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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Das Nervensystem

Das Nervensystem besteht aus zwei miteinander kommunizierenden Untereinheiten, dem zentralen
(ZNS) und peripheren Nervensystem (PNS). Das zentrale Nervensystem verarbeitet sensorische
Informationen aus der Peripherie (Rezeptor) und gibt wiederum motorische Befehle zuriick an das
periphere Nervensystem (Effektor).

Das
Nervensystem

Abbildung 1: Das Nervensystem

Das Nervensystem von Vertebraten teilt sich auf in das Periphere Nervensystem (PNS, in Gelb dargestellt) und das zentrale
Nervensystem (ZNS, in Rot dargestellt). Zum ZNS gehoéren das Gehirn und das Rickenmark und zum PNS alle auRerhalb
liegenden neuronalen Gewebe (modifiziert nach http://en.wikipedia.org/wiki/Central_nervous_system).

Das zentrale Nervensystem besteht aus dem Gehirn und dem daran anschlieBenden Riickenmark und
es kann makroskopisch in die weille und graue Substanz unterteilt werden. Die graue Substanz
enthalt Zellkérper von Neuronen, die weille Substanz umfasst die Gesamtheit der
Nervenzellfortsdtze. Die Gesamtheit des Gewebes, welches nicht dem ZNS zugeordnet werden
kann, wird als peripheres Nervensystem bezeichnet. Aus dem PNS aufgenommene, sensorische
Informationen werden im ZNS integriert und entsprechende Antworten generiert, welche wiederum
an das PNS weitergegeben und ausgefiihrt werden.

2.1.1  Zellen des zentralen Nervensystems
Im zentralen Nervensystem werden grundsatzlich zwei Zelltypen unterschieden. Zum einen Neurone
und zum anderen Gliazellen.
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Abbildung 2: Zellen des zentralen Nervensystems

Das zentrale Nervensystem setzt sich zusammen aus Neuronen und Gliazellen. Neurone (gelb) bilden das elektrisch
erregbare Netzwerk im Gehirn, welches Informationen verarbeitet und weitergibt. Zu den Gliazellen gehdren Astrozyten
(Tarkis), Mikroglia (violett) und Oligodendrozyten (blau). Die Interaktion von Gliazellen mit benachbarten Neuronen
beeinflusst das neuronale Netzwerk und tragt zum Uberleben der Neurone bei (modifiziert nach pocketdentistry.com).

Neurone sind polare, elektrisch erregbare Zellen, die entlang eines gerichteten Membranpotentials
elektrische Signale weiterleiten kdnnen, welche in spezifischen Hirnarealen verarbeitet werden und
individuelle Antworten auslésen (in Abbildung 2 in Gelb dargestellt). Neurone besitzen einen
universellen Aufbau. Sie bestehen aus einem Zellkérper, von dem zwei unterschiedliche Formen an
Auslaufern abgehen. Die verzweigten Dendriten nehmen Informationen Uber einen spezialisierten
Bereich der Zelloberflache, die Post-Synapse, von anderen Zellen auf und geben diese tiber das Soma
weiter in eine andere Auslauferform, das Axon. In der Regel besitzt ein Neuron nur ein Axon,
wodurch eine gerichtete Signalweiterleitung gewahrleistet wird. Am Axon wird das Signal an einem
spezialisierten Membranbereich, der Pra-Synapse, auf andere Zellen tibertragen. Die Geschwindigkeit
dieser gerichteten Reizweiterleitung hangt vom Durchmesser des Axons ab, je groRer der
Durchmesser des Axons, desto schneller die Reizweiterleitung (Hartline and Colman, 2007).

Der zweiten Zellform, den Gliazellen, wurde viele Jahre nur eine Stutzfunktion innerhalb des
neuronalen Netzwerkes unterstellt. Wie sich allerdings, dank andauernder Forschung, mehr und
mehr herausstellt, (ben die verschiedenen Gliazellen weit wichtigere Funktionen aus. Die
Gesamtzahl an Gliazellen und Neuronen und deren genaues Verhaltnis zueinander ist bislang noch

6



Einleitung

umfangreich diskutiert (Hilgetag and Barbas, 2009). Bisher wurde angenommen, dass 10mal mehr
Gliazellen als Neurone im menschlichen Gehirn existieren, allerdings bleibt die genaue Herkunft
dieser Informationen ungewiss (Bear et al., 2008). Es wurden allerdings mehrere Studien
veroffentlicht, in denen ein deutlich geringeres Verhaltnis von Gliazellen zu Neuronen beobachtet
wurde, wobei die Zahlen in den unterschiedlichen Hirnregionen deutlich schwanken (Dombrowski et
al., 2001; Kusky and Colonnier, 1982; Lidow and Song, 2001; Christensen et al., 2007; Azevedo et al.,
2009).

Gliazellen werden anhand ihrer GroRe in zwei Gruppen unterteilt, Makroglia und Mikroglia.
Mikrogliazellen sind an aktiven Immunantworten im Gehirn beteiligt (in Abbildung 2 in Violett
dargestellt). Durch die Blut-Hirn-Schranke ist das Gehirn vom Rest des Korpers isoliert und damit
auch weitgehend vom peripheren Immunsystem abgegrenzt (Obermeier et al., 2013). Mikroglia
sorgen durch Bildung und Abgabe von proinflammatorischen Faktoren fiir die Entfernung und
Verwertung von Zelltrimmern im zentralen Nervensystem. AuBerdem wird vermutet, dass sie
unpassende synaptische Verbindungen durch Phagozytose entfernen kdnnen (Allen and Barres,
2009). An der Bildung der Blut-Hirn-Schranke sind auBerdem Perizyten beteiligt (in Abbildung 2
hellrot dargestellt). Sie ummanteln die Blutkapillare und verhindern damit eine ungerichtete
Diffusion von Stoffen in die Hirnregionen (Obermeier et al., 2013).

Zu den Makroglia gehoren Oligodendrozyten, Astrozyten, NG2 positive Zellen und Ependymzellen.
Astrozyten verdanken ihren Namen ihrer meist sternféormigen Morphologie (in Abbildung 2 in Turkis
dargestellt). Sie kontrollieren die Formation, Reifung, Funktionalitdt und den Abbau von Synapsen
wahrend der Entwicklung des neuronalen Netzwerkes. Sie scheinen aullerdem eine bedeutende
Rolle bei neurologischen Erkrankungen zu spielen, welche aus Defekten innerhalb der Synapse
resultieren (Clarke and Barres, 2013). In den letzen Jahren konnte ein weiterer glialer Zelltyp des
zentralen Nervensystems identifiziert werden, die NG2+ Zellen. Bis vor einiger Zeit wurden diese
Zellen als Oligodendrozyten-Vorlauferzellen deklariert und ihnen wurde keine weitere Funktion
zugeschrieben. Allerdings stellte sich heraus, dass NG2+ Zellen sehr spezialisierte Zellen darstellen,
welche synaptische Verbindungen von Neuronen erhalten und damit wahrscheinlich in das
neuronale Netzwerk integriert sind (Sakry et al., 2011; Nishiyama et al., 2009; Sakry et al., 2014).
Ependymzellen grenzen die Hirnventrikel ab und sorgen fir die Zirkulation der
Cerebrospinalfliissigkeit (in Abbildung 2 in Griin dargestellt).

Der vierte makrogliale Zelltyp umfasst die Oligodendrozyten (in Abbildung 2 blau dargestellt). Sie sind
die myelinisierenden Zellen im ZNS. Da sich ein Grofteil der vorliegenden Arbeit mit diesem Zelltyp
beschaftig, wird dieser in den folgenden Abschnitten genauer beschrieben.

2.1.1.1 Herkunft, Entwicklung und Regulation von Oligodendrozyten

Oligodendrozyten werden in drei aufeinanderfolgenden Wellen generiert. Im Riickenmark von
Nagetieren beginnt die Bildung von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen (oligodendrocyte precurser
cells, OPC) im ventralen Neuroepithelium innerhalb einer Vorlduferdomane etwa am embryonalen
Tag (E) 12,5. Die zweite Welle der Oligodendrozyten-Bildung beginnt etwa an E15,5 in mehr dorsalen
Bereichen und nach der Geburt werden in einer dritten und letzen Welle weitere Vorlduferzellen an
einem bisher unbekannten Ursprung gebildet (Pringle et al., 1996; Lu et al., 2000; Cai et al., 2005;
Fogarty et al., 2005; Rowitch and Kriegstein, 2010). Im GroRRhirn werden Oligodendrozyten in der
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ersten Welle in der medialen ganglionaren Eminenz im ventralen Telencephalon bei E12,5 gebildet.

In der zweiten Welle geht die Bildung von der lateralen und kaudalen gangliondaren Eminenz bei

E15,5 aus und in der dritten Welle nach der Geburt startet die Bildung von oligodendroglialen
Vorlauferzellen direkt im Cortex (Olivier et al., 2001; Spassky et al., 2002; Tekki-kessaris et al., 2001;
Kessaris et al., 2006). Die Bildung und darauffolgende Migration von OPCs in die unterschiedlichen

Hirnareale hdangt von verschiedenen extrazelluldren Signalen ab.

Shh
® BMP/Wnts
® FGF-8

Spinal Cord

[
(Maus Embryo E11,5)

Abbildung 3: Morphogenverteilung im embryonalen
Mausgehirn

Sagittale Ansicht eines Mausgehirns am embryonalen
Tag 11,5 (E11,5). Gezeigt ist die rdaumliche Verteilung
der Morphogene Sonic hedgehog (Shh, griin), bone
morphogenic factor (BMP, rot) und Fibroblast growth
factor 8 (FGF-8, lila). Shh wird von der ventralen Seite
des Neuralrohrs sezerniert, wahrend BMP auf der
dorsalen Seite exprimiert wird. FGF-8 wird am
starksten an der Grenze zwischen Mesencephalon
und Metencephalon exprimiert (midbrain-hindbrain
boundary (MHB)) (Mitew et al., 2014).

An der ventralen Seite wird das Morphogen Sonic
hedgehog (Shh) vom Notochord sezerniert, bindet an
Oberflache der
Vorlauferzelle und induziert die Expression zweier
Nkx6 und Olig2,
wiederum die erste Welle der Oligodendrozyten-

den Notchl-Rezeptor auf der

Transkriptionsfaktoren, welche
Generation starten (Pringle et al., 1996; Orentas et al.,
1999). Dieser Effekt wird auf der dorsalen Seite durch
die
Proteins (bone morphogenic protein, BMP) sowie

Expression des Knochenmorphogenetischen
Whnt/BCatenin antagonisiert. Es wird auRerdem ein
Shh unabhangiger Signalweg beschrieben, in dem der
Fibroblasten-Wachstumsfaktor  (fibroblast growth
factor, FGF) eine Rolle spielt (siehe Abbildung 3)
(Mehler et al., 2000; Robertson et al., 2004). Zur
Definition der unterschiedlichen dorso-ventralen
Domanen sind verschiedene Transkriptionsfaktoren
von Bedeutung wie PAX6, Olig2, Nkx2.2, Nkx6.1 und
6.2. Diese werden als Antwort auf den BMP/Wnt-
Gradienten aktiviert (Vallstedt et al., 2005). Der bisher
am umfangreichsten untersuchte Transkriptionsfaktor
ist der Helix-loop-Helix-Transkriptionsfaktor Olig2. Er

wird durch das ventral sezernierte Shh aktiviert und

der Knockout zeigt die Reduktion von OPCs in den meisten Hirnregionen, wobei die OPC Generation

nicht komplett verhindert wird, was moglicherweise daran liegt, dass die Funktionen von Olig2 von

dem sehr ahnlichen Transkriptionsfaktor Oligl ibernommen werden kénnen (Lu et al., 2002).



Einleitung

Adult oligodendrocyte
> progenitor cell

PDGFaR
NG2

Sonic hedgehog
FGF BMPs IGF, CNTF, T3 BMPs

oLy L BT N\

<

Multi-potent Oligodendrocyte  Pre-oligodendrocyte  Premyelinating Myelinating
neural stem cell progenitor cell oligodendrocyte oligodendrocyte
(OPC)
PDGFaR PDGFaR PDGFaR GalC GalC
PSA-NCAM NG2 NG2 04 04
Nestin Nestin 04 DM20 PLP/DM20
Vimentin A2B5 A2B5 MBP
GD3 DM20 MOG
DM20

Abbildung 4: Entwicklung und Regulation von Oligodendrozyten

Oligodendrozyten entwickeln sich aus multipotenten neuronalen Stammzellen Uber Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
(oligodendrocyte progenitor cell, OPC) zu Pra-Oligodendrozyten (pre-oligodendrocyte) weiter zu pramyelinisierenden
Oligodendrozyten (premyelinating oligodendrocyte), aus welchen anschliefend reife myelinisierende Oligodendrozyten
entstehen (myelinating oligodendrocyte). Eine Teilmenge der OPCs verbleit als adulte OPCs (NG+ Zellen) im Stadium der
Vorlauferzelle. Jedes Stadium wird durch verschiedene Markerproteine ausgezeichnet, welche in den blau umrandeten
Boxen aufgefiihrt sind. Die Reifung ist abhangig von verschiedenen Faktoren. In Grin sind die férdernden, in rot die
hemmenden Faktoren und in Gelb sind die jeweils wichtigen regulierenden Transkriptionsfaktoren der Reifungsstadien
markiert (modifiziert nach Miron et al., 2011; Schumacher et al., 2012).

Die weitere Entwicklung der oligodendroglialen Zellen wird zeitlich sowie rdaumlich sehr genau
reguliert (siehe Abbildung 4). Signale, die die Differenzierung der Zellen férdern, hemmen in der
Regel gleichzeitig die Proliferation und umgekehrt (Wang et al., 2007). Folgende extrazelluldre
Mitogene begiinstigen die Proliferation und sichern das Uberleben der Zelle: PDGF-A (platelet-
derived growth factor A), welcher an die PDGFRa (platelet-derived growth factor receptor alpha) auf
der Oberflache der OPCs bindet (Noble et al., 1988), Neuregulin-1 bindet an ErbB Rezeptoren der
oligodendroglialen Membran (Flores et al., 2000) und Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (fibroblast
growth factor, FGF), sowie Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren (insulin like growth factors, 1GF),
welche Uber den PI3K/Akt-Signalweg die Proliferation antreiben (Frederick and Wood, 2004). Die
rdumliche Orientierung erfolgt Uber verschiedene andere Signale, wobei PDGF-AA (Homodimer von
PDGF-A) und FGF-2 als Mitogene auch hier eine Rolle spielen. Adhé&sion- und Kontakt-vermittelte
Faktoren sind Molekdle, die in der Extrazellularen Matrix (extracellular matrix, ECM) sowie auf der
Oberflache der umliegenden Zellen exprimiert werden. Zu den Faktoren des ECM gehdren: Laminine,
Merosine, Fibronectine, Tenascin-C sowie Anosmin-1. Folgende Zelladhdsionsmolekiile wirken als
Faktoren zur Migration: Polysialysiertes neuronales Zelladhdsionsmolekiil (polysialylated cell
adhesion molecule, PSA-NCAM), Ephrine, aVpI Integrine, Claudin 11, AN2/NG2 und N-Cadherine
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(Garcion and Faissner, 2001; Chun et al., 2003; Bribian et al., 2008; Hu et al., 2009; Relucio et al.,
2012). Desweiteren sorgen chemotaktische Stoffe wie Chemokine (Lockstoff) und Semaphorine
(Abwehrstoff) fur die korrekte Migration der OPCs (Dziembowska et al., 2005; Armendariz et al.,
2012). Proliferierende OPCs kénnen zum einen weiter differenzieren in Pra-Oligodendrozyten,
welche nun den Marker O4 exprimieren und nicht weiter proliferieren oder sie verbleiben im
Stadium der Vorlauferzellen als NG2+ Zellen, welche wahrend des gesamten Lebens im Gehirn
nachzuweisen sind und die Eigenschaft besitzen jederzeit in Antwort auf bisher noch unbekannte
Signale in myelinbildende Oligodendrozyten zu differenzieren (Nishiyama et al., 2009).

Die endgiltige Differenzierung in pramyelinisierende Oligodendrozyten, welche positiv fir die
Marker Galc, O4 und DM20 sind, erfolgt wiederum unter der Kontrolle spezifischer extrazelluldrer
sowie transcriptioneller Signale. Das Transmembranprotein LINGO-1 (leucine-rich repeat and
immunglobulin domain-containing-1), welches auf Axonen sowie in der oligendroglialen Membran
exprimiert wird und moglicherweise in trans bindet, verringert die Aktivitat der oligodendroglialen
Tyrosinkinase Fyn, wodurch die Differenzierung inhibiert wird (Jepson et al., 2012). AuRerdem spielt
hier der Notch-Signalweg eine Rolle, wobei der axonale Ligand Jagged-1 den oligodendroglialen
Notch-Rezeptor bindet und damit die Differenzierung verhindert (Kondo and Raff, 2000).
Uberraschenderweise kann der Notch-Signalweg allerdings auch die Differenzierung férdern, wenn
der axonale Ligand F3/Contactin prasent ist (Hu et al., 2003). Weitere Faktoren, die die endgtiltige
Differenzierung fordern sind Triiodothyronin/thyroid (T3) und IGF1 (Barres et al., 1994; Carson et al.,
1993). Des Weiteren wird die terminale Differenzierung der OPCs durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren reguliert. Hier spielen Ascl/Mash1 und Olig2 eine bedeutende Rolle (Yu et al.,
2013; Parras et al., 2007). Pra-myeliniserende Oligodendrozyten ,suchen” durch Ausstrecken ihrer
Auslaufer nach zu myelinisierenden Axonen und entwickeln sich durch spezifische Signale zu
myelinisierenden Oligodendrozyten. Dieser Prozess wird im Folgenden genauer beschrieben.

2.1.1.2 Funktion von Oligodendrozyten

Oligodendrozyten bilden die Myelinschicht im zentralen Nervensystem. Die Myelinschicht ummantelt
Axone und ermoglicht dadurch eine beschleunigte Reizweiterleitung (Tasaki, 1939). Die
Reizweiterleitungsgeschwindigkeit eines Axons hangt im Allgemeinen von seinem Durchmesser ab.
Dies bedeutet allerdings, dass fiir eine schnelle Reizweiterleitung an langen Axonen diese sehr dick
sein mussten. Dieser ,Nachteil” wird durch die Myelinisierung der Axone deutlich verbessert, da die
Myelinschicht eine schnelle Signalweiterleitung bei geringem Axondurchmesser erlaubt. Durch die
Ummantelung der axonalen Abschnitten mit der lipidreichen Myelinmembran wird der transversale
Widerstand erh6ht und damit Leckstrome verhindert, wodurch die Starke des Stromes Uber die
Lange des Internodiums erhalten bleibt (Hartline and Colman, 2007). Die lipidreiche Myelinmembran
wird gebildet, indem sich ein oligodendroglialer Ausldufer spiralig um das Axon wickelt und das
Zytoplasma zurlickzieht, sodass Membranstapel entstehen. Ein Oligodendrozyt kann mit
verschiedenen Ausldaufern mehrere axonale Segmente myelinisieren (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Schema eines myelinisierenden Oligodendrozyten

Ein myelinisierender Oligodendrozyt kann mit mehreren seiner Ausldufer verschiedene axonale Segmente auf
unterschiedlichen Neuronen ummanteln. Perinodale Astrozyten sorgen fiir die Aufrechterhaltung des lonenmilieus an den
Ranvier’schen Schnirringen (Poliak and Peles, 2003; Nave and Werner, 2014).

Oligodendrozyten tibernehmen nicht nur die Rolle der Isolation von Axonen, sondern sie stellen dem
Axon auch trophische Faktoren zur Verfiigung, bilden damit den sogenannten ,trophic support”
(Nave, 2010; Funfschilling et al., 2012). Diese Unterstitzung der Neurone ist von besonderer
Bedeutung, wie in Knockout-Mausmodellen gezeigt werden konnte. Hier wurden spezifisch
oligodendrogliale Proteine, wie Proteolipid Protein (PLP) oder 2’, 3’-Cyclic Nukleotide 3’-
Phosphodiesterase (CNP), ausgeschaltet, es konnten allerdings nur sehr geringe morphologische
Defekte in der Myelinschicht beobachtet werden. Die Folge dieser genetischen Manipulation in
Oligodendrozyten fiihrte dagegen zu einer Degeneration der ummantelten Axone, was dafiir spricht,
dass Oligodendrozyten auflerdem neuroprotektive Eigenschaften besitzen (Griffiths, 1998; Lappe-
Siefke et al., 2003). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass oligodendrogliale Peroxisomen einen
Einfluss auf das neuronale Uberleben ausiiben. Im Mausmodell wurde die Aktivitat dieser Organellen
Oligodendrozyten-spezifisch herunter reguliert und es kam innerhalb weniger Monate zu
degenerierten Axonen und entzlindlichen Demyelinisierungen (Kassmann et al., 2007). Der genaue
molekulare Mechanismus hinter diesen neuroprotektiven Effekten von Oligodendrozyten bleibt
allerdings bisher ungeklart. Es konnten jedoch Hinweise darauf gefunden werden, dass die
oligodendrogliale Unterstiitzung der Axone auf dem Transport von Laktat vom Oligodendrozyt tber
spezialisierte Laktattransporter zum Axon vermittelt wird (Lee et al., 2012).

Es ist bekannt, dass Oligodendrozyten Exosomen abgeben, welche von Neuronen aufgenommen
werden kénnen (Frihbeis et al., 2013). Exosomen sind endosomal-abgeleitete Mikrovesikel, die den
Transfer von Proteinen, RNAs und miRNAs von einer Zelle zur anderen ermoglichen. Diese
Kommunikation zwischen Zellen (ber Exosomen ist bereits in unterschiedlichen Zelltypen
beschrieben (Denzer et al., 2000). Wahrend der oligodendroglialen-axonalen Kommunikation
scheinen Exosomen unter anderem eine neuroprotektive Rolle zu spielen, da spezifisch
oligodendrogliale Exosomen in einer oxidativen Stresssituation die Vitalitdt von Neurone schiitzen
konnen (Frihbeis et al., 2013). Des Weiteren beeinflussen oligodendrogliale Exosomen in vitro die
neuronale Aktivitdat von cortikalen Neuronen und modulieren damit moglicherweise das neuronale
Netzwerk (Frohlich et al., 2014).
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2.1.1.3 Myelinisierung im ZNS

Ein Pra-myelinisierender Oligodendrozyt sendet seine Auslaufer aus, findet ein zu myelinisierendes
Axon und reagiert mit Hochregulation der Polymerisation von Mikrofilamenten in Antwort auf
spezifische Interaktion mit der axonalen Membran oder auf Signale der Extrazelluldaren Matrix (Liang
et al., 2004; Bauer et al., 2009). Die initiale Expansion der oligodendroglialen Ausldufer ist abhangig
von der Assemblierung von Aktinfilamenten, wohingegen die finale Ummantelung der axonalen
Abschnitte durch die oligodendrogliale Zellmembran durch den Abbau dieser Filamentgruppen
vermittelt wird. Es wird ein sogenanntes , blebbing model” vermutet, in welchem MBP wahrend der
Myelinisierung die Disassemblierung der Aktinfilamente herbeifiihrt und Gber Kompaktierung der
Zellmembranen eine Erhohung des zytoplasmatischen Drucks vermittelt, welcher zur weiteren
Ausbreitung der Membran fiihrt (Zuchero et al.,, 2015). Zu den inhibitorischen axonalen Signalen
gehoren PSA-NCAM, Jagged-1 und Lingol. Die Initiation der Myelinisierung erfolgt durch die
Interaktion des axonalen Zelladhasionsmolekiils L1 mit dem oligodendroglialen Oberflaichenrezeptor
F3/Contactin, wortiber die Tyrosinkinase Fyn in der Oligodendrozytenmembran aktiviert wird (White
et al., 2008). Bei der Aktivierung der Fyn-Kinase spielt auch Laminin 2, ein extrazelluldres
Matrixprotein, eine Rolle, welches an B1 Integrine bindet, die wiederum mit der Fyn-Kinase assoziiert
sind (Laursen et al., 2009). B1 Integrine bilden einen Komplex mit F3/Contactin, sind allerdings nicht
essentiell am Prozess der Myelinisierung per se beteiligt (Benninger et al., 2006). Durch den ersten
axo-glialen-Kontakt werden eine Vielzahl von molekularen Mechanismen in Gang gesetzt, unter
anderem die Assoziation der Src-Kinase Fyn mit lipidreichen Mikrodomanen (Kramer-Albers et al.,
2011), die lokale Anreicherung von Phosphoinositolen wie PIP, und PIP;, welche wiederum weitere
Signalkaskaden aktivieren (Goebbels et al., 2010; Snaidero et al., 2014) sowie der gerichtete
Transport von mRNAs und die lokale Translation von Myelinproteinen werden gestartet (Mdller et
al., 2013).

Sobald das axonale Segment zur Myelinisierung ausgewahlt ist, wickelt der Oligodendrozyt einen
Auslaufer spiralig um das Axon. Dabei wird die Membran lateral und radial expandiert und die neu
gebildete Schicht schiebt sich unter die bereits vorhandene (siehe Abbildung 6) (Snaidero et al.,
2014). Eine Studie in 2013 konnte zeigen, dass Oligodendrozyten im Zebrafisch innerhalb von nur
flinf Stunden neue Myelinschichten bilden (Czopka et al., 2013). Die Bildung von Oligodendrozyten
und Myelinisierung in Nagetieren ist viel dynamischer als im Menschen. Die Plastizitdt der
Myelinisierung im menschlichen Gehirn wird durch Erlebnisse beeinflusst (Scholz et al., 2009). Dies
wird durch die Differenzierung von bereits bestehenden Oligodendrozyten vermittelt und die
Umsatzrate an Oligodendrozyten ist nur sehr gering wahrend der gesamten Lebenszeit nach dem
flinften Lebensjahr (Yeung et al., 2014). Nachdem die Umwicklung des Axons abgeschlossen ist, wird
das Zytoplasma aus dem Fortsatz gezogen, wodurch die Myelinmembranen kompaktiert werden. Die
beiden gegenliber liegenden Membranen verschmelzen auf der zytoplasmatischen Seite
miteinander. Dadurch entsteht die Major Dense Line (MDL), welche im elektronenmikroskopischen
Bild elektronendicht und damit dunkel erscheint. Die dazwischen liegende Intraperiod Line (IPL) wird
durch das Aufeinandertreffen der extrazellularen Membranen gebildet. Die IPL erscheint weniger
elektronendicht und damit heller in der elektronenmikroskopischen Aufnahme. Dadurch entsteht ein
spezifisches Muster welches in einem Querschnitt des optischen Nerven oder des Ischiasnerven in
Abbildung 6 dargestellt ist.
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Abbildung 6: Prozess der Myelinisierung

A: Schematische Darstellung der Myelinisierung durch Oligodendrozyten. Ein OPC selektiert durch seine Auslaufer ein Axon
und expandiert seinen Ausldufer. Durch laterale und radiale Expansion der Membranen an den Ausldufern wird die
Myelinmembran um das axonale Segment gewickelt und das Zytoplasma heraus gezogen, wodurch kompaktes Myelin
entsteht (Nave and Werner, 2014).

B: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts durch den optischen Nerv. Die dunkleren Bereiche zeigen die
Schicht aus kompaktem Myelin um das Axon. Der Zytoplasma-gefiillte adaxonale Bereich ist mit Pfeilen gekennzeichnet
(Nave and Werner, 2014).

C: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts durch den optischen Nerv. Mit weilen Pfeilen gekennzeichnet
ist die radiale Komponente (Zytoplasma-gefiillite Kandle) innerhalb der kompakten Myelinschicht (Nave and Werner, 2014).
D: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts durch den Ischiasnerv. Zu erkennen ist die Struktur des Myelins
mit der weniger elektronendichten Intraperiod Line (IPL), dem Bereich der extrazelluliren Membranen im kompakten
Myelin und der elektronendichteren Major Dense Line (MDL), den dazwischen liegenden Bereichen der kompaktierten
inneren Membranen (Nave and Werner, 2014).

Den Bereich des Myelins, der dem Axon am néachsten liegt, nennt man adaxonales Myelin und der
Bereich am duReren Rand wird als abaxonales Myelin bezeichnet. Die kompakte Myelinschicht wird
durch Zytoplasma-gefillte lamellare Kanale durchzogen, welche als Radiale Komponente bezeichnet
werden (Radial component). Sie sind an der Aufrechterhaltung der Stabilitdt der Myelinschicht
beteiligt (siehe Abbildung 6) (Nave and Werner, 2014).
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Die Myelinmembran wéchst etwa 5000um? pro Tag (Pfeiffer et al., 1993). Die Anzahl der einzelnen
Schichten um ein axonales Segment kann nicht genau definiert werden, da diese vom
Axondurchmesser abhangt. Es wird vermutet, dass bis zu 160 Schichten um ein axonales Segment
gebildet werden kénnen (Hildebrand et al., 1993). In einer Studie aus 2014 konnten allerdings mittels
hochauflésender 3D-Rekonstruktionen nur 11 Umwicklungen um ein axonales Segment
nachgewiesen werden (Snaidero et al., 2014).

Die myelinisierten Bereiche eines Axons (Internodien) werden durch unmyelinisierte Bereiche
unterbrochen (Nodien), die als Ranvier'sche Schnirringe bezeichnet werden. An den Ranvier’schen
Schniirringen befinden sich viele spannungsabhangige Natriumkanale, wodurch das Axon an diesen
Stellen depolarisiert werden kann. Das Aktionspotential springt von Schnirring zu Schnirring,
wodurch die Signalweiterleitung deutlich schneller und energieeffizienter wird (Aggarwal et al.,
2011a). Bei der lateralen Ausbreitung der Myelinschicht entlang des Axons sorgen verschiedene
Signale zum Stopp und zur Ausbildung der Nodien (Susuki et al., 2013).

Die entstandene Myelinmembran besitzt eine einzigartige Komposition. Sie besteht zu 70-75% ihrer
Trockenmasse aus Lipiden, wodurch die elektrische Isolation ermoglicht wird (Quarles et al., 2006).
Des Weiteren erscheinen stark myelinisierte Bereiche im Gehirn durch den hohen Lipidanteil
charakteristisch weilf und werden als weiRe Substanz (white matter) bezeichnet. Zu den Myelin-
Lipiden zdahlen hauptsachlich Glykosphingolipide, Cholesterin, Galactolipide und Phospholipide. Dabei
spielt Cholesterin eine sehr entscheidende Rolle, da es Cholesterin-reiche Mikrodomanen bildet, an
denen die Signalkaskaden zur Myelinisierung ausgel6st durch den axo-glialen Kontakt starten (White
and Kramer-Albers, 2014). Zu den Hauptproteinen der Myelinmembran gehéren das Proteolipid-
Protein (PLP) (17% der Gesamtproteinmenge), das Myelin-basische Protein (MBP) (8% der
Gesamtproteinmenge), die 2’, 3’-Cyclic Nukleotide 3’-Phosphodiesterase (CNP) (4% der
Gesamtproteinmenge), das Myelin-assoziierte Oligodendrozyten basische Protein (MOBP) und mit je
1% das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG) und das Myelin-Oligodendrozyten Glykoprotein
(MOG) (Jahn et al., 2009; Nave and Werner, 2014).

2.1.1.4 Die Rolle des Myelin Basischen Proteins wahrend der Myelinisierung im ZNS

Die Myelinisierung im zentralen Nervensystem muss lokal sowie temporal genauestens reguliert
werden, um auf Anderungen der Umgebung sowie Erfahrungen reagieren und eventuell darauf
adaptieren zu kénnen. Die komplexe Regulation der Bildung von Myelinproteinen soll im Folgenden
am Beispiel des Myelin Basischen Proteins (MBP) erlautert werden. MBP ist ein basisches und damit,
bei zellularem pH-Wert, positiv geladenes Protein mit der Eigenschaft Membranen zu kompaktieren,
indem es durch elektrostatische Bindung mit den negativ geladenen Phospholipiden interagiert und
damit gegenlberliegende Membranen einander anndhert (Wood et al.,, 1984). Im Menschen
unterscheidet man vier MBP-Isoformen (17,2kDa, 18,5kDa, 20,2kDa und 21,5kDa) und in der Maus
werden sechs Isoformen exprimiert (zwischen 14 und 21,5kDA), welche sich aus unterschiedlicher
Kombination von sieben Exons auf dem Golli-Gen (Genes of Oligodendrocyte Lineage) ergeben
(Harauz and Boggs, 2013; Kamholz et al., 1988). Das Golli-Gen enthéalt drei unterschiedliche
Transkriptionsstartseiten, von welchen die klassischen MBP und die Golli-Proteine gebildet werden
(Harauz et al., 2009). Die Transkription und damit die Expression werden rdumlich und zeitlich
reguliert. Golli-Proteine werden auch in Neuronen und in Zellen des Immunsystems synthetisiert,
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wohingegen MBPs ausschlieRlich in myelinisierenden Zellen nachzuweisen sind (Fulton et al., 2010).
Die genaue Funktion der Golli-Proteine ist bisher noch nicht komplett aufgeklart, allerdings ist
bekannt, dass sie in Oligodendrozyten vor allem wahrend der Differenzierung gebildet werden. Sie
sind im Gegensatz zu MBPs im Soma und Zellkern zu finden und foérdern im frihen
Differenzierungsstadium den Einstrom von Kalziumionen, womit sie moglicherweise am
Aufrechterhalten der oligodendroglialen Homdostase beteiligt sind (Paez et al., 2007). Die essentielle
Bedeutung des Myelin Basischen Proteins fiir die Bildung einer funktionalen Myelinschicht zeigt die
natirlich vorkommende Maus-Mutante shiverer, in der ein Grof3teil des MBP Gens auf Chromosom
18 deletiert ist. Durch diesen Gendefekt wird kein funktionelles MBP gebildet und es entstehen
schwerwiegende funktionale Storungen der Myelinisierung im ZNS (Nave, 1994). Shiverer
Oligodendrozyten bilden kein kompaktes Myelin, die Axone im zentralen Nervensystem sind
hypomyelinisiert. Im Gegensatz dazu scheint die Myelinisierung im peripheren Nervensystem auf den
ersten Blick nicht von der Deletion des MBP Proteins betroffen zu sein (Details siehe 2.1.2.3) (Gould
et al., 1995).

MBP ist entscheidend an der Bildung neuer Myelinmembranen beteiligt und wird damit am starksten
an der axo-glialen Kontaktstelle benotigt. MBP interagiert mit Phosphatidylinositol-(4.5)-biphosphat
an der Innenseite der Membran, wodurch eine hohere Lipidordnung entsteht. Aulerdem kann MBP
mit sich selbst assoziieren. Dadurch entsteht ein molekulares Sieb, welches eine Diffusionsbarriere
flir andere Myelinproteine in die Bereiche des kompakten Myelins bildet. Molekile mit grofRen
zytoplasmatischen Domanen, wie CNP werden zuriick gehalten (Aggarwal et al., 2011a, 2013). Damit
bildet MBP eine Barriere zwischen kompaktem und nicht-kompaktem Myelin.

Die Besonderheit der MBP Synthese besteht darin, dass MBP als mRNA in einem translational
inhibierten Zustand zur axo-glialen Kontaktstelle transportiert und in Antwort auf spezifische Signale
lokal translatiert wird (Miller et al.,, 2013). Mbp mRNA kann bereits einen Tag vor dem Protein
detektiert werden, wodurch eine translationale Repression der mRNA von Noéten ist (Colello et al.,
1995; Besse and Ephrussi, 2008). Diese Form der lokalen Translation bringt verschiedene Vorteile.
Zum einen wird die Zelle davor geschutzt, dass intrazellulare Membranen von MBP kompaktiert
werden kénnten (Staugaitis et al., 1990) und zum anderen kann sehr zeit- und energieeffizient neue
Myelinmembran gebildet werden. Eine Hypothese ist, dass innerhalb der Auslaufer von
pramyelinisierenden Oligodendrozyten ganze Pools an Mbp mRNAs zur Verfligung stehen, welche
direkt translatiert werden kénnen.

2.1.1.4.1 hnRNP A2-Signalweg und lokale Translation von MBP

MBP wird nicht als Protein, sondern als mRNA zur axo-glialen Kontaktstelle transportiert und lokal
translatiert. Bereits im Jahr 1982 konnte gezeigt werden, dass die mRNA von MBP in
Myelinfraktionen angereichert ist, wohingegen Plp mRNA nicht detektiert werden konnte (Colman et
al., 1982). Der Transport der Mbp mRNA in die Peripherie findet in RNA Granulas statt, welche
entlang des Zytoskeletts transportiert werden (siehe Abbildung 7) (Ainger et al., 1997; Brophy et al.,
1993).
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Abbildung 7: HnRNP A2-Weg und Aufbau des Mbp mRNA-enthaltenden RNA-Granulas in Oligodendrozyten

Schematische Darstellung des hnRNP-A2-Transportwegs, indem Mbp mRNA in RNA Granulas verpackt zur axo-glialen
Kontaktstelle transportiert und in Antwort auf axonale Signale translatiert wird. Innerhalb des Granulas assoziieren
verschieden RNA-bindende Proteine sowie Motorproteine. Die Translation wird wéhrend des Transports wahrscheinlich
Uber die sncRNA715 inhibiert (Miller et al., 2013). Details siehe Text.

Die Lokalisation ist abhangig von einer elf Nukleotid-langen Sequenz innerhalb der 3’UTR der Mbp
MRNA, welche als heterogenes nukledres Ribonukleoprotein A2 Response Elemente (hnRNP A2RE)
bezeichnet wird und in allen MBP Isoformen konserviert wird (Munro et al., 1999). Innerhalb des
Zellkerns bindet dieses cis-acting element einen trans-acting factor, das heterogene nukledre
Ribonukleoprotein A2 (hnRNP A2) und wird im Komplex aus dem Zellkern transportiert (Carson and
Barbarese, 2005). Durch alternatives SpleiRen entstehen vier hnRNP A2-Isoformen, B1, B1b, A2 und
A2b, wobei hnRNP A2b als die haufigste Isoform im Zytoplasma beschrieben und maoglicherweise
hauptsachlich an dem Mbp mRNA Transportweg beteiligt ist (Han et al., 2010). Im Zytoplasma
assoziieren weitere RNA-bindende Proteine wie Tumor overexpressed Gene (TOG) und die hnRNP’s F,
E1, K und CBF-A an die mRNA (Kosturko et al., 2005, 2006; White et al., 2012; Laursen et al., 2009;
Raju et al., 2008), wodurch sich ein transportabler Ribonukleoprotein-Partikel bildet, welcher auch
als RNA Granula bezeichnet und mithilfe des Kinesin-Motorproteins Kiflb entlang der
oligodendroglialen Ausldufer in die Peripherie transportiert wird (Czaplinski and Singer, 2006; Lyons
et al, 2009). Des Weiteren konnten innerhalo des Granulas Komponenten der
Translationsmaschinerie wie der Elongationsfaktor 1a (EFla), die Aminoacyl-tRNA Synthetase (ATS)
und ribosomale RNA nachgewiesen werden (Barbarese et al., 1995). Wahrend des Transports der
MRNA muss diese translational inaktiviert werden. Dies wird vermittelt durch hnRNP E1 und/oder die
kleine nicht-kodierende RNA 715 (small non-coding RNA, sncRNA715) (Bauer et al., 2012; Kosturko et
al., 2006). Ein direkter translationaler Effekt von hnRNP E1 auf die Synthese von MBP konnte
allerdings nicht nachgewiesen werden, da die Untersuchungen innerhalb dieser Studie nur an
synthetischen A2RE RNAs in einem in vitro Translationsexperiment durchgefiihrt wurden, in welchem

16



Einleitung

ein Effekt auf die Translation durch die Co-Expression von hnRNP E1 gezeigt wurde (Kosturko et al.,
2006). Die Rolle der sncRNA715 wird in 2.2.4 genauer behandelt.

