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Einleitung 1

1  Einleitung

Im peripheren Nervensystem (PNS) gibt es im Gegensatz zum zentralen Nervensystem
(ZNS) eine einzige Gliazelle, die als Schwann-Zelle bezeichnet wird und welche die
Funktionen der verschiedenen Gliazellen des ZNS iibernimmt. So sind Schwann-Zellen
u. a. fiir die Myelinisierung von Axonen des PNS zustindig. Defekte der Schwann-Zellen
und/oder der Myelinisierung konnen daher Ursachen fiir Erkrankungen des PNS sein, die

man als periphere Neuropathien bezeichnet.

1.1 Charcot-Marie-Tooth-Erkrankungen und die Charcot-Marie-
Tooth-Erkrankung 1A

1.1.1 Epidemiologie und Klassifikation der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankungen

Die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankungen (CMTs, auch als hereditidre motorisch-sensori-
sche Neuropathien bezeichnet) stellen eine Gruppe aus hereditiren Neuropathien des PNS
dar. Sie haben eine Pravalenz von 1:2500 (Skre 1974; Ionasescu 1995) und ihr hiufigster
Subtyp ist die CMT1A (Skre 1974; Mostacciuolo et al. 1991; Schenone et al. 2011). Diese
macht dabei ca. 50 — 60% aller CMT-Erkrankungen aus (Lupski et al. 1991; Ionasescu
1995) und ist somit die hiufigste angeborene Neuropathie des PNS. Die CMT1A gehort
zu der groflen Gruppe der primir demyelinisierenden CMT-Neuropathien (CMT1), die
urspriinglich den primir axonalen Formen der CMT-Erkrankungen (CMT?2) gegeniiber-
gestellt wurde (Shy et al. 2005; Nave et al. 2007). Durch Weiterentwicklung der Eintei-
lung der CMT-Erkrankungen und in Anbetracht des bei der CMT1A nachweisbaren se-
kundiren axonalen Schadens spricht man jedoch nicht von einer rein demyelinisierenden
Neuropathie. Diagnostisch ldsst sich die Demyelinisierung histologisch sowie insbeson-
dere elektrophysiologisch nachweisen (siehe 1.1.2), womit auch der Ursprung und Nut-

zen dieser Einteilung erkennbar ist.

1.1.2 Klinische, histologische und elektrophysiologische Befunde bei der Charcot-
Marie-Tooth-Erkrankung 1A

In der klinischen Ausprigung sowie beziiglich des Alters bei Erstmanifestation der Er-

krankung zeigt die CMT1A eine starke Variabilitét (Ionasescu 1995; Birouk et al. 1997;



Einleitung 2

Lupski und Chance 2005). Hauptséchlich présentiert sie sich im Jugend- und jungen Er-
wachsenenalter mit symmetrischer, distal betonter Muskelschwéche und -atrophie der un-
teren Extremitit (Sereda und Nave 2006), die langsam progredient ist (Birouk et al. 1997)
und in der klinisch-neurologischen Untersuchung u. a. als Deformierung der Fiile mit
HohlfuB3- und Krallenzehenbildung sowie spéter als Beeintrichtigung des Gehens in Form
des Steppergangs auffillt (Lupski und Chance 2005). Die obere Extremitiit ist meistens
weniger stark betroffen als die untere. Sensible Defizite kommen vor (Shy et al. 2005),
bleiben jedoch oft von den Patienten unbemerkt. Auffillig sind weiterhin Abschwichun-

gen der Muskeleigenreflexe (Shy et al. 2005; Schenone et al. 2011).

Histologisch zeigen sich in Querschnitten von Nervenbiopsien betroffener Patienten
sowie von entsprechenden Nerven aus Tiermodellen der CMTI1A segmentale
Demyelinisierungen insbesondere groflkalibriger Axone, ein axonaler Verlust sowie
Zwiebelschalenformationen (Sereda und Nave 2006; Nave et al. 2007). Diese
Zwiebelschalenformationen entsprechen demyelinisierten Axonen, die mit konzen-
trischen Lagen aus Schwann-Zellmembranen umrandet sind (Shy et al. 2005) und sind
auf eine pathologische Uberexpression von glialem NRG-1 (Neuregulin-1), einem u. a.
fir die Schwann-Zell-Entwicklung relevanten Wachstumsfaktor, zuriickzufiihren
(Fledrich et al. 2019). In fritheren Entwicklungsstadien bzw. jiingeren Patienten fallen
hingegen neben aktiver Demyelinisierung v. a. hypermyelinisierte Axone auf (Gabreéls-
Festen et al. 1995). In dermalen Nervenbiopsien von CMT1A-Patienten fanden sich

zudem einheitlich verkiirzte Langen der Internodien (Saporta et al. 2009).

Elektrophysiologisch stellt sich die Demyelinisierung als reduzierte NCV (nerve
conduction velocity) von < 38 m/s am N. (Nervus) ulnaris dar, welche regelhaft schon
frith bei CMT1A-Patienten nachweisbar ist (Kaku et al. 1993; Manganelli et al. 2016).
Sogar bei klinisch asymptomatischen Patienten mit der fiir die Erkrankung typischen
Genmutation (siehe 1.1.3) ldsst sich eine reduzierte NCV messen (Kaku et al. 1993;
Manganelli et al. 2016). Die CMAPs (compound motor action potentials), die
elektrophysiologisch neben der NCV und weiteren Parametern bestimmt werden, zeigen
sich als Ausdruck des sekundiren axonalen Schadens in Kongruenz zur klinisch
feststellbaren Muskelatrophie und -schwiche bei betroffenen Patienten reduziert

(Krajewski et al. 2000).
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1.1.3 Ursache der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung 1A

Urséchlich fiir die CMT1A ist in der Regel eine Duplikation des Gens, das fiir PMP22
(peripheral myelin protein 22) codiert (Lupski et al. 1991; Raeymaekers et al. 1991; Kaku
et al. 1993). Hierbei handelt es sich groBtenteils um heterozygote DNA-Duplikationen
von 1,4 Mio. Basenpaaren auf Chromosom 17p11.2 — 12, welche autosomal dominant
vererbt werden (Ionasescu 1995). Die Duplikation entsteht aulerdem sporadisch durch
unvollstindiges Crossing-over wihrend der Meiose im Rahmen der Spermatogenese
(Raeymaekers et al. 1991; Palau et al. 1993), da die betroffene Genregion von stark ho-
mologen Wiederholungssequenzen flankiert wird, die als Hotspots fiir diese Mutations-
entstehung gelten (Pentao et al. 1992; Reiter et al. 1996). Das fiir PMP22 codierende Gen
befindet sich neben anderen Genen in dieser Duplikationsregion (Matsunami et al. 1992;
Pentao et al. 1992; Timmerman et al. 1992; Valentijn et al. 1992). Fiir die hereditdre Neu-
ropathie mit Neigung zu Druckldsionen (HNPP) ist genau die reziproke Deletion der be-
schriebenen Genregion verantwortlich (Adlkofer et al. 1997). So kommt es bei der HNPP
zum Verlust eines PMP22-Allels und zur 0,5-fachen Gendosis von PMP22 (Chance et al.
1993; Stogbauer et al. 2000). Fiir andere Subtypen der CMT-Erkrankungen wie die
CMTI1E und einige Fille der CMT3 (Dejerine-Sottas-Syndrom) sind hingegen Punktmu-
tationen im PMP22-Gen als Ursachen der Erkrankungen beschrieben worden (Roa et al.

1993).

1.1.4 Pathophysiologie der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung 1A

Man geht bei der CMT1A sowie bei der HNPP von einer Gendosis-Erkrankungen aus,
wobei erst die Dosiserhdhung einer 1,5-fachen Genexpression von PMP22 zur CMT1A-
Pathologie fiihrt (Chance et al. 1992; Lupski et al. 1992; Nave et al. 2007; Pantera et al.
2019), wihrend die Dosiserniedrigung einer 0,5-fachen Genexpression von PMP22 den
HNPP-Phinotyp bedingt (Chance et al. 1993; Adlkofer et al. 1997; Gabriel et al. 1997).
Ein von Hirt et al. (2015) publizierter Fallbericht zeigte zudem, dass die genetische
Kombination aus einem Allel mit PMP22-Duplikation und einem PMP22-deletierten
Allel in zwei verwandten Individuen keinen fiir die CMTIA oder HNPP typischen
neuropathischen Phinotyp verursachte. Die Autoren beschrieben die elektrophysiolo-
gischen und klinischen Normalbefunde der betroffenen Geschwister als Folge einer
regelrechten Gendosis von PMP22 (Hirt et al. 2015). Der genaue Pathomechanismus der
CMT1A-Erkrankung, der von der erhohten Gendosis zur friihen Hypermyelinisierung

und segmentalen Demyelinisierung sowie zum sekundidren axonalen Schaden insbe-
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sondere grofkalibriger Nervenfasern fiihrt, wird trotz langjdhriger Erforschung noch
intensiv diskutiert. So gibt es verschiedene Hypothesen zur Krankheitsentstehung, die
spiater im Zusammenhang mit der noch nicht entschliisselten Funktion von PMP22
beschrieben werden sollen (siehe 1.2.3). Allerdings steht der Theorie, die CMTI1A als
eine (reine) Gendosis-Erkrankung zu verstehen, inzwischen ein vollstindig anderes
pathomechanistisches Konzept der Erkrankung gegeniiber. So schlédgt Li (2017) vor, dass
es sich bei der CMT1A um eine durch hohe Variabilitit der PMP22-Expression bedingte
Neuropathie handelt, der eine gestorte Genomstruktur und dadurch veridnderte intra- und

interchromosomale Interaktionen zugrunde liegen konnten.

1.1.5 Therapieansitze der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung 1A

Die CMT1A léasst sich bisher nicht kurativ behandeln. Gemeinsam mit den Bemiihungen
die Pathophysiologie der CMT1A zu entschliisseln (siehe Kapitel 1.2.3) werden priklini-
sche Therapieansitze entwickelt, die auf das Eingreifen in die identifizierten oder vermu-
teten molekularen Mechanismen der Erkrankung abzielen (Shy 2006; Fledrich et al.
2019). Neben der Uberexpression von PMP22 scheinen insbesondere die von dem
Wachstumsfaktor NRG-1 abhidngigen Signalwege hierbei eine Rolle zu spielen. So zeigte
die Reduktion der PMP22-Expression und der glialen NRG-1-Expression sowie eine Sub-
stitution von axonalem NRG-1 in PMP22-iiberexprimierenden Tiermodellen der CMT1A
eine effektive Linderung des neuropathischen Phianotyps (Perea et al. 2001; Sereda et al.
2003; Passage et al. 2004; Fledrich et al. 2014; Zhao et al. 2018; Fledrich et al. 2019;
Prukop et al. 2019). AuBerdem wurde die Anwendung anti-neuro-inflammatorischer
Wirkstoffe wie Kurkuma, ASS und Coenzym-Q sowie von Vitamin C und trophischen
Faktoren wie Neurotrophin-3 erprobt (Passage et al. 2004; Vigo et al. 2005). Es handelt
sich bei den Genannten allerdings um Therapieversuche, die auf den Menschen groften-
teils bisher nur unzureichend anwendbar sind. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit der

Suche nach neuen Therapieansitzen.

1.2 PMP22

1.2.1 Das PMP22-Gen sowie Lokalisation und Regulation der PMP22-Expression

Im humanen Genom findet sich das fiir PMP22 codierende Gen auf Chromosom 17p11.2

und ist 40 kb groB3 (Li et al. 2013). Es besteht bei Menschen wie bei Ratten aus sechs
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Exons, von denen fiinf in den codierenden Anteil des PMP22-Gens entfallen (Li et al.
2013) und das erste, nicht codierende Exon in zwei alternativ gespleiiten Varianten als
Exonlaund Exonlb vorkommt (Spreyer et al. 1991; Welcher et al. 1992; Jetten und Suter
2000). PMP22 wird in erster Linie von den myelinisierenden Schwann-Zellen des PNS
exprimiert, wobei die Expression mit der Bildung von Myelin wihrend der Entwicklung
des N. ischiadicus korreliert (Snipes et al. 1992; Bosse et al. 1994; Jetten und Suter 2000)
und im Rahmen von Schwann-Zell-Dedifferenzierung bei Nervendurchtrennung oder
axonaler Degeneration herunterreguliert wird (Spreyer et al. 1991; Welcher et al. 1991).
Es ist Bestandteil der Myelinscheide im kompakten Myelin und macht als zweithédufigstes
Protein nach MPZ (myelin protein zero) ca. 2 — 5% der Gesamtmenge an Myelinproteinen
im peripheren Nerven aus (Spreyer et al. 1991; Welcher et al. 1991). Auch auflerhalb des
PNS wird PMP22 exprimiert (Baechner et al. 1995; Parmantier et al. 1995; Ohsawa et al.
2006). Seine biologische Hauptfunktion iibt es vermutlich im PNS aus, da sich PMP22-

Mutationen lediglich dort manifestieren (Rossor et al. 2017).

Die Expression und Synthese von PMP22 wird innerhalb enger Grenzen und mithilfe
verschiedener pritranskriptioneller sowie posttranslationaler Mechanismen reguliert
(Pantera et al. 2019). Neben den verschiedenen Promotoren sind Enhancer-Regionen vor
dem Pmp22-Gen identifiziert worden, die das Expressionsmuster ma3geblich beeinflus-
sen (Maier et al. 2002; Maier et al. 2003; Jones et al. 2012; Lopez-Anido et al. 2016;
Pantera et al. 2018). Auch sind einzelne Transkriptionsfaktoren, welche die Expression
von PMP22 im Tiermodell regulieren, bekannt: SOX10 (SRY-box containing gene 10)
und EGR?2 (early growth response 2) fordern als allgemeine Induktoren von Myelinisie-
rungsgenen auch die Transkription von Pmp22 (Jones et al. 2011; Pantera et al. 2019),
weiterhin scheinen YAP/TAZ (yes-associated protein/transcriptional coactivator with
PDZ binding motif), TEAD1 (TEA domain family member 1) sowie LXR(liver X recep-
tor)-Transkriptionsfaktoren hierfiir relevant zu sein (Jang et al. 2012; Inglese et al. 2014;
Lopez-Anido et al. 2016; Dranchak et al. 2018). AuBBerdem spielt der Acetylierungsstatus
von H3K27 (der Aminoséure Lysin, die an Stelle 27 des Histons H3 vorkommt) fiir die
Expression von Pmp22 eine Rolle (Lopez-Anido et al. 2016). Auf Ebene der RNA(ribo-
nucleic acid)-Prozessierung wird die Pmp22-Expression durch alternatives Splicing und
den Einfluss von si(small interfering)-RNAs reguliert (Verrier et al. 2009; Visigalli et al.
2016).
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1.2.2 PMP22-Struktur

PMP22 ist ein 22 kDa groBes Protein, welches aus vier Transmembrandoménen besteht
und zur Familie der Claudin/PMP22/EMP(epithelial membrane protein)-Proteine gehort
(D’Urso und Miiller 1997; Jetten und Suter 2000). Es wird zunéchst als Core-Protein von
18 kDa synthetisiert und posttranslational durch eine N-Glykosylierung modifiziert
(Welcher et al. 1991; Pareek et al. 1993). Der N- und C-Terminus von PMP22 befinden
sich intrazelluldr, wéihrend die zwei als ECI1 (extracellular domain 1) und EC2
(extracellular domain 2) bezeichneten extrazelluliren Doménen als Loops nach auflen
orientiert sind (D’Urso und Miiller 1997). Obwohl bisher keine definitive Beschreibung
der Ultrastruktur von PMP22 existiert, sind Teile der Struktur mithilfe von CD(circular
dichroism)- und NMR (nuclear magnetic resonance)-Spektroskopie sowie von software-
basierten Homologie-Modellen eindeutiger geworden. So gehen die meisten Autoren
davon aus, dass PMP22 zum Grofiteil aus Helices besteht und die erste
Transmembrandomine des Proteins eine lange o-Helix ist, wihrend die {iibrigen
Transmembrandominen ein gemeinsames ungeordnetes Helix-Biindel bilden, welches
von der ersten Transmembrandoméne rdumlich getrennt ist (Mobley et al. 2007; Myers
et al. 2008; Sakakura et al. 2011; Li et al. 2013; Mittendorf et al. 2014). Hierbei scheint
die korrekte Anordnung der Helices zueinander fiir die Funktionalitit des Proteins von
Bedeutung zu sein, da mehrere einen neuropathischen Phénotyp verursachende
Mutationen von PMP22 zur fehlerhaften Transmembran-Organisation der Helices fiihren
(Mittendorf 2014). Die EC1 und EC2 besitzen auflerdem Metallionen-bindende
Eigenschaften an bis zu sieben verschiedenen Stellen, die fiir die Zinkbindungs-Kapazitit
von PMP22 verantwortlich sein konnten (Myers et al. 2008). Diese Eigenschaft erscheint
relevant, da eine ausreichende Zinkzufuhr als fiir die Entwicklung und den Erhalt
peripherer Nerven der Ratte essentiell gilt (Unal et al. 2005). Zwischen der zweiten und
dritten Transmembrandoméine wurde eine Palmitoylierung an Cys85 beschrieben, welche
die Formgebung und Bewegung epithelialer Zellen in Kultur beeinflusst und somit fiir
Interaktionen von PMP22 mit Signalproteinen fiir Zellmigrationsprozesse von Bedeutung
sein konnte (Zoltewicz et al. 2012). Die Glykosylierungsstelle von PMP22 findet sich an
Asn4l der ECI, welche als L2/HNKI (hereafter designated L2)-Kohlenhydrat-Epitop
gilt, das u. a. fiir zelluldre Adhisionsprozesse relevant ist (Hammer et al. 1993; Snipes et
al. 1993). PMP22 beinhaltet vier Cysteine mit freien SH-Gruppen, von denen zwei sich
in der EC2 befinden. Auf der Grundlage eines Claudin-15-Homologie-Modells

deklarierten Mittendorf et al. (2014) eine intramolekulare Disulfidbriicke zwischen diesen
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beiden Cysteinen, deren biologische Bedeutung jedoch noch unklar ist. Die Abbildung

1.1 zeigt eine schematische Darstellung der Sekundirstruktur von PMP22.

extrazelluldr
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Abbildung 1.1: Sekundirstruktur von PMP22: PMP22 besteht aus vier Transmembrandominen
(TM1 —4) und hat zwei extrazelluldre Doménen (EC1 und EC2), an Asn41 befindet sich eine Glykosylie-
rungsstelle (Wang et al. 2017). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von
John Wiley & Sons.

1.2.3 PMP22 und seine Bedeutung fiir das Myelin und die Schwann-Zelle im

peripheren Nervensystem

Die neuropathischen Phidnotypen von PMP22-Mutationstragern (Duplikation wie bei der
CMT1A, Deletion wie bei der HNPP oder Punktmutationen wie bei der CMTIE)
verdeutlichen die Funktion von PMP22 fiir die Bildung und Aufrechterhaltung intakten
Myelins im PNS. Trotz jahrelanger intensiver Forschung ist die genaue biologische
Funktion von PMP22 jedoch weiterhin unklar. Im Folgenden soll der aktuelle Stand zur
biologischen Funktion von PMP22 zusammen mit den damit verbundenen
pathophysiologischen Theorien fiir die PMP22-assoziierten Neuropathien dargestellt

werden.

1.2.3.1 PMP22 und Apoptose

PMP22-iiberexprimierende Schwann-Zellkulturen zeigen eine erhdhte Apoptoserate im
Vergleich zu Schwann-Zellen ohne PMP22-Uberexpression (D’Urso und Miiller 1997;
Zoidl et al. 1997; Hanemann et al. 1998; Nobbio et al. 2004). In vivo fanden Sancho et al.
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(2001) hingegen die vermehrte Apoptose nur bei gealterten Schwann-Zellen und nicht
zum Zeitpunkt der floriden Demyelinisierung. Im Gegensatz hierzu zeigten Fledrich et
al. (2019) jedoch eine verringerte Apoptoserate im PMP22-iiberexprimierenden
Schwann-Zellen und diskutierten als Ursache ein Uberwiegen des anti-apoptotisch wir-
kenden glialen NRG-1-Effekts iiber der pro-apoptotisch wirkenden PMP22-Uberexpres-
sion (Fledrich et al. 2019). Ein monokausaler Zusammenhang zwischen PMP22-Uberex-
pression und dadurch veridnderter Apoptoserate von Schwann-Zellen scheint daher fiir

das pathophysiologische Verstindnis der CMT1A nicht plausibel.

1.2.3.2 PMP22 und Protein-Uberladung der Schwann-Zelle

Die Synthese und der Transport von Wildtyp-PMP22 hat bereits eine geringe Effizienz,
da nur ca. 20% des translatierten PMP22 an die Plasmamembran gelangen (Pareek et al.
1993). Daher konnten sowohl die Uberexpression von PMP22 als auch PMP22-Punkt-
Mutationen zu einer Uberforderung und Dysfunktion der Protein-Synthese- und -Abbau-
Maschinerie der Schwann-Zelle fithren. Tatsdchlich erhthen pathogene PMP22-
Varianten die Fehlfaltungsrate von PMP22 und vermindern den Transport von PMP22
zur Plasmamembran (Naef und Suter 1999; Tobler et al. 1999; Colby et al. 2000; Tobler
et al. 2002; Schlebach et al. 2015). Es konnte eine vermehrte Protein-Aggregatbildung,
ein veridnderter Endosomenverkehr sowie eine verminderte Aktivitit des Proteasoms in
Schwann-Zellkulturen bzw. Tiermodellen mit verschiedenen Pmp22-Mutationen gezeigt
werden (Notterpek et al. 1999; Niemann et al. 2000; Fortun et al. 2003; Fortun et al.
2006). Pathogene PMP22-Varianten bilden ndmlich stabilere Komplexe mit bestimmten
Proteinen des intrazelluldren Proteintransportsystems aus als Wildtyp-PMP22, was zu
einer Retention dieser pathogenen PMP22-Varianten im endoplasmatischen Retikulum
(ER) fiihrt und so erhohten ER-Stress bei Pmp22-Mutationstragern induzieren konnte
(Dickson et al. 2002; Hara et al. 2014). In PMP22-iiberexprimierenden Mausmodellen
wurde als Kompensation der proteasomalen Dysfunktion eine erhohte Autophagierate der
Schwann-Zellen diskutiert (Fortun et al. 2006). Li et al. (2013) merkten jedoch an, dass
diese Mechanismen der zelluliren Fehlfunktionen in Zellen bzw. Tieren mit
Punktmutationen oder mit einer groen Anzahl an Pmp22-Kopien (mehr als sieben)
gezeigt wurden. Sie spielen somit eventuell fiir die humane gendosisbedingte CMTI1A
eine untergeordnete Rolle, da hier i. d. R. (nur) drei Kopien des PMP22-Gens vorliegen

(Li et al. 2013).
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1.2.3.3 PMP22 und die intrazelluliare Kalziumkonzentration der Schwann-Zelle

Schwann-Zellen aus Tiermodellen mit Pmp22-Duplikation zeigen eine erhohte basale
Kalzium-Konzentration infolge eines vermehrten Kalziumeinstroms von extrazellulér
(Nobbio et al. 2009). Dieser ist durch die mit der Pmp22-Duplikation assoziierten Uber-
expression von P2X7 (P2X-Purinorezeptor 7), einem Purinorezeptor und Kalziumkanal,
bedingt (Nobbio et al. 2009). Pharmakologische Inhibitionen von P2X7 fiihrt in vitro und
in vivo zu einer verbesserten Myelinisierung im CMT1A-Rattenmodell (Nobbio et al.
2009; Sociali et al. 2016). Es konnte auBlerdem ein vermehrter Kalziumeinstrom in
Schwann-Zellen mit heterozygoter Pmp22-Punktmutation gezeigt werden, die durch eine
Interaktion von PMP22 mit dem Kalziumsensorprotein STIM1 (stromal interaction
molecule 1) im ER bedingt sein konnte (Vanoye et al. 2019). Die Zusammenschau der
beschriebenen Beobachtungen legt nahe, dass Pmp22-Mutationen iiber verschiedene Me-
chanismen zu erhShten intrazelluldren Kalziumkonzentrationen fiihren, die wiederum fiir

die CMT-Pathophysiologie relevant erscheinen.

1.2.3.4 PMP22 und die von Myelinproteinen abhingige Myelinarchitektur

PMP22 interagiert mit MPZ (D’Urso et al. 1999; Hasse et al. 2004) und wird rdumlich
sowie zeitlich mit MPZ co-exprimiert (Hagedorn et al. 1999; Notterpek et al. 1999). MPZ
ist mit 70 — 80% Anteil am Gesamtprotein im Myelin des peripheren Nervens das hiu-
figste Myelinprotein im PNS (Jahn et al. 2009; Patzig et al. 2011; Siems et al. 2020). Es
ist iiber transhomophile Interaktionen essentiell fiir die Kompaktierung des Myelins in
den Internodien (Filbin et al. 1990; Giese et al. 1992) und gilt dort als das wichtigste
Adhisionsprotein (Shapiro et al. 1996; Carenini et al. 1999; Arroyo und Scherer 2000;
Shy 2006). Eine veridnderte Gendosis oder fehlerhafte Faltung von PMP22 konnte daher
iber die Interaktion mit MPZ die Myelinstochiometrie sowie -struktur storen. Weiterhin
konnte eine essentielle Rolle von PMP22 zur In-vitro-Bildung myelinartiger Strukturen,
die als MLAs (myelin like assemblies) bezeichnet wurden, gezeigt werden (Mittendorf et
al. 2017). Diese MLAs &dhneln in ihrer Struktur und Form dem kompakten Myelin des
peripheren Nervens (Mittendorf et al. 2017). Hierfiir essentiell scheinen sowohl die ECI1,
die wahrscheinlich transhomophile Interaktionen von PMP22 im kompakten Myelin er-
moglicht, als auch die EC2 zu sein, von der man ausgeht, dass sie den Interaktionsort von
PMP22 mit MPZ darstellt (Hasse et al. 2004; Mittendorf et al. 2017). Diese Beobachtung
unterstreicht einerseits die Bedeutung von PMP22 fiir die korrekte Ausbildung und den

Erhalt der Myelinarchitektur und konnte andererseits auf eine Adhédsionsmolekiilfunktion
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von PMP22 hinweisen (Mittendorf et al. 2017). Die Abbildung 1.2 stellt die genannten
moglichen intermolekularen Interaktionen von MPZ und PMP22 im Myelin schematisch

dar.
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Abbildung 1.2: Mogliche Interaktionsformen von PMP22 und MPZ im Myelin: (A) transhomophile
Interaktion von PMP22. (B) transheterophile Interaktion von MPZ und PMP22. (C) transhomophile Inter-
aktion von MPZ. N: N-Terminus des Proteins; C: C-Terminus des Proteins (Hasse et al. 2004). Die Ver-

wendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Die Rolle von PMP22 als Adhisionsprotein und die damit verbundene Funktion als
integraler Bestandteil von funktionierenden Zell-Zell-Kontakten bzw. Zell-Matrix-
Kontakten war Gegenstand zahlreicher Publikationen, die ebenfalls auf die Funktion von
PMP22 als strukturgebendes und -erhaltendes Protein der intakten Myelinschicht bzw.
der korrekten strukturellen Interaktion zwischen Axon und Schwann-Zelle hindeuten
(Sahenk et al. 1999; Notterpek et al. 2001; Roux et al. 2004; Roux et al. 2005; Amici et
al. 2006; Zoltewicz et al. 2012; Kinter et al. 2013). Es wurde zudem bei fehlerhafter
Gendosis von PMP22 in heterozygot Pmp22-defizienten Miusen eine erhohte
Permeabilitit der Myelinschicht in peripheren Nerven gezeigt (Guo et al. 2014; Hu et al.
2016). Als mogliche Pathogenese wurden hier gestorte Interaktionen von PMP22 mit
MAG (myelin-associated-glycoprotein) und JAM-C (junctional adhesion molecule C)
sowie eine erhohte Aktivitit der PAK (p2/l-activated kinase) mit Konsekutiver
dysfunktionaler Polymerisation von F(filamentoses)-Aktin diskutiert (Guo et al. 2014;
Huetal. 2016). MAG und JAM-C sind Proteine, die Tight- und Adhirenz-Kontakte sowie
transmembrane Adhérenzen regulieren. In PMP22-iiberexprimierenden Nerven wurde

die Myelinpermeabilitit bisher jedoch noch nicht untersucht.
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1.2.3.5 PMP22 und die Aktin-vermittelten Funktionen der Schwann-Zelle

In PMP22-defizienten Schwann-Zellkulturen findet man gestorte Mechanismen der Zell-
formgebung und Zellmigration (Lee et al. 2014), fiir die das Zytoskelett-Protein Aktin
essentiell ist (Jessen und Mirsky 2005). Die F-Aktin-Polymerisation zeigt sich auch in
Tiermodellen mit Pmp22-Punktmutation gestort (Kun et al. 2012). Aktin ist weiterhin fiir
die richtige Ausbildung der Ultrastruktur von kompaktem Myelin wichtig (Court et al.
2009). Diese Beobachtungen lassen eine funktionelle Verbindung von Aktin und PMP22
vermuten. Zudem ist Aktin am Einbau von Cholesterol in die lipid rafts des Myelins be-
teiligt; fiir diesen Cholesterol-Einbau ist PMP22 auf noch unverstandene Weise essentiell
(Lee et al. 2014). Das legt die Vermutung nahe, dass bei fehlerhafter PMP22-Gendosis
die Myelinstochiometrie nicht nur hinsichtlich der Proteinanteile (siehe Kapitel 1.2.3.4)
fehlerhaft ist, sondern auch beziiglich der Membranlipide wie Cholesterol gestort sein

konnte.

