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1. Abstract

1 Abstract

Wahrend der Myelinbildung im zentralen Nervensystem (ZNS) umwinden Oligodendrozyten
mit Ausldaufern ihrer Plasmamembran mehrfach das Axon. Myelin ermodglicht die
saltatorische Erregungsweiterleitung entlang der Axone und ist zudem fiir die
Aufrechterhaltung der axonalen Integritdt erforderlich (Edgar and Garbern, 2004). Ein
Oligodendrozyt myelinisiert bis zu 40 Axonsegmente gleichzeitig, wodurch er in seiner
aktivsten Myelinisierungsphase 5 bis 50 x 10 um2 Membranflache pro Tag produziert
(Pfeiffer et al., 1993). Die vollstandig ausgebildete Myelinscheide besteht aus Subdomaéanen
mit charakteristischen Protein- und Lipidzusammensetzungen. Die Entwicklung und der
Erhalt der komplexen Myelinmembran erfordert die kontinuierliche Kommunikation
zwischen Neuronen und Glia-Zellen, die Koordination der Protein- und Lipidsynthese sowie
angepasste intrazellulidre Sortier- und Transportwege der Myelinkomponenten. Uber die
molekularen Mechanismen, die zur Ausbildung des Myelins und seiner Domanen fihren, ist
bisher nicht sehr viel bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Endo- und
Exozytosemechanismen von Myelinproteinen analysiert. Dabei wurden drei Proteine
untersucht, die in unterschiedlichen Subdomanen der Myelinmembran des ZNS lokalisiert
sind. Das Hauptmyelinprotein Proteolipid Protein (PLP), das Myelin-assoziierte Glykoprotein
(MAG) und das Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG). Die Exozytose des
Hauptmyelinproteins PLP erfolgt moglicherweise durch sekretorische Lysosomen (Trajkovic
et al., 2006) und ist Ca2+—abhéngig. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass PLP,
MAG und MOG unterschiedlichen endosomalen Transportwegen und Sortierprozessen
unterliegen. PLP wird (iber einen Clathrin-unabhangigen, MAG und MOG hingegen lber
einen Clathrin-abhangigen Mechanismus endozytiert. Zudem gelangen die Proteine zu
unterschiedlichen endosomalen Zielkompartimenten und recyceln zu verschiedenen
oligodendroglialen Membrandomanen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die endosomale
Sortierung und das Recycling der Myelinproteine, die fir die Bildung der Subdomanen

erforderliche Umgestaltung der oligodendroglialen Plasmamembran unterstitzen.
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2 Einleitung

2.1 Oligodendrozyten und das Myelin

Neurone kommunizieren (iber Depolarisation des "elektrischen Potentials" ihrer Axone.
Diese Potentialanderungen erfolgen energieabhangig, Uber den Kanal-vermittelten
Austausch von Na*-lonen und werden in Form von Aktionspotentialen entlang des Axons bis
zu den Synapsen weitergeleitet, wo sie auf benachbarte Neurone Ubertragen werden. Die
Potentialweiterleitung an unmyelinisierten Axonen erfolgt sehr langsam, mit einer
Geschwindigkeit proportional zum Axonradius. Die schnelle Kommunikation zwischen
unmyelinisierten Neuronen wiirde daher sehr viel Energie und Platz beanspruchen.
Wahrend der Evolution des komplexen Nervensystems der Vertebraten entstanden
myelinisierende Zellen, die eine schnelle und effiziente Kommunikation zwischen Neuronen
ermoglichen. Die myelinisierenden Zellen des ZNS sind die Oligodendrozyten, die des
peripheren Nervensystems (PNS) die Schwann-Zellen. Sie generieren eine in regelmafigen
Abstanden unterbrochene isolierende Hille um das Axon, das Myelin. Dabei werden die
myelinfreien Abschnitte als Ranviersche Schniirringe und die myelinisierten Abschnitte als
Internodien bezeichnet (Abb. 2.1).

Myelin besitzt eine geringe Kapazitdit und einen hohen Widerstand und wirkt
dementsprechend als isolierende Hille, die den lonenaustausch wahrend der
Reizweiterleitung verhindert. Der lonenaustausch erfolgt hingegen an den Ranvierschen
Schniirringen, an denen sich eine Ansammlung von spannungsgesteuerten Na'-Kanilen
befindet. Der Nervenimpuls springt dabei mit einer Geschwindigkeit von bis zu 100 m/s von
Schniirring zu Schniirring, ein Vorgang der als saltatorische Erregungsweiterleitung

bezeichnet wird.
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2.2 Die Struktur der Myelinmembran

2.2.1 Myelin unterteilt sich in Subdomadnen

Wahrend der Myelinisierung im zentralen Nervensystem umwickelt der Oligodendrozyt mit
Auslaufern seiner Plasmamembran spiralféormig mehrere Axonsegmente. Ein Myelinsegment
(Internodium) wird ultrastrukturell und funktionell in unterschiedliche Domaéanen, das
kompakte und nicht-kompakte Myelin mit jeweils unterschiedlicher, charakteristischer
biochemischer Zusammensetzung unterteilt (Trapp and Kidd, 2004). Durch Herausquetschen
des Zytoplasmas wahrend der Mpyelinisierung, der sog. Kompaktierung, entsteht das
kompakte Myelin mit seiner charakteristischen elektronenmikroskopischen Ultrastruktur. Im
Querschnitt stellt sich diese Struktur aus alternierenden hellen und dunklen Linien dar (Abb.
2.2). Die dunklen Regionen - die sogenannte major dense line - entsprechen den
aufeinanderliegenden zytoplasmatischen Membranseiten, die hellen Regionen - oder
intraperiod line - entsprechen den extrazellularen Membranoberflachen.

Kompaktes Myelin besitzt kein Zytoplasma und verhindert durch seine geringe Leitfahigkeit
und seinen hohen Widerstand das Durchtreten von lonen. In der innersten (periaxonalen)
und duBersten (abaxonalen) Lamelle sowie in den direkt an den Ranvierschen Schnirringen
angrenzenden Paranodien bleiben hingegen die nicht-kompaktierten, zytoplasmatischen
Regionen erhalten (Abb. 2.1; Arroyo and Scherer, 2000; Dubois-Dalcq et al., 1986; Trapp and
Kidd, 2004). Die abaxonale Lamelle stellt eine zytoplasmatische Verbindung zum
Oligodendrozyten-Zellkérper und den Paranodien her. Sie enthédlt Mikrotubuli und andere
Zytoskelettkomponenten sowie Mitochondrien, die fiir den Aufbau und den Erhalt der
Internodien notwendig sind. Die periaxonale Membran sowie die Paranodien, stellen (iber
eine Anreicherung von Zelladhasionsproteinen (z.B. MAG und Neurofascin 155) den direkten

Kontakt zum Axon her.
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines myelinisierenden Oligodendrozyten.

Wahrend der Myelinisierung im zentralen Nervensystem umwickeln Oligodendrozyten mit Ausldufern ihrer
Plasmamembran mehrere Axonsegmente und bilden eine elektrische Isolationshiille aus. Dabei findet an den
myelinfreien Regionen, den Ranvierschen Schniirringen, der lonenaustausch iber spannungsgesteuerte Na'-
Kanale statt (rot). Ein Myelinsegment gliedert sich in kompaktes (grau) und nichtkompaktes (rosa) Myelin. Zu
den nicht-kompakten, zytoplasmahaltigen Regionen zidhlen die Paranodien, die periaxonale Lamelle sowie die
abaxonale Lamelle. Modifiziert nach (Poliak and Peles, 2003).

2.2.2 Die Biochemische Zusammensetzung des Myelins im ZNS

Myelin ist mit ca. 40 - 50 % im Trockengewicht, der Hauptbestandteil der weiRen Substanz
des ZNS. Im Vergleich zu gewdhnlichen Membranen, die zu ca. 35 - 40 % aus Lipiden
bestehen, ist der Lipidanteil im kompakten Myelin mit ca. 75 % im Trockengewicht
besonders hoch. Die daraus resultierende geringe Dichte des Myelins ermdglicht dessen
einfache biochemische Trennung von anderen Membranen (Norton and Poduslo, 1973) und
erleichterte dessen biochemische Charakterisierung.

Obwohl keine spezifischen Myelinlipide existieren, machen Cholesterin und Sphingolipide,

im Besonderen Galaktosylceramide und deren sulfatierte Derivate (Sulfatide od.
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Sulfogalaktosylceramide) den charakteristischen Hauptbestandteil der Myelinlipide aus
(Morell and Quarles, 1999; Morell et al., 1994; Norton and Cammer 1984). Sie sind sowohl
fir die Strukturerhaltung als auch fiir die Funktion der Myelinmembran von groller
Bedeutung. Bei knock-out Mausen, die weder Galactocerebrosid noch Sulfatid synthetisieren
konnen ist die Funktion der Mpyelinscheide gestort. Die Tiere leiden deutlich unter
Neuropathien wie Tremor, Gleichgewichtsstorungen und Lahmung der hinteren Gliedmalien
im fortgeschrittenen Alter und die Mause sterben innerhalb der ersten Lebenswochen (Bosio
et al., 1996; Coetzee et al., 1996). Generell resultieren Fehler im Lipidstoffwechsel oft in
schweren neuropathologischen Storungen, wie z.B. bei der lysosomalen Speichererkrankung,
der Metachromatischen Leukodystrophie. Ursache ist hier eine Mutation im Arylsulfatase A-
Gen, welche zu einem Defekt im Sulfatid-Stoffwechsel und der damit verbundenen
Anreicherung von Sulfatid in den Lysosomen fiihrt. Storungen im Katabolismus der Sulfatide
kommen hauptsachlich bei Zellen mit hohen metabolischen Umsatzraten, wie
Oligodendrozyten oder Neuronen vor (Wendeler et al., 2000).

Myelin besitzt im Gegensatz zur Plasmamembran ein beschranktes Repertoire an
charakteristischen Proteinen. Die Hauptmyelinproteine, das Proteolipid Protein (PLP) und
das Myelin basische Protein (MBP) sind im kompakten Myelin lokalisiert und bilden
zusammen 80 % des Gesamtproteins im Myelin (Arroyo and Scherer, 2000; Lees and
Brostoff, 1984). MBP ist ein zytoplasmatisches, peripheres Membranprotein, das in
mindestens vier Spleivarianten vorkommt und ein Molekulargewicht von 14 - 21 kDa
besitzt. Im ZNS ist MBP fiir die Strukturerhaltung der major dense line erforderlich, indem es
mit seinen positiven Ladungen an die negativ geladenen Lipide, v.a. die
Phosphatidylserinreste bindet und die gegeniberliegenden Membranseiten zueinander
fuhrt (Abb. 2.2; Privat et al., 1979; Readhead et al., 1987).

Neben den Hauptmyelinproteinen PLP und MBP sind die nicht-kompaktierten Regionen mit
spezifischen Proteinen wie OSP/Claudin 11, CNP, NF 155, MAG und MOG ausgestattet.
OSP/Claudin 11 bildet physikalische Barrieren, sogenannte Tight Junctions, zwischen
kompaktem und nicht-kompaktem Myelin (Gow et al., 1999; Morita et al., 1999). CNP (2’,3’-
cyklische Nukleotid 3’-Phosphodiesterase) ist lber Isoprenylierung in der zytoplasmatischen
Seite der Myelinmembran verankert und macht ca. 4 % der Gesamtmyelinproteine aus
(Braun et al. 2004; Trapp et al., 1988). Zwar ist die Funktion von CNP relativ unklar, jedoch

wird vor Beginn der Myelinisierung dessen Expression hochreguliert und bleibt lebenslang
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aufrechterhalten, was auf eine wichtige Rolle fir die Bildung und den Erhalt der
Myelinmembran hindeutet (Scherer et al.,, 1994). Dazu konnte gezeigt werden, dass CNP
eine wichtige Komponente der Zytoskelettmaschinerie darstellt, welche das
Fortsatzwachstum in Oligodendrozyten ausrichtet (Lee et al., 2005). Zudem gibt es Hinweise,
dass es die korrekte Lokalisierung von MBP in kompaktes Myelin unterstiitzt (Yin et al.,
1997). Neurofascin 155 (NF155) ist u.a. fir die Bildung der Paranodien verantwortlich, indem
es Uber die Interaktion mit neuronalem F3/Contactin und Caspr, die glialen Schleifen mit der

axonalen Membran verbindet (Sherman and Brophy, 2005; Tait et al., 2000).

“~.. L-MAG spezifische Region
d Ig-Domadne
= Glykosylierung

MAG
? Palmitylierung

. PLP/DM20
4 PLP spezifische Region

® Tyrosin-Motiv

Dileucin-Motiv

......

@) "
@c :@+M BP
AR an e
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Abb. 2.2: Ultrastruktur des Myelins und schematische Darstellung ausgewahiter Myelinproteine und ihrer
Membrantopologie.

Links ist die charakteristische Ultrastruktur des kompakten Myelins dargestellt (aus Arroyo and Scherer, 2000).
Durch Kompaktierung entsteht die intraperiod line (IPL), bestehend aus den aufeinanderliegenden
extrazellularen Membranoberflichen und die major dense line (MDL), bestehend aus den zytoplasmatischen
Membraninnenseiten. Rechts sind ausgewahlte Myelinproteine und ihre Topologie schematisch dargestellt.

2.2.2.1 Das Proteolipid Protein (PLP)

Das im kompakten Myelin lokalisierte PLP, stellt mit 50 % den Hauptanteil der
Myelinproteine des ZNS. Durch alternatives Spleilen der mRNA des X-chromosomalen PLP1
Gens entsteht die um 35 Aminosduren kiirzere DM20 Isoform. Das Expressionslevel von
DM20 im ZNS entspricht ca. 10 % dem von PLP (Garbern, 2005). PLP und DM20 sind
hydrophobe Proteine mit vier Transmembrandomanen und einem Molekulargewicht von 26

kDa (PLP) bzw. 20 kDa (DM20). Desweiteren sind die Proteine liber Palmitylierung zusétzlich

6
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in der Membran verankert. Uber die genaue Funktion von PLP und DM20 ist relativ wenig
bekannt; allerdings wurde gezeigt, dass es lber die elektrostatischen Wechselwirkungen mit
Myelinlipiden den 2,0 nm Abstand der intraperiod line im kompakten Myelin aufrechterhalt
(Griffiths et al., 1998a; Griffiths et al., 1998b).

Mutationen im PLP1 Gen |6sen eine Reihe von X-chromosomal rezessiv vererbbaren
Erkrankungen aus, wie z.B. die humane Pelizaeus Merzbacher Krankheit (PMD) und die Typ-2
Spastische Paraplegie, die phanotypisch und im klinischen Verlauf sehr heterogen sind
(Duncan, 2005). Uberraschenderweise fiihrt das Fehlen von PLP/DM20 bei M&usen und
Menschen zu einem relativ milden Phanotyp. PLP knock-out Mause entwickeln sich bis zu
einem Lebensalter von 15 Monaten normal und besitzen nur geringfligige Unterschiede in
der Ultrastruktur der Myelinmembran. Die auffalligste Veranderung ist die spat auftretende,
progressive Degeneration der Axone (Garbern et al., 2002; Griffiths et al., 1998b), die zu
einer Schwachung der Extremitaten flhrt. PLP ist demnach weder fiir die Entwicklung noch
fur die Myelinisierung, jedoch fiir den Erhalt der axonalen Integritat zwingend notwendig.
Die meisten PMD-Patienten besitzen Duplikationen des PLP1-Gens. Diese Beobachtung
zusammen mit der Tatsache, dass die Duplikation des Gens bei transgenen Mausen zu einer
Uberexpression von PLP und DM20 fiihrt, weist stark daraufhin, dass ein zu hohes
Expressionslevel die Ursache fiir den neurologischen Phanotyp sein konnte (Garbern, 2005).
In vitro konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von PLP zu einer Anreicherung von
PLP, Cholesterin und anderen Lipiden in lysosomalen Kompartimenten fihrt (Simons et al.,
2002). Den am stdrksten ausgepragten neurologischen Phanotyp haben Patienten mit
bestimmten missense Mutationen im PLP1-Gen. Eine C-terminale Verkilirzung von PLP in
Jimpy (JP) Mausen (Macklin et al., 1987; Nave et al., 1987) und eine Punktmutation in

MD'(MSD) Miusen (Gencic and Hudson, 1990) verursacht die Fehlfaltung des Proteins

Jimpy
und eine Akkumulation im rauen endoplasmatischen Retikulum (RER) (Gow et al., 1994; Gow
et al., 1998). Die daraus resultierende Uberladung des proteasomalen Systems mit
mutiertem oder auch Uberexprimierten PLP flihrt zur Apoptose der Oligodendrozyten
wahrend der Myelinisierung (Kagawa et al., 1994; Readhead et al., 1994; Gow and Lazzarini,

1996; Southwood et al., 2002).




2. Einleitung

2.2.2.2 Das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG)

MAG ist ein Typ 1 Transmembranprotein mit fiinf Ig-Domanen. Es macht mit ca. 1 % einen
relativ geringen Anteil der Myelinproteine aus. Durch alternatives Spleilen entstehen zwei
Isoformen mit einem Molekulargewicht von 72 kDa (L-MAG) und 67 kDa (S-MAG), die sich in
ihrer zytoplasmatischen Domane unterscheiden. In den frilhen Myelinisierungsstadien ist
hauptsachlich L-MAG vorhanden, wohingegen beide Isoformen zu gleichen Teilen im reifen
Myelin zu finden sind. Die Lokalisierung von MAG beschrankt sich im ZNS ausschlieRlich auf
die periaxonale Membran (Sternberger et al., 1979; Trapp et al., 1989) und in geringen
Mengen auf die Paranodien (Erb et al.,, 2006), was auf dessen Rolle bei der axo-glialen
Interaktion hinweist.

Die Deletion von MAG in knock-out Mausen fiihrt zu einem relativ milden Phanotyp, jedoch
zeigen sie dessen Notwendigkeit fiir den korrekten Ablauf der Myelinisierung sowie den
Erhalt myelinisierter Axone (Quarles, 2007). MAG besitzt intra- und extrazelluldre
Interaktionspartner, lber die sowohl auf oligodendroglialer als auch auf neuronaler Seite
Signaltransduktionskaskaden ausgelést werden konnen. Auf oligodendroglialer Seite
aktiviert L-MAG die Tyrosin-Kinase Fyn, die wahrend der Entwicklung von Oligodendrozyten
(Osterhout et al., 1999) und Myelinbildung eine wichtige Rolle spielt (Klein et al., 2002;
Sperber et al., 2001; Umemori et al., 1994).

In vitro Gbernimmt MAG ambivalente Funktionen. Einerseits beglinstigt es in der friihen
Entwicklung das Axonwachstum junger Neurone (Dashiell et al., 2002; Johnson et al., 1989;
Matsuda et al., 1996; Shimizu-Okabe et al., 2001; Turnley and Bartlett, 1998), zum Anderen
inhibiert es das Wachstum und die Regeneration von Axonen aus dem adulten
Nervensystem. Die Interaktionen von MAG, dem Oligodendrozyten Myelin Glykoprotein
(Omgp) und Nogo mit dem neuronalen Nogo-66 Rezeptor (NgR) inhibieren die Regeneration
von Neuronen in vivo und das Wachstum unreifer Neuriten in vitro (Domeniconi et al., 2002;
Liu et al., 2002; Wang et al., 2002). Die Funktion in diesem Zusammenhang ist noch nicht
eindeutig geklart, jedoch kénnte MAG die axonale Verzweigung verhindern, die das

Umwinden der Axone wahrend der Myelinisierung behindern wiirden.

2.2.2.3 Das Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG)

MOG ist ein 28 kDa grolRes glykosyliertes Typ 1 Transmembranprotein mit einer Ig-Domane

(Gardinier et al., 1992). Zusatzlich besitzt es eine hydrophobe Doméane, welche ausschlieRlich
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die innere Lipidschicht durchspannt und von dem hydrophilen C-Terminus flankiert wird
(Johns and Bernard, 1999). Zwar ist die Rolle von MOG als Autoantigen bei
demyelinisierenden Erkrankungen, wie der Multiplen Sklerose gut untersucht (Lebar et al.,
1979), allerdings ist dessen physiologische Funktion weitestgehend unklar. MOG knock-out
Mause zeigen keinen Myelindefekt oder klinischen Phanotyp (Delarasse et al., 2003).

Obwohl MOG mit ca. 0,1 % nur einen sehr geringen Anteil der Myelinproteine ausmacht, ist
es vorzugsweise an der abaxonalen Lamelle angereichert (Brunner et al., 1989). Dort ragt
seine Ig-Domane in die extrazellulare Matrix oder zu benachbarten Axonen, wo sie mit
potentiellen  Liganden interagieren kann. Vermutlich vermittelt MOG als
Zelloberflachenrezeptor Signale vom extrazelluldiren Milieu in das Innere des
Oligodendrozyten oder der Myelinmembran (Marta et al., 2005; Marta et al., 2003). In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass MOG zusammen mit CNP in speziellen

Lipid Rafts lokalisiert ist, die als Signalplattformen dienen (Kim and Pfeiffer, 1999).

2.2.3 Die Bildung von Myelin

Die Myelinisierung findet in den ersten Lebenswochen statt. Die Vorlauferzellen der
Oligodendrozyten entstehen aus dem Neuroepithel der Subventrikularzone. Von dort aus
wandern sie in die Regionen der spateren weillen Substanz, wo sie den Zellzyklus verlassen
und schlieBlich zu myelinisierenden Oligodendrozyten differenzieren (Baumann and Pham-
Dinh, 2001). Der Ablauf ihrer Differenzierung ist zeitlich und rdumlich reguliert. Durch
programmierten Zelltod werden lberschiissige Oligodendrozyten entfernt, wodurch die Zahl
der Oligodendrozyten der Anzahl und Lange der zu myelinisierenden Axone angepasst wird
(Barres and Raff, 1999). Die zeitliche und raumliche Koordination der Myelinisierung wird
durch bidirektionale Kommunikation zwischen Neuronen und Oligodendrozyten erlangt
(Sherman and Brophy, 2005; Simons and Trajkovic, 2006).

Fir die Entwicklung und das Uberleben von Oligodendrozyten spielen viele intrinsische,
sowie extrinsische Signalmolekiile eine entscheidende Rolle. Sowohl Astrozyten als auch
Neurone setzen Wachstumsfaktoren frei, die die Entwicklung von Oligodendrozyten
regulieren (Miller, 2002). Nach der Differenzierung der Oligodendrozyten Vorlauferzellen
beginnt die Biogenese der Myelinmembran, die in vier Schritten erfolgt (Simons and
Trajkovic, 2006):

1. Die Erkennung und Interaktion mit dem Ziel-Axon
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2. Die Synthese und der Transport von Myelinkomponenten in Richtung Axon
3. Die Umwicklung des Axons

4. Die Kompaktierung der Myelinmembran

2.2.3.1 Die axo-gliale Interaktion

Die Myelinisierung erfolgt sehr spezifisch und ausschlielich an Axonen (nicht an Dendriten),
die einen Durchmesser von > 0,2 um besitzen, wobei die Anzahl der Umwindungen
proportional zum Axondurchmesser ist. Im PNS ist das axonale Zelloberflachenmolekiil,
NRG1 Typ Il (ein Mitglied der Neuregulin-Familie) fir die Wahl der zu myelinisierenden
Neurone sowie die Dicke der Myelinschicht verantwortlich (Michailov et al., 2004). Dabei
bestimmt die Anzahl an NRG1 Typ Il Molekilen, ob ein Axon myelinisiert wird oder nicht,
bzw. wie hoch das Ausmal} der Myelinisierung ausfallt. Im ZNS sind die Signalwege, die zur
Myelinisierung spezifischer Axone fliihren noch ungeklart. Wahrscheinlich spielt hier das
Zusammenwirken mehrerer Zelladhasionsmolekiile eine Rolle. So fuhrt z.B. die Aktivierung
des Notch Signalwegs liber die Interaktion des von Oligodendrozyten exprimierten Notch 1
Rezeptors mit den axonalen Zelloberflachenproteinen Jagged 1 oder Contactin zur zeitlichen
Regulierung der Myelinisierung (Genoud et al.,, 2002; Hu et al.,, 2003; Wang et al., 1998).
Desweiteren konnte bei einem kirzlich beschriebenen Signalweg gezeigt werden, dass das
oligodendrogliale Protein LINGO1 als negativer Regulator der oligodendroglialen
Differenzierung und Myelinisierung agiert (Mi et al., 2005).

Nach der Kontaktaufnahme umwickelt der Oligodendrozyt mit Ausldufern seiner
Plasmamembran mehrfach das Axon. Dabei ist die elektrische Aktivitat der Neuronen fir die
ersten Phasen der Myelinisierung erforderlich (Demerens et al., 1996). Zum Einen fihrt sie
zur Freisetzung myelinisierungsinduzierender Faktoren, wie z.B. von Neuronen abgegebenes
Adenosin (Stevens et al., 2002) oder von Astrozyten freigesetzten Leukemia Inhibitory Factor
(LIF) (Ishibashi et al., 2006). Zum Anderen fiihren die elektrischen Impulse zu einer
Veranderung des Expressionsmusters axonaler Proteine (Coman et al., 2005). Dabei ist die
Entfernung einiger Proteine, wie z.B. dem neuronalen Zelladhasionsmolekiil (NCAM) fiir den
fortschreitenden Verlauf der Myelinisierung erforderlich (Charles et al., 2000). Die
molekularen Mechanismen, Uber welche diese Faktoren die Bildung der Myelinmembran
beeinflussen, sind unklar.

Eines der ersten Ereignisse, hervorgerufen durch die axo-gliale Interaktion, ist die

10



2. Einleitung

Umgestaltung der zunachst uniformen Axone zu hoch polarisierten Strukturen. Dabei
sammeln sich die spannungsgesteuerten Na'-Kanile an den Ranvierschen Schniirringen an
wohingegen spannungsgesteuerte K'-Kanile in der juxtaparnodalen Domine des Axons
aggregieren. Ein Proteinkomplex der paranodalen Verbindung trennt die Na* und K*-Kanile

voneinander (Poliak and Peles, 2003; Salzer, 2003).

2.2.3.2 Der intrazelluldre Transport von Myelinkomponenten

Der Aufbau der komplexen Myelinmembran erfordert angepasste intrazelluldre Sortier- und
Transportwege, Uber die die Myelinkomponenten von ihrem Syntheseort bis zu der
wachsenden Myelinmembran transportiert werden (Kramer et al., 2001; Larocca and
Rodriguez-Gabin, 2002). Dabei ist die exakte Bildung der Subdomanen fir die Funktion der
Myelinmembran ausschlaggebend. Uber die molekularen Mechanismen, welche an der
Regulation der Sortierung der Myelinkomponenten in die spezifischen Membrandomanen
beteiligt sind, ist bisher relativ wenig bekannt.

Die Myelinkomponenten werden an verschiedenen subzelluldaren Orten synthetisiert und
Uber unterschiedliche Mechanismen zur wachsenden Myelinmembran transportiert. Im Falle
von MBP wird nicht das Protein selbst, sondern dessen mRNA im Perikaryon in speziellen
Granula verpackt und zum Axon transportiert (Ainger et al., 1997; Barbarese et al., 1999;
Farina and Singer, 2002). Am Zielort angekommen wird die mRNA aufgrund noch
unbekannter Signale lokal translatiert und das Protein in die wachsende Myelinmembran
integriert.

Integrale Membranproteine wie z.B. PLP, MAG und MOG werden hingegen am rauen
endoplasmatischen Retikulum (rER) synthetisiert, im rER und Golgiapparat modifiziert und in
Vesikeln zur Zielmembran transportiert. Da Oligodendrozyten wahrend der Myelinisierung
zu polarisierten Zellen reifen, liegt es nahe, dass die intrazelluldren Transportwege denen
der klassischen polaren Zellen dhneln (Mostov et al., 2003). Mdoglicherweise sortieren
Oligodendrozyten analog zum Proteintransport in Epithelzellen (Kap.2.3.1), ihre Proteine zu
den Subdomdanen der Myelinmembran. Expressionsanalysen von PLP, MAG und MOG in
polaren MDCK Zellen (Mardin-Darby Canine Kidney) zeigten, dass die Proteine tatsachlich
Signalsequenzen fir die Sortierung zur apikalen bzw. basolateralen Membrandomane
besitzen (Kroepfl and Gardinier, 2001a; Kroepfl and Gardinier, 2001b; Minuk and Braun,

1996). An der Sortierung von Myelinproteinen sind auBerdem Lipid Rafts beteiligt. So
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assoziieren PLP sowie verschiedene andere Myelinproteine assoziieren im Golgi Apparat mit
den  Myelinlipiden  (Galactocerebrosid und  Sulfatid) und  Cholesterin  zu
Membranmikrodomanen, die dann zum Myelin gelangen (Kramer et al., 1997; Kramer et al.,
2001; Marta et al., 2003; Simons et al., 2002; Simons et al., 2000; Taylor et al., 2002).

