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1 Einleitung

1.1 Nervensystem und Myelin

Das Nervensystem der Vertebraten ist eines der komplexesten und leistungsfahigsten Or-
gane im Tierreich. Es wird unterteilt in das zentrale Nervensystem (ZNS) und in das
periphere Nervensystem (PNS) sowie seit einiger Zeit auch in das enterische Nervensys-
tem (ENS), die sich in einigen Bereichen zum Teil deutlich voneinander unterscheiden.
Gemeinsam ist allen eine hohe Nervenleitungsgeschwindigkeit und Informationsverarbei-
tung. Diese hohe Effektivitéit, gebiindelt auf sehr kleinem Raum, wird zum einen durch
eine hohe Verschaltung der Nervenzellen untereinander erreicht und zum anderen durch
eine hohe Geschwindigkeit der Informationsweiterleitung iiber relativ grofie Distanzen.

Da sich Axone, die der Informationsweiterleitung dienenden Fortsdtze von Nervenzellen,
im physikalischen Sinne ungefihr wie Metall-Leiter verhalten, ist die Leitungsgeschwin-
digkeit direkt abhéngig von der Langskonstante A, d.h. von der Depolarisationsgeschwin-

digkeit der Membran. Diese ist abhéngig vom Querwiderstand R,,, sowie dem Auflen- und

Rm
Ri +Ra

Innenwiderstand R, und R;: A = . Zur Erhohung der Léngskonstante und damit

auch der Impulsfortleitung gibt es im Tierreich zwei Moglichkeiten:

e VergréBerung des Leiter-Durchmessers
Da R,, umgekehrt proportional zum Radius ist, R; aber zum Quadrat des Radius,
nimmt der Innenwiderstand umso mehr ab und die Leitungsgeschwindigkeit umso
mehr zu, je grofler der Radius wird. Dieser Weg findet sich bei den Riesenaxonen
der Tintenfische o.4. Ein grofler Nachteil ist allerdings der immense Platzbedarf

groffkalibriger Axone, welcher der Ausbildung komplexer Schaltkreise im Wege steht.

e [solation und Saltatorische Erregungsweiterleitung
Die Isolation eines Axons durch Myelinscheiden erhéht den Querwiderstand R,,
und somit auch die Langskonstante. Die Erregungsleitung findet ausschliefSlich an
regelméflig wiederkehrenden Einschniirrungen statt, den sogenannten Ranvier‘schen
Schniirringen, iiber die die Impulsfortleitung saltatorisch geschieht. Myelinisierte

Axone benétigen daher wenig Platz und haben eine hohe Leitungsgeschwindigkeit.
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Abbildung 1: Schema eines peripheren Nervs

Schwannzellen nehmen zu Beginn der Myelinogenese einen 1:1 Kontakt mit Axonen auf
und umwickeln diese, indem der Zellrand unter den gegeniiberliegenden Zellrand gescho-
ben wird. Gleichzeitig kommt es zu einer Kompaktierung des Zytosols unter dem Einfluss
von membransténdigen Myelinproteinen. Abbildung veréndert nach: Skript zur Vorlesung
,Nervous System“ des Instituts fiir Biochemie und Molekulare Biologie, Eberly College
of Science, Pennsylvania State University).

Die Gehirne der hoher entwickelten Organismen verdanken ihre grofle Leistungsfahigkeit
vor allem dem zuletzt genannten Punkt, der Myelinisierung. Die Isolation der Nerven-
bahnen wird dabei im ZNS durch die Oligodendrozyten bewerkstelligt und im PNS durch
die Schwannzellen (Abb. 1). Da in der vorliegenden Arbeit vornehmlich an Schwannzellen

gearbeitet wurde, soll im folgenden nur auf diese eingegangen werden.
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1.2 Schwannzellen

Die Vorlauferzellen der Schwannzellen, die Neuralleisten-Zellen (neural crest cells), ent-
stammen dem Neuroepithelium des dorsalen Randes der sich zum Neuralrohr einfaltenden
Neuralplatte (Lobsiger et al., 2002). Sie wandern bei der Ratte am Embryonal-Tag 9-10
(E9-10) vom Neuralrohr lateral und ventral weg in ihre Zielgebiete und entwickeln sich
u.a. zu Melanozyten, glatten Muskelzellen, PNS Neuronen und glialen Zelltypen (Ander-
son, 1993; Henion und Weston, 1997).

Eine wichtige Frage in der Entwicklung der Schwannzellen ist, welche Faktoren fiir das
Einschlagen der unterschiedlichen Entwicklungsmoglichkeiten notwendig sind. Die Ent-
wicklung des Ischiasnerven der Ratte hat sich dabei als ein gutes Modellsystem herausge-
stellt (Mirsky und Jessen, 1999; Lobsiger et al., 2002). Die ersten Axone projizieren in den
Bereich der Hinterbeine der Ratten zwischen E13 und E14. Sie sind mit Vorlauferzellen
der Schwannzellen assoziiert, die die Axone bereits in Gruppen zur spéteren Myelinisie-
rung einteilen. Werden diese Zellen von den Axonen getrennt, sterben sie in Zellkultur
ab, so dass das Uberleben dieser frithen Schwannzell Stadien von Faktoren abhingen
muss, die von den Neuronen sezerniert werden. Es handelt sich dabei vor allem um (-
Neureguline, die an die erbB3- oder erbB4-Rezeptoren auf den Schwannzell-Vorldufern
binden kénnen (Dong et al., 1995, Shah et al., 1994; Shah et al., 1996). Sie bewirken
nicht nur das Uberleben der Vorlduferzellen, sondern verhindern auch, dass diese in eine
neuronale Entwicklung eintreten. Mausmutanten, die entweder Neuregulin- oder erbB3-
defizient sind, zeigen kaum Schwannzell Vorldufer (Riethmacher et al., 1997; Meyer und
Birchmeier, 1994). Wéhrend die Neuregulin-defizienten Mutanten aber bereits am Tag
E11.5 aufgrund von Herzdefekten sterben, iiberleben die erbB3-Mutanten bis zur Geburt
und besitzen Axone, die ihre Zielgebiete innervieren konnten. Allerdings starben rund 80
% aller Spinalganglien und Motoneurone bis zum Tag E18 ab. Schwannzellen scheinen
daher zwar nicht fiir die Elongation oder das Auswachsen der Axone verantwortlich zu
sein, aber fiir das Uberleben der Neurone. In diesem Zusammenhang wurden Mitglieder
der GDNF-Familie (glial-derived neurotrophic factor) wie Neurturin oder Persiphin disku-
tiert, die von den Schwannzellen abgesondert werden (Kotzbauer et al., 1996; Milbrandt

et al., 1998; Henderson et al., 1994; Arce et al., 1998).
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Ab dem Tag E16 finden sich im PNS der Ratte zwei Typen von Schwannzellen (Lobsin-
ger et al., 2002): Die myelinisierenden Schwannzellen, die mit grofieren Axonen assoziiert
sind und die Myelingene PO und MBP (Basisches Myelin Protein, myelin basic protein)
verstéirkt exprimieren, sowie die nicht-myelinisierenden Schwannzellen, die mit kleineren
Axonen in Kontakt treten und nur geringe Menge an PO und MBP exprimieren. Die
Differenzierung zu myelinisierenden Zellen ist reversibel und kann zum Beispiel nach Ner-
venverletzungen wieder riickgdngig gemacht werden, um geeignete Umgebungsbedingun-
gen fiir wiederauswachsende Neurone zu schaffen (Mirsky und Jessen, 1996). Es kommt
zu einem Abbau des Myelins, zur Einwanderung von Makrophagen und zur Schwannzell
Proliferation, einem Vorgang, der als Waller‘sche Degeneration bezeichnet wird (siehe

Salzer und Bunge, 1980).

In diesem Stadium werden von den Schwannzellen neurotrophe Faktoren wie NGF, LIF,
BDNF und NT4/5 sezerniert sowie Adhésionsmolekiile wie L1, N-Cam oder N-Cadherin
exprimiert, die sonst nur nicht-myelinisierende Zellen aufweisen (Jessen und Mirsky, 1992).
Die umliegenden Schwannzellen bleiben als sogenannte Biingner‘sche Bénder in ihren ur-
spriinglichen Positionen, so dass die proximal erhalten gebliebenen Axonstiimpfe wieder
aussprossen und entlang der Schwannzellen in Richtung ihrer fritheren Zielgebiete wachsen
konnen. Die Schwannzellen differenzieren nach erneutem Axonkontakt und myelinisieren

die Axone wieder, allerdings in einer etwas weniger kompakten Form.

Fiir die Prozesse wiahrend der Myelinisierung in der Entwicklung wie auch nach einer
Nervenlésion sind eine Reihe von Transkriptionsfaktoren von groBem Interesse (Kiiry et
al., 2001; Mirsky und Jessen, 1999). Vor allem fiir das Zinc-Finger Protein Krox-20 und
das POU-Doménen Protein Oct-6 (Scip) konnte gezeigt werden, dass sie fiir die Myelinisie-
rung und Kompaktierung des Myelins im PNS mitverantwortlich sind. Krox-20 defiziente
Mausmutanten zeigen zwar eine 1:1 Kontaktaufnahme von Schwannzellen mit Axonen,
aber keine Ausbildung der Myelinscheide (Abb. 1) und keine Myelinisierung. Auch Oct-6

defiziente Mausmutanten bilden keine oder nur eine verspétete Myelinisierung aus.
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Die Mutationen einiger Myelingene dhneln zum Teil stark den Phénotypen der Oct-6
bzw. Krox-20 Mutanten (zur Ubersicht der Myelingene siche Nave, 1994; Martini und
Schachner, 1997). Das dominanteste Protein im PNS-Myelin ist das P0, das neben ande-
ren Proteinen aufgrund seiner homophilen Interaktionsfihigkeit fiir die Kompaktierung
der extrazelluldren Seite der sich spiralférmig um ein Axon windenden Schwannzelle ver-
antwortlich gemacht wird (Abb. 1; D*Urso et al., 1990; Filbin et al., 1990). Dariiber hinaus
scheint PO durch Interaktionen mit der Membran und dem Zytoskelett Desmosomen zu
bilden und die Kompaktierung des Zytoplasmas bewirken zu kénnen (Doyle et al., 1995).
Mausmutanten ohne PO-Gen kénnen ebenfalls keine Myelinscheiden aufbauen, nachdem
sich ein 1:1 Kontakt zwischen Axonen und Schwannzellen ausgebildet hat (Martini et al.,
1995b). Heterozygote PO +/- Mause bilden zunéchst morphologisch unauffillige Myelin-
scheiden aus, entwickeln aber im Alter von vier Monaten eine Myelindegeneration mit
sogenannter Zwiebelschalenstruktur und vermehrter Schwannzell Proliferation aus (Mar-
tini und Schachner, 1997). PO scheint daher an der Aufrechterhaltung der Myelinscheiden

beteiligt zu sein.

Ahnliche gendosisabhingige Effekte konnten im Falle des Peripheren Myelin Proteins
PMP22 gefunden werden (Suter und Snipes, 1995; Miiller, 2000). Eine Verdopplung des
Gens fithrt zu der erblichen humanen Neuropathie Charcot-Marie-Tooth Typ 1A (Ti-
mermann et al., 1992; Matsunami et al., 1992), wiahrend der Verlust eines Allels die
erbliche Neuropathie mit Neigung zu Druckparesen (HNPP) hervorruft (Chance et al.,
1994). Knock-out Méuse belegen, dass PMP22-defiziente Tiere eine verspétete Myelinisie-
rung, fokale Hypomyelinisierung, vermehrt proliferierende Schwannzellen und schlie8lich
Demyelinsierung zeigen (Adlkofer et al., 1995). Die richtige Protein-Stéchiometrie und
quantitative Zusammensetzung der Zellmembran scheint demnach fiir die Bildung und
den Erhalt der Markscheiden wichtig zu sein, wie dies auch die Folgen von Mutationen
in anderen Proteinen wie Connexin 32 oder PLP vermuten lassen (Anzini et al., 1997;
Garbern et al., 1997). Eine weitere Myelinkomponente, die wéihrend der Ischiasnervent-
wicklung und -regulation als reguliert exprimiert gefunden wurde und daher eine Rolle im

Ablauf der Myelinisierung spielen konnte, ist das Plasmolipin.
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1.3 Plasmolipin

Die Anzahl an Veréffentlichungen, die Plasmolipin direkt oder indirekt zum Thema haben,
hélt sich seit den ersten Beschreibungen aus dem Jahre 1979 in einem iiberschaubaren
Rahmen. Eine Suche im PubMed der National Library of Medicine generiert eine Liste
mit 26 Eintragen, meist im Zusammenhang des verwandten Myelin- und Lymphozyten-
assoziierten Proteins MAL (Stand Juli 2002). Diese recht geringe Publikationsanzahl ist
vor allem auf die schwierige Zugénglichkeit des Proteins zuriickzufiithren, zumal es sich
um ein Transmembranprotein ohne grofiere, auflerhalb der Membran liegende, Doménen
handelt, was zum Beispiel die Gewinnung eines geeigneten Antikorpers lange Zeit schwie-
rig gestaltete. Erst mit der Entstehung neuer molekularbiologischer Techniken und den
Fortschritten in den Biowissenschaften war es moglich, dieses Molekiil genauer zu charak-

terisieren.

Plasmolipin wird zur Gruppe der Proteolipide gerechnet, die von Lees und Folch 1951
in ihren Studien iiber die Sulfatide des Rattengehirns zum ersten Mal beschrieben wur-
den (Folch und Lees, 1951). Diese Bestandteile des Myelins waren nach ihrer Praparation
zunéchst in organischen Losungsmitteln (Chloroform/Methanol/Wasser) 16slich, nach ei-
ner Trocknung und Extraktion aber nicht mehr. Erst nach einer Delipidierung kann das
Apoprotein durch Losungsmittelaustausch unter Ny in eine wasserlosliche Form iiberfiihrt
werden (Fischer et al., 1994). Eine neuere Definition beschreibt die Proteolipide verein-
fachend als Proteine, die einen Lipid-Anteil als Teil ihrer priméren Struktur aufweisen
(Schlesinger, 1981). Die Mitglieder dieser Familie finden sich als integrale Bestandteile
vieler Membranen wie zum Beispiel der Plasmamembran, der Membran des Sarcoplas-
matischen Retikulums (Shamoo and Ryan, 1975) oder der Membran von Mitochondrien
(MacLennan et al., 1973). Obwohl sie einen groflen Prozentsatz der Membranproteine

ausmachen, ist kaum etwas iiber ihre biologische Funktion bekannt.
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extrazell.

Abbildung 2: Topografisches Modell von Plasmolipin

Das Plasmolipin-Protein besitzt vier hydrophobe Bereiche mit a-Helix Struktur, bei de-
nen es sich um Transmembrandoménen handeln kénnte. N- und C-Terminus liegen auf
der zytosolischen Seite. Mégliche Phosphorylierungsstellen sind mit Pfeilen gekennzeich-
net (Ser9 und Ser130); der Stern markiert ein Methionin, das zunéchst als N-Terminus
des Proteins beschrieben worden war (Fischer und Sapirstein, 1994); bei den Buchstaben
handelt es sich um die Kiirzel fiir die verschiedenen Aminoséauren. Abbildung modifiziert
nach Gillen et al. (1996); extrazell. extrazelluldre Seite der Zelle, zytoplas. zytoplasmati-
sche Seite der Zelle.

Plasmolipin wurde urspriinglich aus der Niere der Ratte isoliert und zunéchst als Plasma-
membran Proteolipid Protein (PM-PLP) bezeichnet. Eine erste Charakterisierung erwies
sich im Laufe nachfolgender Publikationen als unzuverlassig, da zum Beispiel zwei ver-
schiedene Untereinheiten beschrieben wurden, deren Molekulargewichte variierten (Tos-
teson und Sapirstein, 1981; Shea et al., 1986; Sapirstein et al., 1992a). Die Klonierung der
Plasmolipin ¢cDNA (Gillen et al., 1996) ergab schliefllich eine kodierende Region von 546
Nukleotiden und somit ein Protein von 182 Aminoséduren mit einem Molekulargewicht
von ca. 20 kDa. Eine Analyse der Fluoreszenz-Emissionsspektren, des Zirkulardichrois-
mus in verschiedenen Losungsmitteln sowie der Aminosidurezusammensetzung fiithrte zu
einem topografischen Modell (Abb. 2, Fischer et al., 1994) mit zytosolischem N- und
C-Terminus, vier hydrophoben Transmembransegmenten mit a-Helix-Struktur und sehr

kurzen, auferhalb der Membran liegenden Schleifen. Die Zugabe von aufgereinigtem PM-
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PLP der Niere zu Lipid-Bilayern lief§ den Schluss zu, dass Plasmolipin spannungsabhéngi-
ge Kationenkanile bilden kann, die vor allem K*-Tonen permeabel sein sollen (Tosteson
und Sapirstein, 1981). Unterstiitzt wurde diese Vermutung durch Untersuchungen zur
Quartérstruktur von Plasmolipin, bei denen stéchiometrische Bindungsstudien mit einem
Naphtalensulfanat-Derivat durchgefiihrt wurden. Nach diesen Ergebnissen kénnte Plas-
molipin entweder als Dimer oder als Hexamer aus drei Dimeren vorliegen, wobei dies
einem weit verbreiteten Motiv der K*-Kanéle entspriche (Sapirstein und Rounds, 1983).

Ein direkter Nachweis dieser Kanal-Hypothese steht allerdings noch aus.

Expressionsstudien zeigten das Vorhandensein von PM-PLP in neuralem Gewebe, synap-
tischer Plasmamembran und glialen Mikrosomen (Fischer und Sapirstein, 1986), neuralen
und glialen Zellen in primérern Zellkulturen der Ratte (Shea et al., 1986), ummantelten
Vesikeln aus Kélberhirn (Sapirstein et al., 1992¢) sowie in Myelin aus dem Hirn der Maus
(Cochary et al., 1990). Der PM-PLP Komplex soll dabei im rauhen Endoplasmatischen
Retikulum synthetisiert und iiber den Golgi-Apparat und Mikrotubuli ohne posttrans-
lationale Prozessierung in die Plasmamembran transportiert werden (Fischer und Sapir-
stein, 1986; Shea et al., 1986). Auch diese Daten widersprechen sich zum Teil, da zum
Beispiel die untersuchte synaptische Plasmamembran aus dem Hirn des Huhn stammte
(Fischer und Sapirstein, 1986), wihrend eine spétere Publikation eine phylogenetische
Beschréankung des nun Plasmolipin genannten Proteins auf das PNS und ZNS der Sauge-
tiere postulierte (Sapirstein et al., 1991). Eine weitere Studie der Gruppe um Sapirstein
schrankte zudem das Vorhandensein von Plasmolipin im Cerebellum auf gliale Zellen ein;
Plasmolipin sollte demnach iiber eine Translokation aufgrund von endozytotischen Pro-
zessen an der Periaxolemma/Axolemma-Grenze in neurale Zellen aufgenommen werden
(Sapirstein et al., 1992b). Weitere Expressionsstudien fiithrten zu der Einordnung Plasmo-
lipins als Myelinprotein, da es in der Plasmamembran von Schwannzellen des Ischiasnervs
(Cochary et al., 1990) sowie in kultivierten Oligodendrozyten (Fischer et al., 1991) nach-
gewiesen werden konnte. Interessant ist dabei vor allem die zeitliche Korrelation zwischen
der Plasmolipin-Expression und der Myelinentwicklung: Die Bildung von Myelin in der
Ratte zum Beispiel setzt kurz nach der Geburt ein und ist innerhalb der folgenden drei

bis vier Wochen abgeschlossen.
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A B Quetschung Trans.
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Abbildung 3: Northern Blot Analyse der Expression von Plasmolipin in Gewebe (A), nach
Lésion des Ischiasnervs (B) und wihrend der Entwicklung (C, D) der Ratte

A Je zehn pg RNA aus dem Ischiasnerv (SN), dem Gehirn (Br), der Lunge (Lu), dem
Herz (He), dem Skelettmuskel (Mu), der Testis (Te), der Leber (Li), der Niere (Ki), dem
Thymus (Th) und der Milz (Sp) der Ratte wurden mit einer Plasmolipin spezifischen,
radioaktiv markierten cDNA-Sonde hybridisiert. Plasmolipin konnte auf RNA-Ebene nur
im Ischiasnerv, im Gehirn sowie in der Niere detektiert werden.

B Der Ischiasnerv der Ratte wurde gequetscht (Quetschung) oder durchtrennt (Trans.)
und die RNA nach zwei oder vier Tagen (2d, 4d) sowie einer, zwei oder vier Wochen isoliert
(1w, 2w, 4w; Kontrolltier ctr). Die RNA wurde mit der bereits erwéhnten Plasmolipin
spezifischen Sonde hybridisiert. Beschreibung siehe Text.

C Die RNA aus dem Ischiasnerv von neugeborenen Ratten (P0) sowie 4, 7, 14 und 21
Tage alten (P4, P7, P14, P21) oder adulten (ad) Ratten wurde isoliert und wie unter A
beschrieben hybridisiert. Beschreibung siehe Text.

D Die RNA aus dem Gehirn von Ratten des Alters E17, P1, P4, P13, P20 sowie von
adulten Tieren wurde isoliert und wie unter A beschrieben hybridisiert. Beschreibung
siche Text. Modifiziert nach Gillen et al. (1996).
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Die Expression von Plasmolipin im PNS der Ratte ist parallel dazu ab Tag P4 detek-
tierbar, steigt bis zum Tag P14 rapide an und fallt dann auf ein relativ niedriges Niveau
im adulten Alter zuriick (Abb. 3B). Ein &hnlicher Verlauf findet sich im ZNS, allerdings
mit einem etwas spéteren Einsetzen an Tag P7 und einem Maximum an Tag P20 (Abb.
3D; Gillen et al., 1996). Noch deutlicher wird diese Korrelation bei der Nervenregenera-
tion, nachdem Ischiasnerven der Ratte mit einer Pinzette gequetscht wurden (Abb. 3C;
Gillen et al., 1996). In den nachfolgenden De- und Regenerationsprozessen (siche oben)
kommt es innerhalb der ersten zwei Tage zu einer Dedifferenzierung der Schwannzelle und
daher zu einer Demyelinisierung der Axone. Im Zuge der beginnenden Erholung des ge-
quetschten Nervs differenzieren die Zellen wieder und myelinisieren die Axone innerhalb
der néchsten vier Wochen erneut. Wahrend dieser De- und Remyelinisierung nimmt die
Expressionsstérke des Plasmolipins zunéchst stark ab, um dann aber bis zur vierten Wo-
che nach dem Eingriff sogar iiber den Ausgangswert hinaus zu steigen. Andere Myelingene
zeigen dagegen wiahrend der Entwicklung und auch in Regenerationsexperimenten keinen
Riickgang der Expression im adulten Alter bzw. nach einer Remyelinisierung, sondern
bleiben konstant hoch exprimiert; ein Umstand, der darauthin weist, dass Plasmolipin

eine Funktion im Aufbau der Markscheide besitzen konnte.

1.4 Ziele

Ziele dieser Arbeit waren, die Aufgabe des Plasmolipins im Nervensystem besser zu cha-
rakterisieren und die biologische Funktion dieses Proteins zu untersuchen. Eine Moglich-
keit, dies zu erreichen, besteht darin, die Menge des in einer Zelle vorhandenen Proteins
zu verdndern und die moglichen Folgen der Verdnderungen zu studieren. Das kann im
Tiermodell oder in der Zellkultur mit Hilfe einer Erh6hung oder einer Reduktion der Pro-
teinmenge durch einen Eingriff auf der RNA-, DNA- oder der Proteinebene untersucht

werden. Folgende Aufgabenstellungen sind dabei in Angriff genommen worden:

1. Reduktion der Plasmolipin mRNA-Menge mit Hilfe der RNA Interferenz (RNA;)
Kurze doppelstriangige, sogenannte short interfering RNAs (siRNA) setzen in eu-
karyotischen Zellen einen Prozess in Gang, der zu einer Degradation von solchen

(m)RNAs fiihrt, die homolog zur siRNA-Sequenz sind (Hannon, 2002). Dieser als
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RNA Interferenz (RNA;) bezeichnete Vorgang sollte iiber zwei Strategien erreicht

werden:

(a) Transfektion von Schwannzellen mit kurzen doppelstriangigen RNAs

(b) Transfektion von Schwannzellen mit einem Vektor, dessen Transkription zu
einem kurzen Oligomer mit Haarnadel-Struktur fiithrt (= short hairpin RNA,

shRNA)

In beiden Fallen sollte die Reduktion der Plasmolipin-Expression auf RNA- und
Proteinebene nachgewiesen und die Folgen auf Morphologie, Proteinverteilung, Vi-
talitdt und Adhésion der Zellen sowie auf die Expression ausgewéhlter anderer Gene

untersucht werden.

. Generierung von Plasmolipin iiberexprimierenden Mausmutanten

Die Plasmolipin-cDNA der Maus sollte - unter der Kontrolle eines geeigneten Pro-
motors - in transgenen Mausen spezifisch in Schwannzellen {iberexprimiert sowie
ein moglicher Phénotyp studiert werden. Hierzu waren mehrere voneinander un-

abhéngige Mutantenlinien vorgesehen.

. Generierung Plasmolipin defizienter Mausmutanten (Knock-out Méause)
Das Plasmolipin-Gen sollte konstitutionell durch homologe Rekombination in M&usen

ausgeschaltet sowie ein moglicher Phéanotyp studiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Medien und Reagenzien

20xSSC

Church Puffer
Church Waschpuffer
Denaturierungslosung
DMEM ES-Zellkultur
DMEM SC-Zellkultur
Einfriermedium
HEPES-DMEM
LB-Medium
LB-Platte

Lysepuffer (TNES)

MEF

MES

Neutralisierungslosung

RNA-Transfektionsmedium

SC-Medium

SOC

TE Puffer
TNES

3 M NaCl, 300 mM Natirm-Citrat pH 7.0

7 % SDS, 500 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 7.0

0.1 % SDS, 40 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 7.0

500 mM NaOH, 1.5 M NaCl

GibcoBRL # 41965-039

GibcoBRL # 31966-021

45 % EF-DMEM, 45 % FCS, 10 % DMSO

GibcoBRL # 22320-022

0.5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl, 1 % Pepton

0.5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl, 1 % Pepton, 1.2 % Agar

50 mM Tris-HC1 pH 8.0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS,
20mg/ml Proteinase K

DMEM, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 1 % Penicillin/
Streptomycin (10° U/ml)

DMEM, 15 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 1 % Penicillin/
Streptomycin (10°> U/ml), 0.1 mM S-Mercaptoethanol,

1:2500 LIF (107 U/ml)

1 M Tris-HCI pH 8, 1.5 M NaCl

DMEM, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 2 uM Forskolin
DMEM, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 1 % Penicillin

/ Streptomycin (105 U/ml), 2 uM Forskolin

2 % Trypton, 0.5 % Hefe-Extrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KClI,
10 mM MgCl,, 10 mM MgSOy4, 20 mM Glucose

100 mM Tris-HCI pH 9.5, 100 mM NaCl

50 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS

Alle nicht aufgefiihrten oder gekennzeichneten Chemikalien wurden von den Firmen Gib-

coBRL, Merck, PAA, Roth und Sigma bezogen, die verwendeten Enzyme von der Firma

Roche und Invitrogen.
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2.2 DNA
2.2.1 DNA-Isolation

2.2.1.1 Bakterien-Suspensionen
Plasmid-DNA aus Bakterien-Suspensionen wurden mit Hilfe des QIAprep Spin Mini-
prep Kits (Qiagen) isoliert und in einer Endkonzentration von 1 pg/ul in LiCrosolv-Wasser

(Merck) gelost.

2.2.1.2 Genomische DNA

Genomische DNA aus eukaryotischen Zellen der Zellkultur oder aus Schwanzspitzenbi-
opsien wurde mit einem Verfahren nach Hogan und Kollegen (Hogan et al., 1986) gewon-
nen. Zellen oder Gewebe wurden fiir eine Stunde bis {iber Nacht in TNES Puffer mit 20 ug
je pl frisch angesetzter Proteinase K bei 55°C geschiittelt, fiir eine Stunde bei 37°C mit
RNase A (1 pg/pl) inkubiert und nachfolgend mit Phenol/Chloroform /Isoamylalkohol
(25:24:1) sowie Chloroform extrahiert. Nach einer ethanolischen Fallung wurden die Pel-
lets getrocknet und in einer entsprechenden Menge LiChrosolv-Wasser gelost. Die Kon-

zentrationen wurden spektralphotometrisch bestimmt.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCRs wurden in Standard-PCR-Reaktionen mit dem AmpliTaq-System (Applied Biosys-

tems) nach folgendem Schema durchgefiihrt:

5 ul 10fach Puffer initiale Denaturierung 2 min 95°C

4 pl dNTP (2.5 mM je) 25 bis 45 Zyklen

3 pl MgCls (25 mM) Denaturierung 30s 92°C

20 pl - ddH»0O Annealing 30s 48°C

5 ul Primer 1 (20 pmol/ul) bis 60°C
5 pl Primer 2 (20 pmol/ul) Elongation 45 bis 120s 72°C

5 ul DMSO terminale Elongation 10 min 72°C

0.5 ul  Taq (5 U/ul)
20ng  zu amplifizierende DNA oder 1 ul ddH50

Die PCR-Amplifikationsprodukte wurden gelelektrophoretisch in 0.8 bis 1.2 %igen TAE-
Agarosegelen aufgetrennt, fotografiert und gegebenenfalls ausgeschnitten sowie mittels
des QiaexII Kits (Qiagen) oder der Ultrafree-DA Saulchen (Millipore) aufgereinigt. Fiir

PCR~Produkte, die zu einer Klonierung verwendet werden sollten, wurde zusétzlich zur
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AmpliTaq eine gleiche Anzahl an Aktivitdtseinheiten der Pfu-Polymerase (Invitrogen) mit
Exonukleaseaktivitit hinzu gegeben. Schwer zu amplifizierende DNA-Fragmente konnten

zumeist mit dem HotStar-System (Qiagen) nach folgendem Schema amplifiziert werden:

5 ul 10fach Puffer initiale Denaturierung 15 min 95°C

4 ul dNTP (2.5 mM je) 25 bis 45 Zyklen

10 pl  Q-Solution Denaturierung 30s 92°C

20 ul - ddH»O Annealing 30s 48°C

5 ul Primer 1 (20 pmol/ul) bis 60°C
5ul  Primer 2 (20 pmol/ul) Elongation 45 bis 120s 72°C
0.25 pl Taq (5 U/pul) terminale Elongation 10 min 72°C

20ng  zu amplifizierende DNA oder 1 ul ddH>O

2.2.3 Klonierung

2.2.3.1 Dephosphorylierung

Mittels Restriktionsenzymen geschnittene Vektoren wurden mit einer Alkalischen Phos-
phatase (Shrimp Alkali Phosphatase, SAP; Roche) nach Herstellerangaben mit 1 U SAP
je pmol DNA-Enden dephosphoryliert, wobei die Anzahl an pmol Enden durch die Formel
£2 DNA % 3.04 ermittelt wurde. Die SAP wurde nach der Inkubation durch Erwarmen auf

65°C fiir 15 min irreversibel denaturiert.