1.2.3.6 PMP22 und der Lipidstoffwechsel der Schwann-Zelle sowie deren

Implikationen fiir die von Lipiden abhingige Myelinarchitektur

Cholesterol ist ein essentieller Bestandteil vom Myelin und das Ausschalten der
Cholesterolbiosynthese in der Schwann-Zelle verhindert eine normale Myelinbildung
(Saher et al. 2009). Es scheint dabei u. a. den Transport von MPZ aus dem ER ins
kompakte Myelin zu regulieren (Saher et al. 2009). In PMP22-iiberexprimierenden
Tiermodellen wurde eine Expressionsreduktion mehrerer Gene des Lipid- und
Cholesterolstoffwechsels gezeigt (Giambonini-Brugnoli et al. 2005; Vigo et al. 2005;
Fledrich et al. 2012; Fledrich et al. 2018). Diese verringerte Expression von Cholesterol-
und Lipidstoffwechselgenen bzw. eine verringerte Cholesterolbiosynthese fiihrt in
Schwann-Zell- bzw. Schwann-Zell-DRG(dorsal root ganglia)-Co-Kulturen zur Demye-
linisierung von Axonen (Berciano et al. 1998; Fledrich et al. 2018). Es scheint daher ein
Zusammenhang zwischen der PMP22-Uberexpression und dem  gestdrten
Lipidstoffwechsel der Schwann-Zelle zu bestehen, der zum fehlerhaften Aufbau des
Myelins und so zum neuropathischen Phinotyp fiihrt (Fledrich et al. 2018). PMP22
scheint sogar direkt an der Regulation des Lipidstoffwechsels sowie des
Cholesteroltransports von Schwann-Zellen (iiber Interaktion mit ABCA1(ATP-binding
cassette transporter ABCAI) beteiligt zu sein (Zhou et al. 2019).
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1.2.3.7 PMP22 und der interzellulire Energiestoffwechsel zwischen Axon und

Schwann-Zelle

Neben dem Lipidstoffwechsel konnte auch der Energiemetabolismus der Schwann-Zelle
infolge einer verdnderten Gendosis von PMP22 gestort sein. So scheint die Axon-Glia-
Interaktion bei Pmp22-Mutationstragern nicht nur strukturell (wie durch gestorte MAG-
vermittele Adhésion) (Sahenk et al. 1999; Kinter et al. 2013), sondern auch funktionell
hinsichtlich des interzelluldren Stoffaustauschs fehlerhaft zu sein. In distalen Nervenfa-
sern von CMT1A-Patienten wurde eine erhohte Akkumulation von Mitochondrien beo-
bachtet (Saporta et al. 2009) sowie eine Korrelation von dysregulierter Expression der
Glutathion-S-Transferase und den neuropathischen Symptomen der CMT1A-Patientenen

gezeigt (Fledrich et al. 2012).

1.2.3.8 PMP22 und die Schwann-Zelldifferenzierung

Eine weitere Pathophysiologie-Theorie basiert auf der Annahme, eine veridnderte
Gendosis von PMP22 fiihre zu einer gestorten Schwann-Zellentwicklung und einer
dadurch bedingten Dysmyelinisierung (Fledrich et al. 2014). Hiernach gebe es ein
kritisches Zeitfenster, wihrenddessen die richtige Gendosis von PMP22 essentiell dafiir
sei, die Myelinisierung von Axonen durch die Schwann-Zelle gemeinsam mit der
korrekten Schwann-Zelldifferenzierung zu programmieren (Fledrich et al. 2014). So fiihrt
der komplette Verlust des Pmp22-Gens bei Miusen zum verzogerten Myelinisierungs-
beginn und schwerer segmentaler Demyelinisierung mit axonalem Verlust, wihrend ein
einzelnes Pmp22-Allel fiir die Initilerung der Myelinisierung zwar ausreicht, aber zur
Ausbildung instabilen Myelins fiihrt (Adlkofer et al. 1995; Adlkofer et al. 1997). Die 1,5-
fache Gendosis von PMP22 veridndert den Beginn der Myelinisierung nicht, fiihrt aber zu
Dysmyelinisierung, Hypermyelinisierung sowie segmentaler Demyelinisierung und
ebenfalls zu spiterem axonalen Verlust (Li et al. 2013). Diejenigen Axone, die in der
Hochphase der Myelinisierung durch die erhthte Gendosis von PMP22 filschlicherweise
nicht myelinisiert wurden, konnten im Sinne eines persistierenden Schwann-
Zellentwicklungsdefekts spiter zugrunde gehen (Fledrich et al. 2014; Fledrich et al.
2018). Dem Entwicklungsdefekt der Schwann-Zellen infolge der veridnderten PMP22-
Gendosis liegt eine Dysbalance zwischen dem PI3K/AKT/mTOR (phosphatidylinositole-
3-kinase/v-Akt murine thymoma viral oncogene homolog-1/mammalian target of
rapamycin)-Signalweg und dem Ras/MEK/ERK(rat sarcoma/mitogen-activated protein

kinase kinase/extracellular signal regulated kinase)-Signalweg (kurz MEK/ERK-
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Signalweg) zugrunde (Fledrich et al. 2014). Aktiviertes AKT (phosphoryliert an den
Serinen 308 und 478) gilt sowohl im ZNS als auch im PNS als Regulator der Myelindicke
und des axonalen Wrappings (Flores et al. 2008; Domenech-Estévez et al. 2016). Dauer-
haft aktiviertes AKT fiihrt so zur Hypermyelinisierung myelinisierter Axone und zur
Bildung von konzentrischen Schwann-Zellmembranen um nicht-myelinisierte
Nervenfasern (Domenech-Estévez et al. 2016). Eine Funktion als hinreichender Initiator
der Myelinisierung im PNS wurde jedoch nicht beobachtet (Domenech-Estévez et al.
2016). Der MEK/ERK-Signalweg gilt als Vermittler der Schwann-Zelldedifferenzierung
im Rahmen von Waller’scher Degeneration nach Nervenverletzungen (Napoli et al. 2012)
und als molekulares Korrelat der Ausbildung von Zwiebelschalenformationen infolge
einer pathologisch erhohten glialen NRG-1-Expression bei hereditdren Neuropathien wie
der CMTI1A (Fledrich et al. 2019). In Ischias-Nerven von CMT1A-Ratten wurde eine
deutliche Reduktion von aktiviertem AKT sowie eine vermutlich vom glialen NRG-1
unabhingige zusitzliche Erhohung von ERK nachgewiesen bzw. diskutiert (Fledrich et
al. 2014; Fledrich et al. 2019). Die Abbildung 1.3 zeigt ein Arbeitsmodell fiir die Rolle
von PMP22 als Regulator der genannten Signalkaskaden.

Schwann cell

PMP22 overexpression

Inhibits
Distuibed PIBK—AKT-»mTOR
balance .
Perturbed |
Impaired Negative feedback &
Schwann cell Ras—Raf -+ MEK*ERK

differentiation ,_

Abbildung 1.3: Arbeitsmodell fiir die Rolle von PMP22 als Regulator der PI3K/AKT/mTOR- und
Ras/MEK/ERK-Signalkaskade: Durch verringerte PI3K/AKT/mTOR-Aktivitit bei PMP22-Uber-
expression kommt es zu gestorten Negativ-Feedback-Mechanismen im Ras/MEK/ERK-Signalweg, die
Dysbalance (disturbed balance) in der Aktivitit der beiden Signalwege fiihrt zu einer gestorten Schwann-
Zelldifferenzierung (impaired Schwann cell differentiation) und somit zu einem langfristigen axonalen
Verlust (loss of long-term axonal support) (Fledrich et al. 2014). Die Verwendung der Abbildung erfolgt

mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature.

In Zusammenschau deuten diese Beobachtungen auf eine von der PMP22-Gendosis
abhédngige Aktivierung der gegenldufigen Signalkaskaden hin. Wie genau PMP22 diese

Signalwege beeinflussen konnte, ist jedoch offen. Denkbar wiren Interaktionen mit
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Proteinen, welche die genannten Proteinkaskaden beeinflussen wie PTEN (phosphatase
and tensin homolog), DLGI1 (disks large homolog 1), PDK1 (3-Phosphoinositide-
dependent protein kinase) oder 14-3-3-Proteine. Die Abbildung 1.4 zeigt eine
vereinfachte Zusammenfassung der fiir diese Arbeit relevanten molekularen und
zelluldaren Krankheitsmechanismen der mit PMP22-Mutationen assoziierten
Neuropathien. Sie verdeutlicht auBerdem, an welcher Stelle die Identifizierung von

Interaktionspartnern von PMP22 dem Verstindnis der Pathophysiologie dienen wiirde.
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Abbildung 1.4: Zellulire und molekulare Krankheitsmechanismen der mit PMP22-Mutationen
assoziierten Neuropathien: CMT1A, HNPP und CMTIE (blau hinterlegt). Die moglichen Protein-

Interaktionspartner von PMP22 (rot hinterlegte Rechtecke) fithren iiber die genannten zelluldren und
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molekularen Fehlfunktionen (weill3 hinterlegte Ovale) zu den Pathophysiologie-Grundtheorien (gelb
hinterlegte Rechtecke). Es kommt zur Bildung fehlerhaften Myelins mit unterschiedlichen Folgen
(Demyelinisierung, Dysmyelinisierung, verkiirzte Internodien, verringerte Myelinstabilitit, segmentale
Demyelinisierung bei CMT1E), was wiederum zum axonalen Verlust fiihrt (dickere, weifle Pfeile). Die
Charakteristika des fehlerhaften Myelins unterscheiden sich hinsichtlich proteinbezogener und
lipidbezogener Fehler. Die schwarzen Pfeile zeigen Konsequenzen der Fehlfunktionen an. Die gelb
gestrichelte Linie verdeutlicht die unterschiedlichen Pathophysiologie-Mechanismen der vermutlich

gendosisbedingten CMT1A und HNPP im Gegensatz zur durch Punktmutationen bedingten CMT1E.

1.3 Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen

Die Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen ist ein wichtiges Instrument, um
die biologischen Funktionen von Proteinen und Proteinkomplexen zu verstehen. Um
diese Protein-Protein-Interaktionen zu analysieren, stehen verschiedene methodische
Ansidtze zur Verfiigung (Ngounou Wetie et al. 2013). So konnen sie beispielsweise
mithilfe von bindren Methoden wie Hefe-Zwei-Hybrid-Systemen (Fields und Sternglanz
1994; Suter et al. 2008; Williamson und Sutcliffe 2010) und Split-Ubiquitin-Sytemen
(Johnsson und Varshavsky 1994) oder mit fluoreszenzbasierten (Zal 2008) oder Protein-
Chip-Techniken (Spisdk und Guttman 2009) untersucht werden (Ramisetty und
Washburn 2011). Um komplexe Interaktionssysteme von Proteinen, sog. Protein-Inter-
aktome oder Protein-Komplexome, zu untersuchen, existieren weitere Methoden, die oft
auf der affinitdtsbasierten Anreicherung der Zielproteine mit anschlieBender massen-
spektrometrischer Identifizierung der Bestandteile dieser Protein-Komplexome basieren
(Aebersold und Mann 2003; Ramisetty und Washburn 2011; Turriziani et al. 2016). Je
nach Fragestellung und Quelle des Zielproteins muss die passende Methode zur
Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen ausgewihlt werden. Ein Vorteil der
affinitiitsbasierten Methoden gegeniiber beispielsweise den Hefe-Zwei-Hybrid-Systemen
besteht darin, dass das Zielprotein aus seiner natiirlichen Umgebung herausgelost und
idealerweise mit seinen posttranslationalen Modifikationen bzw. Splicing-Varianten und
Interaktionspartnern erfasst wird, die in einem Hefesystem nicht nachzuahmen sind
(Aebersold und Mann 2003). Die Massenspektrometrie (MS) erméglicht im Anschluss

die Identifizierung sogar mehrerer Protein-Interaktionspartner.
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1.3.1 Co-Immunoprizipitation und Massenspektrometrie

Die am hiufigsten eingesetzte Methode aus der Gruppe der affinitétsbasierten Proteinan-
reicherungen zur Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionspartnern ist die Co-Im-
munoprézipitation (Co-IP) (Yang et al. 2008; Ning et al. 2014). Die Immunoprizipitation
(IP) wird (neben ihrem Einsatz zur Anreicherung von Nucleinsduren) als Mittel zur Un-
tersuchung von differenzierter Expression, Molekulargewicht und posttranslationaler
Modifikation von Proteinen sowie zur Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen
genutzt (Kaboord und Perr 2008). Bei der IP wird ein Zielprotein mithilfe eines gegen
dieses Protein gerichteten Antikorpers aus einer beliebigen Proteinquelle wie beispiels-
weise einem Gewebehomogenisat oder Zelllysat gebunden (Kaboord und Perr 2008;
Bonifacino et al. 2016). Um den Antikorper samt Antigen aus der Proteinquelle zu prazi-
pitieren, werden Beads verwendet, die mit ihrer Protein-A- oder Protein-G-Beschichtung
spezifisch an das Fc-Fragment des Antikdrpers binden (Bonifacino et al. 2016). Protein
A ist ein Bestandteil aus der Bakterienwand von Staphylococcus aureus, wihrend Protein
G aus der Zellwand von Streptokokken stammt. Zusammen mit dem Zielprotein werden
in der Regel weitere Proteine co-prizipitiert. Man spricht daher von Co-IP. Das Ergebnis
der IP kann dann auf unterschiedliche Arten analysiert werden. Beispielsweise kann eine
Gelelektrophorese erfolgen, um die im Eluat enthaltenen Proteine anhand ihrer Masse
aufzutrennen. Der Immunoblot ermoglicht anschlieend den Nachweis bereits bekannter
einzelner Proteine (Kaboord und Perr 2008). Alternativ kann der Co-IP eine MS folgen,
die sich besonders eignet, um unbekannte potentielle Interaktionspartner des Zielproteins

zu identifizieren (Gridley et al. 2005; Kaboord und Perr 2008).

Die MS wurde von John B. Fenn und Koichi Tanaka in den 1980ern erstmals beschrieben
und ihre Entwicklung 2002 mit dem Nobelpreis fiir Chemie honoriert. Sie wird zur Ana-
lyse von neuen Proteinen, posttranslationalen Proteinmodifikationen, Protein-Strukturen
(insbesondere groBerer Proteinkomplexe), dynamischen Verdnderungen von Protein-
komplexen und Protein-Protein-Interaktionen genutzt (Aebersold und Mann 2003). Bei
der MS macht man sich die Moglichkeit der Ionisation von Atomen bzw. Molekiilen
sowie deren Ablenkung in einem Magnetfeld zunutze, um auf die (durch die Ionisation
quasi unverinderte) zugehorige Masse des Atoms bzw. Molekiils zu schlieen. Das
Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z) von Peptidfragmenten, die durch die Ionisations-

quelle des Massenspektrometers generiert werden, wird bestimmt und iiber den Vergleich
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mit Datenbanken einem (oder mehreren) Peptid(en) und schlielich Proteinen zugeordnet

(Aebersold und Mann 2003; Kocher und Superti-Furga 2007).

1.3.2 Immunoprézipitation von Membranproteinen und dabei bekannte

Schwierigkeiten

Die IP (mit anschlieBender MS) als Mittel zur Untersuchung von Interaktionspartnern
von Membranproteinen stellt eine besondere Herausforderung dar (Ngounou Wetie et al.
2013). Im Vergleich zu den 16slichen Proteinen des Zytosols ist die fiir die IP notwendige
Anreicherung der oft sehr hydrophoben Membranproteine komplizierter (Seddon et al.
2004). Hierbei spielen neben der Hydrophobie die meist geringe Menge der Membran-
proteine, die Menge und Struktur der Lipide in der Membran, die Priparation der
Membran sowie der Ursprung der Membran eine Rolle (Palsdottir und Hunte 2004;
Seddon et al. 2004; Ngounou Wetie et al. 2013; Duquesne et al. 2016). Allen iibrigen
Problemen voran steht allerdings der notwendige Einsatz von Detergenzien, welche die
Struktur und/oder die Funktion des Proteins und damit sowohl Interaktionen mit anderen
Proteinen als auch die mit dem spezifischen fiir die IP eingesetzten Antikorper (zer)storen
konnen (le Maire et al. 2000; Privé 2007; Yang et al. 2014; Lee et al. 2018). Detergenzien
sind Molekiile, die aus einer hydrophoben Kohlen-Wasserstoff-Kette und einer — je nach
Detergenz — unterschiedlich aufgebauten polaren Kopfgruppe bestehen, anhand derer
man sie in unterschiedliche Klassen einteilen und nicht-ionische, anionische, kationische
sowie zwitterionische Detergenzien unterscheiden kann (Seddon et al. 2004; Linke 2009).
Sie dienen in erster Line dazu, hydrophobe Molekiile wie Membranproteine in wissrige
Losungen zu bringen, da sie eine molekulare Briicke zwischen hydrophiler Losung und
hydrophobem Protein ausbilden. Strukturell wird diese Briicke durch die Bildung von
sphérischen Aggregaten, den Mizellen, ermoglicht (Linke 2009). Neben Mizellen werden
ringformige oder lamellare Membraneinzelschichten aus Detergenzien und Membran-
bestandteilen gebildet (le Maire et al. 2000). Diese Eigenschatten der Detergenzien stellen
die Grundlage fiir die Solubilisierung von Membranen dar, indem Membranbestandteile
in die Mizelle bzw. die ringformige oder lamellare Einzelschicht aufgenommen werden,
wie es in Abbildung 1.5 schematisch dargestellt ist. Daher miissen neben der Membran-
gewinnung und -prédparation alle Parameter, die diese Mizellenbildung beeinflussen, bei
dem Versuch, Membranen und ihre Bestandteile zu solubilisieren, ausreichend beachtet
und ggf. in unterschiedlicher Ausfiihrung empirisch miteinander verglichen werden. Eine

inkomplette Solubilisierung oder auch der Einsatz von zu viel Detergenz kann die
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Ergebnisse der spiteren Analyse von Eigenschaften der Membranbestandteile (z.B. im
Hinblick auf Protein-Protein-Interaktionen) verfidlschen (Lichtenberg et al. 2013;
Duquesne et al. 2016).

A) B) (&)

? é Detergenzmonomer Mizelle
2 p ¢ ? &
P g &7

Lipiddoppel-
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Tra nsmembl anprotein

Abbildung 1.5: Vereinfachte Darstellung der stadienhaften Solubilisierung von Lipid-Doppelschich-
ten von Biomembranen: (A) Zunéchst liegen neben der Lipid-Doppelschicht (rot) nur Detergenz-Mono-
mere (blau) vor, die sich mit steigender Konzentration zu Mizellen zusammenlagern. (B) Je nach Konzent-
ration, Temperatur, Zeit und pH-Wert beginnen die Detergenzien Mizellen zu bilden und einzelne Lipide
der Lipiddoppelschicht zu integrieren. In lila ist ein Transmembranprotein beispielhaft dargestellt. (C) Voll-
stindige Solubilisierung der Membran und der Transmembranproteine liegt vor, wenn alle Bestandteile in
die Detergenz-Mizellen aufgenommen wurden (Lichtenberg et al. 2013, Foobar 2006'). Die Verwendung
der Abbildungen erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier bzw. tiber die Regelung der Creative-

Commons-Lizenz CC BY-SA 3.0. Die Abbildungen wurden durch die Kombination beider modifiziert.

Die Frage nach dem richtigen Detergenz ldsst sich nicht pauschal beantworten, sodass es
zu Beginn eines Membransolubilisierungsvorhabens sinnvoll ist, mehrere Detergenzien
miteinander zu vergleichen und hierbei moglichst zumindest einen Vertreter aus den
verschiedenen Detergenzgruppen einzuschlieBen (Duquesne et al. 2016). Die Parameter
der Membransolubilisierung (wie Temperatur, Zeit und Detergenzkonzentration), die
geringen Protein-Ausgangsmengen sowie die IP-immanenten Limitationen (wie eine
ausreichende Affinitdt des Antikorpers) beeinflussen das Ergebnis einer IP von
Membranproteinen, sodass diese Methode ein sehr fehleranfilliges biochemisches
Experiment darstellt. Dennoch kann eine Vielzahl von Arbeiten belegen, dass
Membranprotein-IPs  erfolgreich  durchfithrbar und zur Identifizierung von
Membranprotein-Protein-Interaktionen geeignet sind (D’Urso et al. 1999; Amici et al.

2006; Puts et al. 2010; Bavassano et al. 2013; Guo et al. 2014; Fowler et al. 2016; Lee et

Uurspriinglicher Name der Abbildung: Schematic representation of the different types of interaction be-
tween polytopic membrane proteins and the cell membrane, erstmals publiziert am 29.06.2006 unter
CC BY-SA 3.0 URL: https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/deed.en; [URL abgerufen am
20.11.2020].
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al. 2018; Zhou et al. 2019). Auch Myelinproteine wie das Zielprotein dieser Arbeit,
PMP22, wurden bereits mit verschiedenen IP-Protokollen aus Nerven-Homogenisaten
bzw. Zellkulturen angereichert (D’Urso et al. 1999; McLaughlin et al. 2002; Amici et al.
2006; Bello-Morales et al. 2011; Guo et al. 2014). Zur Solubilisierung von PMP22 wurde
hierbei — im Einklang mit den Ergebnissen von Sedzik et al. (1998), Sedzik und Tsukihara
(2000) sowie Sedzik et al. (2002) — meist SDS (Natriumdodecylsulfat) oder ein anderes
denaturierendes Detergenz aus der gleichen Gruppe verwendet (D’Urso et al. 1999;
Amici et al. 2006; Guo et al. 2014; Poitelon et al. 2018). Der Einsatz von SDS zu diesem
Zweck ist aufgrund seiner denaturierenden Eigenschaften umstritten (Sedzik et al. 2002).
Das Herauslosen der Membranproteine wie PMP22 aus ihrer natiirlichen Umgebung,
gerade unter den durch SDS geschaffenen denaturierenden Bedingungen, trigt zur hohen
Privalenz falsch-positiver Ergebnisse bei der Suche nach Interaktionspartnern von
Membranproteinen bei (Poitelon et al. 2018). Ursichlich hierfiir sind wahrscheinlich die
Kombination aus Lyse der Zelle und Solubilisierung der Membranbestandteile und damit
verbundene Phanomene wie Mizellenbildung, Reorganisation von Vesikeln, hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Proteinen sowie Fehlfaltungen nach Expo-
sition mit dem denaturierenden Agens. So wurde die mittels Co-IP postulierte direkte
Interaktion von PMP22 und a6f4-Integrin (Amici et al. 2006) durch Co-Loka-
lisationsexperimente widerlegt und die bei der Aufbereitung des Ausgangsmaterials
entstehenden Artefakte als ursdchlich fiir diese Fehlannahme einer direkten Protein-
Protein-Interaktion diskutiert (Poitelon et al. 2018). Andere Detergenzien allein zeigten
jedoch bisher unzureichende Wirksamkeit zur Solubilisierung von PMP22 (Sedzik und

Tsukihara 2000).

Bei der Planung eines IP-Experiments fiir die Ermittlung von Protein-Protein-
Interaktionen von Membranproteinen wie PMP22 ergibt sich daher eine Schwierigkeit,
die hier als Detergenz-Dilemma bezeichnet wird. Das Detergenz-Dilemma beschreibt die
Notwendigkeit, grole Mengen des Zielproteins (mithilfe womdglich denaturierender
Detergenzien) aus der Membran herauszuldsen, um es affinititsbasiert anreichern zu
konnen, wihrend gleichzeitig ein moglichst nativer biologischer Zustand der Membran
zur Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionspartnern bewahrt werden soll. Diese
beiden Voraussetzungen eines gelungenen IP-Experiments von Membranproteinen

widersprechen sich jedoch methodisch.
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1.3.3 Proteinquervernetzung

Bei der Proteinquervernetzung werden bestimmte Proteinanteile, die sich in rdumlicher
Nihe zueinander befinden, intra- und/oder intermolekular kovalent miteinander
verbunden. Die Anwendung der Proteinquervernetzung ist alltdglich in der
proteomischen Forschung (Sinz 2010; Rappsilber 2011) und es existieren viele
verschiedene Proteinquervernetzungsreagenzien. Letztere sind Molekiile, die in der Regel
aus zwei reaktiven Gruppen und einem dazwischenliegenden Abstandshalter bestehen
(Sinz  2006; Rappsilber 2011). Auf beiden Seiten konnen so Kkovalente
Proteinverbindungen aufgebaut werden, die als stabile Proteinbriicke zwischen
benachbarten Proteinen oder Proteinanteilen desselben Proteins fungieren. Die reaktiven
Gruppen der Proteinquervernetzungsreagenzien reagieren in Abhéngigkeit ihrer eigenen
Struktur mit verschiedenen funktionellen Gruppen von Proteinen. Die Gruppe der Amin-
reaktiven Proteinquervernetzern und unter diesen die NHS-Ester (N-hydroxysuccinimid-
Ester-Verbindungen) sind die am weitesten verbreiteten Proteinquervernetzungsrea-
genzien (Sinz 2006; Chavez und Bruce 2019). Die NHS-Ester gehen Peptidbindungen
mit primidren bzw. sekunddren Aminen ein, wie sie am N-Terminus oder in Lysin-
Seitenketten von Proteinen vorkommen (Sinz 2006; Sinz 2007; Rappsilber 2011).
Strukturell werden homobifunktionale, heterobifunktionale, zero-length-Proteinquer-
vernetzer und trifunktionale Proteinquervernetzer unterschieden. Die meisten géngigen
Proteinquervernetzungsreagenzien sind homobifunktional, da sie an beiden Seiten die
gleiche reaktive Gruppe tragen (Sinz 2006; Chavez und Bruce 2019). Weiterhin variiert
— je nach Proteinquervernetzer — die Lange des Abstandshalters zwischen den beiden
reaktiven Gruppen, welche iiber den Abstand entscheidet, der zwischen zwei Proteinen
bzw. Proteinanteilen liegen kann, um miteinander quervernetzt werden zu konnen
(Rappsilber 2011). Lange Abstandshalter, wie beispielsweise bei BS3 (Bissulfo-
succinimidylsuberat), sind zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen sinnvoll
(O’Reilly und Rappsilber 2018). Je nach Fragestellung sind unterschiedliche Protein-
quervernetzer geeignet. Die Effektivitit der Proteinquervernetzung ist dabei abhingig
von der Struktur und der Membrangéngigkeit des Proteinquervernetzers, von der Struktur
der interagierenden Proteine sowie von der Zuginglichkeit der Amine der Zielproteine
(Ramisetty und Washburn 2011; Chavez und Bruce 2019). Die Proteinquervernetzung
muss daher fiir jedes experimentelle Vorhaben mithilfe des Vergleichs verschiedener
Konditionen z.B. hinsichtlich der Menge an Proteinquervernetzern etabliert werden (Sinz

2006; Rappsilber 2011).
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Das Hinzufiigen eines Proteinquervernetzungsschritts stellt aus verschiedenen Griinden
ein vielversprechendes Instrument zur Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen
mittels IP und anschlieBender MS dar, da die Proteinquervernetzung mehreren der
genannten Schwierigkeiten dieser Methoden vorbeugen kann (Meyer und Selbach 2015).
So 16st sie zum einen das oben beschriebene Detergenz-Dilemma, indem die Protein-
Protein-Interaktionen vor der Membransolubilisierung mittels Proteinquervernetzung
,eingefroren® werden. Das erlaubt den anschlieBenden Einsatz stringenter
Aufreinigungsmethoden wie die Benutzung denaturierender Detergenzien, da die
Protein-Protein-Interaktionen durch kovalente Proteinbindungen trotzdem erhalten
bleiben (Tardiff et al. 2007; Puts et al. 2010; Fang et al. 2012). Auflerdem werden mithilfe
von Proteinquervernetzung auch transiente und schwache Protein-Protein-Interaktionen
bewahrt, die durch die Anwendung konventioneller IP-MS-Methoden nicht zu
detektieren wiren (Vasilescu et al. 2004; Guerrero et al. 2006; Wang et al. 2019). Die
Identifizierung von falsch-positiven Ergebnissen kann weiterhin verringert werden,
indem bei der Analyse der MS-Daten nur Peptide beriicksichtigt werden, die durch ein
Proteinquervernetzungsmolekiil tatsdchlich miteinander verbunden sind (Chavez et al.
2015; Liu et al. 2015; Tran et al. 2016; Schweppe et al. 2017). Die Anwendung der
speziellen Kombination aus Proteinquervernetzung, Co-IP und MS zur Identifizierung
von Protein-Protein-Interaktionen hat sich so bereits in anderen Arbeiten bewdhrt

(Makowski et al. 2016; Raasakka et al. 2019; Wang et al. 2019).