Da PLP das haufigste Protein des kompakten Myelins darstellt, ist dessen Transport am
besten untersucht. In Abwesenheit von Neuronen wird PLP in spaten
Endosomen/Lysosomen (LE/Lys) angereichert (Kramer et al., 2001; Trajkovic et al., 2006).
Durch ein bisher unbekanntes, l6sliches, neuronales Signal werden diese LE/Lys mobilisiert
und fusionieren mit der Plasmamembran (Trajkovic et al., 2006). Uber den Transport

anderer Myelinproteine, wie auch MAG und MQOG, ist hingegen bisher nicht viel bekannt.

2.3 Vesikeltransport und Membranbiogenese

2.3.1 Vesikeltransport in polaren Zellen

Zu den am genauesten charakterisierten polaren Zelltypen zahlen Epithelzellen, die die
inneren Organe und Koérperhohlen auskleiden. Die Plasmamembran der Epithelzellen ist in
eine apikale und eine basolaterale Membrandomane unterteilt, wobei die apikale Domane
zum Lumen der Organe weist und die basolaterale Domane mit benachbarten Zellen und
Geweben in Kontakt steht. Die beiden Membrandomanen sind UGber Proteinkomplexe,
sogenannte Tight junctions, voneinander getrennt (Mellman and Warren, 2000; Mostov et
al., 1992) und besitzen unterschiedliche Funktionen, was sich in ihrer jeweils
charakteristischen Protein- und Lipidzusammensetzung widerspiegelt. Epithelzellen
verwenden zwei grundlegende synthetische Transportwege, Uber die sie die jeweilige
charakteristische biochemische Zusammensetzung der Membrandomanen gewahrleisten.
Einen direkten Weg (Weimbs et al., 1997) und einen indirekten Weg (Mostov et al., 2000).
Beim direkten Weg werden apikale und basolaterale Proteine im trans-Golgi Netzwerk (TGN)
in verschiedene Vesikel vorsortiert und direkt zur Zielmembran transportiert. Beim
indirekten Weg werden alle Proteine vom TGN zur basolateralen Membran transportiert.
Von dieser werden die fiir die apikale Membran bestimmten Bestandteile anschlieBend (iber
Endozytose wieder entfernt und zur apikalen Domane transzytiert. Auch basolateral
bestimmte Proteine kénnen endozytiert und recycelt werden. Ob die Proteine vom direkten

oder indirekten Weg Gebrauch machen, variiert von Zelltyp zu Zelltyp und ist von ihrer
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Struktur oder von spezifischen Aminosduresequenzen (Sortiersignalen) abhéangig. Zu den
basolateral determinierenden Sequenzen zdhlen Tyrosin-basierte Sortiersignale wie z.B.
YXX® (® kennzeichnet eine umfangreiche, hydrophobe Aminosdure), NPXY oder ein
Dileucin-Motiv, die meist in der zytoplasmatischen Domane lokalisiert sind (Matter and
Mellman, 1994). Diese Sortiersignale beglinstigen das Clustering der Proteine und die
Bindung an spezifische Vesikel-assoziierte Adaptermolekiile (Folsch et al., 1999). Zu den
apikalen Sortiersignalen zahlen Glykosylphosphatidylinositol (GPl)-Anker (Simons and
Ikonen, 1997) oder spezifische Eigenschaften der Transmembrandoméanen (Barman and
Nayak, 2000), die eine Organisation der entsprechenden Proteine mit Glykosphingolipiden
und Cholesterin im TGN in so genannte Lipid Rafts begiinstigen (lkonen, 2001; Lisanti et al.,
1990; van Meer, 1989) und den Transport zur apikalen Domane ermdoglichen. Zudem sind
weitere transmembran und zytoplasmatisch lokalisierten Aminosduren oder N- und O-
verknipfte Oligosaccharide fiir den apikalen Transport ausschlaggebend (Benting et al.,

1999; Rodriguez-Boulan and Gonzalez, 1999).

2.3.2 Endozytose und Recycling

Endozytose spielt bei der Kontrolle der Lipid- und Proteinzusammensetzung der
Plasmamembran und des Zellumfangs, der Regulation von Signalwegen sowie der Aufnahme
von Nahrstoffen und Pathogenen eine entscheidende Rolle (Dudu et al., 2004; Evans and
Owen, 2002; Polo and Di Fiore, 2006). Endozytierte Molekiile werden entweder in den
Lysosomen abgebaut oder recycelt (Maxfield and McGraw, 2004). Die Sortierung der
aufgenommenen Komponenten kann entweder an der Plasmamembran, in den frihen
Endosomen (early endosomes/sorting endosomes = EE/SE) oder in den spaten Endosomen
(late endosomes = LE) erfolgen.

An der Plasmamembran entscheidet sich zunachst, ob die Endozytose uber Clathrin-
abhangige, Clathrin-unabhdngige Endozytose oder Phagozytose erfolgt (Abb. 2.3, siehe
unten). Dies fihrt weiter zu der Ausbildung verschiedener Subpopulationen von friihen
Endosomen, welche unterschiedliche Schicksale besitzen kdnnen.

In den frithen Endosomen findet die Sortierung in unterschiedlichen Subpopulationen oder
in verschiedenen Membrandomanen innerhalb eines Endosoms statt (Gruenberg, 2001).
Von dort werden Molekiile direkt oder indirekt tiber das Recycling Endosom (RE) (z.B. der

Transferrin-Rezeptor) zur Plasmamembran zurlick oder direkt zum TGN transportiert. Fur
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spate Endosomen vorgesehene Molekiile werden in speziellen Domanen der frilhen
Endosomen gesammelt, die zu multivesikuldren spaten Endosomen (MVBs) reifen (Perret et
al., 2005).

Es existieren verschiedene Subpopulationen spater Endosomen, die spezialisierte
Membrandomanen mit tubularer, zisternenartiger, multivesikularer oder multilamellarer
Morphologie und unterschiedlicher Protein- und Lipidzusammensetzung besitzen. Von den
spaten Endosomen schniiren sich Vesikel ab, in denen Molekile zurick zum TGN
transportiert werden. AnschlieBend kdnnen MVBs mit Lysosomen fusionieren oder transient
Uber kiss and run miteinander interagieren, wodurch flir den Abbau bestimmte Proteine das
Lysosom erreichen. Alternativ dienen spdte Endosomen und Lysosomen verwandte
Organellen (LROs — lysosome related organelles) als reguliert oder konstitutiv sekretorische
Kompartimente, die mit der Plasmamembran fusionieren und ihren Inhalt in den
Extrazellularraum freisetzen oder Membrankomponenten in die Plasmamembran einbauen

(Arantes and Andrews, 2006; Reddy et al., 2001; Stinchcombe et al., 2004).

2.3.2.1 Clathrin-vermittelte Endozytose

Die Clathrin-vermittelte Endozytose erfolgt an spezialisierten Regionen der Plasmamembran,
den sogenannten Clathrin-coated pits (CCPs)(Abb. 2.3: 1). Sie erfordert ein Netzwerk von
Faktoren, die sequentiell rekrutiert und aktiviert werden. Adapterproteine initialisieren
diesen Prozess Uiber zwei Wege: Zum Einen wahlen sie die zu transportierenden Molekiile an
der Plasmamembran aus, zum Anderen rekrutieren sie die Clathrinhille und andere fur die
Form und Funktion der Vesikel verantwortlichen Komponenten (Evans and Owen, 2002;
Maldonado-Baez and Wendland, 2006). AnschlieBend schnirt sich das Vesikel von der
Plasmamembran ab und fusioniert mit frilhen Endosomen, in denen die zu
transportierenden Molekiile weiter sortiert werden. Die Energie fiir die Abschniirung der
Vesikel liefert die Aktivitat der GTPase Dynamin. Die Clathrin-abhangige Endozytose ist
sowohl fiir die Rezeptor-vermittelte Aufnahme wichtiger Transportproteine, wie LDL (low
density lipoprotein) und Transferrin, als auch fiir die Aufnahme von Wachstumsfaktoren und

Peptidhormonen verantwortlich.

2.3.2.2 Clathrin-unabhangige Endozytose

Bei Lipid Rafts handelt es sich um hoch organisierte Mikrodomanen einer Membran, die sich

durch die Interaktion von Cholesterin und Sphingolipiden bilden und als Sortier- und
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Signalplattformen dienen (Brown and London, 1998; Simons and Toomre, 2000). Die
Rekrutierung bestimmter Molekiile in Lipid Rafts ermoglicht deren Endozytose (iber Clathrin-
unabhangige Mechanismen, die sich weiter in einen Caveolae-abhdngigen Weg und in
Caveolae-unabhangige Wege unterteilen lassen (Kirkham and Parton, 2005; Pelkmans,
2005). Als Caveolae wird eine spezielle Form der Lipid Raft Mikrodomanen bezeichnet.
Morphologisch betrachtet handelt es sich dabei um leichte Invaginationen der
Plasmamembran, die durch das Strukturprotein Caveolin gebildet werden (Stan, 2005). Im
Gegensatz zur dynamischen Assoziation von Clathrin mit der Plasmamembran, ist Caveolin
Uber seine direkte Bindung an Cholesterin, stabil mit der Plasmamembran assoziiert und
bildet uniforme Transportplattformen, die sich nach Erhalt eines Signals Dynamin-vermittelt
von der Plasmamembran abschniiren (Abb. 2.3, 2a).

Mit einigen Ausnahmen sind die bisher beschriebenen Caveolae-unabhdngigen
Mechanismen, die sogenannten Clathrin-independent Carriers (CLICs, Abb. 2.3: 2c) und die
Makropinozytose (MP, Abb. 2.3: 2d) von Dynamin unabhangig. Hier fihrt vermutlich die
Eigenschaft der Lipid Rafts selbst zum Abschniiren der Vesikel.

Moglicherweise liegt allen Lipid Raft-abhangigen Endozytosewegen ein einziger
Mechanismus zugrunde, der in den verschiedenen Wegen und Zelltypen durch eine

Variation an Faktoren unterschiedlich reguliert wird (Kirkham and Parton, 2005).
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung des endosomalen Systems.

(1) Clathrin-abhdngige Endozytose. (2) Clathrin-unabhangige Endozytose Mechanismen: (2a) Caveolae, (2b) Dynamin-
abhang (CLIC-D — Clathrin-independent Carrier — Dynamin) (2c) Dynamin-unabhéangig (CLIC-DI — Clathrin-independent Carrier
— Dynamin-independent), (2d) Makropinozytose (MP). (3) Phagozytose (Ph). Modifiziert nach (Perret et al., 2005).

15



2. Einleitung

2.3.3 Endosomales Recycling und Zellmorphogenese

Die Morphogenese einer Zelle spielt wahrend ihrer Differenzierung, der Reaktion auf
physiologische Stimuli sowie ihrer Beweglichkeit eine fundamentale Rolle. Wahrend der
Morphogenese verandert sich meistens die GroRe der Zelloberflache. Zudem wird die Zelle
von einer Umgestaltung ihrer Form und Membransysteme begleitet, die in Polaritat
resultiert. Hierbei spielen der Transport von Proteinen und Lipiden zu speziellen Orten der
Plasmamembran und die Reorganisation des Zytoskeletts eine entscheidende Rolle. Neben
den klassischen Studien an isolierten Zellen zeigen Transportanalysen von Proteinen in vivo,
dass neben dem sekretorischen Transportweg, Endozytose und Recycling fir die
Morphogenese einer Zelle von grolRer Bedeutung sind. Dazu zdhlen beispielsweise die
Biogenese der Membrandomanen polarisierter Epithelzellen, das Neuritenwachstum und
der gerichtete axonale Transport in Neuronen, die Regulation des Zellumfangs wahrend der
Mitose sowie die rapide Ausdehnung von Lamellipodien in sich fortbewegenden Zellen
(Alberts and Galli, 2003; Boucrot and Kirchhausen, 2007; Bretscher and Aguado-Velasco,
1998; Lecuit and Pilot, 2003; Perret et al., 2005; Wisco et al., 2003). Gerichtetes Recycling
Uber endosomale Kompartimente ermoglicht hierbei die effiziente und schnelle

Mobilisierung von Membranreservoirs zu speziellen Regionen der Plasmamembran.

2.3.4 Sekretorische Lysosomen bzw. Lysosomen-verwandte Organellen (LROs)

Lysosomen reprasentieren den Endpunkt des endosomalen Systems, wo > 40 saure
Hydrolasen die katabolische Funktion der Zellen bei einem pH von 4,6 - 5 ausiiben. Einige
Zelltypen enthalten spezialisierte lysosomale Organellen, die ihren Inhalt als Reaktion auf
externe Stimuli, Ca2+—abhéngig in die extrazellulare Umgebung freisetzen (Stinchcombe and
Griffiths, 1999). Diese Organellen werden allgemein als sekretorische Lysosomen oder
Lysosomen-verwandte Organellen (LROs = lysosome-related organelles) bezeichnet. Dazu
zahlen unter anderem Melanosomen, lytische Granula, Major Histocompatibility Class (MHC)
Il Kompartimente, dense Granula, basophile Granula und azurophile Granula (Dell'Angelica
et al.,, 2000). Dabei handelt es sich bei sekretorischen Lysosomen entweder um eine
bestimmte Subpopulation von Organellen, wie z.B. bei Neutrophilen oder aber sie sind von
den konventionellen Lysosomen nicht zu unterscheiden, wie z.B. bei den zytotoxischen T
Lymphozyten. Sekretorische Lysosomen Uibernehmen in verschiedenen Zelltypen eine

Vielfalt an Funktionen. Zytotoxische T-Zellen und natirliche Killerzellen sezernieren
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beispielsweise das fiir die Initiation des Zelltods verantwortliche Poren formende Protein
Perforin Uber sekretorische Lysosomen. Basophile und Mastzellen sezernieren Histamine
und Antigen prasentierende Zellen degradieren und prozessieren endozytiertes Material, um
die MHCII Molekiile mit Antigenen in LROs zu beladen und freizusetzen.

AuBerhalb des Immunsytems machen z.B. Melanozyten, Thrombozyten und Spermatiden fiir
die Sekretion von Molekiilen, von LROs Gebrauch (Stinchcombe et al., 2004). So handelt es
sich bei Melanosomen um LROs, die das fiir die Pigmentierung der Haut, Haare und Nagel
verantwortliche Melanin sezernieren.

Auch in nichtsekretorischen Zellen erfolgt die Fusion von Lysosomen mit der
Plasmamembran Uber einen Ca**-gesteuerten Mechanismus (Jaiswal et al., 2002). In
Fibroblasten tragt beispielsweise die Exozytose der membranreichen Lysosomen, nach
Beschadigung der Plasmamembran und dem darauffolgenden Einstrom von extrazellularem
Ca?* zur Wundheilung bei (Reddy et al., 2001). Desweiteren ist die Ca2+—abhéngige Exozytose

von Lysosomen am Neuritenwachstum beteiligt (Arantes and Andrews, 2006).

2.3.5 Exosomen

Neben der Sekretion von |6slichen Molekilen bzw. dem Einbau von Membranbestandteilen
in die Plasmamembran kénnen durch die Exozytose von spaten Endosomen (MVBs) auch die
im MVB Lumen enthaltenen Vesikel in den extrazellulairen Raum freigesetzt werden. In
diesem Fall werden die freigesetzten Vesikel als Exosomen bezeichnet (Keller et al., 2006;
Thery et al.,, 2002). Viele Zelltypen, wie z.B. Retikulozyten, B- und T-Lymphozyten,
dendritische Zellen, Mastzellen, Neuronen, Tumorzellen und Epithelzellen setzen in vitro
Exosomen frei. Jedoch kénnen Exosomen auch in vivo in verschiedenen Korperflissigkeiten
wie z.B. im Blut oder Urin nachgewiesen werden. Einige Studien weisen daraufhin, dass
Exosomen bei der Entwicklung eine Rolle spielen. So wird beispielsweise wahrend der
Embryonalentwicklung  von Drosophila,  (ber sogenannte  Argosomen, ein
Morphogengradient des Proteins Wingless freigesetzt (Greco et al., 2001). Im Immunsystem
sowie bei Krebs sind Exosomen an der interzellularen Kommunikation beteiligt (Denzer et al.,
2000; Fevrier and Raposo, 2004; Keller et al., 2006). Hier tragen Exosomen beispielsweise zu
der Prasentation von Antigenen oder zu der Entwicklung der Immuntoleranz bei.

Interessanterweise zeigt eine neue Studie den Transfer von mRNA (mRNA und miRNA) lber
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Exosomen, was die Komplexitat der Kommunikation zwischen den Zellen erhoht (Valadi et

al., 2007).

2.4 Fragestellung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung der Transportwege von Myelinkomponenten, die
zur Ausbildung der Subdomanen der Myelinmembran fliihren. Dabei wurden hauptsachlich
Transportanalysen der Myelinproteine PLP, MAG und MOG durchgefiihrt. Da diese Proteine
in drei unterschiedlichen Subdomanen der Myelinmembran lokalisiert sind, stellte sich die
Frage, ob gemeinsame oder unterschiedliche Transportwege am Aufbau der Subdomanen
beteiligt sind. Da das Hauptmyelinprotein PLP in LE/Lys angereichert ist, sollte untersucht
werden, ob Endozytose generell an der Sortierung von Myelinproteinen beteiligt ist.

Desweiteren sollte geklart werden, ob es sich bei den mit PLP angereicherten LE/Lys um
sogenannte Lysosomen-verwandte Organellen (LROs) handelt, die nach einem regulierten,
Ca’*-abhingigen Mechanismus mit der Plasmamembran fusionieren. Um diese Hypothese zu
testen, sollte der Einfluss von Ca2+—lonophoren auf das Transportverhalten von PLP analysiert

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Tabelle 3.1: Verwendete Materialien, Software, Chemikalien, Enzyme und Kits

Software
Aida Image Analyzer v.3.28 Raytest GmbH, Straubenhardt
Amira 3.0 Mercury Computer Inc., Disseldorf

Clonemanager 7.01

Scientific & Educational Software, Cary
(NC)

Image J

NIH, Bathesda, Maryland

Image Pro Plus 4.5

Media Cybernetics, Gleichen

Photoshop CS2

Adobe, Miinchen

Sigma Plot 9 Systat Software GmbH, Erkrath
Gerate + Zubehor
Cellcracker Isobiotech, Heidelberg

Elektrophoresekammer

Biorad, Miinchen

Elektrophoresekammer

Sigma-Aldrich, Miinchen

Elektrophoresekammer, NUPAGE

Invitrogen, Karlsruhe

Gene Pulser

Biorad, Miinchen

Glaswaren

VWR, Darmstadt

Transfermembranen, Hybond-P

GE Healthcare, Miinchen

Transfermembranen, Immobilon

Millipore, Schwalbach

"N,-Bombe"

Parr Instruments, Frankfurt am Main

Nucleofector Il

Amaxa, Koln

PCR Maschine, T3 Thermocycler

Biometra, Gottingen

Photospectrometer Ultrospect 2100 pro

GE Healthcare, Miinchen

Plastikwaren

Falcon, Heidelberg; Nunc, Wiesbaden;
Sarstedt, Nimbrecht

Mikroskope + Zubehor

EM Leo 912AB Zeiss, Jena

IX70 Olympus, Hamburg
TCS SP1 Leica, Wetzlar

TCS SP5 Leica, Wetzlar

Rontgenentwickler + Zubehor

Optimax X-Ray Filmprocessor

MS Laborgerate, Wiesloch

Rontgenfilme, Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Miinchen

Citroline 2000 Entwicklerkonzentrat

Adefo, Dietzenbach

Adefofix Fixiererkonzentrat

Adefo, Dietzenbach

Zentrifugen + Zubehor

Biofuge fresco

Heraeus, Hanau

Megafuge 1.0 R

Heraeus, Hanau

Ultrazentrifuge Optima MAX-E

Beckman, Miinchen

Rotoren (SW 40, TLA 55, TLS 55)

Beckman, Miinchen
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Réhrchen (SW 40, TLA 55, TLS 55)

Beranek Laborgerate, Weinheim

Chemikalien

Biotin Pierce, Bonn

Calcimycin Sigma-Aldrich, Miinchen
Filipin 111 Sigma-Aldrich, Miinchen
Fugene 6 Roche, Mannheim

. 2
lonomycin-Ca*"

Calbiochem, Merck, Darmstadt

Lipofectamine 2000 Reagent

Invitrogen, Karlsruhe

LysoTracker-Red DND-99

Molecular Probes, Karlsruhe

Neutravidin-Sepharose

Pierce, Bonn

Transferrin-alexa594,-FITC

Molecular Probes, Karlsruhe

Streptavidin-alexa546, FITC, Cy5

Molecular Probes, Karlsruhe

Streptavidin-HRP

Vector Laboratories, Burlingame, CA

Streptavidin-Sepharose

Vector Laboratories, Burlingame, CA

sonstige Chemikalien

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen

Kits

Qiagen Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden

Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification
System

Promega, Mannheim

QlAquick gel extraction kit

Qiagen, Hilden

QlAquick PCR purification kit

Qiagen, Hilden

SuperSignal® West Pico Chemilumineszenz
Substrat

Pierce, Bonn

Enzyme

Restriktionsenzyme

NEB, Frankfurt am Main

PFU tag-Polymerase

Quiagen, Hilden

VENT tag-Polymerase

NEB, Frankfurt am Main

Marker

BenchMark Pre-stained Western Protein

Standard

Invitrogen, Karlsruhe

MagicMark XP Western Protein Standard

Invitrogen, Karlsruhe

SeeBlue Pre-stained Western Protein Standard

Invitrogen, Karlsruhe

SigmaMarker Western Protein Standard

Sigma-Aldrich, Miinchen
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3.2 Puffer und Nahrmedien

Puffer und Nahrmedien wurden wie folgt in H,O44 angesetzt.

Tabelle 3.2: Verwendete Puffer und Nadhrmedien

Allgemeine Puffer

PBS (Phosphate-Buffered Saline, pH 7,4) 150 mM NacCl
8 mM Na,HPO,
1,7 mM NaH,PO,4

TBS (Tris-Buffered Saline, pH 7,4) 50 mM Tris
150 mM NaCl

Zellkultur

Einfriermedium 70 % RPMI 1640
20 % FCS
10 % DMSO

10 x Poly-L-Lysin H,044
0,1 % PLL

Sato/1 % Pferdeserum (Oli-neu) 13,4 g/l DMEM
2 g/I NaHCO3
0,01 g/l Transferrin
100 pg/! Insulin (Stock 10 pg/ml)
100 puM Putreszin
200 nM Progesteron
500 nM TIT
220 nM Na-Selenit
520 mM L-Thyroxin
0,05 % Gentamycin
1 % Pferdeserum

Sato/B27/ 1 % Pferdeserum 13,4 g/l DMEM
(priméare Oligodendrozyten) 2 g/ NaHCO3
20 ml/I B27 Zusatz
0,011 % Pyruvat
500 nM TIT
520 mM L-Thyroxin
0,05 % Gentamycin
1 % Pferdeserum

Trypsin/EDTA HBSS
0,01% Trypsin (Stock: 1 % in HBSS)
0,02 % EDTA (Stock: 0,2 % in HBSS')

Biochemie
Blockierlosung (Western) PBST
4 % Milchpulver
Coomassie-Entfarbel6sung 10 % Ethanol
7,5 % Essigsaure
Coomassie-Farbelosung 0,1 % Coomassie Brilliant Blue R-250

40 % Ethanol
10 % Essigsaure
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ECL-L6sung Loésung A:
200 ml 0,1 M Tris-HCl, pH 8,6
50 mg Luminol (4°C)
Losung B:
11 mg para-hydroxy coumaric acid
Entwicklung: 1ml A+ 100 pl B + 0,3 pl H,0,

Elektrophoresepuffer 50 mM MES
20 x Bis-Glycin NuPAGE"~ MES 50 mM Tris
0,1% SDS
1 mM EDTA
pH 7,3

Elektrophoresepuffer 50 mM MOPS
20 x Bis-Glycin NuPAGE" MOPS 50 mM Tris
0,1% SDS
1 mM EDTA
pH 7.7

5 x Elektrophoresepuffer 125 mM Tris

Tris-Glycin 1,25 M Glycin
0,5 % (w/v) SDS
pH 8,3

HBSS" 500 ml HBSS
+ 7,5 ml MgSO, (Stock: 10%)

Mowiol 2,4 g Mowiol 4-88
6 g Glycerin
6 ml Hzodd
12 ml 0,2 M Tris, pH 8,5

PBST (PBS/Tween 20) 1 x PBS
1% Tween 20

Ponceau S 2 % Ponceau S
30 % Trichloressigsaure
30 % Sulfosalicylsaure

RIPA-Puffer 10 mM Tris, pH 7,5
150 mM NacCl
1 % Nonident P40
0,5 % Na-Deoxycholat
0,1 % SDS
2 mM EDTA
1 mM PMSF
1 ug/ml Aprotinin
1 ug/ml Leupeptin

Sammelgel-Puffer 1 M Tris, pH 6,8
4 x SDS Probenpuffer 200 mM Tris-Cl, pH 6,8
(400 mM DTT)

8 % (w/v) SDS (Elektrophoresegrad)
0,4 % Bromphenolblau
40 % (v/v) Glycerin
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Strip-Puffer 0,2 M HCI

pH 2,0/1M Glycin
Transferpuffer (Semi-Dry) 24 mM Tris

192 mM Glycin

20 % Methanol od. Ethanol
Transferpuffer (Wet-Blot), pH 7,2 25 mM Bicine
20 x NuPAGE" 25 mM Bis-Tris

1 mM EDTA

10 % (pro Gel) Methanol od. Ethanol

Trenngel-Puffer

1 M Tris, pH 8,8

Triton X-100 Lysis-Puffer

1xPBS,pH7,5

1 % Triton X-100
2 mM EDTA

1 mM PMSF

1 ug/ml Aprotinin
1 ug/ml Leupeptin

Molekularbiologie

LB-Medium 10 g/l NaCl

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt
LB-Agar 2,25 g Agar

150 ml LB-Medium

Probenpuffer fiir Agarose-Gele

1 % Bromphenolblau
2 % Xylencyanol

1 mM EDTA

0,5 % Saccharose

TAE (Tris/Acetic Acid/EDTA)

40 mM Tris
1 mM EDTA
mit Essigsdure auf pH 8,0

Elektronenmikroskopie

Fixierlosung fir Immuno-EM

4 % Formaldehyd
0,2 % Glutaraldehyd
in 0,1 M Phosphatpuffer

Fixierlosung fiir Morphologie

4 % Formaldehyd
2,5 % Glutaraldehyd
in 0,1 M Phosphatpuffer

Phosphatpuffer (0,2 M, pH 7,4)
Stocklésung A
Stocklésung B

Stocklsg. A + B im Verhaltnis 1:4
2,76 g NaH,PO,, ad 100 ml ddH,0
3,56 g Na,HPO,4, ad 100 ml ddH,0
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Lebendzellmikroskopie

HANKS-Medium

200 ml HBSS

2,2 ml nichtessentielle Aminosauren (100 x)
4,5 ml essentielle Aminosduren (50 x)

2,2 ml PenStrep

11,2 ml FCS od. HS

1 ml N-Acetyl-L-Cystein (Stock: 1 M)

pH 7,4 (NaOH)
25 mM Hepes

3.3 Antikorper

3.3.1 Primarantikorper

Tabelle 3.3: Primarantikérper

Antigen Klon Spezies Verdiinnung Herkunft
58 K 58K-9 Maus 1:5000 (WB); 1:50 (IF) Sigma-Aldrich
Bip 40 Maus 1:250 (WB); 1:50 (IF) BD Biosciences
Calnexin Kaninchen | 1:2000 (WB); 1:200 (IF) Stressgen
Calreticulin Kaninchen | 1:2000 (WB); 1:100 (IF) Stressgen
Cathepsin D Kaninchen | 1:1000 (WB); 1:200 (IF) Wako
Caveolin Kaninchen | 1:5000 (WB); 1:500 (IF) BD Biosciences
Caveolin C060 Maus 1:500 (WB); 1:50 (IF) BD Biosciences
Clathrin HC 23 Maus 1:1000 (WB); 1:100 (IF) BD Biosciences
Flotillin-1 18 Maus 1:250 (WB), 1:50 (IF) BD Biosciences
GM130 35 Maus 1:250 (WB);1:50 (IF) BD Biosciences
LAMP1 1D4B Ratte 1:500 WB); 1:50 (IF) BD Biosciences
LAMP2 ABL-93 Ratte 1:500 WB); 1:50 (IF) BD Biosciences
MAG 513 Maus 1:500 (WB);1:50 (IF) J. Trotter, Mainz
MOG 8-18-C5 | Maus 1:1000 (WB); 1:200 (IF) | C. Linington,
Aberdeen
Myc-tag Kaninchen | 1:100 (IF) Cell Signaling
NaK-ATPase 464.6 Maus 1:5000 (WB) Novus Biologicals
NG2/AN2 AN2 Ratte 1:200 (WB), 1:20 (IF) J. Trotter, Mainz
OSP/Claudin11 Kaninchen | 1:1500 (WB) J. Bronstein, Los
Angeles
PLP 010 Maus unverdinnt (IF) M. Schachner,
Hamburg
3F4 Maus 1:10 (WB); 1:20 (IF) K.-A. Nave,
Gottingen
A431 Kaninchen | 1:250 (IF) K.-A. Nave,
Gottingen
P6 Kaninchen | 1:5000 (WB); 1:500 (IF) C. Linington,
Aberdeen
aa3 Ratte 1:10 (WB), 1:20 (IF) M.B. Lees,
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Waltham, MA
SCAMP Kaninchen | 1:2000 (WB); 1:200 (IF) Synaptic Systems
SNAP-23 Kaninchen | 1:1000 (WB); 1:100 (IF) Synaptic Systems
SNAP-29 Kaninchen | 1:1000 (WB); 1:100 (IF) Synaptic Systems
Syntaxin 2 Kaninchen | 1:5000 (WB), 1:500 (IF) Synaptic Systems
Syntaxin 3 Kaninchen | 1:1000 (WB), 1:100 (IF) Synaptic Systems
Syntaxin 4 Kaninchen | 1:5000 (WB); 1:500 (IF) Synaptic Systems
Syntaxin 6 Kaninchen | 1:5000 (WB), 1:500 (IF) Synaptic Systems
Syntaxin 6 30 Maus 1:5000 (WB), 1:500 (IF) BD Biosciences
Syntaxin 7 Kaninchen | 1:1000 (WB); 1:100 (IF) Synaptic Systems
Syntaxin 8 Kaninchen | 1:1000 (WB); 1:100 (IF) Synaptic Systems
Syntaxin 13 Kaninchen | 1:2000 (WB); 1:200 (IF) Synaptic Systems
Syntaxin 16 Kaninchen | 1:1000 (WB); 1:100 (IF) Synaptic Systems
TfR H68.4 Maus 1:500 (WB), 1:50 (IF) Zymed
Tubulin DM 1A Maus 1:5000 (WB), 1:500 (IF) Sigma-Aldrich
VAMP2 Cl 69.1 Maus 1:10000 (WB); 1:1000 (IF) | Synaptic Systems
VAMP4 Kaninchen | 1:1000 (WB); 1:100 (IF) Synaptic Systems

WB = Western-Blot, IF = Immunfluoreszenz

3.3.2 Sekundarantikorper

Tabelle 3.4: Sekundarantikérper

Antikorper gegen Spezies Konjugat | Verdiinnung
Maus 1:10.000
Maus spez. 1:5000
Ratte Ziege HRP 1:10.000
Ratte spez. 1:5000
Kaninchen 1:10.000
Maus Ziege Cy3 1:1000
Maus spez. Ziege Cy2 1:100
Ratte Ziege Cy3 1:1000
Ratte spez. Ziege Cy3 1:1000
Ratte spez. Ziege Cy5 1:100
Kaninchen Ziege Cy3 1:1000
Kaninchen Esel Cy2 1:100
Ziege Kaninchen | Cy5 1:100
Ziege Kaninchen | Cy5 1:100
Ziege Esel Cy2 1:100

Alle Sekundarantikorper wurden von der Firma Dianova, Hamburg bezogen.