2.2.3.2 Ligation

PCR-Produkte, die mit einer TA-Uberhénge produzierenden DNA-Polymerase erzeugt
wurden, wurden nach Herstellerangaben mit Hilfe des TOPO Klonierungssystems (Invi-
trogen) in den pCR-Vektor kloniert; solche, die mit einer nicht TA-Uberhinge produzie-
renden DNA-Polymerase generiert wurden, mit Hilfe des Zero Blunt Systems (Invitrogen)
in den pZero-Vektor. Restriktionsfragmente wurden in entsprechend geschnittenen und de-
phosphorylierten Vektoren iiber den T4 Rapid DNA Ligation Kit (Roche) kloniert. Dabei
wurden 400 bis 800 ng DNA-Fragment und 20 bis 40 ng Vektor verwendet.
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2.2.3.3 Transformation mittels Hitzeschock

TOP 10 E.coli Kulturen (Invitrogen) wurden auf Eis aufgetaut; 1 bis 4 ul Ligationsan-
satz wurden hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Das Reaktionsgefafi wurde
fiir 45s auf 42°C erwéarmt, fiir 2 min auf Eis abgekiihlt und mit 200 ul SOC aufgefiillt.
Nach einer Inkubation bei 37°C fiir 1 h wurden die Ansétze auf LB-Platten mit einem ent-
sprechenden Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht in feuchter Atmosphére bei 37°C
gelagert. Einzelne Kolonien wurden mit einem Zahnstocher in 5 bis 50 ml LB-Medium,
versetzt mit geeignetem Antibiotikum, iiberfithrt und iiber Nacht bei 37°C schiittelnd
inkubiert. Ein Teil der Bakteriensuspension wurde mit einem Volumen Glyzerin versetzt
und bei -80°C eingefroren. Der restliche Teil wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Prep
Kit weiterverarbeitet und die gewonnene Plasmid-DNA mit 50 pl Elutionspuffer eluiert.
Zur Uberpriifung der Plasmide wurden diese mit einem geeigneten Restriktionsenzym

geschnitten und gelelektrophoretisch aufgetrennt sowie zum Teil sequenziert.

2.2.4 Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde der ABI 310 Genetic Analyzer zusammen mit dem BigDye
Terminator System (Applied Biosystems) verwendet. Die zu sequenzierende DNA wur-
de zusétzlich zur gewohnlichen Aufreinigung noch einmal durch Zugabe von %0 Volumen
NaAc und einem Volumen absolutem Ethanol gefallt, fiir 25 min bei 14.000 Upm in ei-
ner Eppendorf 5417C Tischzentrifuge bei Raumtemperatur abzentrifugiert, mit 70 %igem
Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in einem adédquaten Volumen Wasser gelost. Eine

typische Sequenzierreaktion erfolgte nach dem Schema:

1.5 pl Primer (5 pmol/ul) initiale Denaturierung 2 min 95°C
1 pl DMSO 24 Zyklen

7 ul Sequenzier-Mix Denaturierung 30s 92°C
1 ug DNA Annealing 30s 54°C
ad 20 pl ddH,0 Elongation 4 min 60°C

Nicht eingebaute Nukleotide wurden iiber DyeEx-Saulchen (Qiagen) entfernt. Fiinfzehn
pl des Sequenzieransatzes wurden mit 15 pl TSR (template suppression reagent, Applied
Biosystems) vermischt, fiir 2 min bei 92°C denaturiert und im ABI 310 elektrophoretisch
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in POP6 Polymer (Applied Biosystems) aufgetrennt sowie detektiert. Die Auswertung der
Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Programme Sequencing Analysis 2.1.2 (Applied Biosys-
tems), Sequencher (Gene Codes) sowie den BLASTN Suchdiensten des Internets.

2.2.5 Southern Blot Analyse

2.2.5.1 Gelelektrophorese

Zehn bis fiinfzehn pg der zu untersuchenden genomischen DNA wurde mit geeig-
neten Restriktionsenzymen wie oben beschrieben geschnitten und in 0.8 %igen TAE-
Agarosegelen mit 10 V/cm fiir 5 h elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde zusam-
men mit einem Lineal fotografiert oder mittels einer Kamera aufgenommen und fiir 5
min in 0.25 M HCI bei Raumtemperatur leicht schiittelnd inkubiert, um grofie DNA-
Fragmente chemisch zu fragmentieren und ihre Uberfithrung auf eine Nylon-Membran
zu erleichtern. Die HCI-Losung wurde durch eine Denaturierungslosung ausgetauscht und
diese nach 30 min durch eine Neutralisierungslosung. Nach weiteren 30 min wurde das Gel
in 10xSSC iiberfithrt und schliellich in einem Standard-Kapillarblot iiber Nacht auf eine
Nylon-Membran (Hybond) iibertragen. Die Membran wurde am néichsten Tag markiert,
gesdubert und in einem UV-Crosslinker (Stratagene) nach Hersteller-Angaben bestrahlt,

um die DNA kovalent an die Membran zu binden.

2.2.5.2 Hybridisierung

Eine geeignete Sonde wurde mittels PCR generiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt
und iiber das QiaexIl Kit (Qiagen) aufgereinigt. Etwa 400 ng Probe wurden durch Einbau
von [**P]dCTP (Hartman Analytic) iiber Ready-to-go-beads (Pharmacia) nach Hersteller-
Angaben mit mindestens 10° cpm/ug Probe radioaktiv markiert. Der Filter wurde fiir 4h
bei 68°C in Church Puffer mit 10 ug/ml denaturiertem Lachs-Sperma vorhybridisiert, mit
der Sonde unter den gleichen Bedingungen iiber Nacht hybridisiert und anschlieend in
Church Waschpuffer fiir 5 min bei Raumtemperatur sowie dreimal fiir 30 min bei 68°C
gewaschen. Autoradiographische Signale wurden iiber das BAS Screening System (Fuji)
detektiert.
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2.2.5.3 Filterhybridisierung

Auf die angeimpften LB-Platten wurden Nylon-Rundfilter (C/P Lift, Biorad) aufge-
bracht, markiert, umgedreht auf neue LB-Platten gelegt und {iber Nacht bei 37°C inku-
biert. Am néchsten Morgen wurden die Filter fiir 15 min auf mit Denaturierungslosung
getrinkten Whatman-Filter iiberfithrt, dann fiir 15 min auf mit Neutralisierungslosung ge-
trankten Whatman-Filter und schliellich fiir 15 min auf mit 10xSSC getrénkten Whatman-
Filter. Die Membrane wurden gesdubert und in einem UV-Crosslinker (Stratagene) nach
Hersteller-Angaben bestrahlt. Hybridisierung und Auswertung erfolgte wie oben beschrie-
ben. Detektierte Kolonien konnten auf den Original-Platten lokalisiert, isoliert und se-

quenziert werden.

2.3 RNA
2.3.1 RNA-Isolierung aus dem Ischiasnerv der Ratte

Alle zur RNA-Isolierung verwendeten Losungen wurden mit ddH>Opgpe angesetzt; alle
entnommenen Proben wurden direkt auf Trockeneis iiberfiithrt sowie jede RNA wie auch
c¢DNA so lange wie moglich bei -20°C gelagert. Die Ischiasnerven 7 Tage alter Ratten
wurden entnommen und die RNA aus diesen mit Hilfe des RNeasy Prep Systems (Qiagen)
isoliert. Zusétzlich erfolgte ein DNase-Inkubation mit 10 U DNase (Roche) und 10 U
RNasin (Pharmacia) in 10 mM MgCl, bei Raumtemperatur fiir 1h. Die RNA wurde tiber
eine Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion aufgereinigt und iiber Nacht bei -20°C
durch Zugabe von 1/10 Volumen Natrium Acetat und zwei Volumen absolutem Ethanol
gefillt. Nach einer einstiindigen Zentrifugation bei 14.000 Upm und 4°C in einer Haereus
Tischzentrifuge wurde das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 50
ul ddHsO pgppe gelost.
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2.3.2 Reverse Transkription (RT) und RT-PCR

Die RNA muss vor einer PCR in einer Reversen Transkription in cDNA umgeschrieben

werden. Hierbei wurde die Reverse Transkriptase Superscript II (GibcoBRL) wie folgt

verwendet:

1 pug total RNA 10 min Raumtemperatur
3 ul dNTP (2.5 mM je dNTP) 1h 42°C

1 pl Oligo(dT) (50 puM) 5 min 99°C

2 ul DTT Lagerung -20°C

10U RNasin

10 Superscript 11

ad 19 ul ddHQODEPC

Jeweils 2 pl der cDNA wurden in wie oben beschriebenen PCRs eingesetzt.

2.3.3 Quantitative PCR (Q-PCR)

Die zu untersuchenden Zellen wurden 1 d, 3 d oder 7 d unter normalen Kulturbedingungen
gehalten und die RNA anschliefend mit Hilfe des RNeasy-Systems (Qiagen) isoliert und in
30 pl RNase-freiem Wasser eluiert. Standardméflig wurde der gesamte Ansatz in einer wie
oben beschriebenen RT in cDNA umgeschrieben und auf 250 pl mit RNase-freiem Wasser
verdiinnt. Die quantitative PCR erfolgte mit Gen-spezifischen Primern in einem GeneAmp
5700 mittels des SybrGreen-Systems (Applied Biosystems), wobei als Referenz das Gen
der Glyceraldehydphosphat-Dehydrogenase (rGAPDH) bzw. der Ornithin-Decarboxylase
(rODC) diente.

2.4 Proteine
2.4.1 Protein-Isolation

Die betreffenden Zellen wurden mit wenig Trypsin von den Kulturgefdfien abgelost, die
Reaktion mit der gleichen Menge FCS gestoppt und die Zellsuspension abzentrifugiert.
Das entstandene Pellet wurde einmal mit 500 pul PBS gewaschen, erneut abzentrifugiert
und schlieflich in 50 pul PBS aufgenommen. Ein Abbau der Proteine wurde durch Zugabe
von Proteinase-Inhibitoren unterbunden (1 ug/ml Pepstatin, 2 mM Pefablock, 1 pg/ml

18



Material und Methoden

Leupeptin, 5 mM EDTA). Durch mehrfaches Aufziehen der Suspension in eine Spritze
mit einer 0.6x30 mm Nadel wurden die Zellen homogenisiert und fiir 2 h bei 4°C mit
15.000xg pelletiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und das
Pellet mit den Membranfraktionen in 30 pul PBS mit Proteinase-Inhibitoren gelost.

2.4.2 Western Blot Analyse

Jeweils 30 pl Membranfraktion bzw. Uberstand wurden mit SDS-Probenpuffer (End-
konzentration: 2 % SDS, 10 % Glycerol, 60 mM Tris-HCI pH 6.8, 1 % Bromphenol-
blau, 100 mM DTT) gemischt, fiir 5 min bei 95°C denaturiert und auf einem 15 %igem
Polyacrylamid-Gel nach der Methode von Laemmli (1970) in einer SE 250 Mighty Small
Gelapparatur (Hoefer, 10x8 cm Gelformat) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteine
wurden in einer Semidry-Blot-Apparatur (2117 Multiphor, Pharmacia) mit 0.8 mA /cm?
auf eine Nitrocellulose-Membran (Amersham-Pharmacia) iibertragen. Das Gel wurde nach
dem Blotten mit Coomassie Blau zur optischen Uberpriifung der Rest-Proteinmengen
gefirbt. Die NC wurde zur Absittigung freier Bindungsstellen in TBS mit 3 % Milch-
pulver/1 % BSA tiber Nacht bei 4°C inkubiert, dreimal 20 min mit 0.05 % Tween/TBS
gewaschen und fiir 1 h mit dem 1. Antikorper bei Raumtemperatur in TBS inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in 0.05 % Tween/TBS wurde fiir 1h der Peroxidase-gekoppelte 2.
Antikorper zur Blot-Membran gegeben, zweimal mit 0.05 % Tween/TBS und ein weiteres
mal mit TBS gewaschen und die gebildeten Immunkomplexe mit Hilfe des ECL-Systems
(Amersham) detektiert.

2.5 Zellkultur
2.5.1 Zellkultur von Fibroblasten der Maus

2.5.1.1 Préaparation

Foten im Alter von 13 Tagen nach der Verpaarung der Eltern wurden freigelegt und
gut in PBS gewaschen. Der Eingeweidesack mit Herz und Leber wurden mit einer Pin-
zette entfernt. Im Anschluss wurden die Foten mit einer Pinzette grob zerkleinert und
durch eine Spritze mit einer 0.6x30 mm Nadel in ein 50 ml Reaktionsgefafl zerdriickt.

Nach Zugabe von sterilisierten Glasperlen, einem Riihrfisch und 10 ml Trypsin-EDTA
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mit 100 pl DNase (8 mg/ml, Roche) wurde die Suspension bei 37°C auf einem Riihrgerat
geriihrt, wobei zweimal nach jeweils 30 min 10 ml Trypsin-EDTA /DNase hinzugegeben
wurde. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefia gegeben und 10 min bei 1400
Umdrehungen/min in einer Hettich Rotanta/R zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1
ml MEF resuspendiert und mit 10 ml MEF je zwei verwendeten Féten verdiinnt. Je 10
ml Zellsuspension wurden auf eine Zellkulturschale (& 17 cm) gegeben und unter Stan-
dardbedingungen (37°C, 10 % CO,) gehalten. Der Mediumwechsel erfolgte alle 24 h. Fi-
broblasten mit einem Neomycin-Resistenzgen wurden freundlicherweise von Prof. Riither,

Diisseldorf, zur Verfiigung gestellt.

2.5.1.2 Passagieren und Einfrieren

Nach drei Tagen wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und fiir 5 min mit 5 ml
Trypsin bei 37°C inkubiert. Das Trypsin wurde durch Zugabe von 5 ml MEF inaktiviert.
Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Reaktionsgefafl iiberfiihrt und 10 min bei 1400
Umdrehungen/min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml MEF resuspendiert, mit
50 ml MEF verdiinnt und auf 5 Zellkulturschalen (& 10 c¢cm) verteilt. Sobald die Zellen
konfluent waren, wurden sie wie oben beschrieben abtrypsiniert, in 1 ml kaltem Einfrier-
MEF resuspendiert und mit je 6 ml kaltem Enfrier-MEF verdiinnt. Je 1 ml Zellsuspension
wurde in Kryo-Einfrierr6hrchen verteilt, zunéchst iiber Nacht bei -20°C gelagert und dann

in einen Stickstofftank tiberfiihrt.

2.5.1.3 Auftauen

Die Zellen eines Kryo-Rohrchens wurden mit 1 ml vorgewidrmtem MEF angetaut und
rasch bei 37°C aufgetaut. Sobald kein gefrorenes Medium mehr sichtbar war, wurden die
Zellen in ein 50 ml Reaktionsgefafl mit 9 ml MEF iiberfithrt und 10 min bei 1400 Um-
drehungen /min abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml MEF resuspendiert, mit 30 ml
MEF verdiinnt, auf drei Zellkulturschalen (& 10 ¢cm) verteilt und unter Standardbedin-

gungen gehalten.
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2.5.1.4 Mitomycin C Behandlung

Fibroblasten dienen als Adhésions- und Erndhrungshilfe fiir Embryonale Stammzellen
und miissen mittels Mitomycin C Teilungs-inaktiviert wurden. Zellkulturschalen mit Fi-
broblasten wurden zweimal mit PBS gewaschen und in 5 ml MEF mit 10 pg/ml Mitomycin
C 4 h bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
und wie oben beschrieben abtrypsiniert, zentrifugiert, in 1 ml MEF resuspendiert, in einer

Thoma-Zellziahlkammer gezéhlt und in einer addquaten Zellzahl ausplattiert.

2.5.2 Embryonale Stammzellen

2.5.2.1 Auftauen, Passagieren und Einfrieren

Die verwendeten Embryonale Stammzellen (ES) der Linie E14.1 wurden freundlicher-
weise von Prof. Riither, Diisseldorf, zur Verfiigung gestellt. Eingefrorene ES wurden durch
Zugabe von 1 ml vorgewdrmten MES angetaut und rasch bei 37°C aufgetaut. Sobald kein
gefrorenes Medium mehr sichtbar war, wurden die Zellen in ein 50 ml Reaktionsgefafl
mit 9 ml MES iiberfiithrt und 10 min bei 800 Umdrehungen/min abzentrifugiert. Das Pel-
let wurde in 1 ml MES resuspendiert und auf eine Zellkulturschale (& 10 cm) gegeben,
welche mit Mitomycin C inaktivierten Fibroblasten bewachsen war. Der Mediumwechsel
mit MES erfolgt alle 24 h. Das weitere Passagieren und Einfrieren erfolgte mit MES wie
oben beschrieben. Eine Passage erfolgte immer dann, wenn die einzelnen ES-Kolonien

eine mittelgrole Ausdehnung hatten, aber noch relativ weit voneinander entfernt waren.

2.5.2.2 Elektroporation

Fiinf mit ES bewachsene Zellkulturschalen (& 10 cm) wurden abtrypsiniert, die Zellen
abzentrifugiert und die Zellzahl in einer Thoma-Kammer bestimmt. Von der erhaltenen
Zellzahl wurde die Anzahl der Fibroblasten abgezogen. Je zu transfizierenden Vektor wur-
den 5x10° ES in 15 ml ReaktionsgefiBe iiberfiihrt sowie 5x10° ES fiir den Kontrollvektor
und die gleiche Anzahl fiir eine Leerkontrolle. Die Zellen wurden erneut fiir 10 min bei
800 Umdrehungen/min abzentrifugiert und in 800 pl PBS aufgenommen. In Elektropora-
tionskiivetten wurde je 25 ug lineariserter Vektor oder 5 ug linearisierter Kontrollvektor
vorgelegt, eine Kiivette dient als Leerkontrolle. Die ES wurden hinzugegeben und 10 min

bei Raumtemperatur inkubiert. Die Elektroporation erfolgte nach Standardeinstellungen.
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Die Zellen wurden mit 10 ml MES zweimal kurz resuspendiert und auf Zellkulturschalen
(D 10 cm) gegeben, die mit Mitomycin C inaktivierten, Neomycin-resistenten Fibroblas-
ten bewachsen waren. Insgesamt wurden die mit dem Vektor elektroporierten Zellen auf

10 Platten verteilt und der Kontrollvektor sowie die Leerkontrolle auf jeweils eine.

2.5.2.3 Selektion und Vereinzelung

In den ersten zwei Tagen nach der Elektroporation erfolgte jeweils nach 24 h ein Me-
diumwechsel mit MES, in den weiteren zwolf Tagen mit MES und 250 pg/ml G418 als
Neomycin-Derivat. Einen Tag vor dem Zeitpunkt der Vereinzelung wurden mit Mitomycin
C behandelten Fibroblasten auf eine entsprechende Anzahl an Zellkultur-Platten mit 96
Vertiefungen ausplattiert. Die selektionierten ES wurden zweimal mit PBS gewaschen und
schliellich in PBS inkubiert. Der Fibroblastenrasen um eine einzelne ES Kolonien wurde
mit einer Pipettenspitze an einer 200 ul Pipette gelost und die gesamte Kolonie in 50 ul
Trypsin-EDTA {iberfithrt, 7 min bei 37°C inkubiert und nach Zugabe von 100 ul MES
auf jeweils eine Vertiefung dreier Zellkultur-Platten mit 96 Vertiefungen verteilt. Jeweils
nach 24 h wurde das Medium gewechselt, in den ersten drei Tagen mit 250 ug/ml G418.
Wenn die ES Kolonien eine ausreichende Dichte aufwiesen, wurden zwei Kulturplatten
wie unter 2.5.1.2 beschrieben eingefroren und die dritte Platte zur Charakterisierung der

ES-Kolonien verwendet.

2.5.2.4 Charakterisierung von ES-Kolonien

ES-Zellen wurden in Zellkultur-Platten mit 96 Vertiefungen bis zur Konfluenz gehal-
ten. Kam es vier Tage hintereinander iiber Nacht zu einem Farbumschlag des Medium-
Indikators, wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und iiber Nacht bei 60°C in
einer feuchten Atmosphére mit jeweils 50 pl Lysepuffer pro Vertiefung inkubiert. Nach
Zugabe von 100 ul NaCl/absoluter Ethanol wurde die Kulturschale fiir 30 min bei Raum-
temperatur inkubiert, so dass sich die DNA am GefiaBgrund ansammelte. Der Uberstand
wurde durch vorsichtiges Umdrehen der Zellkulturplatte abgegossen, die DNA dreimal
mit 70 %igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und durch Zugabe von 25 pl ddH,O fiir
20 min bei 65°C in einer feuchten Atmosphére gelost. Die Restriktion mit einem entspre-

chenden Restriktionsenzym erfolgte durch Zugabe von 10 ul Enzymmix (3.5 ul 10fach
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Puffer, 50 U Enzym, ad 10 pl ddH50) und iiber Nacht Inkubation bei 37°C in einer
feuchten Atmosphére.

2.5.3 Zellkultur von Schwannzellen der Ratte

Schwannzellen der Ratte wurden freundlicherweise von Frau Brigida Ziegler zur Verfiigung
gestellt. Die Préparation der Ratten Schwannzellen erfolgte nach Brockes et al. (1979).
Die Ischiasnerven von sechs adulten Ratten wurden herausprépariert, gesdubert und mit
Trypsin sowie Collagenase fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden durch 0.7
mm sowie 0.4 mm Kaniilen trituiert, durch 60 um Gaze filtriert und in zwei T25er Fla-
schen mit Medium ohne Forskolin ausplattiert. Nach 24 h wurde zum Medium AraC
hinzugegeben (10 uM), welches als Mitose-Inhibitor das Absterben der schnell proliferie-
renden Fibroblasten bewirkt. Nach sieben bis acht Tagen wurden die Zellen passagiert
und eine erste Komplementlyse mit Komplement extrahiert aus Kaninchen durchgefiihrt.
Die Zellen wurden in Proliferationsmedium mit 2 uM Forskolin und 100 pug/ml GGF ge-
halten, erneut passagiert und einer weiteren Komplementlyse unterzogen. Die erhaltenen
Schwannzellen wurden weiter passagiert, eingefroren oder fiir die beschriebenen Versuche

eingesetzt.

2.5.3.1 PDL-Beschichtung der Zellkulturgefisse

Damit Schwannzellen an Zellkulturgefissen adhérieren, miissen diese mit Poly(D)-Lysin
(PDL, Sigma) beschichtet sein. Hierzu wurde PDL 1:1000 in PBS verdiinnt (Endkon-
zentration 0.1 mg/ml) und die Zellkulturgefisse fiir 30 min bei 37°C mit dieser PDL-
Verdiinnung inkubiert. Die Gefdfle wurden darauthin dreimal mit PBS gewaschen und

mit einer ausreichenden, vorgewédrmten Menge an SC-Medium befiillt.

2.5.3.2 Auftauen, Passagieren und Einfrieren
Das Auftauen, Passagieren und Einfrieren erfolgte wie unter 2.5.1.2 und 2.5.1.3 be-

schrieben.
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2.5.4 Zellkultur von MDCK-Zellen

MDCK-Zellen wurden von der European Collection of Cell Cultures (ECACC, GB) bezo-
gen und auf unbeschichteten Kultur-Flaschen in SC-Medium ohne Forskolin wie Schwann-

zellen gehalten.

2.5.5 Uberexpression von Plasmolipin in Schwannzellen aus der Ratte und

in MDCK-Zellen

Die Plasmolipin-cDNA aus der Ratte wurde in einen pIRES2-EGFP-Vektor (BD Bios-
cience/Clontech) kloniert; das verwendete Konstrukt erhielt die Bezeichnung pIPla. Als
Kontrollvektor diente der unverdnderte pIRES2-Vektor. Zur Transfektion der pIRES-
Konstrukte wurden 24 h vor der Transfektion jeweils 10.000 Ratten Schwannzellen auf
PDL-beschichtete Glaspléattchen (& 13 mm) ausplattiert. Je Glaspliattchen wurden 0.5 pg
pIRES bzw. pIPla in 20 ul HEPES-DMEM sowie in einem weiteren Reaktionsgefafl 3 ul
Fugene (Roche) in 80 ul HEPES-DMEM gemischt, 10 min inkubiert, vereinigt und weitere
10 min inkubiert, bevor die Suspension zu den Zellen hinzugegeben wurde. Am néchsten
Tag wurden die Zellen mit 4 % PFA fiir 15 min fixiert, dreimal mit PBS gewaschen und
iiber Nacht mit dem aPla4-Antikoérper (1:300 in PBS) inkubiert. Nach dreimaligen Wa-
schen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem Cy3-Antikérper (1:1000 in PBS) fiir 1 h.
Die Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen, kurz mit DAPI inkubiert, erneut mit PBS

gewaschen und schliefilich mit Fluoromount auf Objekttréager eingebettet.

2.5.6 Anreicherung von Plasmolipin iiberexprimierenden Schwannzellen

Eine Anreicherung der pIPla-transfizierten Zellen erfolgte mit Hilfe des MACS Systems
(Mylteni), bei dem der CD14.1-Vektor zusammen mit dem pIRES-Vektor ko-transfiziert
wird. CD14 exprimierende Zellen kénnen dann durch a CD14-Antikorper, die mit ma-
gnetischen Kiigelchen versehen sind, erkannt und durch einen Magneten von den iibrigen
Zellen abgetrennt werden. Zur Transfektion der pIRES-Konstrukte wurden 24 h vor der
Transfektion jeweils 1 bis 1.5 Mio Ratten Schwannzellen auf PDL-beschichtete Platten
(D 17 cm) ausplattiert. Je 15 pug pIRES bzw. pIPla wurden in 200 ul HEPES-DMEM
sowie in einem weiteren Reaktionsgefafl 54 ul Fugene (Roche) in 1.8 ml HEPES-DMEM
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gemischt, 10 min inkubiert, vereinigt und weitere 10 min inkubiert, bevor die Suspensi-
on zu den Zellen hinzugegeben wurde. Am néchsten Tag wurden die Zellen mit 1.5 ml
Trypsin abgelost. Diese Reaktion wurde nach 2 min mit 300 ul FCS gestoppt, und 200
1l CD14 Beads wurden hinzugegeben. Die Suspension wurde 15 min geschwenkt und mit
500 ul PBE (PBS mit 0.5 % BSA und 5 mM EDTA) auf eine MACS-Séule gegeben. Die
durch ein Magnetfeld zuriickgehaltenen CD14 positiven Zellen wurden viermal mit PBE
gewaschen und schlieflich mit 500 ul PBE aulerhalb des Magneten eluiert, um entweder
fiir weitere Versuche ausplattiert oder fiir eine RNA- bzw. Proteinpréiparation verarbeitet

zu werden.

2.6 RNA Interferenz (RNA))

RNA Oligomere mit der Zusammensetzung NodTdT wurden entsprechend der Plasmo-
lipin cDNA- Sequenz der Ratte ausgesucht und von der Firma Dharmacon Research Inc.
(USA) bezogen. Hierbei wurde automatisch ein jeweils komplementirer RNA-Strang syn-

thetisiert. Es kamen 2 verschiedene RNA-Paare zum Einsatz:

rPlalense GUUGUAUAUGGUGCCCUGGATAT
rPlal ntisense ~ ATATCAACAUAUACCACGGGACC
rPla2,epse CCAGCGCUCGGCUGCCUCUdTdT

rPla2,,tisense dTdTGGUCGCGAGCCGACGGAGA

Die Oligomere wurden nach Hersteller-Angaben deprotektiert, entsalzt und in einer End-
konzentration von 3 pug/pul in RNase freiem Wasser gelost. Zur Bildung von Doppel-
strangen wurden jeweils 150 ug senseRNA mit 150 pug des komplementédren RNA-Oligomers
in einem Hybridisierungspuffer (Dahrmacon, USA) vermischt, fiir 1 min bei 90°C dena-

turiert und dann fiir 1 h bei 37°C inkubiert (nach Elbashir et al., 2001).

2.6.1 Transfektion von siRNAs mittels Oligofectamine

Fiir eine erfolgreiche Transfektion mit RNA Oligomeren ist eine relativ geringe Zelldichte

mit einer Konfluenz von ca. 60 % notwendig. Die zu transfizierenden Zellen wurden jeweils
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am Vortag abtrypsiniert, pelletiert und gezahlt. Fiir eine PDL-beschichtete Reaktions-
platte mit sechs Vertiefungen wurden pro Vertiefung 10.000 Zellen verwendet, die bis zum
néchsten Tag in SC-Medium gehalten wurden. Vor der eigentlichen Transfektion wurde
das Medium durch 800 ul RNA-Transfektionsmedium ohne Antibiotika ausgetauscht. Je
Vertiefung wurden 11 pl OptiMEM (Invitrogen) mit 4 ul Oligofectamine (Invitrogen) fiir 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wurde 1.6 pug RNA (doppelstringig,
sense Strang oder antisense Strang) in 175 ul OptiMEM vorgelegt und zum verdiinnten
Oligofectamine hinzu gegeben. Nach einer 15 miniitigen Inkubation bei Raumtempera-
tur wurde der Ansatz zu den Zellen gegeben und nach 24 h durch neues SC-Medium

ausgetauscht.