Der Mbp mRNA enthaltende RNA Granula wird (iber das Zytoskelett in Richtung der axo-glialen
Kontaktstelle transportiert. Hier wird durch die Bindung von axonalem L1 an oligodendrogliales
F3/Contactin die Src-Kinase Fyn aktiviert, welche durch Phosphorylierung verschiedener Granula-
Komponenten wie hnRNP A2 und F diesen auflést und die Translation ermdglicht (Miller et al., 2013;
White et al., 2008, 2012).

2.1.1.4.1.1 Die Fyn Kinase
Die nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Fyn ist ein 59kDa grofRes Enzym, welches durch alternatives
SpleiRen in zwei Isoformen exprimiert wird. Zum einen FynT, welches ausnahmslos in T-Zellen
exprimiert wird und zum anderen FynB welches in allen anderen Geweben und dem Gehirn
exprimiert wird (Resh, 1998).

Alle Kinasen dieser Src-Familie weisen den gleichen molekularen Aufbau auf. Sie bestehen aus einer
N-terminalen Src-homologe (SH) 4 Domé&ne mit Acetylierungsstelle, einer individuellen (unique)
Domaéne, einer SH3 und SH2 Proteinbinde-Domane, einer SH1 oder auch Kinase-Doméane und einem
C-terminalen Regulatorischen Ende (siehe Abbildung 8) (Martin, 2001). Ein Glycin- bzw. Cystein-Rest
am N-Terminus kann myristoyliert bzw. palmitoyliert werden, wodurch die Kinase in der Membran
innerhalb von Lipid Rafts verankert wird und ihre endgtiltige Position einnimmt (Rawat and Nagaraj,
2010).
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[SH:IUniqueE:! [ SH2I| SH1/ Kinase Domain | |
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1$6600000000/8008 )0 000000
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Abbildung 8: Struktur und Regulation der Fyn-Kinase

Struktureller Aufbau der Src-Kinase Fyn. Durch Dephosphorylierung und Auto-Phosphorylierung wird die Kinase aktiviert
und kann Ziel-Proteine phosphorylieren. Details siehe Text (Kramer-Albers et al., 2011).
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Die Kinase wird durch verschiedene Phosphorylierungs- bzw. Dephosphorylierungsschritte reguliert
(in Abbildung 8 schematisch dargestellt). In der inaktiven Konformation liegt die Kinase in einer eher
geschlossenen Form vor, wobei ein regulatorisches Tyrosin am C-Terminus (in Maus FynB an der
Position Y531) phosphoryliert ist und eine intramolekulare Bricke mit der SH2 Domane bildet. Diese
Phosphorylierung wiederum wird von weiteren Kinasen wie womoglich der Csk (C-terminale Src
Kinase) reguliert (Nada et al., 1993). Die inaktive Konformation wird des Weiteren durch eine
intramolekulare Bindung zischen der SH3 Domane und einer Linker-Region zwischen der SH2 und der
Kinase Domaédne unterstitzt. Zur Aktivierung der Kinase wird der C-terminale Tyrosin-Rest
dephosphoryliert und die intramolekulare Bindung zur SH2 Domane aufgehoben, wodurch die Fyn
Kinase eine eher offene Konformation einnimmt und die SH2 und SH3 Domaé&nen zuganglich werden.
Die offene Konformation erméglicht aullerdem eine intermolekulare Auto-Phosphorylierung eines
Tyrosin-Restes an der Position 420 (Y420), wodurch das aktive Zentrum stabilisiert wird (Roskoski,
2004). In der offenen, aktiven Konformation kdnnen Ziel-Proteine innerhalb der SH2 und SH3
Domédne mit der Fyn Kinase interagieren und von ihr phosphoryliert werden. In Oligodendrozyten
kommen die Src-Kinasen Fyn, Lyn und Src vor, wobei Fyn am starksten exprimiert wird (Colognato et
al., 2004; Kramer-Albers et al., 2011).

In Oligodendrozyten erreicht die Aktivitat der Fyn-Kinase ihren Hohepunkt wahrend der Initiation der
Myelinisierung (Kramer et al., 1999). Sie spielt eine entscheidende Rolle bei der Integration von
neuronalen Signalen, welche die morphologische Differenzierung der Oligodendrozyten regulieren.
Fyn-defiziente Mause weisen abnormale Oligodendrozyten-Entwicklung sowie Hypomyelinisierung
im ZNS auf und in Zellkulturen mit inaktivierter Fyn-kinase wurde das Auswachsen von
oligodendroglialen Auslaufern sowie die Reifung der Oligodendrozyten gestort (White and Kramer-
Albers, 2014).

18



Einleitung

....-n---A.W----..‘.-..-----.-----.......-----

Ty WUV U T

p-----ooooacooooooo-o-o--n--.--o-o--n rll

axon | Y A I I

l.L'l‘ll.llll“.'-.lllljﬂltll..‘C‘..lll...I . ..ll..I.l.l.l.lll.ll....l.ll.ﬂlll.lllollol..L'LI..II.l.'l
:
.
L1
FaH g
17 Q% g
integrin :: :
Lingo-1
MAG .: :
Q
:. FcRy :
“Is Q
" 0
" 0O
[l
[

* seseee: I.Il‘.‘ll.l".l.‘-‘l'l‘l'l issescssssane

TUUU Ui ||||u 1||1HI|! VT i
i 'm"" (i I ﬁa

O --c-.- .Illll.l-u---.lllolol.l.l 1888668688888

oligodendrocyte

actin dynamics
transport
vesicle

survival ! cytoskeleton recruitment

morphological differentiation polarity \ transiational control

‘\\\\\
Abbildung 9: Funktionen der Fyn Kinase in Oligodendrozyten

Vom Axon abgeleitete Signale werden von oligodendroglialen Rezeptoren erkannt und resultieren in spezialisierten
Membranbereichen, den Lipid Rafts, zu Aktivierung der Src-Kinase Fyn. Drei Haupt-Signalwege werden von Fyn reguliert.
Die Aktivierung der morphologischen Differenzierung durch den RhoA-abhangigen Signalweg (links). Die Rekrutierung und
Stabilisierung des mikrotubuldren Zytoskeletts durch die Interaktion mit Tau (Mitte) und die Aktivierung der lokalen
Translation von MBP durch Phosphorylierung verschiedener Transportgranula-Komponenten (rechts) (Kramer-Albers et al.,
2011).

Wahrend der Oligodendrozyten-Entwicklung bilden sich innerhalb der Membran so genannte Lipid
Rafts, in welchen die Fyn-Kinase in seiner doppelt acylierten Form verankert ist (Krdmer et al., 1999).
Lipid Rafts sind spezialisierte, dynamische Mikrodomanen, welche reich an Sterol- und
Sphingolipiden sind und im Golgi-Apparat gebildet werden. Diese Lipid Rafts stellen
Signalplattformen fiir Oligodendrozyten dar, in denen verschiedene vom Axon stammende I6sliche
oder membrangebundene Faktoren die Fyn-kinase aktivieren und dadurch spezifisch Signalkaskaden
aktiviert werden (White and Kramer-Albers, 2014). Aktiviertes Fyn wiederum setzt hauptsachlich drei
Signalkaskaden in Gang. Uber die Aktivierung der RhoA-GTPase wird die morphologische
Differenzierung der Oligodendrozyten aktiviert, die Rekrutierung und Stabilisierung von
mikrotubuldren Zytoskelettelementen wird (iber die Bindung an das Tubulin-assoziierte Protein Tau
gestartet und die Regulation der lokalen Translation des Myelin Basischen Proteins wird initiiert
(siehe Abbildung 9) (Liang et al., 2004; Klein et al., 2002; White et al., 2008), wie in Abschnitt
2.1.1.4.1 bereits genauer beschrieben wurde.
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2.1.2 Zellen des peripheren Nervensystems
Das periphere Nervensystem besteht wie das zentrale Nervensystem aus Neuronen und
verschiedenen Gliazellen (siehe Abbildung 10).

Neuron

Axon

Abbildung 10: Zellen des Peripheren Nervensystems

Das periphere Nervensystem besteht aus Neuronen und unterschiedlicher Gliazellen. Satellitenzellen Gbernehmen eine
vergleichbare Funktion im PNS wie Astrozyten im ZNS. Die myelinisierenden Zellen im PNS werden als Schwann Zellen
bezeichnet (modifiziert nach http://voer.edu.vn/file/53932).

Satellitenzellen stellen das Gegenstlick zu den Astrozyten im ZNS dar. Das Pendant zu
Oligodendrozyten im peripheren Nervensystem sind Schwann-Zellen. Sie kénnen einerseits als
myelinisierende Zellen oder als nicht-myelinisierende Zellen auftreten. Myelinisierende Schwann-
Zellen bilden die Myelinschicht um periphere Axone und sorgen damit flr die saltatorische
Reizweiterleitung im PNS. Des Weiteren existieren olfaktorische Hiillzellen, die Axone der
Geruchsnerven ummanteln und terminale Gliazellen (Teloglia), welche axonale Endigungen an der
motorischen Endplatte umhiillen (Jessen, 2004).

2.1.2.1 Herkunft, Entwicklung und Regulation von Schwann Zellen

Schwann Zellen entstehen aus Neuralleistenzellen (neural crest cells) wahrend der frihen
Entwicklung. Die Bildung von Schwann Zell-Vorlauferzellen (Schwann cell precursers, SCPs) aus
Neuralleistenzellen findet zeitlich vor der Gliogenese im Riickenmark statt und ist abhangig von
Survival-Faktoren, Mitogenen und Signalen von umliegenden Axonen (Jessen and Mirsky, 1999). SCPs
dienen nicht nur als Quelle fiir Schwann Zellen, sondern haben noch weitere Funktionen. Sie bilden
trophische Unterstiitzung fir motorischen und sensorische Neuronen und scheinen essentiell fur die
normale Faszikulation der peripheren Nerven zu sein (Jessen and Mirsky, 2005). Aus den SCPs
werden wiederum unreife Schwann Zellen (immature Schwann cell) und daraus myelinisierende oder
unmyelinisierende Schwann Zellen gebildet (myelinating/ non-myelinating Schwann cell) (siehe
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Abbildung 11). Das Schicksal der unreifen Schwann Zelle, ob sie sich in eine myelinisierende oder
unmyelinisierende Zelle entwickelt, wird allein durch das assoziierte Axon bestimmt.

Myelinating
Schwann cell /‘

Neural crest Schwann cell Non-myelinating
cell precursor Schwann cells Schwann cell

Abbildung 11: Entwicklung von Schwann Zellen

Schwann Zellen entwickeln sich aus Neuralleistenzellen (neural crest cells) tiber Schwann Zell-Vorlduferzellen (Schwann cell
precurser) zu unreifen Schwann Zellen (Immature Schwann cell). Aus unreifen Schwann Zellen kénnen sich myelinisierende
(myelinating Schwann cell) oder unmyelinisierende Schwann Zellen (unmyelinating Schwann cell) bilden (Jessen and Mirsky,
2005).

Im Gegensatz zu den myelinisierenden Zellen des ZNS, den Oligodendrozyten, ist das Stadium der
reifen Schwann Zelle nicht statisch, sie kann in Antwort auf Verletzungen dedifferenzieren und als
unreife Schwann Zelle neue bzw. reparierte Axone erneut ummanteln (Parkinson et al., 2008).

Die unterschiedlichen Stadien der Schwann Zell-Entwicklung zeichnen sich durch die Expression
verschiedener Marker aus, welche in finf Gruppen unterteilt werden kénnen. Marker exprimiert in
allen Entwicklungsstadien wie SOX10. Proteine, welche nur von Neuralleistenzellen exprimiert
werden und in unreifen Schwann Zellen herunter reguliert sind wie AP2a (activator protein 2a).
Marker, welche nur auf SCPs nachgewiesen werden kdnnen wie Cadherin 19 (Cad19). Proteine,
welche von SCPs und unreifen Schwann Zellen gebildet werden aber nicht auf Neuralleistenzellen
nachgewiesen werden konnen wie BFABP (brain fatty acid-binding protein) und Marker fir
ausschlieBlich unreife Schwann Zellen wie GFAP und S100 (Jessen and Mirsky, 2005). Es ist zu
erkennen, dass die Einteilung der unterschiedlichen Schwann Zell Entwicklungsstadien nicht durch
spezifische Marker genau festgelegt werden kann, allerdings gibt es einen entscheidenden
Unterschied zwischen dem Stadium der Vorlauferzellen und dem der unreifen Schwann Zellen.
Schwann Zell Vorlduferzellen sind vollstindig auf Uberlebenssignale von assoziierten Axonen
angewiesen, wobei das neuronale Protein der EGF-Rezeptor-Familie Neuregulin 1 (NRG1) eine
entscheidende Rolle spielen soll. Dementgegen konnen unreife Schwann Zellen ohne neuronalen
Kontakt ihr Uberleben sichern, indem sie (iber autokrine Faktoren Signalkreisldufe aufrecht erhalten
(Meier et al., 1999).

Die Bildung der peripheren Gliazellen ist von unterschiedlichen Faktoren abhangig, die hier im
Weiteren aufgeflihrt werden sollen. SOX10 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher ausschlaggebend an
der Gliogenese beteiligt ist. In Abwesenheit von SOX10 werden keine Satellitenzellen und keine
Schwann Zell-Vorlauferzellen gebildet und bei reduzierten SOX10-Mengen wird die gliale Rezeptor-
Tyrosin-Kinase ErbB3 herunter reguliert, weshalb die Vermutung naheliegt, dass SOX10 an der
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Aufrechterhaltung der NRG1-vermittelten Antwort beteiligt ist (Britsch et al., 2001). Neuregulin 1
Typlll (NRG1) ist ein Protein der EGF-Familie (epidermal growth factor) und unverzichtbar an der
Myelinisierung des PNS beteiligt. Es wirkt als axonaler Uberlebensfaktor und Mitogen fiir Schwann
Zellen (Jessen and Mirsky, 2005). NRG1 ist zur Differenzierung von glialen Zellen aus
Neuralleistenzellen nicht erforderlich, da in NRG1 Knockout Modellen die aus der Neuralleiste
stammenden Zellen nicht beeinflusst sind (Garratt et al., 2000). In diesen NRG1-Mutanten ist
allerdings zu erkennen, dass Schwann Zell Vorlauferzellen sowie unreife Schwann Zellen in spinalen
Nerven nicht nachzuweisen sind, was darauf hindeutet, dass NRG1 eine unerlassliche Rolle fir die
Migration der Neuralleistenzellen spielt (Britsch et al., 1998). AuBerdem wird durch NRG1 die
Proliferation der Schwann Zellen geférdert und dient damit als vorbereitendes Signal zur
Myelinisierung (Morrissey et al., 1995). Eine weitere wichtige Eigenschaft von NRG1 liegt in dem
inhibitorischen Effekt auf die Neurogenese, wodurch die Gliogenese indirekt verstarkt werden
konnte (Shah et al., 1994). Weitere Transkriptionsfaktoren, welche an der Differenzierung von
Schwann Zellen beteiligt sind, sind Krox20 und Oct6. Beide spielen eine Rolle bei der Entwicklung von
unreifen Schwann Zellen in reife Schwann Zellen und hemmen Zelltod und Proliferation (Bhatheja
and Field, 2006). Weitere Faktoren, die die Gliogenese beeinflussen, sind Notch sowie BMP2 und
BMP4. Notch weist einige Gemeinsamkeiten mit NRG1 auf, weshalb vermutet wird, dass beide
kooperativ interagieren konnten (Schmid et al., 2003). BMP2 und BMP4 wirken in vitro als Blocker
der Schwann Zell Differenzierung, der Effekt in vivo bleibt allerdings bisher noch unklar (Shah et al.,
1996).

2.1.2.2 Funktion von Schwann Zellen

Schwann Zellen ibernehmen verschiedene Funktionen im peripheren Nervensystem. Sie helfen das
Uberleben und die Funktion von Neuronen zu sichern, sie eliminieren Zelltrimmer und bilden die
Myelinschicht um Axone (Bhatheja and Field, 2006).

Schwann Zellen entwickeln sich entweder zu myelinisierenden oder zu unmyelinisierenden Schwann
Zellen. Dies hangt unmittelbar vom Durchmesser des assoziierten Axons ab. Axone mit einem
Durchmesser unter 1um werden von nicht-myelinisierenden Schwann Zellen ummantelt. Sie bilden
sogenannte Remak-Bundle, in welchen mehrere Axone von diinnen Zytoplasma-Schichten separiert
werden (Orita et al., 2013) (siehe Abbildung 12B). Axone mit einem Durchmesser groBer als 1um
assoziieren mit myelinisierenden Schwann Zellen und werden von einer mehrschichtigen
Myelinschicht umgeben (Voyvodic, 1989).
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Abbildung 12: Myelinisierende Schwann Zelle

A: Eine Schwann Zelle kann im Gegensatz zu einem Oligodendrozyt nur ein axonales Segment myelinisieren (Poliak and
Peles, 2003).

B: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts durch den Ischiasnerv. Eine myelinisierende Schwann Zelle
bildet kompaktes Myelin um ein Axon (links) und eine unmyelinisierende Schwann Zelle bildet Remak-Bundle (Remak-type
Schwann cell) um eine Gruppe von Axonen (Nave and Werner, 2014).

Im Gegensatz zu Oligodendrozyten im ZNS, wo eine Zelle mehrere axonale Segmente myelinisiert,
kann eine Schwann Zelle im PNS nur ein axonales Segment myelinisieren (Abbildung 12A).

Schwann Zellen helfen auRerdem das neuronale Uberleben zu gewahrleisten, indem sie trophische
Faktoren zur Verfligung stellen, sowie Zelladhdsionsmolekiile exprimieren, die den Neuriten-
Auswuchs beeinflussen (Bunge, 1994; Kleitman et al., 1988). Zu den trophischen Faktoren, die
Schwann Zellen sezernieren, gehoren NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) und CNTF (ciliary neurotrophic factor) (Bunge, 1994). Des Weiteren regulieren Schwann Zellen
die Formation der Ranvier’schen Schniirringe indem sie Signale produzieren, welche das Clustern von
Natriumkanélen in der axonalen Membran zur Folge haben (Bhatheja and Field, 2006).

2.1.2.3 Myelinisierung im PNS

Die Myelinisierung im peripheren Nervensystem unterliegt einer Vielzahl an regulatorischen
Signalwegen. Bevor unreife Schwann Zellen in myelinisierende Schwann Zellen differenzieren,
interagieren diese mit einer Vielzahl an Axonen. Im ersten Schritt der Myelinisierung findet das
Radiale Sortieren (radial sorting) statt, bei dem die unreife Schwann Zelle seine Ausldufer in ein
Axonbiindel ausstreckt und Axone mit groBem Durchmesser auswahlt. Es wird ein 1:1 Verhaltnis
zwischen axonalem Abschnitt und Schwann Zelle gebildet, wobei eine Schwann Zelle mit nur noch
einem Abschnitt des Axons interagiert (Raphael et al., 2011). Im zweiten Schritt wird die Anzahl an
Schwann Zellen reguliert, damit die Zahl an Schwann Zellen und Axonen aufeinander abgestimmt ist.
Hier spielt die Balance zwischen proliferationsférdernden und proliferationshemmenden Faktoren
eine Rolle (Jessen and Mirsky, 2005). Zu den hier entscheidenden fordernden Faktoren gehoren
NRG1 und Laminin und zu den proliferationshemmenden Faktoren gehoéren P75 Neurotrophin
Rezeptor und TGFB (transforming growth factor 8) (Meier et al., 1999; Einheber et al., 1995; Syroid et
al., 2000; Yu et al., 2005). Im letzen Schritt der Myelinisierung wird eine sogenannte Differenzierungs-
Bremse (differentiation brake) aktiviert, bei der Signalwege, welche die Myelin Differenzierung
inhibieren, unterdriickt werden (Jessen and Mirsky, 2005). Signalkaskaden, wie der Notch-Signalweg,
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der die Proliferation begiinstigt, werden gehemmt, sowie proproliferierende Transkriptionsfaktoren
wie PAX3 und SOX2 herunter reguliert, sobald die Myelinisierung startet (Kioussi et al., 1995; Le et
al., 2005; Woodhoo et al., 2009).

Der makroskopische Aufbau der Myelinmembran im PNS unterscheidet sich nicht von dem im ZNS.
Sie erscheint im elektronenmikroskopischen Bild eines quergeschnittenen Ischiasnervs gleich des
Bildes eines quergeschnittenen optischen Nerven (vergleiche Abbildung 6C und D). Ein Teil der
Proteine im PNS sind homolog zu denen im ZNS, allerdings werden sie teilweise prozentual
unterschiedlich exprimiert und es existieren zusatzlich andere Proteine. Andere sind spezifisch nur im
ZNS Myelin nachzuweisen. Aullerdem ist die Verteilung der Lipide im PNS zu der im ZNS verandert.
Das PNS Myelin besteht weniger aus Galactolipiden und Cholesterol und mehr aus Sphingolipiden
(Greenfield et al., 1973).

Zu den Hauptmyelinproteinen gehdéren, Protein zero (PO) (21%), Periaxin (16%) und MBP (8%) (Patzig
et al., 2011). PO ist ein Typl-Transmembran-Glykoprotein mit einer extrazellularen Immunglobulin-
dhnlichen Domane, einer hydrophoben Transmembrandomane und einer intrazellularen Domane.
Durch homophile Interaktion der extrazellularen Domane wird die IL des peripheren Myelins
stabilisiert, PO Gbernimmt damit eine homologe Funktion zu PLP im ZNS (Filbin et al., 1990). PO-null
Mutanten zeigen abnormale motorische Fahigkeiten und Hypomyelinisierung mit dinnen,
unkompaktierten Myelinmembranen, wobei heterozygote Mutanten zu Anfang normales Myelin
aufweisen, welches etwa nach 4 Monaten degeneriert (Martini et al.,, 1995b). Auch die
Uberexpression von PO fithrt zu Myelindefekten, wodurch darauf zu schlieRen ist, dass die genaue
Dosis des Proteins essentiell wichtig ist fiir die Bildung der korrekten Myelinschicht (Wrabetz et al.,
2000). Periaxin wird ausschlieBlich von myelinisierenden Schwann Zellen exprimiert und ist bei
Beginn der Myelinisierung in der adaxonalen Membran lokalisiert. In der reifen Myelinschicht kann
Periaxin in der abaxonalen Schwann Zell Membran nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass es
durch Membran-Protein-Interaktionen zur Stabilisierung der reifen Myelinschicht notig ist (Scherer et
al., 1995).

Fir MBP kdnnen die gleichen Isoformen im ZNS sowie im PNS Myelin nachgewiesen werden, wobei
die 14kDa Isoform auch als P1 und die 18,5kDa Isoform auch als P2 bezeichnet werden (Mentaberry
et al., 1986; Greenfield et al., 1980). Auch die Lokalisation in der MDL innerhalb des Myelins ist
homolog, allerdings unterscheiden sich die Funktion und damit die Wichtigkeit des Proteins fiir die
Aufrechterhaltung des kompakten Myelins. Dies ist deutlich an der shiverer Mausmutante zu
erkennen, in welcher kein Defekt im kompakten Myelin im PNS beobachtet werden kann (Gould et
al., 1995). In dieser Mutante liegt allerdings eine Verdanderung innerhalb des molekularen Aufbaus
der Myelinmembran vor. Die Anzahl von zytoplasmatischen Kandlen, den sogenannten Schmidt-
Lantermann Einkerbungen (Schmidt-Lantermann incisure, SLI) ist verdoppelt (Gould et al., 1995). SLIs
sind zytoplasmatische Kanale, welche das adaxonale und abaxonale Zytoplasma der Schwann Zelle
verbinden und die Kommunikation zwischen den beiden Bereichen zulassen. SLIs sind untereinander
durch gap junctions miteinander verbunden und exprimieren Connexin32 (Cx32), welches als Marker
fir SLIs eingesetzt werden kann (Kettenmann and Ransom, 2013). MBP scheint in Schwann Zellen
Einfluss auf die Umsetzung von Proteinen wie Cx32 zu haben, denn in der shiverer Mutante verhalten
sich die Proteinlevel von MBP und Cx32 invers proportional zueinander (Smith-Slatas and Barbarese,
2000). Im PNS von shiverer Mausen scheint die positiv geladene zytoplasmatische Domane des PO
Proteins die Rolle der Kompaktierung der Myelinmembran und damit der Ausprdagung der MDL zu
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Gibernehmen. In PO-MBP-Doppel Knockout Mausen kann eine deutliche Hypomyelinisierung im PNS
festgestellt werden, wobei die vereinzelten Myelin-dhnlichen Membranen keine MDL zeigten. Dies
unterstreicht die Vermutung, dass PO zuséatzlich oder ausschlieBlich an der Kompaktierung und der
Ausbildung der MDL beteiligt ist (Martini et al., 1995a). Wahrend des Myelinisierungsprozesses kann
die mRNA von MBP in der gesamten myelinisierenden Schwann Zelle nachgewiesen werden, wobei
lokale Translation und damit verbundene translationale Inhibition der mRNA vermutet werden
(Trapp et al., 1987). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Mbp mRNA in den zytoplasmatischen
Kandlen lokalisiert ist, in welchen moglicherweise der Transport in Richtung Peripherie stattfindet
(Griffiths et al., 1989).

2.1.2.4 Regulation der Myelinisierung im PNS

Die Myelinisierung im peripheren Nervensystem unterliegt verschiedenen komplexen
regulatorischen Mechanismen. Sie wird unter anderem durch transkriptionelle Kontrolle reguliert,
bei der unterschiedliche Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielen.
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Non-myelinating
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Myelinating
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Abbildung 13: Regulation der Entwicklung von Schwann Zellen durch Transkriptionsfaktoren

Die Regulation von Schwann Zellen unterliegt verschiedensten Transkriptionsfaktoren sowie anschlieRender
Signalkaskaden. In blau gekennzeichnete Transkriptionsfaktoren wirken promyelinisierend und in WeiRR und Gelb markierte
Faktoren wirken inhibierend auf die Myelinisierung (Pereira et al., 2012).

Die in Abbildung 13 blau gekennzeichneten Faktoren wie SOX10, Oct6 und Krox20 wirken positiv auf
die Mpyelinisierung. Dabei wirken SOX10 und Oct6 zusammen aktivierend auf Krox20, wobei
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verschiedene Myelingene gefordert und Myelin-Inhibitoren gehemmt werden (Jagalur et al., 2011).
Die in Abbildung 13 weill und gelb gekennzeichneten Faktoren wirken negativ auf die Myelinisierung.
Zu diesen gehoren Notch, c-Jun sowie die Transkriptionsfaktoren Sox2, 1d2 und Id4 (Pereira et al.,
2012). Diese negativen Regulatoren der Myelinisierung spielen auch eine Rolle bei Demyelinisierung
der Axone nach Verletzungen, wie am Beispiel des Notch-Signalwegs gezeigt werden konnte
(Woodhoo et al., 2009). Ein weiterer wichtiger Regulator der Myelinisierung im PNS ist NRG1 Typ IIl.
NRG1 reguliert geradezu alle Schritte der Schwann Zell Differenzierung.
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Abbildung 14: Signalkaskade von Neuregulin 1 Typ Ill in Schwann Zellen

Axonales Neuregulin 1 Typ Ill (NRG1) bindet an oligodendrogliale ErbB2/ ErbB3 Rezeptoren und startet die PI3K-abhangige
Signalkaskade, wodurch die Synthese von Myelinproteinen gesteigert wird (Nave, 2010). Details siehe Text.

Die Interaktion von axonalem NRG1 Typlll mit dem glialen ErbB2/ ErbB3 Rezeptor findet an der axo-
glialen Kontaktstelle statt, wodurch unterschiedlichste Second-messenger Kaskaden aktiviert
werden, einschliefllich des PI3K- und des MAPKinase-Signalwegs (Nave, 2010) (siehe Abbildung 14).
Die Aktivierung der PI3Kinase fiihrt zur Phosphorylierung von PIP, zu PIP;, wodurch wiederum die
AKT1 Kinase aktiviert wird, welche im Weiteren die Bildung von Myelin Proteinen fordert (Taveggia
et al., 2011). Die Formierung von PIP; polarisiert die Schwann Zelle und fordert die Auslaufer-Bildung
und Aktin-Dynamik, was wiederum zur Bildung der Myelinmembranen wichtig ist. Als Gegenspieler
zu PIP; steht PTEN (phosphatase and tensin homologue), wodurch Hypermyelinisierung und
pathologische Uberproduktion von Myelinmembranen verhindert werden (Goebbels et al., 2010).
NRG1 kann zusatzlich den intrazellularen Kalziumspiegel tber die Phospholipase Cy erhdhen, was
letztendlich zur Aktivierung von Krox20 und PO Genen fihrt (Kao et al., 2009). Des Weiteren fiihrt
NRG1 zu der Aktivierung einer Kinase, welche den Transkriptionsfaktor Yyl phosphoryliert und damit
zusatzlich Krox20 aktiviert (He et al., 2010).
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Die Mpyelinisierung kann auBerdem durch epigenetische Regulatoren, wie mikroRNAs oder
Deacetylierungen von Transkriptionsfaktoren wie NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’
of activated B-cells), beeinflusst werden (Pereira et al., 2012). Im adulten Ischiasnerv der Maus
werden 87 mikroRNAs exprimiert (Viader et al., 2011). Die Regulation Gber mikroRNAs zeigt sich
durch Herunterregulation des mikroRNA-Prozessierungsenzyms Dicer. Dadurch werden Inhibitoren
der Myelinisierung starker und Faktoren zur Férderung der Myelinisierung schwacher exprimiert (Yun
et al., 2010) (siehe Abbildung 15). Nach Verletzungen an peripheren, myelinisierten Nervenzellen, in
welchen Schwann Zellen dedifferenzieren, werden 48 miRNAs dynamisch reguliert (Viader et al.,

2011).
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Abbildung 15: Regulation der Entwicklung von Schwann Zellen durch miRNAs und Histondeacetylasen

Die Entwicklung einer Pro-myelinisierenden Schwann Zelle zu einer myelinisierenden Schwann Zelle unterliegt der
Regulation von Transkriptionsfaktoren durch Histondeacetylasen (HDAC) sowie der Regulation von Genen durch miRNAs
(Pereira et al., 2012).

Dartiber hinaus kann die Myelinisierung durch Deacetylierung des Transkriptionsfaktors NFkB
(nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) durch Histondeacetylasen wie
HDAC1 und HDAC2 reguliert werden. Die Deacetylierung fordert die Aktivierung des Sox10 Gens und
reguliert dariber die Expression von Krox20 (Chen et al., 2011) (Siehe Abbildung 15).

2.2 Kleine nicht-codierende RNAs im Nervensystem

Im Genom von Sdugetieren werden nur etwa 1,2% der Gene in Proteine umgeschrieben, wobei ein
Grofteil der Gene transkribiert wird (Mehler and Mattick, 2006). Nicht-codierende RNAs (non-coding
RNAs, ncRNA) kénnen als regulatorische RNAs fungieren und in alle moglichen Prozesse innerhalb
der Zelle eingreifen (Mattick, 2001). Es existieren unterschiedliche Formen von nicht-codierenden
RNAs im PNS sowie im ZNS und die Entwicklung der Systeme hangt stark vom regulatorischen
Netzwerk der ncRNAs ab (Mehler and Mattick, 2006). Es existieren lange nicht-codierende RNAs
(long non-coding RNA, IncRNA) und kleine nicht-codierende RNAs (small non-coding RNA, sncRNA).
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LncRNAs bezeichnen alle regulatorischen RNAs, die langer als 200 Nukleotide sind und sncRNAs alle
mit einer Lange, die darunter liegt (Jeffrey M. Perkel, 2013). Im Weiteren Verlauf werden die
sncRNAs genauer beschrieben. Die bisher am umfangreichsten untersuchten sncRNAs sind die
mikroRNAs (miRNA). Es werden {iber 50% der menschlichen proteinkodierenden Gene iber miRNAs
reguliert (Farazi et al., 2008; Friedman et al.,, 2009). Wéahrend der ZNS-Entwicklung zeigen einige
miRNAs spezifische Expressionsmuster, wodurch darauf zu schlieBen ist, dass miRNAs eine wichtige
Funktion bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems (bernehmen (Krichevsky et al., 2004;
Miska et al., 2004). Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass miRNAs in Neuronen, in Astrozyten
sowie in Oligodendrozyten exprimiert werden (Kim et al., 2004; Smirnova et al., 2005; Lau et al.,
2008).

In den letzten Jahren konnte durch viele Studien gezeigt werden, dass Deregulationen von sncRNAs
eine entscheidende Rolle in verschiedenen Erkrankungen spielen. Hierzu wurde die Datenbank
miR2Disease erstellt, in welcher nach beteiligten miRNAs in spezifischen Erkrankungen gesucht
werden kann (Jiang et al., 2009). Zum Beispiel sind in der neurodegenerativen Erkrankung Multiple
Sklerose 16 unterschiedliche miRNAs dereguliert (vergleiche http://www.mir2disease.org (Stand Juli
2015)).

2.2.1 Unterschiedliche Formen von sncRNAs

Kleine nicht-codierende RNAs werden grundsatzlich in drei Hauptklassen eingeteilt; mikroRNAs
(miRNA), small interfering RNAs (siRNA) und piwiRNA (piRNA). Die Einteilung in die unterschiedlichen
Klassen erfolgt durch ihr jeweiliges Prozessierungsmuster sowie durch ihre jeweilige Funktion. In den
letzten Jahren wurde allerdings deutlich, dass diese Klassen nicht immer klar voneinander
abzugrenzen sind. Es existieren kleine nicht-codierende RNAs, die nicht dem Prozessierungsmuster
von miRNAs folgen, allerdings mit den gleichen Cofaktoren assoziieren und die gleiche Funktion
aufweisen. Durch genauere Analysen solcher sncRNAs entstand unter anderem die Klasse der srRNA
(small rDNA-derived RNA) (Wei et al.,, 2013). Neben diesen Hauptklassen existieren noch weitere
Unterklassen, welche hier allerdings nicht genauer behandelt werden sollen (Huang et al., 2013).
Kleine nicht-codierende RNAs sind an vielen unterschiedlichen Prozessen innerhalb der Zelle, wie
Entwicklung, Apoptose, Stammzellerneuerung, Differenzierung und Aufrechterhaltung der
Zellintegritat Gber translationale Regulation von mRNAs oder deren Degeneration beteiligt (Huang et
al., 2013).

2.2.2  Herkunft und Reifung von sncRNAs

MiRNAs werden endogen exprimiert, sind in der Regel 21-24 Nukleotide lang und regulieren
Genexpression auf posttranskriptionellem Level iber Basenpaarung der miRNA mit der Ziel-mRNA
(Huang et al., 2013).
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Abbildung 16: Reifung von siRNAs, miRNAs und piRNAs

A: Reifung von humanen siRNAs. Aus einer doppelstrangigen, langen RNA wird tUber den Enzymkomplex Dicer ein siRNA-
Duplex gebildet, welcher innerhalb des RISC zur einzelstrangigen siRNA maturiert. Die siRNA bindet an Ziel-mRNAs und
fUhrt zur Degradation der mRNA (Jinek and Doudna, 2009).

B: Die Reifung von humanen miRNAs startet im Zellkern, wo aus einer langen Haarnadel-formigen pri-miRNA durch den
Enzymkomplex Drosha eine kiirzere Haarnadel-formige pre-miRNA entsteht. Diese wird ins Zytoplasma transportiert und
Gber den Enzymkomplex Dicer weiter bis zur einzelstrangigen ~22nt langen miRNA verarbeitet, welche innerhalb des RISC
flr translationale Repression von Ziel-mRNAs verantwortlich ist (Jinek and Doudna, 2009).

C: PiRNAs reifen in der Keimbahn aus repetitiven Elementen zwischen Genen und kénnen Ziel-RNAs spalten und
posttranskriptionell degradieren (Jinek and Doudna, 2009).

Die Prozessierung von miRNAs, siRNAs und piRNAs ist in Abbildung 16 gezeigt. Die Maturierung von
miRNAs beginnt im Nukleus durch die Bildung von haarnadelférmigen pri-miRNAs in einer RNA-
Polymerase ll-abhdngigen Reaktion. Aus der 2-4kb langen pri-miRNA entsteht die 70-100nt lange pre-
miRNA durch Prozessierung mithilfe des Drosha-Komplexes. Die pre-miRNA wird durch Exportin5 ins
Zytoplasma transportiert wo die weitere Maturierung stattfindet. Ein Enzymkomplex, genannt Dicer,
verarbeitet die haarnadelférmige pre-miRNA in einen doppelstrangigen miRNA/miRNA*-Duplex. Der
Enzymkomplex Dicer ist auch an der Prozessierung von siRNAs beteiligt, wobei aus einer
doppelstriangigen RNA ein siRNA-Duplex entsteht. Der Unterschied zwischen dem miRNA/miRNA*-
Duplex und dem siRNA-Duplex besteht in der Genauigkeit der Basenpaarung. Wahrend der
miRNA/miRNA*-Duplex nur ungenau lbereinstimmt, ist der siRNA-Duplex genau komplementar. Die
Duplexe werden jeweils entwunden und aus dem miRNA/miRNA*-Duplex wird die miRNA*
degradiert und die reife ~22nt lange miRNA in den sogenannten RISC (RNA-induced silencing
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complex) eingebaut, in welchem sie dann zur translationalen Repression der mRNA oder zur mRNA-
Degradierung fuhrt. Der siRNA-Duplex wird auch entwunden und einer der ~22nt langen Strdange
wird in einen RISC eingebaut, wo der siRNA-RISC-Komplex zum Abbau der mRNA fiihrt (He and
Hannon, 2004; Huang et al., 2013).

Eine weitere Klasse der sncRNAs sind die piRNAs. Sie verdanken ihren Namen der Interaktion mit
PIWI-Proteinen, welche vorrangig in der Keimbahn exprimiert werden. Sie sind 24-30nt lang und
essentiell an der Modulation der Spermiogenese beteiligt. PiRNAs entstehen aus repetitiven
Elemente zwischen Genen und koénnen Ziel-RNAs spalten und posttranskriptionell degradieren
(Huang et al., 2013).

