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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Hauptfunktion der Oligodendrozyten im zentralen Nervensystem ist die
Myelinisierung. Dabei umwickelt die Zelle mit Auslaufern ihrer Plasmamembran mehrmals
die Axone. In den Phasen der aktiven Myelinisierung produziert ein Oligodendrozyt eine
Flache wvon 5000-50000 pm? Myelin pro Tag, wobei groBe Mengen der
Myelinkomponenten uber vesikuldren Transport zur Zelloberflache transportiert werden
mussen. Die Fusion der Vesikel mit ihrer Zielmembran wird durch SNARE-Proteine
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor proteins)
kontrolliert, die durch spezifische Interaktionen zwischen R- (Vesikel) und Q-
(Zielmembran) SNAREs auch zur Spezifitdt der Fusion beitragen.

Um die SNAREs den oligodendroglialen Transportrouten zuzuordnen, wurde deren
Expression, Regulation und subzellulare Lokalisation in primaren Oligodendrozyten, in
Oli-neu Zellen und im Myelin untersucht. Die Plasmamembran-Q-SNAREs Syntaxin 3,
Syntaxin 4 und SNAP23, sowie das endosomale R-SNAREs VAMP3 zeigten eine
zunehmende Expression im Verlauf der Oligodendrozytenreifung, die Expression von
SNAP29 hingegen verminderte sich. Zudem akkumulierten die SNARE-Proteine Syntaxin
2, Syntaxin 3, Syntaxin 4 und VAMP7 im adulten Myelin, was fur ihre Beteiligung an der
Myelinisierung spricht. Co-Immunpréazipitationen ergaben u.a. Interaktionen zwischen
den SNARE-Proteinen VAMP3 (R), Syntaxin 4 (Q,) und SNAP23 (Qu.). Anhand der
beschriebenen Analyse konnten die SNARE-Proteine den oligodendroglialen
Transportwegen zugeordnet werden.

Immunzytochemische Analysen zeigten, dass das Hauptmyelinprotein PLP mit dem R-
SNARE des Recycling Endosoms VAMP3, und mit dem spat endosomal, lysosomalen
SNARE VAMP7 kolokalisiert. Um deren Rolle im PLP-Transport zu untersuchen, wurden
verschiedene VAMP3- bzw. VAMP7-Silencing-Experimente durchgefuhrt. In beiden Féllen
fuhrte dies zu einer reduzierten Menge an PLP an der Zelloberflache. Die Ergebnisse
lassen somit auf zwei unabhangige Transportwege fur PLP zur Plasmamembran von
Oligodendrozyten schlieBen. Der VAMP7-abhangige PLP-Transport wurde zusatzlich in
vivo in AP38-defizienten Mausen, welche VAMP7 fehlsortieren, Uberprift. Die Gehirne der
mutanten Mause enthielten weniger Myelin, das isolierte Myelin enthielt weniger PLP und
CNP. VAMP7 scheint also bei der Myelinisierung die Fusion von PLP- und CNP-

enthaltenden Vesikeln mit der Myelinmembran zu vermitteln.
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2 Einleitung

Das Nervensystem ist ein hierarchisch gegliedertes System verbundener Neurone. Es ist
far die Aufnahme und Weiterleitung von Reizen, fur die Erregungsverarbeitung, fur die
Aktivierung von Muskeln, sowie fur die Koordination und Aufrechterhaltung von
Organfunktionen vielzelliger Organismen zusténdig. Das Nervensystem gliedert sich in
das periphere (PNS) und das zentrale Nervensystem (ZNS) und besteht aus zwei
Grundtypen von Zellen, den Neuronen und den Gliazellen. Neurone sind auf die
Weiterleitung von elektrischen Reizen spezialisiert. Gliazellen machen den Hauptanteil
der Gehirnzellen aus und lassen sich in drei Subtypen aufteilen: Astrozyten, Mikroglia

und Oligodendrozyten.

2.1 Oligodendrozyten

2.1.1 Funktionen im Zentralen Nervensystem

Die Hauptfunktion der Oligodendrozyten im zentralen Nervensystem ist die sogenannte
Myelinisierung, eine Isolierung der Axone. Dieser Vorgang findet in periodischen
Abstédnden am Axon statt und ermdglicht die saltatorische Erregungsleitung, welche die
Geschwindigkeit der Signalweiterleitung des Neurons optimiert (Nave and Trapp, 2008;
Simons and Trotter, 2007). Neben der Myelinisierung erfullen Oligodendrozyten jedoch
auch zahlreiche weitere Funktionen wie 2z.B. Neuroprotektion, ohne die es zur
Degeneration der Axone kommt (Yin et al., 2006). Gliazellen unterstiitzen das Uberleben
der Neurone (,axonal support®). Dies zeigen Mausmutanten, wie z.B. Knockouts der
zyklischen Nukleotidphosphodiesterase (CNP, 27,37 -cyclic-nucleotide-3-phospho-
diesterase), in denen die Ultrastruktur des Myelins unverdndert ist, die Axone hingegen
sogenannte ,axonal swellings”, spezifische morphologische Veranderungen, aufweisen
(Lappe-Siefke et al., 2003). Oligodendrozyten senden Signale an Neurone, durch welche
es zu Umstrukturierungen z.B. im Bereich der Ranvierschen Schnirringe kommt (Kap.
2.2.1) (Schafer and Rasband, 2006). So sezernieren Oligodendrozyten Idsliche Faktoren,
welche die Akkumulation von lonenkanélen induzieren (Kaplan et al., 2001). AuRerdem
kommt es zu Interaktionen zwischen glialen und axonalen Zelladh&sionsmolekilen,
welche anschlieRend durch Interaktionen mit Proteinen des Zytoskeletts und Scaffolding-
Proteinen, wie z.B. Ankyrine und Spektrine stabilisiert werden (Rasband et al., 1999;
Susuki and Rasband, 2008). Neuste Studien zeigen, dass Oligodendrozyten-Vorlaufer-

Zellen (OPC, oligodendrocyte precursor cell) die das Proteoglykan NG2 exprimieren,
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sogenannte Axon-Glia-Synapsen mit glutamatergen und GABA-ergen Neuronen bilden
(Bergles et al., 2000; Paukert and Bergles, 2006). Die Zellen sind méglicherweise in der
Lage Aktionspotentiale zu generieren (Karadottir et al., 2008). Eine weitere Funktion von
Oligodendrozyten liegt in der Regulation der Signalweiterleitung in Axonen. Dies soll zu
einer verbesserten Synchronitat zwischen den myelinisierten Axonen fuhren (Fields,
2008; Yamazaki et al., 2007). Ob sich diese Funktionen der Oligodendrozyten jedoch

bestatigen bleibt abzuwarten.

2.1.2 Herkunft und Differenzierung

Oligodendrozyten entspringen der Ventrikular- und Subventrikularzone des zentralen
Nervensystems (Miller, 2002). Sie werden durch Gradienten der Transkriptionsfaktoren
sonic hedgehog (Shh) und BMP (bone morphogen protein), die wiederum zur Expression
der Transkriptionsfaktoren Oligl, Olig2 und der Sox-Familie fuhren, determiniert und
migrieren zur ihrem Zielort (McTigue and Tripathi, 2008; Nicolay et al., 2007). Sind die
Zellen an ihrem Zielort angekommen, beginnen die Vorlauferzellen zu differenzieren, was
an der zunehmenden Zahl und der Komplexitat der Fortsatze deutlich wird. Zudem
vermindert sich die Expression von PDGFoR (platelet-derived growth factor-« receptor)
und NG2 (nerve-glia antigen 2). Wahrend der Differenzierung durchlaufen die Zellen
mehrere Phasen, die durch die Expression spezifischer Marker und eine bestimmte
Morphologie gekennzeichnet sind (Pfeiffer et al., 1993). Mehr und mehr werden
spezifische Myelinproteinen, wie z.B. PLP (proteolipid protein), MAG (myelin-associated
glycoprotein), MBP (myelin basic protein) und MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein)
exprimiert. Die als reife Oligodendrozyten bezeichneten Zellen kénnen zuletzt von nicht-
myelinisierenden Oligodendrozyten zu myelinisierenden Zellen differenzieren. Dieser
Schritt benétigt jedoch den Kontakt zum Axon (Baumann and Pham-Dinh, 2001).

Dennoch differenzieren Oligodendrozyten in vitro auch ohne Neurone. Die Zellen
scheinen eine innere Uhr zu besitzen, die das Ende der Proliferation und den Ablauf der
Differenzierung steuert. Dieser Prozess wird in vivo jedoch durch externe Faktoren
reguliert. Da mehr Oligodendrozyten differenzieren als notig, dienen die Signale v.a. der
Abstimmung der Zahl an Oligodendrozyten zur myelinisierenden Flache. Durch den
Mangel an Uberlebensfaktoren werden uberflissige Zellen apoptotisch (Barres et al.,
1992; McTigue and Tripathi, 2008). Es existieren zahlreiche Faktoren, die sowohl von
Neuronen als auch von Astrozyten sezerniert werden, so z.B. PDGF-A (platelet-derived
growth factor A), bFGF (basic FGF) und NT-3 (Neutrophin-3). Auch IGF-1 (insulin-like
growth factor-1) und Neureguline (NRG) spielen eine wichtige Rolle (Baron et al., 2005;
Colognato and ffrench-Constant, 2004; Miller, 2002). Eine weitere Regulation wird durch

den Notch-Signhalweg gewaéhrleistet. Oligodendrozyten-Vorlaufer exprimieren den Notch-
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1-Rezeptor, der mit dem axonalen Liganden Jagged 1 interagiert. Dies fuhrt zu einer
Inhibition der oligodendroglialen Differenzierung. Soll ein Axon myelinisiert werden, wird
die Expression von Jagged-1 vermindert, so dass der Oligodendrozyt das
Differenzierungsprogramm startet. Somit kénnen Neurone die Myelinisierung zeitlich
steuern (Wang et al., 1998). Die Umhullung der Axone kann durch eine Inhibition der y-
Sekretase verstarkt werden. Dies konnte einer Remyelinisierung bei demyelinisierenden
Erkrankungen wie Multipler Sklerose (MS) dienen. In EAE-Mausen (experimental
autoimmune encephalomyelitis, MS-Maus-Modell) konnten Inhibitoren der y-Sekretase
bereits eine Verbesserung des Krankheitsverlaufs erwirken (Barres, 2008; Watkins et al.,
2008).

2.2 Myelin

Myelin wurde zum ersten Mal 1717 beobachtet und von Leeuwenhoek als ,fatty part* um
Neurone bezeichnet (McTigue and Tripathi, 2008). Heute weill man, dass Myelin aus
spiralig gewundenen oligodendroglialen Fortsatzen besteht und viele Funktionen im
zentralen Nervensystem ubernimmt. Die spezifische Ultrastruktur des Myelins ermdoglicht

die saltatorische Erregungsleitung.

2.2.1 Struktureller Aufbau

Im Verlauf der Mpyelinisierung umwickeln Oligodendrozyten mit Auslaufern ihrer
Plasmamembran spiralformig das Axon an bestimmten Bereichen, den Internodien.
Stellen des Axons die nicht myelinisiert sind, werden als Ranviersche Schnirringe
bezeichnet (Abb. 2.1 A, B). Ein Oligodendrozyt kann bis zu 40 verschiedene Axone
myelinisieren (Baumann and Pham-Dinh, 2001; Salzer, 2003). AnschlieBend wird das
Zytoplasma zwischen den beiden Membranen herausgedrangt (Kompaktierung), und das
kompakte Myelin entsteht. Es weist eine spezifische elektronenmikroskopische
Ultrastruktur auf, bei der die zusammengelagerten zytoplasmatischen Membran-
oberflachen die ,major dense line* und die extrazellularen Membranoberflachen die
sintraperiod line* bilden (Abb. 2.1 C). Dennoch bleiben Bereiche des Myelins
unkompaktiert. Dazu zahlen das auflere sowie das innere Mesaxon und die, direkt am
Ravierschen Schnurring liegenden, Paranodien (Arroyo and Scherer, 2000). Das &ul3ere
Mesaxon stellt eine zytoplasmatische Verbindung zum Oligodendrozyten-Zellkérper und
den Paranodien her. Es enthélt Mikrotubuli und weitere Zytoskelettkomponenten sowie
Mitochondrien, die fir den Erhalt der Internodien notwendig sind. Das innere Mesaxon

und die Paranodien stellen Uber eine Anreicherung von Zelladhasionsmolekilen den
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direkten Kontakt zum Axon her (Poliak and Peles, 2003; Salzer, 2003; Susuki and
Rasband, 2008). Der Bereich neben den Paranodien wird als Juxtaparanodium bezeichnet
(Abb. 2.1 C, D).

Oligodendrozyt Oligodendrozyt Myelin
Neuron AT“ Synapse
y %
intraperiod line Ranvierscher " Ranvierscher
8 Schniirring auBeres Schnurring

major dense line Mesaxon

Internodium Paranodien inneres kompaktes
Juxtaparanodien Mesaxon Myelin

Abb. 2.1: Schematische Darstellung von myelinisierenden Oligodendrozyten

(A) Die Myelinmembran entsteht durch die mehrmalige Umwindung der oligendroglialen Plasmamembran um
das Axon. Dabei umgibt Myelin das Axon an vielen Stellen, den sogenannten Internodien. Dazwischen bleiben
freie Bereiche, die Ranvierschen Schnirringe. Oligodendrozyten kdénnen mehrere Internodien pro Axon
umwinden. (B) Querschnitt durch ein myelinisiertes Axon. (C) Langsschnitt durch ein myelinisiertes Axon im
Bereich des Ranvierschen Schnirrings. Die Paranodien, Juxtaparanodien und das Internodium sind markiert.
Das kompakte Myelin ist durch die ,major dense line“ und die ,intraperiod line* klar zu erkennen. Zu den
nichtkompakten Bereichen gehdren die Paranodien, sowie das &ufllere und innere Mesaxon. Modifiziert nach
(Maier et al., 2008; Poliak and Peles, 2003). (D) Elektronenmiskroskopische Aufnahme eines axonalen

Langsschnitts im Bereich des Ranvierschen Schnuirrings (Peter et al., 1976).

2.2.2 Biochemische Zusammensetzung

Neben der spezifischen Ultrastruktur des Myelins, weist dieses auch eine
charakteristische biochemische Zusammensetzung auf. So machen Lipide ca. 70-80%
des Myelintrockengewichtes aus. 25-30% der Lipide stellen die Glykosphingolipide (GSL)
Galaktosylceramid (GalCer) und dessen Sulfatidderivat dar. Ein weiterer Hauptbestandteil
ist Cholesterin (de Vries and Hoekstra, 2000; Maier et al., 2008). Die spezifische
Lipidkomposition ist verantwortlich fuar die isolierenden Eigenschaften der
Myelinmembran. Zudem zeigen die verschiedenen Subdomanen des Myelins

unterschiedliche Lipidkompositionen. So weist das &uRere Mesaxon der Myelinmembran
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ein Verhaltnis der Glykosphingolipide zu Cholesterin zu Phospholipiden von 4:5:1 auf. Im
inneren Mesaxon zeigt sich eine Verteilung von 0:3:7 (de Vries and Hoekstra, 2000).

Die Proteinkomposition der Myelinmembran ist relativ einfach (Abb. 2.2 A). Es existieren
nur wenige Proteine, welche eine spezifische Lokalisation in unterschiedlichen
Subdoménen des Myelins aufweisen. PLP (proteolipid protein) und MBP (myelin basic
protein) machen mit 80% des Gesamtmyelinproteins den grof3ten Anteil aus (Maier et al.,
2008). Beide sind im kompakten Myelin der Internodien lokalisiert. Das
Hauptmyelinprotein PLP / DM20 (insgesamt 50% des Gesamtmyelinproteins) soll im
folgenden Kapitel (Kap. 2.2.3) genauer beschrieben werden, da im Rahmen dieser Arbeit
v.a. dieses Protein untersucht wurde. Auf die Ubrigen Myelinproteine soll nun kurz
eingegangen werden.

Das arginin- und lysinreiche Protein MBP (myelin basic protein) macht 30% des
Gesamtmyelinproteins aus (Zearfoss et al., 2008). In der Maus existieren 4 Isoformen,
die durch alternatives Splicing des MBP-Gens entstehen (14, 17, 18,5 und 21,5 kDa),
wobei die Isoformen der GrélRen 14 und 18,5 kDa den Hauptanteil ausmachen (95%)
(Baumann and Pham-Dinh, 2001). MBP ist ein zytoplasmatisches, peripheres
Membranprotein (Abb. 2.2 A), das fur die Strukturerhaltung der major dense line
erforderlich ist, indem es mit seinen positiven Ladungen an die negativ geladenen Lipide
bindet und die gegenuberliegenden Membranseiten aneinander fuhrt. Neuste Studien
zeigen auch eine Interaktion mit Aktin, Tubulin, Ca®*"-Calmodulin und Clathrin. Das
Myelinprotein Ubernimmt eine Funktion bei der Ubertragung von extrazellularen Signalen
an das Zytoskelett (Boggs, 2006; de Vries and Hoekstra, 2000). MBP-Knockout-Mause
(shiverer), in denen eine Deletion des MBP-Gens vorliegt, zeigen keine Myelinbildung,
was mdoglicherweise u.a. auf ein fehlendes Clustering der Galaktosylceramide (GalCer)
zurtckzufuhren ist (Fitzner et al., 2006).

Einen weiteren wichtigen Bestandteil des Myelins bilden die Glykoproteine MAG (myelin-
associated glycoprotein) und MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein) (Quarles,
1997). MAG (myelin-associated glycoprotein) macht 1% des Gesamtmyelinproteins im
zentralen Nervensystem aus und besteht aus einer Transmembrandoméne und einem
extrazellularen Teil mit funf Ig-Domé&nen (Abb. 2.2 A). Durch alternatives Splicing
entstehen zwei Isoformen, L-MAG (large, 72 kDa) und S-MAG (small, 67 kDa) wobei in
Nagetieren die grofRe Isoform fruher exprimiert wird. Die beiden Isoformen unterscheiden
sich in ihrer zytoplasmatischen Doméne. Die Lokalisierung von MAG beschrankt sich auf
das innere Mesaxon, was auf seine Rolle bei der axo-glialen Interaktion hinweist
(Baumann and Pham-Dinh, 2001; Trapp et al., 1989). MAG-Knockout-Mause zeigen
keinen starken Phanotyp, es kommt zu fehlenden oder deformierten inneren Mesaxonen
(Li et al., 1994; Montag et al., 1994). Die Funktion von MAG ist noch nicht hinreichend

geklart, man geht davon aus, dass das Protein bei der Findung von Axonen die
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myelinisiert werden sollen beteiligt ist. MAG verbessert die Axon-Myelin-Stabilitat,
inhibiert hingegen aber auch die Axon-Regeneration nach Verletzungen. Dazu interagiert
MAG mit den Mitgliedern zweier Rezeptorproteinfamilien, Sialoglykane (z.B. Ganglioside
GD1l1a und GD1b) und Nogo-Rezeptoren (Mehta et al., 2007; Schnaar and Lopez, 2009).
Desweiteren ist auch eine Funktion von MAG in Demyelinisierungsprozessen mdglich, da
in Multiple Sklerose-Patienten eine ldsliche Form von MAG im CSF (cerebrospinal fluid)
erhoht ist (Moller, 1996).

Das 28 kDa grof3e, glykosylierte Protein MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein)
kommt ebenfalls im Myelin vor (Birling et al., 1993). Es besitzt eine N-terminale,
extrazellulare 1g-Domaéane, eine hydrophobe Domane, die nur die intrazellulare Membran-
Halfte durchzieht, und einen hydrophilen C-Terminus (Pham-Dinh et al., 1993) (Abb. 2.2
A). MOG ist an der &ulRersten Lamelle des kompakten Myelins lokalisiert (Brunner et al.,
1989), an der die extrazellulare Domane mit potentiellen Liganden interagieren kann.
MOG dient als Zelloberflachenrezeptor, der Signale an den Oligodendrozyten Ubermittelt
(Marta et al., 2005). Zudem fungiert MOG als Autoantigen bei demyelinisierenden
Erkrankungen wie Multipler Sklerose (von Budingen et al., 2001). MOG-Knockout-Mause
zeigen keine klinischen oder histologischen Auffalligkeiten (Delarasse et al., 2003).

CNP (2'3’-cyclic-nucleotide-3’-phosphodiesterase) macht ca. 4% des Gesamtmyelin-
proteins aus. Es existieren zwei Isoformen (CNP1 und CNP2) der GroRRen 46 kDa und 48
kDa von denen v.a. CNP1 post-translational acyliert, isoprenyliert und phosphoryliert
wird (Braun et al., 1991). Die Lokalisation von CNP beschrankt sich auf zyplasmatische
Bereiche des nicht-kompakten Myelins und die Paranodien (Trapp et al., 1988). Die
physiologische Funktion von CNP scheint unabhangig von dessen Enzymaktivitat zu sein,
da das Substrat, 2’3’-zyklisches Nukleotid, nicht im Gehirn lokalisiert ist. CNP soll eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung der paranodalen-axoglialen Strukturen spielen (Rasband
et al., 2005). Interaktionen von CNP mit Tubulin beeinflussen aul’erdem das Wachstum
der oligodendroglialen Fortsatze (Lee et al., 2005), die Bindung von CNP an mRNAs soll
deren Expression in differenzierenden Oligodendrozyten regulieren (Gravel et al., 2008).
CNP-Knockout-Mause zeigen keine Veranderungen der Myelin-Ultrastruktur, sondern
sogenannte ,axonal swellings®. Spater kommt es zu einer Degeneration der Axone
(Lappe-Siefke et al., 2003).

Neben den beschriebenen Proteinen existieren weitere Myelinproteine (Roth et al., 2006;
Taylor et al., 2004), wie u.a. MOBP (myelin-associated oligodendrocyte basic protein)
(Yamamoto et al., 1994), MAL (myelin and lymphocyte protein), OSP (oligodendrocyte-
specific protein, Claudin-11) (Bronstein et al., 1997), Connexin32 (Dermietzel et al.,
1997), OMgp (oligodendrocyte-myelin glycoprotein) (Mikol et al., 1990) und MOSP
(myelin/oligodendrocyte specific protein) (Dyer et al., 1991) (Baumann and Pham-Dinh,
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2001). Neuste Studien zeigen zudem Sirtuin2 als ein weiteres Myelinprotein, welches

PLP-abhangig im Myelin exprimiert wird (Roth et al., 2006; Werner et al., 2007).
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung ausgewahlter Myelinproteine

(A) Ausgewahlte Myelinproteine und ihre Topologie in der Myelinmembran. (B) Genauere schematische
Darstellung des Hauptmyelinproteins PLP/DM20. Gezeigt sind: Disulfidbricken (gelbe Kugeln), acylierte
Cysteine (blaue Kugeln), Bindestellen fur den aa3- und den O10-Antikérper und die PLP-spezifische Doméne (in

DM20 nicht vorhanden, grin). Modifiziert nach (Baumann and Pham-Dinh, 2001; Garbern, 2007).
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2.2.3 Proteolipid Protein (PLP)

Das Hauptmyelinprotein PLP (proteolipid protein) macht 50% des Gesamtmyelinproteins
aus und ist im kompakten Myelin lokalisiert. Das X-chromosomale PLP1-Gen kodiert zwei
Isoformen, PLP (26 kDa) und die 35 Aminosauren kirzere Isoform DM20 (20 kDa). PLP /
DM20 besitzen einen stark hydrophoben Charakter, und werden durch Acylierung von
mehreren Cysteinen an der Membran verankert (Garbern, 2005) (Abb. 2.2 B). Beide
Isoformen weisen vier helikale Transmembrandoménen, drei intrazellulare und zwei
extrazellulare Doméanen auf (N- und C-Terminus eingeschlossen). Die physiologische
Funktion von PLP ist noch nicht hinreichend geklart. Man geht davon aus, dass PLP eine
wichtige Rolle bei der Stabilisierung und Aufrechterhaltung des Myelins spielt (Griffiths et
al., 1998a; Klugmann et al., 1997). PLP-Knockout-Mause zeigen, angesichts der starken
Expression des Proteins im Myelin, einen erstaunlich milden Phanotyp. Die Tiere
verhalten sich bis zum Alter von 15 Monaten normal, erst dann entwickeln sie eine
progressive Schwache der Extremitaten (Garbern, 2005; Griffiths et al., 1998b;
Rosenbluth et al., 2006). Betrachtet man die Myelinisierungsprozesse in den Null-
Mutanten, so verlaufen diese normal. Die Ultrastruktur des Myelins ist lediglich leicht
verédndert. Interessanterweise kommt es zu axonalen, morphologischen Veranderungen,
sogenannten ,axonal swellings“. Spater zeigen die Tiere eine Degeneration der Axone
(Garbern et al., 2002), welche auch in Patienten mit PLP-Defizienz zu erkennen ist. Dabei
sind meist die Beine stérker betroffen, was zu der Annahme fuhrt, dass v.a. lange Axone
beeintrachtigt sind. Mutationen im humanen PLP1-Gen fuhren zu dysmyelinisierenden
Erkrankungen (fehlerhafte Myelinisierung) wie z.B. die Pelizaeus-Merzbacher Krankheit
(PMD, pelizeaus merzbacher disease) oder die Typ-2 Spastische Paraplegie (SPG-2,
spastic paraplegia type-2) (Garbern, 2005; Garbern, 2007; Kramer-Albers et al., 2006;
Werner et al., 1998). Existierende Mausmutanten zeigen dabei verschiedene Starkegrade
der Phanotypen. Die naturliche Mausmutante ,jimpy-msd“ zeigt z.B. einen starken
Phanotyp, der sich durch einen Tremor, Krampfe und dem Tod der Tiere nach drei bis
vier Wochen auflert. Die Mutante ,rumpshaker” hingegen zeigt einen milden Phanotypen
mit Ataxien aber einer normalen Lebenserwartung (Duncan, 2005; Kramer-Albers et al.,
2006). Dabei korreliert die Starke der Phanotypen mit den zu beobachtenden
Myelindefekten. Zudem kann in den stark beeintrachtigten Mutanten ein apoptotischer
Tod der Oligodendrozyten beobachtet werden, nicht aber in nur schwach beeintrachtigten
Tieren (Knapp et al., 1986). Wahrscheinlich folgt die Apoptose auf eine zu starke
Akkumulation des mutanten, fehlgefalteten PLP im rauen endoplasmatischen Retikulum
(rER) (Southwood et al., 2002).
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2.3 Myelinisierung

Alle heutigen Vertebraten myelinisieren die Axone des zentralen und peripheren
Nervensystems. Lediglich noch existierende Urfische wie z.B. das Neunauge oder der
Schleimaal haben kein Myelin (Bullock et al., 1984; Nave and Trapp, 2008). Welche
Axone im zentralen Nervensystem myelinisiert werden hangt von der Gehirnregion ab. So
werden in der weillen Substanz lediglich groRe Axone myelinisiert, im optischen Nerv
oder im Cortex auch kleinere Axone (Nave and Trapp, 2008). Die Myelinisierung kann in
vier Teilabschnitte unterteilt werden. Zunachst erfolgen die Erkennung des zu
myelinisierenden Axons und die Anheftung an dieses. AnschlieBend synthetisiert der
Oligodendrozyt grof3e Mengen der Myelinkomponenten und transportiert diese zum Axon.
Es folgt die Umwicklung des Axons und zuletzt die Kompaktierung, bei der das
Zytoplasma zwischen den Membranschichten herausgequetscht wird (Arroyo and
Scherer, 2000; Simons and Trotter, 2007).

Diese Vorgange passieren nicht zufallig in den Zellen. Eine Reihe von unterschiedlichen
Regulationsmechanismen wirkt positiv oder negativ auf den Myelinisierungsprozess ein.
Bei der Auswahl des zu myelinisierenden Axons spielt u.a. der Axondurchmesser eine
wichtige Rolle. Es werden nur Axone myelinisiert, die einen Durchmesser von mehr als
0,2 pm Uberschreiten. So kann zudem ausgeschlossen werden, dass Dendriten
myelinisiert werden. Zur Erkennung des Axons im peripheren Nervensystem dient das
auf der axonalen Oberflache exprimierte Protein Neuregulinl Typlll (NRG1 typelll)
(Taveggia et al., 2005). Gleichzeitig wird durch die Expression von NRG1 die Dicke der
Myelinschicht bestimmt, die synthetisiert wird (Michailov et al., 2004). Transgene Mause
mit einer reduzierten NGR1-Expression zeigen daher eine Hypomyelinisierung, eine
Uberexpression des Proteins fiihrt zu einer dickeren Myelinschicht. Ein weiterer wichtiger
Mechanismus zur Regulation des Myelinisierungsprozesses ist die elektrische Aktivitat des
Axons (Demerens et al., 1996), durch die es zur Sekretion pro-myelinisierender Faktoren
wie Adenosin kommt (Stevens et al., 2002). Zudem sezernieren Astrozyten als Antwort
auf die elektrische Aktivitdat des Neurons LIF (leukemia inhibitory factor), was die
Myelinisierung von Oligodendrozyten stimuliert (Barres, 2008; Ishibashi et al., 2006).
Defekte in diesem Mechanismus filhren zu Dysmyelinisierungen (Nave and Trapp, 2008).
Neben diesen regulatorischen Mechanismen wirken weitere fordernde oder inhibitorische
Faktoren auf die Myelinisierung ein (Coman et al., 2005; Rosenberg et al., 2006). So
wird die Myelinisierung durch die Anwesenheit von axonalem PSA-NCAM (polysialylated-
neural cell adhesion molecule) inhibiert (Charles et al., 2000; Nave and Trapp, 2008),
das Neurotrophin NGF (nerve growth factor) hingegen stimuliert diese (Chan et al.,
2004).
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2.4 Sortierung von Myelinkomponenten

Wahrend der aktiven Phase der Myelinisierung produziert jeder Oligodendrozyt eine
Flache von 5000-50000 pm? Myelin pro Tag (Pfeiffer et al., 1993). Dabei missen alle
Myelinkomponenten kontrolliert transportiert werden. Dies bedarf eines genauen
Transportmechanismus vom Ort der Synthese zur wachsenden Myelinmembran (Anitei
and Pfeiffer, 2006; Kramer et al., 2001). Hinzu kommt, dass die unterschiedlichen
Komponenten auch in verschiedene Subdomanen der Myelinmembran eingebracht
werden mussen. So sind in der Myelinmembran z.B. PLP/DM20 und MBP im kompakten
Myelin lokalisiert, MAG hingegen im inneren Mesaxon. Wie der Oligodendrozyt diesen
Transport organisiert ist noch nicht hinreichend geklart. Im Folgenden sollen jedoch
bereits bekannte Transportmechanismen kurz beschrieben werden.

