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2 Einleitung

2.1 Das Nervensystem

Das Nervensystem ermoglicht die Kommunikation des Organismus mit der Umwelt und
steuert alle lebenswichtigen Vorgange im Korper und stimmt sie aufeinander ab. Es umfasst
alle Neuronen und Gliazellen und gliedert sich in das zentrale (ZNS) und das periphere
Nervensystem (PNS) (Abbildung 1). Zu dem ZNS zahlen das Gehirn und das Riickenmark. Es
koordiniert die Funktion der inneren Organe und der Skelettmuskulatur und ist unterteilt in
die weilRe und graue Substanz. Die graue Substanz enthalt Zellkérper von Neuronen, die
weille Substanz umfasst die Gesamtheit der Nervenzellfortsatze (Abbildung 2).

Alle neuronalen Gewebe, die nicht dem ZNS angehéren, werden dem PNS zugeordnet. Das
PNS leitet Informationen von den Sinnesorganen an das ZNS weiter und empfangt wiederum
Informationen Uber die Koordination von Koérperfunktionen und Bewegung vom ZNS.
Entsprechend seiner Funktion, wird das PNS weiterhin in das somatische und das vegetative
Nervensystem unterteilt. Wahrend das somatische Nervensystem bewusst Reize wahrnimmt
und Bewegungen steuern kann, entzieht sich das vegetative Nervensystem der
unmittelbaren Kontrolle und wird daher als autonomes Nervensystem bezeichnet. Das
vegetative Nervensystem teilt sich weiter in drei Subtypen: Sympathikus, Parasympathikus
und enterisches Nervensystem.

( Nervensystem )

zentrales Nervensystem
(Gehirn und Riickenmark)

somatisches Nervensystem vegetatives Nervensystem
(sensorische und motorische (autonomes System,
Nerven, willktrlich) nicht W|IlkurI|ch)

I
enterisches : ;
( Nervensystem) ( Sympathikus ) (’arasympathlkus)

Abbildung 1: Der Aufbau des Nervensystems
Schematisch dargestellt ist der Aufbau des Nervensystems von Vertebraten.
(Modifiziert nach: http://195.186.85.46/media/LTH/KOERPER/nerven zentral 1.html)



http://195.186.85.46/media/LTH/KOERPER/nerven_zentral_1.html

EINLEITUNG

2.1.1 Zelltypen des zentralen Nervensystems

Das zentrale Nervensystem setzt sich hauptsachlich aus Neuronen und Gliazellen zusammen
(Abbildung 2). Neurone sind elektrisch erregbare Zellen, die Informationen Uber weite
Strecken entlang eines gerichteten Membranpotentials transportieren konnen. Es gibt viele
unterschiedliche Arten von Neuronen, die Spezialisierungen in Form und Funktion entwickelt
haben. Der Aufbau einer Nervenzelle hingegen bleibt immer sehr dhnlich (Abbildung 2 braun
dargestellt). Jedes Neuron besitzt zwei verschiedene Arten von Fortsdtzen, welche dem
Zellkérper (Soma) entspringen. Die verastelten Dendriten empfangen ankommende Signale
von anderen Zellen und leiten sie zum Zellkérper weiter. Uber die Axone kénnen diese
Impulse an Zielzellen weiter ibertragen werden. Hierbei hdangt die Geschwindigkeit, mit der
sich das Signal am Axon entlang fortbewegt, vom Durchmesser des Axons ab. Je dicker das
Axon, desto schneller die Leitungsgeschwindigkeit (Hartline & Colman, 2007).

graue Substanz
weille Substanz

Mikroglia

Neuron

Astrozyt
Blutgefa

Oligodendrozyt

myelinisiertes

| Ependym-
- zellen
Myelinschicht —R— i |
| &
| — Ventrikel

Abbildung 2: Zusammenspiel der Zelltypen im ZNS

Das ZNS besteht aus Neuronen (braun) und Gliazellen. Gliazellen werden in Mikroglia (trkis),
Astrozyten (griin) und Oligodendrozyten (blau) unterteilt. Neurone bilden die funktionelle Einheit des
Gehirns und arbeiten eng mit Gliazellen zusammen. Durch ihre Ndhe zueinander beeinflussen
Gliazellen die Plastizitdt von Synapsen, versorgen Neurone mit Nahrstoffen und regulieren das
neuronale Umgebungsmilieu. Oligodendrozyten kdnnen Axone mit einer Myelinmembran isolieren
und somit die Leitungsgeschwindigkeit elektrischer Signale erhéhen.

(Modifiziert nach: http://academic.kellogg.edu/herbrandsonc/bio201 mckinley/f14-6 cellular_organiza_c.jpg)
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Interessanterweise wurde in der Literatur jahrelang postuliert, dass das menschliche Gehirn
100 Milliarden Neurone und zehnmal so viele Gliazellen umfasst. Allerdings wurde nie eine
Quelle fiir die Herkunft dieser Zahlen angegeben. Neueren Analysen zufolge gibt es in einem
1,5 kg schweren menschlichen Gehirn rund 86 Milliarden Neurone und mit 85 Milliarden fast
genauso viele Gliazellen (Azevedo et al., 2009; Herculano-Houzel, 2009). Innerhalb der bisher
analysierten Primaten konnte dieses 1:1 Verhaltnis von Neuronen und Gliazellen im Gehirn
bestatigt werden (Azevedo et al., 2009).

Als Entdecker der Gliazellen zahlt Rudolf Virchow. 1856 beschrieb der deutsche Pathologe
Zellen, die sich morphologisch von den Nervenzellen unterschieden. Er hielt sie fir eine Art
stitzendes Bindegewebe und bezeichnete sie dementsprechend als ,Glia“, griechisch fir
,Leim“. Anfangs nahm man an, dass es sich bei den Gliazellen um einen Zelltypen handelt,
der lediglich als verklebende und stiitzende Einheit zwischen den Nervenzellen fungiert und
dem Informationsaustausch von Neuronen nur passiv beiwohnt. Allerdings wird immer
deutlicher, dass Gliazellen und Neurone eng zusammen arbeiten und Gliazellen essenziell fir
die Funktion des Gehirns sind. Neben der reinen Stitzfunktion und der Versorgung der
Nervenzellen mit Nahrstoffen, sowie der Bereitstellung des richtigen Umgebungsmilieus,
sind Gliazellen an der Isolation der Axone beteiligt und ermdglichen dadurch eine schnelle
Informationsweiterleitung (Lee & Fields, 2009). Die Interaktion zwischen Gliazellen und
Neuronen ist sehr vielfdltig und erfolgt Uber Neurotransmitter, lonenstrome,
Zelladhadsionsmolekiile und spezialisierte Signalmolekile (Fields & Stevens-Graham, 2002).
Auch Gliazellen kommunizieren untereinander innerhalb eines Netzwerkes. Der Physiologe
Stephen Smith entdeckte als Erster eher zufallig, dass Astrozyten Kalzium-lonen freisetzen
konnen und dass sich diese Kalziumwellen tber Gap Junctions von einer Gliazelle zur
anderen ausbreiten konnen (Cornell-Bell et al., 1988; Nedergaard et al., 2010).

Gliazellen werden aufgrund ihrer GréRe in Mikro- und Makroglia unterteilt (Lee et al., 2001)
und werden wahrend des gesamten Lebens gebildet. Wahrend Makroglia, wie Neurone, aus
dem Ektoderm abstammen, sind Mikroglia mesodermalen Ursprungs (Allen & Barres, 2009).
Makroglia werden weiter in Astrozyten, Ependymzellen und Oligodendrozyten unterteilt.
Mikroglia (in Abbildung 2 tiirkis dargestellt) sind in Anlehnung an das Immunsystem die
Makrophagen des Gehirns und repradsentieren das endogene Verteidigungs- und
Immunsystem. Sie machen etwa 10 bis 20% der Gliazellpopulation aus (Soulet & Rivest,
2008). Wahrend der embryonalen Entwicklung wandern Mikroglia aus dem Knochenmark in
das ZNS ein. Uber ihre Zellfortsidtze durchsuchen sie ihre Umgebung und beseitigen dort
apoptotische Neurone und Gliazellen durch Phagozytose. Darliber hinaus eliminieren sie
unpassende synaptische Verbindungen, um effektive Kontakte zwischen Neuronen zu
starken (Paolicelli et al., 2011). Durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
sind Mikroglia an der Reparatur von Hirnschdaden beteiligt. Nach molekularer Aktivierung
(z.B. nach einem Schadeltrauma oder einer Erkrankung wie Multiple Sklerose), kénnen
Mikroglia Antigene prasentieren und durch die Interaktion mit T-Lymphozyten schlieBlich die
Immunantwort des Gehirns vermitteln.

Astrozyten (in Abbildung 2 griin dargestellt) machen etwa ein Drittel der Gehirnmasse aus

und stellen damit den grofRten Teil der Gliazellen im Gehirn dar. Aufgrund ihres
7
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sternformigen Aussehens erhalten sie ihren Namen. Sie erfiillen wichtige Aufgaben in der
Versorgung der Neurone mit Nahrstoffen und Stoffwechselprodukten, regulieren
extrazelluldre lonenkonzentrationen und entfernen Uberschiissige Neurotransmitter aus
dem synaptischen Spalt (Miller, 2002). Dariiber hinaus sind Astrozyten am Aufbau der Blut-
Hirn-Schranke beteiligt (Ballabh et al., 2004) und kontrollieren die Bildung und Stabilitat von
Synapsen (Araque & Navarrete, 2010; Ullian et al., 2001). Wie bereits beschrieben, sind
Astrozyten (iber Gap Junctions miteinander verbunden und bilden ein funktionelles
Synzytium (Brightman & Reese, 1969), indem sie in Form von Kalziumwellen kommunizieren
konnen. Daher wird vermutet, dass Astrozyten aktiv an der Informationsverarbeitung im
Gehirn beteiligt sind.

Ependymzellen kleiden die Wande der Hirnventrikel aus und trennen die HirnflUssigkeit
(Liguor) vom Hirngewebe. AuBerdem scheinen Ependymzellen an der Bewegung und Bildung
des Liquors beteiligt zu sein.

Da sich diese Arbeit hauptsachlich mit dem letzten Gliazelltyp, den Oligodendrozyten (in
Abbildung 2 blau dargestellt) beschaftigt, werden diese in den folgenden Abschnitten naher
beschrieben.

2.1.1.1 Embryonale Herkunft und Differenzierung von Oligodendrozyten

Wahrend der Entwicklung des ZNS entstehen die Oligodendrozyten aus Vorlauferzellen
(oligodendrocyte precursor cells, OPCs), welche sich aus den Neuroepithelzellen des
Neuralrohrs entwickeln. Wahrend der embryonalen Entwicklung wandern die
proliferierenden Vorlauferzellen aus den ventralen und dorsalen Bereichen des Gehirns und
des Rickenmarks in die weiRe Substanz des Gehirns ein und differenzieren dort zu reifen
Myelin-bildenden Oligodendrozyten (Richardson et al., 2006). Einige OPCs differenzieren
nicht und verbleiben als adulte OPCs in der subventrikuldren Zone (SVZ). Dort stellen sie
vermutlich ein Reservoir fir Zellen dar, welche die Remyelinisierung initiieren kénnen
(Chang et al., 2000; Franklin & Ffrench-Constant, 2008). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass
es in der SVZ verschiedene Stammzellpopulationen gibt, die entweder nur Neurone und
Astrozyten, oder Oligodendrozyten und Astrozyten hervorbringen kénnen. Dabei stimuliert
der Wnt-Signalweg selektiv die Proliferation der OPCs in vivo (Ortega et al, 2013).

Der Ubergang von proliferierenden Vorlduferzellen, zu differenzierten Oligodendrozyten und
schlieBlich zu reifen, Myelin-produzierenden Oligodendrozyten ist zeitlich und raumlich strikt
reguliert und wird durch eine ganze Reihe von Faktoren kontrolliert, die sowohl von
Astrozyten als auch von Neuronen freigesetzt werden (Simons & Trajkovic, 2006). Neben
diesen extrinsischen Faktoren spielen aber auch intrinsische Faktoren eine Rolle (Zuchero &
Barres, 2013). Die Entwicklung von einer migrierenden, proliferierenden, unreifen
Vorlduferzelle bis hin zum reifen, postmitotischen, myelinisierenden Oligodendrozyten ist in

Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Entwicklungs- und Differenzierungsstadien von Oligodendrozyten

Die Bildung von Oligodendrozyten beginnt mit einer multipotenten neuronalen Stammzelle. Der
Ubergang zur migrierenden und proliferierenden Vorlduferzelle und schlieRlich zum reifen, Myelin-
produzierenden Oligodendrozyten wird durch unterschiedliche Signalwege und
Transkriptionsfaktoren reguliert (Miron et al., 2011).

Die Bildung der OPCs beginnt mit einer multipotenten neuronalen Stammzelle und ist von
vielen Signalmolekiilen und Transkriptionsfaktoren abhdngig. So werden im Neuralrohr die
Morphogene Sonic hedgehog (Shh) und Bone morphogenetic proteins (BMPs) in einem
dorso-ventralen Gradienten gebildet, wobei Shh die Bildung von OPCs stimuliert und BMP
antagonistisch auf die Shh-induzierten Effekte wirkt. OPCs sind das friiheste experimentell
untersuchte Stadium der Oligodendrozytenentwicklung und sind positiv fiir das
Zelloberflachenantigen A2B5, den Wachstumsfaktor-Rezeptor PDGFRa und das Proteoglycan
NG2. Diese Vorlauferzellen proliferieren in Reaktion auf die Wachstumsfaktoren FGF
(Fibroblast Growth Factor) und PDGF (Platelet-derived growth factor) und kénnen in
Astrozyten, Neurone, Schwann-Zellen und Oligodendrozyten differenzieren. Es ist bekannt,
dass NG2*-Zellen die elektrische Aktivitit von Axonen mit ihren Glutamat-Rezeptoren
detektieren kdnnen und an der Aufrechterhaltung synaptischer Kontakte von Neuronen
beteiligt sind (He & Lu, 2013; Trotter et al., 2010). Weiterhin stimuliert Glutamat die
Proliferation (Gallo et al., 1996) und die Migration (Gudz et al., 2006) von OPCs. Darliber
hinaus kontrollieren elektrisch aktive Axone die Myelinisierung (Wake et al., 2011).

Die Entwicklung zum unreifen Oligodendrozyten ist abhangig von dem Wachstumsfaktor
IGF-1 (Insulin-like growth factor 1), dem Cytokin CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor) und dem
Thyroidhormon T3 und wird durch die Transkriptionsfaktoren Oligl, Olig2, Sox10, Nkx2.2
und Nkx2.6 induziert (Miron et al., 2011). BMPs und die Transkriptionsfaktoren Sox5 und
Sox6 wirken hingegen inhibierend. Die gebildeten unreifen Oligodendrozyten verlieren ihre
migratorische Aktivitdit und sind positiv flir das Zelloberflichen-Antigen 04 und
dasGalactocerebrosid GalC.

Der reife Oligodendrozyt zeichnet sich durch die Expression von Myelinproteinen wie dem
Myelin basischen Protein (MBP), dem Myelin-assoziierten Glykoprotein (MAG) und Myelin-
Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) aus (Miron et al., 2011).
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Um eine ausreichende Myelinisierung des ZNS sicherzustellen, werden Oligodendrozyten im
Laufe der Entwicklung im Uberschuss gebildet. Zu einem spiteren Zeitpunkt werden die
Uberflussigen Oligodendrozyten durch Apoptose wieder eliminiert. Dadurch kann die genaue
Anzahl der Oligodendrozyten auf die Anzahl der Axone angeglichen werden (Barres & Raff,
1994). Im optischen Nerv sterben etwa die Halfte der Oligodendrozyten durch Apoptose
aufgrund limitierender Wachstumsfaktoren (Barres et al., 1992). Das Uberleben von
Oligodendrozyten scheint aber auch von der elektrischen Aktivitat der Neurone abhangig zu
sein (Barres & Raff, 1993). So sterben Oligodendrozyten innerhalb weniger Tage, wenn sie
nicht auf ein unmyelinisiertes Axon treffen (Raff et al., 1993). Hierbei spielt die Freisetzung
von ATP (Adenosintriphosphat) wahrend der axonalen Reizweiterleitung eine wichtige Rolle.
ATP induziert die Freisetzung des myelinstimulierenden Zytokins LIF (Leukdamie-induzierter
Faktor) aus Astrozyten, welches wiederum die Differenzierung von Oligodendrozyten und
schlieBlich die Myelinisierung fordert (Ishibashi et al., 2006). Allgemein kdénnen auch
Neurotransmitter die Bildung von Myelin férdern. Die Freisetzung von Glutamat aus
synaptischen Vesikeln entlang des Axons stimuliert die Bildung von Cholesterin-reichen
Mikrodomanen zwischen Axon und Oligodendrozyt. Dadurch wird die Fyn-abhangige lokale
Synthese eines der wichtigsten Myelinproteine MBP gesteigert und somit die Myelinisierung
gefordert (Wake et al., 2011).

Das Uberleben der Oligodendrozyten und die Myelinisierung der Axone hingen von
weiteren Signalmolekiilen ab und erfordern meist eine enge Kommunikation zwischen dem
Oligodendrozyten und dem Neuron. Interessanterweise wirken einige axonal exprimierte
Liganden, wie z.B. Jagged, PSA-NCAM und LINGO-1 inhibierend auf die Differenzierung von
Oligodendrozyten und die Myelinisierung (Emery, 2010). Das axonale Oberflachenmolekiil
L1-CAM, sowie das extrazelluldire Matrixprotein Laminin2 und Proteine der Neuregulin
Familie hingegen fordern die axonale Mpyelinisierung. Dabei spielt die Aktivierung der
oligodendroglialen Fyn Kinase eine entscheidende Rolle. Die Aktivierung kann durch die
Bindung von neuronalem L1-CAM an oligodendrogliales F3/Contactin erfolgen (White et al.
2008, Laursen et al., 2009). Wake und Kollegen konnten zeigen, dass die elektrische
Stimulierung die Phosphorylierung von Fyn fordert und die Expression von L1 erhéht (Wake
et al.,, 2011).

Zu den intrinsischen Faktoren zahlen die Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Oligl und Sox10,
der Myelin Gene Regulatory Factor (MRF) und mikroRNAs (miRNA). Durch die gezielte
Inhibierung des Enzyms Dicer, welches an der Prozessierung reifer miRNAs beteiligt ist,
konnte gezeigt werden, das miRNAs in verschiedene Entwicklungsstadien der
Oligodendrozytendifferenzierung eingreifen (Dugas & Notterpek, 2011; Dugas et al., 2010;
Shin et al., 2009; Zhao et al., 2010). Im Jahr 2010 konnten Budde und Kollegen zeigen, dass
das miR-17-92 Cluster in Oligodendrozyten angereichert ist und die Proliferation von
Oligodendrozyten fordert (Budde et al., 2010) (siehe Abschnitt 2.1). In Abbildung 4 ist der
Einfluss von intrinsischen und extrinsischen Faktoren auf die Differenzierung von
Oligodendrozyten und die Myelinisierung von Axonen veranschaulicht.
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Abbildung 4: Einfluss von intrinsischen und extrinsichen Faktoren auf die Differenzierung von
Oligodendrozyten und die Myelinisierung von Axonen

Die Myelinisierung und die Differenzierung von Oligodendrozyten hangt von positiven und negativen
Modulatoren ab, wie z.B. der elektrischen Aktivitit des Axons, der Expression von
Adhéasionsmolekiilen und Transkriptionsfaktoren, sowie der posttranskriptionellen Genregulation
durch miRNAs (modifiziert nach Emery, 2010).

2.1.1.2 Funktion von Oligodendrozyten

Oligodendrozyten sind fir die elektrische Isolation neuronaler Axone notwendig. Sie
umhillen mit ihren Fortsdtzen segmentartig mehrfach bis zu 100 axonale Segmente und
bilden durch Zuriickziehen des Zytoplasmas die Myelinschicht. Im Gegensatz dazu kénnen
die myelinisierenden Zellen im PNS, die Schwann-Zellen, nur ein axonales Segment

ummanteln (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Myelinisierung von Axonen im ZNS und PNS

Im zentralen Nervensystem (ZNS) werden Axone von Oligodendrozyten myelinisiert. Ein einziger
Oligodedrozyt ist dabei in der Lage, mehrere axonale Segmente zu ummanteln. Eine Schwann-Zelle
im PNS hingegen umhllt nur einen Teilabschnitt eines Axons, wobei das Soma der Zelle eng mit der
Myelinmembran assoziiert ist (Poliak & Peles, 2003).

Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Oligodendrozyten nicht nur die Weiterleitung
von elektrischen Impulsen erhdhen, sondern durch den engen Kontakt mit dem Axon
trophische Faktoren dem Neuron zur Verfligung stellen kénnen. Dies ist besonders wichtig,
da die Myelinschicht die Axone von der Verfligbarkeit extrazelluldrer Metabolite abschirmt.
Dieser ,gliale Support” scheint vor allem bei langen Axonen eine Rolle zu spielen, da der
Nahrstofftransport zu den distalen Bereichen des Axons sehr energieaufwendig ist. Die
Bereitstellung von energiereichen Metaboliten, z.B. aus der Glykolyse des Oligodendrozyten,
scheint somit essenziell fir das Uberleben und die Funktionalitit der signalleitenden Axone
zu sein (Nave & Trapp, 2008; Nave, 2010a). Dartber hinaus scheinen Oligodendrozyten
neuroprotektive Eigenschaften zu besitzen. In Knockout-Mausmodellen konnte beobachtet
werden, dass die gezielte Ausschaltung der Myelinproteine CNP und PLP die Morphologie
der Myelinschicht kaum beeinflusst, aber eine axonale Degeneration zur Folge hat (Griffiths,
1998; Lappe-Siefke et al., 2003). Ferner sind oligodendrogliale Peroxisomen nicht nur
lebensnotwendig fir Oligodendrozyten, sondern auch fir Neurone. Das Fehlen dieser
Organellen in Oligodendrozyten fiihrt im Mausmodell innerhalb weniger Monate zu
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degenerierten Axonen und entziindlichen Demyelinisierungen (Kassmann et al., 2007). Die
molekularen Mechanismen des neuroprotektiven Signalwegs sind bisher nicht eindeutig
erforscht. Bekannt ist, dass Oligodendrozyten und Neurone lber Exosomen kommunizieren
(Frihbeis et al., 2012). Exosomen sind endosomal-abgeleitete Mikrovesikel, die den Transfer
von Proteinen, RNAs und miRNAs von einer Zelle zur anderen ermoéglichen. Kiirzlich konnte
gezeigt werden, dass die Ausschittung oligodendroglialer Exosomen von der elektrischen
Aktivitat der Neurone abhdngt. Diese Exosomen kdnnen von Neuronen aufgenommen
werden und die lGbertragenen Molekile sind in den Zielzellen aktiv (Friihbeis et al., 2013).
Die Protein-Zusammensetzung dieser Exosomen wurde zuvor identifiziert (Kramer-Albers et
al., 2007). Demnach koénnten Exosomen beim axo-glialen Transfer neuroprotektiver
Molekile eine Rolle spielen. Kiirzlich konnten Fiinfschilling und Kollegen erstmals zeigen,
dass Oligodendrozyten und Axone metabolisch in Verbindung stehen und dass
Oligodendrozyten den Neuronen Laktat zur Verfluigung stellen (Finfschilling et al., 2012).
Allerdings sind Oligodendrozyten auch auf die Unterstiitzung von anderen Zelltypen
angewiesen. Wie bereits in 2.1.1.1 erwahnt, sind die Proliferation und die Migration von
OPCs, sowie die Differenzierung zu myelinisierenden Oligodendrozyten, zeitlich und raumlich
streng reguliert (Baumann & Pham-Dinh, 2001) und wird durch die Ausschiittung
verschiedener Wachstumsfaktoren und trophischer Faktoren von Neuronen und Astrozyten
kontrolliert (Simons & Trajkovic, 2006).

2.1.1.3 Myelinisierung im ZNS

Wahrend der Myelinisierung kontaktieren Oligodendrozyten axonale Bereiche, die
myelinisiert werden sollen. Dabei ermoglichen Zelladhdsionsmolekiile, wie z.B. NCAM
(neurales Zelladhasionsmolekiil), F3/Contactin, MAG und der Notch Rezeptor die
Zellerkennung (Hu et al., 2003; Popko, 2003).

Interessanterweise werden nicht alle Axone von Myelin umhiillt. Es ist bekannt, dass das
Zelladhasionsmolekil L1 auf unmyelinisierten Axonen exprimiert und im Zuge der
Myelinisierung herunter reguliert wird (Barbin et al., 2004). Demnach konnte L1 dafir
verantwortlich sein, ob ein Axon myelinisiert wird und wie dick die Myelinmembran sein
wird. Allerdings konnten im ZNS bisher keine lokalen Signale zwischen Oligodendrozyten und
Axonen identifiziert werden, die in vivo essentiell flir die Myelinisierung sind. Es wird aber
davon ausgegangen, dass positive und negative Signale existieren, welche die Myelinisierung
von Axonen mit kleinen Durchmessern beeinflussen (Simons & Lyons, 2013). Lee und
Kollegen konnten kiirzlich in einem Kokulturensystem von Oligodendrozyten mit Polystyrol-
Nanofasern erstmals zeigen, dass allein der Durchmesser der Fasern die Myelinisierung
initiiert (Lee et al., 2013; Lee et al., 2012). Nach diesem Modell werden nur Axone mit einem
groRen Durchmesser (<200 nm Axone in vivo, oder < 400 nm Nanofasern in vitro)
myelinisiert.

Im ZNS werden nur Axone (iber 0,2 um und im PNS Uber 1 um myelinisiert (Sherman &
Brophy, 2005). Auch die Dicke der Myelinschicht hangt vom Durchmesser des Axons ab. Nur
wenn der Durchmesser des Axons und die Dicke der Myelinschicht aufeinander abgestimmt
sind, kann eine optimale Leitungsgeschwindigkeit erreicht werden. Die G-Ratio (Quotient aus
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Axondurchmesser und Gesamtdurchmesser des myelinisierten Axons) betrdgt im ZNS
ungefahr 0,77 und im PNS 0,6 (Chomiak & Hu, 2009). Interessanterweise myelinisiert ein
Oligodendrozyt seine verschiedenen axonalen Bereiche innerhalb von 8 bis 12 Stunden
(Barres, 2008).

Nachdem ein Oligodendrozyt das Axon mehrfach umwickelt hat, kommt es zum Riickzug des
Zytoplasmas aus dem Fortsatz. Dadurch wird das Myelin kompaktiert und die zwei
gegeniberliegende Membranen verschmelzen auf der zytoplasmatischen Seite hin zur
Major Dense Line, welche in elektronenmikroskopischen Aufnahmen elektronenreich und
damit dunkel erscheint. Die Intraperiod Line wird durch die gegeniberliegenden
extrazelluldaren Membranen gebildet und erscheint heller, wodurch ein typisches
Bandenmuster entsteht (Abbildung 6).

Die myelinisierten Bereiche des Axons (Internodien) werden in regelmaligen Abstdanden von
unmyelinisierten Abschnitten (Nodien), den Ranvier’schen Schnirringen, unterbrochen
(Abbildung 6). AusschlieBlich in diesen Nodien wird das freiliegende Axon depolarisiert und
der elektrische Impuls kann von Schniirring zu Schnirring springen (Poliak & Peles, 2003).
Durch die elektrische Isolation und die saltatorische Erregungsleitung wird unter geringem
Energie- und Platzaufwand die Leitungsgeschwindigkeit im Axon gegeniliber der
kontinuierlichen Erregungsleitung stark erhoht. Die Bildung der Myelinschicht war
evolutionsgeschichtlich essenziell fir die Entwicklung komplexer Nervensysteme, da dadurch
der axonale Widerstand und damit der axonale Durchmesser verringert werden konnte.
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Abbildung 6: Struktur der Myelinmembran

Ein Oligodendrozyt umwickelt mehrfach axonale Segmente. Nach Rickzug des Zytoplasmas aus den
Fortsatzen entsteht das kompakte Myelin (oben links). Die myelinisierten Bereiche (Internodien)
werden von unmyelinisierten Abschnitten (Nodien oder Ranvier'sche Schnirringe) unterbrochen.
Durch die Akkumulation von Na* Kanélen (NaCh) in den Schniirringen und der Akkumulation von K-
Kanalen (KCh) in den Juxtaparanodien wir die schnelle saltatorische Erregungsleitung ermdglicht. Im
Paranodium endet die Myelinmembran in Form von Zytoplasma-gefiillten, hintereinanderliegenden
Schleifen. Die verschiedenen Regionen entlang des Axons unterscheiden sich durch die Expression
verschiedener Zelladhadsionsmolekiile. Caspr, Contactin-assoziiertes Protein; Cntn, Contactin; Cx29,
Connexin 29 kDa; KCh, K'-Kanal; NCh, Na'-Kanal; MAG, Myelin-Associated Glycoprotein; MBP,
Myelin Basic Protein; MOBP, Myelin-associated Oligodendrocytic Basic Protein; NECL, Nectin-like
Protein/ SynCAM; NF155/186, Neurofascin 155 kDa/186 kDa; OSP, Oligodendrocyte-Specific Protein;
PLP, Proteolipid Protein (Nave, 2010).

Myelin weist im Gegensatz zu anderen Biomembranen einen besonders hohen Lipidanteil
(~70 Prozent) und einen geringen Proteinanteil (~-30 Prozent) auf (Lazzarini, 2004), wodurch
die Membranschicht nicht nur ihre isolierenden Eigenschaften, sondern auch ihre
charakteristische weie Farbung erhdlt. Die Lipide setzten sich hauptsachlich aus
Glykosphingolipiden, Cholesterin und Phospoholipiden zusammen. Die Hauptproteine im
Myelin sind das Myelin basische Protein (MBP) und das Proteolipid Protein (PLP), sowie
dessen Spleilvariante DM20. Weitere Myelinproteine sind das Myelin-associated
Oligodendrocytic Basic Protein (MOBP), das Myelin-associated Glycoprotein (MAG), das
Myelin Oligodendrocyte Gycoprotein (MOG) und die 2’, 3’- Cyclic Nucleotide 3’-
Phosphodiesterase (CNP). Lange Zeit ist man davon ausgegangen, dass MBP (mit 30 Prozent)
und PLP (mit 50 Prozent) etwa 80 Prozent aller Myelinproteine ausmachen (Baron &
Hoekstra, 2010) und nur wenige Proteine im Myelin prasent sind. Kirzlich konnte jedoch
eine weitaus hohere Komplexitdt des Myelinproteoms aufgedeckt und die Abundanz der
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Hauptkomponenten realistischer bestimmt werden (im ZNS 17% PLP und 8% MBP; im PNS
21% PO und 8% MBP) (Jahn et al., 2009; Patzig et al., 2011).

Generell unterscheidet sich das Myelin, welches im PNS von den Schwann-Zellen und im ZNS
von den Oligodendrozyten gebildet wird, bezlglich des ontogenetischen Ursprungs
(Neuralleiste versus subventrikulare Zone), der Anzahl der myelinisierten axonalen
Segmente pro Gliazelle (1:1 versus 60:1) und den Hauptproteinen (PO versus PLP) (De
Monasterio-Schrader et al., 2012).

2.1.1.4 Myelin basisches Protein (MBP)

Das Myelin basische Protein (MBP) ist ein peripheres Membranprotein, welches durch seine
positive Nettoladung Uber elektrostatische Bindungen mit negativ geladenen Phospholipiden
auf der zytoplasmatischen Seite der Myelinmembran interagiert, und somit die
Kompaktierung des Myelins ermoglicht (Wood et al., 1984). Die funktionelle Rolle von MBP
wird vor allem an der natlirlich vorkommenden Mausmutante Shiverer deutlich, welche eine
groRe Deletion im MBP-Gen auf Chromosom 18 trdgt und kein funktionelles MBP mehr
synthetisieren kann. Obwohl MBP ein Strukturprotein im ZNS und PNS darstellt, kommt es
nur im ZNS zu einer Beeintrachtigung der Myelinisierung, da im PNS wahrscheinlich andere
Myelinproteine wie PO und PMP22 den Defekt kompensieren kénnen (Martini & Schachner,
1997; Rosenbluth, 1980a, 1980b). Im ZNS kann kaum kompaktes Myelin gebildet werden,
wodurch die Major Dense Line fehlt und die Axone unmyelinisiert bleiben oder nur dinn
myelinisiert werden (Privat & Jacque, 1979; Readhead & Hood, 1990). Bereits ab dem
zwolften postnatalen Tag entwickeln die mutanten Tiere einen starken Tremor und
schlieflich vermehrt Krampfanfille und versterben vorzeitig (Chernoff, 1981). Dieser
Shiverer-Phanotyp kann durch die Expression eines transgenen MBP-Gens (Readhead et al.,
1987) oder einer MBP cDNA (Kimura, 1998) teilweise tGiberwunden werden. Eine weitere
MBP-Mutante ist die Long Evans Shaker Ratte, welche ebenfalls eine Mutation im MBP-Gen
tragt (Delaney et al., 1995) und auch eine Dysmyelinisierung der Axone zur Folge hat (Carré
et al.,, 2002; Kwiecien et al., 1998). Uberaschenderweise haben Mutanten, denen die
Myelinproteine PLP oder CNP fehlen, eine relativ normal ausgebildete Myelinstruktur. Diese
Tiere entwickeln dafir axonale Schwellungen, was durch die Akkumulation axonaler
Organellen an den Nodien hervorgerufen wird, und schliellich zu Degeneration der Axone
flhrt (Griffiths, 1998; Klugmann et al., 1997; Lappe-Siefke et al., 2003). Diese Erkenntnisse
weisen darauf hin, dass Oligodendrozyten einen Einfluss auf den axonalen Transport haben
(Abschnitt 2.1.1.2).

Man geht davon aus, dass die Myelinbiosynthese nicht direkt im Myelin stattfindet, sondern
dass die Bestandteile in Vesikel verpackt und innerhalb der cytoplasmatischen Kandle des
Myelins transportiert werden. Nach Verschmelzen der Vesikel mit der Plasmamembran
gelangen die Molekiile in das nicht-kompakte Myelin. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass
MBP den Transfer der Molekile in das kompakte Myelin kontrolliert und damit die
Zusammensetzung der Lipid-reichen Myelinmembran steuert. Dabei bildet MBP eine
groBen-abhangige Barriere, welche nur die Diffusion von Proteinen mit einer kurzen
zytoplasmatischen Domadne (< 30 Aminosauren) in das kompakte Myelin ermdoglicht. Lipide
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hingegen diffundieren unabhdngig von MBP in die Membran. In aufgereinigten
Myelinfraktionen der Shiverer Maus, in denen der molekulare Filter MBP fehlt, ist das
Protein-Lipid Verhaltnis hoéher als im Wildtyp Myelin und die Myelin spezifische
Proteinzusammensetzung ist verandert (Aggarwal et al., 2011; Simons et al., 2012; Simons &
Trotter, 2007). Nach der Kompaktierung der Myelinmembran scheint MBP (ber
Phenylalanin-Reste mit sich selbst zu assoziieren und ein Netzwerk auszubilden, welche die
gerichtete Verteilung der Proteine in der Myelinmembran ermoglicht (Aggarwal et al., 2013).
Demnach werden die Myelinproteine MAG und CNP aus dem kompakten Myelin
ausgeschlossen, wahrend PLP, MOG und MBP dort zu finden sind.