Eine relativ neu entdeckte Klasse der sncRNAs sind die srRNAs. Durch die Erkenntnis, dass die
translationale Regulation durch miRNAs eine wichtige Rolle in allen Phasen der Zellentwicklung und
in nahezu allen Organen spielt, stieg das Interesse an der Herkunft der jeweiligen miRNAs. Bei
genauerer Untersuchung verschiedener bekannter miRNAs stellte sich allerdings in manchen Fillen
heraus, dass einige der zuvor als miRNA bezeichneten sncRNAs nicht dem Prozessierungsmuster
klassischer miRNAs folgen (zum Beispiel in Bauer et al., 2012). Es scheint damit verschiedene
Prozessierungsmuster fiir kleine regulatorische RNAs zu geben und die Einteilung in klar abgegrenzte
Klassen erscheint nicht trivial. Die Klasse der srRNAs beschreibt sncRNAs, welche wéahrend der
Prozessierung der rRNA entstehen (Wei et al.,, 2013). Die rDNA besteht aus langen primaren
Transkripten, welche durch verschiedene Abstandsregionen (spacer regions) voneinander getrennt
werden (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Reifung der 45kb rRNA

Die 45kb rRNA besteht aus drei Transkripten und verschiedenen ETS (external transcribed spacer) und ITS (internal
transcribed spacer). In der 5’ETS Region liegen mehrere Sequenzen fir kleine nicht-codierende RNAs. Aus der 45kb rRNA
werden durch verschiedene Spaltungsschritte die 18S, 5,8S und die 28S rRNA gebildet. Wahrend dieser Spaltungsschritte
entstehen Uberhinge, welche Sequenzen fiir die kleinen nicht-codierenden RNAs enthalten (Kent et al., 2009).
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Die zwischen den Transkripten liegenden Regionen werden als IST (internal transcribed spacer) und
die auBerhalb werden als ETS (external transcribed spacer) bezeichnet. Innerhalb dieser nicht-
kodierenden Regionen konnten einige sncRNAs bzw. deren Vorldufer durch Sequenzierungen
identifiziert werden (Wei et al., 2013). Die Prozessierung der srRNAs ist Dicer-unabhéngig und die
srRNAs konnen mit Argonaut-Proteinen des RISC interagieren (Wei et al., 2013). Der genaue
Mechanismus der Prozessierung von srRNAs bleibt allerdings bisher ungeklart.

2.2.3  Translationale Regulation durch sncRNAs

Kleine nicht-codierende RNAs kdnnen Uber die Assoziation in Proteinkomplexen die Translation von
spezifischen mRNAs inhibieren oder deren Degradation vermitteln. Die reife miRNA oder siRNA wird
in den sogenannten RISC-Proteinkomplex geladen. Dieser besteht unter anderem aus Proteinen der
Argonaut (Ago)-Familie sowie der GW182-Familie. Die sncRNA mit dem weniger stabil gepaarten 5°
Ende bindet an das Ago-Protein, die andere wird degradiert (Meister, 2013). Diese Bindung wird
vermittel durch Hitzeschockproteine sowie Uber die Hydrolyse von ATP, wodurch das Ago-Protein in
einer offenen Konformation gehalten wird (Johnston et al., 2010; Iki et al., 2010; Iwasaki et al., 2010).
Besteht eine 100%ige Komplementaritat zwischen der sncRNA und der Ziel-mRNA, wird die mRNA
degradiert, sind die beiden RNAs nicht komplett komplementar, wird die mRNA translational
gehemmt (Meister, 2013).
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Abbildung 18: Translationale Regulation von mRNAs durch den miRISC

Die miRNA-abhangige translationale Regulation von mRNAs wird vermittelt durch den miRISC (miRNA induced silencing
complex). Innerhalb des RISC bindet die kleine RNA an ein Ago Protein (in diesem Beispiel Agol), welches wiederum mit
GW182 interagiert. Die Translation wird durch Interaktion mit der 5’Cap oder mit Initiationsfaktoren gehemmt (Czech and
Hannon, 2011).

Im miRISC (microRNA-induced silencing complex) ist unter anderem GW182-Protein assoziiert,
welches fir die Hemmung der Ribosomen verantwortlich ist und damit die translationale Repression
vermittelt (Eulalio et al., 2008). Die Translation wird inhibiert, indem die Cap-abhangige Translation
durch Interaktion mit dem Initiationsfaktor elFAE (eukaryotik translation initiation factor 4E)
gehemmt und die Rekrutierung der 40S Untereinheit und die 80S Komplex-Bildung gestort wird
(Fabian et al., 2010) (siehe Abbildung 18).

2.2.3.1 Argonaut-Proteine
Die Familie der Argonaut-Proteine kann unterteilt werden in die AGO-Proteine und PIWI-Proteine.
AGO-Proteine interagieren hauptsachlich mit kleinen regulatorischen RNAs. PIWI-Proteine werden
von Keimzellen exprimiert, binden dort an piRNAs und sind beteiligt an der Hemmung von
transposablen Elementen (Meister, 2013).
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Im Folgenden werden allerdings die PIWI-Proteine vernachldssigt und die AGO-Proteine unter dem
Begriff Argonaut-Proteine bzw. Agos genauer beschrieben. Die 97kDa groflen Argonaut-Proteine sind
Bestandteile des RISC, welcher fiir die miRNA-abhdngige translationale Repression von mRNAs
verantwortlich ist. Sie sind charakterisiert durch einen hoch-konservierten Aufbau. Sie bestehen aus
einem Amino-Terminus (N), einer PAZ-Domane (PIWI-ARGONAUT-ZWILLE), einer MID-Domane
(middle) und einer PIWI-Domaéne (siehe Abbildung 19) (Meister, 2013; Czech and Hannon, 2011).

Abbildung 19: Struktureller Aufbau von Argonaut-Proteinen

Aufbau eines humanen Ago-Proteins am Beispiel von Ago2. Agos bestehen aus einem N-Terminus, einer PAZ-Domane, einer
MID-Domane und einer PIWI-Doméne. Die Bindung von sncRNAs findet innerhalb der MID-Doméne statt (Czech and
Hannon, 2011).

Die N-terminale Domane ist an der Beladung des Argonaut-Proteins mit der kleinen RNA beteiligt
und assistiert bei der Entwindung der sncRNA (Czech and Hannon, 2011). Die PAZ-Doméne verankert
das 3’Ende der kleinen RNA in einer spezialisierten Bindungstasche (Jinek and Doudna, 2009). Die
MID-Domane stabilisiert das 5’Ende der kleinen RNA durch die Verankerung der C-terminalen Base
mit einem konservierten Tyrosin in der MID-Domane. Die PIWI-Domane weist eine strukturelle
Ahnlichkeit zur RNaseH auf, wodurch sie die Fahigkeit besitzt mMRNAs abzubauen, die eine 100%ige
Komplementaritat zur miRNA aufweist. Diese katalytische Aktivitat ist allerdings nur fiir das humane
Argonaut-Protein Ago2 beschrieben. In Sdugetieren werden vier verschiedene Proteine exprimiert,
Agol-4. Sie konnten innerhalb von sogenannten cytoplasmic processing bodies (P-bodies) sowie
innerhalb des Zellkerns nachgewiesen werden, wo sie am mRNA-Abbau respektive an der Inhibition
der Transkription beteiligt sind (Schraivogel and Meister, 2014; Johnston et al., 2010). Agos kdénnen
allerdings auch die Translation reprimieren, ohne dass sie sich in P-bodies befinden (lwasaki et al.,
2009). Die Funktionen der vier unterschiedlichen Proteine in Sdugetieren sind bislang noch nicht
vollstandig geklart. Fiir Agol wird eine Funktion wahrend des Alternativen SpleiBens vermutet, Ago2
scheint essentiell an der friihen embryonalen Entwicklung beteiligt zu sein, Ago3 spielt eine Rolle bei
der Stammzell-Proliferation und Ago4 scheint wdhrend der Spermatogenese integriert zu sein
(Meister, 2013). Die Expression von Ago4 scheint nicht so verbreitet zu sein, wobei Agol und 3 in
vielen Zelltypen nachgewiesen werden konnen (Meister, 2013). Es konnte innerhalb einer
Massenspektrometrie-Studie auf HEK293T und Hela Zellen gezeigt werden, dass Agol mit etwa 20-
25%, Ago2 mit 60%, Ago3 mit 15% und Ago4 nur mit 1% an der Gesamt-Ago-Proteinmenge beteiligt
sind (Petri et al., 2011). Alle mRNAs der vier Agos konnten in HEK293T und Hela Zellen detektiert
werden, wobei in HEK293T Zellen die mRNA von Ago2 und in Hela Zellen Ago2 und Ago3 mRNA am
starksten exprimiert werden (Meister et al., 2004). In einer in vitro Studie von 2011 konnte die
Interaktion eines synthetischen siRNAs-Duplexes mit allen vier Ago-Proteine gezeigt werden,
allerdings wurde ein funktioneller RISC nur um Ago2 gebildet (Petri et al., 2011).

In Drosophila melanogaster konnte gezeigt werden, dass verschiedene miRNAs oder siRNAs in
spezifische Ago-enthaltene Komplexe sortiert werden (Forstemann et al.,, 2009). Dieser Prozess
wurde allerdings bisher flir Agos von Sdugetieren nicht nachgewiesen.
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In den meisten beschriebenen Fillen wirkt der miRISC inhibierend auf die Translation der Ziel-mRNA,
allerdings wird auch in einem Fall die translationale Aktivierung durch Assoziation mit dem miRISC
beschrieben. Das fragile X mental retardation-related protein 1 (FXR1) bindet spezifisch an Ago2 und
aktiviert dartiber die Translation von TNFa (tumor necrosis factor a) unter zellularen
Stressbedingungen wobei die Interaktion mit Proteinen, welche Teil der translationalen Inhibition
darstellen (wie GW182), aufgehoben ist (Vasudevan and Steitz, 2007).

2.2.3.1.1 Regulation von Argonaut-Proteinen

Argonaut-Proteine sind Schlisselkomponenten des miRISC, in welchem sie in die translationale
Regulation Gber miRNAs involviert sind. Da ein groRer Teil der Gene auf posttranskriptioneller Ebene
reguliert werden, die hochstwahrscheinlich verschiedene miRNAs binden, ist es naheliegend, dass
dieser Prozess genauestens reguliert werden muss. Die Regulation des miRISC kann Uber die
Assemblierung der verschiedenen Komponenten beeinflusst werden. Im Folgenden soll die
Regulation der Argonaut-Proteine und deren Einfluss auf die miRNA-abhangige translationale
Regulation beschrieben werden.

Argonaut-Proteine werden zur Regulation ihrer eigenen Homoostase durch Ubiquitinierung markiert.
Durch Polyubiquitinierung werden Degradationsmaschinerien angeregt und die Autophagie in Gang
gesetzt. Dadurch wird die Menge an Ago-Proteinen reguliert (Meister, 2013). Diese Form der
Regulation interagiert allerdings nicht direkt mit der Bindung von sncRNAs und reguliert damit nur
sekundar die miRNA-abhangige translationale Regulation.

In einer Studie aus 2011 wurde das humane Ago2-Protein auf mogliche Phosphorylierungsstellen
untersucht (Ridel et al., 2011). Es konnten sieben Aminosauren innerhalb der Sequenz identifiziert
werden, die phosphoryliert werden. Es wurde ein konserviertes Tyrosin an der Position 529 genauer
untersucht, da sich dieses innerhalb der miRNA-bindenden MID-Domane befindet. Durch Mutation
dieses Tyrosins in ein Glutamin, welches die negative Ladung einer Phosphorylierung imitiert, wurde
die Bindung zu einer miRNA verringert (Rldel et al., 2011). Dieses Tyrosin scheint damit eine Rolle
bei der Regulation der translationalen Inhibition von mRNAs zu spielen. Eine weitere, in dieser
Publikation beschrieben Aminosaure ist ein Serin an der Position 387. Die Phosphorylierung an dieser
Stelle scheint einen molekularen Schalter darzustellen zwischen dem Stadium der mRNA-
Degradation oder der translationalen Repression der Ziel-mRNA. Die Phosphorylierung verandert das
Stadium des miRISC in Richtung der translationalen Regulation, weg vom Stadium der mRNA-
Degradation (Horman et al., 2013). Unter Stressbedingung scheint diese Phosphorylierung auerdem
gesteigert zu sein, dies konnte darauf hindeuten, dass die mRNA unter Stressbedingungen durch
translationale Repression geschitzt wird, damit sie unter normalen Bedingungen wieder translatiert
werden kann (Zeng et al., 2008). Ein weiteres Tyrosin an der Position 393 wird unter Hypoxie-
Bedingungen phosphoryliert, wodurch die miRNA Reifung beeinflusst wird (Shen et al., 2013).

2.2.3.1.2 Argonaut-Proteine in Oligodendrozyten

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass im Tiermodell zur chronisch demyelinisierenden
Erkrankung Multiple Sklerose, der Experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (EAE), die
Regulation von miRNAs verdndert ist (Ma et al., 2014). Bis vor kurzem war allerdings noch unklar, ob
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auch der miRISC von dieser Dysregulation betroffen ist. In 2015 konnten Lewkowicz und Kollegen
zeigen, dass wahrend des Verlaufs von EAE eines der Kernproteine des miRISC, Ago2, auf Protein-
sowie auf mRNA-Ebene herunter reguliert wird (Lewkowicz et al., 2015). Somit scheint der gesamte
miRNA-enthaltene miRISC in Oligodendrozyten im Mausmodell der Multiplen Sklerose gestért zu
sein.

2.2.4 Kleine nicht-codierende RNA 715

Die kleine nicht-codierende RNA 715 (small non-coding RNA, sncRNA) ist eine 21nt lange
regulatorische RNA (5'CUCCGUGCACACCCCCGCGUG'3), welche bisher in Oligodendrozyten,
Astrozyten, Neuronen und Mikroglia beschrieben wurde, wobei die Expression in Oligodendrozyten
deutlich am starksten ist (Bauer et al.,, 2012). Die sncRNA715 wurde zu Anfang als miRNA
kategorisiert, scheint allerdings nicht dem Prozessierungsmuster klassischer miRNA zu folgen und
wird damit eher allgemein in die Klasse der sncRNAs eingeordnet. Die Sequenz der sncRNA715
konnte innerhalb der 45kb rRNA lokalisiert werden und gehoért damit zur Klasse der srRNAs (small
rRNA-derived RNA) (Wei et al.,, 2013). Es wird vermutet, dass die reife sncRNA715 wéahrend der
Prozessierung der rRNA liber verschiedene Spaltungsschritte entsteht. Wie genau die Reifung aus
dem Vorldaufermolekiil auf der rRNA zur reifen sncRNA 715 erfolgt bleibt allerdings bislang noch
ungeklart.

2.2.4.1 Translationale Regulation der Mbp mRNA durch sncRNA 715 in Oligodendrozyten
Die sncRNA715 spielt eine entscheidende Rolle in der translationalen Regulation von Mbp mRNA
wiahrend des Transports zur axo-glialen Kontaktstelle innerhalb des RNA Granulas (Bauer et al.,
2012). Die Regulation der Proteinsynthese durch kleine RNAs in Oligodendrozyten wurde bisher
umfassend untersucht und es konnte gezeigt werden, dass alle Phasen der oligodendroglialen
Entwicklung von dieser Form der Regulation beeinflusst werden (Zhao et al., 2011; Zheng et al., 2012,
2010; Lin et al.,, 2013; Dugas et al., 2010; Dugas and Notterpek, 2011). Die sncRNA715 bindet
innerhalb der 3'UTR die Mbp mRNA und unterdriickt Gber diese spezifische Bindung die Translation.
Die Uberexpression einer synthetischen sncRNA715 in primaren Oligodendrozyten fiihrt zu einer
verringerten MBP Synthese, wobei die Inhibierung der endogenen sncRNA715 in einer verstarkten
MBP Synthese resultiert (Bauer et al., 2012). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass in humanen
Multiple Sklerose Proben innerhalb der chronischen Lasionen im Gehirn, in denen kein Myelin
Basisches Protein detektiert werden kann, allerdings relativ normale Mengen an Mbp mRNA
exprimiert werden, die sncRNA715 im Vergleich zur normal erscheinenden weiRen Substanz stark
hoch reguliert ist (Bauer et al., 2012). Dies legt die Vermutung nahe, dass moglicherweise die MBP
Translation innerhalb der Lasionen durch Inhibition der endogen exprimierten sncRNA715 beeinflusst
werden koénnte. Dies wird allerdings nicht so einfach umzusetzen sein, da die Expression der
sncRNA715 sowie die MBP Protein Synthese spezifisch nur in diesen Ldsionen beeinflusst werden
musste und nicht innerhalb der normal erscheinenden weillen Substanz, in welcher die MBP
Synthese nicht verandert ist.
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2.3 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte im ersten Teil die Rolle der Argonaut-Proteine beziiglich der MBP
Synthese in Oligodendrozyten geklart werden. Argonaut-Proteine spielen eine entscheidende Rolle
wahrend der translationalen Inhibition von mRNAs durch miRNAs (Meister, 2013). In
Oligodendrozyten spielt die posttranskriptionelle Regulation durch miRNAs wahrend der Reifung eine
ausschlaggebende Rolle und die lokale Translation von Mbp wird durch die kleine nicht-codierende
RNA 715 reguliert (Dugas et al., 2010; Bauer et al., 2012). Es gilt die Frage zu beantworten, welche
Argonaut-Proteine in Oligodendrozyten exprimiert werden und ob moglicherweise die translationale
Regulation durch sncRNA715 liber Argonaut-Proteine vermittelt wird.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Expression der sncRNA715 im peripheren Nervensystem
untersucht werden. Auch im PNS wird MBP als mRNA in die Peripherie transportiert und dort lokal
translatiert (Trapp et al., 1987). Der genaue Ablauf dieses Transports und die Regulation der
Translation bleiben bisher allerdings ungeklart. Damit stellte sich die Frage, ob die translationale
Inhibition der Schwann Zell-Mbp mRNA moglicherweise auch durch die sncRNA715 vermittelt wird.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien und Gerate

Alle Glaswaren wurden von der Firma Schott oder Gibco verwendet. Die verwendeten Falcons sowie

die sterilen Plastikwaren fir die Zellkultur wurden von der Firma Greiner oder Nunc bezogen.

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Hersteller Bezeichnung
Eppendorf Centrifuge 5415R
Zentrifugen Labofuge 6000
Heraeus
Megafuge 1.0R
Leica DMIRB
40x Objektiv (UPlanFLN; NA=0,75)
Mikroskop 60x Olobjektiv (UPlanSApo; NA=7,35)
Olympus -
IX81 Mikroskop
Fluoreszenz CCD-Kamera XM10
PCR-Gerdit Eppendorf Mastercycler Personal

RT-PCR-Gerdt

Roche Applied

Light Cylcer 1.5

Science
Heizblock Techne DRI-Block DB2D
Agarosegel Imager

9 9 9 Chemi Doc XRS+
Western Blot Imager .
SDS-P 1% Bl Biorad
-Page/ Western Blot Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell

Kammer
Spectrophotometer Peqlab Nanodrop 2000
Mikrotiter-Plattenleser | TECAN Infinite M1000
Thermomixer Eppendorf Thermomixer Comfort
Rotationsrad LabNet Revolver Rotator
Zellinkubator Thermo Scientific | HeraCell 240
Hybridisierungsofen und |, HL-2000 Hybrilinker
Crosslinker

Microsoft Excel

Photoshop CS4
Adobe P

Software

Illustrator CS4

Pfaffl, Horgan,
Vainstein, Avery

REST- gene regulation

BioRad Imagelab 2.0
Tabelle 2: Verwendete Reagenzien
Hersteller Reagenz
AppliChem Ampicillin Natriumsalz
Starlab einmal Pipettenspitzen (2ul, 20ul, 200ul, 1000ul)
Promega DNA-Purification: Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
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PureYield Plasmid Miniprep: Mini/Midi/Maxi Kit
Transfektion: Fugene HD

PCR: Pfu-Polymerase, Pfu-Reaktionspuffer

Life Technologies

Zellkultur: DMEM (high glucose), HBSS, Trypsin, PenStrp
Transformation: DH5alpha
SDS-Page: NUPAGE LDS Sample Buffer (4x)

Northern Blot: ULTRAPure™ TBE Puffer 10x; NOVEX™ TBE Ureal Gel;
NOVEX™ Urea Ladepuffer 2x

Immunprazipitation: Dynabeads Protein G

Roth

Agarosegele: Ethidiumbromid, Agarose NEO Ultra-Qualitat
SDS-Page Herstellung: Roti Stock 20x
Western Blot: Milchpulver; 10x Rotiphorese Laufpuffer

Immuncytochemie: Roti Histofix (PFA 4%)
RNA-Arbeiten: Rnase ZAP

NEB

PCR: dNTPs

Klonierung: T4-DNA Ligase, Restriktionsenzyme
Western Blot: Gel Loading Dye 6x Blue
DNA-Marker: 1 kb DNA Ladder, 100 bp DNA Ladder
MiRNA Marker: microRNA Marker

Qiagen

RNA-Extraktion: miRNasy Mini Kit
DNase-Verdau: RNase free DNase Set

Realtime-PCR: QuantiTect Primer Assay fiir Ago1-4 und Aktin; QuantiTect
Sybr Green PCR; Fast advanced Mastermix

Reverse Transkription: TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit

Roche Applied
Science

Reverse Transkritption: Transkriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit

Realtime-PCR: Tagman Universal Master Mix; Universal Probes

Proteinbiochemie: PhosStop Phosphatase Inhibitoren; Complete EDTA-free
Protease Inhibitoren

Merck Millipore

Western Blot: Immobilion™ Western Chemiluminescent HRP Substrate

Ambion

Northern Blot: ULTRA Hyb Hybridisierungspuffer

Sigma

Immunprazipitation: Anti-FLAG M2 Magnetic Beads; FLAG-Peptid;
Dynabeads His-Tag Beads

3.2 Puffer und Medien

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Medien

allgemeine Medien

PBS 150 mM NaCl; 8 mM Na,HPOy; 1,7 mM NaH,PO,; pH 7,2
TBS 150 mM NaCl ; 50 mM Tris , pH 7,2
TBST TBS + 0,1% (v/v) Tween 20

Molekularbiologie

50 x TAE Buffer

Essigsaure; auf 1000ml mit ddH,0 auffiillen

242 g Tris (2M); 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 (50mM); 57,1 ml

4% Agarosegel

3% Sieve Agarose; 1% Agarose NEEO Ultra; in 1xTAE
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Proteinbiochemie

Lysispuffer 1 (+Triton, +150mM
NacCl)

50mM Tris; 150mM NaCl; 1mM EDTA; 1%(v/v) Triton-X-100;
1 PhosStop Phosphatase Inhibitoren; Complete EDTA-free
Proteaseinhibitoren

Lysispuffer 2 (+Triton, -EDTA,
+300mM NaCl, 150mM Imidazol)

50mM Tris; 300mM NaCl; 150mM Imidazol; 1%(v/v) Triton-
X-100; PhosStop Phosphatase Inhibitoren; Complete EDTA-
free Proteaseinhibitoren

Lysispuffer 3 (-Triton, -EDTA,
+300mM NacCl, 150mM Imidazol)

50mM Tris; 300mM NacCl; 150mM Imidazol; PhosStop
Phosphatase Inhibitoren; Complete EDTA-free
Proteaseinhibitoren

Lysispuffer 4 (-Triton, -EDTA,
+300mM NaCl, 500mM Imidazol)

50mM Tris; 300mM NaCl; 500mM Imidazol; PhosStop
Phosphatase Inhibitoren; Complete EDTA-free
Proteaseinhibitoren

Elutionspuffer (His IP)

50mM Natriumphosphat (pH 8,0); 300mM NaCl; 0,01%(v/v)
Tween 20; 2M Imidazol; PhosStop Phosphatase Inhibitoren;
Complete EDTA-free Proteaseinhibitoren

W&B Puffer

Phosphatpuffer pH 8,0; 0,001% Tween20

Western Blot Transfer buffer

24 mM Tris, 192 mM Glycine, 20% Ethanol

Blockierungs-Losung

4% (w/v) Trockenmilchpulver in TBST

Zellkultur

10 x Poly-L-Lysine (PLL)

0,1 % PLL in ddH,0

Sato 2 %HS (Oli-neu
Wachstumsmedium)

DMEM; 10 pg/l Transferrin; 100 pM Putrescine; 200 nM
Progesteron; 500 nM TIT; 220 nM Na-Selenit; 520 mM L-
Thyroxin; 25ug/ml Gentamycin; 2% (v/v) Horse Serum

Super-Sato: Sato/ B27 supplement
1% HS (priméare Ratten-
Oligodendrocyten)

13,4 g/| DMEM; 2 g/l NaHCO3; 20 ml/I B27 Zusatz; 0,011 %
Pyruvate; 500 nM TIT; 520 mM L-Thyroxine; 0,05 %
Gentamycin; 1% (v/v) Horse Serum

BME"

BME; 10%FCS; 2mM Glutamax; 100.000Units Penicillin/
Streptomycin

Papain-Losung

30U/ml Papain; 0,24mg/ml L-Cystein; 40ug/ml DNase | Typ
IV; 1XMEM,; sterilfiltriert

Trypsin/ EDTA

0,01% Trypsin (Stock: 1 % in HBSS-); 0,02% EDTA (Stock: 0.2
% in HBSS-) in HBSS-

DMEM 10% FCS

DMEM (Invitrogen); 10% FCS; 20.000 Units Penicillin
/Streptomycin

DMEM 10%HS

DMEM (Invitrogen); 10% HS

MACS-Medium (priméare Maus-
Oligodendrozyten,
Kultivierungsmedium)

MACS Neuro Medium; 2mM Glutamine; 1:50 NeuroBrew
(Miltenyi); 100 Units Penicillin/Streptomycin (100U)

DMEM +P/S +GLX (primare Schwann
Zellen)

DMEM; 100U/ml Penicillin/ Streptomycin; 2mM Glutamax

DMEM +P/S +GLX +FCS (primére
Schwann Zellen)

DMEM; 100U/ml Penicillin/ Streptomycin; 2mM Glutamax;
10% FCS
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DMEM +P/S +GLX +FCS +AraC
(primare Schwann Zellen)

DMEM; 100U/ml Penicillin/ Streptomycin; 2mM Glutamax;
10% FCS; 10uM AraC

Expansionsmedium (primare
Schwann Zellen)

DMEM; 4uM Forskolin, 10ng/ml recombinant human NRG1
betal EGF domain; 10% FCS

definiertes Medium (primére
Schwann Zellen)

1/2 DMEM; 1/2 HamF12; 0,03% BSA; 100uM Putrescine;
100pg/ml Transferrin; 11nM Progestern; 400ng/ml T4;
10ng/ml T3; 38ng/ml Dexamethason; 16ng/ml
Natriumselenit; 0,5% FCS

Kultivierungsmedium IMS32

DMEM; 4mM Glutamin; 10% FCS

Kultivierungsmedium HEK293T

DMEM; 10%FCS; 20.000Units Penicillin/ Streptomycin

Zellen

Northern Blot
0,5x TBE 50ml 10x ULTRAPure™ TBE; 950ml depcH,0
1XTBE 100ml 10x ULTRAPure™ TBE; 900ml depcH,0

Tween Puffer

100mM Tris/HCL; 150mM NacCl; 0,3% Tween 20; in depcH,0

AP Puffer 100mM Tris/HCL; 100mM NaCl; 5mM MgCl,; in depcH,0
Blockingpuffer 100mM Tris/HCL; 150mM NacCl; pH 7,5; 1% Blockingreagenz;
in depcH,0
33 Antikoérper
3.3.1 Primére Antikérper
Tabelle 4: Verwendete Primarantikérper
Antigen Spezies Verdiinnung Hersteller
BAktin Kaninchen 1:1000 WB Sigma
Argonaute 1 Kaninchen 1:1000 WB Cell Signaling
Argonaute 2 Kaninchen 1:500 WB; 1:50 1ZC Abnova
Argonaute 2 Kaninchen 1:1000 WB Cell Signaling
FLAG-Tag Maus 1:1000 WB Sigma
FLAG-Tag Kaninchen 1:1000 WB Sigma
FLAG-Tag, Magnetic Beads Maus Sigma
Fyn-Kinase (monoklonal) Maus 1:250WB BD
Fyn-Kinase (polyklonal) Kaninchen 1:500 WB Santa Cruz
GAPDH Kaninchen 1:5000 WB Bethyl
MBP Ratte 1:500 WB; 1:50 1ZC Serotec
4G10 Platinum, Anti
G10 Platinu . t Maus 1:1000 WB Merck Millipore
Phosphotyrosine
4G10 Platinum, Anti
Phosphotyrosine, Agarose Maus Merck Millipore
Conjugate
Src p418 Kaninchen 1:1000 WB Invitrogen
aTubulin Maus 1:5000 WB Sigma
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hnRNP A2 Maus 1:1000 WB Sigma

hnRNP A2 Kaninchen 1:50 1ZC Sigma

HA Tag Ratte 1:1000 WB Roche Applied Science

Myc Tag Maus 1:500 WB J. Trotter, Mainz

CNPase Maus 1:500 WB Sigma

S100 Maus 1:200 1ZC Merck Millipore
WB = Western Blot, IZC = Immunzytochemie, NB = Northern Blot

3.3.2 Sekundare Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Sekundarantikorper

Verdiinnung
Spenderspezies | Zielspezies/-Tag | Konjugation WB Hersteller

Ziege mouse HRP 1:10000 WB Dianova
Ziege rat HRP 1:10000 WB Dianova
Ziege rabbit HRP 1:10000 WB Dianova
Ziege mouse Alexa 568 1:400 I1ZC Invitrogen
Ziege rabbit Cy2 1:100 1ZC Dianova
Ziege rat Cy5 1:300 1ZC Dianova
Esel rabbit DyLight 488 1:100 1ZC Dianova
Esel rat DyLight 649 1:100 1ZC Dianova
Schaf Digoxigenin AP 1:5000N8 | Roche Applied

Science
Ziege Biotin AP 1:5000 NB Cell Signalling

WB = Western Blot, IZC = Immunzytochemie, NB = Northern Blot,
HRP = horse radish peroxidase, AP = alkaline phosphatase
3.4 Plasmide, Primer, LNA-Sonden, 715-mimic
Tabelle 6: Verwendet Plasmide
Plasmid Alias Herkunft Quelle
(Plasmid #10820) AddGene Meister et al., 2004
pIRESnfao—FLAG/HA Ago2 Ag02-FLAG/HA ‘
(Plasmid #10821) AddGene Meister et al., 2004
pIreSn(?o—FLAG/HA Ago3 Ago3-FLAG/HA ‘
(Plasmid #10823) AddGene Meister et al., 2004
pIRESn.eo—FLAG/HA Ago4 Ago4-FLAG/HA ‘
(Plasmid #10824) AddGene Meister et al., 2004
pIRESneo-FLAG/HA Ago2 |  Ago2 Y393F- ﬁ:iGaErrfe(nMdLi’::fn
Y393F FLAG/HA .. .
Arbeit eingefligt)

40



Material und Methoden

AddGene (Mutation

pIRESneo-FLAG/HA Ago2 Ago2 Y529F- . ]

Y529F FLAG/HA im Rz?hrr'men d.l.eser
Arbeit eingefligt)

pIRESneo-FLAG/HA Ago2 Ago2 Y393F AddGene (Mutation

Y393F+Y529F

Y529F-FLAG/HA

im Rahmen dieser
Arbeit eingefiigt)

Im Rahmen dieser

Ago2-Myc/His Ago2-MH Arbeit kloniert
Ago2-Myc/His Ago2 Y393F Im Rahmen dieser
Y393F+Y529F Y529F-MH Arbeit kloniert
pPEGFP-C3 GFP Clontech
pcDNA3.1 FynBWT FynWT White et al., 2008
pcDNA3.1 FynB+ Fyn+ White et al., 2008
. Im Rahmen dieser
hnRNP A2-Myc/His A2-Myc/His Arbeit kloniert
Im Rahmen dieser
hnRNP A2-FLAG A2-FLAG Arbeit kloniert
hnRNP A2b-FLAG A2b-FLAG  |'m Rahmen dieser
Arbeit kloniert
zur Verfligung
pMSVhyg hygro gestellt von
J.Trotter, Mainz
zur Verfiigung
MBP14-IRES-GFP MBP14 gestellt von M.

(MBP14-3'UTR)

Simons, Gottingen

Tabelle 7: Verwendete PCR Primer fiir den Nachweis der Ago-Isoformen

o (sn) | sl amaber

Agol 5'AGCGGCAGGTGCCTAC3' 69
5'GGATCTGGCCACTGACC3' 65 427

Ago2 5'ATATGCCTTCAAACCTCCACC3' 48
5'CCAGGGCCTGGATCGTC3' 71 427

Ago3 5'ACAAGCCTGTCAGCACTAACS3' 50
5'CAGACTTCTAGTGGCAGGTATG3' 50 580

Agod 5'GGAGCTCCTCTACAGCCAGG3' 65
5'CAAGCCGGGCATAATATGC3' 53 544
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Tabelle 8: Verwendete PCR Primer fiir die Herstellung von Ago2-Myc/His Konstrukten

Sl Amplikon
Gen Primer Name Sequenz (5'->3') temperatur | .. .
5 ldnge [bp]
[°cl]
— Ago2 Hindlll forward | GTTATCAAGCTTATGTACTCGGGAG 51 2604
go
Ago2 Xbal reverse | GCTACTTCTAGAAGCAAAGTACATG 49 2604
Tabelle 9: Verwendete SYBR-Green basierte qPCR Assays
Zielgen Assay Name Hersteller
Agol Mm_Eif2cl 1 SG Qiagen
Ago2 Mm_Eif2c2_2 SG Qiagen
Ago3 Mm_Eif2c3_1_SG Qiagen
Ago4 Mm_Eif2c4_1_SG Qiagen
B Aktin Mm_Actb_1 SG Qiagen
Tabelle 10: Verwendete Primer fiir die qPCR auf mRNAs
Primer . Amplikon-
Name Spezies Sequenz UPL Sonde B o
MBP Maus 5'AACATTGTGACACCTCGAACA3 58 88
5'TGTCTCTTCCTCCCCAGCTA3’
5'"GAAAGCAGAGTGAGCCCTTC3’
G6PDH Maus 78 81
5'CATAGGAATTACGGGCAAAGA3’

Tabelle 11: Verwendete Primer Assays fiir die qPCR auf sncRNAs

Ziel sncRNA | Assay Name | Assay-ID Hersteller
sncRNA715 | mmu-miR-715 | 001649 | Applied Biosystems
snoRNA135 snoRNA135 001230 | Applied Biosystems

Tabelle 12: Verwendete Primer fiir die Zielgerichtete Mutation von Ago2-FLAG/HA-Plasmiden

Primer Name

Sequenz

Ago2 Y393F

+BamHI_sense

5'GTGCAAGTTTCAACACCGGATCCATTCGTCCGTGAATTT3'

Ago2 Y393F

+BamHI_antisense

5'CACGTTCAAAGTTGTGCCTAGGTAAGCAGGCACTTAAA3'

Ago2 Y529F

+Mlul_sense

5'CCGGCAAGACGCCCGTGTTCGCCGAGGTCAAACGCGTGGGAGAC3'

Ago2 Y529F

+Mlul_antisense

5'GGCCGTTCTGCGGGCACAAGCGGCTCCAGTTTGCGCACCCTCTG3'
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Tabelle 13: Verwendete LNA-Sonden und 715-mimic

Name Sequenz Hersteller
LNA sncRNA715 5'DIG-CACGCGGGGGTGTGCACGGAG-DIG3' Exiqon
LNA snRNA U6 5'CACGAATTTGCGTGTCATCCTT-DIG3' Exigon
715-mimic 5’C-UCCGUGCACACCCCCGCGUG3’ Qiagen

3.5 Zellkulturen

3.5.1  Kultivierung von HEK293T Zellen

HEK293T Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. C. Pietrzik (Universitdtsmedizin Mainz) zur
Verfliigung gestellt. Die Zellen wurden in DMEM+10%FCS+Penicillin/Streptomycin kultiviert. Sie
wurden in unbeschichteten ZellkulturgefaRen kultiviert und zum Passagieren in frischem Medium
abgespiilt und in definierter Konzentration in ein neues Kulturgefald Giberfihrt.

3.5.2  Kultivierung von Oli-neu Zellen

Oli-neu Zellen entstammen oligodendroglialen Vorlauferzellen, welche durch Infektion mit dem
replikationsdefekten Retrovirus neu immortalisiert wurden. Das Onkogen neu wurde durch
Inkubation der OPCs mit dem retrovirusbeinhaltenden Uberstand der Zellline GPE-neu eingebracht
(Jung et al., 1995). Damit entstand eine oligodendrogliale Vorlduferzelllinie, die
differenzierungsdefizient im Vorlauferstadium proliferiert.

Oli-neu Zellen wurden in Sato-Medium +2%HS bei 37°C und 5-7,5% CO2 kultiviert (Trotter and
Schachner, 1989). Die Zellen wurden in Poly-L-Lysin-beschichtete Kulturschalen/ -Flaschen kultiviert
und wahrend des Passagierens mit Trypsin/EDTA abgelost, in kaltem DMEM+10%HS aufgenommen
und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in definiertem Volumen Sato-Medium aufgenommen und
anschlieRend gezahlt und ausplattiert.

3.5.3  Kultivierung von IMS32 Zellen

IMS32 Zellen sind eine spontan immortalisierte murine Schwann Zellline (Watabe et al., 1995). Sie
wurden freundlicherweise nach Riicksprache mit Dr. Kazuhiko Watabe (Institut of Medial Science,
Tokyo) von Dr. Xavier Fontana (MRC-LMCB, London) zur Verfligung gestellt. Die Kultivierung der
IMS32 Zellen erfolgte in DMEM+ 4mM L-Glutamin+ 10%FCS bei 37%C und 5%CO,. Zum Passagieren
wurden die Zellen mit 0,25%Trypsin/EDTA vom unbeschichteten KulturgefaB abgelost, in kaltem
DMEM10%FCS aufgenommen, abzentrifugiert und in Kultivierungsmedium ausplattiert.

3.5.4 Herstellung und Kultivierung von primaren Oligodendrozyten

Es wurden zwei unterschiedliche Methode zur Herstellung von dissoziierten primaren
Oligodendrozyten verwendet. Oligodendrozyten aus der Ratte wurden mithilfe der ,Oligo-Shake“-
Methode hergestellt (Trotter et al., 1989) und die Herstellung von primaren Maus-Oligodendrozyten
wurde mithilfe der GentleMACS-Methode (Miltenyi Biotec) und NG2-gekoppelten Mikro-Beads

durchgefihrt.
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Es wurden die Meningen von 6 neugeborenen Whistar Ratten-Gehirnen grindlich entfernt und das
Mittelhirn sowie beide Hemispheren wurden herausprapariert. Die Gehirne wurden in einer Papain-
Lésung fur eineinhalb Stunden bei 37°C dissoziiert, in 10ml DMEM+10%FCS+P/S aufgenommen und
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in DMEM+10%FCS+P/S und nacheinander 4mal mit einer 19Gauge
Nadel und 4mal mit einer 23Gauge Nadel trituriert. Die entstandene Zellsuspension wurde in drei
PLL-beschichtete T75 Zellkulturschalen ausplattiert und bei 37°C und 5%CO, inkubiert. Die Kultur
wurde alle zwei Tage mit BME" gewaschen und nach etwa 10 bis 12 Tagen bildete sich ein dichter
Astrozytenrasen auf welchem sich Mikroglia-Zellen und Oligodendrozyten-Vorlauferzellen absetzten.
Die Mikroglia wurden vorsichtig abgeklopft und abgesaugt. Die fester auf dem Zellrasen adharierten
OPCs wurden durch Abschiitteln in BME® von dem Astrozytenrasen gelést und abgenommen. Nach
Zentrifugation wurden die OPCs in Super-Sato Medium aufgenommen und fiir 30Sekunden in eine
3,5cm Schale plattiert. Dieser Schritt bewirkt das Absetzen von verbliebenen Mikroglia. Der
Uberstand wurde abgenommen, gezihlt und in PLL-beschichtete KulturgefiRe plattiert.