Das Myelinprotein MBP wird in Form der mRNA zur Myelinmembran transportiert. Dazu
ist die mMRNA in sogenannte ,granules” gepackt (Ainger et al., 1997; Ainger et al., 1993;
Carson et al., 2001). Die Translation der mRNA erfolgt durch einen, durch die Src-Kinase
Fyn vermittelten, Signalweg. Durch einen axo-glialen Kontakt kommt es dabei zu einer
ortsspezifischen Translation des Proteins (White et al., 2008).

Das zweite Hauptmyelinprotein PLP wird durch vesikuldren Transport zur Myelinmembran
transportiert (Colman et al., 1982). Dazu tragt PLP am N-Terminus eine 13 Aminosauren
lange Myelin-Signalsequenz, die nach Palmitylierung ausreicht, um PLP zum Myelin zu
leiten (Schneider et al., 2005). Aullerdem kann eine Assoziation mit Cholesterol und
Galaktosylceramiden im Golgi-Apparat beobachtet werden (Simons et al., 2000; Simons
and Trajkovic, 2006). Zahlreiche Studien postulieren daher eine Beteiligung von ,Lipid
rafts“ am Transport von PLP (Marta et al., 2003; Simons et al., 2002; Simons et al.,
2000). Das Myelinprotein wird zunachst, in die spaten Endosomen, Lysosomen
endozytiert und anschlieBend signalabhangig zur Plasmamembran transportiert. Die
oligodendrogliale PLP-Endozytose wird dabei vermindert, die Exozytose verstarkt (Simons
and Trajkovic, 2006; Trajkovic et al., 2006).

Neben PLP werden auch die Myelinproteine MAG und MOG auf ihrem Transport zur
Myelinmembran zunachst endozytiert. So finden sich PLP und MAG nach der Endozytose
in LAMP1-positiven spaten Endosomen, Lysosomen, MOG hingegen im Transferrin-
Rezeptor-positiven Recycling Endosom. Dabei verlauft die Endozytose von MAG und MOG
clathrin-abhéngig, die von PLP clathrin-unabhangig, aber cholesterol-abhéangig. Da die
drei Proteine im Myelin in unterschiedlichen Subdomanen lokalisiert sind, geht man
davon aus, dass das unterschiedliche Recycling dazu dient, die Proteine fir die

verschiedenen Transportwege vor zu sortieren (Winterstein et al., 2008).
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2.5 Vesikularer Transport

Der Transfer von Material zwischen den Organellen wird durch Transportvesikel
gewahrleistet. Der Transport kann in vier unterschiedliche Abschnitte unterteilt werden:
das Abknospen des Vesikels, dessen Transport, das Andocken und die Fusion (Cai et al.,
2007). Das Abknospen wird durch sogenannte Coat-Proteine kontrolliert (McMahon and
Mills, 2004). Dabei unterscheidet man ,Clathrin-coats”, dessen Vesikel vom Golgi-
Apparat oder von der Plasmamembran stammen und COPI- bzw. COPIlI-coats (COP, coat
protein complex). COPI-Vesikel interagieren vom Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen
Retikulum (ER), COPII-Vesikel kontrollieren den umgekehrten Transport. In den letzten
Jahren wurden zudem weitere ,,Nicht-Clathrin-coats” identifiziert (Wang et al., 2006). Die
Funktion der Coat-Proteine liegt zum einen in der Verformung der Membran zu einer Art
Knospe, so dass ein Vesikel gebildet werden kann, und zum anderen in der Selektion des
vesikularen Inhalts (Cargo) Uber bestimmte Sortiersignale (Cai et al., 2007). Nach dem
Abknospen des Vesikels wird dieser entlang des Zytoskeletts zur Akzeptormembran
transportiert. Dabei sind die molekularen Motoren Kinesin, Dynein und Myosin beteiligt
(Hammer and Wu, 2002; Matanis et al., 2002). Das Andocken des Vesikels, wird durch
Tethering-Faktoren gewahrleistet (Kap. 2.5.6.4). Der letzte Schritt, also die Fusion des
Vesikels mit der Zielmembran wird durch die Proteinfamilie der SNAREs kontrolliert.

Diese Proteine sind Gegenstand der Untersuchungen dieser Arbeit.

2.5.1 Die SNARE-Hypothese

Eine der wichtigsten und am besten untersuchten Proteinfamilien im Bereich des
vesikularen Membrantransports sind die SNARE-Proteine (Duman and Forte, 2003). Im
Jahr 1993 arbeiteten Jim Rothman und Kollegen an der Beteiligung von NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive-factor) und o-SNAP (soluble-NSF-attachment-protein) an der
Fusion synaptischer Vesikel. Dabei entdeckten sie eine mit NSF und o-SNAP
interagierende Protein-Familie, die sie SNAP-Rezeptoren oder SNAREs (soluble-NSF-
attachment-protein-receptor) benannten. Basierend auf den Ergebnissen der Studie
postulierte Rothman die SNARE-Hypothese, nach der jeder Transportvesikel in einer Zelle
ein v-SNARE (vesicle) tragt, das mit einem spezifischen t-SNARE an einer Zielmembran
(target membrane) interagieren kann. Dadurch kommt es zur Bildung eines sehr stabilen
Vier-Helix-Bundels (trans-SNARE-Komplex oder core-Komplex) und zur Fusion der beiden
Membranen. Die Hypothese postuliert, dass durch die spezifische Interaktion der, an
unterschiedlichen Kompartimenten lokalisierten, v- und t-SNAREs eine Spezifitdt der

Vesikelfusion erreicht wird (Gagescu, 2000; McNew et al., 2000; Sollner et al., 1993).
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2.5.2 Klassifizierung der SNAREs

SNAREs sind Membranproteine (100-300 Aminosauren), die einer grof3en Proteinfamilie
angehoéren (Hong, 2005). So finden sich z.B. in Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae)
25 Mitglieder. Das menschliche Genom kodiert insgesamt 36 verschiedene SNARE-
Proteine, und die Schattenkresse (Arabidopsis thaliana) sogar 54 unterschiedliche
SNAREs (Jahn and Scheller, 2006).

Bis vor einigen Jahren nahm man eine funktionelle Unterteilung der SNARE-Proteine in v-
und t-SNAREs vor. Diese Einteilung ging jedoch von einer strikten Verteilung der SNAREs
zwischen Donor- und Akzeptorkompartimenten aus. Da SNARE-Proteine jedoch zum
einen auch an homotypischen Fusionen zwischen Endosomen und zum anderen an
mehreren Fusionen in unterschiedlichen Transportwegen beteiligt sein kénnen, bevorzugt
man heute eine strukturelle Unterteilung in Q- und R-SNAREs (Fasshauer et al., 1998).
Die Klassifizierung basiert auf der Kristallstruktur des Vier-Helix-Buindels, welches in 16
Schichten unterteilt werden kann. Alle Schichten, aufler der zentralen Schicht, dem
sogenannten ,0O-layer“, sind hydrophob. Der ,0O-layer* beinhaltet vier konservierte
Aminosauren: drei Glutamine (Q) und ein Arginin (R), welche von jeweils einem SNARE-
Protein zur Verfugung gestellt werden (Fasshauer, 2003; Fasshauer et al., 1998). Das
bedeutet, dass in der Regel ein trans-SNARE-Komplex jeweils aus einer R-SNARE-Helix
(vom vesikularen SNARE) und drei Q-SNARE-Helices, die wiederum in ein Q,-, Q- und
ein Q.-SNARE unterteilt werden, besteht (Duman and Forte, 2003; Ungar and Hughson,
2003) (Tab. 2.1). Alle SNARE-Proteine tragen ein sehr konserviertes SNARE-Motiv,
welches aus 60-70 Aminoséuren besteht und zur Bildung des trans-SNARE-Komplexes
notig ist. Zudem weisen fast alle SNAREs eine C-terminale, hydrophobe
Transmembrandoméne auf, die Uber eine Linker-Region mit dem SNARE-Motiv
verbunden ist. SNARE-Proteine ohne Transmembrandomane, werden durch post-
translationale Prenylierung, Palmytolierung (Fasshauer, 2003; Fukasawa et al., 2004;
Veit et al., 1996) oder durch Interaktionen mit anderen SNARE-Proteinen an der
Membran verankert (Hong, 2005; Vogel et al., 2000). Der weitere Aufbau der SNARE-
Proteine unterscheidet sich je nach Subklasse im N-Terminus des Proteins, der v.a. zur
Interaktion mit regulatorischen Proteinen dient (Fasshauer, 2003; Jahn and Scheller,
2006). Alle R-SNARESs tragen eine N-terminale Doméane. Diese wird im Fall von VAMP7 als
Longin Doméane bezeichnet, im Fall von VAMP4 als , TGN-targeting-motif“ (Hong, 2005).
Q.-SNAREs tragen N-terminal drei antiparallele Helices (Habc) die zur Regulation der
SNARE-Komplex-Bildung dienen. Die Subklasse der Qu,.-SNAREs beinhaltet zwei SNARE-
Motive (Qp und Q). Sind diese SNARE-Proteine in einen trans-SNARE-Komplex involviert,
so besteht dieser lediglich aus drei SNARE-Proteinen (R-, Qa-, Qp.-SNARE). In allen
anderen Fallen werden die vier Helices (R-, Qa-, Qp-, Q-SNARE) durch vier

unterschiedliche SNARE-Proteine zur Verfiigung gestellt (Tab. 2.1).
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2.5.3 Der SNARE-Zyklus

Wie bereits erwahnt dienen SNARE-Proteine der Fusion von Vesikeln mit einer
Akzeptormembran (Jahn and Scheller, 2006). Bevor es zur Fusion kommt, wird zunachst
ein sogenannter Akzeptorkomplex gebildet. Dazu lagern sich zunachst Q,-, Q, und Q.-
SNAREs in Clustern zusammen (Abb. 2.3) (Lang et al., 2001; Predescu et al., 2005). Die
Cluster sind bevorzugte Andockstellen fir sekretorische Vesikel. Nicht alle SNARE-
Proteine zeigen eine solche Akkumulation an bestimmten Membranstellen, man geht aber
davon aus, dass eine erhéhte Anzahl an Q-SNAREs zu einer effizienteren Vesikelfusion
fuhrt (Jahn and Scheller, 2006). AnschlieRend lagern sich die N-Termini der Q-SNAREs zu
einem Akzeptorkomplex zusammen. Dieser hoch reaktive Komplex wird durch
regulatorische Proteine, wie z.B. SM- (Secl/Muncl8-related) Proteine, stabiliert (Kap.
2.5.6.2). Erreicht der Vesikel mit dem gebundenen R-SNARE den Akzeptorkomplex, wird
ein trans-SNARE-Komplex aus allen vier bendétigten SNARE-Motiven gebildet. Dies
verlauft nach dem sogenannten ,Zippering Model“ vom N-Terminus zur C-terminalen
Transmembrandomane. Die beiden Membranen kommen sich dadurch so nah, dass die
Energiebarriere durchbrochen werden kann, und die Membranen fusionieren (Fasshauer,
2003). Bei der Bildung des Vier-Helix-Bundels sind u.a. regulatorische Proteine, wie
Synaptotagmine und Complexine involviert (Kap. 2.5.6.4). Nach der Fusion des Vesikels
liegen die SNAREs in einer biologisch inaktiven cis-Konfiguration (cis-SNARE-Komplex) in
der Akzeptormembran vor. Zum Ldsen des Komplexes mussen NSF (N-ethylmaleimide-
sensitive-factor), ein Mitglied der AAA+ Proteasen und dessen Cofaktor a-SNAP (soluble-
NSF-associated-protein) binden. Unter ATP-Hydrolyse kdnnen die einzelnen SNAREs dann
zunachst geldést und anschlieBend wieder zu ihrem Wirkungsort transportiert werden
(Jahn and Scheller, 2006).

254 SNARE-Lokalisierung

Eukaryotische Zellen exprimieren meist viele Mitglieder einer SNARE-Subfamilie, d.h. die
unterschiedlichen Kompartimente muissen mit den richtigen SNARE-Proteinen
ausgestattet sein, um einen kontrollierten vesikuldren Transport zu gewéhrleisten. Die
SNARE-Proteine sind dabei nicht ausschlielilich in dem Kompartiment lokalisiert, dessen
Fusion sie kontrollieren. Nach der Fusion befinden sich die SNAREs in der
Akzeptormembran, und mussen wieder an ihren Wirkungsort zurtcktransportiert werden.
Es sind somit zahlreiche Lokalisationen eines SNARE-Proteins mdaglich (Jahn and Scheller,
2006). Andererseits wurde gezeigt, dass der Grol3teil des Proteins jeweils am
Wirkungsort lokalisiert ist, so dass die Ermittlung der ,steady-state“-Lokalisation einen
Hinweis auf den Transportweg, an dem das SNARE-Protein beteiligt sein kénnte, liefern
kann (Lafont et al., 1999; Weimbs et al., 2003).
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung des SNARE-Zyklus

Beispielhaft ist ein Komplex aus drei Q-SNAREs und einem R-SNARE gezeigt (moglich ware ebenfalls ein
Komplex aus zwei Q-SNAREs und einem R-SNARE). Freie SNARE-Proteine sind in sogenannten Clustern
angeordnet. Durch regulatorische Proteine, wie z.B. SM- (Secl/Muncl8-related) Proteine bildet sich ein
Akzeptor-Komplex der mit dem vesikularen R-SNARE interagiert. Weitere Regulatoren, wie z.B. Synaptotagmin
fuhren zur Bildung eines trans-SNARE-Komplexes, der die beiden Membranen fusionieren lasst. AnschlieRend
wird der entstandene cis-SNARE-Komplex durch NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) zusammen mit o-
SNAP (soluble NSF attachment protein) aufgeldst und die freien SNAREs werden wieder zu ihren Wirkungsorten

transportiert. Modifiziert nach (Jahn and Scheller, 2006).

So ist z.B. Syntaxin 3 in Epithelzellen hauptsachlich an der apikalen Plasmamembran
lokalisiert (Li et al., 2002). Funktionelle Studien zeigen, dass das SNARE die Fusion
ankommender Vesikel mit diesem Kompartiment kontrolliert (Low et al., 1998; Weimbs
et al., 2003). Tabelle 2.1 zeigt eine Ubersicht der bereits untersuchten Lokalisationen

verschiedener SNAREs in anderen Zelltypen.
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Typ | SNARE (Synonym) Lokalisation SNARE-Komplex Referenz
. (Band and Kuismanen, 2005)
Q. égi“n:"g‘féﬂirzl) intrazzn/ldlare v SNAP23 (Flaumenhaft et al., 2007)
(Low et al., 2000)
(Galli et al., 1998)
Syntaxin 3 PM, SNAP23, SNAP25, VAMP2, (Low et al., 2006)
intrazellulare V VAMP3, VAMP7 (Sharma et al., 2006)
(Curtis et al., 2008)
PM (Tian et al., 2008)
Syntaxin 4 Endosomen SNAP23, VAMP2, VAMP3, (Wang et al., 2004)
intrazellulare'V VAMP7, VAMP8 (Rao et al., 2004)
(Fields et al., 2007)
. . (He and Linder, 2008)
Syntaxin 7 Endo;’(\)/lmen, Syntaxin ?/A\K/Itgéb VAMP7, (Prekeris et al., 1999)
(Pryor et al., 2004)
. . . (Brandhorst et al., 2006)
. Recycling Syntaxin 6, vtila, SNAP25,
Syntaxin 13 Endosomen VAMP2, VAMP3, VAMP4, ((x::lae:izttil 21%%28))
(Simonsen et al., 1998)
. . Syntaxin 10, Syntaxin 16, (Mallard et al., 2002)
Syntaxin 16 Golgi-Apparat vtila, VAMP3, VAMP4 (Chua and Tang, 2008)
(Ganley et al., 2008)
Syntaxin 6, Syntaxin 10, (Brandhorst et al., 2006)
. . . . (Mallard et al., 2002)
Qb vtila Golgi-Apparat Syntaxin 13, Syntaxin 16,
VAMP3. VAMP4 (Ganley et al., 2008)
’ (Sehgal et al., 2007)
Spate Syntaxin 6 (Pryor et al., 2004)
vtilb Endosomen, Syntaxin 7, Syntaxin 8, (_Bllan etal., 2008)
Lysosomen VAMP7. VAMPS (Mascia and Langosch, 2007)
’ (Murray et al., 2005b)
(Brandhorst et al., 2006)
. . Syntaxin 13, Syntaxin 16, (Mallard et al., 2002)
Qe Syntaxin 6 Golgi-Apparat | i1 "Utilh, VAMP3, VAMPA (Kabayama et al., 2008)
(Murray et al., 2005b)
Spate . . (He and Linder, 2008)
Syntaxin 8 Endosomen, Syntaxin Z/A\Kﬂt::]éb VAMP7, (Prekeris et al., 1999)
Lysosomen (Pryor et al., 2004)
(Kawanishi et al., 2000)
SNAP23 PM. Syntgxin 2, Syntaxin 3, (Sander et al., 2008)
Qbe (Syndet) intrazellulire V Syntaxin 4, VAMP3, VAMP7, (Flaumenhaft et al., 2007)
VAMP8 (Low et al., 2006)
(Predescu et al., 2005)
. . (Hohenstein and Roche, 2001)
SNAP29 intrazzn/ldlare v Sy”taxs'r;:tg ii);“;ax'“ 6, (Steegmaier et al., 1998)
(Schardt et al., 2009, im Druck)
. u Syntaxin 3, Syntaxin 4, (Curtis et al., 2008)
R (Syna\i/pﬁgﬂbisvinZ) mtraz%:\;ﬂare v Syntaxin 13, (Tian et al., 2008)
SNAP23, SNAP25 (Prekeris et al., 1998)
(Hu et al., 2007a)
VAMP3 Recycling Syntaxin 4, Syntax?n 6, (Fields et al., 2007)
(Cellubrevin) Endosom, Syntaxin 10, Syntaxin 16, (Murray et al., 2005a)
intrazellulare V vtila, SNAP23 (Mallard et al., 2002)
(Ganley et al., 2008)
TGN, Syntaxin 6, Syntaxin 13 ® (Trdanlnn ettal't’ 2I00270)06)
yntaxin 6, Syntaxin 13, randhorst et al.,
VAMP4 Endos’(\)/lmen, Syntaxin 16, vtila (Steegmaier et al., 1999)
(Mallard et al., 2002)
Spate _ _ (Mart!nez—Arca et al., 2000a)
VAMP7 Endosomen Syntaxin 3, Syntaxin 7, (Martinez-Arca et al., 2000b)
(TI-VAMP) Lysosomen, Syntaxin 8, vtilb, SNAP23 (Pryor et al., 2004)
(Proux-Gillardeaux et al., 2007)
Tab. 2.1: Ubersichtstabelle zur Lokalisation und zu bestehenden SNARE-Komplexen der

untersuchten SNARE-Proteine

Verwendete AbklUrzungen: Syn, Syntaxin; V, Vesikel; TGN, trans-Golgi-Netzwerk; PM, Plasmamembran.
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255 SNARE-Spezifitat

Eine Vielzahl an in vitro Experimenten zeigen, dass durch die SNARE-Proteine allein keine
ausreichende Spezifitat in der Bildung der trans-SNARE-Komplexe und keine Kontrolle
der Zielrichtung des Transports erreicht werden kann. So kann ein SNARE-Protein der
gleichen Subfamilie in einem SNARE-Komplex ausgetauscht werden (Fasshauer et al.,
1999; Yang et al., 1999). Zudem wurden nicht-spezifische Interaktionen zwischen
SNARE-Proteinen des endosomalen und exozytotischen Systems beobachtet, was auf
eine nicht ausreichende Spezifitdt der Paarungen in gleichen Membranen hinweist
(Bethani et al., 2007). Deletionen der SNARE-Proteine fihren meist nur zu einem milden
Phanotyp, was wohl darauf zuriickzufihren ist, dass SNARE-Proteine die Funktion eines
anderen SNAREs zumindest teilweise Ubernehmen koénnen, und dazu mit anderen
SNARE-Proteinen interagieren (Borisovska et al., 2005; Jahn and Scheller, 2006;
Sorensen et al., 2003). Diese Beobachtungen sind, betrachtet man die hohe
Konservierung der SNARE-Proteine und v.a. der SNARE-Motive, nicht verwunderlich
(Antonin et al., 2002; Sutton et al., 1998). Andererseits zeigen Versuche in Hefezellen
(Saccharomyces cerevisiae) eine hohe Spezifitat der SNARE-Interaktion (Parlati et al.,
2000; Paumet et al., 2004). In wie weit von den SNARE-Proteinen allein eine Spezifitat in
der Bildung des trans-SNARE-Komplexes ausgeht, bleibt offen. Zudem stellt sich die
Frage, wie ein Vesikel einen Akzeptorkomplex zur Fusion auswahlen kann und einen,
moglicherweise auf der gleichen Membran sitzenden, anderen Komplex nicht. Obwohl es
derzeit keine klare Antwort auf diese Frage gibt, so ist es jedoch denkbar, dass die
Bildung des Akzeptorkomplexes stark reguliert ist, und daher in vivo eine hdhere

Spezifitat der SNARE-Interaktion erzielt wird, als in vitro beobachtet.

2.5.6 Regulatorische Proteine

Zur Regulation des SNARE-Zyklus bedarf es vieler Proteine. Darunter existieren sowohl
negative als auch positive Regulatoren (Cai et al., 2007; Malsam et al., 2008). Im

Folgenden soll auf die wichtigsten Vertreter kurz eingegangen werden.

2.5.6.1 Tethering-Faktoren

Tethering-Faktoren gehéren einer sehr heterogenen Proteinfamilie an, kénnen aber in
zwei Hauptgruppen unterteilt werden: ,long coiled-coil proteins“ und ,large hetero-
oligomeric complexes* (Ungar and Hughson, 2003). Zur ersten Gruppe gehdren z.B. die
Tethering-Faktoren pl115/Usol und EEALl. Zur zweiten Gruppe zahlen z.B. der Exocyst,
der HOPS-Komplex oder TRAPPI/II. Fur fast alle Tethering-Faktoren sind Interaktionen
mit spezifischen Rab- und SNARE-Proteinen beschriecben (Malsam et al., 2008). lhre
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Aufgabe liegt darin, den ersten Kontakt zwischen dem Transportvesikel und der

Zielmembran herzustellen (Cai et al., 2007).

2.5.6.2 SM-Proteine

In der Maus werden sieben Mitglieder der SM-Proteine (Secl/Muncl8-related proteins)
exprimiert. Muncl18-1, Muncl8-2 und Muncl8-3 sind hauptsachlich and der
Plasmamembran lokalisiert und binden an die Syntaxine 1, 2, 3 und 4. Die SM-Proteine
mSlyl und mVps45 regulieren den vesikularen Transport des Golgi-Apparates und binden
dazu an die Syntaxine 5, 18 und 16. Vps33a und Vps33b interagieren mit den SNARE-
Proteinen der Endosomen (Hong, 2005; Malsam et al., 2008). Die Funktion der
Proteinfamilie ist noch nicht ausreichend untersucht. Bekannt ist, dass SM-Proteine an
Syntaxine in der sogenannten geschlossenen Konformation binden, bei der die Habc-
Domane zuriickgefaltet ist, und die Bildung des SNARE-Komplexes dadurch blockiert ist.
Somit nehmen in diesem Fall SM-Proteine eine negative Regulation vor (Dulubova et al.,
1999). Neuere Studien zeigen jedoch, dass die SM-Proteine mSlyl, mVps45 und Munc18-
¢ auch an die offene Konformation der Syntaxine binden kénnen (Hu et al., 2007b).
Zudem interagieren alle SM-Proteine auch direkt mit trans-SNARE-Komplexen, indem sie
Uber eine Interaktion mit Syntaxinen das Zusammenbringen des Komplexes ermdglichen
(Burkhardt et al., 2008; Latham et al., 2006; Rodkey et al., 2008; Sudhof and Rothman,
2009).

2.5.6.3 Rab-Proteine

Rab-Proteine sind kleine, kompartiment-spezifische GTPasen, die entweder frei im
Zytoplasma (inaktiver GDP-gebundener Zustand) oder an Membranen (aktiver GTP-
gebundener Zustand) vorkommen. In Saugertierzellen wurden bereits 66 verschiedene
Rab-Proteine identifiziert (Schultz et al., 2000). Bindet ein Rab-Protein an einer
Membran, kommt es zur Rekrutierung spezifischer Rab-Effektoren (z.T. Tethering-
Faktoren). Diese haben EinfluR auf vielseitige Prozesse, wie Cargo-Sortierung,
Modelierung von Membran-Subdomanen und Regulation der SNARE-Aktivitat (Malsam et
al., 2008; Zerial and McBride, 2001).

2.5.6.4 Sonstige Regulatoren

Neben den genannten Hauptregulatoren des SNARE-Zyklus gibt es noch weitere Proteine,
die die Fusion der Vesikel mit der Zielmembran kontrollieren. So binden die Mitglieder der
Muncl13-Familie direkt an den N-Terminus von Syntaxinen und bringen diesen in eine
offene Konformation (Betz et al., 1997). Einen negativen Regulator stellt Tomosyn dar.
Das 130 kDa groRe, Syntaxin-bindende Protein spaltet Muncl8 von der Habc-Domane

der Syntaxine ab, bindet selbst an diese (Cheviet et al., 2006; Malsam et al., 2008;
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Sakisaka et al., 2008) und fungiert als eine Art ,Platzhalter” fur das noch fehlende R-
SNARE (Hatsuzawa et al., 2003; Pobbati et al., 2004). Eine weitere Gruppe der
regulatorischen Proteine bilden die Synaptotagmine. In Vertebraten sind 16 verschiedene
Familienmitglieder bekannt, die an spezifischen sekretorischen Vesikeln lokalisiert sind
und kalziumabhéangig die Fusion des Vesikels kontrollieren. So ist z.B. Synaptotagmin |
an synaptischen Vesikeln lokalisiert (Marqueze et al., 2000). Synaptotagmin VII hingegen
kontrolliert die kalziumabhé&ngige Exozytose lysosomaler Vesikel (Arantes and Andrews,
2006). Gemeinsam mit den Synaptotagminen regulieren auch Complexine die
kalziumabhé&ngige Exozytose (Sudhof and Rothman, 2009). In Vertebraten existieren vier
verschiedene Complexin-Isoformen (Reim et al., 2005) welche am Vier-Helix-Bundel des
SNARE-Komplexes binden und eine Art ,Klammer“ bilden (Tang et al., 2006). So wird
ohne Kalzium der Akzeptorkomplex stabilisiert, in Anwesenheit von Kalzium 16st sich die
~Klammer® und der Vesikel kann fusionieren (Brose, 2008; Malsam et al., 2008; Yoon et
al., 2008).

2.5.6.5 NSF und a-SNAP

Wie bereits in Kapitel 2.5.3 beschrieben, werden zum L&sen des cis-SNARE-Komplexes
die Proteine NSF (N-ethylmaleimde-sensitive-factor) und o-SNAP (a-soluble-NSF-
associated-protein) bendtigt (Block et al., 1988; Malsam et al., 2008). NSF ist ein
Hexamer und kann nur Uber drei Adapterproteine o-SNAP binden. Durch die Hydrolyse
von ATP entstehen freie, energiereiche, ungefaltete SNAREs. Eine Inaktivierung von NSF
in vivo fuhrt zum sofortigen Tod der Zelle, da es zu einer Akkumulation von SNARE-

Komplexen kommt.

