in einer Milch-
pulver-Losung (2g Slim-Fast-Pulver wurden in 50ml PBS-Tween
gelost) fiir 30min bis 60min unter Rollen bei Raumtemperatur. Die-
ser Schritt diente der Sattigung unspezifischer Proteinbindestellen.
Die Blots wurden anschlieend iiber Nacht unter Rollen bei 4°C
mit dem Erstantikorper in PBS-Tween inkubiert, dann mit PBS-
Tween gewaschen und schlieflich analog mit dem Zweitantikérper
inkubiert. Dieser war an Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt
und wurde mittels Immun-Star HRP Chemiluminescent Substrate
Kit geméfl den Vorschriften des Herstellers entwickelt. Die Chemi-
lumineszenz schwirzte schlieflich einen Réntgenfilm (CL-XPosure
Film), von dem das Molekulargewicht des Antikérper-markierten
Proteins nach Ubertragen der Markergewichte abzulesen war.
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2.10.3 Western-Blot-Analyse von Hirnhomogenisat

1pl Hirnhomogenisat wurde mit 10ul 2-fachen Lammlipuffers (enthélt
2-Mercapto-Ethanol) und 9ul PBS gemischt. Alternativ werden 5ul
Homogenisat mit 10l 2-fachen Lammlipuffers (enthélt 2-Mercapto-
FEthanol) und 5ul PBS gemischt. Die so vorbereiteten Proben wur-
den fiir 10min bei 55°C erwdrmt und anschlieBend zur Western-
Blot-Analyse aufgetragen.

2.10.4 Western-Blot-Analyse von CHAPS-Extrakten
siehe 2.9 und 2.10.3
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Grundlegende Beobachtungen und Arbeits-
hypothese

Ziel dieser Arbeit war die néhere Charakterisierung der Mausmutan-
te Shiverer. Insbesondere sollte festgestellt werden, ob die zellulére
Lokalisation und der Membrantransport von Myelinproteinen durch
das Fehlen von MBP im ZNS der Mutante beeintrichtigt werden.
Anhand von Immunofluoreszenzfirbungen an Gefrierschnitten von
Shiverer-Gehirn konnte im Vergleich zum gleichaltrigen Wildtyp ei-
ne vesikuldre perinukledre Akkumulation der Myelinproteine PLP,
MOG und MAG nachgewiesen werden. Die Akkumulate konnten
fir PLP dem Kompartiment der Spéten Endosomen / Lysosomen
(LEs / Lys) zugeordnet werden. Es entstand die Arbeitshypothese,
dass dem Protein MBP, welches Shiverern fehlt, eine regulatorische
Funktion endozytotischer Prozesse zukommt.

Auszuschlieflen galt, dass die Beobachtung unspezifische Folge der
schwerwiegenden Dysmyelinisierung der Shiverer-Mutante ist, was
anhand vergleichender Farbungen von Gehirnschnitten der Squalen-
Synthase-Knockout-Maus gelang.

3.2 Vergleichende Immunofluoreszenzfiarbung von
Kryoschnitten der Shiverer-Mauslinie und
Wildtyp-Mausen

Nachdem die vesikulédre perinukledre Akkumulation des Proteolipid
Proteins in Kryoschnitten der Shiverer-Mauslinie aufgefallen war, er-
folgten systematische Immunofluoreszenzfiarbungen fiir die wichtig-
sten Myelinproteine an 30um dicken Gefrierschnitten. Dabei wurden
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die Gehirne von zwei 21 Tage alten Shiverer-Mé&usen eines Wurfes
verwendet und mit den Gehirnen von zwei 21 Tage alten Wildtyp-
Mé&usen der NMRI-Linie verglichen.

Fiir das Protein PLP wurden Kofarbungen der Antikérper 431A und
Lamp-1 (Clon H5G11) bzw. 3F4 und Lamp-1 an Schnitten aller vier
Tiere durchgefiihrt. Lamp-1 ist ein Marker fiir Spate Endosomen /
Lysosomen.

Die initiale Beobachtung einer vesikuldren Akkumulation von PLP
bestétigte sich fiir Schnitte beider Shiverer und es zeigte sich ei-
ne starke Kolokalisation mit Lamp-1 (vgl. Abb. 3.2). Dies legt na-
he, dass sich die Protein-Akkumulate spezifisch im Zellorganell der
Spaten Endosomen / Lysosomen befinden.

Fiir die beiden gleichaltrigen Wildtyp-Tiere konnte eine Akkumula-
tion von PLP im Zellkérper nur vereinzelt festgestellt werden, eben-
falls groftenteils mit Lamp-1 kolokalisierend. Beide PLP-Antikorper
farbten kréftig die myelinisierenden Zellfortsétze sowie die zum Zeit-
punkt P21 stark entwickelten Fasertrakte.

Anschlieend wurde durch Immunofluoreszenzfarbungen fiir die Mye-
linproteine MAG (Clon 513), MOG (Clon 8-18-C5) und CNP (Clon
11-5B) iiberpriift, ob dhnliche Unterschiede zwischen Shiverern und
Wildtyp-Mausen feststellbar sind. Es zeigten sich fiir MAG und
MOG in Shiverer-Schnitten deutliche vesikuldre Akkumulate im Zell-
korper, welche bei den entsprechenden Wildtyp-Mé&ausen wiederum
nur vereinzelt vorkamen (vgl. Abb. 3.1). Die Kombination mit Lamp-
1 war fiir keinen der verwendeten Antikorper moglich, so dass iiber
die genaue Lokalisation der akkumulierten Proteine nur gemutmaft
werden kann. Das vesikuldre Muster und die Lokalisation im Zell-
korper entsprachen jedoch der Verteilung des in Spédten Endosomen
/ Lysosomen befindlichen PLPs.

Fiir CNP war interessanter Weise die Zahl der Akkumulate tragen-
den Zellen in Wildtyp-Schnitten moderat aber signifikant hoher als
in Shiverer-Schnitten (p-Wert = 0,0044, vgl. Abb. 3.1).

Im folgenden Schritt erfolgte die Quantifizierung sdmtlicher Immu-
nofluoreszenzfiarbungen. Dazu wurde die Anzahl der Zellkérper mit
vesikulérer Farbung fiir das jeweilige Protein bei 40-facher Vergrofie-
rung an einem Fluoreszenzmikroskop des Typs Zeiss Aziophot (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH; Jena, Deutschland) Gesichtsfeld fir Ge-
sichtsfeld ausgezahlt und anschlieend die mittlere Anzahl gefdrbter
Zellkorper pro Gesichtsfeld ermittelt. Dabei erfolgte die Auszéhlung
schwerpunktméfig in der periventrikuldren und in der subkortikalen
weilen Substanz sowie im Corpus callosum.

Wie initial vermutet, ergab sich fiir PLP die stiarkste Abweichung
zwischen Shiverern und Wildtyp-M&usen: In Shiverer-Schnitten war
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die Zahl der Zellkorper mit vesikuldren Protein-Akkumulaten durch-
schnittlich 25,3-fach erhoht. Fiir Farbungen mit MOG ergab sich ein
Faktor von 10,6 und fiir MAG ein Faktor von 2,8.

Fiir das Protein CNP konnte keine erhtohte Akkumulation im Zell-
korper bei Shiverer-Schnitten festgestellt werden. Tatsdchlich ergab
sich ein leichter Uberhang vesikulér gefirbter Somata in Wildtyp-
Méusen mit durchschnittlich der 1,4-fachen Anzahl von vesikuldr
geférbten Zellkorpern (vgl. Abb. 3.3).