1.4 Aufgabenstellung dieser Arbeit

Um der Entschliisselung der biologischen Funktion von PMP22 ndherzukommen und
somit neue therapeutische Ansatzpunkte zur Behandlung der mit PMP22-Mutationen
assoziierten peripheren Neuropathien, insbesondere der darunter hidufigsten CMT1A, zu
ermitteln, soll in dieser Arbeit eine Methode zur Identifizierung von In-vivo-Protein-
Interaktionspartnern von PMP22 etabliert werden. Als Ausgangsmaterial soll auf den
groften peripheren Nerven, den N. ischiadicus, von Wildtyp-Ratten zuriickgegriffen
werden, da einerseits fiir diese Tiere auch ein Tiermodell der CMTI1A-Erkrankung
existiert (Sereda et al. 1996) und andererseits so eine moglichst groe Menge an PMP22
fiir das Vorhaben zur Verfiigung steht. Methodisch soll das Verfahren der Co-IP mit
anschlieBender MS angewendet werden. Um den Einsatz denaturierender Detergenzien

zur Solubilisierung zu ermoglichen und um transiente sowie schwache Interaktionen von
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PMP22 zu bewahren, soll die IP-MS mit einem vorherigen Proteinquervernetzungsschritt
analog zu den Arbeiten von Subbotin und Chait (2014) und Wang et al. (2019) verkniipft
werden. Hierfiir soll zunédchst die Proteinquervernetzung fiir PMP22 im Ratten-Ischias-
Nerven-Homogenisat unter Verwendung von BS3 (ein aminreaktives, weit verbreitetes
Reagenz mit recht langem Abstandshalter) und Glutaraldehyd (aufgrund seiner reaktiven
Eigenschaften) etabliert werden. Es soll weiterhin die Solubilisierung der im Ratten-
Ischias-Nerven-Homogenisat enthaltenen PMP22-Molekiile mit und ohne vorherigen
Proteinquervernetzungsschritt etabliert werden. Hierfiir sind verschiedene Detergenzien
und deren notwendige Mengen zu vergleichen. Hinsichtlich der IP-MS und deren
Auswertung soll zwischen proteinquervernetzten und nicht-proteinquervernetzten Proben

unterschieden werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 2.1: Verbrauchsmaterialien

Aluminiumfolie Melitta, Minden, DE
Einmalhandschuhe Hartmann, Heidenheim, DE
Eppendorf-Gefifie Eppendorf, Hamburg, DE

Rohrchen, konisch 15 ml

Cellstar, NY, USA

Rohrchen, konisch 50 ml

Corning, NY, USA

Filterpapier 3 mm

Whatman, GE Healthcare Life Science, Frei-
burg, DE

Gradientengele Mini-PROTEAN TGX 4 -
20%

BioRad, Hercules, CA, USA

Kosmetiktiicher

Wepa Professional, Arnsberg, DE

Laborloffel

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Mikrospatel-Loffel

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

pH-Wert-Teststreifen

Merck, Darmstadt, DE

Pipettenspitzen D1000, D200, D100, D20, D10

Diamond Gilson, Middleton, WI, USA

Pipettenspitzen gestopft,
100 pl, 20 pl, 10 pl

1000 pl, 200 ul,

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Priparationsbesteck

Fine Science Tools, Heidelberg, DE

PVDF(Polyvinylidenfluorid)-Membran

Amersham Hybond, GE Healthcare Life Sci-
ence, Freiburg, DE

sterile Spatel

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Stickstoff, fliissig

Messer-Griesheim, Krefeld, DE

Trockeneis

Messer-Griesheim, Krefeld, DE

Zellkulturschalen

Corning, NY, USA

Zentrifugenrohrchen

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, DE
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Tabelle 2.2: Chemikalien

Acrylamid

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, DE

Ammoniumperoxiddisulfat (APS)

Merck, Darmstadt, DE

Ammoniumsulfat

Merck Darmstadt, DE

B-Mercaptoethanol (EtSH)

Merck, Darmstadt, DE

Bromophenolblau

Serva, Heidelberg, DE

Bissulfosuccinimidylsuberat (BS3) No Weigh
Format Number 21585

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Coomassie Brilliant Blue G250

Biomol, Hamburg, DE

Cholamidopropyl-dimethylammoniumpropan-

sulfonat (CHAPS)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Dodecyl-B-D-maltosid (DDM)

Roth, Karlsruhe, DE

1,4-Dithiotreitol (DTT)

GibcoBRL, Karlsruhe, DE

Essigsdure, 100%

Merck, Darmstadt, DE

Ethanol (EtOH)

Merck, Darmstadt, DE

FAST Green FCF (for coloring food)

Sigma-Adlrich, Schnelldorf, DE

Glutaraldehyd 25% in wissriger Losung

Electron-Microscopy-Science, Miinchen, D

Glycerin Merck, Darmstadt, DE
Glyzin Sigma-Aldrich, Schnelldorf, DE
Isopropanol Merck Darmstadt, DE

Instant-Magermilchpulver

Frema, granoVita GmbH, Liineburg, DE

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt, DE

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)

Merck, Darmstadt, DE

Magnesiumchlorid (MgCl»)

Merck, Darmstadt, DE

Methanol (MeOH)

Avantor, Gliwice, Polen

Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat
(NazHPO4*HzO)

Merck, Darmstadt, DE

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Darmstadt, DE
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Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Merck, Darmstadt, DE

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt, DE

Ortho-Phosphorsédure 99%

Merck, Darmstadt, DE

Proteinase-Inhibitor-Tabletten Complete

Roche, Grenzach, DE

Salzsdure (HCI)

Serva, Heidelberg, DE

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, DE

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Serva, Heidelberg, DE

Triton X-114

Fluka Analytical, Seelze, DE

Tris(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)-

Base

Sigma-Adlrich, Schnelldorf, DE

Tween20

Merck, Darmstadt, DE

Losungen und Puffer

Tabelle 2.3: Zusammensetzungen des Phosphatpuffers PBS (phosphate-buffered saline)

10x Stammldsung 1 L

100 g NaCl

2,5 g KC1

7,2 g NaaHPO4 x 2H,0

2,3 ¢ KH,PO,

mit aqua bidest. (doppelt destilliertes H,O) auf
1 L auffiillen und pH mit NaOH auf 7,5 einstel-

len

1x Gebrauchslosung 1 L

100 ml 10x Stammldsung

mit aqua bidest. auf 1 L auffiillen

Tabelle 2.4: Zusammensetzung des Tris-Puffers:

500 mM Tris-Puffer 500 ml

30,29 g Tris-Base (500 mM)

8,76 g NaCl (300 mM)

mit aqua bidest. auf 500 ml auffiillen und pH

mit HCI auf 7,5 einstellen
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Tabelle 2.5: Zusammensetzung der 10% SDS-Stammlésung

10% SDS-Stammldsung 300 ml

30 g SDS

mit aqua bidest. auffiillen auf 300 ml

Tabelle: 2.6: Zusammensetzungen der Laufpuffer fiir SDS-PAGE(Natriumdodecylsulfat-Gelektro-

phorese)-Gele

10x Stamml6sung Laemmli Laufpuffer 5 L

720 g Glycin (1,92 M)

151,4 g Tris-Base (250 mM)

1% SDS (50 g)

mit aqua bidest. auffiillen auf 5 L

1x Gebrauchslosung 1 L

100 ml Stammldsung 10x

mit aqua bidest. auffiillen auf 1 L

Tabelle 2.7: Rezepte fiir SDS-PAGE-Gele

Sammelgel (4 Stiick)

4 ml 30% Acrylamid

5 ml 0,5 M Tris pH 6,8

200 ul 10% SDS

200 ul 10% APS

20 ul TEMED

10,6 ml aqua bidest.

Trenngel mit 14% SDS (4 Stiick)

14,93 ml 30% Acrylamid

8 ml 1,5 M Tris pH 8,8

320 ul 10% SDS

320 ul 10% APS

32 ul TEMED

8,4 ml aqua bidest.

Trenngel mit 12% SDS (4 Stiick)

12,8 ml 30% Acrylamid

8 ml 1,5 M Tris pH 8,8

320 ul 10% SDS
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320 ul 10% APS

32 ul TEMED

10,5 ml aqua bidest.

mit aqua bidest. auf 250 ml auffiillen und pH
mit HCI auf 8,8 einstellen

Tabelle 2.8: Zusammensetzungen der 5x LD (loading dye) fiir SDS-PAGE

5x LD (ohne DTT/EtSH) 10 ml

2,27 ml 1 M Tris pH 6,8

5% SDS (2,5 ml 20% SDS)

25% Glycerol (5 ml 50% Glycerol)

5 mg Bromophenolblau

mit aqua bidest. auf 10 ml auffiillen

5x LD mit DTT 10 ml

10 ml 5x LD

77,1 mg DTT (500 mM)

5x LD mit EtSH 10 ml

1% EtSH (100 ul 100% EtSH)

mit 5x LD auf 10 ml auffiillen

Tabelle 2.9: Zusammensetzungen der Transferpuffer fiir Western Blots

10x Stammldsung 5 L

290,74 g Tris-Base (480 mM)

146,39 g Glycin (390 mM)

auffiillen mit aqua dest. (destilliertes H>O). auf

SL

1x Gebrauchslosung mit 15% MeOH 1 L

100 ml 10x Stammldsung

15% MeOH (150 ml > 99,9% MeOH)

auffiillen mit aqua dest. auf 1 L.

Tabelle 2.10: Zusammensetzungen der Waschpuffer und Blocklosungen fiir Western Blots

20x TBS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
buffered saline) Stammlosung 5 L

606 g Tris Base (1 M)

876,6 g NaCl (3 M)
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auffiillen mit aqua bidest. auf 5 L und pH mit
HCI auf 7,4 einstellen

1x Gebrauchslésung TBS-T (Tris(hydroxyme-
thyl)-aminomethan buffered saline with

Tween20) 10 L

500 ml 20x TBS Stammldsung

5 ml Tween20

auffiillen mit aqua dest. auf 10 L

Blocklésung 100 ml

5 g Magermilchpulver (5 %)

auf 100 ml mit TBS-T auffiillen

Tabelle 2.11: Zusammensetzungen der Stripping-Losungen fiir Western Blots

4x Stripping-Stammlosung 1 L

40 g NaOH (2 M)

auf 500 ml aqua bidest auffiillen

1x Stripping-Gebrauchslosung 200 ml

50 ml 2 M NaOH (0,5 M)

auf 200 ml mit aqua bidest auffiillen

Tabelle 2.12: Zusammensetzungen der FAST-Green-Losungen

10x FAST-Green-Stammldsung 100 ml

5 mg Fast Green FCF

6,7 ml Eisessigsdure 100%

mit aqua bidest auf 70 ml auffiillen

+ 30 ml MeOH

FAST-Green-Waschpuffer 1 L

67 ml Eisessigsdure 100%

300 ml MeOH

mit aqua bidest. auf 1 L auffiillen

1x FAST-Green-Gebrauchslosung 30 ml

3 ml Fast Green 10x Stammldsung

mit FAST-Green-Waschpuffer auf 30 ml auf-

fiillen
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Tabelle 2.13: Zusammensetzungen verschiedener Probenpuffer

PBS-Probenpuffer 10 ml

10 ml PBS 1x Gebrauchslosung

+ 1 Tablette Protease-Inhibitor

Tris-Probenpuffer 1 ml

1 ml 500 mM Tris pH7,5 (50 mM Tris)

mit PBS-Probenpuffer auf 10 ml auffiillen

1% DDM-Probenpuffer 10 ml

1 ml 500 mM Tris pH 7,5 (50 mM Tris)

1% DDM (1 ml 10% DDM)

mit aqua bidest. auf 10 ml auffiillen

+ 1 Tablette Protease-Inhibitor

0,5% SDS-Probenpuffer 10 ml

1 ml 500 mM Tris pH 7,5 (50 mM Tris)

0,5% SDS (500 ul 10% SDS)

mit PBS-Probenpuffer auf 10 ml auffiillen

2% SDS-Probenpuffer 1ml

100 pl 500 mM Tris pH 7,5 (50 mM Tris)

2% SDS (200 ul 10% SDS)

mit PBS-Probenpuffer auf 1 ml auffiillen

Saccharose-Probenpuffer 10 ml

1,09 g Saccharose (320 mM Saccharose)

200 pl 500 mM Tris pH 7,5 (10 mM Tris)

0,85 mg NaHCO; (1 mM NaHCO3)

2,033 mg MgCl, (1 mM MgCl,)

mit aqua bidest. auf 10 ml auffiillen

+ 1 Tablette Protease Inhibitor

Tabelle 2.14: Zusammensetzungen verschiedener IP-Puffer

SDS-IP-Puffer 10 ml

1 ml 500 mM Tris pH 7,5 (50 mM Tris)

0,5% SDS (500 ul 10% SDS)

1% Triton X-100 (1 ml 10% Triton X-100)

mit PBS auf 10 ml auffiillen

+ 1 Tablette Protease-Inhibitor
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DDM-IP-Puffer 10 ml

entspricht 1% DDM-Probenpuffer

Saccharose-DDM-IP-Puffer 10 ml

9 ml Saccharose-Probenpuffer

1% DDM (1 ml 10% DDM)

Tabelle 2.15: Zusammensetzungen der Farbelosungen fiir Coomassie-Farbungen

Gel-Fixierlosung 1 L

40% EtOH (400 ml)

10% Essigsédure (100 ml)

mit aqua dest. auf 1 L auffiillen

Férbe-Stamml6sung 1 L

2% H3PO,4 (Phosphorsiure) (20 g)

10% (NH4)2SO4 (Ammoniumsulfat) (100 g)

in 800 ml aqua bidest. 16sen

0,1% Coomassie Brilliant Blue G250 (1 g)

mit aqua bidest. auf 1 L auffiillen

Férbe-Gebrauchslosung 200 ml

160 ml Firbe-Stamml&sung

40 ml MeOH

Entféarbelosung 1 L

1% Essigsdure (10 ml)

mit aqua dest. auf 1 L auffiillen

Tabelle 2.16: Enzyme, Nukleinséduren und Reaktionskomplettsysteme

ECL (enhanced chemoluminescense) Entwick-

ler-Chemolumineszenzkit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

ProteingroBBenmarker  PageRuler®  Plus

Prestained Proteine Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Protein-G-gekoppelte Dynabeads

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Tabelle 2.17: Antikorper

Anti-PMP22 (polyklonal Kaninchen)

Sigma-Aldrich SAB4502217 LOT:310306,
Schnelldorf, DE

Anti-PMP22 (polyklonal Kaninchen)

Assay Biotechnology C0306, Fremont, CA,
USA
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Anti-PMP22 (monoklonal Maus)

Santa Cruz, sc-515199, Heidelberg. DE

Anti-MPZ (polyklonal Kaninchen)

J, Archelos, Wiirzburg, DE

IgG (Immunglobulin G) Kaninchen

Dianova, Hamburg, DE

IgG Maus

Dianova, Hamburg, DE

HRP(horseradish peroxidase)

-anti-Kaninchen (Ziege)

Dianova, Hamburg, DE

HRP-anti-Maus (Ziege)

Dianova, Hamburg, DE

Tabelle 2.18: Gerite

Akkuschrauber PowerMaxx12

Metabo, Niirtingen, DE

Blotkammern fiir Western Blot

BioRad, Hercules, CA, USA

Binokular

Zeiss, Jena, DE

Cryo-Grinder™

OPS Diagnostics, Lebanon, NJ, USA

ECL-und Fluoreszenz-Imager (Chemo Star

PLUS Imager HR 6.0)

Intas, Gottingen, DE

Feinwaage, digital

Sartorius, Gottingen, DE

Gefrierschrank —20°C

Liebherr, Ochsenhausen, DE

Gefrierschrank —80°C

New Brunswick, Scientific, Niirtingen, DE

Gelkammern fiir Polyacrylamidgele

BioRad, Hercules, CA, USA

Gewebehomogenisator Precellyse 24

Bertin Technologies, Darmstadt, DE

Geweberotator TC-7 (M1053 — 4005)

New Brunswick Scientific, Niirtingen, DE

Gel-Buffer-DAM (Platzhalter)

Biorad, Hercules, CA, USA

SDS-PAGE-Gel-Glasplatten 1,5 mm

Biorad, Hercules, CA, USA

SDS-Page-Gel-Gummiabdichtung

Hauswerkstatt, MPI exp. Medizin, Gottingen,
DE

Glaswaren

Schott, Mainz, DE

Magnetriihrer

Omnilab, Bremen

Magnetstander

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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Mini-Hybridisierungsofen Modell OV2

Biometra Gottingen, DE

NanoDrop2000-Spektralphotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

pH- und Temperatur-Meter Model 720

Xylem Analytics Germany GmbH, Weilheim,
DE

Pipetten, Grofe: 2 ul, 10 ul, 20 pl, 100 pl,
200 ul, 1000 ul

Diamond Gilson, Middleton, WI, USA

Probenmischgerit VortexGenie2

Scientific Industries Inc, Bohemia, NY, USA

Reinstwasseranlage Arium 611

Sartorius, Gottingen, DE

Spannungsgerit Elektrophorese PowerPac Ba-

sic

BioRad, Hercules, CA, USA

Sterilbank

Heraeus Instruments, Langenselbold, DE

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, DE

Ultrazentrifuge, Optima TLX

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, DE

Western-Blot-Schwidmme

Biorad, Hercules, CA, USA

Zentrifuge Centrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg, DE

Zentrifuge GalaxyMini

VWR, Radnor PA, USA

Tabelle 2.19: Software

Chemostar-Bildaufnahme-Software

Intas, Gottingen, DE

GIMP 2.10.14 Spencer Kimball, Peter Mattis und das GIMP-
Entwicklerteam, CA, USA
ImageJ 2.0.0 NIH, USA

Microsoft-Excel Version 15.26

Microsoft Europe, Berlin

Microsoft-Word Version 15.26

Microsoft Europe, Berlin

PyRAT (Scionics Computer Innovations)

Dresden, DE

DAVID Bioinformatics Resources 6.8

Laboratory of Human Retrovirology and Im-

munoinformatics, Frederick, MD, USA

BioVenn, a web application for the compari-

son and visualization of biological lists using

area-proportional Venn Diagramms, seit 2007

Tim Hulsen, Jacob de Vlieg, Wynan Alkema;
URL: https://www.biovenn.nl/; [URL abgeru-
fen am 20.05.2020]
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Die MS-Versuche und die dafiir benétigten Materialien, deren Ergebnisse fiir diese Arbeit
zur Verfiigung gestellt wurden, wurden durch eine Kollaboration mit dem Labor von
Herrn Prof. Dr. med. H. Urlaub durchgefiihrt und werden daher hier nicht aufgelistet bzw.

beschrieben.

2.2  Versuchstiere

2.2.1 Tierhaltung und Zucht

Die in dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere waren ausschlie8lich Wildtyp-Ratten der
Linie ,,Sprague Dawley“, welche im Tierhaus des Max-Planck-Instituts fiir experimen-
telle Medizin in Gottingen gehalten und geziichtet wurden. Dabei wurden stets die Richt-

linien der Deutschen Gesellschaft fiir Versuchstierkunde eingehalten.

2.2.2 Kennung der Tiere und Identifikation der Tiere

Zur unverwechselbaren Identifikation der Versuchstiere wurde ein einheitlicher Ohrloch-
Code verwendet: Die Tiere erhielten im Alter von 21 Tagen eine Ohrlochmarkierung, die
eine Nummerierung von 1 — 99 erlaubte. Die Kennung der jiingeren Tiere erfolgte mit-
hilfe von Tatowierungen an den Fiilen, die eine Zuordnung zu den Zahlen 0 — 14 zulieB3.
AuBerdem befand sich an jedem Kifig eine Kifiginformationskarte mit Informationen
iiber die Linie der Tiere inklusive Namen und Nummer, Geschlecht, Geburtsdatum der
Tiere sowie der Identifikationsnummern der Elterntiere. Die Verwaltung der Versuchs-

tiere inklusive der Kifige erfolgte mithilfe des Tierdatenbankprogramms PyRAT.

2.2.3 Totung der Versuchstiere, Probengewinnung und Priparation des

N. ischiadicus

Die Totung der Versuchstiere erfolgte am 95. Tag nach Geburt (wobei der Tag der Geburt
als Tag null gilt) durch eine iiberdosierte CO, Narkose (iiber mindestens 3 min).
AnschlieBend erfolgte die Gewebeentnahme des N. ischiadicus beider Seiten: Nach
Fixierung der Tiere auf dem Bauch wurden die Hinterldufe sowie der untere
Korperstamm grof3flichig mit Wasser benetzt. Es folgte die Abtrennung von Haut
inklusive des Fells und der Unterhaut im Becken- und Oberschenkelbereich sowie
anschlieend die Er6ffnung der Faszien der Glutealmuskulatur in Verlaufsrichtung des

N. ischiadicus. Der nun sichtbare N. ischiadicus wurde zunichst an seinem distalen Ende
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direkt vor seiner Aufzweigung in den N. fibularis communis und den N. tibialis
durchtrennt und proximal unmittelbar distal des Plexus lumbosacralis abgesetzt. Der
Nerv wurde anschlieend in eine mit eiskaltem PBS gefiillte Petrischale iiberfiihrt, um
das Epineurium des Nervs unter Zuhilfenahme eines Binokulars abzutrennen. Hierdurch
sollte eine mogliche Blut- und Bindegewebskontamination minimiert werden. Allen in
der Arbeit verwendeten Tieren wurde der rechte und linke N. ischiadicus nacheinander in
beschriebener Weise entnommen. Nach Uberfiihrung in beschriftete Eppendorf-GefiBe

wurden sie bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.

2.3 Probenverarbeitung und kryogenes Morsern

Die bei —80°C aufbewahrten gefrorenen Ischias-Nerven von vier Versuchstieren wurden
gemeinsam mithilfe des Cryo-Grinders und einem Akkuschrauber mechanisch
homogenisiert. Dieser Vorgang erfolgte im mit fliissigem Stickstoff vorgekiihlten Morser
bei niedriger Umdrehungszahl des Akkuschraubers (< 200 rpm), um im Gegensatz zur
Homogenisierung in einem fliissigen Lysepuffer die Bewahrung von Protein-Protein-
Interaktionen zu gewihrleisten. Abbildung 2.1 zeigt Fotos des Versuchsaufbaus, des
Morserstabs sowie des Morser-Behiltnisses, in dem die Nerven homogenisiert wurden.
Das entstandene Nervenpulver wurde mittels Spatel in vorgekiihlte Eppendorf-Gefilie

iberfiihrt und bei —80°C gelagert.

I="1-

Abbildung 2.1: Cryo-Grinder und Akkuschrauber fiir die mechanische Lyse von Ratten-Ischias-Ner-
ven: Die Styroporbox diente als Behiltnis fiir den fliissigen Stickstoff. Hierein wurden die Morser platziert
und die Ratten-Ischias-Nerven innerhalb der vorgekiihlten Morser durch Drehung des Morserstabs mittels

Akkuschrauber homogenisiert.

Alternativ zum kryogenen Morsern wurden auf gleiche Art und Weise vier weitere

Ratten-Ischias-Nerven, die in den PMP22-IPs ohne Proteinquervernetzung eingesetzt



Material und Methoden 35

wurden, zunichst auch bei —80°C eingefroren und in Saccharose-Probenpuffer mittels
Precellyse-Gewebehomogenisator homogenisiert. Dieser Versuchsschritt wurde direkt
vor der Verwendung des Homogenisats im darauffolgenden IP-Experiment (sieche Kapitel

2.11) durchgefiihrt.

24 Proteinquervernetzung

Das Quervernetzen von Proteinen diente im Rahmen dieser Arbeit in erster Linie der
Stabilisierung von Protein-Protein-Interaktionen durch die Herstellung kovalenter
Verbindungen zwischen den Interaktionspartnern. Das Proteinquervernetzungsreagenz
BS3 wurde stets frisch in aqua bidest. gelost. Das wie in Kapitel 2.3 beschrieben
hergestellte Nervenpulver der Ratten-Ischias-Nerven wurde in eiskaltem PBS-
Probenpuffer kurz suspendiert und dann direkt mit unterschiedlichen Konzentrationen an
BS3 und Glutaraldehyd (siehe Abbildung 3.1) fiir 5 min bei RT (Raumtemperatur)
inkubiert. Wéhrend der Inkubationszeit wurde die Probe stetig gemischt. Die
Quervernetzungsreaktion wurde durch die Zugabe von 500 mM Tris-Puffer
(Endkonzentration 50 mM) gestoppt und auf Eis gestellt. Die proteinbiochemische
Analyse der Proben erfolgte mithilfe der in Kapitel 2.7 beschriebenen Western-Blot-
Methode.

2.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte vor dem Quervernetzungsschritt. Hierzu
wurden 32 ul jeder Nervenpulver-PBS-Suspension mit 8 pl einer 10% SDS-Stammlo-
sung versetzt, um die vorhandenen Proteine zu solubilisieren. Nach einer Zentrifugation
bei 16.000 g und 4°C fiir 30 min erfolgte die Messung des Proteingehalts aus dem Uber-
stand. Es wurde hierfiir das NanoDrop2000-Spektralphotometer genutzt, welches Pro-
teinkonzentrationen anhand der Absorption von Licht der Wellenlidnge 280 nm durch die
Fliissigkeitssdule der Probe bestimmt. 2 ul groe Volumina der einzelnen Proben wurden
mit jeweils drei technischen Replikaten mittels Nanodrop vermessen und deren Mittel-
wert als gendherte Proteinkonzentration angenommen. Die Messungen erfolgten stets un-
ter Kalibrierung mittels 2% SDS-Probenpuffer. Die Proteinkonzentrationsbestimmung
der Proben, die nicht der Proteinquervernetzung zugefiihrt wurden, erfolgte analog zum

hier geschilderten Vorgehen.
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2.6  Solubilisierung

Ziel der Solubilisierungsexperimente war es, optimale Versuchsbedingungen zur Solubi-
lisierung von PMP22 in sowohl proteinquervernetzten als auch in Proben ohne Protein-
quervernetzung zu ermitteln. Hierzu wurden verschiedene denaturierende und nicht-de-

naturierende Detergenzien miteinander verglichen.

Tabelle 2.20: Detergenzname und Anteil des Detergenz am Solubilisierungspuffer in %

Detergenz Anteil des Detergenz am Solu- | Zugehorigkeit zur iibergeordneten
bilisierungspuffer in % Detergenzgruppe

SDS 0,1% anionisch, denaturierend

SDS 0,5% anionische denaturierend

SDS 1% anionische denaturierend

DDM 1% nicht-ionisch, nicht-denaturierend

Triton X-100 0,5% nicht-ionisch, nicht-denaturierend

Triton X-100 1% nicht-ionisch, nicht-denaturierend

CHAPS 0,1% zwitterionisch, nicht-denaturierend

CHAPS 0,5% zwitterionisch, nicht-denaturierend

ohne / /

Die im Tris-Probenpuffer gelosten Proben mit bzw. ohne vorherige Protein-
quervernetzung wurden mit verschiedenen Detergenzien sowie unterschiedlichen
Detergenzkonzentrationen, wie Tabelle 2.20 zu entnehmen, inkubiert. Die Inkubation
erfolgte je nach Experiment bei 4°C fiir 30 min bzw. bei RT fiir 1,5 h auf einem
Geweberotator. Dadurch war eine kontinuierliche Durchmischung wihrend der
Inkubationszeit der Proben gewihrleistet. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation der
Proben entweder mittels Ultrazentrifuge mit 100.000 g oder mittels Tischzentrifuge bei
16.000 g fiir 30 min bei 4°C. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand in vorgekiihlte
Eppendorf-Gefille iiberfithrt. Hierbei wurde das Pellet nicht mit der Pipettenspitze
beriihrt und ein Restiiberstand von ca. 20 pl iiber dem Pellet nicht abgenommen, um eine
Kontamination des Uberstands mit Bestandteilen aus dem Pellet zu vermeiden. Dieser
restliche Uberstand wurde anschlieBend dekantiert. Das Pellet wurde in 5x LD

(Endkonzentration 1x LD) fiir die proteinbiochemische Analyse mittels Western Blot
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resuspendiert. Auch nach diesem Versuchsschritt erfolgte die proteinbiochemische
Analyse des Zentrifugationsiiberstands mithilfe der in Kapitel 2.7 beschriebenen

Western-Blot-Methode.

2.7 Western Blot

2.7.1 Western-Blot-Prinzip

Beim Western Blot werden Proteine, die zuvor in einem SDS-Gel elektrophoretisch auf-
getrennt wurden, mithilfe der Anlage eines senkrecht zum Gel angelegten elektrischen
Feldes auf eine proteinbindende Membran iibertragen. Im Anschluss folgt der immuno-
logische Nachweis von Antikorper-spezifischen Proteinen auf dieser Membran durch

Chemolumineszenzdetektion.

2.7.2 Probenvorbereitung

Die fiir die Western-Blot-Analyse vorgesehenen Proben wurden unterschiedlich, wie in
den Kapiteln 2.4, 2.6, 2.10 und 2.11 beschrieben, prozessiert. Zur Vorbereitung auf den
Western Blot wurden alle Proben mit dem in der Tabelle 2.8 genannten 5x LD im Ver-
hiltnis 1:5 versetzt, wobei die Antikorper enthaltenden Proben mit 5x LD ohne
DTT/EtSH versetzt wurden. Nach Durchmischung mittels Vortexmischer wurden die
Proben bei 37°C mittels Thermomixer fiir 10 min erwidrmt und leicht geschiittelt. Hier-
nach wurden die Proben erneut kurz durchmischt und auf das SDS-Gel zur anschliefen-

den Gelelektrophorese aufgetragen.

2.7.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die der massenabhingigen und ladungsunabhéngigen Trennung von Proteinen dienende
Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli 1970) wurde entweder mit selbst gegossenen
Gelen bestehend aus Sammel- und Trenngel (12% bzw. 14% SDS) oder mit fertigen Gra-
dientengelen durchgefiihrt. Zunichst wird im Folgenden kurz das Selbstgieen der SDS-
Polyacrylamid-Gele beschrieben.

Zu Beginn wurden fiir jedes Gel zwei Glasplatten (1,5 mm) mit EtOH und H>O gereinigt
und deren Rénder mit Vaseline benetzt, um einen dichten Verschluss der Platten zu ge-

withrleisten. Dann wurden die Glasplatten mithilfe von Klammern auf den dafiir vorge-
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sehenen GelgieBstindern befestigt, wobei auf den unteren Rand der GelgieBstinder zu-
nichst eine Gummiabdichtung gelegt wurde. Die Dichtigkeit wurde anschlieend durch
Einfiillen von H>O zwischen die Glasplatten {iberpriift. Im Anschluss wurden, gemaf dem
in Tabelle 2.7 beschriebenen Rezept, die Bestandteile fiir das Trenngel vermischt, wobei
APS am Schluss hinzugegeben wurde, wodurch eine Polymerisationsreaktion und damit
das Aushirten des Gels ausgelost wurde. Deshalb wurde die Fliissigkeit des Trenngels
nach APS-Zugabe ziigig zwischen die Glasplatten gegossen, wobei stets ein Abstand von
ca. 3 cm zum oberen Ende der kiirzeren Glasplatte fiir das spatere Sammelgel iibriggelas-
sen wurde. Eine diinne Schicht aus Isopropanol, die auf das Trenngel pipettiert wurde,
sollte die Bildung von Luftblasen verhindern und einen glatten oberen Rand des Trenn-
gels gewihrleisten. Nach ca. 30 min war das Trenngel auspolymerisiert und das Isopro-
panol konnte mithilfe von aqua dest. vom Trenngel vorsichtig heruntergewaschen wer-
den. Die Glasplatten wurden dann mit Kosmetiktiichern und Whatman-Papier-Resten ge-
trocknet. AnschlieBend wurden die in Tabelle 2.7 beschriebenen Zutaten fiir das Sammel-
gel gemischt, wobei auch hier die Zugabe von APS zuletzt erfolgte. Das Sammelgel
wurde auf das Trenngel gegossen und ziigig mit Geltaschenkdmmen der Dicke 1,5 mm
mit jeweils zehn bzw. 15 Geltaschen versehen. Nach ca. 30 min war auch das Sammelgel
vollstindig polymerisiert. In der Regel wurden die selbst gegossenen SDS-Gele am Tag
vor der SDS-PAGE angefertigt. Teilweise wurden sie in feuchten Tiichern fiir max. eine

Woche bei 4°C aufbewahrt.