Wahrend der Differenzierung und Myelinisierung durchlaufen Oligodendrozyten massive
morphologische Veranderungen. Bei diesem dynamischen Prozess mussen die internen
Mikrotubuli- und Mikrofilament-Netzwerke neu organisiert werden. Es konnte gezeigt
werden, dass MBP mit Komponenten des Zytoskeletts interagiert und an dessen
Zusammenbau beteiligt ist (Boggs, 2006; Boggs et al., 2011; Smith et al., 2012). Dariber
hinaus kann in vitro das Netzwerk in Oligodendrozyten der Shiverer Maus nicht funktionell
entwickelt werden, wodurch sich zum einen der Zellkorper stark vergroRert und zum
anderen die Fortsatzlange verdandert wird und die flachen Membranbereiche (sog.
Membran-Sheets, die dem kompakten Myelin in vivo entsprechen) nicht richtig ausgebildet
werden kdnnen (Dyer et al., 1995). Weiterhin moduliert Membran-assoziiertes MBP die
Kalziumantwort in der Zelle. Dabei interagiert speziell eine MBP Isoform (18,5 kDa) mit den
spannungsgesteuerten Kalzium-Kandlen in der Plasmamembran, verringert den Einstrom
von Kalziumionen in die Zelle und reguliert dadurch vermutlich verschiedene zellulare
Signalwege (Smith et al., 2011). Dariber hinaus kann MBP mit der membrangebundenen
Phosphotyrosin-Kinase Fyn interagieren (Harauz et al.,, 2009; Smith et al., 2012). Diese
Ergebnisse zeigen, dass MBP ein multifunktionelles Protein ist, welches durch die Interaktion
mit anderen Proteinen, wie z.B. Tubulin, Aktin, Calmodulin und SH3-Domé&nen-Proteine (Fyn,
Cortactin, ZO-1), essentiell fir die Aufrechterhaltung der oligodendroglialen Homdostase
und der Synthese der Myelinmembran ist.

Das Golli-(Genes of Oligodendrocyte Lineage) Gen ist auf Chromosom 18 lokalisiert und hat
drei verschiedene Transkriptionsstartseiten von denen die klassischen MBP- und die Golli-
Proteine transkribiert werden (Harauz & Boggs, 2013). Die Expression dieser beiden
Untergruppen wird raumlich und zeitlich reguliert. Wahrend die klassischen MBPs nur in den
myelinbildenden Zellen exprimiert werden, kommen die Golli Proteine auch in Neuronen
und Zellen des Immunsystems vor (Fulton et al., 2010). In der Maus gibt es 3 verschiedene
Golli-Isoformen (BG21, J37 und TP8), die durch alternatives Spleifen einer mRNA entstehen
und von der Transkriptionsstartseite 1 exprimiert werden. Golli Proteine haben je nach
Zelltyp, in dem sie exprimiert werden, verschiedene Funktionen. In Oligodendrozyten
werden sie vor allem wahrend der Differenzierung, aber auch in OPCs oder reifen
Oligodendrozyten gebildet. In der Zelle sind die Golli-Proteine vornehmlich mit dem Soma
und dem Kern assoziiert und weniger in den Zellfortsatzen lokalisiert. Im Gegensatz zu den
klassischen MBPs werden sie nicht in die Myelinmembran eingebaut (Givogri et al., 2001).

Bislang ist nur wenig liber die Funktion der Golli-Proteine bekannt, sie scheinen aber eine
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Rolle bei der Migration und der Ausbildung der Zellfortsdtze zu haben. Darliber hinaus
fordern sie in einem frihen Differenzierungsstadium den Einstrom von Kalziumionen tber
spannungsgesteuerte Kalziumkandle und kénnten demnach auch wichtig fiir die Erhaltung
der oligodendroglialen Homdostase sein (Paez et al., 2007). Wie bereits erwahnt, wird die
intrazellulare Kalziumkonzentration durch die klassischen MBPs nach deren Expression
wieder herunter reguliert. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
Golli-Proteinen im Cuprizone-induzierten demyelinisierenden Mausmodell zu einer erhéhten
OPC Proliferation im Corpus callosum und in der subventriculdaren Zone fiihrt und dass diese
Vorlauferzellen tatsachlich zu myelinisierenden Oligodendrozyten reifen und maligeblich
den Remyelisierungsprozess im Corpus callosum fordern (Paez et al., 2012).
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Abbildung 7: Verteilung der Exons auf dem Maus Golli-(MBP) Gen und resultierende MBP SpleiR3-
Isoformen

a) Das Golli-(Gene of Oligodendrocyte Lineage) Gen ist 105 kDa groRR und umfasst 11 Exons. Die
klassischen MBP Isoformen werden von Transkriptionsstartseite 3 (TSS3) transkribiert.

b) Durch alternatives SpleiBen einer mRNA entstehen sechs klassische MBP Isoformen zwischen 14
(127 Aminosauren) und 21,5 kDa (194 Aminosauren). Im erwachsenen Maushirn kommt die 14 kDa
Isoform und im erwachsenen Menschengehirn die 18.5 kDa Isoform am haufigsten vor. Exon-2
enthaltende Isoformen sind vor allem im Zellkern und im Zytoplasma lokalisiert, sind aber auch im
Myelin zu finden. Isoformen ohne MBP sind in distalen Fortsatzen und im Myelin lokalisiert. In der
Shiverer-Mausmutanten sind Exon 3 bis 8 deletiert (Harauz & Boggs, 2013).

In der Maus gibt es insgesamt sechs klassische MBP SpleiR-Isoformen zwischen 14 und 21,5
kDa, welche sich durch die Kombination von sieben verschiedenen Exons zusammen setzen
(Harauz & Boggs, 2013). Beim Menschen gibt es dagegen nur vier SpleiBvarianten (17,2 kDa,
18,5 kDa, 20,2 kDa und 21,5 kDa) (Kamholzet al., 1988). Alle Isoformen sind im Myelin zu
finden, wobei diese zeitlich und raumlich unterschiedlich verteilt sind. Die Isoformen, die
kein Exon 2 enthalten, werden in den spateren Entwicklungsstadien exprimiert und zur
Myelinmembran transportiert. Exon 2-enthaltende Isoformen (17,22, 20,2 und 21,5 kDa)
werden friih in der Entwicklung gebildet und werden aktiv in den Zellkern tranportiert und
konnten dort regulatorische Effekte auf die Myelinisierung haben (Pedraza et al., 1997;
Staugaitis et al.,, 1990). Die Exon 2-enthaltende 21,5 kDa Isoform wurde aber auch im
kompakten Myelin und in der Radialen Komponente gefunden (Karthigasan et al., 1996).
Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression dieser Isoform die Menge an
aktiven Kinasen (ERK1/2 und Aktl) und ribosomalen Proteinen einer oligodendrozyten
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Vorlauferzelllinie erhéht und damit deren Proliferation steigert. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass in Kokulturen die Uberexpression der 21,5 kDa Isoform das Wachstum und die
Verzweigung der Fortsdtze einer neuronalen Zellinie fordert (Smith et al., 2013). Da diese
Isoform (Capello et al., 1997), genau wie die Golli-Proteine (Filipovic et al., 2002), wahrend
der Remyelinisierung in MS hochreguliert ist, scheint sie bei der Proliferation und
Differenzierung der Oligodendrozyten ein Rolle zu spielen.

Die MBP Isoformen werden nach der Translation weiter modifiziert, was die Diversitat dieser
Familie damit erhoht. So exisiteren von der 18,5 kDa Isoform verschiedene Ladungs-lsomere
(C1 bis C8), die durch Deaminierung, Phosphorylierung, sowie der Umwandlung von Arginin
zu Citrullin, entstehen (Boggs and Harauz, 2006), und dadurch die Interaktion mit der
Phospholipiddoppelschicht  verandern. Schulz und Kollegen postulierten, dass
phosphoryliertes MBP weniger in kompakten Myelinregionen zu finden ist, wahrend nicht-
phosphoryliertes MBP vor allem im kompakten Myelin vorkommt (Schulz et al., 1988). Die
Phosphorylierung von MBP erfolgt an Serin- und Threoninresten durch verschiedene
Proteinkinasen (Carnegie et al., 1974) und verringert z.B. die Fahigkeiten, Aktin zu
polymerisieren und Aktinfilamente und Mikrotubuli an Lipiddoppelschichten in vitro zu
binden ( Boggs et al., 2006; Boggs et al., 2011).

2.1.1.5 MBP Synthese als wichiger Bestandteil der Myelinisierung in Antwort auf
axonale Eigneschaften
Wahrend der aktiven Myelinisierung erfahren Oligodendrozyten drastische morphologische
Veranderungen, die eine ernorme biosynthetische Leistung erfordern. Dabei produziert ein
einziger Oligodendrozyt mindestens 5 x 10° um? Membranoberfliche pro Tag und ungefihr
10° Myelinproteine pro Minute (Pfeiffer et al., 1993). Die Synthese einer neuen
Myelinschicht erfolgt innrhalb eines sehr engen Zeitfensters von nur flinf Stunden (Czopka et
al.,, 2013). Wie in Abschnitt 2.1.1.3 bereits erwahnt, hangt sie Synthese des Myelins von
verschiedenen axonalen Eigenschaften ab. Neben dem Axondurchmesser und der Anzahl der
zu myelinisierenden Segmente spielt auch die elektrische Aktivitdit des Axons eine
entscheidende Rolle. Um auf die jeweiligen axonalen Bedingungen lokal reagieren zu kénnen
und bestimmte Proteine und Lipide zu exakt aufeinander abgestimmten Zeitpunkten in
passenden Mengen produzieren zu kénnen, werden einige Komponenten der Myelinschicht
dezentral synthetisert.
Die Myelinproteine PLP, MAG und MOG werden z.B. zundchst zur Plasmamembran
transportiert, anschlieBend endozytiert und in Endosomen gespeichert. Durch bestimmte
axonale Signale werden diese Proteine mobilisiert, zur Plasmamembran lokalisiert und
schlieBlich in die Myelinmembran integriert (Kramer et al., 2001; Winterstein et al., 2008).
Die Myelinproteine MOBP (Holz et al.,, 1996) und MBP hingegen werden als mRNA zur
Plasmamembran transportiert. Generell findet die Lokalisation von mRNAs statt, wenn das
translatierte Proteinprodukt instabil oder sogar toxisch fiir die Zelle ist. Darlber hinaus kann
durch mRNA Lokalisation eine schnelle orts- und zeitspezifische Synthese gewadhrleistet
werden.
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2.1.1.6 MBP mRNA Transport und hnRNP A2 Signalweg

MBP wird aufgrund seiner positiven Nettoladung als mRNA zur Myelinmembran
transportiert, da das Protein mit intrazellularen Membranen interagieren und diese
kompatieren kdonnte. Darliber hinaus ist es notwending, die Synthese von MBP ortsspezifisch
zu ermoglichen. Interessanterweise kann MBP mRNA in Oligodendrozyten schon ein Tag vor
dem Protein nachgewiesen werden. Dariiber hinaus exprimieren NG2'-Vorlduferzellen
bereits MBP mRNA und kein Protein (Ye et al., 2003). Colman und Kollegen entdeckten 1982,
dass MBP mRNA im Gegensatz zur PLP mRNA in Myelinfraktionen angereichert ist, und dass
die Translation von MBP an freien Polysomen in den Zellfortsdatzen erfolgt, die in die
Myelinisierung eingebunden sind (Colman et al., 1982). In Versuchen, in denen exogene MBP
MRNA durch Mikroinjektion in primare Oligodendrozyten eingebracht wurde, konnte gezeigt
werden, dass MBP mRNA in Granula vom Soma zu den Fortsatzen in die Peripherie
transportiert wird und dort wieder ,verschwindet” (Ainger et al., 1993; Brophy et al., 1993).
Dieser Transport hdngt von einer 11 Nukleotid langen Sequenz (GCCAAGGAGCC), dem
sogenannten hnRNP A2 Response Element (A2RE) in der MBP 3'UTR ab (Ainger et al., 1997;
Munro, 1999) (Abbildung 8). Dieses cis-acting element ist in Exon VII kodiert und ist in allen
MBP Isoformen zu finden (Kettenman & Ransom, Neuroglia). Darliber hinaus konnte das
A2RE auch in verschiedenen anderen mRNAs, wie MOBP, Tau, Kohlensaure-Anhydrase I,
CamKlla (calcium/calmodulin dependent Kinase 1), Neurogranin und Arc (activity-regulated
cytoskeleton-associated protein) lokalisiert werden. Neben dem A2RE gibt es ein weiteres
cis-acting element in der 3’'UTR der MBP mRNA, welches als RNA localization region (RLR)
oder RNA localization signal (RLS) bezeichnet wird (Ainger et al., 1997; Barbarese et al.,
2000).

Eine Schliisselkomponente des hnRNP A2 Transportwegs ist das hnRNP A2 Protein. Nach der
Synthese im Zytoplasma bindet hnRNP A2 an den Importrezeptor Transportin 1 und
transloziert durch die Kernporen in den Zellkern (Siomi et al., 1997). Im Zellkern bindet
hnRNP A2 an das A2RE in der MBP mRNA und vermittelt dadurch den Export aus dem
Nukleus ins Zytoplasma. Wahrscheinlich flhrt allgemein die Bindung von hnRNP A2 an A2RE-
enthaltene mRNAs zu einer Konformationsanderung des Proteins, wodurch eine Interaktion
mit Transportin 1 und damit der Transport in den Zellkern verhindert wird (Carson &
Barbarese, 2005). Im Zytoplasma wird die MBP mRNA zusammen mit anderen RNA
bindenden Proteinen wie Tumor Overexpressed Gene (TOG) (Kosturko et al., 2005) und den
hnRNPs F (White et al., 2012), E1 (Kosturko et al., 2006) und K (Laursen et al., 2011) in RNA-
Granulen verpackt und bilden den transportablen Ribonukleoprotein- Partikel (RNP)
(Czaplinski & Singer, 2006). In einem einzigen RNA-Granula koénnen bis zu 30 mRNAs
enthalten sein. Daneben sind noch Komponenten der Translationsmaschinerie wie z.B. der
Elongationsfaktor 1a und ribosomale RNAs zu finden (Barbarese et al., 1995). Diese RNA-
Granula werden mit Hilfe des Kinesin-Motorprotein Kiflb entlang der Mikrotubuli in
Richtung der distalen Fortsatze der Oligodendrozyten transportiert (Lyons et al., 2009).
Durch die Bindung von axonalem L1 an oligodendrogliales F3 wird die Plasmamembran-
gebundene Kinase Fyn aktiviert und phosphoryliert die hnRNPs A2 (White et al., 2008) und F
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(White et al., 2012). Dadurch wird das Transportgranula aufgelost und die ortspezifische
Translation der MBP mRNA an der axo-glialen Kontakstelle ermoglicht (Abbildung 8).

oligodendrocyte

Abbildung 8: A2-Transportweg

Schematisch dargestellt ist der hnRNP A2 Transportweg. Die Bindung von neuronalem L1 an
oligodendrogliales F3 fuhrt zur Aktivierung der Fyn-Kinase. HnRNP A2 wird Fyn-abhangig
phosphoryliert, wodurch hnRNP A2 vom A2RE der MBP mRNA dissoziiert und ortspezifisch
translatiert werden kann (White et al., 2008).

Waiahrend dieses Lokalisations-Prozesses ist die mRNA in einem inaktiven Zustand, d.h die
Translation ist gehemmt. Der Mechanismus der translationalen Inhibition konnte bisher
noch nicht im Detail aufgeklart werden. Kosturko und Kollegen postulierten, dass durch die
sequenzspezifische Bindung von hnRNP A2 an das A2RE in der MBP mRNA das Protein
hnRNP E1 rekrutiert wird, und hnRNP E1 wahrscheinlich die Translation verhindert (Kosturko
et al.,, 2006). Allerdings wurde in immunzytochemischen Analysen in Oligodendrozyten
lediglich nur gezeigt, dass in 40% aller Granulen hnRNP A2 und hnRNP E1 kolokalisieren und
dass in 50% der A2RE mRNA-beinhaltenden Granulen hnRNP E1 lokalisiert ist. Weiterhin
fiihrt die Uberexpression oder Mikroinjektion von hnRNP E1 in neuronalen Zellen oder die
Zugabe des Proteins in ein in-vitro-Translationssystem zur translationalen Inhibiton von A2RE
MRNAs. Eine direkte transalationelle Inhibition von hnRNP E1 auf die MBP mRNA in
Oligodendrozyten konnte dagegen nicht gezeigt werden. Am Transportprozess und der
Stabilisation der MBP mRNA ist auch das RNA-Bindeprotein QKI (quaking protein) beteiligt,
welches direkt mit der 3’UTR interagiert (Li et al., 2000). Mutationen im QKI-Gen fihren zu
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einer starken Hypomyelinisierung im ZNS, die durch die transgene Expression einer
spezifischen QKI Isoform tGberwunden werden kann (Zhao et al., 2006). QKI kann durch die
Fyn-Kinase phosphoryliert werden und dadurch die QKI vermittelte Bindung und
Stabilisierung der MBP mRNA modulieren (Lu et al., 2005; Zhang et al., 2003). Die Fyn Kinase
spielt eine entscheidene Rolle wahrend des Mpyelinisierungsprozesses und ist in
verschiedene axo-gliale Signalwege involviert (Kramer-Albers & White, 2011).

2.1.1.7 Defekte der Myelinbildung im ZNS

Defekt in der Myelinbildung fliihren zu einer Beeintrachtigung der axonalen Reizweiterleitung
und langfristig zur Degeneration der Nervenzellen. Myelinerkrankungen treten in Form von
Demyelinisierungen (Zerstorung von Myelin; sekunddrer Myelinverlust), Dysmyelinisierung
(fehlerhaftes, instabiles Myelin) und Hypomyelinisierung (Myelin gering oder verzogert
entwickelt) auf. Genetisch bedingte Myelinerkrankungen werden allgemein als
Leukodystrophien bezeichnet. Eine bekannte Leukodystrophie ist die Pelizaeus Merzbacher
Krankheit bzw. die schwacher ausgepragte Form von Spastischer Paraplegie Typ 2, bei der
das PLP-Gen mutiert ist (Kramer-Albers et al., 2006; Pham-Dinh et al., 1993). Eine fehlerhafte
Myelinisierung kann auch zu psychiatrischen Erkrankungen wie Depressionen und
Schizophrenie fiihren (Lee & Fields, 2009). Um eine normale Funktion des Myelins zu
gewahrleisten, reicht eine fehlerfreie Bildung nicht aus, da wahrend des normalen
Alterungsprozesses Myelin-Anomalien entstehen kdnnen. Solche Anomalien fihren zu einer
veranderten Isolation und gestorten Impulsweiterleitung entlang der Axone und kdénnen
schliefilich neuronale Schaltkreise beeinflussen. Es wird davon ausgegangen, dass dadurch
die neuronale Konnektivitat zwischen verschiedenen Hirnregionen und damit die kognitiven
Fahigkeiten wahrend des Alterns abnehmen (Peters, 2003). Es missen demnach zusatzlich
effiziente Reparatursysteme existieren, die wahrend des normalen Alterungsprozesses
bereits Myelin-Anomalien erkennen und erneuern kénnen. Diese Reparatursysteme spielen
auch bei entzindlichen Demyelinisierungen, wie z.B. der Multiplen Sklerose, eine
entscheidende Rolle.

2.1.1.7.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist die am haufigsten vorkommende neurologische Erkrankung
junger Erwachsener. 1868 veroffentlichte der franzésische Neurologe Jean-Martin Charcot
unter dem Titel "Histologie de la Sclérose en plaques" erstmals eine umfassende
Beschreibung der MS. Anhand pathologischer Untersuchungen von MS Patienten beschrieb
er die Infiltration von Zellen in die weille Substanz, die Ausbildung entzlindlicher Bereiche
(Lasionen), die Vermehrung von Geweben und Zellkernen (Glial scar formation) sowie der
Verlust von Axonen und Neuronen. Trotz intensiver Studien sind die Griinde, sowie die
exakten pathogenen Mechanismen der Krankheit nicht verstanden, da scheinbar
verschiedene Faktoren eine Rolle spielen. Dazu zdhlen neben dem Alter, dem Geschlecht
und geographischen Aspekten, auch genetische Dispositionen und verschiedene virale
Infektionen (z.B Epstein-Barr Virus und Herpes Viren).
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Bislang geht man davon aus, dass sich im frithen Stadium dieser Autoimmunerkrankung eine
T-Zell-vermittelte entziindliche Reaktion gegen das Myelin im ZNS richtet und eine
Demyelinisierung und Degeneration der Axone nach sich zieht (Martin et al., 1992).
Grundsatzlich unterscheidet man bei der MS vier Verlaufstypen, die in Abbildung 9
dargestellt sind (Guo et al., 2012).

- 4/\_/\_/\_/\/\_/\1‘
SPMS _/\,_/\_/\/

PPMS

PRMS
Clinical subtypes of MS

Abbildung 9: Klinische Verlaufsformen der Multiplen Sklerose
Die moglichen Krankheitsverlaufe der MS sind in folgende Phasen unterteilt: schubférmige
remittierende MS (RRMS), sekundare progrediente MS (SPMS), primare progrediente MS (PPMS)
und progrediente schubférmige MS (PRMS) (Guo et al., 2012).

Die schubformige remittierende MS (RRMS) kommt bei tGber 80% der Patienten vor und
beginnt mit einem schubférmigen Verlauf, bei dem sich die Symptome nach einem Schub
wieder komplett zuriick bilden kénnen. Nach einer bestimmten Zeit leiden die Patienten an
der sekunddren progredienten MS (SPMS), die durch das langsame, kontinuierliche
Fortschreiten der Krankheit charakterisiert ist. In seltenen Fallen beginnt die Krankheit ohne
Schiibe direkt mit einem chronisch-voranschreitenden Verlauf und wird dann als primar
progrediente MS (PPMS) bezeichnet. Bei der progredienten schubférmigen MS (PSMS) wird
der chronisch-voranschreitenden Verlauf der Krankheit durch einzelne Schiibe
unterbrochen. Bislang geht man davon aus, dass in der Peripherie zirkulierende Myelin-
spezifische T-Zellen (Th1) aktiviert und expandiert werden (Abbildung 10). Diese T-Zellen
exprimieren auf der Zelloberfliche Adhasionsmolekiile und Chemokinrezeptoren, die das
Uberwinden der Blut-Hirn Schranke in das ZNS ermoglichen. Dort werden die T-Zellen durch
lokale antigenprasentierende Zellen, welche das Antigen liber MHC prasentieren, reaktiviert
und es kommt zu einer entziindlichen Autoimmunreaktion gegeniiber Bestandteilen des
Myelins. Darlber hinaus schitten reaktivierte T-Zellen proinflammatorische Zytokine (IFNy

24




EINLEITUNG

und TNFa) aus, die weitere Immunzellen rekrutieren. SchlieRlich tragen B-Zellen, periphere
Makroglia und residente Mikroglia auch zur Immunantwort bei (Aktas et al., 2006).
Allerdings ist die Degeneration der Axone nicht nur primar auf die Demyelinisierung und
Zerstorung der Oligodendrozyten zuriick zu fuhren. Es ist bekannt, dass Neurone und Axone
auch direkt von den Immunzellen attackiert werden kénnen. Hierbei spielen scheinbar
neurotoxische Subtanzen, wie z.B. reaktive Sauerstoffmolekiile, die von T-Zellen oder
Makrophagen ausgeschiittet werden, eine entscheidende Rolle (Herz et al., 2010).

Demyelination
Axonal damage

: s e s ac: phage \( Anti 'myelin
\Mlcroglla }0 antibodies

[ e

: B & Plasma cells
Neuronal damage \ f

CNS Ll /

Blood-brain-
barrier

Chemokines
Adhesion molecules

APC@ Activation & Expansion

Abbildung 10: Pathologiemodell der Multiplen Sklerose

Bei der Multiplen Sklerose sind verschiedene Aspekte von Bedeutung: Produktion von Antikdrpern
gegen Myelinproteine (MBP, PLP, MOG oder MAG); Offnung der Blut-Hirn-Schranke, geférdert
durch Chemokine und Adhasionsmolekiile; Antigenprasentation; Aktivierung von T-Zellen und
residenten Antigen-prasentierenden Zellen; Rekrutierung von residenten Mikroglia, peripheren
Makroglia sowie B-Zellen; Ausschiittung von Zytokinen (IFN y und TNFa). Die dadurch bedingte
ausgeldste Immunantwort fihrt zur Zerstérung von Oligodendrozyten, zur Demyelinisierung und
schlieBlich zur Degeneration der Axone (Aktas et al., 2006).

Die oben beschriebenen zellularen und molekularen Vorgange laufen hauptsachlich in der
akuten Phase der Erkrankung ab und werden als Schub bezeichnet (siehe Abbildung 9). In
akuten Lasionen kann die Demyelinisierung zum Teil durch Remyelinisierung kompensiert
werden. Diese Bereiche mit diinnem, neu gebildetem Myelin werden als Shadow Plaques
bezeichnet (Noseworthy et al., 2000). Wie in Abbildung 9 dargestellt, kann es dann zu einer
Verbesserung der Krankheitszeichen kommen. Ab einem bestimmten Zeitpunkt ist das
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Remyelinisierungspotenzial jedoch ausgeschopft und es kommt schlieflich zur
Verschlechterung der Symptome und einem chronischen Krankheitsverlauf (Abbildung 11).
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Abbildung 11: De- und Remyelinisierung bei MS

a) Eine Remyelinisierung und damit die Entstehung neuer Oligodendrozyten ist die normale Reaktion
auf eine Demyelinisierung im ZNS und fiihrt zur funktionellen Erholung der betroffenen Axone. Die
bei der Remyelinisierung neu gebildeten Internodien sind jedoch kiirzer und diinner gegeniiber dem
Myelin, welches wahrend der entwicklungsabhdangigen Myelinisierung generiert wird. Im
chronischen voranschreitenden Verlauf der MS kann die Remyelinisierung unter bestimmten
Umstanden nicht mehr erfolgen und es kommt zur Degeneration der Axone.

b) Dargestellt ist ein gefarbter Hirnschnitt eines MS Patienten, immunzytochemisch gefarbt fir
Myelin (blau) und MHC (braun). In der normal erscheinenden weiRen Substanz (NAWM) werden drei
unterschiedliche Lasionstypen (Plaques) unterschieden: aktive Lasionen enthalten antigen-
prasentierende Immunzellen (links), Ldsionen mit einem aktiven Rand und inaktivem Zentrum mit
wenigen Immunzellen (mitte) und inaktive, demyelinisierte Lasionen (rechts).

(Modifiziert nach Franklin and ffrench-Constant et al., 2008)

Generell lassen sich unabhadngig des Krankheitsstadiums aktive und inaktive Ldsionen
unterscheiden. Lucchinetti und Kollegen konnten zeigen, dass in 70% der Falle in akuten
Lasionen die Anzahl an Oligodendrozyten reduziert ist, wohingegen in inaktiven Lasionen
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und in remyelinisierenden Bereichen Oligodendrozyten nachweisbar waren. Darliber hinaus
scheinen die Oligodendrozyten sich wahrscheinlich aus Vorlauferzellen entwickelt zu haben.
In den verbleibenden 30% der Fdlle konnten in aktiven und inaktiven Ldsionen weder
Anzeichen einer Remyelinisierung noch Oligodendrozyten gefunden werden (Lucchinetti et
al., 1999). Zusatzlich zeichnen sich aktive Lasionen durch die Infiltration aktivierter
Makrophagen und der Phagozytose von Myelinbestandteilen aus und zeigen eine starke
Demyelinisierung der Axone. In chronischen inaktiven Ladsionen sind hingegen keine
Makrophagen oder Immunzellen vorhanden und die Demyelinisierung ist abgeschlossen und
zeichnet sich durch eine massive Astrogliose aus (Hauw et al., 1992).

2.1.2 Zelltypen des peripheren Nervensystems

Das periphere Nervensystem (PNS) besteht aus Neuronen und einer Vielzahl verschiedener
Gliazellen, die mit verschiedenen Bereichen eines Neurons oder spezifischen neuronalen
Zelltypen assoziiert sind. Astrozyten kommen zwar im ZNS zahlenmaRig am haufigsten vor,
sind aber im PNS nicht anzutreffen. Mantelzellen, auch als Satellitenzellen bezeichnet, sind
das Pendant der Astrozyten im ZNS. Sie ummanteln neuronale Perikarya peripherer
Ganglienzellen mit einer einschichtigen Lage und wirken unterstiitzend auf den Zellkérper.
Myelinisierende und nicht-myelinisierende Schwann-Zellen ummanteln hingegen Axone und
zahlen zu den bekanntesten peripheren Gliazellen. Ein weiterer Gliazelltyp sind die
olfaktorischen Hiillzellen, die die Axone der Geruchsnerven ummanteln (Kristjan R Jessen,
2004). Axonale Endigungen an der motorischen Endplatte werden von terminalen Gliazellen
(Teloglia) umhllt.

2.1.2.1 Embryonale Herkunft und Funktion von Schwann-Zellen

Wahrend der Entwicklung zu myelinisierenden bzw. nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen
durchlaufen die Zellen verschiedene Entwicklungsstadien. Dabei sind die potentiellen
Schwann-Zellen mit Axonen verbunden und auf deren Uberlebens-Faktoren, Mitogene und
Differenzierungssignale angewiesen (Jessen & Mirsky, 2005).
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Abbildung 12: Entwicklungs- und Differenzierungsstadien von Schwann-Zellen

Die Reifung myelinisierender bzw. nicht-myelinisierender Schwann-Zellen verlauft durch
verschiedene Entwicklungsstadien. Die Embryonalphase der Schwann-Zellen Entwicklung besteht
aus drei transienten Zellpopulationen und beginnt mit einer multipotenten, migrationsfahigen
Neuralleistenzelle. Die Schwann-Zell Vorlduferzelle (SCP; Schwann-cell precursor) ist mit
auswachsenden sensorischen und motorischen Neuronen assoziiert und differenziert in unreife
Schwann-Zellen, mit epitheldahnlicher Morphologie. Axonale Signale entscheiden zum Zeitpunkt der
Geburt, ob eine nicht-myelinisierende oder eine myelinisierende Schwann-Zelle gebildet wird.
Dieser letzte Schritt ist reversibel und spielt bei der Nervenverletzungen und
Remyelinisierungsprozessen eine Rolle (Jessen & Mirsky et al., 2005).

Schwann-Zellen entstehen aus einer multipotenten Neuralleistenzelle. Induziert werden die
Neuralleistenzellen durch Bone Morphogenetic Proteine (BMP-4 und BMP-7), die vom
epidermalen Ektoderm sezerniert werden (Liem et al., 1995). Um den Embryonaltag 10-11
(E10-11) fordert BMP-2 die Ablosung der Neuralleistenzellen vom Neuralrohr und deren
Migration in die Peripherie (Correia et al., 2007). Interessanterweise sind die
migrationsfahigen Neuralleistenzellen eng mit einer Vielzahl auswachsenden sensorischen
und motorischen Neuronen assoziiert. Sie begleiten diese Neurone zu ihrem Zielgewebe und
differenzieren dort an E11-12 in Schwann-Zell Vorlauferzellen (SCP). Sie exprimieren wie die
Neuralleistenzellen z.B. den Neuregulin Rezeptor ErbB3, das neurale Zelladhdsionsmolekil
L1, den Neurotrophinrezeptor p75, das Aktivatorprotein APa2, das Transmembranprotein
Integrin a4, das Zelladhdsionsmolekiil N-Cadherin und den Transkriptionsfaktor Sox10.
Daruber hinaus werden die Myelinproteine PO (P0), das periphere Myelinprotein 22 (PMP22)
und PLP, sowie das Wachstums-assoziierte Protein 43 (GAP43), das Desert-Hedgehog Protein
(DHH) und das Brain Fatty Acid-binding Protein (BFABP) gebildet. Um E15/16 differenzieren
die SCP’s in unreife Schwann-Zellen mit flacher, epitheldhnlicher Morphologie und
exprimieren den oktameren Transkriptionsfaktor 6 (Oct-6), das Kalzium-bindende Protein
S100, das saure Gliafaserprotein (GFAP) und das Oberflachenantigen 04 (Jessen & Mirsky,
2005). Die Differenzierung in reife Schwann-Zellen erfolgt kurz nach der Geburt. Dabei
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stellen die Zellen ihre Proliferation mit der Zeit ein (Stewart et al.,, 1993). In
Kokultursystemen von Schwann-Zellen und Neuronen konnte bisher gezeigt werden, dass
die Dicke des Axons darliber entscheidet, ob sich eine unreife Schwann-Zelle zu einer
myelinisierenden oder nicht-myelinisierenden Schwann-Zelle entwickelt (Birchmeier & Nave,
2008). Diese beiden reifen Schwann-Zelltypen zeichnen sich durch die Expression
verschiedener Proteine aus. Nicht-myelinisierende Schwann-Zellen kénnen eine Gruppe von
Axonen umschlieBen und die sogenannten Remakbiindel ausbilden und haben in erster Linie
eine nutritive Funktion. Die Leitgeschwindigkeit solcher ummantelter Fasern ist
vergleichsweise niedrig. Die myelinisierenden Schwann-Zellen bilden die Myelinschicht der
peripheren Axone und sind fir die schnelle Leitung der Aktionspotentiale entlang der Axone
essentiell. Im Gegensatz zu den nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen werden die
Myelinproteine PO, MBP, PMP-22, MAG, PLP, MAL (myelin and lymphocyte protein) und
Plasmolipin, sowie der Transkriptionsfaktor Krox-20, das Gap Junction Protein Connexin 32
und die Galaktosylceramidase GALC stark hochreguliert (Mirsky et al., 2008). Dafiir wird die
Synthese bestimmter Proteine, wie z.B. NCAM, GFAP sowie der Nervenwachstumsfaktor
Rezeptor NGFR, reduziert (Jessen & Mirsky, 1992).

Interessanterweise ist die Differenzierung zu myelinisierenden bzw. nicht-myelinisierenden
Schwann-Zellen reversibel. Nach Verlust des axonalen Kontaktes (z.B. nach einer
Nervenverletzung)  dedifferenzieren die reifen  Schwann-Zellen zu  unreifen
proliferationsfahigen Schwann-Zellen und nehmen nach Auswachsen des Nervs wieder
Kontakt auf (Bhatheja & Field, 2006). Das Axon selbst vermittelt schlieRlich liber den
Durchmesser und axonale Signale den Phanotypen der reifen Schwann-Zelle (Toy &
Namgung, 2013). Als Schliisselkomponente fiir das Uberleben und die Differenzierung von
Schwann-Zellen konnte das axonale Neuregulin 1 Typ Il (NRG1-Ill) identifiziert werden,
welche jede einzelne Schwann-Zell-Entwicklungsstufe kontrollieren (Nave & Salzer, 2006).
Neureguline sind Wachstumsfaktoren, die mit ihrer EGF-dhnlichen Domane
membranstandige ErbB-Rezeptoren aktivieren und verschiedene Second-Messenger-
Kaskaden in der Zelle auslésen kénnen. In Schwann-Zellen fiihrt die Bindung von axonalem
NRG1-1ll an den glialen ErbB2/3 Rezeptor zur Migration, Proliferation, Myelinisierung und
zum Uberleben der Zelle (Nave, 2010; Taveggia et al., 2010). Kiirzlich konnten Arthur-Farraj
und Kollegen zeigen, dass die intrazellulare Konzentration des Second-Messenger zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) reguliert, ob NRG1 die Proliferation oder die
Differenzierung stimuliert (Arthur-Farraj et al., 2011).

2.1.2.2 Myelin und MBP im PNS

Im Gegensatz zum ZNS werden im PNS nur Axone mit einem Durchmesser Gber 1 um
myelinisiert, kleinere Axone werden von nicht-myelinisierenden Schwann-Zellen ummantelt
(Sherman & Borphy, 2005). Nach Auswahl des zu myelinisierenden Axons legt sich das
Zytoplasma der Schwann-Zelle um das Axon herum. Schlielllich nahern sich die
Membranrander und es entsteht das Mesaxon, welches sich spiralig mehrfach um das Axon
wickelt und das kompakte Myelin bildet (Quarles, 2002). Der Zellkern, sowie das Zytoplasma
der Schwann-Zelle liegen auf der AulRenseite der Myelinmembran an (Abbildung 5). Das
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Zytosol der Schwann-Zelle ist mit dem periaxonalen Raum (zwischen Axon und
Myelinmembran) tber lange und cytoplasmahaltige Kandle, wie z.B. den Cajal-Bandern oder
Schmidt-Lantermann-Einkerbungen, verbunden (Nave, 2010b)(Abbildung 13). Entlang des
Mikrotubuli-Zytoskeletts kénnen in den Cajal-Bandern mRNA Molekile vom Zellkern in die
Peripherie transportiert werden (Sherman & Brophy, 2005). Die Schmidt-Lantermann-
Einkerbungen, sowie die paranodalen Bereiche sind Bereiche des nicht-kompakten Myelins
und ermoglichen wahrscheinlich iber Gap Junctions den Austausch von Molekilen zwischen
der Myelinmembran und dem Axon (Campana, 2007).