3. Material und Methoden

3.4 Fluoreszierende Marker

Tabelle 3.5: Fluoreszierende Marker

Marker Markierung von Konjugat Verdiinnung

LysoTracker Lysosomen Red DND-99 75 nM

Phalloidin F-Aktin FITC 1:300

Streptavidin | biotinylierte Proteine alexa546, Cy5 1:200

Transferrin Recycling Endosomen, FITC, alexa594 30 pg/ml
Clathrin-abhangige Endozytose

3.5 Plasmide
Tabelle 3.6: Plasmide

Plasmid Resistenz Herkunft
hCgB-EGFP Ampicillin H.-H. Gerdes, Bergen, Norwegen
hCgB-GFP(S65T) Kanamycin H.-H. Gerdes, Bergen, Norwegen
PLP-EGFP Kanamycin K.-A. Nave, Gottingen, Deutschland
pCMV-wtPLP Ampicillin K.-A. Nave, Gottingen, Deutschland
pcDNA1.1-S-/L-MAG Ampicillin S. Kelm, Bremen, Deutschland
pPCMV-S-/L-MAG-EGFP | Ampicillin N. Scharen-Wiemers, Basel, Schweiz
pCDNA3.1-MOG Ampicillin C. Linington, Aberdeen, Schottland
AP180C-myc Ampicillin H.T. McMahon, Cambridge, England

3.6 Zellkultur

3.6.1 Prdparation primarer Oligodendrozyten und gemischter Gehirnkulturen

Die Primarkulturen wurden aus E14 - E16 Mausen gewonnen. Nach Entnahme der Gehirne,
wurden die Gehirnhdute entfernt, die Gehirne fir 1 min in 1 % Trypsin, HBSS™ inkubiert und
zweimal mit HBSS® gewaschen. Nach Zugabe von 0,05 % DNAse, wurden die Gehirne mit
Hilfe von 3 - 4 Pasteurpipetten unterschiedlichen Durchmessers (ganz, halb zugeschmolzen,
ausgezogen, abgebrochen) zu einer Einzelzellsuspension dissoziiert. Die Zellen wurden
zweimal mit HBSS" gewaschen und fiir 10 min mit 130 x g bei 4°C abzentrifugiert. Fir die
Praparation primarer Oligodendrozyten wurde das Zellpellet in DMEM, 10 % Pferdeserum
(HS) resuspendiert, 3 — 3,5 x 10’ Zellen pro Kulturflasche (250 ml Volumeninhalt) ausplattiert

und in DMEM, 10 % HS kultiviert.
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3.6.1.1 Gemischte Gehirnkulturen

Flir Versuche mit gemischten Gehirnkulturen wurden die pelletierten Zellen (siehe oben) auf
mit PLL beschichtete Kulturtrager ausplattiert (Tabelle 3.7) und in Sato/B27/1 % HS kultiviert.
Zur Gewinnung des Kulturiiberstandes, wurden ca. 50.000 Zellen/cm? ausplattiert und in
Sato/B27/1 % HS kultiviert (Trajkovic et al., 2006). Nach zwei Wochen wurde der

Kulturliberstand abgenommen und bei -80°C gelagert.

Tabelle 3.7: Kulturtrager und entsprechend ausplattierte Zellzahl der Mischkulturen

Kulturtriger @ Zellzahl
10 cm bzw. 250 ml Flasche 3-3,5x10’
6 cm 1,5x 10’
3,5cm 7,5 x 10°
16 mm 2x10°
11 mm 1,5x10*

3.6.1.2 Neuronenkill und Abklopfen der Makrophagen

5 Tage nach der Primarzellpraparation wurden die Neurone durch Immunzytolyse entfernt.
Die Zellen wurden fir 1 - 3 h mit dem monoklonalen Antikérper M5 (358
Hybridomaiberstand, 1:10 verdiinnt) und Meerschweinchenkomplement bei 37°C inkubiert,
2 x mit DMEM/10 % HS gewaschen und in DMEM/10 % HS/0,5 pg/ml Insulin weiter
kultiviert. Nach 2 Tagen wurde ein halber Mediumwechsel durchgefiihrt.

Nach weiteren 4 Tagen wurden die Makrophagen durch leichtes Klopfen gegen die

Kulturflaschen abgeldst und mit DMEM/10 % HS abgewaschen.

3.6.1.3 Oligodendrozyten-Shake

3 Tage nach dem Entfernen der Makrophagen wurden die Oligodendrozyten durch vertikales
Schitteln der Kulturflaschen (ca. 30 x) von den restlichen Zellen abgel6st, fiir 10 min bei 130
X g und 4°C abzentrifugiert, in Sato/B27/1 % HS/0,01 pg/ml PDGF/0,005 pg/ml FGF
resuspendiert, mit der entsprechenden Zellzahl auf mit PLL beschichtete Kulturtrager

ausplattiert und in Sato/B27/1 % HS/0,01 pg/ml PDGF/0,005 pg/ml FGF kultiviert.
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Tabelle 3.8: Kulturtrager und ausplattierte Zellzahl primarer Oligodendrozyten

Kulturtrager @ Zellzahl

10 cm 1x10’

6 cm 4x10°
3,5cm 1,25 x 10°

11 mm 1x10°

Die Wachstumsfaktoren PDGF und FGF wurden fiir weitere 2 Tage in der oben angegebenen
Konzentration zum Kulturmedium hinzugefiigt. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 5 %

CO..

3.6.2 Oli-neu Zellen: Kultivierung, Passagieren, Auftauen und Einfrieren

Bei Oli-neu handelt es sich um eine durch retroviralen Onkogentransfer aus murinen
primdren Oligodendrozytenvorldauferzellen generierte Zelllinie. Die Immortalisierung wurde
durch ein t-neu Onkogen beinhaltendes MMLV-Vektorkonstrukt erreicht (Jung et al., 1995).
Die Kultivierung der Zellen erfolgte auf mit PLL beschichteten Kulturtragern, in Sato Medium
mit 1 % HS, bei 37°Cund 5 % CO,.

Um zu dicht werdende Kulturen und das damit verbundene Absterben der Zellen zu
vermeiden, wurden diese regelmafig passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt
und die Zellen wurden fur ca. 2 min mit 37°C warmen HBSS/0.01 % Trypsin/0.02 % EDTA von
der Kulturschale gelést. Um einen Verdau von Zelloberflaichenproteinen zu vermeiden,
wurde das Trypsin mit eiskaltem DMEM/10 % HS abgestoppt und die Zellen wurden bei 130
x g fir 10 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 37°C warmen Sato Medium
resuspendiert und die Zellen wurden in der gewilnschten Dichte auf neue mit PLL
beschichtete Kulturtrdager ausplattiert.

Zur Lagerung der Zellen wurde das Pellet einer konfluent bewachsenen 15 cm Kulturschale
(ca. 5 mio Zellen) in 2 ml Einfriermedium aufgenommen und auf zwei Einfrierrohrchen
verteilt. Die Zellen wurden zunachst in mit Isopropanol befillten Einfrierbehaltern bei -80°C
gelagert und nach 24 h in flussigen Stickstoff Gberfihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte im 37°C Wasserbad. Um das im Einfriermedium befindliche,
fir Zellen toxische DMSO zu verdiinnen, wurden die aufgetauten Zellen schnellstmoglich in

4°C kaltem DMEM/10 % HS verdiinnt und fir 10 min bei 130 x g und 4°C abzentrifugiert. Das
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Pellet wurde in Sato/1% HS resuspendiert und in eine Kulturflasche (250 ml Volumen)

ausplattiert.

3.6.3 Transiente Transfektion von Oli-neu Zellen

3.6.3.1 Elektroporation

Bei der Elektroporation wird durch einen kurzen Spannungsimpuls die Plasmamembran
kurzzeitig perforiert, wodurch DNA in die Zellen eingeschleust werden kann. Fir die
Elektroporation von Oli-neu Zellen, wurden je nach Plasmid, 5 - 30 yug DNA mit 600 ul
Zellsuspension (3 x 10° Zellen/ml) in einer Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand: 4
mm) vermischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit einer Spannung von
220 V und 950 uF elektroporiert und erneut fir 5 min bei RT inkubiert. Fir Versuche am
folgenden Tag wurde ein Elektroporationsansatz in eine 6 cm Kulturschale ausplattiert. Zur
Steigerung der Expression wurden die Zellen ca. 4 h nach der Elektroporation mit 2 mM

Natriumbutyrat und 1 mM dbcAMP behandelt.

3.6.3.2 AMAXA Nukleofektion

Bei der Nukleofektion wird die DNA mittels Elektroporation direkt in den Zellkern
eingeschleust. Dazu wurden 1 Mio Oli-neu Zellen in 100 ul AMAXA-L6sung resuspendiert und
mit 4 pug PLP-DNA in einer Elektroporationskiivette vermischt. Nach der Elektroporation
(Programm 0-005) wurden die Zellen in 500 pl 37°C warmen Sato Medium aufgenommen

und auf eine 6 cm Kulturschale ausplattiert.

3.6.3.3 Liposomen-basierte Transfektion (Fugene 6, Lipofectamine 2000)

Bei den Liposomen-basierten Transfektionsmethoden werden meist kationische Lipide
verwendet, die an die negativ geladene DNA binden und von der Zelle in Form von
Liposomen aufgenommen werden.

Das folgende Protokoll wurde der Fugene” 6 (Roche) bzw. Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen)
Gebrauchsanleitung entnommen. Die Zellen wurden am Vortag der Transfektion auf die
gewlinschten Kulturtrdger ausplattiert. Fir die Fugene Transfektion waren die Zellen zum
Zeitpunkt der Transfektion 50 - 80 % fir die Lipofectamine 2000 Transfektion ca. 90 - 95 %
konfluent. Die Transfektions-Reagenzien (bei Lipofectamine™ 2000 auch die DNA) wurden

mit serumfreien DMEM oder Opti-MEM verdiinnt. Nach einer 5 minitigen Inkubation bei RT
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wurden die DNA und das Transfektionsreagenz miteinander vermischt und fir weitere 20
min bei RT inkubiert. Die sich aus DNA und Reagenzien gebildeten Komplexe wurden dann zu
den Zellen gegeben. Zur Steigerung der Expression wurden die Zellen ca. 4 h nach der
Transfektion mit 1 mM dbcAMP und 2 mM Natriumbutyrat behandelt und nach ca. 20 h fir

den Versuch verwendet.

Tabelle 3.9: Pipettierschema Fugene® 6 und LipofectamineTM 2000

Kulturschale | Plasmid-DNA DMEM Fugene® 6 Gesamtvolumen | Vol.: Medium

[mgl [p] [p] [ul] [mI]

3,5cm @ 1 97 3 100 2 ml
6cm@ 2 194 6 200 4 ml

Lipofectamine™
2000 [pl]

3,5cm@ 4 jeweils 250 10 260 2 ml
6cm@ 8 jeweils 500 20 1020 4 ml

3.7 Praparation von Myelin und Zellmembranen

3.7.1 Isolierung von Myelin aus dem ZNS

Aufgrund seiner geringen Dichte, kann Myelin Gber einen Saccharose-Stufengradienten von
anderen Membranen biochemisch getrennt werden (Norton and Poduslo, 1973). Die
Isolierung von Myelin erfolgte aus P9/10 Mausegehirnen. Die entnommenen Gehirne
wurden in einer 10,5 %igen Saccharoselosung mit Hilfe eines Ultra-Turrax T25 homogenisiert
und anschlieRend fir 45 min bei 17.000 x g und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in einer
30 %igen Saccharoseldsung resuspendiert, mit 10,5 %iger Saccharosel6sung lberschichtet
und fir 50 min bei 68.000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Myelin wurde von der 10,5/30 %
Interphase abgesammelt und durch Zugabe von H,04¢ und einer anschlieRenden 30
minltigen Zentrifugation bei 68.000 x g und 4°C, einem hypoosmotischen Schock
unterzogen. Nach Wiederholung des "Schockierschrittes" wurden kontaminierende
Axolemmamembranen durch erneute Zentrifugation in einem Stufengradienten (wie oben)
abgetrennt. Das aufgereinigte Myelin wurde 2 x mit H,Oq4q resuspendiert, fir 30 min bei

68.000 x g und 4°C abzentrifugiert und in kleinen Volumina H,04q bei — 80°C gelagert.
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3.7.2 Fraktionierung von Myelin

Subdomanen von P9/10 Myelin (Kap.3.7.1) wurden in Anlehnung an (Matthieu et al., 1973;
Rios et al., 2000) aufgetrennt. Dazu wurden 5 pg Myelin in 200 ul 0,32 M Saccharose, TBS/1
mM PMSF aufgenommen und auf einen Stufengradienten aus 1 ml 0,62 und 1 ml 0,8 M
Saccharose/TBS/1mM PMSF, aufgetragen. Nach einer 30 mindtigen Zentrifugation bei
75.000 x g und 4°C wurden drei Fraktionen abgesammelt: die 0,32/0,62 M Interphase
(leichte Membranen), die 0,62/0,8 M Interphase (mittlere Membranen) und das Pellet
(schwere Membranen). Alle Fraktionen wurden mit 10 mM Tris/5 mM EDTA/1 mM PMSF
gewaschen und fir 30 min bei 100.000 x g und 4°C pelletiert. Die Pellets wurden in 50 pl

RIPA-Puffer (Tabelle 3.2) fiir 3 h auf Eis solubilisiert und mittels Western-Blot analysiert.

3.7.3 Praparation eines kernfreien Uberstandes (PNS)

Um Zellmembranen zu praparieren, wurde die Plasmamembran der Zellen in einem
detergenzfreien Puffer, mechanisch (siehe unten) aufgebrochen und die Zellkerne fiir 10 min

bei 1000 x g und 4°C abzentrifugiert.

3.7.3.1 Aufbrechen von Zellen mit Hilfe einer 22 x G Kanlile

Die Zellen einer konfluent bewachsenen 6 cm Kulturschale wurde mit 500 upl des
entsprechenden Puffers von der Schale geschabt und durch zwanzigfaches Aufziehen mit

einer 22 x G Kanile homogenisiert.

3.7.3.2 Aufbrechen von Zellen mit Hilfe eines Cellcrackers

Fir primare Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen wurde eine Metallkugel (12 pm)
verwendet, bei der der Zwischenraum zwischen Metallkugel und Gehause des Cellcrackers,
12 um betragt. Die Zellen von 3 — 4 konfluent bewachsenen 6 cm Kulturschalen wurden in
800 ul des entsprechenden Puffers abgeschabt und durch dreimaliges Aufziehen mit einer 22
x G Kandile vereinzelt. Bevor die 1 ml Spritze mit der Zellsuspension luftblasenfrei auf den
Cellcracker platziert wurde, wurde aus diesem die Luft mit dem verwendeten Puffer
herausgedriickt. Anschliefend wurde die Zellsuspension mit Hilfe von 1 ml Spritzen 6 x hin
und her (= 12 x) gedriickt, wodurch die Zellen mittels Scherkrafte aufgebrochen wurden. Das
sich im Gehause des Cellcrackers befindliche Totvolumen der Zellsuspension (= 0,5 ml)

wurde mit Puffer herausgedriickt und mit einer 1 ml Spritze aufgefangen. Durch die
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Vereinigung der homogenisierten Zellsuspensionen wurde ein Endvolumen von 1, 3 ml

gewonnen.

3.7.3.3 Aufbrechen von Zellen mit Hilfe einer N,-Bombe

Bei dieser Methode konnte eine beliebige Anzahl an Zellen in einem beliebigen Volumen
Homogenisierungspuffer aufgenommen werden. Nach dem Abschaben wurden die Zellen in
dem vorgekihlten Gehduse der N,-Bombe mit einem Druck von 80 bar fir 10 min bei 4°C

aufgebrochen.

3.7.4 Membranprdparation

Unter Verwendung eines detergenzfreien Puffers wurde ein PNS hergestellt (Kap. 3.7.3). Aus
diesem wurden die Zellmembranen durch Ultrazentrifugation fiir 1 h bei 100.000 x g und 4°C

pelletiert und das Pellet wurde in SDS-Probenpuffer resuspendiert.

3.7.5 Prdparation von Mpyelin-dhnlichen Membranen (MLMs) aus primdren
Oligodendrozyten

Die Isolierung von Myelin-ahnlichen Membranen (MLMs) aus primaren Oligodendrozyten
erfolgte in Anlehnung an (Schneider et al., 2005). Die Zellen wurden mit 10 mM Tris/5 mM
EDTA/1 mM PMSF/1 pg/ml Aprotinin und Leupeptin homogenisiert. Nach Praparation eines
PNS (Kap.3.7.3), wurde aus diesem die Plasmamembran durch 10 minltige Zentrifugation
bei 20.000 x g und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Membranpellet
wurde in 2 ml 0,85 M Saccharose/10 mM Tris/1 mM PMSF resuspendiert und mit 200 pl 0,25
M Saccharose/10 mM Tris/1 mM PMSF in einem TLS-55 Zentrifugenréhrchen tberschichtet.
Der Gradient wurde fiir 30 min bei 50.000 x g und 4°C zentrifugiert. Die Myelin-dhnlichen
Membranen wurden an der 0,25/0,85 M Interphase abgesammelt (500 pl), mit 50 mM Tris/5
mM EDTA/1 mM PMSF gewaschen, fir 30 min bei 50.000 x g und 4°C pelletiert, in 50 pl

Lysis-Puffer resuspendiert und mittels Western-Blot analysiert.

3.7.6 Fraktionierung von oligodendroglialen Zellmembranen
Die Fraktionierung von Zellmembranen aus primaren Oligodendrozyten, erfolgte wie in
Kap.3.7.2 fir Myelin beschrieben. Dazu wurde aus den Zellen ein PNS hergestellt (Kap.3.7.3).

und aus diesem wurden die Membranen durch eine 15 minitige Zentrifugation bei 20.000 x
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g und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Membranpellet wurde in 1 ml 0,8
M Saccharose/TBS/1 mM PMSF resuspendiert und in einem TLS-55 Zentrifugenréhrchen mit
1 ml 0,62 M und 200 pl 0,32 M Saccharose in TBS/1 mM PMSF Uberschichtet (Abb. 4.2 A).
Die Zentrifugation sowie das Waschen und Solubilisieren der Fraktionen erfolgte wie in

Kap.3.7.2 beschrieben.

3.7.7 Praparation von Exosomen

Fir die Praparation von Exosomen wurden primare Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen
Uber Nacht in serumfreiem Kulturmedium kultiviert. Am folgenden Tag wurde das
Kulturmedium abgenommen und drei differentiellen Zentrifugationsschritten unterzogen.
Tote Zellen und Zelltrimmer wurden durch 10 minitige Zentrifugation bei 300 x g und 4 °C
abzentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und aus dem verbleibenden Uberstand wurden
Membranfragmente fir 10 min bei 10.000 x g und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde
verworfen und der Uberstand wurde zum Pelletieren der Exosomen fiir mindestens 2 h bei
100.000 x g und 4°C zentrifugiert. Das 100.000 x g Pellet wurde in 4 x Probenpuffer

resuspendiert und mittels Western-Blot analysiert.

3.8 Das Biotin-Avidin-System

Biotin ist ein Vitamin (Vitamin B7, Vitamin H) aus dem B-Komplex mit einem
Molekulargewicht von 244 Da. Avidin ist ein im EiweiR des Hiihnereis vorkommendes
Glykoprotein mit einer auferordentlich hohen Affinitdit zu Biotin. Die Avidin-Biotin
Interaktion ist die starkste bekannte nicht-kovalente Bindung zwischen einem Protein und
seinem Ligand (K,=10" M-1). Die Bindung erfolgt sehr schnell und sobald sich der Komplex
gebildet hat, ist er gegeniber extremen pH- und Temperaturschwankungen sowie
gegenlber organischen Losungsmitteln und anderen denaturierenden Agenzien
unempfindlich. Diese Eigenschaften machen Avidin und andere Biotin-bindenden Proteine
(siehe unten) zu Standardreagenzien fiir die Isolierung und Detektion diverser Molekiile

(Savage et al., 1992).
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3.8.1 Biotin-bindende Proteine: Avidin, Streptavidin und Neutravidin

Avidin, Streptavidin und Neutravidin binden jeweils 4 Molekile Biotin. Avidin ist ein 66 kDa
grofles, kationisches Glykoprotein mit einem isoelektrischen Punkt bei ca. pH 10,5. Durch
seine positiven Ladungen und die Oligosaccharidkomponenten kann Avidin unspezifisch an
die negativ geladene Zelloberflaiche binden, wodurch Hintergrundprobleme bei einigen
Anwendungen auftreten konnen.

Das bakterielle Homolog Streptavidin ist hingegen nicht glykosyliert und besitzt seinen
isoelektrischen Punkt im neutralen pH-Bereich. Allerdings besitzt Streptavidin eine
Aminosauresequenz (RYD), die der fir die Zelladhasion verantwortlichen Sequenz (RGD) von
Fibronektin &hnelt, wodurch unspezifische Bindungen an Integrine und verwandte
Zelloberflachenmolekdile auftreten kénnen.

Bei Neutravidin handelt es sich um deglykosyliertes Avidin, bei dem zusatzlich der
isoelektrische Punkt herabgesetzt  wurde, wodurch seine unspezifischen
Bindungseigenschaften minimiert wurden. Es ist ein breites Angebot an immobilisierten

oder konjugierten Streptavidin- und Neutravidin-Reagenzien kommerziell erhaltlich.

3.8.2 Biotinylierung von Molekiilen

Da Biotin nur 244 Da grol} ist, kann es an viele Proteine, Antikdrper und andere
Makromolekiile konjugiert werden, ohne deren biologische Aktivitdten sterisch zu
behindern. Die mit Biotin markierten Proteine kdénnen dann uUber immobilisiertes
Streptavidin bzw. Neutravidin von nicht-biotinylierten Proteinen getrennt werden oder Uber
Streptavidin- bzw. Neutravidin-Konjugate mittels Western-Blot, Fluoreszenzmikroskopie
oder ELISA detektiert werden. Durch die Veresterung von Biotin mit N-Hydroxysuccinimiden,
(NHS) bildet das Biotin in einem pH-Bereich von 7 - 9, stabile Amidbindungen mit primaren
Aminogruppen (-NH,). Proteine besitzen normalerweise in den Seitenketten der Aminosaure
Lysin sowie am N-Terminus jeder Polypeptidkette eine Reihe an primaren NH,-Gruppen, die
als Angriffsziele der aktivierten Biotin-Molekiile dienen. Es sind viele EZ-Link®NHS-Biotin
Reagenzien mit unterschiedlichen Eigenschaften und Spacerarmen (LC) unterschiedlicher
Lange kommerziell verfiigbar. Durch die unterschiedlichen Langen der Spacerarme konnen
sterische Behinderungen wahrend der Biotinylierung umgangen werden und erméglichen

daher eine optimale Markierung und Detektion. Im Laufe dieser Arbeit wurden
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ausschlieBlich wasserldsliche, membranimpermeable Sulfo-NHS-Biotin Reagenzien fiir die

Zelloberflachenbiotinylierung verwendet.

Sulfo-NHS-SS-Biotin
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Abb. 3.1: Reaktionsschema von EZ-Link®Sulfo-NHS-SS-LC-Biotin mit primdren Aminogruppen.

3.8.2.1 Zelloberflachenbiotinylierung

Um den Membrantransport wahrend der Biotinylierung zu blockieren, wurden alle Schritte
bei 4°C bzw. auf Eis durchgefiihrt und ausschlielllich kalte Puffer verwendet. Vor der
Biotinylierung wurden die Zellen fiir ca. 10 min mit PBS auf Eis heruntergekihlt. Die
Biotinylierung erfolgte fiir 30 min in PBS mit membranimpermeablem EZ-Link-Sulfo-NHS-LC-
Biotin (0,5 mg/ml) oder EZ-Link-Sulfo-NHS-SS-Biotin (0,25 mg/ml, Abb. 3.1). Um
anschlieRend Uberschissiges Biotin griindlich zu entfernen, wurden die Zellen zweimal fiir 5

min mit 50 mM Glycin in PBS und einmal fiir 5 min mit PBS gewaschen.

3.9 Fluoreszenzmarkierungen von Proteinen und Organellen

Fiir Doppelfarbungen wurden Fluorochrome verwendet, deren Anregungs- und
Emissionsspektren in unterschiedlichen Wellenlangenbereichen liegen. Dies ermoglichte die
Unterscheidung und Darstellung der verschiedenen Proteine mittels konfokaler Laser-

Scanning-Mikroskopie (LSM).