Die Gelelektrophorese erfolgte in einer Gelelektrophorese-Kammer, welche zunéchst mit
SDS-Laufpuffer zur Hilfte befiillt wurde, um im Anschluss die Gele mithilfe der passen-
den Kammereinsitze einzusetzen. AnschlieBend konnte die Kammer vollstindig mit
Laufpuffer befiillt werden, um die elektrische Auftrennung der Proteine entlang der leit-
fahigen Fliissigkeit zu ermoglichen. Die hierfiir benotigte elektrische Spannung wurde
durch den Anschluss eines Spannungsgerites generiert. Die wie in Kapitel 2.7.2 beschrie-
ben vorbereiteten Proben wurden warm mithilfe einer Pipette in die vorgesehenen Ta-
schen nach einem selbst bestimmten Schema pipettiert. Die jeweils gewéhlte Protein-
menge ist dem jeweiligen Abschnitt mit Beschreibung der jeweiligen Methode zu entneh-
men. Zur Zuordnung der molekularen Massen wurden auBBerdem 4 pl eines farbcodierten
Markers in eine der Geltaschen pipettiert. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 150 V und
30 mA fiir ca. 1 — 2 h je nach Geschwindigkeit der Protein-Lauffront und wurde entspre-
chend unter optischer Kontrolle beendet. AnschlieBend wurden die Gele aus der Kammer

entnommen und vorsichtig aus den Glasplatten (bei selbst gegossenen Gelen) bzw. aus
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den Plastikménteln (der fertigen Gradientengele) entfernt. Es erfolgte eine Equilibrierung
der SDS-Gele im Transferpuffer fiir 10 min, welche der Vorbereitung auf den Protein-

transfer diente.

2.7.4 Immunoblot

Der Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel erfolgte durch Anlage eines senkrecht zum
Gel verlaufenden elektrischen Feldes auf eine proteinadsorbierende PVDF-Membran.
Vorher wurde die PVDF-Membran zunéchst in 100% MeOH 60 sec lang aktiviert und im
Anschluss zusammen mit vier Whatman-Papieren und zwei Schwiammen 20 min lang im
eiskalten Transferpuffer (4°C) inkubiert. In einer dafiir vorgesehenen Blotkassette wurde
der Western Blot aus (von unten nach oben) Schwamm, Whatman-Papier, Gel, PVDF-
Membran, Whatman-Papier und Schwamm zusammengesetzt und in die mit eiskaltem
Transferpuffer (4°C) befiillte Blotkammer eingesetzt. Weiterhin wurde ein Kiihlpack in
die Blotkammer eingesetzt und die Kammer in ein mit Eis befiilltes Behiltnis gestellt, um
eine anndhernd konstante kalte Transferpuffertemperatur iiber den Versuchszeitraum zu

gewihrleisten. Der Transfer erfolgte bei 100 V und 300 mA iiber ca. 90 min.

2.7.5 FAST-Green-Firbung

Die FAST-Green-Fiarbung der PVDF-Membran diente in dieser Arbeit der Darstellung
der Gesamtproteinmenge und deren Verteilungsmuster auf der Transfermembran mithilfe
von Fluoreszenzdetektion. Hierzu wurde die Membran im Anschluss an den Proteintrans-
fer zunédchst zweimal in aqua bidest. fiir jeweils 5 min gewaschen und dann in einer 1x
FAST-Green-Losung 5 min im Dunkeln inkubiert. Nach zweimaligem Waschen fiir je-
weils 30 sec im FAST-Green-Waschpuffer erfolgte der Proteinnachweis durch digitale
Fotoaufnahmen im ECL- und Fluoreszenz-Imager nach Anregung bei 628 nm und Emis-
sion bei 716 nm. Die optimalen Belichtungszeiten fiir die Fluoreszenzdetektion wurden

hierbei empirisch im Rahmen der einzelnen Versuche ermittelt.

2.7.6 Spezifischer Proteinnachweis

Um die Membran im Anschluss an die FAST-Green-Fiarbung dem spezifischen antikor-
pervermittelten Proteinnachweis zugénglich zu machen, wurde sie zunédchst dreimal fiir
jeweils 5 min in TBS-T gewaschen, um den durch die FAST-Green-Fiarbung gesunkenen
pH-Wert wieder auszugleichen. Er wurde mithilfe von pH-Wert-Teststreifen ndherungs-

weise bestimmt und nach dessen Ausgleich auf ca. 7,4 wurde die Membran fiir 1 h bei
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RT in einer Blocklosung (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.10) inkubiert, um unspezi-
fische Bindungen an die Membran zu blockieren. AnschlieBend erfolgte die Inkubation
der Transfermembran mit dem Primérantikorper iiber Nacht bei 4°C. Sowohl die pri-
miren als auch die sekundédren Antikorper wurden stets in der Blocklosung in den der
Tabelle 2.21 zu entnehmenden Verhiltnissen verdiinnt. Im Anschluss an die Inkubation
mit dem Primérantikorper folgten vier jeweils zehnminiitige Waschschritte mit TBS-T,
um ungebundene Antikorper zu entfernen. Die Inkubation der Transfermembran mit dem
Sekundirantikorper erfolgte fiir ca. 1 h bei RT. Die hierfiir verwendeten Sekundéranti-
korper waren je nach Primirantikorper entweder gegen Kaninchen oder gegen Maus ge-
richtet und mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Hiernach wurde die Membran erneut
viermal fiir jeweils 10 min in TBS-T gewaschen, bevor sie zum Detektionsschritt auf eine
Glasplatte tiberfiihrt wurde. Hierzu wurde eine ECL-haltige Losung auf die Glasplatte
vorgelegt und die Membran fiir ca. 1 min hineingelegt. Das durch Umsatz des ECL ent-
standene Lumineszenz-Signal wurde mithilfe der Chemostar-Bildaufnahme-Software de-
tektiert. Hierzu wurden digitale Fotoaufnahmen mit unterschiedlich langen Belichtungs-

zeiten angefertigt.

Tabelle 2.21: Verdiinnungsverhéltnisse der fiir Western Blots verwendeten Primiir- und Sekun-

dirantikorper

Primérantikorper Verdiinnung in Blocklosung

Anti-PMP22 (polyklonal, Kaninchen) Sigma-Ald- | 1:1.000

rich

Anti-PMP22 (polyklonal, Kaninchen), Assay Bio- | 1:1.000

tech.

Anti-PMP22 (monoklonal, Maus), Santa Cruz 1:500

Anti-MPZ (polyklonal Kaninchen) J, Archelos 1:2500

Sekundirantikdrper Verdiinnung in Blocklosung
HRP-anti-Kaninchen (Ziege), Dianova 1:10.000

HRP-anti-Maus (Ziege), Dianova 1:5.000

2.7.7 Strippen der Transfermembran

Um den spezifischen Proteinnachweis eines weiteren Proteins auf der Transfermembran

zu ermoglichen, konnen die an die Membran gebundenen Antikorper durch Stripping von
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der Membran getrennt werden. Hierzu wurde eine 1x Stripping-Losung (siehe Tabelle
2.11) hergestellt, in der die PVDF-Membran fiir 10 min bei RT inkubiert wurde. Im An-
schluss wurde die Transfermembran erneut in TBS-T dreimal jeweils 10 min gewaschen.
Hiernach konnte ein erneuter spezifischer Proteinnachweis wie in Kapitel 2.7.6 beschrie-

ben erfolgen.

2.8 Vergleich der Bindungseffektivitiit der Anti-PMP22-Antikorper

Um die unterschiedlichen, kommerziell erhiltlichen Anti-PMP22-Antikorper in ihrer Ef-
fektivitit, PMP22 in Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisaten zu binden, vergleichen zu
konnen, wurden die in Tabelle 2.17 genannten Anti-PMP22-Antikorper im Western Blot
getestet. Hierfiir wurden aus dem Ratten-Ischias-Nerven-Pulver drei gleichartige Proben
mit jeweils ca. 50 ug Protein hergestellt, wobei die Solubilisierung mittels 1% DDM-
Probenpuffer gemidll den Beschreibungen aus Kapitel 2.6 erfolgte. AnschlieBend wurden
die Proben wie in Kapitel 2.7 beschrieben mit 5x LD versetzt und dem Western-Blot-
Prozedere zugefiihrt. Dabei wurden jeweils ein Homogenisat und ein Proteingroflenmar-
ker nebeneinander auf das SDS-Gel pipettiert. Es wurden ca. 20 pug Protein pro Geltasche
geladen. Die Western-Blot-Membran wurde nach dem Versuchsschritt aus Kapitel 2.7.4
zu diesem Zweck zweimal durchtrennt und dann je ein Stiick der Membran mit dem je-
weiligen Anti-PMP22-Antikorper inkubiert. Die iibrigen Versuchsschritte erfolgten ge-
mif den Schilderungen aus Kapitel 2.7, wobei als Sekundirantikorper der der Herkunfts-
spezies des Primérantikorpers entsprechende (HRP-anti-Kaninchen bzw. -Maus) gewihlt

wurde.

2.9 Proteinquantifizierung mittels Coomassie-Gel-Fiarbung

Fir den Gesamtprotein-Nachweise im SDS-Gel und die Quantifizierung der Proteine
wurde eine Coomassie-Farbung verwendet. Die hierfiir verwendeten Losungen finden
sich in Tabelle 2.15. Hierzu wurde zunichst die SDS-PAGE wie in Kapitel 2.7.3 beschrie-
ben durchgefiihrt. Anschliefend wurde das Gel nicht dem Proteintransfer zugefiihrt, son-
dern in einer Fixierlosung fiir ca. 1 h fixiert. AnschlieBend wurde das Gel in aqua dest.
zweimal fiir 10 min gewaschen und dann in der Coomassie-Férbelosung iiber Nacht in-

kubiert. Hiernach wurde das Gel in ein mit Entfarbelosung gefiilltes Behiltnis transferiert
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und der Hintergrund durch mehrmaliges Wechseln der Entfédrbelosung entfirbt. Die De-
tektion und direkte Quantifizierung der Proteine erfolgte auch hier mithilfe des ECL- und

Fluoreszenz-Imagers.

Der Anti-PMP22-Antikorper von Sigma und die Kaninchen-IgGs wurden mittels SDS-
PAGE und Coomassie-Gel-Fiarbung beziiglich ihres Proteingehalts direkt miteinander
verglichen. Hierzu wurden pro Antikorper jeweils zwei Proben mit jeweils 3 ug Protein
in 5x LD gelost, wobei immer eine der beiden Proben mit 1% EtSH versetzt wurde. Es
sollte so der Effekt des reduzierenden Agens auf die Antikorpertrennung im SDS-Gel
sichtbar gemacht werden. Die Antikorper-Proben wurden dann entsprechend den Be-
schreibungen in Kapitel 2.7.3 und 2.9 behandelt. Die Analyse der Proteinquantifizierung
mittels Coomassie-Gel-Farbung erfolgte mithilfe des Gel-Analyse-Plugins der Imagel]-
Software. Da hier nicht eine absolute Quantifizierung des Proteingehalts bzw. des Anti-
korper-Gehalts in den Proben, sondern eine zueinander relative Quantifizierung erfolgen
sollte, wurde die Menge des PMP22-AK-Signals fiir reduzierende und nicht reduzierende
Bedingungen jeweils gleich eins gesetzt. Die Signalstirken der Kaninchen-IgG-Antikor-
per-Ketten wurden dann jeweils als Vielfaches der Signalstirke des Anti-PMP22-Anti-
korpers berechnet. Aus dem Vielfachen der jeweiligen Mengen unter reduzierenden und
nicht reduzierenden Bedingungen wurde dann ein Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert
diente als Richtwert fiir die relative Menge an Antikorper-Ketten des Anti-PMP22-Anti-

korpers und der Kaninchen-IgGs im Verhiltnis zueinander.

2.10 Protein-G-gekoppelte-Dynabeads, Titration

In dieser Arbeit wurden fiir die IP-Versuche stets Protein-G-gekoppelte
supramagnetische Dynabeads verwendet, deren Protein-G-Teil an die Fc-Komponenten
von IgGs bindet und so die Anreicherung von Antigen-Antikorper-Komplexen mithilfe
eines magnetischen Eppendorf-Gefdl-Stinders ermoglicht. Allerdings konnen diese
Protein-G-gekoppelten Dynabeads unspezifische Wechselwirkungen eingehen. Zur
Analyse der Menge an unspezifischen Bindungen, die durch die Zugabe von Protein-G-
gekoppelten Dynabeads zu den in dieser Arbeit verwendeten Homogenisaten entstehen
konnen, wurden diese Dynabeads, nachdem sie dreimal in PBS gewaschen und dann in
1% DDM-Probenpuffer gelost wurden, mit Ratten-Ischias-Nerv-Homogenisat (gelost in
1% DDM-Probenpuffer) inkubiert. Hierzu hatte die Probe aus Solubilisierungspuffer und

Ratten-Ischias-Nerv eine Proteinkonzentration von ca. 1 mg/ml. Es wurden jeweils 70 ul
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des Homogenisats mit der der Tabelle 2.22 zu entnehmenden Mengen an Dynabeads fiir

1 h bei 4°C unter standiger Durchmischung inkubiert.

Tabelle 2.22: eingesetzte Dynabeads-Mengen in der Protein-G-gekoppelten-Dynabeads-Titration

Probenbezeichnung Menge Dynabeads [pul] | Menge Homogenisat [ul]
I15B 15 70
25B 25 70
50B 50 70

Nach der Inkubation erfolgte die Trennung der magnetischen Dynabeads mithilfe eines
Magnetstinders. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefi iiberfiihrt und die
Dynabeads dreimal in 100 pl des 1% DDM-Probenpuffers gewaschen. AnschlieBend er-
folgte die Elution der an die Dynabeads gebundenen Proteine mithilfe von 5x LD und
Erwidrmung der Proben auf 37°C fiir 10 min. Auch das Eluat wurde dann in ein neues
Eppendorf-Gefal iiberfiihrt. Es wurden SDS-PAGE-Proben inklusive 1% EtSH (Zusam-
mensetzung siehe Tabelle 2.8) zur proteinbiochemischen Analyse mittels Western Blot
von den Uberstinden der Proben nach Trennung der Dynabeads sowie von dem Eluat der
Dynabeads hergestellt. Diese wurden dann mit der in Kapitel 2.7 beschriebenen Western-

Blot-Methode analysiert. Hierzu wurden ca. 15 pg Protein pro Geltasche geladen.

2.11 Immunoprézipitation

2.11.1 Probenvorbereitung

In dieser Arbeit erfolgte die IP aus Ratten-Ischias-Nerven, die wie in Kapitel 2.3
beschrieben mechanisch homogenisiert bzw. mittels Gewebehomogenisator im Saccha-
rose-Probenpuffer homogenisiert wurden. Diese wurden dann entweder wie in
Kapitel 2.4 dargestellt mithilfe von BS3 proteinquervernetzt und im Anschluss
solubilisiert oder ohne Proteinquervernetzung direkt dem Solubilisierungsschritt wie in
Kapitel 2.6 beschrieben zugefiihrt. Im Anschluss an die Solubilisierung wurden die
Proben zentrifugiert und bei den proteinquervernetzten Proben der Uberstand mit Triton
X-100 versetzt, um die Storung der Antigen-Antikorper-Interaktion, die durch SDS
vermittelt wird (Qualtiere et al. 1977; Bonifacino et al. 2016), zu minimieren. Die Quanti-

fizierung der Proteinmenge in der Probe erfolgte wie in Kapitel 2.5 beschrieben. Die
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Proteinkonzentration wurde dann durch Hinzufiigen der entsprechenden Mengen an IP-

Puffer auf ca. 1 mg/ml eingestellt.

2.11.2 Protein-G-gekoppelte Dynabeads, Vorbereitung

Die fiir die Anreicherung der Antigen-Antikorper-Komplexe genutzten Protein-G-gekop-
pelten Dynabeads wurden vor ihrem Gebrauch gut gemischt, dreimal in PBS gewaschen
und dann in dem jeweils verwendeten IP-Puffer suspendiert. Hierbei wurden (nach Opti-
mierung der Versuchsbedingungen, siehe Kapitel 3.4.2) ca. 15 ul Dynabeads fiir 70 ul
solubilisiertes Homogenisat (/nput, Proteinkonzentration 1 mg/ml) vorbereitet. Zur IP mit
zuvor gesittigten Dynabeads wurden die Dynabeads zunédchst mit dem Input fiir eine 1 h
bei 4°C inkubiert und dann mithilfe eines Magnetstinders vom Homogenisat getrennt.
AnschlieBend wurden sie in ein neues Eppendorf-Gefal} iiberfiithrt. Wurden keine durch
Inkubation mit dem Homogenisat geséttigten Dynabeads verwendet, wurde der Input zu-
nichst mit Kaninchen-IgGs sowie mit leeren Protein-G-gekoppelten Dynabeads wie im

Folgenden (Kapitel 2.11.3 und 2.11.4) beschrieben geklart.

2.11.3 Kliarung von Homogenisaten mit Kaninchen-IgGs

Um unspezifische Bindungen des Anti-PMP22-Antikorpers an unbestimmte Proteine im
Homogenisat zu verhindern, wurde das solubilisierte Homogenisat zunédchst im Verhilt-
nis 1:20 mit unspezifischen Kaninchen-IgGs fiir eine 1 h bei 4°C inkubiert. Hierbei wurde

die Probe stetig gemischt.

2.11.4 Klirung von Homogenisaten mit leeren Protein-G-gekoppelten Dynabeads

Im Anschluss wurden den Proben die gemifl Kapitel 2.11.2 vorbereiteten Protein-G-ge-
koppelten Dynabeads hinzugefiigt. Sie wurden so 1 h bei 4°C inkubiert und gemischt.
Dieser Schritt diente einerseits der Bindung der unspezifischen Kaninchen-IgGs an den
Protein-G-Teil der Dynabeads. Andererseits sollten so direkte unspezifische Bindungen
von Proteinen an die Dynabeads erfolgen. AnschlieBend wurden die Dynabeads mithilfe
eines Magnetstinders vom Uberstand getrennt und im niichsten Schritt der von unspezi-
fischen Bindungen an Dynabeads und Kaninchen-IgGs geklirte Uberstand als IP-Input

verwendet.
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2.11.5 Immunoprézipitation

Das ggf. geklirte, solubilisierte Homogenisat wurde auf drei Eppendorf-Gefile auf-
geteilt, wobei eines nicht dem IP-Prozedere zugefiihrt und als Input fiir die Auswertung
mittels Western Blot (siehe Kapitel 2.11.6) aufbewahrt wurde. Die anderen beiden Proben
wurden iiber Nacht (ca.16 h) mit dem spezifisch gegen PMP22 gerichteten Antikorper
bzw. mit der gleichen Menge an unspezifischen Kaninchen-IgGs als Negativkontrolle bei
4°C unter standiger Durchmischung inkubiert. Hierzu musste von dem verwendeten Anti-
PMP22-Antikérper um den Faktor 2,91 mehr Material eingesetzt werden als von den
Kaninchen-IgGs (siehe Kapitel 3.4.1). Die Antikorper wurden hier im Verhiltnis 1:20
eingesetzt, konkret wurden 66,5 ul solubilisiertes Homogenisat mit 3,5 pul Anti-PMP22-
Antikorper inkubiert. Im Anschluss wurde den Proben jeweils 15 ul Protein-G-gekop-
pelte Dynabeads, die je nach Experiment schon mit Ischias-Nerven-Homogenisat gemaf
der Beschreibung in Kapitel 2.11.2 abgesittigt worden waren, zugefiihrt. Nach einer
Inkubationszeit von 1 h bei 4°C unter stindiger Durchmischung wurden die Proben auf
einen Magnetstinder iiberfiihrt, sodass die nun mit dem Antigen-Antikérper-Komplex
beladenen Dynabeads durch den Magneten des Eppendorf-Stinders vom Uberstand ge-
trennt wurden. Nach Abnahme des Uberstands wurden die mit den Antigen-Antikorper-
Komplexen beladenen Dynabeads dreimal mit 100 ul des jeweiligen IP-Puffers (Zu-
sammensetzungen siehe Tabelle 2.14) gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine
an den Dynabeads-Antigen-Antikorper-Komplexen zu eliminieren. Beim letzten Wasch-
schritt wurden die Proben dann in neue Eppendorf-Gefile iiberfiihrt, um die Konta-
mination des [P-Eluats durch an der Wand des Gefélles klebende Proteine zu verhindern.
Die Elution der Zielproteine von den Dynabeads erfolgte mithilfe von 5x LD (ohne
DTT/EtSH) und Erwédrmung der Proben bei 37°C iiber 10 min im Thermomixer. Hierzu
wurden 14 ul (1/5 der Ausgangsmenge) 5x LD auf die Dynabeads-Antigen-Antikorper-
Komplexe gegeben und die Probe gut gemischt. Nach 10 min Inkubation im Thermo-
mixer wurden die Dynabeads mithilfe des Magnetstinders von den Eluaten getrennt. Die
Eluate wurden in ein neues Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt und auf die Ausgangsmenge der

Probe mit aqua bidest. aufgefiillt.

2.11.6 Quantitative und qualitative Analyse mittels Western Blot

Die Analyse der spezifischen und unspezifischen IP-Eluate erfolgte mithilfe der in Kapi-
tel 2.7 beschriebenen Western-Blot-Methode. Die Proben, die sich durch den Elutions-
schritt schon in SDS-haltigem Probenpuffer (ohne DTT/EtSH) befanden, wurden mit dem
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Vortexmischer gemischt und dann fiir 10 min bei 37°C erwérmt. Sie wurden dann wie in
Kapitel 2.7.3 beschrieben aufs Gel aufgetragen, wobei stets ca. 10 pug pro Tasche geladen

wurden.

2.12 Massenspektrometrie

2.12.1 Massenspektrometrie-Prozedere

Die Durchfiihrung der MS-Experimente sowie die Visualisierung und Auswertung dieser
Daten mit der MaxQuant-Software (Cox und Mann 2008) und der pLink-Software
(Purcell et al. 2007; Chang et al. 2015) erfolgte in Kollaboration mit dem Labor von Herrn
Prof. Dr. med. H. Urlaub am Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie in
Gottingen. Hier erfolgten SDS-PAGE-Versuche der spezifischen (Anti-PMP22-Anti-
korper) und unspezifischen (Kaninchen-IgGs) IP-Eluate mit anschlieBenden Coomassie-
Fiarbungen der Gele. Darauthin wurden die in den Gelen befindlichen Banden
ausgeschnitten und getrocknet. Es folgte ein In-Gel-Verdau der Proteinbanden mit den
Peptidasen Trypsin oder Chymotrypsin und anschlieBend die massenspektrometrischen
Messungen mittels LC-MS/MS (Liquid-Chromatography Tandem MS). Bei der LC-
MS/MS werden die Proben-Bestandteile (in diesem Fall Peptidfragmente) durch die
Chromatografie zunichst voneinander getrennt und mittels zwei hintereinander

geschalteter Massenanalysen im Massenspektrometer identifiziert.

Hierbei wurden fiir die PMP22-IPs ohne Proteinquervernetzung jeweils zwei technische
Replikate von zwei biologischen Replikaten vermessen, wihrend fiir die PMP22-IP mit
Proteinquervernetzung ein biologisches Replikat und ein technisches Replikat vermessen
wurde. Die so generierten Datensédtze wurden in eine Excel-Tabelle iibersetzt und so eine
Darstellung der in den IP-Proben mittels Massenspektrometer identifizierten Proteine er-
moglicht. Diese Excel-Tabelle wurde dann zur weiteren Auswertung hinsichtlich der po-

tentiellen PMP22-Interaktionspartner zur Verfiigung gestellt.

2.12.2 Analyse der Massenspektrometrie-Daten

Mithilfe der MS ist nicht nur eine Identifizierung, sondern auch eine relative Quantifizie-
rung von Proteinen in einer Probe moglich. Das Ziel der anschlieBenden Analyse war
daher diejenigen Proteine zu identifizieren, die in der spezifischen IP von PMP22 relativ

zur Negativkontrolle angereichert waren. Da in einer MS viele unspezifische Proteine
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identifiziert werden, die bei IP-Eluat-Messungen eben nicht als Interaktionspartner des
immunoprézipitierten Proteins angesehen werden konnen, musste eine Analyse erfolgen,
welche die unspezifischen von den spezifisch angereicherten Proteinen unterscheidet.
Eine absolute derartige Analyse ist nicht moglich, sodass man sich dem nur nihern kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierzu folgendermallen vorgegangen:

Es wurden nur die Proteine beriicksichtigt, die von MaxQuant mit der groBBten Wahr-
scheinlichkeit einem MS-Spektrum zugeordnet wurden. MaxQuant bietet nimlich die
Moglichkeit einer Suche nach zweiten und dritten Peptiden (die einem bestimmten Pro-
tein zugeordnet werden) anhand von Signalen, die durch Co-Fragmentierungen wihrend
der MS entstehen (Cox et al. 2011). Diese zweiten und dritten Peptide wurden in der
Analyse jedoch nicht beriicksichtigt. Weiterhin wurden Proteine, die von MaxQuant als
potentielle Kontaminanten oder nur durch Vergleich mit der reverse Datenbasis identifi-
ziert wurden, aus der Analyse ausgeschlossen (Bielow et al. 2016). Proteine, deren Zu-
ordnung auf der Identifizierung von posttranslationalen Modifikationen beruhte, wurden
in die Analyse eingeschlossen. Bis auf Proteine von Antikorperketten und das anionische
Trypsin wurden zunéchst alle iibrigen in der Excel-Tabelle aufgelisteten Proteine in der
Analyse beriicksichtigt. Als Referenz der im N. ischiadicus von Ratten iiberhaupt expri-
mierten Proteine diente hier ein mRNA(messenger RNA)-Sequenzierungsdatensatz aus
Ratten-Ischias-Nerven (Fledrich et al. 2012). Fand sich ein Protein in den MS-Daten,
konnte aber nicht in den mRNA-Sequenzierungsdaten gefunden werden, wurde es aus

der Analyse ausgeschlossen.

Die LFQ(label-free-quantification)-Intensitit, die durch MaxQuant anhand der MS-
Ergebnisse ermittelt wird, ist ein zuverldssiger Parameter, welcher der relativen
Quantifizierung von label-freien Proteom-Experimenten dient (Cox et al. 2014). Um
Proteine zu ermitteln, die in der spezifischen IP im Vergleich zur unspezifischen IP relativ
angereichert wurden, wurden daher die gemessenen LFQ-Intensititen der Proteine
zueinander ins Verhiltnis gesetzt. Hierfiir wurden die LFQ-Intensititen in der spezi-
fischen IP durch die zugehorigen LFQ-Werte in der unspezifischen IP geteilt. Dabei kam
es hdufig vor, dass Proteine nur in der spezifischen Probe identifiziert wurden und der
zugehorige LFQ-Wert in der unspezifischen IP null betrug. Da eine Quotienten-Bildung
mit null mathematisch nicht definiert ist, wurde anstatt der null in diesen Fillen die
nichstniedrigste Zehnerpotenz des niedrigsten LFQ-Werts der gesamten Messung

(Detektionsgrenze) verwendet. Dieser Wert entsprach sowohl in den IPs mit
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Proteinquervernetzung als auch in IPs ohne Proteinquervernetzung 10.000. Fiir die
Proben ohne Proteinquervernetzung lagen je zwei technische und zwei biologische
Replikate vor. Hierfiir wurden zunéchst die LFQ-Mittelwerte der technischen Replikate
gebildet und dann diese Mittelwerte zueinander (spezifisch geteilt durch unspezifisch) ins
Verhiltnis gesetzt. AnschlieBend wurde aus den LFQ-Quotienten der beiden biologischen
Replikate ein Mittelwert gebildet. Da es fiir die Proben mit Proteinquervernetzung nur je
eine Trypsin- und Chymotrypsin-Messung gab, erfolgte hier keine weitere Mittelwert-
Bildung. Anhand der so ermittelten relativen Anreicherungen der durch die MS identifi-
zierten Proteine lieBen sich Listen von potentiellen Interaktionspartnern von PMP22
erstellen, welche die am stirksten angereicherten Proteine enthielten. Weiterhin erfolgte
eine Analyse der in beiden PMP22-IPs (mit und ohne Proteinquervernetzung) ange-
reicherten Proteine anhand von GO-Terms (gene ontology terms), um die identifizierten
Proteine einer biologischen (BP (biological pathway)) und molekularen Funk-tion (MF
(molecular function)) sowie einem zelluldren Kompartiment (CC (cellular compartment))
zuzuordnen. Hierfiir diente die DAVID-Bioinformatik-Software (Huang et al. 2009a;
Huang et al. 2009b) als Analysemittel. Als Hintergrund bzw. Referenz nutzte die ge-
nannte Software das zur jeweiligen Spezies zugehorige Genom (auf Grundlage der in
Uniprot hinterlegten Genomdaten). In diesem Fall wurde folglich auf das Ratten-Genom
normalisiert. Zuletzt wurden zur Detektion und Visualisierung von Ubereinstimmungen
in den potentiellen PMP22-Interaktionspartner-Listen die BioVenn-Applikation und

hierdurch erstellte BioVenn-Diagramme (Hulsen et al. 2008) genutzt.
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3  Ergebnisse

3.1 Vorversuche zur Proteinquervernetzung und Solubilisierung

Bevor IP-Experimente zur Identifikation der In-vivo-Interaktionspartner von PMP22
erfolgten, wurden Vorversuche zur Proteinquervernetzung von PMP22 und dessen
Solubilisierung aus Homogenisaten von Ratten-Ischias-Nerven gemil3 den Beschrei-
bungen in den Kapiteln 2.4 und 2.6. durchgefiihrt. So sollte das geeignete Protein-
quervernetzunsgreagenz, das optimale Detergenz und die hiervon jeweils notigen

Konzentrationen fiir das Vorhaben dieser Arbeit ermittelt werden.