2.6.2 Expression von shRINA mittels pSUPER-Konstrukt

Der pSUPER-Vektor (freundlicherweise iiberlassen von Dr. Reuben Agami, The Nether-
lands Cancer Institute) ist ein auf dem pBluescript KS (Clontech) basierender Expressi-

onsvektor mit HI-RNA Promotor (Abb. 4; Brummelkamp et al., 2002).

it I

I
H1-RNA
o Promotor
= T3
] II:DIEEEO
N ShRNA
pSUPER
(3176 bp)

Abbildung 4: Vektorkarte des pSUPER-Plasmids

In den pBluescript-Vektor (Clontech) wurde ein Polymerase III-Promotor eingebracht
(Promotor des Histons H1). Oligomere der Sequenz GATCCCC Npg*“™*¢ ttcaagaga
Nyg@tisense TTTTTGGAAA kénnen in eine Bglll- sowie eine HindIII-Schnittstelle ein-
kloniert und exprimiert werden. Die entstehenden RNA-Oligomere bilden aufgrund der

beiden gegenlédufigen identischen Sequenzen eine Haarnadel-Struktur aus. Modifiziert nach
Brummelkamp et al. (2002).
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In eine Bglll- und eine HindlIII-Schnittstelle kénnen synthetische 64nt DNA-Oligomere
folgender Sequenz einkloniert werden:

GATCCCC Njg*™¢ ttcaagaga Njgmtisense TTTTTGGAAA.

Mit Hilfe dieses Vektors konnen Zellen stabil transfiziert und bei einer Ko-Transfektion
mit CD14 exprimierenden Vektoren auch angereichert werden. Fiir die Untersuchung an
Plasmolipin wurde die bereits beim rPlal RNA-Oligomer verwendete Sequenz GUUGU-
AUAUGGUGCCCUGG eingesetzt; der modifizierte Vektor wird im Folgenden als pSPla
bezeichnet. Als Kontrollvektor wurde der unveréinderte pSUPER verwendet. Die weitere

Versuchsdurchfithrung ist identisch mit der fiir die pIRES-Konstrukte.

2.7 Indirekte Bestimmung der Adhision

Sterile Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen (MaxiSorb, Nunc) wurden mit 100 pul La-
minin oder Fibronectin (20 pg/ml in PBS) je Vertiefung versehen und iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach einer Blockierung unspezifischer Bindungsstellen durch Inkubation
mit 1 % BSA wurde dreimal mit PBS gewaschen. Eine Reihe von Vertiefungen wurde als
Kontrolle nur mit Medium befiillt, wédhrend die dufleren Reihen zur Kontrolle gar nicht
befiillt wurden. Transfizierte bzw. unbehandelte Ratten Schwannzellen wurden in einer
Dichte von 10.000 Zellen je Vertiefung in SC-Medium ausgesét und fiir 3 h unter nor-
malen Bedingungen gehalten. Um nicht adhérierende Zellen abzulésen, wurde die Platte
15 min bei 200 Upm geschiittelt und das Medium durch 100 ul frisches ersetzt. Fiir den
Test wurden PMS-Stammlosung (Phenazinmethosulfat, Elektronenkoppler, 920 pg/ml in
PBS) und MTS-Stammlosung [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-
2- (4-sulfophenyl)-2H-Tetrazolium, 2 mg/ml in PBS] im Verhéltnis 1:20 vermischt und zu
je 20 pul auf die Vertiefungen verteilt. Nach einer dreistiindigen Inkubation erfolgte die

stiindliche Auswertung mit einem ELISA-Plattenlesegerédt bei einer OD von 490 nm.

2.8 Untersuchung der Apoptose mit dem TUNEL-Assay

Mit RNA-Oligomeren transfizierte Ratten Schwannzellen wurden einen Tag nach der
Transfektion abtrypsiniert, mit einer Zellzahl von 15.000 je Vertiefung auf LabTeks (Nalge
Nunc Inc.) ausplattiert und ein bis drei Tage in SC-Medium gehalten; mit pIRES- oder
pSUPER-Konstrukten transfizierte Zellen wurden direkt nach der Anreicherung auf Lab-
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Teks ausplattiert. Zur Fixierung der Zellen wurden die Zellen zunéchst dreimal mit PBS
gewaschen, dann fiir 1 h mit 2 % PFA /PBS fixiert und erneut dreimal mit PBS gewaschen.
Um die Zellen zu permeabilisieren, wurden sie fiir 2 min mit Permeabilisierungspuffer (0,1
% Natrium-Citrat, 0,1 % Triton X-100 in PBS) auf Eis inkubiert, zweimal mit PBS gewa-
schen und fiir 1 h mit dem TUNEL-Reaktionsmix (Roche) bei 37°C im Dunkeln gehalten.
Nach zweimaligem Waschen mit Blockierungspuffer (0,1 % Triton X-100, 0,5 % BSA in
PBS) und weiteren drei Waschvorgéngen mit PBS erfolgte eine Kernfarbung mit DAPI,
ein kurzes Waschen in PBS und das Einbetten in Fluoromount (Southern Biotechnology
Assoziates). Die Auswertung erfolgte an einem Fluoreszenz-Mikroskop der Firma Nikon,
wobei je Gesichtsfeld die DAPI-gefarbten Zellkerne bzw. die angefdrbten apoptotischen

Zellen gezahlt wurden.

2.9 Bestimmung der Zellproliferation

Je 10.000 Ratten Schwannzellen wurden in eine Vertiefung eines LabTeks ausplattiert
und 24 h unter normalen Bedingungen gehalten. Die Zellen wurden mit 10 mM BrdU fiir
16 h inkubiert, mit kaltem Methanol fiir 10 min fixiert und mit PBS gewaschen. Nach
einer Denaturierung mit 2 N HCI fiir 60 min bei 37°C erfolgte eine Neutralisierung mit
0.1 M Borat-Puffer, pH 8.5. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir
60 min mit 6 pg/ml aBromodesoxyuridin Antikérper in PBS mit 0.1 % BSA inkubiert.
Die Zellen wurden mehrfach mit PBS gewaschen, 60 min mit aMaus Cy3-Antikorper bei
Raumtemperatur inkubiert, erneut mehrfach mit PBS gewaschen und kurz mit DAPI oder
SybrGreen (Applied Biosystems) inkubiert. Nach mehrfachem Waschen mit PBS wurden
die Zellen in Fluoromount eingebettet, fiir 24 h kalt gestellt und anschliefend wie der

Apoptose-Assay ausgewertet.

2.10 Durchmusterung einer genomischen Maus DN A Bibliothek

Eine genomische Maus 129/SvevTAC{Br P1 Bibliothek, bestehend aus 414750 Klone mit
einer mittleren Insert-Groie von 146.6 kb, konnte vom Ressourcen Zentrum/Primér Da-
tenbank (RZPD) des Deutschen Humanen Genom Projekts bezogen werden. Als Sonde
diente das PCR-~Produkt P3M5 aus der Plasmolipin cDNA der Ratte, welches den Bereich
zwischen den Nukleotiden 372 und 1476 umfasst und mit [3?P]dCTP iiber Ready-to-go-
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beads (Pharmacia) radioaktiv markiert wurde. Die Filter wurden fiir 1h bei 68°C in
Church-Puffer und 10 pg/ml denaturierter Lachs-Sperma DNA (Stratagene) vorhybridi-
siert, mit der radioaktiv markierten Sonde unter den gleichen Bedingungen iiber Nacht
hybridisiert und in Church-Waschpuffer fiir 5 min bei Raumtemperatur sowie dreimal
fiir 30 min bei 68°C gewaschen. Autoradiographische Signale wurden durch 48 h Expo-
sition von Rontgen-Filmen (Kodak) bei -70°C detektiert und den Filterkoordinaten der

jeweiligen P1 Klone zugeordnet.

2.11 Tiere

Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden in der Tierversuchsanlage Diisseldorf
(TVA) gehalten und/oder aus dieser bezogen. Die Behandlung der Tiere erfolgte ent-

sprechend des giiltigen Tierschutzgesetzes.
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3 Ergebnisse

3.1 Verdnderung der Plasmolipin-Expression in Zellkultur
3.1.1 Reduktion der Plasmolipin-Expression iiber die RNA Interferenz
(RNA,)

Parallel zu Untersuchungen an Plasmolipin im Tiermodell wurden Versuche an Schwann-
zellen in Zellkultur durchgefiihrt. Die Haltung dieser Zellen ist in der AG Molekulare Neu-
robiologie etabliert und gut charakterisiert, so dass eine Adaption an die neuen Versuchs-
bedingungen leicht zu bewerkstelligen war. Eine Moglichkeit, die Menge an Plasmolipin
in vitro zu verdndern und nachfolgende Auswirkungen zu studieren, ist die Verminderung
der Plasmolipin RNA-Konzentration in den Zellen iiber die RNA Interferenz (RNA;). Dies

sollte mit Hilfe zweier Strategien erreicht werden:

1. Transfektion der Zellen mit kurzen, doppelstriangigen RNAs (short interfering RNAs,
siRNAs)

2. Transfektion der Zellen mit einem Vektor, dessen Transkription zu einem kurz-
en Oligomer mit Haarnadel-Struktur fithrt. Die Verwendung des , MACS“-Systems
ermoglicht eine Anreicherung transfizierter Zellen

3.1.2 Die Transfektion von Schwannzellen der Ratte mit doppelstringiger
RNA fiihrt zu einer verminderten Plasmolipin mRNA-Expression und
zu einer verminderten Proteinmenge

Zwei Paare von doppelstrangigen RNA-Oligomeren (dsRNA) wurden nach den allgemein

verwendeten Kriterien fiir siRNAs konzipiert (Arbeitsanweisung nach der Internetseite
von Dr. T.Tuschl, Arbeitsgruppe Kombinatorische Biochemie, MPI fiir biophysikalische

Chemie; Elbashir et al., 2002):

rPlal GUUGUAUAUGGUGCCCUGGATAT
rPla2 CCAGCGCUCGGCUGCCcuUCUdTdT

Diese RNA-Oligomere wurden nach Hersteller-Angaben zu einem doppelstrangigen Oli-

gomer zusammengefithrt und im Spektralphotometer vermessen. Die Transfektion von
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Schwannzellen der Ratte erfolgte mittels Oligofectamine in DMEM ohne Antibiotika,
wobei zusétzlich zur Transfektion mit dsRNA auch Kontrollansidtze mit dem jeweiligen
sense Oligomer, dem antisense Oligomer oder nur mit Oligofectamine durchgefiihrt wur-
den. Die Zellen sahen in allen Féllen auch mehrere Tage nach der Transfektion vital
aus. Um zu iiberpriifen, ob die Transfektion mit dsRNA tatséchlich zu einer Redukti-
on der Plasmolipin-Expression fiihrt, wurde die RNA-Expression iiber eine quantitative
PCR bestimmt. Die RNA der einzelnen Ansétze wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben
und in einer sogenannten Q-PCR eingesetzt. Zum Ausgleich der Schwankungen zwischen
den eingesetzten RNA-Mengen wurde zudem eine Q-PCR fiir die Referenzgene rGAPDH
und/oder rODC durchgefiihrt, auf deren Werte die Expression anderer Gene normiert
wurden, bevor ein Vergleich der einzelnen Zellpopulationen (Kontrollzellen sense rPlal,
sense rPla2; Plasmolipin supprimierte Zellen ds rPlal, ds rPla2, as Plal) untereinander

stattfand.

1,20 -

0,80 1
0,60 4
0,40 4
0,20

0,00 +

Kontrolle pSPla dsPla1 dsPla2 asPla1
‘I Plasmolipin 1,00 0,25 0,29 0,35 0,45

Abbildung 5: Expression von Plasmolipin in Plasmolipin supprimierten Schwannzellen
Schwannzellen, die mit dem RNA-Oligomer ,antisense rPlal“ (asPlal) transfiziert wur-
den, zeigten in einer Q-PCR im Vergleich zu den Kontrollen eine reduzierte Plasmolipin-
Expression von insgesamt ca. 45 %. Die Transfektion mit den doppelstrangigen RNA-
Oligomeren dsPlal und dsPla2 fiihrte zu einem Riickgang der Plasmolipin-Expression auf
ca. 30 % und die Anreicherung von pSPla-transfizierten Zellen zu einer noch geringeren
Expression von ca. 25 % (in allen Féllen signifikant mit p<0.01). Alle gezeigten Daten
sind auf die Kontrollzellen normiert und stellen relative Werte dar.
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Der Vergleich der Zustande ,,dsRNA“,  sense RNA“ und , antisense RNA“ mit der Kon-
trollsituation Oligofectamine zeigte fiir beide verwendeten RNA-Sequenzen rPlal und
rPla2, dass die Expression der Plasmolipin-RNA im Zustand ,;sense RNA* unverdandert

blieb, wihrend der Zustand ,antisense RNA“ verminderte Werte auf bis zu 45 % aufwies

(Abb. 5).

Abbildung 6: Western Blot Analyse von Schwannzellen nach Transfektion mit RNA-
Oligomeren

Jeweils 1.5 Mio Schwannzellen wurden mit sense Plal-RNA oder doppelstriangigen Plal-
Duplexen transfiziert, nach 48 h abtrysiniert und geschert. Die Suspension wurde abzen-
trifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet mit den Membranfragmenten in
30 pl Puffer aufgenommen. Nach einer gelelektrophoretischen Auftrennung der Proben
in einem 15 %igen SDS-Gel wurden das Gel auf eine Nylon-Membran geblottet. Fiir A
und B: Spur 1 Marker, Spur 2 Uberstand sense rPlal, Spur 3 Uberstand ds rPlal, Spur 4
Pellet sense rPlal, Spur 5 Pellet ds rPlal. Der Pfeil gibt die Laufhéhe von Proteinen mit
20 kDa Molekulargewicht an.

A Coomassie-Firbung eines Gels nach dem Blotten. Die aufgetragenen Uberstéinde und
Pellets zeigen zueinander ungefiahr gleiche Proteinmengen.

B Western Blot Analyse des selben Gels unter Verwendung des Antikoérpers aPla4. Im
Pellet der mit sense Plal RNA transfizierten Zellen ldsst sich eine distinkte Bande in
der Laufhche von 20 kDa detektieren; im Pellet der Plasmolipin supprimierten Zellen
ebenfalls, allerdings schwicher.

Die Expression in Zellen, die mit doppelstrangiger RNA der Duplexe dsPlal bzw. dsPla2
transfiziert wurden, lag durchschnittlich bei 0.29 bzw. 0.35 der Ausgangswerte und ist
damit signifikant reduziert. Diese Reduktion konnte bei der Verwendung beider Referenz-
gene (GAPDH und ODC, gezeigte Daten beziehen sich immer auf GAPDH) nachgewiesen
werden. Es stellte sich die Frage, ob die Reduktion der RNA-Expression auch zu einer

Reduktion der Proteinmenge fithrt. Daher wurden die Zellen zwei Tage nach Transfektion
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einer Western Blot Analyse unterzogen, wobei gleichzeitig mit einem Teil der Zellen eine
Uberpriifung durch eine quantitative PCR stattfand. Der Plasmolipin-Gehalt in Schwann-
zellen der Zellkultur ist gering, so dass sich eine genaue Analyse als schwierig gestaltet
und bislang auch noch nicht beschrieben worden ist. Bei der Verwendung des Antikérpers
aPlad und sehr langen Expositionszeiten von iiber 10 min zeigte sich, dass zwei Tagen nach

der Transfektion eine Abnahme der Plasmolipin-Proteinmenge erkennbar wurde (Abb. 6).

3.1.3 Die Transfektion mit shRINA kodierenden pSUPER-Konstrukten fiihrt

ebenfalls zu einer verminderten Plasmolipin-Expression
Eine weitere Moglichkeit zur Induktion von RNA;-Prozessen ist die Verwendung von spe-
zifischen Vektoren mit RNA-Polymerase III-Promotoren. Diese Promotoren erlauben eine
Transkription kurzer RNAs in jedem (eukaryotischen) Zelltyp ohne Polyadenylierung des
Transkripts (Brummelkamp et al., 2002). Mit Hilfe dieses Vektors kénnen Zellen stabil
transfiziert werden. Kloniert man die gewiinschte Sequenz invertiert repetitiv hintereinan-
der (Abb. 4), so kann sie als kurzes RNA-Oligomer exprimiert werden, das sich aufgrund
der komplementéren Sequenzen zu einer Haarnadel-dhnlichen Struktur (short hairpin
RNA, shRNA) faltet. Diese shRNAs werden vermutlich ebenso prozessiert wie doppel-
strangige RNA und induzieren daher RNA;.

Im Falle des Plasmolipins wurde die Basenfolge, die bereits dem doppelstrangigen RNA-
Duplex dsPlal zugrunde lag, als invertiert repetitive Sequenz in den pSUPER-Vektor
kloniert. Im Folgenden wird dieses pSUPER-Konstrukt als pSPla bezeichnet. Die Ko-
Transfektion von Schwannzellen der Ratte mit den Vektoren pSUPER oder pSPla zusam-
men mit dem CD14.1-Vektor ermoglichte eine Anreicherung von Zellen iiber das MACS-
System. Je Experiment konnten 15-20 % aller eingesetzten Zellen isoliert werden (200.000
von 1.5 Mio), was in etwa den erwarteten Werten aus anderen Experimenten entspricht
(Angaben nach Dr. Patrick Kiiry, AG Molekulare Neurobiologie). Der Nachweis der Ex-
pressionsreduktion erfolgte wie oben beschrieben iiber eine quantitative PCR. Hierbei lag
die Plasmolipin-Expression der mit pSPla transfizierten Schwannzellen im Durchschnitt
bei unter 25 % im Vergleich zu den Zellen, die mit dem unveridnderten pSUPER-Vektor

behandelt worden waren; in einzelnen Versuchen konnten sogar Werte von unter 1 % ge-
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messen werden (Abb. 5). In allen weiteren Versuchen fanden nur solche Zellpopulationen

Verwendung, deren Suppression iiber Q-PCR bestétigt wurde.

3.1.4 Uberexpression von Plasmolipin

Zur Uberexpression von Plasmolipin wurde der kodierende Bereich der entsprechenden

Ratten cDNA in den pIRES2-EGFP-Vektor einkloniert. Im folgenden wird dieses pIRES-

Konstrukt als pIPla bezeichnet. Die Transfektion von Schwannzellen sowie die Anreiche-

rung transfizierter Zellen erfolgte wie fiir das pSPla-Konstrukt beschrieben.
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Abbildung 7: Uberexpression von Plasmolipin in Schwannzellen
Schwannzellen wurden mit dem pIPla- oder dem pIRES-Vektor transfiziert und transfi-
zierte Zellen iiber das MACS-System angereichert. Die Plasmolipin-Uberexpression wur-
de in einer Q-PCR gemessen. Die mit pIPla-Vektoren transfizierten Zellen zeigten im
Durchschnitt eine rund 10.000mal hohere Plasmolipin-Expression als die Kontrollzellen

(signifikant mit p<0.01).

Die Uberpriifung der Expressionseffizienz des pIPla iiber eine quantitative PCR ergab,

dass die mit pIPla-transfizierten Zellen eine rund 10.000mal héheren Menge an Plasmolipin-

mRNA aufweisen als unbehandelte Zellen oder solche, die nur mit pIRES transfiziert wor-

den sind (Abb. 7). Die Zellen beider Zellpopulationen (pIRES, pIPla) sahen bei visuellen

Kontrollen vital aus.
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3.1.5 Einfluss der Plasmolipin mRNA-Expression auf die Zellmorphologie

Zur Uberpriifung der Morphologie wurden Plasmolipin supprimierte Schwannzellen der
Ratte auf Glasplattchen von 13mm Durchmesser ausplattiert, wie oben beschrieben mit
RNA-Oligomeren transfiziert und mit aPlad als 1. Antikorper sowie Cy3 als 2. An-
tikorper immunzytochemisch angefdrbt. Ebenso wurde mit Plasmolipin {iberexprimieren-
den Schwannzellen und MDCK-Zellen verfahren.

Es ist anzumerken, dass die Zellmorphologie von Schwannzellen in Zellkultur unter sub-
konfluenten Bedingungen zwar zum grofiten Teil einem Haupttyp entspricht, aber auch
bis zu einem gewissen Grad variabel ist, da die duflere Form gerade bei Schwannzellen
zum Beispiel entsprechend der vorhandenen Zell-Zellkontakte etwas variieren kann. Die
im folgenden beschriebenen Verdnderungen stellen daher vielmehr eine Tendenz dar und

keinen ausschlieBllichen Zelltyp, der auf die gesamte Zellpopulation zutrifft.

Unbehandelte Schwannzellen der Ratte sind von schmaler, ldnglicher Gestalt mit lan-
gen Ausldufern an beiden Enden (Abb. 8A). Das Zytoplasma ist bei solchen Zellen
kaum erkennbar und auch granuldre Strukturen sind so gut wie nicht sichtbar. Zum
Teil kénnen auch Zellen mit einem Delta-formigen Zellkérper mit ldngeren Fortsétzen
gefunden werden. Diese Morphologie dnderte sich auch unter dem FEinfluss von Oligo-
fectamine, einzelstrangiger RNA-Oligomeren oder dem pSUPER-Vektor nicht. Zellen, in
denen die Plasmolipin-Expression reduziert wurde, waren dagegen flichiger und weniger
spindelférmig. Die Zellréinder schienen etwas unebenmaéssiger zu sein und die Ausléufer
verkiirzt (Abb. 8C). Damit einher ging eine Verédnderung der immunzytochemischen An-
farbung in der Zelle: In unbehandelten Zellen und solchen, die mit Oligofectamine, ein-
zelstrangigen Oligomeren oder dem pSUPER-Vektor behandelt wurden, fand sich eine
gleichméBige, intensive Anfarbung des Plasmolipin-Proteins in kleinen, distinkten Parti-
keln (Abb. 8B). Besonders intensiv war eine Struktur nahe des Zellkerns angefdrbt, dessen
Aussehen #dhnlich dem des Golgi-Apparates oder des rauhen Endoplasmatische Retiku-
lums ist. Bei den Plasmolipin supprimierten Zellen blieb diese Struktur weiterhin geférbt,

die Gesamtfarbung reduzierte sich dagegen sehr stark.
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Abbildung 8: Zellmorphologie von Schwannzellen mit veranderter Plasmolipin-Expression
A, B Unbehandelte Schwannzellen der Ratte im Durchlicht und immunzytochemische
Anfiarbung des Plasmolipins. Die Zellen sind grofitenteils spindelférmig, haben lange bi-
polare Ausldufer und sind gleichméfig gefarbt (Aufnahme: 20fach, Antikorper aPlad).
C, D Plasmolipin supprimierte Schwannzelle im Durchlicht und immunzytochemische
Anfarbung des Plasmolipins. Plasmolipin reduzierte Zellen sind im Allgemeinen flachiger
und haben nur kurze Fortsétze. Sie zeigen nur im Bereich um den Zellkern eine starkere
Anférbung, einzelne angefirbte Membranbereiche sind mit Pfeilen markiert (Aufnahme:
20fach, Antikorper aPlad).

E, F Plasmolipin {iberexprimierende Schwannzellen im Durchlicht und mit immunzy-
tochemische Anfarbung des Plasmolipins. Die in F deutlich zu erkennende Plasmolipin
iiberexprimierende Zelle weist gegabelte Fortsédtze mit kugelférmigen Endungen auf. Bei
den umliegenden Zellen handelt es sich um unverédnderte oder schwach {iberexprimieren-
de Schwannzellen, deren Farbung aufgrund der kurzen Aufnahmezeit kaum sichtbar ist.
(Aufnahme: 20fach, Antikorper aPlad).
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Die Verteilung der distinkten Partikel wirkte grobkorniger und vereinzelter, in den Auslauf-
ern fehlten sie vollstdndig (Abb. 8D). In allen untersuchten Féllen schienen die DAPI-
gefirbten Zellkerne intakt. Die Uberexpression von Plasmolipin in Schwannzellen rief eine
deutliche Verdnderung der Zellmorphologie hervor. Diese Zellen waren zumeist nicht spin-
delférmig, sondern bildeten lédngliche Filopodien aus, die sich meist gabelten und in runden
Strukturen endeten (Abb. 8E). Zudem fand sich im Zytoplasma haufig groiere Ansamm-
lungen von granuldren Strukturen. Die immunzytochemische Farbung war sehr intensiv,

so dass meist die gesamte Zelle fluoreszierte (Abb. 8F).

Auch die Plasmolipin iiberexprimierenden MDCK-Zellen zeigten eine abweichende Zell-
form: Unbehandelte Zellen hatten kaum Ausldufer, aber glatte Rander (Abb. 9A). Die
immunzytochemische Anfiarbung des Plasmolipins mittels aPla4, der gegen das Protein
der Ratte gerichtet ist, gelang nur sehr schwach (Abb. 9B). Uberexprimierende MDCK-
Zellen dagegen bildeten zum Teil ldngere Filopodien aus und zeigten vor allem kleine
Ausléufer an der Zellrindern (Abb. 9C). Deutlich waren vermehrt granuldre Struktu-
ren im Zytoplasma auszumachen. Auch hier war die immunzytochemische Farbung des

exogenen Proteins sehr intensiv (Abb. 9D).
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Abbildung 9: Zellmorphologie von Plasmolipin iiberexprimierenden MDCK-Zellen

A, B Unbehandelte MDCK-Zellen im Durchlicht und immunzytochemische Anfarbung
des Plasmolipins. Die Zellen liegen eng aneinander und haben kaum Zellfortsétze. Sie zei-
gen nur im Zellkern eine schwache Anfirbung (Aufnahme: 20fach, Antikorper aPla4).
C, D Plasmolipin iiberexprimierende MDCK-Zellen im Durchlicht und mit immunzy-
tochemische Anfarbung des Plasmolipins. Die in D deutlich zu erkennende Plasmolipin
iiberexprimierende Zelle weist einen starken Saum aus kurzen Filopodien auf (weifler
Pfeil). Im Durchlicht lassen sich deutlich granuldre Strukturen im Zellinneren ausmachen
(schwarzer Pfeil). Bei den umliegenden Zellen handelt es sich um unverénderte Zellen
(Aufnahme: 20fach, Antikérper aPlad).
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3.1.6 Eine Verminderung der Plasmolipin mRNA-Expression fiihrt nicht zu
vermehrter Apoptose
Um die Apoptose der verwendeten Zellpopulationen zu bestimmen, wurde ein TUNEL-
Assay verwendet. Bei Schwannzellen in der Zellkultur finden sich haufig unterschiedliche
Apoptoseraten zwischen verschiedenen Versuchen, wéhrend es bei Zellen eines Experimen-
tes keine Unterschiede gibt. Die Zellen reagieren auf kleine Verdnderungen in der Behand-
lung und den Inkubationsbedingungen oder auch auf die Anzahl der bereits durchlaufen-
den Passagen. Die einzelnen Experimente lassen sich daher am besten nicht zusammen
darstellen, sondern sollten dahingehend betrachtet werden, ob die Tendenzen in den ein-
zelnen Assays gleich sind. In allen durchgefiithrten Apoptose-Assays konnten dabei keine
Unterschiede in den gemessenen Apoptosewerten bei den gleichzeitig untersuchten Zell-
populationen festgestellt werden (sieche Abb. 10). Wurden Schwannzellen iiber 24 h mit
Staurosporin (10 nM Endkonzentration, induziert Apoptose) inkubiert, waren etwa 90 %

aller Zellen apoptotisch.
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Abbildung 10: Apoptose von Schwannzellen mit reduzierter Plasmolipin-Expression
Unbehandelte Schwannzellen und Plasmolipin reduzierte Zellen (dsPlal-Oligomer) wur-
den auf LabTeks ausplattiert (10.000 Zellen je Feld), iiber Nacht unter normalen Bedin-
gungen inkubiert und schliellich auf apoptotische Zellen mit dem TUNEL-Assay unter-
sucht. Beide Zellpopulationen zeigten in etwa dieselbe Anzahl apoptotischer Zellen, in
diesem reprasentativen Fall ca. 1 % aller Zellen.
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Die Apoptoseraten der Zellen, die mit Oligofectamine oder sense Plal RNA transfiziert
wurden, unterschieden sich nicht von denen, die mit doppelstringiger dsPlal RNA oder
antisense Plal RNA transfiziert wurden. Ebenso verhélt es sich mit den pSUPER- und

pSPla-transfizierten Zellen, die ebenfalls nahezu gleiche Apoptosewerte aufweisen.

3.1.7 Eine Verminderung der Plasmolipin mRNA-Expression fiihrt nicht zu
einer verdnderten Proliferation
Ein weiterer Parameter zur Bestimmung der Vitalitdt der untersuchten Zellen ist die
Proliferation. Die Zellteilungsrate kann durch eine Inkubation der Zellen mit BrdU und
die Detektion des BrdU-Einbaus in replizierte genomische DNA gemessen werden. Fiir
die Zellteilungsrate gilt wie fiir die Apoptose eine relativ grofle Varianz zwischen den
Versuchen, so dass es sinnvoll erscheint, jedes Experiment einzeln zu betrachten und die
ermittelten Tendenzen miteinander zu vergleichen (siehe Abb. 11). Zur Uberpriifung des
Proliferations-Assays wurden unbehandelte MDCK-Zellen in einem #hnlich durchgefiihr-

ten Test eingesetzt und zeigten eine Proliferation von ca. 60 %.
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Abbildung 11: Proliferation von Schwannzellen mit supprimierter Plasmolipin-Expression
Unbehandelte Schwannzellen und Plasmolipin reduzierte Zellen (dsPlal-Oligomer) wur-
den auf LabTeks ausplattiert (10.000 Zellen je Feld), fiir 16 h mit BrdU (10 mM End-
konzentration) inkubiert und das in replizierte DNA eingebaute BrdU detektiert. Beide
Zellpopulationen zeigten in etwa dieselbe Anzahl proliferierender Zellen, in diesem re-
priasentativen Versuch ca. 8 %.
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In allen Féllen zeigte sich dabei kein Unterschied in der Proliferation der Kontrollzellen
(Oligofectamine, sense Plal RNA, pSUPER-Vektor) und der Plasmolipin supprimierter
Zellen (doppelstriangige dsPlal RNA, pSPla-Vektor). Diese Zellpopulationen proliferierten

bei der gleichen Behandlung jeweils nahezu identisch.