3.9.1 Immunfluoreszenz

Fiir die Immunfluoreszenz wurden die Zellen auf mit PLL beschichtete Glasdeckglaser
ausplattiert. Uberschiissiges Kulturmedium wurde durch Waschen mit PBS entfernt und
anschlielend wurden die Zellen mit 4 % Paraformaldehyd in PBS flir 15 min bei RT fixiert.

Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen fir die Detektion intrazellularer
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Epitope mit 0,1 % Triton X-100 in PBS fiir 2 min bei RT permeabilisiert. Unspezifische
Bindungen wurden fir 15 min mit DMEM/10 % HS bei RT blockiert. Die Antikorper wurden in
DMEM/10 % HS verdiinnt. Die Zellen wurden fir 30 min mit den Primarantikorpern und fir
20 min mit den Sekundarantikdrpern inkubiert. Nach jeder Antikorperinkubation erfolgten
drei Waschschritte mit PBS fiir 2 min. Um Uberschissige Salze zu entfernen, wurden die

Zellen kurz in destilliertes Wasser getaucht und anschlieRend in Mowiol eingebettet.

3.9.2 Markierung der Recycling-Endosomen mit fluoreszierendem Transferrin
Fur die Markierung der Recycling-Endosomen wurden Oli-neu Zellen mit 30 ug/ml
fluoreszierendem Transferrin fir 15 — 60 min in Sato Kulturmedium bei 37°C inkubiert.
Primédre Oligodendrozyten wurden vor der Markierung lber Nacht in DMEM kultiviert und
anschlieBend wurden die Zellen fir mindestens 1 h mit 30 pg/ml fluoreszierendem

Transferrin in DMEM inkubiert.

3.9.3 Markierung der Lysosomen mit LysoTracker®

Fir die Markierung der Lysosomen wurden die Zellen mit 75 nM LysoTracker® fiir 2 h in Sato

Kulturmedium inkubiert.

3.9.4 Detektion biotinylierter Proteine mit fluoreszierendem Streptavidin
Fiir die Visualisierung biotinylierter Proteine, wurden die Zellen wie in Kap. 3.9.1

beschrieben fixiert, permeabilisiert, blockiert, gewaschen und eingebettet. Die Markierung

mit fluoreszierendem Streptavidin (1:400 in DMEM/10 % HS) erfolgte fiir 30 min bei RT.

3.10 Methoden zur Analyse des endosomalen Transports von
Myelinproteinen

3.10.1 Antikorper-Endozytose

Bei der Antikdrper-Endozytose wurden die Proteine mit spezifischen Primarantikérpern
markiert, die extrazelluldar lokalisierte Epitope der Proteine erkennen. Um den
Membrantransport wahrend der Antikdrperinkubationen zu blockieren, wurden

ausschlieBlich kalte Pufferlosungen verwendet sowie alle Schritte auf Eis durchgefiihrt.
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Die Zellen wurden fur 10 min in DMEM/10 % HS auf Eis heruntergekiihlt und fir 45 min mit
den Primarantikorpern (in DMEM/10 % HS) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 3 x fir
2 min mit PBS gewaschen und fir 30 min mit einem speziesspezifischen, Fluorochrom-
gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert und 3 x mit PBS gewaschen. Um die Endozytose
der markierten Zelloberflichenproteine zu ermoglichen, wurden die Zellen in
vorkonditioniertem Kulturmedium bei 37°C fir beliebige Zeiten inkubiert. Der Kontrollansatz
wurde wahrenddessen bei 4°C in PBS inkubiert bzw. direkt fixiert. AnschlieBend wurden die
Zellen erneut fir 10 min in DMEM/10 % HS heruntergekuhlt. Die Antikérperkomplexe an der
Zelloberflaiche wurden mit einem speziesspezifischen, Fluorochrom-gekoppelten
Tertidrantikorper gegengefarbt. Nach dreimaligem Waschen fir jeweils 2 min mit PBS
wurden die Zellen mit 4 % PFA fixiert und in Mowiol eingebettet. Fir die Kolokalisations-
Studien der endozytierten Proteine mit endosomalen Markerproteinen wurden die Zellen
wie in Kap.3.9.1 beschrieben, doppelgefarbt. Hierbei war darauf zu achten, dass
Kreuzreaktivitdten zwischen den verwendeten Sekundarantikdrpern ausgeschlossen wurden.
Zur Markierung der Recycling-Endosomen wurde wahrend der 37°C Inkubation

Fluororchrom-gekoppeltes Transferrin (30 pug/ml) zum Kulturmedium hinzugegeben.

" }A
A

intra l

I Endosom
[

A Primdrantikorper X g a m-Cy3 A rb a g-Cy2

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Antikérper-Endozytose.

Zelloberflachenproteine wurden auf Eis mit spezifischen Primar- und Sekundarantikérpern (rot) markiert. Nach
der 37°C Inkubation wurden an der Zelloberfliche verbleibende Antikorperkomplexe mit einem weiteren
Sekundarantikorper (grin) gegengefarbt. Endozytierte, markierte Proteine sind in Rot, Zelloberflachenproteine
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sind nach Uberlagerung der aufgenommenen Fluoreszenz hingegen in Gelb dargestellt.

3.10.2 Endozytose und Recycling von zelloberflichenbiotinylierten Proteinen

3.10.2.1 Pulse Chase-Markierung von Zelloberflachenproteinen mit Sulfo-NHS-SS-Biotin

Die Markierung von Zelloberflachenproteinen mit einem spaltbaren Biotin, ermdglicht die
Analyse des Endozytose Verhaltens biotinylierter Proteine in einem Pulse Chase-System.
Dazu wurden die Zellen wie in Kap.3.8.2.1 beschrieben, mit Sulfo-NHS-SS-Biotin
zelloberflachenbiotinyliert. Um die Endozytose der markierten Proteine zu ermoglichen,
wurden die Zellen nach der Biotinylierung bei 37°C in vorkonditioniertem Sato Medium
inkubiert. AnschlieBend wurde das an Zelloberflichenproteine gebundene Biotin, 2 x flir 15
min mit 100 mM DTT abgespalten. Uberschiissiges DTT wurde 3 x fiir 5 min mit 5 mg/ml
lodacetamid in PBS weggewaschen. Die Zellen wurden in PBS/1 % T X-100/2 mM EDTA/1
mM PMSF/1 pg/ml Aprotinin und Leupeptin lysiert und unlésliches Material wurde bei 300 x
g und 4°C fiir 10 min abzentrifugiert. Das Zell-Lysat wurden Uber Nacht bei 4°C auf dem
Rotationsrad mit Neutravidin-Beads inkubiert. AnschlieBend wurden die Beads kurz bei 4°C
abzentrifugiert und 4 x mit Lysis-Puffer und 1 x mit PBS gewaschen. Um die gebundenen,
biotinylierten Proteine von den Beads zu |6sen, wurden sie mit 4 x Probenpuffer (ohne DTT)
fir 5 min bei 95°C gekocht. Die Beads wurden abzentrifugiert und der Uberstand mit den
enthaltenen biotinylierten Proteinen mittels Western-Blot analysiert.
Folgende Kontrollansatze wurden parallel durchgefiihrt:

1. Biotinylierungskontrolle: ohne 37°C Inkubation (stattdessen Inkubation bei 4°C) und

ohne Abspaltung des Zelloberflachenbiotins.
2. Abspaltkontrolle: ohne 37°C Inkubation (stattdessen Inkubation bei 4°C) und mit
Abspaltung des Zelloberflachenbiotins.
3. Endozytose: mit 37° Inkubation und mit Abspaltung des Zelloberflachenbiotins.
4. Negativkontrolle: Die Zellen wurden nicht biotinyliert und mit Neutravidin-Beads

inkubiert.

3.10.2.2 Recycling-Analyse von biotinylierten Zelloberflachenproteinen

Fiir die Recycling-Analysen von Myelinproteinen wurden primare Oligodendrozyten auf
Deckgldaser und 6 cm Kulturschalen ausplattiert und nach 4 Tagen in Kultur wie in Kap.3.8.2.1

beschrieben mit Sulfo-NHS-LC-Biotin zelloberflachenbiotinyliert. Um Endozytose und
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anschlieRendes Recycling der markierten Proteine zu ermoglichen, wurden die Zellen fir 0 h
(Kontrolle), 4 h und 24 h bei 37°C, in verschiedenen Kulturmedien inkubiert.
Fiir die Visualisierung biotinylierter Proteine wurden die Zellen auf den Deckgldsern fixiert
und wie in Kap. 3.9.1 u. 3.9.4 beschrieben, immunzytochemisch und mit Fluorochrom-
gekoppeltem Streptavidin gefarbt.

Von den Zellen aus den Kulturschalen wurden wie in Kap.3.7.6 beschrieben, "schwere",
"mittelschwere" und "leichte" Membranfraktionen isoliert. Die gewaschenen Fraktionen
wurden fiir 3 h in 500 pl RIPA-Puffer bei 4°C auf dem Rotator solubilisiert und anschlieBend
wurden die biotinylierten Proteine tGber Nacht bei 4°C mit Neutravidin-Beads prazipitiert und

mittels Western-Blot analysiert.

3.11 Mikroskopische Analysen

3.11.1 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Analysen wurden von Dr. Wiebke Mobius, Max-Planck
Institut fir experimentelle Medizin, Abteilung fir Neurogenetik, Gottingen durchgefiihrt.
Fiir morphologische Analysen wurden die Zellen durch Zugabe von 2 x konzentrierter
Fixierlosung (Tabelle 3.2) zum Kulturmedium (im Verhaltnis 1:1) vorfixiert. Nach 5 min wurde
der Uberstand abgenommen und durch 1 x Fixierldsung ersetzt. Die Zellen wurden fiir
mindestens 4 h bei RT fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 1 % 0sO, in 0,1 M
Phosphatpuffer postfixiert und nach Dehydrierung mit Ethanol und en bloc Farbung mit 1,5
% Uranylacetat und 1,5 % Tungstophosphorsadure in 70 % Ethanol, in Epon eingebettet.

Die ultradiinnen Schnitte wurden parallel zum Substrat mit einem Ultracut S Ultramicrotom

(Leica, Vienna, Austria) geschnitten.

3.11.2 Immuno-Elektronenmikroskopie

Fir die Immuno-Elektronenmikroskopie wurden die Zellen wie oben beschrieben fixiert
(Tabelle 3.2). AnschlieRend wurden die Zellen mit 0,1 M Phosphatpuffer gewaschen, mit 0,1
M Phosphatpuffer/1 % Gelatine von den Kulturschalen geschabt und in 0,1 M
Phosphatpuffer/10 % Gelatine bei 37°C resuspendiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, das
Pellet auf Eis gekihlt, aus dem ReagenzgefiaR entnommen und in kleine Bl6cke geschnitten.

Diese Blécke wurden in 1 M Phosphatpuffer/2,3 M Saccharose infiltriert, auf Aluminium Pins
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fir die Ultramikrotomie eingebettet und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die ultradiinnen
Kryoschnitte wurden in einem 1:1 Gemisch aus 2 % Methylzellulose und 2,3 M Saccharose
aufgenommen. Fir die Immunfarbungen wurden die Schnitte mit spezifischen
Primarantikérpern inkubiert. Polyklonale Primarantikérper wurden mit Protein A-gold (10
nm) detektiert. Monoklonale Antikorper wurden mit Briickenantikdrpern (rb a g) markiert

und anschlielend mit Protein A-gold detektiert.

3.11.3 Lebendzellmikroskopie

Fur die Lebendzellmikroskopie wurden Oli-neu Zellen mit 10 pg PLP-EGFP oder- S/L-MAG-
GFP mittels Elektroporation (Kap. 3.6.3.1) transient transfiziert. 300 ul des
Transfektionsansatzes wurden auf eine fir die Lebendzellmikroskopie geeignete 3,5 cm
Kulturschale ausplattiert und nach ca. 4 h mit 2 mM Natriumbutyrat behandelt und fir ca. 20
h in Sato Kulturmedium kultiviert. 1 h vor der Lebendzellmikroskopie wurde das Sato
Medium abgenommen und durch von Oli-neu Zellen vorkonditionierten (lber Nacht)

HANKs-Puffer (Tabelle 3.2) ersetzt.

3.12 Bradford-Test

Der Bradford-Test dient der Konzentrationsbestimmung von Proteinen. Nach Bindung des
Farbstoffes Coomassie brilliant blue G-250 an Proteine, verschiebt sich sein
Absorptionsmaximum von 465 nm (ohne Protein) nach 595 nm (mit Protein). Die Zunahme
der Absorption bei 595 nm ist demnach ein Mal} fiir die Proteinkonzentration einer Losung.
Zur Ermittlung der Proteinkonzentration einer Probe, wurde zunidchst eine BSA-
Verdinnungsreihe (12,5, 10, 5, 2,5, 1 upg/ml) in dem der zu messenden Probe
entsprechenden Puffer angesetzt. 800 ul der Probe wurden mit 200 pl Bradford-Losung
gemischt und fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Standardkurve wurde durch photometrische
Messung der Extinktion bei 595 nm erstellt und die Konzentration der Probe wurde mittels

der gemessenen ODsgs anhand der Standardkurve ermittelt.

3.13 SDS-PAGE

Die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) wird standardmaRig zur Auftrennung

von Proteingemischen eingesetzt. Hierbei handelt es sich um eine Methode, bei der Proteine
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entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. SDS (Sodiumdodecylsulfat) ist
ein anionisches Detergenz, das an hydrophobe Regionen der Proteine bindet und deren
Eigenladung iiberdeckt. Die Proteine wurden denaturiert, indem sie mit einem Uberschuss
SDS fiir 5 min auf 95°C bzw. 65°C (bei Membranproteinen), erhitzt wurden. Durch die Zugabe
von reduzierendem Dithiotreithol (DTT) oder RB-Mercaptoethanol wurden zusatzlich
Disulfidbriicken zwischen Cysteinen aufgespalten. Die Elektrophorese erfolgte meist in
einem diskontinuierlichen Lammli-System, bei dem Tris-Glycin Puffer verwendet wurden.
Hierbei wurde ein Trenngel (Tris-Glycin-Puffer pH 8,8; 5-20 % Acrylamid) mit einem
Sammelgel (Tris-Glycin-Puffer pH 6,8; 3-4 % Acrylamid) Gberschichtet.

Tabelle 3.10: Pipettierschema SDS-Gele

Sammelgel (2 ml) Trenngel (5 ml)

5% 6 % 8% 10 % 12 % 15 %
H,O 1,4 2,6 2,3 1,9 1,6 1,1
30 % Acrylamid 0,33 1,0 1,3 1,7 2,0 2,5
1 M Tris 0,25 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
10 % SDS 0,02 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
10 % APS 0,02 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
TEMED 0,002 0,004 0,003 0,002 0,002 0,002

aus Sambrook und Russel, 3. Ausgabe, 2001

Im Laufe dieser Arbeit wurden zudem 4 - 12 % Bis-Tris (Bis (2-hydroxyethyl) imino-tris
(hydroxymethyl) methane-HCl) NuPAGE Gele (Invitrogen) mit MES (2-(N-morpholino) ethane
sulfonic acid) Puffer zur Auftrennung niedermolekularer und MOPS (3-(N-morpholino)

propane sulfonic acid) Puffer zur Auftrennung mittelgroRRer Proteine verwendet.

3.13.1 Coomassie-Farbung

Coomassie brilliant blue G-250 bindet an Proteine mit einer Nachweisgrenze von 0,1 - 2 ug
Protein. Fir die Farbung der Proteine wurde das Polyacrylamidgel (Kap.3.13) flir mindestens
30 min in der Coomassie-Farbelosung bei RT auf einem Schittler inkubiert. AnschlieBend
wurde das Gel kurz mit H,044 abgesplilt und tGber Nacht auf einem Schittler in Coomassie-

Entfarbel6sung inkubiert.
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3.14 Western-Blot

Beim Western-Blot werden die mittels SDS-PAGE (Kap.3.13) aufgetrennten Proteine
elektrophoretisch auf eine Membran Ubertragen. Im Laufe dieser Arbeit wurde sowohl das
"Semi-Dry" als auch das "Wet-Blot" (NUPAGE, Invitrogen) Verfahren (s.u.) fir den Transfer
der Proteine verwendet. Als Transfermembranen dienten jeweils Polyvinyliden-
difluoridmembranen (PVDF) Membranen. Diese wurden vor Gebrauch kurz mit Ethanol
benetzt, mit destilliertem Wasser gewaschen und fiir 5 min in Transferpuffer dquilibriert. Fir
den Transfer wurde die Membran auf in Transferpuffer getranktes Filterpapier (Whatman)
gelegt. Das Gel wurde auf die Membran platziert und mit weiteren in Transferpuffer
getrankten Filterpapieren bedeckt. Luftblasen zwischen den Lagen wurden durch Rollen

einer Plastikpipette entfernt. Im Laufe dieser Arbeit wurden folgende Parameter verwendet.

Verfahren: Semi-Dry Wet-Blot
Stromstarke: 150 mA (1 Gel), 220 mA (2 Gele) 30V (1 Gel), 60V (2 Gele)
Zeit 90 min 90 min
Aufbau: | ----- Kathode----- | \ ----- Kathode----- \
3 x Filterpapier Blotting Pads
Gel 1 x Filterpapier
Membran Gel
3 x Filterpapier Membran
++++Anode++++ | 1 x Filterpapier
Blotting Pads
++++Anode++++ |

3.14.1 Ponceau-S Farbung

Nach dem Proteintransfer wurde Uberschissiges SDS kurz mit H,O4 von der Membran
gewaschen. Um die Effizienz des Proteintransfers zu Uberpriifen, die Markerbanden zu
visualisieren und die Proteine auf der Membran zu fixieren, wurden die Membranen fiir ca. 5
min bei RT mit Ponceau-S Farbeldsung auf einem Schittler inkubiert und anschliefend mit

H,O4 gewaschen, bis die Banden deutlich zu erkennen waren.

3.14.2 Immundetektion

Um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzusattigen, wurden die Membranen

far 30 min mit 4 % Milchpulver (MP)/PBST inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine mit
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Hilfe von spezifischen Antikérpern detektiert. Die Antik6rper wurden in 4 % MP/PBST
verdlinnt. Die Inkubation der Primarantikdrper erfolgte fiir 1 — 2 h bei RT oder Gber Nacht
bei 4°C, die des HRP-gekoppelten, speziesspezifischen Sekundarantikorpers fiir 30 min bei
RT. Um Uberschissige Antikorper zu entfernen, folgten auf beide Antikérperinkubationen 4
10 minitige Waschschritte mit PBST. Die markierten Proteine wurden mittels ECL-Reagenz
detektiert. Dabei spaltet die Meerettichperoxidase das in der ECL-L6sung vorhandene
Luminol, was zu Lichtsignalen fiihrt, die eine Schwarzung von Rontgenfilmen verursachen.

Biotinylierte Proteine wurden mit HRP-Streptavidin (1:1000) in 4 % MP/PBST fur 30 min bei

RT inkubiert, wie oben gewaschen und detektiert.

3.15 Klonierung

3.15.1 Transformation

Fiir die Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA wurden 100 ul hitzekompetente
Top1O0F Bakterienkultur mit 1 pul DNA-Suspension gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert.
Der Hitzeschock erfolgte fiir 1 min bei 37°C, gefolgt von einer 2 minitigen Inkubation auf Eis.
AnschlieBend wurden die Bakterien mit 800 ul LB-Medium fiir 60 min bei 37°C und leichtem
Schitteln inkubiert. 50-100 ul des Ansatzes wurden auf Antibiotika-haltigen Agar ausplattiert

und selektioniert.

3.15.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Aufreinigung geringer Plasmid-Mengen (bis 20 pg) wurden 3 ml Antibiotika-haltiges LB-
Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 37°C und leichtem Schiitteln (ca. 300
rom) 12 - 16 h kultiviert. Die Bakterien wurden bei ca. 6800 x g pelletiert und die Plasmid-
DNA nach Protokoll des Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification Systems isoliert. Zur
Aufreinigung groBerer Plasmid-Mengen (bis 500 pg) wurde das Quiagen Plasmid Maxi Kit

verwendet.

3.15.3 Konzentrationsmessung von DNA-LGsungen

Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurde durch photometrische Messung der

Absorption bei einer Wellenldange von 260 nm (A260) bestimmt. Dabei entspricht die
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optische Dichte (OD) von 1,0 bei doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50 pg/ml.
Die Seitenketten aromatischer Aminosauren absorbieren Licht bei einer Wellenldange von
280 nm. Aus dem Verhéltnis der OD260 nm/OD280 nm l3sst sich die Reinheit einer DNA-
Losung Uberprifen. Eine proteinfreie Nukleinsaurelésung weist ein Verhaltnis von 1,8 - 2,0

auf.

3.15.4 Restriktionsverdau

Fir den analytischen Restriktionsverdau wurden 0,2 - 1 ug DNA mit der gewiinschten
Restriktionsendonuklease, dem passenden Puffer (entsprechend der Herstellerliste) und

nukleasefreiem H,044 flir 90 min bei 37°C inkubiert.

3.15.5 Aufreinigung von DNA

Fir die Isolierung der gewlinschten DNA-Fragmente wurden diese unter einer UV-Lampe aus
dem Agarose-Gel ausgeschnitten und mit dem Gel-Extraktions-Kit (Quiagen) aufgereinigt.
Alternativ wurde eine Aufreinigung des verdauten PCR-Produktes mit dem PCR-

Aufreinigungs-Kit (Promega) durchgefihrt.

3.15.6 Ligation
Die DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase und 10 x Ligationspuffer mit dem
Vektor ligiert. Dazu wurde fiinfmal mehr DNA-Fragment als Vektor eingesetzt. Die Ligation

wurde entweder fiir 1 h bei Raumtemperatur oder Giber Nacht bei 4°C inkubiert.

3.15.7 Analyse von DNA

3.15.7.1 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden mittels der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und
identifiziert. Je nach aufzutrennender  Fragmentgrofe wurden Gele mit
Agarosekonzentrationen von 0,5 - 2,0 % hergestellt. Die Agarose wurde in TAE Puffer durch
Erhitzen in der Mikrowelle gelost und nach dem Abkihlen mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
versehen. Nach dem Ausharten der Agarosel6sung in einer Elektrophoresekammer, wurde

die DNA mit 6 x Probenpuffer aufgetragen und bei 60 V aufgetrennt.
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3.15.8 Amplifizierung von DNA

3.15.8.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Tabelle 3.11: Pipettierschema fiir den PCR-Ansatz

PCR-Ansatz (50 pl)

H,04q4

ad. 50 ul

10 x PCR-Puffer

5ul

MgSO,

2 mM

dNTPs (10mMM)

200 uM

sensePrimer (100 uM)

50 pmol

antisensePrimer

50 pmol

Template

0,1pg

Vent-Polymerase

1U

Tabelle 3.12: Einstellungen der PCR-Maschine

Schritte Temperatur Zeit zyklen
[°C] [sec]

1. Denaturierung 95 240 1

2. Denaturierung 95 40

3. Annealing 55 40 35

4. Elongation 72 60

5. Chase 72 600 1

3.15.9 Sequenzierung

Die PCR-Produkte wurden mittels des Qiaquick PCR-Purification Kits aufgereinigt und von der

Firma GENterprise (Mainz) sequenziert. Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit dem

Programm Clonemanager ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 In vitro Modelle zur Analyse des oligodendroglialen Membrantransports

In vitro differenzieren primare Oligodendrozyten (pOl) auch ohne den Einfluss neuronaler
Signale spontan und exprimieren die Myelinproteine PLP, MAG und MOG, die in vivo erst in
sehr spaten Entwicklungsstadien von myelinisierenden Oligodendrozyten exprimiert werden.
Zudem generieren pOl in vitro ein ausgedehntes Membransystem mit kompakten,
mehrlagigen, meist ringformigen, myelindhnlichen Strukturen (MLMs — myelin like
membranes)(Dubois-Dalcq et al., 1986; Schneider et al., 2005) und dienen daher als
geeignetes Modellsystem fir Transportanalysen von Myelinkomponenten.

Da sich primare Oligodendrozyten schwer manipulieren lassen, wurde fir die
zellbiologischen Transportanalysen die oligodendrogliale Zelllinie Oli-neu verwendet (Jung et
al., 1995; Kap.3.6.2). Zwar handelt es sich hierbei um eine Vorlaufer-Zelllinie, jedoch hat sie
sich als die beste, momentan erhiltliche Linie bewiesen, da ihre zellbiologischen
Eigenschaften denen von pOl stark dhneln (Erb et al., 2003; Kramer et al., 2001; Simons et
al., 2002; Trajkovic et al., 2006). Durch die Behandlung mit dbcAMP (dibutyryl zyklisches
Adenosin-Monophosphat) kann die Differenzierung von Oli-neu Zellen induziert werden,
wodurch die Zellen verzweigte Membransysteme, dhnlich denen von pOl ausbilden (Jung et

al., 1995).
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4.2 Subzellulare Lokalisierung von PLP, MAG und MOG in primdren
Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen

4.2.1 PLP, MAG und MOG assoziieren in vitro mit morphologisch unterschiedlichen
Membrandomanen

Um die subzelluldare Verteilung von PLP, MAG und MOG in pOl morphologisch zu
vergleichen, wurden die Zellen auf Deckgldasern ausplattiert und nach 5 Tagen in Kultur mit
Antikorpern gegen PLP (aa3) und MAG (513) bzw. PLP und MOG (8-18-C5)
immunzytochemisch gefarbt (Abb. 4.1).

Um die Verteilung der Myelinproteine an der Plasmamembran darzustellen, wurden in Abb.
4.1 konfokale Ebenen nahe des Deckglases gewahlt. Die Fokussierung intrazellularer
Kompartimente ist in der dargestellten Ebene vernachlassigt. Die Farbung zeigt, dass PLP,
MAG und MOG mit unterschiedlichen Domanen der Plasmamembran assoziieren. PLP ist
Uber die gesamte Flache der Fortsatze verteilt (Abb. 4.1 A, Sterne). MAG beschrankt sich
hingegen auf die vom Zellkérper ausgehenden Hauptfortsdtze sowie auf den duBeren Rand
der flachigen Membranfortsatze (Abb. 4.1 A, a', Pfeile). MOG ist mit definierten Doméanen
innerhalb der Fortsadtze assoziiert (Abb. 4.1 A, a", Pfeile). Kolokalisierungen von PLP und
MAG bzw. PLP und MOG sind in Gelb zu erkennen. Ausser in einigen membranreichen
Knotenpunkten sind hier kaum Kolokalisierungen zu beobachten.

Um die intrazellulare Verteilung von PLP, MAG und MOG in pOl zu vergleichen, wurden in
Abb. 4.1 B konfokale Ebenen dargestellt, welche die Organellen im Zellkérper in Fokus
setzen. Zwischen PLP und MAG sind in relativ seltenen Fallen Kolokalisierungen zu
beobachten (Abb. 4.1 B, b, Pfeile), jedoch lasst sich hierbei keine Aussage Uber die Art des
Organells treffen. MOG ist hauptsadchlich an der Plasmamembran lokalisiert und per
Immunfluoreszenz  schwer in intrazellularen Kompartimenten zu detektieren.
Kolokalisierungen von MOG und PLP sind selten zu beobachten.