Schwann cell

Quter collar

Cajal band
Inner collar

Cytoplasm

Periaxonal space
Paranodal
junctions

Inner mesaxon

junctions

Abbildung 13: Aufbau der Myelinmembran in PNS

Dargestellt ist ein myelinisiertes Axon im PNS mit einer aufgerollten Myelinmembran. Das Myelin ist
eine multilammelare Membran, die sich spiralformig um das Axon windet. Das kompakte Myelin
(blau) dient als isolierende Hiille peripherer Axone und steht in engem Kontakt mit dem Axon. Das
nicht-kompakte Myelin (dunkelblau) besteht aus zytoplasmatischen Kandlen, die als Schmidt-
Lantermann-Einkerbungen (SLI, Schmidt-Lantermann incisures) und Cajal-Bdnder bezeichnet
werden. Die SLI sind durch Gap Junctions miteinander verbunden (Nave 2010b).

Die Myelinmembran im PNS ist wie im ZNS sehr lipidreich und besteht nur aus 15-30%
Proteinen (Quarles et al., 2006). Eine Besonderheit peripherer Myelinproteine ist, dass sie
etwa 60% Glykoproteine (PO, PMP22, MAG, Periaxin und E-Cadherin), 20 bis 30% basische
Proteine (MBP und P2) und nur etwa 10 bis 20% andere Proteine (CNP, PLP/DM20 und Cx32)
umfassen (Garbay et al., 2000). Kiirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass das periphere
Myelinproteom weitaus komplexer ist als bisher angenommen wund dass die
Hauptmyelinproteine PO, Periaxin und MBP zu 21, 16 und 8% vorkommen (Patzig et al.,
2011).
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Obwohl MBP auch im PNS ein Strukturprotein der Myelinmembran darstellt, kann bei MBP-
defizienten Shiverer Mausmutanten weitgehend normales kompaktes Myelin gebildet
werden kann (Kirschner & Ganser, 1980; Rosenbluth, 1980a). Man geht davon aus, dass im
PNS andere Myelinproteine den Defekt kompensieren kénnen, da MBP nicht alleine an der
Kompaktierung der Myelinmembran beteiligt ist. Das positiv geladene Myelinprotein P2 ist
wie MBP in der Major Dense Line lokalisiert und besitzt auch eine strukturelle Funktion. P2
interagiert dort mit den negativ geladenen Phospholipiden der Myelinmembran und ist an
Stabilisierung und der Kompaktierung der Myelinmembran beteiligt (Quarles, 2002; Suresh
et al.,, 2010). Dariber hinaus kann die positiv geladene cytoplasmatische Doméane des
Glykoproteins PO ebenfalls die Membran kompaktieren (Ding & Brunden, 1994; D’Urso et al.,
1990). Weitere morphologische Studien zeigten, dass MBP die Anzahl an zytoplasmatischen
Kanalen, den Schmidt-Lantermann-Einkerbungen, im Myelin kontrolliert (Gould et al., 1995).
In der Shiverer Maus ist nicht nur die Anzahl an Schmidt-Lantermann-Einkerbungen
verdoppelt, sondern die beiden Komponenten dieser Kanadle, MAG und Connexin 32 (Cx32),
werden verstarkt exprimiert, wahrend andere Komponenten des kompakten Myelins, PO
und PMP22, konstant bleiben. Da der mRNA Gehalt von PO, PMP22, MAG und Cx32
unverandert bleiben, scheint MBP posttranslational die Expression von MAG und Cx32 zu
regulieren (Smith-Slatas & Barbarese, 2000).

Bereits 1987 konnten Trapp und Kollegen zeigen, dass in Schwann-Zellen MBP mRNA um
den Zellkern konzentriert ist und im Zuge der Myelinisierung in die Fortsatze transportiert
wird. Die mRNAs der Myelinproteine PO und PLP sind hingegen wahrend des gesamten
Myelinisierungsprozesses in der Ndhe des Zellkerns zu finden (Trapp et al., 1987). Der
Transport der MBP mRNA erfolgt entlang der Mikrotubuli in den zytoplasmagefiillten
Kanilen, den Cajal Bindern (Court et al., 2004). Uber den genauen Transportprozess der
MBP mRNA in Schwann Zellen ist bislang nur wenig bekannt (Masaki, 2012). Das RNA-
Bindeprotein QKI, welches am Transport und der Stabilisation der MBP mRNA in
Oligodendrozyten beteiligt ist (Li et al., 2000), scheint auch in Schwann-Zellen an diesen
Prozessen beteiligt zu sein. In QKi defizienten Mausen kann kein kompaktets Myelin gebildet
werden und die Menge an MBP mRNA ist reduziert (Larocque et al., 2009).

2.2 Nicht-kodierende RNAs

Lange Zeit galt in der Molekularbiologie das zentrale Dogma, dass der Fluss genetischer
Information von DNA {ber RNA zum Protein verlduft und dass Proteine an der Steuerung
aller biochemischen Prozesse in der Zelle verantwortlich sind. Die RNA Molekiile stellten
lediglich eine Briicke zwischen DNA und Proteinen dar. Die messenger RNA (mRNA) dient als
Informationstransportmittel und wird mit Hilfe kleiner nukledrer RNAs (snRNAs) gespleil3t.
Die transfer RNAs (tRNAs) und die ribosomalen RNAs (rRNAs) sind an der Translation
beteiligt. Den Bereichen zwischen den proteinkodierenden Genen wurde keine Bedeutung
zugeordnet und sie wurden als ,Junk DNA“ bezeichnet. Die Entschlisselung des
menschlichen Genoms 2001 ergab, dass Protein-kodierende Regionen nur etwa 1,5% des
Gesamtgenoms ausmachen. Dabei ist es schwierig sich vorzustellen, dass der Rest des
Genoms ungenutzt bleibt, da er im Laufe der Evolution hatte entsorgt werden miussen.
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Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass etwa 80% der DNA in RNA umgeschrieben wird.
Die RNA Molekiile, die nicht fiir ein Protein kodieren, werden als nicht-kodierende RNAs
(ncRNA, non-coding RNAs) bezeichnet. Man geht davon aus, dass die Mehrheit des Genoms
in ncRNAs transkribiert und schlieflich in kleine RNA Molekiile prozessiert wird (Mattick &
Makunin, 2006; Pennisi, 2010). Diese kleinen, nicht-kodierenden RNAs (sncRNA, small non-
coding RNAs) umfassen eine grofle Gruppe strukturell und funktionell unterschiedlicher RNA
Molekiile, die zell- und entwicklungsspezifisch verschiedene Vorgange regulieren. SncRNAs
kénnen in infrastrukturelle und regulatorische RNAs unterteilt werden. Die infrastrukturellen
RNAs umfassen neben den snRNAs auch die kleine nukleoldren RNAs (snoRNA, small
nucleolar RNAs), kleine Cajal-Korper spezifische RNAs (scaRNA, small Cajal body-specific
RNAs) und Y RNA. Regulatorische Funktionen in der Zelle Gbernehmen Piwi-interacting RNAs
(piRNA), small interfering RNA (siRNA), transcription intitiation RNAs RNAs (tiRNA) und
mikroRNAs (miRNA) (Esteller, 2011).

2.2.1 MikroRNAs

Bereits im Jahr 1993 wurde das Gen lin-4 entdeckt, welches bei der Entwicklung der Larve
des Nematodenwurms C. elegans eine Rolle spielt. Dieses Gen kodiert nicht nur flr ein
Protein, sondern bringt auch eine kleine RNA hervor, die einen komplementaren Bereich in
der 3°UTR des Lin-4 Gens hat. Es konnte gezeigt werden, dass diese kleine RNA sich an die
3’UTR der lin-4 mRNA lagert und die Translation des Proteins verhindert (Lee et al., 1993).
2001 wurden schlieBlich von verschiedenen Gruppen unabhdngig voneinander weitere
kleine RNAs entdeckt und als neue Familie der miRNAs zusammengefasst (Ruvkun, 2001).
MiRNAs sind 19-22 Nukleotid-lange, endogene, einzelstrangige RNA Molekiile, welche die
Stabilitat und/oder die Translationseffizienz einer mRNA beeinflussen kénnen (Flynt & Lai,
2008). Im humanen Genom konnten bislang Gber 45000 potentielle miRNA Bindestellen in
der 3’'UTR von mRNAs identifiziert werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass
mindestens 60% der Protein-kodierenden Gene durch miRNAs beeinflusst werden (Friedman
et al., 2009). MiRNAs regulieren fast jeden zelluldren Prozess, wie z.B. den Zellzyklus (Bueno
& Malumbres, 2011), die Proliferation (Bueno et al., 2008), diverse Signalkaskaden (Inui et
al., 2010) und die Differenzierung (Bentwich, 2005). Zudem ist bekannt, dass die
Dysregulation von miRNAs zur Entwicklung verschiedener Krankheiten fiihrt (Esteller, 2011).

2.2.2 Biogenese von miRNAs

Die Biogenese der reifen einzelstrangigen miRNAs ist in Abbildung 14 dargestellt und kann
auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen. Zum einen kdnnen miRNAs von unabhdngigen
miRNA Genen durch die RNA Polymerase Il transkribiert werden (Lee et al., 2004). MiRNA
Gene kommen im Genom entweder einzeln vor oder kdnnen sogenannte Cluster formen, die
zusammen als polycistronische Transkriptionseinheit transkribiert werden. Die primary
miRNA (pri-miRNA) kann aus Uber 1000 Nukleotiden bestehen und trdagt wie die meisten
eukaryotischen mRNAs einen Poly-A-Schwanz am 3'-Ende, sowie ein 7-Methylguanosin-Cap
am 5'-Ende (Kim, 2005). Sie wird durch den Drosha-DGCR8 Komplex in die ~70 Nukleotid
lange precursor miRNA (pre-miRNA) weiter verarbeitet. Pre-miRNAs kénnen auch durch
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Spleilen aus Introns Protein-kodierender Gene (Mirtrons) entstehen. Die pre-miRNA wird
Uber Exportin-5 in Anwesenheit von Ran-GTP aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert
und dort durch die RNase Ill Endonuklease Dicer in einen ~20 Nukleotid langen
mMiRNA/miRNA" Doppelstrang (dsRNA) prozessiert. Diese kurzlebige dsRNA wird durch eine
Helikase entwunden und der reife miRNA Strang wird zusammen mit Proteinen der Argonaut
(AGO1-4)-Familie in den sogenannte miRNA-induced silencing complex (miRISC) eingebaut,
wobei der komplementire miRNA (miRNA’) Strang abgebaut wird. Manchmal bleiben jedoch
beide Strange erhalten und werden funktionell genutzt. Im RISC werden miRNAs zu den Ziel
mMRNAs gebracht und vermitteln dort die translationale Inhibition oder den Abbau der mRNA
in P-Bodies (processing bodies) im Zytoplasma (Krol et al., 2010). Allerdings ist auch bekannt,
dass miRNAs die Translation von mRNAs aktivieren und die mRNA stabilisieren kénnen
(Fabian et al., 2010).
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Abbildung 14: MiRNA Biogenese

Im Zellkern erfolgt die Transkription der miRNA kodierenden Gene. Die pri-mRNA wird durch den
Enzymkomplex Drosha-DGCR8 in die pre-miRNA prozessiert. Aus Mirtrons entsteht durch SpleiRen
die pre-miRNA, die durch Exportin-5 ins Zytoplasma exportiert und dort von Dicer im RISC loading
complex (RLC) geschnitten wird. Der miRNA/miRNA" Doppelstrang wird durch Proteine der Argonaut
(AGO) Familie entwunden und Uber das RNA-binde Protein TRBP in den RNA-induced silencing
complex (RISC) geladen. Die Genregulation erfolgt durch die Bindung der miRNA an die mRNA und
flhrt zur Hemmung oder Aktivierung der Translation, dem Abbau der mRNA oder der Translokation
der mRNA in die Peripherie (O’Carroll & Schaefer, 2013).

34




EINLEITUNG

2.2.3 Mechanismen der Genregulation

MiRNAs interagieren mit der Ziel-mRNA Uber exakte Basenpaarung in der sogenannten seed
Region (Basen 2 bis 7, beginnend vom 5' Ende) (Bartel, 2009). Die komplementaren miRNA-
Bindestellen sind meistens in der 3’'UTR der mRNA lokalisiert (Lai, 2002). Kirzlich konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass miRNAs auch in der 5'UTR oder der
kodierenden Region binden kdnnen und dass diese miRNAs meistens die Translation der
MRNA aktivieren (Da Sacco & Masotti, 2012).

In Abbildung 15 sind die verschiedenen Mechanismen der miRNA-vermittelten
Genregulation dargestellt. Der Translationsprozess kann in drei Phasen eingeteilt werden:
Initiation, Elongation und Termination. Die Initiation stellt hierbei den komplexesten Prozess
dar. Der Translations-Initiationsfaktor elF4E erkennt das 5°Cap der mRNA, rekrutiert den
elF4G und bildet den Initiationskomplex. Dartiber hinaus bindet elF4G Poly(A)-Bindeproteine
(PABP) und fuhrt eine Zirkularisierung der mRNA herbei. Die Rekrutierung der ribosomalen
Untereinheiten 60S und 40S am 5°Ende der mRNA ermoglichen schlieRlich die Translation
der mRNA ausgehend vom AUG Startcodon.

Nach der Bindung des miRISCs an die mRNA kann das AGO2-Protein mit dem elF4E um die
Bindung an der 5'Cap konkurrieren und verhindert somit die Rekrutierung der ribosomalen
Untereinheiten und damit die Translation (Abbildung 15 B).

MiRNAs koénnen die Translation aber auch an einem Post-Initiierungsschritt regulieren,
indem sie ein vorzeitiges Abfallen der Ribosomen von den mRNAs induzieren. Dieser
Ribosomen Drop-off fiuhrt zu einer friihzeitigen Termination der Translation und einem
Abbau des unvollstandig synthetisierten Proteins (Abbildung 15 C).

Der Abbau der mRNA erfolgt durch die Assoziation von verschiedenen Proteinen mit AGO2.
Das Enzym DCP1/2 entfernt die 5'Cap der mRNA, GW182 interagiert mit dem Deadenylase
Komplex und verstarkt die Deadenylierung, was schlieBlich zum Abbau der mRNA fiihrt
(Abbildung 15D). Man geht davon aus, dass der Abbau der mRNAs in P-Bodies und Stress-
Granula erfolgt (Peters & Meister, 2007). In diesen cytoplasmatischen Aggregaten kénnen
reprimierte mRNAs auch gelagert und so der Translationsmaschinerie entzogen werden.
MiRNAs kdnnen die Translation einer mRNA auch stimulieren. Die leberspezifische miR-122
kann zum Beispiel in der 5°UTR einer Virus mRNA binden und durch eine interne Ribosomen-
Eintrittsstelle (IHRES) die Translation vermitteln. Dabei beglinstigt die miRNA vermutlich die
Bildung des Translations-Initiationskomplexes (Henke et al., 2008). Weiterhin scheinen AGO2
Proteine und miR-122 kooperativ die mRNA vor dem Abbau zu schiitzen, bzw. den Abbau zu
verlangsamen und die mRNA zu stabilisieren (Shimakami et al., 2012)(Abbildung 15E).
Weiterhin kann die Translation einer Ribosomen-kodierenden mRNA durch die Bindung von
miRNA-10a an das stromabwarts gelegene 5'TOP Motiv in der mRNA verstark werden
(Abbildung 15F).
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Abbildung 15: Mechanismen der miRNA-vermittelten Genregulation
Dargestellt sind miRNA-vermittelte Mechanismen der Genregulation. Die Bindung der miRNA erfolgt

in der Regel in der 3’'UTR der mRNA und fihrt zur Inhibition der Translation (A, B und C) oder zum
Abbau der mRNA (D). Die Bindung der miRNA in der 5°UTR der mRNA kann zur Stabilisation der
mMRNA beitragen (E) oder die Translation verstadrken (F). Details siehe text. (Modifiziert nach Da Sacco
& Masotti, 2012)

2.2.4 MIiRNAs in Schwann-Zellen und Oligodendrozyten

Oligodendrozyten und Schwann-Zellen durchlaufen wahrend ihrer Entwicklung verschiedene
Differenzierungsstadien. Bislang konnten extrazelluldare Signale und intrinsische Faktoren
identifiziert werden, die positiv oder negativ die Differenzierung beeinflussen (siehe 2.1.1.1).
In der Regel werden sowohl in Oligodendrozyten als auch in Schwann-Zellen negative
Regulatoren im Zuge der Differenzierung herunter reguliert, wahrend positive Regulatoren
induziert werden. Dabei ist es wichtig, dass bestimmt Molekiile zu einem bestimmten
Zeitpunkt an einer definierten Stelle exprimiert werden. Die Entdeckung der sncRNAs und
damit auch der miRNAs ermoglicht die Kontrolle der Genexpression auf
posttranskriptioneller Ebene.

In  Knockout-Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Deletion des miRNA
prozessierenden Enzyms Dicer schon im Embryo letal und damit essentiell flir die
Entwicklung des Organismus ist (Bernstein et al., 2003). Um die allgemeine Wirkung von
miRNAs auf differenzierende Oligodendrozyten und Schwann-Zellen zu untersuchen, wurde
Dicer in diesen Zellen spezifisch ausgeschaltet. Die Deletion von Dicer in Oligodendrozyten

und Schwann-Zellen fiihrt zu einer vermehrten Proliferation an glialen Vorlduferzellen und
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einer Demyelinisierung bzw. abnormalen Ausbildung des Myelins (Bremer et al., 2010; X.
Zhao et al., 2010). In der letzten Zeit konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass
viele Gene in myelinisierenden Gliazellen von miRNAs posttranslational reguliert werden
(Barca-Mayo & Lu, 2012; Dugas & Notterpek, 2011; Emery, 2010; He et al., 2012; Zhao et al.,
2010). Microarray Profilanalysen von primdren Oligodendrozyten aus humanen
embryonalen Stammzellen und neonatalen Rattengehirnen zeigten, dass die Expression
vieler miRNAs wahrend der Differenzierung zeitlich verdandert ist (Lau et al., 2008; Letzen et
al., 2010). In Abbildung 16 sind einige miRNAs dargestellt, die verschiedene
Entwicklungsstadien der Oligodendrozyten beeinflussen. Die Expression von miR-9 in OPCs
gegenilber reifen Oligodendrozyten ist stark erhoht. Darliber hinaus scheint miR-9 in
Oligodendrozyten mit der 3’'UTR von PMP22 zu interagieren und die Translation der mRNA
zu unterdriicken. Obwohl die PMP22 mRNA in Oligodendrozyten zu finden ist, kann das
Protein nicht detektiert werden. In Schwann-Zellen hingegen kann miR-9 nicht
nachgewiesen werden (Lau et al.,, 2008). Dort ist miR-29a an der posttranslationalen
Regulation von PMP22 beteiligt (Verrier et al., 2009). Man geht davon aus, dass miR-9 nicht
nur die Expression von GFAP (Krichevsky et al., 2006), sondern auch von anderen nicht-
oligodendroglialen Proteinen reprimiert und die oligodendrogliale Entwicklungslinie
aufrechterhalt. MiR-138, miR-219 und miR-338 fordern die Differenzierung von
Oligodendrozyten, indem sie die Expression von Differenzierungs-Inhibitoren (z.B. Hes5,
Sox6 und Sox4), sowie Proliferationsmolekiilen (z.B. PDGFRa und FGFR) und neuronalen
Differenzierungsfaktoren (z.B. Zfp238 und FoxJ3) inhibieren (Dugas et al., 2010; Zhao et al.,
2010). Die 3’'UTR des humanen C110rf9 enthalt 3 potentielle Bindestellen fiir miR-199-5p.
C110rf9 gehort zur MRF-Familie und ist an der Expression der Myelinproteine MBP und
MOG beteiligt. Da miR-199-5p wahrend der Differenzierung der Oligodendrozyten herunter
reguliert wird, konnte diese mIiRNA die Expression der Myelinproteine und die
Myelinisierung initiieren (Letzen et al., 2010). Das Myelinprotein MOBP kénnte durch miR-
214 reguliert werden. Diese miRNA wird wahrend der Oligodendrozytendifferenzierung
herunterreguliert und besitzt eine potentielle Bindestelle in der 3’'UTR der MOBP mRNA
(Letzen et al., 2010). Allerdings miissen noch Studien durchgefiihrt werden, die eine direkte
Interaktion und Regulation von miR-199-5p und miR-214 auf C110rf9 und MOBP
nachweisen.
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Abbildung 16: MiRNAs kontrollieren verschiedene Stadien der Oligodendrozyten-Differenzierung
und Myelinisierung

Dargestellt sind spezifische miRNAs, die den Ubergang einer neuronalen Vorliuferzelle (NSC) zur
Oligodendrozyten-Vorlduferzelle (OPC), die Differenzierung zum Oligodendrozyten (OL) und
schlieBlich die Reifung zum myelinisierenden  Oligodendrozyten kontrollieren. Das
Expressionsmuster der miRNAs korreliert meist mit der Funktion im jeweiligen Entwicklungsstadium
des Oligodendrozyten (Barca-Mayo & Lu, 2012).
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Die umfassende Bedeutung der miRNAs im Nervensystem, einschlieRlich der
myelinisierenden Zellen im ZNS und PNS, weist darauf hin, dass diese kleinen Regulatoren
nicht nur wahrend der Entwicklung eine Rolle spielen, sondern auch an der
Aufrechterhaltung eines gesunden Nervensystems beteiligt sind. In demyelinisierenden
Krankheiten, wie z.B. der Multiplen Sklerose, ist unter anderem die Differenzierung der
Oligodendrozyten gestort, sodass kann kein funktionelles Myelin mehr gebildet werden,
welches fldie Remyelinisierung noétig wdre. Um neue Behandlungsmoglichkeiten zu
entwickeln, missen neue miRNA Targets identifiziert werden und Veranderungen der miRNA
Expression in MS Patienten untersucht werden. Es gibt bereits verschiedene Datenbanken,
die eine Vielzahl potentieller miRNA Bindestellen in mRNAs identifizieren, welche aber noch
experimentell validiert werden miissen. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die
am haufigsten vorkommenden miRNAs in reifen Oligodendrozyten, miR-219 und miR338, in
chronischen inaktiven MS Lasionen stark herunter reguliert sind (Junker et al., 2011). Diese
beiden miRNAs sind, wie bereits beschrieben, an der Differenzierung von Oligodendrozyten
und der Myelinisierung beteiligt. Allerdings muss hier noch geklart werden, ob die
reduzierten miRNA Mengen zur Pathogenese von MS beitragen. Weiterhin kénnten miRNAs
als Biomarker eingesetzt werden um bei der Diagnose von Krankheiten beizutragen (Gandhi
et al.,, 2013).

2.3 Zielsetzung

Um den Prozess der (Re)-Myelinisierung besser zu verstehen, soll in dieser Arbeit die
differentielle Genregulation des essentiellen Myelinproteins MBP (Myelin basische Protein)
in Gliazellen untersucht werden. Im ZNS wird MBP mRNA in Oligodendrozyten zur axo-
glialen Kontaktstelle in RNA Granula in einem inaktiven Zustand transportiert, lokal
translatiert und schlielich in die Myelinmembran eingebaut. Die molekularen Mechanismen
der translationalen Hemmung wéahrend des zytoplasmatischen Transports ist bislang nur
unzureichend verstanden. In dieser Arbeit soll eine kleine regulatorische RNA (sncRNA)
untersucht werden, die an der Regulation des MBP Proteins beteiligt sind und die
Translation der MBP mRNA wahrend des Transports inhibiert. Da im Gegensatz zum ZNS, im
PNS nur wenig Uber die Lokalisation von MBP mRNA bekannt ist, sollen dort in Schwann-
Zellen mogliche Transportmechanismen identifiziert werden. In demyelinisierenden
Krankheiten wie der Multiplen Sklerose ist unter anderem die Reifung von glialen
Vorlaufermolekiilen gestort, sodass kein Myelin mehr gebildet werden kann.
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3 Material und Methoden
3.1 Gerate, Materialien und Reagenzien

3.1.1 Geridte
Tabelle 1: Verwendete Gerate

MATERIAL UND METHODEN

Hersteller Bezeichnung
Eppendorf Centrifuge 5415R
Zentrifugen Labofuge 6000
Heraeus
Megafuge 1.0R
40x Objektiv (UPlanFLN; NA= 0,75)
60x Olobjektiv (UPlanSApo; NA= 1,35)
Mikroskop Olympus IX81 Mikroskop
Fluoreszenz CCD-Kamera XM10
cell*F Software
PCR-Gerat Eppendorf Mastercycler Personal

RT-PCR-Gerat

Roche Applied Science

Light Cylcer 1.5

Agarosegel Imager

Western Blot Imager

Chemi Doc XRS+

SDS-Page/ Western Biorad Trans-Blot Electrophoretic Transfer
Blot Kammer Cell
Heizblock Techne DRI-Block DB2D
Spectrophotometer Peqlab Nanodrop 2000
, , Infinete F200
Mikrotiterplatten-Leser TECAN Infinete M1000
Thermomixer Eppendorf Thermomixer comfort
Rotationsrad LabNet Revolver Rotator
Zellinkubator Thermo Scientific HeraCell 240
Hybridisierungsoven HL-2000 HybriLinker Hybridization
und Crosslinker Uvp Oven
Transfektionsgerat Lonza 4D Nucleofector mit Y-Unit
Microsoft Excel
Umver;';?;:rflefeld RNAhybrid tool
Photoshop CS4
Adobe

Software

[llustrator CS4

Pfaffl, Horgan,
Vainstein, Avery

REST- gene regulation

BioRad

Imagelab 2.0
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3.1.2 Materialien

Alle Glaswaren wurden von der Firma Schott oder Gibco verwendet. Die verwendeten
Falcons sowie die sterilen Plastikwaren fur die Zellkultur wurden von der Firma Greiner oder
Nunc bezogen.

3.1.3 Reagenzien
Tabelle 2: verwendete Reagenzien

Bezeichnung Hersteller
Sieve GP Agarose Biozym
Agarose NEEO Ultra-Qualitat Roth
NuPAGE LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen
Roti Stock 20x SSC Roth
Papain-Suspension Whirlington
Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP -
Millipore
Substrate
Roti Histofix (PFA) Roth
ELF 97 mRNA In-situ-Hybridization Kit Molecular Probes
Staurosporin Sigma Aldrich
Ampicillin Natriumsalz AppliChem
Milchpulver Roth
ECL L6sung Immobilon (Promega)
RNaseZap Roth
ULTRAHyp Ambion

3.2 Losungen, Puffer und Medien
Tabelle 3: Verwendete Losungen, Puffer und Medien

Allgemeine Puffer und Lésungen

PBS 150 mM NaCl; 8 mM NayHPQy4; 1,7 mM NaH2PO4; pH 7,2

TBS 150 mM NaCl ; 50 mM Tris , pH 7,2

TBST TBS + 0,1% (v/v) Tween 20

Allgemeine Medien
0, (o)
SOC-Medium 2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10
mM MgCl,; 10 mM MgSQO,; 20 mM Glucose

LB-Medium 20 g Trypton; 20 g NaCl; 10 g Hefe-Extrakt; mit H,O auf 2 |

auffiillen
Molekularbiologie
242 g Tris (2M); 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 (50mM); 57,1 ml
Essigsaure; auf 11 mit ddH20 auffiillen
3% Sieve GP Agarose; 1% Agarose NEEO Ultra-Qualitat; in 1x

50 x TAE Puffer

4% Agarosegel

TAE aufkochen

Proteinbiochemie

Lyse Puffer

50mM Tris; 150mM NaCl; 1ImM EDTA; 1%(v/v) Triton X-100

Western Blot Transfer

24 mM Tris; 192 mM Glycine; 20% Ethanol abs.; in ddH,0
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Puffer
Blockierlosung 4% (w/v) Milchpulver in TBST
SDS Laufpuffer 10x Rotiphorese von Roth 1:10 mit ddH,0 verdiinnen
Zellkultur
10 x Poly-L-Lysine (PLL) 1 g Poly-L-Lysin wird in 1 | sterilem dH,0 gel6st
13,4 g/| DMEM; 2 g/I NaHCOs3; 0,01 g/l Transferrin; 100 pg/l;
Sato Insulin; 100 uM Putrescine; 200 nM Progesteron; 500 nM
(Oli-neu) TIT; 220 nM Na-Selenite; 520 mM L-Thyroxin; 0,05%
Gentamycin; 2% (v/v) HS
Super-Sato: 13,4 g/| DMEM; 2 g/l NaHCOs; 20 ml/I B27 Zusatz; 0,011 %
(primare Pyruvate; 500 nM TIT; 520 mM L-Thyroxin; 0,05 %
Oligodendrozyten) Gentamycin; 1% (v/v) HS oder FCS
30 U/ml Papain; 0,24 mg/ml L-Cystein, 40ug/ml DNasel Typ
Papain-Losung IV; in 1x MEM verdiinnen und steril filtrieren mit 0,2 um
Filter
DMEM+HS/FCS+P/S DMEM; 10% FCS (Ratte) oder HS (Maus); 1% P/S

DMEM/F-12; 10 pg/ml Insulin; 20 ng/ml NRG1 Typ IlI; 100
UM dbcAMP; 0,5% HS (Maus) oder FCS (Ratten); 0,035% BSA;
4 mM Glutamin; 100U/ ml Pen/Strep; 1 uM Sodium Selenite;

18,2 uM Putrescin; 0,2 uM Progesteron; 0,1 mg/ml
Transferrin; 38 ng/ml Dexamethasone, 15 nM TIT, 0,5 uM L-
Thyroxin

Kultivierungsmedium
(priméare Schwann-
Zellen)

Differenzierungsmedium

(primére Schwann Proliferationsmedium

+ 2 mM dbcAMP

Zellen)
K“'t'v'e'lr:/lnsg?)s;‘ed'“m DMEM; 4 mM Glutamin; 10% FCS
Trypsin/ EDTA 0,01% Trypsin, 0,02% EDTA in HBSS
DMEM 10%HS DMEM + 10% HS
Mowiol 7,2 g Mowiol 4-88; 18 g Glycerol; 18 ml H,O; 36 ml 0,2 M Tris

In-Situ Hybridisierung

Hybridisierungspuffer | 25% Formamid; 0,05 M EDTA; 4x SSC; 10% Dextransulfat; 1x
(sncRNA FISH) Denhardt’s Solution; 0,5 mg/ml Yeast tRNA; 10 mM RVC

Post-fixation Solution

4% F id; 0,5% BSA; 1x PB
(sncRNA FISH) % Formamid; 0,5% BSA; 1x PBS

Waschpuffer

. 0, . .
(Stellaris FISH) 2x SSC; 10% Formamid; DEPC

Hybridisierungspuffer | 1g Dextarnsulfat; 1 ml 20x SSC; 1 ml Formamid; mit DEPC auf

(Stellaris FISH) 10 ml auffillen
Northern Blot
UltraPure™ TBE Puffer 1x UltraPure™ TBE Puffer in DEPC
150 mM NaCl ; 100 mM Tris,/HCl; 1% Tween20; in DEPC, pH
Tween Puffer 75
AP Puffer 100 mM Tris/HCl; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl, in DEPC
Blockierpuffer 100 mM Tis/HCL; 150 mM NaCl; pH7,5; 1% Blockierreagenz
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3.3 Antikorper

3.3.1 Primarantikorper
Tabelle 4: Verwendete Priméarantikérper

MATERIAL UND METHODEN

Antigen Spezies Verdiinnung Hersteller
MBP Ratte 1:1000 WB; 1:100 1ZC Serotec
MOG Maus 1:1000 WB; 1:100 IZC C. Linington, Glasgow
GAPDH Kaninchen 1:5000 WB; Bethyl
NG2 Ratte 1:100 WB J. Trotter, Mainz
CNP Maus 1:500 WB; 1:100 1ZC Sigma
MAG 513 Maus 1:50 1ZC J. Trotter, Mainz
Sox10 Meerschweinchen | 1:2000 1ZC M. Wegner, Erlangen
hnRNP A2/B1 Maus 1:1000 WB; 1:200 1ZC Sigma

3,2 ug (Schwann-Zell-IP) | Santa Cruz

hnRNP A2 (EF-67) Maus 22,5 ug (Oli-neu-IP) W. Rigby, Hannover
F={CPY Maus 3,2 uglIP Invitrogen

WB: Western Blot; 1ZC: Immunzytochemie;

ISH: In-situ-Hybridisierung

IP: Immunprézipitation;

3.3.2 Sekundarantikorper
Tabelle 5: Verwendete Sekundarantikorper

Spenderspezies Zielspezies Konjugation Verdiinnung Hersteller
Ziege Ratte HRP 1:10000 WB Dianova
Ziege Maus HRP 1:10000 WB Dianova
Ziege Kaninchen HRP 1:10000 WB Dianova
Ziege Maus Alexa568 1:400 I1ZC Invitrogen
Ziege Ratte Cy5 1:300 1ZC Dianova
Ziege Ratte Cy3 1:300 1ZC Dianova
Ziege Meerschweinchen | Cy5 1:100 1ZC Dianova
Schaf Digoxigenin AP 1:200 ISH; 1:7500 NB | Roche

Ziege Biotin AP 1:2000 Cell signalling

WB: Western Blot; 1ZC: Immunzytochemie; NB: Northern Blot; ISH: In situ Hybridisierung

3.4 Plasmide, Primer, LNA-Sonden, 715-Mimic und 715-Inhibitor

Die verwendeten Primer fiir die QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis wurden

von der Firma Invitrogen bezogen.

Tabelle 6: Verwendete Mutagenese-Primer

Primer-Sequenz

Name

5'GACTCCGGAGGTTCAGGTGAATTCACACCCTTCCAAGTTCACC3’

Mutation (fw) Primer

5'GGTGAACTTGGAAGGGTGTGAATTCACCTGAACCTCCGGAGTC3’

Mutation (rev) Primer
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Die gPCR Primer (Invitrogen) und die dazugehorige Sonde (Roche Applied Science) sind in

der folgenden Tabelle aufgefiihrt und wurden mit Hilfe des Universal Probelibrary Assay

Design Center (Roche Applied Science) entworfen.

Tabelle 7: Verwendete qPCR Primer und Sonden

Primer-Sequenz Primer Primer Sonde | Amplikonldnge
Name Spezies bp

5’ AACATTGTGACACCTCGAACA3’

5 TGTCTCTTCCTCCCCAGCTA3’ MBP Maus >8 88

5'GAA-AGCAGAGTGAGCCCTTC3’

5 CATAGGAATTACGGGCAAAGA3’ G6PDH Maus /8 81

5 AAATTCTGTGACTACGGGAAGG3’

5’ GCCATACGATCTCTTCACCAC3’ CNP Maus 29 7>

5 TGACAGGATGCAGAAGGAGA3’ .

5 CGCTCAGGAGGAGCAATG3 B-Aktin Maus 106 7>

5 AAGGGATTCAAGGGAGTCG3’

5 TCCAGAGCGACTATCTCTTCCT3’ MBP Mensch 37 /8

5 CCAACCGCGAGAAGATGA3’ .

5 CCAGAGGCGTACAGGGATAG3'’ B-Aktin Mensch 64 97

5 TGAGTACTTCGAAATGTCCGTTC3’ Firefly 29 60

5 GTATTCAGCCCATATCGTTTCAT3’ Luziferase

5 GGAGAATAACTTCTTCGTGGAAAC3’ Renilla Las N

5 GCTGCAAATTCTTCTGGTTCTAA3’ Luziferase

Die verwendeten Sonden und sncRNAs sind in der folgenden Tabelle dargestellt. Die

Kontroll-siRNA AllStars Negative Control wurde von der Firma Qiagen bezogen.