3.1.1 Proteinquervernetzung durch BS3 bildete PMP22-haltige hochmolekulare

Spezies

Um den Einfluss der Proteinquervernetzung mit BS3 bzw. Glutaraldehyd auf PMP22 auf
Proteinebene darzustellen, wurden Western Blots zum Nachweis von PMP22 durchge-

fiihrt.

PMP22

on b 4

250 — |
130- |
100 —
70 -
55—

Abbildung 3.1: Proteinquervernetzung mit BS3 und Glutaraldehyd: Nachweis von PMP22 in
proteinquervernetzten Homogenisaten von Ratten-Ischias-Nerven im Western Blot. Die Pfeile zeigen die
hochmolekularen PMP22-haltigen Proteinspezies an. Von links nach rechts: BS3- und Glutaraldehyd-
Titration mit Angabe der Menge an BS3 und Glutaraldehyd (GA) in mM. Die SDS-PAGE erfolgte mit

Gradientengelen. Antikorper-Verdiinnung siehe Tabelle 2.21
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Die Abbildung 3.1 zeigt, dass durch Proteinquervernetzung mithilfe von BS3 hoch-
molekulare, > 100 kDa grofle Proteinspezies im Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisat
entstanden, die PMP22 enthielten. Das war insbesondere bei den Konzentrationen von
2 mM und 5 mM BS3 zu beobachten, wihrend bei dem Einsatz von 0,5 mM BS3 aufer-
dem umschriebene Signale auf Hohe zwischen 55 kDa und 70 kDa sowie > 130 kDa
nachweisbar waren. Diese umschriebenen Signale (insbesondere bei 70 kDa) waren
allerdings auch ohne BS3-Einsatz nachweisbar, sodass sie nicht als Produkt der PMP22-
Proteinquervernetzung mit BS3 angenommen werden konnten. Neben den hochmole-
kularen PMP22-spezifischen Signalen waren bei der Verwendung von BS3 auch nach der
Proteinquervernetzung PMP22-Protein-Monomere sowie eine etwas kleinere Bande mit
geringerer Masse (18 kDa, nicht-glykosylierte monomere Spezies) zu sehen. Bei der Ver-
wendung von Glutaraldehyd als Proteinquervernetzungsreagenz entstanden hingegen
unabhédngig von der Menge des eingesetzten Glutaraldehyds keine eindeutigen hoch-
molekularen PMP22-spezifischen Signale im Western Blot. Es zeigten sich lediglich die
PMP22-Monomere auf Hohe von 22 kDa sowie — in unterschiedlicher Signalstirke — die
etwas kleinere Bande mit geringerer Masse bei 18 kDa. Fiir die folgenden Solubili-
sierungsversuche nach Proteinquervernetzung des Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisats
wurde daher BS3 (mit einer Konzentration von 5 mM) als Proteinquervernetzungsrea-

genz verwendet.

3.1.2 Die verwendeten Detergenzien zeigten unterschiedliche Effektivitit zur

Solubilisierung von PMP22

Um die PMP22-Proteine sowohl nach erfolgter Proteinquervernetzung mit 5 mM BS3 als
auch in den Proben ohne Proteinquervernetzung bestmoglich zu solubilisieren, wurden
verschiedene Detergenzien wie in Kapitel 2.6 beschrieben in ihrer Effektivitét verglichen.
Hierbei zeigte sich anhand des PMP22-Nachweises im Western Blot, dass die verwende-
ten Detergenzien unter den gegebenen Versuchsbedingungen deutliche Unterschiede in
ihrer Solubilisierungseffektivitit fiir PMP22 aufwiesen. Insbesondere zeigten sich diese

Unterschiede in Abhingigkeit von einer vorherigen Proteinquervernetzung.
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Abbildung 3.2: Solubilisierung von PMP22 mit und ohne Proteinquervernetzung: (A) Nachweis des
Gesamtproteins (oben) und von PMP22 (unten) in mit 5 mM BS3 proteinquervernetzten Homogenisaten
von Ratten-Ischias-Nerven nach Solubilisierung mit verschiedenen Detergenzien, die SDS-PAGE wurde
mit einem Gradientengel durchgefiihrt. (B) Nachweis des Gesamtproteins (oben) und von PMP22 (unten)
in proteinquervernetzten und nicht-proteinquervernetzten Homogenisaten von Ratten-Ischias-Nerven nach
Solubilisierung mit verschiedenen Detergenzien. Die SDS-PAGE wurde mit einem 14% SDS-Gel
durchgefiihrt. Angabe der Detergenzmenge am Solubilisierungspuffer in %. CL: Probe wurde
proteinquervernetzt. Zusammensetzung des Solubilisierungspuffers siehe Tabelle 2.13. Antikorper-

Verdiinnung siehe Tabelle 2.21

Abbildung 3.2 (A) zeigt den PMP22-Nachweis im Western Blot in mit 5 mM BS3 pro-
teinquervernetzten Proben. Es zeigte sich hierbei, dass lediglich bei der Verwendung von
SDS zur Solubilisierung sowohl PMP22-Monomere als auch PMP22-haltige hochmole-
kulare Proteinspezies ausreichend solubilisiert wurden, sodass sie fiir den spezifischen
Proteinnachweis mittels Western Blot verfiigbar waren. Hierbei zeigte die Verwendung
von 0,5% SDS-haltigem Solubilisierungspuffer im Vergleich zu 0,1% SDS und 1% SDS

fiir die Solubilisierung das stdrkste Signal. Die librigen eingesetzten Detergenzien hatten
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hingegen zur Solubilisierung von PMP22-Monomeren in den proteinquervernetzten Pro-
ben keinen im Western Blot nachweisbaren Effekt. Auch die Solubilisierung hochmole-
kularer PMP22-haltiger Proteinspezies erschien anhand des Western Blots gegen PMP22

nicht so effektiv wie die Solubilisierung mithilfe von SDS.

Abbildung 3.2 (B) zeigt den PMP22-Nachweis im Western Blot in proteinquervernetzten
und nicht-proteinquervernetzten Proben, die mit unterschiedlichen Detergenzien solubili-
siert wurden, jeweils im Vergleich. Da hier der Fokus auf dem Nachweis von PMP22-
Monomeren lag, wurde ein 14% SDS-Gel eingesetzt, das die Darstellung hoch-
molekularer Proteinspezies erschwerte und somit die Beurteilung jener anhand dieses
Experiments nicht erfolgen konnte. Wie schon in Abbildung 3.2 (A) zeigt auch die
Abbildung 3.2 (B), dass die verwendeten nicht-ionischen Detergenzien keinen nachweis-
baren Solubilisierungseffekt von PMP22-Monomeren in proteinquervernetzten Proben
hatten. So war auch hier nur SDS dazu in der Lage, PMP22-Monomere aus Proben mit
5 mM BS3 herauszulosen, um sie dem Nachweis mittels Western Blot zugédnglich zu
machen. Im Gegensatz zu dem Ergebnis aus Abbildung 3.2 (A) wird in Abbildung 3.2 (B)
der Unterschied zwischen proteinquervernetzten und nicht-proteinquervernetzten Proben
deutlich. Alle nicht-proteinquervernetzten Proben (auch die in PBS geloste Probe ohne
Detergenz) zeigten ein spezifisches PMP22-Monomer-Signal im Western Blot. Beim
Vergleich der Proben zeigte DDM (hier mit 1% Anteil am Solubilisierungspuffer) bei
gleicher Proteinbeladung das deutlichste PMP22-Monomer-Signal im Western Blot. Es
ist auch die kleinere PMP22-Bande (18 kDa) sichtbar. Es erschien weiterhin in diesen
nicht-proteinquervernetzten Proben ein PMP22-spezifisches Signal auf Hohe von ca.
70 kDa, das in den proteinquervernetzten Proben fehlte. In der Zusammenschau zeigten
die beschriebenen Ergebnisse SDS als wirksamstes Detergenz fiir die protein-

quervernetzten Proben bzw. DDM fiir die nicht-proteinquervernetzten Proben.

3.1.3 Die Effektivitiit der Proteinquervernetzung stieg mit zunehmender BS3-

Konzentration an

Um die optimale Menge des hier verwendeten Proteinquervernetzungsreagenz BS3 fiir
die Proteinquervernetzung von PMP22 auch unter dem Gesichtspunkt der nun optimier-
ten Solubilisierung fiir PMP22 zu ermitteln und um auBlerdem einen eventuellen Protein-
verlust durch Bildung hochmolekularer, nicht solubilisierbarer Proteinverbdnde durch die

Proteinquervernetzung zu erkennen, wurden die Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisate
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mit unterschiedlichen BS3-Konzentrationen vor und nach der Solubilisierung und an-

schlieBender Zentrifugation im Hinblick auf ihren PMP22-Gehalt im Western Blot ver-

glichen.
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Abbildung 3.3: BS3-Titration vor und nach Solubilisierung: (A) Nachweis des Gesamtproteins (oben)

und von PMP22 (unten) in proteinquervernetzten Homogenisaten von Ratten-Ischias-Nerven im Western

Blot vor und nach Solubilisieurng mit 0,5% SDS-haltigem Solubilisierungspuffer und anschlieender Zent-

rifugation. (B) Nachweis des Gesamtproteins (oben) und von MPZ (unten) in proteinquervernetzten

Homogenisaten von Ratten-Ischias-Nerven im Western Blot vor Solubilisierung. BS3-Titration mit Angabe

der Menge an BS3 in mM jeweils vor Solubilisierung und nach Solubilisierung inklusive Zentrifugation
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(nach Z). Diese SDS-PAGE erfolgte mit Gradientengelen. Antikorper-Verdiinnung siehe Tabelle 2.21
(C) Grafische Darstellung der relativen PMP22-Monomer-Menge nach Solubilisierung und Zentrifugation.
Die PMP22-Monomer-Menge ist zur jeweiligen PMP22-Monomer-Menge vor der Zentrifugation ins
Verhiltnis gesetzt (PMP22-Monomer-Menge nach Zentrifugation/ PMP22-Monomer-Menge vor
Zentrifugation), sodass der PMP22-Monomer-Verlust durch die Zentrifugation ersichtlich wird. Verhiltnis
aus PMP22-Monomer-Menge vor und nach Zentrifugation insgesamt (gesamt), Verhéltnis aus PMP22-
Monomer-Menge vor und nach Zentrifugation bei Einsatz von 0,25 mM BS3 bzw. 0,5 mM BS3 (bis 0,5
BS), Verhiltnis aus PMP22-Monomer-Menge vor und nach Zentrifugation bei Einsatz von 1 mM BS3,
2 mM BS3 und 5 mM BS3 (ab 1 BS3). (D) Grafische Darstellung der relativen Gesamtprotein-Menge unter
55 kDa bei Einsatz unterschiedlicher Mengen BS3 in mM zur Proteinquervernetzung. Die Gesamtprotein-
Menge unter 55 kDa ohne BS3 wurde als Standard festgelegt (=1) und die iibrigen Gesamtprotein-Mengen
dazu ins Verhiltnis gesetzt (Gesamtprotein-Menge unter 55 kDa bei Einsatz von 0,25 mM BS3, 0,5 mM
BS3,1 mM BS3,2 mM BS3, 5 mM BS3 / Gesamtprotein-Menge unter 55 kDa bei Einsatz von 0 mM BS3).

So wurde der Gesamtprotein-Mengen-Verlust von kleinen Proteinen (< 55 kDA) ersichtlich.

Abbildung 3.3 (A) zeigt, dass die Effektivitit der Proteinquervernetzung mit steigender
BS3-Konzentration zunahm: Je mehr BS3 zur Proteinquervernetzung eingesetzt wurde,
desto mehr hochmolekulare PMP22-haltige Protein-Spezies entstanden. Weiterhin ist den
Abbildung 3.3 (A) und (C) beim Vergleich der PMP22-Signale jeweils vor und nach
Zentrifugation des Homogenisats bis zu einer BS3-Menge von 0,5 mM zu entnehmen,
dass die Solubilisierung der Proteine mithilfe des 0,5% SDS-Probenpuffers so effektiv
war, dass durch die Zentrifugation bei 16.000 g sehr wenig Proteinverlust entstand. Die
PMP22-Monomer-Signale ab einer BS3-Konzentration von 1 mM BS3 zeigten hingegen
eine geringere PMP22-Menge nach Zentrifugation als vor der Zentrifugation, was auf
einen Verlust von PMP22-Monomeren durch die Zentrifugation hinweist. Auf die Dar-
stellung des Protein-Pellets wurde aus Platzgriinden auf dem SDS-Gel in diesem Experi-

ment jedoch verzichtet.

AnschlieBend sollte der beschriebene Interaktionspartner von PMP22, MPZ (D’Urso et
al. 1999; Hasse et al. 2004), im Western Blot nachgewiesen werden, um zu iiberpriifen,
ob auch MPZ-Monomere durch BS3 proteinquervernetzt wurden. Die zugrundeliegende
Annahme bestand darin, dass MPZ und PMP22 aufgrund ihrer Colokalisation durch BS3
kovalent miteinander verbunden werden sollten und so eine Mengentitration von BS3
auch anhand der Darstellung von MPZ-Monomeren zu beurteilen wire. Tatsdchlich
wurde der Effekt der mengenabhédngigen Proteinquervernetzung mit BS3 beim
proteinbiochemischen Nachweis von MPZ und des Gesamtproteins aus dem Nerven-

Homogenisat anschaulich.
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Die Abbildung 3.3 (A) oben, (B) oben und (D) zeigen die Verdnderungen der Gesamt-
protein-Darstellung im Western Blot in Abhéngigkeit von der eingesetzten Menge an BS3
im Homogenisat der Ratten-Ischias-Nerven. Mit zunehmender BS3-Konzentration nahm
die Gesamtproteinmenge und hier v. a. die Menge an kleinen Proteinen (< 55 kDa) ab,
was auf eine Proteinquervernetzung der kleinen Proteine zu grofleren Proteinkomplexen

schlieflen lieB.

Abbildung 3.3 (B) unten zeigt ein Fehlen von hochmolekularen MPZ-enthaltenden Pro-
teinspezies bei Verwendung von 0 mM BS3, wihrend diese mit Zugabe von BS3 nach-

weisbar wurden.

In der Zusammenschau erschien das Verhiltnis zwischen Monomeren von PMP22 bzw.
MPZ und den durch Proteinquervernetzung entstandenen hochmolekularen Proteinspe-
zies bei einer Konzentration von 0,5 mM BS3 fiir die Fragestellung dieser Arbeit am
giinstigsten, da unter dieser Bedingung sowohl hochmolekulare Proteinspezies als auch
MPZ-Monomere und PMP22-Monomere im Western Blot nachweisbar waren und das
PMP22-Monomer-Signal nach der Zentrifugation nicht (deutlich) geringer ausfiel als vor
der Zentrifugation. Daher wurde die Verwendung einer BS3-Konzentration von 0,5 mM

zur Proteinquervernetzung von PMP22 fiir die folgenden IP-Experimente festgelegt.

3.2 Vorversuch zur Antikorperbindungseffektivitit der Anti-

PMP22-Antikorper

Nachdem die Bedingungen zur Proteinquervernetzung und Solubilisierung fiir PMP22 in
Vorbereitung auf die IP-Experimente optimiert worden waren, wurden im Anschluss die
in Tabelle 2.17 genannten, kommerziell erhéltlichen Antikorper, die alle gegen den C-
Terminus von PMP22 gerichtet sind, in ihrer Effektivitit, PMP22 zu binden, mittels Wes-

tern Blot miteinander verglichen. Hierzu wurde wie in Kapitel 2.8 beschrieben verfahren.
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Abbildung 3.4: Anti-PMP22-Antikorper-Effektivitiit im Western Blot: Nachweis des Gesamtproteins
(oben) und von PMP22 (unten) in Homogenisaten von Ratten-Ischias-Nerven ohne Proteinquervernetzung
und nach Solubilisierung mit 1% DDM-Probenpuffer. Von links nach rechts: Anti-PMP22-Antikorper von
Sigma-Aldrich (Sigma), Anti-PMP22-Antikérper von Assay Biotech und Anti-PMP22-Antikérper von
Santa Cruz. Die SDS-PAGE erfolgte mit einem 12% SDS-Gel. Zusammensetzung des 1% DDM-
Probenpuffers siehe Tabelle 2.13. Antikorperverdiinnungen siehe Tabelle 2.21

Abbildung 3.4 zeigt, dass im Western Blot der Anti-PMP22-Antikorper von Sigma-
Aldrich im Vergleich zum Anti-PMP22-Antikérper von Assay Biotech und dem von
Santa Cruz das PMP22-Protein aus Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisaten unter gleichen
Versuchsbedingungen und gleicher Protein-Beladung (siehe Gesamtproteindarstellung)
das starkste Signal fiir PMP22-Monomere erzeugt. Weiterhin erschienen keine weiteren
Signale auf anderen Hohen bei Verwendung dieses Antikorpers im Western Blot, die auf
unspezifische Bindungen des Antikorpers an andere Proteine hitten schlieBen lassen. Fiir
die folgenden IP-Experimente wurde aufgrund der Bindungseffektivitiat und Spezifitit

daher der Anti-PMP22-Antikorper von Sigma eingesetzt.

3.3 Der erste Imnmunoprizipitationsversuch mit BS3 zeigte kein

PMP22-spezifisches Signal im Western Blot

Nachdem die Vorversuche zur Proteinquervernetzung und Solubilisierung sowie zur An-
tikorpereffektivitidt abgeschlossen waren, wurde als nédchstes der erste IP-Versuch zur
Priézipitation von PMP22 und dessen potentiellen Interaktionspartnern durchgefiihrt. Das

Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisat wurde — wie Kapitel 2.4 und 2.6 zu entnehmen — zur
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Vorbereitung auf die IP mit 0,5 mM BS3 proteinquervernetzt und dann mit 0,5% SDS-
Probenpuffer solubilisiert. Es wurde dann der in Kapitel 2.11 beschriebenen IP zugefiihrt.
Hier wurde der Input gemil den Beschreibungen in Kapitel 2.11.3 und 2.11.4 mit Kanin-
chen-IgGs und leeren Protein-G-gekoppelten Dynabeads geklirt.
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Abbildung 3.5: PMP22-IP mit Proteinquervernetzung: Nachweis des Gesamtproteins (oben) und von
PMP22 (unten) vor und nach IP in Homogenisaten von Ratten-Ischias-Nerven nach Proteinquervernetzung
mit 0,5 mM BS3 und Solubilisierung mit 0,5% SDS-Probenpuffer im Western Blot. Von links nach rechts:
Homogenisat vor Z: Homogenisat vor Solubilisierung und Zentrifugation; Homogenisat nach Z:
Homogenisat nach Solubilisierung und Zentrifugation; Pellet: Pellet nach Zentrifugation; IP: spezifische IP
mit PMP22-Antikorper; Kntrl: unspezifische IP-Kontrolle mit Kaninchen-IgGs; PMP22-AK in Puffer:
Anti-PMP22-Antikorper (Sigma) in IP-Puffer; Homogenisat PC IgG + Beads: Homogenisat nach Klidrung
mit Kaninchen-IgGs und Dynabeads; Homogenisat PC Beads: Homogenisat nach Kldarung nur mit
Dynabeads; 1P-US: Uberstand der spezifischen IP nach Trennung von den Dynabeads; Kntrl-US:

Uberstand der unspezifischen IP nach Trennung von den Dynabeads. Die spezifischen und unspezifischen
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IP-Signale kommen doppelt hintereinander zur Darstellung, da bei Beladung des Gradientengels die Proben
unzureichend in die Taschen abgesunken sind und die rechts daneben liegende Tasche so mitbefiillt wurde.
Die SDS-PAGE erfolgten mit Gradientengelen. Zusammensetzung IP-Puffer siehe Tabelle 2.14.
Antikorper-Verdiinnung siehe Tabelle 2.21

In der Abbildung 3.5 ist das Ergebnis des ersten PMP22-IP-Versuchs dargestellt. Der
Proteinnachweis von PMP22 im Western Blot zeigte kein PMP22-Signal in der
spezifischen, mit dem Anti-PMP22-Antikorper durchgefiihrten IP. Auffillig war aller-
dings ein deutlich stdrkeres Antikorper-Ketten-spezifisches Signal in der Negativ-
kontrolle der Kaninchen-IgGs als in der spezifischen IP gegen PMP22, obwohl den
Herstellerangaben der Antikorper-Produzenten folgend gleiche Mengen an Antikorpern
in der spezifischen und unspezifischen IP eingesetzt worden waren. Weiterhin zeigte die
FAST-Green-Féarbung des Western Blots, dass die mit Kaninchen-IgGs und Dynabeads
geklarten Homogenisate in ihrer Proteinmenge und Verteilung der Proteinbanden den
Uberstinden nach der Prizipitation der Antigen-Antikorper-Dynabeads-Komplexe vom
Uberstand #hnelten. Dabei schien die Klirung mit Kaninchen-IgGs im Vergleich zur
alleinigen Homogenisatkldrung mit Dynabeads keinen Unterschied zu erzeugen. Zudem
enthielt das mit den Dynabeads geklarte Homogenisat deutlich weniger Gesamtprotein
und PMP22-Monomere als das Homogenisat nach Zentrifugation. Diese Beobachtungen
lieBen auf einen durch die Dynabeads-Inkubation bedingten Proteinverlust im Ratten-
Ischias-Nerven-Homogenisat schlieen. Bei der Betrachtung des Protein-Pellets in der
FAST-Green-Farbung fiel eine deutlich geringere Protein-Gesamtmenge als im
Homogenisat nach Zentrifugation der Probe auf, was eine effektive Solubilisierung und

einen geringen Proteinverlust durch die Zentrifugation des Homogenisats nahelegte.

3.4 Optimierung der Versuchsbedingungen fiir die

Immunoprizipitation von PMP22

Aufgrund der im Kapitel 3.3 beschriebenen Ergebnisse beziiglich der eingesetzten Anti-
korper-Mengen und der durch die Inkubation mit den Dynabeads bedingten Verringerung
der PMP22-Monomere und der Gesamtproteinmenge im Western Blot bzw. in der FAST-
Green-Darstellung wurden die folgenden Experimente zur Optimierung der Versuchsbe-

dingungen fiir die IP von PMP22 durchgefiihrt.



Ergebnisse 59

3.4.1 Der Anti-PMP22-Antikorper von Sigma und die Kaninchen-IgGs mussten

in unterschiedlichen Mengen in der Immunoprizipitation eingesetzt werden
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Abbildung 3.6: Mengenvergleich des Anti-PMP22-Antikorpers und der Kaninchen-IgGs: Coomassie-
Gel-Fiarbung der Kaninchen-IgGs (Dianova) und des Anti-PMP22-Antikorpers (Sigma-Aldrich) unter nicht
reduzierenden und unter reduzierenden Bedingungen (links). Von links nach rechts: Kaninchen-IgG:
Kaninchen-IgGs (Dianova); Anti-PMP22-AK: Anti-PMP22-Antikorper (Sigma-Aldrich); Kaninchen-IgG
+ EtSH: Kaninchen-IgGs (Dianova) mit 1% EtSH; Anti-PMP22-AK + EtSH: Anti-PMP22-Antikorper
(Sigma-Aldrich) mit 1% EtSH. Grafische Darstellung der relativen Proteinmengenunterschiede der
jeweiligen Antikorper im Sédulendiagramm (rechts): Antikorper-Menge im Anti-PMP22-Antikorper von
Sigma =1, Kaninchen-IgG-Menge als Vielfaches der Anti-PMP22-Antikorper-Menge, der Fehlerbalken
zeigt die Standardabweichung der Mittelwerte fiir die Antikdrper-Mengen unter reduzierenden und nicht

reduzierenden Bedingungen an. Die SDS-PAGE erfolgte mit einem 12% SDS-Gel.

Abbildung 3.6 zeigt die Coomassie-Gel-Fiarbung (Durchfiihrung siehe Kapitel 2.9), die
der Analyse des Proteingehalts des Anti-PMP22-Antikorpers von Sigma-Aldrich im Ver-
gleich zu dem Proteingehalt der fiir die IP als Negativkontrolle verwendeten Kaninchen-
IgGs diente. Hierbei zeigte sich, dass bei vermeintlich gleicher Proteinbeladung, ndmlich
den Herstellerangaben von Sigma und Dianova folgend, unterschiedliche Protein-Ge-
samtmengen in der Coomassie-Gel-Farbung erschienen. Der mathematische Vergleich
der Antikorper-Signale im Coomassie-Gel ergab, dass der Anti-PMP22-Antikdrper von
Sigma um den Faktor 2,91 mehr eingesetzt werden musste als die Kaninchen-IgGs, um

dem IP-Input die gleiche Menge an Antikorper-Proteinen zuzufiihren.
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Weiterhin zeigt Abbildung 3.6 den Einfluss von EtSH auf die Darstellung der
Antikorperketten im Western Blot. Hierbei zeigte sich, dass durch Hinzufiigen des
Reduktionsmittels erwartungsgemil eine zusitzliche Proteinbande auf Hohe von ca.
25 kDa entstand. Daher wurde in den folgenden IP-Versuchen, in denen PMP22 aus
proteinquervernetzten Proben immunoprézipitiert wurde, kein reduzierendes EtSH (oder
DTT) eingesetzt. So sollte sichergestellt werden, dass die PMP22-Monomer-Bande auf
Hohe von 22 kDa erkennbar blieb und nicht durch ein zusétzliches Antikorpersignal bei

25 kDa maskiert wurde.

3.4.2 Die Inkubation mit Protein-G-gekoppelten Dynabeads fiihrte zu einer

mengenabhéingigen Reduktion der Proteinmenge

Es wurde eine Mengentitration der Protein-G-gekoppelten Dynabeads durchgefiihrt, um
das mengenabhingige Bindungsverhalten der Dynabeads im Ratten-Ischias-Nerven-
Homogenisat zu analysieren. Das sollte einen moglichen Proteinverlust durch die
Dynabeads-Klarung ermitteln und der Optimierung des Dynabeads-Einsatzes in den

folgenden IP-Experimenten dienen. Hierzu wurde wie in Kapitel 2.10 beschrieben

vorgegangen.
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Abbildung 3.7: Protein-G-gekoppelte Dynabeads-Titration: (A) Nachweis des Gesamtproteins sowie
von PMP22 in Homogenisaten von Ratten-Ischias-Nerven ohne Proteinquervernetzung und nach Solubili-
sierung mit 1% DDM-Probenpuffer im Western Blot. Links: Gesamtprotein mit FAST-Green, rechts:
PMP22. B: Dynabeads inklusive Angabe der mit jeweils 70 ul Homogenisat inkubierten Dynabeads-
Menge in ul; US: Uberstand des Homogenisats nach Trennung von den Dynabeads; Eluat: Eluat der
jeweiligen Menge an Dynabeads. Die SDS-PAGE erfolgte mit einem 12% SDS-Gel. Zusammensetzung
des 1% DDM-Probenpuffer siche Tabelle 2.13. Antikorperverdiinnung siehe Tabelle 2.21. (B) Grafische
Darstellung der relativen Gesamtprotein-Menge nach Inkubation mit unterschiedlichen Mengen an
Dynabeads. Da nur die relativen Unterschiede in der Gesamtprotein-Menge zwischen den eingesetzten
Dynabeads-Mengen ersichtlich werden sollten, wurde die Gesamtprotein-Menge nach Inkubation mit 15 pl
Dynabeads (15 B) als Standard festgelegt und die Gesamtprotein-Mengen nach Inkubation mit 25 pl
Dynabeads (25 B) bzw 50 pl Dynabedas (50 B) hierzu ins Verhiltnis gesetzt (Gesamtprotein-Menge nach
Inkubation mit 25 pl bzw. 50 ul Dynabeads / Gesamtprotein-Menge nach Inkubation mit 15 ul Dyna-
beads). (C) Grafische Darstellung der relativen PMP22-Menge nach Inkubation mit unterschiedlichen
Mengen an Dynabeads. Da nur die relativen Unterschiede in der PMP22-Menge zwischen den eingesetzten
Dynabeads-Mengen ersichtlich werden sollten, wurde die PMP22-Menge nach Inkubation mit 15 ul
Dynabeads (15 B) als Standard festgelegt und die PMP22-Mengen nach Inkubation mit 25 pl Dynabeads
(25 B) bzw. 50 ul Dynabedas (50 B) hierzu ins Verhiltnis gesetzt (PMP22-Menge nach Inkubation mit
25 ul bzw. 50 ul Dynabeads / PMP22-Menge nach Inkubation mit 15 ul Dynabeads).

Abbildung 3.7 (A) (links) zeigt die FAST-Green-Fiarbung der Western-Blot-Membran
zur Darstellung der Gesamtprotein-Menge und -Verteilung. Abbildung 3.7 (C) zeigt
weiterhin die grafische Darstellung der Gesamtprotein-Menge in Abhédngigkeit von der
eingesetzten Menge an Dynabeads. Beide Ergebnisse zeigten: Je grofler die Menge an
Dynabeads, die mit dem Homogenisat inkubiert wurden, war, desto weniger Gesamt-
protein blieb nach der Trennung von den Dynabeads im Uberstand iibrig. So waren nach
Inkubation mit 50 ul Dynabeads nur noch 66% der Proteine insgesamt vorhanden, welche
nach Inkubation mit 15 ul Dynabeads noch nachweisbar waren. Abbildung 3.7 (A)
(rechts) zeigt den Nachweis von PMP22 im Western Blot und Abbildung 3.7 (C) die
zugehorige grafische Darstellung der PMP22-Menge. Diese zeigten eine Abnahme der
Menge an PMP22-Monomeren mit Zunahme der mit dem Homogenisat inkubierten
Dynabedas-Menge, sodass von einem PMP22-Monomer-Verlust durch steigende Kon-
zentrationen der Dynabeads-Inkubation ausgegangen wurde. Allerdings erschienen die
im Uberstand fehlenden PMP22-Monomere anhand des Western Blots gegen PMP22
nicht im Eluat der Dynabeads. Dem Verbleib der Proteine nach Inkubation mit den
Dynabeads wurde in dieser Arbeit nicht weiter nachgegangen. Aufgrund der hier

beschriebenen Beobachtungen wurden im folgenden IP-Versuch fiir die proteinquer-
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vernetzten Proben die verwendeten Dynabeads mit dem IP-Input gemill der
Beschreibung in Kapitel 2.11.2 abgesittigt, um die unspezifischen Protein-Dynabeads-
Bindungen vor dem IP-Bindungsschritt zu provozieren und sie so im darauffolgenden IP-
Schritt zu minimieren. So sollte die Menge an PMP22 nicht durch eine vorherige Kldarung
mit den Dynabeads reduziert werden, aber trotzdem die unspezifischen Bindungen an die
Dynabeads wihrend der IP minimiert werden. Die mit unspezifischen Bindungen aus
dem mit Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisat abgesittigten Dynabeads wurden dann in

der IP zur Prézipitation der PMP22-Antikorper-Komplexe eingesetzt.