PLP, MAG und MOG assoziieren demzufolge dhnlich wie im Myelin, auch in vitro in primaren

Oligodendrozyten mit unterschiedlichen Membrandomanen.
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Abb. 4.1: Doppelimmunfluoreszenz von pOIl mit Antikérpern gegen die Myelinproteine PLP, MAG und MOG.
Konfokale Aufnahmen von immunzytochemisch gefarbten pOl (5 Tage in Kultur) mit Antikérpern gegen PLP
(rot) und MAG (obere Reihe, griin) bzw. PLP und MOG (untere Reihe, griin). Kolokalisierungen sind in Gelb
sichtbar. Gestrichelte Linien umranden die Zellkerne. Die rechteckig markierten Ausschnitte sind in a bzw. b
vergroRert dargestellt. (A) Weille Sterne markieren flachige Membranfortsédtze. Alle drei Proteine sind mit
unterschiedlichen Domadnen der Plasmamembran assoziiert. PLP ist (iber die gesamte Flache der
Membranfortsatze verteilt. MAG ist vorzugsweise in den Hauptfortsdtzen und am auRReren Rand der fldchigen
Fortsatze lokalisiert (a', weille Pfeile). MOG ist mit definierten Plasmamembran-Domanen assoziiert (a'', weille
Pfeile) und hebt sich deutlich von PLP und MAG ab. In B ist die intrazelluldre Verteilung der Proteine
dargestellt. Kolokalisierungen zwischen den Proteinen (b', weiBe Pfeile) sind sehr selten zu beobachten.
GroRenbalken, 5 um.
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4.2.2 Biochemische Subfraktionierung von Myelin und oligodendroglialen
Zellmembranen

Aufgrund ihrer charakteristischen biochemischen Zusammensetzung konnen die
Subdomanen der Myelinmembran {iber einen Saccharose-Stufengradienten aufgetrennt
werden (Matthieu et al., 1973; Rios et al., 2000). Kompaktes Myelin flotiert in diesem
Gradienten u.a. in die Fraktion mit geringer Saccharosedichte ("leichte" Membranen),
wohingegen Komponenten des nicht-kompakten Myelins ausschlieRlich mit der mittleren
und schweren Fraktion assoziieren. Im folgenden Versuch sollten die Beobachtungen, dass
PLP, MAG und MOG wie im Myelin, auch in pOl mit unterschiedlichen Membrandomanen
assoziieren (Abb. 4.1) biochemisch unterstiitzt werden. Dazu wurde die Methode der
Membranfraktionierung auf pOl angewendet. Um die Verteilung der Myelinproteine in den
Subdomanen der oligodenroglialen Plasmamembran mit deren Verteilung im Myelin
vergleichen zu kdnnen, wurde im folgenden Versuch P10 Myelin verwendet, da sich dieses in
einem analogen Entwicklungsstadium zu differenzierten pOl in vitro befindet.

Fiir die Fraktionierung wurden aufgereinigte Myelinmembranen und aus dem post-
nukledren Uberstand (PNS = post nuclear supernatant) von pOl pelletierte Zellmembranen,
Uber einen Stufengradienten in "leichte" (L), "mittelschwere" (M) und "schwere" (S)
Membranen aufgetrennt (Abb. 4.2 A). Die aufbereiteten Membranfraktionen wurden in
RIPA-Puffer solubilisiert und mittels Western-Blot analysiert (Abb. 4.2 B).

Claudin 11/0SP, welches die Paranodien von kompaktem Myelin abgrenzt, wurde als
zusatzlicher Marker fir nicht-kompaktes Myelin verwendet. Das SNARE Protein Syntaxin 6,
welches auf Endosomen und dem trans-Golgi Netzwerk (TGN) lokalisiert ist, diente als
Marker fur intrazelluldare Membranen. Dessen Ausschluss aus der "leichten"
Gradientenfraktion zeigt, dass diese nicht durch intrazelluldire Membranen verunreinigt ist.
Die Myelinproteine PLP, MAG, MOG und OSP verteilen sich im Myelin- und
Oligodendrozytengradienten sehr &ahnlich. PLP und MOG flotieren in die leichte
Gradientenfraktion, wohingegen MAG und OSP ausschlieflich in der schweren Fraktion
reprasentiert sind.

Daraus lasst sich schliefen, dass pOl in vitro Membrandomanen entwickeln, die in ihrer

biochemischen Zusammensetzung den Myelindomanen dhneln.
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Abb. 4.2: Subfraktionierung von Myelin und oligodendroglialen Zellmembranen.

POl wurden mit 10 mM Tris, pH 7,4 homogenisiert und fir 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Der daraus
resultierende PNS wurde fir weitere 15 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Das 20.000 x g Membranpellet sowie
P10 Myelin wurden Uber einen Saccharose-Stufengradienten in "leichte" (L), "mittelschwere" (M) und
"schwere" (S) Membranfraktionen aufgetrennt (A). Die Fraktionen wurden einmal mit 10 mM Tris, pH 7,4
gewaschen, fir 15 min bei 100.000 x g pelletiert, in RIPA-Puffer solubilisiert und mit Antikdrpern gegen PLP,
MAG, MOG, OSP und Syntaxin 6 mittels Western-Blot analysiert (B). OSP dient als Marker fiir nicht-kompaktes
Myelin, Syn 6 als Marker fir intrazellulare Membranen (Endosomen und Golgi-Apparat). Die Verteilung der
Proteine ist im Myelin- und pOl-Gradienten dhnlich. PLP und MOG assoziieren mit den "leichten" Membranen
(L), MAG, OSP und Syné6 sind ausschlieBlich in der "schweren" Fraktion (S) detektierbar.

4.2.3 Kolokalisierung von PLP und LAMP1

In Oligodendrozyten ist sowohl in vivo als auch in vitro ein erheblicher Teil des
Hauptmyelinproteins PLP in spat endosomalen/lysosomalen Kompartimenten (LE/Lys)
angereichert (Kramer et al., 2001; Simons et al., 2002; Trajkovic et al., 2006).

Um die endosomale Verteilung von PLP wahrend der Entwicklung von primaren
Oligodendrozyten morphologisch zu analysieren, wurden die Zellen nach 3, 5 und 8 Tagen in
Kultur durch Doppelimmunmarkierung mit dem Lysosomen-assoziierten Membranprotein 1
(LAMP1) als Marker fur LE/Lys untersucht (Abb. 4.3).

Nach 3 Tagen haben die Zellen noch keine ausgedehnten Membranstrukturen ausgebildet.
In diesem Reifestadium ist PLP hauptsachlich in intrazelluldren Organellen lokalisiert. Zwar
ist hin und wieder eine Kolokalisierung mit LAMP1 (Abb. 4.3 A, Tag 3, vergroRerte
Darstellung, Pfeil) zu beobachten, jedoch ist diese nach 3 Tagen noch nicht sehr prominent.
Nach 5 Tagen hingegen zeigt die starke Kolokalisierung von PLP mit LAMP1 die Anreicherung
von PLP in groBen LE/Lys im Zellkorper und in den Fortsatzen (Abb. 4.3 A, Tag 5). Nach 8

Tagen haben die LE/Lys an GroRBe abgenommen und sind weit verbreitet, sowohl im
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Zellkorper als auch in flachigen, PLP enthaltenden Membranfortsdtzen zu beobachten. PLP
kolokalisiert u.a. in den distalen Fortsdtzen mit LAMP1 (Abb. 4.3 A, Tag 8, vergroRerte
Darstellung mit Strich, Pfeile). Die Lokalisierung von PLP in den perinukledren LE/Lys ist
hingegen stark reduziert (Abb. 4.3 A, vergroRerte Darstellung mit Stern).

Um zu analysieren, ob die PLP enthaltenden LE/Lys mit der Plasmamembran fusionieren,
wurden die Zellen lebend mit einem anti-PLP Antikorper (010, rot) gefarbt, der an die
extrazelluldre Domane des Moleklls bindet und daher ausschlielllich an der Zelloberflache
lokalisiertes PLP markiert. Anschlielend wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit
anti-LAMP1 Antikérpern doppelgefarbt (Abb. 4.3 B). In einigen Regionen befindet sich
LAMP1 zusammen mit PLP in der Plasmamembran, was auf die gemeinsame Exozytose aus
sekretorischen Lysosomen hinweist (Abb. 4.3 B, vergroRerte Darstellung, Pfeile).

Um Aufschluss tber die Ultrastruktur der PLP enthaltenden LE/Lys zu erhalten, wurden
differenzierte pOIl mittels Immuno-Elektronenmikroskopie mit anti-PLP (P6, 10 nm-gold) und
—LAMP1 (15 nm-gold) Antikérpern sowie gold-gekoppelten Sekundarantikorpern untersucht
(Abb. 4.3 C).

PLP ist in bis zu ca. 500 nm groRen multivesikularen und multilamellaren (Abb. 4.3 C, a u. b,
schwarze Sterne) Organellen zu beobachten. Die multilamellaren Strukturen (MLMs)
enthalten sowohl PLP, als auch LAMP1 (Abb. 4.3 C, b, c, orange Pfeile = LAMP1) und erinnern
in ihrer Ultrastruktur an Myelin (Abb. 2.2). Sie sind u.a. intrazellular in der Ndhe der
Zelloberflache (Abb. 4.3 C, b, weille Pfeilspitze) zu beobachten. In Abb. 4.3 C, c ist ein
Zellfortsatz dargestellt. Zwar ist hier die Topologie der MLMs schwer zu beurteilen; jedoch
legen die Interpretation der EMs eine extrazelluldre Lokalisierung nahe (Abb. 4.3 C, c, weilie
Pfeile).

Diese Beobachtungen weisen daraufhin, dass PLP enthaltende LE/Lys an der Exozytose von
PLP und moglicherweise an der Bildung von ausgedehnten Membranfortsatzen beteiligt
sind. Im folgenden Abschnitt sollte daher die Lokalisierung von PLP und LAMP1 in

auswachsenden Fortsatzen genauer betrachtet werden.
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||PLP-LAMPL  © o || PLP-LAMP1

Abb. 4.3: Kolokalisierung von PLP mit LAMP1 in LE/Lys und an der Zelloberfldche.
(A, B) Doppelimmunfluoreszenz von pOIl mit Antikérpern gegen das Hauptmyelinprotein PLP (rot) und den
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LE/Lys Marker LAMP1 (griin). Die markierten Ausschnitte sind vergréRert dargestellt. Die gestrichelten Linien
markieren die Zellkerne. (A) Die Zellen wurden nach 3, 5 und 8 Tagen in Kultur fixiert, permeabilisiert und mit
anti-PLP (P6, rot) und anti-LAMP1 (griin) Antikérpern doppelmarkiert. (B) Nach der Zelloberflachenfarbung von
pOl (8 Tage in Kultur) mit einem spezifischen Antikérper gegen ein extrazelluldres Epitop von PLP (010, rot),
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit anti-LAMP1 Antikérpern doppelgefarbt (griin). Nach 5 Tagen
in Kultur ist PLP stark in LE/Lys angereichert (Tag 5, gelb, weiRe Pfeile). Nach 8 Tagen in Kultur ist eine
Kolokalisierung mit LAMP1 an der Plasmamembran zu beobachten (A, Tag 8, weiRe Pfeile; B, weille Pfeile).
Grolenbalken, 10 um. (C) Einzel- (a) bzw. Doppelimmuno-EM (b, c) von pOl (8 Tage in Kultur) mit Antikorpern
gegen PLP (P6, 10 nm-gold) und LAMP1 (15 nm-gold). PLP ist in multivesikuldren (schwarzer Pfeil) und —
lamellaren (schwarze Sterne), LAMP1 positiven (orange Pfeile) Organellen lokalisiert. Diese befinden sich zum
Teil in der Nahe der Zelloberflache (b, weille Pfeilspitze) und sind zudem Bestandteile der Membranfortsatze (c,
weile Pfeile). GroRenbalken, 500 nm.

4.2.4 Immunzytochemische Lokalisierung von PLP und LAMP1 an der Spitze von
wachsenden Membranfortsatzen

Um die Verteilung der LE/Lys in auswachsenden Fortsadtzen zu analysieren, wurde PLP in Oli-
neu Zellen exprimiert. Diese ektopische Expression, im Vergleich zur Analyse endogener PLP
Expression in pOl hat den Vorteil, dass sich die PLP-Expression und das Auswachsen von
Fortsatzen zeitlich gleichschalten lassen.

Um die Verteilung von PLP und LAMP1 wahrend des Fortsatzwachstums zu beobachten,
wurde 45 min nach dem Ausplattieren die Differenzierung, d.h. das Fortsatzwachstum der
Zellen durch die Beigabe von 1 mM dbcAMP zum Kulturmedium induziert (Jung et al., 1995).
AnschlieBend wurden die Zellen 1 h, 2 h und 24 h nach dem Ausplattieren fixiert,
permeabilisiert und mit anti-PLP und anti—-LAMP1 Antikorpern doppelgefarbt (Abb. 4.4).

1 h nach der Transfektion exprimieren die Zellen noch nicht ausreichend PLP, um es mittels
Immunfluoreszenz detektieren zu konnen. Allerdings haben sich hier bereits kurze
Membranfortsitze ausgebildet in deren Spitzen LAMP1 enthaltende LE/Lys deutlich zu
beobachten sind (Abb. 4.4, 1 h, vergroRerte Darstellung, Pfeile). 2 h nach der Transfektion ist
PLP zum Einen in kleinen Vesikeln lokalisiert, die sich gleichmaRig Giber die gesamte Zelle
verteilen, zum Anderen ist PLP in LE/Lys zu beobachten, die sich in den auswachsenden
Fortsatzen anreichern (Abb.4.4, 2 h, Pfeile). 24 h nach dem Ausplattieren ist die Anzahl
kleiner PLP positiver Vesikel reduziert. PLP akkumuliert vollstandig in LE/Lys, die auch an den
Fortsatzverzweigungen und —spitzen zu beobachten sind (Abb.4.4, Pfeile). Offensichtlich
findet ein Transport von PLP in LE/Lys an die Plasmamembran statt. Im Folgenden wurde die

Exozytose von LE/Lys genauer untersucht.
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Abb. 4.4: Kolokalisierung von PLP und LAMP1 in wachsenden Membranfortsatzen.

Oli-neu Zellen wurden mittels Nukleofektion mit 4 ug PLP-DNA transfiziert, ausplattiert und nach 45 min mit 1
mM dbcAMP behandelt. 1 h, 2 h und 24 h nach dem Ausplattieren wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert
und mit anti-PLP (3F4, rot) und anti-LAMP1 (griin) Antikdrpern doppelgefarbt. Die rechteckig bzw. quadratisch
markierten Ausschnitte sind vergréRert dargestellt. LAMP1 enthaltende LE/Lys sind in den Spitzen der
wachsenden Fortsatze lokalisiert (1 h, vergroRerte Darstellung, Pfeile). PLP kolokalisiert mit LAMP1 in den
Verzweigungen sowie an den Spitzen der wachsenden Fortsatze (2 h u. 24 h, vergroRerte Darstellung, Pfeile).
GroRenbalken, 5 um.
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4.3 Exozytose von Myelinproteinen in Oligodendrozyten

4.3.1 Nachweis der Exozytose von PLP enthaltenden LE/Lys in Oli-neu Zellen

Um die Fusion der PLP enthaltenden LE/Lys an lebenden Zellen nachzuweisen, wurden PLP-
EGFP exprimierende Oli-neu Zellen mittels Lebendzellmikroskopie analysiert (Abb. 4.5).
Dazu wurden Oli-neu Zellen am Vortag der mikroskopischen Untersuchungen mit dem
Fusionsprotein PLP-EGFP transfiziert und auf speziellen Kulturtragern ausplattiert, die im
Zentrum mit einem Glasboden ausgestattet sind.

Ohne die Zugabe von dbcAMP konnten innerhalb des durchgefiihrten Zeitrahmens keine
Exozytose-Vorgange beobachtet werden. Ausschlieflich nach der Zugabe von 1 mM dbcAMP

konnte innerhalb von ca. 4 min die Fusion eines in der Nahe der Zelloberflache lokalisierten

LE/Lys mit der Plasmamembran beobachtet werden (Abb. 4.5, oranger Pfeil).

Abb. 4.5: Lebendzellmikroskopie von PLP-EGFP nach dbcAMP-Behandlung von Oli-neu Zellen.

Mit PLP-EGFP transfizierte Oli-Zellen wurden mittels Lebendzellmikroskopie analysiert. Alle 2 sec wurde eine
Aufnahme gemacht. Reprasentative Beispiele des rechteckig markierten Ausschnittes sind als Bildfolge
dargestellt. Nach der Zugabe von 1 mM dbcAMP konnte innerhalb von ca. 4 min die Fusion eines PLP-EGFP
enthaltenden LE/Lys mit der Plasmamembran beobachtet werden (oranger Pfeil). GroRenbalken, 10 um.

Da im Falle einer Fusion der LE/Lys mit der Plasmamembran, das LAMP1 Epitop fur den
Antikorper (Klon 1D4B) extrazellular zuganglich wird, wurde im Folgenden ein Versuch zum
Nachweis von LAMP1 an der Zelloberflache nach dbcAMP-Behandlung durchgefiihrt.

Dazu wurden Oli-neu Zellen mit PLP-EGFP transfiziert und fir die Induktion der
Differenzierung der Zellen, 5 Tage lang, taglich mit 1 mM dbcAMP behandelt. AnschlieRend

wurden die Zellen einer Lebendfarbung mit anti-LAMP1 Antikérpern unterzogen (Abb. 4.6).

55



4. Ergebnisse

Einen Tag nach der Behandlung mit dbcAMP besitzen die Zellen eine bipolare Morphologie
mit vereinzelten Verzweigungen. PLP ist stark in LE/Lys angereichert und kaum in der
Plasmamembran zu beobachten. Zu diesem Zeitpunkt ist kein LAMP1 an der Zelloberflache
detektierbar. 5 Tage nach der dbcAMP-Behandlung haben die Zellen hingegen ein reich-
verzweigtes Membrannetzwerk ausgebildet. Die Lokalisierung von PLP ist in den LE/Lys
reduziert und an der Plasmamembran verstarkt zu beobachten. Zu diesem Zeitpunkt ist
LAMP1 punktférmig Uber die Fortsatze verteilt an der Zelloberfliche detektierbar.

Offensichtlich hat hier eine Exozytose der PLP enthaltenden LE/Lys stattgefunden.

PLP-EGFP LAMP1

1Tag
+1 mM dbcAMP

5 Tage
+1 mM dbcAMP

Abb. 4.6: Zelloberflaichenfarbung von LAMP1 nach dbcAMP-Behandlung von Oli-neu Zellen.

Oli-neu Zellen wurden mittels Elektroporation mit 20 ug PLP-EGFP-DNA transfiziert und fiir 1 - 5 Tage mit 1
mM dbcAMP behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen einer Zelloberflaichenfarbung mit anti-LAMP1
Antikorpern unterzogen. Nach 5 Tagen Behandlung mit dbcAMP ist LAMP1 an der Zelloberflache detektierbar.
Die dargestellten Bilder wurden mit identischer Belichtungszeit aufgenommen sowie unter Berilicksichtigung
identischer Parameter bearbeitet. GréRenbalken, 10 um.
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4.3.2 Ca2+-abh5ngige Translokation von PLP, MAG und MOG an die
Plasmamembran von pOl

Die Exozytose von sekretorischen Lysosomen bzw. LROs (Kap. 2.3.4) verlauft nach einem
Ca2+—abhéngigen Mechanismus. Um die Hypothese zu testen, dass auch die PLP
enthaltenden LE/Lys Ca’"-abhingig mit der Plasmamembran fusionieren, wurde der Effekt
des Ca2+—lonophors lonomycin auf die Lokalisierung von PLP und LAMP1 analysiert. Zum
Vergleich wurde auch der Effekt von lonomycin auf die Verteilung der Myelinproteine MAG
und MOG untersucht.

Um die Ultrastruktur der mit lonomycin behandelten pOl zu analysieren, wurden die Zellen
nach einer 1,5 stindigen Inkubation mit 1 uM Ionomycin—Ca2+ fir die Immuno-
Elektronenmikroskopie fixiert und mit anti-PLP, (Abb. 4.7 a - d) —-MAG (Abb. 4.7, g) oder —
MOG (Abb. 4.7, h) Antikdrpern einzel- bzw. anti-PLP (10 nm-gold) und anti-LAMP1 (15 nm-
gold) Antikdrpern sowie gold-gekoppelten Sekundarantikérpern doppelmarkiert (Abb. 4.7, e
u. f). Die Abb. 4.7 a zeigt, dass die Zellen durch die lonomycin-Behandlung unbeschadigt
blieben und intakte Organellen aufwiesen (schwarze Pfeile, v.l.n.r.: Golgi-Apparat, Zellkern,
Mitochondrien). Im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 4.3 C), hat die lonomycin-
Behandlung zur vermehrten Bildung intrazelluldrer (Abb. 4.7, b u. e) und extrazellularer
(Abb. 4.7, a, ¢, d u. f-h) multilamellarer, Myelin-ahnlicher Strukturen (MLMs) gefihrt. PLP
und LAMP1 kolokalisieren sowohl intrazellular auf multilamellaren LE/Lys und extrazellular
auf MLMs (Abb. 4.7 e u. f, weilRe Pfeile = LAMP1).

Prinzipiell sind MAG und MOG auf intrazelluldren Organellen schwer detektierbar. MOG ist
vor allem auf extrazellularen MLMs zu detektieren (Abb. 4.7, h). MAG ist nach der
lonomycin-Behandlung hauptsachlich auf Exosomen zu beobachten (Abb. 4.7, g, schwarzer
Pfeil), die durch die Fusion von MVBs mit der Plasmamembran in den extrazelluldren Raum

freigesetzt wurden und an der Zelloberflache haften blieben.
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Abb. 4.7: Elektronenmikroskopische Analysen von lonomycin-behandelten pOl.

POI (8 Tage in Kultur) wurden fir 1,5 h mit 1 uM Ionomycin-Ca2+ behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen
fixiert und mit anti-PLP (a-d), -MAG (g), oder -MOG (h) bzw. anti-PLP (10 nm gold) und anti-LAMP1 (15 nm gold)
Antikorpern (e-f), speziesspezifischen Sekundarantikérpern und gold-gekoppeltem Protein A fiir die Immuno-
Elektronenmikroskopie markiert. Die Zellen besitzen nach lonomycin-Behandlung intakte Organellen (a,
schwarze Pfeile v.l.n.r.. Golgi-Apparat, Zellkern, Mitochondrien). Es ist die vermehrte Bildung von
intrazellularen (b, e) und extrazelluldren (a, d, f-h) multilamellaren Strukturen (MLMs) zu beobachten. PLP und
LAMP1 (e, f, weiRe Pfeile = LAMP1) kolokalisieren intrazelluldr auf multilamellaren LE/Lys (e) und extrazelluldr

auf MLMs (f). MAG ist nach lonomycin-Behandlung auf Exosomen detektierbar (g, schwarzer Pfeil). MOG ist
hauptsachlich auf extrazellularen MLMs lokalisiert.
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Um den Einfluss der Ca**-Stimulierung auf die Lokalisierung von PLP, MAG und MOG mittels
Immunfluoreszenz zu analysieren, wurden pOIl (4 Tage in Kultur) fir 1,5 h mit 1 uM
lonomycin-Ca** behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen mit anti-PLP (aa3), -MAG (513)
oder -MOG (8-18-C5) Antikdrpern immunzytochemisch gefarbt (Abb. 4.8). Nach 4 Tagen in
Kultur sind die Zellen noch nicht ausdifferenziert und haben relativ unverzweigte
Membranfortsatze ausgebildet. PLP ist stark in LE/Lys angereichert (Abb. 4.8, obere Reihe
Pfeilspitzen) und kaum in der Plasmamembran zu beobachten. Nach lonomycin-Behandlung
ist zwar keine Abnahme von PLP aus LE/Lys, jedoch eine Zunahme von PLP enthaltenden
flachigen Membranfortsatzen erkennbar (Abb. 4.8, obere Reihe, Pfeil). Insgesamt sind die
Zellen nach lonomycin-Behandlung morphologisch differenzierter und haben deutlich
ausgepragte flachige Membranen entwickelt.

MAG ist vor und nach lonomycin-Behandlung im Golgi-Apparat, in den Hauptfortsadtzen
sowie am aufleren Rand der Membranfortsdtze (Abb. 4.8, mittlere Reihe, Pfeile) lokalisiert.
Eine Veranderung des Verteilungsmusters ist bei MAG nicht zu beobachten.

MOG ist zunachst hauptsachlich stark in der Plasmamembran des Zellkorpers zu finden (Abb.
4.8, untere Reihe, Pfeilspitze). Nach lonomycin-Behandlung ist MOG wie PLP, verstarkt in
flachigen Membranen zu beobachten (Abb. 4.8, untere Reihe, Pfeil).

Die Stimulierung der Zellen mit Ca’* scheint die Verteilung von PLP und MOG, jedoch nicht

von MAG zu beeinflussen.
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- lonomycin + lonomycin

Abb. 4.8: Imnmunzytochemische Analysen von PLP, MAG und MOG nach lonomycin-Behandlung.

POI (4 Tage in Kultur) wurden fir 1,5 h mit 1 uM Ionomycin-Ca2+ behandelt, fixiert, permeabilisiert und mit
anti-PLP (aa3), -MAG (513) oder —MOG (8-18-C5) Antikérpern immunzytochemisch gefarbt. PLP ist in LE/Lys
angereichert (obere Reihe, Pfeilkdpfe). Nach lonomycin-Behandlung sind PLP und MOG verstarkt in MLMs
(obere und untere Reihe, Pfeile) zu beobachten. MAG ist ausschliefRlich in den Hauptfortsatzen sowie am Rand
der MLMs lokalisiert (mittlere Reihe, Pfeile). Die dargestellten Bilder wurden mit identischer Belichtungszeit
aufgenommen sowie unter Beriicksichtigung identischer Parameter bearbeitet. GréRenbalken, 10 um.
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Da im Falle einer Fusion der LE/Lys mit der Plasmamembran, das LAMP1 Epitop fur den
Antikorper (Klon 1D4B) extrazellular zugéanglich wird, wurde im Folgenden ein Versuch zum
Nachweis von LAMP1 an der Zelloberflache nach lonomycin-Behandlung durchgefiihrt. Dazu
wurden pOl nach der lonomycin-Behandlung einer Lebendfarbung mit anti-PLP (O10) und
anti—-LAMP1 Antikdrpern unterzogen. Beide Antikorper detektieren extrazellular lokalisierte
Epitope der Proteine, so dass bei einer Lebendfarbung ausschlieBlich an der Zelloberflache
lokalisierte Proteine markiert werden. In diesem Zusammenhang wurde eine ausgedehnte
Versuchsreihe durchgefiihrt, bei der pOl in unterschiedlichen Entwicklungsstadien (4 h - 8
Tage in Kultur) analysiert wurden. Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen
lonomycin und Ca** behandelt sowie unterschiedliche Inkubationszeiten getestet.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 45 min auf Eis mit Primarantikérpern inkubiert und
fixiert (Abb. 4.9).

Bei pOl kann nach 7 Tagen in Kultur, LAMP1 bereits ohne lonomycin-Behandlung an der
Zelloberflache detektiert werden (Abb. 4.9 A). Die 1,5 stiindige Inkubation mit 1 uM
lonomycin und 1 mM ca* zeigt einen nur schwachen Effekt (Abb. 4.9 B). Wurden hingegen
Zellen nach 5 Tagen in Kultur fir 10 min mit 5 oder 10 uM lonomycin und 1 mM ca**
inkubiert, so ist eine deutlich verstarkte Zelloberflaichenfarbung von LAMP1 zu beobachten.
Diese breitet sich zum Einen bis in die PLP-enthaltenden MLMs aus, zum Anderen ist sie in
definierten, stark fluoreszierenden Regionen erkennbar (Abb. 4.9 C, Pfeile). Allerdings
scheint die Morphologie der Zellen unter dem Einfluss von hohen Konzentrationen
lonomycin zu leiden. Die Zellkérper erscheinen zwar intakt, jedoch sind die Fortsatze nicht
mehr so ausgebreitet wie bei unbehandelten Zellen.

Um die Spezifitat der LAMP1 Zelloberflachenfarbung abzusichern, wurden die Zellen unter
Aussparung des Primarantikérpers wie oben immunzytochemisch gefarbt (Abb. 4.9 D). Bei
gleicher Belichtungszeit sind keine unspezifischen Bindungen des Sekundarantikorpers zu
beobachten.

Oli-neu Zellen reagierten bereits auf geringe lonomycin-Konzentrationen mit einem

Absterben, woraufhin die Versuche abgebrochen wurden.
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Phase PLP (010) LAMP1

Tag 7
1,5h
1 uM lono
1 mM Ca2+ |

Tag 5
10 min
10 uM lono |
1 mM Ca2+

Tag 5
10 min
10 uM lono &
1 mM Ca2+ |

Abb. 4.9: Zelloberflachenfarbung von PLP und LAMP1 nach lonomycin-Behandlung von pOl.