Tabelle 8: Verwendete Sonden und sncRNAs

Sequenz der sncRNA und Sonde Name Hersteller
5'C-UCCGUGCACACCCCCGCGUG? 715-Mimic Qiagen
5'CACGCGGGGGTGTGCACGGAG3’ 715-inhibitor Qiagen
5'CACGCGGGGGTGTGCACGAG3’ 3’DIG-715-LNA-Sonde Exigon

Alle verwendeten Plasmide sind in der folgenden Tabelle dargestellt. Zusatzlich wurde mit
dem QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit ein Firefly Luziferase Reporter
Konstrukt mit mutierter sncRNA-715 Bindestelle in der MBP 3’UTR hergestellt (3.15).

Tabelle 9: Verwendetet Plasmide

Plasmid

Hersteller

715-GFP-hairpin Plasmid (MmiR3110-MR04)

GeneCopoeia

Kontroll-GFP-hairpin (Plasmid CmiR0001-MR04)

GeneCopoeia

pEGFP-C3 Clontech
MBP14-IRES-GFP (MBP14-3'UTR) M. Simons, Gottingen
Wildtyp Firefly Luziferase Reporter mit Teilen der MBP 3°'UTR R. White, Mainz
Renilla Luziferase Reporter Promega
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3.5 Zellkultur

3.5.1 Kultivierung von Oli-neu Zellen

Oli-neu ist eine oligodendrogliale immortalisierte Vorlauferzelllinie. Zur Herstellung wurden
primare Oligodendrozyten aus der Maus mit einem replikationsdefekten Retrovirus infiziert,
welcher aus dem Uberstand der Zelllinie GPE-neu stammte und den Transfer des t-neu
Onkogens vermittelte (Jung et al., 1995). Oli-neu Zellen exprimieren das t-neu Onkogen und
konnen sich im Gegensatz zu primaren Oligodendrozyten haufig teilen und lassen sich in
Zellkultur mit dem entsprechenden Medium nahezu unbegrenzt vermehren.

Die Kultivierung der Oli-neu Zellen erfolgte in Sato Medium bei 37 °C und 7,5% CO, (Trotter
and Schachner, 1989). Die Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Jaqueline Trotter
(Molekulare Zellbiologie, Mainz) zur Verfliigung gestellt. Zum Passagieren der Zellen wurden
diese in 0,01% Trypsin-EDTA inkubiert und anschlieRend mit 4°C kaltem DMEM/10% HS von
dem Kulturgefal® abgeldst. Dieser Schritt stoppt die Reaktion der Protease und verhindert
die Schadigung der Zellen. Die Zellsuspension wurde bei 900rpm und 4°C fir 10 min
pelletiert. Das Zellpellet wurde in diesem Kultivierungsmedium aufgenommen und auf PLL-
beschichtete Kulturgefalle plattiert.

3.5.2 Prdparation und Kultivierung primarer Oligodendrozyten

Zur Praparation primarer Oligodendrozyten wurden 6 neugeborene oder ein Tag alte Mause
oder Ratten getdtet und dekaptiert. Nach der Offnung des Schidels wurden die Gehirne
steril entnommen und in ein mit kaltem HBSS gefilltes GefaR gelegt. Nach der sorgfdltigen
Entfernung der Meningen wurden das Mittelhirn und die beiden Hemispharen in 1x MEM
Uberfiihrt und gewaschen. AnschlieBend wurden die Gehirne in 4 ml Papain Losung bei 37°C
fir 90 min inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Gehirne mit 10 ml DMEM+HS/FCS+P/S
gewaschen und bei 900rpm fiir 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in DMEM+HS/FCS+P/S
aufgenommen und vorsichtig 4-mal mit einer Nadel der GroRe 19 Gauge und 4-mal mit einer
Nadel der GroRe 23 Gauge trituriert. Diese Zellsuspension wurde auf zwei (Maus) bzw. auf
vier (Ratten) PLL-beschichtete T75 Flaschen verteilt und bei 37 °C und 7,5% CO, inkubiert. In
den Flaschen bildete sich nach ungefahr 10 bis 12 Tagen ein dichter Astrozytenrasen, auf
dem sich Mikroglia-Zellen und Oligodendrozyten-Vorlauferzellen absetzen. Die Mikroglia
wurden durch mikroskopische Kontrolle in dem Kultivierungsmedium abgeklopft und
abgesaugt. Die restlichen Zellen in der Kultivierungsflasche wurden mit 10 ml frischem BME”*
Medium einmal gewaschen. Nach der Zugabe von frischem BME® Medium wurden die
Oligodendrozyten durch horizontales kraftiges schiitteln von dem Astrozytenrasen gel6st.
Um eine moglichst reine Oligodendrozytenkultur zu erreichen, musste bei diesem Schritt
darauf geachtet werden, dass sich der Astrozytenrasen nicht vom Flaschenboden 16st. Der
Uberstand wurde durch ein 100 um Zellsieb getropft und anschlieRend bei 900rpm fiir 10
min bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml Super-Sato Medium aufgenommen,
resuspendiert und fir 30s in eine 3,5 cm Zellkulturschale zum Absetzen der Mikroglia
pipettiert. Der Uberstand wurde abgenommen, gezihlt und in ein mit PLL-beschichtetes
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KulturgefaB oder Deckglas in Super-Sato Medium plattiert und bei 37 °C und 7,5% CO,
inkubiert.

3.5.3 Kultivierung der Schwann-Zelllinie IMS32

IM32 ist eine spontan immortalisierte Schwann-Zelllinie aus der Maus (Watabe et al, 1995).
Die Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Xavier Fontana (MRC-LMCB, London) zur
Verfligung gestellt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM (4mM L-Glutamin + 10%
FCS) bei 37 °Cund 7,5% CO, im Inkubator. Zum Passagieren der Zellen wurden diese in 0,25%
Trypsin-EDTA inkubiert und anschlieBend mit 4°C kaltem DMEM/10% FCS von dem
KulturgefaR abgeldst. Die Zellsuspension wurde bei 900rpm und 4°C fir 10 min pelletiert.
Das Zellpellet wurde in das Kultivierungsmedium aufgenommen und auf KulturgefaRe
plattiert.

3.5.4 Kultivierung von primaren Schwann-Zellen aus der Ratte

Primare Schwann-Zellen aus der Ratte wurden freundlicherweise von Dr. Xavier Fontana
(MRC-LMCB, London) zur Verfigung gestellt. Zur Proliferation wurden die Zellen im
Proliferationsmedium bei 37 °C und 7,5% CO; kultiviert. Zum Passagieren der Zellen wurden
diese in 0,25% Trypsin-EDTA inkubiert und anschlieBend mit 4°C kaltem DMEM/10% FCS von
dem Kulturgefall abgelost. Die Zellsuspension wurde bei 900rpm und 4°C fiir 10 Minuten
pelletiert. Das Zellpellet wurde in das Kultivierungsmedium aufgenommen und auf PLL-
beschichtete Kulturgefalle plattiert.

Im Gegensatz zu primaren Oligodendrozyten differenzieren Schwann-Zellen in Kultur nicht in
Abwesenheit von Neuronen zu reifen, MBP-produzierenden Zellen. Weder NRG1-1ll noch
cAMP alleine kdnnen die Differenzierung der Schwann Zellen in Kultur induzieren. Dabei ist
die Konzentration an intrazellularem cAMP entscheidend, ob NRG1-IIl die Proliferation oder
die Differenzierung von Schwann-Zellen fordert. Niedrige cCAMP Mengen induzieren NRG1-Il
vermittelte Proliferation von Schwann-Zellen, wahrend die Erhohung des cAMP Mengen die
Differenzierung einleitet (Arthur-Farraj et al.,, 2011). Das Kultivierungsmedium der
undifferenzierten, primaren Schwann-Zellen enthielt 20ng/ml NRG1-Ill und 100uM dbcAMP.
Die Differenzierung der Schwann-Zellen wurde von Dr. Xavier Fontana (MRC-LMCB, London)
durchgefiihrt. Dazu wurde Konzentration von dbcAMP im Kultivierungsmedium auf 2mM
erhoht. In diesem Differenzierungsmedium wurden die Zellen flir 5 Tage kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen lysiert bzw. in Qiazol aufgenommen und nach Mainz
versendet und die Proteine im Western Blot bzw. die RNA mit Hilfe der quantitativen
Realtime-PCR analysiert.

3.6 Autopsie Material

Die Entnahme des Autopsie Materials erfolgt von Mitarbeitern der Niederlandische Hirnbank
unter der Leitung von Dr. | Huitinga (Niederldandische Hirnbank, Amsterdam). Es wurden die
Gehirne von 4 verstorbenen MS Patienten direkt nach der Autopsie entnommen und in
Formalin fixiert. Die MS Gewebeproben wurden aufgrund eines postmortalen MRI (Magnetic
Resonance Imaging) identifiziert. Die Klassifizierung erfolgte nach histopathologischen

Standardkriterien (van der Valk and de Groot, 2000). Alle Patienten oder die nachsten
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Verwandten des Verstorbenen haben der Autopsie und der Entnahme der Gehirne fir
Forschungszwecke zugestimmt. Die einzelnen Sektionen wurden von M. Witte unter der
Leitung von J. van Horssen (Institut fir Molekulare Zellbiologie und Immunologie,
Universitatsmedizin Amsterdam) gefarbt (Witte et al., 2009). Um chronische inaktive MS-
Lasionen in der weilRen Substanz von der normal erscheinenden weiRen Substanz (NAWM)
zu unterscheiden, wurden Hirnschnitte angefertigt und mit den Antikdrpern PLP und MHC Il
gefarbt. Chronische MS Lasionen sind demyelinisiert und beinhalten keine aktivierten
Mikroglia oder infiltrierte Leukozyten. Dementsprechend sind in diesen Bereichen keine
PLP*- und MHC II*-Zellen zu finden. Die NAWM weist in der Regel keine Entziindungszeichen
auf und ist normal myelinisiert. Dort sind nur PLP*-Zellen vorhanden. AnschlieBend wurden
diese Bereiche in einem weiteren Hirnschnitt gegen Olig2 und MBP immunhistologisch
gefarbt. Die Aufnahme der Farbungen erfolgte mit einem Objektiv Plan-Apochromat (1,25x,
NA= 0,04 oder 20x, NA=0,7) mit einem Leica DM4000B Mikroskop. Die Detektion erfolgte
mit einer DC500 Kamera und der IM50 Software. Alle Gerdate wurden von der Firma Leica
bezogen. Die Bilder wurden mit Photoshop CS4 (Adobe) bearbeitet.

Zur RNA-Analyse wurden die definierten Bereiche von M. Witte mit einem Skalpell heraus
gelost. Es wurde mindestens 10mg Material gesammelt und bei -80°C gelagert. Die RNA
wurde isoliert und gekiihlt nach Mainz versendet. Hier wurde dann die cDNA Uber die
Reverse Transkription synthetisiert und die mRNA bzw. sncRNA Mengen in den Proben (iber
guantitative Real-Time PCR bestimmt.

3.7 Praparation von Ischiasnerven

Zur Praparation der Ischiasnerven wurden 1, 4 und 9 Tage alte Mause getdtet und
dekaptiert. Die Ischiasnerven wurden entnommen und direkt in kaltes 1x PBS gelegt. Je nach
Versuch wurden die Ischiasnerven entweder in Qiazol (RNA-Analyse, Abschnitt 3.10) oder in
Lysepuffer (Protein-Analyse, Abschnitt 3.9) aufgenommen und weiter verarbeitet.

3.8 Transfektion

In diesem Abschnitt sind verschiedene Methoden aufgefiihrt, mit denen sncRNAs und
Plasmide in Zellen eingebracht wurden. Die Transfektionen wurden nach den Protokollen
der jeweiligen Hersteller durchgefiihrt.

3.8.1 SncRNA Transfektion in Oli-neu Zellen und primaren Oligodendrozyten

Primare Oligodendrozyten aus der Maus (10°) bzw. Oli-neu Zellen (7x10%) wurden in einer
24-well Platte in 500 pl Kultivierungsmedium ausplattiert. Ein Tag spater erfolgt die
Transfektion der sncRNAs (715-Mimic, 715-Inhibitor oder Kontroll-siRNA) mit den
Transfektionsreagenzien Lipofectamine 2000 (Invitrogen) oder Lipofectamine RNAIMAX
(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers. Zuerst wurden pro Ansatz 50 ul DMEM mit 1 pl
Transfektionsreagenz gemischt und 5 min inkubiert. In dieser Zeit wurden 40 pmol der
sncRNA in 50 ul DMEM verdiinnt und nach der Inkubation mit dem Transfektionsansatz
gemischt. Nach einer 20 minltigen Inkubation wurde der Ansatz auf die Zellen pipettiert.
Nach 6 h wurde ein halber Medienwechsel mit frischem Medium durchgefiihrt und nach
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weiteren 48 h wurden die Zellen entweder fixiert, um mit spezifischen Antikdrpern gefarbt
zu werden, oder lysiert und mittels Western Blot analysiert.

3.8.2 Plasmid Transfektion in Oli-neu und IMS32 Zellen

Die Transfektion von Oli-neu Zellen und der IMS32 Zelllinie mit Plasmiden wurde mit dem
Transfektionsreagenz Fugene HD (Roche Applied Science bzw. Promega) durchgefiihrt. Dazu
wurden pro Ansatz 7x10* Zellen in 500 pl Medium in eine 24-well Platte ausplattiert. Nach 6
h Inkubation wurden die Zellen mit den Plasmiden transfiziert. Dazu wurden 25 pul DMEM
mit 1 pl Fugene und 0,75 pg Plasmid-DNA gemischt. Die Ansatze wurden 15 min inkubiert
und dann auf die Zellen getropft. Nach 48 h wurden die Zellen entweder fixiert, um
immunzytochemisch untersucht zu werden, oder lysiert, um mittels Western Blot analysiert
zu werden.

3.8.3 Plasmid Kotransfektion in Oli-neu Zellen

Im Luziferase Versuch wurden 10 Oli-neu Zellen in einer 6-well Platte in 1,5 ml Medium
ausplattiert und 6 h inkubiert. Pro Reaktion wurden 100 ng Renilla Luziferase, 250 ng Firefly
Luziferase und 1650 ng 715-GFP-hairpin oder Kontroll-GFP-hairpin Plasmid zusammen mit 3
ul Fugene HD (Roche Applied Science, Promega) und 100 pul DMEM gemischt, 15 min
inkubiert und anschlieBend tropfenweise auf die Zellen pipettiert. Nach 48 h wurde der
Luziferase Versuch durchgefiihrt (3.16).

3.8.4 Plasmid Transfektion in primare Oligodendrozyten

Primare Oligodendrozyten aus der Ratte (10°) wurden in einer 24-well Platte fir 3 Tage (3
TIV) kultiviert. Die adharenten Zellen wurden mit Hilfe des 4D-Nucleofectors (Lonza)
nukleofiziert. Dazu wurden 350 ul der Nukleofektor Losung AD1 (Lonza) mit 15 ug Plasmid-
DNA gemischt und in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald vorinkubiert. Nach Abnahme
des Kultivierungsmediums wurde das Gemisch auf die Zellen pipettiert. AnschlieBend wurde
die Dipping Elektrode luftblasenfrei in die Losung getaucht und zusammen mit der 24-well
Platte in die Y-Unit des 4D Nukleofektors gestellt. Die Nukleofektion erfolgte mit dem
Programm ED158. Nach der Nukleofektion wurde die Elektrode entfernt und die Losung
abgenommen. Auf die nukleofizierten Zellen wurden 250 pl konditioniertes und 250 pl
frisches Medium pipettiert. Nach 6 h wurde ein halber Medienwechsel mit frischem Medium
durchgefiihrt. Nach 48 h wurden die Zellen fixiert und mit spezifischen Antikérpern gefarbt.

3.9 Proteinanalyse

3.9.1 Herstellung von Zelllysaten

Oli-neu Zellen, IMS32 Zellen, primare Oligodendrozyten und primare Schwann-Zellen wurden
in definierte Mengen an Lyse Puffer (mit Phosphatase- und Protease-Inhibitoren) mit einem
Zellschaber aufgenommen. Nach der Praparation des Ischiasnervs und des optischen Nervs
wurden diese in Lyse Puffer aufgenommen und mit einem TissueRuptor (Qiagen) zerkleinert.
Die Lyse erfolgte auf einem Rotationsrad bei 4°C fir 45 min. Nach vollstandiger Lyse wurden
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die Kernfragmente bei 5000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entweder fiir
Immunprazipitationen oder fiir Western Blot Analysen verwendet.

3.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration in den einzelnen Lysaten wurde mit Hilfe des BCA-Proteintests
(Pierce) bestimmt. Dazu wurden in einer 96-well Platte zunachst eine BSA-Standardreihe (0
bis 1000 pg/ml) in Triplikaten angesetzt. Das Lysat wurde 1:5 verdiinnt und ebenfalls in die
Platte pipettiert. Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte in dem Mikrotiterplatten-
Leser M1000 (Tecan) mit der Magellan Software.

3.9.3 SDS-PAGE

Die Proteinlysate wurden mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
aufgetrennt. Die Gele wurden mit Hilfe des Biorad-Systems selbst hergestellt. Dazu wurde
ein 12 %iges Trenngel gegossen. Nach dem Ausharten wurde ein 4 %iges Sammelgel auf das
Trenngel gegossen. Die Proben wurden auf das Gel geladen und bei 175 Volt fir 50 min
aufgetrennt. Als GroRenstandard wurde der Precision Plus Protein™ Dual Color Standard
(Biorad) verwendet.

3.9.4 Western Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine mit der Wet-Blot Methode
auf eine PVDF Membran Ubertragen. Zunachst wurde die Membran mit Methanol aktiviert,
einmal mit destilliertem Wasser gespillt und in Transferpuffer gelegt. Die anderen
Bestandteile des Wet-Blots, sowie das Proteingel wurden ebenfalls in Transferpuffer
getrankt. Nach Angaben des Herstellers wurde der Blot aufgebaut und bei 120 Volt fir 90
min oder 30 Volt UN geblottet. Um die Proteine auf der Membran zu detektieren, wurde die
Membran in 4% Milchpulver in TBST fiir 30 min geblockt. Die Primarantikdrper wurden in
bestimmten Konzentrationen auf die Membran gegeben und 1 h bei RT oder UN bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran 3-mal mit TBST gewaschen. Der
Sekundarantikérper wurde 1:10000 verdinnt und 30 min mit der Membran inkubiert.
Danach wurde die Membran 2-mal mit TBST und 1-mal mit TBS fiir jeweils 10 min
gewaschen. Zur Herstellung der ECL-L6sung wurden ein Teil Luminol Reagenz mit einem Teil
Peroxid Reagenz (beides Millipore) gemischt. Die fertige ECL-L6sung wurde auf die Membran
pipettiert. Die Detektion der Proteine erfolgte im ChemiDoc Imager (Biorad). Die
densitometrische Auswertung erfolgte mit dem Programm Quantity One Version 4.3.0 von
BioRad.

3.10 RNA Analyse

3.10.1 RNA Extraktion

Die zu untersuchenden mRNAs und sncRNAs wurden aus primaren Oligodendrozyten,
primadren Schwann-Zellen, Oli-neu Zellen, IMS32 Zellen, Astrozyten, Mikroglia und Neuronen
sowie aus dem Ischiasnerv und dem optischen Nerven mit dem miRNeasy Mini Kit von
Qiagen oder mit dem High Pure miRNA Isolation Kit (Roche Applied Science) nach Angaben
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des Herstellers extrahiert. Die Elution erfolgte in 30 ul DEPC. Um eine Verunreinigung mit
genomischer DNA zu vermeiden, wurde ein DNAse Verdau mit der DNAse | (Qiagen)
durchgefiihrt.

Die Mikroglia wurde aus der Oligodendrozyten-Praparation gewonnen (siehe 3.5.2). Dazu
wurden die Mikroglia von dem Astrozytenrasen abgeklopft und bei 900 rpm und 4°C fir 10
min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 700 ul Qiazol aufgenommen und in die RNA Extraktion
eingesetzt. Die primaren Astrozyten wurden freundlicherweise von Diplom Biologin E.
Pietrowski und die primaren Neurone von N. Knauer zur Verfligung gestellt. Das Pellet der
Astrozyten und Neurone wurde ebenfalls in Qiazol resuspendiert und in die RNA Extraktion
eingesetzt. Die Gewebeproben wurden ebenfalls in Qiazol aufgenommen und mit einem
TissueRuptor (Qiagen) homogenisiert.

3.10.2 Reverse Transkription und quantitative Real-Time-PCR

Die extrahierte mRNA wurde mit dem Transkriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche
Applied Science) mit Random Hexameric Primern in cDNA nach Angaben des Herstellers
umgeschrieben. Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) wurde mit dem Tagman Universal
Master Mix (Roche Applied Science) und spezifischen Primern und Sonden (Tabelle 7) in
einem LightCycler 1.5 System (Roche Applied Science) nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt.

SncRNAs wurden mit dem TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit mit spezifischen
Stem-loop-RT-Primern fir sncRNA-715, miR-124a oder snoRNA-135 (Applied Biosystems)
nach Angaben des Herstellers revers transkribiert. Wie in Abbildung 17 dargestellt, entsteht
in der Reversen Transkription ein langeres PCR Produkt, welches dann in der Realtime-PCR
mit sncRNA spezifischen Forward Primern und Stem-loop spezifischen Reverse Primern
amplifiziert wird. Diese Amplifikation erfolgte mit dem TagMan Universal Master Mix (Roche
Applied Science) mit spezifischen Primern und Sonden flr die jeweilige sncRNA (Applied
Biosystems). Werden die PCR Produkte auf einem Agarosegel aufgetrennt, ist das PCR
Produkt langer als die reife miRNA, da zu den Nukleotiden der miRNA noch die Lange der
verwendeten RT-Primer kommen. Nach Ricksprache mit Silke Decker des technischen
Supports der Herstellerfirma des verwendeten TagMan™ MicroRNA Versuchs konnte die
genaue Lange der Amplikons nicht erfahren werden, da diese der Geheimhaltung
unterliegen. Im Durchschnitt liegen die Amplicon langen zwischen 50 und 80 Basenpaaren.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des TagMan™ MicroRNA Versuchs

Die Reverse Transkription erfolgt mit sncRNA spezifischen Stem-loop RT Primern. Die cDNA wird mit
miRNA spezifischen Forward Primern und Stem-loop spezifischen Reverse Primern und einer
TagMan Sonde amplifiziert (Schmittgen et al., 2008).

Um potentieller 3'Verlangerungen der sncRNA-715 zu identifizieren, wurde eine Reverse
Transkription mit dem miScript PCR System (Qiagen) durchgefiihrt. Dieser Schritt beinhaltet
eine 3’Polyadenylierung und schreibt mit Hilfe von Oligo-dT Primern die komplette RNA,
inklusive der reifen und Vorlaufer sncRNAs und der mRNAs, in cDNA um. Die cDNA wurde
mit SYBR Green (Qiagen), Oligo-dT spezifischen Reverse Primern (Qiagen) und sncRNA-715
oder 5s spezifische Forward Primern (Exigon) amplifiziert (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Strategie zum Nachweis potentieller 3"'Verlangerungen der sncRNA-715

Alle RNAs werden polyadenyliert und in der Reversen Transkription mit Oligo-dT Primern in cDNA
umgeschrieben. Die Realtime-PCR erfolgte mit Oligo-dT spezifischen Reverse Primern, sncRNA-715
spezifischen Forward Primern und einer sncRNA-715 spezifischen Sonde. Die PCR Produkte wurden
auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Potentielle 3'Verlangerunegen der sncRNA-715 sollten durch eine
hohere Bande detektiert werden.

3.10.2.1 Relative Quantifizierung nach der AAC,-Methode

Zur relativen Quantifizierung wurden die Crossingpoints (Ci-Wert) mit Hilfe der Relativen
Expressions Software REST und der AAC.-Methode ausgewertet (Pfaff et al, 2002). Als
Referenzgene wurden snoRNA-135, 5S, Renilla Luziferase, B-Aktin und Glucose-6-phosphate
Dehydrogenase (G6PDH) eingesetzt.

Mit der AACi-Methode kann die relative Expression eines Zielgens in einer Probe auf die
Expression in der Kontrollprobe bezogen werden. Im ersten Schritt wird der Ct-Wert
bestimmt. Der Ct-Wert ist der PCR-Zyklus, bei dem das Fluoreszenzsignal aus dem
Hintergrund tritt. Die Berechnung der relativen Expression setzt sich wie folgt zusammen:

ACt = Ct (Zielgen) — Ct (Refernzgen)
AACt = ACt (behandelte Probe) — ACt (Kontroll — Probe)

Fiir jede untersuchte Probe wird der Ct-Wert des Zielgens von dem Ct-Wert des
Referenzgens subtrahiert. Um das AACt-Berechnungsmodell zu erhalten, wurde der ACt-
Wert der Kontroll-Probe von dem ACt-Wert der behandelten Probe abgezogen. Der relative
Expressionsunterschied des Zielgens in der Probe im Vergleich zur Kontrolle (Ratio),

-AACt

normalisiert auf das Referenzgen ergibt sich aus der Formel 2 . Im Falle einer perfekten

PCR verdoppelt sich mit jedem Zyklus die DNA Menge. Ein Ct-Wert, der um eine Einheit
52




MATERIAL UND METHODEN

geringer ist, entspricht einer doppelten Menge an eingesetzter cDNA. Die relative Expression
kann als Logarithmus zur Basis 2 (log2) berechnet werden. Das Zielgen ist reguliert, wenn die
relative Expression tUber oder unter dem Wert 1 bzw. dem log2 Wert 0,5 liegt.

3.10.2.2 Anreicherungsfaktor
Um die Anreicherung eines Zielgens in der A2-IP zu bestimmen, wurde der
Anreicherungsfaktor F durch folgende Formel bestimmt (White et al., 2012):

Fe E1l X E2
~ E3

E1l = 2—(Ct Wert (A2—1P)—Ct Wert(Input))
E2 = 2—(Ct Wert (A2—IP)—Ct Wert(Kontroll—IP))
E3 = 2—(Ct Wert (Kontroll—IP)—Ct Wert(Input))

Dabei entspricht E1 der Anreicherung des Zielgens in der A2-IP gegenliber dem Input (Lysat),
E2 der Anreicherung des Zielgens in der A2-IP gegenliber der Kontroll-IP und E3 der
Anreicherung des Zielgens in der Kontroll-IP gegeniiber dem Input.

Der Anreicherungsfaktor wurde auch fiir das Referenzgen bestimmt und auf 1 gesetzt. Der
Anreicherungsfaktor des Zielgens wurde auf den Anreicherungsfaktor des Referenzgens
bezogen.

3.10.2.3 Auswertung der gPCR liber Agarose-Gelelektrophorese

Die gPCR Proben und ein 10 bp DNA Marker (Promega) wurden auf einem 4 %igen
Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel bei 100V in 0,5x TAE Puffer fir 1 h aufgetrennt und
anschliefend im ChemiDoc Imager (Biorad) detektiert.

3.10.3 Northern Blot
Der Northern Blot ist eine Methode, bei dem zunachst RNA in der Gelelektrophorese
aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nylonmembran Ubertragen wird. Durch die
Hybridisierung mit spezifischen Sonden kénnen die RNA Sequenzen visualisiert werden.
Die RNA (13 pg) von primaren Oligodendrozyten Vorldauferzellen wurde zusammen mit 5 pl
Novex® TBE-Urea 2x Sample Buffer in einem Endvolumen von 10 pl fir 5 min bei 70°C
aufgekocht. 7 ul des MicroRNA Markers (NEB) wurde bei 95°C fiir 1 min aufgekocht. Die
Proben und der Marker wurden in einem 15 %igen Novex TBE-Ures Gel (Invitrogen) bei
160°C fur 60 min aufgetrennt. Die Elektrophoresekammer wurde zuvor mit RNaseZap (Roth)
gereinigt. Der 10x UltraPure™ TBE Buffer wurde mit DEPC verdiinnt. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel 5 min mit 1x UltraPure™ TBE Buffer gewaschen. Die positiv-
geladene Nylonmembran (Roche Applied Science), sowie die Schwamme und die
Filterpapiere (Roth) wurden in 0,5x UltraPure™ TBE Buffer 5 min voraquilibriert. Die
Blotkammer wurde innen mit 0,5 x UltraPure™ TBE Buffer und der Blotbehalter (aullen) mit
destilliertem Wasser gefiillt. Geblottet wurde bei 30 Volt fir 60 min. Danach wurde die
Nylonmembran mit der RNA Seite nach oben auf ein Stiick Papier gelegt und an der Luft
etwas getrocknet. Durch UV-Licht wurde die RNA im Crosslinker (UVP) auf der Membran
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fixiert. Um freie Bindestellen auf der Nylonmembran zu blockieren, wurde die Membran mit
10 ml Hybridisierungspuffer ULTRAHyp (Ambion) bei 42°C flir 30 min im Hybridisierungsofen
vorinkubiert. Die sncRNA-715 spezifische 3'DIG-LNA -Sonde wurde bei 95°C fiir 1 min
aufgekocht. Bei dieser Sonde handelt es sich um Locked Nucleic Acid (LNA) Sonde. Im LNA
Nukleosid befindet sich in der Ribose eine zusatzliche Verbindung zwischen dem 2'Sauerstoff
und dem 4’Kohlenstoff, wodurch der Zucker in der 3’-endo Konformation fixiert und damit
stabiler wird. LNA Sonden sind bindungsstarker und werden vor allem bei kurzen
Zielsequenzen, wie sncRNAs, eingesetzt. 10 ul der 3'Biotin Maker Sonde und 1 nM der
sncRNA-715 spezifische 3'DIG-LNA-Sonde wurden in 10 ml ULTRAHyp UN bei 42°C im
Hybridisierungsofen inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran in eine Schale gelegt
und 2-mal mit 2xSSC/ 0,1%SDS jeweils 15 min bei RT gewaschen. AnschlieRend wurde die
Membran fir 1 h mit Blockierpuffer blockiert. Zur Detektion der hybridisierten 3'DIG-LNA
Sonde wurde die Membran fiir 1h bei RT mit dem anti-DIG-AP Antikérper (1:7500) inkubiert.
Die 3'Biotin Marker Sonde wurde mit dem anti-Biotin-AP Antikorper (1:2000) visualisiert. Die
Antikorper wurden in Blockierpuffer verdiinnt. Nach der Inkubation wurde die Membran 3-
mal mit Tween-Puffer fir jeweils 10 min und 1-mal mit AP-Puffer flr 3 min gewaschen. Sie
Signale wurden mit dem CDP-Star Substrat (Roche Applied Science) und dem ChemiDoc
Imager (Biorad) detektiert.

3.11 Immunzytochemie

Zur immunzytochemischen Analyse wurden die Zellen auf den Deckgldasern 2-mal mit 1x PBS
gewaschen und anschlieend mit 4% PFA fliir mindestens 15 min fixiert. PFA quervernetzt die
Proteine in der Zelle und konserviert die urspriingliche Proteinform. Anschlieend wurden
die Zellen 2-mal mit 1x PBS gewaschen. Um die intrazellularen Epitope in der Zelle
zuganglich zu machen, wurde 2 min mit 0,1% Triton-X100 permeabilisiert. AbschlieSend
wurden die Zellen mit Blockierlésung inkubiert, wodurch unspezifische Bindungen der
Antikorper reduziert werden. Der Primarantikdrper wurde in Blockierldsung entsprechend
verdiinnt und 1 h bei RT oder UN bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem waschen mit 1x PBS
fir jeweils 1 min wurde der verdiinnte Sekundarantikoérper fir 30 min auf die Zellen
gegeben. Bevor der Fluoreszenzfarbstoff DAPI 1:1000 verdiinnt und auf die Zellen getropft
wurde, mussten die Zellen 3-mal mit 1x PBS gewaschen werden. Die Inkubationszeit mit
DAPI betrug 5 min. Zuletzt wurde 2-mal mit 1x PBS und 1-mal mit destilliertem Wasser
gewaschen. Die Deckglaser wurden in Mowiol eingedeckt und bei 4°C im Dunkeln gelagert.
Die Aufnahmen der immunzytochemischen Farbung, sowie der In-situ-Hybridisierungen
erfolgte entweder mit einem 40x Objektiv (UPlanFLN; NA= 0,75) oder einem 60x Olobjektiv
(UPlanSApo; NA= 1,35) eines I1X81 Mikroskops. Zur Detektion wurde die monochrome
Fluoreszenz CCD-Kamera XM10 und die cell*F Software verwendet. Die Bilder wurden mit
Photoshop CS4 (Adobe) bearbeitet.

3.12 In-situ-Hybridisierung
Die In-situ-Hybridisierung ist eine Methode in der Molekularbiologie, mit der Nukleinsduren
in Zellen und Geweben mit einer spezifischen Sonde nachgewiesen werden kdnnen.
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3.12.1 LNA-ELF-FISH zur Detektion der sncRNA-715

Mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und der Enzyme Labeled Fluorescence (FLF)
Technik wurde die sncRNA-715 in primdren Oligodendrozyten nachgewiesen.

Primére Oligodendrozyten (3 TIV) wurden mit 4% PFA fir 15 min fixiert und 3-mal mit 1x PBS
fir jeweils 1 min gewaschen. Permeabilisiert wurde UN bei 4°C mit 70% Ethanol. Am
nachsten Tag wurden die Zellen mit Hybridisierungspuffer fiir 2h bei 60°C vorinkubiert. Die
Hybridisierung mit 50 nM 715-spezifischen-LNA-Sonde erfolgte im Hybridisierungspuffer UN
bei 71°C. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit 5x SSC, 4x SSC, 2x SSC und 1x SSC fir
jeweils 5 min bei 71°C, 1-mal mit 0,2x SSC und 1-mal mit 1x Waschpuffer (Molecular Probes)
flir 5 min bei RT gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 100 ul Blocking-Reagenz
(Molecular Probes) fir 1 h blockiert. Der anti-DIG-AP Antikérper wurde 1:200 in 100 ml
Blocking-Reagenz verdiinnt und auf die Zellen fiir 30 min bei RT inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit 1x Waschpuffer fir jeweils 5 min wurde die Substrat Working Solution nach
Angaben des Herstellers angesetzt und 15 min auf die Zellen gegeben. Nach einmaligem
Waschen mit 1x Waschpuffer fiir 5 min wurde mit Post-Fixierungslosung fir 15 min fixiert.
Im letzten Schritt wurden die Deckglaser in Mowiol eingedeckt und bei 4°C im Dunkeln
gelagert.

3.12.2 FISH zur Detektion der MBP mRNA

Mit den Stellaris Sonden von Biocat sollte die MBP mRNA in der IMS32 Zelllinie detektiert
werden. IMS32 Zellen (7x10*) wurden auf einem Deckglas flr 48 h kultiviert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit 4% PFA fiir 15 min fixiert und 3-mal mit 1x PBS fir jeweils 1 min
gewaschen. Permeabilisiert wurde UN bei 4°C mit 70% Ethanol. Am nichsten Tag wurden die
Zellen mit Waschpuffer fiir 5 min gewaschen. Anschliefend wurde fiir 2 min mit 0,1% Triton-
X100 inkubiert und mit Waschpuffer flir 5 min gewaschen. Die MBP spezifischen Stellaris
Sonde wurde in Hybridizierungspuffer auf 250 nM verdiinnt und UN auf den Zellen bei 37°C
inkubiert.