Abbildung 3.1: Konfokale Immunofluoreszenz-Mikroskopie von Kryoschnitten
fiir MAG (A = Shiverer, B = Wildtyp) und CNP (C = Shiverer, D = Wild-
typ). Wihrend Shiverer deutlich mehr MAG-positive Zellkrper zeigen als der
entsprechende Wildtyp, lasst sich fiir CNP kein entsprechender Unterschied fest-
stellen.
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Uberlappend

Abbildung 3.2: Konfokale Immunofluoreszenz-Mikroskopie von Kryoschnitten
fiir PLP (431A) und Lamp-1 an Shiverern (A-C,) und Wildtypen (D-F) sowie
Detail-Aufnahme des Shiverer-Schnittes (G-I). Shiverer zeigen mehr vesikuldr
perinukleir gefirbte Zellen als Wildtypen. Vesikuldres 431A und Lamp-1 koloka-
lisieren (C, F, I), was auf die Lokalisation der Akkumulate in Spéten Endosomen
/ Lysosomen schlieflen 14sst.
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Abbildung 3.3: Zusammenschau der Mittelwerte vesikulidr gefarbter Zellkorper
pro Gesichtsfeld (GF, 40-fache Vergrofierung) fiir Fiarbungen der Myelinpro-
teine PLP (Shiverer: n = 160, Wildtyp: n = 150, p-Wert = 2,835 x 10-26),
MOG (Shiverer: n = 164, Wildtyp: n = 165, p-Wert = 1,497 x 10-28), MAG
(Shiverer: n = 40, Wildtyp: n = 40, p-Wert = 1,985 % 10~°) und CNP (Shiver-
er: n = 130, Wildtyp: n = 58, p-Wert = 0,0044). Verglichen werden Shiverer
(schwarz) und Wildtyp-Mé&use (weifl). Hochste Anzahl vesikuldrer Akkumulate
weisen Shiverer-Schnitte bei Farbungen mit MAG auf, wobei der groite Unter-
schied zwischen Shiverer-Maus und Wildtyp fiir PLP zu verzeichnen ist.
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3.3 Immunofluoreszenzfarbungen fiir PLP und
MAG an Wildtyp-Gehirnschnitten der Al-

tersstufen P7, P14 und P21

Im néchsten Schritt stellte sich die Frage nach einer moglichen Al-
tersabhéngigkeit der beobachteten vesikuldren Protein-Akkumulate.
Es ist durchaus denkbar, dass Shiverer-Oligodendrozyten in ihrer
zeitlichen Entwicklung von Wildtyp-Oligodendrozyten abweichen.
Aus diesem Grund wurden Immunofluoreszenzfirbungen fiir PLP
und MAG an Wildtyp-Gehirnschnitten der Altersstufen P7, P14
und P21 durchgefiihrt und die Ergebnisse zu jenen der P21-Shiverer-
Schnitte in Beziehung gesetzt. Die Quantifizierung erfolgte wie oben
beschrieben durch Auszdahlung bei 40-facher Vergroflerung an einem
Fluoreszenzmikroskop des Typs Zeiss Aziophot (Carl Zeiss Microl-
maging GmbH; Jena, Deutschland).

Fiir die sieben Tage alten Tiere (P7) ergaben sich bei Farbung mit
MAG bzw. PLP sehr dhnliche Mittelwerte fiir Zellen mit vesikuldren
Akkumulaten pro Gesichtsfeld (11,2 fiir PLP; 12,6 fiir MAG). Inter-
essanter Weise fanden sich bei 14 Tage alten Tieren (P14) jedoch
deutliche Unterschiede. Fiir PLP lief} sich eine 3,7-fache Steigerung
des Ausgangswertes von P7 zu P14 verzeichnen, fiir MAG hingegen
nur eine 1,4-fache Steigerung. In dieser frithen Phase der Myelini-
sierung zeigten folglich mehr Zellen vesikuldre PLP-Akkumulate als
dies fiir MAG der Fall war.

Der Vergleich mit entsprechenden Daten von 21 Tage alten Wildtyp-
Gehirnen zeigte nun, dass von P14 zu P21 wieder eine Verringerung
der Anzahl Akkumulate tragender Zellen stattfand, und zwar fiir
PLP ebenso wie fiir MAG. Das Ausmafl der Reduktion iibertraf bei
PLP jedoch sehr deutlich jenes von MAG: Wahrend zum Zeitpunkt
P21 fiir PLP die Anzahl entsprechender Zellen nur noch 1,2% des
Wertes von P14 betrugen, lieBen sich fiir MAG noch 48,3% des Wer-
tes von P14 verzeichnen (vgl. Abb. 3.7). Dies hatte zur Folge, dass
auch in Absolutwerten die Zahl der vesikular gefarbten Zellen pro
Gesichtsfeld zum Zeitpunkt P21 fiir MAG deutlich iiber jener von
PLP lag (MAG: 8,28 Zellen / GF, PLP: 0,47 Zellen / GF).
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Uberlappend W SR - Uberlappend

Abbildung 3.4: Konfokale Immunofluoreszenz-Mikroskopie von PLP (431A) und
Lamp-1 an Kryoschnitten von Wildtyp-Méusen der Altersstufen P7 (A-C), P14
(D-F) und P21 (G-I). Im Alter P14 sind die meisten Akkumulate tragenden
Zellkorper zu beobachten, zum Zeitpunkt P21 nur noch vereinzelt. Vesikuléres
431A und Lamp-1 kolokalisieren (C, F, I), was auf die Lokalisation der Akku-
mulate in Spiten Endosomen / Lysosomen schliefien ldsst.
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Uberlappend
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Abbildung 3.5: Konfokale Immunofluoreszenz-Mikroskopie von MAG und PLP
(431A) an Kryoschnitten von Wildtyp-Méusen der Altersstufen P7 (A-C) und
P14 (D-F). Deutliche Kolokalisation der vesikuldren Akkumulate (C, F) lésst
schlieflen, dass sich auch MAG-positive Akkumulate in Spédten Endosomen /
Lysosomen befinden.

C  Uberlappend

Abbildung 3.6: Detail-Aufnahme der PLP (431A)- und Lampl-positiven Akku-
mulate in Zellen einer 14 Tage alten Wildtyp-Maus. Deutliche Kolokalisation
der Marker.
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Abbildung 3.7: Zusammenschau der Mittelwerte vesikulir gefarbter Zellkorper
pro Gesichtsfeld (GF, 40-fache Vergroflerung) fiir Fiarbungen der Myelinproteine
PLP (431A) und MAG. Verglichen werden Wildtypen der Altersstufen P7, P14
und P21. Die Zahl der vesikuldre Akkumulate tragenden Zellen erreicht ihr
jeweiliges Maximum bei P14 und fillt bis P21 wieder deutlich ab. (PLP, P7: n
=5, P14: n = 20, P21: n = 150; MAG, P7: n = 5, P14: n = 20, P21: n = 40).
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3.4 Identifikation des Akkumulate-enthaltenden
Zelltyps

Die Identifikation des vesikuldare Akkumulate tragenden Zelltyps
wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Vorerst wurde durch Immuno-
fluoreszenz-Féarbung mit dem Antikorper Iba-1 ausgeschlossen, dass
die beobachteten Protein-Akkumulate in Shiverer-Gehirnschnitten
in Mikroglia-Zellen liegen. Der Antikorper Iba-1 (ionized calcium-
binding adaptor molecule 1), auch als AIF1 (allograft inflammatory
factor 1) bekannt, erkennt ein Calcium-Bindeprotein, welches von
aktivierten Monozyten und Mikroglia-Zellen expremiert wird.
Verwendet wurden Kryoschnitte der Gehirne von drei Wochen alten
Tieren.

Auszihlen der Gesamtzahl der Iba-1 positiven Zellen pro Gesichts-
feld bei 40-facher Vergroflerung zeigte eine moderate aber auf dem
5%-Niveau signifikante Erhohung der Mikroglia-Zahl in Shiverern
im Vergleich zum Wildtyp: 74,8 Zellen pro Gesichtsfeld bei Shi-
verern gegen 49.9 Zellen pro Gesichtsfeld beim Wildtyp, was einer
Erhéhung um den Faktor 1,5 entspricht (p-Wert = 0,009, vgl. Abb.
3.9).

Kofirbung von 3F4 und Iba-1 ergab Kolokalisation von 4% in Ge-
hirnschnitten der Shiverer-Mause und 20% in Gehirnschnitten der
Wildtypen (vgl. Abb. 3.8, 3.10 A,B), d.h. ein Unterschied um den
Faktor 5. Kofarbung von MOG und Iba-1 ergab Kolokalisation von
2,8% in Shiverern und 11,1% in Wildtypen, d.h. auch hier lag ein
um den Faktor 5 hoherer Wert in Wildtyp-Gehirnen vor (vgl. Abb.
3.10 C,D).