Unbehandelte (A, 7 Tage in Kultur), fir 1,5 h mit 1 uM lonomycin und 1 mM ca® (B, 7 Tage in Kultur) oder fur
10 min mit 10 uM lonomycin und 1 mM Ca”* behandelte pOl (C, 5 Tage in Kultur) wurden lebend mit anti-PLP
(010) und -LAMP1 Antikorpern inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und mit Fluorochrom-
gekoppelten Sekundarantikorpern markiert. LAMP1 ist bereits ohne lonomycin-Behandlung an der
Zelloberflache detektierbar (A). Geringe Konzentrationen lonomycin sowie lange Inkubationszeiten zeigen
kaum Effekt (B). Hohe Konzentrationen lonomycin sowie kurze Inkubationszeiten zeigen die Translokation von
LAMP1 an die Zelloberflache (C, orange Pfeile). (D) Negativkontrolle. Die Zellen wurden wie oben unter
Aussparung der Priméarantikdrper immunzytochemisch gefarbt. Alle Bilder wurden mit identischer
Belichtungszeit aufgenommen sowie unter Beriicksichtigung identischer Parameter bearbeitet. GroRenbalken,
10 puM.
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Ca®*-Stimulierung fiihrt zur vermehrten Bildung von extrazelluldren und intrazelluldren
multilamellaren Strukturen (MLMs) und zur Translokation von PLP, MOG und LAMP1 an die
Plasmamembran von pOl. Da sich dieser Effekt mittels Immunfluoreszenz schwer
quantifizieren liel§, sollte zu diesem Zweck im Folgenden eine biochemische Methode

angewendet werden.

4.3.3 Prdparation von MLMs nach lonomycin-Behandlung

Da MLMs im Aufbau und Struktur dem Myelin dhnlich sind, lassen sie sich wie dieses, mittels
Dichtegradientenzentrifugation isolieren. Um den potentiellen Effekt der lonomycin-
Behandlung auf die Bildung von MLMs biochemisch zu analysieren und quantifizieren,
wurden die MLMs (iber einen Saccharose-Dichtegradienten von anderen Zellmembranen
getrennt (Schneider et al., 2005) und mittels Western-Blot auf die Prdsenz von PLP und
LAMP1 Uberpriift.

Im unten dargestellten Ansatz wurden unbehandelte sowie fir 1,5 h mit 1 uM lonomycin
behandelte pOl (5 Tage in Kultur) homogenisiert und ein PNS hergestellt. Aus diesem
wurden die Membranen pelletiert und tber einen Saccharose-Stufengradienten aufgetrennt
(Abb. 4.10 A). Die MLMs wurden nach der Ultrazentrifugation an der 0,25/0,85 M Interphase
abgesammelt und die restlichen Membranen wurden aus dem pelletierten Material
gewonnen und mittels Western-Blot analysiert (Abb. 4.10 B).

Da bei den beiden Ansatzen nicht davon ausgegangen werden kann, dass exakt die gleiche
Zellzahl eingesetzt wurde, ist fiir die Quantifizierung das Verhaltnis von MLMs zu
Membranpellet ausschlaggebend. In Abb. 4.10 ist nach lonomycin-Behandlung der Zellen
eine leichte Zunahme von PLP und LAMP1 in den MLMs zu beobachten, wohingegen die
Verteilung des Transferrin-Rezeptors (TfR) unverdndert bleibt. Zwar koénnte diese
Beobachtung auf eine Translokation von PLP und LAMP1 in die MLMs hinweisen, jedoch war
das Ergebnis nicht eindeutig reproduzierbar und wurde daher nicht statistisch ausgewertet.
Innerhalb der Versuchsreihe wurden 4 Experimente unabhangig voneinander durchgefiihrt.
Dabei wurden verschiedene Konzentrationen lonomycin und Ca** sowie unterschiedliche
Inkubationszeiten getestet.

Zusammengefasst ermoglichten die durchgefiihrten Versuche mit lonomycin behandelten

Zellen keine Quantifizierung der Ergebnisse und zeigten somit keine eindeutigen Resultate.

64



4. Ergebnisse

Die Zellen sind gegeniber hohen lonomycin Konzentrationen sehr sensitiv, was die

beobachteten Ergebnisse in Frage stellt.

A B lonomycin
- +
0,25 M
e S S
N i o
LAMP1 | - &
Pellet —» TR A = W0

Abb. 4.10: Praparation von MLMs nach lonomycin-Behandlung.

Unbehandelte (-) und far 1,5 h mit 1 pM lonomycin behandelte (+) pOl (5 Tage in Kultur) wurden
homogenisiert, ein PNS wurde hergestellt und aus diesem die Membranen durch Zentrifugation bei 20.000 x g
und 4°C fiir 10 min pelletiert. Das Membranpellet wurde in 2 ml 0,85 M Saccharoseldsung resuspendiert, mit
200 ul 0,25 M Saccharoselésung liberschichtet und fir 30 min bei 50.000 x g und 4°C zentrifugiert. Die an der
0,85/0,25 M Interphase abgesammelten MLMs sowie die restlichen pelletierten Membranen wurden mit 50
mM Tris/5SmM EDTA/1 mM PMSF gewaschen, fiir 30 min bei 50.000 x g und 4°C pelletiert, in 50 pl Lysis-Puffer
resuspendiert und mittels Western-Blot analysiert.

4.3.4 Exosomen-Prdparation aus dem Kulturiiberstand von pOl

Als Nachweis der Exozytose von LE/Lys wurden im Laufe dieser Arbeit Exosomen aus dem
Kulturtiberstand von pOl prapariert (Kap. 2.3.5).

Tote Zellen und Membranfragmente  wurden durch zwei differentielle
Zentrifugationsschritte des Kulturliberstandes pelletiert und verworfen. Aus dem
resultierenden Uberstand wurden die Exosomen durch Ultrazentrifugation fiir 2 h bei
100.000 x g pelletiert und mittels Western-Blot analysiert. Parallel wurde aus den
identischen Zellen eine Gesamtmembranfraktion erstellt und als Positivkontrolle mit
analysiert (Abb. 4.11 B).

Die Abwesenheit der NaK-ATPase, des Transferrin-Rezeptors (TfR) und des SNARE Proteins
Syntaxin 6 (Syn 6) schlieBen grobe Verunreinigungen durch Plasmamembranfragmente,
Recycling-Endosomen und Golgi-Apparat in der Exosomen-Fraktion aus. Interessanterweise
konnen die Myelinproteine PLP und MOG sowie einige SNARE-Proteine in der Exosomen-
Fraktion detektiert werden. Die Anwesenheit des mittels EM auf Exosomen lokalisierten

Myelinproteins MAG, konnte aufgrund reduzierender Bedingungen wahrend der
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Gelelektrophorese hier nicht analysiert werden. Eine prazisere Aufreinigung und
Charakterisierung der Exosomen wiirde eine Dichtegradientenzentrifugation der Exosomen-
Fraktion erfordern. Die selektive Freisetzung von Myelinproteinen durch Exosomen ist ein
interessanter Aspekt des Membrantransports in Oligodendrozyten, stellt jedoch im Rahmen
der Myelinbildung kein eindeutiges MaR fiir die Exozytose von Myelinproteinen dar. Deshalb
wurde eine prazisere Untersuchung der Exosomen im Rahmen dieser Arbeit nicht

unternommen, jedoch im Laufe einer Diplomarbeit fortgefiihrt.
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Abb. 4.11: Praparation von Exosomen aus dem Kulturiiberstand von pOl.

(A) Zur Gewinnung von Exosomen wurden 26 ml Kulturiiberstand von pOl (8 Tage in Kultur) drei differentiellen
Zentrifugationsschritten unterzogen. Das Exosomen enthaltende 100.000 x g Pellet wurde in SDS-
Probenpuffer aufgenommen und mittels Western-Blot analysiert (B). Parallel wurden aus den Zellen die
Membranen prapariert und als Positivkontrolle mit analysiert. Die intrazelluldare Lokalisierung der
verwendeten Antigene ist wie folgt: NaK-ATPase = Plasmamembran; TfR = Plasmamembran, RE, Golgi-
Apparat; Syn 6 = Endosomen, Golgi-Apparat; PLP u. MOG = Myelinproteine; Syn 2 u. 4 = Plasmamembran; Syn
8 = LE; VAMP4 = Golgi-Apparat.

Zusammengefasst war das Exozytose-Verhalten der Myelinproteine mit den oben
verwendeten Methoden schwer zu erfassen, da bereits ohne externen Stimulus ein Grofteil

der Proteine in der Plasmamembran angereichert ist.

66



4. Ergebnisse

4.4 Analysen zum endosomalen Transport von PLP, MAG und MOG

4.4.1 Unter Steady State-Bedingungen ist ausschliellich PLP in endosomalen
Kompartimenten angereichert

Die Ergebnisse aus Kap. 4.2.3, 4.2.4 und 4.3 sowie die von (Trajkovic et al., 2006) gezeigten
Daten weisen daraufhin, dass PLP Uber die Exozytose von LE/Lys an die Plasmamembran von
Oligodendrozyten transportiert wird, was zur Bildung von MLMs bzw. Myelin beitragt.
Aufgrund dieser Beobachtungen stellte sich die Frage, ob sich endosomales Recycling auf das
Hauptmyelinprotein PLP beschriankt oder ob auch andere Mpyelinproteine diesem
Transportweg unterliegen. Daher wurde die endosomale Lokalisierung von PLP, MAG und
MOG in primaren Oligodendrozyten immunzytochemisch analysiert (Abb. 4.12).

Die Zellen wurden mit dem Recycling-Endosomen (RE)-Marker Transferrin-FITC (Tfr-FITC)
markiert und anschlieend mit anti-PLP, -MAG oder —MOG und -LAMP1 Antikdrpern
doppelgefarbt (Abb. 4.12). Eine Lokalisierung der Proteine in den LE/Lys stellt sich in den
Uberlagerten Bildern in Magenta dar, eine Lokalisierung in den RE in Gelb.

Wie schon gezeigt, kolokalisiert PLP mit LAMP1 (Abb. 4.12, vergroRerte Darstellung). Sowohl
MAG als auch MOG zeigen hingegen kaum Kolokalisierung mit LAMP1. Da in differenzierten
pOl die Aufnahme von Tfr liber den Tfr-Rezeptor sehr gering ist, ist ein GroRteil des Tfr-FITC
an der Zelloberflache an den Rezeptor gebunden und markiert daher die Fortsatze und den
Zellkorper. Die normalerweise perinukledr akkumulierenden RE sind hier relativ schwach
gefarbt. Ein geringer Teil der Myelinproteine kolokalisiert mit Tfr-FITC, jedoch ist keines in

den RE angereichert. Die spat endosomale Anreicherung ist daher spezifisch fiir PLP.
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Abb. 4.12: Triplefarbungen von primiren Oligodendrozyten mit PLP, MAG oder MOG, dem LE/Lys Marker
LAMP1 und dem RE Marker Tfr.

Um RE zu markieren, wurden primére Oligodendrozyten (5 Tage in Kultur) fir 1 h mit 30 pg/ml Tfr-FITC (grin)
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fixiert und jeweils mit Antikdrpern gegen die Myelinproteine PLP,
MAG oder MOG (rot) und dem LE/Lys Marker LAMP1 (blau) gefarbt. Die Lokalisierung der Myelinproteine in RE
ist in Gelb, in LE/Lys hingegen in Magenta dargestellt. Die Zellkerne sind mit einer gestrichelten Linie weil3
umrandet. Die Abbildung zeigt einzelne konfokale Ebenen. Die quadratisch markierten Ausschnitte sind
vergroBert dargestellt. PLP ist in LE/Lys angereichert. MAG und MOG sind nur geringfligig in endosomalen
Kompartimenten detektierbar. GréRenbalken, 10 pum.

4.4.2 Endozytose von zelloberflichenbiotinylierten Myelinproteinen

Zwar zeigen die immunzytochemischen Analysen aus Kap. 4.4.1, dass ausschliefSlich PLP in
endosomalen Kompartimenten akkumuliert, jedoch sind transiente Lokalisierungen von
Proteinen unter Steady State-Bedingungen oft nicht detektierbar.

Um die potentielle Endozytose von PLP, MAG und MOG in einem Pulse Chase-System
dynamisch verfolgen zu kénnen, wurden pOl und transient transfizierte Oli-neu Zellen einer
Zelloberflachenbiotinylierung unter Verwendung eines reduzierbaren (abspaltbaren) Biotins
(Abb. 3.1) unterzogen. Um die Endozytose der biotinylierten Zelloberflaichenproteine zu

ermoglichen, wurden die Zellen fir 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das nach der
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Endozytose noch an der Zelloberfliche gebundene Biotin durch Reduktion seiner
Disulfidbindung mit DTT abgespalten. Endozytiertes Biotin war hingegen vor einer
Abspaltung geschiitzt, wodurch endozytierte, biotinylierte Proteine mittels Neutravidin-
Beads aus den Zell-Lysaten prazipitiert und mittels Western-Blot analysiert werden konnten
(Abb. 4.13 B, Ca).
Folgende Kontrollansatze wurden parallel zu dem oben beschriebenen Ansatz durchgefiihrt:
1. Kontrolle Zelloberflachenbiotinylierung (ohne Endozytose, ohne Abspaltung; Abb.
4.13, Zelloberflachenbiotin).
2. Abspaltkontrolle: Zelloberflachenbiotinylierung, ohne Endozytose (1 h 4°C), mit
Abspaltung des Zelloberflachenbiotins (Abb. 4.13, Abspaltkontrolle).
3. Endozytose: Zelloberflachenbiotinylierung, Endozytose, mit Abspaltung des
Zelloberflachenbiotins (Abb. 4.13, Endozytose).
Die Spur 1 zeigt die Effizienz der Zelloberflachenbiotinylierung, die Spur 2 die der Abspaltung
des Zelloberflachenbiotins. Die Abspaltung erfolgte nicht immer hundertprozentig oder
wahrend der Inkubation bei 4°C wurde ein geringer Anteil der biotinylierten Proteine
endozytiert und dadurch vor der Reduktion mit DTT geschiitzt. Jedoch machen die starkeren
Signale in Spur 3, im Vergleich zur Abspaltkontrolle (Spur 2) deutlich, dass die
Myelinproteine endozytiert wurden. NaK-ATPase diente als Plasmamembranmarker und
wurde im Gegensatz zu den Myelinproteinen nicht endozytiert. Fir pOl wurden 3
unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente densitometrisch quantifiziert. Zur
Ermittlung des prozentualen Anteils endozytierter Proteine, wurde das Signal der
Abspaltkontrolle von dem Signal der Endozytose abgezogen. Aus den erhaltenen Werten
wurde der Mittelwert berechnet und entsprechend als prozentualer Anteil der gesamten
Zelloberflachenbiotinylierung graphisch dargestellt (Abb. 4.13 C, b). Die Fehlerbalken zeigen
die Standardabweichung vom Mittelwert (SEM = standard error of the mean). Innerhalb
einer Stunde wurden von PLP ca. 12 +/- 7 %, von MAG ca. 7 +/- 2 % und von MOG ca. 14 +/-
5 % endozytiert. Im Vergleich zu transient transfizierten Oli-neu Zellen ist die Endozytoserate
der endogenen Proteine zwar geringer, an sich konnte jedoch eine permanente Aufnahme
aller drei Myelinproteine in pOl beobachtet werden. Aufgrund der starken Schwankungen
zwischen den Experimenten mit pOl, kann keine Aussage liber die Endozytosekinetiken der

Myelinproteine getroffen werden.
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Abb. 4.13: Endozytose von zelloberflachenbiotinylierten Myelinproteinen.

(A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. Mit PLP, MAG oder MOG transient transfizierte Oli-neu
Zellen (B) und pOl (C) wurden mit abspaltbarem Sulfo-NHS-SS-LC-Biotin zelloberflachenbiotinyliert.
AnschlieBend wurden die Zellen entweder direkt lysiert (Spur 1, Zelloberflachenbiotin) oder fiir 1 h bei 4°C
inkubiert um Endozytose zu blockieren, gefolgt von der Abspaltung des Zelloberflachenbiotins mit 100 mM DTT
(Spur 2, Abspaltkontrolle) oder fiir 1 h bei 37°C inkubiert, um die Endozytose der zelloberflachenbiotinylierten
Proteine zu ermdoglichen, mit anschlieBender Abspaltung des Zelloberflachenbiotins (Spur 3, Endozytose). Nach
der Zelllyse wurden biotinylierte Proteine mit Neutravidin-Beads prazipitiert und mittels Western-Blot
analysiert. PLP, MAG und MOG jedoch keine NaK-ATPase wurden mit den endozytierten Proteinen prazipitiert.
(C, b) Densitometrische Auswertung von 3 unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit
primdren Oligodendrozyten. Die Graphen zeigen den prozentualen Anteil der markierten, endozytierten
Proteine (Zelloberflachenbiotin = 100 %) nach Abzug der Kontrolle (Spur 3 minus Spur 2). Die Fehlerbalken
zeigen den SEM.
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Im folgenden Versuch wurde die Endozytose von zelloberflachenbiotinyliertem PLP, MAG
und MOG morphologisch analysiert. Dazu wurden pOl fiir 30 min mit Sulfo-NHS-LC-Biotin
(nicht abspaltbar) zelloberflachenbiotinyliert. Zur Inhibierung der Endozytose wahrend der
Zelloberflachenbiotinylierung, wurden alle Schritte auf Eis bzw. bei 4°C durchgefiihrt. Um die
Endozytose der mit Biotin markierten Proteine zu erméglichen, wurden die Zellen fiir 0 und
4 h bei 37°C in Sato/B27 Medium kultiviert. Die Zellen wurden anschlieRend fixiert,
permeabilisiert und biotinylierte Proteine wurden mit Streptavidin-FITC detektiert (Abb.
4.14, grin). Zudem wurden die Zellen mit anti-PLP, -MAG und -MOG Antikérpern
doppelmarkiert (Abb. 4.14, rot). Direkt nach der Biotinylierung ist das Streptavidin
ausschlieBlich an der Zelloberflaiche lokalisiert (Abb. 4.14, 0 h, grin). Die
Zelloberflachenbiotinylierung der Myelinproteine wird durch die Kolokalisierung mit
Streptavidin-FITC an der Plasmamembran deutlich (Abb. 4.14, 0 h, gelb). Die relativ geringe
Kolokalisierung von Biotin mit PLP zeigt, dass PLP im Vergleich zu MOG und MAG nur
schwach biotinyliert wurde, was sich auch in den biochemischen Analysen widerspiegelte.
Intrazelluldr lokalisierte Myelinproteine wurden nicht biotinyliert (Abb. 4.14, 0 h, rot).
Innerhalb von 4 h bei 37°C wurde ein Teil der biotinylierten Proteine endozytiert. Hier zeigt
die Kolokalisierung von intrazellularem Biotin mit PLP, MAG und MOG die Endozytose der
zelloberflachenbiotinylierten Myelinproteine (Abb. 4.14, 4 h 37°C, vergroBerte Darstellung,
gelb). Um endozytiertes Biotin eindeutig darzustellen, ist in Abb. 4.14 ein Stapel aus
mehreren  konfokalen  Ebenen  gezeigt. Dadurch erscheint die effiziente

Zelloberflachenbiotinylierung teilweise liberexponiert (z.B. PLP, 4 h, 37°C).
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Abb. 4.14: Endozytose von zelloberflaichenbiotinyliertem PLP, MAG und MOG in pOI.

Nach der Zelloberflichenbiotinylierung von pOl (4 Tage in Kultur) mit 0,5 mg/ml Sulfo-NHS-LC-Biotin und
dreimaligem Waschen mit 50 mM Glycin/PBS wurden die Zellen fiir O und 4 h bei 37°C in Sato/B27
Kulturmedium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit Streptavidin-FITC
(grin) und mit anti-PLP, -MAG oder —MOG Antikdrpern doppelgefarbt (rot). Die rechteckig markierten
Ausschnitte sind vergroBert dargestellt. Direkt nach der Biotinylierung beschrankt sich das Streptavidin-Signal
auf die Zelloberflache (0 h, griin). Nach 4 h wurden biotinylierte Proteine endozytiert und Streptavidin-FITC
kolokalisiert mit PLP, MAG und MOG in intrazellularen Kompartimenten (4h 37°C, VergroRerung, gelb). Zur
Visualisierung von intrazellularem Biotin, sind die konfokalen Ebenen mit Hilfe der ImageProPlus extended
depth of field Funktion, gestapelt dargestellt. Zelloberflaichenbiotin erscheint daher ({berexponiert.
GrolRenbalken, 5 um.

4.4.3 Morphologischer Nachweis der Endozytose von Myelinproteinen mit
Antikorpern

Um spezifisch den endosomalen Transport der Myelinproteine zu visualisieren, wurden
transient transfizierte Oli-neu Zellen und pOl lebend mit Antikdrpern gegen extrazelluldre
Epitope von PLP (010), MAG (513), MOG (8-18-C5) oder NG2 (AN2) inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen mit Cy3-gekoppelten Sekundarantikdrpern (g a m Cy3 fiir PLP, MAG, MOG
bzw. g a rat Cy3 fir NG2) markiert. Um die Endozytose der markierten Proteine zu
ermoglichen, wurden die Zellen fiir 0 min, 15 min, 30 min (nicht dargestellt) und 1 h bei 37°C
inkubiert. Um endozytierte von nicht endozytierten Proteinen unterscheiden zu konnen,
wurden anschliefend die an der Zelloberflache verbliebenen, Cy3-markierten Proteine mit
Cy2-gekoppelten (rb a g Cy2) Tertidrantikorpern gegengefarbt. Endozytierte Proteine sind

nach Uberlagerung der Bilder in Rot zu erkennen, wohingegen an der Zelloberfliche
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verbliebene Proteine in Gelb sichtbar sind (Abb. 4.15 A, B).

Verbleiben die Zellen bei 4°C, so wird Endozytose blockiert und die Antikérperkomplexe sind
ausschlieBlich an der Zelloberflache lokalisiert (Abb. 4.15 A, B, 0 min). Innerhalb einer Stunde
ist sowohl in transfizierten Oli-neu Zellen (Abb. 4.15 A) als auch in endogen exprimierenden
pOl (Abb. 4.15 B) eine deutliche Zunahme endozytierter Myelinproteine zu beobachten,
wohingegen das endogen exprimierte oligodendrogliale Zelloberflachenprotein NG2 nicht
endozytiert wird. Besonders in Oli-neu Zellen wird deutlich, dass sich das Verteilungsmuster
endozytierter Myelinproteine unterscheidet. MOG akkumuliert perinukledr, wohingegen sich

endozytiertes PLP und MAG (iber den gesamten Zellkérper und die Fortsatze verteilen.
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Abb. 4.15: Antik6érper-Endozytose von Myelinproteinen.

Mit PLP, MAG oder MOG transient transfizierte Oli-neu Zellen (A) und pOl (B) wurden lebend mit spezifischen
Antikdrpern gegen extrazelluldre Epitope von PLP (010), MAG (513), MOG (8-18-C5) oder NG2 (mAN?2) gefolgt
von Cy3-gekoppelten Sekundarantikorpern markiert. Nach einer Inkubationszeit fir 0, 15 min, oder 1 h bei
37°C, wurden die Zelloberflachen-Antikérper-Komplexe mit Cy2-gekoppelten Tertidrantikorpern gegengefarbt.
Endozytierte Proteine sind in Rot, Zelloberflichenproteine hingegen in Gelb dargestellt. Innerhalb von 1 h bei
37°C ist die Zunahme endozytierter Myelinproteine zu beobachten. Endozytiertes PLP und MAG sind (iber den
gesamten Zellkorper verteilt, wohingegen MOG perinukledr akkumuliert. Das oligodendrogliale
Zelloberflachenprotein NG2 wird nicht endozytiert. GroRenbalken, 10 um.
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Durch Antikorperinkubationen bei 37°C kdnnen Proteine an der Zelloberflache quervernetzt
werden. Die daraus resultierende Ansammlung der Proteine an bestimmten Regionen der
Plasmamembran ist auch in Abb. 4.15 zu beobachten. Meist wird durch die Quervernetzung
die Endozytose von Proteinen induziert. Um dies als Ursache fir die Aufnahme der
Myelinproteine auszuschliefen, wurde Uberprift, ob Endozytose auch ohne Zugabe des
Sekundarantikérpers wahrend der 37°C Inkubation erfolgt (Abb. 4.15).

Im Kontrollansatz bei 4°C findet keine Endozytose statt. Hier ist eine deutliche
Zelloberflachenfarbung von PLP, MAG und MOG zu erkennen. Nach 1 h bei 37°C werden alle
Myelinproteine endozytiert. Die Verteilung der endozytierten Proteine ist zu der in Abb. 4.15
identisch. PLP ist in relativ groBen vesikuldren Strukturen zu beobachten, MAG enthaltende
Endosomen verteilen sich Uber den gesamten Zellkérper und MOG ist perinukledr

angereichert (Abb. 4.16, weilSe Pfeile).
PLP MAG MOG
Oh . . .
7
1lh
V<
v
Abb. 4.16: Antikorper-Endozytose ohne Sekundarantikérper-induzierte Quervernetzung der Proteine an der
Zelloberflache.
Mit PLP, MAG oder MOG transient transfizierte Oli-neu Zellen wurden lebend auf Eis mit spezifischen
Antikdrpern gegen extrazelluldre Epitope von PLP (010), MAG (513) oder MOG (8-18-C5) markiert. Nach der
Inkubation fir 1 h auf Eis oder bei 37°C wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit Cy3-gekoppelten
Sekundarantikorpern inkubiert. Die weiRen Pfeile markieren endozytierte Proteine nach Inkubation bei 37°C.
Die Verteilung endozytierter Proteine ist zu der aus Abb. 4.15 identisch. PLP ist in groRen Endosomen zu

beobachten, MAG ist liber den gesamten Zellkdrper verteilt und MOG akkumuliert perinuklear. GréRenbalken,
5pum.

75



4. Ergebnisse

444 PLP, MAG und MOG endozytieren in unterschiedliche endosomale
Zielkompartimente

Die Verteilung endozytierter Myelinproteine in unterschiedlichen Regionen der Zelle (Abb.
4.15, Abb. 4.16) lasst verschiedene endosomale Zielkompartimente vermuten. Um diese zu
identifizieren, wurden transient transfizierte Oli-neu Zellen und pOl, wie oben beschrieben,
einer Antikorper-Endozytose unterzogen und anschlielend mit verschiedenen endosomalen
Markern gegengefarbt (Abb. 4.17).

Fiir die Markierung der Recycling-Endosomen wurde wahrend der 37°C Inkubation Tfr-FITC
zum Kulturmedium hinzugegeben. Alternativ wurden die Zellen fir die Markierung der
LE/Lys mit Antikérpern gegen LAMP1 immunzytochemisch gefarbt. An der Zelloberflache
verbliebene Antikérper-Komplexe wurden bei pOl vor dem Fixieren mit Cy5-gekoppelten
Tertidrantikorpern gegengefarbt und sind in den lberlagerten Bildern in Magenta dargestellt
(Abb. 4.17, B). Kolokalisierungen endozytierter Myelinproteine mit den entsprechenden
endosomalen Markern sind in den Uberlagerten Bildern in Gelb zu erkennen.
Interessanterweise kolokalisieren sowohl endozytiertes PLP als auch MAG mit LAMP1 in den
LE/Lys, wohingegen MOG mit Tfr im perinukledren Recycling Endosom kolokalisiert. Zwar
zeigen primare Oligodendrozyten eine ahnliche Verteilung endozytierter Myelinproteine,

jedoch ist diese nicht so ausgepragt und eindeutig, wie bei der Zelllinie Oli-neu.
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A Oli-neu
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Abb. 4.17: Kolokalisierung endozytierter Myelinproteine mit endosomalen Markern.