Bei der GentleMACS-Methode nach Miltenyi Biotech wurden die Zellen mit an NG2-Antikorper
Mikro-Beads aufgereinigt, wobei eine Kultur von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen entsteht. Zu
Beginn wurden C57BL/6 Maus-Gehirne von 9 Tage alten Jungtieren mit dem Neural-Tissue-
Dissocitation-Kit mit Papain (Miltenyi Biotech) nach Herstelleranweisung in eine Einzelzellsuspension
verarbeitet. Diese Zellsuspension wurde mit an NG2-Antikérper gekoppelte magnetische Mikrobeads
(Anti-AN2 MicroBeads, Miltenyi Biotech) inkubiert und anschlieBend Uber einen Magneten
(QuadroMACS Seperator, Miltenyi Biotech) nach Benutzeranweisung aufgereinigt, in MACS-Medium
eluiert und in PLL-beschichtete KulturgefdlRe ausplattiert.

3.5.5 Herstellung und Kultivierung von primaren Schwann Zellen

Das Protokoll zur Praparation primarer Schwann Zellen wurde freundlicherweise von Dr. Susanne
Quintes (MPI Experimentelle Medizin, Gottingen) zur Verfliigung gestellt. Primare Schwann Zellen
wurden aus drei Tage alten Whistar Ratten gewonnen. Es wurden jeweils die Ischiasnerven heraus
prapariert und in einer Mixtur aus Kollagenase und Trypsin fiir zwei Stunden bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Die Suspension wurde in 3ml DMEM +1ml FCS aufgenommen und abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in DMEM+P/S+GLX+FCS aufgenommen und ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde das
Medium gegen DMEM+P/S+GLX+FCS+AraC ausgetauscht um kontaminierende Fibroblasten zu
entfernen. Drei Tage nach der Praparation wurde das Medium abgenommen und die Zellen wurden
in Expansionsmedium kultiviert. Es wurde alle 2-3 Tage ein voller Medienwechsel durchgefiihrt, bis
die primaren Schwann Zelle eine circa 80-100%ige Konfluenz erreichten. An diesem Punkt wurden
die Zellen entweder passagiert oder zur Differenzierung mit definiertem Medium behandelt. Zum
Passagieren der Zellen wurden diese in 0,25%Trypsin/EDTA inkubiert, in DMEM+10%FCS
aufgenommen und in Expansionsmedium ausplattiert. Primare Schwann Zellen differenzieren im
Gegensatz zu primaren Oligodendrozyten nicht spontan in Monokulturen. Deshalb missen sie zur
Differenzierung speziell behandelt werden. Die Zellen wurden nach Erreichen einer nahezu 100%igen
Konfluenz in definiertem Medium kultiviert (nach Jessen et al., 1994), wobei sie das Stadium der
proliferierenden Vorlauferzelle verlassen. Die Differenzierung in myelinisierende Schwann Zellen
wurde durch zwei unterschiedliche Behandlungen hervor gerufen. Zum einen wird dem definierten
Medium 10ng/ml NRG1 Typlll und 1mM dbcAMP und zum anderen 10ng/ml NRG1 Typlll und 10uM
Forskolin zugegeben (Arthur-Farraj et al.,, 2011). Die Differenzierung ist morphologisch an der
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verzweigteren Zellstruktur zu erkennen. Auerdem wurde durch immunzytochemische Analysen
oder Western Blots auf die Synthese von MBP die Differenzierung in myelinisierende Schwann Zellen
gezeigt.

3.6 Herstellung von Gesamtlysaten aus optischen Nerven

Es wurden jeweils 10 1 Tag alte oder 6 10 Tage alte C57BL/6 Mause mit Isofluoran betdubt und
anschlieRend mittels Dekapitation getotet. Der optische Nerv wurde herausprapariert, in ein Falcon
mit Lysispuffer Gberfihrt und mithilfe eines Tissue Ruptors (Qiagen) zerkleinert. Nach 45mindtiger
Inkubation bei 4°C und unter standiger Rotation wurden die Zellkerne bei 4°C fiir 5min und 2000 x g
abzentrifugiert.

3.7 Transfektionen
Zur Einbringung von exogenen DNAs bzw. zur Uberexpression von kleinen RNAs in Zelllinien bzw.
primare Zellen wurden verschiedene Transfektionen durchgefiihrt, die im Folgenden genauer
beschrieben werden sollen.

3.7.1 Transiente Transfektion von Oli-neu und HEK293T Zellen

Zur transienten Transfektion von verschiedenen Expressions-Plasmiden in Oli-neu bzw. HEK293T
Zellen wurde das Transfektionsreagenz Fugene HD (Promega) verwendet. Fugene HD ist ein nicht-
liposomales Transfektionsreagenz, welches fir die Transfektion der meisten Zelllinien verwendet
werden kann. Die Transfektionen zur Vorbereitung der Immunprazipitationsexperimenten (siehe
3.10.2) wurden 5*10° bis 7,5%10° Zellen pro 10cm Zellkulturschale ausplattiert und 6 Stunden spater
transfiziert. Der Transfektionsansatz wird je Transfektion in 500ul DMEM gebildet. Hierzu werden
10ug des Plasmids in DMEM mit 15ul Fugene HD gemischt, gevortext, abzentrifugiert und nach 15
minitiger Inkubation bei RT in die Kulturschale getropft. Werden mehrere Plasmide cotransfiziert,
wird weniger des jeweiligen Plasmids verwendet, sodass eine Gesamt-DNA-Menge von 10ug erhalten
bleibt.

3.7.2  Herstellung einer stabil exprimierenden hnRNP A2b-FLAG Oli-neu Zelllinie

Es wurden 7,5%10° Oli-neu Zellen in 10cm Kulturschalen mit 2,5ug hnRNP A2b-FLAG und 2,5pg
PMSVhygro in 500ul DMEM und 10ul Fugene HD transfiziert (Prozedur siehe 3.7.1). Vor der
Transfektion wurden die Plasmide (iber eine Restriktion linearisiert, wodurch der Einbau in das
Genom vereinfacht werden soll (Stuchbury and Minch, 2010). PMSVhygro ist ein
Hygromycinresistenz-Plasmid. Zellen, welche dieses Plasmid aufnehmen, sind anschlieRend resistent
gegen das Antibiotikum Hygromycin. Die doppelt transfizierten Zellen wurden nach 48 Stunden mit
Trypsin/EDTA von der Kulturschale abgelost und in unterschiedlichen Konzentrationen (5*10%
1,5%10°, 3*105) in 10cm Schalen ausplattiert. Parallel dazu wurden untransfizierten Oli-neu Zellen in
gleichen Konzentrationen ausplattiert. Die Zellen wurden mit 300ug/ml Hygromycin B (Sigma) alle
zwei Tage behandelt. Nach vier Behandlungen waren alle Zellen in den untransfizierten Schalen

durch das Hygromycin abgestorben und in den transfizierten Zellen blieben einzelne Zellkolonien
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Ubrig. Diese Kolonien wurden von der Schale gelost und je Kolonie in ein 96well tiberfihrt. Nach 9
Tagen wurden die Zellen im 96well geldst und in ein 24well Gberfiihrt und dann nach 10 Tagen aus
dem 24well in ein 12well Gberfiihrt. Aus dem 12well wurden nach drei Tagen die Zellen in ein 6well
Uberfihrt und daraus nach 4 Tagen in eine 10cm Schale. Aus der 10cm Schale konnten die hnRNP
A2b FLAG stabilen Zellen dann expandiert werden. Die Expression der FLAG-getagten hnRNP A2b
Plasmide wurde Gber Immunzytochemische Farbungen nachgewiesen.

3.7.3 Transiente Transfektion von kleinen RNAs

Zur Uberexpression der sncRNA715 in primére Schwann Zellen oder Oli-neu Zellen wurden die Zellen
mit der synthetischen Sequenz der reifen sncRNA715 (715-mimic) transfiziert. AuRerdem wurde als
Kontrolle parallel eine Kontroll-siRNA (AllStar negative control, Qiagen) transfiziert. Die Transfektion
wird mit Lipofectamin RNAIMAX (Life technologies) durchgefiihrt. Es werden je 1ul RNAIMAX in 50l
DMEM gelost, 5min bei RT inkubiert, mit 80pmol der kleinen RNA in 50ul DMEM gemischt, noch
einmal 15min inkubiert und anschlieRend auf die Zellen gegeben.

3.8 RNA Analyse

3.8.1 RNA-Extraktion aus kultivierten Zellen

Die zu untersuchenden RNAs wurden aus Oli-neu-Zellen, primaren Oligodendrozyten, IMS32 Zellen
sowie primaren Schwann Zellen extrahiert. Zur Extraktion der Gesamt-mRNA wurde das RNeasy-
Mini-Kit und zur Extraktion von kleinen RNAs inklusive mRNAs wurde das miRNeasy-Kit (beide
Qiagen) nach Herstellangaben verwendet. Wahrend der Extraktion wurde zusatzlich ein DNase-
Verdau (RNase free DNase Set, Qiagen) durchgefiihrt um mogliche Verunreinigungen durch
genomische DNA zu vermeiden. Es wurde in 30-50ul depcH,0 eluiert.

3.8.2 cDNA-Synthese

Die extrahierte mRNA wurde mithilfe des Transkriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche
Applied Science) in cDNA umgeschrieben. Hierzu wurden Random Hexameric Primer verwendet. Der
Ansatz wurde nach Herstellerangaben erstellt.

Zur spezifischen Reversen Transkription von kleinen RNAs wurde das TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit mit spezifischen Stem-loop-RT-Primern fir sncRNA715 und snoRNA135 (Applied
Biosystems) nach Herstellerangaben verwendet.
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Abbildung 20: Schema der Reversen Transkription von kleinen RNAs

Kleine RNAs werden mithilfe des TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit reverse transkribiert. Hierzu werden
spezifische Stemloop Primer fiir entweder sncRNA715 oder snoRNA135 verwendet (Biosystems, 2011).

Durch die Verwendung von Looped RT Primer entsteht ein langeres PCR-Fragment als die Grof3e der
reifen sncRNA (siehe Abbildung 20). Durch die Verwendung dieses Loop-Primers, kann auBerdem
ausgeschlossen werden, dass das Vorlaufermolekil der sncRNA detektiert wird.

3.8.3 Quantitative Realtime-PCR

3.8.3.1 Analyse der Ago-Isoformen mittels SYBR-Green Assays

Zur Analyse der mRNAs der vier Ago-lsoformen wurde das QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen)
mit spezifischen Primer-Assays nach Herstellerangaben verwendet (siehe Tabelle 9), wobei BAktin als
Referenzgen analysiert wurde. Die Relativen Expressionsverhdltnisse der einzelnen Isoformen
zueinander bzw. wahrend der Differenzierung von Oligodendrozyten wurden mittels der REST-
Software und der AACt-Methode ausgewertet (siehe 3.8.3.4).

3.8.3.2 Analyse von Mbp und G6PDH mRNA mittels TagMan basierter gPCR

Die Analyse der Mbp und G6pdh mRNA Expression in Oli-neu Zellen, IMS32 Zellen sowie
differenzierten und undifferenzierten Schwann Zellen wurde mithilfe des TagMan Universal Master
Mix (Roche Applied Science) und spezifischen Primern sowie einer UPL (Universal Probe Library)-
Sonde (siehe Tabelle 10) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt Uber ein 4%iges
Agarosegel visualisiert.

3.8.3.3 Analyse der sncRNA715 Expression mittels TagMan basierter qPCR
Die quantitative Realtime PCR von spezifischen sncRNAs wurde mithilfe des TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems) durchgefiihrt.
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Die gPCR der kleinen RNAs wird mit spezifischen Primern durchgefiihrt, wobei der forward Primer innerhalb der Stemloop
Sequenz und der reverse Primer innerhalb der Sequenz der kleinen RNA bindet. Die dazugehdrige Sonde bindet am

Abbildung 21: Realtime-PCR von sncRNAs

Ubergang zwischen der Stemloop und RNA-Sequenz. Die Sonde ist an einen reporter dye (FAM™ dye, R), einen nicht-
fluoreszierenden Quencher (NFQ) und einen Minor groove binder (MGB) assoziiert (Biosystems, 2011).

Wie in Abschnitt 3.8.2 beschrieben, entstehen wahrend der Reversen Transkription der kleinen RNAs
Abschnitte, welche einen Loop-Uberhang besitzen (siehe Abbildung 21, in griin die Sequenz der
sncRNA und in blau die Sequenz des Uberhangs). Wihrend der Reaktion bindet der forward-Primer
innerhalb der Sequenz der sncRNA und der reverse-Primer innerhalb der Sequenz des Uberhangs.
AuBerdem bindet eine Sonde zwischen den Bindestellen der Primer. An die Sonde ist zum einen ein
fluoreszierender Reporter-Farbstoff und zum anderen ein Quencher (Non-fluorescent Quencher,
NFQ) assoziiert. AuRerdem ist ein sogenannter minor groove binder (MGB) verbunden, welcher die
Schmelztemperatur erhéht ohne die Sonde zu verlangert, wodurch die Sondenldange gering gehalten
werden kann. Ist die Sonde intakt, wird die Fluoreszenz durch den Quencher unterdrickt.

Wahrend der Polymerisation der Strange, wird die Sonde hydrolysiert und der Quencher entfernt
sich von dem fluoreszierenden Reporter, woraufhin die Fluoreszenz detektiert werden kann.

Die Relative Quantifizierung wurde mithilfe der REST-Software und der AACt-Methode ausgewertet
(siehe 3.8.3.4)

3.8.3.4 Relative Quantifizierung nach der AACt-Methode

Mithilfe der relativen Quantifizierung kdénnen Expressionsunterschiede zwischen verschiedenen
Genen, bezogen auf ein Referenzgen dargestellt werden. Zur Analyse werden die Crossingpoints (Ct),
welche als Ergebnis der Realtime-PCR entstehen, verwendet.

48



Material und Methoden

Der Crossingpoint wird als PCR-Zyklus definiert, in welchem sich das Fluoreszenz-Signal erstmals
deutlich von dem Hintergrundsignal unterscheidet. Nimmt man eine perfekte PCR an, in welcher sich
in jedem Zyklus die DNA-Menge verdoppelt, so entspricht ein Ct-Wert, der um eine Einheit geringer
ist, einer doppelten DNA-Menge. Die Unterschiede in der Genexpression kdnnen mithilfe der AACt-
Methode und der REST-Software ausgewertet werden (Pfaffl et al., 2002). Folgende Formel liegt der
Auswertung zugrunde:

ACt = Ct -Ct Re ferenzgen
AACt = ACtBehandlung - ACt

Ratio = 2744

Zielgen

Kontrolle

Zur Berechnung wird im ersten Schritt der Ct-Wert des Referenzgens vom Ct-Wert des Zielgens
abgezogen. Dabei entsteht der ACt. Der AACt-Wert entsteht, indem von dem ACt der Behandlung der

25 beschreibt den relativen Expressionsunterschied

ACt der Kontrolle abgezogen wird. Die Ration (2
des Zielgens in der behandelten Probe im Vergleich zur Kontrolle jeweils normalisiert auf das
Referenzgen. In den folgenden Experimenten wurde als Referenzgen zum einen BAktin und zum

anderen snoRNA135 verwendet.

Die relative Expression kann zur besseren Visualisierung in einem Graphen als Logarithmus zur Basis
2 (log2) dargestellt werden. Als reguliert gilt ein Zielgen, wenn der log2-Wert unter -0,5 oder tber 0,5
liegt.

3.8.3.5 Absolute Quantifizierung der sncRNA715

Mithilfe der absoluten Quantifizierung koénnen absolute Expressionsunterschiede von Genen
analysiert werden. Es sollten Unterschiede der gebundenen sncRNA715 innerhalb der FLAG-IP von
FLAG/HA-Ago2 Proteinen untersucht werden (siehe 3.10.2.1und 3.10.2.1.1). Hierzu musste eine
Standardkurve der sncRNA715 hergestellt werden. Es wurden verschiedene Verdiinnungen der
synthetischen sncRNA715 (715-mimic) hergestellt (von 10 bis 3*10™ Molekiilen) und aus diesen
wurde eine Standardkurve der Crossingpoints hergestellt, sodass der gemessene Ct-Wert der
sncRNA715 aus der FLAG-IP einer spezifischen Konzentration zugeordnet werden konnte. Diese
wurden jeweils fiir die unterschiedlichen Bedingungen (GFP, FynWT, Fyn+) berechnet und
anschlieRend wurden die Werte von FynWT und Fyn+ auf GFP bezogen, wobei GFP auf 1 gesetzt
wurde. Als K-IP wird die Inkubation von Lysispuffer auf den beads mit anschliefender Inkubation der
715-mimic bezeichnet, wodurch die unspezifische Bindung der synthetischen sncRNA715 an die
beads ausgeschlossen werden soll.

3.8.4 Northern Blot
Die RNA aus IMS32 Zellen sowie aus primdren Schwann Zellen wurde mittels Northern Blot auf die
Expression der sncRNA715 untersucht. Die RNA wurde mit 2x TBE-Urea Probenpuffer (Life
technologies) versetzt, 5min bei 70°C inkubiert, auf Eis abgekiihlt und auf ein 15% TBE-Urea Gel (Life
technologies) geladen. Als Marker wurde der Biotin-gelabelte Ready-to-load mikroRNA Marker (NEB)
verwendet. Dieser wurde 1min auf 95°C inkubiert und auf Eis abgekiihlt. Als positiv-Kontrolle fir die
sncRNA715 wurden 15fmol der synthetischen 715-mimic auf das Gel geladen. Das TBE-Urea Gel
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wurde bei 180Volt fir 1 Stunde in 1xTBE (aus 10xTBE, Life technologies) laufen gelassen.
Anschliefend wurde das Gel 5min in 1XTBE gewaschen und das Blotting-Sandwich wurde zusammen
gebaut. Hierbei wird die RNA auf eine positiv-geladene Nylonmembran lbertragen. Der Blot wurde
bei 15Volt 35min durchgefihrt und anschlieBend wurde die Membran mit einem Hybrilinker
gecrosslinkt (Autocrosslink, 1200kJ-0kJ) um die RNA auf der Membran zu fixieren. Die Membran
wurde bei 37°C in einem Hybridisierungsofen fiir 30min in Hybridisierungspuffer (Ambion)
prainkubiert. Zur Detektion der sncRNA715 wurde eine doppelt-DIG-gelabelte LNA-Sonde verwendet
und zu Detektion der snRNA U6 eine 3’ DIG-gelabelte LNA-Sonde. Die LNAs wurden bei 95°C 1min
inkubiert und anschlieBend auf Eis abgekilhlt. Es wurden 2nM Sonde eingesetzt. Zur Detektion des
Markers wurde eine Biotin-gelabelte Sonde zusétzlich zugefiigt. Die Hybridisierung erfolgte bei 37°C
Uber Nacht. Am nachsten Tag wurde die Membran zweimal mit 2XSSC bei 37°C gewaschen und
anschlieRend 1 Stunde in Blockingpuffer bei RT inkubiert. Anschliefend wurde die Membran mit anti-
DIG-AP (1:5000, Roche Applied Science) und anti-Biotin-AP (1:5000, Cell Signaling) in Blockingpuffer
fir 2 Stunden bei RT inkubiert. Die Membran wurde 3 mal 10min in Tween-Puffer und einmal 3min in
AP-Puffer gewaschen. Letztendlich wurde das Signal mithilfe der CDP-Star Losung (Roche Applied
Science) und dem ChemiDoc (Biorad) detektiert.

3.9 DNA-Analysen

3.9.1 Nachweis der Ago-Isoformen in oligodendroglialen Zellen mittels Endpunkt-PCR

Es wurde aus Oli-neu Zellen respektive OPCs Gesamt-RNA extrahiert und in cDNA umgeschrieben
(siehe 3.8.1 und 3.8.2.). Diese wurden anschlieBend mit Isoform-spezifischen Primern auf die
Expression der vier Argonaut-lsoformen getestet. Die verwendeten Primer und entstehenden
Amplikonlangen sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Die PCR-Reaktion wurde mithilfe der Pfu-DNA-
Polymerase (Promega) in einem Thermocycler (Eppendorf) durchgefiihrt.

3.9.2 Auswertung der PCR-Reaktionen durch Agarosegelelektrophorese

Die Analyse der Expression der Ago-lsoformen in oligodendroglialen Zellen wurde mithilfe der
Agarosegelelektrophorese ausgewertet. Die entstandenen PCR-Produkte sowie ein 100bp GréRen-
Standard (Promega) wurden auf ein 1%iges, Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel geladen und bei
100Volt eine Stunde laufen gelassen. Die Auswertung erfolgte mit dem ChemiDoc XRS+ (Biorad).

Die entstandenen Fragmente der qPCR-Reaktionen auf Mbp und G6pdh mRNA bzw. sncRNA715 und
snoRNA135 wurden mithilfe eines 4%igen, Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel ausgewertet. Als
GroRenstandard wurde ein 10bp Marker (Promega) verwendet.

3.9.3 Zielgerichtete Mutagenese

Zur Herstellen von Phosphorylierungs-inaktiven Mutanten flir zwei Tyrosine innerhalb der Ago2-
Sequenz wurde die Methode der zielgerichteten Mutagenese verwendet. Es wurde dafiir das
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach Benutzeranweisung
verwendet. Es wurden spezifische Primer erstellt (Sequenzen der Primer siehe Tabelle 12), welche
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jeweils zwei Punktmutationen in das FLAG/HA-Ago2 Konstrukt innerhalb der kodierenden Sequenz
flir Ago2 einbringen. Fiir die erste Phosphorylierungsmutante wurden die Primer Ago2 Y393F
BamHI_sense und Ago2 Y393F BamHI_antisense verwendet, welche zum einen einen
Basenaustausch hervorrufen, welcher dazu fihrt, dass in der Aminosauresequenz an der Stelle 393
statt eines Tyrosins ein Phenylalanin synthetisiert wird und zum anderen eine stille Mutation an einer
anderen Stelle bewirkt, wodurch eine zuséatzliche Restriktionsschnittstelle fir das Enzym BamHI
entsteht. Die zweite Phosphorylierungsmutante wurde mit den Primern Ago2 Y529F Mlul_sense und
Ago2 Y529F Mlul_antisense hergestellt (siehe Tabelle 12). Dadurch wird das Tyrosin an der Position
529 durch ein Phenylalanin ersetzt und eine neue Restriktionsschnittstelle fiir das Restriktionsenzym
Mlul  eingefiigt. Die Doppel-Phosphorylierungsmutante von  FLAG/HA-Ago2 (FALG/HA-
Ago2Y393F/Y529F) entstand, indem die Mutagenese auf die FLAG/HA-Ago2Y529F-Mutante mit den
Primern flr die Mutation an der Position 393 wiederholt wurde. Die Amplifikationsreaktion erfolgte
auf das Wildtyp FLAG/HA-Ago2 Plasmid. Nach der Amplifikation wurde der methylierte
Ausgangsvektor mit Dpnl verdaut und die mutierte DNA wurde in superkompetente XL10-Gold
Bakterien transformiert, auf Agarplatten mit 75ug/ml Ampicillin ausgestrichen und bei 37°C (ber
Nacht inkubiert.

3.9.4 Herstellung der Myc/His-getagten Ago2-Konstrukte

Es wurden zur Herstellung von Myc/His-getaggten Ago2-Konstrukten die codierenden Sequenzen von
Wildtyp Ago2 und der Doppel-Phosphorylierungsmutante Ago2Y393F/Y529F per PCR aus den
FLAG/HA-Ago2 bzw. FLAG/HA-Ago2Y393F/Y529F Konstrukten amplifiziert. Die verwendeten Primer
sind in Tabelle 8 aufgelistet. Es wurden die Restriktionsschnittstellen fir Hindlll und Xbal durch die
PCR-Reaktion an die Inserts angeflgt. Als Ausgangsvektor wurde das hnRNP A2-Myc/His Plasmid mit
Hindlll und Xbal restringiert und die verdauten Inserts wurden Ulber eine Ligation mit T4-DNA Ligase
(Promega) in den Vektor ligiert. AnschlieBend wurde das ligierte Plasmid in DH5a E.coli Bakterien
transformiert, auf Agarplatten mit 75ug/ml Ampicillin ausgestrichen und bei 37°C lUber Nacht
inkubiert.

3.9.5 Plasmidprédparation (Mini-/ Maxi-Praparation)

Es wurden transformierte Bakterien Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
entstandenen Bakterienkolonien gepickt und in 4ml LB-Medium mit Ampicillin aufgenommen. Diese
wurden wiederum Uber Nacht bei 37°C in einem Schiittler inkubiert. Die Plasmidpraparation wurde
mit dem PureYield™ Plasmid Miniprep Kit (Promega) durchgefiihrt und zur Analyse der Plasmide
wurde ein analytischer Restriktionsverdau durchgefiihrt. Aus einer positiven Mini-Kultur wurde dann
wieder Uber Nacht eine Maxi-Kultur in 150ml LB-Medium mit Ampicillin angesetzt. Aus dieser wurde
am nachsten Tag ein Glycerinstock mit 10% Glycerin hergestellt und bei -80°C aufbewahrt. Die
Plasmidpraparation erfolgte mit dem Purelink HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit und es wurde
anschlieRend ein analytischer Restriktionsverdau durchgefiihrt und die Plasmide wurden bei der
Firma Genterprise bzw. StarSeq sequenziert.
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3.10 Proteinbiochemie

3.10.1 Herstellung von Zelllysaten

Die Zellen wurden aus den Kulturschalen je nach dem nachfolgenden Experiment in Lysispuffer 1
(+Triton, +150mM NaCl) oder in Lysispuffer 2 (+Triton, -EDTA, +300mM NaCl, 150mM Imidazol)
abgeschabt und aufgenommen. Das Volumen ergibt sich aus der jeweiligen KulturschalengréBe und
der Dichte der Zellen. Das Gesamt-Zelllysat wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt und 45
Minuten bei 4°C unter standiger Rotation inkubiert. AnschlieBend wurden bei 2000 x g fir 5 Minuten
und 4°C die Zellkerne sowie Zelltrimmer abzentrifugiert und das postnukledre Lysat in ein neues
ReaktionsgefaR iberfiihrt und flir nachfolgende Experimente eingesetzt.

3.10.2 Aufreinigung von Proteinkomplexen mithilfe von Immunprazipitationen

Um Interaktionen von unterschiedlichen Proteinen nachweisen zu kénnen, kann die Methode der
Immunprazipitation (IP) heran gezogen werden. Hierbei werden endogene oder getagte Proteine
zum einen Uber die Bindung an Antikérper gekoppelte Kigelchen (Beads) oder zum anderen durch
Chelatkomplex-Bildung mit ummantelten Beads aus einem Zelllysat aufgereinigt. Die im Folgenden
verwendeten Beads stellen magnetische Beads dar, welche durch diese Eigenschaft leicht an einem
Magneten zu isolieren sind. Es wurden im Rahmen der Arbeit unterschiedliche Immunprazipitationen
durchgefiihrt, welche im Folgenden genauer beschrieben werden.

3.10.2.1 Immunprazipitation von FLAG-getagten Proteinen

Oli-neu bzw. HEK293T Zellen wurden mit FLAG-getagtem Ago2-Plasmid bzw. mutierten FLAG/HA-
Ago2 Plasmiden transfiziert. AuBerdem wurden in manchen Experimenten unterschiedliche Fyn-
Konstrukte (Fyn-, FynWT, Fyn+) cotransfiziert und die Fyn-abhangige Phosphorylierung untersucht.
AulRerdem sollte in der hnRNP A2b-FLAG stabilen Zelllinie die Interaktion zwischen Ago2 und A2
untersucht werden.

Hierzu wurden die FLAG-getagten Proteine spezifisch (Uber an FLAG-Antikdrper gekoppelte
magnetische Beads (Anti-FLAG M2 Magnetic Beads, Sigma) aufgereinigt. Es wurden 50ul FLAG-beads
pro Ansatz 2x mit 700ul 1xPBS gewaschen. AnschlieRend wurden 700ul-1000ul Zelllysat zu den
gewaschenen Beads gegeben und zwei Stunden unter standiger Rotation bei 4°C inkubiert. Der erste
Uberstand wurde als ,Ungebunden” abgenommen und aufbewahrt und der Bead-Komplex mit
gebundenem Protein drei Mal mit 700ul Lysispuffer 1 gewaschen. Die Elution wurde mithilfe des
FLAG-Peptids durchgefihrt. Hierzu wurden 30pl einer 450ug/ml FLAG-Peptid Losung in
PBS+Inhibitoren zu den Beads gegeben und in einem Eppendorf-Thermoschittler 90 Minuten bei RT
und 1000rpm inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen mit 50mM Dithiotreitol (DTT) und LDS-
Ladepuffer versetzt, 10 Minuten bei 70°C inkubiert und anschlieRend tber SDS-PAGE und Western
Blots analysiert.

3.10.2.1.1 Extraktion der gebundenen RNAs aus FLAG-IPs
Die FLAG-IP wurde wie in 3.10.2.1 beschrieben durchgefiihrt. Der Uberstand nach Elution mit FLAG-

Peptid wurde 1:1 aufgeteilt und eine Halfte wurde zur Proteinanalyse Uber SDS-Page und Western
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Blot und die andere zur RNA-Analyse mittels gPCR weiter verwendet. Hierzu wurde der eine Teil des
Eluates in 700ul Qiazol aufgenommen und mittels RNA-Extraktion, reverser Transkription und qPCR
bzw. RT-PCR weiter verarbeitet (siehe 3.8).

3.10.2.2 Immunprazipitation von Myc/His-getagten Proteinen

Ago2-Plasmide und Phosphomutanten von Ago2, welche ein Myc/His-Tag exprimieren, wurden in
HEK293T Zellen zusatzlich zu FynWT Plasmiden (iberexprimiert. Es sollte die Fyn-abhangige
Phosphorylierung der Ago2-Proteine untersucht werden. Hierzu wurden spezifisch die His-getagten
Proteine aufgereinigt und analysiert. Ein His-Tag enthalt sechs Histidine hintereinander. Dieser
Polyhistidin-Tag bindet mit hoher Affinitat an zweiwertige Nickel- oder Kobalt-lonen und bildet einen
Chelatkomplex. Zur Aufreinigung der His-getagten Proteine wurden Dynabeads His-Tag Isolation and
Pulldown magnetische Beads (Life Technologies) verwendet. Diese Beads sind mit Kobalt beschichtet
wodurch sie His-getagte Proteine binden. Pro Ansatz wurden 50ul Beads zwei Mal mit Waschpuffer 1
(-Triton, -EDTA, +300mM NaCl, 150mM Imidazol) gewaschen. Den Beads wurde 500ul Lysat und
500ul Waschpuffer 1 zugegeben und 30 Minuten bei RT unter stdndiger Rotation inkubiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Beads dreimal 10min bei RT unter Rotation mit 700l
Waschpuffer 2 (-Triton, -EDTA, +300mM NaCl, 500mM Imidazol) gewaschen. Der letzte Waschschritt
wurde mit Waschpuffer 2 fir 30 Minuten bei RT und 1000rpm im Eppendorf Thermoschittler
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde abgenommen mit 50mM Dithiotreitol (DTT) und LDS-Ladepuffer
versetzt, 10 Minuten bei 70°C inkubiert und aufbewahrt. Den Beads wurde 50ul 2xLDS zugegen und
sie wurden 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen mit 50mM
Dithiotreitol (DTT), 10 Minuten bei 70°C inkubiert und anschlieRend lber SDS-PAGE und Western
Blot analysiert.

3.10.2.3 Immunprazipitation von endogenem hnRNP A2

Oli-neu Zellen aus einer 80%ig konfluenten 10cm Kulturschale wurden mit 750pl Lysispuffer 1 lysiert
(siehe 3.10.1). Fur die Immunprézipitation von endogenem hnRNP A2 wurden Dynabeads Protein G
(Life technologies) verwendet. Es wurden 50ul Beads pro Ansatz zweimal mit 500ul W&B Puffer
gewaschen, anschlieend wurden 22,5ug hnRNP A2 Antikorper (EF67, W. Rigby, Hannover) in 200l
W&B Puffer zu den Beads gegeben und 2 Stunden unter standiger Rotation bei 4°C inkubiert. Parallel
wurden als negativ Kontrolle (Bead Kontrolle) 50ul Dynabeads mit 200ul W&B Puffer ohne
Antikorper inkubiert. Der Antikdrper-Bead-Komplex wurde zweimal mit 1xPBS gewaschen. Es wurden
700ul des Zelllysates zu diesem Komplex gegeben und lber Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Am
nachsten Tag wurde der Komplex finf Mal mit 1x PBS gewaschen und danach in 1xLDS bei 70°C fiir
10 Minuten eluiert. Der Uberstand enthilt das Eluat, welchem 50mM DTT zugegeben wurden. Dieses
wurde noch einmal kurz auf 70°C erhitzt und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

3.10.3 SDS-PAGE und Western Blot

Zur Analyse von Proteinen innerhalb eines Zelllysates bzw. zur Auswertung der
Immunprazipitationen wurde die Methode der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
verwendet. Die Polyacrylamid-Gele wurden zum einen mithilfe des Mini-PROTEAN Tetra Cell-Systems
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(Biorad) hergestellt oder zum anderen wurden fertige NUPAGE-Gele (Life Technologies) verwendet.
Die Proteine wurden zusammen mit einem GroRenstandard (Precision Plus Protein™ Dual Color,
Biorad) auf das geladen und bei 175Volt 60 bis 75 Minuten aufgetrennt.

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mittels Wet-Blot-Methode auf eine PVFD-
Membran (Roth) transferiert. Auch hierbei wurde das Mini-PROTEAN Tetra Cell-Systems (Biorad)
verwendet. Der Blot wurde nach Herstellerangaben zusammen gestellt und bei 120Volt fiir 90
Minuten laufen gelassen. AnschlieBen wurde die Membran bei RT in Blockierungs-Losung (4% Milch
in TBST) fir 30 Minuten blockiert um unspezifische Interaktionen der nachfolgenden Antikérper auf
der Membran zu verhindern. Nach der Blockierung wurde der Primarantikdrper, welches das Ziel-
Protein detektiert, in Blockierungslosung in definierter Konzentration 1 Stunde bei RT bis (iber Nacht
bei 4°C inkubiert. Die Membran wurde anschlieRend dreimal mit TBST fir jeweils 10 Minuten
gewaschen und der an HRP (horse radish peroxidase)-gekoppelte Sekundarantikorper wurde
1:10.000 in Blockierungs-Losung fir 30 Minuten bei RT zugegeben. Danach wurde die Membran
zweimal in TBST und einmal in TBS gewaschen. Letztendlich kann das gewiinschte Protein mithilfe
der ECL-Losung (ImmobilionTM Western Chemiluminescent HRP Substrate, Merck Millipore) im
ChemiDoc Imager (Biroad) detektiert werden. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit dem
Programm Imagelab (Biorad) und Microsoft Excel.

3.10.4 Immunzytochemie

Zur Lokalisation von Proteinen innerhalb der Zellen wurden immunzytochemische Farbungen auf
fixierte Zellen durchgefiihrt. Oli-neu, priméare Oligodendrozyten (pOL) und primédre Schwann Zellen
(pSC) wurden auf mit 5N HCI entfetteten Glasdeckgldsern in definierter Dichte kultiviert und mit 4%
Paraformaldehyd fir 15 Minuten bei RT fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 0,1% Triton X100
in PBS permeabilisiert und fiir 15 Minuten bei RT in DMEM+10%HS (Oli-neu, pOL) bzw.
DMEM+10%FCS (pSC) blockiert. Die Primarantikorper-Inkubation erfolgte in angegebener
Konzentration (siehe 3.3.1) entweder eine Stunde bei RT oder bei 4°C lGber Nacht. Die Deckglaser
wurden anschlieBend dreimal finf Minuten bei RT mit 1xPBS gewaschen und mit Sekundarantikdrper
(siehe 3.3.2) fur 30 Minuten bei RT inkubiert. Es wurde zweimal mit 1xPBS gewaschen und finf
Minuten bei RT mit DAPI (1:1000) in DMEM+10%HS bzw. DMEM+10%FCS gefarbt. Zuletzt wurde
zweimal mit 1xPBS gewaschen und in Mowiol eingedeckt.

Die immunzytochemische Farbungen wurden entweder mit einem 40x Objektiv (UPlanFLN; NA= 0,75)
oder einem 60x Olobjektiv (UPlanSApo; NA= 1,35) eines IX81 Mikroskops angeschlossen an eine
Fluoreszenz CCD-Kamera XM10 oder einem TCS SP5 Konfokal Mikroskop (Leica) mit einem HCX PL
APO CS 63x/1.4 Ol-UV-Objektiv angeschlossen an einen fast resonance scanner aufgenommen. Die
Bilder wurden mit der Cell*F Software (Olympus) respektive der LAS AF Software Version 2.6.3 (Leica
Microsystems) und Adobe Photoshop CS4 sowie ImageJ bearbeitet.

3.10.4.1 Quantifizierung von Colokalisation in Cofarbungen

Das Ausmal} von colokalisierenden Proteinen innerhalb einer Cofarbung kann mithilfe des Mander’s
Korrelations-Koeffizienten (Mander’s correlation coefficient, MCC), Pearson‘s Korrelations-
Koeffizienten (Pearson’s correlation coefficient, PCC) und dem Coste’s Test mithilfe der Software
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Imagel) mit dem JACoP Plugin quantifiziert werden (Manders et al., 1993; Bolte and Cordelieres, 2006;
Abramoff et al., 2004). Es wurden Bereiche innerhalb der Zellperipherie (in der Regel Ausschnitt der
Myelinmembranen) ausgewahlt und ausgeschnitten. Die Berechnung der Mander’s Koeffizienten
ergibt zwei Werte, M1 und M2, wobei M1 den Anteil des roten Kanals (Ago2) in Regionen des griinen
Kanals (hnRNP A2 bzw. Fyn) und M2 den Anteil des griinen Kanals in den Regionen des roten Kanals
berechnet. Es wurde der M2-Koeffizient zur Auswertung verwendet um die Colokalisation von hnRNP
A2 bzw. Fyn mit Ago2 relativ zu Gesamt-Ago2 zu zeigen. Es wurden jeweils 6 voneinander
unabhangige Experimente durchgefiihrt und daraus der Mittelwert der M2-Koeffizienten berechnet.
Der MCC sowie der PCC reichen von 0 bis 1, wobei O keiner Colokalisation und 1 einer 100%igen
Colokalisation entsprechen. Der Coste’s Test ergibt drei Werte, den r(original), welcher dem PCC
entsprechen sollte, der r(randomized), dieser sollte bei einer realen Colokalisation etwa bei null
liegen und der P-Wert (P-value), wobei ein Wert gréRer als 95% die Signifianz der Colokalisation

beweist.
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4 Ergebnisse
4.1 Expression und Regulation von Argonaut-Proteinen in Oligodendrozyten

4.1.1 Argonaut Expression in Oligodendrozyten

Argonaut-Proteine bilden zusammen mit kleinen nicht-kodierenden RNAs den miRNA-induced
silencing complex (miRISC), welcher an der translationalen Regulation von mRNAs beteiligt ist
(Meister, 2013). Es ist bekannt, dass die Entwicklung von Oligodendrozyten von der Expression und
Funktion verschiedenster sncRNAs abhingt (Dugas and Notterpek, 2011). Allerdings bleibt bisher
ungeklart, ob diese translationale Regulation in Oligodendrozyten (ber die Assoziation der
sncRNA715 mit dem miRISC stattfindet. Es konnte in friiheren Studien die Expression von Ago2 in
Oligodendrozyten nachgewiesen werden. Aullerdem scheint die Bildung des miRISC im Tiermodell
zur Multiplen Sklerose gestort zu sein (Lewkowicz et al., 2015). Die Expression der anderen Argonaut-
Proteine wurde in Oligodendrozyten bisher nicht untersucht.