2.5.7 Clostridiale Neurotoxine

Clostridien sind grampositive Bakterien, die sich mit Hilfe von GeilReln fortbewegen. Sie
kommen im Verdauungstrakt von Menschen und Tieren und in Bo6den vor. Fur die
Neurowissenschaften sind zwei Arten von Clostridien von besonderer Bedeutung —
Clostridium tetani und Clostridium botulinum. Diese Bakterienarten produzieren die
clostridialen Neurotoxine Tetanustoxin und Botulinumtoxin (Goonetilleke and Harris,
2004). Beide Toxine zeigen gleiche Merkmale. Sie werden als einzelnes Polypeptid
synthetisiert und anschlielend durch post-translationale Modifikation in eine schwere
(heavy, H, 100 kDa) und eine leichte (light, L, 50 kDa) Kette gespalten, die Uber eine
Disulfidbriicke verbunden sind. Die schwere Kette dient zur Anheftung des Toxins an
Neurone, worauf hin es endozytiert werden kann. AnschlieBend kommt es zur Spaltung
der Disulfidbriicke durch Proteasen und die leichte Kette wird ins Zytoplasma der

Nervenendigung freigesetzt. Dort agiert diese als Zink-Protease, die spezifisch SNARE-
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Proteine spaltet (Brunger et al., 2008; Davletov et al., 2005; Kumaran et al., 2008) (Tab.
2.2). Durch die Spaltung der verschiedenen SNARE-Proteine kdnnen synaptische Vesikel
nicht freigesetzt werden, es findet somit keine Erregungsweiterleitung statt. Im Fall von
Botulinumtoxin bindet das Toxin an neuromuskuldre Endplatten und hemmt dort die
Erregungstbertragung vom Neuron zum Muskel, indem die prasynaptische Ausschittung
von Acetylcholin verhindert wird. Der Muskel kann folglich nicht kontrahieren. Es kommt
zu einer LAhmung. Im Fall von Tetanustoxin wird das Toxin vom peripheren zum
zentralen Nervensystem transportiert und dort endozytiert. Es hemmt die Freisetzung
des inhibitorischen Neurotransmitters y-Aminobuttersdure (GABA, yaminobutyric acid)
und fuhrt so zu Krampfen (Tetanus, Wundstarrkrampf) (Farrar et al., 2000; McMahon et
al., 1993).

Clostridiales Neurotoxin | Zielproteine
Botulinumtoxin:

A E SNAP25

B,D,F, G VAMP1, VAMP2, VAMP3

C Syntaxin 1, Syntaxin 2, Syntaxin 3, SNAP25
Tetanustoxin VAMP1, VAMP2, VAMP3

Tab. 2.2: Clostridiale Neurotoxine und ihre Zielproteine.

2.6 Fragestellung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung der intrazellularen Transportwege von
Myelinkomponenten und der Kontrolle des zielgerichteten Transports durch SNARE-
Proteine. Diese gewahrleisten den letzten Schritt des vesikularen Transports, also die
Fusion des Vesikels mit der Zielmembran. Dabei wird durch spezifische SNARE-
Interaktionen (trans-SNARE-Komplexe) die Spezifitdt der Vesikelfusion kontrolliert. Ziel
war es zunéchst die oligodendroglial exprimierten SNARE-Proteine zu erfassen und den
unterschiedlichen zellularen Transportrouten zuzuordnen. Diese Zuordnung sollte dann
als Grundlage fur funktionelle Studien zum vesikularen Transport der Myelinproteine
dienen. Durch funktionelle Inaktivierung von Kandidaten-SNAREs sollten SNARE-Proteine
identifiziert werden, die den Transport von Myelinkomponenten zur Plasmamembran und
die Fusion von Myelinvesikeln mit der Myelinmembran kontrollieren. Der Transport des
Hauptmyelinproteins PLP stand im Mittelpunkt der Arbeit. Die Resultate sollten in

geeigneten Mausmodellen bestatigt werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Zentrifugen und Zubehor

Zentrifuge / Zubehor

Hersteller

3K20

Biofuge 17RE

Biofuge fresco

Megafuge 1.0 R

Optima ™ MAX-E

Rotoren: TLA-55, TLS-55, SW40-Ti

Sigma-Aldrich, Munchen
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Haraeus, Hanau
Beckman, Minchen
Beckman, Munchen

3.1.2 Mikroskope

Mikroskop Hersteller
DMLB Leica, Wetzlar
TCS SP5 Leica, Wetzlar
3.1.3 Sonstige Gerate

Gerat Hersteller

Eletrophoresekammer
Gel-Elektrophoresekammer, NUPAGE
Gene Pulser

Image Documentation / UVT-20M
Lightcycler®1.5

Nucleofector 11

Photometer Ultrospec 2100 Pro
Ultra-Turrax

Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
Biorad, Mlunchen
Herolab, Wiesloch
Roche, Mannheim
AMAXA, Koln

GE Healthcare, Minchen
Janke & Kunkel, Staufen

3.1.4 Software

Software Hersteller

CLC Free Workbench CLC bio, Aarhus, Danemark
Endnote 9.0 Wintertree Software Inc., Kanada

Graph Pad Prism 5.00
llustrator CS2

Image J

Image-Pro Plus 5.0
LAS AF Lite
Photoshop CS2

La Jolla, USA
Adobe, Munchen
NIH, Bathesda, Maryland

Media Cybernetics, Gleichen

Leica, Wetzlar
Adobe, Miinchen
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3.1.5 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

1-Step Ultra Tetramethylbenzidin-ELISA
Biorad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat
Dibutyryl-cAMP

Immobilized NeutrAvidin Protein
LysoTracker Red DND-99

Natriumbutyrat

N-Ethylmaleimid

Protein-A-Sepharose CL4B
Streptavidin-HRP

Sulfo-NHS-LC-Biotin

Super Signal West Pico Luminol / Enhancer
TPER Tissue Protein Extraction Reagent
Transferrin-FITC

Sonstige Chemikalien

Pierce, Rockford, USA
Biorad, Mlinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Pierce, Rockford, USA
Molecular Probes, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Pharmacia, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
Pierce, Rockford, USA
Pierce, Rockford, USA
Pierce, Rockford, USA
Molecular Probes, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen

3.1.6 Kits

Kit

Hersteller

PureLink HiPure Plasmid Maxi Kit
PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit
RNeasy Plus Mini Kit

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
Kit

SilverQuest-Kit

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

3.1.7 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme wurden von Fermentas (Burlington,

Biolabs (Ipswich, USA) bezogen und nach den Angaben des Herstellers verwendet.

3.1.8 Marker

Marker

Hersteller

Bench Mark Pre-stained
Western Protein Standard
SeeBlue2 Pre-stained
Western Protein Standard
Sigma Marker Wide Range
Western Protein Standard

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Minchen
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3.2 Puffer und Nahrmedien

3.2.1 Zellkultur

Puffer / Nahrmedium

Zusammensetzung

Einfriermedium

HBSS

Poly-L-Lysin

Sato/B27 (primére Oligodendrozyten)

Sato-Medium (Oli-neu)

Trypsin/EDTA

70% RPMI 1640; 20% FCS; 10% DMSO

4 g/1 KCI; 0,6 g/l KH,PO,; 80 g/l NaCl;
1,13 g/l Na,HPO4x2H,0;
10 g/l a-D-Glucose; 100 mg/l Phenolrot

200 mM Poly-L-Lysin; 0,1 M Borsaure

13,4 g/l DMEM; 2 g/l NaHCOg3;

20 ml/I B27; 0,011% Pyruvat;

500 nM Triiodo-L-Thyronin;

500 mM L-Thyroxin;

1% hitzeinaktiviertes Pferdeserum (HS)

13,4 g/I DMEM; 2 g/l NaHCOg3;

0,01 mg/ml Transferrin; 100ug/l Insulin;
200 nM Progesteron; 100 pM Putrescin;
220 nM Natriumselenit;

500 nM Triiodo-L-Thyronin;

500 mM L-Thyroxin;

25 pg/ml Gentamyecin;

1% hitzeinaktiviertes Pferdeserum (HS)

0,01% Trypsin; 0,02% EDTA in HBSS

3.2.2 Molekularbiologie

Puffer / Nahrmedium

Zusammensetzung

LB-Agar

LB-Medium

Probenpuffer (Agarose-Gele)

TAE(Tris/Acetic Acid/EDTA)-Puffer

2,25 g Agar; 150 ml LB-Medium

10 g/l NaCl; 10 g/l Trypton;
5 g/l Hefeextrakt

1% Bromphenolblau; 2% Xylencyanol;
1 mM EDTA; 0,5% Saccharose

40 mM Tris; 1 mM EDTA; mit Essigsaure
auf pH 8,0

3.2.3 Proteinbiochemie

Puffer / Nahrmedium

Zusammensetzung

4x Probenpuffer (SDS-PAGE)

200 mM Tris/HCI (pH 6,8); 40% Glycerin;
10% SDS; 0,4% Bromphenolblau;
400 mM DTT
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5x Elektrophoresepuffer (Tris-Glycin)

20x Elektrophoresepuffer (Bis-Glycin
NuPAGE MES)

Blockierlosung (Immunzytochemie)
Blockierlosung (Westerblot)

ECL-L6sung

Fixierlosung (Immunzytochemie)

Homogenisierungspuffer

HBSS™

Moviol

PBS

PBST
Permeabilisierungslésung
Ponceau S

Proteaseinhibitoren

RIPA-Puffer

Sammelgelpuffer

Transferpuffer (Westerblot)

Trenngelpuffer

Triton-Lysis-Puffer

125 mM Tris; 1,25 M Glycin; 0,5% SDS
(pH 8,3)

50 mM MES; 50 mM Tris; 0,1% SDS;
1 mM EDTA (pH 7,3)

PBS; 10% Pferdeserum

PBST; 4% Milchpulver

Lésung A: 200 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 8,6);
50 mg Luminol

Losung B: 11mg para-hydroxy Cumarséure
Nutzung: 1 ml L6ésung A + 0,3 pl H,O, +
100 pl Lésung B

4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS

0,25 M Saccharose; 1 mM EDTA;

1 mM Mg-Acetat; 1,6 mM Na,SOyg;

10 mM HEPES/NaOH (pH 7,2)

0,15% MgS0O, (Stock:10%) in HBSS

2,4 g Moviol 4-88; 6 g Glycerin; 6 ml H,O;
12 ml 0,2 M Tris (pH 8,5)

150 mM NaCl; 8 mM Na,HPO,;
1,7 mM NaH,PO,

PBS; 0,1% Tween20

0,1% TritonX-100 in PBS

0,2% Ponceau S in 3% TCA

10 mg/ml Leupeptin (1:1000);

1 mg/ml Aprotinin in HEPES (1:1000);
5 mg/ml Pepstatin in DMSO (1:5000);
17,4 mg/ml PMSF in Methanol (1:100)
50 mM Tris/HCI (pH 7,2); 150 mM NacCl;
1% TritonX-100; 1% Deoxycholat;
0,1% SDS; 1 mM 1,4-Dithiothreitol;
Proteaseinhibitoren;

1 mM N-Ethylmaleimid

1 M Tris (pH 6,8)

24 mM Tris; 192 mM Glycin;
20% Methanol (pH 10,4)

1 M Tris (pH 8,8)

1% Triton-X100; 50 mM Tris;
150 mM NacCl; Proteaseinhibitoren
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3.3 Antikorper
3.3.1 Priméare Antikdrper
Epitop Klon Spezies Verdinnung Herkunft
a-c-myc 9E10 Maus 1:100 (WB) Sigma-Aldrich,
1:20 (IF) Munchen
BIP/GRP78 40 Maus 1:250 (WB) BD Transduction Laboratories,
San Jose, USA
CNP 11-B5 Maus 1:500 (WB) Sigma-Aldrich,
Minchen
eGFP Kaninchen 1:2000 (WB) Clontech Mountain View,
Kanada
GM130 35 Maus 1:50 (IF) BD Transduction Laboratories,
San Jose, USA
LAMP1 1D4B Ratte 1:500 (WB) BD Transduction Laboratories,
1:50 (IF) San Jose, USA
MOG 8-18-C5 | Maus 1:1000 (WB) C. Linington,
Aberdeen, UK
myc-Tag Kaninchen 1:200 (IF) Cell Signaling Techn. Inc.,
Denver, USA
Na*-K*- 464.6 Maus 1:5000 (WB) Novus Biologicals, Littleton,
ATPase USA
NG2 AN2 Ratte 1:50 (IF) Niehaus et al.,
1999
PLP (aa3) Ratte 1:10 (WB M. Lees, Waltham,
1:10 (IF) USA
PLP (P6) Kaninchen 1:500 (IF) C. Linington,
Aberdeen, UK
PLP (O10) 479 Maus 1:10 (WB) M. Schachner,
unverd. (IF) Hamburg
SNAP23 Kaninchen 1:1000 (WB) Synaptic Systems,
1:100 (IF+IP) Gottingen
SNAP29 Kaninchen 1:1000 (WB) Synaptic Systems,
1:100 (IF) Gottingen
Syntaxin 2 Kaninchen 1:1000 (WB) Synaptic Systems,
1:100 (IF) Gottingen
Syntaxin 3 Kaninchen 1:1000 (WB) Synaptic Systems,
1:100 (IF) Gottingen
Syntaxin 4 Kaninchen 1:5000 (WB) Synaptic Systems,
1:500 (IF+IP) Gottingen
Syntaxin 6 Kaninchen 1:5000 (WB) Synaptic Systems,
1:500 (IF+IP) Gottingen
Syntaxin 7 Kaninchen 1:1000 (WB) Synaptic Systems,
1:100 (IF) Gottingen
Syntaxin 8 Kaninchen 1:1000 (WB) Synaptic Systems,
1:100 (IF+IP) Gottingen
Syntaxin 13 Kaninchen 1:2000 (WB) Synaptic Systems,
1:200 (IF+IP) Gottingen
Syntaxin 16 Kaninchen 1:1000 (WB) Synaptic Systems,
1:100 (IF) Gottingen
Transferrin- H68.4 Maus 1:500 (IF) Zymed Laboratories,
Rezeptor 1:1000 (WB) San Franscisco, USA
Tubulin DM1A Maus 1:5000 (WB) Sigma-Aldrich,
Minchen
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VAMP2 69.1 Maus 1:1000 (WB) R. Jahn,
1:50 (IF) Synaptic Systems, Gottingen

VAMP3 Kaninchen 1:2500 (WB) Synaptic Systems,
1:250 (IF+IP) Gottingen

VAMP4 Kaninchen 1:1000 (WB) Synaptic Systems,
1:100 (IF+IP) Gottingen

VAMP7 158.2 Maus 1:1000 (WB) T. Galli, Paris, Frankreich

Covalab, Villeurbanne, Frankr.

vtila 45 Maus 1:2500 (WB) BD Transduction Laboratories
1:250 (IF) San Jose, USA

vtilb 7 Maus 1:1000 (WB) BD Transduction Laboratories,
1:100 (IF) San Jose, USA

WB, Westernblot; IF, Immunfluoreszenz; IP, Immunprazipitation; unverd., unverdinnt

3.3.2 Sekundare Antikorper

Spezies Antikdrper gegen Konjugat Verdlinnung

Esel Ratte Cy2 1:50

Kaninchen Ziege Cy2 1:100

Kaninchen Maus - 1:100

Ziege Kaninchen HRP 1:10000

Ziege Maus HRP 1:10000

Ziege Maus (spezifisch) HRP 1:10000

Ziege Ratte HRP 1:10000

Ziege Ratte HRP 1:10000

Ziege Kaninchen Cy3 1:1000

Ziege Maus Cy3 1:1000

Ziege Maus (spezifisch) Cy3 1:1000

Ziege Ratte Cy2 1:50

Ziege Ratte (spezifisch) Cy2 1:50

Ziege Kaninchen Cy5 1:100

Ziege Maus Cy5 1:100

Ziege Maus (spezifisch) Cy5 1:100

Ziege Ratte Cy5 1:100

Ziege Ratte (spezifisch) Cy5 1:100

Alle Sekundéaren Antikdrper wurden von Dianova, Hamburg bezogen.

HRP, Meerrettichperoxidase (horse raddish peroxidase)
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3.4 Plasmide

3.4.1 VAMP3-Plasmid

Scal
Bglll
Xhol
Sacl-Ech3sll

Hind il
pEGFP'C3 Eclzm
4.7 kb Pstl EGFP—KpnIl—  VAMP3 (Mensch, 300 bp) — Xbal —

Sall- Accl
(Clontech) Kpn | - Asp718 1

Sacll
Apal-Bsp1201
Xmal-5mal
BamH |

Xbal

| Bell

Abb. 3.1: VAMP3-Expressionsvektor
Zur Herstellung des VAMP3-Expressionsvektors wurden die Sequenz (Mensch) von VAMP3 (Cb, Cellubrevin)
zwischen den Restriktionsschnittstellen Kpnl und Xbal der Multiple Cloning Site des pEGFP-C3-Vektors
einkloniert. Das resultierende Konstrukt hat eine GroBe von 5,0 kb und kann mittels Zugabe von Kanamyzin
seletiert werden. Das VAMP3-Konstrukte wurden von T. Galli (Paris, Frankreich) zur Verfiugung gestellt (Galli et
al., 1998; Martinez-Arca et al., 2003a).

3.4.2 VAMP7-Plasmide

Scal
Bglll
Xho |
Sacl-Ecl361l

pEGFP-C3 Leonl 1. EGFP— Kpni— VAMP7 (669 bp)  —Xbal—
4,7 kb Pst|

sall-Accl
(Clontech) Kpn |- Asp718 |

Sacll 2.EGFP—Kpnl — Nter-VAMP7 (366 bp) — Xbal —
Apal-Bsp1201

Xmal-Smal

BamH |

Xbal

| Bcll

Abb. 3.2: VAMP7-Expressionsvektoren

Zur Herstellung der VAMP7-Expressionsvektoren wurden die Sequenzen (Ratte) von VAMP7 (1.) bzw. dem N-
Terminus von VAMP7 (2.), zwischen den Restriktionsschnittstellen Kpnl und Xbal der Multiple Cloning Site des
PEGFP-C3-Vektors einkloniert. Das resultierende Konstrukt hat eine GroRe von 5,3 kb (1.) bzw. 5,0 kb (2.) und
kann mittels Zugabe von Kanamyzin seletiert werden. Die VAMP7-Konstrukte wurden von T. Galli (Paris,

Frankreich) zur Verfugung gestellt (Martinez-Arca et al., 2000b).
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3.4.3 Syntaxin-Plasmide
=2 - - = .
w=Tul ¢ wE_w— === =glCMYyC |— : Y
ScEaesEBooaol g ©5E LN ¢ | 6xHis
EST2288IF882 2% 2 5 Elepitope| 2 £
M
pCDNA4/TO/ 1. —EcoR I— Syntaxin 2 (Ratte, 871 bp)  —EcoR I—
mYC-HIS A 2. —EcoR I— Syntaxin 3 (Mensch, 867 bp) —EcoR I—
5,1 kb
3. i EcoRi~— Syntaxin 4 (Mensch, 891 bp) —EcoR I—

(Invitrogen)

Abb. 3.3: Syntaxin2-, 3- und 4-Expressionsvektoren

Zur Herstellung der Syntaxin 2- (1.), Syntaxin 3- (2.) und Syntaxin 4 (3.) -Expressionsvektoren wurden die
jeweilige Sequenzen (Syntaxin 2 aus Ratte; Syntaxin 3 und Syntaxin 4 aus Mensch) zwischen den
Restriktionsschnittstellen EcoRl und Xhol der Multiple Cloning Site des pcDNA4/TO/myc-HisA-Vektors
einkloniert. Die resultierenden Konstrukte haben eine Gr6éRBe von 5,9 kb und lassen sich mittels Ampizilin
selektieren. Zudem tragen alle Konstrukte ein myc-tag (Syntaxin 3: 2x myc) und 6 His-tags. Die Syntaxin-

Konstrukte wurden von T. Weimbs (Santa Barbara, USA) zur Verfugung gestelit.

3.4.4 PLP-Plasmid
;%Eééaéﬁtﬁfgéiésg
CE&EE8aS28388E258T

|mMcs

1. —BamHI— PLP (834 bp) — Pst[—

pR4 (CMV)
6,1 kb

Amp

Abb. 3.4: PLP-Expressionsvektor
Zur Herstellung des PLP-Expressionsvektors wurde PLP zwischen den Restriktionsschnittstellen BamHI und Pstl
der Multiple Cloning Site des pR4-Vektors einkloniert. Das resultierende Konstrukt hat eine Gré3e von 6,9 kb

und kann mit Ampizilin selektiert werden.
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3.4.5 PLP-eGFP-Plasmid zur Herstellung der stabilen Zell-Linie
2 5% &E
= Ho_ 8% a9
T EZ 3 RE_~-SREEs
E5RE350F38558835

=
0
wn

pEGFP-N1
4.7 kb Not | — EcoRI— PLP (834 bp) EGFP— NotI —
(Clontech)

r
Kan

Abb. 3.5: PLP-eGFP-Expressionsvektor

Zur Herstellung des PLP-eGFP-Expressionsvektors wurde zunachst die EGFP-Sequenz aus dem EGFP-N1-Vektor
ausgeschnitten und mit der PLP-Sequenz fusioniert. Das Fusionsprodukt wurde zwischen den
Restriktionsschnittstellen EcoRI (in der Multiple Cloning Site) und Notl einkloniert. Die stabile Zell-Linie Oli-neu

PLP-eGFP wurde von K.-A. Nave (Goéttingen) zur Verfugung gestellt (Trajkovic et al., 2006).

3.4.6 Tetanustoxin-Plasmide

1. — EcoRI— TeNT-wt (1496 bp) — HindIII—

2. — EcoRI— TeNT-mut (E234Q) (1496 bp) — HindIII—

Ampr

Abb. 3.6: TeNT-Expressionsvektor

Zur Herstellung der TeNT-Expressionsvektoren wurden die Sequenzen von TeNT-wt (1.) bzw. TeNT-mut
(E234Q: Punktmutation an Aminosaure 234, Austausch von Glutaminsédure zu Glutamin, keine proteolytische
Aktivitat, 2.), zwischen den Restriktionsschnittstellen EcoRl und Hindlll der Multiple Cloning Site des pCMV5-
Vektors einkloniert. Die resultierenden Konstrukte haben eine GroRe von 6,2 kb und kdnnen mittels Zugabe von

Ampizilin seletiert werden. Die TeNT-Konstrukte wurden von T. Binz (Hannover) zur Verfugung gestellt

(McMahon et al., 1993).
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3.5 Primer

Primer (Metabion, Martinsried)

Sequenz

Actin left 1009-1028
Actin right 1066-1083
PLP left 598-617

PLP right 646-665
Syn3 left 1130-1150
Syn3 right 1180-1200
Syn4 left 728-747
Syn4 right 819-838
VAMP3 left 250-269
VAMP3 right 309-327
VAMP7 left 101-119
VAMP7 right 166-187

TGA CAG GAT GCA GAA GGA GA
CGC TCA GGA GGA GCA ATG
GCT AGG ACA TCC CGA CAA GT
CAA ACA CCA GGA GCC ATA CA
CAA CGG CAG CTT GAA ATT ACT
TTG CCA CTC TCC AAC ATC TCT
TGA AGA TCA CCA ATG CTG GA
GAG TCA CCT GCG TGT CCT TC
TCG CAG TTT GAA ACA AGT GC
GAT CCC TAT CGC CCA CAT C
GCG ACCCTAGGA GGACCTT
AGA ATG GCC ATG ACT TCAATC T

3.6 Sonden

Sonde Hersteller
Universal ProbelLibrary Probes Probe #106 | Roche, Mannheim
(Actin)

Universal ProbeLibrary Probes Probe #105 | Roche, Mannheim
(PLP)

Universal ProbeLibrary Probes Probe #17 Roche, Mannheim
(Syntaxin 3 und 4)

Universal ProbelLibrary Probes Probe #31 Roche, Mannheim
(VAMP3)

Universal ProbeLibrary Probes Probe #78 Roche, Mannheim
(VAMP7)

3.7 Small interfering RNAs

siRNA (Qiagen, Hilden) Sequenz

VAMP3 (Mm_VAMP3_1_HPsiRNA) Sense:

VAMP7 (Mm_Sybl1_1_HPSiRNA)

r(GAU UAU UCU CCG UUU GUA A)dTdT
Antisense:

r(UUA CAA ACG GAG AAU AAU C) dTdT
Sense:

r(CCU UGU AAA UGA UAC ACA A)dTdT
Antisense:

r(UUG UGU AUC AUU UAC AAG G)dAdG
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3.8 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einem Laminar-Flow-
Arbeitsplatz durchgefiihrt. Verwendete Nahrmedien und Puffer wurden zuvor autoklaviert
oder steril filtriert. Die Zellen wurden bei 37°C und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die
Zell-Linien Oli-neu und Oli-neu PLP-eGFP wurden bei 5%, primare Oligodendrozyten bei
8% CO, gehalten.

3.8.1 Praparation primarer Oligodendrozyten

3.8.1.1 Praparation der Gehirne

Zur Praparation primarer Oligodendrozyten wurden NMRI- und C57/Black6-Mause der
Stadien E14 bis E16 verwendet. Die Primarkulturen wurden gemaR dem Protokoll von
Trotter et al. prapariert (Trotter and Schachner, 1989). Nach Entnahme der Gehirne und
dessen Befreiung von Hirnhauten wurden diese in 1%iger Trypsinlésung in HBSS
inkubiert und in HBSS™ gewaschen. Um eine Einzelzellsuspension zu erhalten wurden die
Zellen in einer 0,05%igen DNAse-Losung durch eingeengte Pasteurpipetten dissoziiert.
Nach Zentrifugation bei 130 g fur 10 min. (4°C) wurde das Zellpellet in HBSS*
resuspendiert und erneut in HBSS™ gewaschen und zentrifugiert. Die gemischten
Gehirnzellen wurde in DMEM, 10% Pferdeserum (horse serum, HS) resuspendiert und auf

Poly-L-Lysin-beschichtete Kulturflaschen ausplattiert (ca. 3,75 x 10° Zellen / cm?).

3.8.1.2 Neuronenkill und Abklopfen der Makrophagen

5 Tage nach der Praparation der Gehirne wurden, mittels einer komplementvermittelten
Immunzytolyse, die Neuronen aus den gemischten Gehirnkulturen entfernt. Dazu wurden
die Zellen fur 1 h mit dem monoklonalen M5-Antikérper (358, Verdinnung 1:10) und
Meerschweinchenkomplement bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit
DMEM, 10% HS gewaschen und in DMEM, 10% HS, 0,5 pg/ml Insulin weiter kultiviert. 11
Tage nach der Praparation der gemischten Gehirnkultur wurden, durch leichtes Klopfen

der Kulturflasche, Makrophagen abgeldst und mit DMEM, 10% HS abgewaschen.

3.8.1.3 Oligodendrozyten-Shake

14 Tage nach der Praparation hatte sich am Boden der Kulturschale ein dichter
Astrozytenrasen gebildet. Die darauf aufsitzenden Oligodendrozyten wurden durch
mehrmaliges, kraftiges Schiutteln abgeldst. Nach Zentrifugation der Oligodendrozyten bei
130 g fur 10 min. (4°C) wurden diese in Sato/B27 resuspendiert und auf Poly-L-Lysin-

beschichtete KulturgefaRe oder Deckglaser mit einer Dichte von ca. 1,3 x 10° Zellen /
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cm? ausgesat. Dem Medium wurden zudem 10 ng/ml PDGF und 5 ng/ml bFGF zugesetzt
(Colognato and ffrench-Constant, 2004; Miller, 2002).

3.8.2 Die Zell-Linien Oli-neu und Oli-neu PLP-eGFP

Die Zell-Linie Oli-neu entstand durch Immortalisierung muriner, priméarer
Oligodendrozytenvorlauferzellen mittels Onkogentransfer des t-neu-Gens (Jung et al.,
1995).

Die Zell-Linie Oli-neu PLP-eGFP exprimiert stabil ein PLP-eGFP-Fusionsprotein. Zur
Herstellung wurde eGFP C-terminal an PLP kloniert. Das Fusionsprodukt wurde
anschlieBend in den Expressionsvektor pEGFP-N1 (Clontech, Mountain View, USA)
einkloniert (Kap. 3.4.5). Dabei wurden die Restriktionsschnittstellen EcoRl und Notl
genutzt. Zur Herstellung einer stabilen Linie wurden Oli-neu Zellen mit den Vektoren
pPLP-eGFP-N1 (Abb. 3.5) und pMSCV-hygro (Clontech, Mountain View, USA) co-
transfiziert und mittels Hygromycin-Behandlung selektiert. Die Zell-Linie Oli-neu PLP-

eGFP wurde von K.-A. Nave (Gottingen) zur Verfugung gestellt (Trajkovic et al., 2006).

3.8.2.1 Passagieren, Einfrieren und Auftauen

Die Kultivierung der Zell-Linien erfolgte in Sato-Medium. Um den Zellen ausreichend
Nahrstoffe zur Verfigung zu stellen und ein zu dichtes Wachsen der Zellen im
Kulturgefal® zu verhindern, wurden diese regelmaRig passagiert. Dazu wurden die Zellen
durch Spilen mit warmer Trypsin/EDTA-L6sung vom Zellkulturgefald abgel6ést. Die
Wirkung der Protease wurde durch Zugabe von kaltem PBS, 10% HS abgestoppt und die
Zellen bei 130 g fir 10 min. (4°C) zentrifugiert. Nach Resuspension in Sato-Medium
wurden die Zellen in gewilnschter Dichte auf neue, mit Poly-L-Lysin beschichtete
KulturgefalRe ausgesét.

Zur Lagerung wurden die Zellen einer konfluent bewachsenen 180 cm? - Zellkulturschale
abtrypsinisiert, zentrifugiert und das Pellet in 3 ml Einfriermedium resuspendiert.
AnschlieRend wurden die Zellen fur 24 h bei -80°C und langdfristig in flussigem Stickstoff
gelagert.

Das Auftauen erfolgte im 37°C-Wasserbad. Um eine Schadigung der Zellen durch DMSO
zu verhindern, wurden die Zellen zlugig aufgetaut und in PBS, 10% HS verdunnt. Nach
einer 10minutigen Zentrifugation bei 130 g (4°C) und Resuspension in Sato-Medium

wurden die Zellen auf ein 80 cm?-Zellkulturgefal ausgesét.
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3.8.3 Transiente Transfektion von Plasmiden

Als Transfektion wird in der Zellbiologie das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische

Zellen bezeichnet.