3.13 Fluorimetrischer TUNEL Versuch

Wahrend der Apoptose entstehen DNA-Strangbriiche. Mit dem TUNEL (terminal transferase
dUTP nick end labeling) Versuch kdnnen an den freien 3’OH-DNA Bruchenden durch eine
terminale Deoxynukleotidyltransferase Fluoreszien-markierte dUTP-Nukleotide gebunden
werden. Diese markierten Stellen in der geschadigten DNA kdnnen fluorimetrisch detektiert
werden.

Zur Bestimmung der relativen Apoptoserate in den 715-Mimic und Kontroll-transfizierten
Oli-neu Zellen und primaren Oligodendrozyten wurde der TUNEL-Versuch mit dem DNA
Fragmentation Imaging Kit (Roche Applied Science) nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. Dieser Versuch quantifiziert neben der TUNEL Reaktion auch die Anzahl an
Zellkernen (Hoechst 33342 Farbung), wodurch auch die Gesamtzellzahl bestimmt werden
kann. Im Versuch wurden Oli-neu Zellen (1,5x10%) und primare Oligodendrozyten (5x10% 1
TIV) in einer 96-well Platte mit 20 nM 715-Mimic oder Kontroll-siRNA transfiziert. 24 h spater
wurden Zellen in einem separaten Ansatz als Positivkontrolle mit 1 uM Staurosporin
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behandelt. Nach 18 h wurde dann die relative Menge an apoptotischen Zellen und die
Gesamtzellzahl mit Hilfe des TUNEL Versuch in einem Mikrotiterplatten-Leser F200 (TECAN)
guantifiziert.

3.14 Immunprazipitation
Mit der Immunprazipitation kdnnen spezifisch Proteine und assoziierte Molekdile aus Lysaten
aufkonzentriert werden.

3.14.1 Immunprazipitation aus Oli-neu Zellen

In dieser Arbeit wurde das hnRNP A2 Protein unter Verwendung der Dynabeads Protein G
(Invitrogen) aufgereinigt. Dazu wurden fir die A2-IP 22,5 ug des hnRNP A2 spezifischen
Antikorpers Ef-67 (W. Rigby, Hannover) und fir die Kontroll-IP 22,5 ug des IgG-Antikorper in
200 ul W&B Puffer gemischt. Beide Ansatze wurden fiir 2 h bei 4°C auf dem Rotationsrad
inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden die Lysate der Oli-neu Zellen hergestellt. Dazu
wurden pro Ansatz konfluente Oli-neu Zellen einer 10 cm Kulturschale mit 1 ml 1x PBS
abgeschabt. Jeweils 200 pl und 800 ul der Zellsuspension wurden in 1,5 ml Reaktionsgefalie
Uberfiihrt und bei 5000 g bei 4°C fir 5 min zentrifugiert. Das kleine Pellet (RNA-Input) wurde
in 700 pl Qiazol aufgenommen und bei -80°C gelagert. Das grofRere Pellet wurde in 700 pl
Lyse Puffer resuspendiert und auf dem Rotationsrad fiir 45 min bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend wurde das Lysat bei 5000 g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. 60 ul des
Uberstandes (Protein-Input) wurden abgenommen und bei -20°C gelagert. Bevor das Lysat
auf die Antikoérper gekoppelten Beads gegeben wurde, wurden die Beads 2-mal mit 700 pl 1x
PBS gewaschen. Inkubiert wurde bei 4°C UN auf dem Rotationsrad. Am nichsten Tag wurden
die Beads 5-mal mit 700 ul 1x PBS gewaschen und im letzten Schritt aufgeteilt. Zu dem einen
Ansatz wurde 700 pl Qiazol gegeben und 5 min bei RT standig invertiert. SchlieBlich wurde
das Qiazol von den Ef-67 und den IgG Beads befreit und zusammen mit dem Input fir die
RNA-Extraktion weiterverwendet (3.10.1). Nach der Reversen Transkription und der
guantitativen Real-Time PCR wurde der Anreicherungsfaktor nach 3.10.2.2 bestimmt. Zum
zweiten Ansatz wurde 40 ul 1x LDS pipettiert und fir 10 min auf dem Thermomixer bei 70°C
inkubiert. Das LDS wurde von den Beads abgenommen und mit 4,5 pl DTT gemischt und fiir 5
min bei 70 °C aufgekocht. Die Lysate aus dem Input, der Ef-67 IP und der IgG IP wurden
weiter in der SDS Page und im Western Blot analysiert (3.9.3 und 3.9.4).

3.14.2 Immunprazipitation aus primaren Schwann-Zellen

Die Aufreinigung des hnRNP A2 Proteins aus primaren Schwann-Zellen erfolgte ebenfalls mit
Hilfe der der Dynabeads Protein G (Invitrogen). Allerdings musste das Protokoll etwas
verindert werden. Zuerst wurde der Antikérper-Lysat Komplex UN gebildet und
anschliefend mit den Beads inkubiert.

Es wurden Zellen einer konfluenten T75 Kulturflasche mit 1 ml 1x PBS abgeschabt. Jeweils
200 pl und 800 pl der Zellsuspension wurden in 1,5 ml ReaktionsgefafRe liberfiihrt und bei
5000 g bei 4°C fur 5 min zentrifugiert. Das kleinere Pellet wurde in 700 ul Qiazol
aufgenommen und bei -70°C fiir die RNA-Extraktion aufbewahrt. Das grofRere Pellet wurde in

800 pl Lyse Puffer aufgenommen und fir 45 min auf dem Rotationsrad bei 4°C inkubiert.
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AnschlieBend wurden 60 pl des Uberstandes bei -20°C aufbewahrt. Das restliche Lysat wurde
aufgeteilt und jeweils mit 6,4 ug 1gG Antikérper oder 6,4 pg Ef-67 Antikdrper (Santa Cruz) UN
bei 4°C auf dem Rotationsrad inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Beads zu den
Antikorper-Lysat Komplexen gegeben und fiir 2 h bei 4°C auf dem Rotationsrad inkubiert. Die
Elution und die Analyse der Proben erfolgte wie in 3.14.1 beschrieben.

3.15 Ziel gerichtete Mutagenese

Zur Einfihrung einer Mutation in die potentiellen sncRNA-715 Bindestelle in die MBP 3"UTR
des Firefly Luziferase Reporter Plasmids wurde das QuikChange Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit von Stratagene verwendet. Zunachst wurden dafiir zwei komplementare
Primer designt, die die gewilinschte Mutation enthielten (Tabelle 6). Die Mutation, und damit
die Sequenz der Primer, wurde so gewahlt, dass zusatzlich eine Restriktionsschnittstelle fir
EcoRl entstand. Flr die Synthese des mutanten Plasmids wurden folgende Reagenzien

bendtigt:
Reagenz Menge
Wildtyp firefly Luziferase-Konstrukt MBP3 'UTR 38 ng
Mutation (fw) Primer 125 ng
Mutation (rev) Primer 125 ng
dNTP Mix 1l
QuikSolution reagent 1,5l
QuikChange Lightning Enzyme 1l
ddH,0 ad 50 ul

AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz im PCR-Cycler mit folgendem Programm

amplifiziert:
Segment Temperatur Zeit Zyklen
Prdinkubation 95 °C 2 min 1
(Denaturierung)
Amplifikation (Denaturierung, 95°C 20s
Anlagerung der Primer, 60 °C 110s 18
DNA Synthese) 68 °C 222 s (30s/kb Plasmid)
Postinkubation 68 °C 5 min 1

Im nachsten Schritt wurden die Proben mit 2 ul Dpnl bei 37°C fiir 5 min verdaut. Dieses
Enzym baut spezifisch methylierte, nicht mutierte, Ausgangs-DNA ab. Die mutierte DNA
wurde anschliefend in superkompetente Zellen XL10-Gold (Stratagene) transformiert. Dazu
wurden 45 ul der XL10-Gold Zellen mit 2 pl B-Mercaptoethanlol fiir 2 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden 2 pl der Dpnl behandelten DNA zu den Zellen gegeben und 30 min auf
Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde danach fir 30 s auf 42°C erhitzt und dann 2
min auf Eis abgekihlt. AnschlieBend wurde 500 pl vorgewarmtes SOC-Medium zugegeben
und de Zellsuspension fiir 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Nach dieser Inkubation
wurden die Zellen pelletiert, das Zellpellet in 150 pl SOC-Medium aufgenommen und
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anschlieBend auf Agar-Platten, die 75ug/ml Ampicillin enthielten, ausplattiert. Die
Kulturplatte wurde bei 37°C UN inkubiert.

3.15.1 Plasmid-Praparation aus XL10-Gold (Mini-/ Midi-Praparation)

Am nichsten Tag wurden die die Bakterien, die das gewiinschte Plasmid enthielten, UN in 4
ml LB-Medium (+75ug/ml Ampicillin) bei 37°C im Schuttler amplifiziert. AnschlieRend wurde
ein Glycerinstock (875 ul Mini + 125ul 80% Glycerin) angelegt. Zur Isolation der Plasmide aus
den Bakterien wurde das PureYield™ Plasmid Miniprep Kit von Promega nach Angaben des
Herstellers verwendet. Zur Uberpriifung, ob es sich bei dem isolierten Plasmid um das
mutierte Firefly Luziferase Reporter Plasmid handelt, wurde ein analytischer Kontrollverdau
mit EcoRl und Xhol durchgefiihrt. Der Glycerinstock der positiven Mini wurde dann
verwendet, um eine Midi anzuimpfen. Dazu wurde der komplette Glycerinstock in 100 ml LB-
Medium (+75ug/ml Ampicillin) gegeben und bei 37°C UN im Schiittler amplifiziert. Von der
Midi wurde ebenfalls ein Glycerinstock angefertigt. Zur Isolation der Plasmide aus den
Bakterien wurde das PureYield™ Plasmid Midiprep Kit von Promega nach Angaben des
Herstellers verwendet. Das isolierte Plasmid wurde mit einem Kontrollverdau mit EcoRIl und
Xhol Gberprift und anschlieBend von der Firma GENterprise Genomics in Mainz sequenziert.

3.16 Luziferase Versuch

Der Luziferase-Versuch wurde mit dem Dual-Glo™ Luciferase Assay System von Promega
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Die Transfektion der Oli-neu Zellen erfolgte wie in 3.8.3 beschrieben. 48 h nach der
Transfektion wurde die Zellen mit 1x PBS gewaschen und anschlieRend in 350 pl 1x PBS
abgeschabt. Jeweils 50 pl der Zelllésung wurden in eine weille 96-well Platte iberfiihrt. Die
restliche Zelllosung wurde bei 5000 g fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert und das Pellet in 700 pl
Qiazol aufgenommen und bei -80°C flir RNA-Analysen aufbewahrt. Um die Firefly Luziferase
Aktivitat in der Zelllésung in der 96-well Platte zu messen, wurden 50 ul Dual-Glo Luciferase
Reagenz zugegeben. Die Firefly Luziferase katalysiert die Oxidation von beetle-Luciferin
unter Verwendung von ATP, I\/Ig2+ und O, in Oxyluciferin, wobei Licht der Wellenlange 560
nm emittiert wird. Nach 10 mindtiger Inkubation wurde die Lumineszenz im Mikroplatten-
Leser (Tecan) bestimmt. Die detektierte Lumineszenz ist dquivalent zum umgesetzten
Substrat und entspricht damit der Firefly Luziferase Aktivitat. Um die Renilla Luziferase
Aktivitdat messen zu kénnen, wurden anschlieBend 50 ul Dual-Glo Stop & Glo Reagenz
zugegeben, welches die Lumineszenz der Firefly Luziferase stoppt und die Lumineszenz der
Renilla Luziferase anregt. Die Renilla Luziferase oxidiert Coelenterazin unter Verbrauch von
0, in Coelenteramid, wobei Licht der Wellenldnge 482 nm emittiert wird. Auch hier wurde
nach einer 10 mindtigen Inkubation die Lumineszenz in einem Mikroplatten-Leser (Tecan)
gemessen. Zur Auswertung wurden die Mittelwerte der 3 Replikate gebildet. Der Mittelwert
der Firefly Luziferase Aktivitdat wurde auf den Mittelwert der Renilla Luziferase normalisiert
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4 Ergebnisse

4.1 Vorhergesagte sncRNA-715 (miR-715) Bindestellen in der MBP 3'UTR

Zur Vorhersage potentieller miRNA Bindestellen in der 3’'UTR der MBP mRNA wurde die
Datenbank MicroCosm Targets Version 5 verwendet. Anhand dieser bioinformatischen
Analyse wurden miRNAs gefunden, die theoretisch in den unterschiedlichen MBP 3’"UTRs des
Menschen, der Maus und der Ratte binden kénnen (Abbildung 19).

MBP 3°UTR
Mus musculus Rattus norvegicus Homo sapiens
miR-125b* miR-449a miR-189
miR-214* miR-324-3p miR-212
miR-715 miR-715 miR-662
miR-764-5p miR-700 miR-715
miR-890 miR-518d-3p
miR-181a-1* miR-689
miR-764-5p

Abbildung 19: Potentielle miRNA Bindestellen in der MBP 3°UTR
Fir die MBP 3’UTR in der Maus konnten sechs, in der Ratte sieben und im Menschen vier potenzielle
miRNA-Bindestellen errechnet werden. Die miR-715 Bindestelle ist in allen drei Spezies konserviert.

Es wurden in der Maus 6 miRNAs (miR-125b*, miR-214%*, miR-715, miR-764-5p, miR-890 und
miR-181a-1*), in der Ratte 7 miRNAs (miR-449a, miR-324-3p, miR-715, miR-700, miR-518d-
3p, MmiR-689 und miR-764-5p) und im Menschen 4 miRNAs (miR-189, miR-212, miR-662 und
miR-715) identifiziert, die potentiell in der MBP 3"UTR binden kénnen. Unter diesen miRNAs
ist die vorhergesagte Bindestelle der miR-715 in allen drei Spezies konserviert. In der
vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, ob miR-715 mit der Bindestelle in der MBP
3’UTR interagiert und dadurch die Translation des MBP Proteins reguliert. Exemplarisch ist
die MicroCosm Target Suche fiir die MBP 3"UTR der Maus und miR-715 in Abbildung 20
dargestellt. Die seed Region der miRNA-715 ist komplementar zur Erkennungssequenz in der
MBP mRNA. Die Bindestelle befindet sich in der murinen MBP 3°'UTR zwischen den
Nukleotiden (nt) 225 und 275, in der Ratte zwischen bp 254 und 274 und im Menschen
zwischen bp 113 und 133. Die Nummerierung der Basen bezieht sich hier nur auf die 3’"UTR.
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Abbildung 20: Ergebnis der Datenbankanalyse MicroCosm Targets Version 5

Die miR-715 Bindestelle befindet sich zwischen den Nukleotiden (nt) 225 und 275 in der murinen
MBP 3°UTR. Die komplementare Bindung ist durch waagrechte Striche dargestellt. (Modifiziert nach
www.ebi.ac.uk/enrightsrv/microcosm/cgibin/targets/v5/detail view.pl?transcript id=ENSMUST00000102812)

Mit Hilfe der RNAhybrid Software des Bioinformatik Servers der Universitat Bielefeld kann
die minimale freie Hybridisierungsenergie (mfe) einer langen RNA und einer kiirzeren RNA
bestimmt werden (Rehmsmeier et al., 2004). Die minimale freie Hybridisierungsenergie fiir
miR-715 und der MBP 3’UTR in der Maus und in der Ratte betragt -29,0 kcal/mol und im
Menschen -27,8 kcal/mol (Abbildung 21). Diese Werte sind mit der freien
Hybridisierungsenergie andere miRNAs vergleichbar (Rehmsmeier et al., 2004).

Mus musculus Homo sapiens
Rattus norvegicus imfe: -27.8 kcal/mol)
(mfe: -29.0 kcal/mol)

Abbildung 21: Ergebnis der RNAhybrid Software

Dargestellt ist die vorhergesagte Interaktion und die minimale freie Hybridisierungsenergie (mfe)
von miR-715 (griin) mit der den jeweiligen MBP 3°UTRs (rot). In der Maus und der Ratte ist die
Basenpaarung der Nukleotide 2-10 vom 5°-Ende der miRNA perfekt ausgebildet (seed). Im
Menschen ist die Bindung an Position 3 vom 5°Ende der miRNA unterbrochen, dies wird aber durch
eine Komplementaritat im 3'-Bereich kompensiert.

(Modifiziert nach http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/submission.html)
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Anhand von Sequenzierungen, die anfanglich die 21-Nukleotid lange RNA als miRNA
identifizierten, wurde in der miRNA Datenbank miRBase bekannt gegeben, dass das
Prozessierungsmuster der miR-715 nicht mit dem von anderen miRNAs Ubereinstimmt
(Kozomara & Griffiths-Jones, 2011). Bislang ist es nicht einfach, die verschiedenen Klassen
kleiner nicht kodierender RNAs klar zu unterscheiden (Kim et al., 2009). Aus diesem Grund
wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit miR-715 als sncRNA-715 bezeichnet und die
Expression griindlich untersucht.

4.2 Rolle der sncRNA-715 im zentralen Nervensystem

In diesem Projekt sollte Uberprift werden, ob sncRNA-715 in Oligodendrozyten exprimiert
wird und mit der potentiellen Bindestelle in der MBP 3’UTR interagieren und dariber die
Translation beeinflussen kann. Darliber hinaus sollte tberpriift werden, ob sncRNA-715 eine
Komponente des MBP mRNA Lokalisationskomplexes ist und die Translation der MBP mRNA
inhibiert.

4.2.1 Endogene sncRNA-715 Expression in Oligodendrozyten

Die Verwendung von Locked Nuclein Acids (LNA) Sonden (Abschnitt 3.6.3) ermoglicht die
Detektion von kleinen RNA Molekiilen wie sncRNAs (Varallyay et al., 2008). Mit einer LNA-
Sonde, die spezifisch die 21-Nukleotid lange Sequenz (5" CUCCGUGCACACCCCCGCGUG3’) der
urspringlichen miR-715 erkennt, konnte die endogene sncRNA-715 in primadren
Oligodendrozyten nachgewiesen werden (Abbildung 22A). Da die Sequenz von reifen
miRNAs auch in den Vorldufermolekilen (Pri- und Pre-miRNA) vorhanden ist, kbnnen mit
einer miRNA spezifischen Sonde neben der reifen miRNA auch die Pri- und Pre-miRNAs
detektiert werden (Naguibneva et al., 2006). Mit der sncRNA-715 kann nur eine spezifische
Bande bei 21 Nukleotiden und damit nur die reife sncRNA-715 detektiert werden.
Moglicherweise ist die Konzentration des Vorlaufermolekils zu gering, um mit dieser
Methode visulaisiert zu werden, oder die Sequenz ist so lang, sodass die RNA nicht in das
15%ige Gel hinein gelaufen ist. Auch kénnten sich durch eine unvollstandige Denaturierung
Sekundarstrukturen in der RNA ausgebildet haben, die die Bindung der LNA-Sonde
verhindert.

Die endogene Expression der sncNRA-715 in Oli-neu Zellen und Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen konnte anhand von quantitativer Real-Time-PCR (qPCR) und anschliefender
Agarose-Gelelektrophorese verifiziert werden (Abbildung 22B). Sowohl in der Zelllinie als
auch in primdren Oligodendrozyten kann eine Bande detektiert werden. Aufgrund der
Verwendung von Stem-loop Primern in der reversen Transkription ist das PCR Produkt
grofRer (Abbildung 17) und die Bande lduft bei 60 Nukleotiden (nt) statt bei 21 nt.

Um heraus zu finden, ob die 21 Nukleotid lange Sequenz, die in der qPCR amplifiziert wurde,
als sncRNA-715 endogen in Oligodendrozyten existiert, und nicht ein Bestandteil einer
langeren RNA ist, wurden Oli-neu Zellen mit synthetischen sncRNA-715 (715-Mimic) oder zur
Kontrolle mit einer Kontroll-siRNA transfiziert. Nach der RNA-Extraktion, wurde die in
Abbildung 18 dargestellte Strategie verwendet. Nach der Polyadenylierung und der reversen
Transkription mit Oligo-dt Primern und anschliefender quantitativer PCR wurden die Proben
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auf ein Ethidiumbromid-gefirbtes Agarosegel aufgetragen. Sowohl in der Kontroll-
(endogene sncRNA-715), als auch in der 715-Mimic Transfektion wurde nur eine einzige
Bande mit gleicher GroRRe identifiziert. Die 5s rRNA diente als Ladekontrolle (Abbildung 22C).
Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die Sequenz der sncRNA-715 identisch
mit der synthetischen 715-Mimic ist. Durch die Polyadenylierung und die Verwendung von
Oligo-dt-spezifischen Primern kdnnen potentielle 3" Verlangerungen ausgeschlossen werden.

A) & B) @)
o \s
N & <
LAY i-
\Q‘OQ ot OQC Oli-neu
<
100 & e
A 80 6),\3@&@\
QTS
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Abbildung 22: Endogene sncRNA-715 Expression in primdren OPCs und Oli-neu Zellen

(A) Northern Blot Analysen primarer OPC RNA (1DIV) ergeben eine ~21-Nukleotid (nt) lange RNA-
Bande.

(B) SncRNA-715 spezifische reverse Transkription (RT) und quantitative PCR mit anschlieRender
Gelelektrophorese ergeben in primaren OPCs und Oli-neu Zellen eine spezifische Bande. Die GroRe
der Bande (-60 nt) geht auf die Verwendung von Haarnadelschleifen-Primern in der RT zuriick.

(C) 715-Mimic und Kontroll-siRNA transfizierte Oli-neu Zellen weisen das gleiche PCR-Produkt auf.

Zur Analyse, ob sncRNA-715 in anderen Zelltypen des ZNS exprimiert werden, wurde RNA
aus Astrozyten, Mikroglia und Neuronen isoliert, und eine quantitative Realtime-PCR auf die
cDNA durchgefiihrt. Die relative Quantifizierung der sncRNA-715 Mengen erfolgte nach der
AACt-Methode auf das Referenzgen snoRNA-135. Die Menge an sncRNA-715 in den
dargestellten Maus-Zelltypen wurde auf die sncRNA-715 Expression in primaren
Oligodendrozyten (1 TIV) bezogen (Abbildung 23). Die log2-Werte liegen in Astrozyten bei -
6,41 +/- 0,67 (Mittelwert, SEM, n=4) in Mikroglia bei -8,23 +/- 1,38 (Mittelwert, SEM, n=4)
und in Neuronen bei -3,06 +/- 0,65 (Mittelwert, SEM, n=3). Die Expression von sncRNA-715
in Astrozyten ist damit 85-mal, in Mikroglia 300-mal und in Neuronen 12-mal geringer als in
Oligodendrozyten. Die Expression von sncRNA-715 ist damit nicht nur auf Oligodendrozyten
beschrankt, sondern erfolgt auch in anderen Zelltypen, allerdings deutlich geringer.
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Abbildung 23: Endogene sncRNA-715 Expression in verschiedenen Zelltypen

Dargestellt ist die relative Menge an endogener sncRNA-715 in Astrozyten, Mikroglia und Neuronen
verglichen mit endogener sncRNA-715 Mengen primarer Oligodendrozyten (1 TIV).

Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dar.

4.2.2 Effizienz der sncRNA-715 Transfektion
Oli-neu Zellen wurden mit einer synthetischen sncRNA-715 (715-Mimic) oder einem 715-
GFP-hairpin Plasmid transfiziert. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit einer Kontroll-siRNA
oder nur mit einem Kontroll- GFP-hairpin Plasmid behandelt. Eine Kontroll-siRNA und eine
scrambled miRNA sind kurze RNA Sequenzen, die nicht homolog zu einem bekannten Gen
sind und keinen spezifischen Effekt auf die Genexpression haben. Im Unterschied zur
Kontroll-siRNA, welche aus einer zufillig zusammengesetzten Nukleotid-Sequenz besteht,
besitzt die scrambled miRNA die gleiche, aber in unterschiedlicher Reihenfolge angeordnete
Nukleotid-Zusammensetzung wie Ausgangs miRNA. Die Prozessierung von hairpin miRNAs
flhrt in der Zelle zur Bildung einer reifen miRNA. Im Fall der hier benutzten Plasmide wurde
neben der reifen sncRNA-715 (715-GFP-hairpin Plasmid) eine scrambled miRNA (Kontroll-
GFP-hairpin Plasmid) generiert. Zusatzlich exprimieren die Plasmide das enhanced green
fluorescent protein (eGFP), wodurch in transfizierte Zellen direkt identifiziert werden
kénnen.
Um die allgemeine Effizienz der Transfektion zu bestimmen, wurde eine quantitative
Realtime-PCR durchgefiihrt. AulRerdem wurden die Proben auf ein Ethidiumbromid-
gefarbtes Agarosegel aufgetragen. Fiir die sncRNA-715 bzw. fiir die Referenz-RNA (snoRNA-
135) konnte jeweils eine spezifische Bande detektiert werden, die in Bezug auf die
Kontrolltransfektion in der 715-Mimic bzw. 715-GFP Transfektion die gleiche GrofRe besitzen
(Abbildung 24, A und C). Die Bestimmung der relativen sncRNA-715 Mengen erfolgte nach
der AACt-Methode auf das Referenzgen snoRNA-135. Die jeweilige 715-Transfektion wurde
auf die Kontrolltransfektion bezogen. Die Transfektion mit der synthetischen 715-Mimic
flihrt zu einem 2320-fachen Anstieg der sncRNA-715 in der Zelle, wohingegen das 715-GFP-
hairpin Plasmid die sncRNA-715 Menge nur um das 2,4-fache erhoht. Allgemein lasst sich bei
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diesen Versuchen feststellen, dass die Transfektion mit der synthetischen 715-Mimic fast
1000-mal effizienter ist als die Transfektion mit dem 715-GFP-hairpin Plasmid (Abbildung 24
B und D). Nach einer Transfektion gelangt die Plasmid-DNA erst nach der Teilung der Zelle in
den Zellkern. Die Expression von Plasmid-kodierten sncRNAs kann somit nur in
teilungsfahigen Zellen erfolgen. Synthetische miRNAs hingegen koénnen auch in
postmitotische Zellen transfiziert werden, da sie nicht wie die Plasmid-DNA in den Zellkern
sondern nur ins Zytoplasma gelangen miissen. Um die Expression des 715-GFP-hairpin
Plasmids in den postmitotischen primaren Oligodendrozyten zu ermdoglichen (Abbildung 27)
wurden die Zellen mit Hilfe des 4D Nukleofektors nukleofiziert (Abschnitt 3.7.4).
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Abbildung 24: Transfektion von 715-Mimic und 715-GFP-Plasmid in Oli-neu Zellen

Das PCR Produkt der 715-Mimic Transfektion (A) und der 715-GFP-hairpin Plasmid Transfektion (B)
weist die gleiche GroRe auf wie das endogene PCR Produkt in den Kontroll-Transfektionen.

Die Relative Menge an sncRNA-715 in der synthetischen 715-Mimic Transfektion ist 2320-mal héher
gegeniber der siRNA (Kontrolle) Transfektion, wobei die 715-GFP-hairpin Plasmid Transfektion die
relative Menge an sncRNA-715 nur um das 2,4-fache steigert.
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4.2.3 SncRNA-715 Expression und MBP Protein Synthese in Oligodendrozyten

Als nachstes wurde die Expression der sncRNA-715 wahrend der Differenzierung von
kultivierten Oligodendrozyten analysiert. Dazu wurde die c¢DNA aus primdren
Oligodendrozyten unterschiedlicher Entwicklungsstadien (1, 3, 6 und 8 TIV) hergestellt und
eine quantitative Real-Time PCR durchgefiihrt. Unter Verwendung der AACt-Methode wurde
die relative Menge an sncRNA-715 und miR-124a an Tag 8, 6 und 3 bestimmt und mit Tag 1
verglichen. Als Referenzgen wurde snoRNA-135 verwendet. Die relative Expression von
sncRNA-715 wahrend der Oligodendrozytendifferenzierung in vitro wird signifikant herunter
reguliert (log2(3TIV)=-0,72 +/- 0,24 (Mittelwert, SEM, n=3); log2(6TIV)=-1,46 +/- 0,5
(Mittelwert, SEM, n=3); log2(8TIV)=-2,92 +/- 0,64 (Mittelwert, SEM, n=3)), wahrend miR-
124a nicht reguliert wird (log2(3TIV)=0,52 +/- 0,44 (Mittelwert, SEM, n=3); log2(6TIV)=0,42
+/-0,55 (Mittelwert, SEM, n=3); log2(8TIV)=-0,23 +/- 0,75 (Mittelwert, SEM, n=3)).

Wie bereits in Abschnitt 2.1.1.1 erwahnt, wird wahrend der Differenzierung der
Oligodendrozyten die Menge an MBP Protein hochreguliert. Dies konnte in Western Blot
Analysen bestatigt werden (Abbildung 25B). GAPDH diente als interne Ladekontrolle.
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Abbildung 25: SncRNA-715 und MBP Protein Expression wahrend der Oligodendrozyten-
Differenzierung in vitro

A) Quantitative Real-Time PCR zur Analyse der relativen sncRNA-715 Expression primarer
Oligodendrozyten kultiviert fiir 1, 3, 6 und 8 Tage. Die Menge an endogener sncRNA-715 bzw. miR-
124a an Tag 3, 6 und 8 wurde mit Tag 1 verglichen.

B) Western Blots zur Analyse der MBP Protein-Expression primarer Oligodendrozyten kultiviert fur
1, 3, 6 und 8 Tage.

(Einstichproben- t-test: *=p<0,05; ns (=nicht signifikant) >0,05; die Fehlerbalken stellen den SEM
dar)

Um die in vitro erreichten Ergebnisse zu verifizieren, wurden die Expressionen der sncRNA-
715 und des MBP Proteins im optischen Neven der Maus ex vivo untersucht. Dazu wurden
RNA und Proteine aus dem optischen Nerven einer PO und P10 Maus isoliert und die relative
Expression von sncRNA-715 (iber quantitative Real-Time PCR und die MBP Mengen liber
Western Blot analysiert. Wie in Abbildung 26A dargestellt, wird die Expression von sncRNA-
715 wahrend der Entwicklung des optischen Nervens signifikant herunter reguliert
(log2(P10/P0)=-1,05 +/- 0,21 (Mittelwert, SEM, n=4)), wahrend die Expression der miR-124a
unverandert bleibt (log2(P10/P0)=-0,12 +/- 0,27 (Mittelwert, SEM, n=4)). Es ist davon
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auszugehen, dass die verdanderte sncRNA-715 Expression im optischen Nerven auf die
Reifung der Oligodendrozyten zurlickzufiihren ist, da die Expression dieser kleinen RNA in
anderen Zelltypen viel niedriger ist (sieche Abbildung 23). Ubereinstimmend mit der Literatur
(Colello et al., 1995) wird auch ex vivo die Synthese des MBP Proteins wahrend der
Entwicklung des optischen Nervens hoch reguliert (Abbildung 26B).
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Abbildung 26: SncRNA-715 und MBP Protein Expression im optischen Nerven ex vivo

A) Quantitative Real-Time PCR zur Analyse der relativen sncRNA-715 Expression im optischen
Nerven. Die Menge an endogener sncRNA-715 bzw. miR-124a des optischen Nervens einer
neugeborenen Maus (P0O) wurde mit einer zehn Tage alten Maus (P10) verglichen.

B) Western Blot zur Analyse der MBP Protein-Expression im optischen Nerven einer neugeborenen
(PO) und einer zehn Tage (P10) alten Maus.

(t-test: *=p<0,05; Die Fehlerbalken stellen den SEM dar)

Zusammenfassend konnte bisher gezeigt werden, dass sncRNA-715 nicht nur eine
potentielle Bindestelle in der 3’"UTR der MBP mRNA besitzt, sondern dass die Expression der
sncRNA-715 und des MBP Proteins wahrend der Differenzierung der Oligodendrozyten in
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vivo und in vitro invers korrelieren. Diese Resultate bestarkten das Vorhaben, die
regulatorische Funktion dieser sncRNA auf die Translation von MBP weiter zu untersuchen.

4.2.4 Effekt der sncRNA-715 auf die Translation des MBP Proteins

Ob sncNRA-715 tatsachlich einen regulatorischen Effekt auf die Translation von MBP Protein
hat, wurde durch die Transfektion der synthetischen 715-Mimic in primare
Oligodendrozyten (1TIV) Gberpriift. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit einer Kontroll-siRNA
behandelt. Nach einer 48 stiindigen Inkubation wurden die Proteinmengen mittels Western
Blot analysiert. Wie in Abbildung 27 (links) dargestellt, ist die Menge aller MBP Isoformen in
715-Mimic transfizierten Zellen gegeniiber der Kontrolltransfektion deutlich reduziert,
wahrend die Mengen anderer Myelinproteine wie CNP und MOG und der Ladekontrolle
GAPDH nicht beeinflusst werden. Um die endogene sncRNA-715 zu inhibieren, wurden die
Zellen mit einer komplementaren Sequenz der sncRNA-715, dem sogenannten 715-Inhibitor,
transfiziert. Wie in Abbildung 27 (rechts) dargestellt, scheint der 715-Inhibitor die Interaktion
der endogenen sncRNA-715 zu verhindern und bewirkt somit eine gesteigerte Synthese des
MBP Proteins, wahrend MOG, CNP und GAPDH nicht reguliert werden.

Um herauszufinden, ob sncRNA-715 spezifisch die Synthese von MBP Protein beeinflusst,
oder ob es generell einen Effekt auf die Oligodendrozyten-Differenzierung gibt, wurden
densitometrische Auswertungen von verschiedenen Western Blots durchgefiihrt. Dazu
wurde die MBP Protein-Menge auf die MOG Protein-Menge normalisiert, da MOG
gleichzeitig oder nach MBP in kultivierten Oligodendrozyten exprimiert wird (Pfeiffer et al.,
1993) (siehe Abbildung 25B). Die normalisierten Mengen an MBP Protein in der 715-Mimic
Transfektion bzw. der 715-Inhibitor Transfektion wurden auf die Kontroll-Transfektion
bezogen. Dabei reduziert 715-Mimic die relative Menge an normalisiertem MBP Protein auf
0,22 +/- 0,01 (Mittelwert, SEM, n=7) (Abbildung 27B, links) und der 715-Inhibitor erhéht die
Protein-Menge auf 1,62 +/- 0,08 (Mittelwert, SEM, n=3)(Abbildung 27B, links).
Zusammenfassend ist der Effekt von sncRNA-715 spezifisch auf das MBP Protein und scheint
keinen offensichtlichen Einfluss auf die Reifung der Oligodendrozyten zu haben.
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Abbildung 27: SncRNA-715 beeinflusst endogene MBP Protein-Mengen in primdren
Oligodendrozyten (3TIV)

A) Dargestellt ist jeweils ein reprdsentativer Western Blot 715-Mimic (links) und 715-Inhibitor
transfizierter Oligodendrozyten (rechts) mit den Antikérpern der Myelinproteine MBP, CNP und
MOG und der Ladekontrolle GAPDH.

B) Die densitometrische Auswertung der Western Blots zeigt eine signifikante Reduktion der
normalisierten MBP Expression in 715-Mimic transfizierten Zellen und einen signifikanten Anstieg
der Expression in 715-Inhibitor transfizierten Zellen.

(t-test: *=p<0,05; ***=p<0,001; Die Fehlerbalken stellen den SEM dar)

Um die translationale Inhibition von sncRNA-715 auf das MBP Protein in einzelnen Zellen zu
zeigen, wurden primére Ratten-Oligodendrozyten (3TIV) mit einem 715-GFP-hairpin Plasmid,
welches neben der sncRNA-715 das GFP Protein koexprimiert, oder einem Kontroll-GFP-
hairpin Plasmid, welches nur GFP und eine scrambled miRNA exprimiert, transfiziert. 48
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und gegen die Myelinproteine MBP,
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oder MAG gefarbt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 zusammengefasst. Zellen, die fiir das
Kontroll-GFP-hairpin Plasmid positiv sind, sowie alle untransfizierten Zellen, haben einen
normalen Gehalt an den Proteinen MBP, CNP und MAG. Im Gegensatz dazu, ist die MBP
Proteinmengen in GFP und sncRNA-715 koexprimierenden Zellen reduziert, wobei CNP und
MAG nicht beeinflusst werden. Zellen, die weniger sncRNA-715 exprimieren, kdnnen immer
noch geringe Mengen an MBP Protein synthetisieren (in Abbildung 28 mit einem Pfeil
versehen). Dagegen konnen Zellen, die mehr sncRNA-715 exprimieren, kein MBP Protein
mehr bilden (in Abbildung 28 mit einem Stern versehen). Die Menge an endogenem MBP
Protein scheint in einzelnen Zellen von den Mengen an sncRNA-715 abhangig zu sein. Je
hoher die sncRNA-715 Expression, desto geringer die MBP Protein-Mengen und umgekehrt.