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse zu Expressions-Analysen der vier in Vertebraten
bekannten Ago-Proteine sowie die Regulation des Argonaut-Proteins Ago2 und die mogliche
Beteiligung wahrend der Regulation der Synthese des Myelin Basischen Proteins in oligendroglialen
Zellen beschrieben.

4.1.1.1 Expression der mRNAs von Agol, 2, 3 und 4 in Oli-neu und OPCs

Es wurde die gesamte mRNA aus Oli-neu Zellen bzw. primaren Oligodendrozyten (1DIV und 8DIV)
extrahiert und in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurden Endpunkt-PCRs bzw. gPCRs
durchgefiihrt, um die mRNA-Expression zu untersuchen. In der Endpunkt-PCR wurden Primer-Paare
verwendet, welche absolut spezifisch nur eine der vier Argonaut-mRNAs amplifizieren (die PCR auf
Oli-neu cDNA wurde von Irina Eppstein durchgefiihrt). Als Kontroll-Reaktion wurde jeweils ein Ansatz
erstellt, welcher keine Reverse Transkriptase enthalt (-RT). Durch diese Kontrolle kann die Detektion
genomischer DNA ausgeschlossen werden (Abbildung 22A und B). Fiir die gPCR-Reaktionen wurden
spezifische SYBR-Green basierte Primer-Assays fiir die vier Argonaut-mRNAs und BAktin (ACTB), als
endogene Kontrolle, verwendet (Qiagen).
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Abbildung 22: Expression der Argonaut-mRNAs in Oligodendrozyten

A+B: Endpunkt-PCR auf Gesamtzell-RNA aus Oli-neu Zellen (A) und OPCs (B, 1DIV) mit spezifischen Primern fir die
Amplifikation der vier Argonaut-mRNAs. Die amplifizierten DNA-Fragment besitzen folgende GroRen: Agol 427bp, Ago2
427bp, Ago3 580bp und Ago4 544bp. -RT entspricht der Kontrollreaktion ohne Reverse Transkriptase, um die Amplifikation
von kontaminierender genomischer DNA zu erkennen.

C: Quantitative Realtime-PCR auf primare Oligodendrozyten nach 1DIV (links) und 8DIV (rechts). Es wurden jeweils
spezifische SYBR-Green basierte PCR-Assays fiir die einzelnen Ago-mRNAs verwendet. BAktin (ACTB) wurde als
Positivkontrolle und Referenzgen verwendet. Anzahl der Experimente n=3.

Abbildung 22 zeigt das Ergebnis zur Expressionsanalyse der vier Argonaut-mRNAs in
oligodendroglialen Zellen. Es konnte durch Endpunkt-PCR qualitativ gezeigt werden, dass
oligodendrogliale Zellen die mRNAs der vier unterschiedlichen Argonaut-Proteine exprimieren
(Abbildung 22A und B). Allerdings konnten keine quantitativen Unterschiede mithilfe dieser Methode
untersucht werden. Hierzu wurden quantitative Realtime-PCR Reaktionen mit spezifischen SYBR-
Green basierten gPCR-Assays fiir die vier Argonaut-mRNAs durchgefiihrt. Als Resultat der gPCR
werden die mittleren Crossingpoints (Ct) der jeweiligen Proben aus drei unabhangigen Experimenten
angezeigt, welche aquivalent sind zur Menge der enthaltenen cDNA. Je hdher der Ct-Wert, desto
geringer ist die Menge an cDNA respektive mRNA innerhalb der Probe. In Abbildung 22C sind die
absoluten Crossingpoints (Ct) der gPCR gezeigt. Es ist zu erkennen, dass die mRNAs von Agol, 2 und
3 relativ gleichméRig in OPCs (1DIV, Ct fur Agol, 2 und 3 zwischen 23 und 24) sowie in reiferen
Oligodendrozyten (8DIV, Ct fir Agol, 2 und 3 zwischen 26 und 28) exprimiert werden. Dem entgegen
steht die Expression der mRNA von Ago4 in beiden Differenzierungsstadien, da diese in deutlich
geringeren Mengen nachzuweisen ist (1DIV: Ct fir Ago4 zwischen 27 und 28; 8DIV: Ct fir Ago4
zwischen 29,5 und 31). Die Untersuchung der PBAktin-mRNA gilt als Positivkontrolle. Es ist zu
erkennen, dass in beiden Stadien der Ct-Wert zwischen 17 und 20 liegt. Eine Veranderung der

57



Ergebnisse

Expressionslevel von BAktin werden nicht erwartet, da in allen zelluldren Stadien Komponenten des
Zytoskeletts exprimiert werden und die Expression des Weiteren in der Regel starker ist, als die
anderer mRNAs. Diese Analyse kann allerdings nur einen Hinweis auf die Mengen der jeweiligen
MRNAs liefern, da die genaue Effizienz der jeweiligen PCR Reaktionen nicht getestet wurde. Es ist
moglich, dass die PCR-Effizienzen der Reaktionen fiir Ago1, 2, 3 und 4 nicht gleich sind, das hei3t dass
die Ursprungs-cDNA nicht gleichmaRig amplifiziert wurde und damit scheinbar Expressions-
Unterschiede detektiert werden, welche allerdings auf die unterschiedliche Effizienz der PCRs zurlick
zu fiihren sein konnte. Diese Moglichkeit wird allerdings als weniger wahrscheinlich eingestuft, da die
Primer-Assays kommerziell bezogen wurden und demnach vermutlich auf ihre Effizienz getestet
wurden. Die absoluten Analysen wurden anschlieBend genauer ausgewertet, um relative
Expressionsunterschiede der Argonaut-mRNAs in den unterschiedlichen Differenzierungsstadien zu
untersuchen.

Mithilfe der AACt-Methode und REST-Software kdnnen relative Expressionsunterschiede zwischen
verschiedenen Genen in den beiden Differenzierungsstadien analysiert werden (Pfaffl et al., 2002). In
der folgenden Analyse wurde untersucht, ob die vier Ago-mRNAs in Oligodendrozyten wahrend der
Reifung differentiell exprimiert werden. Hierzu wurden die Ct-Werte der Agos auf die Ct-Werte des
Referenzgens BAktin normalisiert und anschlieRen wurden diese normalisierten Werte von 8DIV
Oligodendrozyten auf die Werte der 1DIV OPCs bezogen. Es wurden log2 Werte aus drei
unabhangigen Experimenten aufgetragen, wobei ein log2-Wert groRer als 0,5 bzw. kleiner als -0,5 als
reguliert bezeichnet wird.
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Abbildung 23: Relative mRNA Expression der vier Agos in primaren Oligodendrozyten 8DIV versus 1DIV

Relative Quantifikation der mRNA Mengen von Agol bis 4 in differenzierenden Oligodendrozyten. Es wurden die
Crossingpoints (Ct) der Ago-mRNAs auf die Ct-Werte des Referenzgens BAktin normalisiert und mithilfe der REST-Software
wurden die mRNA-Mengen nach 8DIV auf die mRNA-Mengen nach 1DIV bezogen. Anzahl der Experimente, n=3. Es wird der
log2-Wert + SEM gezeigt.
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Die Relative Quantifizierung der mRNAs von Agol, 2, 3 und 4 in reifen Oligodendrozyten (8DIV)
gegeniber Vorlauferzellen (1DIV) zeigt, dass Ago1-mRNA etwa 1,8fach und Ago4-mRNA etwa 1,5fach
wahrend der Entwicklung herunter reguliert werden (l0g2ag1: -0,81 £0,22; l0g2ag04: -0,52 £0,24).
Ago2- und Ago3-mRNA zeigen keine Regulation wahrend der Maturierung (log2ag2: -0,39 *0,26;
log2pgos: -0,13 +0,16).

In den in Abbildung 22 und Abbildung 23 wurden jeweils drei unabhangige Experimente ausgewertet
(n=3). Dies diente dazu, eine Tendenz der jeweiligen Analysen erkennen zu kénnen. Aus diesem
Grund wurde kein statistischer Test verwendet und es konnen keine Signifikanzen angegeben
werden. Allerdings konnen die jeweiligen Effekte zum Verstandnis der Expressionsmuster von
Argonaut-mRNAs in Oligodendrozyten beitragen.

4.1.1.2 Argonaut-Proteine Agol und Ago2 werden in Oli-neu Zellen und primdren
Oligodendrozyten synthetisiert

Es konnte gezeigt werden, dass Oligodendrozyten die mRNAs der vier Argonaut-Proteine in friihen
und spaten Entwicklungsstadien exprimieren (siehe Abbildung 22). AnschlieBend wurde untersucht,
ob auch die Proteine synthetisiert werden und wie diese lokalisiert und moglicherweise reguliert
werden. Es wurden Untersuchungen der endogenen Proteinsynthese der beiden Argonaut-Proteine
Agol und Ago2 durchgefiihrt. Es konnten nur diese beiden Agos auf Proteinebene untersucht
werden, da nur fir Agol und Ago2 Antikérper erhaltlich waren. Des Weiteren wurden Analysen zur
posttranslationellen Regulation von Argonaut-Proteinen an Ago2 durchgefiihrt.

Es wurden Gesamtzelllysate aus Oli-neu respektive primaren Oligodendrozyten unterschiedlicher
Differenzierungsstadien (2, 5, 8, 14 DIV) hergestellt und auf die Expression der Ago-Proteine Agol
und Ago?2 getestet.

Oli-neu Oli-neu

primare Oligodendrozyten primére Oligodendrozyten
2DIV 5DIV  8DIV  14DIV 2DIV 5DIV - 8DIV 14DIV
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Abbildung 24: Expression der Ago-Proteine Agol und Ago2 in Oli-neu Zellen und differenzierenden primaren
Oligodendrozyten

Gesamtzelllysate von Oli-neu Zellen bzw. priméren Oligodendrozyten unterschiedlicher Differenzierungsstadien (2, 5, 8, 14

DIV) werden auf die Expression der Ago-Proteine Agol und Ago2 getestet. In Oli-neu Zellen und in Oligodendrozyten aller

Entwicklungsstadien werden die beiden Ago-Proteine gebildet. Auerdem wurde durch Applikation eines Antikdrpers gegen
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Myelin Basisches Protein (MBP) die Differenzierung der primaren Oligodendrozyten in vitro verfolgt. Oli-neu Zellen bilden
keine MBP Proteine. Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) wurde als Ladekontrolle verwendet.

Die in Abbildung 24 gezeigten Western Blots demonstrieren die Expression der Argonaut-Proteine
Agol und Ago2 in oligodendroglialen Zellen. In Oli-neu Zellen kénnen beide Proteine mit einer
deutlichen Bande bei ~100kD detektiert werden. AuRBerdem kdnnen beide Proteine in allen
untersuchten Differenzierungsstadien, von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen bis hin zu Myelin
bildenden reifen Oligodendrozyten, nachgewiesen werden. Die ansteigenden Proteinlevel von MBP
zeigen die spontane Differenzierung von Oligodendrozyten in vitro. Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase (GAPDH) dient als Ladekontrolle. Das Signal der beiden Ago-Proteine Agol und Ago2
scheint wahrend der Differenzierung anzusteigen, allerdings steigt auch das Signal fir die
Ladekontrolle GAPDH von 2DIV bis 14DIV an. Dies kénnte an der Qualitdt der Oligodendrozyten-
Kulturen liegen, da diese in der Regel durch wenige Astrozyten verunreinigt sind. Die
Proliferationsfahigkeit der Astrozyten fiihrt dazu, dass der Anteil dieser Zellen im Laufe der
Kultivierung ansteigt, womit die Gesamtmenge an GAPDH innerhalb der Kultur ansteigt. Da auch
Ago-Proteine nicht ausschliefllich in Oligodendrozyten, sondern in allen anderen Zellen exprimiert
werden, steigt die Menge der Agos scheinbar an, dies kann allerdings nicht auf die Expression in
Oligodendrozyten zuriick gefiihrt werden. Um dies genauer analysieren zu kénnen, missten zu 100%
reine Oligodendrozyten-Kulturen hergestellt werden und diese auf die Expression von Argonaut-
Proteinen untersucht werden. AuRerdem kénnten immunzytochemische Cofdarbungen durchgefiihrt
werden, in welchen auf die verschiedenen Zellmarker (Oligodendrozyten, Astrozyten, Mikroglia,
Neurone) und Ago2 getestet werden konnte. Hierbei kdnnte ein Eindruck Gber die Expression der
Ago-Proteine in den unterschiedlichen Zelltypen gewonnen werden, allerdings ist eine
Quantifizierung der Expression in immunzytochemischen Experimenten schwierig. Es kdnnte die Ago-
Expression in den unterschiedlichen Zelltypen (iber die Analyse der verschiedenen Intensitaten der
Ago-Farbung im Vergleich zum jeweiligen Zellmarker untersucht werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Argonaut-Proteine Agol und Ago2 in Oli-neu
Zellen sowie in allen Stadien der Oligodendrozyten-Maturierung nachgewiesen werden konnen.
Somit scheint die translationale Regulation durch Ago-enthaltene RISC-Komplexe in allen
Differenzierungsstadien von Oligodendrozyten eine Rolle zu spielen.

4.1.1.3 Agol und Ago2 kénnen im murinen Nervus opticus nachgewiesen werden

Um die in Oli-neu Zellen und primaren Oligodendrozyten gewonnenen Ergebnisse zu verifizieren,
wurde die Expression von Agol und Ago2 im optischen Nerven ex vivo untersucht. Es wurden die
Nerven von P1 und P10 Mausen extrahiert und lysiert. AnschlieRend wurden Western Blots gegen
Agol oder Ago2 und MBP sowie GAPDH als Ladekontrolle durchgefiihrt.
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Abbildung 25: Expression von Agol und Ago2 im Nervus opticus ex vivo

Gesamtgewebelysate des Nervus opticus aus einem Tag und zehn Tage alten Mausen (postnataler Tag, P) wurden auf die
Expression von Agol oder Ago2 sowie auf MBP und GAPDH getestet. MBP zeigt die Myelinisierung im 10 Tage alten Nerven
im Gegensatz zum einen Tag alten Nerven. GAPDH dient als Ladekontrolle.

Der optische Nerv besteht aus einer Ansammlung von Axonen, welche wahrend der Entwicklung
stark von Oligodendrozyten myelinisiert werden. Dementsprechend kann er als Modellsystem der
Myelinisierung nahezu in vivo verwendet werden. Die Untersuchungen an optischen Nerven aus
einem Tag alten Mausen sowie aus zehn Tage alten Mdusen zeigen, dass die Myelinisierung durch
Nachweis des MBP Proteins wahrend der Entwicklung der Tiere gesteigert wird (siehe Abbildung 25).
Im P1 Nerv kann kein MBP detektiert werden, wohingegen im P10 Nerv ein deutliches MBP-Signal zu
erkennen ist. Die Analysen zur Expression der beiden Argonaut-Proteine Agol und Ago2 zeigen, dass
beide Proteine in beiden untersuchten Entwicklungsstadien exprimiert werden.

Damit konnte die Expression der beiden Argonaut-Proteine Agol und Ago2 in vitro und in vivo
nachgewiesen werden. AnschlieRend wurde die zellulare Lokalisation von Ago2 untersucht, um einen
Eindruck dariber zu gewinnen, in welchen zelluldren Prozessen diese moglicherweise eine Rolle
spielen kdénnten.

4.1.1.4 Ago2 istin granuldren Strukturen in oligodendroglialen Auslaufern lokalisiert
Durch die in Abschnitt 4.1.1 beschriebenen Experimente konnte die Expression der mRNAs Agol, 2,
3, und 4 sowie die Proteinsynthese von Agol und Ago2 nachgewiesen werden. Um einen Eindruck
Uber die genaue Funktion und die Relevanz von Ago2 in Oligodendrozyten zu gewinnen, wurde die
Lokalisation innerhalb der Zellen mittels Immunzytochemie untersucht (vergleiche 3.10.4). Es wurden
primare Oligodendrozyten nach einem Tag, sowie nach drei Tagen in vitro (1DIV, 3DIV) fixiert und
gegen Ago2 bzw. MBP gefarbt.
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Abbildung 26: Zelluldre Lokalisation von Ago2 in primaren Oligodendrozyten nach 1DIV und 3DIV

Zur Analyse der zelluldren Lokalisation von Ago2 in Oligodendrozyten wurden piméare Oligodendrozyten (pOL) nach 1 bzw. 3
Tagen in vitro (DIV) fixiert und gegen Ago2 bzw. MBP gefarbt. Die jeweils vergroRerten Bereiche zeigen die granulare
Verteilung von Ago2 innerhalb der oligodendroglialen Auslaufer. Der Mal3stabsbalken entspricht 20pum.

Durch die Analyse der zelluldaren Lokalisation von Proteinen kann ein Eindruck Gber deren Funktion
gewonnen werden. Abbildung 26 zeigt die raumliche Verteilung von Ago2 innerhalb von
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (1DIV) und reiferen, MBP-positiven Oligodendrozyten (3DIV). Die
vergroRerten Bereiche (jeweils im unteren Bildabschnitt) zeigen in beiden Differenzierungsstadien
eine granuldre Verteilung von Ago2 innerhalb des Oligodendrozyten-Ausldufers. Oligodendrozyten
enthalten RNA-Granula, welche die mRNA des Myelin Basischen Proteins transportieren (White et al.,
2008). Moglicherweise konnten innerhalb dieser Granula Ago2-Proteine assoziieren, wo sie an der
translationalen Inhibition der mRNA beteiligt sein konnten. Um dies genauer zu untersuchen, wurden
oligodendrogliale Zellen auf die mogliche Interaktion von hnRNP A2 und Ago2 sowohl
immunzytochemisch als auch proteinbiochemisch untersucht.

4.1.2 Colokalisation von hnRNP A2 und Ago2

Zur Analyse der vermuteten Interaktion von Ago2 mit hnRNP A2 wurden zum einen
immunzytochemische Firbungen mit Antikérpern gegen Ago2 und hnRNP A2/B1 sowie MBP
durchgefiihrt und zum anderen wurden Immunprazipitationen analysiert um die mogliche
Interaktion der beiden Proteine miteinander zu untersuchen.
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4.1.2.1 Ago2 und hnRNP A2 colokalisieren in granuldren Strukturen in Oli-neu Zellen
Es wurden Oli-neu Zellen gegen Ago2 und hnRNP A2/B1 gefiarbt und mittels Konfokalmikroskopie
analysiert.

Ago2 A2 merge

Abbildung 27: Zelluldre Colokalisation von Ago2 und hnRNP A2 in Oli-neu Zellen

Oli-neu Zellen wurden gegen Ago2 und hnRNP A2/B1 gefarbt und mittels Konfokalmikroskopie ausgewertet. Abgebildet ist
eine konfokale Ebene. MaRstabsbalken 20pum.

Abbildung 27 zeigt eine konfokale Ebene der immunzytochemischen Analyse von Ago2 und hnRNP
A2 in Oli-neu Zellen. Die Farbung gegen Ago2 erscheint sehr schwach, ist allerdings auf das Zellsoma
und die Zellauslaufer beschrankt, wobei die Verteilung in granuldren Strukturen erkennbar ist. Die
Analyse von hnRNP A2 zeigt eine starke zelluldre Lokalisation wie bereits friiher beschrieben (White
et al.,, 2008) und eine schwéachere Immunreaktion in den oligodendroglialen Ausldufern, die in
granuldren Strukturen erscheint. Die Uberlagerung der beiden Antikérperfiarbungen zeigt, dass Ago2
und hnRNP A2 in Granula innerhalb des Zellsomas und der zelluldren Auslaufer colokalisieren.

Es konnte somit gezeigt werden, dass Ago2 und hnRNP A2 in Oli-neu Zellen colokalisieren.
Anschlieend sollte untersucht werden, ob diese Colokalisation auch in primaren Oligodendrozyten
detektiert werden kann.

4.1.2.2 Ago2 und hnRNP A2 colokalisieren in primdren Oligodendrozyten in den Randern
der Myelinmembranen

Es wurden primare Oligodendrozyten aus C57BL/6 Ma&usen kultiviert (siehe 3.5.4) und nach finf

Tagen in vitro (5DIV) fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen gegen MBP, Ago2 und hnRNP A2/B1

gefarbt. Es wurden mithilfe eines TCS SP5 Konfokal-Mikroskops (Leica) einzelne, zwischen 200 und

300nm dicke Ebenen innerhalb der Zelle aufgenommen.
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Abbildung 28: Zellulére Colokalisation von Ago2 und hnRNP A2 in primdren Oligodendrozyten 5DIV

hnRNP A2 Aoz + A2 merge

-

¥ S

Zweitantikorperkontrolle

A: Immunzytochemischer Nachweis der Colokalisation von Ago2 (rot) und hnRNP A2 (griin) in primdren Oligodendrozyten
nach 5 Tagen in vitro. In MBP (blau) positiven Zellen colokalisieren Ago2 und hnRNP A2 in den Randern der
Myelinmembranen. Es wurden 6 voneinander unabhangige Experimente (n=6) durchgefiihrt und jeweils spezielle Regionen
(siehe vergréRerter Ausschnitt) mittels Mander’s Koeffizient analysiert. Es wurde die zu Gesamt-Ago2 relative Uberlagerung
von hnRNP A2 mit Ago2 quantifiziert. Der Mittelwert aus 6 Experimenten ergibt fir M2 eine 80%ige Colokalisation (Details
siehe Text).

B: Zweitantikorperkontrolle (Inkubation des Zweitantikdrpers ohne Erstantikérper-Inkubation) der Farbung aus A.

Der Malstabsbalken entspricht 20pum.

Die Antikorperfarbung von Ago2 und hnRNP A2/B1 zeigt eine partielle Colokalisation der beiden
Proteine in den Randern der Myelinmembranen von etwa 80% (80,18% +/- 8,3%, n=6) (siehe
Abbildung 28A und Abbildung 43A) (Beispiele der quantifizierten Bereiche siehe Abbildung 43C im
Anhang). Durch die Durchfiihrung einer Zweitantikérperkontrolle, in welcher kein Primarantikorper
appliziert wurde, kann ausgeschlossen werden, dass unspezifische Signale detektiert werden
(Abbildung 28B).

Die Colokalisation wurde mithilfe der Software ImageJ und des Plugins JACoP unter Verwendung des
Mander’s Korrelations-Koeffizienten (MCC) durchgefiihrt (Manders et al.,, 1993; Bolte and
Cordelieres, 2006). Die Analyse zeigt zwei unterschiedliche Werte, M1 beschreibt den Anteil des
roten Kanals (Ago2) in Regionen des griinen Kanals (hnRNP A2) und M2 die Fraktionen des griinen
Signals in Regionen des roten Kanals. In der gezeigten Analyse wurde der Koeffizient M2 verwendet,
um die Colokalisation von Ago2 und hnRNP A2 in Bezug auf Gesamt-Ago2 zu zeigen (M1 in Abbildung
43B im Anhang dargestellt). Ein Wert von 0 entspricht keiner Colokalisation und ein Wert von 1
entspricht einer vollstandigen, 100%igen Colokalisation der beiden Proteine. Es wurde zur
Untermalung der Quantifizierung mittels MCC auRerdem der Pearson’s Korrelations-Koeffizient (PCC)
berechnet sowie ein Coste’s Test durchgefiihrt. Der PCC bestétig die Colokalisation (r=0,79) und der
Coste’s Test zeigt einen P-Wert von 100%, womit die Colokalisation als signifikant bewiesen ist (siehe
Abbildung 43B im Anhang).
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Die Colokalisation von Ago2 und hnRNP A2/B1 innerhalb von oligodendroglialen Auslaufern zeigt,
dass beide Proteine interagieren. Es kann damit vermutet werden, dass Ago2 moglicherweise Teil des
hnRNP A2-abhangigen Transportwegs der Mbp mRNA ist.

4.1.2.3 Ago2 und hnRNP A2 interagieren in Oli-neu Zellen

Nach der Beobachtung, dass hnRNP A2/B1 und Ago2 in Oligodendrozyten in den Randern der
Myelinmembranen colokalisieren, sollte untersucht werden, ob die beiden Proteine auch
biochemisch interagieren. AuRerdem kann mithilfe von unterschiedlichen Expressionsplasmiden fiir
die hnRNP A2/B1 Isoformen A2 und A2b untersucht werden, ob die Interaktion mit Ago2 Isoform-
spezifisch stattfindet. Da Ago2 im Zellkern sowie im Zytoplasma lokalisiert ist (Gagnon et al., 2014),
ist es moglich, dass die Interaktion von Ago2 und hnRNP A2/B1 in beiden Zellkompartimenten
stattfindet, wobei in der immunzytochemischen Analyse keine Colokalisation der beiden Proteine im
Zellkern detektiert werden konnte (vergleiche Abbildung 28).

Es wurden unterschiedliche Immunprazipitationsexperimente durchgefiihrt um die Interaktion von
Ago2 und hnRNP A2 bzw. A2b zu analysieren. Es wurde jeweils das eine Protein aufgereinigt und auf
Coprazipitation des anderen Proteins mittels Western Blot getestet (siehe 3.10.2).

A
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GFP -Ago2 GFP -Ago2  Kontrolle

FLAG/HA-Ago2 .
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Abbildung 29: Coprazipitation von Ago2 und hnRNP A2 in Oli-neu Zellen

A: Immunprazipitation von endogenen hnRNP A2/B1 Proteinen aus FLAG/HA-Ago2 liberexprimierenden Oli-neu Zellen.

B: Immunprézipitation von FLAG/HA-Ago2 Proteinen aus mit FLAG/HA-Ago2 und hnRNP A2 Myc/His transfizierten Oli-neu
Zellen. Die horizontale Linie trennt zwei parallel durchgefiihrte Western Blots der gleichen Proben.

C: Immunprazipitation von hnRNP A2b-FLAG aus A2b-FLAG stabil exprimierenden Oli-neu Zellen. Es wurden zwei Western
Blots mit den gleichen Proben parallel durchgefiihrt (getrennt durch eine horizontale Linie).

Es wurden jeweils 2,5% des Gesamtzelllysates als Input aufgetragen (Lysat).
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Abbildung 29 zeigt drei unterschiedliche Immunprazipitationen (IP) zum Nachweis der Interaktion
von Ago2 und den hnRNP A2 Isoformen in Oli-neu Zellen. Als Lysat ist jeweils das eingesetzte
Gesamtzelllysat bezeichnet und mit IP die jeweils durchgefiihrte Immunprazipitation. In A wurde in
Oli-neu Zellen FLAG/HA-Ago2 Uberexprimiert und anschlieBend wurden endogene hnRNP A2/B1
Proteine immunprézipitiert. In der IP wurde ein Antikorper verwendet, welcher alle hnRNP A2/B1
Isoformen bindet. Der Western Blot gegen HA zeigt, dass liberexprimiertes FLAG/HA-Ago2 Protein
mit hnRNP A2/B1 coprézipitiert. Zur Untersuchung welche der A2-Isoformen mit Ago2 interagieren,
wurden verschiedene Expressionsplasmide tberexprimiert. In Oli-neu Zellen wurde FLAG/HA-Ago2
und hnRNP A2-Myc/His bzw. GFP (iberexprimiert und anschlieBend wurde ein FLAG-
Immunprézipitation, wie in 3.10.2.1 beschrieben, durchgefiihrt und mittels Western Blot analysiert
(B). Es wurden zwei SDS-PAGE-Gele parallel mit den gleichen Proben angefertigt (getrennt durch eine
horizontale Linie). Die Western Blot Membranen wurden zum einen mit Antikérpern gegen den HA-
Tag und GAPDH und zum anderen mit Antikorpern gegen den Myc-Tag und BAktin inkubiert. Es ist zu
erkennen, dass in der IP der FLAG-getagten Ago2-Proteine hnRNP A2-Myc/His coprézipitiert. Die GFP-
Kontrolle, in welcher keine FLAG-getagten Proteine exprimiert und damit aufgereinigt werden, zeigt,
dass diese Interaktion spezifisch nachgewiesen werden konnte. In (C) ist die FLAG-IP auf hnRNP A2b-
FLAG stabil exprimierende Oli-neu Zellen dargestellt. Es wurden stabil exprimierende Zellen
hergestellt um die zelluldre Verteilung des (berexprimierten hnRNP A2b Proteins moglichst
physiologisch zu halten. Nach der Bindung der FLAG-getagten Proteine an die Beads wurden die
ungebundenen Proteine ebenfalls aufbewahrt und mit analysiert (Ungebunden). Es wurden parallel
zwei Blots angefertigt, welche gegen hnRNP A2/B1 bzw. gegen FLAG, Ago2 und GAPDH geblottet
wurden. Die in Oli-neu stabil exprimierten hnRNP A2b-FLAG Proteine wurden aufgereinigt und es
konnte gezeigt werden, dass endogenes Ago2 coprazipitiert. Die A2-lIsoform ist in Oli-neu starker
exprimiert als die Isoform A2b (obere Bande in der Spalte der Lysate entspricht A2, untere schwache
Bande entspricht A2b). Die A2b-Isoform ist deutlich starker in der Spalte der FLAG-IP zu erkennen,
wodurch gezeigt ist, dass ganz spezifisch nur die eine Isoform Uber den assoziierten Tag
immunprazipitiert wurde. Allerdings wird hier auch das etwas gréRere Proteine A2 detektiert,
welches nicht an FLAG getagt ist, wodurch es wahrend der IP nicht gebunden wird. Es ist bekannt,
dass die Isoform hnRNP A2 die Fahigkeit besitzt homotypisch zu polymerisieren (Carson et al., 2006).
Diese Protein-Protein Interaktion wird durch die Glyzin-reiche Doméane vermittelt, welche zwischen
den vier Proteinisoformen konserviert ist (Hatfield et al., 2002). Damit ist es moglich, dass die
Isoform A2 mit der FLAG-getagte Isoform A2b dimerisiert und diese damit wahrend der FLAG-IP mit
aufgereingt und durch den hnRNP A2/B1 Antikorper erkannt wird. In der Fraktion der ungebundenen
Proteine ist die Bande der A2-Isoform deutlich zu erkennen, allerdings scheint die Bande fir A2b
nicht mehr detektiert zu werden, was fiir eine sehr hohe Effizienz der Prazipitation von hnRNP A2b-
FLAG spricht.

Die Kontroll-Blots in allen drei Experimenten gegen BAktin bzw. GAPDH zeigen, dass spezifisch nur
die gewollten Proteine und daran assoziierte Proteine aufgereinigt werden konnten, da GAPDH und
BAktin nicht in der IP-Fraktion detektiert werden kdénnen.

Mithilfe der durchgefiihrten Immunprazipitationsexperimente konnte nachgewiesen werden, dass
hnRNP A2 und Ago2 in Oli-neu Zellen biochemisch interagieren. AuRerdem wurde untersucht, welche
der A2-lIsoformen mit Ago2 assoziieren. Dabei konnte ein Hinweis darauf gefunden werden, dass
hnRNP A2 und A2b dimerisieren (siehe Abbildung 29C). Durch dieses Ergebnis kann keine genaue
Aussage darlber getroffen werden, mit welcher der A2-Isoformen Ago2 interagiert, da es moglich ist,
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dass in der IP von A2b-FLAG Proteinen die Coprazipitation von Ago2 liber hnRNP A2 vermittelt wird
und nicht Gber hnRNP A2b stattfindet. AuBerdem bleibt bisher unbekannt, ob die Interaktion von
Ago2 mit hnRNP A2 direkt oder moglicherweise Uber weitere assoziierte Protein oder assoziierte
RNAs stattfindet.

Mithilfe der bis hierhin durchgefiihrten Experimente konnte festgestellt werden, dass
Oligodendrozyten Argonaut-Proteine exprimieren und dass Ago2 mit hnRNP A2 und moglicherweise
A2b interagiert. HNRNP A2 ist eine Schliisselkomponente des Mbp mRNA Transportweges, wobei es
den Transport der translational reprimierten mRNA Richtung axo-glialer Kontaktstelle vermittel
(Mdller et al., 2013). Fir die translationale Inhibition der Mbp mRNA ist die kleine nicht-codierende
RNA 715 (sncRNA715) verantwortlich, welche innerhalb der 3’UTR der mRNA bindet und die
Synthese von MBP reguliert. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass sncRNA715 mit hnRNP A2 in Oli-
neu Zellen interagiert (Bauer et al., 2012). Wie genau die sncRNA715-abhingige Repression der
Translation vermittelt wird, bleibt allerdings bislang ungeklart. Argonaut-Proteine kdnnen Uber die
Assoziation im RISC-Komplex die Translation von mRNAs Uber kleine nicht-codierende RNAs
herbeifiihren (Meister, 2013). Es soll nun im Folgenden untersucht werden, ob Ago2, welches mit
hnRNP A2 interagiert, zusatzlich mit Mbp mRNA und sncRNA715 assoziiert und moglicherweise Teil
des Mbp mRNA Transportweges ist. Hierbei kénnte es fir die sncRNA715-vermittelte translationale
Inhibition zustdndig sein.

4.1.3 SncRNA715 und Mbp mRNA binden an Ago2

Zur Untersuchung, ob sncRNA715 und Mbp mRNA mit Ago2 assoziieren, wurden Oli-neu Zellen mit
GFP- oder FLAG/HA-Ago2- und MBP14-codierenden Plasmiden sowie 80pmol 715-mimic transfiziert.
Oli-neu Zellen exprimieren endogen nur sehr geringe Mengen an Mbp mRNA und sncRNA715, aus
diesem Grund wurde die MBP Isoform MBP14 als Plasmid sowie die synthetische sncRNA715 (715-
mimic) zusatzlich Gberexprimiert. Es wurde eine Immunprazipitation der FLAG/HA-Ago2 Proteine
(FLAG-IP) durchgefiihrt und anschlieRend wurde die an die eluierten Proteine assoziierte RNA
extrahiert, revers transkribiert (siehe 3.8.1 und 3.8.2) und mittels RT-PCR mit spezifischen
Primerassays sowie Primerpaaren fir sncRNA715 und Mbp mRNA analysiert (siehe 3.8.3.2 und
3.8.3.3). Als Positivkontrollen wurde fiir die PCR auf sncRNA715 die synthetische 715-mimic revers
transkribiert und die cDNA in der RT-PCR verwendet und fir die PCR auf Mbp mRNA wurde cDNA aus
RNA von Ratten-Oligodendrozyten nach 14DIV verwendet. Es wurden auBerdem zwei
Negativkontrollen hergestellt, zum einen wurde eine FLAG-IP auf GFP-transfizierte Zellen
durchgefiihrt, welche keine FLAG-getagten Proteine exprimieren, damit kein Signal im Western Blot
detektiert wird und auch keine assoziierte RNA erkennbar sein sollte. Zum anderen wurde eine Bead-
Kontrolle hergestellt, in welcher die magnetischen FLAG-beads ohne Zelllysat inkubiert wurden. Mit
diesem Ansatz sollte die Spezifitdt der RT-PCR gewadhrleistet werden und es sollte ausgeschlossen
werden, dass eventuelle Verunreinigungen wie Ubertragungen von kleinsten RNA-Mengen
amplifiziert werden und damit ein Signal in der RT-PCR verursachen.

67



Ergebnisse

A FLAG-IP Western Blot B FLAG-IP RT-PCR
i FLAG-IP
Oli-neu Lysate FLAG-IP FLAG/HA
ad  Positiv-
FLAG/HA FLAG/HA GFP -Ago2 Kontrolle kontrolle
GFP -Ago2 GFP -Ago2
(100kD) B || anti HA
Tubulin | — C— anti aTubulin

Abbildung 30: SncRNA715 und Mbp mRNA assoziieren an FLAG/HA-Ago2 Proteine

A: FLAG-Immunprazipitation aus GFP oder FLAG/HA-Ago2 und MBP14 sowie 715-mimic tUberexprimierenden Oli-neu Zellen.
Es wurden spezifisch nur FLAG-getagte Ago2-Proteine aufgereinigt. Lysat einspricht jeweils 2,5% des Gesamtzelllysates.

B: Agarosegel der RT-PCR der RNA des Eluates der in A dargestellten FLAG-IP. Die Positivkontrolle fir sncRNA715 entspricht
der cDNA aus synthetischer 715-mimic und als Positivkontrolle fiir Mbp mRNA wurde cDNA aus Ratten-Oligodendrozyten
nach 14DIV verwendet.

Abbildung 30A zeigt den Western Blot zur FLAG-IP auf GFP oder FLAG/HA-Ago?2 transfizierte Oli-neu
Zellen. Es wurden spezifisch nur FLAG/HA-Ago2 Proteine aufgereinigt, was daran zu erkennen ist,
dass keine Bande in der Spalte der GFP-Transfektion sowie keine Banden fiir aTubulin in der FLAG-IP
zu detektieren sind. Abbildung 30B zeigt das Agarosegel der RT-PCR fiir sncRNA715 (oben) und Mbp
MRNA (unten) auf cDNA aus der in A gezeigten FLAG-IP. Es ist fiir beide RNAs eine deutliche Bande
im Agarosegel zu erkennen. Verglichen mit der jeweiligen Positivkontrolle, migriert die Bande auf
gleicher Hohe, was die Spezifitdit der Amplifikation unterstreicht. Es sind leichte Banden in den
Negativkontrollen (GFP und Bead-Kontrolle) zu erkennen, welche auf mégliche Verunreinigung durch
Ubertragung von kleinen RNA-Mengen zuriick zu fithren sein kénnten, allerdings ist die Intensitit der
Banden sehr schwach und fiir das Gel der sncRNA715 scheint die HOhe nicht mit der in der
Positivkontrolle Gbereinzustimmen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, das Ago2 mit Mbp
MRNA und sncRNA715 in Oli-neu Zellen assoziiert. Damit liegt die Vermutung nahe, dass in
Oligodendrozyten Argonaut-Proteine innerhalb des hnRNP A2-abhdngigen Mbp mRNA
Transportgranula agieren und moglicherweise tber die sncRNA715 die Translation der Mbp mRNA
reprimieren.

Falls Ago2-Proteine zusatzliche Komponenten des RNA-Granulas sind und innerhalb des Granulas
Uber sncRNA715 die Translation regulieren, stellt sich die Frage, wie diese moglicherweise reguliert
werden. In einer Studie aus 2011 wurde die Sequenz von Ago2 mittels Massenspektrometrie auf
mogliche Phosphorylierungsstellen untersucht. Hierbei konnten verschiedene Aminosduren
identifiziert werden, welche phosphoryliert werden. Wahrend der Studie stellte sich heraus, dass der
Phosphorylierungsstatus eines konservierten Tyrosins an der Position Y529 innerhalb der MID-
Domane die Bindung zu kleinen RNAs beeinflusst (Riidel et al., 2011). Ein entscheidender
Schlisselregulator der translationalen Aktivierung von Mbp ist die Tyrosin-Kinase Fyn. Durch Fyn
werden Granula-Komponenten wie hnRNP A2 und F phosphoryliert, wodurch die mRNA frei und die
Translation ermoglicht wird (Miller et al., 2013). Moglicherweise konnten auch Agos Zielproteine der
Src-Kinase Fyn sein, wobei eventuell die translationale Repression der Mbp mRNA mittels an Ago2-
gebundene sncRNA715 Uber die Phosphorylierung von Ago2 reguliert werden kénnte. Um diese
Hypothese genauer zu untersuchen, wurde im Folgenden die mogliche Interaktion von Ago2 mit Fyn
in Oligodendrozyten untersucht.
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4.1.4 Argonaut-Proteine interagieren mit der Src-Kinase Fyn

Es wurden primare Oligodendrozyten nach drei Tagen in vitro fixiert und gegen die Antigene Ago2,
Fyn-Kinase und MBP gefarbt. Die Immunoreaktivitat flir MBP wird als Marker fir differenzierte
Oligodendrozyten verwendet.