3.8.3.1 Elektroporation

Bei Oli-neu oder Oli-neu PLP-eGFP Zellen eignet sich zur Transfektions u.a. die Methode
der Elektroporation. Dabei wird die Zellmembran durch Spannungsimpulse fir DNA
permeabel gemacht. Zur Transfektion wurden 2 x 10° Zellen in 600ul Sato-Medium
aufgenommen und in einer Elektroporationskivette je nach Plasmid (Kap. 3.4) mit 10-20
Hg DNA vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min. wurden die Zellen bei 220 V
und 950 pF elektroporiert. Nach einer weiteren funfminttigen Inkubationszeit wurden die

Zellen auf ZellkulturgefalBe oder Deckglaser ausgesat.

3.8.3.2 AMAXA Nukleofektion

Nukleofektion ist eine spezielle Art der Elektroporation, bei der bestimmte L6ésungen ein
Einbringen der DNA in den Zellkern erméglichen. Dazu wurden 1 x 10° Oli-neu Zellen in
100 pl der AMAXA-Nukleofectlbsung (Basic Nucleofector Kit Primary Neurons)
resuspendiert und mit 2-5 pupg der Plasmid-DNA in einer Elektroporationskivette
vermischt. Nach der Nukleofektion (Programm O-005) wurden die Zellen fUr 7 min. in
RPMI-Medium inkubiert und anschlieRend mit einer Dichte von 3,5 x 10* Zellen / cm?

ausplattiert.

3.8.4 Transfektion von small interfering RNAs mittels AMAXA Nukleofektion

Die AMAXA-Nukleofektion kann auch zur Transfektion von siRNAs (small interfering
RNASs) in Oli-neu Zellen genutzt werden. Small interfering RNAs (siRNAs) sind 21 — 28
Nukleotide lange RNA-Molekile, die im Zytoplasma von der RNase Ill Dicer aus langen
doppelstrangigen RNAs herausgeschnitten werden. Anschlieend werden sie in einen
Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) eingebaut und binden an die
komplementare Ziel-mRNA. So wird der RISC-Komplex mit seinen RNA-Helikasen- und
Nuklease-Aktivitdten in r&dumliche Nahe gebracht. Die Folge ist ein Entwinden und
Spalten der mRNA. Da diese mRNA nun in ungeschutzter Form vorliegt, wird sie durch
intrazellulare Nukleasen abgebaut. Dieser Mechanismus dient zum einen dem Abbau
fremder RNA, z.B. von Viren, andererseits auch der zellinternen Regulation. In der
molekularen Forschung werden bevorzugt synthetisch hergestellte siRNAs eingesetzt, um
die Expression spezifischer Zielgene zu verringern. Dieser Gen-Knockdown ermdglicht es,
Hinweise auf die physiologische Bedeutung des Gens zu erhalten. Zur Transfektion der

siRNAs wurden nach dem gleichen Prinzip wie bei Plasmiden (Kap. 3.8.3.2) die Zellen mit
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160 pmol der entsprechenden siRNA (Kap. 3.7) vermischt, elektroporiert (Programm O-

005) und ausgesat.

3.8.5 Natriumbutyrat und dbcAMP

Zur Steigerung der Plasmidexpression wurde 2-3 h nach der Transfektion 2 mM
Natriumbutyrat zu den Zellen gegeben. Natriumbutyrat ist ein Hemmstoff der
Histondeacetylasen (HDACs), welche durch Deacetylierung der Histon-N-Termini eine
positive Ladung der Histone herbeifihren. Die erhdhte Affinitat zur DNA blockiert diese
far Transkriptionsfaktoren, so dass die Transkription herunterreguliert wird. Durch die
Zugabe von Natriumbutyrat wird somit eine verstarkte Transkription der Plasmid-DNA
erreicht.

Ebenfalls 2-3 h nach der Transfektion wurde 1 mM dibuturyl-zyklisches AMP (dbcAMP)
zugegeben. Zyklisches AMP aktiviert Proteinkinasen vom Typ A (PKA). Dies fuhrt Uber
eine Phosphorylierung verschiedener zellularer Proteine zu vielfaltigen Effekten, wie z.B.
die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Dies bewirkt die Transkription cAMP-
induzierbarer Gene. Der Dibutyryl-Rest sorgt dabei lediglich fur die Membrangéangigkeit
des zyklischen AMPs. Nach Zugabe von dbcAMP ist eine deutliche Differenzierung der
oligodendroglialen Vorlauferzelle Oli-neu zu beobachten. Nach Transfektion der Zellen mit
PLP wird dieses zudem zur Plasmamembran transportiert (Abb. 4.7). Durch die Zugabe
kann somit die naturliche Differenzierung primarer Oligodendrozyten annahernd immitiert
werden, bei der es ebenfalls zu einem Transport von endosomalem PLP zur

Plasmamembran kommt (Kap. 4.7).
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3.9 Molekularbiologie

3.9.1 Transformation

Als Wirtsbakterium fur die Transformation der Plasmid-DNA (Kap. 3.4) wurden
hitzekompetente E.coli TOP10F verwendet. 60 pl der Bakterien wurden dazu mit 50 ng
Plasmid-DNA vermischt und fur 30 min. auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fur 2
min. bei 42°C. Anschlieend wurde die Bakteriensuspension mit 1 ml LB-Medium versetzt
und far 30 min. bei 37°C inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde zur Selektion
transformierter Bakterien auf LB-Platten mit, dem Plasmid entsprechenden, Antibiotikum

ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.9.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von geringen Mengen Plasmid-DNA wurden 5 ml antibiotikum-haltiges LB-
Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Bei
gréBBerem Plasmid-Bedarf wurden 200 ml antibiotikum-haltiges LB-Medium mit Bakterien,
meist aus einem Glycerolstock, versetzt und ebenfalls Uber Nacht inkubiert. Die
Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe der Kits von Qiagen (PureLink Quick
Plasmid Miniprep Kit bzw. PureLink HiPure Plasmid Maxi Kit) nach den Angaben des

Herstellers.

3.9.3 Restriktionsverdau

Fur einen analytischen Restriktionsverdau wurde 0,2 — 1 pg DNA mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen (Kap. 3.6.1), dem entsprechenden Puffer (nach Herstellerangaben)
und nukleasefreiem Wasser fur 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden die Proben

mit Probenpuffer versetzt und mittels einer Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

3.94 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese wird eine Auftrennung von Nukleinsdurefragmenten
nach ihrer GroRRe erreicht. Es wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von 1%
hergestellt. Dazu wurde die Agarose in 50 ml TAE-Puffer gel6ést und mit 0,5 pg /7 ml
Ethidiumbromid versetzt. Nach dem Ausgiel3en, Erharten und Beladen der Gele wurden

die Nukleinsdurefragmente bei 45 V aufgetrennt.
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3.9.5 RNA-Isolierung

Zur lIsolierung der RNA priméarer Oligodendrozyten wurden 2,1 x 10° Zellen / cm?
ausgesat und je nach Versuchsansatz fur 1, 3, 5 oder 7 Tage in Kultur gehalten.
Anschlielend wurden die Zellen vom Zellkulturgefa abtrypsiniert und bei 130 g fur 10
min. pelletiert. Das Pellet wurde in 350 pul Lysis-Puffer des ,,Qiagen — RNeasy Plus Mini
Kits“ resuspendiert. Die weitere Isolierung der RNA erfolgte nach den Angaben des

Herstellers.

3.9.6 cDNA-Synthese

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkiptase kann aus RNA die dazu komplementédre DNA
(cDNA) hergestellt werden. Die Synthese wurde mit dem Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit der Firma Roche durchgefuhrt. Als Primer wurden random hexamer
Oligonukleotide gewé&hlt. Diese bestehen aus sechs zufallig zusammengesetzten
Nuleotiden und binden an alle Arten der RNA, so dass nicht nur die mRNA in cDNA
umgeschrieben wird. Zur Synthese wurde 1 ug der isolierten Gesamt-RNA (Kap. 3.9.5)

eingesetzt. Die weiteren Schritte erfolgten nach den Angaben des Herstellers.

3.9.7 Quantitative Real-Time-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fur Nukleinsduren, die
auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion beruht und zusatzlich die Quantifizierung
der gewonnen Nukleinsauren ermoéglicht. Die Quantifizierung erfolgt hierbei mittels
Fluoreszenzmessungen, wobei die Fluoreszenz proportional mit der Menge der PCR-
Produkte zunimmt. Die quantitative Real-Time-PCR wurde mit Hilfe des Lightcycler® 1.5
Master (Roche, Mannheim) durchgefiihrt. Die relative Gen-Expression wurde mit Hilfe des
Relative Expression Software Tool (REST® Pfaffl, Horgan) ermittelt, wobei B-Aktin als

Referenz-Gen diente.

3.9.8 Konzentrationsbestimmung von DNA- oder RNA-LOsungen

Die Konzentration einer DNA- oder RNA-L6sung wurde photometrisch bei einer
Wellenldnge von 260 nm in einer Quarzkiuvette bestimmt. Aus der Extinktion der Losung
kann die Konzentration anhand des folgenden Verhaltnisses berechnet werden: ODgg0 = 1
entspricht 50pg / ml doppelstrangige DNA; 33 pg / ml einzelstrangige DNA bzw. 40 pg /
ml RNA. Zudem gibt das Verhéaltnis der Nukleinsaure-Absorption (OD»go) zur Protein-

Absorption (OD2go) Auskunft Uber die Reinheit einer DNA- oder RNA-L8sung.
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3.10 Proteinbiochemie

3.10.1 Zellaufschluss und Herstellung eines kernfreien Uberstandes

3.10.1.1 Gehirn-Lysate

Zur Herstellung von Gehirn-Lysaten wurde 10 ml T-PER Tissue Protein Extraction
Reagent (Pierce, Rockford, USA) / 1 g Gehirnmasse verwendet. Dazu wurden die Gehirne
im Puffer mit Hilfe einen Ultra-Turrax homogenisiert und anschlieBend fir 1 h bei 4°C
inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fur 10 min. bei 300 g (4°C) um die Zellkerne

abzutrennen. Der Uberstand wurde bei — 80°C gelagert.

3.10.1.2 Triton-Lyse

Zur Herstellung eines Triton-Lysats wurden Oli-neu Zellen oder primare Oligodendrozyten
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Triton-Lysis Puffer vom
Zellkulturgefall gekratzt. Nach einer 30minitigen Inkubationszeit bei 4°C (Rotor) wurden
die Zellkerne bei 300 g fur 10 min. (4°C) abzentrifugiert und der Uberstand

abgenommen.

3.10.1.3 Cellcracker

Ziel dieses Schrittes war es, mdglichst viele Zellen aufzuschlieRen, andererseits aber die
Organellmembranen intakt zu belassen. Es wurden 2 x 10° Zellen in 800 pl kaltem
Homogenisierungspuffer vom ZellkulturgefaR gekratzt und die Zellsuspension durch
dreimaliges Aufziehen mit einer 22 x G-Kanulle vereinzelt. Nach dem Spullen des
Cellcrackers, bei dem der Zwischenraum des Gehauses und der Metallkugel 12 pm
betrug, wurde die Zellsuspension mittels zweier 1 ml-Spritzen 13 mal hin- und
hergedrickt, wobei die Zellen durch Scherkraften aufgebrochen wurden. Anschliel3end
wurde das sich im Geh&use befindliche Totvolumen der Zellsuspension durch erneutes
Durchdriicken von 0,5 ml Homogenisierungspuffer aufgefangen, so dass ein Endvolumen
von 1,3 ml entstand. Zu Isolierung der Zellkerne wurde die Zellsuspension auch hier fur

10 min. bei 300 g (4°C) zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
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3.10.2 Subzellulare Fraktionierung

3.10.2.1 Isolierung der Plasmamembran

Zur lIsolierung der Plasmamembran wurde das Biotin-NeutrAvidin-System genutzt. Biotin
ist ein Vitamin mit einem Molekulargewicht von nur 244 Da. Das Molekll bindet an
Aminogruppen (-NH,), d.h. Biotin kann sowohl an die Lysine, als auch an die N-Termini
von Polypeptiden  binden. In dieser Arbeit wurde zur Detektion von
Zelloberflachenmolekilen lediglich wasserlosliches, membranimpermeables Sulfo-NHS-
LC-Biotin genutzt. Das kommerziell erhéltliche Biotin enthalt eine Veresterung mit N-
Hydroxysuccinimiden (NHS), was eine Bindung von Biotin im pH-Bereich von 7 — 9
ermadglicht. Zudem tragt das Biotin einen Spacer-Arm (LC), der sterische Behinderungen
wéahrend der Biotinylierung verhindert.

Avidin ist 66 kDa grol3 und zeichnet sich durch eine sehr hohe Affinitat zu Biotin aus. Es
werden jeweils 4 Molekile Biotin gebunden. Die Biotin-Avidin-Interaktion ist die starkste
bekannte nicht-kovalente Bindung zwischen Proteinen. Bei NeutrAvidin (60 kDa) handelt
es sich um deglykosyliertes Avidin, bei dem zudem der isoelektrische Punkt herabgesetzt
wurde. Somit wurden die Bindungseigenschaften verbessert. Ein breites Angebot an
immobilisierten NeutrAvidin-Reagenzien ist ebenfalls kommerziell erhéltlich.

Zur Detektion von Proteinen in der Plasmamembran wurde diese zunéchst isoliert. Dazu
wurden Oli-neu Zellen fir 10 min. auf Eis heruntergekthlt und anschlieRend mit 0,5 mg /
ml Sulfo-NHS-LC-Biotin in PBS fir 20 min. bei 4°C inkubiert. Um Uberschissiges Biotin
zu entfernen wurden die Zellen zweimal fir 5 min. mit 50 mM Glycin in PBS und einmal
mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde mit Hilfe eines Cellcrackers ein kernfreier
Uberstand hergestellt (Kap. 3.10.1.3). Zur lIsolierung der Plasmamembran-Fragmente
wurde der kernfreie Uberstand anschlieRend fiir eine Stunde mit 100 pl / ml NeutrAvidin-
Agarose-beads inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der NeutrAvidin-Agarose-beads mit
PBS wurden diese bei 4°C fur 2 min. bei 300 g abzentrifugiert und in 4x Probenpuffer
aufgenommen. Nach 10minttigem kochen bei 95°C und erneutem zentrifugieren wurde
der Uberstand mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert. Als Kontrolle dienten

intrazellulare Membranen, die bei 5 x 10° g, fur 30 min. pelletiert wurden.
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3.10.2.2 Myelinpraparation

Zur lIsolierung der Myelinmembranen wurden die Mausgehirne entnommen und mit Hilfe
eines Ultra-Turrax in 10,5% Saccharose in PBS homogenisiert. Es folgte eine
Zentrifugation bei 1,7 x 10 g fir 45 min. (4°C). Das Pellet wurde in 30% Saccharose in
PBS resuspendiert, mit 10,5%iger Saccharose-Losung uberschichtet und fur 50 min. bei
6,8 x 10* g (4°C) zentrifugiert. Aufgrund der geringen Dichte des Myelins, kann dieses so
von anderen Membranen biochemisch getrennt werden (Norton and Poduslo, 1973). Das
Myelin wurde von der Interphase abgesammelt und durch Zugabe von H,O einem
hypoosmotischen Schock unterzogen. Durch diesen Schritt werden axonale Membranen
Lausgewaschen“. Es folgte eine Zentrifugation von 30 min. bei 6,8 x 10* g (4°C) und eine
erneute Auftrennung des Myelins Uber einen Stufengradienten. Nach erneutem
hypoosmotischen Schock wurde das Myelin in einem kleinen Volumen PBS aufgenommen

und bei — 80°C gelagert.

3.10.3 Co-Immunprazipitation

Ziel einer Co-lmmunprézipitation ist es, eine Interaktion zwischen Proteinen
nachzuweisen. Man nutzt dazu die Bindung von Protein-A- bzw. Protein-G-Sepharose an
Immunglobuline. Protein-A ist ein bakterielles Zellwandprotein von Staphylococcus
aureus mit einer spezifischen Affinitat zur Fc-Region von bestimmten Immunglobulinen.
Protein-G ist ein Zelloberflachenprotein aus Streptokokken und unterscheidet sich in
seinem Affinitatsspektrum von Protein-A. In dieser Arbeit wurden ausschliel3lich Co-
Immunpréazipitationen mit Kaninchen-Antikdrpern durchgefihrt, welche eine hohe
Affinitdt zu Protein-A-Sepharose aufweisen. Dazu wurden Oli-neu Zellen bzw. primare
Oligodendrozyten mit einer Dichte von 2 x 10* Zellen / cm? bzw. von 1,8 x 10° Zellen /
cm? ausgesat und fir zwei bzw. vier Tage in Kultur gehalten. Vor Beginn der Co-
Immunprézipitation wurden die Zellen fir 10 min. bei 4°C mit 1 mM N-Ethylmaleimid
inkubiert, welches zum Nahrmedium zugegeben wurde. N-Ethylmaleimid blockiert die
Aktivitat von NSF (N-ethylmaleimide-sensitive-factor), einem Chaperon, dass SNARE-
Komplexe spaltet. Dies ist unter natlrlichen Bedingungen notwendig, um die cis-SNARE-
Komplexe zu trennen (Kap. 2.5.3). Im Fall der Co-Immunprazipitation sollen jedoch
vorhandene SNARE-Komplexe geschitzt werden. Auch zu allen verwendeten Puffern
wurde 1 mM N-Ethylmaleimid hinzugefuigt. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und in 1 ml Triton-Lysis Puffer vom Zellkulturgefa® gekratzt (Kap. 3.10.1.2).
Dem kernfreien Uberstand wurden 100 ul / ml Protein-A-Sepharose beads zugefiigt und
fur 1 Stunde bei 4°C inkubiert (Rotor). AnschlieBend wurden die beads fiur 20 sec. bei
300 g (4°C) abzentrifugiert und bis zu den spateren Waschschritten bei -20°C gelagert.

39



Material und Methoden

Dieser Inkubationsschritt diente als Negativkontrolle, um unspezifisch bindende Proteine
zu detektieren und schon vor der eigentlichen Immunprazipitation vom Lysat zu
entfernen. Der Uberstand wurde anschlieBend iber Nacht mit dem polyklonalen
Kaninchen-Antikdrper und am Folgetag fur eine Stunde erneut mit 100 pl / ml Protein-A-
Sepharose beads inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren der beads (siehe oben) wurden
diese, gemeinsam mit den beads der Negativkontrolle, funf mal mit 1 ml RIPA-Puffer
gewaschen, Probenpuffer hinzugeftgt und far 10 min. bei 95°C unter Schitteln gekocht.
AnschlieRend wurden die Proben erneut zentrifugiert und der Uberstand mittels SDS-
PAGE und Westernblot analysiert. Um eine mogliche SNARE-Interaktion zu detektieren,
die erst nach der Herstellung der Triton-Lysate entsteht, wurden Oli-neu Zellen entweder
mit den Expressionsvektoren VAMP3-GFP und Syntaxin4-myc co-transfiziert oder einzeln
transfiziert und die Lysate vereinigt. Die Co-Immunprazipitationen wurden anschlielzend

wie oben beschrieben durchgefihrt.

3.10.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Zur quantitativen Bestimmung von Proteinen wurde ein Bradford-Test durchgefihrt.
Dabei bildet der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (Bradford-Reagenz, Biorad,
Minchen) in saurer Losung Komplexe mit den Aminoséduren Arginin, Phenylalanin,
Tryptophan, Tyrosin und Histidin. Das Absorptionsmaximum des Farbstoffs verschiebt
sich von 470 nm zu 595 nm. Anhand einer Eichgerade kann so die Proteinkonzentration
photometrisch bestimmt werden. Die Eichgerade und die zu messenden Proben wurden

wie folgt pipettiert.

Konzentration BSA (0,5 mg/ml) Puffer Bradford-Reagenz

Referenz O pg/ mi O ul 800 ul 200 pl
1 1ug/ ml 2 ul 798 ul 200 ul

2 2 ug / mi 4 ul 796 ul 200 ul

3 5pg / mi 10 pl 790 pl 200 pl

4 10 pg / ml 20 pl 780 pl 200 pl

5 15 ug / mi 30 pl 770 pl 200 pl

6 20 ug / ml 40 pl 760 ul 200 ul

7 25 ug / ml 50 ul 750 ul 200 ul
Probe - 10 pl 790 pl 200 pl

Anschlielend wurden die Proben fur 10 bis 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert und

die Absorption bei 595 nm gemessen.
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3.10.5 SDS-PAGE und Westernblot

Unter SDS-PAGE (Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) versteht
man eine analytische Methode zur Auftrennung von Proteingemischen im elektrischen
Feld. Als Trennmedium dient dabei ein Gel auf Polyacrylamidbasis.

Zur Vorbereitung der Proben wurden 0,5 pg — 20 pg Protein mit 4x Probenpuffer versetzt
und ggf. 5 min. bei 95°C gekocht um Sekundéar- und Tertiarstrukturen aufzubrechen. Das
im Probenpuffer enthaltene SDS bindet dabei in einem Verhaltnis von 1,4:1 an die
Proteine, so dass diese eine konstante Ladungsverteilung aufweisen. Zudem spaltet das
enthaltene DTT Disulfidbrtcken.

Die Elektrophorese erfolgte entweder in 4%-12% Bis-Tris-Gradienten-Gelen (NuPAGE,
Invitrogen, Karlsruhe) oder in diskontinuierlichen Gelen nach dem Lammli-System. Dazu
wurde ein 10%-14%iges Trenngel (Tris-Glycin-Puffer, pH 8,8) mit einem 4%igen
Sammelgel (Tris-Glycin-Puffer, pH 6,8) Uberschichtet.

Sammelgel (5 ml) Trenngel (10 ml)

4% 10%6 129%b 149%b
H,O 3,4 ml 4,0 ml 3,3 ml 2,6 ml
30% Acrylamid-Mix 0,83 ml 3,3 ml 4,0 ml 4,7 ml
1 M Tris 0,63 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
10% SDS 0,05 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 mi
10% APS 0,05 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 0,005 ml 0,004 ml 0,004 ml 0,004 ml

Nach der Auftrennung des Proteingemisches wurde ein Westernblot durchgefuhrt. Dabei
wird ein, senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes, elektrisches Feld angelegt. Dies
fuhrt zu einer Ubertragung der Proteine auf eine Membran. Das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung bleibt dabei erhalten. Fur die Ubertragung wurde das
semy-dry-Verfahren angewendet. Dazu wurden zunéchst vier in Transferpuffer getrankte
Filterpapiere (Whatman) auf die Anode der Westernblotkammer gelegt. Darauf folgte die
PVDF-Membran, welche zuvor in Methanol aktiviert und fur 10 min. in Transferpuffer
aquilibiert wurde. Auf die Membran wurden das Gel und abschlielend wieder drei
getrankte Filterpapiere geschichtet. Der Transfer der Proteine erfolgte fir 90 min. bei

einer Stromstarke von 230 maA.
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3.10.5.1 Ponceau-S Farbung

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVYDF-Membran wurde zunachst tberschiissiges
SDS mit dH,O abgewaschen. Zum Fixieren der Proteine auf der Membran und zum
Sichtbarmachen der Markerbanden wurde die Membran anschlielend fur 10 min. in
Ponceau-S gefarbt. Beim Entfarben mit dH,O wurden die Markerbanden erkennbar und

konnten angezeichnet werden.

3.10.5.2 Silberfarbung

Sollten alle Proteinbanden visualisiert werden, wurde eine Silberfarbung durchgefuhrt.
Dabei wurden die Proteine zunachst durch eine Fixierlésung aus Eisessig und Ethanol
denaturiert und ausgefallt. Anschlie3end folgte die Inkubation in Silbernitratlésung, wobei
sich die Silberionen an die Proteine anlagerten. Im folgenden Entwicklungsschritt wurden,
durch Zugabe von Formaldehyd, die Silberionen zu elementarem Silber reduziert. Dies
farbte die Proteinbanden braun. Die Silberfarbung wurde mit dem SilverQuest-Kit der

Firma Invitrogen nach den Angaben des Herstellers durchgefiuhrt.

3.10.5.3 Immundetektion

Zur Detektion einer bestimmten Proteinbande auf der PVDF-Membran wurde eine
Immundetektion durchgefuhrt. Dazu wurden zuné&chst unspezifische Bindestellen auf der
Membran durch Inkubation fir 30 min. in 4% Milchpulver in PBST abgesattigt.
AnschlieBend wurde der erste Antikorper verdunnt in 4% Milchpulver in PBST fur eine
Stunde (oder uber Nacht) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBST, folgte eine
einstundige Inkubation des an die Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase, HRP)
gekoppelten Zweitantikdrpers. Erneut wurde dreimal fur 15 min. mit PBST gewaschen um
Uberschussigen Antikérper zu entfernen. Die so markierten Proteine wurden mittels ECL-
Reagenz detektiert. Dabei spaltet die Meerrettich-Peroxidase das, in der ECL-L6sung
vorhandene, Luminol. Dies fuhrt zu einer Lichtreaktion, die eine Schwarzung von
Rontgenfilmen zur Folge hat.

Biotinylierte Proteine wurden fur 30 min. mit Streptavidin-HRP inkubiert, wie oben

beschrieben gewaschen und detektiert.
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3.10.6 Immunfluoreszenz

Far Immunfluoreszenz-Farbungen wurden Oli-neu Zellen oder primare Oligodendrozyten
auf Deckglaser ausgesat und je nach Versuchsansatz fur einen bis mehrere Tage in
Kultur gehalten und ggf. mit dbcAMP behandelt. Das Kulturmedium wurde entfernt und
anschlieRend dreimal mit PBS gewaschen. Zum Fixieren der Zellen wurden diese 15 min.
in 4% Paraformaldehyd (PFA) inkubiert. Es folgte ein dreimaliges Waschen mit PBS.
Sollte ein intrazellulares Epitop detektiert werden, wurden die Zellen 2 min. mit 0,1%
Triton-X100 in PBS permeabilisiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden
unspezifische Bindestellen abgesattigt. Dazu wurden die Zellen fir 20 min. in 10% HS in
PBS inkubiert. AnschlieRend wurde der 1. Antikérper in 10% HS in PBS verdinnt und far
45 min. inkubiert. Nach einem Waschschritt, bei dem Uberschissiger Antikérper entfernt
wird, wurde der zweite Antikdrper, gekoppelt an ein Fluorochrom, auf die Zellen
gegeben. Zuletzt wurden die Zellen erneut gewaschen, kurz in dH,O getaucht und in
Moviol eingebettet. Immunzytochemische Analysen mit dem PLP-Antikoérper, der ein
extrazellulares Epitop des Myelinproteins detektiert (O10-Antikdrper), wurden lebend und

auf Eis, vor der weiteren Behandlung der Zellen mit anderen Antikérpern durchgefihrt.

3.10.7 Mikroskopie und Auswertung der Translokationsstudien

Fluoreszenzmarkierte Proteine wurden entweder mit einem Fluoreszenzmikroskop oder
einem Laser-Scanning-Mikroskop visualisiert. Die Auswertung erfolgte anschlieRend mit
ImageJ und Adobe Photoshop.

Zur Quantifizierung der Intensitdt von Immunfluoreszenzen am Laser-Scanning-
Mikroskop wurden jeweils ganze Zellen aufgenommen (Dicke: 8 pm) und in 20
Teilschnitte & 0,4 um unterteilt. Jeder Teilschnitt wurde mit dem Programm Image Pro
Plus in 256 Graustufen (Schwarz: Graustufe 1 / Weil3: Graustufe 256) unterteilt, wobei
jeder Graustufe eine bestimmte Pixelanzahl zugeordnet wurde. Die Anzahl der Pixel
wurde anschlieBend in Microsoft Excel mit der Graustufe multipliziert. Die Summe aller
Teilschnitte ergab die Gesamtintensitat der Fluoreszenzmarkierung. In
Translokationsstudien, in denen die Menge an oberflachen-transportiertem PLP ermittelt
wurde, wurde die Intensitat der Plasmamembran-PLP-Farbung (O10-Antikdrper) in

Relation zur Intensitat der Gesamt-PLP-Farbung (aa3-Antikdrper) gesetzt.
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3.10.8 Antikdrper-Endozytose

Zur Visualisierung endozytierter Proteine wurde eine Antikdrper-Endozytose
durchgefihrt. Dazu wurden extrazellulare Epitope eines Proteins fluoreszenzmarkiert und
der Antigen-Antikdrper-Komplex anschlielend bei 37°C endozytiert. Farbte man die nicht
endozytierten Proteine mit einem anderen Fluorochrom gegen, konnte die Menge an
endozytiertem Protein ermittelt werden.

Oli-neu Zellen wurden dazu mit PLP transfiziert (Kap. 3.8.3.1) und ggf. fur drei Tage mit
dbcAMP behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen fur 10 min. auf Eis heruntergekihlt
und far 40 min. mit einem PLP-Antikérper inkubiert, der ein extrazellulares Epitop
detektiert (Maus-anti-PLP; 010, Abb. 2.2 B). Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden
die Zellen fur 30 min. mit einem fluorochrom-gekoppelten Zweitantikdrper (Ziege-anti-
Maus-Cy3) inkubiert. Um die Endozytose der markierten Oberflachenproteine zu
ermoglichen wurden die Zellen in vorkonditioniertem Kuturmedium fur eine Stunde bei
37°C inkubiert. Der Kontrollansatz verweilte fur eine Stunde bei 4°C. Nach der
Endozytose wurden die Zellen auf Eis heruntergekuhlt. Die nicht-endozytierten
Oberflachenproteine wurden anschlieBend mit einem weiteren fluoreszenzmarkierten
Sekundérantikdrper (Kaninchen-anti-Ziege-Cy2) gegengefarbt. AnschlieRend wurden die

Zellen fixiert und in Moviol eingebettet (Abb. 3.7).