Die vesikuldren Protein-Akkumulationen waren also insbesondere
bei Shiverern nicht durch Phagozytose und vesikuldre Degradation
durch Mikroglia-Zellen erklarbar.

Diese Beobachtung wurde im Folgeschritt erhértet durch die im-
munhistochemische Identifikation der oligodendroglialen Zelllinie.
Hierfiir wurde der Antikorper Olig-2 (oligodendrocyte transcripti-
on factor 2) in Kofarbungen mit MAG eingesetzt. Olig-2 erkennt
spezifisch Zellen der oligodendroglialen Reihe.

Auszéhlen bei 40-facher Vergréflerung an einem Fluoreszenzmikro-
skop des Typs Zeiss Aziophot (Carl Zeiss Microlmaging GmbH; Je-
na, Deutschland) zeigte, dass die iiberwiegende Mehrzahl der Zellen,
welche MAG-positive Vesikel zeigten, auch fiir Olig-2 positiv waren
und damit zur oligodendroglialen Zellreihe gehorten. Dies galt fiir
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Uberlappend

Abbildung 3.8: Konfokale Immunofluoreszenz-Mikroskopie von Ibal und PLP
(3F4) an Kryoschnitten von Shiverern (A-C) und Wildtyp-Mé#usen (D-F). Feh-
lende Kolokalisation lidsst schlieffen, dass die vesikuldren Akkumulate nicht in
Mikroglia-Zellen liegen.
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Abbildung 3.9: Gesamtzahl der Ibal-positiven Zellen in Shiverer-(schwarz) bzw.
Wildtyp-Schnitten (weifl). Unterschied auf dem 5%-Niveau hoch signifikant (p-
Wert = 0,009). (Shiverer: n = 30, Wildtyp: n = 20)
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Abbildung 3.10: A Graphische Darstellung der Mittelwerte PLP-positiver (3F4,
schwarz) vesikulir geférbter Zellkérper pro Gesichtsfeld (GF) und der zugleich
Iba-1 positiven Zellen (weifl) fiir Shiverer und Wildtypen. (Shiverer: n = 40,
Wildtyp: n = 30);

B Darstellung des prozentualen Anteils der PLP und Iba-1 kofirbenden Zellen
(weif) an allen PLP-positiven Zellen (schwarz). Die Mittelwerte PLP-positiver
vesikuldr geférbter Zellkorper pro Gesichtsfeld (GF) wurden fiir Shiverer und
Wildtypen jeweils als 100% betrachtet.

C Graphische Darstellung der Mittelwerte MOG-positiver (schwarz) vesikulér
gefirbter Zellkorper pro Gesichtsfeld (GF) und der zugleich Iba-1 positiven Zel-
len (weiB) fiir Shiverer und Wildtypen. (Shiverer: n = 39, Wildtyp: n = 40)

D Darstellung des prozentualen Anteils der MOG und Iba-1 kofirbenden Zellen
(weif) an allen MOG-positiven Zellen (schwarz). Die Mittelwerte MOG-positiver
vesikuldr gefirbter Zellkérper pro Gesichtsfeld (GF) wurden fiir Shiverer und
Wildtypen jeweils als 100% betrachtet.
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21 Tage alte Wildtyp-Mause (98,48% Kolokalisation) ebenso wie fur
gleichaltrige Shiverer (97,77% Kolokalisation) (vgl. Abb. 3.11 und
3.12).

Olig2@ C# Uberlappend

MAG513

Abbildung 3.11: Konfokale Immunofluoreszenz-Mikroskopie von MAG und Olig-
2 an Kryoschnitten der Shiverer- (A-C) und Wildtyp-Maus (D-F). Deutliche
Kolokalisation der Marker (C, F).
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Abbildung 3.12: Graphische Darstellung der Mittelwerte MAG-positiver
(schwarz) vesikulér gefiarbter Zellkorper pro Gesichtsfeld (GF) und der zugleich
Olig-2 positiven Zellen (wei}) fiir Shiverer und Wildtypen. Deutliche Kolokali-
sation. (Shiverer: n = 40 , Wildtyp: n = 42).

3.5 Beobachtung an Squalen-Synthase-Knockout-
Miusen

Um der Frage nachzugehen, ob die vesikuldren Protein-Akkumulate
in Shiverern eine allgemeine Folge des Myelinisierungsdefektes sind,
im Sinne einer Komponenten-Anh&dufung durch fehlendes Auswach-
sen von Myelinmembranen, wurden Immunofluoreszenzfarbungen
an Gefrierschnitten der Squalen-Synthase-Knockout-Maus durchge-
fithrt. Analog zur Farbung von Shiverer-Schnitten erfolgte Kofarbung
fiir PLP (431A) und Lamp-1. Dabei wurden Gehirne von Mutanten
der Altersstufen P9 und P20 mit Gehirnen von Kontrolltieren des
Alters P9 bzw. P17 verglichen. Es wurde wie oben beschrieben an
einem Fluoreszenzmikroskop vom Typ Zeiss Aziophot (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH; Jena, Deutschland) die mittlere Anzahl der
vesikuldr gefarbten Zellkorper pro Gesichtsfeld ermittelt (40-fache
VergroBlerung). Wie in Abb. 3.14 dargestellt, war fiir P9 ein signi-
fikanter Unterschied zwischen Knockout-Mausen und Kontrolltie-
ren erkennbar, nicht jedoch fiir P20. Wie in der Diskussion néher
erldutert, erscheint vor diesem Hintergrund fiir Shiverer ein un-
spezifischer Effekt durch Myelinisierungsstorung unwahrscheinlich.
Ein unbekannter spezifischer Prozess, der zur vesikuldren Protein-
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Anhé&ufung fiihrt, ist anzunehmen.

3.6 CHAPS-Extraktion von Gehirnhomogenisat
und Western-Blot-Analyse

Bei der Substanz CHAPS handelt es sich um ein nicht-ionisches
Detergens. Die Anwendung von CHAPS zur Extraktion von Glyko-
sphingolipid- und Cholesterol-reichen Membrananteilen, wie sie in
rafts und im Myelin zu finden sind, ist wiederholt beschrieben wor-
den (Simons M et al. 2000; Kramer-Albers et al. 2006). So konnte fiir
Shiverer-Gehirnhomogenisat von Fitzner et al. gezeigt werden, dass
im Vergleich mit Wildtyp-Gehirnhomogenisat bei Shiverern mehr
PLP in den 16slichen Fraktionen zu finden ist, als dies fiir den Wild-
typ der Fall ist (Fitzner et al. 2006).

Die Homogenisierung der Gehirne und die CHAPS-Extraktion von
Shiverer- bzw. Wildtyp-Gehirn erfolgten nach dem in Material und
Methoden beschriebenen Protokoll. Verwendet wurden die Gehir-
ne von drei 21 Tage alten Shiverer-M&usen eines Wurfes und die
Gehirne von drei 21 Tage alten Wildtyp-Mausen eines Wurfes der
NMRI-Linie.

Ziel der CHAPS-Extraktion war, die von Fitzner et al. beschriebene
Beobachtung zu reproduzieren und entsprechende Experimente fiir
die Myelinproteine MAG, MOG und CNP anzuschlieflen.

Die CHAPS-Extraktionen wurden zum Ausschluss einer starken
Temperatur-Abhéngigkeit der Ergebnisse jeweils bei 4°C und bei
Raumtemperatur (RT) durchgefithrt (Ausnahme CNP: ausschliefi-
lich bei RT fiir jeweils zwei Tiere). Die Quantifizierung der Western
Blot-Signale erfolgte mit Hilfe des Programms Image J. Es wurde fiir
jedes Tier unter jeder Bedingung der Quotient aus der Signalstéirke
der 16slichen Fraktion und jener der unldslichen Fraktion gebildet.
Zur Ermittlung der Mittelwerte wurden fiir jede Bedingung getrennt
Shiverer- bzw. Wildtyp-Werte eines Experimentes zusammengefasst.
Fiir PLP konnte das Ergebnis von Fitzner et al. (2006) bestétigt
werden. Fiir alle untersuchten Shiverer-Gehirnhomogenisate war im
Vergleich zum Wildtyp ein groflerer Anteil PLP in den l6slichen
Membranfraktionen detektierbar. Analoge Ergebnisse wurden fiir
die Myelinproteine MAG und MOG erzielt.