Ago2

Ago2 + Fyn merge

5'6% Fyn‘iiberlagert Ago2

Abbildung 31: Colokalisation von Ago2 und Fyn kinase

Primdre Maus-Oligodendrozyten nach 3 Tagen in vitro wurden gegen MBP, Fyn und Ago2 gefarbt. Fyn + Ago2 merge zeigt
die Uberlagerung der Ago2 und Fyn Firbungen. Es ist eine Colokalisation in den Ausldufern und den Randern der
Myelinmembranen zu erkennen. Es wurden 6 voneinander unabhdngige Experimente (n=6) durchgefiihrt und jeweils
spezielle Regionen (siehe vergroRerter Ausschnitt) mittels Mander’s Korrelations-Koeffizient analysiert. Es wurde die zu
Gesamt-Ago? relative Uberlagerung von Fyn mit Ago2 quantifiziert. Der Mittelwert aus 6 Experimenten ergibt eine 76%ige
Colokalisation (Details siehe Text). Der MaRstabsbalken entspricht 20um.

Abbildung 31 zeigt die Colokalisation von Ago2 und Fyn innerhalb von Myelin-bildenden
Oligodendrozyten. Ago2 sowie Fyn werden in der gesamten Zelle exprimiert, wobei eine
Colokalisation von 76% (76,45% +/-4,8%) (vergleiche Abbildung 44A) nur innerhalb der dickeren
Ausldufer sowie in den Randern der Myelinmembranen festgestellt werden kann (Beispiel der
guantifizierten Bereiche siehe Abbildung 44C im Anhang). Die Colokalisation wurde mithilfe des
Mander’s Korrelations-Koeffizienten (MCC) quantifiziert (Manders et al., 1993; Bolte and Cordelieres,
2006). Hierzu wurde die Fraktion von Fyn positiven Bereichen auf die Gesamt-Ago2 positive Fraktion
bezogen, wobei ein Wert von 0 keine Colokalisation bedeutet und ein Wert von 1 eine 100%ige
Uberlagerung. Auch hier wurde zur Bestitigung der Quantifizierung mittels MCC zusitzlich der
Pearson’s Korrelations-Koeffizient (PCC) berechnet sowie ein Coste’s Test durchgefiihrt. Der PCC
bestatig die Colokalisation (r=0,80) und der Coste’s Test zeigt einen P-Wert von 100%, womit die
Colokalisation als signifikant bewiesen ist (siehe Abbildung 44B im Anhang).

Fyn ist eine membranstdndige Kinase und in Oligodendrozyten innerhalb von Lipid rafts, welche in
den peripheren Auslaufern gebildet werden, aktiv (Kramer-Albers et al., 2011). Die aktive Fyn-Kinase
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setzt wiederum die Synthese von MBP in Gang, wodurch Myelinmembranen gebildet werden (White
and Kramer-Albers, 2014). Die Myelinmembran kann dann immer weiter expandieren, wobei die
Mbp mRNA-enthaltenen RNA-Granula nicht in die Membran eindringen, sondern in den dickeren
Auslaufern bzw. in den Randern der Myelinmembranen aufgeldst werden. An diesen Stellen wird
neues MBP Protein gebildet, welches anschliefend in die bereits gebildete Membran diffundieren
kann (Aggarwal et al., 2011b). Die Erkenntnis, dass genau an diesen Stellen innerhalb des
Oligodendrozyten Ago2 und Fyn colokalisieren, gibt einen Hinweis darauf, dass Ago2 moglicherweise
mit Fyn interagiert und am Prozess der Mbp mRNA Regulation beteiligt sein kdnnte.

4.1.5 Argonaut-Proteine werden von Fyn phosphoryliert

In Abbildung 31 ist die zelluldre Colokalisation der Src-Kinase Fyn mit Ago2 gezeigt. Allerdings kann
durch diese immunzytochemischen Analysen nicht genau nachgewiesen werden, dass beide Proteine
miteinander interagieren und es kann auch nicht untersucht werden, ob moglicherweise Ago2 ein
Zielprotein von Fyn darstellt. Um dies zu untersuchen, wurden Immunprazipitationsexperimente in
HEK293T sowie in Oli-neu Zellen durchgefihrt.

4.1.5.1 Phosphorylierung von Ago-Proteinen in HEK293T Zellen

Um zu untersuchen, ob die unterschiedlichen Argonaut-Proteine mit der Src-Kinase Fyn interagieren,
wurden HEK293T Zellen mit FLAG/HA-getagten Agol, 2, 3 bzw. 4 Expressionskonstrukten und GFP,
Fyn-, FynWT oder Fyn+ cotransfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurde eine FLAG-IP
durchgefiihrt um alle FLAG-getagten Proteine aufzureinigen. Die IPs sowie die Gesamtlysate (Lysate)
wurden mittels Western Blot analysiert.
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Abbildung 32: FLAG/HA-Ago1-4 werden in HEK293T Zellen von Fyn phosphoryliert

A: HEK293T Zellen wurden mit FLAG/HA-Ago1 oder FLAG/HA-Ago2 und GFP, Fyn-, FynWT oder Fyn+ cotransfiziert.

B: HEK293T Zellen wurden mit FLAG/HA-Ago3 oder FLAG/HA-Ago4 und Fyn- oder Fyn+ cotransfiziert.

A+B: Es wurde eine FLAG-IP durchgefiihrt und auf phosphoryliertes Ago (pTyr), Gesamt-FLAG, aktives Fyn (Src418), Gesamt-
Fyn und GAPDH getestet. Lysate zeigen 2,5% der in der IP eingesetzten Proteinlysate. Alle vier Argonaut-Proteine werden in
Abhangigkeit von Fyn phosphoryliert.

Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse der Western Blot Analysen der FLAG-IPs. Zur Untersuchung der
Phosphorylierung der Proteine wurde ein Antikorper verwendet, welcher spezifisch phosphorylierte
Tyrosine erkennt (clone 4G10, Merck-Millipore). Durch die Verwendung dieses Antikoérpers auf die
Eluate der FLAG-IP kénnen spezifisch Tyrosin-phosphorylierte Ago-Proteine nachgewiesen werden. In
der jeweils ersten Zeile ist zu erkennen, dass nur in den FLAG-IPs aus mit FynWT bzw. Fyn+
transfizierten Zellen Tyrosin-phosphorylierte Ago-Proteine nachgewiesen werden konnten. Diese
Fyn-abhdngige Tyrosin-Phosphorylierung kann fir alle vier Argonaut-Proteine gezeigt werden
(Abbildung 32A und B). AuRerdem ist die Starke der Phosphorylierung der Ago-Proteine abhangig von
der Aktivitat der Fyn-Kinase, welche in der jeweils dritten Reihe mit einem Antikorper, der aktive Src-
Kinasen (Src418) erkennt, gezeigt ist. Der Src418-Antikorper bindet alle aktiven Src-Kinasen Uber die
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jeweiligen Tyrosine, welche durch Autophosphorylierung phosphoryliert werden und damit eine
maximale Aktivitat der Kinase Domane induziert (Src: Y418, Fyn: Y420). Da in den hier gezeigten
Experimenten Fyn stark Giberexprimiert wurde, kann davon ausgegangen werden, dass das Signal der
aktiven Fyn-Kinase entspricht und keine anderen Src-Kinasen detektiert werden. Des Weiteren kann
festgestellt werden, dass Ago2 und Fyn biochemisch direkt miteinander interagieren, da in der FLAG-
IP, welche spezifisch FLAG/HA-getagte Ago-Proteine aufreinigt, Fyn coprazipitiert. Die Verwendung
eines Antikorpers gegen Gesamt-Fyn (aktivitdtsunabhangig) zeigt, dass die Interaktion nicht von der
Aktivitat der Fyn-Kinase abhangt, da auch Gberexprimiertes, inaktives Fyn (Fyn-) in der FLAG-IP mit
Ago-Proteinen coprazipitiert.

Es ist auffallig, dass in Abbildung 32A, obwohl mehr FLAG/HA-Ago Protein im Gesamtzelllysat
exprimiert werden (zu erkennen im unteren Abschnitt (Lysate) in der zweiten Zeile mit anti FLAG
Antikorper inkubiert), weniger FLAG/HA-getagtes Ago2-Protein in der FLAG-IP mit aufgereinigt wurde
(oberer Abschnitt (FLAG-IP), zweite Zeile mit anti FLAG-Antikorper inkubiert). In Abbildung 32B
allerdings wurde dieser Effekt nicht beobachtet. Hier wurde eine deutlich héhere Menge an FLAG/HA
-Ago Proteinen im Gesamtzelllysat (Lysate, anti FLAG-Blot) nachgewiesen und gleichzeitig wurden
mehr FLAG/HA-getagte Proteine aufgereinigt (FLAG-IP, anti FLAG-Blot) (beides zweite Zeile). Eine
Erklarung hierfiir kann nicht eindeutig gefunden werden. Es konnte wahrend der Durchfihrung der
Studie beobachtet werden, dass mit konstitutiv aktiver Fyn-Kinase transfizierte Zellen haufig
morphologische Veranderungen zeigten. In manchen Fallen verloren die Zellen an Vitalitdt und
Adhdrenz, womit die Gesamtzellzahl meist geringer erschien. Dies wurde allerdings nicht
nihergehend untersucht. Es liegt allerdings nahe, dass eine Uberexpression einer stets aktiven
Kinase viele unterschiedliche zelluldre Prozesse beeinflusst, welche unter physiologischen
Bedingungen ausbalanciert waren und nun moglicherweise verschoben sein kdnnten. Fyn wird
spezifisch in Antwort auf die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden aktiviert, wodurch die
Differenzierung von Oligodendrozyten initiiert wird (Kramer-Albers et al., 2011). Die GbermaRige
Aktivierung dieser Prozesse kann zu unterschiedlichsten Reaktionen fiihren, die fiir die Vitalitat der
Zellen negative Auswirkungen haben kdnnten. Die morphologischen Verdanderungen wurden nach
Uberexpression der Wildtyp-Fyn-Kinase nicht beobachtet. Der Grund hierfiir ist moglicherweise, dass
diese Kinase in der unmutierten Form vorliegt, also nicht aktiv ist und erst endogen innerhalb der
Zelle aktiviert werden muss. Diese Aktivierung wiederum unterliegt unterschiedlichen
Regulationsmechanismen, welche endogen gestartet und reguliert werden missen (Details siehe
2.1.1.4.1.1).

Als Spezifitatskontrolle innerhalb der IP diente Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
(GAPDH), da dieses Protein nicht mit FLAG/HA-Ago2 interagieren sollte und damit nicht mit in der IP
aufgereinigt wird. Es ist zu erkennen, dass kein GAPDH in der FLAG-IP detektiert werden kann und
damit die IP spezifisch FLAG-getagte bzw. damit assoziierte Proteine aufreinigt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass alle vier Argonaut-Proteine mit der Src-Kinase Fyn
interagieren und von dieser phosphoryliert werden.

4.1.5.2 Phosphorylierung von Ago2 in Oli-neu Zellen

Bisher konnte die biochemische Interaktion der Argonaut-Proteine mit der Src-Kinase Fyn in

Uberexpressionsexperimenten aus HEK293T Zellen gezeigt werden. Im Folgenden soll geklart
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werden, ob die Interaktion von Ago2 mit Fyn und die Fyn-abhangige Phosphorylierung auch in
oligodendroglialen Zellen nachzuweisen ist. Hierzu wurden Oli-neu Zellen mit FLAG/HA-getagtem
Ago2 und GFP bzw. FynWT cotransfiziert und Ago2 liber FLAG-IP aufgereinigt. Anschliefend wurde
die IP mittels Western Blot unter anderem auf Tyrosin-phosphorylierte Proteine analysiert.

Lysate FLAG-IP

FLAG/HA-Ago2
GFP FynWT  GFP  FynWT

Oli-neu

phosphoryliertes i
FLAG/HA-Ago2 . i
(00KD) - d— - - anti HA
. 3
sktves — % anti Src418
((i;[:(%';i - — anti GAPDH

Abbildung 33: FLAG/HA-Ago2 wird in Oli-neu Zellen von Fyn phosphoryliert

Oli-neu Zellen wurden mit FLAG/HA-Ago2 und GFP oder FynWT transfiziert. FLAG/HA-Ago2 wurde Uber eine FLAG-IP
aufgereinigt und per Western Blot analysiert. Es wurden Antikérper gegen phosphorylierte Tyrosine (pTyr), HA-Tag, aktives
Fyn (Src418) und GAPDH als Spezifitdtskontrolle verwendet. Die horizontale Linie trennt zwei Blots mit den gleichen Proben.
Die Lysate entsprechen 2,5% des Gesamtzelllysates.

In Abbildung 33 ist das Ergebnis der Western Blot Analyse der FLAG-IP auf FLAG/HA-Ago2 und GFP
bzw. FynWT (berexprimierende Oli-neu Zellen gezeigt. Mit einem Antikérper, welcher Tyrosin-
phosphorylierte Proteine erkennt (pTyr, 4G10), kann in der ersten Zeile gezeigt werden, dass nach
Uberexpression von FynWT im Gegensatz zu GFP deutlich mehr FLAG/HA-Ago2 Proteine Tyrosin-
phosphoryliert werden. In der Spalte der aus GFP-transfizierten Zellen ist eine schwéachere Bande zu
erkennen, welche durch die Tyrosin-Phosphorylierung der FLAG/HA-Ago2 Proteine durch endogene
Fyn-Kinase verursacht wird. Dies ist in Oli-neu Zellen und nicht in HEK293T Zellen nachzuweisen
(vergleiche Abbildung 32), da Oli-neu Zellen stdrker endogen Fyn exprimieren. Die Analyse auf aktive
Fyn-Kinase mithilfe des Src418 Antikorpers zeigt, dass auch in oligodendroglialen Vorlauferzellen
Ago2 und Fyn interagieren, da innerhalb der FLAG/HA-Ago2-IP aktives Fyn mit gebunden wird.
GAPDH dient auch in diesem Experiment als Spezifitdtskontrolle und der Blot auf die FLAG-IPs zeigt,
dass keine unspezifischen Proteine in der IP aufgereinigt werden.

Im nachfolgenden Experiment sollte geklart werden, ob die Phosphorylierung von Ago2 durch Fyn
auch an endogenen Ago2-Proteinen in Oli-neu Zellen stattfindet. Hierzu wurden Oli-neu Zellen mit
GFP oder FynWT transfiziert und es wurde eine IP aller Tyrosin-phosphorylierten Proteine
durchgefiihrt. AnschlieRend wurde mittels Western Blot auf endogenes Ago2 getestet.
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Oli-neu Lysate pTyr (4G10)-IP
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Abbildung 34: Endogenes Ago2 wird in Oli-neu Zellen von Fyn phosphoryliert

In Oli-neu Zellen wurde GFP oder FynWT (iberexprimiert und es wurde eine IP von Tyrosin-phosphorylierten Proteinen
durchgefiihrt. Es wurden Western Blots gegen Ago2, aktives Fyn (Src418) und aTubulin durchgefiihrt. Lysate zeigen 2,5%
der in der IP eingesetzten Proteinlysate.

Die Immunprazipitation von Tyrosin-phosphorylierten Proteinen aus Oli-neu Zellen ist in Abbildung
34 gezeigt. In der ersten Zeile wurde auf endogenes Ago2 untersucht und es ist eine deutlich starkere
Bande in der IP aus FynWT Uberexprimierenden Zellen fir endogenes Ago2 zu erkennen. Das
bedeutet, dass in Zellen, welche hohere Mengen aktiver Fyn-Kinase exprimieren (verdeutlicht in der
zweiten Zeile, in welcher gegen aktives Fyn geblottet wurde), mehr Ago2-Proteine Tyrosin-
phosphoryliert werden. Die linken beiden Spalten zeigen die eingesetzten Gesamtzelllysate und es ist
zu erkennen, dass gleiche Proteinmengen von Ago2 in beiden Ansatzen (GFP und FynWT) exprimiert
werden. Es erscheint zusatzlich in der 4G10-IP ein Signal fiir die iberexprimierte Fyn-Kinase, da diese
phosphorylierte Tyrosine enthélt. Es wurde in diesem Experiment allerdings nur auf die aktive Form
der Fyn-Kinase mithilfe des Src418 Antikorpers getestet. aTubulin wurde als Spezifitatskontrolle
verwendet, welches nicht in der IP detektierbar ist. Damit ist gewahrleistet, dass die 4G10-IP
spezifisch Tyrosin-phosphorylierte Proteine aufreinigt.

Bisher konnte gezeigt werden, dass Argonaut-Proteine in Oligodendrozyten exprimiert werden, mit
hnRNP A2, Mbp mRNA und sncRNA715 interagieren und von Fyn phosphoryliert werden. Nach der
Studie von Riidel et al. in 2011, in welcher Phosphorylierungsstellen innerhalb der Ago2-Sequenz
identifiziert wurden (Rudel et al., 2011), kénnte es interessant sein, zu untersuchen, ob die Fyn-
abhédngige Phosphorylierung einen Einfluss auf die Bindung von Ago2 zur sncRNA715 hat und damit
moglicherweise die Translation von Mbp reguliert. Der Phosphorylierungsstatus eines Tyrosins an der
Position Y529 soll die Bindung zu kleinen RNAs innerhalb des miRISC regulieren (Ridel et al., 2011).
Im Folgenden sollte geklart werden, ob moglicherweise dieses regulatorische Tyrosin ein Substrat der
Fyn-Kinase ist oder ob ein anderes innerhalb der Studie beschriebenes Tyrosin an der Position Y393
oder eventuell auch beide von Fyn phosphoryliert werden.

4.1.6 Phosphomutanten von FLAG/HA-Ago2 an der Position Y393F und Y529F werden
weiterhin phosphoryliert

Zur ldentifizierung der Phosphorylierungsstelle innerhalb der Ago2-Sequenz wurden

Phosphorylierungsmutanten hergestellt. Es wurden die beiden Tyrosine (Y) an der Position Y393 und

Y529 sowie beide zusammen jeweils in ein Phenylalanin (F) mutiert (siehe 3.9.3), welches nicht mehr

von der Kinase phosphoryliert werden kann. Diese Mutanten wurden anschlielend zusammen mit
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FynWT in HEK293T Zellen transfiziert, parallel mit einer Transfektion der Wildtyp-FLAG/HA-Ago2
Plasmiden und GFP bzw. FynWT und Uber eine FLAG-IP aufgereinigt. Das Eluat dieser IP wurde
anschlieRend mittels Western Blot auf phosphorylierte Ago2-Proteine untersucht.

Lysate FLAG-IP
HEK293T Flag/HA- Y393F Flag/HA- Y393F
Ago2  Y393F Y529F Y520F Ago2  Y393F Y520F Y529F
GFP FynWT FynWT FynWT FynWT  GFP  FynWT FynWT FynWT FynWT
phosphoryliertes .
FLAG/HA-Ago2 (100kD) - e e anti pTyr (4G10)
Ago2 .
(97-100kD) e - - s @ |antiAgo2
aktives Fyn ‘ .
(59kD) - — - -— anti Src418
Fyn _
(59kD) -— - - - anti Fyn

Abbildung 35: FLAG/HA-Ago2-Phosphorylierungsmutanten werden von Fyn phosphoryliert

Es wurden Phosphorylierungsmutanten der FLAG/HA-Ago2 Plasmide hergestellt, in denen entweder das Tyrosin an der
Position Y393 oder Y529 oder beide gleichzeitig gegen ein Phenylalanin ausgetauscht wurden, sodass die Phosphorylierung
an diesen Aminosduren nicht mehr moglich ist. HEK293T Zellen wurden mit dem Wildtyp-Plasmid oder den
Phosphorylierungsmutanten sowie mit GFP oder FynWT transfiziert. Nach Durchfiihrung einer FLAG-IP wurden die
assoziierten Proteine mittels Western Blot analysiert. Es wurden Antikérper gegen phosphorylierte Tyrosine (pTyr), Ago2,
aktives Fyn (Scr418) und Gesamt-Fyn verwendet. Die horizontale Linie trennt zwei Blots mit gleichen Proben. Lysate zeigen
2,5% der in der IP eingesetzten Proteinlysate.

Abbildung 35 zeigt das Ergebnis zur Untersuchung der Zieltyrosine der Fyn Kinase in der Ago2-
Sequenz. In der ersten Zeile ist zu erkennen, dass unabhangig der Mutation der Aminosauren Y393
oder Y529 bzw. beider zusammen in ein Phenylalanin (F), die FLAG/HA-Ago2-Proteine weiterhin
Tyrosin-phosphoryliert werden. Es kann ein Signal bei Verwendung des 4G10-Antikorpers, welcher
phosphorylierte  Tyrosine erkennt, in allen FLAG/HA-Ago2-IPs, welche aus FynWT
Uberexprimierenden Zellen hergestellt wurden, detektiert werden. AuRerdem kann kein Unterschied
in der Starke der Phosphorylierung in den verschiedenen Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
FLAG/HA-Ago2 oder auch untereinander festgestellt werden. Die jeweiligen Signale in der ersten
Zeile fur phosphoryliertes FLAG/HA-Ago?2 sind dquivalent zu der Starke der darunter liegenden Signal
fir Gesamt-FLAG/HA-Ago2 (detektiert durch einen Antikorper gegen Ago2), sowie zur Aktivitat der
Fyn-Kinase (Src418). Die Detektion der gesamten Fyn-Kinase innerhalb der Zellen durch einen
aktivitditsunabhdngigen Antikorper belegt die Uberexpression der Kinase in den mit FynWT
transfizierten Zellen.

Die Mutation der beiden Aminosauren Y393 und Y529 in Phenylalanine zeigte keine Reduktion der
Phosphorylierung der FLAG/HA-Ago2 Proteine, womit vermutet werden kann, dass diese beiden
Tyrosine nicht oder zumindest nicht ausschlieRlich von der Fyn-Kinase phosphoryliert werden.
Allerdings enthalt die Sequenz des FLAG- und HA- Tags zusatzlich verschiedene Tyrosine. Um
ausschlieBen zu kénnen, dass in den Phosphorylierungsmutanten nicht die Phosphorylierung des
Tags, sondern die Phosphorylierung von Tyrosinen innerhalb der Ago2-Sequenz detektiert wird,
wurden Expressionskonstrukte des Wildtyp-Ago2, sowie der Ago2Y393F/Y529F-Doppelmutante mit
einem Myc/His-Tag hergestellt. Dieser Myc/His-Tag befindet sich zum einen im Gegensatz zum
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FLAG/HA-Tag N-terminal und zum anderen enthalt die Sequenz dieses Tags keine Tyrosine. Mit
diesen Plasmiden wurden die zuvor beschriebenen Experimente wiederholt.

4.1.7 Phosphorylierung der Ago2-Expressionskonstrukte ist unabhdngig von dem
assoziierten Tag

Es wurden HEK293T Zellen mit Ago2-Myc/His bzw. Ago2 Y393F/Y529F-Myc/His und GFP oder FynWT

bzw. Fyn+ cotransfiziert. AnschlieBend wurde eine His-lsolation durchgefiihrt (siehe 3.10.2.2), in

welcher die Myc/His-getagten Proteine an mit Kobalt-beschichtete magnetische Beads gebunden

und dariiber aufgereinigt werden. Die Eluate und Gesamtzelllysate wurden mittels Western Blot

Analyse untersucht.

HEK293T Lysate His Isolation
Ago2 Ago2
Y393F Y393F
Ago2 Y529F Ago2 Y529F
Myc/His Myc/His Myc/His Myc/His
”Etfa“ts' GFP GFP FynWT Fyn+ GFP FynWT Fyn+ ugtfa"ts' GFP GFP FynWT Fyn+ GFP FynWT Fyn+
phosphoryliertes zIer ZIer .
Ago2-Myc/His - . ?:é|1%)yr
(100kD)
Ago2-Myc/His !
(100kD) L d A I -!.--- anti Myc
aktives Fyn .
(59kD)y . - - -_ e - e W | ot Src418

Abbildung 36: Ago2-Myc/His und die Phosporylierungsmutante Ago2 Y393F/Y529F-Myc/His werden in Antwort auf Fyn-
Aktivitat phosphoryliert

Es wurden Expressionsvektoren hergestellt, welche Ago2 sowie die Phosphorylierungsmutante Ago2-Y393F/Y529F
assoziiert an einen Myc/His-getagt (iberexprimieren. Diese wurden zusammen mit GFP, FynWT oder Fyn+ in HEK293T Zellen
transfiziert und anschliefend lber eine Kobalt-basierte His-Isolation aufgereinigt. Der Western Blot wurde mit Antikérpern
gegen Tyrosin-phosphorylierte Proteine, Myc-Tag und aktives Fyn (Src418) durchgefiihrt. Lysate entsprechen 2,5% der in
der IP eingesetzten Proteinlysate. Die horizontale Linie trennt zwei Blots mit gleichen Proben.

Abbildung 36 zeigt das Ergebnis der His-Isolation aus Ago2- bzw. Ago2-Y393F/Y529F-Myc/His
Uberexprimierenden HEK293T Zellen zur Analyse der Tyrosin-Phosphorylierung innerhalb der Ago2
Sequenz. Links sind die Gesamtzelllysate zur Untersuchung der Transfektionseffizienz und rechts sind
die Eluate der His-Isolation gezeigt. In der ersten Zeile der His-Isolation ist mithilfe eines Antikorpers,
welcher Tyrosin-phosphorylierte Proteine erkennt, gezeigt, dass Ago2-Myc/His sowie Ago2-
Y393F/Y529F-Myc/His Proteine in Abhangigkeit der Fyn-Aktivitat Tyrosin-phosphoryliert werden. Die
Fyn-Aktivitat wird durch das Signal des Src418 Antikorpers verdeutlicht. Es erscheint, dass die
Doppelmutante weniger phosphoryliert wird, als Wildtyp-Ago2-Myc/His. Allerdings bestétigt sich
diese Vermutung nicht, wenn man die Gesamtmenge an Ago2-Myc/His bzw. Ago2-Y393F/Y529F-
Myc/His Proteinen betrachtet, was in der zweiten Zeile, in welcher gegen den Myc-Tag geblottet
wurde, zu erkennen ist. Es wird deutlich, dass in den IPs aus Ago2-Y393F/Y529F-Myc/His
Uberexprimierenden Zellen weniger His-getagte Proteine aufgereinigt werden, als aus den Ago2-
Myc/His Gberexprimierenden Zellen. Ein Grund hierfir ist die bereits geringere Transfektionseffizienz
der Ago2-Y393F/Y529F-Myc/His Plasmide, welche in den Spalten der Lysate (links) zu erkennen ist.
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Dementsprechend wird die Doppelmutante Ago2-Y393F/Y529F-Myc/His nicht weniger von Fyn
phosphoryliert als Wildtyp Ago2-Myc/His.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Ago2 von der Tyrosin-Kinase Fyn phosphoryliert
wird. Die genaue Phosphorylierungsstelle innerhalb der Ago2-Sequenz konnte nicht identifiziert
werden. Die beiden Tyrosine Y393 und Y529, welche in der Studie von Riidel et al. aus 2011 als
phosphoryliert beschrieben wurden (Riidel et al., 2011), scheinen nicht das Hauptziel der Fyn-Kinase
zu sein. Es kann mit den durchgefiihrten Experimenten nicht ausgeschlossen werden, dass diese
beiden Aminosauren von Fyn phosphoryliert werden, allerdings konnte gesichert bewiesen werden,
dass noch weitere Tyrosine innerhalb der Ago2-Sequenz von Fyn phosphoryliert werden miissen. Die

genaue Position dieser Tyrosine konnte allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht genauer identifiziert
werden.

Es wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass die Phosphorylierung des Tyrosins an der Position Y529
die Bindung zur kleinen RNA beeinflusst (Riidel et al., 2011). Da gezeigt werden konnte, dass Ago2
ein Zielprotein der Fyn-Kinase ist, sollte untersucht werden, ob die Fyn-abhangige Phosphorylierung
moglicherweise die Bindung der sncRNA715 zu Ago2 beeinflusst.

4.1.8 Hat die Fyn-abhdngige Phosphorylierung von Ago2 einen Einfluss auf die Bindung
zur sncRNA 715?

Um die eventuell Fyn-abhdngige Interaktion von sncRNA715 mit Ago2 zu untersuchen, wurden

HEK293T Zellen mit FLAG/HA-Ago2 oder GFP und GFP, FynWT oder Fyn+ cotransfiziert. AnschlieRend

wurde eine FLAG-IP durchgefiihrt, synthetische sncRNA715 wurde in vitro auf die gebundenen Ago2-

Proteine inkubiert, extrahiert und anschlieRend mittels RT- und qPCR analysiert.
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Abbildung 37: In vitro Bindungsversuch zur Fyn-Aktivitdts-abhdngigen Ago2-sncRNA715-Interaktion

Es wurden FLAG-IPs aus FLAG/HA-Ago2 und GFP oder FynWT oder Fyn+ cotransfizierten HEK293T Zellen durchgefiihrt und
die gebundenen Proteine wurden mit synthetischer sncRNA715 (715-mimic) inkubiert. Die assoziierten RNAs wurden
extrahiert und anschliefend mittels qualitativer qPCR auf die absolute Menge an sncRNA715 untersucht. Es wurde der
Mittelwert aus 3 Experimenten (n=3) +/- SEM aufgetragen.
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Es wurde in einem in vitro Bindungsversuch untersucht, ob die Interaktion zwischen Ago2 und
sncRNA715, welche in Abbildung 30 gezeigt werden konnte, durch Fyn-abhangige Phosphorylierung
von Ago2 beeinflusst werden kann. Wahrend des Experiments wurden FLAG/HA-Ago2-Proteine
mittels FLAG-IP aufgereinigt und anschlieRend wurde die synthetische sncRNA715 (715-mimic)
darauf inkubiert. Es wurden parallel zur RNA Analyse Western Blots der IPs auf Phosphorylierung der
FLAG/HA-Ago2-Proteine durchgefiihrt und nur die Experimente, in welchen FLAG/HA-Ago2 eindeutig
durch FynWT bzw. Fyn+ Tyrosin-phosphoryliert wurden, wurden zur Untersuchung der gebundenen
sncRNA715 verwendet. Die RNA wurde aus dem IP-Eluat extrahiert und auf die Menge an sncRNA715
mittels gPCR und absoluter Quantifizierung analysiert. Um die unterschiedlichen Experimente besser
vergleichen zu kénnen, wurden jeweils die Verhaltnisse der Menge an sncRNA715 im GFP Ansatz zu
den FynWT bzw. Fyn+ Ansatzen gebildet, der Mittelwert berechnet und gegeneinander aufgetragen
(Abbildung 37). Es wurden drei voneinander unabhangige Experimente gleicher Art durchgefihrt und
es konnten folgende Mittelwerte der an FLAG/HA-Ago2-gebundenen relativen sncRNA715-Menge
berechnet werden. Fir GFP wurde der Wert auf 1 gesetzt, bei FynWT wurde ein Wert von 122,3 +/-
104, bei Fyn+ ein Wert von 12,3 +/- 9,4 und fur die Kontrolle (K-IP) ein Wert von 0,16 +/- 0,16
errechnet. Es erscheint im ersten Eindruck, dass deutlich mehr sncRNA715 aus FynWT und etwas
mehr scnRNA715 aus Fyn+ transfizierten Zellen an FLAG/HA-Ago2 bindet. Wenn man allerdings die
jeweilige Standardabweichungen des Mittelwertes (SEM) betrachtet, ist zu erkennen, dass kein
Unterschied in der jeweiligen sncRNA715 Menge zwischen den Konditionen zu detektieren ist. Also
scheint die Bindung zwischen Ago2 und sncRNA715 nicht durch die Fyn-abhangige Phosphorylierung
beeinflusst zu werden. Es wurden extrem hohe Variationen zwischen den einzelnen Experimenten
gemessen (zu erkennen an dem sehr hohen SEM). Moglicherweise bindet die synthetische
sncRNA715 unspezifisch an Proteinkomplexe, wobei experimentelle Schwankungen entstehen, die in
hohen Variationen der endgiiltigen Ergebnisse resultieren. AuRerdem ist es moglich, dass kleinste
Ungenauigkeiten wahrend der Erstellung der Standardkurve zu groRen Schwankungen in der
kalkulierten absoluten sncRNA715-Menge fiihren, wodurch die weiteren Berechnungen fehlerhaft
sein kénnten.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass Oligodendrozyten Argonaut-Proteine exprimieren und
Ago2-Proteine Teil des hnRNP A2 Transport-Granulas sind. Moglicherweise spielen diese eine Rolle
wahrend der sncRNA715-abhdngigen translationalen Inhibition von Mbp mRNA wahrend des
Transports in die Zellperipherie. Ago2 interagiert spezifisch mit hnRNP A2, Mbp mRNA und
sncRNA715 und wird von der Src-Kinase Fyn phosphoryliert. Die genaue Phosphorylierungsstelle
konnte nicht identifiziert werden und es konnten keine Hinweise darauf gefunden werden, dass die
Tyrosin-Phosphorylierung einen Einfluss auf die Bindung zur sncRNA715 auslbt. Es scheint, dass die
Bindung von sncRNA715 an Ago2 nicht durch die Phosphorylierung aufgehoben wird.

4.2 SncRNA715 in Schwann Zellen

Translationale Regulation von mRNAs durch kleine RNAs wahrend verschiedener Zellprozesse bzw. in
unterschiedlichen Differenzierungsstadien scheint ein weit verbreiteter Mechanismus in vielen
unterschiedlichen Zelltypen zu sein (Carthew, 2006). In diesem Zusammenhang konnten viele kleine
regulatorische RNAs und deren Ziele identifiziert werden. Ein Beispiel hierfir ist die kleine nicht-
codierende RNA 715 (sncRNA715). Sie spielt eine entscheidende Rolle bei der translationalen
Regulation von Mbp mRNA in Oligodendrozyten wahrend des Transports der mRNA zur axo-glialen
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Kontaktstelle, an welcher die lokale Translation von Mbp als Antwort auf axonale Signale stattfinden
kann (Mdller et al., 2013; Bauer et al., 2012). In Schwann Zellen, den myelinisierenden Zellen des
PNS, konnte Mbp mRNA auch in den peripheren Auslaufern der Zellen nachgewiesen werden, wobei
lokale Translation und translationale Repression vermutet werden (Trapp et al., 1987). Da MBPs im
ZNS und PNS homolog sind (Mentaberry et al., 1986), liegt die Vermutung nahe, dass sie ahnlichen
Regulationsmechanismen unterliegen. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob Mbp mRNA in
Schwann Zellen translational reprimiert wird und wenn ja, ob sncRNA715 eine Rolle wahrend dieser
Regulation spielen kénnte.

4.2.1 Translationale Repression von Mbp in der Schwann Zelllinie IMS32

Zur Untersuchung der MBP Expression in Schwann Zellen wurden initiale Experimente in der spontan
immortalisierten murinen Schwann Zelllinie IMS32 durchgefiihrt. Es wurde untersucht, ob diese
Zellen Mbp mRNAs sowie MBP Proteine exprimieren.

A Endpunkt PCR B Western Blot

Hirn-
Oli-neu IMS32 lysat pOL  IMS32 Oli-neu

Mbp mRNA MBP — anti MBP
- Wi | B =

| — ——

GAPDH

p— ti GAPDH
(36kD) | - ant

Abbildung 38: IMS32 Zellen exprimieren Mbp mRNA aber kein Protein

A: RT-PCR auf IMS32 und Oli-neu Gesamtzell-RNA. Es wurden spezifische Primer fiir Mbp mRNA verwendet und das PCR-
Produkt wurde Uber ein 4%iges Agarosegel aufgetrennt und analysiert. Das amplifizierte Fragment besitzt eine GroRe von
88nt. In Oli-neu und IMS32 Zellen wird das gleiche Produkt amplifiziert. (Die RT-PCR wurde von Nina Hochhaus
durchgefiihrt).

B: Western Blot auf Gesamthirnlysat einer 18 Tage alten Maus, primaren Oligodendrozyten (7DIV), IMS32 und Oli-neu
Zellen. Es wurden Antikérper gegen MBP und GAPDH verwendet.

Es wurde Gesamtzell-RNA aus Oli-neu Zellen und IMS32 Zellen extrahiert und auf die Expression von
Mbp mRNA mittels RT-PCR untersucht. Abbildung 38A zeigt, dass in IMS32 Mbp mRNA exprimiert
wird. Oli-neu RNA diente als Positivkontrolle (Die RT-PCR wurde von Nina Hochhaus durchgefiihrt).
Die Zellen wurden aulRerdem auf die Expression von MBP Protein mittels Western Blot untersucht
(siehe Abbildung 38B). Als Positivkontrolle wurde ein Gesamtzelllysat des Gehirns einer 18 Tage alten
Maus sowie ein Zelllysat aus primaren Oligodendrozyten nach sieben Tagen in vitro verwendet (zu
erkennen in Spalte 1 und 2). Die Spalten 3 und 4 zeigen Lysate aus IMS32 Zellen und Oli-neu Zellen.
Es wird deutlich, dass diese beiden Zelllinien kein MBP Protein bilden. Fiir die oligodendrogliale
Vorlauferzelllinie wurde dies bereits friiher gezeigt, da hier MBP im Vorlauferstadium nur als mRNA
exprimiert wird, welche translational gehemmt vorliegt (Pereira et al., 2011). Auch fir die Schwann
Zelllinie IMS32 kann kein Signal fiir MBP Proteine im Western Blot detektiert werden. GAPDH diente
als Ladekontrolle.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Schwann Zelllinie IMS32 die mRNA fiir Mbp
exprimiert, allerdings kann kein Protein detektiert werden kann. Dies weist moglicherweise darauf
hin, dass Mbp in Schwann Zellen ebenfalls im friihen Entwicklungsstadium bzw. vor der
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Myelinisierung translational reprimiert vorliegt. Fir Oligodendrozyten konnte dies bereits gezeigt
werden, wobei die kleine nicht-codierende RNA 715 als translationaler Regulator der Mbp mRNA
identifiziert wurde (Bauer et al., 2012). Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob die
sncRNA715 in Schwann Zellen exprimiert wird und moglicherweise fiir die translationale Repression
der Mbp mRNA verantwortlich ist.

4.2.2 Expression von sncRNA715 in der Schwann Zelllinie IMS32 und in primaren
Schwann Zellen

Es wurde die Gesamtzell-RNA aus Oli-neu Zellen und IMS32 Zellen sowie aus unreifen,

proliferierenden primaren Schwann Zellen (pSC) extrahiert und mittels RT-PCR bzw. Northern Blot

Analysen auf die Expression der sncRNA715 untersucht. (Die RT-PCR in Abbildung 39A wurde von

Nina Hochhaus durchgefiihrt).

A RT-PCR B Northern Blot C RT-PCR
715 s
Oli-neu IMS32 mimic  IMS32  pSC i IMS32 pSC
17/21nt I8 \ (21nt)
(~100nt)

Abbildung 39: IMS32 Zellen exprimieren sncRNA715

A: RT-PCR der sncRNA715 auf Gesamtzell-RNA aus Oli-neu und IMS32 Zellen. Es wurde ein spezifischer Primer Assay
verwendet, welcher nur sncRNA715 amplifiziert.

B: Northern Blot auf Gesamtzell-RNA aus IMS32 Zellen und primdren undifferenzierten Schwann Zellen. 715-mimic
entspricht der synthetischen sncRNA715 Sequenz und wurde als Positivkontrolle verwendet. SnRNA U6 wurde als
Ladekontrolle verwendet.

C: RT-PCR der sncRNA715 und snoRNA135 als Ladekontrolle auf IMS32 Zellen und undifferenzierten primaren Schwann
Zellen. 715-mimic wurde als Positivkontrolle verwendet.