* * * * *
A A AN AN
extra A A A 37°C extra I I AI A
—— > ———HH 131
N8 “plp pLP  PLP ntrea - prp l PLP
A = Maus-anti-PLP (010) x
* = Ziege-anti-Maus-Cy3 Endosom \\

= Kaninchen-anti-Ziege-Cy2 I l | |

Abb. 3.7: Schematische Darstellung der Antikdrper-Endozytose

3.10.9 Zell-ELISA

Als enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA, enzyme linked Immunosorbent
Assay) bezeichnet man ein immunologisches Nachweisverfahren, das auf einer
enzymatischen Farbreaktion basiert. Im Fall des Zell-ELISAs (Abb. 3.8) wurden Oli-neu
bzw. Oli-neu PLP-eGFP Zellen auf einer 24-Well-Platte ausgesat (3800 Zellen / cm?) und
je nach Versuchsansatz 1-3 Tage mit dbcAMP behandelt (Kap. 3.8.5). Dies fuhrte zur
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Differenzierung der Zellen und zu einem Transport von PLP zur Plasmamembran. Zudem
wurden die Zellen zuvor entweder mit siRNA oder Expressionsvektoren transfiziert um
eine Auswirkung von verschiedenen Knockdown- bzw. Uberexpressions-Situationen auf
den PLP-Transport zu untersuchen. Nach 40minutiger Inkubation mit einem extrazellular
bindenden, und somit nur Oberflachen-PLP detektierenden, Antikérper (010, Abb. 2.2 B)
wurden die Zellen fur 20 min. mit 4% PFA fixiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS
wurde far 30 min. mit PBS, 10% HS blockiert. Der HRP-gekoppelte Zweitantikdrper
(Ziege-anti-Maus-HRP) verblieb fur eine Stunde auf den Zellen. Nach erneutem
zweimaligem Waschen folgte die Zugabe des Chromogens TMB (Tetramethylbenzidin).
Dieses stellt ein Substrat fir die an den Sekundarantikbérper gekoppelte
Meerrettichperoxidase (HRP) dar. Das farblose TMB wird nach ca. 2-20 min. (bei
Raumtemperatur) zu einem blauen Produkt umgewandelt, welches eine Absorption bei
370 und 652 nm zeigt. Durch Zugabe von 1 M Schwefelsaure wird die Reaktion gestoppt
und ein gelbes Reaktionsprodukt entsteht. Dies Dbesitzt ein einzelnes
Absorptionsmaximum bei 450 nm und kann photometrisch bestimmt werden. Jeder
Ansatz wurde sechsfach durchgefihrt und anschlieBend gemittelt. Zudem wurden
Kontrollen ohne Zweitantikdrper durchgefihrt und der resultierende Hintergrundwert

subtrahiert.

Schwefel-
/ [11] =pm-pLp

A TMB saure N
A —_— . A = Maus-anti-PLP (010)

_/CW— /L = Ziege-anti-Maus-HRP

TMB = Tetramethylbenzidin

Abb. 3.8: Versuchsablauf des Zell-ELISAs

3.11 Statistik

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung aller Versuche erfolgte mit dem
Programm Graph Pad Prism 5.00. Es wurde ein nicht-parametrischer, gepaarter,
zweischwéanziger t-Test durchgefuhrt. Der Konfidenz-Intervall betrug 95%, d.h. einen
Stern erhielten P-Werte < 0,05; zwei Sterne < 0,005 und drei Sterne < 0,001. Die
Fehlerbalken zeigen jeweils die Standardabweichung des Mittelwerts (SEM, standard

error of the mean).
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4 Ergebnisse

4.1 In vitro-Modelle zur Analyse des vesikularen Transports

Zur Analyse des vesikularen Transports in Oligodendrozyten wurden sowohl primare
Oligodendrozyten als auch Oli-neu Zellen verwendet. Priméare Oligodendrozyten
differenzieren ohne den Einfluss neuronaler Signale und exprimieren das Myelinprotein
PLP bereits nach wenigen Tagen in Kultur. Die Zellen generieren ein dichtes Netz aus
myelindhnlichen Strukturen, welche in dieser Arbeit als ,,myelin-like-membranes* (MLMs)
bezeichnet wurden.

Fur funktionelle Untersuchungen wurde, aufgrund der besseren Manipulierbarkeit,
bevorzugt die Zell-Linie Oli-neu verwendet. Zwar handelt es sich hierbei um eine
oligodendrogliale Vorlaufer-Zell-Linie, jedoch zeigen die Zellen starke zellbiologische
Ahnlichkeiten zu primaren Oligodendrozyten. So lasst sich durch die Zugabe von dbcAMP
eine Differenzierung der Zellen hervorrufen, bei der Membranverzweigungen entstehen.
Zudem exprimiert die Zell-Linie alle oligodendroglialen SNARE-Proteine und ist somit als

Modellsystem zur Analyse des SNARE-abhangigen, vesikularen Transports geeignet.

4.2 Expression der SNARE-Proteine wahrend der

oligodendroglialen Differenzierung

Der gerichtete Transport von Myelinkomponenten zur Myelinmembran findet
Uberwiegend nach dem Golgi-Apparat statt. Daher wurde zundchst die Expression der
SNARE-Proteine, deren Beteiligung in endo- und exozytotische Transportwege aus
anderen Zelltypen bekannt ist, in Oligodendrozyten analysiert. Westernblots von Zell-
Lysaten zeigten die Expression der Q-SNAREs Syntaxin 2 (Epimorphin), Syntaxin 3,
Syntaxin 4, Syntaxin 6, Syntaxin 7, Syntaxin 8, Syntaxin 13, Syntaxin 16, vtila, vtilb,
SNAP23, SNAP29 und der R-SNAREs VAMP2 (Synaptobrevin 2), VAMP3 (Cellubrevin),
VAMP4 und VAMP7 (TI-VAMP) (Abb. 4.1 A, Tab. 4.1). Dabei zeigten Lysate von primaren
Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen Uberwiegend identische Ergebnisse. Die Expression
der SNARE-Proteine Syntaxin 3 und VAMP2 war in Oli-neu Zellen schwécher als in
priméren Oligodendrozyten. Die neuronalen SNARE-Proteine Syntaxin 1, SNAP25, VAMP1
(Synaptobrevin) und VAMP8 (Endobrevin) zeigten hingegen in Oligodendrozyten keine

Expression (nicht gezeigt).
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Abb. 4.1: Expression und Regulation der SNARE-Proteine in priméaren Oligodendrozyten

(A) Westernblots der Lysate primarer Oligodendrozyten, welche fur 2, 4, 6 oder 8 Tage kultiviert wurden, und
Oli-neu Zellen. Die Lysate wurden mit Antikdrpern gegen alle exprimierten SNARE-Proteine inkubiert (um
Verwechslungen zu verhindern, wurden SNAREs mit identischem oder &hnlichem Molekulargewicht auf
unterschiedlichen PVDF-Membranen untersucht). Als Kontrollen dienen Tubulin und PLP. Dabei zeigt PLP die

zunehmende Differenzierung der priméaren Oligodendrozyten an, Tubulin dient als Ladekontrolle.
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(B) Densitometrische Analyse der Westernblot-Signale. Die SNARE-Signale wurden zum Tubulin-Signal
normalisiert und in Relation zu Tag 2 dargestellt. Es sind ausschlie3lich die SNARE-Proteine gezeigt, die im
gepaarten t-Test signifikante Expressionsunterschiede zwischen Tag 2 und Tag 8 aufweisen (n=4, SEM,
gepaarter t-Test). (C) Doppelfarbungen primarer Oligodendrozyten mit Antikdrpern gegen regulierte SNARE-
Proteine und oligodendrogliale Entwicklungsmarker (Tag 2: NG2; Tag 8: PLP). Die Farbungen wurden mit
identischen technischen Einstellungen aufgenommen, um Unterschiede in der Intensitat der Expression zu
erkennen. (D) Oli-neu Zellen wurden fur 1, 2 bzw. 3 Tage mit dbcAMP behandelt um eine Differenzierung der
Zellen zu erreichen. AnschlieBend wurden Lysate der Zellen mittels Westernblot mit Antikdrpern gegen
regulierte SNARE Proteine untersucht. VAMP4 dient als Kontrolle fir ein konstant exprimiertes SNARE-Protein.
(E) Relative mRNA-Expression der SNARE-Proteine Syntaxin 3, Syntaxin 4, VAMP3 und VAMP7. Es wurde eine
quantitative RT-PCR primarer Oligodendrozyten (Tag 1, 3, 5 und 7) durchgefiuhrt und die Ergebnisse in Relation
zu Tag 1 dargestellt. Als Kontrolle dient erneut PLP (n=3; SEM). pOL, priméare Oligodendrozyten; Syn, Syntaxin.

Um eine mdgliche Regulation der SNARE-Expression im Verlauf der oligodendroglialen
Differenzierung zu untersuchen, wurden primére Oligodendrozyten fur 2, 4, 6 bzw. 8
Tage kultiviert und mittels Westernblot analysiert (Abb. 4.1 A, B). Zwischen Tag 2 und
Tag 8 war eine signifikant verstarkte Expression fur die SNARE-Proteine Syntaxin 3
(2,04fach, +/- 0,2), Syntaxin 4 (2,25fach, +/- 0,34), SNAP23 (2,1fach, +/- 0,4) und
VAMP3 (2,18fach, +/- 0,19) zu beobachten. SNAP29 hingegen zeigte als einziges SNARE-
Protein eine verminderte Expression um 32% (+/- 6,2%). Da in Kulturen primarer
Oligodendrozyten vereinzelt Kontaminationen durch Astrozyten oder Neuronen auftreten,
wurden Doppelfarbungen der SNARE-Proteine Syntaxin 3, Syntaxin 4, SNAP23, VAMP3
und SNAP29 mit oligodendroglialen Entwicklungsmarkern durchgefuihrt (Abb. 4.1 C, rot).
Dabei diente NG2 als Marker fur unreife (Tag 2) und PLP als Marker fur reife (Tag 8)
Oligodendrozyten (Abb. 4.1 C, grun). Die jeweiligen Farbungen der unterschiedlichen
Entwicklungsstadien wurden bei identischen technischen Einstellungen vorgenommen,
um Unterschiede in der Expressionsintensitat vergleichen zu kdnnen. Die SNARE-Proteine
Syntaxin 3, Syntaxin 4, SNAP23 und VAMP3 zeigten in der immunzytochemischen
Analyse eine Steigerung der Expression in differenzierten Oligodendrozyten. Die
Verminderung der SNAP29-Expression konnte in den Farbungen nicht bestéatigt werden
(Daten nicht gezeigt), was wahrscheinlich an der Sensitivitat der Detektionsmethode lag.
In einem weiteren Versuchsansatz wurden Oli-neu Zellen durch die Zugabe von dbcAMP
differenziert und die Expression der SNAREs Uberpriuft (Abb. 4.1 D). Auch hier zeigte sich
eine sich steigernde Expression der SNARE-Proteine Syntaxin 3, Syntaxin 4, SNAP23 und
VAMP3. VAMP4 wurde, wie auch in primaren Oligodendrozyten, konstant exprimiert.

Neben der Analyse auf Protein-Ebene wurde zusatzlich die mMRNA-Expression
ausgewahlter SNARE-Proteine im Verlauf der oligodendroglialen Differenzierung (Tag 1,
3, 5 und 7) uUberpruft (Abb. 4.1 E). Die mRNA-Expression der SNAREs Syntaxin 3,
Syntaxin 4 und VAMP3 stieg im Verlauf der Differenzierung an, die mRNA des SNARE-

Proteins VAMP7, zeigte eine konstante Expression.
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4.3 Expression der SNARE-Proteine in Gehirnlysaten und in

iIsoliertem Myelin unterschiedlichen Alters

Zur weiteren Analyse der SNARE-Expression wurden Lysate von Mausgehirnen
verschiedenen Alters (P1, P7, P14, P21, adult) mittels Westernblot analysiert. Es wurden
Antikorper ausgewahlter SNARE-Proteine (Syntaxin 3, Syntaxin 4, SNAP23, SNAP29,
VAMP2, VAMP3, VAMP4 und VAMP7) inkubiert (Abb. 4.2 A). Als Kontrolle fir den
zunehmenden Myelinisierungsgrad des Gehirns diente PLP. Die SNAREs Syntaxin 3,
Syntaxin 4, SNAP23 und VAMP3 zeigten einen Anstieg der Expression, ahnlich der
Regulation in primaren Oligodendrozyten (Abb. 4.1). Auch die Expression des R-SNAREs
VAMP2 stieg an. Die Expression von SNAP29 war im adulten Gehirn vermindert. VAMP4
und VAMP7 zeigten eine konstante Expression im Verlauf der Entwicklung. Im Vergleich
zum Myelinprotein PLP waren die Expressionsunterschiede der SNARE-Proteine eher
schwach. Dies ist wahrscheinlich darauf zurtick zu fuhren, dass alle Zellen des Gehirns
die SNARE-Proteine exprimieren, jedoch evtl. nur in Oligodendrozyten eine Regulation

derer stattfindet.

Geht man von einem vesikularen Transport der Myelinproteine zur Myelinmembran aus,
so mussen am Transport beteiligte SNAREs im Myelin lokalisiert sein, um ankommenden
Vesikeln eine Fusion mit der Zielmembran ermdglichen zu kdnnen. Bei zunehmender
Myelinisierung sollte eine Akkumulation dieser SNAREs im isolierten Myelin zu
beobachten sein. Um dies zu untersuchen wurde Myelin verschiedener
Entwicklungsstadien (P15 und adult) isoliert (Abb. 4.2 B) und gleiche Mengen mittels
Westernblot analysiert (Abb. 4.2 C). Dabei zeigten die Q-SNAREs Syntaxin 2, Syntaxin 3
und Syntaxin 4 eine Akkumulation im adulten Myelin (A), ein Ergebnis das zu erwarten
war, da die Syntaxine 2, 3 und 4 potentielle Plasmamembran-Q-SNAREs darstellen (in
anderen Zelltypen finden sich diese SNARE-Proteine vorwiegend an der Plasmamembran)
(Tab. 2.1). Auch VAMP7 war leicht im adulten Myelin angereichert. Die SNARE-Proteine
Syntaxin 6, Syntaxin 7, Syntaxin 8, Syntaxin 13, Syntaxin 16, VAMP2, VAMP3 und
VAMP4 wurden starker im P15-Myelin exprimiert. SNAP23 und SNAP29 zeigten eine
konstante Expression in beiden Entwicklungsstadien. Zur Kontrolle der Reinheit der
Kulturen dienten die Kompartimentmarker BiP (ER-Marker), GM130 (Marker fur den
Golgi-Apparat) und TfR (Transferrin-Rezeptor, Marker fur das Recycling Endosom). In
den Myelinfraktionen war, im Vergleich zu einem Oli-neu Lysat (Ly), von dem gleiche
Mengen aufgetragen wurden, keine Kontamination durch intrazellulare Membranen zu

erkennen. Lediglich Spuren von ER-Membranen fanden sich im P15-Myelin.
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Abb. 4.2: Expression der SNARE-Proteine in Gehirnlysaten und Myelin verschiedenen Alters

(A) Gehirnlysate unterschiedlichen Alters (P1, P7, P14, P21, adult) wurden mittels Westernblot analysiert. Es
wurden die SNARE-Proteine Syntaxin 3, Syntaxin 4, SNAP23, SNAP29, VAMP2, VAMP3, VAMP4 und VAMP7 auf
deren Regulation im Verlauf der zunehmenden Myelinisierung des Gehirns untersucht. PLP dient als Kontrolle.
(B) Schematische Darstellung des Saccharose-Stufengradienten zur Isolierung von Myelin. Aufgrund der
geringeren Dichte im Vergleich zu anderen Membranen lagert sich das Myelin in der Interphase der Saccharose-
Schichten ab. (C) Myelin von P15 oder adulten Mausen wurden isoliert und mittels Westernblot beziglich der
SNARE-Expression analysiert. PLP dient als Kontrolle fur die zunehmende Myelinisierung, BiP, GM130 und TfR
als Kontrollen zur Reinheit der Myelinfraktionen. Ly, Lysat; Syn, Syntaxin; BiP, Chaperone der Hitzeschock-

Proteine Hsp70, ER-Marker; TfR, Transferrin-Rezeptor.
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4.4 Die subzellulare Lokalisation der SNARE-Proteine in

Oligodendrozyten

4.4.1 Immunzytochemische Analyse der subzellularen Lokalisation

Um die SNARE-Proteine bestimmten vesikul&ren Transportwegen zuordnen zu koénnen,
war es notwendig, deren ,steady-state“-Lokalisation in Oligodendrozyten zu ermitteln.
Wahrend Q-SNAREs (target membrane) bevorzugt in der Zielmembran lokalisiert sind,
sind R-SNAREs (vesicle) zunachst in der Donormembran und nach der Fusion, kurzzeitig
in der Zielmembran akkumuliert (Weimbs et al., 2003). Zur Analyse der subzellularen
Lokalisation wurden Doppelfarbungen von Oli-neu Zellen (Abb. 4.3, links) und priméaren
Oligodendrozyten (Abb. 4.3, rechts) mit verschiedenen Kompartimentmarkern
angefertigt. Dabei diente GM130 als Marker fur den Golgi-Apparat (Abb. 4.3 A), LAMP1
als Marker fur spate Endosomen, Lysosomen (Abb. 4.3 B) und Transferrin-Rezeptor als
Marker fur Recycling Endosomen (Abb. 4.3 C).

Die SNARE-Proteine Syntaxin 6, Syntaxin 13 und Syntaxin 16 kolokalisierten mit GM130
und waren somit im Golgi-Apparat akkumuliert (Abb. 4.3 A). Syntaxin 6 und Syntaxin 13
kolokalisierten ebenso mit dem Marker fur das Recycling Endosom (Abb. 4.3 C). Somit
kénnten diese beiden SNAREs in einen Transport vom Golgi-Apparat zum Recycling
Endosom involviert sein. Syntaxin 7, Syntaxin 8 und vtilb kolokalisierten mit Markern
der spaten Endosomen, Lysosomen und dem Recycling Endosom (Abb. 4.3 B, C, nicht
gezeigt). Vermutlich sind die SNAREs am vesikularen Transport zwischen den Endosomen
beteiligt. Die oligodendroglialen R-SNAREs VAMP3, VAMP4 und VAMP7 liel3en sich jeweils
nur einem Kompartiment zuordnen. VAMP4 akkumulierte im Golgi-Apparat, VAMP3 im
Recycling Endosom und VAMP7 kolokalisierte mit dem Marker fir spate Endosomen,
Lysosomen. Die subzelluldre Lokalisation von VAMP7 wurde mittels Expression eines
VAMP7-GFP-Fusionsplasmids ermittelt, da Antikérper-Farbungen keine verlasslichen
Ergebnisse lieferten. Die Lokalisation in Oligodendrozyten stimmte jedoch mit der in
anderen Zelltypen Uberein und schien somit durch die Uberexpressions-Situation nicht
verdndert zu sein. Die subzellulare Lokalisation von VAMP2 konnte nicht ermittelt
werden, da der VAMP2-Antikérper nur sehr schwache Signale lieferte.

Die SNARE-Proteine Syntaxin 2, Syntaxin 3, Syntaxin 4 und SNAP29 zeigten ein
Expressionsmuster, welches sich Uber die ganze Zelle verteilte (Abb. 4.3 D). Im Fall von
Syntaxin 2 und Syntaxin 4 waren kleine Akkumulationen, sogenannte Cluster, an den
Enden der Fortsatze erkennbar. Diese Bereiche kdnnten Stellen der erhéhten Fusion von

Transportvesikeln sein, was auch in anderen Zelltypen bereits beobachtet wurde (Kap.
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2.5.3). SNAP29 zeigte als einziges SNARE ein zytoplasmatisches Expressionsmuster,
ahnlich einer Tubulinfarbung.

Es bleibt anzumerken, dass die subzellulare Lokalisation der SNARE-Proteine in Oli-neu
Zellen und primaren Oligodendrozyten identisch war, was belegt, dass Oli-neu Zellen zu
Transportstudien herangezogen werden koénnen. Abbildung 4.3 E zeigt nicht-
kolokalisierende Farbungen. Das R-SNARE VAMP3, welches mit dem Transferrin-
Rezeptor-positiven Recycling Endosom kolokalisierte (Abb. 4.3 C), zeigte keinerlei
Kolokalisation mit dem Golgi-Apparat. Das Golgi-assoziierte SNARE-Protein VAMP4
kolokalisierte nicht mit endosomalen Markern. Somit ist von einer Spezifitdt der

immunzytochemischen Analysen auszugehen.

A Golgi B Spate Endosomen/Lysosomen
Oli-neu pOL
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C Recycling Endosomen D

Oli-neu pOL Oli-neu pOL
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Abb. 4.3: Subzellulare Lokalisation der SNARE-Proteine

Konfokale Aufnahmen der Doppelfarbungen von Oli-neu Zellen (links) und primaren Oligodendrozyten (rechts)
mit Antikdrpern gegen GM130 (A, Marker fur den Golgi-Apparat), LAMP1 (B, Marker fur spate Endosomen,
Lysosomen) und Transferrin-Rezeptor (C, Marker fur das Recycling Endosom) in grin und die SNARE-Proteine
in rot. Kolokalisationen zwischen Proteinen erscheinen in der Uberlagerung der Aufnahmen gelb. Farbungen der
SNARE-Proteine (Syntaxin 2, 3, 4, SNAP23 und SNAP29) ohne deutliche Kolokalisation mit den
Kompartimentmarkern sind rot dargestellt (D). (E) Beispiele nicht-kolokalisierender Farbungen in Oli-neu
Zellen. Die Kompartimentmarker (GM130, TfR und LAMP1) sind in grin, SNARE-Proteine in rot dargestellt.
Messbalken: 5 um. pOL, primare Oligodendrozyten; Syn, Syntaxin.

4.4.2 Biochemische Analyse der subzellularen Lokalisation

Da einige SNARE-Proteine in der immunzytochemischen Analyse mit keinem der
verwendeten Kompartimentmarker kolokalisierten und Kkein Marker fur die
Plasmamembran verwendet wurde, sollte in einem biochemischen Bindungsassay
ermittelt werden, welche SNARE-Proteine an der Plasmamembran oligodendroglialer
Zellen lokalisiert sind. Dazu wurden Oli-neu Zellen mit nicht-membrangangigem Biotin
markiert und durch die Bindung von Neutravidin-beads die Plasmamembran (PM) isoliert.
Der Uberstand enthielt intrazellulare Membranen (IM) (Kap. 3.10.2.1). Die Effizienz der
Isolierung wurde durch die Inkubation mit Streptavidin-HRP im Westernblot Uberpruft. Es
war lediglich in der Plasmamembran-Fraktion ein Streptavidin-Signal zu erkennen (Abb.
4.4, rechts). Als zusatzliche Kontrollen dienten die Natrium-Kalium-ATPase, ein
Transmembranprotein der Zellmembran und LAMP1, ein intrazellularer Marker (Abb. 4.4
rechts). Einige der SNARE-Proteine, die in der immunzytochemischen Analyse keine
Kolokalisation mit den gewahlten Kompartimentmarkern zeigten (Syntaxin 2, Syntaxin 4
und SNAP29), akkumulierten im biochemischen Ansatz in der Plasmamembran-Fraktion
(Abb. 4.4 links). Syntaxin 3 konnte aufgrund der nur schwachen Expression in Oli-neu
Zellen nicht getestet werden. Syntaxin 6, Syntaxin 8 und die R-SNAREs VAMP3 und
VAMP4 zeigten eine deutliche Akkumulation in der Fraktion der intrazelluldren
Membranen. Syntaxin 13 und SNAP23 wiesen eine gleichméaRige Verteilung auf beide
Fraktionen auf.

Bei allen getesteten SNARE-Proteinen war lediglich eine schwache Anreicherung in einer
der beiden Fraktionen zu erkennen. Dies war zu erwarten, da die SNAREs zwischen
Donor- und Zielkompartiment ,,pendeln“ und somit in beiden Fraktionen zu finden sein
kdnnen. Zudem konnen Kontaminationen durch intrazellulare Membranen in der

Plasmamembran-Fraktion nicht ganz ausgeschlossen werden.

54



Ergebnisse

IM PM IM PM
Syn2 [SS&S-35k0a LAMP1 [ 120 kDa
Syn4 [eeeeel-3skoa  Na-K-ATPase[ ]- 4okoa
Syn6 [Sesss=l-30k0a  Streptavidin
S
Syn13 WSS 35 kDa
SNAP2 3 [ 23 kDa
SNAP29 [ S — 29 kDa
VAMP3 e 11 kDa
VAMP4 [ 16ka

Abb. 4.4: Expression der SNARE-Proteine an der Plasmamembran

Die Plasmamembran von Oli-neu Zellen wurde biotinyliert und die Zellen mittels eines Cellcrackers mechanisch
homogenisiert. Die Plasmamembranfragmente (PM) wurden mit Hilfe von Neutravidin-beads isoliert, der
Uberstand enthielt intrazellulare Membranen (IM). Die Fraktionen wurden mittels Westernblot auf verschiedene
SNARE-Proteine getestet. Als Plasmamembran-Kontrollen dienen Streptavidin und das Transmembranprotein

Natrium-Kalium-ATPase. LAMP1 fungiert als intrazellulare Kontrolle. Syn, Syntaxin; Na*, Natrium; K", Kalium.

4.5 Oligodendrogliale SNARE-Komplexe

Soll ein Vesikel mit seiner Zielmembran fusionieren, so muss ein sogenannter trans-
SNARE-Komplex gebildet werden. Dieser bringt die beiden Membranen (Vesikel- und
Zielmembran) dicht genug beieinander, so dass der Vesikel fusionieren und seinen Inhalt
freisetzen kann. Die Spezifitat der Vesikelfusion ist dabei u.a. von den SNARE-Proteinen
abhangig (Kap. 2.5.5). Nur wenn die passenden SNAREs, bestehend aus einem R, Q,, Qp
und einem Q.-SNARE-Motiv, aufeinander treffen, bildet sich der Komplex und der Vesikel
fusioniert. Kennt man somit die existierenden SNARE-Komplexe und die Lokalisation der
SNAREs, so kann man Ruckschlusse auf die verschiedenen Transportwege in einer Zelle
ziehen. Zur Ermittlung der bestehenden oligodendroglialen SNARE-Komplexe wurden
priméare Oligodendrozyten oder Oli-neu Zellen mit N-Ethylmaleimid behandelt um ein
Recycling der SNARE-Komplexe zu verhindern. AnschlieBend wurden Co-
Immunprézipitationen mit Antikdrpern gegen die SNARE-Proteine VAMP3 (Abb. 4.5 A),
Syntaxin 4 (Abb. 4.5 B), VAMP4 (Abb. 4.5 C), Syntaxin 6 (Abb. 4.5 D), Syntaxin 13 (Abb.
45 E) und Syntaxin 8 (Abb. 4.5 F) durchgefuhrt. Zusatzlich diente die
Immunpréazipitation mit einem Kaninchen-anti-Maus-Antikdrper als Kontrolle (Abb. 4.5
G).
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Abb. 4.5: Co-Immunprazipitationen primérer Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen
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Immunpréazipitationen der SNARE-Proteine VAMP3 (A), Syntaxin 4 (B), VAMP4 (C), Syntaxin 6 (D), Syntaxin 13
(E), Syntaxin 8 (F) von primaren Oligodendrozyten (links) und Oli-neu Zellen (rechts). Maogliche
Interaktionspartner wurden mittels Westernblot analysiert. Zuséatzlich wurde eine Kontroll-lmmunpréazipitation
mit einem Kaninchen-anti-Maus-1gG-Antikdrper durchgefuhrt (G). (H) Oli-neu Zellen wurden entweder mit den
Expressionsvektoren VAMP3-GFP und Syntaxin4-myc co-transfiziert (1.) oder einzeln transfiziert und nach der
Herstellung der Triton-Lysate vereinigt (I1.). Die Co-lmmunprazipitation mit a-myc- (links) oder a-GFP-
Antikorpern (rechts) ergibt lediglich im Fall der Co-Transfektion Signale in der IP-Fraktion. Ly, Lysat vor IP; K,
Kontrolle fur unspezifische Bindung der SNARE-Proteine an Protein-A-Sepharose (preclear); NG, Lysate nach
der IP, zeigen nicht an Protein-A-Sepharose gebundenes Protein; IP, Immunprazipitation; pOL, primare

Oligodendrozyten; Syn, Syntaxin; WB, Westerblot.

Generell zeigten die Co-Immunoprazipitationen eine Spezifitat, da nur bestimmte SNAREs
an das zu prazipitierende Protein binden konnten, andere hingegen nicht. Aufgrund der
evolutiondren Konservierung der SNARE-Proteine und v.a. des SNARE-Motivs wére es
denkbar, dass in einem Lysat alle SNAREs aneinander binden konnten, dem war jedoch
nicht der Fall. Es ist jeweils ein SNARE-Protein gezeigt, das in der Immunprézipitation
nicht gebunden hat. Dabei zeigen die Blots im Fall einer VAMP-Immunprézipitation ein
nicht-bindendes Syntaxin, im Fall einer Syntaxin-lmmunprézipitation, ein nicht-
bindendes VAMP. Die Kontroll-Co-lmmunprézipitation zeigte keinerlei Signale in der
Immunpréazipitationsfraktion, was ebenfalls fur die Spezifitat der Immunprazipitationen
spricht. Zudem zeigten primare Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen identische
Ergebnisse.