3.1.8 Eine Verminderung der Plasmolipin mRNA-Expression fiihrt zu ei-
ner leicht verringerten Adhéision auf Fibronectin und zu einer leicht
erhohten Adhéasion auf Laminin

Um ein Maf fiir die Adh#sion von Zellen zu erhalten, wurde ein modifizierter Proliferations-
Assay (Promega) durchgefiihrt, bei dem Zellen in Suspension auf einen mit Laminin oder
mit Fibronectin beschichteten Untergrund gegeben und fiir einen Zeitraum von 3 h in-
kubiert wurden. Nach dem Ablésen nicht-adhérierter Zellen durch Schiitteln (15 min)

wurden die Zellen gewaschen und mit einer Farbstoflosung versehen.
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Abbildung 12: Adhésion von Schwannzellen mit verinderter Plasmolipin-Expression auf
Laminin und Fibronectin

Unbehandelte und Plasmolipin reduzierte Schwannzellen (ds rPlal) wurden auf mit La-
minin oder Fibronectin beschichteten Untergrund gegeben, nach 3 h gewaschen und die
Adhésion der intakten Zellen gemessen (siehe Text). Plasmolipin supprimierte Zellen haf-
ten rund 20 % besser auf Laminin und rund 20 % schlechter auf Fibronectin als die
Kontrollzellen (signifikant mit p<0.05).
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Dieser gelbliche Farbstoff wird von den intakten und adhérierten Zellen aufgenommen
und in einen hellbraunen Farbstoff umgesetzt, der in einem ELISA-Plattenauswertegerit
gemessen werden kann. Die Absorption dient dann als indirektes Maf fiir die Adhé&sion.
Eine direkte Messung der Adhésion ist nur schwer moglich; im folgenden ist daher mit
Adhésion der Wert gemeint, der sich aus der Messung des umgesetzten Farbstoffes in

linearer Abhéngigkeit von der Zellzahl auf einem definierten Substrat ergibt.

Als Kontrolle dienten unbehandelte oder mit sense RNA transfizierte Schwannzellen, de-
ren Adhésion nach Abzug der Werte der Mediumkontrolle als 100 % definiert wurde (Abb.
12). Schwannzellen, die mit sense RNA-Oligomeren transfiziert wurden, zeigen kein abwei-
chendes Verhalten und adhérieren im selben Ausmafl auf den getesteten Beschichtungen
wie unbehandelte Zellen. Schwannzellen, deren Plasmolipin-Expression mittels dsPlal re-
duziert wurde, zeigen dagegen ein abweichendes Verhalten: Im Durchschnitt haften sie um
20 % schlechter auf Fibronectin als unbehandelte Zellen oder solche, die mit sense Plal
Oligomeren transfiziert wurden. Im Gegensatz dazu liegt die Adhésion der dsPlal Zellpo-
pulation auf Laminin um rund 20 % iiber den Werten der Kontrollzellen. Das Aussehen der
Zellen wurde in allen Féllen unter dem Mikroskop {iberpriift und erschien normal. Zudem
wurde aus einem Teil der Zellpopulationen RNA isoliert und die Plasmolipin-Expression

iiber eine Q-PCR iiberpriift.

3.1.9 Eine Anderung der Plasmolipin mRNA-Expression fiihrt zu einer Ver-
dnderung der Expression anderer Myelingene
Zusétzlich zu Plasmolipin wurde die Expression weiterer Gene in den transfizierten Schwann-
zellen der Ratte iiber eine quantitative PCR gemessen. Die relativen Verédnderungen der
Plasmolipin supprimierten Zellen (doppelstrangige RNA, pSPla-Vektor) im Vergleich zu
den jeweiligen Kontrollen deckten sich tendenziell sehr gut, allerdings waren die Ergeb-
nisse bei den mit pSUPER-Konstrukten behandelten Zellen am eindeutigsten und werden
im Folgenden exemplarisch vorgestellt. Die Expression einiger ausgewéhlter Gene wurde

auch nach einer Uberexpression von Plasmolipin mittels des pIPla-Konstrukts bestimmt.
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Um zu iiberpriifen, ob die gemessenen Anderungen auf den spezifischen Einfluss der
veranderten Plasmolipin-Expression zuriickzufiihren ist, wurden als Kontrollen unbehan-
delte Zellen, mit unverdnderten Original-Vektoren transfizierte Zellen sowie zwei verschie-

dene Referenzgene (GAPDH und ODC) verwendet.

3.1.9.1 PO und PMP22

Bei der Untersuchung der klassischen Myelingene PO und PMP22 stellte sich heraus,
dass beide in Schwannzellen mit supprimierter Plasmolipin-Expression ebenfalls in ei-
nem &hnlichen Ausmafl reduziert exprimiert wurden (Abb. 13). Die Expression des im
PNS-Myelin dominierenden Proteins PO sank um mehr als ein Drittel auf 60 %, wihrend
PMP22 etwas weniger stark reguliert, aber auch nur noch zu 75 % des Referenzwertes

unbehandelter Zellen exprimiert wird.
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Abbildung 13: Expression von PMP22, PO und MBP in Schwannzellen mit supprimierter
Plasmolipin-Expression

Die Expression der Gene Plasmolipin, PMP22, PO und MBP in unbehandelten und Plas-
molipin reduzierten Schwannzellen wurde iiber eine Q-PCR ermittelt. Die gemessenen
Werte wurden auf die der unbehandelten Kontrollzellen normiert. Die Abnahme der Ex-
pression von Plasmolipin in Plasmolipin reduzierten Zellen ist signifikant mit p<0.01; die
Abnahme der Expression von PO und MBP ist signifikant mit p<0.05.

43



Ergebnisse

3.1.9.2 MBP und MAL

Im Vergleich mit PO und PMP22 zeigt das ebenfalls zu den klassischen Myelinge-
nen ziahlende MBP eine zu diesen reziproke Regulation. In Zellen, die eine reduzierte
Plasmolipin-Expression aufweisen, steigt die Expression von MBP um mehr als die Hélfte

des Referenzwertes an, so dass eine erhohte mRNA-Menge von ca. 170 % erreicht wird

(Abb. 13).

Eine noch deutlichere Steigerung der Expression erfahrt MAL, welches mit Plasmolipin
zu einer Proteinfamilie gezdhlt wird. Die gemessene mRNA-Menge liegt um mehr als das
2%fache iitber den Werten von Schwannzellen, die nur mit dem pSUPER-Vektor transfi-
ziert wurden (Abb. 14). Wurde Plasmolipin mittels pIPla-Vektor iiberexprimiert, sank die
Expression des MAL-Gens um ca. 20 % auf ca. 80 % des Wertes der Kontrollzellen ab.
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Abbildung 14: Expression von MAL in Schwannzellen mit verdnderter Expression von
Plasmolipin

Die Expression von MAL in unbehandelten, Plasmolipin reduzierten (pSPla) und Plas-
molipin tiberexprimierenden (pIPla) Schwannzellen wurde iiber eine Q-PCR ermittelt.
Die gemessenen Werte wurden auf die der unbehandelten Kontrollzellen normiert (rela-
tive Werte). Die Zunahme der Expression von MAL in Plasmolipin reduzierten Zellen ist
signifikant mit p<0.05; die Abnahme der Expression von MAL in Plasmolipin iiberexpri-
mierenden Zellen ist signifikant mit p<0.01.
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3.1.9.3 Integrin-Untereinheit o4

Aufgrund der verdnderten Adhé#sionseigenschaften der pSPla-Zellen wurde auch die
Expression einiger der in Schwannzellen vorkommenden a-Untereinheiten der Integrine
untersucht. Fiir die ao-Untereinheit konnten trotz mehrerer getesteter Primer-Paare kei-
ne Amplifikationsprodukte in einer quantitativen PCR detektiert werden.
Die ag-Untereinheit wies eine starke Regulation sowohl bei einer Uberexpression als auch
bei einer reduzierten Expression von Plasmolipin auf (Abb. 15). Wurde die Plasmolipin-
Menge reduziert, stieg die Expression von ag um ein Fiinftel auf ca. 120 % der Werte der
Kontrollzellen an. Bei einer Uberexpression von Plasmolipin dagegen sank die cig-mRNA

Menge um etwa ein Viertel auf nur noch 77 % des Referenzwertes.
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Abbildung 15: Expression der ag-Integrin Untereinheit in Schwannzellen mit verénderter
Plasmolipin-Expression

Die Expression der ag-Integrin Untereinheit (rITGA6) in unbehandelten, Plasmolipin re-
duzierten (pSPla) und Plasmolipin iiberexprimierenden (pIPla) Schwannzellen wurde iiber
eine Q-PCR ermittelt. Die gemessenen Werte wurden auf die der unbehandelten Kontroll-
zellen normiert (relative Werte). Alle dargestellten Verdnderungen in der Expression sind
signifikant mit p<0.01.
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3.2 Plasmolipin iiberexprimierende Mausmutanten
3.2.1 Generierung transgener Miuse

Die Plasmolipin-cDNA wurde iiber eine RT-PCR aus der RNA vom Ischiasnerv einer adul-
ten Maus gewonnen (Sequenz siche Anhang) und hinter eine Hamagglutinin-kodierende
DNA-Sequenz kloniert, so dass eine spétere Detektion von exogenem Plasmolipin moéglich
ist. Dieses Fragment wurde tiber einen Shuttle-Vektor in den SCE-Vektor einkloniert (Abb.
16). Sowohl Shuttle-Vektor als auch SCE-Vektor wurden freundlicherweise von Dr. Dies

Meijer, Universitat Rotterdam, zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 16: Konstruktion des TgN(mPlaSCE)-Vektors

Die cDNA des zu untersuchenden Gens wird in einen Shuttle Vektor kloniert, der zusétz-
lich eine Hamagglutinin-Gruppe kodiert (HA-Tag). Diese Kassette kann in den eigent-
lichen SCE-Vektor mit der Enhancer-Region SCE einkloniert werden. Dabei wird die
urspriingliche Oct-6 cDNA ersetzt.

Fiir die Generierung transgener Méuse ist ein Antrag auf Genehmigung eines Versuchsvor-
habens nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes notwendig, der mit der Aktenzeichennum-
mer 50.05.230-3-94/01 und der Projektnummer G/94/2001 genehmigt wurde (Leiter des
Versuchsvorhabens: M. Hamacher, Stellvertretender Leiter des Versuchsvorhabens: Dr. F.
Bosse). Die Bereitstellung des transgenen Tierlabors und die weitere Haltung der Tie-
re iibernahm die Tierversuchsanlage Diisseldorf; die Erzeugung scheinschwangerer Méause
sowie die Manipulation der Oocyten wurden von Dr. Theil und Prof. Riither, Institut fiir
Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere, Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf,

im Rahmen einer Kooperation durchgefiihrt.
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Zwei Injektionstermine fithrten zu drei Wiirfen mit insgesamt 13 Tieren der Bezeich-
nung B6C3F1-TgN(mP1laSCE)1HWM bis B6C3F1-TgN(mPlaSCE)13HWM. Im Alter von
drei Wochen wurden Schwanzspitzenbiopsien entnommen und aus diesen DNA isoliert.
Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR, in der als sense Primer ein Oligomer aus
der Hémagglutinin-DNA-Sequenz verwendet wurde und als antisense Primer ein Oli-
gomer aus der cDNA von Plasmolipin. Eine Amplifizierung endogener genomischer Se-
quenzen sollte mit dieser Strategie vermieden werden. Die Integritdt der DNA wur-
de iiber eine PCR mit etablierten Primern gegen das beta-Aktin der Maus iiberpriift.
Die Tiere TgN(mPlaSCE)1, TgN(mPlaSCE)2, TgN(mPlaSCE)5, TgN(mPlaSCE)8 und
TgN(mPlaSCE)11 zeigten ein Amplifikationsprodukt gesuchter GréBe (Abb. 17) und wur-
den mit C57Bl6 Méusen verpaart, da bei diesem Stamm kaum Auffalligkeiten bei trans-
genen (Myelin-) Mutanten beobachtet wurden (Angaben Prof. Nave, Max-Planck-Institut

fiir Experimentale Medizin, Gottingen).

w9 10111213

s

WLNP-123456738m

o

Abbildung 17: PCR-Charakterisierung der TgN(mPlaSCE)-Griindertiere

DNA aus Schwanzspitzenbiopsien der FO-Tiere wurde isoliert und in einer PCR eingesetzt,
bei der ein Primer aus der SCE-Vektorsequenz sowie ein Primer aus der cDNA von Plasmo-
lipin verwendet wurde. Als Kontrollen wurde zusétzlich der SCE-Vektor (P, 20fg/ul), DNA
aus einer Wildtyp-Maus (N) sowie Wasser (L) verwendet. Die Tiere TgN(mPlaSCE)1, 2,
5, 8 und 11 zeigen ein Amplifikationsprodukt, das im Falle der Maus TgN(mPlaSCE)5
in dieser Aufnahme kaum zu erkennen ist. Die verwendeten genomischen DNA-Proben
waren in einer PCR mit Aktin-Primern positiv.
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3.2.2 Etablierung unabhingiger transgener Mauslinien

Die Verpaarung der Tiere verlief ohne Schwierigkeiten und fiihrte zu insgesamt 119 F1-
Tieren, von denen aber nur 15 Mé&use als positiv in einer PCR gegen die Vektorsequenz
des Schwannzellen Enhancers detektiert werden konnten (12 %, genaue Aufschliisselung
siche Tab. 1). Dabei handelte es sich um drei Nachfahren der Maus TgN(mPlaSCE)1, zwei
Nachfahren der Maus TgN(mPlaSCE)2, zwei Nachfahren der Maus TgN(mPlaSCE)5, vier
Nachfahren der Maus TgN(mPlaSCE)8 und vier Nachfahren der Maus TgN(mPlaSCE)11.
Die transgenen F1-Tiere erschienen unauffillig und vital; es konnten keine Ausfille bei
dem Gebrauch der Hinterbeine oder in der Lokomotion festgestellt werden. Weitere Ver-
haltenstests wurden nicht durchgefiihrt.

Diese F1-Tiere wurden ebenfalls mit C57Bl6-Mé&usen verpaart und die resultierenden F2-
Tiere erneut mittels PCR genotypisiert. Von 187 M&ausen konnten dabei nur 12 Tiere als
positiv detektiert werden (6,5 %, genaue Aufschliisselung siche Tab. 1). Auch diese Tiere
schienen unauffillig zu sein. Tote oder eingeschrénkt lebensfihige Jungtiere wurden in
einem normalen Ausmafl vorgefunden: sechs von 306 Tieren verstarben, zwei Jungtiere
waren deutlich kleiner als die {ibrigen. Eine eingehendere Charakterisierung der Plasmoli-
pin iiberexprimierenden Méuse in einem zukiinftigen Projekt soll kldren, wie diese geringe
Penetranz zustande kommt und welche Auswirkungen die Uberexpression von Plasmolipin

wéahrend der Entwicklung haben kann.

FO-Tier | | Nachkommen F1, davon transgen | | Nachkommen F2, davon transgen
1 27/3 35/1
2 16/2 27/2
5 38/2 16/0
8 21/4 46/3
11 17/4 63/6

Tabelle 1: Zuchtschema der transgenen Mauslinien TgN(mPlaSCE)1, 2, 5, 8, 11
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3.3 Plasmolipin defiziente Mausmutante
3.3.1 Durchmusterung einer genomischen P1 Maus-Bank

Um die biologische Funktion des Plasmolipin-Proteins zu untersuchen, sollte eine Plas-
molipin defiziente Mausmutante hergestellt werden. Da nur die cDNA Sequenzen von
Maus und Ratte bekannt waren, musste zu diesem Zweck die genomische Struktur des
Plasmolipin-Gens der Maus ermittelt werden. Hierzu wurde eine genomische 129/Svev-
TACIBr P1 Maus-Bank (RPCI21, Nr. 711), die vom Ressourcen Zentrum/Primér Daten-
bank (RZPD) des Deutschen Humanen Genomprojekt bezogen werden konnte, mit der
radioaktiv markierten cDNA-Sonde P3M5 aus der vollstdndigen kodierenden Region des
Plasmolipins der Maus durchmustert. Diese P1 Bank besteht aus 414750 Klonen mit ei-
ner durchschnittlichen Insertgréfie von 146.6 kb und représentiert das Genom der Maus
12.6fach. Insgesamt konnten 13 unabhéngige Klone positiv detektiert und ebenfalls vom
RZPD bezogen werden. Die DNA der Klone wurde isoliert und mit den Restriktionsenzy-
men FcoRI oder BamH]I geschnitten sowie einer Southern Blot Analyse unterzogen. Bei
der Verwendung der cDNA-Sonde P3M5 zeigten alle Klone ein identisches Schnittmuster,
so dass der Klon RPCIP711E01102 fiir das weitere Vorgehen ausgewéhlt wurde. Dieser
Klon wurde mit den Restriktionsenzymen FEcoRI oder BamHI geschnitten und in den

entsprechend geschnittenen pBluescript-Vektor einkloniert.

Die mit diesen Vektoren transformierten E.coli Zellen wurden auf LBA™P-Platten ausge-
strichen, iiber Nacht bei 37°C inkubiert und die entstandenen Kolonien durch kurzes Auf-
legen einer Nylon™-Membran auf diese iibertragen. Nach kurzer Denaturierung der Zellen
wurde die Membran in einer Filterhybridisierung mit der cDNA-Sonde P3M5 radioak-
tiv hybridisiert. Positiv detektierte Kolonien wurden vereinzelt und mit der sogenannten
Primer-Walking-Methode sequenziert. Hierbei sequenziert man zunéchst mit bekannten
Primern aus der Vektorsequenz und verwendet im néchsten Schritt neue Primer aus dem
Bereich der entschliisselten Insertsequenz usw., bis die Nukleotidreihenfolge des Klons aus
beiden Richtungen iiberlappend komplett bekannt ist. Zusétzlich zu den Vektor-Primern
konnten in diesem Fall einige Primer verwendet werden, die aus der cDNA-Sequenz bereits

bekannt waren. Eine Liste der verwendeten Primer befindet sich im Anhang. Die gewon-
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nen Daten wurden mittels der Analyse-Software Sequencher (Gene Codes) ausgewertet
und mit bekannten Datenbanken verglichen. Es gelang, mehrere in ihrer Sequenz iiber-
lappende Klone zu finden, die die kodierende Region des Plasmolipin-Gens vollstandig
beinhalten. Ein nicht-kodierender Bereich des Gens konnte mit Hilfe einer PCR aus dem
PAC Klon amplifiziert und ebenfalls sequenziert werden. Zur Bestimmung der Exon-Intron
Grenzen wurde die ermittelte Nukleotidfolge mit dem Programm SpliceView des Institu-
te of Advanced Biomedical Technologies (ITBA, Italy; http://125.itba.mi.cnr.it/ webge-
ne/wwwspliceview.html) analysiert und mogliche Bereiche mit der GT/AG Regel ver-
glichen. Die Sequenz des Plasmolipin-Gens der Maus wurde - bis auf ein 200 bp grofies
Fragment mit repetitive Elementen aus dem ersten Intron - der EMBL Datenbank iiber-

mittelt und erhielt die Zugangsnummern AJ298129 und AJ298130 (siehe Anhang).

3.3.2 Genomische Struktur des Plasmolipin-Gens der Maus

Das Plasmolipin-Gen der Maus erstreckt sich iiber eine Lénge von 19 kb und besteht aus
vier Exonen (Abb. 18), wobei das Start-Codon ATG in Exon I und das Polyadenylie-

rungssignal in Exon IV zu finden ist.

Exon I I1 I11 IV

N
I I
688bp 174bp 123bp 817bp Exon
14kb 1997bp 949bp Intron

m untranslatierter Bereich
O translatierter Bereich

Abbildung 18: Genomische Struktur des Plasmolipin-Gens der Maus

Das Plasmolipin-Gen der Maus umfasst ca. 19 kb und besteht aus vier Exonen. Auffallig
ist ein mit 14 kb sehr grofles Intron I. Exone sind als Késten dargestellt, wobei die un-
translatierten Bereiche schwarz und die translatierten Bereiche weifl gezeichnet sind. Die
Abbildung ist nicht mafistabsgerecht abgebildet.
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Um den Transkriptionsstartpunkt genauer einzugrenzen, wurde eine Analyse der Bin-
dungsmotive mit Hilfe des WWW Signal Scans der National Institutes of Healths NIH
durchgefiihrt (http://bimas.dert.nih.gov/molbio/signal). Zwei TATA-Boxen 541 bp und
644 bp 5‘-seitig des Start-Codons konnten gefunden werden, was auf einen Transkrip-
tionsstartpunkt etwa 510 bp 5‘-seitig des Start-Codons schlieffen lédsst. Zudem wurden
verschiedene GC-Boxen sowie mogliche Bindungsstellen fiir eine Reihe von Transkripti-
onsfaktoren wie Myogenin, MAZ, Pit-1, Oct-1 und Oct-2 ermittelt, die aber nicht weiter
charakterisiert wurden. Insgesamt dhnelt die genomische Struktur dieses Gens mit vier
Exonen und einem sehr grofien Intron I stark dem Aufbau des MAL-Gens (Alonso und

Weissman, 1987).

3.3.3 Generierung und Detektion von Plasmolipin defizienten ES-Kolonien

Bei der Generierung defizienter Méuse kénnen zwei Strategien angewendet werden:

1. Das Gen wird in allen Zellen bereits zu Beginn der Embryonalentwicklung konstitu-
tional ausgeschaltet, so dass alle Zellen des adulten Tieres heterozygot nur ein Allel

aufweisen.

2. Das Gen wird iiber das Cre-lox-System konditionell nur in bestimmten Zellen zu

einer bestimmten Zeit eliminiert.

Da zwar das Expressionsmuster von Plasmolipin bekannt war, aber nichts iiber eine mogli-
che Funktion, schien es ratsamer, (zunéchst) eine konstitutionelle Mausmutante zu gene-
rieren. Das entsprechende DNA-Konstrukt muss einen positiven Selektionsmarker zwi-
schen moglichst grofien, nicht-kodierenden Fragmenten aus dem 5°- und dem 3‘-Bereich
des Gens umfassen. In diesem Fall wurde ein Neomycin-Resistenzgen zwischen ein 2 kb
Fragment aus dem 5‘-Bereich vor dem Start-Codon und einem 3.4 kb Fragment mit dem
nicht-kodierenden Exon IV kloniert (Konstrukt PE12, Abb. 19). Die Sequenzierung des
Inserts stellte die Vollstandigkeit des Konstrukts sicher. Embryonale Stammzellen des
Typs E14.1 wurden auf einem Fibroblasten-Zellrasen kultiviert und nach Standardpro-
tokollen mit dem linearisierten Vektor elektroporiert. In insgesamt drei unabhéngigen
Versuchsreihen wurden elektroporierte und unbehandelte ES-Zellen mit Neomycin fiir 14

Tage selektioniert. Unbehandelte Zellen starben innerhalb dieser Zeit ab, wéhrend sich
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auf den iibrigen Platten Kolonien bildeten. Es folgte eine Vereinzelung von insgesamt
1274 ES-Kolonien, die in Trypsin in Einzel-Zellen gel6st und auf drei verschiedene Mikro-
titerplatten mit 96 Vertiefungen verteilt wurden. Nach einer Anwachsphase von mehreren
Tagen wurden zwei der Platten fiir spétere Versuche bei -80°C eingefroren, wiahrend die

DNA der Kolonien der dritten Platte isoliert wurde.

Exon 1 Plasmolipin-Gen y 3
FcoRI FEecoRIXbal Beil
Xbal/lEcoRI Bell
~wt PE12 M _wt PEI2M
- Exon 1 4 —_—— =
S < >14kb
EcoRI chll EcoRI
al
@® @ S5kb @ 4.7kb
® 38kb PE12-Konstrukt
5'Sonde 3'Sonde

Abbildung 19: Schema zur Charakterisierung von Plasmolipin defizienten ES-Zellen
Heterozygote ES-Zellen sollten nach erfolgreicher Elektroporation ein intaktes Allel des
Plasmolipin-Gens sowie das verwendete Konstrukt PE12 auf dem entsprechenden zwei-
ten Chromosom besitzen. Zur Uberpriifung, ob das Konstrukt richtig in den Gen-locus
inseriert ist, kann eine Southern Blot Analyse durchgefiihrt werden. Hierbei wird die
genomische DNA der Zellen mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten, gel-
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran geblottet. Bei der Verwendung ei-
ner geeigneten cDNA-Sonde sollten Wildtyp-Zellen nur ein Fragment (des urspriinglichen
Gens) zeigen, heterozygote Zellen aber zwei Fragmente (zusétzlich das des Konstrukts).
Diese Uberpriifung ist fiir beide Enden des Gens durchzufithren: In diesem Fall fiir die
5‘-Seite mittels der Restriktionsemzyme FcoRI und Xbal sowie einer cDNA-Sonde aus
dem 5°'-Bereich des Gens; fiir die 3‘-Seite mittels des Restriktionsemzyms Bcll sowie einer
cDNA-Sonde aus dem 3‘-Bereich des Gens.

Exone sind als Késten dargestellt, wobei die untranslatierten Bereiche des Plasmolipin-
Gens schwarz und die translatierten Bereiche weifl gezeichnet sind. Das im PE12-
Konstrukt enthaltene Neomycin-Resistenzgen mit eigenem Promotor ist grau gehalten.
Die dargestellten DNA-Fragmente sind nicht mafistabsgerecht abgebildet. wt Wildtyp,
PE12 Konstrukt, M Marker.
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Die Uberpriifung der Restriktionsschnittmuster fiir den 5‘- sowie 3‘-Bereich des Gens in
einer Southern Blot Analyse zeigte in allen Féllen nur die Fragmente des unverdnderten
endogenen Plasmolipin-Gens (Abb. 20A, B). Ein weiteres Fragment der gesuchten Grofie
von 3.8 kb bzw. 4.7 kb konnte - auch in einer zweiten Analyse und in einer anschlieBenden
PCR - nicht detektiert werden. Ein weiterer Versuch zur Generierung Plasmolipin defizi-
enter Méause erschien auch nach Riicksprache mit dem Zentrallabor fiir transgene Tiere

des Biologisch-Medizinischen Forschungszentrums nicht zweckméfig.

28

56

D et o i o s s e e

Abbildung 20: Southern Blot Analyse von ES-Zellen nach Neomycin-Selektion

A Uberpriifung der 5-Seite mittels der Restriktionsemzyme EcoRI und Xbal sowie einer
cDNA-Sonde aus dem 5‘-Bereich des Plasmolipin-Gens. Die Pfeile markieren die Laufhohe
von Fragmenten mit 5 kb Gréfle. Es sind nur die DNA-Fragmente des unverdnderten Gens
zu sehen.

B Uberpriifung der 3‘-Seite mittels des Restriktionsemzyms Bell sowie einer cDNA-Sonde
aus dem 3‘-Bereich des Gens. Die Pfeile markieren die Laufthéhe von Fragmenten mit 4.7
kb Grofle. Auch in diesem Fall sind nur die DNA-Fragmente des unverédnderten Gens zu
sehen.

1-56 aufgetragene Proben, wobei 1, 28, 29 und 56 jeweils den DNA-Standard markiert. Die
iibrigen DNA-Proben der ES-Zellen sind aus Ubersichtsgriinden nicht explizit nummeriert
dargestellt. Die in den Spuren des DNA-Standards zu findenden Banden sind unspezifisch.
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3.4 Plasmolipin und das Bardet-Biedl Syndrom

Die Daten zur chromosomalen Struktur des Plasmolipin-Gens der Maus konnten zusam-
men mit weiteren Daten aus der AG Molekulare Neurobiologie veréffentlicht werden (Ha-
macher et al., 2001). Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Plasmolipin-
Protein bei der Ratte nicht nur in der Niere und im Nervensystem zu finden ist, sondern
auch in einer Vielzahl weiterer Organe wie zum Beispiel Lunge, Thymus, Ovarien, Herz-
Muskel und verschiedenen Driisen, nicht aber in der Retina, im Pankreas oder in der
Leber (Arbeiten von U. Pippirs, AG Molekulare Neurobiologie). Weiterhin gelang es un-
ter Verwendung der Sequenzinformationen im Rahmen einer Kooperation, den Gen-locus
des humanen Plasmolipin-Gens iiber zwei unabhéngige Methoden auf die Region Chro-
mosom 16q13 einzugrenzen (Arbeiten von Dr. A. Kohler, Institut fir Human Genetik,
Giessen, und Dr. F. Bosse, AG Molekulare Neurobiologie). Dieser Bereich wurde bereits
iiber Stammbaum-Analysen mit dem Bardet-Biedl Syndrom Typ 2 assoziiert (Kwitek-
Black et al., 1993).
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die biologische Funktion des Tetraspan Molekiils
Plasmolipin néher zu charakterisieren und erste Hinweise zu erhalten, inwiefern es an der
Bildung, der Erhaltung und dem Regenerationspotential des Myelins peripherer Nerven
beteiligt ist. Frithe Arbeiten zum Thema Plasmolipin postulierten, dass Plasmolipin im
Falle einer Oligomerisierung Kanéle bilden kann, die K*-permeabel sein und zur Regula-
tion der Wasser-Homoostase dienen sollen (Tosteson und Sapirstein, 1981, Dr. Sapirstein,
unverdffentlicht). Wichtige Erkenntnisse tiber die genaue Wirkungsweise oder Aufgabe
im Myelin fehlten allerdings bislang weitestgehend. Die Methoden der RNA Interferenz
(RNA;) sowie neue Erkenntnisse iiber den Aufbau von Membranen ermoglichen nun die
Entwicklung neuer Ansatzpunkte, um die physiologische Funktion des Plasmolipins besser

beschreiben zu konnen.