Uberlagerung
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Uberlagerung |, &
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Abbildung 28: Uberexpression von sncRNA-715 in primiren Oligodendrozyten verringert die
endogene MBP Protein Menge

Dargestellt sind primdre Ratten-Oligodendrozyten (3TIV) transfiziert mit Kontroll-GFP-hairpin
Plasmid (Kontr.(GFP)) und 715-GFP-hairpin Plasmid (715-GFP) und gefarbt gegen MBP und CNP (1
und 2) bzw. MBP und MAG (3 und 4). Unterschieden wird zwischen normaler 715-GFP Expression,
hoher 715-GFP Expression (*) und niedriger 715-GFP Expression (4 ).

Diese Ergebnisse wurden ergdnzend in einem weiteren Versuch in der Zelllinie Oli-neu
validiert. Da diese Vorlauferzelllinie nicht genligend Mengen an MBP Protein bildet, die im
Western Blot detektiert werden konnten, mussten die Zellen mit einem MBP Plasmid
(MBP14-IRES-GFP) transfiziert werden. Dieses Plasmid enthélt neben der Sequenz fiir die
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Isoform MBP14 die komplette 3’'UTR mit der sncRNA-715 Bindestelle, die wie bereits
erwahnt, in allen Isoformen der Maus gleich ist. Darliber hinaus hat dieses Plasmid eine
interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES), die die Koexpression des GFP-Reporterkonstruktes
ermoglicht. Zusatzlich wurde mit einem Kontroll-GFP-hairpin Plasmid oder dem 715-GFP-
hairpin Plasmid transfiziert. Nach 48 stiindiger Inkubation wurde die Proteinexpression mit
Hilfe eines Western Blots analysiert. Wie in Abbildung 29 dargestellt, verringert die
Uberexpression von sncRNA-715 die ektopische MBP Expression in Oli-neu Zellen im
Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen.

D
Q&
& &
A ©
(14 kv
E——— CNP
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Abbildung 29: Uberexpression von sncRNA-715 in Oli-neu Zellen verringert MBP Synthese
Dargestellt ist ein Western Blot mit MBP-Plasmid (MBP14-IHRES-GFP) und 715-GFP-hairpin Plasmid
(715-GFP) oder Kontroll-GFP-hairpin Plasmid kotransfizierter Oli-neu Zellen. Die 715-GFP
transfizierten Zellen zeigen eine verminderte MBP14 Expression.

Bisher konnte gezeigt werden, dass sncRNA-715 spezifisch die Translation des MBP Proteins
hemmt. Im nachsten Versuch wurde mit Hilfe des Luziferase-Versuchs Uberprift, ob die
sncRNA-715 vermittelte translationale Inhibition iber die Interaktion der sncRNA mit der
potentiellen Bindestelle in der 3°'UTR der MBP mRNA erfolgt. Dazu wurde ein Luziferase
Reporter verwendet, welcher eine 378 Nukleotid lange Sequenz der MBP 3°'UTR inklusive der
potentiellen sncRNA-715 Bindestelle hinter der Firefly Luziferase kodierende Sequenz
enthielt (White et al., 2008). In einem weiteren Konstrukt wurde die sncRNA-715 Bindestelle
mutiert, indem vier Nukleotide in den Positionen 269, 271, 272 und 273 in der MBP 3'UTR
ausgetauscht wurden. In Abbildung 30 sind die ,seed” Region der sncRNA-715, ein
Ausschnitt aus der MBP3'UTR des Firefly Luziferase-Konstrukts und die mutierte Version
dargestellt.
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sncRNA-715,,seed” CACGUGCCU

259 nt 281 nt
MBP 3'UTR GGUUCAGGUGCACGGACACCCUU
MBP 3'UTR mut GGUUCAGGUGAAUUCACACCCUU

Abbildung 30: Mutation der sncRNA-715 Bindestelle in der MBP 3'UTR
Dargestellt sind die ,,seed” Region der sncRNA-715 und ein Ausschnitt aus der MBP 3°’UTR des Firefly
Luziferase Konstrukts mit und ohne mutierter sncRNA-715 Bindestelle.

Im Versuch wurden entweder das mutierte oder das Wildtyp Firefly Luziferase-Konstrukt mit
dem 715-GFP-hairpin Plasmid oder dem Kontroll-GFP-hairpin Plasmid kotransfiziert. Es war
zu erwarten, dass die Interaktion von sncRNA-715 die Translation des Wildtyp Firefly
Luziferase-Reporters inhibiert und dessen Luziferase-Aktivitdt senkt, wobei sncRNA-715
keinen Einfluss auf das mutierte Konstrukt haben sollte. Um experimentelle Schwankungen,
wie zum Beispiel die Transfektionseffizienz, allgemeine Translationseffekte und die Viabilitat
der Zellen auszugleichen, wurde mit einer Renilla Luziferase kotransfiziert. Durch die
unterschiedliche Substratspezifitdt der beiden Luziferase Enzyme, laufen unterschiedliche
biolumineszierende Reaktion ab, die eine selektive Zuordnung der Biolumineszenz
ermoglichen. Das emittierte Licht wurde mit einem Luminomter gemessen und als relative
Lichteinheiten (RLU) abgelesen.

48 Stunden nach der Transfektion wurden die RLUs der Firefly Luziferase gegen die der
Renilla Luziferase normalisiert (Abbildung 31). Die normalisierten Werte wurden in der
Kontrolltransfektion gleich 1 gesetzt und mit den Werten der 715-Transfektionen verglichen,
die jeweils mit dem Wildtyp oder dem mutierten MBP3 UTR Firefly Luziferase-Konstrukt
kotransfiziert worden waren. Die relativen Mengen an normalisierter Luziferase-Aktivitat
sind in Abbildung 31 dargestellt und liegen in 715-GFP-hairpin- und Wildtyp firefly Luziferase
kotransfizierten Zellen bei 0,64 +/- 0,05 (Mittelwert, SEM, n=7) und in 715-GFP-hairpin- und
mutierter Firefly Luziferase kotransfizierten Zellen bei 1,07 +/- 0,17 (Mittelwert, SEM, n=7).
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Kotransfektion eines Firefly Luziferase
Reporters, welcher Teile der MBP 3’UTR inklusive der sncRNA-715 Bindestelle enthalt, mit
dem 715-GFP-hairpin Plasmid, zu einer signifikanten Reduktion der normalisierten Firefly
Luziferase-Aktivitat fuhrt. Die Mutation der potentiellen sncRNA-715 Bindestellen hebt
hingegen den sncRNA-715 vermittelten Effekt auf.

72




ERGEBNISSE

1;4 9 nS —
ok n=
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Luziferase-Aktivitat
—

Relative Menge an normalisierter

Kontr. Wildtyp mut. seed
+715  +715

Abbildung 31: SncRNA-715 vermittelte Translationsinhibition erfolgt iiber die Bindestelle in der
MBP 3°'UTR

Dargestellt ist das Ergebnis des Luziferase-Versuchs. Die Kontroll-transfizierten Zellen (d.h. Kontroll-
GFP-hairpin Plasmid kotransfiziert entweder mit Wildtyp oder mutiertem Firefly Luziferase
Konstrukt) wurden gleich 1 gesetzt. Die 715-GFP-hairpin-transfizierten Zellen mit Wildtyp bzw.
mutiertem Firefly Luziferase Konstrukt wurden auf die Kontrolltransfektion bezogen. Die relativen
Mengen an normalisierter Luziferase-Aktivitat in 715-GFP-hairpin- und Wildtyp Firefly Luziferase
kotransfizierten Zellen ist signifikant reduziert. In 715-GFP-hairpin- und mutierter Firefly Luziferase
kotransfizierten Zellen bleibt die normalisierte Luziferase-Aktivitat unverandert.

(Wilcoxon signed-rank test: ***=p<0,001; die Fehlerbalken stellen den SEM dar)

MiRNAs binden in der Regel in der 3’UTR der mRNA und verhindern die Synthese des
Proteins, indem sie die Translation inhibieren oder die mRNA abbauen (Da Sacco & Masotti,
2012). Im nachsten Versuch sollte geklart werden, ob sncRNA-715 die Synthese des MBP
Proteins verhindert, indem die Translation gehemmt oder die mRNA abgebaut wird. Dazu
wurde die MBP mRNA nach der Transfektion von 715-Mimic oder Kontroll-siRNA in primare
Oligodendrozyten bzw. die Luziferase mRNA nach Kotransfektion von Wildtyp Firefly
Luziferase und 715-GFP-hairpin- oder Kontroll- GFP-hairpin-Plasmid in Oli-neu Zellen mittels
Realtime PCR quantitativ bestimmt. Wie in Abbildung 32 dargestellt, sind die relativen MBP
und Luziferase Mengen in der 715-Transfektion im Vergleich zur Kontroll-Transfektion
unverandert. Anhand dieser Ergebnisse kann festgelegt werden, dass sncRNA-715 die
Stabilitat der Ziel-mRNA nicht beeinflusst. Die Interaktion von sncRNA-715 mit der
Bindestelle in der MBP 3"UTR fihrt zur translationalen Hemmung und nicht zum Abbau der
mMRNA.
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Abbildung 32: Einfluss der sncRNA-715 auf die Stabilitdt der mRNA

Die Transfektion von 715-Mimic oder Kontroll-siRNA in primaren Oligodendrozyten bzw. die
Kotransfektion von Wildtyp Firefly Luziferase und 715-GFP-hairpin- oder Kontroll- GFP-hairpin-
Plasmid in Oli-neu Zellen verandert nicht die relativen MBP bzw. Luziferase Reporter mRNA Mengen.
(t-test: ns (=nicht signifikant) >0,05; die Fehlerbalken stellen den SEM dar)

4.2.5 SncRNA-715 beeinflusst die Morphologie und reduziert die Zellzahl

Es konnte beobachtet werden, dass sncRNA-715 transfizierte Oligodendrozyten kiirzere oder
abnormale Fortsatze besaRen und dass allgemein die Zellen morphologisch verandert waren.
Aus diesem Grund wurden primadre Maus Oligodendrozyten (1TIV) mit der synthetischen
sncRNA-715 transfiziert. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit einer Kontroll-siRNA behandelt.
Nach einer 48 stlindigen Inkubation wurden die Zellen fixiert und gegen das Myelinprotein
MOG und das Kernprotein DAPI gefarbt. Um die morphologische Veranderung zu
guantifizieren, wurden die Zellen in drei Kategorien eingeteilt. Es wurde unterschieden
zwischen MOG'-Zellen, deren Fortsitze stark verzweigt waren (komplex), reiferen Zellen, die
bereits flache Membranbereiche (sog. Membran-Sheets) ausbilden und Zellen, die eine
abnormale Morphologie aufwiesen (abnormal). Letztere findet man normalerweise eher
selten in Oligodendrozyten-Kulturen. Im Versuch wurden die MOG'-Zellen jeder Kategorie
gezahlt und auf die Gesamtzellzahl (DAPI) bezogen. 72% +/- 0,03 (Mittelwert, SEM, n=4) der
715- und nur 19% +/- 0,04 (Mittelwert, SEM, n=4) der Kontroll-transfizierten Zellen haben
eine abnormale Zellmorphologie (Abbildung 33). Dementsprechend bilden nur wenige 715-
transfizierte Oligodendrozyten verzweigte Fortsatze (22% +/- 0,04 (Mittelwert, SEM, n=4))
oder sogar flache Membranbereiche (6% +/- 0,01 (Mittelwert, SEM, n=4)) aus. In der
Kontroll-transfizierten Oligodendrozyten-Kultur haben die meisten Zellen komplexe
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Fortsatze (71% +/- 0,02 (Mittelwert, SEM, n=4)) und nur 10% +/- 0,03 (Mittelwert, SEM, n=4)
sind morphologisch komplexe Zellen. In der 715-Transfektion steigt im Vergleich zur
Kontrolltransfektion die Anzahl der Zellen mit einer abnormalen Morphologie signifikant an,
wobei Zellen mit verzweigten Auslaufern signifikant reduziert sind. Da reifere
Oligodendrozyten in 3 Tage alten Kulturen generell nicht haufig zu finden sind, verandert
sich die Anzahl an Zellen, die flache Membranbereiche ausbilden in den beiden Kulturen
nicht signifikant.
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Abbildung 33: Uberexpression von sncRNA-715 verindert Morphologie primirer Oligodendrozyten
Primare Maus Oligodendrozyten (1 TIV) wurden mit der 715-Mimic oder Kontroll-siRNA transfiziert
und 48h spiter gegen das Myelinprotein MOG gefiarbt. MOG™-Zellen wurden anhand ihrer
Morphologie in drei Kategorien klassifiziert (abnormal, komplex und Membran Sheet, sog. flachen
Membranbereiche). MOG'-Zellen jeder Kategorie wurden gezihlt und auf die Gesamtzellzahl
(DAPI) bezogen.

(t-test: ns (=nicht signifikant) >0,05; **=p<0,01; die Fehlerbalken stellen den SEM dar)

Im weiteren Verlauf der Studie konnte beobachtet werden, dass experimentell erhéhte
sncNRA-715 Mengen die Zellzahl reduziert. Um dieses Ergebnis zu quantifizieren, wurden die
primadren Oligodendrozyten mit dem Oligodendrozyten-spezifischen Marker Sox10 gefarbt
(Abbildung 34). Pro Sichtfeld wurden Sox10%-Zellen gezdhlt und der Mittelwert aller
gezdhlten Felder eines Deckglases wurde als ein Versuch gewertet (n=1). In der 715-
Transfektion konnten durchschnittlich ungefahr 4 und in der Kontrolle ungefahr 17 Zellen pro
Sichtfeld gezdhlt werden. Demnach reduziert sncRNA-715 die Oligodendrozyten-Zellzahl
signifikant um fast 75% +/- 0,01 (Mittelwert, SEM, n=3).

75




ERGEBNISSE

- 20 - - n=3
E 5 :
L
O ‘

9; = 15 {

8§
2 51
= —I—
2 L1

S o
715-Mimic Kontrolle 0

715-Mimic Kontr.

Abbildung 34: Uberexpression von sncRNA-715 in primiren Oligodendrozyten reduziert die Zellzahl
Primare Maus Oligodendrozyten (1 TIV) wurden mit der 715-Mimic oder Kontroll-siRNA transfiziert
und 48h spiter gegen das Sox10 Protein gefarbt (links). Die Anzahl Sox10*-Zellen pro Sichtfeld in der
715-Mimic und der Kontroll-Transfektion wurden gezadhlt und miteinander verglichen. SncRNA-715
reduziert die Zellzahl signifikant.

(t-test: *¥*=p<0,01; die Fehlerbalken stellen den SEM dar)

Diese Ergebnisse wurden in einem weiteren Versuch in Oligodendrozyten und Oli-neu
verifiziert. Dazu wurden diese Zellen mit der synthetischen sncRNA-715 und der Kontrolle
transfiziert. Als Positivkontrolle wurden die Zellen 24 Stunden spater in einem separaten
Ansatz mit Staurosporin behandelt. Staurosporin ist ein Proteinkinase-Inhibitor und induziert
sowohl Caspase abhangig, als auch Caspase unabhangig Apoptose (Belmokhtar et al., 2001).
18 Stunden spater wurden die Zellkerne im Rahmen des TUNEL Versuchs mit Hoechst 33342
gefarbt und in einem Mikrotiterplatten-Leser quantifiziert. Die relative Zellzahl
unbehandelter Zellen wurde auf 100% gesetzt und auf die 715- bzw. Kontroll-Transfektion
oder auf die mit Staurosporin behandelten Zellen bezogen (Abbildung 35). Dabei wird die
relative Zellzahl primarer Oligodendrozyten signifikant in der 715-Mimic Transfektion im
Vergleich zur Kontroll-Transfektion um 26% +/- 7 (Mittelwert, SEM, n=12) reduziert,
Staurosporin verringert die Zellzahl um 23% +/- 6 (Mittelwert, SEM, n=12). In Oli-neu Zellen
wird die Zellzahl in der 715-Mimic Transfektion signifikant um 40% +/- 4 (Mittelwert, SEM,
n=12) reduziert, die Behandlung mit Staurosporine verringert die Zellzahl signifikant um 35%
+/-4 (Mittelwert, SEM, n=12). Auch die quantitative fluorimetrische Auswertung ergibt, das
sncRNA-715 die Zellzahl signifikant reduziert.
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Abbildung 35: SncRNA-715 reduziert die Zellzahl

Primare Oligodendrozyten (links) und Oli-neu Zellen (rechts) wurden mit der synthetischen sncRNA-
715 (715-Mimic) und der Kontrolle transfiziert oder mit Staurosporin behandelt. Die relative Zellzahl
wurde fluorimetrisch quantifiziert, in dem die Zellkerne mit Hoechst 33342 gefarbt wurden.
Unbehandelte Zellen wurden auf 100% gesetzt und auf die jeweiligen Bedingungen bezogen.

(t-test: *¥*=p<0,01; ***=p<0,001; die Fehlerbalken stellen den SEM dar)

Bisher konnte gezeigt werden, dass sncRNA-715 sowohl in primaren Oligodendrozyten als
auch in Oli-neu Zellen die Zellzahl reduziert. Mit dem fluorimetrischen TUNEL Versuch
(Abschnitt 3.12) sollte Uberprift werden, ob sncRNA-715 in diesen Zellen Apoptose
induziert. Primare Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen wurden mit der synthetischen
sncRNA-715 und einer Kontrolle transfiziert und die Apoptoserate mit dem TUNEL Versuch in
einem Mikrotiterplatten-Leser bestimmt. Unbehandelte Zellen wurden auf 100% gesetzt und
auf die 715- bzw. Kontroll-Transfektion und die Staurosporin Behandlung bezogen. In
Abbildung 36 sind die Ergebnisse des TUNEL Versuchs dargestellt. Im Vergleich zur
Kontrolltransfektion steigt in primaren Oligodendrozyten die relative Apoptoserate in den
715-Mimic transfizierten Zellen signifikant um 53% +/-17 (Mittelwert, SEM, n=12) und in den
Staurosporin behandelten Zellen signifikant um 66% +/- 14 (Mittelwert, SEM, n=12). Dieser
Effekt ist in der Zelllinie Oli-neu noch starker zu beobachten, da dort sncRNA-715 die relative
Apoptoserate um 88% +/- 13 (Mittelwert, SEM, n=12) und Staurosporine sogar um 138% +/-
20 (Mittelwert, SEM, n=12) erhoht. Diese Versuche zeigen, dass sncRNA-715 nicht nur die
relative Zellzahl in Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen reduziert, sondern auch den
programmierten Zelltod in diesen Zellen induziert.
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Abbildung 36: SncRNA-715 induziert Apoptose in primaren Oli-neu Zellen

Primare Oligodendrozyten (links) und Oli-neu Zellen (rechts) wurden mit der synthetischen sncRNA-
715 (715-Mimic) und der Kontrolle transfiziert oder mit Staurosporin behandelt. Die relative
Apoptoserate wurde fluorimetrisch mit dem TUNEL Versuch quantifiziert. Unbehandelte Zellen
wurden auf 100% gesetzt und auf die jeweiligen Bedingungen bezogen.

(t-test: *¥*=p<0,01; ***=p<0,001; die Fehlerbalken stellen den SEM dar)

4.2.6 Lokalisation der sncRNA-715 in Oligodendrozyten
Da bisher gezeigt werden konnte, dass sncRNA-715 die Translation der MBP mRNA
inhibieren kann, sollte untersucht werden, ob sncRNA-715 eine Komponente des MBP mRNA
Lokalisationskomplexes ist.
Zunachst wurde die endogene sncRNA-715 in primaren Oligodendrozyten mit Hilfe der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) Methode lokalisiert. Dazu wurden primare Maus
Oligodendrozyten 3 Tage kultiviert und anschiefend die endogene sncRNA-715 mit einer
spezifischen Sonde in der Zelle visualisiert. Wie in Abbildung 37 (oben) dargestellt, scheint
sncRNA-715 in zytoplasmatischen granuldaren Strukturen, vor allem um den Zellkern, aber
auch in den Fortsatzen, lokalisiert zu sein. Um herauszufinden, ob sncRNA-715 eine
Komponente der hnRNP A2 Transportgranula ist, wurde versucht, die FISH zusammen mit
einer immunzytochemischen Farbung gegen hnRNP A2 durchzufiihren. Allerdings konnte die
FISH nicht mit einer immunzytochemischen Farbung kombiniert werden, da wahrscheinlich
das Epitop des hnRNP A2 Antigens wahrend der In-situ-Hybridisierung zerstort wurde. Aus
diesem Grund wurde in Kollaboration mit Christina Miller (Institut fiir Physiologie und
Pathophysiologie, Mainz) eine separate hnRNP A2 Farbung priméarer Oligodendrozyten (3
TIV) zum Vergleich durchgefiihrt (Abbildung 36; unten). Die Expression von hnRNP A2 ist im
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Zellkern am starksten. Im Zytoplasma ist hnRNP A2 auch in granuldren Strukturen um den
Zellkern und in den Fortsatzen lokalisiert.

sncRNA-715 sncRNA-715

hnRNP A2 hnRNP A2

Abbildung 37: Lokalisation von sncNRA-715 und hnRNP A2 in priméren Oligodendrozyten (3 TIV)
Primare Oligodendrozyten wurden fiir 3 Tage kultiviert und anschlieBend mit einer sncRNA-715
spezifischen Sonde hybridisiert (oben) oder mit einem hnRNP A2 spezifischen Antikorper gefarbt
(unten).

4.2.7 Nachweis der sncRNA-715 und MBP mRNA in hnRNP-A2 Granulen
Da es nicht moglich war, eine Kolokalisation von sncRNA-715 und hnRNP A2 Protein in der
Zelle zu zeigen, wurden die endogenen hnRNP A2 Granula mit Hilfe der hnRNP A2
Immunpréazipitation (IP) aus Oli-neu Zelllysaten aufgereinigt. Fir die A2-IP wurde der
monoklonale Antikorper EF-67 verwendet, in der Kontroll-IP wurde ein Antikérper gleichen
Isotypes, der Maus Myeloma IgG Antikorper eingesetzt. Im Western Blot wurde mit einem
hnRNP A2 spezifischen Antikérper die Anreicherung des Proteins in der IP (berprift. In
Abbildung 38A ist das Ergebnis dargestellt. Wie erwartet, ist endogenes hnRNP A2 im Oli-neu
Zelllysat zu finden. In der A2 IP kann hnRNP A2 gegeniiber dem Lysat angereichert werden.
In der Kontroll-IP kann keine hnRNP A2 Bande detektiert werden. Mit Hilfe der
79




ERGEBNISSE

Immunprazipitation konnte das hnRNP A2 Protein spezifisch aufgereinigt uns angereichert
werden.

Aus der Immunprazipitation wurden nicht nur Proteine, sondern auch RNA isoliert. Nach der
reversen Transkription wurden die mRNA Mengen von MBP, CNP, 3-Aktin und G6PDH durch
Real-Time PCR quantifiziert. Zur Berechnung der Anreicherung der mRNAs in der A2-IP
wurde der Anreicherungsfaktor bestimmt (3.10.2.2). Das Referenzgen G6PDH wurde auf 1
gesetzt. Alle Anreicherungswerte wurden auf das Referenzgen normalisiert. Die
Anreicherungswerte fir die jeweiligen mRNAs sind in Abbildung 38B graphisch aufgezeigt.
Die MBP mRNA ist in der A2 IP signifikant um den Faktor 3,34 +/- 0,78 (Mittelwert, SEM,
n=6) angereichert. Die beiden anderen mRNAs, B-Aktin und CNP, kénnen nicht angereichert
werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass die MBP mRNA mit hnRNP A2 assoziiert. Dartiber hinaus
dient die Anreicherung der MBP mRNA als Positivkontrolle fir die Integritat des hnRNP A2
Granulas nach der Aufreinigung.

Im nachsten Schritt sollte Uberprift werden, ob auch die sncRNA-715 in der A2 IP
angereichert ist. Dazu wurde die Menge an sncRNA-715 und einer Kontroll-miRNA, der
miRNA-124a, durch Real-Time PCR quantifiziert und die Anreicherung in der A2 IP bestimmt.
Im Vergleich zur Referenz miRNA kann sncRNA-715 um den Faktor 3,66 +/-1,02 (Mittelwert,
SEM, n=6) in der IP angereichert werden. Vermutlich wurde sncRNA-715 zusammen mit der
MBP mRNA und dem hnRNP A2 in der IP angereichert. SncRNA-715 kbénnte an der
Translationsinhibition von MBP mRNA wahrend des hnRNP A2 abhadngigen
Lokalisationsprozesses beteiligt sein.
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Abbildung 38: Nachweis von MBP mRNA und sncRNA-715 in der hnRNP A2 IP in Oli-neu Zellen

Es wurde eine hnRNP A2 Immunprazipitation in Oli-neu Zellen durchgefiihrt.

A) Im Western Blot wurde die Anreicherung des hnRNP A2 Proteins mit einem hnRNP A2 spezifischen
Antikorper iberprift

B+C) Die Anreicherung verschiedener mRNAs (MBP, CNP, B-Aktin) und der Referenz mRNA (G6PDH)
sowie die Anreicherung der sncRNA-715 und der Referenz miRNA (miR-124a) wurde (ber die
guantitative Real-Time PCR und den Anreicherungsfaktor bestimmt. Die Referenz RNA wurde jeweils
auf 1 gesetzt.

(t-test: *=p<0,05; Die Fehlerbalken stellen den SEM dar)

4.2.8 SncRNA-715 Expression in chronischen MS Lasionen

Wahrend dem fortschreitenden Verlauf von Multiple Sklerose im ZNS kénnen fokale,
demyelinisierte Bereiche zum Teil remyelinisiert werden (Noseworthy et al., 2000). In diesen
Lasionen kénnen residente OPCs aktiviert werden. Diese OPCs erhéhen unter anderem die
Expression des Transkriptionsfaktors Olig2, der fiir die Reifung primarer Oligodendrozyten
bendtigt wird (Fancy et al, 2004). Ab einem bestimmten Zeitpunkt der Krankheit ist das
Remyelinisierungspotenzial jedoch ausgeschopft und es kommt schlieRlich zur
Verschlechterung der Symptome und einem chronischen Verlauf der Krankheit. Bisher ist
nicht bekannt, warum Oligodendrozyten ihr Remyelinisierungspotenzial verlieren. Die
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regulatorische Funktion von sncRNA-715 auf die Translation der MBP mRNA und die
Bedeutung von MBP fiir die Myelinisierung im ZNS fihrte zur Vermutung, dass sncRNA-715
auch eine potentielle Rolle in MS spielen kdnnte. Die Dysregulation dieser kleinen RNA in
den Lasionen konnte die Synthese von MBP Protein und schlieBlich die Remyelinisierung
verhindern.

Aufgrund dieser Hypothese wurden von Mitarbeitern der Niederldandische Hirnbank unter
der Leitung von Dr. | Huitinga die Gehirne von vier verstorbenen MS Patienten wie in
Abschnitt 3.8 direkt nach der Autopsie entnommen und fixiert. Die Patientendaten sind in
Abbildung 39 aufgefihrt.

Patient#| Probe Alter | Geschlecht | Post-mortem (h)

08.047 |—Lasion 49 M 08:00
NAWM

08-128 |—=asion 66 M 07:30
NAWM

08-051 |—asion 82 M 05:05
NAWM

06-054 |—=asion 44 F 10:15
NAWM

Abbildung 39: MS Patienten Daten

Von jedem der vier Patienten wurde humanes Hirngewebe aus einer inaktiven MS-Lasionen in der
weillen Substanz und aus der normal erscheinenden weilen Substanz (NAWM) entnommen. Die
Patienten waren zum Zeitpunkt der Autopsie zwischen 44 und 82 Jahren und sowohl ménnlichen als
auch weiblichen Geschlechtes. Die Zeit von der Feststellung des Todes bis hin zur Entnahme des
Gehirns ist in der letzten Spalte der Tabelle in Stunden (h) dargestellit.

Um in humanem Hirngewebe eine chronische, inaktive MS-Lasionen in der weillen Substanz
von Bereichen in der normal erscheinenden weien Substanz (NAWM) zu unterscheiden und
schlieBlich zu untersuchen wurden von M. Witte (Abschnitt 3.8) Hirnschnitte angefertigt
und mit den Antikérpern PLP und MHC Il gefarbt. Chronische MS Lasionen sind
demyelinisiert und beinhalten keine aktivierten Mikroglia oder infiltrierte Leukozyten.
Dementsprechend sind in diesen Bereichen keine PLP*- und MHC II*-Zellen zu finden. Die
NAWM weist in der Regel keine Entziindungszeichen auf und ist normal myelinisiert. Dort
sind nur PLP*-Zellen anwesend. AnschlieRend wurden diese Bereiche in einem weiteren
Hirnschnitt gegen Olig2 und MBP gefarbt. Olig2 ist ein Oligodendrozyten spezifischer Marker
und wird in allen Entwicklungsstufen exprimiert. MBP wird nur in reifen Oligodendrozyten
synthetisiert (Pfeiffer et al, 1993). In Abbildung 40 kann vor allem durch die von M. Witte
durchgefiihrte MBP Antikdrperfarbung in der Ubersicht die Lision klar von der NAWM
unterschieden werden. Die Expression von Olig2*- und MBP*-Zellen ist im Vergleich zur
umgebenen NAWM stark vermindert. In der Lision sind zwar Olig2*-Zellen vorhanden, sie
kénnen aber nicht in MBP*-Zellen differenzieren.

82




ERGEBNISSE

yaisisqn

uoISE"

WMVYN

Abbildung 40: Expression von Olig2 und MBP in chronischen inaktiven MS Lasionen und der
NAWM

Dargestellt sind humane Hirnschnitte gefarbt gegen die Oligodendrozyten-spezifischen Proteine
MBP und Olig2.

Anhand der Farbungen wurde herausgefunden, dass in den Lasionen Oligodendrozyten
vorhanden sind, aber diese kein MBP Protein bilden kénnen. In diesen Zellen kbnnte zum
einen die Transkription des MBP Gens, oder zum anderen die Translation der mRNA
verhindert sein. Deshalb wurden von M. Witte jeweils die Lasion und die NAWM der PLP und
MHC Il gefarbte Hirnschnitte definiert, die Bereiche mit einem Skalpell herausgeldst und die
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RNA extrahiert. Von mir wurden mit Hilfe der reversen Transkription und der Realtime PCR
die Mengen an MBP und B-Aktin mRNA bestimmt. Die relative Quantifizierung der MBP
mRNA Mengen erfolgte nach der der AACt-Methode auf das Referenzgen B-Aktin. Die
Relative MBP mRNA Menge ist in den Lasionen gegeniiber der NAWM um den Faktor 8 (log2
=-3,02 +/- 0,15 (Mittelwert, SEM, n=3)) reduziert (Abbildung 41A). Wie in Abbildung 40 ist
die Anzahl an Oligodendrozyten (Olig2*-Zellen) in den L&sionen reduziert, wodurch die
verminderte Menge an MBP mRNA zu erkldren ist. Zusatzlich wurden die Proben nach der
Realtime PCR auf ein Agarosegel aufgetragen (Abbildung 41B). Die MBP Bande ist in der
Lasion im Vergleich zur NAWM schwacher. Obwohl in den Lasionen sehr wenig MBP Protein
vorhanden ist, kann eine relativ hohe Menge an MBP mRNA detektiert werden.

A) B)
MBP

n=4

Relative MBP mRNA Mengen
Lasion/NAWM [log2]
N

Abbildung 41: MBP mRNA in chronischen inaktiven MS Ldsionen und der NAWM

Dargestellt sind die relativen (A) und die absoluten (B) MBP und -Aktin mRNA Mengen in der Lasion
im Vergleich zur NAWM.

(Die Fehlerbalken stellen den SEM dar).

Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass Oligodendrozyten in den Lasionen
zwar kein MBP Protein mehr bilden kénnen, die mRNA aber noch vorhanden ist. Dort kbnnte
die Expression der sncRNA-715 erhéht sein und die Translation von MBP mRNA verhindern.
Um diese Hypothese zu priifen, wurde die Menge an sncRNA-715, snoRNA-135 und miR-
124a in den Lasionen und der NAWM Uber reverse Transkription und Realtime PCR
Uberpruft. Quantifiziert wurde mit der AACt-Methode auf das Referenzgen snoRNA-135. Im
Vergleich zur NAWM ist die Menge an sncRNA-715 in der Lasion signifikant erhéht, wahrend
die relativen miR-124a Mengen gleich bleiben (Abbildung 42). Zusammenfassend zeigen
diese Daten, dass sncRNA-715 in chronischen inaktiven Lasionen hochreguliert ist und dass
diese kleine RNA die Translation der mRNA verhindert kénnte.
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Abbildung 42: sncRNA-715 in chronischen inaktiven MS Lasionen und der NAWM

Dargestellt sind die relativen sncRNA-715 und miR-124a Mengen in der Lasion im Vergleich zur
NAWM.

(t-test: ns (=nicht signifikant), *=p<0,05; Die Fehlerbalken stellen den SEM dar).

4.3 Rolle der sncRNA-715 in peripheren Nervensystem

Bisher konnte gezeigt werden, dass sncRNA-715 in Oligodendrozyten exprimiert wird und die
Translation der MBP mRNA reguliert. In Schwann-Zellen ist MBP auch an dem Aufbau der
Myelinmembran beteiligt. Wie im ZNS wird die mRNA im Zuge der Myelinisierung zu den
Fortsatzen transportiert, lokal translatiert und in die Myelinmembran eingebaut (Trapp et
al., 1987). Im Gegensatz zum ZNS ist im PNS nur wenig iber den Transportmechanismus der
MRNA bekannt (Masaki, 2012). Wahrscheinlich erfolgt die Lokalisation der mRNA entlang
der Mikrotubuli in den Cajal Bandern (Court et al., 2004). Der molekularen Mechanismen der
translationalen Hemmung wahrend des zytoplasmatischen Transports ist ebenso nicht
bekannt. In diesem Projekt sollte untersucht werden, ob die MBP mRNA in Schwann-Zellen
in A2-Granulen transportiert wird. Weiterhin sollten die Expression und die Rolle von
sncRNA-715 in Schwann-Zellen Gberpriift werden.

4.3.1 Expression von sncRNA-715, MBP mRNA und hnRNP A2 in Schwann-Zellen

Zundachst sollte untersucht werden, ob die Schwann-Zelllinie IMS32 die kleine regulatorische
RNA sncRNA-715 exprimiert. Dazu wurde RNA aus IMS32 Zellen extrahiert und die
Expression Uber quantitative Real-Time PCR mit sncRNA-715 spezifischen Primern
durchgefiihrt. Zusatzlich wurden Oli-neu Zellen als Kontrolle analysiert. Die gqPCR Proben
wurden auf ein Ethidiumbromid Agarosegel aufgetragen. Wie bereits erwartet und in
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Abbildung 22B gezeigt, kann in Oli-neu Zellen in diesem Versuch auch nur eine einzige Bande
im Gel visualisiert werden. Die GrofRe der Bande (~60 nt) geht auf die Verwendung von
Haarnadelschleifen-Primern in der reversen Transkription zuriick (siehe Abb. 17). Diese
Bande ist auch in den IMS32 Zellen zu finden. Damit kann sncRNA-715 auch in der Schwann-
Zelllinie nachgewiesen werden (Abbildung 43).