3.5 Die optimierte Immunoprizipitation mit BS3 zeigte ein
spezifisches PMP22- und ein spezifisches MPZ-Signal im
Western Blot

Nach Optimierung der Versuchsbedingungen, die im Kapitel 3.4 beschrieben sind, wurde
erneut eine IP von PMP22 aus dem Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisat gemédll dem
Vorgehen aus Kapitel 2.11 durchgefiihrt. Zur Vorbereitung wurde das Homogenisat, wie
bereits beschrieben, mit 0,5 mM BS3 proteinquervernetzt und mit 0,5% SDS-haltigem
Solubilisierungspuffer gelost. AuBBerdem erfolgte eine Absittigung der Dynabeads im
Homogenisat, die zur Prizipitation der Antigen-Antikorper-Komplexe verwendet

wurden.

[kDa] PMP22

Abbildung 3.8: PMP22-IP mit Proteinquervernetzung nach Optimierung der Versuchsbedingungen:
Nachweis von PMP22 (links) und MPZ (rechts) nach IP von PMP22 aus Homogenisaten von Ratten-

Ischias-Nerven nach Proteinquervernetzung mit 0,5 mM BS3 und Solubilisierung mit 0,5% SDS-
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Probenpuffer. IP: spezifische IP mit PMP22-Antikorper, Kntrl: unspezifische IP-Kontrolle mit Kaninchen-
IgGs, IP-US: Uberstand der spezifischen IP nach Trennung von den Dynabeads, Kntrl-US: Uberstand der
unspezifischen IP nach Trennung von den Dynabeads. Die SDS-PAGE erfolgte mit Gradientengel.
Antikorper-Verdiinnung siehe Tabelle 2.21

Abbildung 3.8 zeigt das Ergebnis des zweiten IP-Experiments: Der spezifische Protein-
nachweis von PMP22 im Western Blot zeigte ein PMP22-spezifisches Signal in der mit
dem Anti-PMP22-Antikorper durchgefiihrten IP, wihrend dieses Signal in der Negativ-
kontrolle der Kaninchen-IgGs fehlte. Weiterhin erschien die Menge an eingesetzten
PMP22-Antikérpern und Kaninchen-IgGs nun dhnlicher. Abbildung 3.8 (rechts) zeigt
den Nachweis von MPZ im Western Blot in der spezifischen, mit dem Anti-PMP22-An-
tikorper durchgefiihrten IP. MPZ war hier in der Negativkontrolle der Kaninchen-IgGs
nicht nachweisbar, was fiir eine spezifische Anreicherung von MPZ durch die PMP22-IP
sprach. Weiterhin war anhand von Abbildung 3.8 (links) zu erkennen, dass auch PMP22-
Monomere vom Anti-PMP22-Antikorper-Dynabeads-Komplex ungebunden blieben, da
im IP-Uberstand nach Trennung von den Dynabeads-Antigen-Antikorper-Komplexen ein
deutliches PMP22-Monomer-Signal im Western Blot entstand. Auch der Western Blot
gegen MPZ zeigte ein stirkeres MPZ-Signal im IP-Uberstand als in der spezifischen
PMP22-1P.

3.6 Die Immunoprizipitationen von PMP22 ohne BS3 zeigten

unterschiedliche Ergebnisse

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht nur PMP22-1Ps mit Proteinquervernetzung,
sondern auch PMP22-IPs ohne vorherige Proteinquervernetzung durchgefiihrt, um
sowohl Unterschiede als auch Uberschneidungen in dem mittels PMP22-IP und an-
schlieBender MS identifizierten Interaktom von PMP22 zu bestimmen. So sollte zum
einen die Wahrscheinlichkeit erhoht werden, tatsdchlich Interaktionspartner von PMP22
zu identifizieren (indem Proteine beriicksichtigt wurden, die in beiden IP-Eluaten vor-
kamen) und zum anderen der Einfluss der Proteinquervernetzung auf die Identifizierung
von Interaktionspartnern von PMP22 mittels IP und MS gezeigt werden. Es erfolgten
daher nach Optimierung der Versuchsbedingungen fiir die PMP22-IP mit BS3 nun
PMP22-1Ps ohne Proteinquervernetzung aus Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisaten an-
hand von zwei unterschiedlichen Protokollen. Eins der beiden IP-Protokolle entsprach

dem IP-Protokoll, das fiir die proteinquervernetzten Proben etabliert worden war (ohne
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den Proteinquervernetzungsschritt). Das andere Vorgehen war an ein klassisches IP-
Protokoll angelehnt und ist in Kapiteln 2.3, 2.5, 2.11 und hier genauerin2.11.3 und 2.11.4
methodisch beschrieben. Ein entscheidender Unterschied im Vorgehen war bei der
zweiten Variante im Vergleich zu den iibrigen durchgefiihrten IP-Versuchen die Auf-
bereitung der verwendeten Ratten-Ischias-Nerven. Diese wurden in diesem Fall nicht
kryogen gemorsert, sondern in Saccharose-Probenpuffer mittels Precellyse lysiert. Die an
die Lyse anschlieBende Solubilisierung der Proben erfolgte bei RT fiir 1,5 h, an die sich
die Zentrifugation mittels Ultrazentrifuge (100.000 g fiir 30 min) anschloss. Der Uber-
stand wurde dann dem IP-Vorgehen gemidll den Beschreibungen in Kapitel 2.11
zugefiihrt. In beiden Protokollen diente — den Ergebnissen von Kapitel 3.1.2 folgend —
DDM als Detergenz zur Solubilisierung von PMP22 ohne den Zusatz von SDS.

Abbildung 3.9 zeigt das Ergebnis der beiden PMP22-IP-Prozedere ohne Proteinquerver-
netzung im Vergleich. Der spezifische Proteinnachweis von PMP22 zeigte in Abbildung
3.9 (A) kein IP-spezifisches Signal, wihrend in den Uberstinden der spezifischen und der
unspezifischen IP mittels Kaninchen-IgGs PMP22-Monomere weiterhin nachweisbar
waren. Der IP-Input erzeugte ein dhnlich starkes PMP22-spezifisches Signal wie der IP-
Uberstand. Der fiir die proteinquervernetzten Proben im Rahmen dieser Arbeit optimierte
Versuchsablauf zeigte somit in der analog durchgefiihrten IP ohne Proteinquervernetzung
kein spezifisches IP-Signal und daher keine erfolgreiche PMP22-IP. Abbildung 3.9 (B)
zeigt das Ergebnis des IP-Versuchs, welcher anhand des zweiten Protokolls durchgefiihrt
wurde. Es war hier ein PMP22-spezifisches Signal in der spezifischen IP erkennbar, das
in der Negativ-Kontrolle der Kaninchen-IgGs fehlte. Auch hier blieben PMP22-Mono-

mere im Uberstand erkennbar.
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Abbildung 3.9: PMP22-IPs ohne vorherige Proteinquervernetzung: (A) Nachweis von PMP22 nach IP
aus Ratten-Ischias-Nerven-Homongenisat mit abgesittigten Dynabeads. Die Homogenisierung erfolgte
durch kryogenes Morsern. Die Solubilisierung erfolgte mittels 1% DDM-Probenpuffer (Zusammensetzung
siche Tabelle 2.13). Die Proben wurden nicht proteinquervernetzt. (B) Nachweis von PMP22 nach IP aus
Homogenisaten von Ratten-Ischias-Nerven nach Klirung des Homogenisats mit Kaninchen-IgGs und
Dynabeads. Die Homogenisierung erfolgte mittels Precellyse in Saccharose-Probenpuffer (Zusammen-
setzung siehe Tabelle 2.13). Die Solubilisierung erfolgte mit Saccharose-DDM-IP-Puffer (Zusammen-
setzung siehe Tabelle 2.14). Die Proben wurden nicht proteinquervernetzt. Diese Abbildung wurde von
David Ewers und Beate Veith freundlicherweise fiir die Verwendung in dieser Arbeit zur Verfiigung
gestellt. Die SDS-PAGE erfolgten mit Gradientengelen. IP: spezifische IP mit PMP22-Antikorper, Kntrl:
unspezifische IP-Kontrolle mit Kaninchen-IgGs, IP-US: Uberstand der spezifischen IP nach Trennung von
den Dynabeads, Kntrl-US: Uberstand der unspezifischen IP nach Trennung von den Dynabeads.
Antikorper-Verdiinnung siehe Tabelle 2.21

3.7 In beiden Immunoprizipitationsverfahren, mit und ohne
Proteinquervernetzung, wurden mittels Massenspektrometrie

spezifisch angereicherte Proteine identifiziert

Das Eluat von den erfolgreich durchgefiihrten IPs von PMP22 (mit bzw. ohne Protein-
quervernetzung, siche Abbildung 3.8 und Abbildung 3.9 (B)) wurde im Rahmen der oben
genannten Kollaboration im Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie in Gottin-
gen massenspektrometrisch vermessen, um die im IP-Eluat spezifisch angereicherten Pro-
teine als potentielle Interaktionspartner von PMP22 zu identifizieren. Die Visualisierung
und Analyse der daraus generierten MS-Daten mithilfe der MaxQuant-Software und im

Falle der proteinquervernetzten Proben weiterhin mithilfe der pLink2-Software wurden
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im Rahmen der Kollaboration durchgefiihrt. Die Auswertung der dabei generierten Pro-
teindarstellungen in Excel-Dateien erfolgte dann anhand der Beschreibungen in Kapitel
2.12.2. Es wurden so in der PMP22-IP mit Proteinquervernetzung 318 Proteine und in
der PMP22-1P ohne Proteinquervernetzung 315 Proteine identifiziert, die spezifisch an-
gereichert worden waren. Die Héufigkeit der Proteine im spezifischen IP-Eluat wurde
dann zur Héufigkeit in der unspezifischen IP-Kontrolle ins Verhiltnis gesetzt und so die
am stédrksten spezifisch angereicherten Proteine jeweils fiir die PMP22-IP mit und ohne
Proteinquervernetzung bestimmt. Die zugrundeliegende Annahme dieses Vorgehens war,
dass stirker angereicherte Proteine eher fiir eine tatsdchliche Interaktion mit PMP22 in
Frage kamen als weniger stark angereicherte Proteine. Die Abbildung 3.10 und Abbil-
dung 3.11 zeigen die so identifizierten 30 hédufigsten massenspektrometrisch erkannten
Proteine sowie die Verteilung von nach Trypsin- bzw. Chymotrypsin-Verdau identifizier-
ten Proteinen. Die Proteine wurden in der Liste absteigend in Abhingigkeit von ihrer
relativen Anreicherung sortiert, sodass das Protein mit der grof3ten relativen Anreiche-

rung an erster Stelle erschien.
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Abbildung 3.10: MS-Ergebnis der PMP22-IP mit Proteinquervernetzung: (A) Gennamen-Liste der 30
stirksten angereicherten Proteine in absteigender Reihenfolge (Abkiirzungen siehe Ende der Legende) mit
Angabe des Anreicherungsquotienten (spezifische Anreicherung / unspezifische Anreicherung) als Logio.
Blau: Logio des Anreicherungsquotienten nach Trypsin-Verdau, orange: Logio des Anreicherungsquotien-
ten nach Chymotrypsin-Verdau. PMP22 und die in Kapitel 4.4 diskutierten potentiellen Interaktionspartner

von PMP22 sind fett markiert. (B) Venn-Diagramm zur Darstellung der nach Trypsin- und Chymotrypsin-



Ergebnisse 67

Verdau mittels MS detektierten, spezifisch angereicherten Proteine inklusive Angabe der absoluten Anzahl.
Blau: Trypsin-Verdau mit Detektion insgesamt 265 spezifisch angereicherter Proteine, rot: Chymotrypsin-
Verdau mit Detektion insgesamt 153 spezifisch angereicherter Proteine. Die Uberschneidung der Kreise
zeigt 100 Proteine an, die in beiden Messrunden als spezifisch angereichert detektiert wurden. CL: mit
Proteinquervernetzung. n=1. Aus Lesbarkeitsgriinden wurde hier auf die kursive Schreibweise der

Gennamen (Ratte) verzichtet.

Wie der Abbildung 3.10 zu entnehmen ist, erschien MPZ, der beschriebene Interaktions-
partner von PMP22, im spezifischen IP-Eluat der PMP22-IP mit BS3 am hiufigsten,
gefolgt von PRX (Periaxin) und ApoD (Apolipoprotein D). Das Zielprotein, PMP22,
wurde als neunt-hdufigstes Protein und erwartungsgemif ausschlieflich nach Chymo-
trypsin-Verdau identifiziert. Neben vielen Myelin- und Zytoskelett-Proteinen (wie Tubu-
linen und Neurofilamenten) wurden 14-3-3-Proteine, Proteine des Energiestoff-wechsels
(insbesondere ATP1A1 (a-1-Untereinheit der Na*/K*-ATPase)) und EZM(extrazelluliire
Matrix)-Proteine sowie Linker-Proteine zwischen EZM und Zytoskelett (z.B. LUM (Lu-
mican)) spezifisch angereichert. Aulerdem wurde das Aktin-bindende Protein CFLN1
(Cofilin-1) detektiert. Zudem fanden sich Histone, die in Membranprotein-IPs auch als

Kontaminanten auftreten konnen, spezifisch angereichert.

Abbildung 3.10 (B) zeigt die Verteilung der Proteinidentifikation mittels MS in Abhin-
gigkeit von der eingesetzten Endopeptidase zur Proteinfragmentierung anhand eines
Venn-Diagramms. In der PMP22-IP mit vorheriger Proteinquervernetzung wurden 265
Proteine und 153 Proteine nach Trypsin- bzw. Chymotrypsin-Verdau detektiert. Hierbei
stimmten 100 Proteine insgesamt iiberein, die sowohl in der Messung nach Trypsin-Ver-

dau als auch in der Messung nach Chymotrypsin-Verdau detektiert wurden.

Die durch die MS generierten Daten wurden im Fall der proteinquervernetzten Proben
weiterhin mithilfe der pLink2-Software analysiert. Hierbei wurden allerdings keine Pep-

tide identifiziert, die iiber BS3 mit PMP22 verbunden waren.
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Abbildung 3.11: MS-Ergebnis der PMP22-IP ohne Proteinquervernetzung: (A) Gennamen-Liste der
30 stirksten angereicherten Proteine in absteigender Reihenfolge (Abkiirzungen siehe Ende der Legende)
mit Angabe des Anreicherungsquotienten (spezifische Anreicherung / unspezifische Anreicherung) als
Logio. Blau: Logio des Anreicherungsquotienten nach Trypsin-Verdau, orange: Logio des Anreicherungs-
quotienten nach Chymotrypsin-Verdau. PMP22 und die in Kapitel 4.4 diskutierten potentiellen Interakti-
onspartner von PMP22 sind fett markiert. (B) Venn-Diagramm zur Darstellung der nach Trypsin- und Chy-
motrypsin-Verdau mittels MS detektierten, spezifisch angereicherten Proteine inklusive Angabe der abso-
luten Anzahl. Blau: Trypsin-Verdau mit Detektion insgesamt 299 spezifisch angereicherter Proteine, rot:
Chymotrypsin-Verdau mit Detektion insgesamt 29 spezifisch angereicherter Proteine. Die Uberschneidung
der Kreise zeigt 13 Proteine an, die in beiden Messrunden als spezifisch angereichert detektiert wurden.

n=2. Aus Lesbarkeitsgriinden wurde hier auf die kursive Schreibweise der Gennamen (Ratte) verzichtet.

Die Abbildung 3.11 zeigt die 30 am stédrksten angereicherten Proteine im PMP22-1P-Eluat
ohne vorherige Proteinquervernetzung sowie die Verteilung der Protein-Identifizierung
mittels MS nach Trypsin- und Chymotrypsin-Verdau. Im Gegensatz zu dem Ergebnis der
MS-Messungen der proteinquervernetzten PMP22-Eluate wurden hier nur 29 Proteine im
Chymotrypsin-Verdau als spezifisch in der PMP22-IP angereichert identifiziert. Ledig-
lich 13 der insgesamt 315 Proteine wurden sowohl im Trypsin- als auch im Chymo-
trypsin-Verdau detektiert, was einer deutlich geringeren Ubereinstimmung entspricht als
in der PMP22-1P mit BS3-Einsatz (hier stimmten 100 Proteine iiberein). Aullerdem zeig-

ten sich Unterschiede hinsichtlich der am stédrksten angereicherten Proteine. Hier war
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GRID1 (ionotroper Glutamatrezeptor-61) am stiarksten angereichert, gefolgt von Kom-
plementfaktoren C3 und C1q. MPZ war nicht unter den 30 meistangereicherten Proteine,
da es auch im unspezifischen IP-Eluat durch das Massenspektrometer identifiziert wurde.
PMP22 wurde als acht-hiufigstes Protein gefunden. Ahnlich wie in der PMP22-IP mit
vorheriger Proteinquervernetzung wurden auch hier viele Zytoskelett-Proteine und Pro-
teine der EZM inklusive Linker-Proteinen angereichert. Weiterhin kamen auch hier Pro-
teine, die am Energiestoffwechsel des Schwann-Zell-Myelin-Axon-Komplexes beteiligt

sind, wie beispielsweise ATP-Synthasen, insbesondere die ATP1A1, vor.

3.8 Die in den Immunoprizipitationen mit und ohne BS3

angereicherten Proteine zeigten Ubereinstimmungen

Um potentielle In-vivo-Interaktionspartner von PMP22 anhand der im Rahmen dieser Ar-
beit generierten MS-Listen zu identifizieren, wurde eine weitere Liste aus den in beiden
PMP22-1Ps spezifisch angereicherten Proteinen erstellt. Die zugrundeliegende Annahme
hierfiir bestand darin, dass Proteine, die in beiden Anreicherungslisten vorkamen, als po-
tentielle Interaktionspartner von PMP22 eher in Frage kamen als Proteine, die mit nur
einer der beiden IP-Verfahren identifiziert wurden, insbesondere da mithilfe der pLink2-
Software keine mit BS3 und PMP22 direkt verbundenen Peptide gefunden werden konn-
ten. AuBlerdem konnten so insgesamt drei biologische Replikate beriicksichtigt werden,
obwohl die einzelnen IP-MS-Versuche mit jeweils nur einem bzw. zwei biologischen
Replikaten durchgefiihrt wurden. Wie Abbildung 3.12 (A) zeigt, stimmten von den 318
(mit BS3) bzw. 315 (ohne BS3) angereicherten Proteinen 132 Proteine iiberein, was einer
Ubereinstimmung von > 40% entspricht. Die Gennamen dieser 132 Proteine sind in Ab-
bildung 3.12 (B) alphabetisch aufgelistet, wobei die in Kapitel 4.4 diskutierten potentiel-
len PMP22-Interaktions-Kandidaten und PMP22 selbst hervorgehoben wurden. Hierzu
zdhlen MPZ, PRX, CFLN1 und 14-3-3-Proteine.
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Abbildung 3.12: Potentielle Protein-Interaktionspartner von PMP22: (A) Venn-Diagramm zur
Darstellung der in beiden PMP22-IPs (mit und ohne Proteinquervernetzung) angereicherten Proteine, die
am ehesten als Protein-Interaktionspartner von PMP22 infrage kommen. Blau: in der PMP22-IP mit
Proteinquervernetzung wurden 318 Proteine spezifisch angereichert, rot: in der PMP22-IP ohne Protein-
quervernetzung wurden 315 Proteine spezifisch angereichert. Die Uberschneidung der Kreise zeigt 132
Proteine an, die in beiden IP-Verfahren spezifisch angereichert wurden. CL: mit Protein-quervernetzung;
ohne CL: ohne Proteinquervernetzung. (B) Gennamen der 132 in beiden PMP22-IPs spezifisch
angereicherten Proteine in alphabetischer Reihenfolge. Die in Kapitel 4.4 als potentielle Protein-
Interaktionspartner von PMP22 diskutierten Gennamen sowie Pmp22 selbst sind hervorgehoben. Aus

Lesbarkeitsgriinden wurde hier auf die kursive Schreibweise der Gennamen (Ratte) verzichtet.

Abbildung 3.13 zeigt das Ergebnis von GO-Term-Analysen, die eine Zuordnung der mit-
tels beider IP-Verfahren identifizierten potentiellen PMP22-Interaktionspartner zu einer
biologischen und molekularen Funktion sowie einem zelluldren Kompartiment ermog-
lichten. Die zugrundeliegende Annahme fiir diese Untersuchung bestand darin, dass eine

Analyse aller potentieller Interaktionspartner im Hinblick auf ihre biologische Rolle in
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der Zelle als Gesamtheit Informationen iiber die noch unverstandene Funktion von
PMP22 liefern konnte. Die entsprechenden Gennamen der 132 in beiden PMP22-IP-Ver-
fahren angereicherten Proteine wurden hierzu jeweils der in Kapitel 2.12.2 beschriebenen
Analyse unterzogen. Es wurden so 134 verschiedene BP-GO-Terms, 87 CC-GO-Terms
und 78 MF-GO-Terms fiir die 132 Gene identifiziert. Hierbei wurden in der CC-GO-
Term-Analyse alle Gennamen einem GO-Term zugeordnet, wihrend fiir die BP-GO-
Terms 18 Gene nicht zuzuordnen und im Falle der MF-GO-Terms 9 Gennamen nicht zu-
zuordnen waren (hierunter fand sich erwartungsgemill Pmp22, da die molekulare und
biologische Funktion weitgehend unbekannt ist). Es wurden in der Abbildung 3.13 le-
diglich die GO-Terms aufgefiihrt, zu denen jeweils mindestens zehn Gene bzw. sieben
Gene (im Fall der KEGG(kyoco encyclopedia of genes and genomes)-Signalwege) zuge-
ordnet werden konnten. Hinsichtlich der zelluldren Kompartimente wurden hierbei 26,5%
der Gene als zu Fokaladhésionen zugehorig identifiziert, was auf eine Lokalisation von
PMP22-Interkationspartnern in Fokaladhédsionen schlieBen lie3. Weiterhin fiel auf, dass
20,5% der in beiden IPs spezifisch angereicherten Proteine EZM-Proteine und 14,3%
Zell-Zell-Adhidrenz-Junktions-Proteine waren. Nicht nur beziiglich des zelluldren Kom-
partiments, sondern auch hinsichtlich der biologischen und molekularen Signalwege wa-
ren mit Zell-Zell-Adhésionen assoziierte Gennamen unter den potentiellen Interaktions-
partnern von PMP22 an zweiter Stelle (BP-GO-Term) bzw. fiinfter Position (MF-GO-
Term) zu finden. Hinsichtlich der BP-GO-Terms sind lediglich der Gruppe der auf Me-
dikamente reagierenden Signalwege (was einer recht grolen und eher unspezifischen
Gruppe entspricht) mehr Gennamen zugeordnet worden. Wie Abbildung 3.13 (E) zeigt
wurden mittels GO-Term-Cluster-Analyse 19 aus den 132 potentiellen PMP22-Interakti-
onspartner-Gene identifiziert, die mit Zell-Zell-Adhisionen als biologische bzw. moleku-
lare Funktion bzw. als zelluldirem Kompartiment assoziiert sind. Dieses in der Cluster-
Analyse stirkste Cluster lief sich mit einem Anreicherungsfaktor von 11,6 (normalisiert
auf das gesamte Ratten-Genom) identifizieren und lief auch auf eine potentielle Relevanz
von PMP22 bzw. dessen Interaktionspartnern im Aufbau und/oder Erhalt von intakten

Zell-Zell-Adhisionen schlieflen.

Neben Zell-Zell-Adhisionen fielen bei der Betrachtung der GO-Term-Ergebnisse die Ge-
wichtung von mit dem Zytoskelett assoziierter GO-Terms auf. So zeigten 13% der poten-
tiellen PMP22-Interaktionspartner eine Zytoskelett-Organisationsfunktion und 9,8% eine
molekulare Funktion als strukturelle Zytoskelett-Komponente sowie 7,5% eine Aktin-

bindende Funktion.
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Die Analyse der zu verschiedenen zelluldren Signalwegen zuzuordnenden Gennamen
zeigte weiterhin, dass sowohl die Regulation des Aktin-Zytoskeletts als auch der PI3K-
AKT-Signalweg als zwei der hdufigsten unter den insgesamt identifizierten Signalwegen
detektiert wurden. Diese Beobachtungen lieBen auf eine Funktion von PMP22 bzw. des-
sen Interaktionspartnern fiir die Regulation des Zytoskeletts und/oder die Beeinflussung

des PI3K-AKT-Signalwegs schlieen.

Zusammenfassend deuteten die Ergebnisse der GO-Term-Analysen auf eine Rolle von
PMP22 und dessen potentiellen Interaktionspartnern in der Regulation des (Aktin)-Zyto-
skeletts und damit verbundener Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten bzw. Zell-EZM-
Kontakten (insbesondere Fokal-Adhisionen) hin. Hierbei schien PMP22 bzw. dessen In-
teraktionspartner verschiedene zelluldre Signalwege wie den PI3K-AKT-Signalweg be-

einflussen zu konnen.
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Abbildung 3.13: GO-Term-Analyse der potentiellen PMP22-Protein-Interaktionspartner: Die GO-
Term-Analysen (A) — (C) der 132 den angereicherten Proteinen entsprechenden Gennamen wurden nicht
vollstindig aufgefiihrt. Es wurden lediglich die GO-Terms genannt, denen mindestens 10 Gene insgesamt
zugeordnet werden konnten. Die GO-Terms sind nach der Anzahl der ihnen zugeordneten Gennamen in
absteigender Reihenfolge sortiert. Die Zahlen geben die absolute Menge der dem GO-Term zugeordneten
Gene an, die farbigen Balken veranschaulichen die Menge im Vergleich zu den iibrigen GO-Terms.
(A) CC-GO-Term-Analyse (B) BP-GO-Term-Analyse (C) MF-GO-Term-Analyse (D) KEGG-GO-Term-
Analyse. Es wurden lediglich GO-Terms aufgefiihrt, denen mindestens 7 Gene insgesamt zugeordnet wer-
den konnten. Die GO-Terms sind nach ihrer Haufigkeit sortiert. Die Zahlen geben die absolute Menge der
dem GO-Term zugeordneten Gene an, die gelben Balken veranschaulichen die Menge im Vergleich zu den
iibrigen GO-Terms. Von der Darstellung wurden folgende GO-Terms aufgrund von mangelndem Informa-
tionsgehalt fiir die Fragestellung dieser Arbeit ausgenommen: Proteoglykane bei Krebs, virale Karzinoge-
nese, Biosynthese von Antibiotika, bakterielle Invasion von epithelialen Zellen, systemischer Lupus.

(E) GO-Term-Cluster-Analyse der 132 den angereicherten Proteinen zugehorigen Gennamen mit farblicher
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Markierung der berichteten (rosa) bzw. noch nicht berichteten (blau) Assoziation des jeweiligen Gens zum
korrespondierenden GO-Term. Die Abbildung wurde analog zu der Abbildung aus der DAVID-Bioinfor-
matik-Software erstellt (Huang et al. 2009a; Huang et al. 2009b). Der Anreicherungsfaktor fiir dieses Clus-
ter betrug (unter Beriicksichtigung des gesamten Ratten-Genoms als Basis) 11,6 (Huang et al. 2009a;
Huang et al. 2009b). Aus Lesbarkeitsgriinden wurde hier auf die kursive Schreibweise der Gennamen

(Ratte) verzichtet.
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4 Diskussion

4.1 Proteinquervernetzung und Solubilisierung von PMP22

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Proteinquervernetzung fiir das Transmem-
branprotein PMP22 im peripheren Nerven der Ratte erstmalig etabliert, um die Protein-
Protein-Interaktionen von PMP22 mithilfe kovalenter Proteinverbindungen zu bewahren
und somit Interaktionspartner von PMP22 zu identifizieren. Die Proteinquervernetzung
diente neben der Bewahrung transienter und schwacher Protein-Protein-Interaktionen der
Losung des Detergenz-Dilemmas, das bei IP-Versuchen von Transmembranproteinen
entsteht, und sollte weiterhin die Rate an falsch positiv identifizierten Protein-Inter-
aktionspartnern senken. BS3 wurde als wirksames Proteinquervernetzungsreagenz
identifiziert, da sich im Western Blot nachweisbare hochmolekulare PMP22-haltige
Proteinspezies ausbildeten. Diese hochmolekularen Proteinverbédnde sind bei der Protein-
darstellung beispielsweise mittels Western Blot oder Silbergel 1. d. R. nicht als umschrie-
bene Banden sichtbar, sondern kommen als Protein-,,Schliere zur Darstellung (Chen et
al. 2010; Rappsilber 2011). So waren auch die in dieser Arbeit gezeigten PMP22-haltigen,
durch BS3 proteinquervernetzten Proteinverbidnde als solche ,,Protein-Schliere® im
Western Blot erkennbar. BS3 bietet aullerdem den Vorteil, dass die Peptide, die
proteinquervernetzt wurden, in der anschlieBenden Analyse identifiziert werden konnen,
was mithilfe von Glutaraldehyd, dessen Verwendung als Proteinquervernetzter in dieser
Arbeit auch getestet wurde, nicht moglich ist (Subbotin und Chait 2014). Es wurden
verschiedene Konzentrationen der Proteinquervernetzungsreagenzien getestet und eine
Konzentration von 0,5 mM BS3 als finale Konzentration fiir die anschlieBenden IP-Ex-
perimente festgelegt, da sich bei Verwendung von 0,5 mM BS3 sowohl PMP22-
Monomere als auch hochmolekulare Proteinspezies (in Form der genannten ,,Protein-
Schliere*) nachweisen lieBen. Eine niedrigere Konzentration an Proteinquervernetzern
verringert die Wahrscheinlichkeit, proteinquervernetzte Peptide in der MS-Analyse zu
detektieren, wihrend hohere Konzentrationen zu unloslichen Proteinaggregatbildungen,
deren Bestandteile nicht mehr identifizierbar sind, fithren konnen (Sinz 2006; O’Reilly
und Rappsilber 2018) und die Rate an falsch positiv identifizierten Protein-Protein-
Interaktionen wiederum erhohen konnen (Guerrero et al. 2006). Die Vorteile der
Proteinquervernetzung sind bereits in der Einleitung ausfiihrlich beschrieben worden

(siehe Kapitel 1.3.3). An dieser Stelle sei noch darauf hingewiesen, dass die Kombination
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aus kryogenem Morsern und anschlieender Proteinquervernetzung vor jeglicher anderer
Probenverarbeitung dafiir sorgt, dass die vorhandenen physiologischen Protein-Protein-
Interaktionen jeglicher Art (stabil, transient, mittelbar und unmittelbar) auf diese Weise
konserviert werden und so eine Vielzahl von Protein-Protein-Interkationen detektiert
werden kann, die bei konventionellen IP-Methoden nicht erhalten bleiben und der

Identifizierung mittels MS entgehen.