4.1 Die Induktion von RNA; ist auch in priméren Zellkulturen
eine einfache und effektive Methode zur spezifischen Reduk-
tion der RNA- und Protein-Expression

Gelangt doppelstringige RNA (dsRNA, zum Beispiel durch eine virale Infektion) in eine
Zelle oder wird in dieser gebildet (zum Beispiel durch Transkription von Transposons oder
kodiert als Vorldufer einer RNA mit Haarnadel-Struktur), wird sie in Fragmente von 21nt
Grofe geschnitten und bewirkt unter anderem die Degradierung komplementéarer mRNAs,
so dass keine Neu-Synthese des betreffenden Proteins stattfinden kann (Abb. 21; Elbashir
et al., 2001; Hannon, 2002).

Fast alle zu Beginn dieser Arbeit erschienenen Publikationen zur RNA; beziehen sich auf
Invertebraten oder sehr gut beschriebene Zelllinien wie HeLa-Zellen o.4. (Dudley et al.,
2002; Harborth et al., 2001); vereinzelt haben verschiedene Forschergruppen auch Maus-
Oocyten oder Tiermodelle wie die Ratte verwendet (Svoboda et al., 2000; McCalffrey et al.,
2002). Die vorliegenden Ergebnisse zéhlen zu den ersten, die zeigen, dass diese Methode
auch bei priméren Saugerzellkulturen wie den Schwannzellen der Ratte zur Regulation

eines endogenen Gens herangezogen werden kann.
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Abbildung 21: Schema zum Mechanismus der RNA;

Doppelstrangige RNA, die von auflen in die Zelle gelangt oder in dieser gebildet wird,
kann von dem Protein Dicer gebunden und in kleine RNA-Fragmente (small interfering
RNA, siRNA) prozessiert werden. Die RNA-Oligomere gelangen zu einem RISC genann-
ten Protein-Komplex (RNA-induced silencing complex) und aktivieren diesen. Aktivierte
RISC Komplexe kénnen darauthin die Degradierung komplementéirer mRNAs bewirken
oder ihre Translation behindern sowie wahrscheinlich auch die Expression des betreffenden
Gens durch Verdnderung der Struktur des Chromatins (Chromatin remodelling) unter-
binden. Eine Amplifikation der siRNAs durch RNA abhéngige RNA Polymerasen wird
ebenfalls diskutiert. Abbildung nach Hannon (2002).

Die Transfektion von Schwannzellen der Ratte mit RNA-Duplexen fiihrt zu einer Reduk-
tion der Plasmolipin-Expression auf bis zu 30 % der Werte unbehandelter Zellen. Dabei
wurden mehrere Referenzgene (rGAPDH, rODC) in der quantitativen PCR verwendet,
um auszuschliefen, dass diese auch reguliert waren und die relativen Expressionsénder-
ungen verfélscht berechnet wurden. Zusétzlich kamen zwei verschiedene Oligonukleotid-
sequenzen zum Finsatz, die mit Datenbanken abgeglichen wurden und nur homolog zur
Plasmolipin-Sequenz sind. Damit sollte sicher gestellt werden, dass nur die Plasmolipin-
Expression reduziert wird und die daraus resultierenden Effekte mit grofler Sicherheit auf
das Fehlen von Plasmolipin zuriickzufiihren sind. In allen Experimenten zeigten sich da-
bei dieselben beschriebenen Tendenzen. Die Effizienz der Transfektionen wurde in diesen
Experimenten nicht bestimmt, kann aber vermutlich nicht die hohen Transfektionsraten

anderer Zelltypen wie zum Beispiel 90 % bei HeLa-Zellen erreichen (Angabe Dr. T.Tuschl,
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Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie). Bedenkt man, dass die Transfektions-
rate fiir DNA-Transfektionen bei Schwannzellen der Ratte zwischen 10-20 % liegt (Angabe
Dr. P.Kiiry, AG Molekulare Neurobiologie), muss ein etwas geringerer Transfektionserfolg
bei RNA-Duplexen im Vergleich zu den HeLa-Zellen angenommen werden. Insgesamt
bestétigt sich dennoch, dass die Verwendung von siRNAs auch in der Zellkultur primérer
Zellen eine wirkungsvolle Methode zur spezifischen Verdnderung der Expression eines
Genes darstellt. Ein dhnlicher, aber schwécherer Effekt tritt bei der Verwendung von an-
tisense RNA-Oligomeren auf, die ebenfalls eine leicht reduzierten Expression hervorrufen
konnen. Sie wirken vermutlich iiber denselben Mechanismus wie die dsSRNA, indem sie an

komplementidre mRNAs im Zytoplasma binden und so als RNA-Duplexe RNA; induzieren.

Eine elegantere und effektivere Methode besteht in der Verwendung der shRNA kodieren-
den pSUPER-Vektoren. In den hier dargestellten Versuchen wurden Transfektionsraten
von rund 10-20 % erreicht, wie man anhand des Verhéltnisses zwischen transfizierten und
angereicherten Zellen sehen kann (1.5 Mio zu ca. 200.000 Zellen). Aufgrund der Anreich-
erung transfizierter Zellen durch die Ko-Transfektion mit dem CD14.1-Vektor wird jedoch
eine Zellpopulation isoliert, in der nahezu 100 % aller Zellen eine RNA;-Induktion erfah-
ren haben. So konnte in dieser Zellpopulation eine Plasmolipin-Expression zum Teil von
unter 1 %, im Durchschnitt aber von unter 25 % des als ,,normal® definierten Wertes
nachgewiesen werden. Dies stellt eine sehr starke Reduktion dar, bedeutet aber nicht das
vollige Fehlen der Plasmolipin-mRNA, die zu einem sehr geringen Mafl immer noch trans-
kribiert wird. Dies stimmt mit den Befunden anderer Arbeitsgruppen iiberein (Jacque et
al., 2002; Svoboda et al., 2000), zumal im Zusammenhang mit RNA; von einem ,, Knock-
Down® und nicht von einem , Knock-Out“ gesprochen wird. Eine derartige Anderung in
der Expression sollte auch eine Verdnderung in der Proteinmenge nach sich ziehen, wenn
es nicht zu einer Erhohung der Stabilitdt und einem langsameren Abbau des betreffen-
den Molekiils kommt. Im Falle des Plasmolipins fiihrte die Abnahme der mRNA-Menge
auch zu einer Reduktion der Proteinmenge, wie dies in Western Blot Analysen sowie in
immunzytochemischen Untersuchungen gezeigt werden konnte.:

Farbt man unbehandelte und behandelte Schwannzellen der Ratte immunzytochemisch

an, so stellt man in den RNA;-induzierten Schwannzellen der Ratte eine deutlich schwéch-
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ere Anférbung fest (siche Abb. 8). Zellfortsétze oder die Zellmembran sind kaum sichtbar,
die granuldren Strukturen im Zellinneren erscheinen gréber und ein Zellkern-nahes Orga-
nell tritt deutlicher hervor. Bei diesem Organell handelt es sich vermutlich um das Endo-
plasmatische Retikulum und/oder den Golgi-Apparat. Die Abnahme der Proteinmenge
von Plasmolipin konnte iiber eine Western Blot Analyse fiir die dsRNA-transfizierten

Zellen bestétigt werden (siche Abb. 6).

4.2 Der Einfluss des Plasmolipins auf die Zelladhision
4.2.1 Extrazellulirmatrix und Integrine

Schwannzellen, in denen die Plasmolipin-Menge durch die Induktion von RNA,;-Prozessen
reduziert wurde, zeigten im Vergleich zu unbehandelten Zellen ein abweichendes Adhési-
onsverhalten auf den Substraten Laminin und Fibronectin. Plasmolipin reduzierte Schwann-
zellen verloren dabei selektiv die Fahigkeit, im selben Ausmaf§ wie unbehandelte Zellen auf
Fibronectin zu haften (-20 %), adhérierten aber verstiarkt an Laminin (420 %). Gleichzei-
tig fithrte die Reduktion der Plasmolipin-Expression zu einer Steigerung der Expression
der ag-Integrin-Untereinheit um 20 %, withrend die Uberexpression von Plasmolipin in
einer Verringerung der ag-Expression um ebenfalls ca. 20 % resultierte. Es ist daher zu
vermuten, dass Plasmolipin direkt oder indirekt eine Rolle bei der Entstehung des Reper-
toires oder der Stéchiometrie der sich auf der Zelloberfliche befindenden Integrine spielt
und somit auch bei der Adhésionsfahigkeit der Zellen an verschiedene Substrate der Ex-

trazellularmatrix.

In vielerlei Hinsicht spielen Adhésion und Migration gerade fiir Schwannzellen eine wich-
tige Rolle. Die Vorlauferzellen der Schwannzellen, die Neuralleisten-Zellen, wandern von
ihrem Ursprungsort in lateraler und ventraler Richtung zu ihrem spéateren Bestimmungsort
(sieche Einleitung; Anderson, 1997). Zur Orientierung interagieren die migrierenden Zel-
len auch mit den Komponenten der Extrazellularmatrix wie zum Beispiel Laminin und
Fibronectin. Diesen kommt auch in Regenerationsprozessen nach Nervenldsionen grofie
Bedeutung zu, da Schwannzellen bei der Bildung der sogenannten Biingner‘schen Béander

von der Extrazellularmatrix geleitet werden (Bunge et al., 1989; Scherer, 1997) und sich
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auch auswachsende Axone an den verschiedenen Komponenten orientieren (Leitinger und
Hogg, 2001). Die Adhé&sion von Zellen an die Extrazelluldarmatrix wird dabei iiber Inte-
grine vermittelt (Plow et al., 2000). Integrine sind Transmembran-Rezeptoren, bestehend
aus einer a- und einer -Untereinheit, von denen bislang 16 a- sowie 9 G-Untereinheiten
beschrieben wurden (Meredith et al., 1999). Die unterschiedliche Kombination der Unter-
einheiten ist ausschlaggebend fiir die spezifische Bindung des Heterodimers an die Ligan-
den, wobei héufig auch mehrere verschiedene Liganden mit einem Integrin interagieren
konnen. In Schwannzellen sind vor allem folgende Integrine von Interesse (Takeuchi et al.,

1994; Hsiao et al., 1991; Roche et al., 1997; Jaakkola et al., 1993):
e /3, Laminin-Rezeptor
e a5/, Fibronectin-Rezeptor

® o431, Laminin-Rezeptor, der in einem erhohten Mafl von nicht-myelinisierenden

Schwannzellen exprimiert wird (Feltri et al., 1992)

e o404, Laminin-5-Rezeptor, der nur von myelinisierenden Schwannzellen exprimiert

wird (Feltri et al., 1992, Einheber et al., 1993)

Die Expression der ag-Integrin-Untereinheit wurde in Plasmolipin reduzierten bzw. iiber-
exprimierenden Zellen explizit untersucht und war reziprok zu Plasmolipin reguliert: Bei
einer Erhchung der Plasmolipin-Menge sank die ag-Menge und umgekehrt. Da die Bin-
dung an Laminin iiber Rezeptoren mit der ag-Untereinheit zustande kommt, sollte die
stiarkere Adhésion von Plasmolipin supprimierten Zellen an Laminin auf die erhdhte og-
Expression zuriickzufithren sein. Es gibt zudem Hinweise darauf, dass die Expression der
ag-, 1- und B4-Untereinheiten in Schwannzellen aus Schwannomen der Neurofibromato-
se Typ II erhoht ist (Dr. C.O. Hanemann, Ulm, unveréffentlicht). Die agf1- und agf34-
Rezeptoren scheinen fiir die Differenzierung der Schwannzellen wichtig zu sein (Einheber
et al., 1993; Feltri et al., 1992) und durch eine verdnderte Expression des Tumor Supres-
sor Gens Merlin/Schwannomin reguliert zu werden (Trofatter et al., 1993; Rouleau et al.,
1993). Plasmolipin scheint in entgegengesetzter Weise zu Merlin zu agieren und kénnte
damit ebenfalls die Expression der ag(31- und «g34-Rezeptoren und damit die Laminin-

Adhésion regulieren.
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Die as-Integrin-Untereinheit des Fibronectin-Rezeptors a5/, ist in ihrer mRNA-Sequenz
fiir die Ratte noch nicht bekannt und wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Es finden
sich aber in der Literatur auffillige Gemeinsamkeiten im Expressionsmuster von Plas-
molipin, Fibronectin und aj. Exemplarisch sollen hier kurz die Ergebnisse Lefcorts und
Kollegen dargestellt werden, die bereits 1992 die zeitlich und rdumlich eng miteinander
korrelierte Expression von Fibronectin und dem Integrin a;(; in der Entwicklung per-
ipherer Nerven des Huhns sowie wihrend der Regeneration nach Nerven-Transsektion
beschrieben haben (Lefcort et al., 1992). Die Expression beider Proteine beginnt kurz
vor der Geburt, erreicht einige Tage spéter ein Maximum und sinkt dann langsam ab,
bis zum Zeitpunkt der vollsténdigen Myelinisierung nach vier Wochen nur noch eine sehr
schwache Expression nachweisbar ist. Kommt es zu einer Nervenlédsion und einer daraus
resultierenden De- und Regeneration des Nervens, so wird die Expression beider Proteine
sowohl proximal als auch distal der Lésion erneut induziert, mit einem Maximum nach
einer Woche und einer sich anschlieBenden Reduktion auf den urspriinglichen Wert nach
drei Wochen. Die Autoren schliefen daraus, dass die Sekretion von Fibronectin durch
Fibroblasten und Endothelzellen die Regeneration verletzter Nerven erleichtert, indem
Fibronectin als Chemoattraktor zum einen die Migration der Schwannzellen in die Lésion
und die Formierung des Biingner‘schen Bandes induziert (Fawcett und Keynes, 1990) und
zum anderen das Auswachsen der Neuriten anregt, die ebenfalls a53; Rezeptoren expri-

mieren (Yanagida et al., 1999).

Das Expressionsmuster von Plasmolipin der Ratte ist nahezu identisch mit den hier dar-
gestellten des Fibronectins und des a3 Rezeptors: Alle drei erreichen kurz nach der
Geburt eine maximale Expression und sind im adulten Stadium kaum zu detektieren,
werden aber nach Nervenlédsionen erneut induziert. An dieser Stelle soll noch einmal be-
tont werden, dass der Grofiteil anderer Myelingene auch im adulten Stadium konstant
hoch exprimiert wird. Plasmolipin, a5 und Fibronectin scheinen also eine Funktion zu
Beginn und wéhrend der Myelinisierung zu haben, zum Beispiel bei der Initiation oder
bei der Interaktion zwischen Axon, Schwannzelle und Extrazellularmatrix. Alternativ zu
dieser Annahme besteht die Moglichkeit, dass Plasmolipin ein d&hnliches Expressionsmus-

ter aufweist, weil es im Zuge einer (Re-) Myelinisierung als Membranprotein verstarkt
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bendtigt wird, funktionell aber nichts mit Integrinen gemeinsam hat. In diesem Fall sollte
die Expression aller Proteine aber auch nach der Bildung des Myelins konstant hoch blei-
ben, da fiir die Aufrechterhaltung des Myelins sténdig neue Proteine gebraucht werden
wiirden. Wenn Plasmolipin, a53; und Fibronectin aber eine Rolle bei der Initialisierung
der Myelinisierung spielen, sollte die Expression nach erfolgreicher Myelinbildung auf ein

niedriges Niveau zuriickfallen.

4.2.2 Zellmorphologie

Eine weitere Auswirkung der RNA;-Induktion durch Plasmolipin spezifische RNA-Duplexe
besteht in einer Veréinderung der am h&ufigsten in dieser Zellpopulation anzutreffenden
Zellform von einer Spindelform zu einem flachigeren Aussehen ohne lingere Fortsétze.
Plasmolipin iiberexprimierende Schwannzellen bilden verstarkt Filopodien aus, die dariiber
hinaus zum Teil verzweigt sind und am Ende kleine Blasen-Strukturen aufweisen kénnen.
Plasmolipin iiberexprimierende MDCK-Zellen, die im unbehandelten Zustand einen eher
glatten Rand aufweisen, zeigen sehr viele kleine Auslaufer bevorzugt an den zu den Nach-
barzellen gerichteten Seiten. Die Entstehung einer abweichenden Zellmorphologie setzt
eine Umorganisation des Zellskelettes voraus (Weiner et al., 2001), an der Plasmolipin
bzw. das Fehlen dieses Proteins direkt oder indirekt beteiligt sein muss.

Unterstiitzt wird diese These durch den Befund, dass Plasmolipin auch direkt an Aktin-
Filamente binden kann und so direkten Kontakt mit dem Zytoskelett haben kénnte (An-
gaben Dr. Sapirstein, unveroffentlicht). Vor allem aber scheint -wie schon erw#hnt - ei-
ne Expressionsdnderung des Plasmolipins das stochiometrische Verhéltnis der Integrin-
Rezeptoren auf der Zelloberfliche zu verdndern. Integrine iibermitteln die von auflen
kommenden Signale ins Zellinnere und modulieren entsprechend dieser Informationen das
Zytoskelett. Eine Verdnderung der Integrin-Zusammensetzung auf der Zelloberflache soll-

te daher auch zu einer verdnderten Zellmorphologie fiihren.

In diesem Zusammenhang ist eine Beobachtung interessant, die wiederum an Schwannzel-
len aus Schwannomen der Neurofibromatose Typ II gemacht wurden. Diese Zellen zeigen
vermehrte Filopodien-Bildung und Aussprossung (Rosenbaum et al., 1998; Pelton et al.,

1998), also eine Morphologie, die entgegengesetzt zu den Plasmolipin reduzierten Zel-
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len ist, aber der Plasmolipin iiberexprimierender Zellen entspricht. Die betroffenen Zellen
verlieren ihre Orientierung und ummanteln keine Axone, sondern gelegentlich Komponen-
ten der Extrazelluldrmatrix (Pseudomesaxon-Bildung; Giovannini et al., 1999; Erlandson
und Woodruff, 1982; Dickersin, 1987). Als eine mogliche Erklarung wird angenommen,
dass solchen Zellen das oben beschriebenen Merlin fehlt, mit der Folge, dass sich die
Menge an agf1- und agf4-Rezeptoren erhoht (Shaw et al., 2001). Hierdurch soll es iiber
die Aktivierung von Kinasen zu einer Umorganisation des Zytoskelettes und Ausbildung
von Stress-Fibrillen kommen (Pelton et al., 1998). Plasmolipin reduzierte Zellen zeigen
eine verringerte ag-FExpression, so dass die Menge an ag(1- und ag/34-Rezeptoren eben-
falls herabgesetzt sein sollte. Fiir Plasmolipin iiberexprimierende Zellen gilt eine rezipro-
ke Regulation. Sollte die Annahme zutreffen, dass eine Verdnderung der «gf31/34-Menge
die Fibrillen-Bildung beeinflusst, so sollte die Verdnderung der Menge der ag-Integrin-
Untereinheit zu einer verdnderten Zytoskelett-Organisation fithren und koénnte daher eine
Ursache fiir die verdnderte Morphologie der in ihrer Plasmolipin-Expression verédnderten

Schwannzellen sein.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fiir die verénderte Zellform der Schwannzellen be-
steht darin, dass die in Plasmolipin supprimierten Zellen zu findende reduzierte Menge
einzelner Myelinkomponenten wie PMP22 oder PO (siehe 4.4 und 4.5) iiber einen noch
nicht bekannten Mechanismus zu dieser neuen Morphologie beitrdgt. Da zum Beispiel das
Ansteigen der PMP22-Menge zu einer sichtbaren Anderung der Zellform fiihrt (Miiller,
2000), lasst sich vermuten, dass eine Abnahme an PMP22 ebenfalls einen dhnlichen Effekt
nach sich ziehen konnte. Zudem ist PO mit einem Anteil von ca. 50 % das dominierende
Protein in der Myelinmembran, so dass eine Verdnderung der PO-Menge auch in einem
relativ geringen AusmaB zu einer Anderung der Zellmorphologie und des Zytoskelettes
fithren sollte. Dies gilt umso mehr, als PO mit der Membran und dem Zytoskelett inter-

agieren und so die Kompaktierung des Zytoplasmas im Myelin bewirken kann (Doyle et

al., 1995).
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4.3 Tetraspan Molekiile und Integrine

Es stellt sich die Frage, auf welche Art und Weise Plasmolipin mit Integrinen, aber auch
mit anderen Myelinkomponenten interagieren konnte. In diesem Zusammenhang ist es
interessant, Parallelen mit schon bekannten Assoziationen zwischen Tetraspan Molekiilen

und Integrinen zu ziehen sowie den Aufbau der Zellmembran zu betrachten.

4.3.1 Lipid Rafts

Unbehandelte Schwannzellen der Ratte zeigen unter Verwendung des Antikorpers aPlad
eine starke Anfarbung der Zellmembran sowie des Zellinneren, wobei vor allem die Umge-
bung des Zellkerns intensiv hervortritt. In Schwannzellen, deren Plasmolipin-Expression
mittels RNA; reduziert wurde, ist die Farbung weit schwicher, so dass einzelne Kompo-
nenten unterschieden werden kénnen. Auffillig ist dabei vor allem eine Struktur in der
Néhe des Zellkerns sowie granuldre Anfarbungen im Zytoplasma der Zellen, bei denen es
sich um den Golgi-Apparat und Transportvesikel handeln kénnten. Dies deckt sich auch
mit dem fritheren Befund, dass Plasmolipin in ummantelten Vesikeln der Weiflen Hirn-

substanz gefunden wurde (Sapirstein et al., 1992c).

Es konnte in jiingster Zeit gezeigt werden, dass sich Plasmolipin aus Myelin peripher-
er Nerven der Ratte ebenfalls in sogenannten Lipid Rafts nachweisen ldsst (Hasse et
al., 2002). Lipid Rafts oder auch Cholesterol- und Galactosylceramid-reiche Membran-
doménen sind kleine, dynamische Ansammlungen von Lipiden und Proteinen, die sich
relativ frei in der zelluliren Membran bewegen, sich aber auch zu gréleren und geord-
neteren Plattformen zusammen finden kénnen (Simons und Ehehalt, 2002; Simons und
Toomre, 2000). Zu den Proteinen, die sich permanent in diesen Mikrodoménen befinden,
gehoren unter anderem Transmembranproteine wie zum Beispiel einige Integrine oder
Tetraspan Molekiile. Mehrere Gruppen anderer Proteine unterliegen in dieser Hinsicht
einer starken Regulation, da sie per se nur eine geringe Affinitit zu Rafts zeigen und
erst nach einer Ligandenbindung bzw. einer daraus resultierenden Konformationsénder-
ung und/oder Oligomerisierung in diese Mikrodoménen rekrutiert werden (Harder et al.,

1998).
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In Saugerzellen wird die Vorstufe der Cholesterols, das Ceramid, im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) gebildet, von dort zum Golgi-Apparat transportiert und zur Synthese
von Sphingolipiden verwendet. Hier erfolgt auch die Bildung der Rafts-Strukturen und
die Absonderung von Vesikeln fiir den Transport in die Plasmamembran (Brown und
London, 1998). Ein eindeutiger Nachweis der Kolokalisation von Plasmolipin mit dem
Endoplasmatischen Retikulum oder dem Golgi-Apparat steht bislang noch aus, dennoch
ist es einsichtig, dass Plasmolipin als Bestandteil der Rafts am Entstehungsort der Mikro-
doménen, dem Golgi-Apparat, in diese integriert und von dort iiber Vesikel zur Zellmem-
bran transportiert werden sollte. Hinzuzufiigen ist allerdings, dass das Vorhandensein von
Rafts in Schwannzellen der Zellkultur bislang noch nicht explizit gezeigt wurde und es
sich bei den Anfarbungen um Rafts-unabhéngige Strukturen handeln kénnte. Nimmt man
aber an, dass Plasmolipin ein integraler Bestandteil der Rafts auch in Schwannzellen ist,

konnten verschiedene Aufgaben postuliert werden, die Plasmolipin innehaben kénnte:

1. Plasmolipin hat eine eigenstdndige, von anderen Rafts-Komponenten unabhéngige

Funktion
2. Plasmolipin besitzt eine Funktion in der Strukturierung der Rafts

3. Plasmolipin ist notwendig zur Proteinsortierung in Rafts und/oder zum Transport

von Rafts-haltigen Vesikeln zum Bestimmungsort

Die nachfolgenden Uberlegungen deuten daraufhin, dass Plasmolipin direkt oder indirekt
in die Funktion von Rafts und Rafts vermittelten Signalantworten involviert sein konnte,

so zum Beispiel in die Integrin vermittelte Zelladhision (zur Ubersicht siehe Abb. 22).

4.3.2 Integrine und Tetraspan Molekiile

Plasmolipin wird nach einer neuen Einteilung als TM4SF11 ebenfalls zur Transmembran
4 Superfamilie gerechnet (TM4SF oder Tetraspanine; Porter und Hogg, 1998; EMBL:
NMO026385, NM015993), obwohl einige Kriterien wie ein CCG-Motiv in der Aminoséure-
sequenz fehlen. Andere Eigenschaften wie der topographisch Aufbau stimmen dagegen
iiberein. Die Mitglieder der Tetraspanine kommen in allen héheren Organismen ab der

Ordnung der Schwamme vor und bestehen aus einer wachsenden Anzahl von zur Zeit
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iiber 26 Mitgliedern, die untereinander in einem , Tetraspan Web“ verbunden sind (Ber-
ditchevski, 2001). Diese Multimembran-Molekiile scheinen mit den Lipid Rafts assoziiert
zu sein (Claas et al., 2001) und die Féhigkeit zu besitzen, Integrine nach einer Liganden-
bindung in den Mikrodoménen zusammen zu halten. Moglicherweise geschieht dies erst
nach einer Oligomerisierung der Integrine durch eine laterale Aktivierung untereinander,

dem sogenannten . integrin cross talk* (Stewart et al., 1998).

Bislang wurden vor allem auch zahlreiche Interaktionen zwischen Integrinen und Tetras-
paninen beschrieben wie zum Beispiel zwischen CD151 und a3/3; bzw. agf; oder CDS81
und oy (Serru et al., 1999; Berditchevski und Odintsova, 1999). Es wird daher vermutet,
dass Tetraspanine, aber auch andere Tetraspan Molekiile die Zelladhésion {iber drei Wege

beeinflussen konnte:

1. Modulation der Integrin-vermittelten Signal-Transduktion
Tetraspanine kénnten Signal-Molekiile wie zum Beispiel die PKCa und bestimmte
Integrine in rdumliche Néhe bringen und/oder Rezeptoren mit Hilfe des ,, Tetraspan

Webs*“ aktivieren (Hemler, 1998).

2. Kompartimentierung der Zell-Oberflache
Einige a-Untereinheiten assoziieren mit Tetraspaninen, bevor die (-Untereinheit
zum Komplex hinzugefiigt wird (Berditchevski et al., 2001). Zudem wurden Tetras-
panin Proteine in intrazelluldren Vesikeln detektiert (Escola et al., 1998), so dass die
Vermutung nahe liegt, dass Tetraspanine an der Sortierung oder der Halbwertszeit

von Integrinen beteiligt sind.

3. Modulation des intrazelluldren Proteintransports
Trotz kontroverser Diskussionen sind einige Veroffentlichungen erschienen, die das
Vorhandensein von Tetraspanin-Integrin-Komplexen in Rafts beschreiben (Claas et
al., 2000). Das Vorhandensein von Rafts-assoziierten Tetraspaninen kénnte eine Er-
klarung liefern, warum einige Integrine erst nach einer Aktivierung in Rafts rekru-

tiert werden.
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Es ist zu vermuten, dass Plasmolipin ebenfalls einige der beschriebenen Funktionen inne-
hat - nicht zuletzt deshalb, weil dies nicht nur fiir mehrere Tetraspanine, sondern auch

fiir einige nicht-Tetraspanin 4TM-Proteine bereits beschrieben wurde.