Es wird in Abbildung 39 deutlich, dass sncRNA715 in IMS32 Zellen und primdaren Schwann Zellen
nachgewiesen werden kann. In (A) ist die RT-PCR gezeigt, in welcher als Positivkontrolle Oli-neu RNA
verwendet wurde. Es ist zu erkennen, dass die hier amplifizierten Produkte in der GrofRe
Ubereinstimmen, wodurch anzunehmen ist, dass die in IMS32 Zellen exprimierte sncRNA715 der in
Oli-neu entspricht. Die endogene Expression der sncRNA715 kann durch einen Northern Blot auf
IMS32 Zellen und primadre Schwann Zellen gezeigt werden (Abbildung 39B). Als Positivkontrolle
wurde die synthetische 21 Nukleotid-lange sncRNA715 (715-mimic) verwendet und als Ladekontrolle
wurde die Membran mit einer LNA-Sonde gegen spliceosomal U6 RNA (U6 snRNA) inkubiert, welche
eine Bande bei etwa 100nt hervorruft und nicht in der Spalte der 715-mimic detektierbar ist, da hier
nur die synthetische sncRNA715 aufgetragen wurde. SncRNA715 kann mit einer spezifischen
Digoxigenin-gelabelten LNA-Sonde in der Gesamt-RNA aus IMS32 Zellen bei etwa 20nt detektiert
werden. Die Analyse der RNA aus unreifen primdren Schwann Zellen ergibt eine schwéachere Bande
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im Vergleich zur Schwann Zelllinie IMS32 bei gleicher Menge an aufgetragener RNA (zu erkennen an
der Bande fiir U6 snRNA). Die geringere Menge an sncRNA715 in primaren Schwann Zellen konnte
durch RT-PCRs auf cDNA aus primaren undifferenzierten Schwann Zellen und IMS32 verifiziert
werden (Abbildung 39C).

Grinde fir die deutlich schwéchere Bande in primdren Schwann Zellen kénnten sein, dass die
Schwann Zelllinie IMS32 mehr Mbp mRNA enthalt als die primaren undifferenzierten Schwann Zellen.
Diese muss im Vorlduferstadium translational reprimiert werden, wobei die sncRNA715 eine
entscheidende Rolle spielt. Ein Vergleich der Expressionsmengen an Mbp mRNA wurde allerdings
innerhalb dieser Studie nicht durchgefiihrt. Des Weiteren ist moglich, dass primare Schwann Zellen
in nicht-differenzierenden Kondition bereits etwas differenzierter sind als IMS32 Zellen und damit
bereits mehr Mbp mRNA und weniger sncRNA715 exprimieren.

4.2.3 Differenzierung von primdren Schwann Zellen in vitro

Primdre Schwann Zellen wurden aus den Ischiasnerven von drei Tage alten Wistar Ratten extrahiert
und zu Beginn in Expansionsmedium kultiviert, in welchem sie ihre Proliferationsfahigkeit
beibehalten. Nach Erreichen von 100%iger Konfluenz wurde das Expansionsmedium gegen
definiertes Medium nach Arthur-Farraj et al. von 2011 ausgetauscht, um die Differenzierung in
myelinisierende Schwann Zellen zu ermoglichen (Arthur-Farraj et al.,, 2011). In diesem Medium
stoppt die Proliferation und die Differenzierung kann durch Zugabe von NRG1 und dbcAMP
eingeleitet werden (Arthur-Farraj et al., 2011). Das Differenzierungsmedium wurde je zweimal fur
48h appliziert und anschlieBRend wurde mittels Immunzytochemie gegen den Schwann Zell-Marker
5100 gefarbt und mit Antikorpern gegen MBP der Differenzierungsstatus untersucht.

$100 MBP

Abbildung 40: Differenzierung von primaren Schwann Zellen in vitro

unbehandelt

+NRG1 +dbcAMP

Primdre Schwann Zellen wurden zum einen in undifferenzierenden Konditionen (unbehandelt) und zum anderen in
differenzierenden Konditionen (NRG1+dbcAMP) kultiviert, fixiert und gegen S100 als Schwann Zellmarker und MBP als
Differenzierungsmarker gefarbt. Die Behandlung der primdren Schwann Zellen mit NRG1 und dbcAMP resultiert in der MBP
Synthese in den Zellen. Der Mafstabsbalken entspricht 50um.
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Abbildung 40 zeigt die immunzytochemische Analyse von unbehandelten und differenzierten
(NRG1+dbcAMP) primaren Schwann Zellen. S100 gilt als Marker fiir Schwann Zellen unabhéngig des
Differenzierungsstadiums und zeigt in beiden Konditionen eine deutlich positive Farbung. Die
Antigenfarbung des Myelin Basischen Proteins (MBP) zeigt im undifferenzierten Stadium
(unbehandelt) keine Immunreaktion, allerdings konnen nach Behandlung mit NRG1 und dbcAMP
eine Vielzahl MBP-positiver Schwann Zellen identifiziert werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Behandlung mit NRG1 und dbcAMP die
Synthese von MBP induziert. Es kénnen somit unterschiedliche Stadien von primaren Schwann Zellen
in vitro hergestellt werden, zum einen undifferenzierte und zum anderen differenzierte, MBP positive
Schwann Zellen.

Im Folgenden sollte die differenzielle Expression der sncRNA715 in den unterschiedlichen Stadien der
Schwann Zell-Differenzierung untersucht werden.

4.2.4 Regulation der sncRNA 715 in differenzierten Schwann Zellen in vitro

Es wurden primare Schwann Zellen hergestellt und im undifferenzierten Stadium kultiviert oder
mittels NRG1 und dbcAMP Behandlung in MBP-positive Schwann Zellen differenziert. Zum einen
wurde die Gesamtzell-RNA extrahiert und auf Mbp mRNA und sncRNA715 bzw. G6pdh mRNA und
snoRNA135 als Ladekontrollen getestet. Zum anderen wurden Western Blots gegen MBP, CNP und
GAPDH als Ladekontrolle durchgefiihrt.

primdre
A Schwann Zellen B primiire
undiffe- diffe-  Negativ- Positiv- Schwann Zellen
renziert renziert kontrolle kontrolle undiffe- differen-

renziert  ziert

I B sncRNA 715 MBP
(14-21,5kDa)

—
CNP .
(46-48kDa) EIE anti CNP
S Mbp mRNA GAPDH anti GAPDH
(36kDa)

G6pdh mRNA

anti MBP

snoRNA 135

Abbildung 41: Expression der sncRNA715 in differenzierenden primaren Schwann Zellen

A: Undifferenzierte und differenzierte Schwann Zellen wurden mittels RT-PCR auf die Expression von Mbp mRNA und
sncRNA715 getestet. SnoRNA135 sowie G6pdh mRNA wurden jeweils als Ladekontrolle verwendet. In differenzierten
Schwann Zellen ist nur wenig sncRNA715 und etwas mehr Mbp mRNA im Vergleich zu undifferenzierten Schwann Zellen
detektierbar.

B: Western Blot Analyse auf undifferenzierte und differenzierte Schwann Zellen. Es wurden Antikorper gegen MBP und CNP
verwendet. GAPDH diente als Ladekontrolle. MBP kann nur in differenzierten Schwann Zellen detektiert werden.

Die Analyse der differenziellen Expression von sncRNA715 in primdren Schwann Zellen zeigt in
Abbildung 41A, dass undifferenzierte Schwann Zellen sncRNA715 exprimieren, allerdings in
differenzierten Schwann Zellen nur noch ein sehr schwaches Signal detektierbar ist. Der
Differenzierungsstatus ist in Abbildung 41B gezeigt, in welcher in Lysaten aus differenzierten
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Schwann Zellen MBP Protein nachgewiesen werden kann, allerdings undifferenzierte Zellen keine
Protein Expression zeigen. Mbp mRNA kann in undifferenzierten sowie differenzierten Schwann
Zellen detektiert werden, wobei die Expression in differenzierten Zellen gesteigert ist. In
differenzierten Schwann Zellen wird MBP Protein gebildet, wobei moglicherweise mehr mRNA
bendtigt wird. SnoRNA135 und G6pdh mRNA wurden als Ladekontrollen verwendet.

CNP wird in beiden Stadien der Schwann Zelldifferenzierung exprimiert und kann aus diesem Grund
in weiteren Experimenten als Schwann Zell-spezifische Ladekontrolle im Western Blot verwendet
werden.

Durch das in Abbildung 41 dargestellte Experiment konnte bewiesen werden, dass sncRNA715 in
differenzierten, MBP positiven Schwann Zellen in der Expression herunter reguliert wird.

4.2.5 MBP Proteinmengen lassen sich durch Uberexpression der sncRNA715 reduzieren
Bisher konnte gezeigt werden, dass Schwann Zellen die regulatorische sncRNA715 exprimieren und
diese wahrend der Differenzierung von Schwann Zellen in MBP-positiven Zellen herunter reguliert
wird. In Oligodendrozyten wurde kirzlich der direkte Effekt der sncRNA715 auf Mbp mRNA gezeigt,
in dem die direkte Bindung von sncRNA715 in der 3’UTR der mRNA nachgewiesen wurden.
AuBRerdem konnte durch Uberexpression einer synthetischen sncRNA715 in primaren
Oligodendrozyten die endogenen MBP Proteinmengen verringert werden (Bauer et al., 2012). Es
sollte nun die Frage beantwortet werden, ob auch in Schwann Zellen die sncRNA715 einen
regulatorischen Einfluss auf die Translation der Mbp mRNA hat. Hierzu wurden primare Schwann
Zellen wie beschrieben differenziert. Nach zweimal zweitdagiger Behandlung mit
Differenzierungsmedium wurde entweder die synthetische sncRNA715 (715-mimic) oder eine
Kontroll-siRNA in den Zellen Gberexprimiert. Nach Wiederum 48 stiindiger Inkubationszeit wurden
die Zellen lysiert und auf die Menge an MBP Protein mittels Western Blot getestet.
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Abbildung 42: Uberexpression von sncRNA715 resultiert in verringerten MBP Proteinmengen in differenzierten primiren
Schwann Zellen

A: Beispiel eines Western Blots von differenzierten Schwann Zellen zum einen transfiziert mit einer Kontroll-siRNA (c-siRNA)
und zum anderen mit der synthetischen sncRNA715 (715-mimic). Es wurden Antikorper gegen MBP und CNP als
Ladekontrolle verwendet.

B: Densitometrische Auswertung von 7 voneinander unabhangigen Experimenten der gleichen Art wie in A dargestellt. MBP
Proteinlevel wurden auf CNP normalisiert, die relative MBP Proteinmenge der c-siRNA wurde auf 1 gesetzt und die MBP
Proteinmenge der 715-mimic Transfektion darauf bezogen. Es ergibt sich fiir 715-mimic ein Wert von 0,408, was einer etwa
60%igen Reduktion der MBP Level entspricht. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung des Mittelwertes
(SEM). Es wurde ein Wilcoxon-signed-rank Test durchgefihrt (P-Wert= 0,0156).

In Abbildung 42A ist ein reprasentativer Western Blot der MBP Level nach Uberexpression von
sncRNA715 in primaren differenzierten Schwann Zellen gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass
nach Transfektion der synthetischen sncRNA715 (715-mimic) in differenzierten Schwann Zellen die
Proteinmengen von MBP um etwa 60% reduziert sind im Vergleich zu einer Transfektion mit einer
Kontroll-siRNA (c-siRNA) (715-mimimc: 0,048 +/- 0,157). CNP dient in diesem Fall als Ladekontrolle.
Es wurden insgesamt 7 voneinander unabhangige Experimente der gleichen Art durchgefiihrt und die
Western Blots wurden mithilfe der Imagelab Software (Biorad) densitometrisch analysiert. Es wurde
die jeweilige Menge an MBP auf CNP normalisiert und die normalisierte MBP Proteinmenge der c-
siRNA behandelten Zellen wurde auf 1 gesetzt und mit der normalisierten MBP Proteinmenge der
sncRNA715 liberexprimierenden Zellen verglichen.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass Mbp in Schwann Zellen, vergleichbar zu
Oligodendrozyten, im undifferenzierten Stadium translational reprimiert wird. AuRerdem konnte die
kleine nicht-codierende RNA 715 in primaren Schwann Zellen identifiziert werden. Sie wird in
differenzierten Schwann Zellen im Vergleich zu undifferenzierten Zellen weniger stark exprimiert. Die
Uberexpression der sncRNA715 in MBP positiven, differenzierten Schwann Zellen resultiert in
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verminderten MBP Proteinlevel. Zusammenfassend konnten gezeigt werden, dass Schwann Zell-MBP
in gleicher Weise translational reguliert wird, wie oligodendrogliales MBP.

85



Diskussion

5 Diskussion

Die Myelinisierung von Axonen ermdoglicht die schnelle und energieeffiziente Weiterleitung von
Aktionspotentialen in Nervenzellen. Die Myelinschicht wird im zentralen Nervensystem von
Oligodendrozyten und im peripheren Nervensystem von Schwann Zellen durch Bildung von
Membranstapeln etabliert, welche sich spiralig um das Axon wickeln. Wahrend der Expansion dieser
Membranen missen innerhalb kiirzester Zeit groRe Mengen Proteine und Lipide gebildet werden.
Das zweithaufigste Myelinprotein im ZNS und dritthaufigste im PNS ist das Myelin Basische Protein
(MBP). MBP ist entscheidend an der Bildung der Myelinmembran beteiligt, da es mit den negativ
geladenen Phospholipiden der Zellmembranen interagiert und damit die Membranen einander
anndhert und die Myelinschicht kompaktiert (Nave and Werner, 2014). Des Weiteren kénnen MBP-
Proteine in vitro mit sich selbst interagieren und bilden ein molekulares Sieb, woriiber die Protein-
und Lipidkomposition der Myelinmembran reguliert wird (Aggarwal et al., 2013, 2011b).

Bereits 1982 konnten Hinweise dafiur gefunden werden, dass MBP einem spezialisierten
Syntheseweg folgt, da die mRNA nicht nur perinukledr, sondern auch in aufgereinigten
Myelinfraktionen nachgewiesen werden konnte (Colman et al., 1982). Mbp mRNA bindet im Zellkern
an den trans-acting Faktor hnRNP A2 iiber eine spezielle Sequenz in der 3’"UTR (A2 Response Element,
A2RE), wodurch die mRNA zum Transport in die Zellperipherie markiert ist (Munro et al., 1999). Nach
Export aus dem Nukleus assoziieren verschiedene weitere Proteine und andere Faktoren, wodurch
sich ein Ribonukleoproteinpartikel (RNP) bildet (Carson and Barbarese, 2005; Kosturko et al., 2005,
2006; Raju et al., 2008; Barbarese et al., 1995; Laursen et al.,, 2011). Dieser wird entlang des
Zytoskeletts in die Zellperipherie transportiert, wo in Antwort auf spezifische Signale die Translation
gestartet wird (Laursen et al., 2009; Lyons et al., 2009; Brumwell, 2002; White et al., 2008). Innerhalb
dieser RNPs befinden sich wahrscheinlich unterschiedliche A2RE-enthaltene mRNAs, welche wahrend
des Transports translational inaktiviert und spezifisch rdumlich und zeitlich reaktiviert werden
missen (Mouland et al., 2001; Gao et al., 2008). Fir Mbp mRNA konnte die regulatorische kleine
nicht-kodierende RNA 715 (sncRNA715) identifiziert werden, welche innerhalb der 3’UTR bindet und
die Translation unterdrickt (Bauer et al., 2012). Diese sncRNA715 wurde zu Beginn als mikroRNA
(miRNA) eingeordnet, allerdings stellte sich im Verlauf der Studie heraus, dass sie nicht dem
Maturierungsmuster von miRNAs folgt und wurde deswegen als kleine nicht-kodierende RNA
bezeichnet. Der Vorldufer dieser 21 Nukleotid-langen RNA befindet sich innerhalb der Sequenz der
45kb rRNA und kann damit in die Klasse der srRNAs eingeordnet werden (small rDNA-derived RNA)
(Wei et al., 2013). Die Reifung von srRNAs ist unabhangig von dem Enzymkomplex Dicer, allerdings
konnte gezeigt werden, dass diese kleinen regulatorischen RNAs in Arabidopsis thaliana und
Drosophila melanogaster mit Proteinen der Argonaut-Familie interagieren (Wei et al., 2013).

In Oligodendrozyten spielt die sncRNA715 eine entscheidende Rolle wahrend der translationalen
Regulation von Mbp mRNA, hochstwahrscheinlich wahrend des Transports in die Peripherie, wo die
lokale Translation in Antwort auf axonale Signale stattfindet (Miller et al., 2013). Allerdings bleibt
bisher unklar, welche weiteren molekularen Faktoren die Repression der Translation vermitteln und
wie dies letztendlich auch wieder aufgehoben wird. Argonaut-Proteine bilden zusammen mit kleinen
regulatorischen RNAs den Kernkomplex des microRNA induced silencing complex (miRISC), welcher
zum einen fiir den Abbau oder zum anderen fiir die translationale Inhibition der assoziierten mRNA
verantwortlich sein kann (Cenik and Zamore, 2011). Letzteres wird wiederum vermittelt durch die
Rekrutierung weiterer Faktoren innerhalb des miRISC wie dem GW182-Protein, welches die
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ribosomalen Untereinheiten hemmt und damit die Translation der mRNA verhindert (Eulalio et al.,
2008).

Die zugrunde liegende Hypothese ist, dass die sncRNA715 mit einem Argonaut-Protein interagiert,
damit den miRISC bildet und innerhalb des A2-Granulas die Translation der Mbp mRNA verhindert.
Wie allerdings wird diese Interaktion reguliert und wie kann die Translation wieder reaktiviert
werden?

5.1 Argonaut-Proteine in Oligodendrozyten

Die Expression der Argonaut-Proteine Agol bis Ago4 wurde bisher in oligodendroglialen Zellen nicht
ausreichend untersucht. Es wurde gezeigt, dass Oligodendrozyten Ago2-Proteine exprimieren und
dass die Assemblierung des miRISC wahrend der pathologischen Demyeliniserung des ZNS im EAE
Mausmodell gestort ist (Lewkowicz et al., 2015). Die im Laufe der vorliegenden Studie durchgefiihrte
Analyse zur Expression der vier mRNAs der in Saugetieren beschriebenen Argonaut-Proteine zeigt,
dass alle vier mRNAs in der oligodendroglialen Vorlauferzelllinie Oli-neu und in primaren
Oligodendrozyten verschiedener Differenzierungsstadien exprimiert werden (siehe Abbildung 22).
AulRerdem konnten in differenzierenden Oligodendrozyten sowie im optischen Nerven aus Mausen
verschiedenen Alters und Entwicklungsstufen Agol und Ago2 auf Proteinebene nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25). Damit ist gezeigt, dass Argonaut-Proteine in
Oligodendrozyten exprimiert werden und es liegt nahe, dass die miRNA-abhdngige translationale
Inhibition durch den Ago-enthaltenen miRISC auch in diesen Zellen eine Rolle spielt.

Die zelluldare Lokalisation des Argonaut-Proteins Ago2 wurde mithilfe immunzytochemischer
Analysen in primaren Oligodendrozyten untersucht. Die Farbungen von endogenen Ago2-Proteinen
in oligodendroglialen Zellen zeigen eine granuldre Verteilung im Zellsoma, in den distalen Auslaufern
sowie in den Randern der in vitro gebildeten Myelinmembranen (siehe Abbildung 26). Es existieren
drei Klassen von zelluldaren Granulas, Stressgranulas, P-Bodies (processing bodies) und RNA-Granulas
(Moser and Fritzler, 2010). Sie unterscheiden sich in der jeweiligen GroRen-Spanne (Stressgranula:
100-2000nm, P-Bodies: 100-300nm, RNA-Granula: 150-1000nm), wobei kleine Granulas zwischen
100nm und 300nm nicht eindeutig Gber ihren Durchmesser zugeordnet werden kdnnen (Eystathioy
et al., 2002; Krichevsky and Kosik, 2001; Anderson and Kedersha, 2009). Stressgranula zeichnen sich
durch ihre heterogene Form aus, wobei P-Bodies eher einheitlich geformt sind (Moser and Fritzler,
2010). In allen drei Granula-Typen wird die assoziierte mRNA translational reprimiert und kann in
Antwort auf spezifische Signal reaktiviert werden, wobei nur in Stressgranula und RNA-Granula
ribosomale Proteine nachgewiesen werden konnten. Dem entgegen stehen P-Bodies, in welchen die
MRNA abgebaut wird (Buchan, 2014). Sie enthalten Enzyme, die an Prozessen des Decapping, der
Deadenylierung und Degradation beteiligt sind und es konnen keine ribosomalen Proteine
nachgewiesen werden (Sheth and Parker, 2003). Argonaut-Proteine konnten in friiheren Studien in P-
Bodies detektiert werden, wo sie fir translationale Repression bzw. mRNA-Abbau verantwortlich
sind (Liu et al., 2005b). Unter zelluldren Stressbedingungen lokalisierten Ago-Proteine in Hela-Zellen
innerhalb von Stressgranula. Diese Umlokalisierung von P-bodies in Stressgranula scheint von
sncRNAs abhangig zu sein, da in Dicer-knockout Zellen, welche keine reifen miRNAs bilden, Ago-
Proteine nicht in Stressgranula nachzuweisen sind (Leung et al., 2006). Da allerdings in den hier
durchgefiihrten Experimenten keine Stresssituation hervorgerufen wurde, kann ausgeschlossen
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werden, dass es sich bei den in Abbildung 26 zu erkennenden Strukturen um Stressgranula handelt.
Die identifizierten granuldaren Strukturen innerhalb der oligodendroglialen Ausldaufer erinnern durch
ihre Lokalisation an bereits bekannte oligodendrogliale hnRNP A2-Granula (vergleiche White et al.,
2008) und es konnte eine Interaktion von Ago2 mit hnRNP A2 immunzytochemisch sowie
biochemisch nachgewiesen werden (siehe Abbildung 27, Abbildung 28 und Abbildung 29). Dies
deutet darauf hin, dass Ago2 moglicherweise an der translationalen Regulation von Mbp mRNA
wahrend des Transports beteiligt ist.

In einer fritheren Studie konnte gezeigt werden, dass in Oligodendrozyten Ago2 mit dem QKI-6 RNA-
bindenden Proteinen unter Stressbedingungen in zytoplasmatischen Granula assoziiert und QKI-6
wiederrum mit Mbp mRNA in Stressgranula der humanen Glioblastoma Zelllinie U343 colokalisiert,
wobei eine Beteiligung des miRISC nicht vermutet wird (Wang et al., 2010). Eine direkte Interaktion
von Ago2 und Mbp mRNA konnte allerdings noch nicht bewiesen werden.

5.1.1 Argonaut-Proteine und der Mbp mRNA Lokalisationsweg

Der Mbp mRNA Lokalisationsweg ist ein spezialisierter Mechanismus, um die mRNA an ihren Zielort
zu transportieren. Innerhalb des Ribonukleoproteinpartikels ist die zu transportierende mRNA
translational reprimiert und muss reaktiviert werden, wenn die Zielregion erreicht ist. Fiir Mbp mRNA
konnte die sncRNA715 als translationaler Repressor identifiziert werden, allerdings bleibt ungeklart,
wie diese Inhibition vermittelt wird. SncRNA715 interagiert mit hnRNP A2 und scheint damit Teil des
A2-Granula zu sein (Bauer et al, 2012). Durch immunzytochemische Untersuchungen in
oligodendroglialen Zellen konnte eine partielle Colokalisation von hnRNP A2 und Ago2 gezeigt
werden (siehe Abbildung 27 und Abbildung 28). Die beiden Proteine colokalisieren in granuldren
Strukturen in den Zellauslaufern und in den Randern der in vitro gebildeten Myelinmembranen,
wodurch die Beteiligung von Ago2 wahrend des Transports von oligodendroglialen mRNAs in die
Zellperipherie vermutet werden kann. Ago2 sowie hnRNP A2/B1 konnten bereits unabhangig
voneinander innerhalb von oligodendroglialen TIA-1 positiven Stressgranulas detektiert werden
(McDonald et al., 2011; Detzer et al.,, 2011). Da in dem durchgefiihrten Experiment keine
Stresssituation hervorgerufen wurde, kann davon ausgegangen werden, dass die beobachtete
Colokalisation der Proteine nicht innerhalb von Stressgranula stattfindet, sondern in anderen
zelluldren Granula. Der verwendete Antikorper gegen hnRNP A2/B1 erkennt alle vier Isoformen der
A2/B1-Proteine, wodurch keine Aussage dariiber getroffen werden kann, welche der Isoformen mit
Ago?2 colokalisiert. HnRNP A2b ist als die vorwiegende zytoplasmatische Isoform beschrieben, welche
moglicherweise Uberwiegend an dem granuldren Transport der Mbp mRNA beteiligt ist, wobei die
Isoform A2 hauptsdchlich im Zellkern nachzuweisen sein soll (Han et al., 2010). Auch die
durchgefiihrten Immunprazipitationsexperimente konnten keinen Nachweis dariber liefern, welche
der A2-lIsoformen mit Ago2 interagiert (vergleiche Abbildung 29). Es scheint, dass A2 und A2b
dimerisieren, da beide Proteine innerhalb einer spezifischen Immunprazipitation von hnRNP A2b-
FLAG detektierte werden konnen. Damit kann keine der beiden Isoformen als Bindungspartner von
Ago2 ausgeschlossen werden.

Die starke Anreicherung der Ago2- und A2-enthaltenen Granula an den Randern der
Myelinmembranen kann darauf zurlick gefiihrt werden, dass die RNA-Granula bis zu dieser Position
transportiert werden und auf ein Signal , warten”, welches den Granula auflost und die Translation
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startet. Wahrend des Prozesses der Myelinisierung missen in der Zellperipherie in Antwort auf
spezifische Signale hohe Mengen an Myelinproteinen wie MBP gebildet werden. Es erscheint damit
zeit- sowie energieeffizient, dass die mRNAs der Myelinproteine in der Peripherie in einem
translational reprimierten Zustand zwischen gelagert und erst auf Anforderung translatiert werden.

Durch biochemische Analysen der Interaktion von Ago2 und hnRNP A2 aus transfizierten Zellen
konnte die direkte Interaktion der beiden Proteine gezeigt werden (siehe Abbildung 29). Ein
endogener Nachweis dieser Interaktion konnte aufgrund der geringen Expressionslevel und nur
partiellen Interaktion nicht geliefert werden. Argonaut-Proteine sind an vielen unterschiedlichen
zellularen Prozessen beteiligt. Die Differenzierung sowie Proliferation von Oligodendrozyten ist unter
anderem stark abhdngig von miRNAs (Dugas and Notterpek, 2011). Da miRNAs im Komplex mit Ago-
Proteinen den miRISC bilden, welcher die Wirkung der miRNA vermittel, werden Ago-Proteine
hochstwahrscheinlich auch in Oligodendrozyten an diesen Prozessen beteiligt sein. Damit stellt die
translationale Regulation von transportierten mRNAs in die Zellperipherie nur einen kleinen Teil der
Funktion von Argonaut-Proteinen in Oligodendrozyten dar und die Colokalisation kann nur partiell
auftreten.

Die direkte Beteiligung von Ago2 am Mbp mRNA Lokalisationsweg konnte durch
Immunpréazipitationsexperimente gezeigt werden. Aus mit FLAG/HA-Ago2, MBP14 und sncRNA715
Uberexprimierenden Oli-neu Zellen wurden Ago2-Proteine aufgereinigt und auf Coprazipitation von
Mbp mRNA und scnRNA715 getestet. Mbp mRNA sowie sncRNA715 interagieren spezifisch mit
FLAG/HA-Ago2 Proteinen (siehe Abbildung 30).

Die Lokalisation von Ago2 in oligodendroglialen A2-Granula und die Assoziation mit Mbp mRNA und
sncRNA715 weist auf die Beteiligung von Ago2 im Lokalisationsmechanismus von oligodendroglialen
mMRNAs hin. Die mRNA muss wahrend des Transports in die Zellperipherie translational inhibiert
werden und moglicherweise sind daran Proteine des miRISC, wie GW182, beteiligt. Es bleibt damit zu
untersuchen, ob GW182 eine zusatzliche Komponente des A2-Granulas ist. MRNA-Transportgranula
enthalten unter anderem Komponenten der Translationsmaschinerie, wie Elongationsfaktoren und
ribosomale Untereinheiten (Anderson and Kedersha, 2006). Bildet moglicherweise GW182 eine
weitere Komponente des RNA-Granula, so konnte dieses dafiir zustdandig sein, die ribosomalen
Untereinheiten zu blockieren und die Translation zu unterdriicken. Die Wichtigkeit des GW182-
Proteins wadhrend der translationalen Regulation von mRNAs durch siRNAs respektive miRNAs konnte
bisher nur zum einen in den humanen Zelllinien HeLa und HEK293 und zum anderen in Drosophila
melanogaster gezeigt werden (Liu et al., 2005a; Jakymiw et al., 2005; Rehwinkel et al., 2005).

5.1.2 Ago2 wird von der Src-Kinase Fyn phosphoryliert

Es konnte im Laufe dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Argonaut-Protein Ago2 Teil des A2-
Granulas ist, in welchem Mbp mRNA durch sncRNA75 translational reprimiert zur axo-glialen
Kontaktstelle transportiert wird. Erreicht dieser Granula die Zielregion, muss die mRNA translational
reaktiviert werden. Wie kann dieser Schritt reguliert werden?

In Oligodendrozyten wird unter anderem durch Interaktion des axonalen Zelladhdsionsmolekiils L1
mit oligodendroglialem F3/Contactin die membranstandige Src-Kinase Fyn aktiviert und
Komponenten des RNA-Granulas, wie hnRNP A2 und F, phosphoryliert, wodurch der RNA-Granula
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dissoziiert und die Translation der Mbp mRNA gesteigert wird (White et al., 2008, 2012). Fyn kann
des Weiteren Uber die Interaktion von oligodendroglialen a6f1-Integrinen mit Laminin2 sowie Uber
elektrische Aktivitdt des Axons und damit verbundene Glutamat-Freisetzung an der axo-glialen
Kontaktstelle aktiviert werden (Colognato et al., 2002; Wake et al., 2011). Die weitere Bildung der
Myelinschicht und deren Aufrechterhaltung scheinen auRerdem von der Ausschittung synaptischer
Vesikel abzuhdangen (Hines et al., 2015). Die Fyn-Kinase ist ein Schllsselregulator der translationalen
Reaktivierung von Mbp mRNA an der axo-glialen Kontaktstelle und die Myelinisierung hangt damit
stark von der Aktivierung von Fyn durch unterschiedliche axonale Signale ab (Kramer-Albers et al.,
2011). Wie allerdings genau wird die Translation reaktiviert? Wie wird die Bindung zum miRISC
reguliert? Und |6st sich der gesamt Komplex auf oder wird nur die Funktion unterdrickt?

In einer Studie aus 2011 wurde die Phosphorylierung des Argonaut-Proteins Ago2 nachgewiesen.
Ridel und Kollegen konnten zeigen, dass verschiedene Aminosauren innerhalb der Sequenz
phosphoryliert werden und dass speziell die Phosphorylierung des Tyrosins an der Position Y529 in
der sncRNA-Bindetasche die Bindung zur kleinen RNA beeinflusst. Durch Nachahmung der
Phosphorylierung durch Austausch des Tyrosins gegen ein Glutamat wurde die Bindung zu sncRNAs
stark reduziert (Ridel et al., 2011). Die Phosphorylierung eines weiteren Tyrosins an der Position
Y393 stellte sich als regulatorisch fur die Interaktion mit dem Enzymkomplex Dicer heraus (Yang et
al., 2014). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ago2 in Abhangigkeit von der Fyn-
Kinase Tyrosin-phosphoryliert wird (siehe Abbildung 32, Abbildung 33 und Abbildung 34), allerdings
konnte das genaue Tyrosin innerhalb der Sequenz nicht identifiziert werden. Es konnten uber
Experimente mit Phosphorylierungsmutanten von FLAG/HA-Ago2 und Ago2-Myc/His Konstrukten die
beiden Tyrosine Y393 und Y529 als einzige Ziele der Fyn-Kinase ausgeschlossen werden. Die Mutation
der Tyrosine in Phenylalanine verhindert eine Phosphorylierung, allerdings konnte in Anwesenheit
der Wildtyp Fyn (FynWT) bzw. der konstitutiv aktiven Fyn-Kinase (Fyn+) eine nahezu gleiche Menge
an Tyrosin-phosphorylierten Ago2-Proteinen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 35 und
Abbildung 36). Durch weitere Analysen, zum Beispiel mittels Massenspektrometrie nach Fyn-
Manipulation, gilt es die genauen bzw. weiteren Phosphorylierungsstellen zu identifizieren. In der
zugrunde liegenden Studie aus 2011 wurden allerdings keine weiteren Tyrosine als mogliche
Phosphorylierungsstellen beschrieben (Riidel et al., 2011). Dies liegt héchstwahrscheinlich an den
experimentellen Gegebenheiten, da in den publizierten Experimenten HEK293 Zellen verwendet
wurden, in welchen die endogene Fyn-Aktivitdit nur sehr gering ist und auch in den hier
durchgefiihrten Analysen nicht nachgewiesen werden konnte (vergleiche Src418-Blot in Abbildung 32
bis Abbildung 36). Es wire also nétig, die Fyn-Aktivitidt durch Uberexpression von Wildtyp-Fyn oder
konstitutiv aktivem Fyn zu erhéhen und damit die Phosphorylierung von Ago2 zu verstarken, damit
diese per Massenspektrometrie nachgewiesen werden kann. Es ware von Interesse die genaue
Phosphorylierungsstelle der Fyn-Kinase innerhalb der Ago2-Sequenz zu identifizieren, da
anschlieRend weitere Experimente zur Verifizierung der exakten Funktion dieser Tyrosin-
Phosphorylierung durchgefiihrt werden kdnnten. Es wurde hier untersucht, ob die Fyn-abhangige
Phosphorylierung einen Einfluss auf die Bindung von Ago2 zur sncRNA715 hat, allerdings konnte
aufgrund zu starker experimenteller Schwankungen kein signifikanter Effekt gezeigt werden, es ist
allerdings eine Tendenz erkennbar, dass die direkte Bindung der sncRNA715 an Ago2 nicht durch Fyn-
abhidngige Phosphorylierung beeinflusst wird (siehe Abbildung 37). Die Vermutung, dass die Fyn-
Kinase das regulatorische Tyrosin Y529 in der MID-Domane des Ago2-Proteins phosphoryliert,
wodurch die Bindung zur sncRNA715 reduziert wird, konnte damit nicht betdtigt werden. Dieses
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Tyrosin an der Position Y529 befindet sich in nativem Zustand des Proteins innerhalb einer engen
Bindungstasche und ist damit moéglicherweise nicht leicht zuganglich fur die Kinase. Das Tyrosin an
der Position Y393 befindet sich in der Linker-Region zwischen der PAZ- und der MID-Domane und die
Phosphorylierung beeinflusst die Bindung zum Enzymkomplex Dicer, wodurch die Reifung von
sncRNAs beeinflusst wird (Shen et al., 2013). Wie allerdings genau diese Inhibition der Interaktion
stattfindet bleibt unklar. Moglicherweise wird die Konformation von Ago2 so verandert, dass die
Interaktion mit Dicer nicht ldanger moglich ist. Innerhalb der gesamten humanen Ago2-
Aminosduresequenz befinden sich 27 Tyrosine. Welches von diesen durch Fyn phosphoryliert wird,
kann ohne weitere Analysen nicht genau definiert werden. Es ist wahrscheinlich, dass die Fyn-
abhidngige Phosphorylierung die Konformation des Ago2-Proteins verdndert und damit die
translationale Inhibition aufgehoben wird. Es ist bekannt, dass verschiedene andere Komponenten
des RNA-Granulas, wie hnRNP A2 und F, in Antwort auf axonale Signale von Fyn phosphoryliert
werden und die Synthese des MBP Proteins gesteigert wird (Miiller et al., 2013). Auch Ago2 wird Fyn-
abhangig phosphoryliert und durch die abstoflenden Krafte der negativen Ladungen der
phosphorylierten Proteine entfernen sich diese moéglicherweise voneinander und der RNA-Granula
zerbricht, wodurch die Komponenten frei werden und die mRNA translatiert werden kann. Es wird
vermutet, dass noch weitere Komponenten der RISC-Maschinerie, wie GW182, im Granula enthalten
und an der translationalen Inhibition beteiligt sind. Auch GW182 wird posttranslational Uber
Phosphorylierung modifiziert (Eystathioy et al.,, 2002) und es konnte gezeigt werden, dass
Phosphorylierung von miRISC-Komponente die Aktivitdt oder die Bildung von miRNAs reguliert (Ando
and Leung, 2013; Wu et al, 2013). Es erscheint wahrscheinlich, dass die Fyn-abhangige
Phosphorylierung von Granula- und miRISC-Komponenten den Zerfall des Granulas hervorruft und
damit ein Startsignal zu Translation der transportierten mRNA darstellt. Es gilt in zuklinftigen Studien
diese Vermutung zu untersuchen und zu analysieren, wie die genaue Reaktivierung der Translation
stattfindet. Es bleibt bisher ungeklart, ob sich auch der gesamte miRISC aufldst, oder ob dieser sich
nur von der mRNA ablost aber funktional vollstindig bleibt. Dies kodnnte durch
Immunprazipitationsexperimente unter Manipulation der Fyn-Kinase stattfinden, wobei die
Assoziation verschiedenster Proteine an Ago2 sowie die Interaktion nach Fyn-Uberexpression
analysiert werden kénnen. Des Weiteren besteht die Frage, ob und wie der miRISC bzw. die
einzelnen Komponenten anschlieBend wieder aus der Zellperipherie abtransportiert werden oder ob
diese an Ort und Stelle abgebaut werden. Es bleibt bisher ungeklart, ob ein bestimmter RISC-Komplex
immer nur eine sncRNA bindet und damit nur fir die translationale Regulation einer spezifischen
MRNA zustandig ist, oder ob die assoziierten kleinen RNAs ausgetauscht werden, je nach zelluldrer
Lokalisation und Situation.

5.1.3 Derepression der miRNA-abhangigen translationalen Regulation von mRNAs
Wahrend der miRNA-abhangigen translationalen Repression von mRNAs bindet der miRISC innerhalb
der 3'UTR der mRNA und rekrutiert weitere Proteine, welche wiederum Komponenten der
Translationsmaschinerie inhibieren (Ender and Meister, 2010). Es bleibt allerdings unklar, wie die
Translation wieder reaktiviert wird. In HEK293 und Hela sowie in Immunzellen ist das APOBEC3G
Protein (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G, A3G) in die Prozesse
der Derepression involviert. Es konnte gezeigt werden, dass A3G mit Komponenten des miRISC, wie
Ago2 und GW182, interagiert und die Rekrutierung der mRNA in Richtung Polysomen fordert. Es wird
vermutet, dass die Interaktion von Ago2 mit A3G verhindert, dass die mRNA in P-Bodies eingebaut
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wird und damit die Translation nicht inhibiert wird (Huang et al., 2007). Ob allerdings die direkte
miRNA-mRNA-Bindung von der Assoziation der beiden Proteine beeinflusst wird, bleibt unklar. Des
Weiteren wird nicht deutlich, ob die Translation nach einer Inaktivierung durch A3G-Ago2-Interaktion
reaktiviert werden kann, oder ob die Translation erst gar nicht reprimiert wird. Die Expression des
A3G-Proteins ist abhédngig von Interferon-(IFN)a/B (Huang et al., 2007) und die Erhéhung von IFN /B
fihrt moglicherweise zu einer reduzierten translationalen Repression durch miRNAs. Durch IFN a/f
abhangige Steigerung der Expression von A3G konnte die Interaktion von Ago2 mit A3G auch in
Oligodendrozyten zunehmen und damit die translationale Repression von Mbp mRNA aufgehoben
werden, wodurch die Myelinbildung gesteigert wird. Dieser Spekulation liegt allerdings zugrunde,
dass A3G von Oligodendrozyten exprimiert wird und an der axo-glialen Kontaktstelle auf Ago2 trifft.
Dies misste in zuklinftigen Expresssionsanalysen in oligodendroglialen Zellen untersucht werden.