In der VAMP3 (R)-Immunprazipitation (Abb. 4.5 A) konnten die SNARE-Proteine SNAP23
(Qbc) und Syntaxin 4 (Q,) co-isoliert werden, nicht hingegen Syntaxin 16 (Q,). Gleiche
Ergebnisse fanden sich in der Syntaxin 4 (Q,)-lmmunprazipitation (Abb. 4.5 B). VAMP4
(R) wurde dagegen nicht co-prazipitiert und zeigte die Spezifitat der Interaktionen. Der
dargestellte Komplex besteht aus allen bendtigten SNARE-Motiven (R, Q., Qp, Qc) und
stellt somit einen mdglichen, fusionsfahigen Komplex dar.

Zusatzlich konnten zahlreiche SNARE-Interaktionen gezeigt werden, die entweder nur
von einer Seite (nur eine Immunprazipitation) bestehen, oder nicht fusionsfahige
Komplexe darstellen. So co-prazipitierte die VAMP3-Immunprazipitation (Abb. 4.5 A) das
Q.-SNARE Syntaxin 8. Dies konnte jedoch in einer Syntaxin 8-Immunprazipitation nicht
bestatigt werden. Ein Komplex aus zwei Q.-SNAREs (Syn8 und SNAP23) ist zudem nicht
fusionsfahig.

In der Syntaxin 8-Immunprazipitation (Abb. 4.5 F) konnten die SNARE-Proteine VAMP4
(R) und SNAP23 (Qpc) co-isoliert werden. Dabei ist ein Komplex aus Syntaxin 8 (Q.) und
VAMP4 (R) prinzipiell moglich, SNAP23 (Qy.) hingegen liefert das falsche SNARE-Motiv

und fuhrt damit zu einem nicht-fusionsfahigen SNARE-Komplex.
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Zusatzlich konnten Interaktionen zwischen den SNARE-Proteinen VAMP4 (R) und
Syntaxin 6 (Q.) gezeigt werden (Abb. 4.5 C, D). Dies war sowohl in der VAMP4-
Immunpréazipitation als auch in der Syntaxin 6-lmmunprézipitation moglich. In beiden
Fallen konnte zuséatzlich das Q,.-SNARE SNAP29 prazipitiert werden. Dies wirde jedoch
erneut zu einem nicht fusionsfahigen SNARE-Komplex fiihren. Die Syntaxin 6-
Immunprézipitation (Abb. 4.5 D) zeigte jedoch zusatzlich ein vtila (Qp)-Signal in der
Immunprézipitationsfraktion. Dies wirde einen fusionsfahigen Komplex ergeben.
Moglicherweise existieren in oligodendroglialen Zellen mehrere Komplexe mit dem SNARE
VAMPA4. Einerseits kdnnte VAMP4 mit SNAP23 interagieren, andererseits einen Komplex
mit Syntaxin 6 und vtila bilden.

Die Syntaxin 13 (Q,)-Immunprazipitation (Abb. 4.5 E) zeigte Interaktionen mit den
SNAREs VAMP4 (R) und SNAP23 (Qy.). Die SNARE-Motive kdnnen einen fusionsfahigen
Komplex bilden.

Die gezeigten, moglichen SNARE-Interaktionen sind lediglich als Indizien fur die, in
Fusionsreaktionen involvierten, SNARE-Komplexe anzusehen. Es wurde gezeigt, dass
manche SNARE-Proteine in Anwesenheit von Triton-X100 zufallige, nicht fusionsfahige
Komplexe bilden kdnnen (Bethani et al., 2007). Jedoch zeigen SNARE-Proteine in
Anwesenheit von Triton-X100 eine deutliche Préaverenz fur ihre fusionsfahigen, korrekten
Partner, d.h. ermittelte starke Interaktionen kénnen ein Indiz fur fusionsfahige SNARE-
Komplexe sein. Zur Kontrolle einer moglichen Interaktion der SNAREs VAMP3 und
Syntaxin 4 in Anwesenheit des Detergenz (Abb. 4.5 H) wurden Oli-neu Zellen entweder
mit den Expressionsvektoren VAMP3-GFP und Syntaxin4-myc co-transfiziert (Abb. 4.5 H,
1.) oder einzeln tranfiziert (Abb. 4.5 H, Il.) und nach der Herstellung der Triton-Lysate
gemischt. Signale in der IP-Fraktion waren lediglich im Fall der Co-Transfektionen zu
detektieren, was zeigt, dass es sich um zellular existierende SNARE-Komplexe handelte,
nicht aber um Komplexe, die erst im Triton-Lysat entstanden waren. Ob ein Komplex
tatsachlich fusionsfahig ist, kann jedoch nur durch funktionelle Studien ermittelt werden.
Die hier gezeigten Co-lmmunprazipitationen sollen jedoch Hinweise auf existierende
SNARE-Komplexe liefern, um eine bestmdgliche Auswahl fur funktionelle Studien treffen

zu kénnen.
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4.6 Doppelfarbungen ausgewahlter SNARE-Proteine mit PLP

Zur Analyse des PLP-Transports in oligodendroglialen Zellen wurden Doppelfarbungen
ausgewahlter SNARE-Proteine mit PLP angefertigt (Abb. 4.6). Diese wirden, im Fall einer
Co-Lokalisation, AufschluR dariiber geben, ob ein bestimmtes SNARE am Transport des
Myelinproteins beteiligt ist. Oli-neu Zellen wurden mit PLP transfiziert. Primare Zellen
exprimieren endogen ausreichend PLP, so dass eine Transfektion des Myelinproteins nicht
notig war. Aufgrund einer nur geringen Expressionsintensitat wurden die SNARE-Proteine
VAMP7 (VAMP7-GFP), Syntaxin 2 (Syntaxin 2-myc), Syntaxin 3 (Syntaxin 3-myc) und
Syntaxin 4 (Syntaxin 4-myc) ebenfalls in Oli-neu Zellen ektopisch exprimiert (Kap. 3.4).
In Abb. 4.6 A sind Doppelfarbungen zur Ilysosomalen Lokalisation wvon PLP
zusammengefasst. So co-lokalisierte sowohl das Myelinprotein PLP mit dem spéten
endosomalen, lysosomalen Marker LAMP1 (rechts), als auch das R-SNARE VAMP7 (links).
Zudem co-lokalisierte VAMP7 mit PLP (Mitte), was eine Beteiligung am PLP-Transport
vermuten lieR. In Teilabschnitt B wird deutlich, dass eine Subpopulation des
Myelinproteins PLP auch mit den Transferrin-Rezeptor-positiven Recycling Endosomen co-
lokalisiert (rechts). Das SNARE VAMP3 zeigte eine Lokalisation im Recycling Endosom
(links). Zusatzlich war eine Co-Lokalisation von VAMP3 mit PLP erkennbar (Mitte). Diese
zeigte sich in Oli-neu Zellen hauptsachlich im Zellkdrper, in primaren Oligodendrozyten
auch in den Fortsatzen. Unterschiede, zwischen der Zell-Linie und primaren
Oligodendrozyten kénnten aufgrund unterschiedlicher Differenzierungsstadien entstanden
sein.

Geht man von einem Transport des Myelinproteins PLP zur Myelinmembran aus, so
missen an der Zielmembran Q-SNAREs akkumuliert sein, die die Fusion der
ankommenden Vesikel ermoéglichen. Zur Analyse der potentiellen Plasmamembran-
SNAREs und deren Beteiligung am PLP-Transport wurden Co-Farbungen der SNAREs
Syntaxin 2, Syntaxin 3 und Syntaxin 4 (Abb. 4.6 C) angefertigt. Im Fall der
Uberexpression zeigten die SNAREs eine deutliche Akkumulation in den Fortsatzen der
Oli-neu Zellen (Abb. 4.6 C, rot), an denen sie stark mit PLP (Abb. 4.6 C, grun) co-

lokalisierten.

Die Ergebnisse zur Expression, Regulation und subzellularen Lokalisation der SNARE-
Proteine wurden in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Potentielle SNARE-Komplexe, die Co-

Lokalisation mit PLP und mdgliche Transportwege sind in Tabelle 4.2 erlautert.
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Abb. 4.6: Co-Lokalisationen der SNARE-Proteine mit PLP

Konfokale Aufnahmen der Doppelfarbungen ausgewahlter SNARE-Proteine mit dem Myelinprotein PLP. Die
SNARE-Proteine VAMP7, Syntaxin 2, Syntaxin 3 und Syntaxin 4 wurden mittels Transfektion der GFP- bzw.
myc-Expressionsvektoren in Oli-neu Zellen Uberexprimiert. PLP wurde in Oli-neu Zellen ebenfalls ektopisch
exprimiert, da endogenes PLP in oligodendroglialen Vorlauferzellen nur schwach exprimiert wird. (A) Die
Abbildung zeigt die Co-Lokalisationen zwischen VAMP7 und den spéten Endosomen, Lysosomen (Marker
LAMP1), zwischen VAMP7 und dem Myelinprotein PLP sowie die Co-Lokalisation zwischen PLP und den spaten
Endosomen, Lysosomen. (B) Co-Lokalisationen zwischen VAMP3 und dem Recycling Endosom (Marker
Transferrin Rezeptor), VAMP3 und PLP, sowie PLP und dem Recycling Endosom. (C) Doppelfarbungen der
Plasmamembran-SNAREs Syntaxin 2, Syntaxin 3 und Syntaxin 4 mit PLP in den Fortsatzen der Zellen.

Messbalken: 5 um. pOL; primare Oligodendrozyten; Syn, Syntaxin.

60



Ergebnisse

SNARE Oli-neu pOL Myelin Lokalisation
Syntaxin 1 - - n.d. -
Syntaxin 2 X X - X - V, PM
Syntaxin 3 o/X X1 X1 V, PM
Syntaxin 4 X X1 X1 V, PM
Syntaxin 6 X X > X4 Golgi, RE
Syntaxin 7 X X > X4 RE, LE, Ly
Syntaxin 8 X X - X - RE, LE, Ly
Syntaxin 13 X X > X4 Golgi, RE
Syntaxin 16 X X > X4 Golgi

vtila X X > n.d. n.d.
vtilb X X - n.d. LE, Ly

SNAP23 X X7 X - V, PM

SNAP25 - - n.d. -

SNAP29 X X X1 Zyto, PM

VAMP1 - - n.d. -

VAMP2 X/0 X - Xy \Y

VAMP3 X X7 Xy RE

VAMP4 X X > X Golgi

VAMP7 X X > X1 LE, Ly

VAMPS - - n.d. -

Tab. 4.1: Expressionsprofil der SNARE-Proteine.

pOL, primére Oligodendrozyten;

vesikular; PM, Plasmamembran;

zytoplasmatisch.

X, EXxpression;

RE, Recycling Endosom; LE, spates Endosom;

X/0, schwache Expression; n.d., nicht determiniert; V,

Lysosom; Zyto,

SNARE Co-Lok. PLP Komplex Moglicher Transportweg
Syntaxin 1 - -
Syntaxin 2 X n.d. Golgi, Endosom — PM
Syntaxin 3 X n.d. Golgi, Endosom — PM
Syntaxin 4 X SNAP23, VAMP3 Endosom — PM
Syntaxin 6 - vtila, SNAP29, VAMP4 Golgi -» Endosom, PM
Syntaxin 7 X n.d. Endosom < Endosom
Syntaxin 8 X SNAP23, VAMP4 Endosom <> Endosom
Syntaxin 13 SNAP23, VAMP4 Golgi «» Endosom
Syntaxin 16 - n.d. Golgi «» Endosom, PM

vtila n.d. n.d. n.d.
vtilb n.d. n.d. Endosom <> Endosom

SNAP23 - n.d. Golgi, Endosom — PM

SNAP25 - - -

SNAP29 - n.d. Golgi -» Endosom, PM

VAMP1 - - -

VAMP2 - n.d. n.d.

VAMP3 X Syn4, Syn8, SNAP23 Endosom — PM

VAMP4 - Syn6, SNAP29 Golgi «» Endosom, PM

VAMP7 X n.d. n.d.

VAMPS8 - - -

Tab. 4.2: SNARE-Komplexe und Zuordnung der SNAREs zu oligodendroglialen Transportrouten

Lok., Lokalisation; X, bestehende Co-Lokalisation; n.d., nicht determiniert; PM, Plasmamembran.
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4.7 Auswirkungen von dbcAMP auf den PLP-Transport in der

Zell-Linie Oli-neu

Aufgrund der besseren Manipulierbarkeit der Zellen wurden funktionelle Studien, bei
denen die Zellen mit siRNA, Expressionsvektoren oder Toxinen transfiziert werden
mussten, in der Zell-Linie Oli-neu durchgefthrt. Oli-neu Zellen zeigten ein identisches
Expressionsmuster der SNARE-Proteine (Abb. 4.1 A), und auch die subzellulare
Lokalisation der SNAREs war mit priméaren Oligodendrozyten identisch (Abb. 4.3). Somit

sind Oli-neu Zellen fir die Analyse des vesikularen Transports geeignet.

A

-dbcAMP ~_+dbcAMP -dbcAMP +dbcAMP

Endosom \\

w)

g

Endozytierende
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s
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72h 72h

-
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Abb. 4.7: Die Wirkung von dbcAMP auf den PLP-Transport in Oli-neu Zellen
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(A) Oli-neu Zellen wurden mit PLP transfiziert, 24h bzw. 72h mit dbcAMP behandelt und anschlielend mit
Antikorpern gegen PLP (aa3) gefarbt. Nach 72h dbcAMP-Behandlung zeigen die Zellen eine differenziertere
Morphologie. Zudem ist, das zuvor endosomal lokalisierte PLP an der Plasmamembran. Messbalken: 10 um. (B)
Oli-neu Zellen wurden mit PLP transfiziert und fur 72 h mit dbcAMP behandelt. Es folgte eine Lebendinkubation
der Zellen mit Antikdrpern gegen ein extrazellulares Epitop von PLP (O10-Antikérper) und einem Cy3-
gekoppelten Sekundarantikérper. Anschlielend wurden die Zellen fur 1 h bei 37°C inkubiert um die Endozytose
zu ermdglichen (E-PLP, endozytiertes PLP). Nicht endozytiertes PLP wurde mit einem Cy2-gekoppelten
Sekundarantikorper gegen gefarbt und erscheint in der Uberlagerung der Aufnahmen gelb (PM-PLP,
Plasmamembran-PLP). Messbalken: 10 pm. (C) Schematische Darstellung des Endozytose-Versuchs. (D)

Auszahlung endozytierender Zellen. Es wurden jeweils 100 Zellen gezahlt (n=3, SEM, gepaarter t-Test).

Ein wesentlicher Unterschied der Zell-Linie Oli-neu zu priméren Oligodendrozyten liegt in
der Fahigkeit zu differenzieren. Wie bereits in Kapitel 4.1 erwahnt, differenzieren primare
Oligodendrozyten spontan, ohne neuronale Signale, und bilden MLMs. Oli-neu Zellen sind
oligodendrogliale Vorlauferzellen und differenzieren nicht spontan. Durch die Zugabe von
dbcAMP kann jedoch eine Differenzierung herbeigefihrt werden. Die Auswirkungen der
dbcAMP-Zugabe auf den PLP-Transport sind in Abb. 4.7 dargestellt.

Oli-neu Zellen wurden mit PLP transfiziert und fur 24 h (Abb. 4.7 A links) bzw. 72 h (Abb.
4.7 A rechts) mit dbcAMP behandelt. Ohne dbcAMP oder nach nur 24 h dbcAMP-Gabe war
keine Veranderung in der Morphologie oder der Lokalisation von PLP festzustellen. Nach
72 h waren die Zellen deutlich differenzierter und entwickelten mehr Fortsatze.
AulRerdem war die subzellulare Lokalisation von PLP verandert. Das zuvor endosomal
lokalisierte PLP-Protein war nun fast vollstandig an der Plasmamembran lokalisiert.

Um die Auswirkung der dbcAMP-Behandlung auf die Endozytose von PLP zu untersuchen
wurden Oli-neu Zellen mit PLP transfiziert und fur 72 h mit dbcAMP behandelt.
AnschlieRend wurden die Zellen lebend mit einem Antikérper gegen ein extrazelluldres
Epitop von PLP inkubiert (010). Dieser wurde mit einem Cy3-gekoppelten
Sekundarantikorper visualisiert. Es folgte eine einstindige Inkubation der Zellen bei 37°C
um die Endozytose des Antikdrper-gekoppelten PLP zu erméglichen (E-PLP, endozytiertes
PLP, rot). Ein Kontrollansatz blieb in dieser Zeit bei 4°C. Anschlielend wurde nicht
endozytiertes PLP mit einem Cy2-gekoppelten Sekundarantikdrper gegen gefarbt (PM-
PLP, Plasmamembran-PLP, gelb). Diese Subpopulation des PLP erscheint in der
Uberlagerung der Aufnahmen gelb (Abb. 4.7 B). Ein Schema des Endozytose-Versuchs ist
in Abb. 4.7 C dargestellt. In dbcAMP-behandelten Zellen waren deutlich weniger rote
Endosomen erkennbar. Eine Auszahlung von 100 Zellen ergab eine signifikante Reduktion
der Endozytose um 41,6% (+/- 7,87) (Abb. 4.7 D).

Die Ergebnisse zeigen, dass ohne dbcAMP in Oli-neu Zellen ein Gleichgewicht aus
exozytotischen und endozytotischen PLP-Transportprozessen herrscht. Der Hauptanteil
des Proteins befindet sich in intrazellularen Kompartimenten. Durch die Zugabe von

dbcAMP kommt es zu einer deutlichen Translokation von PLP an die Plasmamembran
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(Exozytose) und zu einer Hemmung der PLP-Endozytose. Der Hauptanteil des Proteins
befindet sich an der Zelloberflache. Basierend auf diesen Beobachtungen wurden im
Folgenden induzierbare Translokationsversuche zum PLP-Transport von intrazelluldren
Kompartimenten zur Plasmamembran in Abwesenheit verschiedener SNARE-Proteine

durchgefihrt.

4.8 Die funktionelle Inaktivierung von VAMP3 vermindert den

zur Plasmamembran gerichteten PLP-Transport

Eine Subpopulation von PLP kolokalisierte mit dem SNARE-Protein VAMP3 (Abb. 4.6 B).
Zur Analyse der VAMP3-Beteiligung am Transport des Myelinproteins wurde zum einen
eine Spaltung des SNAREs durch chlostridiales Tetanustoxin (TeNT; Abb. 4.8 A-C), zum
anderen ein Knockdown mittels siRNA durchgefiihrt (Abb. 4.8 D-G).

Tetanustoxin spaltet spezifisch die SNARE-Proteine VAMP1, VAMP2 und VAMP3 (Kap.
2.5.7). In neurowissenschaftlichen Experimenten kann gezielt nur die leichte Kette des
Toxins (Protease) in Zellen transfiziert werden, um die pathogene Wirkung auf den
Menschen zu verhindern (die schwere Kette dient der Anheftung an Neurone). Es
existieren sowohl proteolytische Tetanustoxinvektoren (TeNT wt), als auch mutante
Vektoren, die keine proteolytische Wirkung zeigen, da spezifisch eine Aminoséaure der
Toxinsequenz ausgetauscht wurde (TeNT mut; Austausch von Glutaminsédure zu
Glutamin, TeNT E234Q) (McMahon et al., 1993). Oli-neu Zellen wurden mit den
Tetanustoxin-Expressionsvektoren (TeNT wt und TeNT mut) transfiziert, fir 3 Tage mit
dbcAMP behandelt und mittels Westernblot analysiert (Abb. 4.8 A). Im Fall des
proteolytischen Toxins (Abb. 4.8 A, TeNT wt) war die Expression von VAMP2 und VAMP3
stark vermindert. VAMP7 hingegen wurde nicht gespalten. Tubulin diente als
Ladekontrolle. Im Folgenden wurde die Auswirkung der proteolytischen Spaltung von
VAMP2 und VAMP3 auf den Transport von PLP zur Zelloberflache untersucht. Dazu
wurden Tetanustoxin-transfizierte Oli-neu Zellen 3 Tage mit dbcAMP behandelt und eine
immunzytochemische Analyse mit Antikdérpern gegen VAMP3 (Abb. 4.8 B, griin), Gesamt-
PLP (Abb. 4.8 B, rot, aa3-Antikdrper, erkennt intrazellulares Epitop) und
Plasmamembran-PLP (Abb. 4.8 B, weil3, O10-Antikdrper, erkennt extrazelluldres PLP-
Epitop) durchgefuhrt. Die Farbung des Zelloberflachen-PLP (O10-Antikérper) wurde dabei
an lebenden Zellen, auf Eis, vor der Inkubation der weiteren Antikdrper durchgefuhrt. Die
VAMP3-Féarbung diente zur ldentifikation transfizierter Zellen, die somit kein, oder nur
wenig VAMP3-Protein exprimierten. Die Fluoreszenzfarbungen zeigten, dass in
Abwesenheit von VAMP3 deutlich weniger PLP an die Plasmamembran transportiert

wurde (Abb. 4.8 B). Die Quantifizierung der Menge an oberflachen-transportiertem PLP
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erfolgte mit Hilfe der Software Image Pro Plus (Kap. 3.10.7). Dabei wurde die Intensitat
der Fluoreszenzfarbung von Oberflachen-PLP (O10-Antikérper) und Gesamt-PLP (aa3-
Antikorper) ermittelt und zueinander in Relation gesetzt. Es wurden, in drei
unabhéangigen Versuchen, jeweils 15 Zellen quantifiziert (Abb. 4.8 C). Im Fall des
gespaltenen VAMP3-Proteins war 40,7% (+/- 1,764) weniger PLP zur Plasmamembran
transportiert worden. Die Versuche bezuglich der PLP-Translokation nach Transfektion
der Tetanustoxine wurden u.a. von Madeleine Schonherr durchgefuhrt und werden im
Genaueren in ihrer Diplomarbeit (Funktionelle Rolle des SNARE-Proteins VAMP3 bei der
Myelinisierung, M. Schénherr, 2008) beschrieben.

Da durch chlostridiales Tetanustoxin sowohl VAMP2 als auch VAMP3 gespalten wurden,
konnte der beobachtete Effekt durch beide R-SNAREs entstanden sein. Zur genaueren
Analyse wurde ein Knockdown des VAMP3-Proteins mittels siRNA durchgefuhrt. Dazu
wurden Oli-neu Zellen mit Kontroll- bzw. VAMP3-siRNA transfiziert und fur 3 Tage mit
dbcAMP behandelt. Die Westernblotanalyse von Zell-Lysaten zeigte einen starken
Knockdown des VAMP3-Proteins (>80%). Das VAMP2-Protein wurde in der Expression
nicht beeinflusst (Abb. 4.8 E). Im PLP-Translokationsversuch (Abb. 4.8 D) wurde die Zell-
Linie Oli-neu PLP-eGFP verwendet. Diese tragt ein stabil inseriertes PLP-eGFP-
Fusionsprotein und lasst sich, wie auch Oli-neu Zellen, durch die Zugabe von dbcAMP
differenzieren. Zur Analyse der PLP-Oberflachen-Translokation wurden die Zellen mit
VAMP3- oder Kontroll-siRNA transfiziert, fur O bzw. 72 h mit dbcAMP behandelt und
anschlieBend mit Antikdérpern gegen VAMP3 (zur ldentifikation transfizierter Zellen, nicht
gezeigt) und Plasmamembran-PLP (O10-Antikdorper, Abb. 4.8 D, rot) gefarbt. Die
Intensitat der Plasmamembran-PLP-Farbung (rot) wurde zur Intensitat der Gesamt-PLP-
Farbung (grin) normalisiert, so dass ein Wert fur die Menge an oberflachen-
transportiertem PLP entstand. Nach O h war kein signifikanter Unterschied im
Oberflachen-PLP-Transport zwischen Kontroll- und VAMP3-siRNA erkennbar. Nach 72 h
dbcAMP-Behandlung hingegen zeigte sich eine Reduktion des Plasmamembran-PLPs um
56,7% (+/- 5,354%) (Abb. 4.8 F).

Desweiteren wurden die siRNA-Ergebnisse durch einen Zell-ELISA bestatigt. Dazu wurden
Oli-neu PLP-eGFP Zellen mit VAMP3- oder Kontroll-siRNA transfiziert, 3 Tage mit dbcAMP
behandelt und die Menge an Oberflachen-PLP (O10-Antikdrper) ermittelt. Es zeigte sich
erneut eine Reduktion der Menge an Plasmamembran-PLP in Abwesenheit von VAMP3.
53,3% (+/- 13,06%) des Myelinproteins konnten an die Plasmamembran transportiert
werden.

In allen Experimenten zum VAMP3-abhangigen PLP-Transport zeigte sich kein
vollstandiges Fehlen von PLP an der Plasmamembran. Die Menge an Oberflachen-PLP war

jeweils um ca. 50% reduziert.
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(A) Oli-neu Zellen wurden mit proteolytischem Tetanustoxin (TeNT wt) oder der nicht-proteolytischen Form
(TeNT mut, TeNT E234Q) transfiziert und die Effizienz der Spaltung der R-SNAREs mittels Westernblot
Uberpruft. Tubulin dient als Ladekontrolle. (B) PLP-Translokationsversuch nach Tetanustoxinspaltung der
SNAREs VAMP2 und VAMP3. Oli-neu Zellen wurden mit den Tetanustoxin-Expressionsvektoren transfiziert, 3
Tage mit dbcAMP behandelt und anschlieBend mit Antikdrpern gegen VAMP3 (grin), Gesamt-PLP (rot) und
Plasmamembran-PLP (weil3) gefarbt. Mit proteolytischem Tetanustoxin transfizierte Zellen zeigen eine nur sehr
schwache VAMP3-Farbung und nur wenig PLP an der Plasmamembran. Messbalken: 10 um. (C) Quantitative
Analyse der Farbungen. Die Intensitat der Plasmamembran-PLP-Farbung wurde zur Intensitat des Gesamt-PLPs
in Relation gesetzt (n=3, Anzahl der Zellen: jeweils 15, SEM, gepaarter t-Test). (D) Oli-neu PLP-eGFP Zellen
wurden mit VAMP3- oder Kontroll-siRNA transfiziert, O bzw. 72h mit dbcAMP behandelt um eine Translokation
des Myelinproteins zur Plasmamembran zu induzieren und anschlielend gegen Plasmamembran-PLP (rot) und
VAMP3 (nicht gezeigt) gefarbt. Messbalken: 10 pm. (E) Oli-neu Zellen wurden mit VAMP3 (V3)- oder Kontroll
(K)-siRNA transfiziert, fur 3 Tage mit dbcAMP behandelt und die Effizienz des Knockdowns mittels Westernblot
analysiert. Tubulin dient als Ladekontrolle. (F) Quantitative Analyse der PLP-Translokations-Farbungen nach
siRNA-Behandlung. Die Intensitat der Plasmamembran-PLP Farbung wurde zur Intensitidt des Gesamt-PLPs
normalisiert (Software Image Pro Plus). n=3, Anzahl der Zellen: jeweils 20, SEM, gepaarter t-Test. (G)
Auswertung der Zell-ELISAs in Oli-neu PLP-eGFP Zellen. Die Menge an Plasmamembran-PLP wurde verglichen

zwischen VAMP3- oder Kontroll-siRNA transfizierten Zellen (n=6, SEM, gepaarter t-Test).