Hinsichtlich der Solubilisierung von PMP22 wurde — Empfehlungen zu Solubilisierungs-
experimenten fiir Transmembranproteine folgend (Linke 2009; Roy 2015; Duquesne et
al. 2016; Lee et al. 2018) — die Wirksamkeit verschiedener Detergenzien miteinander
verglichen. Hierbei erwiesen sich in dieser Arbeit SDS fiir proteinquervernetzte Proben
und DDM fiir nicht-proteinquervernetzte Proben als besonders wirksam. SDS gilt als
funktionales Detergenz zur Solubilisierung jeglicher hydrophober Proteine (Zanetta et al.
1977; Trotter und Wegescheide 1985; Sedzik et al. 1998; Sedzik und Tsukihara 2000)
und eignet sich insbesondere fiir Transmembranproteine des Myelins wie PMP22, MPZ
und PLP (Gudz et al. 2002; Sedzik et al. 2002; Amici et al. 2006). Es wurde fiir SDS eine
Mengentitration erstellt, da die Detergenzkonzentration eine essentielle Rolle fiir den Er-
folg eines Solubilisierungsexperiments spielt (Linke 2009; Duquesne et al. 2016). Diese
zeigte, dass ein Anteil von 0,5% SDS am Solubilisierungspuffer bei gleicher Protein-
menge im Homogenisat ein besseres Solubilisierungsergebnis ergab als ein Anteil von
0,1% bzw. 1% SDS. Die Puffer fiir IPs von Myelinproteinen in anderen Arbeiten hatten
einen weitaus geringeren SDS-Anteil von 0,05% (Gudz et al. 2002), 0,1% (D’Urso et al.
1999) bzw. 0,3% (Amici et al. 2006). Allerdings war in diesen PMP22-IPs keine Protein-
quervernetzung erfolgt. Wie den Ergebnissen der Detergenzien-Versuche dieser Arbeit
zu entnehmen ist, stellt die Proteinquervernetzung fiir die anschlieBende Solubilisierung
von Proteinen eine Hiirde dar, wohlmoglich da durch Proteinquervernetzung komplexe,
schwerer 10sliche Proteinaggregate entstehen. Daher ergibt sich der hier benétigte Einsatz
einer hoheren SDS-Konzentration zur vollstdndigen Solubilisierung der Proteine im Ho-

mogenisat.

Fiir die Proben ohne Proteinquervernetzung erwies sich DDM als effektivstes Detergenz.
DDM ist im Gegensatz zu SDS ein nicht-ionisches Detergenz und gilt als ,,milder* als
SDS (Privé 2007; Linke 2009; Tate 2010). Als mildes Detergenz fiihrt es wahrscheinlich
zu weniger Detergenz-bedingter gestorter Lipid-Organisation in der Biomembran und

verringert somit die Inaktivierung von Transmembranproteinen (Palsdottir und Hunte
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2004). DDM wird daher oft zur Solubilisierung von Transmembranproteinen verwendet
(Sonoda et al. 2010; Yang et al. 2014). So benutzten auch Lee et al. (2018) in ihren IP-
Experimenten mit CAD11 (Cadherin-11), einem Adhésionsprotein der Cadherin-Familie,
u. a. DDM und zeigten die im Gegensatz zu anderen Detergenzien iiberlegene Wirksam-
keit von DDM zur Solubilisierung von CAD11. Weiterhin zeigten die Autoren dieser
Arbeit die Kompatibilitdit von DDM mit darauffolgenden IP-Experimenten, was den Er-
gebnissen der vorliegenden Arbeit entspricht und nahelegt, dass DDM die Interaktion
zwischen Protein und Antikérper nicht bzw. weniger stort als andere Detergenzien. In
anderen Arbeiten wurden fiir IPs von PMP22 bzw. dessen Interaktionspartnern allerdings
bisher neben SDS nicht DDM, sondern andere Detergenzien wie NP-40 und TritonX-100
verwendet (Guo et al. 2014; Vanoye et al. 2019). Die Autoren dieser Arbeiten verwende-
ten jedoch Ischias-Nerven von jungen Méusen bzw. sehr jungen Ratten (und nicht wie in
dieser Arbeit von erwachsenen Ratten), sodass die unterschiedliche Wirksamkeit der ge-
nannten Detergenzien mit dem unterschiedlichen Ursprung und der variablen Aufberei-
tung der verwendeten Gewebe zusammenhédngen konnte. Allerdings wurde in den ge-
nannten Arbeiten keine Etablierung einer optimierten Solubilisierung fiir PMP22 aus den
Ischias-Nerven gezeigt, sodass nur dariiber spekuliert werden kann, ob sich die im IP-
Puffer verwendeten Detergenzien als besonders effektiv zur Solubilisierung von PMP22
erwiesen hatten. Die Wirksamkeit von Detergenzien zur Solubilisierung einzelner Prote-
ine ist insgesamt ein bisher wenig systematisch untersuchtes Feld, sodass es an verlassli-
chen und reproduzierbaren Daten mangelt (Duquesne et al. 2016). Die fehlende Systema-
tik als Grundlage fiir diese Versuche konnte neben den anderen genannten Faktoren zur
Verwendung unterschiedlicher Detergenzien, Mengen, Zeiten und Temperaturen fiir die

Solubilisierung des gleichen Proteins beitragen.

4.2 Die nicht erfolgreiche Immunoprizipitation von PMP22 und

daraus resultierende Optimierungen der Versuchsbedingungen

Das in dieser Arbeit generierte erste IP-Ergebnis von PMP22 aus proteinquervernetzten
Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisaten zeigte keine spezifische Anreicherung von
PMP22-Monomeren oder hochmolekularen PMP22-haltigen Proteinspezies im Vergleich
zur Negativkontrolle mit Kaninchen-IgGs (siehe Kapitel 3.3). Das Scheitern dieses IP-
Experiments kann — wie das Scheitern von IPs im Allgemeinen — verschiedene Griinde

haben, die von der unzureichenden Bindungsaffinitit des Anti-PMP22-Antikorpers (z.B.
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durch Antigen-Antikorper-Kontakt storende Detergenzien) iiber Versuchskonditionen
wie Inkubationszeit und -temperatur, eingesetzte Menge des Zielproteins im Input, unzu-
reichende Elution, eingesetzte Dynabeads-Menge und zu haufiges Waschen der Antigen-
Antikorper-Komplex tragenden Dynabeads reichen konnen (Bonifacino et al. 2016). Den
fiir die IP von Membranproteinen typischen Schwierigkeiten in der Anreicherung des
Zielproteins vor der eigentlichen IP wurde in dieser Arbeit durch die systematischen So-
lubilisierungsexperimente bereits vorgebeugt, sodass eine zu geringe Ausgangsmenge im
Homogenisat der Ratten-Ischias-Nerven nicht als primdre Ursache fiir das fehlende
PMP22-Signal in der spezifischen IP infrage kommt. Zwei weitere der sehr hdufigen
Problemquellen von IP-Experimenten sollen an dieser Stelle diskutiert werden, die anti-
korperbezogenen und die von den Dynabeads abhingigen Fehlerquellen. Die variable
Affinitit der eingesetzten Antikorper ist eine giangige Schwierigkeit bei IP-Experimenten
(Bonifacino et al. 2016; Smith et al. 2017), die insbesondere beim Einsatz von SDS im
IP-Puffer zu beobachten ist (Qualtiere et al. 1977). Weiterhin konnten Lee et al. (2018)
zeigen, dass Detergenzien allgemein (nicht nur SDS) die Antikorperaffinitidt zu ihren An-
tigenen beeinflussen konnen, sodass die Kompatibilitit des Detergenz mit dem eingesetz-
ten Antikorper im jeweiligen Experiment tiberpriift werden sollte. Um die Storung der
Antigen-Antikorper-Interaktion durch SDS zu verringern, wurde das Ratten-Ischias-Ner-
ven-Homogenisat in dieser Arbeit vor dem Versuchsschritt der IP mit Triton-X100 ver-
diinnt. DDM zeigte sich, wie oben beschrieben, sowohl in dieser Arbeit als auch in der
Arbeit von Lee et al. (2018) als IP-kompatibel. Die durch den Einsatz von Detergenzien
bedingten Storungen der Antigen-Antikorper-Interaktion wurden daher in dieser Arbeit

weitgehend umgangen.

Die Antikorperbindungsaffinitit kann auch unabhédngig von den Detergenzien variieren
und unzureichend fiir ein erfolgreiches IP-Experiment sein. Das erste IP-Ergebnis dieser
Arbeit legte allerdings kein Affinitdtsproblem des Anti-PMP22-Antikorpers nahe, son-
dern zeigte unterschiedlich starke Antikorper-Ketten-Signale des spezifischen Anti-
PMP22-Antikorpers im Vergleich zum Signal der Kaninchen-IgGs. Das deutete auf eine
Diskrepanz zwischen der vom Hersteller angegebenen Proteinmenge und der tatséchli-
chen Menge an spezifischen Antikorper-Ketten hin. Der darauthin durchgefiihrte Ver-
gleich der Proteinmenge und des Protein-Verteilungsmusters bestétigte diesen Verdacht.
Die dadurch bedingte unzureichende Menge an Anti-PMP22-Antikorper im ersten IP-
Versuch konnte somit die fehlende spezifische Anreicherung von PMP22 in der IP be-

dingt haben.
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Eine weitere bekannte Problemquelle von IP-Experimenten sind die unspezifischen Pro-
teinbindungen, die u. a. durch die Dynabeads entstehen konnen (Bonifacino et al. 2016;
Lin und Lai 2017). Sie konnen einerseits die Bindestellen fiir die Antikdrper-Antigen-
Komplexe blockieren und andererseits zu einer Uberlagerung der spezifischen Zielpro-
tein-Signale durch unspezifische Protein-Signale bei der Analyse des IP-Eluats fiihren.
Beide Mechanismen fiihren zum fehlenden Nachweis einer spezifischen Anreicherung
des Zielproteins, in diesem Fall von PMP22. Daher empfiehlt es sich generell, vor einer
IP den IP-Input mit Dynabeads (und um weiterhin unspezifische Bindungen an den An-
tikorper zu minimieren auch mit unspezifischen IgGs) zu kldren. Das wurde in dieser
Arbeit umgesetzt, dennoch zeigte das Ergebnis der ersten IP kein spezifisches PMP22-
Signal. Die Ergebnisse des ersten PMP22-IP-Versuchs sowie der darauthin durchgefiihr-
ten Dynabeads-Titration deuteten auf eine durch die Dynabeads-Inkubation bedingte
starke Reduktion der Protein-Gesamtmenge inklusive von PMP22 hin. Die Kldrung mit-
tels Kaninchen-IgGs schien jedoch keinen starken Einfluss auf die Proteinmenge im Ho-
mogenisat zu haben. Da die im Homogenisat fehlenden Proteine allerdings nicht im Eluat
der Dynabeads mittels Western Blot nachweisbar waren, entstand die Frage nach dem
Verbleib der Proteine, die unspezifisch an die Dynabeads gebunden hatten. Man konnte
davon ausgehen, dass durch die Dynabeads-Inkubation unlosliche Protein-Aggregate im
Homogenisat entstanden, die sich nicht mehr im SDS-Gel darstellen lieBen. Dieser Hy-
pothese wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht weiter nachgegangen.
Trotz fehlender Gewissheit beziiglich des Verbleibs der Proteine erschien das Problem
der von der Dynabeads-Menge abhingigen unspezifischen Proteinbindungen eine wich-
tige Fehlerquelle des gescheiterten ersten IP-Versuchs zu sein. Das Hinzufiigen einer
sonst haufig eingesetzten zweiten Negativkontrolle durch leere Dynabeads (Bonifacino
et al. 2016; Lin und Lai 2017) erschien nicht zielfiihrend, da so zwar die unspezifischen
Bindungen an die Dynabeads identifizierbar wiren, die spezifische Anreicherung der
PMP22-Antikorper-Komplexe aber weiterhin behindert bliebe. Um diesem Problem also
auf andere Art zu begegnen, wurden die verwendeten Dynabeads vor dem Einsatz in der
nichsten IP mit dem Ratten-Ischias-Nerven-Homogenisat abgesittigt. Die dadurch pro-
vozierten unspezifischen Bindestellen auf den Dynabeads sollten so vor der IP besetzt
werden und im Rahmen des mehrmaligen Waschens der PMP22- Antikorper-Dynabead-
Komplexe aus dem spezifischen IP-Eluat eliminiert werden. Die Optimierungsschritte
hinsichtlich der Dynabeads und Antikorper-Mengen zeigten im folgenden PMP22-1P-

Versuch nach Proteinquervernetzung anhand der Ergebnisse in Kapitel 3.5 Erfolg.
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4.3 Die Bedeutung der in dieser Arbeit gezeigten
Immunoprizipitationen von PMP22 mit und ohne

Proteinquervernetzung

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit nach Optimierung der Versuchsbedingungen erstma-
lig eine erfolgreiche PMP22-IP aus proteinquervernetzten Ratten-Ischias-Nerven-Homo-
genisaten gezeigt werden. Bisherige PMP22-1Ps waren stets ohne den vorherigen Schritt
der Proteinquervernetzung durchgefiihrt worden, sodass die Etablierung dieses Protokolls
einerseits methodisch und andererseits hinsichtlich der daraus generierbaren Ergebnisse
ein Novum darstellt. Es konnte weiterhin erstmalig eine erfolgreiche PMP22-IP aus Rat-
ten-Ischias-Nerven-Homogenisaten ohne Einsatz von SDS gezeigt werden. Zwar haben
andere Autoren (wie bereits erwihnt) PMP22 auch aus Nerven-Gewebe bzw. Zellkultu-
ren mittels IP anreichern konnen, die unbeachteten methodischen Problematiken (die bei
der Verwendung von SDS im Lysepuffer der IP entstehen und in anderen Arbeiten nicht
adressiert wurden) wurden in dieser Arbeit bereits erldutert. Es sollte daher neben der IP
mit Proteinquervernetzung eine PMP22-IP ohne Proteinquervernetzung durchgefiihrt
werden, die auf die Verwendung von SDS im Lysepuffer verzichtet, um die genannten
Schwierigkeiten zu umgehen und die Qualitit der daraus generierten Interaktionsdaten zu
steigern. Es wurde hier gezeigt, dass PMP22-IPs aus Ratten-Ischias-Nerven-Homogeni-
saten unter Verwendung eines nicht-denaturierenden Detergenz, DDM, reproduzierbar

durchfithrbar sind.

Im Anschluss an die IPs von PMP22 wurden die Eluate massenspektrometrisch vermes-
sen, was erstmalig der Ermittlung eines PMP22-Interaktoms, also der Gesamtheit aller
Protein-Protein-Interaktionen von PMP22, dienen sollte. Neben diesem Aspekt bot die
Verwendung verschiedener methodischer Ansitze zur Beantwortung der gleichen Frage
(IP-Versuche mit und ohne Proteinquervernetzung) im Rahmen dieser Arbeit einen wei-
teren Vorteil: Ein solches Herangehen verringert die Wahrscheinlichkeit, falsch positive

Interaktionspartner zu identifizieren und erhoht so die Qualitidt der generierten Daten.
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4.4 Die potentiellen In-vivo-Interaktionspartner von PMP22 und
deren Implikationen fiir die Pathophysiologie der Charcot-

Marie-Tooth-Erkrankung 1A

Trotz seiner Identifikation schon vor 30 Jahren als krankheitsverursachendes Protein fiir
die CMT1A sind die Funktion von PMP22 sowie die CMT1A-Pathomechanismen nach
wie vor weitgehend unverstanden. Ein besseres Verstdndnis seiner Funktion konnte aber
mafgeblich zur Entwicklung therapeutischer Ansitze fiir diese noch immer unheilbare
Krankheit beitragen. Anhand der in der vorliegenden Arbeit identifizierten moglichen In-
teraktionspartner von PMP22, z.B. die Myelinproteine MPZ und PRX sowie das Aktin-
modulierende Protein CFLN-1, lassen sich mogliche zellulidre und strukturelle Funktio-
nen ableiten, die im Folgenden diskutiert werden. Es sei an dieser Stelle auf die statistisch
nicht hinreichenden Wiederholungen der MS-Messungen und die damit verbundene feh-

lende statistische Verlasslichkeit der Daten hingewiesen (siehe Kapitel 4.5.2).

Zunichst soll die bereits beschriebene Interaktion von MPZ und PMP22 (D’Urso et al.
1999; Hasse et al. 2004), deren biologische Bedeutung in der Einleitung dieser Arbeit
(siehe Kapitel 1.2.3.4) dargelegt ist, diskutiert werden. So zeigen die genannten vorheri-
gen Arbeiten eine Interaktion zwischen beiden Myelinproteinen und es wurde eine damit
verbundene synergistische Funktion beider fiir die Kompaktierung des Myelins im phy-
siologischen Zustand diskutiert (Mittendorf et al. 2017). Allerdings handelt es sich bei
MPZ auch um das hédufigste Myelinprotein im PNS (Siems et al. 2020), sodass der Nach-
weis von MPZ im PMP22-IP-Eluat auch auf die Abundanz des Proteins zuriickzufiihren
sein konnte (Cox et al. 2014). Im CMT1A-Tiermodell nimmt die MPZ-Expression mit
der PMP22-Uberexpression ab, was fiir eine durch PMP22 regulierte Expression anderer
Myelinproteine spricht (Fledrich et al. 2014). Eine durch PMP22-Uberexpression be-
dingte Reduktion der MPZ-Menge konnte die Storung der Myelinstochiometrie und
Mpyelinarchitektur noch verstirken. Ob PMP22 und MPZ tatsdchlich iiber eine direkte
Interaktion die Intaktheit der Myelinstruktur im PNS bewahren oder ob PMP22 nur indi-
rekt die Funktion von MPZ (iiber Anderung der MPZ-Expression) moduliert, bleibt zu

kléren.

In beiden IP-Eluaten um ein Vielfaches angereichert fand sich das Myelinprotein PRX,
das sich als dritthdufigstes Myelinprotein im PNS findet (Siems et al. 2020) und bei adul-
ten Tieren im nicht-kompakten Myelin lokalisiert ist (Gillespie et al. 1994), wo es am

Aufbau von Dystroglykan-Komplexen (Gillespie et al. 2000; Sherman et al. 2001),
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Schmidt-Lantermann-Inzisuren (Sherman et al. 2012) und Cajal-Bindern (Sherman und
Brophy 2018) beteiligt ist. Die neuropathischen Phédnotypen, die durch Mutationen im
PRX-Gen entstehen, verdeutlichen seine Funktion fiir die Bildung und den Erhalt intakten
Myelins (Guilbot et al. 2001; Berger et al. 2006; Marchesi et al. 2010; Sherman und
Brophy 2018). PRX-defiziente Schwann-Zellen zeigen im Tiermodell (a) eine gestorte
Elongation und die Ausbildung verkiirzter Internodien (Court et al. 2004) sowie
(b) Hypermyelinisierung, (c) Demyelinisierung und (d) Zwiebelschalenformationen
(Gillespie et al. 2000). Mit den histopathologischen Charakteristika a —d spiegelt eine
PRX-Defizienz im PNS somit auch typische krankheitsspezifische Merkmale der
CMT1A-Erkrankung wieder (z.B. Fledrich et al. (2019)). Eine funktionelle Interaktion
zwischen PRX und PMP22 erscheint somit plausibel, doch wie konnte diese zell-
biologisch realisiert werden? Raasakka und Kursula (2020) beschreiben das Peri-
axinosom, das komplexe Protein-Protein-Interaktionssystem von PRX, als Organisator
von Strukturproteinen im nicht-kompakten Myelin, da PRX iiber seine verschiedenen
Protein-Protein-Interaktionen Briicken zwischen Schwann-Zell-Zytoplasma, Schwann-
Zell-Membranen und EZM ausbilden kann und so die richtige Struktur von Myelin,
Schwann-Zelle und Axon im Zusammenspiel gewihrleistet. Neben seiner Interaktion mit
dystrophyn-related protein 2 (Sherman et al. 2001; Sherman et al. 2012) in Dystroglykan-
Komplexen sind u. a. Interaktionen mit Ezrin (Guo et al. 2020) und [34-Integrin (Raasakka
et al. 2019) als molekulare Korrelate dieser Funktionen beschrieben. 34-Integrin ist in der
abaxonalen Membran der Myelinscheiden im PNS lokalisiert, wo es zusammen mit 06-
Integrin als Laminin-Rezeptor fungiert und wichtig fiir den Erhalt der Struktur von
myelinisierten Fasern ist (Feltri et al. 1994; Quattrini et al. 1996; Nodari et al. 2008;
Poitelon et al. 2018). Eine Ablation von [4-Integrin in HNPP-Tiermodellen fiihrt zur
Aggravierung der bereits (mit heterozygoter PMP22-Defizienz assoziierten) gestorten
Internodien-Struktur (Poitelon et al. 2018). Es wurde dann eine funktionelle, aber keine
direkte Interaktion zwischen PMP22 und [34-Integrin beschrieben (Amici et al. 2006;
Poitelon et al. 2018). So konnte PRX aufgrund seiner direkten Interaktion mit 34-Integrin
(Poitelon et al. 2018) und seiner potentiellen Interaktion mit PMP22 (diese Arbeit) der
Link zwischen den beiden funktionell interagierenden Proteinen sein, was bereits von
Poitelon et al. (2018) und Raasakka et al. (2019) so diskutiert wurde. Nun stellt sich aber
die offensichtliche Frage nach der Lokalisation der Interaktion von PMP22 und PRX, da
PMP22 primir im kompakten Myelin und PRX im nicht-kompakten Myelin des adulten

Nervens vorkommen. Denkbar wir in Analogie zu der gezeigten Interaktion von PMP22
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und MAG bzw. JAM-C in jungen Ischias-Nerven von HNPP- bzw. Wildtyp-Tier-
modellen (Guo et al. 2014) eine direkte Interaktion von PMP22 und PRX wihrend der
Entwicklung des Nerven. PMP22 konnte ndmlich in Nerven, die sich im Stadium der
Myelinisierung befanden, auch im nicht-kompakten-Myelin lokalisiert werden, was nach
abgeschlossener Myelinisierung nicht mehr der Fall war (Hu et al. 2016). Die erhohte
PMP22-Expression in der CMT1A-Erkrankung ist zudem nicht nur im kompakten,
sondern auch im nicht-kompakten Myelin detektierbar (nicht publizierte Daten von Nadja
Gotze), sodass moglicherweise eine toxische PRX-PMP22-Interaktion auch in adulten
CMT1A-Nerven vorliegen konnte. Dariiber hinaus ist die PMP22-Expressionsdnderung
mit einer Abnahme der Prx-mRNA im CMTI1A-Tiermodell assoziiert (Fledrich et al.
2014). So konnte eine PMP22-Expressionsverdnderung sowohl die direkte Interaktion
zwischen PMP22 und PRX in der Entwicklung des Nervens storen als auch die von
PMP22 primér unabhidngigen PRX-Funktionen beeintriachtigen. Beide Mechanismen
konnten zu einer fehlerhaften Ausbildung der von PRX abhingigen Strukturen im nicht-
kompakten Myelin (Schmidt-Lantermann-Inzisuren, Cajal-Binder, Fokaladhésionen)
fithren wie Hu et al. (2016) es fiir die Interkation von PMP22 mit MAG und die von MAG
abhidngigen Strukturen des nicht-kompakten Myelins diskutierten. Im adulten Nerven
konnte es funktionelle bzw. mittelbare Interaktionen von PMP22 und PRX iiber die
Verbindung von dazwischen geschalteten Linker-Proteinen geben, die nicht in kompaktes

und nicht-kompaktes Myelin kompartimentiert werden.

Die Interaktion von PMP22 mit MPZ bzw. PRX wiirde allerdings lediglich die gestorte
Mpyelinarchitektur erkldren, aber keinen Aufschluss hinsichtlich des von Fledrich et al.
(2014) vermuteten Problems der gestorten Schwann-Zelldifferenzierung bei PMP22-
Uberexpression geben. Hier kommt ein weiterer, anhand der Ergebnisse dieser Arbeit
potentieller Interaktionspartner von PMP22 in Betracht, CFLN-1. CFLN-1 ist ein Aktin-
bindendes Protein, dessen primir beschriebene Funktion in der Depolymerisation von F-
Aktin liegt (Moon und Drubin 1995; Bamburg 1999; Bamburg und Wiggan 2002; Van
Troys et al. 2008; Bernstein und Bamburg 2010). Allerdings sind fiir CFLN-1 und die
damit assoziierten bzw. interagierende Proteine viele verschiedene Funktionen beschrie-
ben, die iiber die Aktin-Organisations-Funktion hinausgehen (Mizuno 2013). CFLN-1
kommt in zwei unterschiedlichen Zustdnden vor, wobei die Phosphorylierung an Ser-3
iiber den Funktionszustand entscheidet (Agnew et al. 1995; Moriyama et al. 1996). Hin-
sichtlich der sich an Aktin manifestierenden Funktion sprechen die meisten Arbeiten fiir

ein aktives CFLN-1 im dephosphorylierten Zustand (Vartiainen et al. 2002; Hotulainen
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et al. 2005), wihrend CFLN-1 fiir seine Funktion als Aktivator der Phospholipase D1
(und damit verbundener Chemotaxis-Funktion) im phosphorylierten Zustand aktiv ist
(Han et al. 2007). Abbildung 4.1 zeigt die CFLN-1 modulierenden Signalwege sowie den
von Sparrow et al. (2012) beschriebenen Einfluss von NRG-1 auf CFLN-1. SSH-1
(singleshot-1 phosphatase) gilt als Phosphatase von CFLN-1 und fordert dessen Depoly-
merisationsfunktion an Aktin. CDC42 (cell division control protein 42) und PAK ak-
tivieren hingegen LIMK (LIM-Kinase), fordern die Phosphorylierung von CFLN-1 und
stabilisieren so die F-Aktin-Molekiile in der Zelle (Sparrow et al. 2012). Die Rolle von
RAC (ras-related botulinum toxin substrate 1) ist anhand von Daten aus Keratinozyten
jedoch (entgegen der vorliegenden Darstellung noch) nicht eindeutig einem der beiden

Signalwege zuzuordnen (Sehgal et al. 2006; Kligys et al. 2007).
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der CFLN-1 modulierenden Signalwege in Schwann-Zel-
len: Je nach Entwicklungsstand der Schwann-Zelle werden durch axonales NRG-1 (NRG1) unterschiedli-
che Signalwege aktiviert. Wihrend der friihen Nervenentwicklung stimuliert NRG-1 die Phosphorylierung
von CFLN-1 (Cofilin) und fordert somit die Kontaktbildung zwischen Axon und Schwann-Zelle. Spiter,
nachdem der Kontakt stabil genug ist, fordert NRG-1 die Myelinisierung des Axons, wofiir ein hoher Aktin-
Turnover in der Schwann-Zelle benotigt wird. Hierfiir wird Aktin-benachbartes CFLN-1 dephosphoryliert

und in der Folge werden mehr F-Aktine gespalten. Der Hypothesen-Charakter der zweiten Aussage zur



Diskussion 85

NRG-1-Wirkung ist durch die gestrichelten Linien auf der Abbildung verdeutlich (Sparrow et al. 2012).

Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Society for Neuroscience.

In Schwann-Zellen konnte eine vom axonalen NRG-1 abhédngige Wirkung auf die CFLN-
Imodulierenden Signalwege gezeigt werden, die fiir die Forménderung und die
Polarisierung der Schwann-Zelle, die Anlagerung der Schwann-Zelle am Axon und die
Myelinisierung essentiell ist (Sparrow et al. 2012). Die genetische Ablation von CFLN-1
verhindert diese Mechanismen in myelinisierenden Co-Kulturen aus Neuronen und
Schwann-Zellen (Sparrow et al. 2012), was auf eine essentielle Funktion von CFLN-1 fiir
die strukturelle und funktionelle Interaktion zwischen Axon und Schwann-Zellen
wihrend der Entwicklung peripherer Nerven hindeutet. In PMP22-iiberexprimierenden
Schwann-Zellen konnte ebenso ein verringertes Wachstum sowie eine verminderte
Polarisierung und Formgebung der Schwann-Zelle gezeigt werden (Fledrich et al. 2019).
PMP22-Uberexpression konnte so direkt oder indirekt durch Funktionsinderung bzw.
Verlust der Funktion von CFLN-1 die Schwann-Zell-Axon-Interaktion in der

Entwicklung des peripheren Nervens storen.