Das Protein CNP nahm auch bei der CHA PS-Extraktion eine Son-
derrolle ein: Ein Unterschied in der Fraktionsverteilung zwischen
Shiverern und Wildtypen war nicht feststellbar.
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Abbildung 3.13: Konfokale Immunofluoreszenz-Mikroskopie von PLP (431A) an
Kryoschnitten der Squalen-Synthase-Knockout-Maus (B,D) und alterskorrelier-
ten Kontrolltieren (A,C). Altersstufen P9 (A,B) und P20 bzw. P17 (C,D). Ver-
groflerte vesikulédr geféarbte Zellen des Kontrolltieres P17 (E) sowie der Mutante
P20 (F).
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Abbildung 3.14: Graphische Darstellung der Mittelwerte PLP-positiver ve-
sikulir gefiirbter Zellkorper pro Gesichtsfeld (GF) fiir Squalen-Synthase-
Knockout-Mause (schwarz) und Kontrolltiere (weifl). Der Unterschied zwischen
Mutante und Kontrolle ist fiir P9 auf dem 5%-Niveau signifikant (p-Wert =
0,0062), nicht aber fiir P20 bzw. P17 (p-Wert = 0,13). (P9, Mutante: n = 110,
Kontrolle: n = 52; P20 bzw. P17, Mutante: n = 119, Kontrolle: n = 94)
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Abbildung 3.15: Western Blot mit Antikérper gegen PLP (3F4) nach CHAPS-
Extraktion bei 4 °C und Raumtemperatur (RT). Verwendet wurde Gehirnlysat
von Shiverer Tier 1 und Wildtyp 1 (S1, wtl, Abb. A), Shiverer Tier 2 und
Wildtyp 2 (S2, wt2, Abb. B). Die CHAPS-16sliche Fraktion ist mit S (soluble),
die CHAPS-unlosliche Fraktion mit I (insoluble) gekennzeichnet. Entsprechend
fiir Shiverer 3 und Wildtyp 3 (S3, wt3, Abb. C) bei Raumtemperatur (RT). Es
wurden zwei unterschiedliche Gehirnlysatmengen verwendet, 5ul (A) bzw. 10l

(B).
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Abbildung 3.16: Graphische Darstellung der integrierten Dichte der Western-
Blot-Banden aus Abb. 3.15. Aufgetragen ist der Mittelwert der Quotienten aus
Banden-Dichte der 16slichen Fraktion und Banden-Dichte der unléslichen Frak-
tion fiir Shiverer (schwarz) bzw. Wildtyp-Tiere (weifl). Der hohere Wert bei
Shiverern ergibt sich durch einen héheren PLP-Anteil in der CHA PS-16slichen
Fraktion, sowohl bei 4 °C als auch bei Raumtemperatur. (4 °C: p-Wert = 0,063,
RT: p-Wert = 0,058)
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Abbildung 3.17: Western Blot mit Antikorper gegen MAG (Clon 513) nach
CHAPS-Extraktion bei 4 °C und Raumtemperatur (RT). Verwendet wurde Ge-
hirnlysat von Shiverer Tier 1 und Wildtyp 1 (S1, wt1, Abb. A), Shiverer Tier 2
und Wildtyp 2 (S2, wt2, Abb. B) sowie von Shiverer Tier 3 und Wildtyp 3 (S3,
wt3, Abb. C). Die CHAPS-lssliche Fraktion ist mit S (soluble), die CHAPS-
unlosliche Fraktion mit I (insoluble) gekennzeichnet.
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Abbildung 3.18: Graphische Darstellung der integrierten Dichte der Western-
Blot-Banden aus Abb. 3.17. Aufgetragen ist der Mittelwert der Quotienten aus
Banden-Dichte der 16slichen Fraktion und Banden-Dichte der unléslichen Frak-
tion fiir Shiverer (schwarz) bzw. Wildtyp-Tiere (weifl). Der hohere Wert bei
Shiverern ergibt sich durch einen héheren MAG-Anteil in der CHA PS-16slichen
Fraktion, sowohl bei 4°C als auch bei Raumtemperatur. (4°C: p-Wert = 0,09;
RT: p-Wert = 0,05)
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Abbildung 3.19: Western Blot mit Antikérper gegen MOG (Clon 8-18-C5) nach
CHAPS-Extraktion bei 4 °C und Raumtemperatur (RT). Verwendet wurde Ge-
hirnlysat von Shiverer Tier 1 und Wildtyp 1 (S1, wt1, Abb. A), Shiverer Tier 2
und Wildtyp 2 (S2, wt2, Abb. B) sowie von Shiverer Tier 3 und Wildtyp 3 (S3,
wt3, Abb. C). Die CHAPS-16sliche Fraktion ist mit S (soluble), die CHAPS-
unlosliche Fraktion mit I (insoluble) gekennzeichnet.
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Abbildung 3.20: Graphische Darstellung der integrierten Dichte der Western-
Blot-Banden aus Abb. 3.19. Aufgetragen ist der Mittelwert der Quotienten aus
Banden-Dichte der 16slichen Fraktion und Banden-Dichte der unloslichen Frak-
tion fiir Shiverer (schwarz) bzw. Wildtyp-Tiere (weif}). Der hohere Wert bei
Shiverern ergibt sich durch einen héheren MOG-Anteil in der CHA PS-16slichen
Fraktion, sowohl bei 4 °C als auch bei Raumtemperatur. (4 °C: p-Wert = 0,107;
RT: p-Wert = 0,121)

A S1 S2 Wt1 Wit2
A B A B A B A B

B S1 S2 Wt1 Wi2
A B A B A B A

- e - -

Abbildung 3.21: Western Blot mit Antikorper gegen CNP (Clon 11-5B) nach
CHAPS-Extraktion bei Raumtemperatur (RT). Verwendet wurde Gehirnlysat
von Shiverer Tier 1 und 2 (S1, S2) sowie von Wildtyp 1 und 2 (wtl, wt2).
Die CHAPS-16sliche Fraktion findet sich im oberen Blot, die CHAPS-unlosli-
che Fraktion im unteren. Es wurden zwei unterschiedliche Gehirnlysatmengen
verwendet: 5ul (A) bzw. 10ul (B).
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Abbildung 3.22: Graphische Darstellung der integrierten Dichte der Western-
Blot-Banden aus Abb. 3.21. Aufgetragen ist der Mittelwert der Quotienten aus
Banden-Dichte der 16slichen Fraktion und Banden-Dichte der unloslichen Frak-
tion fiir Shiverer (schwarz) bzw. Wildtyp-Tiere (weifl). Verwendet wurden aus-
schliefllich die in Abb. 3.21 mit A gekennzeichneten Banden. (p-Wert = 0,147)
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Die Proteine PLP, MAG und MOG akku-
mulieren vesikulér in Shiverer-Oligodendro-
zyten

Ziel dieser Arbeit war die ndhere Charakterisierung der Mausmu-
tante Shiverer. Insbesondere sollte festgestellt werden, ob der Mem-
brantransport und die zelluldre Lokalisation von Myelinproteinen
durch das Fehlen von MBP beeintrachtigt werden.