(nt)

100 ==

80 —_—

60 =— sncRNA
40 -715
20 =

10 ==

Abbildung 43: SncRNA-715 Expression in der Schwann-Zelllinie IMS32
SncRNA-715 spezifische reverse Transkription und gPCR mit anschlieBender Gelelektrophorese
zeigen in Oli-neu und IMS32 eine einzige spezifische Bande.

Im folgenden Versuch, sollte Gberprift werden, ob die IMS32 Zelllinie das MBP Protein und
das hnRNP A2 Protein exprimieren. Bislang wurde in der Literatur die Expression von hnRNP
A2 in Schwann Zellen noch nicht beschrieben

In Abbildung 44A ist ein Western Blot dargestellt, der die Proteine hnRNP A2 und GADPH
(Ladekontrolle) in IMS32 Zellen nachweist. Zusatzlich wurde eine Hirnlysat einer adulten
Maus aufgetragen. Dies diente als Positivkontrolle fiir MBP und hnRNP A2. Nur fir GAPDH
und hnRNP A2 konnte eine Bande visualisiert werden. Die Expression von hnRNP A2 konnte
auch in immunzytochemischen Farbungen bestatigt werden (Abbildung 44B). Wie in
Oligodendrozyten (Abbildung 37) ist die Expression von hnRNP A2 im Zellkern am starksten.
Im Zytoplasma ist hnRNP A2 diffus verteilt.

Da das MBP Protein weder im Western Blot (Abbildung 44A) noch in der Farbung
nachgewiesen werden konnte (nicht dargestellt), wurden als Positivkontrolle IMS32 Zellen
mit dem MBP Plasmid (MBP14-IRE-GFP) transfiziert und nach 48 Stunden gegen MBP
gefarbt. Die Transfektion mit diesem Plasmid erlaubt, zwischen transfizierten Zellen (GFP")
und untransfizierten Zellen (GFP') zu unterscheiden (siehe Abschnitt 2.4). Nur die GFP*-
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Zellen exprimieren das MBP Protein. Endogen kann MBP in der IMS32 Zelllinie nicht
nachweislich gebildet werden (Abbildung 44C).

A) 3

GAPDH (37 kDa)

%\‘o
-
’- | LARNP A2 (36 kDa)
—

MBP (14-21 kDa)

100pm

Uberlagerung

100um

Abbildung 44: MBP und hnRNP A2 Protein Expression in der Schwann-Zelllinie IMS32

A) Western Blot zur Analyse der MBP und hnRNP A2 Expression in IMS32 Zellen. GAPDH wurde als
Ladekontrolle verwendet.

B) Endogene hnRNP A2 Farbung in IMS32. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

C) MBP Farbung MBP14-IHRES-GFP transfizierten IMS32 Zellen. Die Zellkerne wurden mit DAPI
gefarbt.
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Im néachsten Schritt wurde die MBP mRNA in der IMS32 Schwann-Zelllinie Gber gPCR mit
MBP spezifischen Primern nachgewiesen. Die PCR Proben wurden ebenfalls auf ein
Agarosegel aufgetragen und mit der MBP mRNA in Oli-neu Zellen verglichen. Es wurde eine
Amplikonlange von 88 Nukleotiden (nt) erwartet (Tabelle 7). Wie in Abbildungen 45A
dargestellt, kann eine spezifische Bande bei ~90 nt detektiert werden. Diese Ergebnisse
wurden mit Hilfe der FISH Methode mit MBP mRNA spezifischen Sonden in primaren
Schwann-Zellen verifiziert. Die MBP mRNA ist sowohl um den Zellkern, als auch in den
Fortsatzen (siehe vergroRerter Bereich) lokalisiert (Abbildung 45B).

primare Schwann-Zellen

100

60
40

20
10

Abbildung 45: MBP mRNA Expression in der IMS32 Schwann-Zelllinie und in primdren Schwann-
Zellen

A) Quantitative Realtime PCR und anschlieBende Gelelektrophorese zeigen eine spezifische MBP
mRNA Bande in Oli-neu und in der IMS32 Schwann-Zelllinie.

B) Hybridisierung von IMS32 mit MBP mRNA spezifischen Sonden.

4.3.2 SncRNA-715 Expression und MBP Protein Synthese in Schwann-Zellen

Wenn sncRNA-715 die Translation der MBP mRNA auch in Schwann-Zellen inhibiert, missten
die Expressionen des MBP Proteins und der sncRNA-715 invers korrelieren. Deshalb wurde
die Synthese von MBP Protein und sncRNA-715 in differenzierten bzw. undifferenzierten
primaren Schwann-Zellen (Abschnitt 3.5.4) Giberprift. Im Western Blot steigt die Menge an
CNP Protein in den differenzierten Schwann-Zellen gegeniiber den undifferenzierten Zellen
(Abbildung 46A). GAPDH diente als Ladekontrolle. In den undifferenzierten Zellen kann kein
MBP Protein detektiert werden, wohingegen in den differenzierten Zellen eine schwache
MBP Proteinbande zu sehen ist. Die Differenzierung der Zellen induziert im Versuch die
Synthese des MBP Proteins. Zusatzlich wurde die RNA aus den Proben isoliert und
untersucht, ob die Expression der sncRNA-715 sich mit der Differenzierung der primaren

Schwann-Zellen andert. Dazu wurde die cDNA aus differenzierten bzw. undifferenzierten
88




ERGEBNISSE

primdren Schwann-Zellen hergestellt und eine quantitative Real-Time PCR durchgefiihrt.
Unter Verwendung der AACt-Methode wurde die relative Menge an sncRNA-715 und miR-
124a in differenzierten Zellen bestimmt und auf undifferenzierte Zellen bezogen.
Normalisiert wurde auf snoRNA-135. Die relativen Expressionen von sncRNA-715 (log2 = -
1,35 +/- 0,67 (Mittelwert, SEM, n=3)) und miR-124a (log2 = 0,17 +/-0,15 (Mittelwert, SEM,
n=3)) sind in Abbildung 46B gezeigt. Es kann festgestellt werden, dass wahrend der
Differenzierung der primaren Schwann-Zellen in vitro miR-124a nicht reguliert wird. SncRNA-
715 zeigt hingegen eine leichte Tendenz um den Faktor 2,5 (log2=-1,35) herunter reguliert zu
werden. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in vitro die Synthese des MBP
Proteins und der sncRNA-715 invers korreliert.
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Abbildung 46: SncRNA-715 und MBP Protein Expression wadhrend der Differenzierung der
Schwann-Zellen in vitro

Die Expression von MBP Protein und sncRNA-715 wurden in undifferenzierten (100 uM dbcAMP)
und differenzierten (2 mM dbcAMP) Schwann-Zellen untersucht.

A) Western Blot zur Analyse der MBP und CNP Protein-Expression in differenzierten und
undifferenzierten Schwann-Zellen. GAPDH Mengen dienen als Ladekontrolle.

B) Quantitative Real-Time PCR zur Analyse der relative der sncRNA-715 und miR-124a Expression.
Normalisiert wurde auf snoRNA-135.

(Die Fehlerbalken stellen den SEM dar)
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Die in vitro erzielten Ergebnisse wurden in vivo analysiert und die Expression von sncRNA-
715 und MBP Protein im Ischiasnerv untersucht. Die RNA und die Proteine aus dem
Ischiasnerv von 1, 4 und 9 Tage alten (P1, P4 und P9) Mausen wurden isoliert. Die relative
Expression von sncRNA-715 und MBP mRNA wurde Uber die quantitative Real-Time PCR und
die MBP Protein Mengen liber Western Blot analysiert. In Abbildung 47A ist das Ergebnis des
Western Blots dargestellt. Wie in der Literatur bereits beschrieben (Garbay et al., 2000),
steigt wahrend der Differenzierung des Ischiasnervs die Expression der Myelinproteine MBP
und CNP. Dementsprechend wird die relative Menge an MBP mRNA signifikant hochreguliert
(Abbildung 47B). Die relative Expression der sncRNA-715 wurde in den in Abbildung 47C
genannten Zeitpunkten in derselben Probe mit Hilfe der AACt-Methode analysiert. Dabei
wird die sncRNA-715 an Tag 4 (log2= -3,34 +/- 0,41 (Mittelwert, SEM, n=6)) und an Tag 9
(log2=-2,95 +/- 0,25 (Mittelwert, SEM, n=6)) signifikant herunter reguliert. Die Synthese von
MBP Protein korreliert auch ex vivo invers mit der Expression der sncRNA-715.
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Abbildung 47: SncRNA-715 und MBP Protein Expression wdhrend der Differenzierung der
Schwann-Zellen in vivo

Die Expression von MBP Protein und sncRNA-715 wurden im Ischiasnerv von 1, 4 und 9 Tage alten
Mausen (P1, P4, P9) untersucht.

A) Western Blot zur Analyse der MBP und CNP Protein-Expression. GAPDH Mengen dienen als
Ladekontrolle.

B) Quantitative Real-Time PCR zur Analyse der relativen Mengen an MBP mRNA. Normalisiert wurde
auf B-Aktin.

C) Quantitative Real-Time PCR zur Analyse der relativen Mengen an sncRNA. Normalisiert wurde auf
snoRNA-135.

(t-test: *=p<0,05; die Fehlerbalken stellen den SEM dar)
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4.3.3 Assoziation von hnRNP A2 und sncRNA-715 in Schwann-Zellen

In der hnRNP A2 Immunprazipitation sollte Gberprift werden, ob sncRNA-715 mit hnRNP A2
in primdren Schwann-Zellen assoziiert (Abschnitt 3.13.2). Im Western Blot kann hnRNP A2
gegeniiber dem Lysat in der IP stark angereichert werden, wobei in der Kontroll-IP nur wenig
hnRNP A2 detektiert werden kann (Abbildung 48A). Die Abwesenheit von GAPDH in der A2
IP bestatigt, dass hnRNP A2 spezifisch aufgereinigt werden konnte. Im nachsten Schritt
wurde Uberprift, ob sncRNA-715 ebenfalls in der A2 IP angereichert ist. Dazu wurde der
Anreicherungsfaktor von sncRNA-715 und miR-124a in der A2-IP, in der Kontroll-IP und im
Lysat bestimmt (Abbildung 48B). Der Anreicherungsfaktor von miR-124a wurde auf 1
gesetzt. Im Vergleich zur Kontroll-miRNA ist sncRNA-715 um den Faktor 2 angereichert.
Zusammenfassend scheint sncRNA-715 mit hnRNP A2 zu assoziieren.
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Abbildung 48:Nachweis von sncRNA-715 in der hnRNP A2 IP primarer Schwann-Zellen

A) Im Western Blot wurde die spezifische Anreicherung von hnRNP A2 in der A2 IP Uberpriift. Die
Abwesenheit von GAPDH in der A2 IP symbolisiert die Spezifitat der der IP.

B) Realtime PCR und Bestimmung des Anreicherungsfaktors der sncRNA-715 im Vergleich zur miRNA-
124a. Die Anreicherung der sncRNA-715 und der Referenz miRNA (miR-124a) wurde Uber die
guantitative Real-Time PCR und den Anreicherungsfaktor bestimmt. Die Referenz miRNA wurde auf 1
gesetzt.

Da hnRNP A2 im Zytoplasma von Schwann Zellen zu finden ist (Abbildung 44B) und mit
sncRNA-715 scheinbar assoziiert, konnte dieses RNA-bindende Protein den Transport der
MBP mRNA in diesen Zellen vermitteln.
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5 Diskussion

5.1 SncRNA-715

Zu Beginn der Arbeit wurde die 21-Nukleotid Sequenz der miR-715 in der Datenbank
miRBase als miRNA erfasst. Allerdings hatte sich anhand von Tiefensequenzierungen, auch
Deep Sequencing genannt, herausgestellt, dass diese mIiRNA nicht mit dem
Prozessierungsmuster anderer miRNAs (ibereinstimmt und miR-715 somit keine ,echte”
miRNA sein kann. Insgesamt wurden 564 miRNA Gene, die in der Datenbank hinterlegt
wurden, untersucht. 157 dieser Gene scheinen keine ,echte” miRNA hervorzubringen
(Chiang et al.,, 2010). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die 21
Nukleotid-lange Sequenz der urspriinglichen miR-715 in Oligodendrozyten exprimiert wird
(Abbildung 22) und wurde folglich als kleine nicht kodierende RNA 715 (small non-coding
RNA, sncRNA-715) bezeichnet. Doch was ist diese sncRNA? Ungeachtet der Tatsache, dass es
sich wahrscheinlich um keine ,,echte” miRNA handelt, wird diese kleine RNA in der Literatur
weiterhin meist als miR-715 aufgefihrt.

5.1.1 Expression von sncRNA-715

Die Expression der miR-715 wurde bereits in einer pramyoblastischen Vorldaufer-Zelllinie
(C2C12)(Panguluri et al., 2010), in Schwann-Zellen (Viader et al., 2011), in Sertoli-Zellen
(Papapioannou et al., 2011) und in Blut (Shah et al., 2012) beschrieben. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass miR-715 in Gonaden entwicklungsabhangig und geschlechtsspezifisch
exprimiert wird (Takata et al., 2011).

Mit Hilfe der Software GeneTrail (http://genetrail.bioinf.uni-sb.de/) wurden potentielle
Zielgene von miR-715 identifiziert (Shah et al.,, 2012). Genannt wurden die AcetylCoA-
Carboxylase (ACACB), der Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor a (PPARA), der Retinoid
X Rezeptor y (RXRG) und der Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1a (TNFRSF1a). Gibt man diese
potentiellen Zielgene in die Datenbank MicroCosm Targets Version 5 ein, kann fir jede

3’UTR der mRNA eine miR-715 Bindestelle vorhergesagt werden. Interessanterweise haben
die Proteine ACACB und RXRG auch eine wichtige Aufgabe in Oligodendrozyten, die in
Abschnitt 5.2.4 nadher beschrieben wird. Die Expression der sncRNA-715 in
Oligodendrozyten, Mikroglia, Neuronen und Astrozyten konnte in dieser Arbeit erstmals
gezeigt werden. Die Funktion der sncRNA-715 in diesen Zellen ist jedoch bislang unbekannt.
Viele miRNAs sind nicht auf einen Zelltyp spezialisiert, sondern regulieren in
unterschiedlichen Zellen verschiedene Zielgene und haben damit unterschiedliche
zellspezifische Funktionen. Lau und Kollegen konnten 98 miRNAs identifizieren, die in
Oligodendrozyten exprimiert werden, wobei 43 dieser miRNAs wahrend der
Oligodendrozyten-Differenzierung reguliert werden. Insgesamt konnten 58 der 98 miRNAs
auch in kortikalen Neuronen gefunden werden (Lau et al., 2008). Zum Beispiel konnte miR-
124a sowohl in Neuronen als auch in Oligodendrozyten nachgewiesen werden.
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5.1.2 SncRNA-715 hat eine konservierte Bindestelle in der MBP 3'UTR

Mit Hilfe der in silico Analyse nach MicroCosm Targets konnte fir die MBP 3°UTR in der
Maus (Mus musculus), der Ratte (Rattus norvegicus) und dem Menschen (Homo sapiens)
eine Bindestelle fir sncRNA-715 vorhergesagt werden. Diese Bindestelle ist auch im
Schnabeltier (Ornithorhynchus anatinus) und der Spitzmausbeutelratte (Monodelphis
domestica) konserviert. Die miRNA Zielgene, die bisher in der Literatur beschrieben und
experimentell validiert werden konnten, sind meist in unterschiedlichen Spezies konserviert
(Burgler & Macdonald, 2005).

Invertebraten haben kein MBP homologes Gen. Um eine adaquate Reizweiterleitung zu
gewahrleisten, ummanteln in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster

periphere Gliazellen einzelne Axone oder kleinere Axon-Biindel (Kettenmann & Ransom,
2012; Freeman & Doherty, 2005). Cephalopoden hingegen bilden ein sogenanntes
Riesenaxon. In einige Invertebraten, wie z.B. dem Ruderfullkrebse (Copepoda), kbnnen
Myelin-dhnliche Strukturen gefunden werden (Hartline & Colman., 2007). Die Expression der
sncRNA-715 ist in Invertebraten bisher auch noch nicht beschrieben worden. Vergleicht man
mit Hilfe des BLAST-Algorithmus die Nukleotidsequenz der sncRNA-715 mit der
Nukleotidsequenzdatenbank der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) oder dem
Fadenwurm (Caenorhabditis elegans), so kann keine Ubereinstimmung gefunden werden. Da
sncRNA-715 in Drosophila melanogaster und in Caenorhabditis elegans wahrscheinlich nicht
exprimiert wird und keine MBP homologen Gene in Invertebraten existieren, ist
anzunehmen, dass sich sncRNA-715 und MBP parallel im Laufe der Evolution entwickelt
haben.

Es ist nicht nur wichtig, dass die miRNA die Ziel-mRNA erkennen kann, sondern die Art der
Hybridisierung spielt eine entscheidende Rolle. Vella und Kollegen konnten zeigen, dass let-7
trotz einer nicht perfekten seed-Ausbildung die Ziel mRNA lin-41 regulieren kann (Vella et
al., 2004). Insgesamt gibt es drei verschiedene Hybridisierungsstrukturen, die die miRNA-
vermittelte Genregulation ermoglichen (Abbildung 49). Eine schwéachere Bindung in der
miRNA der seed Region kann durch eine starke Komplementaritait im 3"-Bereich
ausgeglichen werden (Brennecke et al, 2005). Mit der RNAhybrid Software
(http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/) konnten die Hybridisierungsstrukturen
zwischen miRNA-715 und MBP mRNA vorhergesagt werden (Abbildung 20). In der Ratte und
der Maus ist die Basenpaarung in der seed Region perfekt ausgebildet. In der humanen

Hybridisierungsstruktur ist die seed Region an einer Position unterbrochen, was aber durch
eine Komplementaritat im 3’-Bereich kompensiert werden kann.
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Abbildung 49: Hybridisierungsstrukturen zwischen miRNA und Ziel-mRNA

Insgesamt gibt es drei Hybridisierungsstrukturen, die eine miRNA-vermittelte Genexpression
ermoglichen. Bei der herkdmmlichen miRNA-mRNA Interaktion ist eine perfekte Basenpaarung in
der seed Region noétig und eine weniger perfekte Basenpaarung in der Mitte (Bulge) und im 3’Bereich
der miRNA sind erlaubt (links). In einem weiteren Modell ist nur die perfekte Basenpaarung in der
seed Region wichtig (mitte). Die perfekte Basenpaarung kann in der seed Region unterbrochen sein,
muss dann aber durch eine starke Komplementaritat im 3"UTR Bereich ausgeglichen werden.
(Modifiziert nach Brennecke et al., 2005)

5.1.3 Wie wird sncRNA-715 prozessiert und reguliert?

Das Vorlaufermolekil der sncRNA-715 ist 110 Nukleotide lang und in der 45-kb ribosomalen
DNA (rDNA) lokalisiert (Wei et al., 2013). Die 45-kb rDNA ist ein Abschnitt auf der DNA, der
fir die Gene der ribosomalen RNAs (rRNA) 18S, 5.8S und 28S kodiert. Das Transkript des
18S- 5.8S-, 285-rDNA-Clusters besteht aus einem 3’ETS (external transcribed spacer), einem
5°ETS, zwei ITS (internal transcribed spacer) und den Genen fir die 18S, 5.85 und 28S rRNA
(Abbildung 50). Die Gene werden gemeinsam von der RNA-Polymerase | transkribiert. Die
Transkriptionseinheiten sind tandemartig auf der DNA angeordnet und auf mehreren
Chromosomen lokalisiert (Mus musculus: Chromosom 4, 8, 10, 11, 12, 15, 16, 17)(Cazaux et
al., 2011). Durch die non-transcribed spacer (NTS) werden die Transkriptionseinheiten
voneinander getrennt. In den NTS sind viele Promotoren angeordnet, die die Bindung der
Polymerasen verstarken und damit eine effiziente Transkription ermdoglichen. Ribosomale
RNAs machen etwa 80% der zellulairen RNA aus. Als katalytische Komponenten der
Ribosomen sind sie an der Translation von mRNAs beteiligt und miissen der Zelle in
ausreichender Menge zur Verfligung gestellt werden.
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Abbildung 50: Lokalisation der sncRNA-715 in der 45-kb rDNA

Dargestellt ist die 45-kb Transkriptionseinheit, die tandemartig auf der DNA angeordnet ist. Jede
Transkriptionseinheit ist durch einen NTS (non transcribed spacer) voneinander getrennt und besteht
aus einem 5" und 3°ETS (external transcribed spacer), den Genen fir die 18S, 5.8S5 und 28S rRNA und
zwei ITS (internal transcribed spacer). Der Vorlaufer der miRNA-715 (pre-miRNA-715) ist in der 5°ETS
lokalisiert.

Lange Zeit ist man davon ausgegangen, dass die rDNA auller den Genen fiir die ribosomalen
RNAs keine Informationen enthélt. Neuste Sequenzierungsanalyen zeigten jedoch, dass viele
kleine nicht kodierende RNAs in der rDNA lokalisiert sind (Wei et al., 2013). Diese RNAs
werden als srRNAs (small rDNA-derived RNAs) bezeichnet, assoziieren mit Proteinen der
Argonaut (AGO) Familie und sind in vielen biologischen Prozessen involviert (Wei et al.,
2013). Da der Vorldufer der sncRNA-715 (pre-miRNA-715) in der rDNA lokalisiert ist, ist diese
kleine RNA ebenfalls eine srRNA. Es konnte gezeigt werden, dass srRNAs, die mit AGOs
interagieren, 20-22 Nukleotide lang sind und damit eine dhnliche GréRe aufweisen wie
miRNAs (Wei et al., 2013). Neben sncRNA-715 konnten noch weitere 9 miRNAs identifiziert
werden, die auf der rDNA lokalisiert sind. Die Prozessierung von srRNAs aus rDNA konnte
bislang nicht gezeigt werden. Bisher ist man davon ausgegangen, dass miRNAs hauptsachlich
von miRNA Genen oder Introns durch die RNA Polymerase Il transkribiert werden. Die
Prozessierung der Vorlaufer-miRNA zur reifen miRNA erfolgt durch die Enzyme Drosha und
Dicer. Zudem konnen sie aber auch durch AGO2, und damit unabhédngig von Dicer
prozessiert werden. Weiterhin kdnnen miRNAs Drosha-unabhangig aus Mirtrons, snoRNAs,
shRNAs und tRNA-Vorlaufermolekiilen entstehen, die dann weiter durch Dicer in die reife
miRNA prozessiert werden (Miyoshi et al., 2010). Die neusten Forschungsergebnisse von Wei
und Kollegen weisen aber darauf hin, dass es rDNA kodierte srRNAs gibt. Diese srRNAs
werden durch einen noch nicht bekannten Signalweg prozessiert, der nicht mit dem
Prozessierungsmuster anderer miRNAs Ubereinstimmt (Wei et al., 2013). Daher ist nicht
auszuschlieRen, dass es sich bei sncRNA-715 vielleicht doch um eine miRNA handelt. Doch
wie wird sncRNA-715 prozessiert? SncRNA-715 kdnnte gemeinsam mit der 45-kb rDNA-
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Transkriptionseinheit durch die RNA-Polymerase | ranskribiert werden. Die Prozessierung der
entstandenen 47S pra-rRNA zur reifen 18S rRNA kann auf zwei Wegen durch verschiedene
Endo- und Exonukleasen erfolgen (Kent et al., 2009)(Abbildung 51). Als Nebenprodukt
entsteht jeweils die 19S rRNA, welche die Sequenz der sncRNA-715 enthdlt. Kent und
Kollegen entdeckten eine neue Schnittstelle A0, welche 127 Nukleotide stromaufwarts der
Sequenz von der sncRNA-715 entfernt liegt. Es konnte gezeigt werden, dass ExoSc10 als
Komponente des Exosomen Komplex an Position AO schneidet und an der Prozessierung der
rRNA und damit der sncRNA-715 beteiligt sein konnte. ExoScl0 ist eine 3°-5°
Exoribonuklease, welche im Zellkern an der Reifung von rRNAs, snRNAs und snoRNAs und im
Zytoplasma am Abbau von fehlerhaften mRNAs beteiligt ist. ExoSc10 ist auch bekannt unter
dem Namen PM-Scl100 (Kent et al., 2009). Wie schlieRlich die reife sncRNA-715 aus der 2335
Nukleotid-langen 19S rRNA entsteht, muss noch geklart werden.

5ETS ITS1 ITS2 3'ETS
A" A0 2b 2c 4b
—|—|-D——-|]—|]-I—|]-_— 475
1 2 34 U5 6
sncRNA-715 185 585
6
A i
i ] _—I—_ 455
sncRNA-715 185 5.8
| schneiden an 2¢(?) |\L L schnelden an A0
345 —— —D———l—_ 43
sncRNA-715 sncRNA-715 - —
\L schneiden an AQ \L |schne|den an Position 1
%0 !
29S ‘—D__— 198 F+=——m— 4
sncRNA-715 sncRNA-715
J/ | schneiden an Position 1 \L

1
I
195 ——\ o 205 et 205

sncRNA-715 x \L

Abbildung 51: Prozessierung der 47S pre-RNA in der Maus

Nach der Transkription der 45-kb-Transkriptionseinheit entsteht die 47S pra-rRNA. Die von Wei und
Kollegen entdeckte Schnittstelle AO ist 127 Nukleotide stromaufwaérts der miR-715 entfernt. A0 wird
von ExoScl0, einer Komponente des Exosomen-Komplex, erkannt und geschnitten. Bei der
Prozessierung der 47S pra-rRNA zur 18S rRNA entsteht u.a. als Nebenprodukt die 19S rRNA, auf der
der Vorlaufer der sncRNA-715 lokalisiert ist (Modifiziert nach Kent et al., 2009).
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Ebenfalls ware interessant zu erfahren, wie die Expression der sncRNA-715 reguliert wird. In
jeder Zelle wird wahrend des gesamten Lebenszyklus permanent ribosomale RNA zur
Translation der Proteine bendétigt. Es ist eher unwahrscheinlich, dass die reife sncRNA-715
ebenfalls in gleichem Ausmall synthetisiert wird. Es ist wahrscheinlich, dass die 19S rRNA
kontinuierlich synthetisiert wird und dass die Regulation der sncRNA-715 Synthese auf der
Ebene dieser ribosomalen RNA erfolgt. Es muss weitere Signalwege geben, welche
schlieBlich die Reifung der sncRNA-715 aus der 19S ermdglichen. Als solches Signal kénnte
TWEAK (Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis) in Frage kommen. TWEAK ist
ein Zytokin aus der TNF-Familie (Tumor Nekrose Faktor). Die Bindung von TWEAK an den
Rezeptor Fnl4 (fibroblast growth factor-inducible) 16st verschiedene Signalkaskaden in der
Zelle aus, welche z.B. Proliferation, Migration, Apoptose und proinflammatorische
Antworten induzieren. Panguluri und Kollegen konnten kiirzlich in der pramyoblastischen
Vorlauferzellinie C2C12 zeigen, dass TWEAK die Expression von insgesamt 6 miRNAs
signifikant hoch reguliert, wobei miR-715 am starksten reguliert wird (Panguluri et al., 2010).
In der Literatur ist die Expression von TWEAK in Oligodendrozyten oder Schwann-Zellen
bisher nicht beschrieben. TWEAK spielt aber eine wichtige Rolle im EAE (experimentellen
autoimmun Enzephalomyelitis) Tiermodell, welches die Pathologie der Multiplen Sklerose
widerspiegelt. Prinz-Hadad und Kollegen konnten zeigen, dass es zu einem milderen EAE
Krankheitsverlauf kommt, wenn TWEAK daran gehindert wird, an seinen Rezeptor Fnl4 zu
binden und entsprechende Signalkaskaden zu induzieren (Prinz-Hadad et al., 2013). Die
Autoren fihren den Effekt u.a. auf eine reduzierte Infiltration von Lymphozyten zurlick.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Expression von TWEAK in Astrozyten in EAE stark
erhoht ist (Desplat-Jego et al., 2002). In Bezug auf diese Arbeit misste die Expression von
TWEAK in Oligodendrozyten untersucht werden. Moglicherweise wird TWEAK in
Oligodendrozyten exprimiert und ist an der Synthese der reifen sncRNA-715 beteiligt. Kann
dies bestatigt werden, misste die Expression von TWEAK in humanen chronisch-inaktiven
MS Lasionen untersucht werden. Hier kénnte durch eine Hochregulation von TWEAK ein
Hinweis fur den signifikanten Anstieg der sncRNA-715 in diesen Bereichen erbracht werden.

Neben TWEAK konnte eine lincRNA (large intergenic non-coding RNA) die Expression der
miR-715 regulieren. LincRNAs kénnen die Transkription von Genen in cis und in trans
regulieren und wurden erstmals 2009 entdeckt (Guttman et al., 2009, Ulitsky and Bartel
2013). In der Veroffentlichung von Lu und Kollegen konnte in Myoblasten gezeigt werden,
dass die lincRNA Yam-1 die Transkription von miR-715 in cis reguliert (Lu et al., 2013). Yam-1
ist in der 45-kb rDNA-Transkriptionseinheit ~3kb stromabwadrts der miR-715 lokalisiert
(Abbildung 52A). Die Transkription von Yam-1 wird durch den Transkriptionsfaktor YY1
reguliert und erfolgt auf dem Minusstrang. Wie Yam-1 die Transkription der miR-715
reguliert, ist noch nicht bekannt. Es wird vermutet, dass Yam-1 Transkriptionsfaktoren oder
Chromatin-modifizierende =~ Komponenten  zum Promotor der  45-kb  rDNA-
Transkriptionseinheit rekrutiert und somit die Transkription von miR-715 beeinflusst. Ob
Yam-1 in Oligodendrozyten exprimiert wird und dort an der Transkription der miR-715
beteiligt ist, muss noch erforscht werden. Lu und Kollegen konnten auch zeigen, dass miR-

715 in Myoblasten in einem bestimmten Signalweg eine Rolle spielt, der (iber die Proteine
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der Wingless Familie (Wnt-Signalweg) aktiviert wird. Dabei interagiert miR-715 mit der
theoretischen Bindestelle in der 3’'UTR der Wnt7b mRNA und reduziert die Menge an mRNA
(Abbildung 52B). Da Wnt7b die Differenzierung von Myoblasten fordert, verhindert die
Uberexpression der miR-715 die Synthese des Wnt7b Signalproteins und damit die
Differenzierung der Zellen. In Oligodendrozyten ist die Expression von Wnt7b nicht bekannt.
Im Gegensatz zu Wnt3 kann Wnt7 auch nicht die Proliferation von Oligodendrozyten fordern
(Ortega et al., 2013).

Yam-1

A 923 bé | @
I:: miR-715 5833 bp
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Myoblast Myotube

Abbildung 52: Regulation der miR-715 in Myoblasten

A) LincRNA Yam-1 ist wie miR-715 (rot) in der 45-kb rDNA-Transkriptionseinheit lokalisiert. Die
Transkription von Yam-1 erfolgt durch die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor YY1 (violette
Raute) auf dem Minusstrang.

B) Der Transkriptionsfaktor YY1 induziert die Transkription der lincRNA Yam-1. Yam-1 reguliert in cis
die Transkription von miR-715. Mir-715 interagiert mit der 3’"UTR der Wnt7b 3°UTR, induziert den
Abbau der mRNA und verhindert schlielich die Differenzierung der Myoblasten (Modifiziert nach Lu
et al., 2013).
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5.2 Bedeutung der sncRNA-715 fiir Oligodendrozyten

5.2.1 SncRNA-715 reguliert die Translation der MBP mRNA im A2-Transportweg

Im Zuge der Myelinisierung muss ein Oligodendrozyt entscheiden, wie viele und vor allem
welche axonalen Segmente myelinisiert werden missen, und wie oft das Axon umhiillt
werden muss. Dabei hangt die Synthese von MBP und anderen Komponenten des Myelins
von den Eigenschaften des zu myelinisierenden Axons ab. Dazu zdhlen zum einen die
elektrische Aktivitat und zum anderen die Dicke des Axons (G-Ratio, Abschnitt 2.1.1.3).
Bestimmte neuronale Signalmolekile ermoglichen die rdaumliche Orientierung des
Oligodendrozyten (Abschnitt 2.1.1.1). Wenn ein Oligodendrozyt auf ein zu myelinisierendes
Axon trifft, muss er in einem engen Zeitfenster Komponenten der Myelinmembran
ortspezifisch und in ausreichenden Mengen synthetisieren. Wie bewadltigt ein
Oligodendrozyt diese enorme biosynthetische Leistung? Das Myelinprotein MBP wird
dezentral synthetisiert und erst nach axo-glialem Kontakt zur wachsenden Myelinmembran
transportiert und eingebaut. Die Myelinkomponenten PLP, MAG und MOG hingegen werden
durch endosomale Transport- und Sortierungsprozesse in die Myelinmembran integriert
(Kramer et al., 2001; Winterstein et al., 2008). Da MBP ein basisches Protein ist, welches mit
intrazellularen Membranen interagieren und diese kompaktieren konnte (Staugaitis et
al.,1990), wird die mRNA in hnRNP A2 RNA Granula verpackt. Es wird davon ausgegangen,
dass die Aktivierung der Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Fyn, durch die Interaktion von
axonalem L1-CAM an oligodendrogliales F3/Contactin (White et al., 2008, Laursen et al.,
2009) den Mikrotubuli-abhangigen Transport der hnRNP A2 RNA Granula in die distalen
Fortsatze der Oligodendrozyten ermdglicht (Kramer-Albers & White, 2011). Wahrend des
Transports ist die MBP mRNA in einem translational, inaktiven Zustand. Der molekulare
Mechanismus der translationalen Hemmung ist bisher kaum verstanden. Es wird vermutet,
dass hnRNP E1 die Translation der mRNA im Granula inhibieren kénnte (Kosturko et al.,
2006). Allerdings konnten Kosturko und Kollegen bisher keinen direkten Effekt von hnRNP E1
auf die endogene MBP mRNA zeigen, sondern nur, dass hnRNP E1 teilweise mit hnRNP A2
und mikroinjizierter mRNA, welche das 11-Nukleotid lange A2RE enthalt, in
Oligodendrozyten kolokalisiert (Kosturko et al., 2006). Wahrscheinlich existiert demnach ein
weiterer Mechanismus, der die Translation der MBP mRNA wahrend des Transports
verhindert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass sncRNA-715 ein
Bestandteil der hnRNP A2 Granula ist und dort spezifisch die Translation von MBP verhindert
(Abbildung 53). Es konnte gezeigt werden, dass sncRNA-715 mit der vorhergesagten
Bindestelle in der MBP 3"UTR interagiert und die Synthese des MBP Proteins verhindert.
Weiterhin ist sncRNA-715 in zytoplasmatischen granuldren Strukturen lokalisiert und
assoziiert mit MBP mRNA und hnRNP A2.
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Abbildung 53: SncRNA-715 reguliert die Translation der MBP mRNA im A2-Transportweg

Schematisch dargestellt ist der hnRNP A2 Transportweg. MBP mRNA wird in RNA Granula zusammen
mit RNA bindenden Proteinen, Motorproteinen und Komponenten der Translationsmaschinerie zur
Plasmamembran transportiert. Die Translation der MBP mRNA wird durch die Interaktion mit der
sncRNA-715 verhindert. Die Bindung von neuronalem L1 an oligodendrogliales F3 fiihrt zur
Aktivierung der Fyn-Kinase. HnRNP A2 wird Fyn-abhangig phosphoryliert, wodurch hnRNP A2 vom
A2RE der MBP mRNA dissoziiert und MBP ortspezifisch translatiert werden kann (Mdiller et al., 2013).