In einer weiteren Studie aus 2007 konnte gezeigt werden, dass die miRNA-abhangige Translation von
MRNAs durch Assoziation von RNA-bindenden Proteinen in konservierten Regionen innerhalb der
MRNA reguliert werden kann. Die Expression des Proteins Dnd 1 (dead end 1) innerhalb einer Uridin-
reichen Region der mRNA verhindert die Bindung der kleinen RNA und wirkt damit der
translationalen Inhibition entgegen (Kedde et al., 2007). Ob allerdings Dnd 1 in Oligodendrozyten
exprimiert wird und an der translationalen Regulation beteiligt ist, wurde bislang nicht analysiert.
Mbp mRNA weist innerhalb der 3’UTR drei dieser Uridin-reichen Regionen auf, welche die RNA-
Transportsequenz (RTS) flankieren. Innerhalb dieser RTS bindet hnRNP A2 die mRNA und sorgt fir
den Transport in die Zellperipherie (Ainger et al., 1997). HnRNP A2 und Ago2 interagieren mit Mbp
mRNA innerhalb des RNA-Granulas, in welchem sie nah beieinander liegen missen. Stellt Dnd 1 eine
Komponente dar, die die translationale Repression verhindert oder auflost, so erscheint es sinnvoll,
dass Dnd 1 innerhalb der Uridin-reichen Region neben dem A2RE bindet und damit die Assoziation
des A2-Granulas raumlich verhindert bzw. stért und die Translation ermdoglicht.

5.1.4 Deregulation von Ago2 Proteinen verursacht schwerwiegende Erkrankungen
Argonaut-Proteine spielen in vielen unterschiedlichen Spezies eine entscheidende Rolle wahrend der
Entwicklung und Reifung verschiedenster Zellen. Es ist naheliegend, dass diese Proteine in ihrer
Funktion genauestens reguliert werden missen, damit diese Prozesse korrekt ablaufen kdnnen.
Treten Defekte in der Regulation der Argonaut-Proteine auf, so kommt es zu erheblichen Stérungen
der posttranskriptionellen Genregulation. In myeloiden Leukdamiezellen zum Beispiel spielt Ago2 eine
Rolle wahrend der Determinierung der Zellen und die Stérung resultiert in schwerwiegenden Folgen
im Verlauf der Krankheit (losue et al., 2013). Auch in der neurodegenerativen Erkrankung Chorea
Huntington konnte die Beteiligung von Ago2 gezeigt werden. Chorea Huntington ist eine genetische
Erkrankung, in welcher Protein-Aggregate innerhalb von Neuronen des Striatum und des Cortex
detektiert werden kdnnen. Diese Aggregate enthalten Fragmente des Huntingtin-Proteins (Epplen et
al., 2000). Ago2 assoziiert mit diesem Huntingtin-Protein und beide lokalisieren innerhalb der Zelle in
P-Bodies. Wahrend des Krankheitsverlaufes ist die Integritdt und Funktion der P-Bodies in Neuronen
gestort und es kommt damit zu erheblichen Einschrankungen der posttranskriptionellen
Genregulation von dendritisch lokalisierten mRNAs (Savas et al.,, 2010). Untersuchungen an
konditionellen Knockout-Mausen der vier verschiedenen Argonaut-Proteine konnten zeigen, dass nur
der Verlust von Ago2 zu embryonaler Letalitat fihrt (Wang et al., 2012).
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Die Interaktion von Ago2 mit dem Mbp mRNA Lokalisationsweg Uber die Bindung an die kleine nicht-
kodierende RNA 715 muss auch genauestens reguliert werden, da kleinste Abweichungen einen
erheblichen Einfluss auf die Entwicklung der Myelinschicht haben kénnten. Es wird vermutet, dass
die Ago2- und sncRNA715-abhdngige translationale Regulation der Mbp mRNA an der axo-glialen
Kontaktstelle ganz spezifisch deaktiviert werden muss, um die lokale Translation von Mbp und damit
die rdumlich und zeitlich spezifisch regulierte Myelinisierung zu starten. Diese genaue Regulation
scheint essentiell zu sein, da die Bildung der Myelinschicht in Antwort auf spezifische Signale schnell
und energieeffizient erfolgen muss, um auf mégliche Anderungen reagieren zu kénnen. In einer
eleganten Studie aus 2014 konnte gezeigt werden, dass neuronale Aktivitdt die Bildung des Myelins
in vivo beeinflusst und Verhaltensdanderungen hervorruft. Die Autoren schlussfolgerten, dass
adaptive Anderungen der myelinbildenden Zellen eine Form der verhaltensrelevanten neuronalen
Plastizitat reprasentieren. Dies zeigt, dass die Plastizitdt der Myelinschicht eine entscheidende Rolle
bei adaptiven und neuronalen Funktionen spielt und damit genauestens reguliert werden muss
(Gibson et al., 2014). Da die Fyn-Kinase durch neuronale Aktivitat beeinflusst wird (Wake et al.,
2011), ist es wahrscheinlich, dass auch die Anpassung der Myelinisierung und damit verbundene
Verhaltensdnderungen in Antwort auf neuronale Aktivitat Gber die lokale Aktivierung der Fyn-Kinase
und daraus resultierende Steigerung der MBP-Synthese resultiert. Werden im Mbp mRNA-
Transportkomplex Komponenten nicht korrekt exprimiert oder in ihrer Aktivitat falsch reguliert, so
kann es zu erheblichen Schaden kommen. Eines der Granula-Komponenten, hnRNP F, muss in
korrekten Mengen exprimiert werden um die MBP-Synthese aufrechtzuerhalten. Uberexpression
sowie Herunterregulation durch siRNA-Behandlungen fihrt in oligodendroglialen Zellen zu einer
verminderten MBP-Synthese (White et al., 2012). Damit ist gezeigt, dass die Komponenten korrekt
ausbalanciert exprimiert werden missen und es kann vermutet werden, dass auch die Expression
des Ago2-Proteins innerhalb des Granulas ein spezifisches Level erreichen muss und nicht
Uberschreiten sollte, um die exakte Funktion zu gewahrleisten. Die Translation des Myelinproteins
MBP ist ein entscheidender Schlisselpunkt der Initilerung der Myelinbildung, allerdings ist diese
nicht der einzige Regulationsmechanismus. Es ist moglich, dass UnregelmaRigkeiten in der Ago-
Expression durch andere Mechanismen ausgeglichen werden. AuRerdem kénnten die anderen Ago-
Proteine moglicherweise die Funktion von Ago2 kompensieren, da diese auch einen funktionalen
RISC bilden kdénnen. Die natiirliche Mausmutante shiverer, in welcher keine MBP Proteine gebildet
werden kdnnen, zeigt deutlich, wie essentielle die Synthese der MBP Proteine im ZNS fir die Bildung
der Myelinschicht bendtigt wird, da hier kein funktionales Myelin gebildet werden kann und die
Mause erhebliche phanotypische Defekte aufweisen (Nave, 1994). Damit muss die Mbp-Translation
genauestens reguliert und balanciert werden, damit eine funktionale Myelinschicht gebildet werden
kann.

5.2 MiRNA-abhdngige translationale Regulation im peripheren Nervensystem
Die Rolle der translationalen Regulation durch sncRNAs im zentralen Nervensystem wurde bisher
umfangreich untersucht sowie diskutiert und es konnte gezeigt werden, dass kleine regulatorische
RNAs eine entscheidende Rollen wahrend allen zellularen Prozessen spielen (Lau et al., 2008;
Krichevsky et al., 2004). Auch im peripheren Nervensystem hadngt die Entwicklung und Reifung
unablassig von kleinen regulatorischen RNAs ab. Eines der Haupt-Myelinproteine PMP22 wird durch
die miRNA-29a reguliert. AuRerdem kontrolliert miRNA-138 den Transkriptionsfaktor Sox2, welcher
in unreifen Schwann Zellen exprimiert wird und wahrend der Differenzierung in myelinisierende
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Schwann Zellen unterdriickt wird (Yun et al., 2010; Verrier et al., 2009). Die genetische Deletion des
sncRNA-Prozessierungsenzyms Dicer in Schwann Zellen fuhrt zu Hypomyelinisierung im PNS (Bremer
et al., 2010; Pereira et al., 2010; Yun et al, 2010). Im zentralen Nervensystem wird in
Oligodendrozyten das zweithdufigste Myelinprotein MBP von der sncRNA715 reguliert. Auch im
peripheren Myelin spielt MBP eine entscheidende Rolle. In der natirlich vorkommenden
Mausmutante shiverer, in welcher das MBP-Gen durch Deletion funktionsuntiichtig ist, besteht
weiterhin funktionell kompaktes Myelin, allerdings ist die Anzahl zytoplasmatischer Kanile, der
sogenannten Schmidt-Lantermann Einkerbungen (Schmidt-Lantermann insicures, SLl) verdoppelt
(Smith-Slatas and Barbarese, 2000). Myelin Basisches Protein in Schwann Zellen beeinflusst die
Stabilitat und Umsetzung von Proteinen der SLI wie Connexin-32 und MAG (Smith-Slatas and
Barbarese, 2000). Damit ist MBP auch im PNS entscheidend an der Aufrechterhaltung der
funktionellen Myelinschicht beteiligt. Auch in Schwann Zellen wird vermutet, dass MBP als mRNA in
die Zellperipherie lokalisiert, da Mbp mRNA wahrend des Mpyelinisierungsprozesses diffus im
Zytoplasma verteilt nachgewiesen werden konnte (Trapp et al., 1987). Aus dieser Beobachtung
heraus liegt die Vermutung nahe, dass die mRNA translational in dhnlicher Weise reguliert werden
muss, wie bereits in Oligodendrozyten bekannt (Miiller et al., 2013). Wie allerdings wird in Schwann
Zellen die Translation von Mbp reguliert? Spielt auch hier die sncRNA715 eine Rolle, dhnlich wie in
Oligodendrozyten?

5.2.1 Translationale Regulation von Mbp mRNA durch sncRNA715 in Schwann Zellen
Durch Untersuchungen an der spontan immortalisierten Schwann Zelllinie IMS32 sowie an primaren
Schwann Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien, konnte gezeigt werden, dass
undifferenzierte Zellen Mbp mRNA exprimieren, aber kein Protein synthetisiert wird (vergleiche
Abbildung 38 und Abbildung 41B), womit eine translationale Inhibition wahrscheinlich erscheint. Da
die MBP Proteine des peripheren Nervensystems sich nicht von denen im zentralen Nervensystem
unterscheiden (Mentaberry et al., 1986), liegt die Vermutung nahe, dass auch Schwann Zell MBP
Uber die Assoziation mit der kleinen nicht-kodierende RNA 715 translational reguliert wird. Es konnte
die Expression der sncRNA715 in der Schwann Zelllinie IMS32 sowie in primaren Schwann Zellen
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 39 und Abbildung 41). Des Weiteren wird die sncRNA715 in
differenzierten, MBP-positiven Schwann Zellen im Vergleich zu undifferenzierten in ihrer Expression
herunter reguliert (siehe Abbildung 41).

Durch Zugabe des zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren (epidermal growth factor, EGF)
gehorenden Proteins Neuregulin 1 Typ Ill (NRG1) und gleichzeitige Erhohung des intrazelluldren
cAMP-Spiegels durch Zugabe von dbcAMP oder Forskolin wurde die Differenzierung von Schwann
Zellen in vitro vermittelt (Arthur-Farraj et al., 2011). Die Reifung der Zellen konnte durch
immunzytochemische sowie proteinbiochemische Analysen des MBP-Proteins nachgewiesen werden
(vergleiche Abbildung 40 und Abbildung 41B). Damit die Translation von Mbp ermdoglicht werden
kann, muss die translationale Repression aufgehoben werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
regulierende sncRNA715 in differenzierten Schwann Zellen schwacher exprimiert wird als in
undifferenzierten (vergleiche Abbildung 41A). Der Effekt der sncRNA715 auf die Translation von Mbp
konnte durch Uberexpression der synthetischen sncRNA715 Sequenz in differenzierten primaren
Schwann Zellen bewiesen werden, da hier die MBP Level um etwa 60% reduziert sind. Der direkter
Effekt der sncRNA715 auf die Translation von MBP wurde in einer friheren Studie in
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Oligodendrozyten untersucht, in welcher durch Mutation der sncRNA715 Bindestelle innerhalb der
3'UTR der Mbp mRNA in Luziferase-Reporterkonstrukten die translationale Repression verringert
wurde (Bauer et al., 2012).

5.2.2 Regulation der Myelin-Genexpression nach axo-glialem Kontakt im peripheren
Nervensystem

Die Myelinisierung im peripheren Nervensystem durch Schwann Zellen hangt von diversen Faktoren
ab. Zu Beginn muss entschieden werden, ob eine Schwann Zelle Axone ummantelt und sogenannte
Remak-Bundle bildet, oder ob die Schwann Zelle spezifisch um einzelne Axone die Myelinschicht
synthetisiert (Jessen and Mirsky, 2005). Bei Axonen mit einem Durchmesser groRer als 1um assoziiert
die Schwann Zelle mit einem axonalen Abschnitt und bildet die Myelinschicht. Zur Bildung einer
funktionalen Myelinschicht muss die Synthese der Myelinprotein gestartet werden, was wiederum
von unterschiedlichsten Faktoren abhangt. Da Schwann Zellen im PNS nur ein einzelnes axonales
Segment myelinisieren, wohingegen Oligodendrozyten im ZNS mehrere Abschnitte auf
unterschiedlichen Axonen ummanteln (Poliak and Peles, 2003), muss die lokale Synthese von
Myelinproteinen in Schwann Zellen weniger komplex reguliert werden. In Oligodendrozyten muss die
Bildung der Myelinschicht in den unterschiedlichen Ausldaufern auf die verschiedenen Eigenschaften
der axonalen Segmente angepasst werden. Da sich Schwann Zellen im Gesamten um den axonalen
Abschnitt wickeln, also nur einen ,Auslaufer” bilden, missen sie nur auf die Eigenschaften eines
axonalen Segments adaptieren. Die genau angepasste, lokale Regulation der MBP Synthese scheint
damit nicht so komplex, wie in Oligodendrozyten. Allerdings muss auch die Schwann Zelle vor der
Kompaktierung von intrazellularen Membranen durch MBP Proteine geschiitzt werden. Wiirde MBP
als Protein ungeschitzt im Zytoplasma des Zellsomas synthetisiert, kdnnte es durch die basischen
Eigenschaften und damit positiven Ladung intrazellulire Membranen, wie Endoplasmatisches
Reticulum oder Golgi-Apparat, kompaktieren und die Funktionen dieser Organellen damit
beeintrachtigen (Staugaitis et al., 1990). Damit muss auch die Translation von MBP in Schwann Zellen
lokal reguliert werden. In der durchgefiihrten Studie konnte gezeigt werden, dass die Translation von
MBP in Schwann Zellen durch die kleine nicht-codierenden RNA 715 inhibiert wird. Wie allerdings
wird die Translation gestartet? Dissoziiert die sncRNA715 von der Mbp mRNA? Es konnte in den
myelinisierenden Zellen des zentralen Nervensystems gezeigt werden, dass der Transport der Mbp
MRNA in die Zellperipherie von dem Transportfaktor hnRNP A2 abhangt. Hier wird in Antwort auf
Interaktion von axonalem L1 mit oligodendroglialem F3/Contactin bzw. axonalem Laminin a2 und
oligodendroglialem B1 Integrin die Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Fyn aktiviert. Fyn phosphoryliert
unter anderem hnRNP A2 und F, wodurch die Synthese des MBP Proteins gesteigert wird (Miiller et
al., 2013). Im ersten Teil der durchgefuhrten Studie konnte gezeigt werden, dass in Oligodendrozyten
auch Ago2 Teil des hnRNP A2-abhdngigen Transportgranulas ist und Ago2-Proteine von Fyn
phosphoryliert werden. Es wird vermutet, dass durch Ago2-enthaltende miRISCs die translationale
Repression vermittelt wird und die Derepression am Ort der lokalen Translation durch Fyn-abhangige
Phosphorylierung von miRISC Komponenten gestartet wird. Wie genau die Aktivierung der
Translation stattfindet konnte allerdings nicht gezeigt werden. Es kommt die Frage auf, ob auch in
Schwann Zellen die Mbp mRNA in hnRNP A2-enthaltenen RNA Granulas transportiert wird und in
welcher Weise die Derepression der mRNA an der axo-glialen Kontaktstelle stattfindet. Es konnte in
friheren Studien gezeigt werden, dass nur Schwann Zellen, welche Laminin y1 exprimieren, MBP
Protein synthetisieren. Schwann Zellen negativ flir Laminin yl1 bilden nicht den
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differenzierungsférdernden Transkriptionsfaktor Krox20 und MBP und es wird keine Myelinschicht
gebildet. Die Zellen verweilen im pramyelinisierendem Stadium (Chen and Strickland, 2003). Des
Weiteren wird vermutet, dass die Src-kinase Fyn auch eine entscheidende Rolle wahrend der
Differenzierung in myelinbildenden Schwann Zellen spielt (Sobko et al., 1998). Die Aktivierung von
Fyn aktiviert wiederum Kalium-Kanale, wodurch die Differenzierung beginstigt wird (Sobko et al.,
1998). Fyn bildet zusammen mit B1 Integrinen, der focal adhesion kinase und Paxillin einen Aktin-
assoziierten Komplex, welcher die Initiation der Differenzierung von Schwann Zell Vorlauferzellen in
myelinisierende Schwann Zellen hervorruft (Chen et al., 2000). Es erscheinen damit einige
Gemeinsamkeiten in der Aktivierung der Myelinisierung zwischen Oligodendrozyten und Schwann
Zellen. Es bleibt allerdings zu untersuchen, ob Mbp mRNA in Schwann Zellen an hnRNP A2 bindet und
ob der Transport in die Zellperipherie {iber diesen trans-acting Faktor vermittelt wird. Wird auch in
Schwann Zellen die lokale Translation der Mbp mRNA (iber Fyn-abhangige Phosphorylierung der
Granula Komponenten aktiviert? Spielen auch in Schwann Zellen Argonaut-Proteine wahrend der
posttranskriptionellen Genregulation eine Rolle? Wird die sncRNA715-abhédngige translationale
Repression von Mbp mRNA auch in Schwann Zellen Uber Ago2 vermittelt? In einer Studie aus 2009
konnte gezeigt werden, dass das periphere Myelinprotein PMP22 mit Ago2-Proteinen interagiert. Die
Expression von PMP22 wird (iber die miR-29a reguliert, welche im Komplex mit Ago2 die Translation
inhibiert (Verrier et al., 2009). Damit ist ein Beispiel gezeigt, in welchem ein peripheres Myelinprotein
durch die Interaktion mit einem Ago2-enthaltenen miRISC translational reguliert wird. Es bleibt
allerdings genauer zu untersuchen, in welcher Weise Ago-Proteine in Schwann Zellen exprimiert und
reguliert werden.

5.3 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Oligodendrozyten Argonaut-Proteine
exprimieren und dass Ago2 eine Komponente des hnRNP A2-abhdngigen Mbp mRNA
Transportgranulas darstellt. Ago2 interagiert mit hnRNP A2, Mbp mRNA, sncRNA715 und der Fyn-
Kinase. Ago2 bildet also vermutlich zusammen mit der sncRNA715 den miRISC, welcher fiir die
translationale Inhibition verantwortlich ist. Fiir die Repression der Translation sind allerdings weitere
Proteine notig. Im Allgemeinen wird GW182 von Ago2 rekrutiert und bildet eine weitere
Komponente des miRISCs, in welchem es fir die Hemmung der ribosomalen Untereinheiten
zustandig ist (Eulalio et al., 2008). In zukiinftigen Experimenten konnten die weiteren Faktoren des
miRISC innerhalb des RNA-Granula identifiziert werden. Dies ware wichtig um die genaue Funktion
der einzelnen Komponenten zu definieren und einen Eindruck darliber zu gewinnen, welche
Komponenten moglicherweise in verschiedensten Krankheitssituationen verandert sein konnten.

Ago2 konnte auBerdem als neues Fyn-Zielprotein identifiziert werden. Die Fyn-abhdngige
Phosphorylierung von Ago2 hat keinen Einfluss auf die Bindung zur sncRNA715, allerdings wird
vermutet, dass die Phosphorylierung generell den Zerfall des RNA-Granula verursacht und damit die
Translation ermoglicht. Es gilt in Zukunft zu analysieren, wie sich die einzelnen Granula-
Komponenten nach Phosphorylierung zueinander verhalten. Es kénnten nach Uberexpression von
Fyn in oligodendroglialen Zellen Coimmunoprazipitationsexperimente durchgefiihrt werden, in
welchen die Interaktion verschiedener Proteine in Abhangigkeit des Phosphorylierungsstatusses
untersucht werden kann. Dies konnte Aufschluss darliber geben, wie die Mbp mRNA bei der
Initilerung der Myelinisierung translational reaktiviert wird.
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Um einen genauer Eindruck Uber die Verteilung des Argonaut-Proteins Ago2 in vivo zu gewinnen,
kénnten immunhistochemische Analysen auf corticalen Schnittkulturen durchgefiihrt werden. Diese
Schnittkulturen stellen ein relativ simples Modellsystem zur Beobachtung der Myelinisierung in vivo
dar, da die Oligodendrozyten im Laufe der Kultivierung axonale Segmente myelinisieren. Durch
Cofarbungen von Ago2 mit MBP oder auch hnRNP A2 koénnte ein Eindruck dariber gewonnen
werden, wo innerhalb der myelinisierenden Oligodendrozyten sich Ago2-Proteine befinden und
auBerdem an welcher Stelle die Interaktion von Ago2 mit hnRNP A2 stattfindet.

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass im EAE-Mausmodell die Expression von Ago2
herunterreguliert ist (Lewkowicz et al., 2015). Im EAE-Modell entwickeln sich durch Infiltration von
Immunzellen demyelinisierte Lasionen in der weillen Substanz des Gehirns, welche axonale
Degeneration zur Folge haben und damit verbundene phanotypische Defekte auftreten (Mccarthy et
al., 2012). In zuklnftigen Experimenten konnte die Expression der sncRNA715 im EAE-Modell
untersucht werden um einen moéglichen Zusammenhang zu den Veranderungen der Ago2-Expression
zu erkennen.

In der durchgefiihrten Studie konnte auch in Schwann Zellen die sncRNA715 als Regulator der
translationalen Repression der Mbp mRNA identifiziert werden. Mbp mRNA wird auch in Schwann
Zellen in die Zellperipherie transportiert, wobei die Translation wahrend des Transports verhindert
werden muss (Trapp et al.,, 1987). In zukinftigen Studien gilt festzustellen, ob der gesamte
Transportprozess der Mbp mRNA in gleicher Weise ablauft, wie bereits fiir Oligodendrozyten gezeigt.
Dabei konnte auf Interaktion von Mbp mRNA mit verschiedenen Granula-Komponenten, wie hnRNP
A2, hnRNP F und Ago2 mittels Immunprazipitationsexperimenten getestet werden. AuBerdem
kénnte untersucht werden, ob auch in Schwann Zellen die Fyn-Kinase eine entscheidende Rolle bei
der translationalen Reaktivierung an der axo-glialen Kontaktstelle darstellt. Wird die Schwann Zelle
Mbp mRNA in gleicher Weise transportiert wie in Oligodendrozyten, so liegt es nahe, dass die Fyn-
Kinase die Komponenten phosphoryliert und darliber die Myelinisierung steuert.

Die sncRNA715 ist entscheidend an der Regulation der lokalen Myelinisierung in Oligodendrozyten
und Schwann Zellen beteiligt. Damit kdnnten Deregulationen dieser kleinen regulatorischen RNA
eine Rolle wahrend Prozessen der Demyelinisierung spielen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
sncRNA715 in demyelinisierten Lasionen von MS-Patienten im Vergleich zur normal erscheinenden
weiBen Substanz hoch reguliert ist (Bauer et al., 2012). Es konnte in zukinftigen Studien die
Verteilung von miRISC-Komponenten, insbesondere von Ago2, innerhalb dieser Lasionen untersucht
werden. Sind diese missreguliert im Vergleich zur normal erscheinenden weien Substanz, so kénnte
ein Hinweis darauf gefunden werden, warum OPCs in diesen Lasionen nicht langer in der Lage sind
MBP Proteine zu synthetisieren und damit funktionelles Myelin zu bilden. Durch diese Erkenntnisse
konnten moglicherweise neue Faktoren gefunden werden, welche zur Therapieentwicklung hilfreich
sein kdnnten.

In der naturlich vorkommenden Mausmutante shiverer wird durch Deletionen im MBP-Gen kein
funktionales MBP Protein gebildet und das Gehirn dieser Méause ist hypomyelinisiert (Readhead and
Hood, 1990). Das PNS dieser Mause weist normale Myelinisierung auf, allerdings ist der molekulare
Aufbau durch Verdoppelung der Anzahl an Schmidt-Lantermann Einkerbungen verandert (Gould et
al., 1995). Es konnten Schwann Zellen aus diesen Mausen extrahiert werden und auf die Expression
der sncRNA715 untersucht werden. Es ist zu vermuten, dass diese in den MBP-defizienten Zellen im
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Vergleich zu Schwann Zellen aus einer Wildtyp-Maus, herunter reguliert ist. AuRerdem kénnten Co-
Kulturen aus Wildtyp-Schwann Zellen und Neuronen hergestellt werden und es kdnnte analysiert
werden, ob die spezifische Uberexpression der sncRNA715 in Oligodendrozyten, mithilfe eines
viralen Systems, die Myelinisierung in vitro beeinflusst.

Ein interessanter Ansatz kénnte auch sein, einen AAV, welcher zu einer Uberexpression der
sncRNA715 fiihrt, in Wildtyp-Mausen in vivo in den Ischiasnerv zu injizieren (vergleiche Gonzalez et
al.,, 2014) und mithilfe spezialisierter Praparation von Querschnitten durch den lIschiasnerv und
anschlieRender Elektronenmikroskopie (vergleiche Mobius, 2009) den Aufbau der Myelinschicht zu
untersuchen. Dies konnte einen Hinweis darauf liefern, ob die translationale Repression der Mbp
MRNA durch Bindung der sncRNA715 zum gleichen molekularen Aufbau der Myelinschicht fihrt wie
die Deletion des gesamten Proteins in shiverer Mausen.

98



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die Myelinisierung neuronaler Axone ermoglicht eine schnelle und energieeffiziente Weiterleitung
von Informationen im Nervensystem. Durch lokale Synthese von Myelinproteinen kann die
Myelinschicht, zeitlich und raumlich reguliert, gebildet werden. Dieser Prozess ist abhdngig von
verschiedensten axonalen Eigenschaften und muss damit lokal reguliert werden. Die Myelinisierung
im zentralen sowie im peripheren Nervensystem hangt unter anderem stark von kleinen
regulatorischen RNA Molekilen ab. In Oligodendrozyten wird das Myelin Basische Protein (MBP) von
der sncRNA715 translational reguliert, indem diese direkt innerhalb der 3’UTR der Mbp mRNA bindet
und damit die Proteinsynthese verhindert. Mbp mRNA wird in hnRNP A2-enthaltenen RNA Granula in
die Zellperipherie transportiert, wo in Antwort auf axonale Signale die membranstandige Tyrosin-
Kinase Fyn aktiviert wird, welche Granula-Komponenten wie hnRNP A2 und F phosphoryliert
wodurch die lokale Translation initiiert wird. Wahrend des Transports wird die mRNA durch die
Bindung der sncRNA715 translational reprimiert. SncRNAs bilden zusammen mit Argonaut-Proteinen
den microRNA induced silencing complex (miRISC), welcher die translationale Inhibition oder den
Abbau von mRNAs vermittelt. In der vorliegenden Arbeit sollte zum einen die Regulation der
sncRNA715-abhangigen translationalen Repression der Mbp mRNA in oligodendroglialen Zellen
genauer untersucht werden und im zweiten Teil wurde die Rolle der sncRNA715 in den
myelinbildenden Zellen des peripheren Nervensystems, den Schwann Zellen, analysiert.

Es konnte in oligodendroglialen Zellen die mRNA-Expression der vier, in Sdugern bekannten
Argonaut-Proteinen nachgewiesen werden. AuRerdem konnten die beiden Proteine Agol und Ago2
in vitro sowie in vivo detektiert werden. Ago2 interagiert mit hnRNP A2, Mbp mRNA und sncRNA715,
womit es als neue Komponente des Mbp mRNA Transportgranulas identifiziert werden konnte. Des
Weiteren colokalisiert Ago2 mit der Fyn-Kinase und alle vier Argonaut-Proteine werden Fyn-abhangig
Tyrosin-phosphoryliert. Die Fyn-abhangige Phosphorylierung der Granula-Komponenten in Antwort
auf axo-glialen Kontakt fihrt zum Zerfall des RNA-Granulas und zur gesteigerten MBP
Proteinsynthese. Dies wird moglicherweise durch AbstoRungskrafte der negativ geladenen
phosphorylierten Proteine vermittelt, wodurch diese sich voneinander und von der mRNA entfernen.
Durch die Ablésung des miRISCs von der Mbp mRNA wird die Translation moéglicherweise reaktiviert
und die Myelinisierung kann starten. Mit der Identifizierung von Ago2 als neuer Mbp mRNA
Transportgranula-Komponente konnte ein weiterer Einblick in die Regulation der lokalen Translation
von MBP gewahrt werden. Das Verstdndnis dieses Prozesses ist entscheidend fir die Entwicklung
neuer Therapien von demyelinisierenden Erkrankungen, da neue Faktoren als eventuelle Ziele fiir
pharmakologische Manipulationen identifiziert und moglichweise neue Therapiemoglichkeiten
entstehen kénnten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die translationale Regulation von Mbp mRNA in Schwann Zellen
untersucht. Auch Schwann Zell-Mbp wird als mRNA translational inaktiviert zur axo-glialen
Kontaktstelle transportiert, wo vermutlich auch lokale Translation in Antwort auf spezifische Signale
stattfindet. Allerdings bleiben die genauen Mechanismen der mRNA-Lokalisation und damit
verbundenen translationalen Repression bislang ungeklart. Es konnte hier gezeigt werden, dass auch
in Schwann Zellen die sncRNA715 exprimiert wird und die Translation von Mbp reguliert.
Uberexpression der synthetischen sncRNA715 fiihrt zu einer signifikanten Reduktion der MBP
Proteinmengen in differenzierten primaren Schwann Zellen. Damit kann vermutet werden, dass die
Regulation der lokalen MBP Proteinsynthese in Schwann Zellen der in Oligodendrozyten ahnelt.
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7 Summary

The myelination of neuronal axons facilitates fast and energy efficient transmission of information in
the nervous system. Myelin sheath growth requires local synthesis of myelin proteins which is
spatially and temporally regulated. This process must be regulated locally to respond to diverse
axonal properties. Myelination in the peripheral as well as in the central nervous system is controlled
by small regulatory RNAs. In oligodendrocytes translation of Myelin Basic Protein is dependent on
sncRNA715, which binds directly in the 3’UTR of Mbp mRNA and inhibits its translation. Mbp mRNA is
transported into the cell periphery in hnRNP A2-containing RNA granules. At the axo-glial contact site
the tyrosine kinase Fyn is activated in response to axonal signaling and phosphorylates granule
components like hnRNP A2 and F which leads to granule dissociation and translation initiation.
During transport binding of sncRNA715 inhibits premature translation of Mbp mRNA. SncRNAs
together with Argonaute proteins form the microRNA induced silencing complex (miRISC), which is
responsible for translational repression or mRNA decay. It was the aim of the project described here
to analyze the regulation of sncRNA715-dependent translational inhibition of Mbp mRNA in
oligodendroglial cells. In the second part, the role of sncRNA715 in the myelinating cells of the
peripheral nervous system, the Schwann cells, was investigated.

In oligodendroglial cells mRNA expression of the four mammalian Argonaute proteins could be
shown. Furthermore the proteins Agol and Ago2 could be detected in vitro and in vivo. Ago2
interacts with hnRNP A2, Mbp mRNA and sncRNA715 and with this is identified as a new component
of Mbp mRNA transport granules. In addition Ago2 colocalizes with Fyn kinase and all four Agos are
shown to be tyrosine phosphorylated by Fyn. Fyn-dependent phosphorylation of granule
components in response to axon-glial signaling presumably leads to granule breakdown and
increases MBP protein synthesis. This could be mediated by repulsive forces of the negatively
charged phosphorylated proteins by which proteins detach from another resulting in the removal of
the miRISC from the mRNA and translational reactivation of repressed mRNA. With the identification
of Ago2 as a new component of Mbp mRNA transport granules we have provided new insights into
the regulation of local MBP translation in oligodendrocytes. The understanding of this process is
important for new therapy developments for demyelinating diseases, because new factors were
identified as targets for potential pharmacological manipulations.

In the second part of this work the translational regulation of Mbp mRNA in Schwann cells was
analyzed. Similar to oligodendroglial Mbp, Schwann cell-Mbp is transported as translationally
repressed mRNA to the axon-glial contact site, where local translation in response to specific axonal
signals takes place. The distinct mechanisms of mRNA localization and translational repression in
Schwann cells have not been unraveled so far. It was shown here that also Schwann cells express
sncRNA715 and that this small RNA controls Mbp translation. Overexpression of a synthetic
sncRNA715 sequence in primary Schwann cells leads to significantly decreased MBP protein levels.
This suggests a similar regulatory mechanism for local Mbp translation in Schwann cells as in
oligodendrocytes.
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8 Abkiirzungen
Tabelle 14: Verwendete Abkiirzungen
Ago Argonaut
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaare
BSA Rinderserum Albumin (Bovine Serum Albumine)
bzw. beziehungsweise
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CNPase 2’, 3’- Cyclic Nucleotide 3’-Phosphodiesterase
d.h. das heildt
ddH20 doppelt destilliertes Wasser
dH20 destilliertes Wasser
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DNA Desoxyribonukleinsaure
DNAse Desoxyribonuklease
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraacetat
eGFP enhanced Green Fluorescent Protein
hnRNP heterogene nukledres Ribonukloprotein
LIF Leukamie-induzierter Faktor
MAG Myelin-associated Glycoprotein
MBP Myelin basisches Protein
miRISC microRNA induced silencing complex
miRNA mikroRNA
MOBP Myelin-associated Oligodendrocytic Basic Protein
mRNA Boten-RNA (messenger RNA)
OPC Oligodendrozyten-Vorlduferzelle (oligodendrocyte precursor cell)
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PLP Proteolipid Protein
PNS Peripheres Nervensystem
pSC primdre Schwann Zellen
gPCR Quantitative Realtime-PCR
RNA Ribonukleinsaure
RT Raumtemperatur
SEM Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean)
siRNA small interfering RNA
TAE Tris-Acetat-EDTA
z.B. Zum Beispiel
ZNS Zentrales Nervensystem
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Anhang

10 Anhang

10.1 Quantifizierung der Colokalisation von Ago2 mit hnRNP A2 bzw. Fyn-Kinase

Es wurde die Colokalisation innerhalb der Cofarbung von Ago2 mit hnRNP A2 bzw. Fyn-Kinase in
primaren Oligodendrozyten quantifiziert (vergleiche Abbildung 28 und Abbildung 31). Hierzu wurde
der Mander’s Korrelations-Koeffizient (MCC) und der Pearson’s Korrelations-Koeffizient (PCC)
berechnet, sowie ein Coste’s Test durchgefiihrt. Es wurden sechs voneinander unabhdngige

Experimente durchgefiihrt.

Quantifizierung der Colokalisation Ago2 und hnRNP A2

A Tabelle des Mander’s Korrelations-Koeffizienten

Primdre Oligodendrozyten 5DIV
Fraktion von A2 Gberlagert mit Ago2

nl n2

n3

n4

n5 | n6 | Mittelwert

SEM

MCC (M2)

0.465(0.637

0.930

0.918

0.967|0.894| 0.802

0.083

80,18% Colokalisation

B Tabelle des Pearson’s Korrelations-Koeffizienten und Coste’s test

Costes' randomization based colocalization

MCC (M1) PCC r (original) |r (randomized) P-value
nl 0.601 0.74 0.74 0.0+0.0050 100%
n2 0.472 0.636 0.636 0.0+0.0050 100%
n3 0.653 0.857 0.857 0.0+0.0030 100%
n4 0.786 0.927 0.927 0.0+0.0040 100%
nS 0.453 0.823 0.823 0.0+-0.0040 100%
n6 0.554 0.74 0.74 0.0+-0.0030 100%

C Beispiel-Ausschnitte fiir die Quantifizierung

Ago2

nz!
I“6.

A: Zusammenfassung der Auswertung mittels Mander’s Korrelations-Koeffizienten (MCC) M2.

hnRNP A2

Abbildung 43: Auswertung der Quantifizierung der Colokalisation von Ago2 und hnRNP A2

B: Zusammenfassung der Auswertung mittels Mander’s Korrelations-Koeffizienten (MCC) M1, Pearson’s Korrelations-

Koeffizienten (PCC) und Coste’s Test (Coste’s randomization based colocalization).

C: Zwei Beispiele der Bildausschnitte, welche fiir die Quantifizierung der Colokalisation verwendet wurden.
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Quantifizierung der Colocalization Ago2 und Fyn kinase

A Tabelle des Mander’s Korrelations-Koeffizienten

Primére Oligodendrozyten 3DIV
Fraktion von Fyn (iberlagert mit Ago2

nl n2 n3 nd | n5 | n6 | Mittelwert SEM

Manders

. .632]0. .802 0.7 .7 7 .
coefficient (M2) 0.689)|0.632|0.963|0.802(0.793(0.708|  0.765 0.048

76,45% Colokalisation

B Tabelle des Pearson’s Korrelations-Koeffizienten und Coste’s test

Costes' randomization based colocalization
MCC (M1) PCC r(original) | r (randomized) P-value
nl 0.6305 0.717 0.716 0.0£0.0185 100%
n2 0.66 0.748 0.748 0.0£0.0050 100%
n3 0.581 0.770 0.770 0.0£0.0050 100%
n4 0.718 0.890 0.890 0.0+0.0040 100%
nS 0.862 0.902 0.902 0.0£0.0040 100%
né 0.649 0.820 0.820 0.0£0.0040 100%

C Beispiel-Ausschnitte fur die Quantifizierung

Ago2 Fyn

nz!!
ns!!

Abbildung 44: Auswertung der Quantifizierung der Colokalisation von Ago2 und Fyn-Kinase

A: Zusammenfassung der Auswertung mittels Mander’s Korrelations-Koeffizienten (MCC) M2.

B: Zusammenfassung der Auswertung mittels Mander’s Korrelations-Koeffizienten (MCC) M1, Pearson’s Korrelations-
Koeffizienten (PCC) und Coste’s Test (Coste’s randomization based colocalization).

C: Zwei Beispiele der Bildausschnitte, welche fiir die Quantifizierung der Colokalisation verwendet wurden.
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