Es konnte anhand von Immunofluoreszenzférbungen an Gefrierschnit-
ten der Gehirne von drei Wochen alten Shiverer- bzw. Wildtyp-
Mausen eine vesikulare Akkumulation der Proteine PLP, MAG und
MOG im Zytoplasma demonstriert werden. Quantitative Analysen
ergaben einen signifikanten Unterschied zwischen Shiverer- und Wild-
typ-Gehirnen: Bei Shiverern fanden sich deutlich mehr Zellen mit ve-
sikuldr akkumulierendem Protein. Dabei war der Unterschied zwi-
schen Mutante und Wildtyp fiir das Protein PLP am massivsten
ausgeprigt (entsprechende Zellen in Shiverern um den Faktor 25,3
erhoht), gefolgt von MOG (Faktor 10,6) und MAG (Faktor 2,8). Fir
PLP konnte zudem durch Kofirbung mit dem Antikérper Lamp-
1 nachgewiesen werden, dass sich das Protein im Zellorganell der
Spaten Endosomen / Lysosomen befindet. Fiir MAG und MOG war
die Antikoérper-Kombination mit Lamp-1 nicht méglich. Rein mor-
phologisch entsprachen jedoch das vesikuldre Muster und die Loka-
lisation im Zellkorper der Verteilung des in Spédten Endosomen /
Lysosomen befindlichen PLPs.

Vorerst stellte sich die Frage, warum die untersuchten Proteine in
Shiverern in quantitativ unterschiedlichem Ausmafl vom Wildtyp
differieren. Es ist anzunehmen, dass Protein A vom Oligodendrozyt
starker exprimiert wird als Protein B oder C. Doch eine erhéhte
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Konzentration des Proteins A wiirde nicht erkldren, warum sich der
prozentuale Anteil von Zellen mit Akkumulaten in Shiverern bzw.
Wildtyp-Mausen fiir Protein A, B und C unterscheidet. Vielmehr
impliziert die Beobachtung, dass die Umsatzraten der Proteine, et-
wa exozytotische oder endozytotische Prozesse, in der Mutante un-
terschiedlich stark betroffen sind.

Interessant ist dabei auch die Beobachtung, dass das Protein CNP
sogar in Wildtypen moderat haufiger vesikuldr akkumuliert vor-
kommt als in Shiverern (Faktor 1,4). Das heifit, dass es nicht nur
einen quantitativen Unterschied im Ausmaf} der Akkumulation gibt,
sondern dass auch eine qualitative Differenz fiir die wichtigsten Mye-
linproteine besteht. Es drédngt sich die Vermutung auf, dass die
Proteine unterschiedlichen Transportwegen, eventuell mit gleichen
Teilstrecken, folgen und diese unterschiedlich stark vom Verlust des
MBP-Proteins in Shiverern betroffen sind.

An dieser Stelle ist es sinnvoll, kurz die in der Einleitung dargeleg-
ten Molekiileigenschaften und Transportmechanismen der Proteine
PLP, MAG, MOG und CNP zu rekapitulieren. Wihrend PLP, MAG
und MOG Komponenten des kompakten Myelins darstellen, befin-
det sich CNP in nicht-kompakten Arealen, genauer gesagt in den
paranodalen Schlingen und im Zytoplasma der Zellfortsétze (Trapp
et al. 1988). Wahrend fiir PLP (Trajkovic et al. 2006), MAG (Mi-
nuk und Braun 1996) und MOG (Kroepfl und Gardinier 2001a) vesi-
kulére Transportmechanismen beschrieben wurden, deuten die raren
Daten fiir CNP auf einen nicht-vesikuléren Transportweg (DeBruin
et al. 2005). Dies konnte Ursache der in dieser Arbeit beobachteten
Differenzen zwischen CNP einerseits und den Proteinen des kompak-
ten Myelins andererseits sein. So wére es denkbar, dass durch den
MBP-Verlust in Shiverern Teilstrecken des Transportes kompakter
Myelinkomponenten betroffen sind, nicht jedoch der Transport von
CNP.

Wie genau kénnte MBP nun in Transportmechanismen des Oligo-
dendrozyten involviert sein? Zum einen denkbar ist die Moglich-
keit, dass ohne MBP, also in Shiverer-Méusen, die Endozytosera-
te von Zellmembranmaterial unphysiologisch erhoht ist, was zur
Anhdufung von Membranproteinen in Spaten Endosomen / Lysoso-
men fithren wiirde. Im Umkehrschluss kédme also dem Protein MBP
in der Wildtyp-Maus eine Endozytose-regulierende Funktion zu. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass MBP fiir die Organisation der
Plasmamembranlipide unerlésslich ist. Ohne MBP bleibt die Verla-
gerung von Galaktosylceramid (GalC) und die dichte Packung des
Molekiils, wie sie im Wildtyp-Oligodendrozyt vorkommt, aus (Fitz-
ner et al. 2006). Es ist moglich, dass MBP durch Umorganisation
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der Plasmamembran einen stabilisierenden Effekt ausiibt, wodurch
die Endozytoserate gedrosselt wird.

Im Hinblick auf die moéglicherweise zugrunde liegenden Mechanis-
men auf molekularer Ebene sei betont, dass fiir MBP eine Viel-
zahl von Wechselwirkungen beschrieben ist. So interagiert das Mo-
lekiil elektrostatisch und hydrophob mit Lipiden (Boggs et al. 1999),
wechselwirkt mit Calcium-Calmodulin, Aktin und Protein-Kinase-C
(Harauz et al. 2000) und steht im Sinne eines STOP (stable tubu-
le only polypeptide)-Molekiils in Verbindung mit dem Mikrotubuli-
System (Galiano et al. 2006). Es ist unwahrscheinlich, dass nur einer
dieser Teilaspekte fiir die Rolle MBPs in Transportprozessen verant-
wortlich ist. Eher ist davon auszugehen, dass MBP gemeinsam mit
anderen Komponenten Teil einer Signaltransduktionskette ist.

Zur naheren Analyse der Rolle von MBP kénnten quantifizierba-
re Endozytose-Experimente an kultivierten Wildtyp- bzw. Shiverer-
Oligodendrozyten oder Oli neu-Zellen mit und ohne MBP-siRNA
(small interfering RNA) erfolgen.

Nicht auszuschlieen ist jedoch ein eventuell gleichzeitig bestehen-
der Effekt von MBP auf die Exozytose praformierter Vesikel. Es ist
denkbar, dass in Shiverer-Oligodendrozyten nicht nur eine erhéhte
Endozytose der untersuchten Proteine besteht, sondern diese Pro-
teine nach Synthese und Verpackung in Vesikel nicht zur Plasma-
membran transportiert werden. Ein moglicher experimenteller An-
satz bestiinde in live-cell-imaging Versuchen unter Einsatz von lyso-
tracker wie von Trajkovic et al. (2006) beschrieben. Priméire Wildtyp-
Oligodendrozyten miissten mit priméren Shiverer-Oligodendrozyten
verglichen werden.

Letztlich ist kritisch anzumerken, dass nur fiir PLP gezeigt werden
konnte, dass die Akkumulate in Spiten Endosomen / Lysosomen lo-
kalisiert sind. Fiir die anderen Proteine waren keine entsprechenden
Antikorperkombinationen moglich. Allerdings konnte fiir MAG an
Wildtyp-Mausen der Altersstufen P7 und P14 gezeigt werden, dass
die vesikuldren Akkumulate mit PLP kolokalisieren, von dem wie-
derum angenommen werden darf, dass es sich in Spédten Endosomen
/ Lysosomen befindet.

Nicht abschlieend geklart ist die Frage, ob die beobachteten Ve-
sikel eher Teil eines Degradationsprozesses im lysosomalen System
oder Speichervesikel darstellen. Die Ergebnisse von Trajkovic et al.
(2006) stiitzen fiir Wildtypen letztere Variante.
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4.2 Vesikulidre Protein-Akkumulation ist ein al-
tersabhingiges Charakteristikum

Es konnte anhand von Immunofluoreszenzfarbungen an Gefrierschnit-
ten der Gehirne von Wildtyp-M&ausen der Altersstufen P7, P14 und
P21 demonstriert werden, dass die vesikuldre Akkumulation von
PLP und MAG ein altersabhéingiges Charakteristikum der Oligo-
dendrozyten-Entwicklung ist. Wahrend zum Zeitpunkt P7 beide Pro-
teine nur sehr schwach und vor allem vesikulér exprimiert wurden,
waren im Stadium P14 sehr viele Zellen mit vesikuldren PLP- bzw.
MAG-Akkumulaten zu finden. Bereits im Stadium P21 waren diese
Vesikel grofitenteils verschwunden, wéhrend sich die nun ausgebil-
deten Myelintrakte deutlich anfiarbten. Fiir PLP konnte erneut die
Lokalisation im Spéaten Endosom / Lysosom gezeigt werden.
Interessanter Weise verhielten sich die Proteine MAG und PLP un-
terschiedlich: Die Steigerung der Anzahl vesikulidr gefarbter Zellen
von P7 auf P14 war fiir PLP deutlicher ausgeprégt als fiir MAG
(PLP: Faktor 3,7; MAG: Faktor 1,4). Das Ausmaf} der Reduktion
von P14 zu P21 iibertraf bei PLP jedoch sehr deutlich jenes von
MAG: Wahrend zum Zeitpunkt P21 fiir PLP die Anzahl entspre-
chender Zellen nur noch 1,2% des Wertes von P14 betrugen, lieen
sich fiir MAG noch 48,3% des Wertes von P14 verzeichnen.