Auch 06/B4-Integrin moduliert (zumindest in Keratinozyten) den Aktivitdtszustand von
CFLN-1 iiber RAC und SSH-1 abhéngige Signalwege (Sehgal et al. 2006; Kligys et al.
2007). In PMP22-heterozygot-defizienten Mdusen wurde eine erhohte PAK-Aktivitit als
Ursache eines gestorten Aktin-7urnovers und damit einhergehender gestorter Struktur der
Schwann-Zellen diskutiert, die Aggravierung des internodalen Strukturdefizits bei zu-
sitzlicher 34-Integrin-Defizienz ist zudem mit einer nochmals verstirkten PAK-Aktivitét
assoziiert (Poitelon et al. 2018). Zusammen betrachtet konnten B4-Integrin und PMP22
in adulten Nerven in den Internodien synergistisch die Depolymerisation von F-Aktin
bewirken und ein Fehlen (34-Integrin) bzw. eine Verringerung (PMP22) dieser Proteine
zu einer Kumulation von F-Aktin-Filamenten fithren. Auf molekularer Ebene kénnten
34-Integrin und PMP22, wenn in physiologischer Menge vorhanden, daher iiber PAK-

antagonistische Signalwege die CFLN-1-Phosphorylierung hemmen.

Wie genau konnten PMP22 und CFLN-1 bzw. dessen Modulatoren unmittelbar oder mit-
telbar interagieren? Anhand von RNA-Sequenzierungsdaten aus CMT1A-Rattenmodel-
len lieB sich eine 1,4 fache Expressionssteigerung von Ssh-1 in transgenen Ischias-Nerven
im Vergleich zum Wildtyp feststellen (Fledrich et al. 2018). Dies konnte durch PMP22-
Uberexpression bedingt sein und in der Folge (vorausgesetzt die verstirkte Expression

auf mRNA-Ebene setzt sich auf Proteinebene fort) v. a. die Anlagerung der Schwann-
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Zelle am Axon storen, da kein stabiles Netzwerk aus F-Aktin aufgebaut werden konnte,
um die Axon-Schwann-Zell-Interaktion zu stabilisieren. Diese fehlende Anlagerung von
Schwann-Zellen ans Axon konnte das molekulare Korrelat der von Fledrich et al. (2019)
vermuteten funktionellen Denervierung der Ischias-Nerven im CMT1A-Tiermodell sein
und in der Folge zu den vom glialen NRG-1 abhingigen Mechanismen der Differenzie-
rungsstorung der Schwann-Zellen fithren. Man konnte allerdings auch mutmafen, dass
die erhohte Ssh-1-Expression durch die Uberexpression des glialen NRG-1 entsteht und
somit Folge und nicht Ursache dieser Fehlfunktion ist. Wie in Abbildung 4.1 dargestellt
zeigten Sparrow et al. (2012) ndmlich die modulierende Wirkung von NRG-1 auf CFLN-
1 in Schwann-Zell-Neuron-Co-Kulturen, wobei hier die Wirkung von axonalem NRG-1
und nicht von glialem NRG-1 untersucht wurde. Auch eine Kombination aus beiden
Mechanismen ist denkbar: SSH-1 konnte aufgrund der erhohten autoparacrinen NRG-1-
Menge tiberexprimiert werden und PMP22 direkt mit CFLN-1 unabhéngig von SSH-1

interagieren.

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit im PMP22-IP-Eluat weiterhin 14-3-3-Proteine
angereichert, fiir die CFLN-1 modulierende Wirkungen beschrieben sind (Gohla und
Bokoch 2002; Nagata-Ohashi et al. 2004; Kligys et al. 2007). 14-3-3-Proteine kommen
in unterschiedlichen Isoformen vor, werden ubiquitdr exprimiert und haben vielféltige
Funktionen, insbesondere hinsichtlich der Modulation intrazelluldrer Signalkaskaden.
Sowohl 14-3-3(-Proteine als auch 14-3-3¢-Proteine wurden im ZNS als Regulatoren von
Neurogenese und Neurodifferenzierung beschrieben und konnten eine Rolle in der
Pathophysiologie von Erkrankungen der neuronalen Entwicklung und/oder der
Neurodegeneration spielen (Cornell und Toyo-oka 2017). 14-3-3(-Protein hemmt als
Dimer die SSH-1-Proteine und fordert so die Phosphorylierung von CFLN-1 und folglich
die F-Aktin-Stabilisierung (Nagata-Ohashi et al. 2004; Kligys et al. 2009). PMP22 konnte
14-3-3(-Protein direkt binden, so dessen Funktion inhibieren und dadurch die SSH-1-
Proteine wiederum disinhibieren. PMP22-Uberexpression wiirde so zu einer Uber-
aktivitdt von SSH-1 fiihren, wihrend PMP22-Defizienz eine verringerte Aktivitit von
SSH-1 bedingen wiirde, was im Einklang mit der dort beobachteten vermehrten Menge

an F-Aktin stiinde.

Weiterhin wird die Funktion von CFLN-1 in Zellkultur durch die PI3K-AKT-Signal-
kaskade moduliert (Nishita et al. 2004) und PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat)
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ist auch in vitro schon friih als CFLN-1 hemmendes Molekiil beschrieben worden (Yo-
nezawa et al. 1991). In Zellkultur aktiviert PI3K iiber RAC LIMK2 (LIM-Kinase 2),
wodurch CFLN-1 phosphoryliert und dadurch das F-Aktin-Netzwerk stabilisiert wird
(Mizuno 2013). Im PMP22-iiberexprimierenden Tiermodell konnte — wie in Kapitel
1.2.3.8 ausfiihrlich beschrieben — eine Verringerung der PI3K-AKT-Signalkaskade ge-
zeigt werden, wihrend PMP22-heterozygot-defiziente Tiere erhohte PI3K-AKT-Mengen
aufwiesen (Fledrich et al. 2014). Auch diese Beobachtungen konnten fiir eine von der
PMP22-Expression abhidngige CFLN-1-Funktionsregulation sprechen. Hier ist allerdings

weiterhin offen, wie genau PMP22 den Signalweg beeinflussen konnte.

Auch an dieser Stelle konnte eine direkte Interaktion von PMP22 mit 14-3-3-Proteinen
die molekulare Grundlage fiir die verdanderte PI3K-AKT-Signalkaskade sein. Im Darme-
pithel wurde eine direkte Modulation der PI3K-AKT Signalkaskaden durch das Zusam-
menspiel verschiedener 14-3-3-Proteine beschrieben (Gomez-Sudrez et al. 2016). So
konnte eine durch PMP22 Uberexpression bedingte verinderte Aktivitit von 14-3-3-Pro-
teinen zu einer Dysregulation der PI3K-AKT-Signalkaskade und so zu einer erhohten
CFLN-1-Dephosphorylierung fiihren. Denkbar ist aber auch eine direkte Interaktion von
PMP22 mit CFLN-1, die wiederum zu einer Modulation der mit 14-3-3-Proteinen asso-

ziierten Signalkaskaden und der PI3K-AKT-Signalwege fiihren konnte.

Ob PMP22 direkt oder indirekt mit CFLN-1 interagiert und ob das gliale NRG-1 diesen
Signalweg beeinflusst, bleibt zu kldren, zumal die meisten bisherigen CFLN-1-Funktion-
modulierenden Signalkaskaden nicht in Schwann-Zellen beschrieben wurden (bis auf die
Arbeit von Sparrow et al. (2012)). Ungeachtet der genauen molekularen Mechanismen
konnte ein durch PMP22-Expressionsverdnderung dysfunktionales CFLN-1-Signaling in
der Schwann-Zelle die Storung der Kontaktbildung zwischen Axon und Schwann-Zelle
in der Entwicklung des peripheren Nervens sowie die Dysregulation der Aktin-Struktur
adulter Nerven erkliren. Weiterhin ist CFLN-1 nicht nur fiir die Struktur und Anderungen
der Struktur von Zellen, sondern fiir andere biologische Zellfunktionen essenziell. So ist
es in Zellkultur an der Aktivitdtsregulation von den Transkriptionsfaktoren YAP/TAZ
beteiligt (Aragona et al. 2013), deren Aktivitit fiir die Entwicklung peripherer Nerven
anhand ihrer Funktion fiir das radial sorting und die Regulation der Schwann-Zell-
Proliferation offensichtlich ist (Pereira et al. 2012; Poitelon et al. 2016). Das radial

sorting beschreibt einen Prozess wihrend der Entwicklung des peripheren Nervens,
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wihrenddessen die Axone in Abhingigkeit ihrer Groe den zu myelinisierenden bzw.

nicht zu myelinisierenden Fasern durch Schwann-Zellen zugeordnet werden.

Auferdem ist eine Interaktion von CFLN-1 mit ATP1A1 beschrieben (Lee et al. 2001),
das ebenfalls im spezifischen PMP22-1P-Eluat dieser Arbeit angereichert wurde. So
konnte PMP22 mittelbar (iiber CFLN-1) oder unmittelbar mit ATP1A1 interagieren.
Mutationen von ATP1A1 fithren zur CMT2DD, einer axonalen Form der CMT
(Lassuthova et al. 2018), was die Funktion dieses Proteins fiir den gesunden peripheren
Nerv verdeutlicht. Die hier vermutete dysregulierte CFLN-1-Signalwirkung in PMP22
iiber- oder unterexprimierenden Schwann-Zellen konnte somit auch iiber die CFLN-1
vermittelte Interaktion von PMP22 mit ATP1A1 einen der molekularen Mechanismen
des gestorten Schwann-Zell-Axon-Metabolismus bei der CMTI1A (siehe 1.2.3.7)
erklaren. CFLN-1 stellt daher neben 14-3-3-Proteinen und PRX einen der
vielversprechendsten Kandidaten fiir zukiinftige Validierungsexperimente zur
Untersuchung der Protein-Interaktionspartner von PMP22 dar. Die fiir diese Validie-
rungen notwendigen weiteren Versuche sind in Kapitel 4.5.3 gemeinsam mit dem

Ausblick fiir die Optimierung der hier angewandten Methoden beschrieben.

4.5 Limitationen der hier gezeigten Daten zu potentiellen In-vivo-

Interaktionspartnern von PMP22

4.5.1 Der fehlende direkte Nachweis von mit PMP22 proteinquervernetzten

Proteinen

Es lieBen sich mithilfe der automatisierten Analyse mittels pLink2-Software keine
Peptide identifizieren, die tiber BS3 direkt mit PMP22 assoziiert waren. Auch zeigten
sich in den vorher angefertigten Western Blots der spezifischen IP-Eluate mit vorheriger
Proteinquervernetzung keine hochmolekularen PMP22-haltigen Proteinspezies. Der
fehlende direkte Nachweis der proteinquervernetzten PMP22-Proteinkomplexe im
Western Blot bzw. per MS kann auf verschiedene Phinomene zuriickzufiihren sein, die
entweder auf fehlender Nachweisbarkeit (trotz Vorhandenseins) oder auf tatsichlicher
Abwesenheit dieser hochmolekularen PMP22-haltigen Proteinspezies beruhen konnen.
Im Western Blot konnen Proteine bzw. Proteinverbdnde in Abhédngigkeit der verwendeten
Detektionsmethode aufgrund unter der Nachweisgrenze liegender Mengen mitunter nicht

zur Darstellung kommen. So konnten auch in dieser Arbeit proteinquervernetzte PMP22-
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Komplexe vorhanden, aber nicht nachweisbar gewesen sein. Auch in MS-Daten ist die
fehlende Nachweisbarkeit von proteinquervernetzten Peptiden ein bekanntes Problem,
wodurch die Auswertung der MS-Messungen von proteinquervernetzten Proben eine der
grofiten Herausforderungen und meist das Nadelohr dieser Versuche darstellt (Singh et
al. 2010; Ramisetty und Washburn 2011; Yang et al. 2012). So schildert Rappsilber
(2011), dass ein fehlender Nachweis nicht mit einer tatsdchlichen Abwesenheit der
gesuchten Peptide gleichzusetzen ist. Ein zugrundeliegender Mechanismus hierfiir ist der
vergroBBerte Suchraum fiir Peptide, der durch das Hinzufiigen der Proteinquervernetzer
entsteht, sodass Schwierigkeiten bei der automatisierten Zuordnung der Peptidfragmente
zu Peptiden und Proteinen entstehen (Ramisetty und Washburn 2011). Abbildung 4.2 (A)
zeigt, dass bei Verwendung von Proteinquervernetzern sowohl proteinquervernetzte
Proteine als auch Proteine ohne Assoziation zum Proteinquervernetzer identifiziert wer-
den konnen. Die durch Proteinquervernetzung geschaffenen moglichen Protein-Protein-
Verbindungen, die im Gegensatz zu linearen Peptiden eine aufwendigere und
fehleranfilligere Analyse zur Protein-Identifizierung benotigen (Ramisetty und Wash-

burn 2011), sind in Abbildung 4.2 (B) dargestellt.
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Proteinquervernetzung und damit verbundene Modifi-
kationen von Proteinstrukturen: (A) Schematische Darstellung der Kombination aus Protein-
quevernetzung und MS zur Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen hinsichtlich
proteinquervenetzter Aminosiuren und interagierender Proteine. (B) Schematische Darstellung der durch
Proteinquervernetzer moglichen Modifizierungen von Proteinen. Je nach Verdnderung kann das Protein
samt Interaktionspartner mittels Software-basierter Suche identifiziert werden oder der automatischen

Analyse entgehen (Rappsilber 2011). Die Verwendung der Abbildung erfolgt iiber die Regelung der
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Creative-Commons-Lizenz CC BY 3.0, die Abbildung wurde durch Ersetzen der englischen durch

deutsche Bezeichnungen modifiziert.

Mit Etablierung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten pLink- bzw. pLink2-Software
ist jedoch ein Analyse-Instrument verfiigbar geworden, das den beschriebenen Schwie-
rigkeiten des grolen Suchraums und der Komplexitit der Peptidverdnderungen begegnet.
So konnen mittels pLink2-Software regulidre Peptide, einzeln-vernetzte Peptide, als
Loops verlinkte Peptide und Peptide, die iiber einen Proteinquervernetzer miteinander
verbunden sind, in einer Suche identifiziert werden (Yang et al. 2012; Fan et al. 2015;
Chen et al. 2019). So erwies sich der Einsatz der pLink(2)-Software insbesondere bei
Verwendung von BS3 als Proteinquervernetzer als erfolgreich zur Identifizierung von
proteinquervernetzten Peptiden sowie den genauen Lokalisationen der Proteinquerver-
netzung (Linden et al. 2020; Ma et al. 2020; Wagner et al. 2020). Die Verkniipfung von
Proteinquervernetzung, affinitétsbasierter Anreichung des Zielproteins und MS hat sich
somit durch stetige technische Verbesserungen der Detektionsmethoden zur In-vivo-Cha-
rakterisierung von Proteinkomplexen und deren intra- und intermolekularen Interaktio-
nen erfolgreich gezeigt (Yu et al. 2016; Mashtalir et al. 2018; Wang und Huang 2018).
Allerdings sind fiir eine erfolgreiche Suche nach proteinquervernetzten Peptiden mithilfe
der pLink2-Software grole Mengen an Ausgangsmaterial notig, da unter optimalen Be-
dingungen nur ein geringer Teil der Proteine iiberhaupt proteinquervernetzt wird (sieche
Abbildung 3.3 (A)) und genau diese dann detektiert werden miissen®. Es ist deshalb eine
viel grofere Ausgangsmenge an Material als die im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Menge (von ca. 70 ug pro Probe) notig, um mithilfe von der pLink2-Software protein-

quervernetzte Peptide in einer Probe zu identifizieren.

Es ist dennoch ebenso moglich, dass die Ursache des fehlenden Nachweises auf ein
tatsdchliches Fehlen der PMP22-haltigen hochmolekularen Proteinspezies im IP-Eluat
der spezifischen PMP22-IP nach Proteinquervernetzung zuriickzufiihren ist und nicht auf
die fehlende Nachweisbarkeit. Das Fehlen dieser Proteinspezies im IP-Eluat kann
wiederum unterschiedliche Ursachen haben. Einerseits konnten die proteinquervernetzten
Proteinkomplexe durch die eingesetzten Detergenzien nicht vollstindig solubilisiert

worden sein. Die Solubilisierungsversuche (siehe Kapitel 3.1.2) zeigten jedoch, dass

2 URL: https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/de/; [URL abgerufen am 23.11.2020]

3 Diese Information verdanke ich Herrn Dr. Momchil Ninov, der mich am 04.05.2020 in einem Gespriich
darauf hingewiesen hat.
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durchaus proteinquervernetzte Proteine inklusive PMP22 nach Solubilisierung im
Western Blot vorhanden waren. Diese Erklidrung ist somit unwahrscheinlich. Eine andere
Ursache konnte ein verdndertes Bindungsverhalten des Anti-PMP22-Antikorpers an
PMP22-Molekiile in den proteinquervernetzten Proteinkomplexen im Vergleich zur
Bindung an die PMP22-Monomere sein, sodass sehr wenige bis keine PMP22-Antikorper
an die proteinquervernetzten PMP22-Molekiile binden konnten. Die Proteinquer-
vernetzung konnte auch die Bindestelle des Antikorpers unzugidnglich machen und so
eine Bindung vollstindig verhindern. Wie in Abbildung 4.3 dargestellt, sollte der Anti-
PMP22-Antikorper theoretisch an den C-Terminus von PMP22 und BS3 an die
intrazelluldren Lysine bzw. den N-Terminus (Sinz 2010) binden, sodass die Bindestelle
fiir den Antikorper durch BS3 nicht direkt verlegt werden wiirde. Die genaue Ultra-
struktur von PMP22 ist jedoch nicht bekannt, sodass die Abstinde von den Lysinen zum
C-Terminus des Proteins nicht berechnet werden konnen. Lysinreste haben eine flexible
SeitenkettengroBe von 6 A und das BS3-Molekiil hat eine Abstandslinge von 11,4 A
(Sinz 2010; Yang et al. 2012), sodass vom Lysin ausgehend mind. ca. 17,4 A durch das
an PMP22 bindende BS3-Molekiil ,,verdeckt werden. An das zweite Ende von BS3 ist
idealerweise der Interaktionspartner von PMP22 gebunden. In Abhéngigkeit von der
GroBe des potentiellen Interaktionspartners konnte auch der durch BS3 ortlich fixierte
Interaktionspartner und nicht BS3 selbst die Bindestelle fiir den Antikorper verlegen. Die
nicht-proteinquervernetzten PMP22-Monomere wéren von dieser Blockade nicht
betroffen und konnten weiterhin ungestort gebunden werden. Da sich nur PMP22-
Monomere im IP-Eluat (mittels Western Blot) nachweisen lielen, erscheint diese

Erkldarung plausibel.
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der Bindestellen von BS3 und dem Anti-PMP22-Antikérper
am PMP22-Molekiil: BS3 ist ein homodimerer Proteinquervernetzer, der normalerweise an Lysin und den
N-Terminus von Proteinen bindet (schwarze Pfeile). Der Anti-PMP22-Antikorper (gelb, grau) bindet an
den C-Terminus von PMP22 (schwarzer Pfeil). Die genaue Struktur des PMP22-Molekiils ist nicht eindeu-
tig bekannt, sodass der Abstand zwischen den Lysinen bzw. N-Terminus und dem C-Terminus nicht defi-
nitiv bestimmbar ist. Die durch BS3 gebundenen Proteine in der Ndhe von PMP22 konnten ebenso die
Bindestelle fiir den Antikorper blockieren. Die Abbildungen entstammen Wang et al. (2017), der Amboss
GmbH* und Thermo Fisher Scientific’. Die Verwendung der Abbildungen erfolgt mit freundlicher Geneh-
migung von John Wiley & Sons, der AMBOSS GmbH sowie Thermo Fisher Scientific.

Um diesem Problem zu begegnen konnte die Verwendung eines zerolength-Proteinquer-
vernetzers wie in der Arbeit zur Interaktion von PRX und [34-Integrin von Raasakka et al.
(2019) infrage kommen, da eine kleinere Grof3e des Proteinquervernetzers weniger Ein-

fluss auf andere Bindestellen des Proteins haben konnte. Allerdings wire ein veridndertes

4 Name der Abbildung: Funktion der Immunglobuline; Kapitel: spezifisches Immunsystem, URL:
https://next.amboss.com/de/article/p60LNS#Zc34f7aaccdfc98d372ed9418d6b27b9d; [Kapitel zuletzt
aktualisiert am 16.10.2020, URL abgerufen am 18.11.2020]

> Name der Abbildung: Chemical Structure of BS3 crosslinking reagent, URL: https://www.thermofis-
her.com/order/catalog/product/21580?SID=srch-h;j-21580#/21580?SID=srch-hj-21580; [URL abgeru-
fen am 21.11.2020]
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Antigen-Bindungsverhalten des Antikorpers oder eine Blockade der Antikorper-Bin-
dungsstelle durch den ortlich fixierten Protein-Interaktionspartner auch durch Verwen-

dung solch eines Proteinquervernetzers nicht ausgeschlossen.

4.5.2 Die Anzahl der Massenspektrometrie-Messungen und Abundanz der

detektierten Proteine

Neben dem fehlenden direkten Nachweis von mit BS3 an PMP22 gebundenen Proteinen
sind zwei weitere Aspekte zu diskutieren, welche die Aussagekraft der im Rahmen dieser
Arbeit gezeigten potentiellen Interaktionspartner von PMP22 limitieren. Erstens ist die
Anzahl der MS-Experimente fiir eine statistisch valide Aussage zu gering. Die MS-Mes-
sungen wurden fiir proteinquervernetzte Proben je einmal mit Trypsin und Chymotrypsin
durchgefiihrt bzw. fiir nicht-proteinquervernetzte Proben je zweimal mit Trypsin und
Chymotrypsin. Sie miissen daher vor dem Hintergrund betrachtet werden, dass es sich
um zuféllige und eventuell nicht reproduzierbare Daten handeln konnte. Da der Fokus
dieser Arbeit auf der Etablierung des IP-Protokolls fiir mit BS3 proteinquervernetzte Rat-
ten-Ischias-Homogenisate lag, wurde der Datensatz dennoch so aufgenommen und ist als
Pilotexperiment fiir die folgenden darauf aufbauenden Versuche zu werten. Auch auf-
grund der geringen Wiederholungsanzahl der Versuche wurden die in beiden IP-Listen
vorkommenden Proteine als potentielle Interaktionspartner beschrieben, damit eine rein
zufillig detektierte potentielle Interaktion weniger wahrscheinlich wird. Zweitens werden
bei der MS in der Regel Proteine, die in hohen Mengen im Ausgangsmaterial vorhanden
sind, auch in groBen Mengen detektiert (Cox et al. 2014). Sie sind daher oft als Kontami-
nanten bzw. unspezifisch auftretende Proteine anzusehen. Man kann dieser Schwierigkeit
auf verschiedene Arten begegnen, z.B. indem man die Daten auf die Menge von hiufig
vorkommenden Proteinen normalisiert (Subbotin und Chait 2014). Aufgrund von Mate-
rial-Mangel wurde der Input der hier vermessenen IP-Eluate nicht mitvermessen. Eine fiir
die Auswertung und v. a. den Vergleich der Anreicherungsmengen zwischen den IPs no-
tige Normalisierung dieser Daten auf die Menge im Ausgangsmaterial war daher leider
nicht moglich. Die Literaturrecherche nach Proteom-Daten zu Ratten-Ischias-Nerven als
Abhilfe fiir diese Limitation ergab wenige Ergebnisse. Arbeiten zum Myelin-Proteom in
Mausen (Patzig et al. 2011; Siems et al. 2020) boten zumindest Anhaltspunkte fiir die
Mengen von im Myelin auffindbaren Proteinen und lieen eine Einordnung einiger der
hier detektierten Proteine zu. So konnten (wie bereits erwihnt) MPZ und PRX nicht auf-

grund ihrer Interaktion mit PMP22 sondern wegen hoher Abundanz im Input angereichert
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sein. Diese Einschrinkungen lieBen sich im Rahmen dieser Arbeit leider nicht endgiiltig

ausraumen.

4.5.3 Ausblick auf folgende Experimente

Aus den beschriebenen Limitationen der generierten Daten ergibt sich die Notwendigkeit,
die hier detektierten potentiellen Interaktionspartner von PMP22 zu validieren. So ist an
erster Stelle die Erhohung der Anzahl der bisher durchgefiihrten IP-MS-Versuche inklu-
sive Vermessung des Inputs zu nennen, um eine Normalisierung auf die Abundanz des

jeweiligen Proteins im Homogenisat zu ermoglichen.

Um dem Problem der fehlenden Detektion von iiber BS3 mit PMP22 assoziierter Proteine
zu begegnen, konnten verschiedene Wege eingeschlagen werden. Eine Moglichkeit wire
es, die IP nur aus sicher proteinquervernetzten Homogenisaten durchzufiihren und hierfiir
das Homogenisat nach Solubilisierung mithilfe von GroéBenauftrennungssidulen zu
trennen. Nach der Solubilisierung und vor der IP waren anhand der Western Blots ja noch
hochmolekulare PMP22-haltige Proteinspezies nachweisbar. Es muss hier aber auf die in
Kapitel 4.5.1 diskutierten moglichen Einfliisse von BS3 auf die Antikérperbindung an
PMP22 hingewiesen werden. Sollte das wirklich die Ursache fiir die fehlende Detektion
von PMP22-BS3-Proteinen sein, wiirde die Gro3enauftrennung vor der IP das Problem
nicht I6sen. Eine andere, schon oft angewendete Option, wire es das proteinquervernetzte
Homogenisat (ohne IP) direkt massenspektrometrisch zu vermessen und mittels pLink2
zu analysieren. So beschreiben viele Autoren die Verkniipfung von Proteinquer-
vernetzung und MS als vielversprechendes Mittel zur Identifizierung von Protein-
Protein-Interaktionen aus komplexen Proteinproben (Sinz 2006; Singh et al. 2010;
Rappsilber 2011; Schmidt und Urlaub 2017). Die so identifizierten Proteine als poten-
tielle Interaktionspartner von PMP22 konnten mittels Co-IP (und Colokalisations-
experimenten) bestitigt werden. Um die eingangs gestellte Frage nach der biologischen
Funktion von PMP22 mithilfe der Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen zu
beantworten, sollten nidhere Untersuchungen der interagierenden Proteine im Tiermodell
z.B. mithilfe von Einzel- und Doppel-knock-outs Aufschluss geben. So konnten neue
Therapieansitze, die auf das Wiederherstellen der physiologischen Funktion von PMP22

abzielen, fiir Patienten, die an der CMT1A-Erkrankung leiden, entwickelt werden.
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S  Zusammenfassung

Die héufigste hereditire Neuropathie, die Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Typ 1A, ist
durch eine Duplikation des fiir das peripheral myelin protein 22 (PMP22) codierenden
Gens bedingt. Trotz jahrzehntelanger Forschung ist die Funktion des Transmembranpro-
teins PMP22 und damit einhergehend der pathophysiologische Mechanismus der Erkran-
kung nach wie vor nicht endgiiltig entschliisselt und es gibt bislang neben allgemeinen
Therapiemalinahmen nur wenig klinisch erprobte Wirkstoffe zur Behandlung. Um die
biologische bzw. pathophysiologische Funktion eines Proteins zu entschliisseln und somit
neue Therapieansitze zu begriinden, ist u. a. die Untersuchung der Protein-Protein-Inter-

aktionen des Zielproteins sinnvoll.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher ein Protokoll zur Identifizierung von In-vivo-
Interaktionspartnern von PMP22 im peripheren Nerven der Ratte entwickelt, welches auf
Immunoprizipitation und anschlieBender Massenspektrometrie basierte. Um den Einsatz
denaturierender Detergenzien zur Anreicherung des Transmembranproteins PMP22 vor
der Immunoprizipitation zu ermdglichen und um transiente sowie schwache Protein-
Protein-Interaktionen von PMP22 zu bewahren, wurde ein Proteinquervernetzungsschritt
zur kovalenten Verkniipfung von PMP22 und dessen benachbarten Proteinen etabliert.
Neben der Proteinquervernetzung wurde die Solubilisierung fiir PMP22 und die
Immunoprizipitation selbst mit und ohne Proteinquervernetzung optimiert. Hierbei
zeigten die verwendeten Detergenzien unterschiedliche Wirksamkeit und Natrium-
dodeylsulfat-Polyacrylamid war als einziges Detergenz in der Lage, PMP22 aus
proteinquervernetzten Homogenisaten zu solubilisieren. In nicht-proteinquervernetzten
Proben zeigte Dodecyl-B-D-maltosid das beste Solubilisierungsergebnis. Die Immuno-
prazipitationsprotokolle wurden durch Optimierung des Einsatzes von Antikorper-
Mengen und Dynabeads etabliert. Die durch die optimierten Immunoprizipi-
tationsverfahren gewonnenen Proben aus Ratten-Ischias-Nerven wurden dann massen-
spektrometrisch vermessen, um erstmalig das gesamte Interaktom von PMP22 zu
untersuchen. Die Analyse der probatorischen Massenspektrometrie-Ergebnisse legte eine
Funktion von PMP22 bzw. dessen Interaktionspartnern fiir Zell-Zell-Adhisionen, Fokal-
Adhédsionen und das Aktin-Zytoskelett sowie fiir die Regulation intrazelluldrer
Signalkaskaden nahe. Konkret wurden u. a. myelin protein zero, Periaxin, 14-3-3-
Proteine und das Aktin-bindende Protein Cofilin-1 spezifisch in den PMP22-

Immunoprizipitationen angereichert. Interaktionen von PMP22 mit myelin protein zero
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und Perixaxin konnten die Funktion von PMP22 als Myelinarchitektur-Stabilisator
erklaren, wihrend die Interaktion von PMP22 mit 14-3-3-Proteinen und/oder Cofilin-1
die molekularen Korrelate der bei der Charcot-Marie-Tooth-1A-Erkrankung gestorten
Schwann-Zell-Ausrichtung, Formgebung und Polarisierung in der Entwicklung des
Ischias-Nerven darstellen konnten. Mithilfe des im Rahmen dieser Arbeit etablierten
Protokolls und der fiir PMP22 etablierten Proteinquervernetzung sollte es in folgenden
Arbeiten moglich sein, die hier diskutierten Interaktionspartner zu validieren und somit
neue Therapieansitze zur Behandlung der Charcot-Marie-Tooth-1A-Erkrankung zu

begriinden.
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