4.9 Die funktionelle Inaktivierung von VAMP7 fuhrt zu einem

reduzierten PLP-Transport an die Plasmamembran

Die Kolokalisation von VAMP7 mit PLP in den spaten Endosomen, Lysosomen (Abb. 4.6 A)
lasst eine Beteiligung des SNARE-Proteins am Transport des Myelinproteins vermuten.
Zur Analyse wurden Oli-neu Zellen mit den Expressionsvektoren GFP-VAMP7 oder der N-
terminalen Longin-Doméane von VAMP7 (GFP-Nter-VAMP7), die dominant-negative
Wirkung besitzt (Martinez-Arca et al., 2000b), und PLP transfiziert. Die Zellen wurden fur
3 Tage kultiviert und je nach Versuchsansatz mit dbcAMP behandelt. AnschlieRend wurde
Oberflachen-PLP (O10-Antikérper, bindet an ein extrazelluldres Epitop, Abb. 4.9 A, weil)
und Gesamt-PLP (aa3-Antikérper, bindet an ein intrazellulares Epitop, Abb. 4.9 A, rot)
gefarbt. In unbehandelten Oli-neu Zellen war ein deutlicher Unterschied erkennbar. Im
Fall der GFP-VAMP7-Transfektion zeigte sich eine starke Plasmamembran-PLP-Farbung
(Abb. 4.9 A weil3), d.h. PLP konnte ungehindert von den spaten Endosomen, Lysosomen
zur Plasmamembran transportiert werden. Im Fall des dominant-negativen Konstrukts
(GFP-Nter-VAMP7) war nur sehr wenig PLP an der Plasmamembran detektierbar. Nach
dreitagiger Behandlung der Zellen mit dbcAMP war der Effekt jedoch nicht mehr
erkennbar, d.h. in beiden Fallen war hier ein Transport des PLP-Proteins an die
Zelloberflache mdglich. Die Quantifizierung der Farbungen erfolgte, wie in Kap. 3.10.7

beschrieben, und das Verhaltnis zwischen Oberflachen- und Gesamt-PLP wurde ermittelt.
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Abb. 4.9: Auswirkung des VAMP7-Knockdown auf den PLP-Transport in Oli-neu Zellen

(A) Oli-neu Zellen wurden mit den Expressionsvektoren PLP und GFP-VAMP7 bzw. der dominant-negativen
Form GFP-Nter-VAMP7 transfiziert und nach 3 Tagen mit Antikdrpern gegen Gesamt-PLP (rot) oder
Plasmamembran-PLP (PM-PLP, wei3) gefarbt. Im Fall der GFP-Nter-VAMP7-transfizierten Zellen ohne dbcAMP-
Behandlung ist deutlich weniger PLP an der Plasmamembran. DbcAMP-Behandlung hebt diesen Effekt
vollstandig auf. Messbalken: 10 um. (B) Quantifizierung der Zellfarbungen. Es wurden 3x jeweils 15 Zellen
analysiert. Die Intensitat der Farbung des PM-PLP wurde zur Intensitat des Gesamt-PLP normalisiert (n=3, SEM,
gepaarter t-Test). (C) Auswertung 5 unabhéngiger Zell-ELISAs. Oli-neu Zellen wurden mit den
Expressionsvektoren PLP und GFP-VAMP7 bzw. GFP-Nter-VAMP7 transfiziert. Nach einem Tag ohne dbcAMP-
Behandlung wurde die Menge an PM-PLP ermittelt (n=5, SEM, gepaarter t-Test). (D) Analyse des VAMP7-
Knockdowns durch siRNA-Behandlung. Oli-neu Zellen wurden mit Kontroll- oder VAMP7-siRNA transfiziert und
mittels Westernblot analysiert. (E) Auswertung der Zell-ELISAs. Oli-neu PLP-eGFP Zellen wurden mittels
Nukleofektion mit Kontroll- bzw. VAMP7-siRNA transfiziert. Am Folgetag (ohne dbcAMP-Behandlung) wurde die
Menge an PM-PLP bestimmt (n=4, SEM, gepaarter t-Test).
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Nach der Analyse von 3x je 15 Zellen ergab sich im Fall der GFP-Nter-VAMP7-
transfizierten, unbehandelten Zellen eine signifikante Reduktion des PLP-Transports um
65% (+/- 9,46%). Zellen, die drei Tage mit dbcAMP behandelt wurden, zeigten keinen
signifikanten Unterschied zur Kontroll-Transfektion mit GFP-VAMP7 (Abb. 4.9 B). Eine
Absicherung der Ergebnisse erfolgte mittels eines Zell-ELISAs. Dazu wurden Oli-neu
Zellen mit PLP- und den GFP-VAMP7-Expressionsvektoren transfiziert und am Folgetag,
ohne dbcAMP-Behandlung, die Menge an Oberflachen-PLP ermittelt. Die Auswertung 5
unabhangiger Versuche ist in Abb. 4.9 C dargestellt. Im Fall der Uberexpression des
dominant-negativen Expressionsvektors war eine signifikante Reduktion der Menge an
Plasmamembran-PLP um 38,8% (+/- 6,15%) erkennbar.

In einer Reihe von Experimenten wurde der Transport von PLP nach siRNA-vermitteltem
Knockdown von VAMP7 untersucht. Dazu wurden zunachst Oli-neu Zellen mit einer
spezifischen VAMP7-siRNA (V7) oder einer nicht-bindenden Kontroll-siRNA (K)
transfiziert, fur einen Tag ohne dbcAMP kultiviert, und die Effizienz des Knockdowns
mittels Westernblot Uberpriuft. Es war eine deutliche Reduktion der VAMP7-Expression
erkennbar (Abb. 4.9 D). Tubulin diente in diesem Fall als Ladekontrolle. Der Transport
von PLP nach siRNA-Knockdown von VAMP7 wurde mit Hilfe eines Zell-ELISAs analysiert.
Auch hier war im Fall des VAMP7-Knockdowns die Menge an Plasmamembran-PLP
signifikant reduziert. Es waren nur noch 56,5% (+/- 12,01%) PLP an der

Plasmamembran zu detektieren (Abb. 4.9 E).

4.10 Doppel-Knockdown der SNARE-Proteine VAMP3 und
VAMP7

Aufgrund der Ergebnisse der, in den Abschnitten 4.8 und 4.9, beschriebenen PLP-
Translokationsstudien kann von einer Beteiligung der R-SNAREs VAMP3 und VAMP7 am
Oberflachen-Transport des Myelinproteins PLP ausgegangen werden. In beiden Féllen ist
jedoch lediglich eine Reduktion des PLP-Transports um ca. 50% zu beobachten. Bei einer
funktionellen Inaktivierung beider méglichen Vermittler des PLP Transports wirde somit
eine weitere starke Reduzierung der Lokalisation von PLP an der Plasmamembran
erwartet.

Um dies zu untersuchen wurden VAMP3 und VAMP7 simultan in Oli-neu PLP-eGFP Zellen
mit Hilfe von siRNAs ausgeschaltet und der Transport von PLP an die Plasmamembran im
Zell-ELISA gemessen. Da der Effekt des VAMP7-Knockdowns bereits nach 24 Stunden
eintrat, der Effekt des VAMP3-Silencings jedoch erst nach 72h dbcAMP-Behandlung,
wurden die Zellen in diesem Versuchsansatz fur 48 Stunden mit dbcAMP behandelt.

Anschlieend wurde die Menge an Oberflachen-transportiertemm PLP ermittelt. In drei
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Versuchen zeigte sich eine signifikante Reduktion des Plasmamembran-PLPs um 41%
(+/- 8,09%) (Abb. 4.10 A). Da im Fall einer funktionellen Inaktivierung beider R-SNAREs
ein starkerer Effekt erwartet werden konnte, wurden die siRNAs auf ihre Knockdown-
Effizienz im Fall einer Doppelnukleofektion untersucht. Vor allem im Fall der VAMP3-
siRNA zeigte sich, dass der Knockdown weniger effizient, als im Fall der
Einzeltransfektion war (Abb. 4.10 B). Es konnte somit davon ausgegangen werden, dass
noch VAMP3- und VAMP7-Protein in der Zelle vorhanden war, das den Transport von PLP,

zumindest teilweise, vermitteln konnte.
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Abb. 4.10: Doppel-Knockdown der SNARE-Proteine VAMP3 und VAMP7.

(A) Oli-neu Zellen wurden simultan mit VAMP3- und VAMP7- bzw. der doppelten Menge an Kontroll-siRNA
transfiziert, 2 Tage mit dbcAMP behandelt und anschlieRend, mittels eines Zell-ELISAs, die Menge an PLP an der
Plasmamembran ermittelt (n=3, SEM, gepaarter t-Test). (B) Ermittlung der Knockdown-Effizienz im Fall der
Doppelnukleofektion zweier siRNAs. Oli-neu PLP-eGFP-Zellen wurden mit siRNAs gegen VAMP3 und VAMP7

transfiziert und die Effizienz des Knockdowns im Westernblot tUberpruft.

4.11 Myelinisierung in mocha-Mausen

Die bisher gezeigten Ergebnisse zum Oberflachen-Transport von PLP wurden in der Zell-
Linie Oli-neu beobachtet. Um die Rolle von VAMP7 bei der Myelinisierung in vivo zu
untersuchen wurden AP-35-defiziente Mause (mocha-Mause) herangezogen. Mocha-
Mause sind naturliche Mausmutanten, denen das Adapter-Protein-356 fehlt.
Adapterproteine (AP) spielen eine grof3e Rolle beim Transport zwischen intrazelluldren
Kompartimenten. Sie selektieren den Inhalt fur abknospende Vesikel (Robinson, 2004).
Das Adapterprotein-3 existiert in zwei unterschiedlichen Formen (ubiquitdr und
neuronal). Beide Varianten bestehen aus vier Untereinheiten wobei die erste, grole
Untereinheit 6 in beiden Formen des AP-3 vorkommt (Danglot and Galli, 2007). Mocha-
Mausen fehlen daher beiden Formen des Adapterprotein-3. AP-3 kontrolliert den

Transport vom Golgi-Apparat zu spaten Endosomen, Lysosomen (Bonifacino and Traub,
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2003). Dies zeigt sich an AP-3-defizienten Zellen, die lysosomale Markerproteine wie
LAMP1 fehlsortieren (Peden et al., 2004). Auch das spat endosomal, lysosomale SNARE-
Protein VAMP7 wird in frihe Endosomen fehlsortiert (Martinez-Arca et al., 2003b). VAMP7
tragt in der N-terminalen Longin-Doméane eine AP-3-Bindesequenz, die fir die spat
endosomale, lysosomale Lokalisation des SNAREs verantwortlich ist (Proux-Gillardeaux et
al., 2007). Mocha-Mause zeigen folgende Defekte: verminderte Sekretion lysosomaler
Enzyme im Urin, schlechte Blutgerinnung, Pigmentierungsdefekte, abnormale
Lysosomen, Melanosomen und Thrombozyten-Granula (Feng et al., 1999; Kantheti et al.,
1998). AuBerdem weisen die Tiere neurologische Defekte wie Hyperaktivitat, Epilepsie,
Degeneration des Innenohres, Taubheit und Defekte in der Funktion des Hippocampus
auf (Miller et al., 1999).

Da gezeigt werden konnte, dass VAMP7 in Oli-neu Zellen den Transport von PLP von den
spaten Endosomen, Lysosomen zur Plasmamembran vermittelt (Abb. 4.9), war von
Interesse, ob in mocha-M&usen, in denen VAMP7 fehlsortiert wird, PLP zur
Myelinmembran transportiert werden kann. Dazu wurden mocha-Mause (Tab. 4.3, MO)
und ihre wildtypischen, gleichgeschlechtlichen Wurfgeschwister (Tab. 4.3, WT)
untersucht. Das Nassgewicht der Gehirne wurde ermittelt (Tab. 4.3, links). Das Gehirn
der mocha-Maus wog durchschnittlich 25,2% weniger als ein wildtypisches Gehirn. Nach
der quantitativen Isolierung des Myelins zeigte sich eine Reduktion von durchschnittlich
34,5% in der Gesamtmyelinmenge der mocha-Gehirne (Tab. 4.3, rechts). Die Reduktion
des Gehirngewichtes resultierte somit aus der verminderten Gesamtmyelinmenge in

mocha-Tieren (Hypomyelinisierung).

WT | MO WT MO
Tiere Gewicht Myelin
P30, mannl. 0,46 g 0,34 g 73% 406 ug 318 ug 78%
P30, weibl. 0,46 g 0,32 g 69% 508 ug 241 ug 47%
P45, weibl. 0,47 g 0,37 g 78% 480 g 368 ug 77%
1 Jahr, mannl. 0,48 g 0,38 g 79% 733 ug 440 ug 60%
74,8% 65,5%

Tab. 4.3: Ubersicht der untersuchten mocha-Mause (Gehirn-Nassgewicht, isolierte Myelinmenge)
Es wurden vier mocha-Mause (MO) und deren wildtypische, gleichgeschlechtliche Wurfgeschwister (WT)
untersucht. Gezeigt sind das Nassgewicht der jeweiligen Gehirne und die Menge an isoliertem Myelin nach der

durchgefuhrten Myelinpraparation.

Unter der Annahme, dass VAMP7 in PLP-Vesikeln verankert ist, die zur Myelinmembran
transportiert werden, sollte es im Verlauf der Myelinisierung zu einer Akkumulation von
VAMP7 im Myelin kommen. Dies konnte im Myelin von Mausen unterschiedlichen Alters

bereits gezeigt werden (Abb. 4.2). In mocha-Mausen sollte dieser Transportweg,
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aufgrund der Fehlsortierung von VAMP7 in frihe Endosomen, gestort sein. Um dies zu
Uberprifen, wurde die VAMP7-Expression im Myelin (5ug/Spur) der mocha-Mause mittels
Westernblot untersucht (Abb. 4.11 A, A;). Tatsachlich war im Myelin der mutanten
Mause die Menge an VAMP7 um 40,9% (+/- 8,960%; t-Test: 0,0448) reduziert. Der
VAMP7-vermittelte vesikulare Transport zur Myelinmembran in mocha-Mausen ist
gestort.

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen sollte gepruft werden, ob aufgrund des
gestorten vesikuldren Transports bestimmte Myelinproteine im Myelin fehlen. Dazu wurde
eine genauere Analyse der Gehirn-Homogenate (Abb. 4.11 B) und des isolierten Myelins
(Abb. 4.11 A, C) durchgefihrt. Zunachst wurden die Proteine des Myelins (10ug/Spur) in
einem Silbergel visualisiert (Abb. 4.11, A,|). Es waren lediglich leichte Schwankungen der
Proteinmengen im Myelin erkennbar.

Einige Proteine wurden starker im Myelin

wildtypischer Tiere, andere im Myelin mutanter Tiere exprimiert (Abb. 4.11 A,, Pfeile).
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Abb. 4.11: Myelinisierung in mocha-Mausen

Gehirne von mocha-Mausen (MO) oder deren gleichgeschlechtlichen, wildtypischen Wurfgeschwistern (WT)
wurden homogenisiert, das Myelin quantitativ isoliert und mittels Westernblot analysiert. Zudem erfolgte eine
quantitative Auswertung der Westernblot. n=4, SEM, gepaarter t-Test. (A) Gleiche Mengen Myelin pro Spur
wurden analysiert. (A,) Silberfarbung des Myelins (10pug/Spur). (A;.) Westernblotanalyse (5ug/Spur) und
quantitative Auswertung (Ai1.). (B) Analyse des Gehirn-Homogenats. (B,) Westernblotanalyse (5ug/Spur) und
quantitative Auswertung (B,;). (C) Die aufgetragene Menge an Myelin wurde zur Konzentration des
Homogenats normalisiert, da bei einer Reduktion der Myelinisierung dies, nach Normalisierung, nicht erfasst

werden kann. (C,) Westernblotanalyse und quantitative Auswertung (C,;).
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Eine Analyse gleicher Mengen Myelin (5ug/Spur) im Westernblot (Abb. 4.11, A;) zeigte
eine signifikante Reduktion der Myelinproteine PLP und CNP in den Mausmutanten. Die
Expression von PLP war um 10,7% (+/- 3,072%), die Expression von CNP um 29,32%
(+/- 9,190%) verringert (Abb. 4.11 A;;,). MOG zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen wildtypischen und mutanten Mausen. AnschlieRend wurden gleiche Mengen der
Gehirn-Homogenate mittels Westernblot analysiert (Abb. 4.11 B,). Tubulin diente dabei
als Ladekontrolle (Abb. 4.11 B,, B;;). Die Quantifizierung ergab eine signifikante
Reduktion fur die Myelinproteine PLP und CNP in den mutanten Tieren. Dabei war die
Menge an PLP um 15,8% (+/- 2,807%), die Menge an CNP um 26,1% (+/- 7,457%)
reduziert. MOG zeigte keine signifikante Verdnderung.

Da bei einer generellen Reduktion der Myelinisierung dies, nach Normalisierung des
Myelins, nicht erfasst werden kann, wurden zuletzt die Myelinproben zur Konzentration
des Homogenats normalisiert (Abb. 4.11 C). Die Quantifizierung ergab erneut eine
Reduktion der Menge an PLP (-12,08%; +/- 2,755; t-Test: 0,0220) und CNP (-57,37%;
+/- 12,91; t-Test: 0,0212) im Myelin der mocha-Mause (Abb. 4.11 C;,).

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass das R-SNARE VAMP7 sowohl am Transport von
PLP als auch am Transport von CNP zur Myelinmembran beteiligt ist. Das Myelinprotein

MOG hingegen wird VAMP7-unabhéngig zum Myelin transportiert.
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5 Diskussion

51 Vesikularer Transport von Myelinkomponenten

Der Prozess der Myelinisierung verlangt einen kontrollierten, gerichteten Transport der
Myelinkomponenten von ihrem Ort der Synthese zur Myelinmembran (Kramer et al.,
2001; Pfeiffer et al., 1993). Hinzu kommt, dass Myelin aus verschiedenen Subdoméanen
besteht deren Bestandteile wahrscheinlich vorsortiert, und auf unterschiedlichen
Transportrouten zum Myelin transportiert werden miussen (Winterstein et al., 2008).
Dabei findet in den meisten Fallen ein vesikuldrer Transport der Myelinkomponenten
statt, dessen letzter Schritt, also die Fusion des Vesikels, durch SNARE-Proteine
vermittelt wird (Hong, 2005; Jahn and Scheller, 2006). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die Expression, die Regulation und die subzelluldre Lokalisation oligodendroglialer post-
Golgi-SNAREs untersucht. Die Auswertung der Daten erlaubte eine Zuordnung der
einzelnen SNARE-Proteine zu unterschiedlichen, vesikularen Transportrouten und liel3
Ruckschlisse auf die in Oligodendrozyten existierenden Transportwege die zur Bildung
und Aufrechterhaltung der Myelinmembran benétigt werden zu (Feldmann et al., 2009).
Funktionelle Studien zeigten eine Beteiligung von VAMP3 und VAMP7 am Transport des
Hauptmyelinproteins PLP und gaben Aufschluss Uber dessen Transportwege zur

Myelinmembran.

52 Die Expression und Regulation der SNARE-Proteine

521 Die Expression und Regulation der SNAREs in priméaren

Oligodendrozyten und Gehirnlysaten

Oligodendrozyten exprimierten die post-Golgi-SNAREs Syntaxin 2, 3, 4, 6, 7, 8, 13, 16,
SNAP23, 29, wvtila, vtilb, VAMP2, 3, 4 und 7 sowohl in murinen, primaren
Oligodendrozyten als auch in der oligodendroglialen Vorlaufer-Zell-Linie Oli-neu. Dabei
stieg, im Verlauf der in vitro-Differenzierung, die Expression der SNARE-Proteine
Syntaxin 3, Syntaxin 4, SNAP23 und VAMP3 an, die Expression von SNAP29 hingegen
verminderte sich. Bei den SNARE-Proteinen Syntaxin 3, Syntaxin 4 und SNAP23 handelt
es sich um typische SNARE-Proteine der Plasmamembran, d.h. die verstarkte Expression

in reifen Oligodendrozyten l&asst sich wahrscheinlich auf eine vergroRerte Flache der
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Plasmamembran in differenzierten Zellen zurickfihren. VAMP3 hingegen ist ein
endosomales SNARE. Frihere Studien zum Transport des Hauptmyelinproteins PLP
zeigen, dass durch ein neuronales Signal die Endozytose in Oligodendrozyten reduziert
und ein Transport von endosomalen Vesikeln zur Plasmamembran induziert wird (Simons
and Trajkovic, 2006; Trajkovic et al., 2006). Somit ist die Akkumulation endosomaler
SNAREs nicht unerwartet. SNAP29 kdénnte einen naturlichen Inhibitor der Myelinisierung
darstellen. Studien in Neuronen zeigen, dass SNAP29 mit a-SNAP um die Bindung an
trans-SNARE-Komplexe konkurriert und so das Recycling der Komplexe verhindert (Su et
al., 2001). Maoglicherweise inhibiert SNAP29 spezifische Transportwege in
Oligodendrozyten bis die Differenzierung gestartet und die Expression von SNAP29
vermindert wird. Neuste Studien zeigen eine GTP-abhéngige Interaktion des SNAREs
SNAP29 mit Rab3A. Dabei soll Rab3A die SNAP29-vermittelte PLP-Vesikelfusion mit der
Myelinmembran kontrollieren (Schardt et al., 2009). Frihere Studien zur Expression
verschiedener SNARE-Proteine in Oligodendrozyten zeigen zum Teil kontroverse
Ergebnisse. Zwar wird die Expression der SNARE-Proteine Syntaxin 2, Syntaxin 3,
Syntaxin 4, SNAP29, VAMP2 und VAMP7 bestétigt, jedoch soll sich die Expression von
Syntaxin 2 im Verlauf der Differenzierung vermindern und die Expression von VAMP2
ansteigen (Kramer et al., 2001; Madison et al., 1999). Mdgliche Grunde fur diese
Ergebnisse kénnten die Herkunft der untersuchten Oligodendrozyten (Maus bzw. Ratte)
oder die Untersuchungen von mMRNA bzw. Proteinen sein. Untersuchungen von
Gehirnlysaten zeigten eine verstérkte Expression des R-SNAREs VAMP2. Dies lasst sich
moglicherweise durch dessen Expression in Synapsen erklaren, welche vor allem

postnatal gebildet werden.

522 Die Expression der SNAREs im Myelin

Vor der Fusion eines Vesikels mit seiner Zielmembran bilden die SNARE-Proteine einen
trans-SNARE-Komplex aus vier SNARE-Motiven. Nach der Fusion befinden sich alle
SNAREs, also auch das zuvor vesikulare R-SNARE, in der Zielmembran (cis-
Konfiguration) (Jahn and Scheller, 2006). Je nach Geschwindigkeit und Effizienz des
Recyclings kann es zu Akkumulationen der SNAREs in der Zielmembran kommen. Beim
Prozess der Myelinisierung stellt das Myelin die Zielmembran dar. Vermutlich findet in der
starksten Phase der Myelinisierung ein vermehrter Transport von Vesikeln zur
Myelinmembran statt, um ausreichend Myelinkomponenten fur die Synthese der grof3en
Flachen Myelin bereitzustellen (Pfeiffer et al., 1993). Die an der Vesikelfusion beteiligten
SNAREs akkumulieren dabei in der Myelinmembran. Im Myelin 15 Tage alter Tiere (P15)

reicherten sich auffalligerweise endosomale SNAREs und SNAREs des Golgi-Apparates an
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(VAMP2, VAMP3, VAMP4, Syntaxin 6, 7, 8, 13 und 16). Beide sekretorischen Wege
scheinen daher am Transport zur Myelinmembran in dieser frihen Phase der
Myelinisierung beteiligt zu sein.

Andererseits ist anzunehmen, dass es mit zunehmendem Myelinisierungsgrad des
Gehirns auch zu einer zunehmenden Akkumulation der Plasmamembran-SNAREs im
Myelin kommt, denn je mehr Myelin besteht, desto mehr Q-SNAREs werden bendtigt, um
ankommenden Vesikel die Fusion zu ermoéglichen. Dies konnte im adulten Myelin
beobachtet werden. Syntaxin 2, 3 und 4 zeigten eine verstarkte Expression in der
adulten Myelinfraktion. Das R-SNARE VAMP7 akkumulierte ebenfalls im adulten Myelin.
Moglicherweise ist VAMP7 an Vesikeln lokalisiert, die den Transport zu einer Subdoméne
des Myelins gewahrleisten, in dem die Effizienz des Recyclings sehr schwach ist (z.B. das
kompakte Myelin). Andererseits kénnte die Anreicherung von VAMP7 im Myelin adulter
Mause durch die vermehrte Fusion von spét endosomalen, lysosomalen Vesikeln zu
erklaren sein (Trajkovic et al., 2006), d.h. es kénnte auch, bei einer normalen Effizienz
des Recyclings, zu einem zu starken Transport von VAMP7-Vesikeln, und somit zu einer

Akkumulation von VAMP7 im Myelin kommen.

53 Die subzellulare Lokalisation der SNARE-Proteine

Um SNARE-Proteine vesikularen Transportrouten in der Zelle zuordnen zu kdnnen, muss
deren subzellulare Lokalisation an Donor- bzw. Akzeptormembranen ermittelt werden.
Die ,steady-state“-Lokalisation gibt dabei Hinweise, an welchen Transportwegen die
einzelnen SNAREs beteiligt sein kénnten. Die tatsachliche Funktion der SNARE-Proteine
kann jedoch nur durch funktionelle Transportstudien ermittelt werden (Jahn and Scheller,
2006; Lafont et al., 1999; Weimbs et al., 2003). Die subzellulare Lokalisation der SNARE-
Proteine stimmte mit der in anderen, gut untersuchten, Zelltypen Uberein (Tab. 2.1)
(Hong, 2005; Jahn and Sudhof, 1999). Manche SNARE-Proteine, wie Syntaxin 6 und
Syntaxin 13, kolokalisierten mit zwei der verwendeten Kompartimentmarker (Abb. 5.1).
Dies kann zum einen bedeuten, dass die SNAREs die Transportwege zwischen diesen
beiden Kompartimenten kontrollieren und nur ein langsames Recycling der SNAREs
stattfindet. Zum anderen ist es jedoch mdglich, dass ein SNARE mit unterschiedlichen
Komplex-Partnern in mehrere Transportrouten involviert ist, und daher unterschiedliche
»Steady-state“-Lokalisationen aufweist. Die Q-SNAREs Syntaxin 2, 3, 4 waren an der
Plasmamembran lokalisiert (Abb. 5.1) und zeigten deutliche Akkumulationen in den
oligodendroglialen Fortsadtzen. Dieser Effekt zeigte sich verstadrkt auch im Fall der
Uberexpression der Syntaxin 2-, 3- und 4-Konstrukte. Solche Akkumulationen der

Plasmamembran-SNAREs wurden auch in Epithelzellen beobachtet. Die Arbeitsgruppe um

76



Diskussion

Thomas Weimbs konnte zeigen, dass in MDCK-Zellen (Madin-Darby canine kidney cells)
Syntaxin 3 an der apikalen und Syntaxin 4 an der basolateralen Membran der polaren
Zellen lokalisiert ist (Li et al., 2002; Low et al., 1996). Vor der Ausbildung der
Zellpolaritat finden sich die SNAREs in sogenannten Clustern, d.h. die Plasmamembran
ist bereits in spezifische Domanen unterteilt, die spéater zur Ausbildung der Polaritat
dienen (Low et al., 2006). Eine solche vorherige Domanenbildung ware auch in
Oligodendrozyten méglich. Da Oligodendrozyten in vitro, aufgrund der Abwesenheit von
Neuronen, keine richtige Myelinmembran produzieren, kénnte es jedoch bereits zur
Bildung von Membranmikrodomé&nen kommen, die den spateren Subdomanen des
Myelins entsprechen (Winterstein et al., 2008). Zudem ist bekannt, dass Akkumulationen
spezifischer SNAREs, z.B. in ,Lipid Rafts“, einer effizienteren Fusion der ankommenden
Vesikel dienen (Chamberlain et al., 2001; Lang et al., 2001), d.h. die Cluster der
Plasmamembran-SNAREs kdénnten Stellen erhéhter Vesikelfusion z.B. zur Bildung neuer

Fortsatze darstellen.

54 Die SNARE-Komplexe

Neben der Lokalisation der SNAREs ist auch die Komplexbildung der SNAREs fur ihre
funktionelle Einbindung in Transportwege von Bedeutung. So paaren jeweils die SNAREs
einer Subfamilie (Q,, Qp, Q. und R) und bilden einen fusionsfahigen SNARE-Komplex. Die
moglichen Paarungen sind jedoch von vielen Faktoren abhéngig. So spielt die spezifische
Lokalisation in Donor- oder Akzeptormembran eine Rolle. Auch zelltyp-spezifische,
regulatorische Proteine entscheiden (Uber die Bildung eines SNARE-Komplexes. Die
existierenden SNARE-Komplexe missen daher fir jeden Zelltyp gesondert ermittelt und
ihre Rolle bei der Membranfusion muss durch funktionelle Studien Uberprift werden.

Ein oligodendroglialer, potentiell fusionsfahiger SNARE-Komplex bestand aus den
Proteinen Syntaxin 4 (Q,), SNAP23 (Qy.) und VAMP3 (R) (Abb. 5.1). Betrachtet man die
Lokalisation der SNAREs, so vermittelt dieser Komplex eine Transportroute vom
Recycling Endosom zur Plasmamembran. Desweiteren wurden Syntaxin 4, SNAP23 sowie
VAMP3 im Verlauf der Differenzierung von priméaren Oligodendrozyten hochreguliert und
Syntaxin 4 akkumulierte in adultem Myelin. Dies spricht fUr eine Rolle des
Transportweges bei der Myelinisierung. Ein Komplex aus diesen SNAREs wurde auch in
Epithelzellen beobachtet. Dort transportiert VAMP3 AP-1B-Cargo (z.B. Transferrin-
Rezeptor) vom Recycling Endosom zur basolateralen Plasmamembran (Fields et al.,
2007). Zudem zeigt VAMP3 eine Beteiligung am Transport des Tumor-Nekrose-Faktors o
(TNFa) vom Recycling Endosom zur Plasmamembran (Murray et al., 2005a), an der

Sekretion von Granula in Thrombozyten (Polgar et al., 2002) und am Transport des
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Glukose-Transporters (GLUT4) zur Plasmamembran als Antwort auf Insulinstimulation
von Muskel- oder Fettzellen (Bryant et al., 2002). Eine Beteiligung an einem
exozytotischen Vorgang auch in Oligodendrozyten ist somit wahrscheinlich.

Ein weiterer oligodendroglialer SNARE-Komplex konnte zwischen Syntaxin 6 (Q.), vtila
(Qp) und VAMP4 (R) beobachtet werden (Abb. 5.1). Zur Vollstandigkeit des SNARE-
Komplexes fehlt lediglich ein Q,-Motiv, was in anderen Zelltypen oft durch Syntaxin 10,
13 oder 16 bereitgestellt wird (Brandhorst et al., 2006; Ganley et al., 2008; Mallard et
al., 2002). Meist wird durch diese SNARE-Proteine der retrograde Transport zwischen
dem Recycling Endosom und dem Golgi-Apparat kontrolliert. Eine solche Transportroute
wéare auch in Oligodendrozyten denkbar, da vtila am Golgi-Apparat lokalisiert ist. Die
Syntaxine 6, 13 und 16 akkumulierten am Golgi-Apparat oder sogar an beiden
Kompartimenten (Recycling Endosom und Golgi-Apparat). Syntaxin 10 wird in
Oligodendrozyten nicht exprimiert. VAMP4 ist ein typisches R-SNARE des Golgi-Apparates
mit einem ,TGN-targeting-motif* am N-Terminus (Hong, 2005). Auch die
oligodendrogliale, subzelluldre Lokalisation spricht somit fur diese Transportroute.