Mit PLP, MAG oder MOG transient transfizierte Oli-neu Zellen (A) und pOl (B) wurden auf Eis mit spezifischen
Antikorpern gegen extrazelluldre Epitope von PLP (010), MAG (513) oder MOG (8-18-C5) und Cy3-gekoppelten
Sekunddrantikérpern markiert. Nach 1 h bei 37°C wurden die an der Zelloberflache verbliebenen Antikérper-
Komplexe bei pOl mit Cy5-gekoppelten Tertidrantikérpern gegengefarbt (B, magenta). Fir die Markierung der
RE wurden 30 pg/ml Tfr-FITC wahrend der 37°C Inkubation zum Kulturmedium hinzugefligt (A, B, untere
Bilder, griin). Fur die Markierung der LE/Lys, wurden die Zellen nach der 37°C Inkubation fixiert,
permeabilisiert und mit Antikérpern gegen LAMP1 gefarbt (obere Bilder, griin). Die konfokalen Aufnahmen
zeigen die Kolokalisierung von PLP und MAG mit LAMP1 in LE/Lys (obere Bilder, gelb) und die Kolokalisierung
von MOG mit Tfr in den RE (untere Bilder, gelb). Die quadratisch markierten Ausschnitte sind vergrofRert
dargestellt. GroRenbalken, 5 um.
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Die Sortierung von PLP und MAG in LAMP1-positive spate Endosomen impliziert zunachst,
dass beide Proteine denselben Endozytoseweg benutzen und in identische Zielorganellen
gelangen. Moglich ware jedoch auch eine Sortierung in unterschiedliche Subpopulationen
von Endosomen. Um dies zu Uberpriifen, wurde eine simultane Endozytose von PLP und
MAG in kotransfizierten Oli-neu Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie oben
beschrieben gleichzeitig mit Antikorpern gegen PLP (IgM, 010) und MAG (lgG, 513)
inkubiert. Der 010 Antikérper wurde mit einem IgM-spezifischen, Cy3-gekoppelten, der 513
Antikorper hingegen mit einem IgG-spezifischen, Cy2-gekoppelten Sekundarantikorper
markiert. Die Zellen wurden fir 5, 10 und 30 min bei 37°C inkubiert und anschliefend
wurden verbleibende Antikdrperkomplexe an der Zelloberflache, mit Cy5-gekoppelten
Tertidrantikorpern gegengefarbt (Abb. 4.18 magenta, cyan oder weiR). Endozytiertes PLP ist
in Rot, MAG in Grin und Kolokalisierungen von endozytiertem PLP und MAG in Gelb
dargestellt (Abb. 4.18).

Nach 5 min bei 37°C ist keine Kolokalisierung von endozytiertem PLP und MAG zu
beobachten. Beide Proteine sind in unterschiedlichen vesikuldaren Strukturen lokalisiert (Abb.
4.18, 5 min, vergrofRerte Darstellungen). Nach 10 bzw. 30 minitiger Inkubation bei 37°C
kolokalisieren die Proteine hingegen zunehmend in grofRen, spat-endosomalen Organellen
(Abb. 4.18, 10 bzw. 30 min, vergroRerte Darstellung). PLP und MAG gelangen somit zunadchst
in unterschiedliche Populationen von friihen Endosomen, treffen dann jedoch in spaten

Endosomen zusammen.
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Zelloberflache

Abb. 4.18: Ko-Endozytose von PLP und MAG.

Oli-neu Zellen wurden transient mit PLP und L-MAG kotransfiziert und auf Eis mit spezifischen Antikdrpern
gegen extrazellulare Epitope von PLP (IgM, 010) und MAG (IgG, 513) sowie Cy3- bzw. Cy2-gekoppelten
Sekundarantikorpern doppelgefarbt. Nach Inkubation der Zellen fiir 5, 10 und 30 min bei 37°C wurden an der
Zelloberflache verbliebene Antikérper-Komplexe mit Cy5-gekoppelten Tertidrantikorpern gegengefarbt
(magenta, cyan od. weiR). Die quadratisch markierten Ausschnitte sind vergroRert dargestellt. Die konfokalen
Aufnahmen zeigen, dass PLP (rot) und MAG (griin) nach 5 min Endozytose in getrennten friihen Endosomen
lokalisiert sind. Nach 10 bzw. 30 min Endozytose kolokalisieren die Proteine hingegen zunehmend in spaten
Endosomen (gelb). GroRenbalken, 5 um

4.4.5 Clathrin-vermittelte Endozytose von MAG und MOG

Die unterschiedliche endosomale Sortierung von PLP, MAG und MOG impliziert, dass die
Myelinproteine  moglicherweise  lber  unterschiedliche  Endozytose-Mechanismen
aufgenommen werden. Um Clathrin-vermittelte Endozytose zu inhibieren, wurde von einer
dominant-negativen Mutante des Adapterproteins 180 Gebrauch gemacht. Das in der
Plasmamembran verankerte AP180 rekrutiert Clathrin zu den Clathrin-Coated-Pits.
Uberexpression der verkiirzten, 16slichen C-terminalen Domine von AP180 (AP180C) fiihrt
zu einer effizienten Inhibierung der Clathrin-vermittelten Endozytose, da es Clathrin bindet,
aber dessen Rekrutierung in die Coated Pits nicht vermitteln kann (Ford et al., 2001).

Als Positivkontrolle wurde die Aufnahme von Tfr-alexa594, ein Marker fir Clathrin-
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vermittelte Endozytose, in AP180C-Myc (iberexprimierenden Oli-neu Zellen analysiert.
AP180C exprimierende Zellen wurden mit Hilfe eines anti-Myc-Antikorpers
immunzytochemisch detektiert und mikroskopisch ausgezahlt. Dabei wurden ausschlieRlich
stark AP180C exprimierende Zellen gezahlt, da nur bei diesen eine Inhibierung der Tfr-
Aufnahme zu beobachten war. Eine komplette Inhibierung der Clathrin-vermittelten
Endozytose kann nur erzielt werden, wenn Clathrin vollstandig von AP180C gebunden wird
und kann deshalb nicht in allen Zellen erwartet werden. Pro Experiment wurden > 50 Zellen
gezahlt, der prozentuale Anteil Tfr-endozytierender Zellen bestimmt und der Mittelwert aus
drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten graphisch dargestellt (Abb. 4.19
A). Als Kontrolle dienten untransfizierte Oli-neu Zellen, von denen 93 +/- 2 % Tfr
endozytierten. Die AP180C exprimierenden Zellen endozytierten hingegen nur zu 16 +/- 6 %
Tfr und zeigten somit eine fast vollstandige Hemmung der Clathrin-vermittelten Endozytose.
Um das Endozytose-Verhalten der Mpyelinproteine nach Inhibierung der Clathrin-
vermittelten Endozytose zu analysieren, wurden Oli-neu Zellen mit PLP, MAG oder MOG
und AP180C kotransfiziert und einer Antikérper-Endozytose (siehe oben) unterzogen. Als
Kontrolle fiir eine effiziente Inhibierung der Clathrin-vermittelten Endozytose, wurde
wahrend der einstiindigen Endozytoseperiode Tfr-FITC zum Kulturmedium hinzugefiigt. Es
wurden ausschlieBlich AP180C exprimierende Zellen gezahlt (> 50 pro Experiment), bei
denen die Aufnahme von Tfr-FITC blockiert war (Abb. 4.19 B, graue Balken). Als Kontrolle
dienten mit den Myelinproteinen einzeltransfizierte Oli-neu Zellen (Abb. 4.19 B, schwarze
Balken). Die Anzahl endozytierender Zellen wurde prozentual errechnet und der Mittelwert
aus allen Experimenten mit der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM) graphisch
dargestellt.

Durch Inhibierung der Clathrin-vermittelten Endozytose wurde die Aufnahme von PLP nur
geringfligig beeintrachtigt, wohingegen die Aufnahme von MAG und MOG stark reduziert
wurde. Die getrennte Analyse von L-MAG und S-MAG ergab identische Werte (nicht

dargestellt).
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Abb. 4.19: Untersuchung der Clathrin-vermittelten Endozytose.

Um Clathrin-abhéngige Endozytose zu blockieren, wurde AP180C-Myc in Oli-neu Zellen tberexprimiert. AP180C
exprimierende Zellen wurden durch Farbung mit anti-Myc-Antikérpern identifiziert (obere Reihe). In der
unteren Reihe sind endozytierte Proteine in Rot und an der Zelloberflache lokalisierte Proteine hingegen in
Griin/Gelb zu erkennen. Die Graphen zeigen den prozentualen Anteil endozytierender, AP180C negativer Zellen
(schwarze Balken, Kontrolle) und den prozentualen Anteil endozytierender, AP180C exprimierender Zellen
(graue Balken). (A) Die Clathrin-abhdngige Endozytose von Tfr-alexa594 (rot) ist spezifisch in AP180C
exprimierenden Oli-neu Zellen blockiert (weiRRe Pfeile). Die Zellkerne sind durch Dapi-Farbung blau dargestellt.
(B) Koexpression von AP180C-Myc (15 pg) und PLP (15 pg), MAG (10 ug) oder MOG (5 pg) in Oli-neu Zellen. Mit
den Zellen wurde eine Antikérper-Endozytose durchgefiihrt und der Prozentsatz endozytierender Proteine
ermittelt. Die Abbildung zeigt einen Stapel konfokaler Ebenen von reprédsentativen Zellen. Die Endozytose von
MAG und MOG ist in AP180C Uberexprimierenden Zellen stark reduziert, von PLP hingegen nur geringfiigig. Bei
3 (PLP, MAG) bzw. 4 (MOG) unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten wurden jeweils > 50 Zellen
gezahlt. Die Fehlerbalken zeigen den SEM, **p<0.01, ***p<0.001 (gepaarter t-Test). GroRenbalken, 5 um

% endozytierender Zellen
% endozytierender Zellen

4.4.6 Clathrin-unabhangige Endozytose von PLP

Clathrin-unabhdangige Endozytose findet an Cholesterin-reichen Domédnen der
Plasmamembran statt. Um Clathrin-unabhangige Endozytosemechanismen zu inhibieren,
wurde das Cholesterin-bindende Reagenz Filipin benutzt, welches zu einer Reduktion des
Cholesterin-Gehaltes in Membranen fihrt. Dazu wurden Oli-neu Zellen transient mit PLP,
MAG oder MOG transfiziert und einer Antikdrper-Endozytose (siehe oben) unterzogen.
Wahrend der Inkubation des Cy3-gekoppelten Sekundarantikorpers auf Eis und der
anschlieBenden 37°C Inkubation wurden die Zellen mit 1 pg/ml Filipin behandelt. Da eine zu
starke Reduktion des Cholesterin-Gehaltes aus der Plasmamembran auch zur

Beeintrachtigung von Clathrin-abhangiger Endozytose fihrt (Kirkham and Parton, 2005),
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wurde eine simultane Aufnahme von Tfr-FITC als Kontrolle durchgefiihrt. Es wurden
ausschlieBlich Zellen analysiert, die eine Aufnahme von Tfr-FITC zeigten (Abb. 4.20).
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Anzahl endozytierender Zellen wurde
prozentual errechnet und der Mittelwert aus allen Experimenten mit der
Standardabweichung vom Mittelwert (SEM) graphisch dargestellt. Die Endozytose von PLP
wurde durch die Behandlung mit Filipin bei ca. 86 % der Zellen inhibiert. Die Endozytose von

MAG und MOG blieb hingegen unbeeintrachtigt.
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Abb. 4.20: Untersuchung der Clathrin-unabhangigen Endozytose.

Um Clathrin-unabhangige Endozytose zu blockieren, wurden mit PLP, MAG oder MOG transient transfizierte
Oli-neu Zellen wihrend der Antikdrper-Endozytose mit Filipin (1 pug/ml) behandelt. Um auszuschlieRen, dass
durch die Filipin-Behandlung auch Clathrin-abhangige Endozytose beeintrachtigt wurde, wurde Tfr-FITC (griin)
mit den Myelinproteinen (rot) koendozytiert und ausschlieflich Zellen analysiert, die Tfr endozytierten. An der
Zelloberflache verbliebenes PLP, MAG oder MOG wurde mit Cy5-gekoppelten Tertidrantikorpern gegengefarbt
(blau). Nach Uberlagerung der Bilder sind an der Zelloberfliche lokalisierte Proteine magenta und endozytierte
Proteine rot (bzw. gelb bei Kolokalisation mit Tfr-FITC) dargestellt. Die Abbildung zeigt konfokale Ebenen von
reprasentativen Zellen. Der prozentuale Anteil von PLP, MAG oder MOG endozytierenden Zellen wurde
berechnet und der Mittelwert aus 3 (PLP, MAG) bzw. 5 (MOG) Experimenten graphisch dargestellt (schwarze
Balken, unbehandelte Zellen; graue Balken, mit Filipin behandelte Zellen). Pro Experiment wurden > 50 Zellen
gezahlt. Die Endozytose von PLP wurde durch Filipin-Behandlung inhibiert, wohingegen die Endozytose von
MAG und MOG unbeeintrachtigt blieb. Die Fehlerbalken zeigen den SEM, **p<0.01 (gepaarter t-Test).
GroRenbalken, 5 um.
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Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse aus Kap. 4.4, dass PLP, MAG und MOG uber
verschiedene Mechanismen endozytiert werden und unterschiedliche endosomale
Zielkompartimente erreichen. MAG und MOG werden (ber einen Clathrin-abhangigen, PLP
jedoch lber einen Clathrin-unabhangigen Mechanismus endozytiert. PLP und MAG erreichen

das LE/Lys, wohingegen MOG in das RE sortiert wird.

4.5 Endosomales Recycling von PLP, MAG und MOG in primdren
Oligodendrozyten

Nach der Beobachtung, dass PLP, MAG und MOG unterschiedlichen endosomalen Sortier-
und Transportwegen unterliegen (Kap. 4.4), sollte analysiert werden, ob die Proteine nach
ihrer Endozytose zu spezifischen oligodendroglialen Membrandomanen recyceln. Dazu
wurde ein experimentelles Protokoll entworfen, bei dem zelloberflachenbiotinylierte
Myelinproteine in pOl Uber 24 h verfolgt wurden. Innerhalb dieser 24 h sollte Endozytose
und Recycling stattfinden.

Dazu wurden pOl in einem unreifen Entwicklungsstadium (4 Tage in Kultur)
zelloberflachenbiotinyliert und fir 0 h, 4 h und 24 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen fixiert, permeabilisiert und biotinylierte Proteine wurden mit Streptavidin-FITC
markiert (Abb. 4.21).

Zu Beginn sind die biotinylierten Proteine erwartungsgemall ausschlieBlich an der
Zelloberflache lokalisiert (Abb. 4.21, 0 h, Pfeile). Nach 4 h bei 37°C hat sich die
Zelloberflachenfarbung verfliichtigt und ein GroBteil der Proteine ist in intrazelluldaren
Kompartimenten zu detektieren (Abb. 4.21, 4 h, Pfeilspitzen). Nach 24 h bei 37°C sind kaum
mehr Zellen zu beobachten, die intrazellulires Biotin aufweisen. Stattdessen scheint
innerhalb von 24 h ein Recycling der endozytierten Proteine an die Zelloberflache in
ausgedehnte, periphere Membranstrukturen stattgefunden zu haben (Abb. 4.21, 24 h,

Sterne).
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Abb. 4.21: Endozytose und Recycling von zelloberflichenbiotinylierten Proteinen.

Nach der Zelloberflachenbiotinylierung von pOl (4 Tage in Kultur) mit 0,5 mg/ml Sulfo-NHS-LC-Biotin und
dreimaligem Quenchen mit 50 mM Glycin/PBS wurden die Zellen fiir 0, 4 h und 24 h bei 37°C in Sato/B27
Kulturmedium inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit Streptavidin-FITC
markiert. Direkt nach der Biotinylierung beschrankt sich das Streptavidin-Signal auf die Zelloberflache (0 h,
Pfeile). Nach 4 h wurden biotinylierte Proteine endozytiert (4 h, Pfeilspitzen). Innerhalb von 24 h recyceln die
biotinylierten Proteine vom Zellkérper zur Zellperipherie, wo sie in MLMs lokalisieren (24 h, Sterne).
GrolRenbalken, 5 um.

In Kap. 4.2.2 wurde gezeigt, dass pOl in vitro Membrandomanen ausbilden, die in ihrer
biochemischen Zusammensetzung den Myelindomanen 3&hneln. Das Protokoll zur
Fraktionierung der Myelin-dahnlichen Membrandomdnen wurde nun mit der
Zelloberflachenbiotinylierung und anschlieBender Endozytose und Recycling kombiniert.

0 h, 4 h und 24 h nach der Zelloberflachenbiotinylierung wurden die Oligodendrozyten
fraktioniert (Abb. 4.22 A) und biotinylierte Proteine aus den Fraktionen prazipitiert (Abb.
4.22 B). Syntaxin 6 wurde als Marker fiir intrazellulare Membranproteine (Endosomen, Golgi)
gewdhlt. Dessen Abwesenheit unter den prazipitierten Proteinen zeigt die Spezifitat der
Biotinylierung fir Zelloberflachenproteine sowie des Neutravidin-Pulldowns fiir biotinylierte
Proteine.

Direkt nach der Biotinylierung (Abb. 4.22 B, 0 h) beschrinken sich PLP, MAG und MOG
hauptsachlich auf die "schwere" Gradientenfraktion. Nach 24 h bei 37°C sind PLP und MOG
jedoch verstarkt in der "leichten" Membranfraktion zu beobachten (Abb. 4.22 B, 24 h), was
auf deren Recycling in biochemisch unterschiedliche, dem kompakten Myelin dhnelnde
Membrandomanen hindeutet. MAG bleibt hingegen konstant mit den schweren Fraktionen
assoziiert, was wiederum auf sein Recycling in unterschiedliche, dem nicht-kompakten
Myelin dhnelnde Membrandomanen hindeuten kénnte.

Die Verteilung der Proteine in den Gesamtlysaten (Abb. 4.22 A) andert sich hingegen nicht so
deutlich. Dies zeigt, dass keine generelle Umverteilung der Myelinproteine innerhalb von 24

h stattfindet. Zwar sind PLP und MOG zum Zeitpunkt der Biotinylierung in den
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Gesamtlysaten bereits in den "leichten" Membrandomanen zu beobachten, offensichtlich
wird jedoch diese Subpopulation von Proteinen aufgrund sterischer Behinderung durch die
kompakte Natur der Membranen nicht biotinyliert. Die beschrdankte Assoziation von Syntaxin
6 mit den schweren Membranen zeigt, dass intrazellulare Membranen (Endosomen, Golgi)
von der leichten Fraktion ausgeschlossen sind.

Die quantitative Auswertung der aus den Membranfraktionen prazipitierten biotinylierten
Proteine (Abb. 4.22 C) zeigt, dass sich PLP und MOG innerhalb von 24 h signifikant von der
"schweren" zur "leichten" Membranfraktion verschieben, wahrend MAG in der schweren
Membranfraktion verbleibt. Diese Beobachtungen (Abb. 4.21 und Abb. 4.22) lassen auf ein

endosomales Recycling, zumindest von PLP und MOG, schliel3en.
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Abb. 4.22: Recycling von zelloberflichenbiotinyliertem PLP, MAG und MOG 1zu definierten

Plasmamembrandomanen.

POI (4 Tage in Kultur) wurden mit 0,5 mg/ml Sulfo-NHS-LC-Biotin zelloberflachenbiotinyliert und mit 50 mM
Glycin/PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen direkt oder nach 24 h bei 37°C einer
Subfraktionierung unterzogen. Dazu wurde ein PNS hergestellt und dieser fiir 30 min bei 20.000 x g und 4 °C
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zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml 0,8 M Saccharose resuspendiert und mit 1 ml 0,62 M und 200 ul 0,32 M
Saccharose Uberschichtet. Nach einer 15 minttigen Zentrifugation bei 75.000 x g und 4°C wurden 3 Fraktionen
abgesammelt: die 0,32/0,62 M Interphase (L = leichte Membranen), die 0,62/0,8 M Interphase (M =
mittelschwere Membranen) und das Pellet (S = schwere Membranen). Die Fraktionen wurden gewaschen, bei
100.000 x g und 4°C pelletiert und in 500 pl RIPA-Puffer bei 4°C solubilisiert und mittels Western-Blot
analysiert (A). Alternativ wurden aus den solubilisierten Fraktionen die biotinylierten Proteine mit
Neutravidin-Beads prazipitiert und mittels Western-Blot analysiert (B). (C) Densitometrische Analyse von drei
unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die relative Verteilung von PLP, MAG und MOG ist als
prozentualer Anteil dargestellt. Fehlerbalken reprdsentieren den SEM, *p<0,05, **p<0,01 (gepaarter t-Test).
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5 Diskussion

5.1 Invitro Transportanalysen von Myelinkomponenten

Myelin ist eine architektonisch komplexe Membranstruktur, bestehend aus Subdomanen mit
charakteristischer biochemischer Zusammensetzung. Fiir die Bildung und den Erhalt der
unterschiedlichen Membrandomanen sind prazise Sortier- und Transportmechanismen
erforderlich, die bisher unerforscht blieben (Kramer et al., 2001; Larocca and Rodriguez-
Gabin, 2002). In vivo Transportanalysen sind aufgrund der komplexen dreidimensionalen
Architektur der Myelinmembran nicht moglich. Eine Voraussetzung fiir in vitro
Transportanalysen ist ein Kultursystem, in dem primadre Oligodendrozyten die terminale
Differenzierung zu Myelin-produzierenden Zellen unterlaufen. Zwar existieren verschiedene
Neuron-Glia Kokultur-Systeme (Fitzner et al., 2006; Lubetzki et al., 1993; Shaw et al., 1996;
Svenningsen et al., 2003), jedoch ist in diesen die Myelinbildung sehr ineffizient. Zudem ist
die selektive Manipulation oligodendroglialer Transportwege schwer durchfiihrbar und
schwer statistisch signifikant zu erheben.

Verschiedene einfache Zellkultursysteme haben gezeigt, dass es moglich und sinnvoll ist,
Transportwege komplexer Systeme zu analysieren. Beispiele dafiir sind PC12 Zellen als
Modell fir Membrantransport und die Freisetzung von Neurotransmittern in Neuronen
(Martin and Grishanin, 2003) oder MDCK Zellen, die als Modell fiir polare Epithelien dienen
(Mostov et al., 2003). Um die Komplexitat des Analysesystems zundchst moglichst einfach zu
gestalten, wurde im Laufe dieser Arbeit auf primare Oligodendrozyten und die Zelllinie Oli-

neu als Modellsysteme zurlickgegriffen.

Sogar in Abwesenheit von Neuronen differenzieren primare Oligodendrozyten auch in
zweidimensionalen Kultursystemen spontan und bilden ausgedehnte Membransysteme mit
multilamellaren Myelin-dhnlichen Strukturen (MLMs), die ultrastrukturell an kompaktes
Myelin erinnern (Dubois-Dalcq et al., 1986; Schneider et al., 2005). Im Laufe dieser Arbeit lag
das Interesse auf Transportanalysen der Myelinproteine PLP, MAG und MOG, die als
Beispiele fur die Lokalisierung im kompakten Myelin, in der periaxonalen Membran bzw.
abaxonalen Membran des nicht-kompakten Myelins dienten (Arroyo and Scherer, 2000).

Interessanterweise zeigten die immunzytochemischen und biochemischen Analysen von
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differenzierten primaren Oligodendrozyten, dass PLP, MAG und MOG vergleichbar zum
Myelin, mit unterschiedlichen Membrandomanen assoziieren. In wieweit die biochemische
Zusammensetzung der Membrandoméanen von primdren Oligodendrozyten jedoch mit
denen der reifen Myelindomanen Ubereinstimmen ist umstritten, weshalb eine prazisere
Charakterisierung z.B. unter Verwendung weiterer Markerproteine fiir kompaktes und nicht-
kompaktes Myelin erforderlich ist.

MOG ist im Myelin vorwiegend in der abaxonalen Membran lokalisiert und wird daher als
Bestandteil des nicht-kompakten Myelins betrachtet (Johns and Bernard, 1999). In der hier
durchgefiihrten Membranfraktionierung assoziierte MOG hingegen mit Komponenten des
kompakten Myelins in der "leichten" Fraktion. Betrachtet man Myelin im Querschnitt wird
deutlich, dass nur ca. 5 - 20 % des Kreisumfangs der abaxonalen Lamelle Zytoplasma
enthalten. Die Tatsache, dass der Rest der abaxonalen Lamelle sowohl eine major dense line,
als auch eine intraperiod line mit nah benachbarten Internodien ausbildet und daher
Eigenschaften des kompakten Myelins besitzt (Trapp und Kidd, 2004), kénnte die Einbindung
von MOG in kompakten Membranen erklaren.

Obwohl Komponenten des nicht-kompakten Myelins wie z.B. MAG und OSP/Claudin,
biochemisch ausschlieRlich mit der "schweren" Membranfraktion assoziierten, war generell
die Assoziation eines Proteins mit einer einzigen Fraktion bei dieser Art Experiment nicht zu
erwarten. Jedoch war das Verteilungsmuster fir PLP, MAG und MOG zu dem vom Myelin
vergleichbar und fiir jedes Protein charakteristisch. Daher agieren in dieser Art Kultursystem
Sortier- und Transportmechanismen, die zu einer Bildung von definierten
Membrandomanen beitragen. Folglich wurde die Membranfraktionierung als geeignete
Methode angesehen, um die Umverteilung von PLP, MAG und MOG an der Plasmamembran

von primaren Oligodendrozyten zu studieren.

Da sich primare Oligodendrozyten schwer manipulieren lassen, wurde fir die
Transportanalysen der Myelinproteine die oligodendrogliale Zelllinie Oli-neu genutzt (Jung et
al., 1995). Oli-neu Zellen verhalten sich wie primare Oligodendrozyten und sind daher fir
Transportanalysen von Myelinproteinen gut geeignet (Erb et al., 2003; Jung et al., 1995;
Kippert et al., 2007; Trajkovic et al., 2006).

Oli-neu Zellen exprimieren kein MOG und nur sehr geringe Mengen endogenes PLP und

MAG, weshalb eine Transfektion und daraus resultierende Uberexpression der Proteine im
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Rahmen dieser Arbeit notwendig war. Die subzelluldre Lokalisierung der Myelinproteine war
nach Uberexpression identisch zu der von primiren Oligodendrozyten. AuBerdem wurden
wenn moglich, alle in Oli-neu Zellen erzielten Ergebnisse mit primaren Oligodendrozyten
verglichen und bestadtigt. Zwar metabolisieren Oli-neu Zellen schneller, jedoch ist diese
Beobachtung aufgrund der optimalen Anpassung von Zelllinien an Kulturbedingungen nicht
Uberraschend.

Die Ergebnisse der Transportanalysen an primaren Oligodendrozyten und oligodendroglialen
Zelllinien liefern wichtige Prinzipien, welche letztendlich an in vivo Modellen getestet

werden konnen.

5.2 Die intrazelluldre Lokalisierung von PLP in LE/Lys

5.2.1 Die Funktion von LE/Lys als Membranspeicher

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse demonstrieren, dass wahrend der
spontanen Differenzierung von primaren Oligodendrozyten in vitro, eine Umverteilung des
Hauptmyelinproteins PLP stattfindet. Im intermedidren Entwicklungsstadium reicherten die
Zellen, PLP zunehmend in perinuklear lokalisierten LE/Lys an. Mit weiterer Differenzierung
und der Ausbildung von ausgedehnten, PLP enthaltenden Membranstrukturen, verteilten
sich die LE/Lys bis in die distalen Membranfortsatze. Zudem nahm die Menge an PLP in
perinukledr lokalisierten LE/Lys wieder ab. Desweiteren waren die LE/Lys in den wachsenden
Fortsatzspitzen von Oli-neu Zellen zu beobachten. Diese Beobachtungen sowie die von
(Kramer et al., 2001) und (Trajkovic et al., 2006) gezeigten Studien lassen vermuten, dass die
PLP enthaltenden LE/Lys als sekretorische Organellen dienen.

Drei verschiedene, im Laufe dieser Arbeit gemachte Beobachtungen unterstiitzen diese
Hypothese. Zum Einen zeigten lebendzellmikroskopische Analysen die Fusion von grof3en
PLP-enthaltenden Organellen mit der Plasmamembran. Desweiteren wurde das Lysosomen-
assoziierte Membranprotein 1 (LAMP1) immunzytochemisch und mittels Immuno-
Elektronenmikroskopie an der Zelloberfliche von Oli-neu Zellen und primaren
Oligodendrozyten detektiert. Darliber hinaus wurden Exosomen im Kulturiiberstand von
primadren Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen entdeckt, die verstarkt PLP enthielten. Diese
konnen nur durch Fusion von MVBs mit der Plasmamembran freigesetzt werden.

Das Lysosom wurde bisher hauptsachlich bei Zellen des Immunsystems als sekretorisches
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Speicherorganell beschrieben (Kap. 2.3.4; Griffiths, 2002; Stinchcombe et al., 2004). Oft wird
durch die Exozytose der klassischen sekretorischen Lysosomen, |6sliches Material in den
extrazellularen Raum freigesetzt. Bei Oligodendrozyten hingegen bestiinde die Funktion der
Organellen in der Speicherung und im Transport von Membranbestandteilen. Die
multilamellare bzw. -vesikuldre Ultrastruktur der PLP enthaltenden LE/Lys verdeutlicht die
enorme Speicherkapazitat dieser Organellen fir Membranbestandteile, die fir die
Myelinbildung benétigt werden. Die Beobachtungen, dass ein GrofRteil von PLP in LE/Lys
akkumuliert ohne abgebaut zu werden (Simons et al., 2002; Trajkovic et al., 2006) und dass
am Abbau von PLP das Proteasom beteiligt ist (Krdmer-Albers et al., 2006; McLaughlin et al.,
2006) unterstiitzen diese Hypothese.