Ein sehr interessantes Beispiel stellt das Epitheliale Membran Protein 2 (EMP2) dar,
ein Mitglied der GAS3/PMP22-Familie mit einer vermuteten Tumor-Supressor-Aktivitét
(Wadehra et al., 2002). EMP2 ist assoziiert mit [3;-Integrinen, konnte aber nur mit dem
agB1-Rezeptor, aber nicht mit dem «503;-Rezeptor kolokalisiert werden. Im Falle einer
Uberexpression wurde eine erhéhte Menge an og/3; und damit einhergehend eine erhéhte
Adhésion auf Laminin nachgewiesen, wiahrend gleichzeitig as3; reduziert exprimiert wur-
de und die Adhésion auf Fibronectin abnahm. Wurde die EMP2-Expression iiber ein
spezifisches Ribozym reduziert, kehrten sich die Folgen um: Es kam zu einer erniedrig-
ten ag1-Expression und einer erniedrigten Bindung an Laminin, wédhrend die Menge an
a1 zunahm und dementsprechend die Bindung an Fibronectin. Die Autoren schlossen
daraus, dass EMP2 und eventuell andere Mitglieder der GAS3/PMP22-Familie #hnlich
wie Tetraspanine die Fahigkeit zur Interaktion mit Integrinen besitzen, dariiber hinaus
Einfluss nehmen auf das Repertoire der auf der Zelloberfliche vorhandenen oder aktiven
Rezeptoren und letztendlich eine physiologische Rolle in der Zellproliferation, Adhésion
und Migration spielen. Die Expressionsdnderung des 4TM Proteins Plasmolipin fiihrt in
einem #hnlichen Ausmaf zu einer Verdnderung der Adhésionseigenschaften von Schwann-
zellen der Ratte an Fibronectin und Laminin. Dies und weitere Ahnlichkeiten mit PMP22
und mit dem im folgenden beschriebenen MAL fithren zu der Frage, ob Plasmolipin nicht
eine vergleichbare biologische Aufgabe besitzt. In Anlehnung an die Erkenntnisse iiber
EMP2 lisst sich folgende Hypothese aufstellen:

Plasmolipin wird im Golgi-Apparat in Rafts eingebaut und kénnte direkt oder indirekt
noch zu bestimmende Rafts-Komponenten (vermutlich asf3;- oder ayf3;- Integrine) in
diese Mikrodoménen rekrutieren. Diese Assoziation kénnte auch die bevorzugte Bildung
bestimmter Heterodimere und/oder die Proteinsortierung beeinflussen (Berditchevski et
al., 2001; Wadehra et al., 2002). Die Bildung oder Rekrutierung der ag-Integrine kénnte
vermindert werden, indem zum Beispiel die Expression durch einen Riickkopplungsme-

chanismus reduziert wird. Die Plasmolipin-Komplexe gelangen so iiber Vesikel in die Plas-
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mamembran und ermoglichen wie oben beschrieben die Rafts vermittelten Zellfunktionen
wie zum Beispiel die Adhésion an Fibronectin. Denkbar ist auch, dass sich Plasmolipin
ohne Assoziationspartner in den Rafts befindet und erst nach einer Aktivierung bzw. einer
Aktivierung der Interaktionspartner mit diesen einen Komplex eingeht und so funktionell
zusammengehorende Proteine in rdumlicher Ndhe akkumuliert. Einer solchen Funktion

kédme grofle Bedeutung wéihrend der Entwicklung und in Regenerationsprozessen zu.
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Abbildung 22: Modell zur Verteilung von Plasmolipin in der Zellmembran

Plasmolipin gelangt im Golgi-Apparat oder im Endoplasmatischen Retikulum in die Lipid
Rafts und konnte dort eine Funktion in der Proteinsortierung anderer Rafts-Komponenten
besitzen. Uber Vesikel gelangt Plasmolipin in die Zellmembran, in der es zusammen mit
anderen Rafts-Komponenten wie PO oder PMP22 assoziiert sein kénnte. Auch eine Inter-
aktion mit Integrinen wie zum Beispiel dem aktivierten Fibronectin-Rezeptor a3, oder
direkt mit Aktin-Filamenten (durch ein Fragezeichen markiert) ist denkbar. Die Abbild-
ung ist nicht maflstabsgerecht.
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Diese Art der Modulation der Adhésion iiber Verdnderungen der Integrin-Rezeptor Ant-
wort wird bereits fiir einige Myelin assoziierte Proteine diskutiert. In Oligodendrozyten
konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass das 4TM Proteolipid Protein (PLP) mit ay-
Integrinen interagieren und eine Neurotransmitter vermittelte Signal-Transduktion sowie
infolgedessen die Fibronectin-Bindung beeinflussen kann (Gudz et al., 2002). Interessan-
terweise wurde PLP zunéchst als Ionophore beschrieben (Diaz et al., 1990), die Natri-
um abhéngige Strome in kiinstlichen Membranen hervorrufen kann (Ting-Beall et al.,
1979). Dies ist eine Parallele zu Plasmolipin, dessen biologische Funktion als die eines
Kalium-Kanals beschrieben worden ist (Sapirstein und Rounds, 1983). Simons und Kolle-
gen konnten am Beispiel des PLPs in Oligodendrozyten zeigen, dass fiir die richtige apika-
le Sortierung der Myelin-Komponenten die Funktionstiichtigkeit von spezialisierten Lipid
Rafts-Doménen, den CHAPS-unléslichen Membranfraktionen, notwendig ist (Simons et
al., 2000). An der Verschmelzung von Rafts zu grofleren Funktionseinheiten sollen da-
bei auch zytosolische Komponenten wie zum Beispiel das Membran-assoziierte MBP eine
Rolle spielen.

Plasmolipin zeigt eine enge zeitliche und raumliche Korrelation mit Myelinisierungsprozes-
sen, bei denen Adhésionsprozesse (zum Beispiel bei der Ummantelung der Axone durch die
Schwannzellen) und der koordinierte Zusammenbau der Myelin-Bestandteile im Vorder-
grund stehen. Sollte Plasmolipin an diesen Vorgéngen beteiligt sein, miisste eine Expres-
sionsénderung des Plasmolipins wie bei EMP2 zu einer Expressionsdnderung von anderen

Rafts-Molekiilen fithren. Dies ist auch der Fall, wie im néchsten Abschnitt erlautert wird.

4.4 Der Einfluss des Plasmolipins auf andere Myelingene

Die Reduktion der Plasmolipin-Expression iiber siRNAs fiihrt zu Verdnderungen in der
Expression anderer an der Bildung von Myelin beteiligten Gene, obwohl die Auswirkun-
gen des RNA; sehr spezifisch nur den Abbau der Plasmolipin-mRNA bewirkt. Es ist daher
unwahrscheinlich, dass dies auf die Mechanismen der RNA; selbst zuriickzufiihren ist.

In Plasmolipin supprimierten Schwannzellen der Ratte stellt man neben des sehr starken
Riickganges der Plasmolipin-mRNA Menge eine gleichzeitige Reduktion der in Rafts vor-
kommenden Membranproteine PO und PMP22 fest, wohingegen die Expression des MBP
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stark und die des 4TM Proteins MAL sehr stark ansteigt. Anzumerken ist dabei aller-
dings, dass die Ergebnisse sich nur auf RNA beziehen, ohne dass die Reduktion bislang

auf Proteinebene untersucht wurde.

Die Expressionsédnderung des Plasmolipin-Gens scheint also eine Verdnderung des stéchio-
metrischen Verhéltnisses der Rafts-Komponenten nach sich zuziehen, wobei die Art der
Riickkopplung und die zugrunde liegenden Mechanismen nur spekulativ sein konnen. Plas-
molipin konnte an der apikalen Proteinsortierung beteiligt sein und bei einer Stérung
einen fehlerhaften Transport in die Plasmamembran verursachen, der eine verédnderte
Rafts-Zusammensetzung und eine verénderte Signalantwort bedingt. Das Fehlen von Plas-
molipin konnte auch zu einer verringerten Stabilitdt der Rafts und/oder verdnderten
Halbwertszeiten einiger Rafts-assoziierten Proteine wie PMP22 oder PO fiithren. Bei bei-
den Moglichkeiten miisste ein Riickkopplungsmechanismus postuliert werden, der die
verdnderte Stochiometrie der Zellmembran in ein verédndertes Expressionsmuster umsetzt.
Andere, nicht in Rafts vorkommende Proteine sollten nicht betroffen sein oder nur dann,
wenn sie eine Rolle fiir die Integritdt der Mikrodoménen spielen, wie dies zum Beispiel
bei MBP der Fall ist. MBP wird anders als PO oder PMP22 nicht im Endoplasmatischen
Retikulum oder im Golgi-Apparat synthetisiert, sondern erst an der Plasmamembran
translatiert, mit der es nur iiber einen kurzen Membran-Anker verbunden ist (Colman et
al., 1982; Trapp et al., 1987; Griffiths et al., 1989). Wie oben bereits erwéhnt, soll MBP
an der Funktion der CHAPS-unléslichen Membranfraktionen beteiligt sein (Simons et
al., 2000). Wenn die Zusammensetzung dieser spezialisierten Rafts durch eine verénderte
Plasmolipin-Menge gestort sein sollte, konnte die leichte Erhohung der MBP-Expression
einen Mechanismus darstellen, eine etwaige erschwerte Bildung dieser Membrandoménen
zu ermoglichen. Dies wire ein weiteres Indiz dafiir, dass Plasmolipin an der Proteinsor-
tierung oder der Bildung von Rafts beteiligt sein konnte. Eine andere Erklarungsmoglich-
keit fiir die erhohte MBP-Expression konnte darin liegen, dass die Membranfliche an
Nicht-Rafts-Bereichen aufgrund einer etwaig gestorten Rafts-Bildung im Vergleich zu un-
behandelten Zellen grofler geworden und der Bedarf an Nicht-Rafts Membranproteinen
angestiegen sein konnte. Fiir die Klarung dieser Frage sind Untersuchungen zur Rafts-

Bildung in diesen Zellpopulationen notwendig.
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Das 4TM-Protein MAL wurde in den Plasmolipin supprimierten Zellen dhnlich wie MBP
in verstdrktem Maf3 exprimiert. Da MAL und Plasmolipin verwandte Proteine darstel-
len und vermutlich Gemeinsamkeiten haben konnten, soll MAL zunéchst eingehender

betrachtet werden.

4.5 Ahnlichkeiten zwischen Plasmolipin und MAL

Das Myelin und Lymphozyten Protein MAL (auch VIP17/MVP17) wurde 1987 in einer
cDNA-Bank gefunden, die aus der RNA spéter Stadien von humanen T-Zellen gewonnen
wurde. Diese cDNA kodiert ein Protein mit einem Molekulargewicht von 16.7 kDa und
vier moglichen TM (Alonso und Weissman, 1987). Die Entschliisselung der genomischen
Struktur des humanen MALSs zeigte, dass dieses Gen aus vier Exonen besteht, die jeweils
eine TM und einen Teil der auBlerhalb der Membran liegenden Bereiche kodieren (Ranca-
no et al., 1994). Auffallig ist weiterhin ein mit 14 kb sehr grofies Intron I.

Wie der Name bereits andeutet, wurde MAL auch im Myelin von ZNS und PNS gefunden,
in denen es parallel zur Myelinisierung zunehmend exprimiert wird (Frank, 2000). Wei-
terhin findet sich MAL in epithelialen Zellen zum Beispiel der Niere oder der Schilddriise
und zwar ausschliefSlich in Vesikeln und in der apikalen Membran. Hier ist MAL ebenfalls
mit Rafts assoziiert (Zacchetti et al., 1995). Untersuchungen mit ektopisch exprimier-
tem MAL in Insekten-Zellen zeigten, dass MAL an der Bildung vesikuldrer Strukturen
im trans-Golgi Netzwerk beteiligt ist, zwischen Golgi-Apparat und Plasmamembran zu
zirkulieren scheint und somit an der Rafts-vermittelten Proteinsortierung fiir die apikale
Zellmembran beteiligt sein konnte (Puertollano et al., 1997).

Es ist frith darauf hingewiesen worden, dass MAL und Plasmolipin aufgrund einer Viel-
zahl an dhnlichen Eigenschaften einer Proteinfamilie angehoéren (Magyar et al., 1997).
Zwar belauft sich die Aminosiure-Homologie iiber das gesamte Protein auf nur 27 %,
doch gibt es zwischen der ersten extrazellularen Schleife und der zweiten TM in beiden
Proteinen ein gemeinsames Motif der Sequenz -(Q,Y)GWVM(F,Y)V(S,A)(V,L)-, welches
nur in der MAL-Familie vorzukommen scheint. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass
neben &hnlicher Gréfle und Struktur noch weitere Faktoren fiir eine Verwandtschaft bei-

der Membranproteine sprechen.
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Wie bereits angedeutet, finden sich beide Proteine in den Rafts apikaler Membranen von
polaren Zellen sowie - im Falle des Plasmolipin hypothetisch - im trans-Golgi Netzwerk
und den vesikuldren Strukturen. Weiterhin gleichen sich die genomischen Strukturen der
Gene fiir MAL und Plasmolipin sehr stark, da beide aus vier jeweils eine TM kodie-
renden Exonen bestehen und ein grofies Intron I aufweisen. Hier finden sich in beiden
Genen eine Vielzahl putativer Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren, wobei eine ein-
gehendere Analyse kldren muss, inwieweit sich beide Gene in ihrer Genregulation unter-
scheiden bzw. gleichen. Fiir eine gekoppelte Regulation spricht neben dem Vorkommen
in denselben Zelltypen auch die enge zeitliche Korrelation der Expression beider Proteine
mit der Myelinisierung im PNS wihrend der postnatalen Entwicklung (Kim et al., 1995;
Schaeren-Wiemers et al., 1995; Gillen et al., 1996). Vor allem aber fiihrt eine Reduktion
der Plasmolipin-Expression zu einem starken Anstieg der MAL-Expression, was im Ge-
gensatz zu den meisten Myelingenen wie PO oder PMP22 steht. Es ist zu vermuten, dass
die Abnahme der Plasmolipin-Proteinmenge ein stochiometrisches Ungleichgewicht der
Rafts-Zusammensetzung zur Folge haben kénnte und/oder dass MAL die Aufgabe des
nun nicht mehr in ausreichender Menge vorhandenen Plasmolipins iibernehmen konnte,
so dass es im verstarkten Maf§ gebildet wird. In beiden Féllen miisste die Expression von
MAL kompensatorisch verstiarkt werden, was zum Beispiel indirekt {iber Riickkopplungs-
mechanismen aufgrund einer moglichen andersartigen Rafts-Struktur geschehen kénnte.
Da MAL eine Rolle in der apikalen Proteinsortierung spielt, unterstiitzt dieser Kompen-
sationsmechanismus im Umkehrschluss die Vermutung, dass Plasmolipin an &hnlichen

Vorgéngen beteiligt ist.

4.6 Vitalitat

Im Hinblick auf die durchgefiihrten Adhé#sions-Tests stellt sich die Frage, ob eine reduzier-
te Plasmolipin-Menge bei Schwannzellen einen Einfluss auf die Vitalitat der Zellen hat,
d.h., ob das Fehlen von Plasmolipin das Uberleben oder die Teilungsfihigkeit der Zellen
verdndert. Dies ist wichtig, da eine direkte Messung der Adhésion nicht moglich ist und
der angewandte Test nur eine indirekte Schlussfolgerung auf das Anhaftungsverhalten der

Zellen erlaubt. Die Daten der Apoptose- und Proliferations-Assays zeigen, dass beide Pa-
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rameter nur leicht veréndert sind und sich nicht signifikant von den Werten unbehandelter
Zellen unterscheiden. Es ist daher wahrscheinlich, dass die reduzierte Adhésionsfihigkeit
der Plasmolipin supprimierten Zellen auf das Fehlen von Plasmolipin zuriickzufiihren ist
und nicht auf eine verringerte Vitalitit, die ein Anheften und Uberleben auf Fibronec-
tin oder Laminin verschlechtern bzw. verbessern wiirde. Ahnliches gilt fiir die weiteren
gemessenen Parameter wie zum Beispiel die Expressionsdnderungen anderer Gene, die

vermutlich nicht durch das Einsetzen der Apoptose o0.4. zu erkléren sind.

4.7 Plasmolipin iiberexprimierende Miuse

Eine weitere Moglichkeit, die biologische Funktion von Plasmolipin in vivo zu untersuchen,
besteht in der Uberexpression des betreffenden Gens in Méusen. Zu diesem Zweck kloniert
man das Gen oder die entsprechende cDNA in einen Vektor mit einem Promotor, der eine
Expression im spéteren transgenen Tier zu einem definierten Zeitpunkt und/oder in einem
bestimmten Gewebe oder Zelltyp erlaubt. Zur Generierung Plasmolipin {iberexprimieren-
der Méuse sollte ein Transgen zum Einsatz kommen, das nur in Schwannzellen aktiv ist
und zusétzlich ein &hnliches Expressionsmuster aufweist wie das endogene Plasmolipin-
Gen. Die Wahl fiel auf den Schwann Cell Enhancer (SCE), da dieser gut charakterisiert
ist und bereits zur Generierung einer Oct-6 iiberexprimierenden Transgen-Maus verwen-
det wurde (Mandemakers et al., 2000). Der SCE ist nur in Schwannzellen aktiv, wobei
die Aktivitdt wiahrend der Entwicklung der Maus ab dem Stadium E14 einsetzt, um den
Zeitpunkt der Geburt ein Maximum besitzt und dann im zum adulten Tier bis unter die
Nachweisgrenze abfillt. Dariiber hinaus ist dieser Enhancer auch in Quetsch- und Trans-
sektionsexperimenten am Ischiasnerv als reguliert gefunden worden, da die Aktivitdt im
Zuge der Remyelinisierung verletzter Nerven erneut einsetzt (Mandemakers et al., 2000).
Insgesamt dhnelt das Expressionsmuster also dem des Plasmolipins, setzt zeitlich aber
etwas frither an und ist in adulten Tieren inaktiv. Eine Verwendung als Enhancer zur Ex-
pression von exogenem Plasmolipin sollte daher zu einer spezifischen Uberexpression in
den Schwannzellen wéihrend der Entwicklung und in Quetschexperimenten am Ischiasnerv
fithren, ohne dass andere Organe oder das unbehandelte adulte Tier betroffen sein sollten.

Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass im Falle des SCE die Klonierung einer cDNA zur
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spezifischen Expression ausreichend ist, wohingegen bei anderen Expressionsstrategien wie
zum Beispiel beim PO-Promotor die Klonierung des gesamten Gens als notwendig erachtet
wird (Angaben Prof. Wrabetz, DIBIT, Milan). Als Unterscheidungsmoglichkeit zwischen
endogenem und exogenem Plasmolipin wurden das N-terminale Ende des Proteins mit

einem Hamagglutinin-Rest versehen.

Die Erzeugung transgener FO-Tiere, den sogenannten Founder-Tieren, verlief ohne Schwie-
rigkeiten; der Anteil an Tieren mit nachgewiesenem Transgen von ca. 38 % liegt in ei-
nem erwarteten Bereich (Angaben nach Dr. T.Theil, Diisseldorf). Die Tier verhielten sich
unauffillig und zeigten auf den ersten Blick keinen verénderten Phénotyp. Die weitere
Verpaarung mit C57/Bl16 Tieren verlief problemlos, und auch die Wurfgréien schwankten

mit 5-14 Tieren in einem normalen Bereich.

Um sicherzustellen, dass auftretende Verdnderungen nicht auf den Insertionsort und et-
waig verdnderte Gene oder chromosomale Regulationsbereiche zuriickzufiihren sind, soll-
ten insgesamt mindestens drei verschiedene Linien aus drei unabhéngigen Griinder-Tieren
geziichtet werden. In der F1-Generation konnte das verwendete Konstrukt allerdings nur
in 12 % aller Tiere nachgewiesen werden, in der F2-Generation sogar nur in rund 6 %.
Diese Méause erschienen wie die Griinder-Tiere duflerlich betrachtet vital. Die bei den
durchgefithrten PCRs verwendeten Kontrollen (genomische DNA einer Wildtyp-Maus als
Negativ-Kontrolle, 20 fg des SCE-Vektors vermischt mit einer genomischen DNA eines der
untersuchten Tiere als Positiv-Kontrolle) sowie der Nachweis des Aktin-Gens als DNA-

Uberpriifung in einer separaten PCR verliefen jeweils entsprechend positiv.

Es ist noch nicht geklart, wie diese geringe Penetranz zustande kommt. Eine Inhibition
der Polymerase in der genomischen PCR ist zwar vorstellbar, aber aufgrund der Kon-
trollen und der etablierten Methode eher unwahrscheinlich. Bei den transgenen Tieren
handelte es sich um Mé&nnchen und Weibchen, so dass zum Beispiel nachteilige Einfliisse
auf die Bewegung von Spermien, die das Transgen tragen (Tiere sind heterozygot), ausge-
schlossen werden kénnen. Die Anzahl von verstorbenen Jungtieren lag in einem normalen

Bereich (6 von 306 Tieren), so dass dieser Effekt nicht postnatal einsetzen kann. Es ist
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eine intensivere Untersuchung vor allem wihrend der Mausentwicklung erforderlich, um

die Griinde fiir diese geringe Penetranz zu erkléren.

Die urspriingliche Erwartungshaltung bei der Planung und Generierung der transgenen
Mé&use war, dass Plasmolipin {iberexprimierende Tiere vergleichbare Stérungen der Mye-
linogenesis nach sich ziehen sollte wie sie von Myelingenen wie PMP22 oder PLP bekannt
sind, d.h. Demyelinisierung bestehender Myelinscheiden im PNS und daraus resultieren-
de Abnormalititen vor allem im Gebrauch der Extremitéten. Die Uberexpression von
Myelingenen wie PO, PMP22 oder PLP fiithren sowohl bei humanen Erbkrankheiten wie
auch im Tiermodell zu einer Hypo-, De- oder Dysmelinisierungen (Miiller, 2000; Bron-
stein, 2000; Nave, 1994). Studien von Wrabetz und Kollegen zum Beispiel zeigten, dass
die Uberexpression von PO in M&usen zu einer dosisabhingigen Hypomyelinisierung pe-
ripherer Nerven und einer unvollstéindigen Schwannzell-Axon-Interaktion fithrt (Wrabetz
et al., 2000). Die Auswirkungen konnten dabei nur bei Tieren mit Expressionsraten zwi-
schen 30-80 % iiber den Normal-Werten gefunden werden, wihrend hohere Raten keinen
Effekt auf die Tiere zeigten. Transgene M&use mit einer Uberexpression von PMP22 ha-
ben ebenfalls einen dosisabhéngigen Phénotyp (Miiller, 2000): Fehlt ein Allel oder kommt
es aufgrund einer Mutation zu einem Funktionsverlust, entsteht beim Menschen die rela-
tiv mild verlaufende HNPP (heriditere neuropathie with pulse pressures). Die Erhchung
der Gen-Kopienzahl auf drei oder mehr Allele hat dagegen die Entstehung der Charcot-
Marie-Tooth Erkrankung vom Typ 1A (CMT1A) zur Folge, die in Schwannzellen zu einer
geringen Proliferationsrate, einer erhohten Apoptoserate, einer verdnderten Zellform so-
wie einer schwachen Ausbildung der Myelinscheide fithrt. Das zusétzlich gebildete PMP22
bleibt zum grofien Teil im Endoplasmatischen Retikulum stecken und verursacht eine

Storung des Proteintransports zur Membran.

Die bislang durchgefiihrte Analyse der Plasmolipin iiberexprimierenden Mause zeigte kei-
ne der vermuteten Phénotypen wie zum Beispiel Storung des Bewegungsablaufs o.4. Es
wére moglich, dass erst eine genauere Untersuchung Verdnderungen aufdecken konnte,
wenn die Uberexpression nur Auswirkungen auf den molekularen Aufbau der Nerven

im PNS haben sollte. Zudem kénnten die Folgen einer Uberexpression durch noch nicht
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bekannte Mechanismen kompensiert werden, wenn zum Beispiel zwar mehr Plasmolipin-
mRNA, aber nicht mehr Protein gebildet wird. Auch ein verdndertes Expressionsmus-
ter zum Beispiel von MAL wiére denkbar und kénnte den Auswirkungen einer erhéhten
Plasmolipin-Menge entgegen wirken. Diese Annahme ist umso wahrscheinlicher, als der
Schwann Cell Enhancer nur bis zum Tag P14 aktiv ist und die Plasmolipin-Expression
ab diesem Zeitpunkt wieder auf die endogene Expression absinken sollte. Zu diesem Zeit-
punkt ist die Entwicklung der Nerven im PNS noch nicht vollstdndig abgeschlossen, so
dass etwaige Verdnderungen in nachfolgenden Prozessen ausgeglichen werden kénnten.
Diese Frage konnte durch immunhistochemische Analysen von Tieren im Alter zwischen

0-14 Tagen sowie anhand von Lésionsexperimenten beantwortet werden.

4.8 Generierung von Plasmolipin defizienten Mausmutanten

Die Generierung Plasmolipin defizienter Mausmutanten ist wahrend dieser Arbeit nicht
gelungen, obwohl in drei verschiedenen Ansétzen iiber 1200 ES-Kolonien untersucht wur-

den. Fiir diesen Umstand kann es mehrere Griinde geben:

e Die Deletion des Gens ist - auch heterozygot - letal fiir die ES-Zellen, so dass alle
betroffenen Zellen absterben. Diese Moglichkeit ist eher unwahrscheinlich, zumal
die Expression von Plasmolipin zeitlich erst um die Geburt herum im Nervensys-
tem beginnt und auch Schwannzellen mit reduzierter Plasmolipin-Expression keine
gesteigerte Apoptoserate per se zeigen. Es gibt allerdings keine Angaben dariiber,
ob Plasmolipin in der frithen Entwicklung bzw. in ES-Zellen nicht eine bislang un-

bekannt Funktion ausiibt.

e Es hat keine oder nur sehr geringe homologe Rekombination statt gefunden. Diese

wahrscheinlichere Erklédrung kann ebenfalls verschiedene Ursachen haben:

— Der Gen-locus ist zum Beispiel aufgrund von umgebenden Heterochromatin
fiir eine homologe Rekombination schlecht oder nicht zugénglich; eine Anla-
gerung der homologen DNA-Bereiche und/oder der beteiligten Enzyme un-
terbleibt. Fiir diese Hypothese spricht, dass sich im Plasmolipin-Gen selbst
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mehrere grofle Fragmente mit repetitive Fragmenten finden, die auch eine Se-

quenzierung schwierig bzw. in einigen Féllen nicht moglich machte.

— Das verwendete Konstrukt PE12 war fiir eine homologe Rekombination nicht
geeignet. Die das Neomycin-Resistenzgen flankierenden Bereiche, welche ho-
molog zum 5‘- und 3‘-Bereich des Plasmolipin-Gens sind, konnten mit 2 kb
bzw. 3.4 kb zu kurz gewéhlt sein, um den Austausch eines so grofien Gens zu

gewihrleisten, vor allem im Falle eines schwer zugénglichen Gen-Ortes.

Eine fehlende Selektion oder eine falsche Handhabung kann weitgehend ausgeschlossen
werden, da die mitgefiihrten Kontrollen der unbehandelten ES-Zellen bzw. der mit dem
PGKneo-Vektor elektroporierten ES-Zellen den Erwartungen geméfl wihrend der G418-

Behandlung starben bzw. iiberlebten.

Zur Uberpriifung der moglichen Griinde hitte es der Klonierung eines neuen Konstrukts
und/oder einer erhohten Anzahl an untersuchten ES-Kolonien bedurft. Dies erschien nach
Riicksprache mit dem Zentrallabor fiir transgene Tiere des Biologisch-Medizinischen For-

schungszentrums nicht zweckméafig.

4.9 Plasmolipin und das Bardet-Biedl Syndrom

In den letzten Jahren konnte eine Vielzahl an Mutationen in Tetraspan-Myelingenen ge-
funden und mit erblichen Demyelinisierungs-Erkrankungen korreliert werden. So verursa-
chen Mutationen in den Genen fiir das Periphere Plasmamembran Protein 22 (PMP22)
oder Connexin 32 verschiedene Formen der Charcot-Marie-Tooth Erkrankungen (CMT1A,
Miiller, 2000; CMTX, Bergoffen et al., 1993), wiahrend Verdnderungen im Gen des Pro-
teolipid Proteins (PLP) zur Pelizaeus-Merzbacher-Erkrankung fithren (Hudson et al.,
1989). In vielen Krankheitsbildern kommt es zu einer verdnderten Myelinbildung durch
die Schwannzellen, was diinne Myelinscheiden und eine unvollstédndige Kompaktierung
(Auflockerung des Myelins in einer Zwiebelschalen-Form) zur Folge hat. Die Vermutung
lag nah, dass auch Plasmolipin als 4TM Molekiil potentiell an der Entstehung einer neu-

rologischen Erkrankung involviert sein konnte.
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Untersuchungsreihen zur Expression von Plasmolipin zeigten, dass das Plasmolipin-Protein
bei der Ratte nicht nur in Niere und Nervensystem zu finden ist, sondern auch in einer
Vielzahl weiterer Organe wie zum Beispiel Lunge, Thymus, Ovarien, Herzmuskel und ver-
schiedenen Driisen, nicht aber in der Retina, im Pankreas oder der Leber (Arbeiten von
U. Pippirs, AG Molekulare Neurobiologie, Hamacher et al., 2001). Weiterhin gelang es,
den Gen-locus des humanen Plasmolipin-Gens {iber zwei unabhéngige Methoden auf die
Region Chromosom 16q13 einzugrenzen (Arbeiten von A. Kohler, Institut fiir Human
Genetik, Giessen, und F. Bosse, AG Molekulare Neurobiologie; Hamacher et al., 2001).
Dieser Bereich wurde bereits {iber Stammbaum-Analysen mit dem Bardet-Biedl Syndrom

Typ 2 assoziiert (Kwitek-Black et al., 1993).

Das Bardet-Biedl Syndrom (OMIM 209900) ist eine generische Beschreibung fiir eine
Gruppe von klinisch und genetisch sehr heterogenen Erkrankungen, die zu retinaler Dys-
trophie, postaxialer Polydactyly, Hypogenitalismus, renaler Dysfunktionen und mentaler
Retardierung fiithren konnen (Bardet, 1995; Biedl, 1995; Green et al., 1989; Harnett et al.,
1988). Nicht jeder Patient zeigt dabei alle Symptome, und in betroffenen Familien ist die
Auspriagung der Symptome variabel: Fast alle Patienten leiden an retinaler Dystrophie
(90 %) oder an Polydactyly (70 %), aber nur 50 % entwickeln Nieren-Funktionsstérungen
oder Ataxien (40 %; Beales et al., 1999).

BBS ist selten, zeigt eine autosomal rezessive Vererbung und wird in sechs verschiedene
Subtypen (BBS1-BBS6) eingeteilt, entsprechend der zugehorigen unabhéngigen Krankheits-
loci(Mykytyn et al., 2002; Iannello et al., 2002), von denen bislang drei einem bestimmten
Gen zugeordnet werden konnten: der Subtyp BBS4 und das gleichnamige Gen BBS4 mit
unbekannter Funktion (Mykytyn et al., 2001) sowie der Subtyp BBS6 und das verursa-
chende McKusick-Kaufman-Syndrom-Gen, das ein putatives Chaperon kodiert (Katsanis
et al., 2000). Der Subtyp BBS2 wurde kiirzlich mit einem bislang unbekannten Gen asso-
ziiert, welches den Namen BBS2 erhielt (Nishimura et al., 2001).