Ein dritter SNARE-Komplex konnte in Oligodendrozyten aus den SNARE-Proteinen
Syntaxin 13 (Q,), SNAP23 (Qy.) und VAMP4 gebildet werden (Abb. 5.1). Dieser Komplex
wurde zuvor in anderen Zellen nicht beobachtet, ware aber von der Konstellation der
SNARE-Motive potentiell fusionsfahig. Aufgrund der subzellularen Lokalisation der
oligodendroglialen SNAREs wére eine Beteiligung des Komplexes am Transport zwischen
dem Golgi-Apparat und dem Recycling Endosom méglich.

Weitere Co-Immunprazipitationen zeigten nicht-fusionsfahige Interaktionen, wie z.B.
VAMP4 (R) mit SNAP23 (Qy.) oder 29 (Qpc) und Syntaxin 6 (Q.) oder Syntaxin 8 (Q.). Die
ermittelten Interaktionen kénnen zum einen eine nicht ausreichende Spezifitat der
durchgefihrten Co-Immunprazipitationen bedeuten. Aufgrund der hohen Konservierung
der SNARE-Motive kdnnte es zu unspezifischen Paarungen gekommen sein (Antonin et
al., 2002; Bethani et al., 2007). Zum anderen koénnen die ermittelten Interaktionen
durchaus existieren und fur die Zelle von Bedeutung sein. I-SNAREs (inhibitory) sollen
durch die Bindung an andere SNAREs deren Verfugbarkeit fur fusionsfahige Komplexe
kontrollieren und so eine Beteiligung an der Regulation der SNARE-Komplex-Bildung
haben (Varlamov et al., 2004). Letztendlich kénnen nur funktionelle Studien z.B. durch
funktionelle Inaktivierung der unterschiedlichen Komplex-Partner zeigen, ob ein SNARE-

Komplex fusionsfahig ist.
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55 Zuordnung der SNAREs zu unterschiedlichen

Transportrouten

Zusammenfassend lassen sich die SNARE-Proteine wie folgt den unterschiedlichen
subzellularen Transportrouten zuordnen (Abb. 5.1). Syntaxin 2, Syntaxin 3, Syntaxin 4
und SNAP29 sind potentielle Q-SNAREs der Plasmamembran, die die Fusion der Vesikel
mit dieser ermdglichen. SNAP23 scheint sowohl an intrazellularen Transportwegen, als
auch am Transport zur Plasmamembran beteiligt zu sein. Syntaxin 6 und Syntaxin 13
kolokalisierten mit Markern des Golgi-Apparates und des Recycling Endosoms und
kénnten somit in einen Transportweg zwischen diesen Kompartimenten involviert sein.
Syntaxin 7, Syntaxin 8 und vtilb sind aufgrund ihrer Kolokalisation mit Markern der
spaten Endosomen, Lysosomen und des Recycling Endosoms potentielle t-SNAREs des
endosomalen Transports. Syntaxin 6, VAMP4 und vtila sind in der Transport zum oder
vom Golgi-Apparat involviert, VAMP3 kontrolliert den Transport der Vesikel vom
Recycling Endosom, VAMP7 vom spaten Endosom, Lysosom. Die unterschiedliche
Einfarbung der SNARE-Proteine zeigt erneut mdogliche Interaktionen zwischen den
SNARE-Proteinen (Abb. 5.1).

Abb. 5.1: Zuordnung der SNARE-Proteine zu verschiedenen Transportwegen

Die Zuordnung erfolgte anhand der subzelluldaren Lokalisationsstudien, der Co-lmmunprazipitationen und
anhand der Tabelle zur Lokalisation der SNAREs in anderen Zelltypen (Tab. 2.1). SNARE-Interaktionen sind
farbig hervorgehoben. Ax, Axon; LE, spates Endosom; Ly, Lysosom; RE, Recycling Endosom; TGN, trans-Golgi-

Netzwerk; Syn, Syntaxin.
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5.6 VAMP3 und VAMP7 kolokalisieren mit PLP

Nachdem die SNARE-Proteine ihren oligodendroglialen Transportrouten zugeordnet
werden konnten, sollten funktionelle Translokationsstudien mehr Informationen tUber den
vesikularen Transport bei der Myelinsierung liefern. Da PLP mit 50% den grof3ten Anteil
am Gesamtmyelinprotein ausmacht, spielt es vermutlich eine entscheidende Rolle bei der
Bildung von Myelin, und wurde daher ausgewédhlt um dessen SNARE-abhangigen,
vesikularen Transport zu untersuchen. Um zu ermitteln, wie PLP zur Myelinmembran
transportiert wird und welche SNARE-Proteine diesen Transport vermitteln, war zunéchst
eine  mogliche Kolokalisation von PLP mit SNARE-Proteinen von Interesse.
Immunzytochemische Analysen zeigten, dass in der ,steady-state“-Situation der
Hauptanteil von PLP im spaten Endosom, Lysosom akkumulierte. Dies wurde bereits in
zahlreichen, vorherigen Untersuchungen gezeigt (Kramer et al., 2001; Simons and
Trajkovic, 2006; Trajkovic et al., 2006). Auch eine starke Kolokalisation von PLP mit dem
spat endosomalen, lysosomalen R-SNARE VAMP7 wurde beoachtet (Martinez-Arca et al.,
2003b; Proux-Gillardeaux et al., 2007). Dennoch waren auch nicht-kolokalisierende
Bereiche erkennbar, die noch eine weitere Lokalisation von PLP erwarten lieBen. Eine
kleinere Subpopulation des Myelinproteins kolokalisierte mit dem SNARE des Recycling
Endosoms VAMP3. Diese Lokalisation des Proteins war zuvor nicht bekannt. Da es nicht
zu groBeren Akkumulationen des Proteins im Recycling Endosom kommt, wird PLP wohl
nicht dort gelagert, sondern nur ziugig hindurchtransportiert. VAMP3 und VAMP7 stellen
somit potentielle SNARE-Proteine dar, die am Transport von PLP beteiligt sind.

Interessanterweise akkumulierte PLP mit den Syntaxinen 2, 3 und 4 in grof3en Clustern in
den Fortsatzen der Zellen. Solche Cluster koénnten bevorzugte Andockstellen fur
sekretorische Vesikel darstellen. Man geht davon aus, dass mit steigender Q-SNARE-
Anzahl eine effizientere Vesikelfusion stattfindet (Jahn and Scheller, 2006; Lang et al.,
2001; Predescu et al., 2005). Die Kolokalisation der Syntaxine mit PLP spricht fur eine
aktive Fusion der PLP-Vesikel an diesen Stellen mit der Plasmamembran. Co-
Immunprézipitationen der R-SNAREs VAMP3 bzw. VAMP7 zeigten zudem bevorzugte
Interaktionen mit den Q-SNAREs Syntaxinen 4 bzw. 3 (Diplomarbeit, Madeleine
Schoénherr, 2008). Diese SNARE-Komplexe wurden auch fur andere Zelltypen
beschrieben. So bildet VAMP7 in nicht-neuronalen Zellen bevorzugt Komplexe mit
Syntaxin 3 und SNAP23, in Neuronen hingegen mit Syntaxin 1 und SNAP25 (Martinez-
Arca et al., 2000a). VAMP3 bildet auch in Epithelzellen einen SNARE-Komplex mit
Syntaxin 3 um den basolateralen Transport der Zellen zu vermitteln (Fields et al., 2007).
Auch fur den Transport des Tumor-Nekrose-Faktors o (TNFa) vom Recycling Endosom zur
Plasmamembran zu spezifischen Stellen der Phagozytose bildet VAMP3 einen Komplex

mit Syntaxin 4 (Murray et al., 2005a). Funktionelle Studien, in denen die
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Plasmamembran-Syntaxine funktionell inhibiert wurden, und somit eigentlich keine
Fusion der Vesikel mit der Plasmamembran mehr mdglich war, zeigten jedoch keine
Reduktion des PLP-Transports zur Plasmamembran. Die ankommenden PLP-Vesikel
konnten ungehindert mit der Plasmamembran fusionieren. Die SNAREs Syntaxin 2, 3 und
4 scheinen daher aufgrund ihrer hohen Konservierung redundant zu wirken

(Diplomarbeit, Jesa Amphornrat, 2008).

57 Funktionelle Studien zum SNARE-abhangigen PLP-
Transport
5.7.1 Die PLP-Translokationsstudie

Um die genaue Transportroute von PLP zur Myelinmembran zu ermitteln, bendtigt man
eine Translokationsstudie, bei der der Transport von den intrazellularen Kompartimenten
zur  Zelloberflache quantifiziert werden kann. Da, aufgrund der besseren
Manupulierbarkeit, die Versuche in vitro, d.h. in Abwesenheit von Neuronen oder anderen
Zelltypen, durchgefuhrt werden mussten, war zunéchst nicht der Transport zum Myelin,
sondern zur Plasmamembran von Interesse. Da die Myelinmembran eine besondere Form
der Plasmamembran darstellt, ist spater in vivo eine ahnliche Transportroute zu
erwarten. Die Translokationsstudien wurden somit in Oli-neu Zellen durchgefiuhrt. Dabei
wurden bereits bekannte Transportrouten von PLP und dessen Stimulation mittels
dbcAMP als Grundlage herangezogen. PLP wird dabei zun&chst zur Plasmamembran
transportiert. Anschlielend erfolgt eine Endozytose, nach der das Protein im spéaten
Endosom, Lysosom akkumuliert (Simons and Trotter, 2007; Trajkovic et al., 2006;
Winterstein et al., 2008). Durch ein neuronales Signal kommt es zu einer Inhibition der
PLP-Endozytose und zu einer verstarkten Exozytose, wodurch PLP vom spaten Endosom,
Lysosom zur Plasmamembran transportiert wird. Bei dem neuronalen Signal handelt es
sich  um einen l6slichen Faktor, d.h. es ist kein Zellkontakt zwischen den
Oligodendrozyten und den Neuronen notwendig. Zudem ist dieser Effekt Proteinkinase A-
abhangig, da durch die Zugabe von RpcAMP, einem Inhibitor der PKA, keine Freisetzung
von PLP stattfindet. Stimuliert man die Zellen jedoch mit dbcAMP, so findet sich mehr PLP
an der Plasmamembran und weniger im spaten Endosom, Lysosom (Trajkovic et al.,
2006), d.h. die Zugabe von dbcAMP stimuliert die Freisetzung von PLP und hemmt
dessen Endozytose. Die daraus resultierende Menge an Plasmamembran-PLP kann

quantifiziert werden.
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5.7.2 VAMP3 vermittelt den PLP-Transport vom Recycling Endosom zur

Plasmamembran

Um die Rolle von VAMP3 beim Transport von PLP zum Myelin und die genaue
Transportroute zu ermitteln, wurde der Zelloberflachentransport von PLP in der Zell-Linie
Oli-neu nach funktioneller Inaktivierung des SNAREs gemessen. Sowohl die Spaltung von
VAMP3 mittels Tetanustoxin als auch das Silencing mittels siRNA fuhrten zu einer
reduzierten PLP-Menge an der Plasmamembran in Oli-neu Zellen. Dieser Effekt trat
jedoch erst nach drei Tagen dbcAMP-Behandlung auf. Der Translokationsversuch zeigte
somit eine VAMP3-abhangige Exozytose von PLP vom Recycling Endosom an die
Zelloberflache (Abb. 5.2). Die Beobachtung, dass dieser Effekt erst nach drei Tagen
dbcAMP-Behandlung auftritt kann wie folgt erklart werden: Durch die Zugabe von
dbcAMP kommt es zu einer verstarkten Exozytose des endozytierten spat endosomalen,
lysosomalen PLP zur Plasmamembran. Zunachst kann dieser Prozess ungehindert
ablaufen, da ausreichend PLP im spéten Endosom, Lysosom gespeichert ist. Nach 3
Tagen ist jedoch mdglicherweise der Speicher aufgebraucht, so dass kein PLP mehr an
die Plasmamembran transportiert werden kann. Im Normalfall wird VAMP3-abh&ngig neu
synthetisiertes PLP vom Recycling Endosom zur Plasmamembran transportiert, was dann
endozytiert, in den spaten Endosomen, Lysosomen gespeichert, und somit nachgeliefert
werden kann. Im Fall des VAMP3-Silencing wird jedoch kein neu synthetisiertes PLP

nachgeliefert und der komplette Transportweg kommt zum Stillstand (Abb. 5.2).

5.7.3 VAMP7 vermittelt den PLP-Transport von den spaten Endosomen,

Lysosomen zur Plasmamembran

Die funktionelle Inaktivierung des R-SNAREs VAMP7, unabhangig davon ob dies mittels
eines dominant-negativen Konstrukts oder mittels siRNA geschah, fuhrt ebenfalls zu
einer reduzierten Menge an Oberflachen-PLP. Dies war jedoch nur ohne dbcAMP-
Behandlung der Fall. Nach 72 Stunden dbcAMP-Zugabe war kein Effekt mehr erkennbar.
Es konnte wieder ausreichend PLP an die Plasmamembran transportiert werden. Dieser
Effekt erklart sich wie folgt: PLP wird vom spaten Endosom, Lysosom VAMP7-abhéangig
zur Plasmamembran der Oligodendrozyten transportiert. Kommt es zu einer funktionellen
Inaktivierung des VAMP7-Proteins, so kann der Transport vom spéten Endosom, Lysosom
zur Plasmamembran nicht mehr gewahrleistet werden. Es kommt sofort zu einer
Reduktion der PLP-Menge an der Plasmamembran. Nach drei Tagen dbcAMP-Behandlung,
in denen dauerhaft die Endozytose von PLP inhibiert ist, kann jedoch VAMP3-abh&ngig
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ausreichend neu synthetisiertes PLP zur Plasmamembran transportiert werden. Der Effekt
wird aufgehoben (Abb. 5.2).

5.8 Die Transportrouten von PLP

Vergleicht man die beschriebenen SNARE-abhangigen Transportrouten mit denen in
Epithelzellen, so fallt auf, dass in diesen Zellen die gleichen R-SNAREs spezifische
exozytotische Transportwege kontrollieren. VAMP7 vermittelt in Epithelzellen den
apikalen Transport (Pocard et al., 2007). Dabei dient Syntaxin 3 als empfangendes Q-
SNARE. VAMP3 ist fur den Transport vom Recycling Endosom zur basolateralen Membran
verantwortlich. Dazu bildet es an der basolateralen Membran einen Komplex mit Syntaxin
4. (Fields et al., 2007; Maier et al., 2008). Die apikale Membran in Epithelzellen ist reich
an Cholesterol und Glykosphingolipiden (GSL) und somit madglicherweise mit der
Myelinmembran vergleichbar (Maier et al., 2008). Die basolaterale Membran der
Epithelzellen wirde der oligodendroglialen Plasmamembran um den Zellkdrper

entsprechen.

Abb. 5.2: Transportrouten des SNARE-abhangigen PLP-Transports

Nach der Synthese im Golgi-Apparat findet ein Transport von PLP zum Recycling Endosom statt. Von dort wird
PLP VAMP3-abhangig zur Plasmamembran des Zellkdrpers transportiert, wobei Syntaxin 4 als empfangendes Q-
SNARE dient. Nach der Endozytose wird das Protein im spaten Endosom, Lysosom gespeichert (Trajkovic et al.,
2006; Winterstein et al., 2008). Von dort erfolgt, auf ein neuronales Signal hin (Simons and Trajkovic, 2006;

Simons and Trotter, 2007; Trajkovic et al., 2006), die VAMP7-abhangige Exozytose zur Myelinmembran.
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Betrachtet man unter diesen Gesichtspunkten erneut die ermittelten Transportrouten von
PLP, so bedeutet dies, dass in der in vivo-Situation, in der der Oligodendrozyt eine echte
Myelinmembran besitzt, neu synthetisiertes PLP Syntaxin 4- und VAMP3-abhangig vom
Golgi-Apparat, Uber das Recycling Endosom zur Plasmamembran des Zellkdrpers
(basolateral) transportiert wird. Dort erfolgt die Endozytose in die spdten Endosomen,
Lysosomen. AnschlieBend wird PLP Syntaxin 3- und VAMP7-abhangig zur Myelinmembran
(apikal) transportiert. Eine Ubersicht dieses Modells ist in Abb. 5.2 dargestelit.

Doch was sind die Vorteile der beiden Routen fir die Zelle und warum transportiert der
Oligodendrozyt PLP nicht direkt zur Myelinmembran? Zum einen ermdglicht der Transport
von neu synthetisiertemm Protein an die Plasmamembran des Zellkdrpers eine
Vorsortierung. So konnte gezeigt werden, dass die Myelinproteine MAG, MOG und PLP an
die Plasmamembran transportiert und von dort unterschiedlich endozytiert werden. MAG
ist ein Myelinprotein des inneren Mesaxons und wird ins spate Endosom, Lysosom
endozytiert, MOG ist am auflleren Mesaxons lokalisiert und endozytiert ins Recycling
Endosom. PLP ist ein Protein des kompakten Myelins und endozytiert ins spate Endosom,
Lysosom. Der Oligodendrozyt scheint also die Komponenten der spateren
Myelinsubdoméanen bereits vorzusortieren (Winterstein et al., 2008). Desweiteren ist
auch die Lagerung von PLP im spaten Endosom, Lysosom sinnvoll. Hat der
Oligodendrozyt ausreichend PLP gespeichert, so kann er, auf ein neuronales Signal hin,
schnell mit der Myelinisierung beginnen. Vermutlich ist es nur so mdoglich, solch grof3e
Flachen Membran innerhalb kirzester Zeit zu synthetisieren.

Eine gleichzeitige Inaktivierung von VAMP3 und VAMP7 fuhrt nicht zum vollstandigen
Stillstand des PLP-Transports. Ein Grund koénnte die unvollstandige Inaktivierung und
daher die Restaktivitat der R-SNAREs sein. Andererseits ist es moglich, dass andere
Transportrouten genutzt werden. Dazu k&me mdoglicherweise ein VAMP4-vermittelter,

direkter Transport vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran in Frage.

59 PLP-Transport in AP-35-defizienten Mausen

Alle durchgefuhrten Translokationsstudien wurden in vitro durchgefuhrt. Bisher ist jedoch
noch nicht ausreichend geklart, ob die Transportwege in Oli-neu Zellen oder priméaren
Oligodendrozyten denen im Gehirn, in Anwesenheit von weiteren Zelltypen, entsprechen.
Zwar sprechen viele Faktoren fir eine Vergleichbarkeit der Mechanismen (identische
SNARE-Verteilung in Oli-neu Zellen und primaren Oligodendrozyten, Bildung von ,myelin-
like-membranes” primérer Oligodendrozyten, Vorsortierung der Myelinkomponenten in
Membranmikrodomanen) (Winterstein et al., 2008)), trotzdem sind in vivo-Analysen

unerlasslich.
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Zur in vivo-Untersuchung des VAMP7-abhangigen Transportweges von den spéaten
Endosomen, Lysosomen zur Plasmamembran (Abb. 5.2) wurden mocha-Mause genutzt.
Dies sind naturliche Mausmutanten die eine AP-35-Defizienz aufweisen, welche zu einer
Fehlsortierung von VAMP7 fuhrt. Im Normalfall akkumuliert VAMP7 im Verlauf der
Myelinisierung im Myelin. In mocha-M&usen war dies nicht der Fall, d.h. der VAMP7-
vermittelte Transport zur Myelinmembran war inhibiert. Aufgrund dessen kam es zum
einen wahrscheinlich zu einem geringeren Gehirngewicht und zu einer verminderten
Menge an Myelin in mutanten Tieren (Hypomyelinisierung). Zum anderen zeigte sich in
der Analyse des normalisierten Myelins, dass die Myelinproteine PLP und CNP, aufgrund
des gestdrten VAMP7-vermittelten Transports, nicht zur Myelinmembran transportiert
werden konnten. Das Myelinprotein MOG hingegen, zeigte Kkeine signifikanten
Unterschiede im normalisierten Myelin der mutanten Tiere. Das Myelinprotein wurde
somit unabhangig von VAMP7 zur Myelinmembran transportiert.

Die in mocha-Mausen beobachteten neurologischen Defekte kénnten somit einerseits
durch die Hypomyelinisierung des Gehirns entstehen. Andererseits kénnte auch das
Fehlen von PLP und CNP im Myelin fur die neurologischen Stérungen der mocha-Mause
verantwortlich sein. So sollen die Myelinproteine PLP und CNP der Stabilitat und
Aufrechterhaltung des Myelins und der paranodalen-axoglialen Strukturen dienen
(Griffiths et al., 1998a; Rasband et al., 2005). Nicht auszuschlie3en ist jedoch, dass auch
die Fehlsortierung von VAMP7 in Neuronen eine Rolle spielt. So fuhrt dies zu
Veranderungen in der Freisetzung synaptischer Vesikel (Danglot and Galli, 2007;
Scheuber et al., 2006).

Anzumerken bleibt, dass die Knockout-Tiere der Myelinproteine PLP und CNP einen sehr
dhnlichen Phé&notyp zeigen. Der Knockout fuhrt in beiden Fallen zu keinen Veranderungen
in der Ultrastruktur des Myelins und auch nicht zu einer Hypomyelinisierung, sondern
lediglich zu morphologischen Veranderungen am Axon und zu einer spaten Degeneration
der Axone (Garbern, 2005; Lappe-Siefke et al., 2003; Rosenbluth et al., 2006). Warum
mocha-Mause, in denen PLP und CNP nicht korrekt zum Myelin transportiert werden, im
Gegensatz zum PLP- oder CNP-Knockout eine Hypomyelinisierung zeigen, bleibt fraglich.
Vermutlich sind durch den Knockout von AP-3 noch weitere oligodendrogliale
Transportmechnismen gestért. Da ein nicht-funktioneller Transport von PLP und CNP zum
Myelin jedoch einem Knockout des Proteins ahnelt, ware eine Beobachtung der mocha-
Tiere bis ins hdhere Alter von Interesse, um evtl. &hnliche Degenerationen der Axone und

»axonal swellings“ zu erkennen.
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6 Ausblick

Durch die Zuordnung der SNARE-Proteine zu ihren oligodendroglialen Transportrouten ist
die Grundlage fur funktionelle Studien geschaffen worden. Die durchgefuhrten
Translokationsstudien haben gezeigt, dass VAMP3 und VAMP7 am Transport von PLP zur
Plasmamembran beteiligt sind. Naturlich lassen sich die Versuche zum Transport von
intrazellularen Kompartimenten an die Plasmamembran auch mit anderen
Myelinproteinen durchfiihren. So wurde bereits der Transport von MOG, ein Myelinprotein
des auleren Mesaxons, welches nach seinem Transport an die Plasmamembran in das
Recycling Endosom endozytiert wird, untersucht (Winterstein et al., 2008). Trotz der
transienten Lokalisation im Recycling Endosom wird MOG unabh&ngig von VAMP3 zur
Plasmamembran transportiert. Eine funktionelle Inaktivierung von VAMP3 hat keine
Auswirkung auf den MOG-Transport (Diplomarbeit, M. Schénherr, 2008). So kdnnten
auch andere Myelinproteine untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Studien wirden
weitere Informationen Uber den vesikuldaren Transport in Oligodendrozyten liefern.
Zudem gaben die beschriebenen Versuche  Aufschlul3 dariber, welche
Myelinkomponenten evtl. gemeinsam oder auf unterschiedlichen Transportwegen zum
Myelin transportiert werden, und ob tatsachlich eine Vorsortierung der Proteine
entsprechend der spateren Subdoméanen des Myelins stattfindet.

Zuletzt sollten die ermittelten Transportrouten in vivo bestatigt werden. So waren
oligodendrogliale SNARE-Knockout-Tiere ein gutes Werkzeug zur Untersuchung der
Auswirkung von Blockaden in spezifischen Transportwegen. VAMP3-defiziente Mause
zeigen keine Unterschiede in Prozessen wie der Phagozytose oder dem Recycling des
Transferrin-Rezeptors, jedoch ist eine verstarkte Expression von VAMP2 beobachtet
worden (Yang et al., 2001). Die Tiere wurden jedoch noch nicht auf madgliche
Myelindefekte untersucht. Auch Tiere, wie die beschriebenen mocha-Mause, in denen
bestimmte SNAREs nicht ihre normale Funktion Ubernehmen kdnnen, sind gute
Werkzeuge zur Analyse des SNARE-abhangigen Transports. So zeigen die Analysen der
mocha-Mause deutliche Hinweise fur eine Hypomyelinisierung und eine Fehlsortierung
der Myelinproteine PLP und CNP. Genauere Untersuchungen zur Myelindicke im Vergleich
zum Axondurchmesser (g-ratio), zum Kompaktierungsgrad des Myelins und zu dessen

Ultrastruktur missen folgen.
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8 Anhang
8.1 Verzeichnisse
8.1.1 Abkurzungsverzeichnis
A | A Axon
Abb. Abbildung
ADP Adenosindiphosphat
AmpR Ampizilin-Resistenz
AP Adapterprotein
APS Ammoniumperoxiddisulfat
ATP Adenosintriphosphat
B | BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
bzw. beziehungsweise
C | cDNA Komplementare DNS (complementary DNA)
CNP 2',3-Cyclic Nucleotide 3 Phosphodiesterase
Co-IP Co-Immunpréazipitation
CoP Coat protein complex
CSF cerebrospinal fluid
D | dbcAMP 2'-0O-dibutyryl-3',5'-cyclic adenosine-monophosphate
DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)
DTT Dithiothreitol
E |E Embryonaltag
EAE Experimental autoimmune encephalomyelitis
ECL Enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
E-PLP Endozytiertes PLP
ER Endoplasmatisches Retikulum
evtl. eventuell
extra extrazellular
G |g Gramm
g Erdbeschleunigung g=9,81 N
GABA y-Aminobuttersaure (gamma amino butyric acid)
GalCer Galaktosylceramid
GFP Green Fluorescent Protein
ggf. gegebenenfalls
GM130 Golgi Matrix Protein / 130 kDa)
GSL Glykosphingolipide




Anhang

h Stunde (hour)

H Schwer (heavy)

HBSS HANKSs buffered salt solution

HDAC Histondeacetylase

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulonsaure
HRP Meerrettichperoxidase (horse raddish peroxidase)
HS Pferdeserum (horse serum)

IF Immunfluoreszenz

IM Intrazellulare Membran

intra intrazellular

IP Immunprazipitation

Kan® Kanamyzin-Resistenz

Kap. Kapitel

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

L Leicht (light)

LAMP1 Lysosomen-assoziiertes Membranprotein 1
LB Lysogeny broth

LE/Ly Spéate Endosomen (late endosomes) / Lysosomen (lysosomes)
LIF Leukemia inhibitory factor

M molar

mA Milliampere

MAG Myelin-associated Glycoprotein

MBP Myelin Basic Protein

MCS Multiple cloning site

MDCK Madin-Darby canine kidney cells

MES 2-(N-morpholino) ethane sulfonic acid

min Minute

ml Milliliter

MLM Myelin-like-membrane

mM millimolar

MOG Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein

MS Multiple Sklerose

n.s. nicht signifikant

NEM N-Ethylmaleimid

NHS N-Hydroxysuccinimid

NRG-1 Neuregulin-1 (Typlll)

NSF N-ethylmaleimide-sensitive-factor

P Postnatal

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PFA Paraformaldehyd

pH Potentia Hydrogenii

PKA Proteinkinasen Typ A

PLP Proteolipid Protein

PM

Plasmamembran
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P | PM-PLP PLP an Plasmamembran (Detektion: O10-Antikdrper)
PNS Peripheres Nervensystem
pOL Primare Oligodendrozyten
PVDF Polyvenylidendifluoridmembran
Q | Q Glutamin
QRT-PCR Quantitative Real-Time PCR
R [R Arginin
RE Recycling Endosom
RISC RNA-induced silencing complex
RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
RPMI Roswell-Park-Memorial-Institute Zellkulturmedium
RT Raumtemperatur
S | SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)
SEM Standard error of the mean (Standardabweichung vom Mittelwert)
SiRNA Small interfering RNA
SM-Proteine Secl-Munc-verwandte Proteine
SNAP Soluble-NSF-attachment-protein
SNARE SNAP-Receptor
Syn Syntaxin
T | Tab. Tabelle
TAE Tris-Acetic acid-EDTA
TBS Tris-buffered saline
TCA Trichloressigséure (trichloroacetic acid)
TEMED N,N,N’,N-Tetramethylethylendiamin
TfR Transferrin-Rezeptor
TGN trans-Golgi-Netzwerk
TI-VAMP Tetanustoxin-insensitives VAMP
T™MB Tetramethylbenzidin
TNFa Tumor-Nekrose-Faktor-ao.
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Uu |U Unit
u.a. unter anderem
V | v.a. vor allem
VAMP Vesicle-associated-membrane-protein
W | WB Westernblot
Z | z.B. zum Beispiel
z.T. zum Teil
ZNS Zentrales Nervensystem
Kt | Mg Mikrogramm
pl Mikroliter

puM

mikromolar
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