Dieser Verlauf verdeutlicht, dass es physiologisch eine frithe Phase
der vesikuldren Anhaufung der Proteine PLP und MAG im Zellkérper
gibt, welche dann jedoch bis zum Alter von drei Wochen in unter-
schiedlichem aber deutlichem Ausmafl reduziert wird. Anzunehmen
ist der gerichtete Transport der Proteine in die stark wachsenden
Myelinschichten.

Die Atiologie der beschriebenen Vesikel in Wildtyp-Méusen konn-
te in dieser Arbeit nicht geklart werden. Kommt es zu einem tem-
poréren physiologischen Missverhéltnis von Proteinsynthese und ve-
sikuldrer Verpackung einerseits und exozytotischem Abtransport in
die wachsende Myelinschicht andererseits? Oder zeichnen sich frithe
Oligodendrozyten durch eine erhéhte Endozytoserate aus, etwa durch
noch nicht ausgereifte Lipidkomposition der Zellmembran bedingt?
Experimentelle Ansétze zur weiteren Abklarung entsprechen den un-
ter 4.1 beschriebenen.

Des Weiteren stellt sich die Frage, welche Signale letztlich zur Auflo-
sung der Vesikel und zum Einbau in die wachsenden Nervenscheiden
fithren. Vor dem Hintergrund der Forschung der letzten Jahre, wel-
che wie in der Einleitung dargelegt ein immer raffinierteres Bild der
Neuron-Glia-Interaktion zeichnete, ist es bestechend, von neurona-
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len Signalen auszugehen. Trajkovic et al. konnten 2006 beispielsweise
erarbeiten, dass in Oligodendrozyten befindliche préaformierte Vesi-
kel mit PLP durch ein neuronales, 16sliches und cAMP-abhéngiges
Signal zur Plasmamembran verlagert werden. Ein entsprechender
Ansatz mit kultivierten Oligodendrozyten mit und ohne neuronale
Kokultur erscheint plausibel.

Die Analogie der Akkumulate in Wildtyp-Méausen der Altersstufe
P14 und Shiverern der Altersstufe P21 wirft die Frage auf, ob die
Mutante in ihrer Entwicklung verspéatet ist. Es ist nicht auszuschlie-
Ben, dass die Vesikel in Shiverern zumindest partiell jenseits des
Alters P21 zur Zellmembran dirigiert und dort fusioniert oder gar
abgebaut werden. Es gibt Arbeitsgruppen, welche einen Differenzie-
rungsblock von Shiverer-Oligodendrozyten postulieren. So beschrei-
ben Seiwa et al. (2002), dass Shiverer-Oligodendrozyten, welche aus
dem Gehirn eines 17 Tage alten Shiverer-Embryos gewonnen wur-
den, in Kultur einen Differenzierungsriickstand gegeniiber Wildtyp-
Zellen aufwiesen, welcher durch Zugabe des Signalmolekiils cAMP
teilweise kompensiert werden konnte. Bu et al. (2004) konnten mit
Hilfe des chemischen Nukleosid-Analogons BrdU feststellen, dass in
Shiverer-Mausen NG2-positive Oligodendrozyten-Vorlauferzellen ei-
ne verlangerte Phase der Proliferation und Differenzierung durchlau-
fen.

Um die hier dargelegten Ergebnisse weiter zu untermauern, miissten
systematisch Shiverer-Gehirne jenseits des Stadiums P21 bis hin
zum Alter von 3 Monaten, in welchem der Grofiteil der Tiere ver-
stirbt, immunhistochemisch untersucht werden. Auch eine Analyse
des Differenzierungsgrades von Shiverer-Oligodendrozyten, etwa mit
NG2 als Marker sehr frither Vorlauferstadien, sollte an Schnitten un-
terschiedlicher Altersstufen erfolgen.

4.3 Das Shiverer-Gehirn weist eine moderate Ver-
mehrung der Mikroglia-Zellen auf

Es konnte anhand von Immunofluoreszenzfarbungen an Gefrierschnit-
ten der Gehirne von drei Wochen alten Shiverer- bzw. Wildtyp-
Méusen mittels des Mikroglia-Markers Iba-1 in Kombination mit
PLP bzw. MOG ausgeschlossen werden, dass die beobachteten Ve-
sikel aussschlielich phagozytiertem Myelin in Mikroglia-Zellen ent-
sprechen. In Shiverern befanden sich nur 4% der PLP-positiven Vesi-
kel und 2,8% der MOG-positiven Vesikel in Iba-1 positiven Mikroglia-
Zellen. Fiir Wildtyp-Schnitte ergaben sich Kolokalisationsraten von
20% fiir PLP und Iba-1 bzw. 11,1% fiir MOG und Iba-1. Die um den
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Faktor 5 hoheren Kolokalisationsraten in Wildtyp-Mé&usen kénnten
dadurch bedingt sein, dass physiologisch ein geringer Verlust von
Zellmaterial stattfindet, welches von Mikroglia-Zellen abgerdumt wird.
Bei den insgesamt wenigen Vesikel-tragenden Zellen in Wildtypen
scheint Phagozytose einen bedeutenden Anteil einzunehmen. Auch
in Shiverern kommt diese Phagozytose vor, jedoch steht dem ge-
geniiber ein deutlich hoherer Anteil und eine deutlich hohere Ge-
samtzahl Vesikel-tragender Zellen, welche vom Phagozytoseprozess
unabhéngig zu sein scheinen.

Die quantitative Analyse der Iba-1 positiven Mikroglia-Zellen er-
gab zudem eine signifikante, moderate Erhchung der Anzahl der
Mikroglia-Zellen in Shiverer-Gehirnschnitten. Ein plausibler Erkl&-
rungsansatz ist die Annahme, dass das fehlgestaltete Shiverer-Myelin
durch Mikroglia-Zellen zumindest teilweise abgerdumt wird. Interes-
sant ist in diesem Zusammenhang die Frage nach einer Altersabhéngig-
keit der Mikroglia-Aktivierung. Moglich wére z.B. die Annahme,
dass im fortgeschrittenen Alter der Shiverer-Maus Myelin verstérkt
dekompensiert und abgebaut wird und dementsprechend héhere Mi-
kroglia-Zahlen zu finden wéren.

4.4 Kaum Protein-Akkumulate in der Squalen-
Synthase-Knockout-Maus

Um zu iiberpriifen, ob die vesikulidre Protein-Akkumulation eine un-
spezifische Folge des Myelinisierungsdefektes der Shiverer-Maus dar-
stellt, wurden analoge Immunofluoreszenzfarbungen fiir PLP und
Lamp-1 an der Squalen-Synthase-Knockout-Maus durchgefiihrt.
Die Squalen-Synthase-Knockout-Maus wurde 2005 ausfiihrlich be-
schrieben von Saher et al.. Es handelt es sich um eine konditionale
Mutante des Squalen-Synthase-Gens (Fdftl) in Oligodendrozyten.
Betroffenen Zellen fehlt vollsténdig die Moglichkeit zur Cholesterin-
Biosynthese. Die entsprechenden Tiere weisen ab dem Alter von zwei
Wochen neurologische Defizite auf. Der Gang ist ataktisch und es
besteht Tremor.