Die bemerkenswerte Heterogenitdt und Komplexitat des BBS2 fithrt zu der Vermutung,
dass mehr als ein Gen an der Entstehung des Syndroms beteiligt sein kénnte (Hama-
cher et al., 2001). Das humane Plasmolipin-Gen liegt auf Chromosom 16q13 in der Néhe

des BBS2-Gens und wird dariiber hinaus - in der Ratte - in fast allen Organen expri-
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miert, die in BBS2 betroffen sind. Eine wichtige Ausnahme ist die Retina, in der kein
Plasmolipin-Protein nachgewiesen werden konnte. Es ist daher wahrscheinlich, dass Plas-
molipin nicht das alleinige Krankheitsgen fiir BBS2 ist, sondern eher ein Modifikator des
BBS2-Phénotyps sein konnte, der mit dem BBS2-Protein interagiert und die Auspréigung
des Syndroms entsprechend des genomischen Hintergrunds oder dhnlichem beeinflusst.
Alternativ dazu konnte Plasmolipin auch nur in einem Teil der Patienten betroffen sein,
zusitzlich zu einem Gen (oder mehreren anderen Genen), welches unter anderem die Aus-
pragung der retinalen Dystrophie verursacht (Hamacher et al., 2001). In beiden Fillen
wiirde Plasmolipin nicht oder nur indirekt an der entstehenden Blindheit beteiligt sein,
fiir das iibrige Krankheitsbild wie zum Beispiel die renale Dysfunktion aber direkt mit-
verantwortlich sein.

Unterstiitzt wird diese Theorie einer tri-allelischen Vererbung durch Veréffentlichung von
Katsanis und Kollegen, die BBS als Mendel‘sche rezessive Erkrankung definieren, in der
nicht nur beide Allele eines Gens mutiert sind, sondern zusétzlich mindestens ein weiteres
Allel eines zweiten Gens (Katsanis et al., 2001b). Erst Mutationen in allen drei Allelen
fithren zu einem komplexen und - je nachdem, welches Gen homozygot betroffen ist - leicht
variablen Phénotyp. Diese Hypothese scheint sich fiir die Subtypen BBS2 und BBS4 zu
bestétigen (Katsanis et al., 2002; Katsanis et al., 2001a), nicht aber fiir die Subtypen
BBS1 und BBS2 (Mykytyn et al., 2002; Slavotinek et al., 2002).

Uber eine direkte Verbindung zwischen Plasmolipin und diesem Krankheitsbild kann zur
Zeit nur spekuliert werden. Eine Stérung in der Proteinsortierung oder der Rafts-Bildung
mit den daraus resultierenden Folgen fiir Adhésion, Migration usw. ldsst aber an vielfalti-
ge Moglichkeiten denken, welche Auswirkungen ein Expressionsdnderung von Plasmolipin

haben konnten.
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4.10 Aussichten

Im Verlauf dieser Arbeit konnte nur ein Teil der sich anbietenden Fragestellungen be-
arbeitet werden, zumal aufgrund der vorliegenden Ergebnisse neue Aspekte zur moleku-
larbiologischen Charakterisierung in den Vordergrund traten. Insbesondere sind folgende

weiterfithrende Strategien bedenkenswert:

1. Tiermodelle
Die Generierung einer Plasmolipin defizienten Mausmutante kénnte mit einem neu-
en Konstrukt wiederholt versucht und der resultierende Phéanotyp analysiert werden.
Allerdings ist nicht auszuschlieflen, dass der Plasmolipin-Gen-locus unzugénglich fiir
eine homologe Rekombination sein konnte. Dariiber hinaus steht eine eingehendere
Charakterisierung der Plasmolipin {iberexprimierenden TgN(mPlaSCE) Mausmu-
tanten sowohl fiir den heterozygoten als auch fiir den homozygoten Zustand noch
weitgehend aus. Hierzu gehoren vor allem eingehendere Verhaltenstests zur Bestim-
mung von Ausfillen oder Entwicklungsverzégerungen, histologische Untersuchungen
an Schnitten des Ischiasnervs von Méusen im Alter zwischen PO und P14 sowie elek-
tronenmikroskopische Aufnahmen der Myelinstruktur. Interessant erscheint auch

das Regenerationsverhalten der Ischiasnerven nach Quetsch-Lésionsexperimenten.

2. Untersuchungen zu méglichen Interaktionspartnern und Signaltransduktionswegen
Die Expressionsprofile der noch nicht untersuchten a-Integrin-Untereinheiten (v,
a5) und weiterer angesprochener Proteine wie zum Beispiel EMP2 konnten fiir die
Plasmolipin reduzierten oder iiberexprimierenden Schwannzellen noch nicht ermit-
telt werden. Eine Bestimmung der Expression dieser Gene iiber eine quantitative
PCR sollte sich aber relativ schnell etablieren lassen. Auch die Verwendung der
RNA,-Induktion iiber die einfach zu handhabenden pSUPER-Vektoren oder die
RNA-Oligomere bietet sich an, um die biologische Funktion weiterer (Myelin-) Ge-
ne relativ schnell zu untersuchen. Verschiedene Gene koénnen auch gleichzeitig in
ihrer Expression reduziert und die Auswirkungen auf die Zelle studiert werden.
Hierbei sind vor allem die Membranproteine MAL und Plasmolipin interessant, um
festzustellen, welche Auswirkung das Fehlen beider Membranproteine fiir die api-

kale Proteinsortierung und die Bildung von Rafts hat. Dariiber hinaus konnte die
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Verwendung von DNA-Arrays (Clontech) Aufschluss geben iiber die differentiellen
Expressionsmuster, die nach der Veranderung der Plasmolipin-Expression (pIPla,
TgN(mPlaSCE) bzw. pSPla) entstehen. Regulierte Gene kénnen dann wiederum
iiber eine quantitative PCR genauer charakterisiert und fiir weitere Untersuchun-

gen identifiziert werden.

. Untersuchungen zum Bardet-Biedl Syndrom

Der direkte Nachweis fiir den Zusammenhang zwischen Plasmolipin und BBS2 steht
noch aus. Laut Angaben von Prof. Sheffield (Howard Hughes Medical Institute, Mi-
ami) wurden bislang keine Mutationen im Plasmolipin-Gen von BBS2-Patienten
gefunden. Eine Uberpriifung der Gen-Kopienzahl oder der Expression ist allerdings
noch nicht durchgefiihrt worden. Plasmolipin kénnte aber nach der oben aufgefiihr-
ten Hypothese aufgrund einer Expressionsdnderung einen Effekt bei der Entstehung
dieses Syndroms haben, so dass eine Uberpriifung der Gen-Kopienzahl oder des Ex-
pressionsniveaus in BBS2-Patienten iiber eine quantitative PCR und Southern Blot
Analyse interessant sein konnte. Entsprechende Nervenbiopsien und die medizini-
sche Fachkenntnisse konnten im Rahmen einer Kooperation von Prof. Horsthemke,

Essen erhalten werden.
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5 Zusammenfassung

Plasmolipin ist ein Tetraspan Molekiil mit bislang unbekannter Funktion. Es wird zu Be-
ginn von Myelinisierungsprozessen im ZNS und PNS sowohl wihrend der Nerventwicklung
als auch nach Nervenlésionen exprimiert, im adulten Tier aber nur schwach. Um die phy-
siologische Aufgabe des Plasmolipins nidher zu charakterisieren, sollten die Auswirkungen
einer Expressionsreduktion wie auch einer Uberexpression in der Zellkultur und im Tier-

modell ermittelt werden.

Durch Induktion von RNA Interferenz iiber doppelstrangige RNA-Oligomere oder haarna-
delformige RNAs konnte die mRNA- und Proteinmenge von Plasmolipin in Schwannzellen
der Zellkultur reduziert werden. Diese Reduktion hatte eine Verdnderung der Zellmorpho-
logie der Schwannzellen zur Folge, die weniger spindelformig aussahen und eine geringe-
re Anzahl an Fortsédtzen besaflen. Zudem zeigten Plasmolipin supprimierte Schwannzel-
len eine reduzierte Adhésion auf Fibronectin, aber eine erhohte Adhésion auf Laminin.
Wihrend sich die Apoptose- und Proliferationsraten dabei nicht &nderten, wurde eine re-
duzierte mRNA-Expression der Myelingene PO und PMP22, aber eine erhchte Expression
von MAL und MBP sowie der Integrin-Untereinheit o beobachtet. Die Uberexpressi-
on von Plasmolipin in Schwannzellen bewirkte die Ausbildung von ldngeren, verzweigten
Fortsétzen mit kugelformigen Endungen. Zudem kam es zu einer Reduktion der Expression
von MAL und der ag-Untereinheit, die daher im Vergleich zu den Plasmolipin reduzierten

Zellen reziprok reguliert wurden.

Diese Ergebnisse fithren zu der Vermutung, dass Plasmolipin an der apikalen Proteinsor-
tierung und/oder der Bildung sowie Stabilitéat von Rafts beteiligt sein konnte. Plasmolipin
konnte dabei insbesondere einen Einfluss auf das Repertoire der sich auf der Zelloberfliche

befindenden Integrine und somit auch auf die Adhésionseigenschaften der Zelle haben.
Diese Vermutungen sollten im Tiermodell iiberpriift werden. Zu diesem Zweck wurden

transgene Mausmutanten erzeugt, die Plasmolipin spezifisch in Schwannzellen bereits in

der Embryonalentwicklung iiberexprimieren. Die genauere Charakterisierung dieser Tiere
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konnte weitere Erkenntnisse zur biologischen Funktion von Plasmolipin liefern und zudem
darlegen, inwiefern Plasmolipin an der Bildung von Rafts und an der Proteinsortierung
beteiligt ist. Die Generierung einer Plasmolipin defizienten Mausmutante schlug in meh-
reren Ansétzen fehl. Das Plasmolipin-Gen konnte chromosomal lokalisiert werden. Durch
seine Position auf dem humanen Chromosom 16q13 wurde es als mogliches Kandida-
tengen des Bardet-Biedl Syndroms Typ II identifiziert. Die gewebsspezifische Verteilung
der Proteinexpression unterstiitzt die Beteiligung von Plasmolipin an diesem komplexen

autosomal rezessiv erblichen Fehlbildungssyndrom.
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Anhang

7 Anhang

Abkiirzungen

AS Aminosiure

BBS Bardet-Biedl-Syndrom

bp Basenpaar

cDNA komplementéire DNA

cpm counts per minute, Strahlung pro Minute

dATP desoxy-Adenin-Triphosphat

dCTP desoxy-Cytosin-Triphsophat

ddH,OPEPC doppelt-destilliertes Wasser, DEPC behandelt

DEPC Diethylen-Pyrocarbonat

DMEM Dulbecco‘s Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinséure

dsRNA doppelstrangige RNA

E(Zahl X) embryonaler Tag X

ES embryonale Stammzelle

FCS Fotales Kéalberserum

h Stunde

kDa Kilo-Dalton

kb Kilo-Basenpaare

LB-Medium Lauria-Bertani Medium

MAL Myelin und Lymphozyten assoziiertes Protein

MBP Myelin basic protein

min Minute(n)

miRNA micro RNA

mRNA Boten-RNA

MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2
- (4-sulfophenyl)-2H-Tetrazolium (Promega)

NC Nitrocellulose-Membran

nt Nukleotid

P(Zahl X) postnataler Tag X

PBS phosphat buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlosung

PCI Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1)

PLP22 Proteolipid Protein 22 kDa

PMP22 Peripheres Myelin Protein 22 kDa

PM-PLP Plasmamembran Proteolipid Protein

PMS Phenazinmethosulfat, Elektronenkoppler (Promega)

PNS peripheres Nervensystem

RdARP RNA-abhéngige RNA-Polymerase

rGAPDH Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase der Ratte

rODC Ornithin-Decarboxylase der Ratte

rSC Schwannzelle der Ratte

RT Reverse Transkription

RNA Ribonukleinséure

RNA; RNA Interferenz

SAP Shrimp alkaline phosphatase

SC Schwannzelle
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SCE
shRNA
siRNA
™
Upm
ZNS

Schwann Cell Enhancer

short hairpin RNA
short interfering RNA
Transmembrandoméne

Umdrehungen pro Minute
zentrales Nervensystem

Liste der verwendeten Q-PCR Primer

Plasmolipin

MAL
MBP

PO

Liste der verwendeten Primer

Plapi-M1
Plapi-M2
Plapi-M3
Plapi-M4
Plapi-M5
Plapi-M6
Plapi-M7
Plapi-M8
Plapi-M9
Plapi-M10
Plapi-M11
A3.1-Mill
A3.1-Mil2
A3.1-Mil3
A3.26-Mil4
A3.22-Mil5
A3.17-Mil6
A3.17-Mil7
A3.1-Mil7b
A3.22-Mil8
A3.17-Mil9
A3.1-Mi20
A3.1-Mi21
A3.1-Mi22
A3.1-Mi23
A3.1-Mi24
A3.1-Mi25
A3.1-Mi26
A3.1-Mi27
A3.1-Mi28
A3.1-Mi29
A3.1-Mi30
A3.1-Mi31
A3.1-Mi32
A3.1-Mi33
A3.1-Mi33b
A3.1-Mi34
A3.1-Mi35
A3.1-Mi36
A3.1-Mi37
A3.1-Mi38
A3.1-Mi39
A3.1-Mi40
A3.1-Mi41l
A3.1-Mi42
M45

M45b
A3.1-Mi46
A3E26-Mi47
A3E26-Mi48
A3E26-Mi49
A3E26-Mi50
A3E26-Mi51
A3E26-Mi52
A3E26-Mi53
A3E26-Mi54

QrPla3fwd
QrPla3rev
QrPla6fwd
QrPla6rev
QrMALfwd
QrMALrev
QrMBPfwd
QrMBPrev
QrPOfwd
QrPOrev

gtcgtaggctcgegatcg
tggtgctcactttcgacgg
attgctgacaccccataccac
aaacataacccagccgtaggce
aggaggcctttggttatcee
gcaaatggcagatttgggtac
caatggacccgacaggaaac
tggcatctccagggtgttc
gccatccttccagetagggt
accttcaaggagcgcatcc

tcgecattaacctectgacaactcac
tgctggtectggtgetcacttte
accaacggccagggcaccatatac
taagacccagccgtggcettagg
caaataagagtcgccattaacctc
acaaggtgcgcgaagcccgac
tcgcatcgcagacacagat
agccagaggaagacagctac
gaggcagccgagcegcetggt
ggacactgaagttctctg
tgacaaccggaattcaattctg
atcagaattttgagctcggag
aagcaccaagaagactggatg
attcacagacgagaggactc
gactttcttaatccctcaagg
caatgcgtggtgtcttccate
agtgttgcgagtgcgaatgtyg
ttgcttggettggggacaaag
ctcaggtgtaaggagaaaagtg
tggctctgattaacccaaggg
agggatataagctaagctccg
tagtggagagatggctcagtg
ctggactgaacctttgaacctg
accagaacaagcaaagaactgg
agatggctcagtggttaagac
gaagcttggtgggtagagtag
aagcttggtgggtagagtag
tcatctggaactctaccagc
gaaccagaaggactgttcacc
tacacacttgcagtgtaaggac
tctctgtatctgecactcee
cctccaacctccatatgage
cagaggaatgaagacgctctgg
aattgtcctccaacctccatatgage
caagggtataaggttgaagtatgg
gtcecctggectagatctece
ttgactggectgtgtggtecte
tgtgctctcgggataaattcecggtg
gttaaactgcaggaaagcaaggaggg
ctgctectccactacactatcggg
gatgccaagtctttcacagcc
acagcctgtgaatctcttage
ccgagccctgttctgtcagtg
aaaccagagtcactcaagccagc
ggcagtcctggaatgcattctgtag
ccacgagcgcgaagacgtcgac
caagctgcagaagcgcgagcacc
ccgatgacaatgagctccgtacce
gectgtgactgaatctaacagg
ctgttcacttgcaaagtagctge
agcagatatcctgcaatatcagatg
caaggaagacctgtcagaagtg
ctgtaatccagactgacttcatge
agacaaagtctcatgtaaccc
ttcactgaggacgcagttaagagggce
tctgggagctaccacacctggag

PMP22
ITGAG6
GAPDH

OoDC

A3E26-Mi55
A3E26-M55b
PCR-Mi56
PCR-Mi57
PCR-Mi58
PCR-Mi59
A3.1-Mi60
A3.1-Mi61
A3.22-Mi62
A3.1-Mi62b
A3E26-Mi63
A3E26-Mi64
A3E6-Mi26 Xbal
mPlapi-Rel
mPlapi-Re2
Plapi-P1
Plapi-P2
Plapi-P3
Plapi-P4
Plapi-P5
Plapi-P6
Plapi-P7
Plapi-P8
Plapi-P9
A3.1-Pill
A3.1-Pil2
A3.1-Pil3
A3.1-Pil4
A3.17-Pil5
A3.1-Pil6
A3.1-Pil6b
A3.17-Pil7
A3.1-Pil8
A3.1-Pil9
A3.22-Pi20
A3.1-Pi21
A3.1-Pi22
A3.1-Pi23
A3.1-Pi24
A3.1-Pi25
A3.1-Pi26
A3.1-Pi27
A3.1-Pi28
A3.1-P28b
A3.1-Pi29
A3.1-Pi30
A3.1-Pi31
A3.1-Pi32
A3.1-Pi33
A3.1-Pi34
P35
A3E4-Pi36
A3E4-Pi37
P38
A3E26-Pi39
A3E26-Pi40
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QrPMPfwd
QrPMPrev
QrA6fwd
QrA6rev
QrGfwd
QrGrev
QrODCfwd
QrODCrev

gcggaaccacttgaccctgaa
tcatttaaacatgtggcccca
agaattgacctccgccagaa
gcatatcccgcetaggtgacc
gaacgggaagctcactgge
catgtcagatccacaacgg
ggttccagaggcecaaacatc
gttgccacattgaccgtgac

ccgtcectaageteccgtaacctace
aacacggaagctagctaggaac
ctcctaaaacaagctggtcte
gtctectgtgettatcaagtaagte
gaattgtctctaggtcaaacttg
ccagcatcaatgcacacagacttc
agtgagttccaggacagccagg
ggtttctagaaccttcctgge
gaatgtctagtgatgacagcc
ctgagttcgaggccagcctggtc
ggagtatcactggatagceccg
aagatctaacactgtagctagc
tatctagattaggagtagcccc
agaagcatgtgtatcacatc
caggacacagatttctggtce
tctctatccagagcaaacaggegaac
gggttcttcacgatctctatccag
atggcggagttccegtegaaag
aagttgtatatggtgeccctgge
ctatgctgtgacctaagccacgg
gtcgggcettegegeacctgt
atctgtgtctgegatgega
gtagctgtcttectetgget
accagcgctcggcetgecte
caagtaatgtagagaaccgtg
gtttgttagatcctggtctcg
agatgaagatgaactcttccg
cagcactaaatgcactaacagac
aaggagggacagaaggaagc
caccatgcctgactggattcg
aagatggactagtgaactggg
attctgggttctgetgetcag
cctggaactcaactagtctagg
getttgtagagattcectagg
actgagccacctctgecagac
gattctggctctatgtcagac
ctacattactgctttattgec
ttgaggctagcctaatctac
cacaattccacacaacatacg
tcgtgttagtcttgtgaatge
aatcgacgctcaagtcagagg
ctttgtggatgcttatgectcte
ggagccag(ac)tcctattcttacgagg
gagagacactccgcattcac
gtgcagcctectgttcacttgge
atcccagccttcaggaggcag
gtgagactgggcagtggtgge
gataatgctcaggccacactc
ccaggctatgactgaagctg
tattactgaaccaaggacaagg
tgtctagggatcegetgte
agtctcgctggtcacttaaggaag
ggcctetttettagtgaacag
cgagcgtcgtaggctcgegateg
caagtctgtcecttctettetace
ttggagattcaaagagcag



Anhang

A3E26-Pi4l tagaggaatagggtagcaccgcag NeoM aacattccaggcctgggtggag
A3E26-Pi42 tctgatcttecttggtgagectte NeoP cagcgcatcgcecttctategece
PCR-Pi43 gcattttaatgtcttctectg Neols gaggctattcggctatgactg
A3E26-Pi44 agttccagggttacatgagac Neola cagtcatagccgaatagcectc
PCR-Pi45 cacctgagagtcagctttggge Neo2a gcgatagaaggcgatgegetg
PCR-Pi46 ttctgtggeaacctactactccaac Neo3s agctcgacgttgtcactgaage
A3E26-Pi47 tcctcaggtcacaggcettgeac Neo3a agactagtgagacgtgctacttcc
A3E26-Pi48 ccaggcatgatgccatacacc Neoda cttctatcgecttcttgacgag
A3.22-Pi50 ctacatcaagaccagcaggac Neoba ttctggattcatcgactgtgg
A3.22-Pi51 caggctgagctggatcaggg Neo6a ccgaactgttcgccaggete
A3E26-Pi52 ttgcagaatgttagtgatgg Neo7a gaggaaattgcatcgcattg
A3E26-Pi53 gagatcttgtgcatagtaagagg Neosonde?® aactcgtcaagaaggcgatagaag
A3E26-Pi54 ttaaaccagcatcaaccagccc Neosonde® agaggctattcggctatgactg
A3E26-Pi55 gccactagaaccttccage PE12-2770+ ctaaagcgcatgctccagactgee
A3E26-Pi56 gcagagctaggtagggtacc T3 aattaaccctcactaaaggg
A3E26-Pi57 cgacctgtggagttctgtctagg T7 gtaatacgactcactatagggce
A3E26-Pi58 BamHI1 atggatcctatggeggagttceeg

Sequenzen

Plasmolipin-cDNA der Maus

Die Plasmolipin-cDNA der Maus wurde iiber eine RT-PCR aus dem Ischias-Nerv eines

C57/Bl6-Tieres gewonnen und sequenziert:

1 tataagaaag caggctgagc aagccagggg aagcaagcca gtaagcagea 951 gctcceggee atataaccag cgetcagetg cetetttett tgettgtetg

51 cccctecatg gectetgeat cggetectge ctecaggtet ctgeectget 1001 gtgatgattg cctacggagt gagcgctttc ttcagettcc aggectggeg
101 tgagttcctg tcctgatttc cttcagtgat gagcaatgat atggaagceat 1051 aggagtgggt agcaacgegg ccacgagtca gatggetggg ggetactect
151 aagacaaata aaccctttct tccccaattt gettttggte atggttttet 1101 aagccagcta tgetgtggee tgagecatgg ctgggtcetta gecacagggte
201 accaccgtaa tagagaccct aaaacaacca tctaaaaatc tcctggtcac 1151 accccctaag cttactggac tcaaactctc cagcactcct gaggaactgg
251 tctgectege cectgttagat tcagtcacag cagcagttge cactacctgg 1201 cccacactgg cacagatgga actggccaag agccaggggt ggggacatce
301 atttattttt tcctgectgg ctgtctgtag atcggtctac ggacttctte 1251 tccccaccte ccttattcag cagaaggtga tggggtttgg ggagetctge
351 aaaatctcta tccaaacagg cgaacccagg gttaagggge ggggectcaa 1301 cttgtcatca gagaacttca gtagcccagg ctgggecacc ctgttcacca
401 gaaggggegg ggecteggge ggagegggece tgggettege geacctgtga 1351 gcactaaatg cactaacaga ccctcaagcc tctgacctge ctcagtataa
451 gttctgtcta gggtacccaa gcagegecag cagecggage cgeagtegea 1401 ccctaacaaa agacagatta tctttgtccc caagccaage aageccceggg
501 gccceggage agegecggga gegeggecag agegtegtag getegegate 1451 ctcttctggt cccaccgtec ccteeecetge cecatgecaa cetgtecacct
551 gctatggegg agttcccgte gaaagtgage acgaggacca gecagccccge 1501 gtagagactt ttataggaag agttgggatt tctgggactg gacgatttct
601 gcagggegtg ggagectetg tgtectgeget gegaccggat ctgggetteg 1551 gataactgtt ggttacaaca gtttccgatg gcagcaagcet cgctaggtec
651 tgegceteege tettggggtg ctegegette tgecagetgge actggggetg 1601 cctccctcat gtagaactct ccectttggg agagetagea ceecgtgeaag
701 ctggtgtggg ccctgattge tgacacccca taccatctgt atcctgecta 1651 ggttctcece geeccecege ceccaggetge tgattaggea caggggactt
751 tggctgggtc atgtttgtcg ctgtettect ctggetggtg acaatcgtet 1701 ccaaggaggg acagaaggaa gcagggectt gectggtgag ctgtcatggg
801 tcttcatcat ctacctgttt caactgcaca tgaagttgta catggtgecc 1751 gttaatggtg actcttgttt ggaattatta ttttttacaa tttaaataaa
851 tggeccgttgg tgttactgat cttttttgtc getgecacgg ttetctacat 1801 aatggaagca tctgtttgg

901 tactgccttt attgectgtg cageggeggt cgatctgaca tccctgaggg
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Anhang

Plasmolipin-Gen der Maus

Plasmolipin-Gen der Maus: 5° Bereich mit Exon I (694-1381).

EMBL-Nr.: AJ298129.

1 accagaatcc cctgceggea ggtcatctgt aatcccagec tgcaaagacc

51 tgaggtaaga ggaatgtcaa aagcatgaag tcagtctgga ttacagagca
101 atctcctgte tcaagacaaa aagtgggcaa aagtacccca gaggttgect
151 gagctcagga caccatgact gtgtctcecgt gatgatgect ttgeatatcet
201 agcctccatc actgagaaga aacttttgtt aggaccttga gettgtgata
251 agttgtcaca aggagccata ggatagtaca gtcacctaca cagcttctgt
301 gacctggtce ttacccactg ggggtcagtg tcaccctcat gtgetcaget
351 ccagtccctt tggggacctg ctttctattt ccccaactge ctaggttggt
401 cctgccactg cgectttget cctcacttaa acccteccaa ggtttectec

451 tactcacaga ttcaggcctc tgcacaaatg tcaccacttc tgacaggtct
501 tccttgacta atgtgctccet tecttttetg tcaacttaat ccaagetata

551 gcaatccaag aggagggaac ctggattgag aaaatgcctc tataagatcg
601 ggctctagge aageccctgta gagaattttc tcagtgattg atggaggagg
651 gcccagtcca ttgtgagegg tgecatcect gggtectggg ttctataaga
701 aagcaggctg agcaagccag gggaagcaag ccagtaagca gcacccctee
751 atggcctctg catcggetce tgecteccagg tectetgeect gettgagtte
801 ctgtcctgat ttccttcagt gatgagcaat gatatggaag cataagacaa
851 ataaaccctt tcttccccaa tttgettttg gtcatggttt tctaccaccg

901 taatagagac cctaaaacaa ccatctaaaa atctcctggt cactctgect
951 cgcectgtta gattcagtca cagcagcagt tgeccactace tggatttatt
1001 ttttcctgee tggetgtetg tagatcggte tacggacttc ttcaaaatct
1051 ctatccaaac aggcgaaccc agggttaagg ggcggggect caagaagggg
1101 cggggcecteg ggeggagegg ggetgggett cgegeacctg tgagttetgt
1151 ctagggtacc caagcagcgce cagcagceegg agecgeagtc gecageceegg
1201 agcagcgceeg ggagegegge cagagegteg taggetegeg atcgetatgg
1251 cggagttcce gtcgaaagtg agcacgagga ccagcagcecce cgegeaggge

1301 gtgggagcecet ctgtgtctge getgegaceg gatctggget tegtgegete

1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601

2651
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cgctcttggg gtgectegege ttectgecaget ggtgagecgg gtagetecggg

gactggatgg gggactctce ggggacccee gggacgcetca ctcccaagat

cgcegggaag cttgecacctg gggacgceteg tgtgacatce ctgegageac

agcatgactc ttgtggaggg gaccatacac accctacccg ggtggttacc

gtggcgatac cgtagectgag atagctgege acaactgtcec gecagtetgt

ccettetett ctaccettee cectteccte tgggaccegtg cectggettt

ctcecgeeggg caaagtccac tgecctecte ttcaccegge tttaaccact

aaatgcgacc gctctgtage cctectggac agggecagaac accacatcag

tggctctgac acgegegete ccaccaggge acctacccag ggtetgetgg

tcgaatctce ttecttggge tgtggagatt cgecagaggea agaaaccacg

tgtctgecat cccececgtact ctgtgecaggt cccagetgaa gatcctagag

ttgcecegttc ccattgggtg cattctgaga tgtcagetgt cttttcatag

tccectectg cgagggtetg gaggectgtg getgececta gggaacggte

tccattaact gagaggtccg ctggtagagg aatagggtag caccgcaggt

gggcatgcat ctgtttctgt catcatccct ccagtgggea cctcgageca

ggctgecagg cecgggetggg gagtecgggag getttectgg gecatcteca

cctagggcat acatactatc ttggtttcga gatttctgat ctteccttggt

gagccttcge ccttecceect teccecttee cectteccee tecgtetect

ccctgggttt gtttaaaatt cagattcttg ggeccccaacc ccggaaaaaa

tgtgaaactg ctctttgaat ctccaaaage gcagcaagaa atttgecattt

taatgtcttt ctcctggagt ggttttgggt actgtttggt tttgatgaga

tcagggaggg tagcatgagg ctctcttctg ggaccaattt aactctgecg

cgcagacact gccgaccctg gagtgttggg ctettggtga ttgecttgtt

tgttttattt attttgtttg attcaatttg tttctgtttt tttgagacaa

gagtcgcata tagcccagat tggtcttgaa ttccctgecag ccacagetgg

cttccaattc cttgtgtage ggaggctage cttggactag accttccecca

agtgttgtaa ttactttctg acaccaccac tccaggggtt tttctggtct



Anhang

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

ctttgaacct cacacctgag agtcagcttt gggctgggegg aggagttaaa

cggtttgtga aagggacaga gaggagagag gtctaggaag gagttacggg

gaggctagaa gggtaagttt ttgagctaag cctttgcagg gagtggtgtg

gggacagcag acacttgtag tgcacaggcet gagegggagt tgtagcatceg

tttctggtct ggctaggage ccagecatcgt aagcatctag ggeccagaact

ggggtectgg ttgtgttggt ggtcttggta ggttctggag catgaagaca

tcagggtgtg aaatgataga tcccttttac tettttecte ctteectaga

tatcgttcca aagaactcac ttggagacta tgccagecge ttgettecta

agatgtttct gtggcaacct actactccac tggggeccag ggggagggtg

ggcagacagg tacctacttg ctggaaagcc acaacagcac actggaggcet

ggttgttcta gaccttttga ctaggtgggt ttagtttgtt tgttttagtt

gttgtttgtt tgtttgtttt gtggggtttt ttggtttttt ggtttttttg

agggggggtt tgtttgtttg aaagacaggg tctctcaaca tagetttgge

ttcctgggga getgttttet gactectect cggectetac tetttatgtt

ggtttgetet tacattgegg ggtgtggecac atcagageca agtggaagag

gctccatgee tagtgectge ccectgggga tcaaggaagg ctgettggag

gaggcagtag ctaaggagat ggaggtcttt gectggecagg ttgetetgte

tactagggta tagagggccc tgcagegatg gaaagatgga tgagaagcaa

ggccaaactt ctggagcaaa gcactgectct tcatctagea tggtagttca

tctacagaac ctgacatcta cagacatctg atggctttta ctactccata

actgcccata cccatctage tccagaaagg atactggatg gtgectgttaa

ttgttaatac agaagagtca gtgtatttct aaagcctgac ttgagagaac

ttttaaagag acatcgccta gcaggaaacc tgcaagttta aaatgttgge

tcaaggctga gecttcctggt aacataaaca aaaaaagaaa catgaatctt

catagctatc gtctaaacag gccggcecaag tttgacctag agacaattct

tttgcttcat gttacagttc tttgtgaage aagggaatgg aaggtgetge

cggtgtgget gacaggtacc cgtggtacat cctaatgagt ttagaaaaac

tttgaagaac gtgggggatg aagtacccac cttttecttt tetttetttt

tgtttttgtt tttgagatag gatttccctg tgtageecta getgttctga

aacttgctct gcagaccagg ctggcectcca agaaatactc ctgtctctgt

gttccaagtg ctgggattga aggtgttcac cagcactgec cggetgaagt

4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701

5751
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gcccatattt ttggatactt tttaacacaa tcctctecee agetttggga

caaaggatga tcttacctgg gacttactga taagcacaga gacacttgag

caaagtcaca tggttggggg tgggtggagg acaagcaaag ctactgecca

caggtaggat ttgcactcaa atctgactgt ttgaagccta gectccatcca

tgtttcctge tgectttata tgggattctg gggttectag atggecttac

aagagaagga tgacctcttc aggaagggag actcggccga gactttagag

gagggcttct tggaagaggt gagctcttaa gagtctgtct agatggatgg

ggttttagaa gaaggtttta gcaggtcaca gtggcacaaa ggcctgtaac

cccagtgctc ctgtgagtgg gaggctaaaa caggaggatt gtgaatttga

gaccagcttg tttaggaggg accacgaatt aagccctggt geccaggaca

tgggggcetat gtatatatta tggatgettt gagggaacga gggtgttcte

attgtgcttc ctaaccttcc ccttaggatt gggggecagee acacagttct

ggttttaggt aaacaaacag atcagaggcc tcctctgeca ctgtagtgtt

ccagtgcatc tttgagaaca ctggctgatt gtaggtctgg aagcagaggce

ttgggttcaa atccagactc tgettttttc aacttgggat cctaagaaca

gtcttgactc tgccceccaac ccccagecce atacttcaac cttataccct

tgtctgtaaa acagtgatgg tagagaagtg gcacctgeca tgtgecttage

ctggcacatg ctggcatgaa ggcaggattc actcagccct aagatcctgg

agctcttagg caagcttgag tgattctagg gacaaagctc atctctgaaa

gcttegtcat ccttetetet ggggggacce gaggaagetc atccgaatga

ttctggetct atgtcagacc cagcacgcag getggettct cteccatggag

ggacaggacg aggcccaaaa gagctctgge ttccaagaag ggectgetgt

attgctgagec agatgtgage agcagggegg ggegagtgga attgcaagga

cagtgttggg ggtttcctta agecectgate tgtggttctt tggtagecte

agtcaagcct gcaggttcct gtgecagage cacaagtgee ctgecatggtt

aattcccacc tctggtggge aagagtgtga aaactttgag aattcacttg

taatcacata atgagtgtat gggttgattc tcctttaaaa aacaaacgca

agctgatgga gectctgagtt tgaggctage ctaatctaca taaaaaaacc

aaaaccaatc aaatcaaaat cgtagccaga tgtgtgtgtg tgtgtgtgec

tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgectetgtg tgtgtgtgtg

tgtgtgecta tgtgtgtgtg tgtg



Anhang

Plasmolipin-Gen der Maus: 3‘ Bereich mit Exon II (8668-8841), Exon III (10838-10960)
und Exon IV (11909..12745) sowie polyA-Signal (2717..12721).