Eine Funktion der LE/Lys bei der Speicherung von Membrankomponenten wurde u.a. bereits
fir dendritische Zellen beschrieben. Hier endozytieren unreife Zellen groRe Mengen MHC Il
Molekiile und speichern diese in Lysosomen (Pierre et al., 1997), bis sie inflammatorischen
Signalen ausgesetzt werden, die den Transport der MHC Il Molekile an die Plasmamembran,
durch Exozytose der Lysosomen induzieren (Boes et al., 2002; Chow et al., 2002; Kleijmeer et
al., 2001; Mellman and Steinman, 2001). Dendritische Zellen setzen auBerdem Exosomen
mit MHC Il Molekiilen frei, die die Immunkompetenz von Nachbarzellen modulieren. Auch
Oligodendrozyten setzen Exosomen frei. Moéglicherweise dienen sie in Kultur als zusatzliches
Transportsystem, um Uberschiissige Myelinkomponenten zu beseitigen. Alternativ kdnnten
sie jedoch auch eine Funktion bei der interzellularen Kommunikation im zentralen

Nervensystem libernehmen.

PLP ist verstarkt auf den internen Lamellen bzw. Vesikeln der LE/Lys zu beobachten und wird
auch Uber diese in Form von Exosomen in den extrazellularen Raum freigesetzt. Da in den
meisten Zelltypen das in diese intraluminalen Vesikel der LE/Lys sortierte Material fiir den
lysosomalen Abbau bestimmt ist, stellt sich die Frage, warum PLP in einer fiir den
Proteinabbau herrschenden Umgebung stabil bleibt. Modglicherweise besitzen
Oligodendrozyten spezielle LE/Lys mit geringer proteolytischer Aktivitat. In dendritischen
Zellen wird lysosomaler Abbau beispielsweise entwicklungsabhangig reguliert (Delamarre et
al., 2005; Trombetta et al., 2003). Desweiteren konnte PLP prinzipiell schwer degradierbar
sein, was seine Anreicherung in LE/Lys erkldaren wiirde. Jedoch sind nicht alle intraluminalen

Membranen der LE/Lys fuir den Abbau bestimmt, sondern konnen auch mit der limitierenden
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Membran der Organellen zuriick fusionieren. Die Membrankomponenten kénnen dann (iber
tubulovesikulare Organellen zur Plasmamembran transportiert werden (Abrami et al., 2004;
Boes et al., 2002; Chow et al., 2002; Kleijmeer et al., 2001; Le Blanc et al., 2005; van Niel et
al., 2006). Ob PLP (ber Ruckfusion und tubulédre Strukturen von LE/Lys an die Zelloberflache
sortiert wird, wurde bisher nicht gezeigt. Unter Steady State-Bedingungen sind PLP
enthaltende tubuldre Strukturen nicht zu beobachten, jedoch kdnnte die Ursache hierfir
auch dessen transiente Lokalisierung in  diesen Strukturen sein. Eigene
lebendzellmikroskopische Analysen (nicht dargestellt), lieRen PLP-EGFP hin und wieder in
sich fortbewegenden tubuldren Strukturen erkennen. Zumindest legt die multilamellare
Ultrastruktur der LE/Lys in primdren Oligodendrozyten nahe, dass hier eine vermehrte

Rickfusion von intraluminalen Vesikeln mit der limitierenden Membran stattgefunden hat.

5.2.2 Findet Ca2+-abh5ngige Exozytose von PLP enthaltenden LE/Lys statt?

Die klassische regulierte Exozytose wie z.B. die Freisetzung von Neurotransmittern oder die
Sekretion von Hormonen verlduft nach einem Ca®-abhingigen Mechanismus, wohingegen
konstitutive Exozytose fir den Transport von neu synthetisierten Membranproteinen zur
Plasmamembran und fir die Freisetzung von Proteinen der extrazelluliren Matrix
verantwortlich ist. Allerdings wurde erst spat entdeckt, dass der Anstieg von intrazellularem
Ca’" auch bei nicht-sekretorischen Zellen, Exozytose auslost (Chavez et al., 1996; Coorssen et
al., 1996). Dabei wurde gezeigt, dass hauptsachlich in der Ndhe der Plasmamembran
lokalisierte Lysosomen nach einem Ca2+—abhéngigen Mechanismus exozytieren (Jaiswal et
al., 2002). Diese Art der Exozytose spielt z.B. beim Erhalt der Integritdt der Plasmamembran
eine entscheidende Rolle (Reddy et al., 2001). Interessanterweise tragt desweiteren
wihrend der Entwicklung von primédren Neuronen die Ca**-regulierte Exozytose von LE/Lys
an der Fortsatzspitze zum Neuritenwachstum bei (Arantes and Andrews, 2006). LE/Lys
fungieren in diesem Zusammenhang als Membranspeicher, die bei Gebrauch Ca2+—abhéngig
mobilisiert werden und Membrankomponenten zum Ausbau der Plasmamembran
beisteuern. Da Oligodendrozyten das Hauptmyelinprotein PLP in LE/Lys anreichern und die
Myelinbildung die regulierte Mobilisierung groBer Membranmengen innerhalb kurzer Zeit
erfordert, ware auch hier ein Ca2+—regulierter Mechanismus der Exozytose von LE/Lys

denkbar.
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Um die regulierte Exozytose der LE/Lys in Oligodendrozyten zu stimulieren, wurde der
Einfluss des Ca2+—lonophors lonomycin auf das Transportverhalten der Myelinproteine und
des LE/Lys Markers LAMP1 untersucht. Lange Inkubationszeiten mit geringer lonomycin-
Konzentration schien dabei die vermehrte Bildung von PLP enthaltenden intrazellularen und
extrazellularen multilamellaren, Myelin-dhnlichen Membransystemen (MLMs) zu induzieren.
Auf den extrazellulairen MLMs wurde mittels Immuno-Elektronenmikroskopie zudem
vermehrt LAMP1 detektiert. AuBerdem konnte die Freisetzung von Exosomen mit lonomycin
stimuliert werden. lonomycin-behandelte Zellen zeigten Exosomen in der Nahe ihrer
Plasmamembran (diese Arbeit) sowie eine grolRere Menge Exosomen im Zellkulturiberstand
(Bretz 2006, Diplomarbeit).

Die Sekretion von Lysosomen bringt automatisch die Translokation des lysosomalen Proteins
LAMP1 an die Plasmamembran mit sich. Diese Translokation konnte leider nicht zweifelsfrei
nachgewiesen werden. Allerdings muss LAMP1 nach der Exozytose wieder zum Lysosom
recycelt werden. Demnach kann LAMP1 nur vermehrt an der Zelloberfliche detektiert
werden wenn die Exozytose von LAMP1 gegeniiber dessen Endozytose liberwiegt. Innerhalb
von 1,5 Stunden lonomycin-Behandlung fand vermutlich Endozytose statt und so war das
Gleichgewicht wieder hergestellt. Kurze Inkubationszeiten mit héheren Konzentrationen
lonomycin fiihrten hingegen zu einer verstarkten Detektion von LAMP1 an der
Zelloberflache. Allerdings ist hierbei nicht auszuschlieen, dass hohe Konzentrationen
lonomycin moglicherweise auch zu einer Ruptur der Plasmamembran filihrten, was
wiederum die Exozytose von LE/Lys als Reparaturmechanismus ausgelost haben konnte
(Reddy et al., 2001).

Ein weiterer Versuch, die stimulierte Exozytose nachzuweisen, basierte auf der Vorstellung,
dass nach der Exozytose mehr MLMs zu  detektieren sein  sollten.
Immunfluoreszenzfarbungen deuteten dies zwar an, jedoch lassen sich solche Farbungen
schwer quantifizieren. Die biochemische Isolierung aufgrund ihrer Dichte zeigte leider keine
eindeutige Vermehrung von Membranen mit geringer Dichte. Moéglicherweise besitzen die
sekretorischen Lysosomen jedoch selbst eine geringe Dichte und sind so biochemisch nicht
von extrazellularen MLMs zu unterscheiden. Dafiir spricht die Anwesenheit von LAMP1 in
den MLMs vor und nach lonomycin-Behandlung. Die Translokation der Lysosomen zur

Plasmamembran bzw. MLMs ist damit mit dieser Methode biochemisch nicht erfassbar.
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Zusammengefasst wurden durch die Behandlung von primaren Oligodendrozyten mit
lonomycin keine eindeutigen und zweifelsfreien Ergebnisse erzielt. Prinzipiell ist die
stimulierte Exozytose von Myelinproteinen in Oligodendrozyten schwer zu erfassen und zu
qguantifizieren, da sich bereits ohne Stimulus ein erheblicher Teil der Proteine an der
Plasmamembran befindet. Ein moglicher Weg wiére die Nutzung der Total Internal Reflection
Fluorescent Microscopy (TIR-FM), mit der Exozytose-Vorgdnge eindeutig visualisiert und

guantifiziert werden kénnen.

5.3 Myelinproteine werden endosomal sortiert

Fir die vollstaindige Mpyelinisierung aller Axone muss die Differenzierung von
Oligodendrozyten-Vorlduferzellen zeitlich und rdaumlich koordiniert werden (Simons and
Trajkovic, 2006). Dazu zahlt u.a. der zielgerichtete Transport groRer Mengen an
Membrankomponenten in Richtung Axon zu einem definierten Zeitpunkt (Kramer et al.,
2001; Pfeiffer et al., 1993). Da Oligodendrozyten viele Axone gleichzeitig myelinisieren, ware
die endosomale Speicherung eines Membranpools der zur Myelinbildung Signal-gesteuert
aktiviert werden kann ein gutes Modell, um diesen Anforderungen gerecht zu werden. Es
stellte sich die Frage, ob Endozytose ein gemeinsames Merkmal von Myelinproteinen ist.
Daher wurden neben PLP, die Myelinproteine MAG und MOG analysiert, welche in
unterschiedlichen Doméanen der Myelinmembran lokalisiert sind (Arroyo and Scherer, 2000).
Mit Hilfe von Zelloberflaichenbiotinylierung und der Antikdrper-Endozytose konnte
unabhangig voneinander gezeigt werden, dass in Oligodendrozyten neben PLP auch MAG
und MOG endozytiert werden und dass die Endozytose spezifisch fir die Myelinproteine
erfolgt.

Die Sekundarantikoérper-induzierte Quervernetzung der Proteine an der Plasmamembran
war nicht die Ursache fir die Endozytose der Proteine, da Versuche unter Ausschluss des
Sekundarantikorpers zu identischen Ergebnissen fihrten. Die Sekundarantikorper-
vermittelte Quervernetzung fihrte allerdings deutlich zur Bildung von sogenannten Patches
nicht-endozytierter Proteine an der Plasmamembran, was deren Anreicherung in Lipid Rafts
widerspiegeln konnte. Fiir MAG und MOG wurde beschrieben, dass sie nach Antikorper-
induzierter Quervernetzung in Lipid Rafts sortiert werden, was zur Aktivierung von

Signalkaskaden und zu einer verdanderten Morphologie von primaren Oligodendrozyten fihrt
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(Marta et al., 2005; Marta et al., 2004; Marta et al., 2003). In der Tat kdnnten die Zellen bei
der Antikorper-Endozytose, durch Antikoérper hervorgerufene Signale beeinflusst werden,
jedoch zeigten die Biotinylierungs-Experimente (berzeugend, dass Endozytose ohne die
Anwendung von Antikérpern und spezifisch flir Myelinproteine erfolgte.

Obwoh! die ektopische Uberexpression der Myelinproteine in Oli-neu Zellen mit groRer
Wahrscheinlichkeit zu ihrer Endozytose beitrug, ergaben die Versuche mit Oli-neu Zellen im
Vergleich zur endogenen Expression der Myelinproteine in primaren Oligodendrozyten
qualitativ identische Ergebnisse. Da Zellen von immortalisierten Linien generell eine héhere
metabolische Aktivitat aufweisen, ist eine effizientere Endozytose in Oli-neu Zellen im
Vergleich zu primaren Zellen nicht Gberraschend und daher ist wohl auch der Umsatz der
Membrankomponenten beschleunigt.

Interessanterweise wurden PLP, MAG und MOG unterschiedlich endosomal sortiert. PLP
wurde Cholesterin-abhangig, MAG und MOG hingegen Clathrin-abhangig endozytiert. PLP
und MAG erreichten LE/Lys, MOG hingegen Recycling-Endosomen. Die Clathrin-unabhangige
Endozytose von PLP wurde auch in einer anderen Studie von (Trajkovic et al., 2006) gezeigt.
Diese Arbeit zeigt aullerdem, dass in Antwort auf l6sliche neuronale Faktoren eine
Umverteilung von PLP von LE/Lys an die Plasmamembran erfolgt. Dabei wird die Endozytose
von PLP von der Aktivitdt der GTPase Rho reguliert und tragt moglicherweise zum
Gleichgewicht von Exozytose und Endozytose wahrend der Myelinisierung bei (Kippert et al.,
2007; Trajkovic et al., 2006).

Die vorliegende Arbeit vergleicht die Endozytose von PLP, MAG und MOG. Obwohl beide
Proteine, PLP und MAG zu LE/Lys sortiert werden, akkumuliert ausschlieBlich PLP,
wohingegen die Lokalisierung von MAG in LE/Lys transient erscheint. Diese Beobachtungen
deuten auf unterschiedliche Halbwertszeiten von PLP und MAG in LE/Lys hin.
Moglicherweise ist PLP prinzipiell schwer degradierbar, wohingegen MAG im sauren Milieu
der LE/Lys schneller abgebaut wird. Alternativ kdnnte auch ein schnelleres Recycling von
MAG zur Plasmamembran oder zum Golgi-Apparat fiir seine transiente Lokalisierung in den
LE/Lys verantwortlich sein. Interessanterweise wurde MAG bereits in friheren immuno-
elektronenmikroskopischen  Studien in  multivesikularen Organellen (MVBs) im
Oligodendrozyten-Zellkorper sowie in den Fortsdtzen detektiert und zwar ausschlief3lich in
Entwicklungsstadien, in denen aktive Myelinbildung stattfand (Trapp et al., 1989).

MAG besitzt zwei Isoformen. L-MAG wird hauptsachlich wahrend der Entwicklung
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exprimiert, wohingegen S-MAG im adulten Nervensystem prasent ist. L-MAG besitzt zwei
Tyrosin-basierte Sortiersignale, wohingegen S-MAG nur ein Tyrosin-Motiv besitzt. Es wurde
vermutet, dass ausschlieRBlich Uberschissiges L-MAG endozytiert und so von der
periaxonalen Membran entfernt wird (Bo et al., 1995). Hier ware jedoch auch méglich, dass
die Detektion von MAG in MVBs wahrend aktiver Myelinisierungsphasen dessen
endosomales Recycling widerspiegelte. Da nach getrennter Expression von L- bzw. S-MAG in
Oli-neu Zellen, beide Isoformen identisches Endozytose- und Transportverhalten zeigten,
liegt es nahe, dass ein einziges Tyrosin-Signal (bei S-MAG) fiir die Rekrutierung von MAG in
Clathrin-coated Pits ausreicht.

Interessanterweise bestreiten PLP, MAG und MOG nach ektopischer Expression in polaren
MDCK Zellen (Mardin-Darby Canine Kidney) unterschiedliche Transportwege. PLP wird
spezifisch zur apikalen und MOG zur basolateralen Membrandomaéne transportiert. MAG
weist hingegen keine eindeutige Lokalisierung in einer bestimmten Membrandomane auf
(Kroepfl and Gardinier, 2001b; Minuk and Braun, 1996). Die gleichen Sortiersignale, welche
zu einem polaren Transport von PLP und MOG in Epithelzellen flihren, bestimmen
hochstwahrscheinlich auch deren individuelles endosomales Schicksal in Oligodendrozyten.
So assoziiert PLP in Oligodendrozyten im trans-Golgi-Netzwerk mit Lipid-Rafts (Simons et al.,
2000), die vermutlich seinen Transport zur apikalen Membrandoméane in MDCK Zellen
bestimmen (lkonen and Simons, 1998). Folgerichtig wird PLP (ber einen Cholesterin-
abhangigen Mechanismus endozytiert. MOG besitzt hingegen Di-Leucin sowie Tyrosin-
basierte Sortiersignale, welche fiir die Sortierung des Proteins zur basolateralen
Membrandomane in MDCK Zellen verantwortlich sind (Kroepfl and Gardinier, 2001a) und
vermutlich zu dessen Rekrutierung in Clathrin-coated Pits fihren. Die nicht eindeutige
Lokalisierung von MAG zu einer definierten Membrandomane zeigt, dass MAG keine von
Epithelzellen erkannte Sortiersignale besitzt. Die spezifische Assoziation mit der
periaxonalen Membran erfordert moglicherweise zuséatzliche, Oligodendrozyten-spezifische

Sortiersignale (Kroepfl and Gardinier, 2001b).

Aber warum werden Mpyelinproteine solch komplexen endosomalen Transportwegen
ausgesetzt? Es ware in der Tat moglich, dass Oligodendrozyten die in Kultur kein vollstandig
entwickeltes Myelin bilden, einen erhéhten Umsatz lGberschiissiger Myelinproteine besitzen.

In diesem Fall wirden die Mpyelinproteine jedoch ein und denselben degradativen
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Transportweg zu den Lysosomen einschlagen, was mit der hier beobachteten Sortierung zu
unterschiedlichen Zielkompartimenten im Widerspruch steht.

In letzter Zeit ermoglichten hochentwickelte Imaging Techniken, wie z.B. TIR-FM (Merrifield
et al., 2002; Rappoport et al., 2004), Laser Scanning Mikroskopie und Spinning Disc
Mikroskopie (Ehrlich et al.,, 2004) die Entschlisselung der unerwarteten Vielfalt und
Flexibilitdt des endosomalen Systems. Dabei spielen Endosomen aufgrund ihrer Organisation
innerhalb der Zelle u. a. eine Schlisselrolle bei der Sortierung von Proteinen entlang des
biosynthetischen Wegs und bei Transportwegen, die fiir die Zellmorphogenese von
Bedeutung sind. Die Komplexitdt des endosomalen Systems ist zudem in polaren Zellen
erhoht, da diese Zellen mit einer asymmetrischen Umgebung interagieren (Perret et al.,

2005).

Zusammengefasst fiihrten die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zu der
Hypothese, dass die unterschiedlichen endosomalen Transportwege von Myelinproteinen in
Oligodendrozyten, durch Sortierung und Umverteilung der Komponenten, zur

Morphogenese der Myelindomanen beitragen.

5.4 Die Rolle von endosomalem Recycling bei der Bildung der
Myelindomanen

Primare Oligodendrozyten bilden in Kultur Membrandomanen, die den Myelindomanen in
ihrer biochemischen Zusammensetzung dhneln. Um das Recycling von endozytierten
Myelinproteinen zu diesen definierten Domanen der oligodendroglialen Plasmamembran zu
untersuchen, wurden nach Zelloberflachenbiotinylierung und anschlieBender Inkubation der
Zellen bei 37°C, die Zellmembranen subfraktioniert und die Membranfraktionen auf die
Anwesenheit biotinylierter Proteine analysiert. Das Protokoll der Subfraktionierung von
Myelin ist eine gut etablierte und charakterisierte Methode (Matthieu et al., 1973), welche
hauptséachlich fiir die Trennung paranodaler Membranen vom Myelin genutzt wurde (Rios et
al., 2000). Sie wurde hier eingesetzt, um die Umverteilung biotinylierter Myelinproteine
zwischen den Membrandomanen von primdren Oligodendrozyten nachzuweisen und zu
guantifizieren.

Die quantitativ signifikante Verschiebung von PLP und MOG innerhalb der Fraktionen, zeigt

eindeutig, dass die Proteine innerhalo von 24 h mit unterschiedlichen
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Membrankompartimenten assoziierten. Diese Membrankompartimente sind biochemisch
identisch oder sehr ahnlich mit den Domanen des Myelins. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass endosomales Recycling und Sortieren bei der Bildung der Myelindomanen eine Rolle
spielen. Eine Umverteilung von MAG ist hingegen nicht zu erwarten, da MAG durchweg mit
"schweren" Membranen assoziierte. Zwar wurde die Endozytose von MAG in primédren
Oligodendrozyten tatsachlich gezeigt, jedoch kann dessen Recycling aufgrund der
ausschlieBlichen Assoziation mit "schweren" Membranen nur vermutet werden.

Die Verschiebung von PLP und MOG innerhalb der Fraktionen wird hier als endosomales
Recycling der Proteine interpretiert, wobei nicht eindeutig bewiesen ist, inwieweit
Endozytose und Recycling der biotinylierten Proteine in diesem Versuch tatsachlich
stattfand. Nichtsdestotrotz gibt es indirekte Hinweise fiir Endozytose und Recycling. Dafir
spricht erstens das morphologische Verteilungsmuster biotinylierter Proteine, welches sich
direkt nach der Biotinylierung auf den Zellkérper beschrankte, nach 4 h bei 37°C in
endosomalen Organellen detektierbar war und sich nach 24 h bei 37°C auf periphere MLMs
verteilte. Zweitens demonstriert die Kolokalisierung von PLP, MAG und MOG mit
endozytiertem Biotin, dass innerhalb von 4 h auch tatsachlich biotinylierte Myelinproteine
endozytiert wurden.

Einen eindeutigen Beweis wirde dieser Versuchsansatz unter Verwendung von
abspaltbarem Biotin erbringen. Aufgrund dessen Sensitivitdat gegeniliber dem intrazelluldren
Milieu der Zellen (z.B. Abspaltung in spdten Endosomen) wurde dies als aussichtslos
erachtet. Eine weitere Moglichkeit dieses Problem zu |6sen, ware die vollstandige Hemmung
von Endozytose durch Hemmstoffe. In einem solchen Experiment kénnte die Umverteilung
der Myelinproteine nicht erfolgen, womit bewiesen ware, dass funktionierende Endozytose
die Voraussetzung darstellt. Prinzipiell ist die Inhibierung von Endozytose jedoch nur
begrenzt durchfiihrbar. Endozytose ist ein essentieller Transportmechanismus, so dass
dessen vollstiandige Inhibierung Gber mehrere Stunden wohl zum Absterben der Zellen
fihren wirde. Auch in vivo Studien waren vermutlich aufgrund der starken Nebeneffekte

zum Scheitern verurteilt.

Oligodendrozyten werden mit der Anforderung konfrontiert, innerhalb kurzer Zeit mehrere
Axonsegmente simultan zu myelinisieren. Die Kinetik der Protein- und Lipidsynthese ist oft

zu langsam, um solch eine rapide VergroRRerung der Membranflache zu gewéhrleisten (Lecuit
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and Pilot, 2003; Lecuit and Wieschaus, 2000; Truschel et al., 2002; Wirtz and Dobbs, 1990).
Daher mussen intrazellulare Membranreservoirs griffbereit sein, um das Wachstum der
Plasmamembran zu unterstitzen. Die im Laufe dieser Arbeit erzielten Ergebnisse weisen
daraufhin, dass die rapide Mobilisierung sowie die lokale Umgestaltung von Membranen in
Oligodendrozyten moglicherweise durch die regulierte Endozytose und Exozytose von
endosomalen Membranreservoirs gewahrleistet wird. Neueste Studien betonen die
Bedeutung von endosomalem Recycling fiir die Morphogenese von Geweben (Lecuit and
Pilot, 2003). Dazu zdhlen unter anderem die Biogenese der Membrandomanen in polaren
Epithelien (Perret et al., 2005), das Neuritenwachstum (Alberts and Galli, 2003) und das
axonale Targeting (Wisco et al., 2003) sowie das rapide Ausbreiten von Lamellipodien in
migrierenden Zellen (Bretscher and Aguado-Velasco, 1998).

Interessanterweise lasst sich die Regulation des Transports von Myelinproteinen in
Oligodendrozyten mit den Veranderungen im Membrantransport wahrend der Entwicklung
von polaren Geweben gut vergleichen (Mostov et al., 2003). Wahrend der Tubulogenese
depolarisieren Epithelzellen nach auBen hin, entwickeln jedoch zur apikalen und
basolateralen Membrandomane aquivalente, intrazellulare Kompartimente. Dabei leiten die
Zellen bei Verlust ihrer Plasmamembrandomanen den gerichteten Transport in diese
intrazellularen Kompartimente um, wodurch die Sortierung von Proteinen erhalten bleibt.
Die Polarisierung der Plasmamembran beinhaltet hingegen das erneute Umleiten der
Membranen von intrazellulairen Reservoirs zur apikalen bzw. basolateralen

Plasmamembrandomane (Low et al., 2000).

Auch wenn prinzipiell nicht ausgeschlossen wird, dass der direkte Transport von
Myelinkomponenten vom Golgi-Apparat an der Myelinbildung beteiligt ist, unterstiitzen die
hier erzielten Ergebnisse das Konzept, dass endosomales Recycling an der Morphogenese
von kompakten, periaxonalen, abaxonalen und paranodalen Doméanen der reifen
Myelinmembran beteiligt ist. Endosomales Recycling von Myelinproteinen st
moglicherweise die Grundvoraussetzung fiir die lokale Umgestaltung von Membranregionen
wahrend der simultanen Mpyelinisierung mehrerer Axonsegmente. Mpyelinisierende
Oligodendrozyten dienen daher als perfektes Modell, wie Zellen die Umgestaltung ihrer

Membranen als Reaktion auf ihre Umwelt kontrollieren.
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Abb. 5.1: Schematische Darstellung zentraler Aussagen der Arbeit.
EE, frilhes Endosom; LE, spates Endosom; Lys, Lysosom RE, Recycling-Endosom; MAG, Myelin-assoziiertes Glykoprotein;
MOG, Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein, MVB, multivesikuldres Endosom; PLP, Proteolipid Protein.
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6 Zusammenfassung

Das Myelin des zentralen Nervensystems ist eine ausgedehnte spezialisierte Membran,
bestehend aus Domanen mit charakteristischer Protein- und Lipidzusammensetzung. Zum
Aufbau dieser Domanen sind prazise Transport- und Sortiermechanismen der
Myelinkomponenten erforderlich, die bisher weitestgehend unentschlisselt blieben. Ziel
dieser Arbeit war die Untersuchung der Exo- und Endozytosemechanismen der
Myelinproteine PLP, MAG und MOG, die als Beispiele fiir die Lokalisierung im kompakten
Myelin, der periaxonalen Membran und der abaxonalen Membran des nicht-kompakten
Myelins dienten. Als Modellsysteme wurden primare Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen
verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch in primaren Oligodendrozyten in
Kultur, Transportwege und Sortiermechanismen existieren, die zur Ausbildung von
definierten Membrandomanen, dhnlich wie im Myelin fiihren. Es wurde demonstriert, dass
das in spaten Endosomen/Lysosomen angereicherte Hauptmyelinprotein PLP (Kramer et al.,
2001; Trajkovic et al., 2006) (iber deren Exozytose wieder an die Plasmamembran
transportiert oder in Form von Exosomen in den extrazellularen Raum freigesetzt wird.
Zudem wurden Hinweise erbracht, dass die Exozytose der PLP enthaltenden spaten
Endosomen/Lysosomen  nach  einem Ca2+—abhéngigen Mechanismus  verlauft.
Interessanterweise ist die endosomale Sortierung ein gemeinsames Merkmal der
Myelinproteine. So wird PLP Uber einen Clathrin-unabhangigen, MAG und MOG hingegen
Uber einen Clathrin-abhdngigen Weg endozytiert. Dabei werden die Proteine zu
unterschiedlichen endosomalen Zielkompartimenten sortiert. PLP und MAG erreichen die
spaten Endosomen/Lysosomen, MOG hingegen die Recycling-Endosomen. Desweiteren wird
vermutet, dass PLP, MAG und MOG =zu unterschiedlichen oligodendroglialen
Membrandomanen recyceln, welche charakteristische biochemische Eigenschaften der
Myelindomanen besitzen.

Die Ergebnisse legen nahe, dass endosomales Recycling an der Umgestaltung der
oligodendroglialen Plasmamembran beteiligt ist, was zur Ausbildung von Membrandomanen

fuhrt, die den Myelindomanen dhneln.
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