Es kommt nicht zu einem Verlust von Oligodendrozyten, insbe-
sondere ist die Apoptose-Rate im Vergleich zum Kontrolltier nicht
erhoht. Histologische Analysen zeigen jedoch lokalisationsabhéngig
eine starke Reduktion des Myelingehalts. Insbesondere die weifle
Substanz des zentralen Nervensystems ist betroffen, allerdings sind
keine ultrastrukturellen Defizite des vorhandenen Myelins feststell-
bar. Bei reduziertem Myelingehalt ist die Proteinzusammensetzung
(untersucht fiir PLP und CNP) dem Wildtyp entsprechend. Auch
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die fiir PLP durchgefithrte CHAPS-Gradientenzentrifugation zeigt
keine wesentlichen Unterschiede zwischen Mutante und Kontrolltie-
ren. Die Transkription der Myelinproteine PLP, CNP und MBP ist
allerdings deutlich reduziert.

Von besonderem Interesse ist die Lipid-Zusammensetzung des My-
elins dieser zur Cholesterin-Synthese unfihigen Oligodendrozyten.
Unerwarteter Weise erreicht das Myelin der mutanten Tiere bis zu
70% des Cholesterin-Gehaltes von Kontroll-Mausen. Dies bedeutet,
dass Oligodendrozyten in der Lage sein miissen, von benachbar-
ten Zellen anderer Zelllinien Cholesterin abzuziehen. Wie dies er-
folgt und welche Zelltypen als Cholesterin-Lieferanten fungieren, ist
bisher nicht abschlieend gekldart. Das Verhéltnis der einzelnen Li-
pidkomponenten des Myelins zueinander entspricht sich jedoch in
Squalen-Synthase-Knockout-M#usen und Kontroll-Tieren.

Ein Drittel der Mutanten verstirbt 20 bis 30 Tage nach der Ge-
burt. Interessanter Weise erreicht der Grofiteil der Tiere, welche die-
se Schwelle tiberleben, das Alter von Wildtyp-Méusen. Im Alter von
100 postnatalen Tagen zeigen die Tiere einen deutlich gemilderten
Phéanotyp. Die zuvor reduzierte Proteinkonzentration erreicht Nor-
malniveau und histologisch zeigt sich, dass praktisch jedes Axon eine
wenn auch diinnere Myelinscheide besitzt (Saher et al. 2005).

Die in dieser Arbeit untersuchten Gehirnschnitte entsprachen den
Altersstufen P9 und P20, d.h. Stadien mit deutlich ausgeprigtem
Phénotyp und entsprechend starker Dysmyelinisierung. In beiden
Stadien wiesen die Mutanten mehr vesikulér gefarbte Zellkorper pro
Gesichtsfeld auf als die jeweiligen Kontrolltiere. Der Unterschied
war jedoch nur fir P9 auf dem 5%-Niveau signifikant (p-Wert =
0,0062). Dieses Ergebnis lasst zwei Interpretationen zu: Zum einen
ist es moglich, dass im Alter von neun Tagen die mutierten Oligoden-
drozyten ihren Mangel an Cholesterin noch nicht ausreichend durch
Aufnahme aus Nachbarzellen kompensieren konnten. Méglicherweise
ist im Alter von 20 Tagen die Cholesterin-Ubernahme ausreichend,
um dies auszugleichen.

Andererseits ist zu bedenken, dass die Tiere im Alter von 20 Ta-
gen nach wie vor schwere neurologische Defizite und histologisch
ausgepragte Dysmyelinisierung der weiflen Substanz aufweisen. Vor
diesem Hintergrund und in Anbetracht der Tatsache, dass aufgrund
von wenig verfiigharem Material der Stichprobenumfang begrenzt
war, ist die Signifikanz der Unterschiede zum Zeitpunkt P9 kritisch
zu hinterfragen.

In ihrer Gesamtheit betrachtet deuten die Daten nicht darauf hin,
dass Squalen-Synthase-Knockout-Méuse das Phénomen der vesiku-
laren Protein-Akkumulation in einer der Shiverer-Linie entsprechen-
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den Auspriagung aufweisen. Gestiitzt wird diese Ansicht durch die
Beobachtung, dass die CHAPS-Gradienten fiir PLP der Altersstu-
fe P20 keinen Unterschied zwischen Mutante und Kontrolltieren
aufweisen (Saher et al. 2005). Wie unter 4.5 néher dargestellt, ist
dies fiir gleichaltrige Shiverer-Mé&use im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
nicht der Fall.

So gesehen sprechen die Ergebnisse gegen die Hypothese eines un-
spezifischen, durch schwere Dysmyelinisierung bedingten Protein-
aufstaus. Zur Festigung der Daten wire allerdings die Untersuchung
einer groferen Stichprobe sowie eines weiteren Tiermodells, etwa der
in der Einleitung beschriebenen CGT-Knockout-Maus, wiinschens-
wert.

4.5 Die Proteinverteilung in CHA PS-Gradienten
differiert zwischen Shiverern und Wildtyp-
Miusen

Durch Einsatz von CHAPS, einem nicht-ionischen Detergens zur
Extraktion von Glykosphingolipid- und Cholesterol-reichen Mem-
brananteilen, konnte fiir die Proteine PLP, MAG und MOG, nicht
aber fiir CNP, eine unterschiedliche Verteilung zwischen Shiverer-
und Wildtyp-Gehirn festgestellt werden.

Die Beobachtung von Fitzner et al., wonach im Vergleich mit Wildtyp-
Gehirnhomogenisat bei Shiverern mehr PLP in den 16slichen Frak-
tionen zu finden ist, konnte reproduziert werden (Fitzner et al.
2006).

Dariiber hinaus gelang es in dieser Arbeit, eine analoge Verschie-
bung zugunsten der 16slichen Fraktionen fiir die Proteine MAG und
MOG zu demonstrieren, wohingegen fiir CNP kein entsprechender
Unterschied zwischen Shiverer- und Wildtyp-Gehirn festgestellt wer-
den konnte.

Diese Ergebnisse untermauern durch eine zweite experimentelle Me-
thode die durch Immunofluoreszenzfirbungen gewonnenen Ergeb-
nisse: Die Proteine des kompakten Myelins, PLP, MAG und MOG,
sind in Shiverer-Oligodendrozyten anders verteilt als in Wildtyp-
Zellen. Dies gilt nicht fiir das periphere Membranprotein CNP.

Die fiir Myelin und rafts charakteristischen Membranabschnitte,
reich an Glykosphingolipiden und Cholesterol, sind in CHAPS nicht
l6slichen (Simons M et al. 2000). Eine Verschiebung bei Shiverern
zugunsten der Verteilung in 16slichen Fraktionen konnte folglich be-
deuten, dass geringere Anteile der Proteine mit entsprechend zusam-
mengesetzten Membranen assoziiert sind. Die anteilige Zunahme der
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Proteine in der loslichen Fraktion konnte dadurch erklart werden,
dass die durch Immunofluoreszenzfirbungen demonstrierten vesi-
kuldren Protein-Einschliisse CHA PS-16slich sind. Eine quantitative
Verschiebung durch Mangel an Myelin und damit CHAPS-unlosli-
chem Material in Shiverern kommt urséchlich ebenfalls in Betracht.
Zur Erkldrung der abweichenden Ergebnisse von CNP miissen die
Unterschiede in Molekiileigenschaften und Transportwegen beriick-
sichtigt werden (vgl. Einleitung, 1.3.2 und 1.4.2).

4.6 Perspektiven

Durch die oben dargestellten Ergebnisse konnte eine Parallele zwi-
schen unreifen Stadien der Oligodendrozyten der Wildtyp-Maus und
reiferen Stadien der schwerst dysmyelinisierenden Mutante Shiverer
gezogen werden. So riickt der Aspekt der funktionellen Unreife von
Oligodendrozyten im Zusammenhang mit Stérungen der Myelinpro-
duktion in den Fokus des Interesses. Diskutabel erscheint die Frage,
ob vesikuldre Akkumulate insbesondere der Myelin-Hauptkomponente
PLP nicht als Maf]stab der funktionellen Unreife und Effektivitat
des Myelinisierungsprozesses angesehen werden konnen.