EMBL-Nr. AJ298130.

1 ttctctectet ctetetttet ctetetetet ctttetetat ttetttettt
51 cttttttttc cgagacacag ggtttctctg tgtagecctg getgtectgg

10

=

aactcacttt gtagaccagg ctggcctcga actcagaaat ctgectgect

15

iy

ctgecctgagt cecctgttttc aaacaaacaa acatgatttt ttttcttttt

20

=

gatgtaatat gttctgacta caaataactg aagccacaca aaactatgct

25

=

tacttaagga gggactgctg tgggagggga cccagaatcet cttctctecta

30

et

cctgtggaat tttaacattg ctacacacta gttgcagttc attttatgge

35

N

ttctgttgea gtagacagcee tgtgtcctca cactgatcag tgatttaaaa

40

=

gtctecttta ttgttagett agtcgggetg agtatacaga ttcattgtgg

45

ey

ggcectatag aaagaagtct tgtgtgecatt gatgetggga aatatgtcat

50

furt

ggcgagtgag cgtgecttee tgetcacaag ggaccaagta gecagetetet

55

ey

gtgtgectgag ggeccaggece caggetgtgt ggtcaatgag aaagaaagcec

=

601 tggtgcagaa gcaagggtag cagtgggtct caaccctect aatgectgecaa

65

ey

ccctttaata cagttcttca tgetgtggtg acgectgece gecceccace

701 ccaaccacaa aattatgtca ctgctgcatt acaactgtca ttctgettct

751 gctatgaacc gtgacataaa catctgatat gcaggatatc tgctttgtga

80

=

ccctcaaagg gatcacaacc cacaaagtga gaactgctaa tgtgtagect

85

ey

atggtcattc atctccaggt acaagatata cctctctgag getgggattg

901 tatgtgcata gacggtgtct gatagctacc cagagggceca cacttgaaaa

95

=

cttggccatg tatagcactt ttttcatttt atcattacat tgtatttact

1001 taccttttat tagttgagtt tttttttttc actcgtatgt gtgecatgtgt

1051 atgcacacac tgcagcacgt atggaggtca acctgtggga ggtggtctet

1101 tttcaccaca tggctctggg gtacggaget catgtcatcg gggttggtgt

1151 agcatcttta ttcagagcca tcacgccagg ccggeagtac ttatttcaga

1201 agtatatagc aagtggagct tgttggagge taggactgga gaattgtgag

1251 ttcaaggtca agcctggget acttagageca taccageccat cttgagtaag

1301 taatgggacc ctgggtctaa aaaccaaaat taacaagtgg acagccatta

1351 cgaattcttt ccagcctgge agetgtgaca ctcaccttta atcccagceac

1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701

2751
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tcaggaggca gaggcaggca gatctctgtt aaagtctgag geccatcctgg

tctacagaat gcattccagg actgccaaaa gctacacaga gaaaaggcca

accaaccaac caaaaagaat tctttcaaat gaataaatat gttgggcagt

ggggaattac acagagtttg tgectatgtc caaaactgtg agecgagggat

cgggatgtct atcaggccca gagagggaag atacttccct cgggtcacac

agcagtgagg gatagctgtg agtttgggat tactggetgg gtaccctggg

agtttttcct cgtcatctgt cagcagaagg tggectctge ttcaggaagg

ggcagttcac atttacaaag tcttcctget tatcagagag ttgecctcte

tccggeagtg gtggettgac gactatgecc accattctet tecggggetge

cgtggaaaac aggcggaggce tgtttcectecg geggeagegt gaaccagece

ttacactgac agaacagggc tcggggcettt ttgetgetgg gecagggtgag

cttctcctgt ttgctcaggg agggaaggeca gggegacaca ccacagtctc

caagtgagga caagaccaaa ggtcaggaga gacctgccaa gtaggctacc

aagtccccag gettgggeca getactgeag cttagectgg actgtggget

ggatgatctc tgacgccage tgaactcttc ttctgecage cttgggggtg

ggggtgacac catccctect gagagtggag atgggagaga tatgectcagg

ccacactctg ggaatgagga aggecttgtc cttgggtctg cagetagacce

tgtaggtttt ccagggctaa gagattcaca ggctgtggtt gecteccatage

tctggcatcc cagacagtaa tatttcttcg aagcgctaat gtccaggtge

ccccaccteg caggagtcaa gtgctaagag aaaggaagtc taccecectggg

ctgtctagca tccctcatat ggatgeectt aggtcagate ctecatcttet

acaaagagct tccgttttce ttctgtgatt tgtgecgagt gettctettg

ggagaaagtc ggccccgaga gaggaaggece caggaagtaa gggggettgg

cctgetggat gecaggetat gactgaaget gtatgttcaa gaagcetctac

cceggectte tcacgcagaa taaaaacttc ctgagatgtt cttcttcaaa

gctggaggee atcctaatat tggggagacc caagcagaca ctatggggac

ccctggggga gagtaaggag tggggecacag atgggtgetg tatgttgetg

gaaccctttc aggcactttg ccacttgttg gggtgeccaaa aaaaatggag



Anhang

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

ggaggggtag gagtcacaga ccccacgect cacacaccag gaggtgatga

ccaaaaggag acctgcatta tctattctac ggggcagcat ggagttatgt

aggaagtagt atgaagctca ttctgggtag aattttccta ctaaataaca

ataattaaca ataacacatt taattattta ttattgatgt tattactgaa

ccaaggacaa ggttttgtgt agtacagtct ggcttcaaga cttgtggecaa

cccttaggtt tttgectcece aagtgetggg attacagatc tggaccacta

gcacgggetg ggaagttttt tctaaaatac tggggacacc caggaccatg

cagttgaaga gatttcaggt ccatattggce tcagccattt gtgtgtgtgt

gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtacactctt gtacttgtgg gacgectctet

tctgagacct aggacttaca cctagcaggt tgcatgggaa aactgcattt

ggaatactgt gatgctggee aaggtctagg cagactcctg caggecagge

ccagctgece atcaccctge ttgetctett cctcagactt gaaacagett

ggcacagaac cggtcctgga gaaaagtgtg ctggecttgag tgactctggt

ttctegtgtg tgtetgtttt cagatagaca aagggacaag cttggtgget

ttggctttce tggaagattc tagacatggt gtacctccce geeggeccca

tgttcttaaa atatccagtg caggaattcc aaggtgecctc accagecctc

ctttggcaca gagaggggtg gtgtgtggtg gtggtatgge cageccagge

geectggagee tgtgtetett geecectttgt ctectgtgac acaatgggtg

acttcttatc cccataaagt ctctttcagt gtagggagaa gggeccaggat

gggggtggag gttgagetag geccaggetat gactaggeca agttgetgea

tgcectecate tgectagact gtgecccgag tgaggggaga cecccaggaag

ggtcatgtgg ccaccctggg cctcagtttc ccgatagtgt agtggaggag

cagtcactga agggctgtga aagacttggce atcactgccc catgtcagag

ggttcgteee cgttetttet cteccatggte tgtgeccace ttcactettt

ctaaaacatt tagcttaatt gctaacattc aaacactgaa gatatcacac

aaagaacaaa cagtttgtga catcccttca ggacttcaca gcactcatgg

gagtgactct ggccagagcc cttgeccagac gtacacagtt ctacccacag

cccttatcge cctaggactg ggttttcacc agcaacacge gettctattce

ctgaggcctg gettagtcce ttctacaacc tgtaaagect gtctaggaac

cataggtcaa cttctaggag gagttgcttc cccttcctgg aagctcectt

cactccctee ttgetttect gecagtttaac tacaccacat aaccatacce

4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801

5851
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tecttgttac gggececeggg cacacctgta gggtaactag getaageatt

aaaactcgtt cttgtgccce agatgaggac atagaccgga aaggttaggt

gagtctacaa gacacccaag actttacagt gagtcgactt tggtctgaca

atatctagaa agcaggagta ggtggactcg ggaggtcaag gttacccaga

atgccagagg tagagtttca tctgtcccta gagttctaag tgactcgtga

ctctctectge ccccaccttc agttccctaa tecttataac atgtgacttt

accagtgaga tctttctctg ctctatatcc caaatctttc ctectettgg

acacttcttc cccaccggaa tttatcccga gagcacacac cccacccecg

tgcgecatgeg tattcagceca gtttatgett ctgagetgge ccaacttget

gatgtgggag caccttgaag gtgcagagcce ctgacacaga agtgctacag

tagatggttg tgaagagagg cactgaggga caggtcacge tggagggatg

tgtgagctac atgagacatg ttcaggacgc ggagttctgg tcacgggatc

agggagtaga attaaggact ttggcctcat tctctgetee cctectacctg

atgccttttg ctaccectga agagtggtge teccecegactg agtgaaggcet

tctggegett cagetagatg gecaatctgtg acaggtgeat ttcagtgagt

cacaggaggc cctgaacctt ctggaacctc cctccgagga ccacacaggc

cagtcaaggg gtcagcaaaa cacccaggcect gatggcttag ggacccggag

aaacctgttt gttgagttct aataaaggac cggaccttce ttgttctagg

acagaaacca agtcagcttc ctaggegtgg ggccaagcetc cacagecccaa

aggaacacaa atctaccccc acctatctcg tgctttatct ctgtgtttge

tgatctggaa atcaggggtg gagtgggaca gggtggggac atgtattect

acagccctge cctcagtage tectttecta cagetcagge agagetgget

aattaatccc ccttttatct ccagtgtact gtatggcectge tgagegtttg

tagaaacgtg gcaagacagc ctggagagag ggtaaatggg agatctagge

cagggaccct ctgetgggea cctaccgggt gacccetetg ctgaagectg

tgagtgacag cattgcaggt gggcatggat gtgaacatge accggecttt

tctggattgt catttggatg ccctttctaa cttectttca gttagtagga

aacagccaac ccagtggegg ggttggggac ctgaaaagaa cttcacataa

gagctgacag tccctaggtg tgtcccccac cececccaccee caccecttee

catgtctcac ctgagaaatt gctggagatg ttattccaga gcgtcttcat

tcctctgaca gaaatgacct cacggaactc tggggtttcg tggectttet



Anhang

5901

5951

6001

6051

6101

6151

6201

6251

6301

6351

6401

6451

6501

6551

6601

6651

6701

6751

6801

6851

6901

6951

7001

7051

7101

7151

7201

7251

7301

7351

7401

agtatgtctc ttttggcacg gtgatttggg gtggggagta aagggtgtgt

caggaccatg tgtggtgcca catgectgtg gtgtagaact tgaggagcag

ggtgtgagtt caaggtcagg ttggactgat gagaccatge caagaaagag

ggagaggagt gaggagggaa ggagagaggg agggtaggeg aaagtgtgty

tgtgtgtgtg ttgtgecatgt ataggcatgg gecatgecaga gtgetcatat

ggaggttgga ggacaatttt caggagtccc ctectgecac gtaggttcta

gagatctaac tcaggtcatc agactttgtg gcaaggtctt cacctactga

gccacctcte cctggecact gagttgtaat gaaatgaggg tttgetececa

gtttggcatg tgaccacagt ctaggaaggcec cctgctacac agccccatcet

ttgtcactgt aaagtgggca tggagacaaa ccctgggeat gettgtgagg

gtcagaggca agagcagatg gaggggtget atgtgacatg ggtgtctggg

gctcacctta getggggagt gecagatacag agagagcectg ctttggecag

ggcattgetg ggctcctagg cctgetcage tacagggtce ctgtecttac

actgcaagtg tgtattccaa aacaaagaaa cttccttgta gtggggtggt

ttgagagaag ggggctggag gagccccage tectgggtcat gagecctetg

gtgaggattt ctctttagat cccagggaac ttgccaatgt cctgtgagcea

gagtgggtag gccaggagat ggggacttgt ttccaaagat cagtatcceg

aggccagctc agctcctaag atctgactga aagggtctca cecttggact

ggggctaccg gettccatge tagcagecaga gggtggacca gtecttetgg

ttctagcaat gaagctttct ccagaagcca cagtagactt ctacacccat

ggtggetggt agagttccag atgagagaga gtgggtatcc cccaacctag

acagagatcc ttggccagea aagaagaggce tgggaggece aggacagtca

cggggttgta ctatccctgg gtcttcccca gggtetttgg getatgetec

tacaagaagt ctatgggtag aaccatctga gtttggtget ttgtggecagg

actcgagggg ggagaaattt acataaggcet gaccgtcact ctcaagtata

aaactgagct ttgagtagect gtctcaggtg ggtgtggtce ctgeactgtt

acgaatgagg taaggaagca ctgcgcagtt gtgcaggtgg aagaggaacg

ggttttaaac aaagcccatg cttttaggtt ctacacactc agtcggggat

gtgggggtac ctggetactc tacccaccaa gettectgge gtggettacce

atcccactgg ctcttctctt ccactctggg ttctggaggg aggggecgee

tcaagttgtc aggctttcca gettaggcecaa taagtcctgt tacctgetga

7451
7501
7551
7601
7651
7701
7751
7801
7851
7901
7951
8001
8051
8101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
8451
8501
8551
8601
8651
8701
8751
8801
8851
8901

8951
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gccatcttga aacgctccee tttectgtceta tctatctatt tatttatcta

ttaaggattt acttatttta catatgagta cactgttgect atcttcagac

gcaccagaag agggcaccag atccccatta cagatggttg tgagccacca

tgtggttget gggaattgaa ctcagggtct ctggaagage ageccagtcett

aaccactgag ccatctctcc actactccce ccaccecttt tttttgagac

agagttttgt tttgaaacag gggctcatgt gggcaagact ggecctatgac

tcatgtttge cttgaactca ttcgtaagtc tcttttttce teccagtgttg

ggattacaag tattagcctc cctgactgge ttctageatt tttttttttt

ctgcacctgt ggcaaagtca agcccctgga atgetgtggg cagttctggt

atgaggagca tatactctat gggagagata ccgttcctac cttgggtggt

actatctggg gacctgggtg tctcagttag ggttttattg ctgtgaacag

acaccatgac caaggcaagt cttataaagg acaacattta attggggctg

acatacaggt tcaaaggttc agtccagtat cgtcaaggca agaacggagg

cgaatccagt caggcatggt gcaggaggag cggagagttc atcttcatet

gaaggctget agcagatgac tgacttcaag gcagctagaa tgtgagactt

ataacctaca cccacaatga caccctaccc agcagggcca taccttctaa

tcctgtcact ccttgggece agecatataca aaccgtcaca ccggggaaga

gecttttgte acacagecatg atgggaattg aaagggggaa gagtggecag

acaagatgcc cagcacagat gtaaacaaca ggagtcaaga tttctttgaa

gaagctgttt ttaattgtac gtgegtgtgg ccatgttcca tgecacagtg

aacacagaaa ggctggagga caaccgectgg tecgtcacttt tctecttaca

cctgagttcc agaattgaat tccggttgtc aggecttgtga caaacatttt

accctcttag ccatcttgecc agecctaaact ttttgagtta acaagaaagg

gggccaaggce ccgagectece ggetggaget gttcagetet gagaaactce

cccttatttt tccacaggea ctggggetge tggtgtggge cetgattget

gacaccccat accatctgta tcctgectat ggetgggtca tgtttgtege

tgtcttecte tggetggtga caatcgtctt cttcatcatc tacctgttte

aactgcacat gaagttgtac atggtgeccct ggecgttggt ggtgagtttg

gggcagggac tgtgeggete caggetgagt cctetegtet gtgaatgget

aggacgggac ctcttgacct tccataaatg tgaaatggag ggcaggtggg

tgggtgtgat gecatcetec tgectettag ctacatgagg agetggggtg



Anhang

9001 ggaaggtatg ttaatgacgg aagtggagtg tttgacttgg tgcttggaag

9051 agaccagcat cgagaggcta ttgactgact ctgcagatat ccttgggaat

9101 cttgggatat tgttctttct tgagggggat cagaattttg agctcggagg

9151 tctgggtttg tcagtgccag ctgectccat teteteccagg cectggetet

9201 ctggagagaa tgggtgecce aggtttgtct caggecagge tectetgget

9251 gggttttttt tttttttttt ctggaaccca gaaaacccat gecagetgggt

9301 ctgagccttt tagtgagcac agaggegcat gattgtaagg caggegagge

9351 ttggaactag gcagcgattg tttacaattc aatgecttgtt tagecgagagg

9401 aaacgtgagt catgccgaga cagaatgggt ttgttagatc ctggtctege

9451 tagccagagc cgggcagggt gtgecagtggt cactgtactt ggggacaaga

9501 tttgggattg aggtggeggt ggetggacte ctggetaaag gtctagecce

9551 cttctgaata tcccaagece ctaaagaaga attccacaag getggagacc

9601 tctgtctctg aggcaagget ggcagcacag cacagegeca gtgaaggagg

9651 tcagctgggg getgtgtetg gtgetgetgg getgagetgg gagaggaact

9701 gggtgatgac ccttctcaac tctggggaca tgtttaatat aaagggtcag

9751 gtaagatgga ctagtgaact gggccaggaa ggttctagaa cctaacaagt

9801 acctggccct gagaagctge ctctgeecegg cttcaacctt gagaggatgt

9851 ggcccactgg tgeccaagect tgaggtattt tgtttgttgt actgatggeg

9901 ctagggatca aatccaggac ctcatgaatg cagagcttta cactgagata

9951 catgcccage cctgaggtag ctgtttgett tgtttttttg atacagtttt

10001 gatgtgtagg cccgactgac ctggaatcca tggtcttect gtetttgtgt

10051 ctgacatgct ggctectgta agetactctg cccagetttg agggtgtttt

10101 gttttgtttt attttgaget aggttttctc agtagecctg getgacctgg

10151 aactcactag tctaggctgg ccttaaactc agagatcgge ctgectctac

10201 ctcctgtgtg ctgegatcaa aggtgtgage tacaactact tatcttaatt

10251 gatattttga tatagcatct cactatatgc accaagttgg cctctgecte

10301 ttgagatgct gggattacag gtgtgtacca ctatgtccag aaatcttgaa

10351 catgtttaat atgaaatttt caagttttca catgaaatct aattttaaat

10401 gttggcaatt aaaaatgtat agcacaataa atggctggag accggtttga

10451 ggacaagagg catccactgg gggtatggaa caggccccge tgecagetga

10501 aggctcacat ccagtcttct tggtgectttg tagagattcc ctaggaccct

10551
10601
10651
10701
10751
10801
10851
10901
10951
11001
11051
11101
11151
11201
11251
11301
11351
11401
11451
11501
11551
11601
11651
11701
11751
11801
11851
11901
11951
12001

12051
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ggcectggta tttgeecttg agtttaggat agtataaggg agtcatagat

ttctcccact ggtgggeaga gggatgtgag ggeccaggeac atggecaagt

gctgatgtgg tcataggaag aacatgggea tggegtgtge cacacaagag

atggcatttc tttagctggt tagaggcaag tggetegttg tggtggeacce

gtcccaacac ttcaggectt cccgtcaggg cttcaaggtg gtgacgttct

ttgtggatge ttatgectct cgeeccttecce cctacagtta ctgatctttt

ttgtcgetge cacggttcte tacattactg cctttattge ctgtgecageg

geggtegate tgacatceet gaggggetcee cggecatata accagegete

agctgcectct gtaagtatgt cccaggetce agecttctge agggtatcca

gceccaggect ttgtgaactc acaggcetcct gtectgagttg tcactggetg

gatgctcagt gggectectt ccttagtgaa cagecagaact caaggggacc

tgaatgcatg ggatccactg tggacactgt cacattgtca cctcaggcetg

gctgtcatca ctagacattc cgtctacatt tcttttttta ctagtattct

cttataaaaa ttccaaactt ggactgtgtc aagacggcca ttcacactac

ccagttcacg tctaaaggca gagactatgg gttctttttt agagaaggaa

actggagttg tggtcatgtc caggacagga cagccaatge gtggtgtctt

ccatcttcct ggtgagagtg ggtttaaaat taagtgaact ccatcttggg

aacggagact caagcctctg aaagcacacg ccacatacag ggtacaaact

gattcagaaa actcctggga gecctggagta ttattactgg ttgtttttgt

tttcagttct gggectggaa ccacaggtcc ttgggagget gggecaacage

tttacctgag ccacatccct agccctgaat gttacttgtg gacactaggt

cccttatgta tataaagtta ccccactgtc actccagagt getgtgectg

gcaccatctg acatgtctgg cctgtgtagt tcttgecect gacccttaga

acataatgcc agatgtgtgg tatgggtggg tgggecataag gggtgtgget

gccagaacaa gtggetctga ttaacccaag gggctgetge tcaagettte

atccccaagt ccctctgagg agacccactt ggtctggtgt cactgtcece

atgtggtttc ctggectctct ctgactgacc cccttggeet ctttttctec

cctgecagtt ctttgettgt ctggtgatga ttgectacgg agtgageget

ttcttcaget tccaggectg gegaggagtg ggtagecaacg cggecacgag

tcagatggct gggggctact cctaagccag ctatgetgtg gectgageca

tggectgggte ttagcacagg gtcaccceect aagettactg gactcaaact



Anhang

12101 ctccagcact cctgaggaac tggcccacac tggecacagat ggaactggee

12151 aagagccagg ggtggggaca tcctcecccac cteccttatt cagecagaagg

12201 tgatggggtt tggggagete tgecttgtca tcagagaact tcagtagece

12251 aggctgggee accctgttca ccagecactaa atgcactaac agaccctcaa

12301 gcctetgace tgectcagta taaccctaac aaaagacaga ttatctttgt

12351 ccccaagcca agcaagccce gggetettet ggtceccaceg tececteece

12401 tgccccatge caacctgtca cctgtagaga cttttatagg aagagttggg

12451 atttctggga ctggacgatt tctgataact gttggttaca acagtttcecg

12501 atggcagcaa gctcgectagg tccecteect catgtagaac tectececttt

12551 gggagagcta gcaccegtge aagggttctc ccecgecceee cgecccagge

12601 tgctgattag gcacagggga cttccaagga gggacagaag gaagcaggge

12651 cttgeectggt gagetgtcat ggggttaatg gtgactcttg tttggaatta

12701 ttatttttta caatttaaat aaaaatggaa gcatctgttt ggaaaggggt

12751 tatcattcct ggtcttagat gtttgctaag gtttttactt tttggtectt

12801 ttagaagatg gcaacaatta agatgaaatt agaatcagat acttgecgttt

12851 tgatactgtt agagggagga gatcaagttt tggctcttgg teccecegetea

12901 cacttgtctt ggtgattgtc aatatacata gtgtccactt tggaggttag

12951 gtaatgaagt ctccctgttc caggaggact ageccatttt gaggcataga

13001 ggaaagcgaa tcctaggaag ccagagctct cagagaccca tcaggtatct

13051 cacggcctga cgtaatgect cgtacaatct cagaatgecg gtttagggga

13101 ggcattctgg gttctgetge tcagcaggaa tagaggecage atctcagtga

13151 tgggtcacac gggccagact cttaactttc ttgeecttgt cttgtecatt

13201 ggaggacgca catagcatct gtccaagttt gtggaccaac acacaaaatt

13251 agcaagctta catagaatat taaactgttc ttgcagtctg cctgecttet

13301 gggtcttttt gtttttaaag attattctta tttgatttca tgtctgegea

13351

13401

13451

13501

13551

13601

13651

13701

13751

13801

13851

13901

13951

14001

14051

14101

14151

14201

14251

14301

14351

14401

14451

14501

14551

Aminoséuresequenz des Plasmolipins der Maus:
MAEFPSKVSTRTSSPAQGVGASVSALRPDLGFVRSALGVLALLQLALGLL
VWALIADTPYHLYPAYGWVMFVAVFLWLVTIVFFITYLFQLHMKLYMVPW
PWPLVLLIFFVAATVLYITAFIACAAAVDLTSLRGSRPYNQRSAASFFAC
ACLVMIAYGVSAFFSFQAWRGVGSNAATSQMAGGYS
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gtgttttcct acgtgtatgt atttgecacta tctgggtgtc aggaagecaga

agagagcact ggattccctg aagctggagt tagtgcgagt getgtgaact

gacccagggc cctcggcaag agcagcaagg getctcagee actgagcecac

ctctgecagac ccttcacceg cecceceggtat ttectetetg tatttgteca

cttcettett tctaaccagg caggcetgage agcaaacctt actgagtget

ttcagcatct gactgcagcc ctgattatag gaggggcagg aaggggaagg

tcactgagag ttgacagtta cagagagggce ctttgatctc aaaagaccaa

agcaacaata accggaggtc agtagataca ttaaaatgga caatgcacat

caagtgatta ttcttgccaa acacctcaaa ttttactcat tttacaaaag

tactaaatga cacacagcta cagaaaaaaa cacggagctt agcttatatc

ccttaaagtc taatggtcac atggaaagtc agcacggagt ctgtttacta

taaaagttaa agtcaaaagt atgcattagg gtttgaactg ttttcgtctt

ctttctagag atgtgataca catgctttct gtttggtgge agtccaccaa

agatgacaga ggaccagaaa tctgtgtcct gecececcacce ccacceccag

gctgagetgg atcaggggag catcaactta gecaggagaga ttgtatgaaa

acaaacagca gagtccctac ccccaataac cccccccage tcactggect

acacgaagga ctgcacacaa gcatgcacaa gcacacctcg catgctgtcc

tgacagagcc tcggtccact tctagcacac agectetttg ttectggtgee

cagcaaggag aacccgtcgg aaagcacatt cgcactcgeca acactcacag

ctacaaagca cacagcatat aatactttga tctttaagtg gttgatcatg

ggcatcccaa gatcatactc actaggttag cctgagtttt catctataaa

aataagtttc ttaaaaataa tgcttagagt catagagaac agtagggcta

catcaagacc agcaggactc actcactggt aaaaggattg ctaatgtaag

gtcgggagtt cttcttcact tgtgggtaga gggeagetct cteggtggat

C
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