Es ist wahrscheinlich, dass die Interaktion der sncRNA-715 mit ihrer Seed-Region in der MBP
3’'UTR (ber exakte Basenpaarung erfolgt. Es kdnnten auch andere Komponenten die
Interaktion vermitteln. Dariiber hinaus ist nicht bekannt, ob sncRNA-715 ein Teil des miRNA-
induced silencing complex (miRISC) ist. MiRNAs konnen auch unabhangig des RISC
Komplexes agieren, indem sie direkt an RNA-bindende Proteine binden, und damit die
Interaktion dieser Proteine mit Ziel-RNAs verhindern (Garzon et al., 2010). Eiring und
Kollegen konnten einen solchen RISC unabhangigen Effekt anhand der miR-328 belegen
(Eiring et al., 2010). Diese miRNA kann unabhangig ihrer Seed-Sequenz an das hnRNP E2
Protein binden. Dies hat zur Folge, dass die Interaktion von hnRNP E2 mit der Ziel-mRNA
aufgeldst wird und die mRNA translatiert werden kann.
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5.2.2 SncRNA-715 ist in zytoplasmatischen granularen Strukturen lokalisiert

In primdren Oligodendrozyten ist die sncRNA-715 in zytoplasmatischen granuldren
Strukturen vor allem um den Zellkern, aber auch in den Fortsatzen lokalisiert (Abbildung 37).
Dabei kdnnte es sich, wie bereits erwahnt, um die hnRNP A2 Transportgranula handeln.
SncRNA-715 konnte aber auch (teilweise) in Stress Granula oder P-Bodies (Processing
Bodies) lokalisiert sein. In Abbildung 54 sind die einzelnen zytoplasmatischen Granula
dargestellt (Moser & Fritzler, 2010). Viele mRNAs werden nach Import in das Zytoplasma
direkt an Polysomen translatiert. Manche mRNAs werden allerdings nicht direkt translatiert,
sondern in RNA-Granulen gespeichert, abgebaut oder zum Zielort transportiert und dort
lokal translatiert.

Die Bildung der Stress Granula erfolgt unter bestimmten Stressbedingungen, wie z.B. Hitze,
UV-Strahlung und Nahrstoffmangel. Die mRNAs werden zum Schutz vor dem Abbau in Stress
Granula in einem translational inaktiven Zustand gespeichert. Unter glinstigen Bedingungen
konnen diese mRNAs wieder freigesetzt und translatiert oder abgebaut werden. Neben den
mRNAs werden in den Stress Granula ribosomale Untereinheiten, eukaryotische
Translations-Initiationsfaktoren, RNA-bindende Proteine und miRNAs gefunden (Moser &
Fritzler, 2010). Kirzlich konnte das RNA-binde Protein QKI-6 als neue Komponente von
Stress Granula identifiziert werden (Wang et al., 2010). QKI (quaking) Proteine interagieren
mit der 3’UTR der MBP mRNA und sind am Transport und der Stabilisation mRNA beteiligt (Li
et al., 2000). Wang und Kollegen konnten zeigen, dass QKI-6 zusammen mit Ago2 und MBP
mMRNA in Stress Granula in Oligodendrozyten kolokalisiert (Wang et al., 2010). In diesen
Stress Granula kdnnte die sncRNA-715 lokalisiert sein und die Translation der MBP mRNA
oder anderer mRNA inhibieren.

P-Bodies sind zytoplasmatische Mikrokompartimente, in denen der Abbau oder die
Speicherung von mRNAs erfolgen kann. Deshalb sind die wichtigsten Komponenten dieser
Granulen Enzyme, die den 5'-3' mRNA-Abbau ermoglichen, und der RNA-induced silencing
compex (RISC). Darliber hinaus sind RNA-bindende Proteine (hnRNPs, AGOs) und sncRNAs
(miRNAs und siRNAs) zu finden (Moser & Fritzler, 2010). Da die MBP mRNA in
Oligodendrozyten schon vor dem Protein nachgewiesen werden kann (Colello et al., 1995),
konnte die Speicherung der mRNA in diesen P-Bodies erfolgen und sncRNA-715 kdnnte die
Translation verhindern.
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Abbildung 54: Cytoplasmatische RNA Granula

Insgesamt gibt es drei verschiedene RNA Granula, die sich in ihrer molekularen Zusammensetzung
und Funktion unterscheiden. Manche Komponenten, wie z.B. sncRNAs, hnRNPs und Ago Proteine
sind in allen Granula zu finden. Die P-Bodies (processing bodies) dienen dem Abbau oder der
Speicherung von mRNAs, in den Stress-Granula werden voriibergehend mRNAs gespeichert und in
den RNA-Transport-Granula erfolgt die Lokalisation der mRNAs zum Zielort (Moser & Fritzer, 2009).
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5.2.3 SncRNA-715 beeinflusst die Morphologie primarer Oligodendrozyten und
erhohte Mengen induzieren Apoptose

Im Rahmen dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass sncRNA-715 transfizierte
Oligodendrozyten kiirzere oder abnormale Fortsdtze besaRen und dass allgemein die Zellen
morphologisch verandert waren. Im Vergleich zur Kontrolltransfektion stieg die Anzahl an
Zellen mit einer abnormalen Morphologie signifikant an, wobei Zellen mit verzweigten
Auslaufern reduziert waren (Abbildung 33). Solche morphologischen Verdnderungen
konnten auch in Shiverer Oligodendrozyten Kulturen beobachtet werden, die kein
funktionelles MBP Protein synthetisieren kénnen. Diese Zellen haben vergréRerte Zellkorper,
abnormale Zellfortsatze und kénnen keine Membran Sheets ausbilden (Dyer et al., 1995).
Zwar konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Effekt auf die Ausbildung der
Membranflachen beobachtet werden, trotzdem zeigten die Kulturen eine leichte Tendenz,
weniger Membranflaichen auszubilden. Generell ist hier anzumerken, dass reifere
Oligodendrozyten im gewahlten experimentellen Ansatz (einer drei Tage alten Kultur) eher
selten zu finden sind. Eine Erklarung fur die verminderte Ausbildung der Membranflachen
konnte die sncRNA-715-bedingte Reduktion des MBP Proteins sein. MBP st in
Oligodendrozyten nicht nur fur die Kompaktierung des Myelins essentiell (Wood et al.,
1984), sondern kontrolliert auch die molekulare Zusammensetzung der Myelinmembran und
der Membranflachen in Kultur (Aggarwal et al., 2011, 2013; Simons et al., 2012). Die
abnormale Morphologie der Zellen kdnnte ebenfalls durch die sncRNA-715-vermittelte
Reduktion des MBP Proteins hervorgerufen werden. MBP ist ein wichtiges multifunktionales
Protein, welches mit Komponenten des Zytoskeletts interagiert und an dessen
Zusammenbau beteiligt ist (Boggs, 2006; Boggs et al., 2011; Smith et al., 2012). In Shiverer
Oligodendrozyten ist der Zusammenbau des Zytoskeletts gestort und wird vermutet, dass
vor allem deshalb die Morphologie der Zellen verdandert ist (Dyer et al., 1995). Da MBP auch
an der Aufrechterhaltung der oligodendroglialen Homoéostase beteiligt ist, konnte dies die
reduzierte Zellzahl und die Induktion der Apoptose in Oligodendrozyten erklaren.

Eine bestimmte miRNA kann mehrere verschiedene Zielgene haben, umgekehrt kann eine
einzelne mRNA durch verschiedene miRNAs beeinflusst werden. Deshalb kdnnte es sein,
dass sncRNA-715 die Synthese weiterer Proteine in der Zelle reguliert, indem sncRNA-715
direkt mit der Ziel-mRNA oder mit RNA-bindenden Proteinen assoziiert. In Oligodendrozyten
reguliert zum Beispiel miR-219 die Expression von PDGFRa, Sox6, FoxJ3, und ZFP238 (Dugas
et al., 2010). Diese Proteine fordern alle die Proliferation und verhindern die Differenzierung
der Oligodendrozyten. Potentielle mRNAs, die in Oligodendrozyten von sncRNA-715 reguliert
werden konnten, sind im folgenden Abschnitt aufgefihrt.

5.2.4 Potentielle Ziel-mRNAs
In Tabelle 10 sind potentielle Ziel-mRNAs zusammengefasst, die fir Oligodendrozyten
relevant sind und von sncRNA-715 reguliert werden kdnnten.
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Tabelle 10: Potentielle sncRNA-715 Ziel-mRNAs in Oligodendrozyten

Protein Funktion Vorhergesagt sncRNA-715
Bindestelle
MOBP Komponente des Myelins v
AcetylCoA-Carboxylase Fettsduresynthese im Myelin 4
.. Differenzierung der
v
Retinoid X Rezeptor y Oligodendrozyten

Das Myelin assoziiertes Oligodendrozyten basisches Protein (MOBP) ist am Aufbau der
radialen Komponente des Myelins beteiligt und wird nur in Oligodendrozyten, nicht in
Schwann-Zellen exprimiert (Yamamoto et al., 1999, Holz & Schwab, 1997).
Interessanterweise haben 4 (MOBP 81A, 71, 99 und 169) der 7 bekannten MOBP Isoformen
ein A2RE und werden zur Plasmamembran lokalisiert (Montague et al., 2005, Barbarese et
al., 1999). Diese 4 Isoformen kénnten zusammen mit der MBP mRNA in den hnRNP A2
Granula transportiert werden. SncRNA-715 koénnte die Translation der MOBP mRNA
wahrend des Transports verhindern.

Die AcetylCoA-Carboxylase ist an der Synthese der Fettsduren im Myelin beteiligt und in
aufgereinigtem Myelin zu finden (Chakraborty & Ledeen, 2003). SncRNA-715 kénnte die
Translation der AcetylCoA-Carboxylase regulieren, und damit nicht nur die Protein-, sondern
auch die Lipidsynthese des Myelins beeinflussen.

Der Retinoid X Rezeptor y ist ein Rezeptor im Zellkern, der Heterodimere bilden und als
Transkriptionsfaktor die Transkription von Genen regulieren kann. Es konnte gezeigt werden,
dass dieser Rezeptor in Oligodendrozyten in aktiven remyelinisierten MS Lasionen stark
hochreguliert wird. In RNAi Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Knock-down des
Rezeptors in kultivierten Oligodendrozyten die Differenzierung verhindert. Der Retinoid X
Rezeptor y scheint damit fur die Differenzierung der Oligodendrozyten und die
Remyelinisierung essentiell zu sein (Huang et al., 2011). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass sncRNA-715 in chronisch inaktiven MS Lasionen hochreguliert ist. Es konnte
sein, dass sncRNA-715 nicht nur die Translation des MBP Proteins, sondern auch des
Retinoid X Rezeptors inhibiert, und deshalb die OPCs ihr Remyelinisierungspotential verloren
haben. Ob die Expression des Retinoid X Rezeptors in inaktiven MS Lasionen herunter
reguliert ist, muss noch untersucht werden.

5.2.5 Bedeutung der sncRNA-715 in Multiple Sklerose

Im Menschen kodieren ungefahr 1-4% aller Gene fiir miRNAs. Eine miRNA kann bis zu 200
mMRNAs regulieren (Lu et al.,, 2008). Man geht davon aus, dass Uber die Hailfte der
menschlichen Gene von miRNAs reguliert werden. Diesen kleinen nicht kodierenden RNAs
(sncRNAs) wird eine Schliisselrolle bei der Regulation der Genexpression zugeschrieben und
sie scheinen fast jeden zelluldren Prozess zu kontrollieren. Eine Dysregulation dieser
sncRNAs kann zu verschiedenen Krankheiten fuhren (Esteller, 2011). Derzeit enthalt die
HMDD Datenbank (Human microRNA Disease Database,
http://202.38.126.151/hmdd/tools/hmdd2.html) 10237 Eintrage, die zusammengestellt aus
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3450 Publikationen, 572 miRNAs beinhalten, welche mit 378 Krankheiten assoziiert sind. Im
ZNS werden fast 60% der bisher identifizierten miRNAs exprimiert und sind dort essentiell
fur die Neurogenese, das Auswachsen der neuronalen Fortsdtze, die Differenzierung der
Oligodendrozyten und die Aufrechterhaltung des Myelins (de Faria et al.,, 2012). Die
Storungen ihrer regulatorischen Funktion im ZNS fihrten unter anderem zu
demyelinisierenden Krankheiten wie der Multiplen Sklerose (MS). Um mogliche neue
Behandlungsmaoglichkeiten zu entwickeln, missen neue miRNA Targets identifiziert werden
und Veranderungen der miRNA Expression in MS Patienten aufgezeigt werden. In Blut von
MS-Patienten konnten bereits 165 miRNAs identifiziert werden, die gegeniiber eines
gesunden Kontroll-Patienten hoch reguliert sind (Keller et al., 2009). In aktiven und inaktiven
Lasionen der weiRen Substanz von MS-Patienten, sowie in der weilRen Substanz von Kontroll-
Patienten, haben Junker und Kollegen lber quantitative Real-Time PCR die Expression von
365 verschiedener miRNAs untersucht (Junker et al.,, 2009). Dabei unterscheidet sich das
Expressionsmuster der miRNAs nicht nur in den Lasionen gegeniiber der gesunden weillen
Substanz, sondern auch innerhalb einer aktiven und inaktiven Lasion. Zum Beispiel werden
miR-155 und miR-326 nur in aktiven Lasionen stark hochreguliert (Junker et al., 2009). MiR-
214 und miR-23a sind einige der wenigen miRNAs, die sowohl in aktiven, als auch in
inaktiven Lasionen gegenlber der normal erscheinenden weiRen Substanz (NAWM) in MS
Patienten stark hochreguliert sind (Junker et al., 2009). Andere miRNAs, wie miR-219 und
miR-338-5p werden in inaktiven Lasionen stark herunter reguliert (Junker et al., 2009). MiR-
219 reguliert die mRNA des Proteins ELOVL7 (elongation of very long chain fatty acids
protein 7), und ist damit an der Aufrechterhaltung des Myelins beteiligt (Shin et al., 2009).
Die Expression dieser miRNA wird in der NAWM hoch reguliert (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Storungen der miRNA Expression in Lasionen und Immunzellen von MS-Patienten im
Gehirn

Dargestellt sind verschiedene miRNAs, die in ZNS Lasionen, NAWM oder im Immunsystem von MS-
Patienten hoch-oder runter reguliert werden. Die Stérungen der miRNA Expression erfolgt vor allem
im ZNS in Oligodendrozyten und Astrozyten, im Immunsystem in naiven T-Zellen, T-
Geddchtniszellen, Th17-Zellen, T-Regulatorzellen (T.g) und B-Zellen (de Faria et al., 2012).

In dieser Arbeit wurden anhand von immunhistologischen Farbungen von humanem MS
Gewebe chronische, inaktive Lasionen identifiziert und klar von der NAWM abgegrenzt
(durchgefiihrt von M. Witte unter der Leitung von J. van Horssen). In diesen Ladsionen
wurden Olig2*-Zellen gefunden. Olig2 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher in allen Stadien
der Oligodendrozyten-Differenzierung exprimiert wird (Pfeiffer et al., 1993). Diese
Oligodendrozyten-Vorlduferzellen koénnen in den Lasionen im Vergleich zu den
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen in der NAWM kein MBP Protein mehr synthetisieren. Die
Menge an MBP mRNA ist ebenfalls reduziert, was vermutlich zum einen auf die verringerte
Anzahl an Oligodendrozyten in den Lasionen und zum anderen auf den Differenzierungsgrad
der Zellen zuriick zu fiihren ist. Trotzdem ist eine relativ hohe Menge an MBP mRNA in den
Lasionen zu finden (Abbildung 41). In diesen chronischen, inaktiven Lasionen konnte gezeigt
werden, dass die Expression der sncRNA-715 hochreguliert wird (Abbildung 42). Da sncRNA-
715 mit der Bindestelle in der MBP 3°UTR interagiert und spezifisch die Translation hemmt,
konnte diese regulatorische RNA in den Lasionen die Synthese des MBP Proteins verhindern
und folglich als Inhibitor der Remyelinisierung fungieren. Es ist bekannt, dass in MS unter
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anderem die Differenzierung der Oligodendrozyten gestort ist, kein funktionelles Myelin
gebildet werden kann und die Remyelinisierung nicht mehr erfolgt. MiR-214, welche in MS
Lasionen stark angereichert ist, wird ebenfalls wahrend der Oligodendrozyten-
Differenzierung herunter reguliert (Letzen et al., 2010). Diese miRNA besitzt eine
konservierte Bindestelle in der MOBP mRNA (Barca-Mayo & Lu, 2012). MiR-214 koénnte
(neben sncRNA-715) in den MS-Lasionen moglicherweise die Translation des MOBP Proteins
verhindern.

Ob die reduzierten sncRNA-715 Mengen spezifisch auf Oligodendrozyten zuriick zu fihren
sind und zur Pathogenese von MS beitragen, kann nicht eindeutig festgelegt werden. Wie in
Abbildung 55 dargestellt, konnen die Dysregulationen der miRNAs auf eine veranderte
Expression in Oligodendrozyten, Astrozyten und Immunzellen, die in das ZNS infiltrieren,
zurtick zu flhren sein. Interessanterweise konnten 18 der 21 miRNAs, die unterschiedlich in
aktiven und inaktiven Lasionen exprimiert werden, in Astrozyten gefunden werden (Junker
et al., 2011). Allerdings konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sncRNA-715 zwar auch
in Neuronen, Mikroglia und Astrozyten zu finden ist, aber in diesen Zelltypen im Vergleich zu
Oligodendrozyten deutlich geringer exprimiert wird (siehe Abbildung 23). Dariiber hinaus
sind in chronisch inaktiven MS Lasionen keine Makrophagen oder Immunzellen vorhanden
(Hauw et al., 1992).

Die Dysregulation von miRNAs im Blut oder Lasionen im ZNS von MS Patienten zeigen, dass
diese kleinen regulatorischen RNAs moglicherweise zur Pathogenese der Krankheit beitragen
und bieten somit einen neuen Ansatzpunkt flir Therapien. Ob schlielllich die verdnderte
Expression der Ausloser oder eine Folge der Krankheit ist muss noch geklart werden. Durch
die Verwendung von miRNA Mimics und Inhibitoren kénnten durch gezielte Uberexpression
oder Inhibition der miRNAs diese Dysregulation GUberwunden werden. Zum Beispiel konnten
in der experimentellen autoimmun Enzephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell, welche die
Pathologie der Multiplen Sklerose widerspiegelt, solche miRNA Inhibitoren und Mimics in
vivo eingesetzt werden. Zur Uberexpression oder Inhibition der miR-326 wurden M&use mit
Lentiviren transduziert. Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression der miR-326 die
Zahl der Immunzellen und damit den Schweregrad der Krankheit erhoht. Die Inhibition
dieser miRNA fuhrt hingegen zu einer geringeren Th17 Zellzahl und einer milderen EAE (Du
et al., 2009). MiR-326 zahlt zu den drei miRNAs, die in aktiven MS Lasionen am starksten
hoch reguliert werden (de Faria et al.,, 2012). Da sncRNA-715 ein moglicher Inhibitor der
Remyelinisierung wahrend der Pathologie der MS darstellt, konnte durch gezielte Inhibition
der sncRNA-715 in Oligodendrozyten zumindest die Synthese des MBP Proteins induziert
werden.

5.3 Bedeutung der sncRNA-715 fiir Schwann-Zellen

Ob ein Axon myelinisiert wird, hdangt im PNS von der Dicke des Axons (iber 1 um) (Sherman
& Borphy, 2005) und dem axonalen Wachstumsfaktor Neuregulin 1 Typ Il (Arthur-Farraj et
al., 2011) ab. Dabei umhiillt eine pramyelinisierende Schwann-Zelle zunachst ein Blindel von
Axonen und entscheidet dann, welches Axon myelinisiert wird. Auch wenn Schwann-Zellen
nur ein axonales Segment myelinisieren, muss garantiert werden, dass die Synthese der
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Proteine auch in der wachsenden Myelinmembran aufrechterhalten wird. Es konnte gezeigt
werden, dass RNAs in zytoplasmatischen Kanadlen, den Cajal-Bandern, transportiert werden
kénnen und dass der Transport bis zu einer Woche dauern kann (Gould & Mattingly, 1990).
Schwann-Zellen exprimieren neuronale mRNAs (z.B. Neurofilament mRNA), die in diesen
Kandlen zusammen mit Ribosomen zum Axonen transportiert werden kénnen (Court et al.,
2008; Roberson et al., 1992). Wie bereits in Abschnitt 2.1.2.2 erwéhnt, wird die MBP mRNA
ebenfalls durch einen unbekannten Mechanismus in die Myelinmembran transportiert und
dort lokal translatiert (Masaki, 2012, Trapp et al., 1987). Die cytoplasmatischen Kanale
konnten auch fiir den Transport von MBP mRNA verwendet werden. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass in Schwann-Zellen und Oligodendrozyten die Lokalisation und die
translationale Hemmung der MBP mRNA dhnlichen Mechanismen unterliegen.

Die Expression der sncRNA-715 konnte bereits in Schwann-Zellen beschrieben werden. Im
Mausmodell konnte nach einer Verletzung des Ischiasnervs gezeigt werden, dass die
Expression der sncRNA-715 mit der Expression von Proliferationsgenen korreliert und invers
zu Myelinisierungsgenen exprimiert wird (Chang et al., 2013). SncRNA-715 kdénnte die
Differenzierung der Schwann-Zellen verhindern und dadurch die Proliferation beglinstigen.
In dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die Synthese des MBP Proteins in
Schwann-Zellen in vitro und ex vivo invers mit der Expression der sncRNA-715 korreliert.
Weiterhin konnte erstmals gezeigt werden, dass hnRNP A2 in Schwann-Zellen exprimiert
wird. Wie in Oligodendrozyten ist die Expression im Zellkern am starksten. Da hnRNP A2
auch im Zytoplasma zu finden ist, konnte dieses RNA-bindende Protein auch an der
Lokalisation der MBP mRNA beteiligt sein. In der hnRNP A2 Immunprazipitation aus
primaren Schwann-Zellen konnte die sncRNA-715 zusammen mit hnRNP A2 angereichert
werden. Eine inverse Korrelation zwischen der Ziel-mRNA und der miRNA konnte auch
anhand eines weiteren Mpyelinproteins von Verrier und Kollegen in Schwann-Zellen
beobachtet werden. Dort reguliert miR-29a die Translation des PMP22 Proteins (Verrier et
al., 2009).

HNRNP A2 und sncRNA-715 scheinen in Schwann-Zellen assoziiert zu sein und kénnten wie in
Oligodendrozyten den Transport der MBP mRNA vermitteln.

5.4 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in Oligodendrozyten die sncRNA-715 mit
der vorhergesagten Bindestelle in der MBP 3°UTR interagiert und die Translation inhibiert.
Um einen direkten Effekt auf die Myelinisierung zu untersuchen, kénnte der Einfluss der
sncRNA-715 auf die Ausbildung von myelinisierten axonalen Segmenten in einem
Kokulturensystem aus Neuronen und Oligodendrozyten oder organotypischen
Gewebekulturen analysiert werden.

Weiterhin konnte die Assoziation der sncRNA-715 mit der MBP mRNA und hnRNP A2 in der
Immunprazipitation aufgezeigt werden. Ob sncRNA-715 ein Teil der hnRNP A2 Granula ist,
und die Translation der mRNA wahrend des Lokalisationsprozesses zur Plasmamembran
verhindert, muss noch geklart werden. Hierzu misste eine Kolokalisation der MBP mRNA,
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der sncRNA-715 und des hnRNP A2 Proteins mit Hilfe von immunzytochemischen Farbungen
und der In situ Hybridisierung durchgefiihrt werden.

Die sncRNA-715 vermittelte Regulation der MBP mRNA kénnte im miRISC Komplex erfolgen.
Proteine der Argonaut (AGO) Familie assoziieren mit miRNAs im miRISC und stellen eine
Schliisselkomponente des miRISC dar (Filipowicz et al., 2008). In Kolokalisations-Studien und
Immunprazipitationen kénnte die mogliche Interaktion zwischen der sncRNA-715 und AGO
Proteinen untersucht werden. Die sncRNA-715 kdnnte aber auch unabhdngig des miRISC
mit der mRNA interagieren (Garzon et al., 2010).

Weiterhin musste die Frage geklart werden, wie die Interaktion der sncRNA-715 mit der
MBP mRNA wieder aufgehoben werden kann. Bisher konnte gezeigt werden, dass die Fyn-
abhangige Phosphorylierung des hnRNP A2 an der axo-glialen Kontaktstelle zur Auflosung
des hnRNP A2 Granula und der Freisetzung der MBP mRNA fiihrt (White et al., 2008). Wenn
die sncRNA-715 zusammen mit AGOs im miRISC die Translation der MBP mRNA reguliert ,
konnte die Phosphorylierung der AGOs durch Fyn das Ablosen des miRISC induzieren und die
Translation der mRNA ermoglichen. Rudel und Kollegen konnten bereits zeigen dass die
Phosphorylierung von AGO Proteinen die Bindung zur miRNAs beeinflusst (Rudel et al.,
2011). Auch miRISC unabhangig konnten sncRNA-715 assoziierte Proteine durch Fyn
phosphoryliert werden und dadurch die Interaktion zwischen mRNA und sncRNA auflésen.
Da die sncRNA-715 in zytoplasmatischen granularen Strukturen vor allem um den Zellkern zu
finden ist, ist es auch moglich, dass diese kleine regulatorische RNA in Stress Granula oder P-
Bodies lokalisiert ist und dort die Translation der MBP mRNA oder anderer Ziel-mRNAs
reguliert. Um die granularen Strukturen zu identifizieren und zwischen P-Bodies und Stress-
Granula unterscheiden zu kénnen, mussten zusatzlich immunzytochemischen Farbungen
durchgefihrt werden. Ein spezifischer Marker fiir Stress Granula ist zum Beispiel das RNA
Bindeprotein TIAR-1 (Mazan-Mamczarz et al., 2006). Die beiden Schlisselkomponenten der
P-Bodies sind das GW182 Protein und das Decapping-Enzym Dcpl/2 (Moser & Fritzler,
2010).

Es ist zu vermuten, dass es weitere Ziel-mRNAs der sncRNA-715 in Oligodendrozyten gibt, da
die Uberexpression der sncRNA-715 die Morphologie der Zellen beeinflusst und Apoptose
induziert. Mit einer massenspektrometrischen Analyse, z.B. nach Uberexpression der
sncRNA-715, konnten potentielle Ziel-mRNAs identifiziert und anschlieBend validiert
werden. Solche Ziel-MRNAs kénnten MOBP, AcetylCoA-Carboxylase und der Retinoid X
Rezeptor y sein (Abschnitt 5.2.4).

Die Anreicherung der sncRNA-715 in humanen MS Lasionen fiihrt zu der Hypothese, dass
diese regulatorische RNA durch die Interaktion mit den Ziel-mRNAs die Remyelinisierung
verhindern kann. Um gezielt die Interaktion mit der Ziel-mRNA zu verhindern und die
Remyelinisierung zu ermoglichen, konnten sncRNA-715 Inhibitoren (antisense sncRNA-715)
in Oligodendrozyten-spezifische lentivirale Vektoren eingebracht und in Cuprizone-
induzierte demyelinisierte Mause injiziert werden.

Weiterhin ist bekannt, dass miRNAs als Biomarker eingesetzt werden und zur Erkennung von
verschiedenen Krankheiten beitragen (Gandhi et al., 2013). Es ware interessant zu
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untersuchen, ob die sncRNA-715 im Blut von MS-Patienten fehlreguliert ist und ebenfalls
sich als Blut-basierte Diagnostik eignet.

Da es sich bei der sncRNA-715 nicht um eine ,echte” miRNA handelt, misste an dieser Stelle
noch analysiert werden, wie diese kleine RNA prozessiert und reguliert wird. Sind an der
Regulation das Zytokin TWEAK und/oder die lincRNA Yam-1 beteiligt? Wird sncRNA-715
durch die Exosomen Komponente ExoSc10 prozessiert?

Es ist sehr wahrscheinlich, dass in Schwann-Zellen und Oligodendrozyten die Lokalisation
und die translationale Hemmung der MBP mRNA dhnlichen Mechanismen unterliegen. Da
hnRNP A2 und sncRNA-715 auch in Schwann-Zellen exprimiert werden, kann davon
ausgegangen werden, dass sncRNA-715 und hnRNP A2 den Lokalisationsprozess der MBP
mMRNA im PNS vermitteln. Allerdings missten noch weitere Versuche durchgefiihrt werden,
um diese Hypothese zu starken. Es misste in Schwann-Zellen gezeigt werden, dass MBP
MRNA mit der sncRNA-715 und hnRNP A2 kolokalisiert und in hnRNP A2 Granula zur
Plasmamembran transportiert werden.
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6 Zusammenfassung

Im zentralen Nervensystem (ZNS) myelinisieren Oligodendrozyten neuronale Axone, indem
sie ihre Zellfortsdtze mehrfach um axonale Segmente wickeln. Die Ausbildung dieser
multilamellaren Membranstapel ermoglicht eine saltatorische und damit rasche und
energie-effiziente Erregungsleitung (Nave, 2010). Eine Schadigung des Myelins
beeintrachtigt die Reizweiterleitung und fiihrt zur Degeneration der Axone, wie es zum
Beispiel bei der Multiplen Sklerose der Fall ist. Das Myelin basische Protein (MBP) ist ein
Hauptbestandteil des Myelin und ist essentiell fir die Kompaktierung der Myelinmembran
(Wood et al., 1984). Die MBP mRNA wird in hnRNP A2 enthaltenen RNA Granulen in einem
translations-inaktiven Zustand zu den distalen Fortsatzen transportiert. Vermittelt durch
axonale Signale wird nach axo-glialem Kontakt die Translation von MBP ermdoglicht (White et
al., 2008). Der genaue Mechanismus der differentiellen Genregulation des MBP Proteins ist
bisher nur unzureichend aufgeklart. In der vorliegenden Arbeit konnte eine kleine
regulatorische RNA (sncRNA) identifiziert werden, welche tber die seed Region mit der MBP
mRNA interagieren und die Translation regulieren kann. In primaren Oligodendrozyten fluhrt
die Uberexpression der sncRNA-715 zu reduzierten MBP Protein Mengen und die
Blockierung der endogenen sncRNA-715 fihrt zu einer gesteigerten MBP Synthese.
Interessanterweise korreliert wahrend der Differenzierung der Oligodendrozyten in vitro und
in vivo die Synthese des MBP Proteins invers mit der Expression der sncRNA-715. In
Oligodendrozyten beeinflusst eine experimentell erhdhte sncRNA-715 Menge die
Zellmorphologie und induziert Apoptose. Weiterhin ist sncRNA-715 in zytoplasmatischen
granuldren Strukturen lokalisiert und assoziiert mit MBP mRNA in hnRNP A2 Transport-
Granula. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sncRNA-715 ein Bestandteil der hnRNP A2
Granula sein konnte und dort spezifisch die Translation der MBP mRNA wahrend des
Lokalisationsprozesses inhibiert. In chronischen MS Lisionen sind Olig2*-Zellen zu finden.
Obwohl die MBP mRNA in diesen Lasionen nachzuweisen ist, kann kein Protein synthetisiert
werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in diesen Lasionen die Expression der
sncRNA-715 erhoht ist. SncRNA-715 kénnte die Translation von MBP verhindern und folglich
als Inhibitor der Remyelinisierung wahrend des Krankheitsverlaufs fungieren.

Schwann-Zellen sind die myelinisierenden Zellen im peripheren Nervensystem (PNS). Im
Zuge der Myelinisierung wird die MBP mRNA in diesen Gliazellen ebenfalls in die distalen
Fortsatze transportiert und dort lokal translatiert und in die Myelinmembran eingebaut
(Trapp et al., 1987). Im Gegensatz zum ZNS ist im PNS nur wenig Uber den
Transportmechanismus der mRNA bekannt (Masaki, 2012). Es ist es sehr wahrscheinlich,
dass in Schwann-Zellen und Oligodendrozyten die Lokalisation und die translationale
Hemmung der MBP mRNA &hnlichen Mechanismen unterliegen. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass hnRNP A2 und sncRNA-715 in Schwann-Zellen exprimiert
werden und in zytoplasmatischen Granula-dhnlichen Strukturen lokalisiert sind. Wahrend
der Differenzierung dieser Gliazellen in vivo und in vitro korreliert die Expression der
sncRNA-715 invers mit der Synthese des MBP Proteins. HnRNP A2 und sncRNA-715 scheinen
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in Schwann-Zellen assoziiert zu sein und konnten wie in Oligodendrozyten den Transport der
MBP mRNA vermitteln.
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7 Summary

Oligodendrocytes play an important role in the central nervous system (CNS) by producing
myelin, a multilammellar membrane which insulates the axon and allows saltatory
conduction of action potentials at high velocities and limited energy requirements (Nave
2010). Impaired myelin disrupts saltatory nerve conduction leading to nerve degeneration
associated with acquired and inherited disorders such as multiple sclerosis (MS) and
leukodystrophies. Myelin basic protein (MBP) is the second most abundant myelin protein
and is essential for correct CNS myelin formation (Wood et al., 1984). Mediated by the RNA
binding protein hnRNP A2, MBP mRNA is transported to oligodendroglial processes in RNA
granules in a translationally silenced state. At the axon-glial contact site, MBP is translated
into a protein in response to axonal signals (White et al., 2008). The molecular mechanisms
controlling MBP protein synthesis are poorly understood. Here we could identify a small
non-coding RNA (sncRNA), which regulates MBP mRNA translation in oligodendrocytes by
the interaction of its so called “seed region” with the target mRNAs. Experiments with
primary oligodendrocytes show that the overexpression of sncRNA-715 leads to a
downregulation of MBP protein and the blocking of endogenous sncRNA-715 leads to higher
levels of MBP protein. Interestingly, sncRNA-715 expression inversely correlates with MBP
protein synthesis in differentiating oligodendrocytes in vitro and in vivo. Furthermore, we
demonstrate that elevated sncRNA-715 levels induce apoptosis and affects cell morphology
of primary oligodendrocytes. Furthermore sncRNA-715 is present in cytoplasmic granule-like
structures and co-immunoprecipitates with hnRNP A2 containing MBP mRNA transport
granules suggesting that sncRNA-715 is involved in translational repression of MBP mRNA
during the localization process. Chronic Multiple Sclerosis lesions contain Olig2” cells and
MBP mRNA, but lack MBP protein. These lesions contain elevated sncRNA-715 levels alluding
to a possible role of sncRNA-715 as an inhibitor of remyelination events during the course of
disease.

Schwann cells are the myelinating cells in the peripheral nervous system (PNS). The local
translation of MBP mRNA at distal sites has also been observed in these glia cells. So far
details about the transport mechanism and translational inhibition of MBP mRNA remain
elusive in Schwann cells (Masaki, 2012). It is very likely that Schwann cells and
oligodendrocytes operate similar transport mechanisms. We could show that sncRNA-715
and hnRNP A2 are expressed by Schwann cells. During the development of these glia cells in
vitro and in vivo, the expression of sncRNA-715 inversely correlates with MBP protein
synthesis. Since sncRNA-715 coimmunoprecipitates with hnRNP A2, these components could
mediate the transport of the MBP mRNA to the axo-glial contact site in Schwann cells.

113



8 Abkiirzungen

ANHANG

Ago Argonaut

OPC Oligodendrozyten-Vorlauferzelle (oligodendrocyte precursor cell)
ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinderserum Albumin (Bovine Serum Albumine)
bzw. beziehungsweise

ca. zirka

Svz Subventrikuldare Zone

CNPase 2’, 3’- Cyclic Nucleotide 3’-Phosphodiesterase
d.h. das heildt

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

dH,0 destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNAse Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eGFP enhanced Green Fluorescent Protein

LIF Leukamie-induzierter Faktor

hnRNP heterogene nukledres Ribonukloprotein

MAG Myelin-associated Glycoprotein

MBP Myelin basisches Protein

miRNA mikroRNA

MOBP Myelin-associated Oligodendrocytic Basic Protein
MOG Myelin Oligodendrocyte Gycoprotein

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PLP Proteolipid Protein

PNS Peripheres Nervensystem

RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

gPCR Quantitative Realtime-PCR

SEM Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean)
TAE Tris-Acetat-EDTA

z.B. Zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem
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