Wie in der Einleitung unter 1.5.1 beschrieben, kommt es im Verlauf
der Multiplen Sklerose zur Einwanderung von Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen (Chang et al. 2000), Ausmafl und Qualitéat der Re-
myelinisierung sind jedoch nicht ausreichend, um den gesunden Sta-
tus wiederherzustellen.

Die Oligodendrozyten-Differenzierung wird unter anderem durch die
Interaktion von Jagged (auf Axonen und Astrozyten) und Notch
(auf Oligodendrozyten) geblockt (John et al. 2002). Bis heute exi-
stiert kein histologisches Maf}, um die Effektivitdt der Remyelinisie-
rung im Multiple-Sklerose-Plaque deutlich zu machen. Umfangrei-
che Experimente an Tiermodellen der Erkrankung kénnten deutlich
machen, ob der Anteil von Oligodendrozyten mit vesikularen PLP-
Akkumulaten an der Gesamtzahl der vorhandenen Oligodendrozy-
ten ein MafB fiir die Effektivitdt der Remyelinisierung darstellt.

Um die Hypothese einer funktionellen Unreife der Shiverer-Oligo-
dendrozyten zu festigen, konnte der Effekt Reife-induzierender Fak-
toren wie IGF-1 auf kultivierte Shiverer-Oligodendrozyten unter-
sucht werden.

Des Weiteren riickt durch die vorliegende Arbeit die Bedeutung
gestorter Transportprozesse als Ursache fiir ineffiziente Myelinisie-
rung in den Vordergrund. Ein Blick in die Fachliteratur erstaunt: Fiir
viele Hauptkomponenten des Myelins sind die genauen zelluldren
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Transportmechanismen noch nicht abschliefend geklart (vgl. Ein-
leitung, 1.4.2). Dies spiegelt die Schwierigkeit addquater experimen-
teller Ansétze wider. Durch die Kofirbungen mit Lamp-1, einem
spezifischen Marker fiir Spiate Endosomen / Lysosomen, wurde ein
Bruchteil einer méglichen Transportstrecke abgebildet. Von Bedeu-
tung erscheint dabei der Riickgriff auf Gefrierschnitte von Maus-
gehirnen, wurden doch viele frithere Daten an kultivierten Zellen
gewonnen. Es ist nicht davon auszugehen, dass die Prozesse in Kul-
tur jenen in vivo exakt entsprechen. Interessant wére dennoch die
Ubertragung auf kultivierte primére Oligodendrozyten der Shiverer-
bzw. Wildtyp-Maus ebenso wie Experimente mit MBP-siRNA an
priméren Wildtyp-Oligodendrozyten und Experimente mit MBP-
transfizierten bzw. nicht-transfizierten Oli neu-Zellen. Endozytose-
Experimente fiir PLP, MAG und MOG konnten einen quantifizier-
baren Vergleich zwischen Zellen mit und ohne MBP zulassen und
somit Klarheit iiber die Frage bringen, ob MBP die Endozytoserate
herabzuregulieren vermag (vgl. Trajkovic et al. 2006).
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Kapitel 5

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die ndhere Charakterisierung von Transport-
wegen und zelluldrer Lokalisation von Myelinproteinen in der Maus-
mutante Shiverer.

Es konnte gezeigt werden, dass in den Oligodendrozyten von 21 Ta-
ge alten Shiverer-Mé&usen eine vesikuldre Akkumulation der Myelin-
proteine PLP, MAG und MOG vorliegt, wohingegen dies fiir CNP
nicht der Fall ist. Dabei sind PLP, MAG und MOG Komponenten
des kompakten Myelins, CNP hingegen des nicht-kompakten Myel-
ins. Die Vesikel konnten partiell als Spéte Endosomen / Lysosomen
identifiziert werden.

Durch CHAPS-Extraktions-Experimente, in denen sich eine unter-
schiedliche Verteilung der Proteine PLP, MAG und MOG in der
Shiverer-Maus nachweisen lief, konnten die Ergebnisse untermauert
werden.

Der Vergleich mit Wildtyp-Mausen der Altersstufen P7, P14 und
P21 konnte zeigen, dass es vor allem zum Zeitpunkt P14 zu einer
den Shiverern entsprechenden vesikuldren Anhéufung der Proteine
PLP und MAG kommt, diese jedoch zum Zeitpunkt P21 wieder
deutlich reduziert ist.

Ebenfalls in Squalen-Synthase-Knockout-Mé&usen, welche in der phéno-
typischen Auspriagung neurologischer Defizite Shiverern dhneln, fin-
den sich analoge Phénomene in frithen Entwicklungsstufen, jedoch
nicht mehr drei Wochen nach Geburt.

Diese Ergebnisse werfen die Frage nach einer spezifischen Funkti-
on des Proteins MBP in der Regulation endo- oder exozytotischer
Transportprozesse auf.

Die Analogie zwischen unreifen Stadien der Oligodendrozyten der
Wildtyp-Maus und reiferen Stadien der schwerst dysmyelinisieren-
den Mutante Shiverer erdffnet zwei Perspektiven: Zum einen konn-
te das vesikuldre Stadium von Wildtyp-Zellen ihrer Einordnung in
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den Differenzierungsprozess dienen, etwa als Charakteristikum des
pramyelinisierenden bzw. frithen myelinisierenden Stadiums. Zum
anderen ist eine Bedeutung in der neuropathologischen Beurteilung
demyelinisierender Erkrankungen vorstellbar, so etwa bei der Frage
nach Remyelinisierungsaktivitiat in der Multiplen-Sklerose-Lésion.
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Kapitel 6

Anhang: Abkiirzungen

bFGF, auch FGF2

BSA
Caspr
CCP
CGT
CHAPS
CIMF
CNP
CNTF
DIG
DRM
EAE
EE
EGF
exon2+MBP
exon2-MBP
GA
GalC
GF
HBSS
Iba-1
IGF-1
IPL

LE

LIF
LSM

Ly

boviner Fribroblasten-Wachstumsfaktor
bovines Serum-Albumin

contactin-associated protein

clathrin coated pit
Galaktose-Ceramid-Galaktosyltransferase
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammoniol-1-propansulfonat
CHAPS insoluble membrane fragment
2¢,3'-cyclic nucleotide 3‘phosphodiesterase
ciliary neurotrophic factor

detergent insoluble, glycolipid enriched membrane
detergent resistant membrane

Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
early endosome, Frithes Endosom

epidermaler Wachstumsfaktor

MBP einschliellich Exon 2

MBP ohne Exon 2

Golgi-Apparat

Galaktosylceramid

Gesichtsfeld

Hank “s balanced salt solution

ionized calcium-binding adaptor molecule 1
Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor 1
intraperiod line

late endosome, Spéites Endosom

leukemia inhibitory factor
Laserscan-Mikroskop

Lysosom
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MAG
MDL
MDCK
MHC
MLM
MOG
MS
msd
MVB
n

NgR
NT-3
Omgp
PBS
PDGFaR
PFA
PLP
PM
PMD
PNS
pPp
PtdIns3P
RE
rER
rsh

RT
sGalC
STOP
TGN
shi
siRNA
SQS
SVZ
7ZNS

myelin-asssociated glycoprotein
major dense line

Madin-Darby canine kidney

major histocompatibility complex
myelin like membrane

myelin oligodendrocyte glycoprotein
Multiple Sklerose

myelin synthesis deficient
multivesicular body
Stichprobenumfang

Nogo-Rezeptor

Neurotrophin 3

oligodendrocyte myelin glycoprotein
Phosphat-gepufferte Salzlosung
platelet derived growth factor receptor a
Paraformaldehyd

proteolipid protein
Plasmamembran
Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung
Peripheres Nervensystem

post partum
Phosphatidylinositol-3-Phosphat
Recycling-Endosom

raues Endoplasmatisches Reticulum
rumpshaker

Raumtemperatur

Galaktosulfatid

stable tubule only polypeptide
Trans-Golgi-Netzwerk

Shiverer

small interfering RNA
Squalen-Synthase
Subventrikularzone

Zentrales Nervensystem
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